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ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบพิกุล 

Antibacterial and Antioxidant Capacities of Tanjong 

(Mimusops elengi L.) Leaf Extract

บทคัดย่อ

	 งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดใบพิกุลการตรวจเบื้องต้นเพื่อหาสาร
พฤกษเคมีและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบพิกุลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียด้วยวิธี agar well diffusion ผล
ที่ได้พบว่าสารสกัดใบพิกุลสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก Bacillis cereus ATCC 11778, Micrococcus luteus
TISTR884, Methicilin Resistant Staphylococcus aureus 142 (MRSA142) และ Staphylococcus aureus TISTR517 
ด้วยบริเวณยับยั้งเท่ากับ 21.7, 21.3, 29.0 และ 21.8 มิลลิเมตร ตามลำ�ดับ ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบดื้อต่อสารสกัดใบ
พิกุล และพบว่าค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดที่สามารถยับยั้ง (MIC) เชื้อแบคทีเรีย B. cereus ATCC 11778 ของสารสกัดใบพิกุล
เท่ากับ 9.38 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ MIC สำ�หรับ M. luteus TISTR884, MRSA142 และ S. aureus TISTR517 มีค่า
เท่ากับ 18.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดในการฆ่า (MBC) เช้ือแบคทีเรีย B. cereus ATCC 11778, M. luteus
TISTR884 และ S. aureus TISTR517 ของสารสกัดใบพิกุลในการฆ่า เท่ากับ 300 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ MBC สำ�หรับ 
MRSA142 เท่ากับ 600 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ การทดสอบเบื้องต้นเพื่อหาสารพฤกษเคมีผลปรากฏว่า สารสกัดใบ
พิกุลมีสารฟลาโวนอยด์ฟีนอล และซาโปนิน เป็นองค์ประกอบ สารสกัดใบพิกุลมีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 3.2 ไมโครกรัม 
Ascorbic acid ต่อกรัมน้ำ�หนักสด และมีค่า IC50 เท่ากับ 23.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้พบว่าสารสกัดใบพิกุลมี
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบเท่ากับ 0.8 มิลลิกรัม Quercetin ต่อกรัมน้ำ�หนักสด ขณะที่ปริมาณสารฟีนอร์ลิกใน
สารสกัดใบพิกุลเท่ากับ 0.72 มิลลิกรัมต่อกรัม gallic acid ต่อกรัมน้ำ�หนักสด
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Abstract

	 The objective of this research was to study antibacterial activity, phytochemical. The objective of 
this research was to study antibacterial activity, phytochemical screening, and antioxidant activityof Tanjong 
leaf extract. Antibacterial activity was determined by agar well diffusion method. The result showed 
that Tanjong leaf extract exhibited against gram positive bacteria such as Bacillis cereus ATCC 11778, 
Micrococcus luteus TISTR884, as well as the methicillin-resistant Staphylococcus aureus 142 (MRSA142) 
andStaphylococcus aureus TISTR517 with the inhibition zone 21.7, 21.3, 29.0 and 21.8 mm, respectively.
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However, gram negative bacteria were resistant to Tanjong leaf extract.  The MIC value of the Tanjong 

leaf extract gave 9.38 mg/ml with B. cereus ATCC 11778 and MIC value were given equally: 18.75 mg/ml 

with M. luteus TISTR884, MRSA142 and S. aureus TISTR517. The MBC value to inhibit B. cereus ATCC 

11778, M. luteus TISTR884andS. aureus TISTR517 were 300 mg/ml and MBC value for MRSA142 was 600 

mg/ml. Phytochemical screening test showed that Tanjong leaf extract contained flavonoids, phenols, and 

saponins.The Tanjong leaf extract showed antioxidant activity at 3.2 µg ascorbic acid/g fresh weights and 

the IC
50 
at 23.35 µg/ml. Moreover, the total flavonoid content was 0.8 mg Quercetin/g fresh weights and 

phenolic content was 0.72 mg gallic acid/ g fresh weights. 

Keywords: Tanjong, Mimusops elengi L., Antibacterial Activity, Phytochemical, Antioxidant

บทนำ�

	 ปัญหาการดื้อยาจัดเป็นปัญหาใหญ่ทั่วโลกโดยเฉพาะในประเทศกำ�ลังพัฒนาสำ�หรับประเทศไทยนั้นมีผู้เสียชีวิตที่

เกิดจากการติดเชื้อดื้อยาประมาณปีละ 19,000 ราย คิดเป็นร้อยละ 42.22 (จากจำ�นวนผู้ที่เสียชีวิตทั้งหมด 45,000 ราย) เชื้อ

ด้ือยาในประเทศไทยท่ีสำ�คัญ ได้แก่ เช้ือกลุ่ม Enterobacteriaceae และ Pseudomonas spp. รวมถึง Methicillin-resistant  

S. aureus (MRSA) ซึ่งเป็นสาเหตุสำ�คัญของการการติดเชื้อในโรงพยาบาล (Indrawattana & Vanaporn, 2015) สาเหตุ

การดื้อยาของเชื้อก่อโรคอาจจะมาจากการใช้ยาปฏิชีวนะในปริมาณที่ไม่เหมาะสม ซึ่งสอดคล้องกับรายงานถึงการใช้ยาปฏิชีวนะ

อย่างไม่เหมาะสมในโรงพยาบาล ส่งผลให้เชื้อที่ดื้อยาสามารถถ่ายทอดยีนดื้อยาไปยังรุ่นลูกและรุ่นหลานได้ หรือส่งผ่าน

คุณสมบัติการดื้อยาให้กับแบคทีเรียตัวอื่น จึงมีการคิดค้นวิธีการแก้ปัญหาเชื้อดื้อยา โดยใช้พืชสมุนไพรหลากหลายชนิดมาส

กัดและศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดื้อยา และมีการรายงานพบว่าการใช้สารสกัดจากเปลือกผลไม้ 5 ชนิด 

ในการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียด้ือยา ได้แก่ ทุเรียนพันธ์ุหมอนทอง มังคุดสุก ส้มเขียวหวาน กล้วยน้ําว้าดิบ และหมากสงดิบ 

(Tantipaibulvut, Nuamsetti & Dechayuenyon, 2012) รวมถึงการใช้สารสกัดจากชาเขียว (Radji, Agustama, Elya & 

Tjampakasari, 2013) นอกจากนี้มีรายงานการวิจัยพบว่าสารสกัดผลมะเปรียงสามารถยับยั้ง MRSA142 ซึ่งเป็นเชื้อดื้อยาได้ 

(On-Anong, Gornganok, Kolip & Charuwan, 2019) พิกุลเป็นพืชที่มีถิ่นกำ�เนิดในประเทศอินเดีย พม่า มาเลเซีย และ

ไทย ซึ่งสามารถพบได้ทั่วไปทุกภาคของประเทศไทย นิยมปลูกเป็นไม้ประดับนอกจากนี้พิกุลถือเป็นต้นไม้ประจำ�มหาวิทยาลัย

นราธิวาสราชนครินทร์ สำ�หรับประโยชน์ของพิกุลพบว่ามีประโยชน์ในหลายส่วนโดยดอกใช้เป็นยาบำ�รุงหัวใจ ยาแผนโบราณ ใช้

เข้ายาหอมบำ�รุงหัวใจ เป็น 1 ในเกสรทั้ง 5 ทั้ง 7 และทั้ง 9 เปลือกมีรสฝาด นำ�ไปสับแล้วต้ม โดยใช้นํ้าอมบ้วนปากแก้โรคเหงือก

อักเสบ และทำ�ให้ฟันทนเมล็ดตำ�แล้วทำ�เป็นยาเหน็บทวารหนักเด็ก แก้อาการท้องผูก แก่นที่รากมีสีนํ้าตาลเข้ม ประขาว เรียกชื่อ

ใหม่ว่า “ขอนดอก” จะมีกลิ่นหอม ใช้ทำ�เป็นยาบำ�รุงหัวใจ แก้ไข้ และรักษาครรภ์ ส่วนใบมีสรรพคุณ ได้แก่ ช่วยรักษากามโรค 

แก้หืด เป็นต้น นอกจากมีรายงานการวิจัยพบว่าสารสกัดจากใบพิกุลด้วยเมทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ คืออนุมูลอิสระ 

DPPH (1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) และ ABTS (2, 2’-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) โดย

มีค่าการยับยั้ง IC50 เท่ากับ 10.25 และ 13.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำ�ดับ (Gadamsetty, et al., 2013)นอกจากนี้พบว่า

สารสกัดใบพิกุลด้วยเมทานอลมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ เมื่อเปรียบเทียบกับยามาตรฐาน indomethacin ในขนาด 10 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม (Gadamsetty, et al., 2013) สำ�หรับการศึกษาฤทธ์ิแก้ปวด ลดไข้ พบว่าสารสกัดใบพิกุลด้วยเมทานอล มีฤทธ์ิแก้ปวด 

และลดไข้ ได้อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ ที่ขนาดยา 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (Sehgal, Gupta, Gupta & Saraf, 2011) และ

พบว่าสารสกัดเมทานอลจากเปลือกและใบของพิกุลสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ โดยมีค่า IC
50
 เท่ากับ 35.08 ± 2.92
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และ 67.46 ± 4.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ และเพิ่มการเหนี่ยวนำ�ให้เกิด apoptosis ในการกำ�จัดเซลล์ผิดปกติและ

เซลล์มะเร็งภายในร่างกาย จาก 0.24% เป็น 60% และ 69% ตามลำ�ดับ (Ganesh, Abhishek, Saurabh & Sarada, 2014) 

สำ�หรับงานวิจัยในครั้งนี้เห็นถึงความสำ�คัญต่อการนำ�สารสกัดจากพืชสมุนไพรมาใช้ในการยับยั้งเชื้อดื้อยาและมีโอกาสในการนำ�

สารสกัดใบพิกุลไปประยุกต์ใช้ทางการแพทย์มากยิ่งขึ้น

วัตถุประสงค์การวิจัย

	 1. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดใบพิกุลต่อการยับยั้งแบคทีเรีย

	 2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบพิกุล

	 3. เพื่อศึกษาสารประกอบพฤกษเคมีเบื้องต้นที่เป็นองค์ประกอบสารสกัดใบพิกุล

วิธีการดำ�เนินการวิจัย

	 1. การสกัดสารจากใบพิกุลด้วยน้ำ�

	 ใบพิกุลที่ใช้ในการทดลองปลูกในเขตพื้นที่มหาวิทยาลัยนราธิวาสราชนครินทร์ จังหวัดนราธิวาส โดยการนำ�ใบพิกุล

หั่นเป็นชิ้นเล็กๆ จำ�นวน 70 กรัม เติมน้ำ�กลั่นปริมาตร 210 มิลลิลิตร (อัตราส่วน 1 ต่อ 4) แล้วนำ�ไปต้มที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง รอจนสารสกัดเย็นกรองด้วยผ้าขาวบาง จากนั้นนำ�สารสกัดที่ได้ไประเหยเพื่อให้ได้สารที่เข้มข้น

ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงแบบลดความดัน (Rotary Evaporator) และนำ�มาทำ�ให้เป็นผงแห้งด้วยเครื่องอบแห้งเยือกแข็ง (Freeze 

Dryer) เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง

	 2. แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ

	 แบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบที่ใช้ศึกษาในงานวิจัยครั้งนี้คือ Staphylococcus aureus TISTR517, Bacillus cereus 

ATCC 11778, Micrococcus luteus TISTR884, Salmonella typhimurium TISTR292, Escherichia coli ESBL182, 

Psuedomonas aeruginosa TISTR1467 และ MRSA142

	 การเตรียมเชื้อทดสอบ

	 นำ�เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบเลี้ยงในอาหารเหลว Luria Bertani Broth (LB) บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง จากนั้นนำ�เชื้อเลี้ยงในอาหารเหลว LB เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และนำ�เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบมา

ปรับความขุ่นให้เท่ากับ 0.5 Mcfarland (1.5 x 108 CFU/mL) ด้วย 0.85% NaCl

	 3. การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากใบพิกุล

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

typhimurium TISTR292, E. coli ESBL182, P. aeruginosa TISTR1467 และ MRSA142 ด้วยวิธี Agar-well diffusion

method โดยการนำ�เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบมาปรับความขุ่นให้เท่ากับ 0.5 Mcfarland (1.5 x 108 CFU/mL) แล้ว 

swab เชื้อบน LB agar ให้ทั่ว ด้วย Cotton swab จากนั้นเจาะหลุมด้วยทิปปราศจากเชื้อที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง            

6 มิลลิเมตร เติมสารสกัดใบพิกุลท่ีความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง จากน้ันนำ�ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง ทำ�การวัดบริเวณยับย้ัง (Inhibition zone) 

ในหน่วยมิลลิเมตร ด้วยเวอร์เนียร์คาร์ลิเปอร์ (Vernier caliper) บันทึกผลและวิเคราะห์ผลการทดลอง โดยทำ�การทดสอบซ้ำ� 

3 ครั้ง
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	 4. การหาความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดใบพิกุลท่ีสามารถยับย้ังเช้ือได้ (Minimum inhibitory concentrations, 

MIC)

	 การหาค่า MIC ด้วยวิธี agar well diffusion method (Mostafa et al, 2017) โดยนำ�สารสกัดที่มีบริเวณยับยั้ง 

(Inhibition zone) จากข้อ 3 มาเตรียมให้ได้ความเข้มข้นที่ 300, 150, 75, 37.5, 18.75 และ 9.375 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดย

เจือจางลงทีละ 2 เท่า ด้วยน้ำ�กล่ัน นำ�เช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุทดสอบมาปรับความขุ่นให้เท่ากับ 0.5 Mcfarland (1.5 x 108 CFU/mL)

 ด้วย 0.85% NaCl จากนั้นทำ�การ swab บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB และเจาะหลุมด้วยทิปปราศจากเชื้อเติมสารสกัดใบพิกุล

ที่ความเข้มข้นต่างๆ ลงในแต่ละหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นบ่มเลี้ยง

เชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 -24 ชั่วโมง การอ่านผลค่า MIC ให้สังเกตค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดที่แสดงบริเวณ

ยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุทดสอบและวัดขนาดบริเวณยับย้ังด้วย Vernier caliper โดยทำ�การทดสอบซ้ำ� 3 คร้ัง

	 5. การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดใบพิกุลที่สามารถฆ่าทำ�ลายเชื้อ (Minimum bactericidal 

concentrations, MBC)

	 การหาค่า MBC ทำ�การศึกษาตามวิธีของ (Mostafa et al, 2017) โดยใช้วิธีขีดเชื้อบนอาหารแข็ง (streak plate)

โดยเขี่ยเชื้อจากบริเวณยับยั้งของค่า MIC ที่ความเข้มข้นต่ำ�สุดอย่างน้อย 3 ความเข้มข้น นำ�มาขีดเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

LB ใหม่อีกครั้ง นำ�ไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง การอ่านผลค่า MBC หากสารสกัดใบพิกุล

ที่ความเข้มข้นใดสามารถฆ่าเชื้อได้จะแสดงผลลบ คือ ไม่มีโคโลนีของเชื้อปรากฏ ดังนั้นความเข้มข้นน้อยที่สุดของสารสกัดใบ

พิกุลที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้คือค่า MBC โดยทดสอบซ้ำ� 3 ครั้ง

	 6. การคัดกรองสารพฤกษเคมีในสารสกัดใบพิกุล (Phytochemical screening) (ดัดแปลงจากวิธีของ Saritha, 

Rajest, Manjulatha, Setty & Yenugu, 2015)

		  6.1 การตรวจหาสารฟลาโวนอยด์ (Flavonoids)

	 	 เตรียมสารสกัดใบพิกุลปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์

ปริมาตร 2-3 หยด สังเกตสีที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา หากพบฟลาโวนอยด์สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง

		  6.2 การตรวจหาสารฟีนอล (Phenols)

	 	 เตรียมสารสกัดใบพิกุลปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จาก

นั้นเติม 2 มิลลิลิตร ของสารละลาย 3% FeCl
3
 สังเกตสีที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา ถ้าเกิดเป็นสีฟ้าหรือเขียวแสดงว่าสารสกัดใบพิกุล

มีสารฟีนอลเป็นองค์ประกอบ

		  6.3 การตรวจหาสารซาโปนิน (Saponins)

	 	 สารสกัดใบพิกุลปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ำ�กลั่น 20 มิลลิลิตร กวนสารให้ผสมกันต่อเนื่องเป็นเวลา 15 

นาที สังเกตฟองที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา หากพบซาโปนินจะเกิดฟองหนาประมาณ 1 เซนติเมตร

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

Paul, 2018)

		  7.1 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 (Ac) ขณะที่ blank ใช้เมทานอลอย่างเดียว
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	 	 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 = [(A
C
-A

30
)/A

C
]X 100

	 	 A
C	

คือ ค่าการดูดกลืนแสงสารละลาย DPPH ก่อนทำ�ปฏิกิริยา

	 	 A
30
	 คือ ค่าการดูดกลืนแสงสารละลาย DPPH หลังทำ�ปฏิกิริยาเมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที

		  7.2 การทดสอบสารสกัดใบพิกุลกับสารละลาย DPPH

	 	 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยสารละลาย 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ซึ่งดัดแปลง

เล็กน้อยจากวิธีของ (Murugan, et al., 2018) นำ�สารสกัดใบพิกุลมาทำ�การเจือจางให้ได้ 4 ความเข้มข้นคือ 12.5, 25, 50 และ 

100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติม 1 มิลลิลิตรของสารละลาย DPPH ลงใน 1 มิลลิลิตรของสารสกัดใบพิกุลแต่ละความ

เข้มข้น บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ในที่มืดเมื่อครบเวลาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 

ด้วยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ สำ�หรับชุดควบคุมผสม 1 มิลลิลิตรของสารละลาย DPPH กับ 1 มิลลิลิตร เมทานอล ในขณะ

ที่ blank ใช้เฉพาะเมทานอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และใช้วิตามินซีเป็นสารมาตรฐานโดยมีความเข้มข้นในช่วง 1-10 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร โดยกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระแสดงในรูป ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของวิตามินซี เปอร์เซ็นต์ในการต้านอนุมูล

อิสระคำ�นวณได้จากสูตร

% Radical scavenging = [(A
0
-A

30
)/A

0
] x100

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

inhibition กับความเข้มข้นของสารสกัด

	 8. การวิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ (ดัดแปลงจากวิธีการของ Dewanto, Wu, Adom & Liu, 2002; 

Barreira, Ferreira, Oliveira & Pereira, 2010)

	 นำ�สารสกัดใบพิกุลปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมกับน้ำ�กลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 5% 

NaNO
2 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 10% AlCl

3 

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

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาทำ�การวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

510 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ เพื่อหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดใบพิกุลโดยเปรียบเทียบค่าที่วัดได้

กับกราฟมาตรฐาน Quercetin ที่ความเข้มข้น 1 ถึง 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รายงานผลเป็น มิลลิกรัม Quercetin ต่อกรัม

น้ำ�หนักสด

	 9. การวิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอลิก (ดัดแปลงจากวิธีของ Ikram et al., 2009)

	 การทดสอบหาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดใบพิกุลโดยวิธีวิเคราะห์ด้วย Folin-Ciocalteu โดยผสม 10 

ไมโครลิตรของสารสกัดใบพิกุลกับ 1 มิลลิลิตรของน้ำ�กล่ันปราศจากเช้ือ จากน้ันเติม 100 ไมโครลิตรของสาร Folin-Ciocalteu’s 

phenol และเติม 300 ไมโครลิตรของ 20% Na
2
CO

3
 ผสมให้เข้ากัน นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ในที่มืด จากนั้น

ทำ�การวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 735 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง UV-Vis สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ซึ่งใช้ Gallic acid 

เป็นสารมาตรฐานที่ความเข้มข้นช่วง 0.02-0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดแสดงในหน่วย มิลลิกรัม gallic 

acid equivalent (GAE) ต่อกรัมน้ำ�หนักสด
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล

	 1. ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดใบพิกุล

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

และ MRSA142 ได้ดี เมื่อเทียบกับยาปฏิชีวนะ gentamicin โดยมีค่าบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) เท่ากับ 29.0, 21.7, 

21.3 และ 21.8 มิลลิเมตร ตามลำ�ดับ ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบสายพันธุ์ทดสอบดื้อต่อสารสกัดใบพิกุล ดังตารางที่ 1 และ 

ภาพที่ 1 ซึ่งผลจากการวิจัยสอดคล้องกับผลการต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียของสารสกัดจาก Cuminum cyminum 

ซึ่งมีผลต่อแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้น (Mostafa et al., 2017) และสมุนไพรจากฟิลิปปินส์ เช่น Psidium guajava L. และ 

Phyllanthus niruri มีฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก (Valle, Andrade, Puzon, Cabrera & Rivera, 2015) เช่นเดียว

กับสารสกัดจากผลมะเปรียงให้ฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้น (On-Anong, et al., 2019) ทั้งนี้การที่แบคทีเรีย

แกรมลบดื้อต่อสารสกัดอาจเป็นเพราะแบคทีเรียแกรมลบมีโครงสร้างต่างจากแบคทีเรียแกรมบวก กล่าวคือ แบคทีเรียแกรม

ลบมีเมมเบรนชั้นนอกที่มีไลโปโพลีแซคคาร์ไรด์ (Lipopolysacharide) เป็นองค์ประกอบ ซึ่งมีหน้าที่ป้องกันไม่ให้สารเข้าสู่

ภายในเซลล์ (Shan, Cai, Brooks & Corke, 2007) นอกจากนี้พบว่าสารสกัดจากพืชประเภท terpenoid, alkaloid และ 

phenolic compound สามารถทำ�ปฏิกิริยากับโปรตีนและเอนไซม์ที่อยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ส่งผลให้เยื่อหุ้มเซลล์

ถูกทำ�ลาย (Gill & Holley, 2006) สำ�หรับสารสกัดพืชที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ำ� พบว่าคุณสมบัติของสารสกัดคือจะทำ�ปฏิกิริยา

กับเย่ือหุ้มเซลล์ของไมโตคอนเดรียของจุลินทรีย์ซ่ึงเป็นสาเหตุให้โครงสร้างเซลล์จุลินทรีย์เปล่ียนแปลงไป นอกจากน้ีความสามารถ

ในการให้สารซึมผ่านเปลี่ยนแปลงไปด้วย (Tiwari et al., 2009) แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดพบว่ามี

คุณสมบัติในสร้างไบโอฟิล์มสำ�หรับการป้องกันตัวมันเองจากการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ (Frieri, Kumarb & Boutinc, 2017)

ตารางที่ 1 ผลของสารสกัดใบพิกุลต่อการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion

เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบ

(Indicator strains)

บริเวณการยับยั้ง (มม.)

สารสกัดใบพิกุล Gentamicin (10 ug) Sterile H
2
O

S. aureus TISTR517

B. cereus ATCC 11778

M. luteus TISTR884

MRSA142

S. typhimurium TISTR292

E.  coli ESBL182

P.  aeruginosa TISTR1467

29.00±0.251

21.70±0.057

21.30±0.028

21.80±0.225

-

-

-

41.00±0.001

40.33±0.001

40.33±0.001

-

40.33±0.001

31.00±0.001

41.00±0.001

-

-

-

-

-

-

-
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ภาพที่ 1 ผลของสารสกัดใบพิกุลต่อการยับยั้ง ก) S. aureus TISTR517 ข) M. luteus TISTR884 

ค) B. cereus ATCC11778 ง) MRSA142 โดย หลุมที่ 1 คือ สารสกัดใบพิกุล 

หลุมที่ 2 คือ ยาปฏิชีวนะ gentamicin หลุมที่ 3 คือ น้ำ�กลั่นปราศจากเชื้อ

	 2. ความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดใบพิกุลที่สามารถยับยั้งเชื้อ (Minimum inhibitory concentrations, MIC)

และค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดใบพิกุลที่สามารถฆ่าทำ�ลายเชื้อ (Minimum bactericidal concentrations, MBC)

	 ค่า MIC ของสารสกัดใบพิกุลต่อเชื้อ B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884,  S. aureus TISTR517 
และ  MRSA142 คือ 9.38, 18.75, 18.75 และ 18.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ นอกจากนั้นพบว่าค่า MBC ของสาร
สกัดใบพิกุลต่อเชื้อ B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884, S. aureus TISTR517 และ MRSA142 คือ 300, 
300, 300 และ 600 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ ดังตารางที่ 2 จากการทดลองพบว่าค่า MIC ต่อเชื้อ B. cereus ATCC 
11778, M. luteus TISTR884,  S. aureus TISTR517 และ  MRSA142 ใกล้เคียงกันเนื่องจากเป็นแบคทีเรียแกรมบวก
เหมือนกัน ซึ่งมีกลไกในการป้องกันตัวเองเหมือนกัน ขณะที่ค่า MBC ต่อเชื้อ MRSA142 จะสูงกว่าเชื้อแบคทีเรียอื่นๆ อาจจะ
เนื่องมาจาก MRSA142 เป็นแบคทีเรียดื้อยา จึงมีค่า MBC ที่สูงกว่าเชื้อตัวอื่นๆ

ตารางที่ 2 ค่า MIC และ MBC ของสารสกัดใบพิกุล

แบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบ MIC (มก./มล.) MBC (มก./มล.)

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

MRSA142

9.38±0.001
18.75±0.001
18.75±0.001
18.75±0.001

300±0.001
300±0.001
300±0.001
600±0.001

	 3. การคัดกรองสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดใบพิกุล

	 สารสกัดใบพิกุลประกอบด้วยสารพฤกษเคมีคือ ฟลาโวนอยด์ ฟีนอล ซาโปนิน ดังตารางที่ 3 ซึ่งผลวิจัยสอดคล้อง
กับรายงานที่กล่าวไว้ว่าในสารสกัดของใบพิกุล เช่น ใบ พบว่ามีซาโปนิน (Saponin) และฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) (Aziz & 
Iqbal, 2013)

ตารางที่ 3 องค์ประกอบพฤกษเคมีในสารสกัดใบพิกุล

สารสกัดใบพิกุล ฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน ฟีนอล

+ + +
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	 4. การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระกับสารละลาย DPPH และการวิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์และฟีนอร์ลิก

	 เมื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่า สารสกัดใบพิกุลมีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 3.2 ไมโครกรัม Ascorbic 

acid ต่อกรัมน้ำ�หนักสด นอกจากนี้พบว่าค่า IC
50
 ของสารสกัดใบพิกุล เท่ากับ 23.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะเดียวกันมี

รายงานสารสกัดใบพิกุลด้วยเมทานอลมีค่าการยับยั้ง IC
50
 เท่ากับ 10.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Gadamsetty, et al., 2013) 

อย่างไรก็ตามสารสกัดใบพิกุลด้วยเอทานอลมีค่า IC
50
 น้อยมากเมื่อเทียบกับสารสกัดจากผลมะเปรียงที่มีค่า IC

50
 เท่ากับ 76 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (On-Anong, Gornganok, Kolip & Charuwan, 2019) และจากการศึกษาพบว่าสารสกัดใบพิกุลมี

ปริมาณสารฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบเท่ากับ 0.8 มิลลิกรัม Quercetin ต่อกรัมน้ำ�หนักสด ซึ่งเป็นปริมาณที่น้อยมากเช่น

กันเมื่อเทียบกับสารสกัดผลมะเปรียงที่มีปริมาณฟลาโวนอยด์เท่ากับ 7.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (On-Anong, et al., 2019) 

นอกจากนี้ปริมาณสารฟีนอร์ลิกในสารสกัดใบพิกุลเท่ากับ 0.72 มิลลิกรัมต่อกรัม gallic acid ต่อกรัมน้ำ�หนักสด ดังตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารฟลาโวนอยด์และฟีนอร์ลิก

M. elengi 

leaves extract

Antioxidant activity
Total flavonoid 

content

Total phenolic 

content

Ascorbic acid 

(µg)/g fresh wt 

IC50

(µg/ml)

Quercetin 

Mg /g fresh wt

Gallic acid

Mg/ml/g fresh wt

3.2±0.001 23.35±0.050 0.80±0.012 0.72±0.006

สรุป

	 จากผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดใบพิกุลและการตรวจเบื้องต้น ผลที่ได้พบว่าใบพิกุล

สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884, MRSA142 และ S.  aureus 

TISTR517 ด้วยบริเวณยับยั้งเท่ากับ 21.7, 21.3, 29.0 และ 21.8  มิลลิเมตร ตามลำ�ดับ และมีค่า MIC ของสารสกัดใบพิกุล

ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย B. cereus ATCC 11778 คือ 9.38 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ค่า MIC ในการยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรีย M. luteus TISTR884, MRSA142 และ S. aureus TISTR517 ได้มีค่าเท่ากัน คือ 18.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

สำ�หรับค่า MBC ของสารสกัดใบพิกุลในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884, S. aureus 

TISTR517 เท่ากับ 300 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า MBC สำ�หรับ MRSA 142 เท่ากับ 600 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจาก

นี้การทดสอบเบื้องต้นเพื่อหาสารพฤกษเคมีผลปรากฏว่า สารสกัดใบพิกุลมีสารฟลาโวนอยด์ (Flavonoid), ฟีนอล (phenol) 

และซาโปนิน (saponin) เป็นองค์ประกอบสารสกัดใบพิกุลมีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 3.2 ไมโครกรัม Ascorbic acid 

ต่อกรัมน้ำ�หนักสด และมีค่า IC50 เท่ากับ 23.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้พบว่าสารสกัดใบพิกุลมีปริมาณสารฟลาโว

นอยด์เป็นองค์ประกอบเท่ากับ 0.8 มิลลิกรัม Quercetin ต่อกรัมน้ำ�หนักสด ขณะที่ปริมาณสารฟีนอร์ลิกในสารสกัดใบพิกุล

เท่ากับ 0.72 มิลลิกรัมต่อกรัม gallic acid ต่อกรัมน้ำ�หนักสด

ข้อเสนอแนะ

	 แนวทางในการศึกษาเพื่อต่อยอดงานวิจัยชิ้นนี้อาจดำ�เนินการศึกษาในเชิงลึกเพิ่มข้ึนเช่นกลไกการออกฤทธ์ิของสาร

สกัดใบพิกุลในการยับยั้งแบคทีเรียที่สามารถนำ�ไปใช้ทางการแพทย์ได้หรือศึกษาฤทธ์ิการต้านการอักเสบของสารสกัดใบพิกุล 

เพื่อนำ�ไปประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ได้
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