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 การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัแยกสารบริสุทธ์ิจากใบของมะฮึก (Clausena excavata 
Burm. f.) ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 25923 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีไวต่อยา
เมทิซิลลิน (Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus, MSSA) และ S. aureus ATCC 43300
ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีด้ือยาเมทิซิลลิน (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) โดยใช้
วธีิการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพน าการคดัแยกสาร (Bioassay-guided isolation) และวเิคราะห์
โครงสร้างของสารบริสุทธ์ิท่ีไดโ้ดยใชเ้ทคนิคทางเอ็นเอม็อาร์ สเปคโทรสโคปี โดยท าการเตรียม
สารสกดัหยาบจากใบมะฮึกโดยใชต้วัท าละลายเอทานอล และน าสารสกดัหยาบเอทานอลท่ีไดม้าท า
การสกดัแยกล าดบัส่วนดว้ยตวัท าละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท ตามล าดบั เม่ือน าสารสกดัทั้ง
สามชนิดท่ีไดม้าท าการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 (MSSA) และ S. aureus ATCC 
43300 (MRSA) ดว้ยวธีิ disk diffusion พบวา่ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทของมะฮึก แสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง
แบคทีเรียทดสอบทั้งสองชนิดไดดี้ท่ีสุด การตรวจหาค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัเอทิลอะซิเตทจาก
ใบมะฮึกท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรีย (Minimum inhibitory concentration, MIC) และฆ่า
แบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration, MBC) ดว้ยวธีิ broth macrodilution พบวา่ค่า MIC 
และ MBC ของสารสกดัเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกท่ีใชใ้นการตา้นแบคทีเรียทดสอบทั้งสอง      
สายพนัธ์ุมีค่าอยูใ่นช่วง 32-64 และ 128-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั การคดัแยกสาร
บริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียทดสอบจากส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท โดยท าการแยกสารประกอบ
ต่าง ๆ ในส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทดว้ยคอลมัน์โครมาโตกราฟี ตรวจสอบรูปแบบและฤทธ์ิตา้น
แบคทีเรียทดสอบของสารท่ีแยกไดแ้ต่ละส่วนแยกยอ่ยดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบเยือ่บาง 
และไบโอออโตกราฟี (bioautography) ตามล าดบั สามารถแยกสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง MSSA 
และ MRSA ไดจ้ากส่วนแยกยอ่ยล าดบัท่ี F3 และ F6 เม่ือน ามาวเิคราะห์หาโครงสร้างทางเคมี พบวา่

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwia7PaVn_LUAhXKqo8KHXRNDo4QFghNMAc&url=http%3A%2F%2Fwww.eidas.vet.chula.ac.th%2Fth%2Fdiseases%2Fpeople%2Fbacteria%2F378&usg=AFQjCNF6khxX0wff5ysAIju4GYGRx7ANhA
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สารบริสุทธ์ิทั้งสองชนิดท่ีแยกไดคื้อ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin และ Clauslactone A 
ตามล าดบั โดยค่า MIC ของสารทั้งสองชนิดอยูใ่นช่วง 2-4 และ 256-512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั ค่า MBC ของ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin อยูใ่นช่วง 2-8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ในขณะท่ีค่า MBC ของ Clauslactone A ท่ีระดบัความเขม้ขน้สูงสุดท่ีใชท้ดสอบยงัไม่สามารถฆ่า
เช้ือทดสอบได ้(1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) การส ารวจการกระจายเชิงพื้นท่ีของตน้มะฮึกใน
พื้นท่ีโครงการพฒันาป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ ต าบลตกพรม อ าเภอขลุง จงัหวดัจนัทบุรี พบตน้มะฮึก
กระจายอยูท่ ัว่พื้นท่ีท่ีท าการศึกษา โดยส่วนใหญ่การเจริญเติบโตของตน้ท่ีอยูภ่ายในป่าจะมีขนาด
เล็กกวา่ตน้ท่ีพบบริเวณขอบป่า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฉ 

 

56910499:   MAJOR: ENVIRONMENTAL SCIENCE; M.Sc. (ENVIRONMENTAL  
   SCIENCE) 
KEYWORDS: CLAUSENA EXCAVATA BURM. F./ ANTIBACTERIAL ACTIVITY/ 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS/ MRSA 
 WATCHARAPORN THAMMACHOTH: POTENTIAL EVALUATION OF 
ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND SPATIAL DISTIBUTION OF CLAUSENA EXCAVATA 
BURM. F. IN BAN ANG-ED OFFICIAL COMMUNITY FOREST, CHANTABURI 
PROVINCE. ADVISORY COMMITTEE: KARNJANA HRIMPENG, Ph.D., EKARUTH 
SRISOOK, Ph.D., KRITSANAI CHAREONCHIT, Ph.D. 105 P. 2017. 
 
 The main objective of this research was to isolate and characterize the purified 
bioactive compounds possessing antibacterial activity against Methicillin susceptible 
Staphylococcus aureus (MSSA) and Methicillin resistant S. aureus (MRSA) from the leaves of 
Clausena excavata Burm f. using bioassay guided isolation and NMR spectroscopy, respectively. 
Crude extract of the plant leaves was prepared using 95% ethanol and then the plant ethanol 
extract was subjected to further sequential extract with the other two solvents, namely hexane and 
ethyl acetate, respectively. Antibacterial activity of those plant extracts against the strains of 
MSSA (S. aureus ATCC 25923) and MRSA (S. aureus ATCC 43300) was investigated via disk 
diffusion method. As a result, the ethyl acetate extract revealed the most potent effect against the 
tested strains. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 
concentration (MBC) of those extracts were also determined through broth macrodilution method. 
With a similar activity, the MIC and MBC values of the ethyl acetate extract against both strains 
of the tested bacteria were within the range of 32-64 µg/ml and 128-256 µg/ml, respectively. The 
antibacterial compounds consisting in the ethyl acetate extracts were isolated and purified using 
Bioassay guided isolation technique which includes a sequential fractionation of the extract 
through column chromatography and antibacterial activity analysis via thin layer chromatography 
and bioautography, respectively. As a result, two purified active compounds were isolated from 
the subtractions no F3 and no F6, respectively. The chemical structure of these compounds were 
identified as 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin and Clauslactone A by NMR spectroscopy, 
respectively. The MIC values of their compound were in range of 2-4 and 256-512 µg/ml, 
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respectively. The MBC values of 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin were in range of 2-8 µg/ml 
whereas the MBC values of Clauslactone A clould not detected at the highest test concentration     
(1024 µg/ml). Finally, the spatial distribution of the C. excavata Burm. f. in Ban Ang-Ed official 
community forest was investigated. Although, the C. excavate trees were found scattered 
throughout the studied area, most of the trees growth inside the forest were smaller than the 
outside ones.  
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 1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
 ป่าไมเ้ป็นทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อส่ิงมีชีวติไม่วา่จะเป็นมนุษยห์รือ
สัตว ์เพราะป่ามีประโยชน์ทั้งการเป็นแหล่งวตัถุดิบของปัจจยัส่ี คือ อาหาร เคร่ืองนุ่งห่ม ท่ีอยูอ่าศยั
และยารักษาโรคส าหรับมนุษย ์แต่จากสถานการณ์การตดัไมท้  าลายป่าอยา่งต่อเน่ืองจากอดีตจนถึง
ปัจจุบนัท าใหท้รัพยากรป่าไมล้ดลงเป็นจ านวนมาก ซ่ึงส่งผลกระทบโดยตรงต่อสมดุลทางธรรมชาติ
เช่น เกิดการชะลา้งพงัทลายของดิน น ้าท่วมหนกั เกิดความแหง้แลง้ท่ีรุนแรง เกิดปัญหาโลกร้อนข้ึน 
ปัจจยับางประการท่ีท าให้เกิดการตดัไมท้  าลายป่าในระดบัมหภาคคือ ความไม่เอาใจใส่หรือความไม่
รู้คุณค่าท่ีแทจ้ริง ขาดการให้คุณค่า การจดัการป่าไมท่ี้ไม่เขม้งวด ดงันั้นจึงตอ้งมีการจดัการ
ทรัพยากรป่าไม ้เช่น การมีป่าชุมชน (เพิ่มศกัด์ิ มกราภิรมย,์ 2540; กรมส่งเสริมคุณภาพส่ิงแวดลอ้ม, 
ม.ป.ป.; Moutinho & Schwartzman, 2005 ) 
 ป่าชุมชน (Community Forest) เป็นวถีิปฏิบติัและเป็นการปรับตวัของการจดัการ
ทรัพยากร และเป็นแนวทางหน่ึงในการรักษาพื้นท่ีป่าและความสมบูรณ์ของนิเวศป่าไม ้เพื่อให้
ระบบนิเวศคงความสมดุลเน่ืองจากป่าชุมชนเป็นกลไกท่ีส าคญัท่ีเป็นช่องทางใหชุ้มชนเขา้มามีส่วน
ร่วมในการอนุรักษ ์จดัการ ฟ้ืนฟูใหป่้ามีความสมบูรณ์เพิ่มข้ึน และมีการใชท้รัพยากรและผลผลิต
จากป่าไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพื่อความมัน่คงแห่งชีวิตของคนในชุมชน และท่ีส าคญัยิง่คือ เพิ่ม
ความสามารถใหก้บัมนุษยไ์ดเ้รียนรู้การอยูอ่ยา่งสมดุลกบัธรรมชาติและด ารงชีพอยูไ่ดอ้ยา่งมี
ความสุข (ส านกังานส่งเสริมการปลูกป่า กรมป่าไม,้ 2538; ฉลาดชาย รมิตานนท,์ 2548; สมหญิง 
สุนทรวงษ,์ 2557) 
 ป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ ต าบลตกพรม อ าเภอขลุง จงัหวดัจนัทบุรี เป็นป่าชุมชนใน
โครงการท่ีถูกจดัตั้งข้ึนตามพระราชด าริของสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ซ่ึง
ทรงพระราชทานใหส้ านกังานมูลนิธิชยัพฒันา ด าเนินการรับโอนท่ีดินซ่ึงครอบครัว “ลกัคุณะ
ประสิทธ์ิ” มีความประสงคข์อพระราชทานนอ้มเกลา้ฯ ถวายท่ีดินจ านวน 14 แปลง เน้ือท่ีรวม      
160 ไร่ 1 งาน 46  ตารางวา ตั้งอยูท่ี่ ต  าบลตกพรม อ าเภอขลุง จงัหวดัจนัทบุรี เพื่อใชป้ระโยชน์ใน
มูลนิธิชยัพฒันา (มูลนิธิชยัพฒันา, 2554) ซ่ึงป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็เป็นป่าเพียงผนืเดียวท่ีเหลืออยู่
ของต าบลตกพรมเป็นป่ารกร้างท่ีไม่มีการใชป้ระโยชน์แต่มีสภาพท่ีสมบูรณ์และมีพืชสมุนไพร
จ านวนมากมายหลายชนิดท่ีน่าสนใจ แต่การศึกษาขอ้มูลและการใหค้วามส าคญัของพืชสมุนไพรใน
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ป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ยงัมีนอ้ย ซ่ึงสมุนไพรมีประโยชน์ในทางการแพทยส์ามารถน ามาใชรั้กษาโรค
ไดห้ลายชนิด และสามารถน ามาใชแ้ทนยาแผนปัจจุบนัท่ีก่อปัญหาทางส่ิงแวดลอ้ม เช่น ยาปฏิชีวนะ 
 ปัจจุบนัปัญหาการใชย้าปฏิชีวนะมากจนเกินความจ าเป็นในการรักษาโรคติดเช้ือทั้งใน
มนุษย ์สัตว ์พืช และยงัมีการใชย้าปฏิชีวนะเป็นสารส่งเสริมการเจริญเติบโตในปศุสัตวด์ว้ย จึงท าให้
มีการปล่อยยาปฏิชีวนะออกสู่ส่ิงแวดลอ้ม โดยเฉพาะอยา่งยิง่การปนเป้ือนท่ีเกิดจากโรงงาน
อุตสาหกรรมท่ีผลิตยาปฏิชีวนะ (Boxall, 2004) จนเกิดการปนเป้ือนของยาปฏิชีวนะในส่ิงแวดลอ้ม
เป็นจ านวนมาก และท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียในส่ิงแวดลอ้มมีโอกาสไดรั้บยาปฏิชีวนะจนเกิดเช้ือด้ือยา
ข้ึน (Cheng et al., 2014; Jiang et al., 2014)  
 เม่ือมีการปล่อยยาปฏิชีวนะลงสู่ส่ิงแวดลอ้ม ยาปฏิชีวนะสามารถแพร่กระจายไปใน
ระบบนิเวศรวมทั้งส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยูใ่นระบบนิเวศก็สามารถไดรั้บยาปฏิชีวนะเขา้ไปดว้ย            
ยาปฏิชีวนะจึงเป็นปัญหาส าคญัท่ีก่อใหเ้กิดเช้ือด้ือยาในระบบนิเวศ (Martinez, 2009) ถา้
เช้ือจุลินทรียส์ัมผสักบัยาปฏิชีวนะในปริมาณนอ้ยเช้ืออาจมีพฒันาการด้ือยาจนก่อใหเ้กิดเช้ือด้ือยา
ปฏิชีวนะและถ่ายทอดยนีไปยงัเช้ือตวัอ่ืน ๆ ได ้เม่ือสัตวแ์ละมนุษยไ์ดรั้บยาปฏิชีวนะ แบคทีเรียท่ีอยู่
ในล าไส้จะมีพฒันาการด้ือยา และแบคทีเรียด้ือยาสามารถท่ีจะตกคา้งในเน้ือสัตว ์เม่ือมนุษย์
รับประทานเน้ือสัตวท่ี์ปรุงแบบสุก ๆ ดิบ ๆ แบคทีเรียด้ือยาก็จะตกคา้งในร่างกายของมนุษยเ์ช่นกนั 
นอกจากน้ีถา้ส่ิงขบัถ่ายท่ีมีเช้ือด้ือยาปฏิชีวนะถูกปล่อยลงสู่แหล่งน ้าหรือน าไปท าปุ๋ย เช้ือด้ือยาก็จะ
สามารถเขา้ไปปนเป้ือนในผกัและผลไม ้เม่ือมนุษยน์ าไปรับประทานก็จะไดรั้บเช้ือด้ือยาเขา้ไปดว้ย 
ดงันั้นมนุษยท่ี์ไดรั้บเช้ือด้ือยาก็สามารถแพร่กระจายเช้ือด้ือยาไดเ้ช่นกนั เช่น มนุษยท่ี์เขา้รับการ
รักษาในโรงพยาบาล มนุษยก์ส็ามารถแพร่กระจายเช้ือด้ือยาใหก้บัผูป่้วยในโรงพยาบาลหรือคนใน
พื้นท่ีชุมชนได ้ซ่ึงปัญหาการติดเช้ือท่ีเกิดจากแบคทีเรียด้ือยาปฏิชีวนะท าใหม้นุษยติ์ดเช้ือด้ือยาและ
ยากต่อการรักษา ในแต่ละปีในสหรัฐอเมริกามีคนลม้ป่วยเพราะการด้ือยาของเช้ือโรคมากถึง 
2,049,442 ราย จากจ านวนดงักล่าวน้ีมีผูเ้สียชีวติไปมากถึง 23,000 ราย และการด้ือยาน้ีท าใหรั้ฐบาล
ตอ้งจ่ายเงินเพิ่มข้ึนในการประกนัสุขภาพประมาณ 600,000 ลา้นบาทในแต่ละปี (Centers for 
Disease Control and Prevention [CDC], 2013) 
 Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม เจริญไดท้ั้งสภาวะท่ีมีออกซิเจน
และไม่มีออกซิเจน สามารถก่อโรคไดท้ั้งในมนุษยแ์ละสัตว ์ก่อใหเ้กิดเป็นแผล ฝี และหนอง หาก
เช้ือเขา้สู่กระแสเลือดอาจท าใหเ้กิดภาวะแทรกซอ้น เยือ่หุม้หวัใจอกัเสบ กลา้มเน้ือหวัใจอกัเสบ    
เยือ่หุม้สมองอกัเสบ และปอดบวม เป็นตน้ จากปัญหาน ามาสู่การพฒันายาตา้นจุลินทรีย ์เช่น              
ยาเพนิซิลลิน (Penicillin) ท่ีเป็นยาในกลุ่มเบตา้แลคแทม (Beta-lactam) ท าใหโ้รคติดเช้ือหลาย ๆ 
ชนิดสามารถรักษาใหห้ายได ้แต่หลงัจากเร่ิมใชย้าเพนิซิลลินไดไ้ม่นานก็มีการด้ือยาเพนิซิลลินข้ึน 
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ซ่ึงเช้ือสามารถสร้างเพนิซิลลินเนส (Penicillinase) มาท าลายยาท าใหเ้ช้ือด้ือยา ต่อมามีการพฒันายา      
เมทิซิลลิน (Methicillin) ท่ีไม่ถูกท าลายดว้ยเพนิซิลลินเนสแต่เช้ือก็มีพฒันาการไปกวา่นั้นคือ สร้าง
เอนไซม ์PBP2a ซ่ึง PBP2a มีคุณสมบติัในการจบักบัยากลุ่มเบตา้แลคแทมไดต้ ่ามาก ดงันั้นการใช้
ยากลุ่มเบตา้แลคแทม เช่น เพนิซิลลิน หรือ เพนิซิลลินก่ึงสังเคราะห์ (Semisynthetic penicillin) เช่น 
ออกซาซิลลิน (Oxacillin) และ เมทิซิลลิน (Methicillin) จึงไม่ไดผ้ลกบัเช้ือกลุ่ม MRSA (CDC, 
2013) เม่ือมีเช้ือด้ือยาเพิ่มมากข้ึนผูผ้ลิตยาปฏิชีวนะจ าเป็นตอ้งผลิตยาปฏิชีวนะตวัใหม่ ๆ ข้ึนมา เพื่อ
จดัการกบัเช้ือด้ือยา แต่พอใชไ้ปนาน ๆ เช้ือก็มีพฒันาการด้ือยามากข้ึน ในอดีตมีการพฒันายา
ปฏิชีวนะข้ึนค่อนขา้งมาก แต่ในปัจจุบนัอุตสาหกรรมยาใหค้วามสนใจในการพฒันายาปฏิชีวนะ
นอ้ยลง เพราะฉะนั้นทัว่โลกจึงหนัมาใหค้วามสนใจกบัแหล่งสารตา้นจุลชีพใหม่ ๆ โดยเฉพาะ
วตัถุดิบท่ีมาจากธรรมชาติ อาทิเช่น พืชสมุนไพร  
 พืชสมุนไพรไทยเป็นท่ีรู้จกัโดยทัว่ไปในการน ามาเป็นยารักษาโรคต่าง ๆ และมีการน ามา
บริโภคเพื่อส่งเสริมสุขภาพมากข้ึน เน่ืองจากหาไดง่้าย ราคาถูก และสามารถปลูกใชไ้ดเ้องภายใน
ครัวเรือน การใชส้มุนไพรช่วยประหยดัค่าใชจ่้ายของครอบครัว ตลอดจนช่วยลดการขาดดุลการคา้
ของประเทศในการสั่งซ้ือยาเป็นจ านวนมากอีกดว้ย นอกจากท่ีกล่าวมาแลว้สมุนไพรหลายชนิดใน
ประเทศไทยยงัมีฤทธ์ิอีกดา้นหน่ึงท่ีส าคญัคือ มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียได ้
 มะฮึก Clausena excavata Burm. f. มีช่ือพื้นบา้นอ่ืน ๆ วา่ สันโศก สมดัใหญ่ หสัคุณโคก 
หสัคุณเทศ และหมุยขาว เป็นตน้ มะฮึกเป็นพืชสมุนไพรพื้นบา้นชนิดหน่ึงท่ีน่าสนใจมีสรรพคุณใช้
ในการขบัเลือดและหนอง แกโ้รคผวิหนงั แกผ้ื่นคนั แกอ้าการอกัเสบบวม และรักษาบาดแผล เป็น
ตน้ (Manosroi, Saraphanchotiwitthaya, & Manosroi, 2005; Arbab et al., 2011; Kumar, Saha, & 
Saha, 2012)  นอกจากน้ียงัมีรายงานวจิยัพบวา่สารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึกมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus (พิชญพงศ ์คีรีเดช, 2557) การศึกษาคร้ังน้ีจึงสนใจท่ีจะศึกษาถึง
สารส าคญัแต่ละชนิดท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียของมะฮึก การใชส้ารสกดัจากธรรมชาติถือเป็น
ทางเลือกหน่ึงในการน ามาใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือและสามารถน าไปประยกุตใ์ชแ้ทนสารเคมีท่ี
ผสมในผลิตภณัฑท์ าความสะอาด และเพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานทางวทิยาศาสตร์ท่ีจะมาสนบัสนุนให้
เห็นถึงภูมิปัญญาชาวบา้นท่ีสามารถน าสมุนไพรมาใชแ้ทนยาปฏิชีวนะเพื่อลดการปนเป้ือนยา
ปฏิชีวนะและเช้ือด้ือยาในส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ีจึงท าการคดัแยกและวเิคราะห์หา
สารออกฤทธ์ิของสารสกดัจากใบมะฮึกในการยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus สายพนัธ์ุท่ีไวและด้ือ
ต่อยาเมทิซิลลิน ไดแ้ก่ Methicillin sensitive S. aureus (MSSA) และ Methicillin resistance            
S. aureus (MRSA) ตามล าดบั 
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 อยา่งไรก็ตามในการศึกษาวจิยัมะฮึกในป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็เพื่อเป็นแนวทางหน่ึงใน
การพฒันาให้เป็นพื้นท่ีอนุรักษท์รัพยากรธรรมชาติและเป็นแหล่งเรียนรู้ใหก้บัเยาวชนและคนใน
ชุมชนในเห็นคุณค่าของพืชสมุนไพรท่ีพบในป่าชุมชน ในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัจึงจดัท าแผนท่ีการ
กระจายของมะฮึกในป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็โดยใชเ้คร่ืองมือทางภูมิสารสนเทศ (GIS) เพื่อเป็นขอ้มูล
พื้นฐานในการเขา้ถึงแหล่งของพืชสมุนไพร (มะฮึก) การใชป้ระโยชน์ และการอนุรักษอ์ยา่งย ัง่ยนื  
 

1.2  วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 
 1.  เพื่อแยกและวเิคราะห์หาสารออกฤทธ์ิจากใบมะฮึก Clausena excavata Burm. f. ดว้ย
วธีิ Bioassay guided isolation 
 2.  ส ารวจการกระจายของมะฮึกและจดัท าแผนท่ีการกระจายของตน้มะฮึกโดยใชร้ะบบ
สารสนเทศภูมิศาสตร์ (Geographic Information System ; GIS) เบ้ืองตน้ 
 

1.3  สมมติฐำนของกำรวิจัย 
  1.  ส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท และส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนจาก
ใบมะฮึกมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของ MSSA และ MRSA แตกต่างกนั 
  2.  ใบมะฮึกมีสารพฤษเคมีท่ีแยกไดห้ลายชนิดและมีฤทธ์ิในการตา้นการเจริญของ 
MSSA และ MRSA 
  3.  ปัจจยัส่ิงแวดลอ้มมีอิทธิพลต่อความหนาแน่นและความสมบูรณ์ของตน้มะฮึกท่ีพบใน
ป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ (มูลนิธิชยัพฒันา) 
  

1.4  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับจำกกำรวจิัย 
  1.  จากการศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียจากส่วนสกดัของใบมะฮึกท่ีเป็นสมุนไพรในป่า
ชุมชนสามารถน าไปใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานเพื่อพฒันาเป็นยาตา้นจุลชีพชนิดใหม่มาใชใ้นการรักษา
โรคติดเช้ือท่ีด้ือยาปฏิชีวนะไดใ้นอนาคต และเป็นขอ้มูลในการสนบัสนุนใหใ้ชพ้ืชสมุนไพรในการ
รักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียแทนยาปฎิชีวนะเพื่อลดการปนเป้ือนของยาปฎิชีวนะในส่ิงแวดลอ้ม 
  2.  ในการศึกษาปัจจยัส่ิงแวดลอ้มและการกระจายของมะฮึกในพื้นท่ีป่าชุมชนบา้น      
อ่างเอ็ดท าใหท้ราบขอ้มูลพื้นฐานการกระจายรวมถึงแหล่งท่ีพบเพื่อการอนุรักษ ์การเพาะปลูกและ
การเขา้ถึงแหล่งสมุนไพรธรรมชาติในป่าชุมชน เป็นแหล่งเรียนรู้และใชเ้ป็นฐานขอ้มูลของ
ทรัพยากรธรรมชาติ  
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1.5  ขอบเขตของกำรวจิัย 
 งานวจิยัน้ีเป็นการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการน ามะฮึกมาใชป้ระโยชน์ในการรักษาโรค
ติดเช้ือแบคทีเรียด้ือยาปฏิชีวนะ โดยท าการเตรียมสารสกดัหยาบจากใบมะฮึกโดยใชต้วัท าละลาย  
เอทานอล และน าสารสกดัหยาบเอทานอลท่ีไดม้าท าการสกดัแยกล าดบัส่วนดว้ยตวัท าละลาย         
เฮกเซนและเอทิลอะซิเตท ตามล าดบั น าส่วนสกดัทั้งสามชนิดท่ีไดม้าท าการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง 
MSSA สายพนัธ์ุ S. aureus ATCC 25923 และ MRSA สายพนัธ์ุ S. aureus ATCC 43300 ดว้ยวธีิ 
disk diffusion ทดสอบเชิงปริมาณเพื่อศึกษาระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้ง (MIC) และ  
ฆ่าเช้ือ (MBC) กบัเช้ือทดสอบ 2 isolates ดว้ยวธีิ broth macrodilution จากนั้นน าส่วนสกดัยอ่ยท่ีมี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบท่ีดีท่ีสุดมาคดัแยกหาสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียทดสอบดว้ยวธีิ 
Bioassay guided isolation โดยท าการแยกสารประกอบต่าง ๆ เทคนิคคอลมัน์โครมาโตกราฟี 
(Column Chromatography) ตรวจสอบรูปแบบและฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียทดสอบของสารท่ีแยกไดแ้ต่
ละส่วนแยกยอ่ยดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบเยือ่บาง (Thin Layer Chromatography; TLC) และ 
bioautography ตามล าดบั  จากนั้นวเิคราะห์โครงสร้างดว้ยเทคนิคนิวเคลียร์ แมกเนติก  เรโซแนนซ์ 
สเปคโตรสโคปี (Nuclear magnetic resonance spectroscopy; NMR) น าสารบริสุทธ์ิท่ีไดม้าทดสอบ
ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง MSSA และ MRSA ศึกษากลไกการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบเบ้ืองตน้ของสาร
บริสุทธ์ิดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (Scanning electron microscope; SEM) และส ารวจการ
กระจายของมะฮึกท่ีเป็นพืชสมุนไพรท่ีพบในป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ฯ โดยส ารวจแปลงถาวรของ
โครงการจ านวน 39 แปลง ระบุต าแหน่งพิกดัทางภูมิศาสตร์ และจดัท าแผนท่ีการกระจายของ        
ตน้มะฮึกโดยใชร้ะบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ (GIS) 
 
 



 
 

บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 
 การศึกษาวจิยัเร่ืองการประเมินศกัยภาพในการตา้นแบคทีเรียและการกระจายเชิงพื้นท่ี
ของมะฮึก (Clausena excavata Burm. f.) ในโครงการพฒันาป่าชุมชนบา้นอ่างเอ็ด                  
(มูลนิธิชยัพฒันา) จงัหวดัจนัทบุรี ผูว้จิยัไดร้วบรวมเอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการศึกษาเพื่อ
น ามาเป็นแนวคิดในการศึกษาวจิยั ดงัน้ี 

1. พืชสมุนไพรท่ีใชใ้นการศึกษา 
2. สารส าคญัในพืชสมุนไพร 
3. แบคทีเรียท่ีใชใ้นการศึกษา 
4. กลไกการออกฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะ 
5. กลไกการด้ือยาปฏิชีวนะ 
6. การสกดัสารจากพืชท่ีใชใ้นการทดลอง 
7. โครมาโตกราฟีแบบเยื่อบาง (Thin-layer chromatography หรือ TLC) 
8. คอลมัน์โครมาโตกราฟี (Column chromatography) 
9. การส ารวจโดยใช ้GIS 
10.  งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการศึกษา 
 

2.1  พืชสมุนไพรทีใ่ช้ในการศึกษา 
 2.1.1  ลักษณะทางพฤษศาสตร์ 
 มะฮึก Clausena excavata Burm. f. เป็นพืชในวงศ ์Rutaceae มีช่ือทอ้งถ่ินอ่ืน ๆ วา่      
สันโศก หสัคุณโคก หสัคุณเทศ และหมุยขาว เป็นตน้ พบไดใ้นป่าดิบช้ืน ป่าผลดัใบท่ีมีการรบกวน
นอ้ย ป่าเขตร้อน และก่ึงเขตร้อน และมีการกระจายอยา่งแพร่หลายในประเทศอินเดีย ประเทศจีน 
เทือกเขาหิมาลยั และเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ซ่ึงในประเทศไทยพบไดท่ี้จงัหวดัสุราษฎร์ธานี 
เชียงใหม่และจนัทบุรี (Manosroi, et al., 2005; Kumar et al., 2012; Arbab et al., 2011) มะฮึก
สามารถข้ึนไดใ้นดินทุกชนิด เป็นไมพุ้ม่ขนาดเล็ก โดยทัว่ไปสูงประมาณ 2-4 เมตร แต่บางตน้อาจ
สูงไดถึ้ง 15 เมตร ล าตน้โตมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 20 เซนติเมตรเปลือกมีสีน ้าตาล ผวิเรียบ แตก
ก่ิงกา้นสาขาอยา่งไม่เป็นระเบียบ มีขนละเอียดอ่อนนุ่มสั้น ๆ ปกคลุมท่ีบริเวณปลายก่ิง ใบเป็นใบ
ประกอบแบบขนนกสองชั้นเรียงแบบสลบัช่อ ขนาดของใบยาวประมาณ 15-50 เซนติเมตร  
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โคนช่อใบอาจมีช่อใบยอ่ยหลายช่อโดยมีใบยอ่ย 15-31 ใบต่อช่อ ปลายช่อเป็นใบเด่ียว กา้นใบยอ่ย  
สีเขียว ลกัษณะของใบเป็นรูปขอบขนาน รูปเคียว รูปไข่ รูปรี หรือรูปใบหอก กวา้งประมาณ 1-7 
เซนติเมตร ยาว 2-20 เซนติเมตร ปลายแหลมหรือเรียวแหลม โคนใบเบ้ียวดา้นหน่ึงสอบเป็นรูปล่ิม 
อีกดา้นโคง้มน ขอบใบเรียบหรืออาจเป็นซ่ีหยกัเล็ก ๆ ใบมีขนนุ่มสีน ้าตาล ทอ้งใบมีขนบาง ๆ ใบแก่
ดา้นบนเกล้ียงไม่มีขน ดา้นล่างมีขนละเอียดบาง ๆ ดอกออกเป็นช่อท่ีปลายก่ิง มีดอกยอ่ยจ านวนมาก 
กา้นดอกยอ่ยยาวประมาณ 0.5-2.0 มิลลิเมตร วงกลีบเล้ียงเล็กมาก กลีบดอก 4-5 กลีบ ลกัษณะเป็น
รูปไข่ขอบขนานยาวประมาณ 3.5-5.0 มิลลิเมตร กลีบดอกเป็นสีขาวแกมเหลือง หรือสีขาวปนเขียว 
มีเกสรตวัผู ้8 อนั กา้นชูอบัเรณูยาวประมาณ 1.5-3.5 มิลลิเมตรโคนโต ส่วนกา้นชูเกสรตวัเมียมี
ลกัษณะเป็นรูปทรงกระบอก ปลายกวา้งยาวประมาณ 1.8 มิลลิเมตร ส่วนรังไข่มีขนละเอียด         
ปกคลุม ออกดอกในช่วงเดือนเมษายนถึงเดือนมิถุนายน ผลเป็นผลสด ลกัษณะของผลเป็นรูป
กระสวย รูปกลม รูปรี หรือรูปไข่ยาวขนาดเล็กมีความยาวประมาณ 1-2 เซนติเมตร ผิวใสฉ ่าน ้า      
ผวิเกล้ียงหรืออาจมีขนละเอียดบาง ๆ ผลอ่อนเป็นสีเขียวปนเหลือง ส่วนผลแก่เป็นสีส้มอมชมพูหรือ
สีแดง ภายในผลมีเมล็ดมาก (สุดารัตน์ หอมหวล, 2555)  
 

 

 
ภาพท่ี 2-1 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของมะฮึก Clausena excavata Burm. f. ดอก (ก.) ผล (ข.) 
 ใบ (ค.) และ เปลือกตน้ (ง.)  
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 2.2.2  สรรพคุณทางยาของมะฮึก 
 มะฮึกเป็นพืชสมุนไพรท่ีมีประโยชน์ทางการแพทยพ์ื้นบา้นมาเป็นเวลาชา้นานโดยเฉพาะ
อยา่งยิง่ในการรักษาโรคมะเร็งในภาคตะวนัออกของประเทศไทย (Guntupalli, Kumar, Kumar, &  
Tubati, 2012) และใชรั้กษาโรคต่าง ๆ หลายชนิด ใบและล าตน้ใชส้ าหรับแกอ้าการจุกเสียด แกไ้อ 
แกป้วดหวั แกจ้มูกอกัเสบ รักษาบาดแผล และในบางประเทศใชใ้นการลา้งพิษ ล าตน้สามารถน ามา
ตม้น ้าอาบแกผ้ืน่คนั (คนเมือง) ล าตน้และใบ ตม้น ้าด่ืมเป็นยาแกส้รรพพิษ (คนเมือง) ก่ิงและใบ
น ามาตม้น ้าอาบหรืออบตวั สามารถใชต้ม้รวมกบักลว้ยตานี และกลว้ยป่า เพื่อแกไ้ข ้และหลงัจาก
คลอดลูก (กะเหร่ียงแม่ฮ่องสอน) ใบสามารถน าไปใชไ้ล่ไรไก่ เพราะใบมีกล่ินเหมน็รุนแรง         
(คนเมือง) เปลือกตน้พบสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นสารพิษท่ีท าลายตบั ตา้นอาการปวดและอกัเสบ นอกจากน้ี
ใบ ดอก ผล ล าตน้ และราก สามารถใชแ้กไ้ขม้าลาเรีย วณัโรค รักษาโรคผวิหนงั หา้มเลือด และฆ่า
เช้ือโรคได ้(พงษศ์กัด์ิ พลเสนา, 2550) ชาวเขาเผา่ลีซอใชใ้บตม้น ้าอาบใหไ้ก่เพื่อก าจดัไรไก่ หรือให้
คนอาบเพื่อก าจดัเหาและไร หรือแกแ้ผลเป่ือย แผลท่ีเกิดจากอาการคนั ชาวมง้ใชใ้บต าและอาจจะ
ผสมกบัใบพืชอ่ืน ๆ เช่น ส้มโอ เครือเขาด า และทอ้ ต าร่วมกนัห่อผา้รัดท่ีขอ้มือดา้นหน่ึงและขอ้เทา้
อีกดา้นหน่ึง แกไ้ขม้าลาเรีย ชาวกะเหร่ียงใชท้ั้งตน้ตม้อาบแกอ้าการวงิเวยีนศีรษะ ชาวเขาโดยทัว่ไป
ใชใ้บต าพอกแกอ้าการอกัเสบ บวมอนัเกิดจากไฟไหม ้น ้าร้อนลวกหรือสาเหตุอ่ืน ๆ ชาวไทยใหญ่
ใชร้ากตม้กินเป็นยาบ ารุงก าลงั เป็นตน้ (สุธรรม อารีกุล, จ  ารัส อินทร, สุวรรณ ทาเขียว และอ่องเตง็ 
นนัทแกว้, 2551)  
 2.2.3  ฤทธ์ิทางชีวภาพของมะฮึก 
 มะฮึกมีสารพฤษศาสตร์เคมีท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัไดแ้ก่ Carbazole Alkaloids และ 
Coumarins เป็นตน้ (Manosroi et al., 2005)   
 สารประกอบท่ีแยกไดจ้ากมะฮึกมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลากหลาย อยา่งเช่น การหาค่าความ
เขม้ขน้ท่ีสารมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งท่ี 50 เปอร์เซ็นต ์(Inhibitory concentration 50 % ; IC50) 
ของสาร Clausine D ในกรดอะราคิโดนิก (Arachidonic acid)  และคอลลาเจนรวมกบัเกล็ดเลือด
พบวา่มีค่า  IC50 เท่ากบั 9.0 ± 1.1 และ 58.9 ± 0.9 ไมโครโมล ตามล าดบั (Wu, Ko, Wu, & Teng, 
1994) และสาร Dentatin, nordentatin, clausinidin, 3-formylcarbazole, mukonal, clauszoline J                           
3-methoxycabonyl carbazole, 2-hydroxy-3-formyl-7-methoxy และ carbonylcarbazole มีฤทธ์ิยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรียโดยมีค่า MIC50 เท่ากบั 50, 100, 200, 100, 200, 50, 100, และ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั สาร 3-formylcarbazole, mukonal, 3-methoxycabonyl carbazole และ             
2-hydroxy-3-formyl-7-methoxy แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือราซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากบั 13.6, 29.3, 9.5 และ 2.8 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (Sunthitikawinsakul et al., 2003) Clausinadin และ nordentatin 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0975357512800290
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0975357512800290
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0975357512800290
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0975357512800290
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0975357512800290
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ยบัย ั้งไวรัสตบัอกัเสบบีในเซลล ์HepA2 และนอกจากน้ี Clausinadin nordentatin และ clausarin ยงัมี
ฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 4 ชนิดไดแ้ก่ A549, MCF7, KB และ KB-VIN ซ่ึงผลท่ีน่าสนใจท่ีสุดในการ
ทดสอบความเป็นพิษคือ Clausinadin ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง (KB-VIN) ท่ีด้ือต่อยาหลายชนิด 
(Su et al., 2009) Clausenaguinone-A แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการรวมตวัของเกล็ดเลือดของกระต่ายรวมทั้ง
ความเป็นพิษของเซลลเ์น้ืองอก (Wu, Huang, Wu, & Lee, 1994) Clausenaguinone-A และ            
O-demethylmurrayafoline A แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งความเป็นพิษของเซลลม์ะเร็งหลาหหลายสายพนัธ์ุใน
หลอดทดลอง (Zhang & Lin, 2003) และพบวา่ Clauslactones A-D มีฤทธ์ิยบัย ั้งไวรัสเอ็บสไตบาร์ 
(Epstein-Barr virus) ก่อนสร้างเอนติเจนในเซลลร์าจี (Raji cell) (Ito et al., 2000) Limoniod, 
Clausenolind-1-Et ether, Dentatin และ Nordentatin มีฤทธ์ิยบัย ั้ง HIV-1 สารเหล่าน้ีสกดัไดจ้าก
ส่วนสกดัคลอโรฟอร์มจากรากมะฮึก (Sunthitikawinsakul et al., 2003)  
 
ตารางท่ี 2-1 สารประกอบจากมะฮึก (Bindulem, 2010) 

 a. Carbazole Alkaloids  c. Flavonoids 
 b. Coumarins   d. Limonoids  
 

Scientific name Part Compounds 

 Clausena excavata เปลือก Clausine D, a1 

    Clausine F, a2 
    O-Methylclausinolide, d1 

    Zapoterin, d2 

    Clausine A, a3 

    Clausine C, a4 
    Clausine G, a5 

    Clausine J, a6 

    Clausine B, a7 

    Clausine E, a8 
    Clausine H, a9 

    Clausine I, a10 
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ตารางท่ี 2-1 (ต่อ) 
 

Scientific name Part Compounds 

 Clausena excavata  เปลือก Clausine K, a11 

    Mukonal, a12 

    Mukonine, a13 

    Lasine, a14 

    Glycozolidal, a15 

    3-Methylcarbazole, a16 

    Heptasoline, a17 

    Heptaphylline, a18 

    Murrayanine, a19 

    

2-Hydoxy-3-

methylcarbazole, a20 

    Clauszoline A, a21 

    Clauszoline B, a22 

    Clauszoline D, a23 

    Clauszoline E, a24 

    Clauszoline F, a25 

    Clauszoline G, a26 

    Clauszoline K, a27 

    Clauszoline L, a28 

    Clausine TY, a29 

  รากและเปลือกล าตน้ Clausenin, b1 

    Clausenidin, b2 

  เปลือกราก Clausenidinaric acid, b3 
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ตารางท่ี 2-1 (ต่อ) 
 

Scientific name Part Compounds 

Clausena excavata เปลือกราก Nordentatin, b4 

    Xanthoxylatin, b5 

    Claucavatin A, b6 

    Claucavatin B, b7 

    Xanthyletin, b8 

    Kinocoumarin, b9 

    Osthol, b10 

    Liquiritigenin, c1 

    Clausine M, a30 

    Clausine W, a31 

    Clausine T, a32 

    Furoclausine A, a33 

    Furoclausine B, a34 

    Clausevatin D,a35 

    Clausevatin E, a36 

    Clausevatin F, a37 

    Clausevatin G, a38 

  ราก Clauszoline H, a39 

  ใบ Clausine L , a40 

    Rutin, c2 
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ตารางท่ี 2-1 (ต่อ) 
 

Scientific name Part Compounds 

 Clausena excavata ใบ Clauszoline M, a41 

  เหงา้  Clausenolide -1-Et Ether, d3 

  ใบและล าตน้ clausine Z, a42 

    Clauslactone R, b11 
    Clauslactone S, b12 

    Clauslactone T, b13 

  ผลและล าตน้ Saselin, b14 
 
ตารางท่ี 2-2 สารประกอบของมะฮึก (Clausena excavata Burm. f.) ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ  
    (Arbab et al., 2011) 

 

Common name Chemical class Plant Part Bioactivity 

Clausine-B Carbazole alkaloid Stem bark Anticancer 

Clausine-TY Carbazole alkaloid Stem bark Anticancer 

Clausenidin,  Pyranocoumarins, 
Root bark Anticancer 

clausarin, dentatin coumarin 

Xanthoxyletin, murrayanine Carbazole derivatives Leaves Antibactrialial 

Mukonal Limonoid Stem bark Antifungal 

Dentatin Coumarin Rhizomes Anti-HIV-1 

Clausene-D Alkaloid Leaves Antiplatelet 

Sansoakamine Carbazole alkaloid Stems Anti-malarial 
 
 
 



13 

 

2.2  สารส าคญัในพืชสมุนไพร 
 พืชสมุนไพรมีมากมายหลายชนิดท่ีใชส้ าหรับการรักษาโรค สมุนไพรแต่ละชนิด
ประกอบดว้ยสารเคมีหลายชนิด บางชนิดมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยา ซ่ึงเรียกวา่เป็นสารส าคญัซ่ึงเป็น
สารประกอบท่ีพืชสร้างข้ึนดว้ยกระบวนการเมแทบอลิซึม (Metabolism) รวมทั้งสารอนุพนัธ์ต่าง ๆ 
มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีสรรพคุณเป็นยาหรือสารพิษท่ีพืชสังเคราะห์ข้ึนมาเพื่อปกป้องตนเองใหอ้ยู่
รอดจากการถูกท าลายจากเช้ือโรคและศตัรูพืช เช่น เช้ือรา ไวรัส แบคทีเรีย นก และหนู เป็นตน้ 
สารประกอบทางเคมีท่ีพืชสร้างข้ึนถูกแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ  

1. สารเมแทบอไลทป์ฐมภูมิ (Primary Metabolite) เป็นสารท่ีมีอยูใ่นพืชทัว่ไป เป็น 
ผลิตผลท่ีไดจ้ากกระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสง (Photosynthesis) รวมทั้งสารอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งใน
กระบวนการ นอกจากน้ียงัมีการหายใจ (Respiration) ท่ีมีสารประกอบต่าง ๆ เกิดข้ึนมากมาย และมี
การสร้างพลงังานดว้ย ไดแ้ก่ สารพวกคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) ไขมนั (Lipid) กรดอะมิโน 
(Amino acid) โปรตีน (Protein) เพียวรีน (Purine) และไพริมิดีน (Pyrimidine)  

2. สารเมแทบอไลททุ์ติยภูมิ (Secondary Metabolite) เป็นสารท่ีไดม้าจากการน าสาร 
เมแทบอไลทป์ฐมภูมิมาเขา้สู่กระบวนการชีวสังเคราะห์ ซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีมีลกัษณะพิเศษพบ
ต่างกนัในพืชแต่ละชนิด สังเคราะห์เพื่อใหพ้ืชนั้น ๆ มีความสามารถพิเศษปรับตวัเขา้กบัส่ิงแวดลอ้ม
ไดดี้ สารออกฤทธ์ิส าคญัมีหลายชนิดมีฤทธ์ิทางยาท่ีดี บางประเภทอาจเป็นโทษต่อสัตว ์ไดแ้ก่ สาร
พวก อลัคาลอยด ์(Alkaloids) ฟีนอลิก (Phenolics) อะซีโทจีนิน (Acetogenins) และเทอร์พีนอยด ์
(Terpenoids) เป็นตน้ (อรุณรัตน์ สัณฐิติกวนิสกุล, 2548; Wadood et al., 2013)  
 ในการจ าแนกประเภทของสารทั้ง 2 ประเภทน้ีข้ึนอยูก่บัองคป์ระกอบทางเคมีของสาร
ชนิดต่าง ๆ เช่น คาร์โบไฮเดรตเป็นสารประกอบท่ีไดจ้ากกระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสงของพืช 
จากโมเลกุลของน ้า และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ซ่ึงถูกสร้างเป็นโมเลกุลของน ้าตาลและสาร      
โพลีแซคคาไรด์ (Polysaccharide) ท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ น ้าตาลโมเลกุลเด่ียว (Monosaccharides) 
ไดแ้ก่ น ้าตาลไตรโอส (Trioses) เทโทรส (Tetroses) เพนโทส (Pentoses) เฮกโซส (Hexoses) และ
เฮพโทส (Heptoses) ส่วนสารโพลีแซคคาไรดซ่ึ์งมีโมเลกุลขนาดใหญ่นั้น ประกอบดว้ยโมเลกุลของ
น ้าตาลโมเลกุลเด่ียวหลาย ๆ โมเลกุลเช่ือมต่อกนั ไดแ้ก่ แป้ง (Starch) ซ่ึงเป็นอาหารสะสม และ
เซลลูโลส (Cellulose) ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลล ์สารอนุพนัธ์ุของโพลีแซคคาไรด ์ไดแ้ก่ 
เด็กซ์ทริน (Dextrins) ฟรุคแทน (Fructans) กรดอลัจีนิก (Algenic acid) วุน้ (Agar) และยาง (Gums)  
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สารทุติยภูมิสามารถแบ่งเป็นกลุ่มใหญ่ ๆ ไดด้งัน้ี (นพมาศ สุนทรเจริญนนท,์ 2544; วนัดี 
กฤษณพนัธ์, 2544) 
 อลัคาลอยด์ (Alkaloids) เป็นสารอินทรียท่ี์มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบมีสูตร
โครงสร้างท่ีซบัซอ้นและแตกต่างกนัมากมาย พบไดใ้นส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น ราก ตน้ ใบ ดอก  
ผล ฯลฯ แตกต่างตามชนิดของพืช ปัจจุบนัพบอลัคาลอยด์ไม่นอ้ยกวา่ 5,000 ชนิด อลัคาลอยด ์   
ส่วนใหญ่มีรสขม ไม่ละลายน ้า ละลายไดดี้ในตวัท าละลายอินทรียมี์ฤทธ์ิเป็นด่าง มีประโยชน์ในทาง
เภสัช สามารถรักษาโรคไดอ้ยา่งกวา้งขวาง เช่น ยางฝ่ินมีอลัคาลอยดม์อร์ฟีน (Morphine) ช่วยระงบั
ปวด ควนิิน (Quinine) เปลือกชงโคนาใชรั้กษาไขม้าเลเรีย รีเซอปีน (Reserpine) รากระยอ่มนอ้ยใช้
ลดความดนั คาเฟอีน (Caffeine) ในใบชาและเมล็ดกาแฟช่วยกระตุน้ประสาทส่วนกลาง ท าให้
กระปร้ีกระเปร่า วนิบลาสทีน (Vinblastine) และวนิคริสทีน (Vincristine) ในตน้แพงพวยฝร่ังใช้
รักษามะเร็ง และนิโคติน (Nicotine) ในใบยาสูบซ่ึงเป็นสารพิษ เป็นตน้ 
 

 
 

ภาพท่ี 2-2 สูตรโครงสร้างของ Caffeine 
 
 ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) เป็นสารสีท่ีพบในส่วนต่าง ๆ ของพืช มีโครงสร้างพื้นฐาน
เป็น C6-C3-C6 ส่วนใหญ่จะประกอบไปดว้ย Pyran ring จบักบั 3 carbon chain และ 1 benzene ring 
ฟลาโวนอยด์หลายชนิดมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยา เช่น การรักษาโรคเส้นเลือดฝอยเปราะ แกอ้กัเสบ และ
ขบัปัสสาวะ เป็นตน้ ในดอกไมสี้เหลืองมกัจะพบสารจ าพวกฟลาโวนส์ (Flavones) ฟลาโวนอล 
(Flavonols) ชาลโคนส์ (Chalcones) หรือออโรนส์ (Aurones) ส่วนในดอกไมสี้แดง ม่วง น ้าเงิน   
มกัพบสารจ าพวกแอโธไซยานินส์ (Anthocyanins) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-3 สูตรโครงสร้างของ Flavonoids skeleton 
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แอนทราควิโนน (Anthaquinones) เป็นสารควิโนนท่ีพบมากท่ีสุด อยูใ่นรูปอิสระ และ 
กลยัโคไซด ์มีโครงสร้างพื้นฐานประกอบดว้ย 3 วงแหวน ไดแ้ก่ วงแหวนเบนซีน (benzene ring)    
2 วง (ซา้ยและขวา) เช่ือมต่ออยูก่บัวงควโินน ซ่ึงอยูต่รงกลางของโครงสร้าง เป็นสารท่ีมีสีแดง-ส้ม 
ส่วน Aglycone ของแอนทราควโินนละลายไดดี้ในด่างใหสี้ชมพู-แดง ละลายไดใ้นตวัท าละลาย 
เช่น เบนซีน อีเทอร์ คลอโรฟอร์ม แอนทราควิโนนเกือบทุกตวัมีจุดหลอมเหลวสูง ส่วนใหญ่
น ามาใชป้ระโยชน์เป็นยาระบายและยาถ่าย นอกจากน้ีใชเ้ป็นสียอ้ม ยารักษาเช้ือราท่ีผวิหนงัอีกดว้ย 
ตวัอยา่งเช่น Chrysophanol พบในชุมเห็ดเทศ (Cassia alata (L.) Roxb.) และ Emodin พบในฝักคูณ 
(Cassia fistula L.)  

 

 
 
ภาพท่ี 2-4 สูตรโครงสร้างของ Anthaquinones skeleton 
 

คูมาริน (Coumarin) เป็นแลคโทนของ O-hydroxy cinnamic acid ในพืช พบไดท้ั้งในรูป
อิสระและในรูปกลยัโคไซด์ คูมารินเกือบทั้งหมดในธรรมชาติจะมีออกซิเจนท่ีต าแหน่งท่ี C-7 (อาจ
พบในรูปของ hydroxyl หรือ alkoxyl) สารบางตวัระเหยได ้น ามาใชป้ระโยชน์ในหลายดา้น เช่น 
ใชเ้ป็นยาบ ารุงเลือดสารแต่งกล่ิน รักษาโรคด่างขาว 
 

 
 

ภาพท่ี 2-5 สูตรโครงสร้างของ Coumarin skeleton 
 

ซาโปนิน (Saponins) หรือซาโปนิน กลยัโคไซด ์มีส่วน Aglycone เป็นสารพวก Steroids 
หรือ Triterpenoids ส่วนน้ีจะจบักบัส่วนน ้าตาล หรืออนุพนัธ์ุของน ้าตาลท่ีต าแหน่ง C3 ไดเ้ป็น      
O-glycoside ซาโปนินกลยัโคไซดมี์คุณสมบติับางอยา่งคลา้ยสบู ่เช่น สามารถเกิดฟองเม่ือเขยา่กบั
น ้าเป็นสารลดแรงตึงผวิท่ีดี และท าใหเ้มด็เลือดแดงแตกได ้เป็นพิษต่อสัตวเ์ลือดเยน็จึงใชเ้ป็นสาร
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เบ่ือปลา ตวัอยา่งเช่น Glycyrrhtzin พบในชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra Linn.) ซ่ึงมีอะไกลโคน
เป็น Triterpenoids และมีโมเลกุลของน ้าตาล 2โมเลกุลเกาะต าแหน่งท่ี 3  

 

 
 

ภาพท่ี 2-6 สูตรโครงสร้างของ Saponin 
 

แทนนิน (Tannins) เป็นสารจ าพวกโพลีฟีนอลิกท่ีมีโมเลกุลค่อนขา้งใหญ่และซบัซอ้น
พบไดท้ัว่ไปในพืชเกือบทุกชนิด เป็นสารท่ีแยกใหบ้ริสุทธ์ิไดย้ากเพราะไม่ตกผลึก พบไดท้ั้งในรูป
อิสระและรูปกลยัโคไซด์ คุณสมบติัและชนิดของแทนนินข้ึนอยูก่บัขนาดของโมเลกุล แทนนินใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมฟอกหนงั เน่ืองจากแทนนินสามารถตกตะกอนโปรตีนท่ีหนงัสัตวไ์ด้ 
หรือใชเ้ป็นยาฝาดสมาน เป็นส่วนผสมในยาแกท้อ้งเสีย หรือใชก้บับาดแผลท่ีผิวหนงั เพื่อใหแ้ผล
หายเร็วข้ึน เช่น เปลือกทบัทิม (Punica granatum L.) เปลือกอบเชย (Cinnamomum spp.) ใบฝร่ัง 
(Psidium guajava L.) เป็นตน้ 

 

 
 

ภาพท่ี 2-7 สูตรโครงสร้างของ Tannic acid 
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เทอร์พีนอยด์ (Terpenoids) เป็นสารทุติยภูมิท่ีพบมากท่ีสุดในธรรมชาติ พบไดท้ั้งในพืช
และสัตว ์ประกอบดว้ยหน่วยท่ีเล็กท่ีสุด เรียกวา่ Isoprene unit ซ่ึงเป็นสายโซ่ก่ิง (Branch chain) ของ
คาร์บอน 5 อะตอม เทอร์พีนอยด์ มีโครงสร้างไดห้ลายแบบ และมีหมู่ฟังกช์นั (Functional group) 
แตกต่างกนั ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัการจดัเรียงตวัของคาร์บอนใน Isoprene unit การปิดวงแหวน และการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidation reaction) หรือปฏิกิริยารีดกัชนั (Reduction reaction) เทอร์พี
นอยดส่์วนใหญ่ละลายไดดี้ในไขมนั ไม่มีสี พบไดใ้นไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ของเซลล ์หรือ
เน้ือเยือ่พิเศษ ตวัอยา่งเช่น Squalene ท่ีพบมากในปลาฉลาม 
 

 
 

ภาพท่ี 2-8 สูตรโครงสร้างของ Squalene 
 

สเตอร์รอยด์ (Steroids) เป็นสารท่ีมีโครงสร้างพื้นฐานเป็น cyclopentanoperhy-
drophenanthrene nucleus สารจ าพวกสเตอรอยดมี์โครงสร้างคลา้ยคลึงกบัสารในกลุ่ม Tetracyclic 
Triterpenes มาก น ามาใชป้ระโยชน์เป็นยาลดการอกัเสบ รักษาโรคหวัใจ ยาขบัปัสสาวะ ตลอดจน
น ามาสังเคราะห์เป็นฮอร์โมนเพศ และยาคุมก าเนิดหลายชนิด 

 

 
 

ภาพท่ี 2-9 สูตรโครงสร้างของ Testosterone 
 

คาร์ดิแอกไกลโคไซด์ (Cardiac glycosides) เป็นไกลโคไซดท่ี์ออกฤทธ์ิท่ีกลา้มเน้ือหวัใจ
โดยไปเพิ่มแรงบีบตวัของกลา้มเน้ือหวัใจ ใชรั้กษาโรคหวัใจวาย ผลการรักษาข้ึนอยูก่บัชนิดของ
aglycone และจ านวนของน ้าตาล น ้าตาลจะช่วยใหค้าร์ดิแอกไกลโคไซด ์ละลายไดดี้ข้ึน เป็นผลให้
การดูดซึมและการกระจายตวัของสารในร่างกายเพิ่มข้ึน จึงช่วยใหก้ารออกฤทธ์ิของสารดียิง่ข้ึน เช่น 
Digitoxigenin  
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ภาพท่ี 2-10 สูตรโครงสร้างของ Digitoxigenin 
 

2.3  แบคทเีรียทีใ่ช้ในการศึกษา 
 Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก จดัอยูใ่นวงค ์Staphylococcaceae มี
ลกัษณะเป็นทรงกลม เรียงตวัเป็นกลุ่มคลา้ยพวงองุ่น (เส้นผา่นศูนยก์ลางของเซลล ์0.5-1.5 
ไมโครเมตร) (ภาพท่ี 2-2) พบโคโลนี (Colonize) อยูใ่นคนปกติบางคน เซลลมี์การแบ่งตวัในแนว
ระนาบ ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างสปอร์ บางสายพนัธ์ุสามารถสร้างแคปซูลท าใหโ้คโลนีเป็นเมือก 
(Slime) ท าใหเ้ช้ือมีความทนทานต่อการท าลายของยาปฏิชีวนะและภูมิตา้นทานของร่างกาย เช้ือ    
S. aureus สามารถเจริญไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป เช่น Nutrient Agar (NA) Tryptic 
Soy Agar (TSA) และ Brain Heartinfusion Agar (BHI) เป็นตน้ และเจริญไดดี้ในสภาพท่ีมี
ออกซิเจนหรือมีออกซิเจนเล็กนอ้ย (Microaerophilic) เจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18-24 ชัว่โมง การเจริญในอาหารเหลวจะไม่มีการสร้างรงควตัถุ แต่การเจริญบนอาหารแขง็จะ
มีการสร้างรงควตัถุโคโลนีมีลกัษณะกลม นูนเล็กนอ้ย ผวิมนัเรียบ มีสีขุ่นเป็นสีเหลืองหรือสีเหลือง
ทอง และโปร่งแสง ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 1-4 มิลลิเมตร เช้ือ S. aureus สามารถทนต่อ
สภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมไดดี้ (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2544; Harris, Foster, & Richards, 
2002) S. aureus มีคุณสมบติัทางเคมีท่ีส าคญัคือ เม่ือน ามายอ้มสีแกรมติดสีแกรมบวก สามารถสร้าง
เอนไซมค์าตาเลส (Catalase)ใหผ้ลบวก และฮีโมไลซิน (Hemolysin) ชนิดเบตา้ ฮีโมไลซิส (Beta-
hemolysin) ท าใหเ้กิดวงใสท่ีชดัเจนบน Blood agar สามารถใชแ้มนนิทอล (Mannitol) และสร้าง
เอนไซมโ์คแอกกูเลส (Coagulase) ท่ีท าใหพ้ลาสมาเกิดการแขง็ตวั โดยเปล่ียนไฟบริโนเจน 
(Fibrinogen) เป็นไฟบริน (Fibrin) โดยไฟบรินท่ีเกิดข้ึนจะช่วยป้องกนักระบวนการฟาโกไซโทซิส 

(Phagocytosis) ของเมด็เลือดขาว และการเขา้จบัของยาปฏิชีวนะไดท้  าใหป้ระสิทธิภาพในการก่อ
โรครุนแรงข้ึน (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2544; Harris et al., 2002; Brown et al., 2005) 
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ภาพท่ี 2-11 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ S. aureus  
 
 เช้ือ S. aureus เป็นเช้ือประจ าถ่ินท่ีสามารถพบไดท้ัว่ไปตามร่างกายมนุษย ์เช่นโพรงจมูก
เยือ่บุทางเดินหายใจ ผวิหนงัและระบบทางเดินอาหาร เป็นตน้ (Costa et al., 2013) และเป็นสาเหตุ
ส าคญัของโรคติดเช้ือบนผิวหนงัโดยเฉพาะโรคฝีหนอง ท าใหมี้อาการอกัเสบ บวม แดงร้อน และมี
อาการปวด นอกจากน้ียงัพบเช้ือ S. aureus ไดต้ามอุปกรณ์ทางการแพทยใ์นโรงพยาบาลและชุมชน 
โดยเฉพาะเช้ือท่ีพบภายในโรงพยาบาลมกัก่อโรคในลกัษณะเช้ือฉวยโอกาส ก่อโรคในผูป่้วยท่ีมี
ร่างกายอ่อนแอหรือติดต่อทางบาดแผลถลอก แผลไฟไหม ้หรือแผลจากการผา่ตดั เช้ือจะบุกรุกเขา้
ไปในเน้ือเยือ่ชั้นใน และเขา้สู่กระแสเลือดแพร่กระจายออกไปตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกายและ
ก่อใหเ้กิดโรคได ้(Stark, 2013; Costa et al., 2013) เช่น (1) โรคติดเช้ือท่ีผวิหนงั การเกิดตุ่มหนองท่ี
ผวิหนงั (Impetigo) มกัเป็นตุ่มหนองต้ืน ๆ อยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม พบบ่อยบริเวณใบหนา้แขน ขา เม่ือ
ตุ่มหนองแตกออก กลายเป็นรอยถลอกต้ืน ๆ และถา้มีการติดเช้ือท่ีต่อมไขมนัจะท าใหเ้กิดการ
อกัเสบมีการสะสมของเมด็เลือดขาวท่ีตายแลว้ รวมทั้งแบคทีเรียท่ีเม็ดเลือดขาวกินเขา้ไปท าใหเ้กิด 
ฝี (Furuncle) และฝีฝักบวั (Carbuncles) บางสายพนัธ์ุสามารถสร้างสารพิษ Epidermolytic toxin 
(ET) ท่ีท าใหเ้กิดโรคผวิหนงัหลุดลอกท่ีเรียกวา่ Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSSS) 
(Iwatsuki, Yamasaki, Morizane, & Oono, 2006) (2) โรคปอดบวม (Staphylococcal pneumonia) 
การติดเช้ือมกัเกิดข้ึนกบัผูป่้วยท่ีมีร่างกายอ่อนแอ เช่น ป่วยเป็นไขห้วดัใหญ่ โรคหดัหรือคนท่ีไดรั้บ
ยากดภูมิคุม้กนั ซ่ึงผูป่้วยเหล่าน้ีมีโอกาสเส่ียงในการติดเช้ือสูงกวา่คนปกติ อาการของโรคอาจ
เกิดข้ึนทนัทีท่ีติดเช้ือ จึงจดัวา่เป็นเช้ือฉวยโอกาสในผูป่้วยท าใหมี้อตัราการตายสูง โดยท่ีการติดเช้ือ
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จะท าใหเ้กิดการตายของเน้ือเยือ่และเกิดฝีจ านวนมากท่ีปอด (Iwatsuki et al., 2006) (3) การติดเช้ือท่ี
กระดูก (Osteomyelitis) และขอ้ (Pyoarthrosis) การติดเช้ือท่ีกระดูกมกัมีสาเหตุจากการติดเช้ือใน
กระแสเลือด และเม่ือเช้ือเขา้ไปอยูใ่นส่วนของไดอะไฟซิส (Diaphysis) ของกระดูกยาว (Long 
bones) จะท าใหเ้กิดการติดเช้ือรุนแรงและมีการสะสมของหนองบริเวณผวิของกระดูก เกิดเป็น
หนองใตเ้ยือ่หุม้กระดูก ขอ้ต่อกระดูกท่ีมีหนองจากการติดเช้ือจะท าลายกระดูกอ่อนของขอ้ต่อท าให้
เกิดความพิการของขอ้ต่ออยา่งถาวร (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2544) (4) โรคท่ีเกิดจากสารพิษ 
(Toxins) สารพิษท่ีสร้างจาก S. aureus มีหลายชนิด เช่น ฮีโมไลซิส (Hemolysin) เป็นโปรตีนท่ี
ท าลายเซลลเ์มด็เลือดแดงและเกล็ดเลือด ท าใหเ้กิดเมด็เลือดแดงแตก นอกจากน้ียงัพบวา่บางสาย
พนัธ์ุจะสร้างสารพิษ Pantonvalentineleukocidin (PVL) เป็นโปรตีนท่ีท าลายเมด็เลือดขาว ท าใหเ้กิด
โรคปอดอกัเสบอยา่งรุนแรงประมาณร้อยละ 75 ของผูป่้วยจะเสียชีวติโดยพบไดจ้ากเช้ือ 
Community-acquired methicillin resistant S. aureus (CA-MRSA) นอกจากน้ียงัเป็นสาเหตุของโรค
อาหารเป็นพิษโดยการสร้างเอนเทอโรทอกซิน (Enterotoxin) ท่ีมีคุณสมบติัทนความร้อน 100 องศา
เซลเซียส นานถึง 30 นาที และทนต่อกรดในกระเพาะ ท าใหผู้ป่้วยมีอาการอาเจียนและทอ้งร่วงอยา่ง
รุนแรง บางสายพนัธ์ุท าใหเ้กิดกลุ่มอาการทอ็กซิกช็อก (Toxic-shock syndrome) ท าใหมี้ไขสู้ง
คล่ืนไส้อาเจียน มีความดนัต ่า มีผืน่แดง ตามตวั การท างานของไตมกัจะลม้เหลวและเกิดอาการช็อค 
(Iwatsuki et al., 2006)  
 การระบาดของเช้ือ S. aureus สายพนัธ์ุด้ือยาถูกพบคร้ังแรกในปี พ.ศ. 2483 จากการตรวจ
แผลติดเช้ือไฟไหมจ้ากผูป่้วยในองักฤษโดยพบวา่เช้ือด้ือยาซลัโฟนาไมด ์(Sulphonamide) ดงันั้นจึง
เปล่ียนไปใชย้าเพนนิซิลิน (Penicillin) พบวา่ใชย้บัย ั้งการติดเช้ือไดผ้ล หลงัจากนั้นจึงมีการผลิต
ยาเพนนิซิลินเพิ่มมากข้ึนและมีการใชก้นัอยา่งแพร่หลาย แต่จากการใชย้าเพนนิซิลินอยา่งไม่ถูกวธีิ
ท าใหเ้ช้ือเกิดการด้ือยาอนัเน่ืองมาจากเช้ือท่ีกลายพนัธ์ุและสามารถสร้างเอนไซมเ์บตา้-แลคแทมเมส 
(Beta-lactamase) ซ่ึงเกิดจากการควบคุมของยนีบนพลาสมิดและโครโมโซม โดยท าหนา้ท่ีท าลาย 
วงแหวนเบตา้-แลคแทม (Beta-lactam ring) ท่ีเป็นโครงสร้างหลกัของยาเพนนิซิลินท าใหย้าไม่
สามารถท างานได ้โดยพบวา่จากการคดัแยกเช้ือ S. aureus ในปี พ.ศ. 2489 พบเช้ือท่ีด้ือยา             
เพนิซิลลินร้อยละ6 จากในโรงพยาบาลขององักฤษ และเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ50 ในปี พ.ศ.2491 จาก
ปัญหาการด้ือยา เพนนิซิลินท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองท าใหมี้การพฒันายาชนิดใหม่คือเตตราซยัคลิน 
(Tetracycline) อิริโทรมยัซิน (Erythromycin) คลอแรมฟินิคอล (Chloramphenicol) และ          
สเตรปโตมยัซิน (Streptomycin) โดยในระยะแรกยาสามารถใชรั้กษาอาการติดเช้ืออยา่งไดผ้ล      
แต่ต่อมาพบวา่เช้ือสามารถเกิดการด้ือยาไดอ้ยา่งรวดเร็ว เช้ือด้ือยาปฏิชีวนะท่ีส าคญัมี 3 ชนิดคือ 
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Methicillin resistant  S. aureus (MRSA), Vancomycin intermediate S. aureus (VISA) และ 
Vancomycin resistant S. aureus (VRSA) 
 Methicillin resistant S. aureus (MRSA) คือเช้ือ S. aureus ท่ีด้ือยาเมธิซิลลิน 
(Methicillin) จากการท่ีเช้ือ S. aureus ด้ือยาเพนนิซิลินเพิ่มมากข้ึนจึงเกิดการพฒันายาเพนนิซิลิน
ใหม่ มีประสิทธิภาพสูงข้ึน โดยในปี พ.ศ. 2503 มีการพฒันายาเพนนิซิลินก่ึงสังเคราะห์ 
(Semisynthetic penicillin) โดยการเปล่ียนแปลง side chain ของเพนนิซิลิน-จี (Penicillin-G) ท าให้
ไดย้าชนิดใหม่ เช่น เมทธิซิลลิน นาฟซิลิน (Nafcillin) และออกซาซิลิน (Oxacillin) ซ่ึงมีคุณสมบติั
ทนทาน ต่อการยอ่ยของเอนไซมเ์บตา้-แลคแตม จึงใชย้ากลุ่มน้ีในการรักษา S. aureus ท่ีด้ือยา แต่ใน
ปี พ.ศ. 2504 เร่ิมพบเช้ือด้ือยาเมทธิซิลลิน โดยทัว่ไป S. aureus จะไวต่อยาปฏิชีวนะเบตา้-แลคแตม 
เน่ืองจากยาปฏิชีวนะเขา้ไปแยง่จบักบั PBPs (Penicillin binding proteins) ท่ีท าหนา้ท่ีในการเร่ง
ปฏิกิริยาการเช่ือมพนัธะเพปไทดร์ะหวา่ง N-acetylmuramic acid สองโมเลกุลในการสร้าง             
เปปติโดไกลแคน (Peptidoglycan) แต่เช้ือ MRSA มีการพฒันากลไกในการสร้าง PBP2a ซ่ึง PBP2a 
มีคุณสมบติัในการจบักบัยากลุ่มเบตา้-แลคแตมไดต้ ่ามาก ดงันั้นการใชย้ากลุ่มเบตา้-แลคแตม เช่น 
เพนนิซิลิน หรือเพนิซิลินก่ึงสังเคราะห์ (Semisynthetic penicillin) เช่น ออกซาซิลิน และเมทธิซิลิน 
จึงไม่ไดผ้ลกบัเช้ือกลุ่ม MRSA นอกจากน้ี เช้ือ MRSA ยงัสามารถตา้นยาก่ึงสังเคราะห์ชนิดอ่ืนดว้ย 
เช่น แอมพิซิลิน (Ampicillin) เมทธิซิลิน นาฟซิลิน เซฟาโลสปอริน (Cephalosporin) เตตราซยัคลิน 
อิริโทรมยัซิน คลอแรมฟินิคอล สเตรปโตมยัซิน และ แวนโคมยัซิน (Vancomycin) เป็นตน้ และ
นอกจากน้ี เช้ือ MRSA ยงัสามารถสร้างเอนไซมเ์บตา้-แลคแตมเมสมาท าลายโครงสร้างเบตา้-      
แลคแตมของยาปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี เช่น ออกซาซิลิน เรียก S. aureus สายพนัธ์ุน้ีวา่ Porderline 
oxacillin resistant S. aureus Borderline oxacillin resistant S. aureus (BORSA) ซ่ึงสามารถรักษา
ดว้ยยาปฏิชีวนะร่วมกนั เช่น Ampicillin/sulbactam และ Amoxicillin/clavulanate เป็นตน้ 
นอกจากน้ีการด้ือยา เมทธิซิลินยงัเกิดจากการเพิ่มจ านวนของ PBP ชนิดอ่ืน ท่ีไม่ใช่ PBP2a เรียก
สายพนัธ์ุน้ีวา่ Modifiled PBP S. aureus (MODSA) แต่ทั้ง BORSA และ MODSA มกัไม่ด้ือยา
ปฏิชีวนะขา้มไปกลุ่มอ่ืน ๆ (ศศิธร ลิขิตนุกูล, ชิษณุ พนัธ์ุเจริญ, สถาพร ธิติวเิชียรเลิศ,                 
นลินี อศัวโภคี, และยพุิน ศุพุทธมงคล, 2543) 
 

2.4  กลไกการออกฤทธิ์ของยาปฎชีิวนะ 
 ยาปฎิชีวนะ (Antibiotic) เป็นยากลุ่มหน่ึงของยาตา้นจุลินทรีย ์ท่ีไดจ้ากกระบวนการ      
เมแทบอลิซึมของเช้ือจุลินทรีย ์หรือไดจ้ากกระบวนการสังเคราะห์สารดว้ยปฏิกิริยาเคมี เพื่อใชใ้น
การรักษาและการป้องกนัการติดเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโต (Bacteriostatic) 
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หรือใชฆ่้าเช้ือ (Bactericidal) จุลลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ได ้และนอกจากน้ียงัมีผลต่อเช้ือรา และโปโตซวั
ดว้ย แต่ไม่ท าใหเ้กิดพิษต่อเซลลม์นุษย ์ยาปฏิชีวนะไม่ไดมี้ประสิทธิภาพต่อไวรัส เช่น ไขห้วดัใหญ่
หรือไขห้วดัและอาจจะเป็นอนัตรายเม่ือน ามาใชอ้ยา่งไม่เหมาะสม ยาปฏิชีวนะสามารถแบ่งตาม
กลไกการออกฤทธ์ิได ้4 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
 1.  การออกฤทธ์ิท่ีผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย แบคทีเรียมีผนงัเซลล ์(Call wall) เป็นส่วน
นอกสุดของเซลล ์มีโครงสร้างเป็นสายเพปติโดไกลแคน (Peptidoglycan) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ของ
โปรตีนและน ้าตาลกลูโคสเช่ือมต่อกนัเป็น Cross link เป็นชั้นท่ีแขง็แรงสุดท าหนา้ท่ีป้องกนัเซลล์
จากสภาวะแวดลอ้มและส่ิงท่ีอยูภ่ายในเซลล ์การสร้างผนงัเซลลจ์ะใชเ้อนไซมท์รานแพบทิเดส 
(Transpeptidase) ซ่ึงไม่มีในมนุษย ์การยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลลมี์ผลท าใหเ้ช้ือถูกท าลาย (-lysis) 
หรือหยดุการเจริญเติบโต (-static) ยาท่ีมีกลไกยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์ส่วนใหญ่เป็นพวกท่ียบัย ั้ง
การสังเคราะห์เพปติโดไกลแคนของแบคทีเรีย ยาในกลุ่มน้ี เช่น เบตา้แลกแทม (β-lactam) และ 
ไกลโคแพปไทด ์(กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ 2551) 
  1.1  ยาปฏิชีวนะกลุ่มเบตา้แลคแทมเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มแรกท่ีน ามาใชใ้นการรักษา
โรคติดเช้ือ S. aureus โดยสกดัไดจ้ากรา Penicillium คือเพนนิซิลิน จี (Penicillin G) และเพนนิซิลิน 
ว ี(Penicillin V) ซ่ึงยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรียในขั้นตอนสุดทา้ยโดยเอนไซม ์Cell wall 
transamidase (CWT) โครงสร้างหลกัท่ีจ  าเป็นต่อการออกฤทธ์ิของยาประกอบดว้ยวงแหวนเบตา้-  
แลคแทม (β-lactam ring) เช่ือมต่อกบัวงแหวนคาร์บอนขนาด 5 อะตอมหรือ 6 อะตอม ยาปฏิชีวนะ
ในกลุ่มเบตา้-   แลคแทมมีหลายชนิดไดแ้ก่ ยาในกลุ่มเพนนิซิลินและเซฟาโลสปอริน 
(Cephalosporin) 
  เพนนิซิลินจดัเป็นสารท่ีมีวงแหวนเบตา้-แลคแทมเป็นโครงสร้างพื้นฐาน ออกฤทธ์ิ
โดยหา้มการสร้างผนงัเซลล ์โดยจบักบั Penicillin-binding-protein (PBP) ชนิด 1-3 ท าใหไ้ม่เกิด 
Transpeptidation จึงท าใหไ้ม่มีการสร้างเพปติโดไกลแคนอนัเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลล์
แบคทีเรีย แบคทีเรียถูกยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลลท์  าใหส้ภาพเซลลไ์ม่สมบูรณ์ ไม่สามารถทนทาน
ต่อความกดดนัภายในเซลลท่ี์สูงกวา่สภาพภายนอกได ้เซลลข์องแบคทีเรียจึงแตก (Autolysis) และ
ตายไปในท่ีสุด  
  เซฟาโลสปอรินจดัเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มเบตา้-แลคแทมท่ีมีโครงสร้างหลกัเป็นวง
ซีเฟม (Cephem) ประกอบดว้ยวงแหวนเบตา้-แลคแตมเช่ือมต่อกบัวงแหวน Dihydrothaizine          
ยากลุ่มน้ีทนต่อเอน็ไซม ์Penicillinase ใชไ้ดดี้ในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ  
  1.2  ยาปฏิชีวนะกลุ่มไกลโคแพปไทดเ์ป็นสารพวก Complex glycopeptide ท่ีมีฤทธ์ิ
ฆ่าแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้น โดยเฉพาะกลุ่ม Staphylococci และ เช้ือ MRSA โดยจะไปรวมจบักบั 
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Acyl-D-alanyl-D-alanine อยา่งถาวร ท าใหไ้ม่สามารถสร้างผนงัเซลลข้ึ์นใหม่ เช่น แวนโคมยัซิน 
(Vancomycin) และ ไตโคแพลนนิน (Teicoplanin) ไดม้าจากเช้ือ Nocardia orientalis และ 
Actinophanes teichomyceticus โดยมีโครงสร้างประกอบดว้ยเพปไทด ์(Peptide) ท่ีมีกรดอะมิโน     
7 ตวั มีเป้าหมายเหมือนยากลุ่มเบตา้-แลคแทม คือยบัย ั้งกระบวนการสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย 
(กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ 2551; วรีชยั พุทธวงศ ์และวยา เส็งประชา, 2550) 
 2.  การรบกวนการท างานของเยื้อหุม้เซลล ์(Cell membrane) เยื้อหุม้เซลลเ์ป็น Osmotic 
battier ท าหนา้ท่ีป้องกนัไม่ใหส้ารต่าง ๆ เขา้หรือออกจากเซลลง่์ายเกินไป อีกทั้งมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้ง
กบักระบวนการขนส่งเพื่อคดัเลือกสารต่าง ๆ เขา้หรือออกจากเซลล ์เยื้อหุม้เซลลข์องแบคทีเรียยงัมี
องคป์ระกอบท่ีเก่ียวขอ้งกบั Electron transport และ Oxidative phosphorylation เพื่อเป็นแหล่งให้
พลงังาน โดยมีเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งอยูใ่นส่วนของ Oxysome ตวัอยา่งของยาตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ี
สามารถรบกวนการท างานต่าง ๆ ของเยื้อหุม้แบคทีเรีย ไดแ้ก่ ยากลุ่ม Tyrocidins  เช่น Tyrocidin A 
ยากลุ่ม Gramicidins เช่น Gramicidins S ยากลุ่ม Polymyxins เช่น Polymyxin B ยากลุ่ม Ionophorics 
เช่น Valinomycin ซ่ึงยาปฏิชีวนะกลุ่ม Tyrocidins และ Gramicidins น้ีสามารถออกฤทธ์ิรบกวน  
ของเยื้อหุม้เซลล ์ท าใหส้ร้างพลงังานในแบคทีเรียนอ้ยลง นอกจากน้ียาทั้งสองกลุ่มยงัท าลาย 
Osmotic battier ของเยื้อหุม้เซลลด์ว้ย ส าหรับยากลุ่ม Polymyxins สามารถจบักบั Ionized phosphate 
group ใน Phospholipid ของเยื้อหุม้เซลล ์ท าให ้Lipoprotein ถูกท าลาย ส่วนยาในกลุ่ม Ionophorics 
ช่วยเพิ่มการผา่นของ Inorganic ions ผา่นเยื้อหุม้เซลล ์เช่น ยาแวนโคมยัซินสามารถจบักบั K+ ท าให้
การผา่นของไอออนเขา้สู่เซลลเ์พิ่มข้ึน จนท าใหเ้กิดการสะสมและมีผลกระทบต่อการท างานภายใน
เซลล ์(กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ 2551; วรีชยั พุทธวงศ ์และวยา เส็งประชา, 2550) 
 3.  การยบัย ั้งการสร้างโปรตีน กระบวนการสังเคราะห์โปรตีน (Protein systhesis) ไดจ้าก
การแปรรหสับน mRNA หรือเรียกวา่ Translation กระบวนการน้ีเกิดข้ึนโดยการท างานของ          
ไรโบโซม (Ribosome) ปกติแบคทีเรียจดัเป็นเซลลโ์พรแคริโอต (Prokaryote) ซ่ึงมีไรโบโซมท่ีใช้
ในการสร้างโปรตีนเป็นชนิด 70S ซ่ึงประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ยคือ 30S และ 50S ในหน่วยยอ่ย 30S 
แบ่งไดเ้ป็น 16S rRNA และในหน่วยยอ่ยของ 50S แบ่งยอ่ยไดเ้ป็น 23S และ 5S rRNA ขณะท่ี        
ไรโบโซมของสัตวช์ั้นสูง ซ่ึงจดัเป็นเซลลย์แูคริโอต (Eukaryote) มีขนาดใหญ่กวา่คือเป็นชนิด 80S 
แบ่งเป็นชนิดยอ่ยหน่วยยอ่ย 40S และ 60S ไรโบโซม 70S ของเซลลโ์พแคริโอตเป็นเป้าหมายหลกั
ในการออกฤทธ์ิของยาท่ีจะยบัย ั้งการสร้างโปรตีน ยาแต่ละชนิดออกฤทธ์ิท่ีไรโบโซมในส่วนยอ่ย
แตกต่างกนัไป ตวัอยา่งเช่น อะมิโนกลยัโคไซด ์ และเตตร้าไซคลินออกฤทธ์ิกบัไรโบโซม 30S 
ในขณะท่ีแมค-โครลายด ์ลินโคซามายด ์คลอแรมเฟนิคอล สเตร็ปโตแกรมมิน และ                      
ออกซาโวลิดิโนน ออกฤทธ์ิท่ีไรโบโซม 50S ซ่ึงมีผลต่อการเจริญเติบโต การสืบพนัธ์ุ และ          
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การซ่อมแซมตวัเอง ผลท่ีเกิดข้ึนกบัตวัเช้ือส่งผลใหย้าในกลุ่มน้ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างโปรตีนมี
ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหรือท าใหแ้บคทีเรียตายได ้(กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ 
2551; วรีชยั พุทธวงศ ์และวยา เส็งประชา, 2550) 
 4.  การยบัย ั้งการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก (Nucleic acid) กระบวนการสังเคราะห์กรด
นิวคลิอิกมีความส าคญัต่อการสังเคราะห์โปรตีน เอนไซม ์และขั้นตอนของการเจริญเติบโตและการ
แบ่งเซลล ์ซ่ึงกรดนิวคลิอิกท่ีมีความส าคญัต่อส่ิงมีชีวติมี 2 ชนิด คือ Deoxyribonucleic acid (DNA) 
และ Ribonucleic acid (RNA) DNA และ RNA เกิดจาก Polymerization ของนิวคลีโอไทด ์
(Nucleotide) ซ่ึงนิวคลีโอไทดป์ระกอบดว้ยฟอสเฟต (Phosphate) จบักบัน ้าตาลสลบักนัเป็นแกน
และจบักบั Nitrogenous base ชนิดหน่ึงชนิดใด ซ่ึง Base ท่ีส าคญัท่ีพบใน DNA คือ Adenine (A) 
Guanine (G) Cytosine (C) และ Thymine (T) ส่วนใน RMA จะมี Uracil (U) แทน T ทั้ง A และ G 
เป็น Purine base ส่วน C T และ U เป็น Pyrimidine base น ้าตาลท่ีพบใน DNA เป็น Deoxyribose 
ส่วนท่ีพบใน RNA เป็น Ribose กลุ่มยาตา้นแบคทีเรียส่วนใหญ่ยบัย ั้งการท างานของกระบวนการ  
เมแทบอลิซึมต่าง ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดนิวคลิอิก ส่วนใหญ่เป็นยาตา้นแบคทีเรียก่ึง
สังเคราะห์ มีหลายชนิดส าหรับตวัอยา่งยาตา้นเช้ือแบคทีเรีย คือยาปฏิชีวนะในกลุ่มซลัโฟนาไมด ์
(Solfonamides) กลุ่มไดอะมิโนไพริมิดีน (Diaminopyrimidines)  กลุ่มโฟร์-ควโินโลน              
(4-quinolones) และกลุ่มแอก-ติโนไมซิน (Actinomycin) (กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ 2551; วรีชยั 
พุทธวงศ ์และวยา เส็งประชา, 2550) 
 

2.5  กลไกการด้ือยาของแบคทเีรีย 
 การใชย้าปฏิชีวนะกนัอยา่งแพร่หลาย ใชอ้ยา่งไม่ถูกตอ้งและใชเ้กินความจ าเป็นเช่นการ
น ามาใชใ้นดา้นการเกษตร ปศุสัตว ์การประมงและการรักษาตามคลินิก การใชอ้ยา่งไม่เหมาะสม
ส่งผลใหแ้บคทีเรียมีพฒันาการด้ือยาปฏิชีวนะอยา่งต่อเน่ือง แบคทีเรียสามารถพฒันาพนัธุกรรมให้
สามารถตา้นทานยาปฏิชีวนะ จากเช้ือท่ีไวต่อยาปฏิชีวนะต่อมาเกิดการด้ือยาในภายหลงัเพื่อความอยู่
รอด ยีนด้ือยาในแบคทีเรียอาจจะปรากฏอยูบ่นโครโมโซมหรือพลาสมิด การพฒันาทางพนัธุกรรม
น้ีท าใหเ้กิดการด้ือยาของแบคทีเรียซ่ึงมีกลไก 4 ประเภท (มาลิน จุลศิริ, 2540; Crossley, Jefferson, 
Archer, & Fowler Jr, 2009) 
 1.  การท าลายฤทธ์ิของยาดว้ยเอนไซม ์แบคทีเรียด้ือยาปฏิชีวนะหลายชนิดสามารถสร้าง
เอนไซมม์ายบัย ั้งหรือเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยา มีผลท าใหย้าไม่สามารถออกฤทธ์ิไดเ้น่ืองจาก
ยาไม่สามารถเขา้ไปจบักบับริเวณยบัย ั้งของเช้ือได ้ซ่ึงเป็นกลไกหลกัท่ีส าคญัและพบบอ่ยท่ีสุดใน
กลไกการด้ือยาทั้งหมด ยาท่ีนิยมน ามาใชใ้นคลินิคเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มเบตา้-แลคแตมจากการใชย้า



25 

 

ปฏิชีวนะกลุ่มเบตา้-แลคแตม พบวา่แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบหลายชนิดด้ือต่อยาปฏิชีวนะ
กลุ่มน้ี เช่น เช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยาแพนนิซิลินหรือยาแซฟฟาโลโพริน เน่ืองจากเช้ือสามารถสร้าง
เอนไซม ์Bata-lactamase ท่ีสามารถยอ่ยสลายวงแหวนเบตา้-แลคแตม ของยาบางชนิด ท าใหไ้ด้
ผลิตภณัฑ ์คือ Penicilloic acid และ Cephalosporoic acid ท่ีไม่แสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือ ส่วนเช้ือท่ีด้ือยา 
Chloramphenicol เน่ืองจากมีการสร้างเอนไซม ์Chloramphenicol acetyltransferase ท่ีเกิดปฏิกิริยา 

อะซิทิลเลชนั (Acetylation) ท่ีหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl Group) ใน chain ของยา 
Chloramphenicol ท าใหไ้ด ้1,3-diacetoxychloramphenicol ซ่ึงไม่มีฤทธ์ิตา้นเช้ือ ส่วนเช้ือท่ีด้ือยา 
กลุ่ม Aminoglycoside พบวา่มีเช้ือหลายชนิดท่ีสามารถสร้างเอนไซมท่ี์ก่อให้เกิดปฏิกิริยา 
Acetylation Adenylation หรือ Phosphorylation ท่ีหมู่ Amino หรือ Hydroxyl ของยาบางชนิด ท าให้
ยาเหลาน้ีไม่แสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือ (กิตติศกัด์ิ ศรีภา และคณะ 2551; พรรณพิศ สุวรรณกูล, ชุษณา   
สวนกระต่าย และธีรพงษ ์ตฒัฑวเิชียร, 2549) 
 2.  การเปล่ียนแปลงเป้าหมายการออกฤทธ์ิของยา กลไกการด้ือยาปฏิชีวนะประเภทน้ีเกิด
จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีด้ือยาปฏิชีวนะมีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสของยนีเพื่อใหส้ร้างโปรตีนท่ี
ไปจบักบัเป้าหมายไดล้ดลง แบคทีเรียจึงไม่ถูกยบัย ั้งดว้ยยาปฏิชีวนะนั้น ๆ แต่ความแตกต่างของยา
ปฏิชีวนะในแต่ละกลุ่มหรือในแต่ละชนิดก่อใหเ้กิดการด้ือยาแตกต่างกนั กลไกการด้ือยาชนิดน้ีมกั
เก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงท่ีผนงัเซลล ์เช่น การด้ือยาในกลุ่มเบตา้-แลคแตม เช้ือจะเปล่ียน
เป้าหมายของยา คือ Penicillin binding protein (PBP) ซ่ึงมีได ้2 ลกัษณะ คือ การสร้าง PBP ชนิด
ใหม่ท่ียาจบัไม่ไดใ้หม้ากข้ึน หรือ ไปลดการสร้าง PBP ชนิดท่ียาจบัได ้ทั้งสองกรณีลว้นส่งผลให้
เกิดการด้ือยากลุ่มเบตา้-แลคแตม ซ่ึงเกิดการด้ือยาในกลุ่ม Penicillinase-resistant penicillin, 
Cephalosporins, Monobactam และ Carbapenams ของเช้ือ MRSA ลกัษณะการด้ือยาเป็นผลมาจาก
การไดรั้บยนี mecA โดยท าหนา้ท่ีสร้าง PBP ชนิดพิเศษ คือ PBP2 ไปจบักบัยาในกลุ่มเบตา้-         
แลคแตมไดไ้ม่ดีจึงไม่ถูกยบัย ั้ง นอกจากน้ีการสร้างผนงัเซลลโ์ดยไม่ใช ้D-Ala-D-Ala-containing 
pentapeptide ท่ีเป็นเป้าหมายของ Glycoside ของเช้ือ Enterococci ท าใหเ้ช้ือด้ือยากลุ่ม 
Glycopeptides รวมทั้งเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนบนยนีท่ีสร้าง DNA Gylases และ 
Topoisomerases จึงเกิดการด้ือยาในกลุ่ม Quinolones อยา่งไรก็ดีการด้ือยาดว้ยกลไกน้ีพบไดน้อ้ยใน
เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ แต่พบมากกวา่ในเช้ือแกรมบวก (พรรณพิศ สุวรรณกูล และคณะ, 2549; 
ภทัรชยั กีรติสิน, 2549 ) 
 3.  การลดการผา่นของสารเขา้สู่เซลล ์การลดปริมาณยาปฏิชีวนะในเซลลโ์ดยการ
เปล่ียนแปลงคุณสมบติัของแมมเบรนแบ่งเป็น 1) การลดความสามารถของแมมเบรนในการน ายา
เขา้เซลล ์ท าใหย้าไม่สามารถเขา้สู่เซลลไ์ด ้2) โดยการเพิ่มการป้ัมยาออกนอกเซลล ์(active efflux) 
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ยาในกลุ่มเตตราไซคลิน (Tetracycline) และแมคโครไลด ์การเขา้สู่ภายในเซลลแ์บคทีเรียของยาตา้น
จุลชีพบางชนิด เช่น เบตา้-แลคแตมไม่สามารถซึมผา่นเขา้ไดโ้ดยตรง ตอ้งใชช่้องทางในการน ายา
เขา้ เรียกวา่ Porin โดยปกติ Porin เป็นกอ้นโปรตีนท่ีประกอบข้ึนใหมี้ลกัษณะคลา้ยช่องท่ีบริเวณเยือ่
หุม้เซลลช์ั้นนอก (outer membrane) ส าหรับน าสารท่ีละลายน ้าไดดี้เขา้สู่เซลลเ์ม่ือเช้ือลดการสร้าง 
Porin ช่องทางส าหรับน ายาเขา้เซลลจึ์งลดลง ส่งผลใหเ้ช้ือเกิดการด้ือยาตา้นจุลชีพได ้(มาลิน จุลศิริ, 
2540)   
 4.  การเพิ่มปริมาณการผลิตสารและเอนไซมเ์พื่อแข่งขนักบัปริมาณยา พบวา่ยาปฏิชีวนะ
บางชนิดมีสูตรโครงสร้างคลา้ยสารท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมแทบอลิซึม ท าใหเ้กิดการแยง่จบั
เอนไซมท่ี์ใชใ้นกระบวนการ หากเช้ือสามารถเพิ่มปริมาณการผลิตสารดงักล่าวเพื่อแข่งกบัปริมาณ
ยาสามารถแยง่จบัเอนไซมก์ลบัคืนมา เพื่อด าเนินการเมแทบอลิซึมต่อไปได ้เช่น การเพิ่มระดบัของ 
p-Aminobenzoic acid ส่งผลใหเ้ช้ือสามารถด้ือยาในกลุ่ม Sulfonamides ขณะเดียวกนัหารมีการเพิ่ม
ปริมาณของเอนไซมช์นิดท่ีถูกขดัขวางการท างานดว้ยยาปฏิชีวนะ เช้ือก็สามารถด้ือยาได ้เน่ืองจาก
ยงัมีเอนไซมบ์างส่วนยงัคงท างานต่อไปไดถึ้งแมว้า่เอนไซมบ์างส่วนจะถูกขดัขวาง เช่น การเพิ่ม
ปริมาณการผลิตเอนไซม ์Xanthosine monophosphate aminase ท าใหเ้ช้ือด้ือต่อยา Psicofuranine ได ้
หรือถา้มีการเพิ่มเอนไซม ์Dihydropteroate synthetase มีผลท าใหเ้ช้ือด้ือยา Trimethoprim ได ้
(พรรณพิศ สุวรรณกูล และคณะ, 2549) 

 

2.6  การสกดัสารจากพืชทีใ่ช้ในการทดลอง 
 การสกดัของผลิตภณัฑธ์รรมชาติสามารถสกดัโดยใชส้ารละลายอินทรียห์รือน ้าเป็นตวั
ท าละลาย โดยการน าสมุนไพรอบใหแ้หง้ช่างน ้าหนกัแหง้ บดใหล้ะเอียดใส่ในถุงผา้ขาวบาง 
จากนั้นแช่ถุงผา้ในตวัท าละลายเอทานอลท่ีตอ้งการเก็บไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นระยะเวลา  
5-7 วนั ท าการเขยา่โหลแช่ทุกวนัในช่วงเวลาเชา้และเยน็ เม่ือครบก าหนดเวลาในการแช่ใหน้ าถุงผา้
ออกและแช่ในตวัท าละลายเอทานอลใหม่ซ ้ าอีก 2 คร้ัง แลว้น าสารสกดัเอทานอลท่ีไดม้ารวมกนั
กรองดว้ยเคร่ืองกรองแบบสุญญากาศโดยใชก้ระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และน าไปท าการ
ระเหยตวัท าละลายดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) และเคร่ืองดูด
สุญญากาศ (Vacuum pump) ตามล าดบั ช่างน ้าหนกัส่วนสกดัเอทานอลท่ีไดแ้ละเก็บไวไ้ม่ใหโ้ดน
แสงท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นน าส่วนสกดัเอทานอลท่ีไดม้าละลายดว้ยตวัท าละลาย    
เอทานอลและเติมน ้าเพื่อใหล้ะลายสารสกดัใหห้มด และเติมเฮกเซน ในกรวยแยกเขยา่และไขส่วนท่ี
เป็นน ้าออก จากนั้นน าส่วนน ้ ามาสกดัดว้ยเอทิลอะซิเตทในกรวยแยกอีกคร้ังและท าการไขส่วนน ้า
ออก ตามแผนผงัการสกดัในรูปท่ี 3 จากนั้นท าการระเหยตวัท าละลายดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ
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แบบหมุนและเคร่ืองดูดสุญญากาศ ตามล าดบัชัง่น ้าหนกัส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และ
น ้าท่ีไดน้ าไปเก็บไวไ้ม่ให้โดนแสงท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (อนุชิต พลบัรู้การ, 2545) 
 

2.7  โครมาโตกราฟีแบบเย่ือบาง (Thin-layer chromatography หรือ TLC)  
 โครมาโตกราฟีแบบเยื่อบาง (Thin-layer chromatography หรือ TLC) เป็นเทคนิค
เก่ียวขอ้งกบัการกระจายของสารระหวา่งวฏัภาคน่ิงซ่ึงเป็นตวัดูดซบัท่ีเคลือบอยูบ่นแผน่แกว้ แผน่
อลูมิเนียม หรือแผน่พลาสติกแขง็และตวัท าละลาย ซ่ึงเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีเคล่ือนผา่นตวัดูดซบั 
TLC จึงจดัเป็น Solid-liquid adsorption chromatography เช่นเดียวกบัคอลมัน์โครมาโตกราฟ่ีแต่เดิม 
TLC ใชว้เิคราะห์เชิงคุณภาพ ส าหรับสารประกอบอินทรียท่ี์มีปริมาณนอ้ยเพื่อหาจ านวนสารท่ีอยูใ่น
สารผสมและใชพ้ิสูจน์สารโดยเปรียบเทียบ Rf ของสารกบัสารแท ้(Authentic sample) TLC ยงัใช้
ส าหรับหาตวัท าละลาย ท่ีเหมาะสมเพื่อน าไปใชใ้นการแยกสารผสมท่ีมีปริมาณมากโดยวธีิคอลมัน์
โครมาโตกราฟ  
 การท า TLC ตอ้งเร่ิมดว้ยการเตรียมแผน่ท่ีมีวฏัภาคน่ิงเคลือบอยู ่โดยทัว่ไปสามารถท าได้
เอง โดยจุ่มแผน่กระจก (ขนาดประมาณแผน่สไลดท่ี์ใชก้บักลอ้งจุลทรรศน์) ท่ีสะอาดลงในสาร
แขวนลอย ท่ีขน้เหลว (Slurry) ของสารท่ีเป็นวฏัภาคน่ิงในตวัท าละลายท่ีเหมาะสม ยกข้ึนมาใหไ้ด้
การเคลือบท่ี สม ่าเสมอแลว้ทิ้งใหแ้หง้ ในปัจจุบนัมีการท าแผน่ทินแลร์ส าเร็จรูปซ่ึงเคลือบวฏัภาคน่ิง
ไวบ้นแผน่อะลูมิเนียมบาง ๆ จ าหน่าย โดยมกัผสมสารเรืองแสง เช่น ซิงคซ์ลัไฟด ์(ZnS) ไวด้ว้ย ซ่ึง
จะท าให ้สามารถสังเกตเห็นดว้ยต าแหน่งของสารโดยใชแ้สงอลัตราไวโอเลต UV  
 ควรเตรียมสารตวัอยา่งใหอ้ยูใ่นรูปสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณ 1 % แมว้า่
ตวัอยา่งนั้น จะเป็นของเหลวอยูแ่ลว้ก็ตาม แลว้จุด (Spotting) ลงบนแผน่ทินแลร์ ใหห่้างจากปลาย
ดา้นล่างข้ึนมาประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร น าแผน่ดงักล่าวไปจุ่มลงในบีกเกอร์ ท่ีมีตวัท าละลายใส่ไว้
เพียงเล็กนอ้ยโดยให้ระดบัตวัท าละลายสูงไม่เกินระดบัท่ีแตม้สารตวัอยา่ง (อยา่ใหท้่วมจุดสาร
ตวัอยา่ง) และอ่ิมตวัดว้ยไอของตวัท าละลาย (ซ่ึงตอ้งเตรียมไวก่้อนหนา้น้ีโดยใชก้ระดาษกรองบุไว้
ท่ีผนงัดา้นในของบีกเกอร์แลว้ปิดดว้ยกระจกนาฬิกา) คอยสังเกตรอยเปียกของตวัท าละลายท่ีซึมข้ึน
ดา้นบนของแผน่ TLC ขอบของรอยเปียกของตวัท าละลายน้ีเรียกวา่ Solvent front เม่ือมาเกือบถึง
ปลายดา้นบนของแผน่ (ห่าง 92 จากปลายบนลงมา 0.5-1 เซนติเมตร) ก็ใหรี้บเอาแผน่ออก ใชดิ้นสอ
ขีดบ่งรอย Solvent front ไว ้เพื่อใชใ้นการ ค านวณค่า Rf (Retention factor) ต่อไป ระหวา่งท่ีรอตอ้ง
แน่ใจวา่แผน่ TLC อยูใ่นระบบปิดตลอดเวลา ค่า Rf น้ีเป็นอตัราส่วนของระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี
จากจุดท่ีท าการแตม้ไปถึงต าแหน่งสุดทา้ยเปรียบเทียบกบัระยะทางทั้งหมดท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี 
(จาก Spotting ถึง Solvent front) เน่ืองจาก สารต่างชนิดกนัจะถูกดูดซบัดว้ยวฏัภาคน่ิงไดไ้ม่เท่ากนั 
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จึงถูกตวัท าละลายพาเคล่ือนท่ีข้ึนมาสูงไดไ้ม่เท่ากนั การแยกจึงเกิดข้ึน ค่า Rf ของสารแต่ละชนิด 
ในวฏัภาคน่ิง และวฏัภาคเคล่ือนท่ีหน่ึง ๆ จะเป็นค่าคงท่ี และใชใ้นการบ่งบอกชนิดของสารไดโ้ดย
การเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน  
 ค่า Rf เป็นค่าประจ าตวัของสารประกอบภายใตส้ภาวะต่าง ๆ (ตวัดูดซบั, ตวัท าละลาย 
และความหนาของชั้นตวัดูดซบั) ท่ีก าหนด ค่าน้ีแปรเปล่ียนไดถ้า้สภาวะในการทดลองเปล่ียน ค่า Rf 

ถูกนิยามไวด้งัน้ี (ธีรยทุธ วไิลวลัย,์ ศุภศร วนิชเวชารุ่งเรือง, วรวรรณ พนัธุมนาวนิ, และวภิาว ีโฮเวน่
, 2546) 
 
      Rf = ระยะท่ีสารตวัอยา่งเคล่ือนท่ี 
              ระยะท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี  
 

2.8  คอลมัน์โครมาโตกราฟี (Column chromatography)  
 คอลมัน์โครมาโตกราฟี (Column chromatography) เป็นเทคนิคท่ีนิยมใชแ้ยกสารต่าง ๆ 
มากมายหลายชนิด อาทิ การแยก องคป์ระกอบต่าง ๆ ในผลิตภณัฑธ์รรมชาติ การแยกสารผลิตภณัฑ์
ออกจากปฏิกิริยา เทคนิคน้ีสามารถปรับขนาดคอลมัน์ให้เหมาะกบัปริมาณสารท่ีตอ้งการแยกไดโ้ดย
มีวฏัภาคน่ิงท่ีเป็นของแขง็ เช่น ซิลิกาเจลบรรจุอยูใ่นคอลมัน์ จากนั้นจึงเติมสารผสมท่ีตอ้งการแยก
ลงไปดา้นบนของคอลมัน์ก่อนท่ีจะผา่นตวัท าละลายท่ีเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีลงไปเพื่อท าใหเ้กิดการ
แยก วฏัภาคน่ิงจะมีแรงดึงดูดกบัสารชนิดต่าง ๆ กนัดว้ยความแรงต่างกนั ซิลิกาเจลมีความมีขั้วสูงจึง
มีแรงดึงดูดกบัสารท่ีมีขั้วมาก ๆไดแ้ขง็แรงกวา่สารไม่มีขั้ว ดงันั้นตวัท าละลายหรือวฏัภาคเคล่ือนท่ี
จึงชะสารต่างชนิดออกมาไม่พร้อมกนั สารท่ีถูกดูดซบัไวไ้ดดี้ (สารมีขั้วสูง ๆ) จะออกมาจาก
คอลมัน์ท่ีบรรจุซิลิกาไดช้า้กวา่สารท่ีถูก ดูดซบัไดไ้ม่ดี (สารมีขั้วต ่า ๆ)  
 สารท่ีนิยมใชเ้ป็นวฏัภาคน่ิงไดแ้ก่ ซิลิกาเจล อะลูมินา เซลลูโลส ซูโครส แป้ง แคลเซียม 
คาร์บอเนต โดยซิลิกาเจล และอลูมินาเป็นวฏัภาคน่ิงท่ีไดรั้บความนิยมมากท่ีสุด โดยทัว่ไปอลูมินา
จะมีขั้วสูงกวา่ซิลิกาเจล ซิลิกาเจลนั้นใชใ้นการแยกสารไดเ้กือบทุกชนิด ยกเวน้สารท่ีมีขั้วมาก ๆ 
หรือสารท่ีมีหมู่ฟังกช์นัท่ีเป็นเบสมาก ๆ ส่วนอลูมินานั้นมีความวอ่งไวในการดึงดูดสารตวัอยา่งหรือ 
กมัมนัตภาพ (activity) หลายระดบัข้ึนอยูก่บัปริมาณน ้า (ค่า X) ท่ีอยูใ่นโครงสร้างของ Al2O3.xH2O 
พวกท่ีปราศจากน ้าจะมีแอคติวต้ีิสูงสุด เม่ือเติมน ้าลงไปก็จะมีแอคติวิต้ีลดลงตามล าดบั 
 ปัจจยัท่ีเป็นตวัก าหนดวา่สารตวัอยา่งจะออกมาเร็วหรือชา้อยา่งไร และการแยกจะเป็นไป
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพดีหรือไม่ ไดแ้ก่ แรงดึงดูดระหวา่งสารตวัอยา่งกบัวฏัภาคน่ิง และการละลาย
ของสารตวัอยา่งในวฏัภาคเคล่ือนท่ี ดงันั้น ความมีขั้วของสารท่ีจะแยกและความมีขั้วของตวัท า
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ละลายท่ีเลือกใช ้(วฏัภาคเคล่ือนท่ี) จึงมีผลต่อการแยกมาก โดยทัว่ไปแลว้พอจะเรียงล าดบัความมี
ขั้วของสารไดด้งัน้ี alkanes < alkenes < dienes < aromatic hydrocarbons < ethers < esters < 
ketones < aldeheydes < amines < phenols < alcohols และ organic acids ตามปกติสารไม่มีขั้วจะ
เคล่ือนท่ีลงมาอยา่งรวดเร็ว อยา่งไรก็ตามมวลโมเลกุลก็มีผลดว้ยเช่นกนั กล่าวคือถา้สารไม่มีขั้วซ่ึงมี
มวลโมเลกุลมากจะเคล่ือนท่ีไดช้า้กวา่สารท่ีไม่มีขั้วท่ีมีมวลโมเลกุลนอ้ยกวา่  
 ในการท าคอลมัน์โครมาโตกราฟีมกัเร่ิมตน้ดว้ยการใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีมีขั้วนอ้ย ๆ เพื่อ
ชะสารท่ีถูกดูดซบัไวไ้ม่ดีออกมาก่อน จากนั้นจึงเปล่ียนเป็นตวัท าละลายท่ีมีขั้วมากข้ึนตามล าดบั 
เพื่อชะสารท่ีถูกดูดซบัไดดี้ข้ึนตามล าดบั ในบางกรณีถา้หาตวัท าละลายเด่ียวท่ีมีขั้วตามตอ้งการ
ไม่ไดก้็อาจจ าเป็นตอ้งใชต้วัท าละลายผสม ตวัท าละลายท่ีนิยมใชใ้นการแยกดว้ยคอลมัน์            
โครมาโตรกราฟีเรียงตามล าดบัจากมีขั้วนอ้ยไปมาก ไดแ้ก่ petroleum ether หรือ hexane < 
cyclohexane < chloroform < carbon disulfide < diethyl ether < dichloromethane < acetone <           
2-propanol < methanol  
 ความสามารถในการชะ (Eluent strength) จะมีความสัมพนัธ์กบัสภาพขั้ว โดยล าดบัน้ี 

เปล่ียนแปลงไดข้ึ้นอยูก่บัชนิดของตวัดูดซบั (วฏัภาคน่ิง) ตวัท าละลายท่ีมีขั้วมากจะมีความสามารถ

ในการ ชะสูงกวา่ตวัท าละลายท่ีมีขั้วนอ้ยเม่ือตวัดูดซบัเป็นสารมีขั้ว เช่น ซิลิกาเจล แต่จะมีความ 

สามารถในการชะต ่ากวา่ตวัท าละลายท่ีมีขั้วนอ้ยเม่ือตวัดูดซบัเป็นสารไม่มีขั้ว เช่น ถ่านกมัมนัต ์

หรือซิลิกาเจลท่ีถูกเคลือบผวิดว้ยหมู่ไฮโดรคาร์บอนหรือหมู่ไซเลน (ธีรยทุธ วไิลวลัย ์และคณะ, 

2546) 

2.9  ระบบสารสนเทศภูมศิาสตร์ (Geographic Information System : GIS) 
 ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์เป็นศาสตร์สารสนเทศท่ีเนน้การบูรณาการ เทคโนโลยี
ทางดา้นการส ารวจ การท าแผนท่ี และการวเิคราะห์ขอ้มูลเชิงพื้นท่ีเขา้ดว้ยกนั เพื่อศึกษาเก่ียวกบั
พื้นท่ีบนโลกประกอบดว้ย ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ (GIS) การรับรู้จากระยะไกล (RS) และ
ระบบก าหนดต าแหน่งบนพื้นโลก (GPS) เทคโนโลยทีั้งสามประเภทน้ีสามารถท างานเป็นอิสระต่อ
กนั หรือสามารถน ามาเช่ือมโยงร่วมกนั ท าใหป้ระสิทธิภาพเพิ่มมากข้ึนสามารถน ามาใชป้ระโยชน์
ต่าง ๆ เช่น การจดัท าแผนท่ีภูมิประเทศ การท าแผน่ท่ีเฉพาะเร่ือง การท าแผนท่ีโฉนดท่ีดิน การท า
แผน่ท่ีแม่บทชุมชน แผนท่ีโครงสร้างพื้นฐานชุมชน การส ารวจและการท าแผนท่ีเพื่อพฒันาทอ้งถ่ิน 
การท าผงัเมืองและชนบท รวมถึงการจดัการทรัพยากรธรรมชาติ การจดัการภยัพิบติัต่าง ๆ  หรือ
แมแ้ต่ในเชิงธุรกิจก็ไดมี้การน าเทคโนโลยภูีมิสารสนเทศศาสตร์มาประยกุตใ์ชแ้ละประกอบการวาง
แผนการตดัสินใจในเร่ืองต่าง ๆ ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ  
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1. องค์ประกอบของระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ 
 องคป์ระกอบหลกัของระบบ GIS จดัแบ่งออกเป็น 5 ส่วนใหญ่ ๆ คือ บุคลากร (People) 
ขอ้มูล (Data) อุปกรณ์คอมพิวเตอร์ (Hardware) โปรแกรม (Software) และ ขั้นตอนการท างาน 
(Methods) โดยมีรายละเอียดของแต่ละองคป์ระกอบดงัต่อไปน้ี 
  1.1  บุคลากร (Personnal) บุคลากรท่ีเก่ียวขอ้งกบัการท างานในระบบสารสนเทศ
ภูมิศาสตร์ เช่น ผูน้ าเขา้ขอ้มูล ช่างเทคนิค ผูดู้แลระบบฐานขอ้มูล ผูเ้ช่ียวชาญส าหรับวิเคราะห์ขอ้มูล 
ผูบ้ริหารซ่ึงตอ้งใชข้อ้มูลในการตดัสินใจ บุคลากรจะเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัท่ีสุดในระบบ GIS 
เน่ืองจากถา้ขาดบุคลากร ขอ้มูลท่ีมีอยูม่ากมายมหาศาลนั้น ก็จะเป็นเพียงขยะไม่มีคุณค่าใดเลยเพราะ
ไม่ไดถู้กน าไปใชง้าน อาจจะกล่าวไดว้า่ ถา้ขาดบุคลากรก็จะไม่มีระบบ GIS 
  1.2  ขอ้มูล (Data) ขอ้มูลต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากแหล่งขอ้มูลท่ีจะใชใ้นระบบสารสนเทศ
ภูมิศาสตร์และถูกจดัเก็บในรูปแบบของฐานขอ้มูลโดยไดรั้บการดูแลจากระบบจดัการฐานขอ้มูล
หรือ DBMS โดยแหล่งขอ้มูลลจะอยูใ่นรูปแบบของขอ้มูลกระดาษและขอ้มูลเชิงเลข ซ่ึงขอ้มูลจะ
เป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัรองลงมาจากบุคลากร ขอ้มูลทางภูมิศาสตร์มีท่ีน ามาประมวลในระบบน้ีมี 
2 รูปแบบ คือ ขอ้มูลเชิงพื้นท่ี และขอ้มูลท่ีไม่ใช่เชิงพื้นท่ี 
   1.2.1  ขอ้มูลเชิงพื้นท่ี คือ ขอ้มูลท่ีแสดงถึงลกัษณะทางดา้นกายภาพของส่ิงต่าง ๆ 
ท่ีปรากฎอยูบ่นพื้นผิวโลกโดยสามารถถ่ายทอดออกมาในรูปแบบการแสดงผลบนแผนท่ีไดใ้น
ลกัษณะของสัญลกัษณ์ประกอบดว้ย จุด เส้น และพื้นท่ี ขอ้มูลเชิงพื้นท่ีดงักล่าวตอ้งสามารถอา้งอิง
กบัพิกดัทางภูมิศาสตร์ได ้ลกัษณะของขอ้มูลเชิงพื้นท่ีในระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ยงัสามารถ
จ าแนกออกไดด้งัต่อไปน้ี  
    1.2.1.1  แรสเตอร์ (Raster) ขอ้มูลแบบแรสเตอร์มีโครงสร้างเป็นช่องส่ีเหล่ียม 
เรียกวา่จุดภาพ หรือ โครงสร้างขอ้มูลแบบแรสเตอร์สามารถจดัเก็บขอ้มูลเชิงพื้นท่ีโดยการแทนค่า
ขอ้มูลจากพื้นท่ีจริงลงในจุดภาพซ่ึงมีต าแหน่งตามแนวแกน X และ Y ตรงกนั ค่าท่ีเก็บในแต่ละ
จุดภาพสามารถเป็นไดท้ั้งขอ้มูลลกัษณะสัมพนัธ์ หรือรหสัท่ีใชอ้า้งอิงถึงขอ้มุลลกัษณะสัมพนัธ์ท่ี
เก็บอยูใ่นฐานขอ้มูลก็ได ้
    1.2.1.2  เวกเตอร์ (Vector) คือ ขอ้มูลท่ีสร้างข้ึนโดยอา้งอิงกบัขอ้มูลแรสเตอร์
เพื่อใชเ้ป็นตวัแทนของส่ิงท่ีปรากฎอยูบ่นพื้นท่ีจริงโดยจะแสดงในรูปแบบของจุด เส้น และพื้นท่ี ซ่ึง
ในทางคณิตศาสตร์คุณสมบติัของเวกเตอร์ตอ้งประกอบดว้ย จุดเร่ิมตน้ ขนาด และทิศทาง 
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    1.2.1.3  รูปแบบของจุด (Point Features) เป็นหน่วยยอ่ยท่ีจุดของเวกเตอร์ ซ่ึง
จุดเร่ิมตน้ โดยขนาดและทิศทางมีค่า 0 จุดเป็นเพียงต าแหน่งซ่ึงไม่สามารถวดัพื้นท่ีได ้
    1.2.1.4  รูปแบบของเส้น (Linear Features) ประกอบดว้ยเวกเตอร์ซ่ึงมีลกัษณะ
เป็นเส้นตรงเรียงต่อเน่ืองกนัเป็นล าดบัเส้นมีเพียง 1 มิติ คือ มีความยาว แต่ไม่มีความกวา้ง 
    1.2.1.5  รูปแบบของพื้นท่ี (Polygon Features) ประกอบดว้ยเวกเตอร์ท่ีเรียง
ต่อเน่ืองกนัเป็นอนุกรม ซ่ึงมีลกัษณะเป้นเส้นปิด ดงันั้น ขอ้มูลประเภทอาณาบริเวณจึงสามารถวดั
พื้นท่ีได ้
  1.2.2  ขอ้มูลท่ีไม่ใช่เชิงพื้นท่ี มี 3 ลกัษณะ คือ ขอ้มูลเชิงปริมาณ ขอ้มูลเชิงคุณภาพ 
และขอ้มูลลกัษณะประจ า ส าหรับอธิบายคุณลกัษณะต่าง ๆ ในพื้นท่ีนั้น ๆ เช่น ขอ้มูลของอาคาร
ภายในเขตเทศบาล ไดแ้ก่ ท่ีอยูป่ระเภทอาคาร เป็นตน้ ขอ้มูลท่ีไม่ใช่เชิงพื้นท่ี แบ่งออกได ้2 
ประเภท คือ ตารางขอ้มูลท่ีเช่ือมโยงกบักราฟิก และตารางขอ้มูลท่ีไม่เช่ือมโยงกบักราฟิก 
 1.3  อุปกรณ์คอมพิวเตอร์ (Hardware) เคร่ืองคอมพิวเตอร์รวมไปถึงอุปกรณ์ต่อพ่วง    
ต่าง ๆ เช่น Digitizer, Scanner, Plotter, Printer หรืออ่ืน ๆ เพื่อใชใ้นการน าเขา้ขอ้มูล ประมวลผล 
แสดงผล และผลิตผลลพัธ์ของการท างาน 
 1.4  โปรแกรม (Software) คือชุดของค าสั่งส าเร็จรูป เช่น โปรแกรม Arc/Info, MapInfo 
ฯลฯ ซ่ึงประกอบดว้ยฟังกช์ัน่ การท างาน และเคร่ืองมือท่ีจ าป็นต่าง ๆ ส าหรับน าเขา้และปรับแต่ง
ขอ้มูล จดัการระบบฐานขอ้มูล เรียกคน วเิคราะห์และ จ าลองภาพ 
 1.5  ขั้นตอนการท างาน (Methods) คือวธีิการท่ีองคก์รนั้น ๆ น าเอาระบบสารสนเทศ
ภูมิศาสตร์ไปใชง้านโดยแต่ละระบบแต่ละองคก์รมีความแตกต่างกนัออกไปฉะนั้นผูป้ฏิบติังานตอ้ง
เลือกวธีิการในการจดัการกบัปัญหาท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับของหน่วยงานนั้น ๆ (ส านกังานพฒันา
เทคโนโลยอีวกาศและภูมิสารสนเทศ, 2552) 
 

2.10  งานวจิัยทีเ่กีย่วข้องกบัการศึกษา 
 พิชญพงศ ์คีรีเดช (2557) ศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึก (สันโศก) ใน
การยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus ATCC 25923 (MSSA) และ S. aureus ATCC 43300 (MRSA) 
โดยตรวจกรองฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียเบ้ืองตน้ของสารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึกดว้ยวธีิ Disk 
diffusion พบวา่ดิสกบ์รรจุสารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึก 0.25 มิลลิกรัมต่อดิสก ์แสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบทั้งสองชนิดไดเ้ท่ากนัโดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณ
ยบัย ั้งเช้ือเท่ากบั 10.67 มิลลิเมตร การหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัท่ียบัย ั้งทดสอบ (MIC) 
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ดว้ยวธีิ Agar dilution พบวา่สารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึกแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียทั้งสองสาย
พนัธ์ุไดเ้ท่ากนัโดยมีค่า MIC เท่ากบั 62.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 อรุณรัตน์ สัณฐิติกวินสกุล (2548) ศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้าก
เหงา้มะฮึก (สันโศก) พบวา่สารบริสุทธ์ิจ าพวก Coumarin 3 ชนิด ไดแ้ก่ Clausenidin, Dentatin และ 
Nordentatin รวมทั้ง O-methylated clausenidin มีฤทธ์ิยบัย ั้ง Mycobacterium tuberculosis                  
โดยมีค่า MIC เท่ากบั 200, 50, 100, และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และพบวา่สาร
บริสุทธ์ิจ าพวก Carbazole 5 ชนิด ไดแ้ก่ Clauszoline J, 3-Formyl-2, 7-dimethoxycarbazole,          
3-Carbomthoxycarbazole, Mukonal และMukonine แสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง M. tuberculosis โดยมีค่า MIC 
เท่ากบั 100, 100, 50, 200, และ50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั การศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือราของ
สารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากเหงา้มะฮึก พบวา่สารบริสุทธ์ิจ าพวก Carbazole 4 ชนิด ไดแ้ก่                   
3-Formylcarbazole, 3-Carbomrthoxycarbazole, Mukonal และ Murrayanine แสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง 
Candida albicans โดยมีค่า IC50 (ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถลดการเจริญของเช้ือได ้   
50 เปอร์เซ็นต)์ เท่ากบั 13.6, 9.5, 29.3 และ 2.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และการศึกษา
ฤทธ์ิตา้นเช้ือ HIV-1 ของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากเหงา้มะฮึก พบวา่สารบริสุทธ์ิจ าพวก Coumarin    
1 ชนิด ไดแ้ก่ Clausenidin และสารบริสุทธ์ิจ าพวก Carbazole 3 ชนิด ไดแ้ก่ Clauszoline J,             
3-Formyl-2, 7-dimethoxycarbazole และ O-Methylmukonal และสารบริสุทธ์ิจ าพวก Limonoid      
1 ชนิด ไดแ้ก่ Clausenolide-1-ethyl ether แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ HIV-1 โดยมีค่าดชันีการรักษา 
(Potential Therapeutic Index, PTI) เท่ากบั  >3.1, 1.6, 7.9, 56.7 และ 16 ตามล าดบั 
 Rahman, Alimuzzaman, Shilpi, and Hossain (2002) ศึกษาฤทธ์ิลดอาการปวดของสาร
สกดัเอทานอลจากใบมะฮึก ทดสอบโดยวธีิ Acetic acid induced writhing (การเหน่ียวน าใหเ้กิด
อาการชกัในหนูทดลองดว้ยกรดอะซิติก) จากนั้นท าการป้อนสารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึกขนาด 
125, 250 และ 500 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัม พบวา่สารสกดัเอทานอลจากมะฮึกมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งอาการปวดในหนูได ้40.83, 60.32 และ 71.10 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ซ่ึงมีฤทธ์ิใกลเ้คียงกบัยา
แผนปัจจุบนัแอสไพริน (Aspirin หรือAcetylsalicylic acid) 150 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัม 
ท่ีสามารถยบัย ั้งอาการปวดได ้83.49 เปอร์เซ็นต ์ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่สารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึก
มีฤทธ์ิบรรเทาอาการปวดในหนู 
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 Wiart et al. (2004) ศึกษาฤทธ์ิตา้นจุลชีพของส่วนสกดัเมทานอลจากใบและเปลือกล าตน้
ของมะฮึก ทดสอบดว้ยวธีิ Disc diffusion จาการทดสอบพบวา่ส่วนสกดัเมทานอลจากเปลือกล าตน้
ของมะฮึกมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ Bacillus cereus, Bacillus subtilis และStaphylococcus aureus ซ่ึงมี
บริเวณยบัย ั้งเท่ากบั 8, 13 และ 11 มิลลิเมตร และส่วนสกดัเมทานอลจากใบมะฮึกไม่มีฤทธ์ิตา้น    
จุลชีพ 
 Kongkathip, Kongkathip, Sunthitikawinsakul, Napaswat, and Yoosook (2005) ท าการ 
ศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือ HIV-1 โดยสารบริสุทธ์ิในกลุ่มคาร์บาโซลท่ีแยกไดจ้ากรากมะฮึก (สันโศก) ซ่ึง
สารในกลุ่มคาร์บาโซลไดแ้ก่ O-methylmukonal, 3-formyl-2, 7-dimethoxycarbazole Clauszoline J, 
Pyranocoumarin, และClausenidin ทดสอบโดยวธีิ Syncytial assay ซ่ึงมีค่า  EC50  เท่ากบั 12, 29.1, 
34.2 และ 5.3 µM ตามล าดบั และมีค่า Potential therapeutic index (PTI) เท่ากบั 56.7, 8.0, 1.6 และ 
7.0 ตามล าดบั ดงันั้นจะเห็นไดว้า่สารบริสุทธ์ิทั้ง 5 ชนิดมีประสิทธิภาพท่ีจะพฒันาไปใชเ้ป็นยา
รักษาโรคเอดส์ได ้
 Thatoi, Panda, Rath, and Dutta (2008) ท าการตรวจกรองฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียเบ้ืองตน้ของ
สารสกดัน ้าจากใบและรากของมะฮึก โดยวธีิ Agar well diffusion พบวา่สารสกดัน ้าจากใบมะฮึกท่ี
ความเขม้ขน้ 40 มิลลิกรัมต่อหลุม แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได ้1 สายพนัธ์ุ 
ไดแ้ก่ Bacillus brevis โดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งเท่ากบั 20 มิลลิเมตร และ
พบวา่สารสกดัน ้าจากรากมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ 40 มิลลิกรัมต่อหลุม แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ 5 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ S. aureas, Shigella flexneri, B. licheniformis, B. brevis และ
Vibrio cholera โดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางองบริเวณยบัย ั้งเช้ือเท่ากบั 15, 15, 13, 14 และ 16 
มิลลิเมตร ตามล าดบั 
 Su et al. (2009) ท าการศึกษาฤทธ์ิตา้นไวรัสและฤทธ์ิตา้นมะเร็งของสารบริสุทธ์ิจ าพวก 
Pyranocoumarins 4 ชนิด ท่ีแยกไดจ้ากรากมะฮึก ไดแ้ก่ Clausenidin, Nordentatin, Clausarin และ 
Xanthoxyletin พบวา่ Clausenidin และ Nordentatin สามารถไปขดัขวางการท างานของ Hepatitis B 
surface Antigen (HBsAg) บนผวิเซลล ์HepA2 ได ้นอกจากน้ีแลว้ Clausenidin, Nordentatin และ
Clausarin ยงัแสดงฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งในมนุษย ์4 ชนิด คือ A549 (เซลลม์ะเร็งปอด) MCF-7 
(เซลลม์ะเร็งเตา้นม) KB (เซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก) และ KB-VIN (เซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูกท่ี
ทนต่อยา Vincristine) 
 Zain, Rahmat, Othman, and Yap (2009) ท าการศึกษาฤทธ์ิตา้นการเจริญของเซลลม์ะเร็ง
ของสาร Clausine-B ซ่ึงเป็นสารบริสุทธ์ิจ าพวก Carbazole alkaloid ท่ีแยกไดจ้ากเปลือกตน้มะฮึกใน
การยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งในมนุษย ์5 ชนิด ไดแ้ก่ HepD2 (เซลลม์ะเร็งตบั) MCF-7 
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(เซลลม์ะเร็งเตา้นนมชนิดข้ีนอยูก่บัฮอร์โมน) MDA-MB-231 (เซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิดไม่ข้ึนอยูก่บั
ฮอร์โมน) HeLa (เซลลม์ะเร็งปากมดลูก) และ CAOV3 (เซลลม์ะเร็งรังไข่) พบวา่ Clausine-B มีฤทธ์ิ
ต่อเซลลม์ะเร็งท่ีทดสอบ 4 ชนิด (IC50 < 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) คือ HepG2, MDA-MB 231, 
HeLa และ CAOV3 โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 28.94, 21.50, 22.90 และ 27.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั 
 Kunanusorn, Panthong, Nuntasaen, Pittayanurak, and Reutrakul (2011) ศึกษาความเป็น
พิษของสารสกดัเมทานอลจากตน้มะฮึก (สันโศก) ในหนูทดลอง จากการทดสอบความเป็นพิษ
เฉียบพลนัโดยการป้อนสารสกดัขนาด 5,000 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัม พบวา่สารสกดัไม่
ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษหรือความผดิปกติทางพยาธิสภาพใด ๆ ในหนูทดลอง ดงันั้นค่า LD50 (ระดบั
ความเป็นพิษท่ีท าใหส้ัตวท์ดลองตายไป 50 เปอร์เซ็นต)์ ของปริมาณสารท่ีไดรั้บมีแนวโนม้จะสูง
กวา่ 5,000 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัม และการทดสอบความเป็นพิษระยะยาว โดยการป้อน
สารสกดัขนาด 50, 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัมต่อวนั เป็นเวลา 90 วนั พบวา่
สารสกดัไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษหรือความผดิปกติทางพยาธิสภาพใด ๆ ในหนูทดลอง 
เช่นเดียวกนั นอกจากน้ีผลทางโลหิตวทิยาและผลทางเคมีคลินิครวมทั้งอวยัวะภายในบางส่วนมีการ
เปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่อยูใ่นช่วงปกติส าหรับหนูทดลอง
สายพนัธ์ุ Sprague-Dawley ดงันั้นผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่สารสกดัเมทานอลจากตน้มะฮึกไม่
ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษ เม่ือไดรั้บในขนาด 200 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัมต่อวนั เป็น
ระยะเวลานาน 90 วนั 
 Kumar et al. (2012) ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัท่ีแยกไดจ้ากใบมะฮึกในการยบัย ั้ง
เช้ือราท่ีก่อโรคในมนุษยแ์ละพืช โดยน าส่วนสกดัไดคลอโรมีเทนจากใบมะฮึกมาแยกใหไ้ดส้าร
บริสุทธ์ิดว้ยวธีิ Bioassay guided fractionation จากการศึกษาพบสารบริสุทธ์ิคือ Excavarin-A 
จากนั้นน าสารบริสุทธ์ิท่ีไดม้าตรวจสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือรา โดยวธีิ Bioautography และMicro-dilution 
จากการศึกษาดว้ยวธีิ Bioautography พบวา่สารบริสุทธ์ิมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราอยูท่ี่ค่า Rf 
0.34 และท าการศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือราของสาร Excavarin-A ดว้ยวธีิ Microboth dilution พบวา่สาร 
Excavarin-A สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราก่อโรคในมนุษยไ์ด ้8 สายพนัธ์ุไดแ้ก่  Aspergillus 
fumigatus (MTCC 6594), Aspergillus niger (MTCC 2425), Candida albicans (MTCC 183), 
Candida tropicalis (MTCC 184), Cryptococcus curvatus (MTCC 2698), Filobasidiella 
neoformans (MTCC 1431), Mucor circinelloides (MTCC 3944) และTrichosporon cutaneum 
(MTCC 1963) โดยมีค่า MIC อยูใ่นช่วง 39-625 ไมโคกรัมต่อมิลลิลิตร และสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือราก่อโรคพืชได ้7 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Curvularia eragrostidis (ITCC 4150.2K), Fusarium 
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oxysporum (ITCC 6246), Lasiodiplodia theobromae (ITCC 5446.02), , Rhizoctonia solani (ITCC 
5995.05), Rhizopus stolonifer (ITCC 6283), Sclerotinia sclerotiorum (ITCC 6094) และ
Colletotrichum gloeosporioides (ITCC 5446.02) โดยมีค่า MIC ยอู่ในช่วง 19-312 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ซ่ึงสารบริสุทธ์ิ Excavarin-A มีประสิทธิภาพต่อการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคทั้งในมนุษยแ์ละ
พืชไดดี้กวา่ยา Nystatin จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่สารบริสุทธ์ิ Excavarin-A ท่ีแยก
ไดจ้ากใบมะฮึกสามารถน ามาพฒันาเป็นสารตา้นเช้ือราก่อโรคทั้งในมนุษยแ์ละพืชได ้
 Sripisut, Cheenpracha, Ritthiwigrom, Prawat, and Laphookhieo (2012) ศึกษาฤทธ์ิตา้น
มะเร็งของสารบริสุทธ์ิในกลุ่ม Coumarins 6 ชนิด ท่ีแยกไดจ้ากรากมะฮึก ไดแ้ก่ (1) Binoeponcitrin, 
(2) Xanthoxyletin, (3) Dentatin, (4) Nordentatin, (5) Ckausenidin, (6) Scopoletin และสารในกลุ่ม 
Alkaloids 12 ชนิด ไดแ้ก่ (7) Dictamine, (8) Clausine D, (9) Clausine F, (10) Murrayafoline, (11) 
Murrayanine, (12) Clauszoline I, (13) 2-hydroxy-3-formyl-7-methoxycarbazole, (14) 3-formyl-2, 
7-dimethoxycarbazole, (15) Clauszoline J, (16) Clausine H, (17) Murrayacine, (18) Heptaphylline 
และพบวา่สาร (4) Nordentatin, (11) Murrayanine และ(18) Heptaphylline แสดงฤทธ์ิเป็นพิษต่อ
เซลลม์ะเร็. KB (มะเร็งหลงัโพรงจมูก) MCF-7 (เซลลม์ะเร็งเตา้นม) และ NCI-H187 (เซลลม์ะเร็ง
ปอด) สูงท่ีสุกโดยมีค่า IC50 เท่ากบั 5.95, 3.76 และ5.65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
 Guntupalli et al. (2012) ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัเมทานอลและสารสกดั
น ้าจากใบมะฮึกโดยใชรู้ปแบบการออกซิเดชัน่ของไขมนั พบวา่สารสกดัเมทาอนลจากใบมะฮึกมี
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดดี้กวา่สารสกดัน ้าจากใบมะฮึก โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 201.3 และ 450.6 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
 Peng, Zeng, Song, and Tan (2013) ศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งของสารบริสุทธ์ิ 3 ชนิด ท่ีแยก
ไดจ้ากส่วนกา้นและใบของมะฮึก ไดแ้ก่ Excavatine A, Excavatine B และ Excavatine C ในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งในมนุษย ์3 ชนิด คือ A549 (เซลลม์ะเร็งปอด) HeLa (เซลลม์ะเร็ง  
ปากมดลูก) และ BGC-823 (เซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร) พบวา่สาร Excavatine A แสดงฤทธ์ิเป็น
พิษต่อเซลลม์ะเร็ง A549 และ HeLa โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 5.25 และ 1.91 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั 
 Guntupalli, Ramaiah, and Kumar (2013) ศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียของสารสกดั            
เอทานอลจากใบมะฮึกในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Propionibacterium acne, 
S. aureus และ Streptococcus pyogens โดยวธีิ Microboth dilution พบวา่สารสกดัเอทานอลจากใบ
มะฮึกสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกท่ีน ามาทดสอบไดทุ้กชนิด โดยมีค่า MIC เท่ากบั 1,000, 
1,000 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั นอกจากน้ียงัศึกษาฤทธ์ิตา้นเช้ือราของสารสกดั
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เอทานอลจากใบมะฮึกในการยบัย ั้งเช้ือรา 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Epidermatophyton floccusum,            
C. albican, Trichophyton rubrum และ T. mentagrophytes พบวา่สารสกดัเอทานอลจากใบมะฮึก
สามารถยบัย ั้งเช้ือราท่ีน ามาทดสอบไดทุ้กชนิด โดยมีค่า MIC เท่ากบั 500, 500, <500 และ <500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  
 Panda (2014) ท าการตรวจกรองฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียเบ้ืองตน้ของสารสกดัน ้าและสารสกดั
เมทานอลจากใบมะฮึกโดยวิธี Agar well diffusion พบวา่สารสกดัน ้าจากใบมะฮึกความเขม้ขน้     
0.8 มิลลิกรัมต่อหลุม แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได ้2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Bacillus 
licheniformis และ Salmonella Typhimurium โดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งเช้ือ
เท่ากบั 12 และ 14 มิลลิเมตร ตามล าดบั และพบวา่สารสกดัเมทานอลจากใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ 
0.8 มิลลิกรัมต่อหลุม แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได ้3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ E. coli, 
B. licheniformis และ S. Typhimurium โดยขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งเช้ือเท่ากบั 14, 
17 และ 12 มิลลิเมตร ตามล าดบั 
  
 



 
 

 

บทที ่3 
วสัดุอุปกรณ์และวธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
3.1  วสัดุอปุกรณ์และเคร่ืองแก้ว 
 3.1.1  จานอาหารเล้ียงเช้ือ (Sterile Petri Dishes) ขนาด 90 มิลลิเมตร 

3.1.2  ขวดอาหารเล้ียงเช้ือ (Duran) ปริมาตร 250 และ 500 มิลลิลิตร 
3.1.3  หลอดทดลองปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
 3.1.4  หลอดทดลองฝาเกลียว (Centrifuge tube) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 3.1.5  หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 150 × 16 ลิตร 
 3.1.6  Pipette Tip ปริมาตร 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
 3.1.7  Cellulose Acetate Filter ขนาดรู 0.2 ไมโครลิตร 
 3.1.8  Antibiotic Assay Disc (AA disc) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร 
 3.1.9  TLC Aluminum Sheets Silica Gel 60 F254 (Merck KGaA, Germany) 
 3.1.10  ลูปเข่ียเช้ือ (Inoculated Loop) 
 3.1.11  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

 3.1.12  กระบวกตวง (Cylinder) ปริมาตร 10 และ 500 มิลลิลิตร 
 3.1.13  หลอดฉีดยา (Plastic syringe) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
 3.1.14  ไมพ้นัปลายส าลีเบอร์ M ปราศจากเช้ือ (Sterile cotton swab) 
 3.1.15  บีกเกอร์ (Beaker) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร 
 3.1.16  หลอดไมโครเซ็นตริฟิวกป์ราศจากเช้ือ (Sterile micro centrifuge tube) 
 3.1.17  ขวดแกว้เล็ก (Vials) 
  3.1.18  Micropipette P20 P200 และ P1,000 (GILSON, France) 
 3.1.19  ตูบ้่ม (Incubator) (TERMARK, Norway) 
 3.1.20  ตูอ้บลมร้อน (Hot Air Over) (MEMMERT, 700, Germany) 
 3.1.21  ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar Air Flow) (SUPER CLEAN, 150VC, Thailand) 
 3.1.22  เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Balance) (METTLER, PM6100) 
 3.1.23  เคร่ืองไมโครเวฟ (ELECTROLUX, EMM 2005, China) 
 3.1.24  ตูเ้ยน็ (Refrigerator) 
 3.1.25  หมอ้น่ึงความดนั (Autoclave) (TOMY, SS-325, Japan) 
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 3.1.26  เคร่ืองกลัน่ระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator)  
 3.1.27  เคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (Freeze Dryer) 
 3.1.28  โถดูโความช้ืน (Desiccator) 
 3.1.29  เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex Mixer) (VORTEX-GENIE 2, G-560E, 
Switzerland) 
 

3.2  สำรเคมแีละอำหำรเลีย้งเช้ือ 
 3.2.1  Ethanol 95 % 
 3.2.2  Ethyl acetate (European Community) 
 3.2.3   Hexane 
 3.2.4  Sodium Chloride (NaCl) (Univar, New Zealand) 
  3.2.5  Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
 3.2.6  Cefoxitin (FOX-30) ขนาดบรรจุ 30 ไมโครกรัมต่อดิสก ์(Oxoid, England) 
 3.2.7  Oxacillin (Sigma Chemical, USA) 
 3.2.8  Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco, United State of America) 
 3.2.9  Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco, United State of America) 
 3.2.10  Mueller Hinton Agar (MHA) (Difco, United State of America) 
 3.2.11  Mueller Hinton Broth (MHB) (Difco, United State of America) 

 
3.3  อปุกรณ์ภำคสนำม 
 3.3.1  เคร่ืองบอกพิกดัภูมิศาสตร์ 
 3.3.2  กลอ้งบนัทึกภาพ 
 3.3.3  ตะหลบัเมตร 
 3.3.4  Lux meter (เวอร์ชัน่ 1.1.1 บนอุปกรณ์ iPhone) 
 

3.4  ตัวอย่ำงพืชและกำรเตรียมตัวอย่ำงพืช 
 ใบมะฮึก Clausena excavata Burm. f. เก็บจากโครงการพฒันาป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ 
(มูลนิธิชยัพฒันา) ต าบลตกพรม อ าเภอขลุง จงัหวดัจนัทบุรี จ  าแนกโดย นายค ารณ เลียดประถม 
หวัหนา้กลุ่มวจิยัและพฒันาการป่าไม ้กรมป่าไม ้การเตรียมตวัอยา่งพืชโดยเก็บใบเพสลาดของ     
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มะฮึกน ามาลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้าสะอาดและเด็ดเอาเฉพาะใบ น าใบไปอบแหง้ดว้ยตูอ้บความ
ร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บดใหล้ะเอียดและชัง่น ้าหนกัแหง้ 
 

3.5 ตัวอย่ำงแบคทเีรียทดสอบและกำรเกบ็รักษำ 
 3.5.1  ตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดสอบ Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ 
Staphylococcus aureus ATCC 43300 ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ดร. กาญจนา หร่ิมเพง็ ภาควชิา 
จุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา น าแบคทีเรียทดสอบเพาะเล้ียงลงบนจานอาหาร 
TSA แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศสเซลลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง  
 3.5.2  ท าการถ่ายโอนเช้ือทดสอบ เพาะเล้ิยงลงในหลอดอาหาร TSA Slant ส าหรับเป็น 
Stock culture บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง หลงัจากเช้ือเจริญน าไปเก็บ
ไวท่ี้อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 
 3.5.3  การเก็บรักษาเช้ือทดสอบ ท าการเพาะเล้ียงเช้ือทดสอบแต่ละชนิดลงในหลอด
อาหาร TSB บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง จากนั้นใชปิ้เปตถ่ายเช้ือ
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโคเซ็นตริฟิวกป์ราศจากเช้ือ และเติมกลีเซอรอล 40 
เปอร์เซนต ์ลงไป 400 ไมโครลิตร ผสมใหอ้ยูใ่นรูปของเซลลแ์ขวนลอย น าไปเก็บเป็น Stock ท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
การวจิยัจะออกแบบการทดลองออกเป็น 3 ส่วน ดงัแสดงภาพท่ี 3-1 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 3-1  แผนภูมิออกแบบการทดลอง 

คดัแยกสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียทดสอบดว้ยวธีิ Bioassayguided isolation 

 

พิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือทดสอบ 

ส ารวจการกระจายของมะฮึกและจดัท าแผนท่ีการกระจายของตน้มะฮึกโดยใชร้ะบบ

สารสนเทศภูมิศาสตร์ (Geographic Information System ; GIS) 
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3.6  วธิีกำรทดลอง 
 3.6.1  คัดแยกสารบริสุทธ์ิทีม่ีฤทธ์ิต้านแบคทเีรียทดสอบด้วยวิธี Bioassayguided 
isolation ดัดแปลงมาจาก (Sawhney & Singh, 2005; Yang et al., 2011; Buranakit, 2014) 
  3.6.1.1  คดัแยกส่วนสกดัยอ่ยจากส่วนสกดัหยาบเอทานอลท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ      
S. aureus ดีท่ีสุด 
   1.  การเตรียมส่วนสกดัเอทานอลจากใบมะฮึก (ดดัแปลงมาจาก Saeidi et al., 
2012) 
   น ามะฮึกมาลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้าสะอาดและเด็ดเอาเฉพาะใบ น าใบไป
อบแหง้ดว้ยตูอ้บความร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และชัง่น ้าหนกัแหง้ จากนั้นบดใหล้ะเอียด
ใส่ถุงผา้ขาวบางแช่หมกัในเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์ในอตัราส่วน 1:15 เป็นเวลา 7 วนั ท าซ ้ า 3 คร้ัง 
ท าการเขยา่เป็นคร้ังคราว จากนั้นน าส่วนสกดัเอทานอลท่ีไดม้ารวมกนั แลว้กรองดว้ย Cellulose 
Acetate Filter ขนาดรูกรอง 0.2 ไมโครเมตร น าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยสุญญากาศแบบ
หมุน (Rotary evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และน าไปท าแหง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบแช่
เยอืกแขง็ (Vacuum  Freeze Dryer) น าไปใส่ในโถดูดความช้ืนชัง่จนไดน้ ้าหนกัแหง้คงท่ีและบนัทึก
น ้าหนกัแหง้ของส่วนสกดัเอทานอลจากใบมะฮึก ท าการค านวณหาปริมาณของส่วนสกดั (% Yield) 
เก็บรักษาส่วนสกดัเอทานอลจากใบมะฮึกท่ีไดไ้วท่ี้มืดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   2.  การเตรียมส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทจากส่วนสกดัหยาบ             
เอทานอลจากใบมะฮึกดว้ยเทคนิค sequential extraction (Buranakit, 2014) 
   น าส่วนสกดัหยาบเอทานอลของใบมะฮึกมา 40.34 กรัม ละลายดว้ยตวัท าละลาย  
เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์400 มิลลิลิตร เติมน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร และเติมตวัท าละลายเฮกเซน 300 
มิลลิลิตร ใส่ในกรวยแยก แยกส่วนสกดัยอ่ยน ้าซ่ึงอยูช่ั้นล่างสุดออกจากส่วนสกดัเฮกเซนท่ีอยูช่ั้น
บนท าซ ้ า 3 คร้ัง จากนั้นน าส่วนสกดัยอ่ยน ้าและเอทานอล (400 มิลลิลิตร) มาสกดัแยกต่อดว้ยตวัท า
ละลายเอทิลอะซิเตท 200 มิลลิลิตร และเติมน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ใส่ในกรวยแยก แยกส่วนสกดั
ยอ่ยน ้าซ่ึงอยูช่ั้นล่างสุดออกจากส่วนสกดัเอทิลอะซิเตทท่ีอยูช่ั้นบนท าซ ้ า 3 คร้ัง น าส่วนสกดัยอ่ย   
เฮกเซนและส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
(Rotary evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และน าไปท าแหง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืก
แขง็ (Vacuum  Freeze Dryer) แลว้น าส่วนสกดัยอ่ยทั้ง 2 ส่วนไปใส่ในโถดูดความช้ืนจนส่วนสกดั
ยอ่ยท่ีไดมี้น ้าหนกัแหง้คงท่ี บนัทึกน ้าหนกัและเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส แผนภูมิการเตรียมส่วน
สกดัชนิดต่าง ๆ จากใบมะฮึกแสดงดงัภาพท่ี 3-2 
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ภาพท่ี 3-2 แผนภูมิการเตรียมส่วนสกดัยอ่ยชนิดต่าง ๆ จากใบมะฮึกดว้ยเทคนิค sequential  

Extraction 
 

   3.  การทดสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียเบ้ืองตน้ของส่วนสกดัต่าง ๆ จากใบมะฮึกใน
การยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus โดยวธีิ Disk diffusion (Kirby-Bauer method) ตามมาตรฐานของ 
(Hanan, 2006 citing CLSI (M100-S9), 1999) 
    3.1  เตรียมกลา้เช้ือของเช้ือทดสอบ ถ่ายเช้ือทดสอบจาก stock culture (3.5.2) 
ลงบนจานอาหาร TSA แลว้น าไปบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง จากนั้นเข่ียเช้ือ
จากจาน TSA ใส่ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์ปราศจากเช้ือ ปริมาตร             
5 มิลลิลิตร ปรับความขุ่นให้ไดเ้ท่ากบัความขุ่นของสารละลายมาตรฐาน McFarland เบอร์ 0.5 
เพื่อใหไ้ดป้ริมาณเช้ือแขวนลอยเร่ิมตน้ 1.5 × 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร   
    3.2  การเตรียมดิสกบ์รรจุส่วนสกดัต่าง ๆ จากใบมะฮึก เตรียมส่วนสกดัหยาบ   
เอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกความเขม้ขน้ 100 

ส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึก (40.34 กรัม) 

ลายละลายส่วนสกดัหยาบเอทานอล 400 mL 

95 % เอทานอล (400 mL) 

ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน (9.20 กรัม) ส่วนสกดัยอ่ยน ้าและเอทานอล (400 mL) 

ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท (17.21 กรัม)  ส่วนสกดัยอ่ยน ้าและเอทานอล (6.56 กรัม) 

เฮกเซน (300 mL) 

M? 

น ้า (100 mL) 

เอทิลอะซิเตท (200 mL) น ้า (100 mL) 
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มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรดว้ย DMSO (Dimethyl sulfoxide) 100 เปอร์เซ็นต ์เตรียมดิสกบ์รรจุส่วนสกดั
หยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท โดยปิเปตสารสกดัท่ีความ
เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบน Antibiotic assay (AA) disc ท่ี
ปราศจากเช้ือ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร จะไดดิ้สกบ์รรจุส่วนสกดัแต่ละชนิดขนาด        
1 มิลลิกรัมต่อดิสก์ เตรียมดิสกบ์รรจุ DMSO โดยปิเปิตสารละลาย DMSO 100 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร หยดลงบน AA disc ท่ีปราศจากเช้ือ 
    3.3  การทดสอบใชไ้มพ้นัส าลีปราศจากเช้ือจุ่มลงในแขวนลอยกลา้เช้ือทดสอบ
ท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 3.1 บิดพอหมาด ๆ และน าไปป้ายบนผวิหนา้อาหาร MHA (Mueller Hinton Agar) 
และอาหาร MHA ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์(MHA-NaCl) เป็นแนว 3 ระนาบ ปล่อยทิ้ง
ไวป้ระมาณ 5 นาที เพื่อใหผ้วิหนา้อาหารแหง้ (ไม่เกิน 15 นาที) ใชป้ากคีบ (Forceps) ท่ีปราศจาก
เช้ือ คีบแผน่ดิสกท์ดสอบ (ขอ้ 3.2) วางบนผวิหนา้อาหารท่ีเพาะเช้ือทดสอบไวใ้นขอ้ 3.1 น าไปบ่มท่ี
อุณภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง อ่านผลโดยการตรวจวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ของบริเวณยบัย ั้งเช้ือ (ท าการทดลอง 3 คร้ัง) 
    3.4.  การควบคุมคุณภาพ 
    ชุดควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ (Quality control of system) ใชแ้บคทีเรีย
สายพนัธ์ุมาตรฐานคือ S. aureus ATCC 25923 โดยยาปฏิชีวนะ Cefoxitin (30 ไมโครกรัมต่อดิสก)์ 
จะมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ตอ้งอยูใ่นเกณฑ์ตามท่ี CLSI 
M100-S23 (2013) ก าหนด คือ 23-29 มิลลิเมตร จึงจะอ่านผลการทดสอบส่วนสกดัท่ีน ามาทดสอบ 
    ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) ส าหรับการทดสอบใชดิ้สกบ์รรจุ DMSO 
(20 ไมโครลิตรต่อดิสก)์ 
   4.  การหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ (Minimal inhibitory 
concentration, MIC) และความเขม้ขน้ต ่าสุดในการฆ่าแบคทีเรียทดสอบ (Minimal Bactericidal 
Concentration, MBC) ของส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ย
เอทิลอะซิเตท จากใบมะฮึก  
   การหาค่า MIC ของส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดั
ยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก ในการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ โดยใชว้ธีิ broth macrodilution ตาม
วธีิมาตรฐานของ (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2012) มีขั้นตอนดงัน้ี 
    4.1.  การเตรียมกลา้เช้ือทดสอบเช่นเดียวกบัขอ้ 3.1 น าแขวนลอยกลา้เช้ือ       
1.5 × 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร มาปรับใหไ้ดป้ริมาณเช้ือเท่ากบั 1:200 ในอาหารเล้ียงเช้ือจะไดส้าร
แขวนลอยเช้ือเท่ากบั 0.75 × 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
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    4.2  การเตรียมสารละลายของส่วนสกดัต่าง ๆ จากใบมะฮึก โดยการเตรียม
สารละลายแต่ละชนิดของส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ย
เอทิลอะซิเตทของใบมะฮึก ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 51.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชัง่น ้าหนกัแต่
ละส่วนสกดัมา 51.2 มิลลิกรัม ละลายใน DMSO และปรับปริมาตรใหค้รบ 1 มิลลิลิตร เจือจาง
สารละลายของส่วนสกดัแต่ละชนิด โดยวธีิ two fold dilution ใหไ้ดร้ะดบัความเขม้ขน้ของส่วนสกดั
เท่ากบั 51.2, 25.6, 12.8, 6.4, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, และ0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
    4.3  การทดสอบ โดยการปิเปตส่วนสกดัต่าง ๆ ของใบมะฮึกท่ีแต่ละระดบั
ความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ละ 10 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดแกว้ปราศจากเช้ือ หลอดท่ี 1-10 เติม
กลา้เช้ือทดสอบท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 4.1 ปริมาตร 990 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดสอบหลอดท่ี 1-10 
(ความเขม้ขน้สุดทา้ยของส่วนสกดัเท่ากบั 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, และ1 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 
    4.4  ตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ โดยเติม resazurin ความเขม้ขน้ 
1.35 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่ม 3-4 ชัว่โมง อ่านค่าความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุด
ของส่วนสกดัท่ีสีของ resazurin ในหลอดทดสอบยงัคงเป็นสีน ้าเงินอมม่วงเป็นค่า MIC  
    4.5  ตรวจหาค่า MBC ของส่วนสกดัจากใบมะฮึกท่ีใชท้ดสอบ โดยน าน ้าเล้ียง
เช้ือจากหลอดทดสอบท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาเพาะลงบนผวิหนา้
อาหารแขง็ MHA ดว้ยวธีิการ drop plate น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา     
18-24 ชัว่โมง ตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียบนผวิหนา้อาหาร โดยบนัทึกค่าความเขม้ขม้ต ่าสุด
ของส่วนสกดัจากพืชท่ีไม่มีการเจริญของเช้ือบนผวิหนา้อาหาร เป็นค่า MBC 
  3.6.1.2  คดัแยกสารก่ึงบริสุทธ์ิจากส่วนสกดัยอ่ยท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus 
   การคดัแยกสารก่ึงบริสุทธ์ิจากส่วนสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus ไดดี้
ท่ีสุด ประกอบดว้ยขั้นตอนส าคญั 3 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 1. การแยกส่วนแยก (fraction) ยอ่ยจากส่วนสกดั
ท่ีไดรั้บคดัเลือก โดยใช ้flash column chromatography 2. วเิคราะห์ความแตกต่างของสารท่ีเป็น
องคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยก โดยใชเ้ทคนิคโครมาโตกราฟีแบบเยือ่บาง และ 3. ตรวจสอบฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเช้ือ S. aureus ATCC 43300 ของสารท่ีเป็นองคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยกบนแผน่ TLC ดว้ย
วธีิ Bioautography assay โดยมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
หมายเหตุ* ส่วนสกดัจากใบมะฮึกท่ีน ามาแยกและวเิคราะห์หาสารออกฤทธ์ิส าคญัในการตา้น
แบคทีเรียทดสอบในงานวิจยัน้ีคือส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกเน่ืองจากมีประสิทธิภาพ
สูงท่ีสุดในการตา้นเช้ือทดสอบ 



44 
 

 

   1.  การแยกส่วนแยกยอ่ยของส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกดว้ย flash 
column chromatography   
   เตรียมส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกใหอ้ยูใ่นรูปของสารละลายโดยใช้
ตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท จากนั้นเติมซิลิกาเจล (No. 1.07734.1000, 0.063-0.200 มิลลิเมตร, Merck 
Germany) ลงในสารละลายส่วนสกดัท่ีไดใ้นอตัราส่วน 2 เท่าของน ้าหนกัส่วนสกดั (w/w) และ
ก าจดัตวัท าละลายเอทิลอะซิเตทออกจากตวัอยา่งโดยน าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหย
สุญญากาศแบบหมุน บรรจุตวัอยา่งส่วนสกดัลงในคอลมัน์ท่ีมีซิลิกาเจลเป็นวฎัภาคน่ิง และใชร้ะบบ
ของวฏัภาคเคล่ือนท่ีแบบ Gradient elution โดยใชต้วัท าละลายเรียงล าดบัความมีขั้วนอ้ยไปหามาก 
ไดแ้ก่ สารผสมระหวา่ง เอทิลอะซิเตทกบัเฮกเซนอตัราส่วน 30:70, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40 
70:30, 90:10 และ100 เป็นระบบวฏัภาคเคล่ือนท่ี และเก็บส่วนแยกของสารตวัอยา่งท่ีถูกชะออกมา
ส่วนแยกละ 50 มิลลิลิตร 
   2.  การวเิคราะห์ความแตกต่างของสารท่ีเป็นองคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยกยอ่ย
ของส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบเยือ่บาง  
   น าตวัอยา่งสารในแต่ละส่วนแยกท่ีเก็บไดจ้าก flash column silica gel 
chromatography  มาตรวจสอบองคป์ระกอบดว้ยเทคนิค TLC โดยใชแ้ผน่ TLC Alumina Silica Gel 
F254ขนาด 3 × 4 เซนติเมตร เป็นวฏัภาคน่ิง และใชต้วัท าละลายอินทรียผ์สมระหวา่งเอทิลอะซิเตท
กบัเฮกเซนอตัราส่วน 40:60 เป็นระบบวฏัภาคเคล่ือนท่ี ตรวจสอบรูปแบบการเคล่ือนท่ีของสารท่ี
เป็นองคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยก ภายใตรั้งสีอลัตราไวโอเลทความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร น า
สารตวัอยา่งในแต่ละส่วยแยกท่ีมีรูปแบบการเคล่ือนท่ีเฉพาะของสารองคป์ระกอบเหมือนกนัมารวม
เป็นส่วนแยกเดียวกนั น าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยสุญญากาศแบบหมุน และท าแหง้ดว้ย
เคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแข็ง บนัทึกน ้าหนกัรวม และเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   3.  ตรวจสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 
ของสารท่ีเป็นองคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยกของส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท ดว้ยเทคนิค TLC 
ร่วมกบั Bioautography assay 
    3.1  แยกสารท่ีเป็นองคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยกดว้ย TLC 
    เตรียมตวัอยา่งสารในแต่ละส่วนแยกใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 10 มิลลิกรัมดว้ย
ตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท 1 มิลลิลิตร และท าการแยกสารบนแผน่ TLC Alumina Silica Gel F254

ขนาด 3 × 4 เซนติเมตร เป็นวฏัภาคน่ิง และใชเ้อทิลอะซิเตทผสมต่อเฮกเซนอตัราส่วน 40 : 60 ป็น
ระบบวฏัภาคเคล่ือนท่ี เก็บแผน่ TLC ท่ีไดใ้ส่ในจานแกว้ปราศจากเช้ือ และตรวจสอบรูปแบบการ
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เคล่ือนท่ีของสารท่ีเป็นองคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยกภายใตรั้งสีอลัตราไวโอเลทความยาวคล่ืน 
254 นาโนเมตร 
    3.2  ทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียของสารบนแผน่ TLC ดว้ยวธีิ Agar diffusion 
bioautography 
    เตรียมจานเพาะเช้ือแบคทีเรียทดสอบดว้ยวธีิเช่นเดียวกบัการทดสอบ disk 
diffusion โดยการน าแขวนลอยกลา้เช้ือ (1.5 × 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ป้ายลงบนผวิหนา้อาหาร 
MHA ใหท้ัว่เป็นแนว 3 ระนาบ วางทิ้งไวส้ักครู่เพื่อใหผ้ิวหนา้อาหารแหง้ น าแผน่ TLC ท่ีไดใ้นขอ้ 
3.1 วางประกบลงบนผวิหนา้อาหารทิ้งไวป้ระมาณ 60 นาที (พร้อมท าเคร่ืองหมายระบุต าแหน่งของ
แผน่ TLC และต าแหน่งของสารองคป์ระกอบในแต่ลส่วนแยกท่ีแยกไดไ้วบ้นจานอาหารทดสอบ) 
หลงัจากนั้นน าแผน่ TLC ออกจากผวิหนา้อาหาร ก่อนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 18-24 ชัว่โมง ตรวจสอบฤทธ์ิของสารท่ีเป็นองคป์ระกอบของแต่ละ ส่วนแยกท่ีพบบน 
TLC ตามต าแหน่งท่ีท าเคร่ืองหมายไวบ้นจานอาหารทดสอบ 
  3.6.1.3  คดัแยกสารบริสุทธ์ิจากสารก่ึงบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus 
   การคดัแยกสารบริสุทธ์ิจากสารก่ึงบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus 
ทั้งสองสายพนัธ์ุไดดี้ท่ีสุด ท าการแยกส่วนแยกยอ่ยจากสารก่ึงบริสุทธ์ิใช ้flash column 
chromatography และวเิคราะห์ความแตกต่างของสารท่ีเป็นองคป์ระกอบในแต่ละส่วนแยก โดยใช้
เทคนิคโครมาโตกราฟีแบบเยือ่บางเช่นเดียวกบัขอ้ 3.1 และตรวจสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. aureus 
ATCC 2539 และ S. aureus ATCC 43300 ของสารบริสุทธ์ิท่ีไดด้ว้ยวธีิ Macroboth dilution 
เช่นเดียวกบัขอ้ 4 โดยเตรียมสารละลายของสาร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin และ 
Clauslactone A ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 6.4 และ102.4  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั โดยชัง่
น ้าหนกัแต่ละสารบริสุทธ์ิมา 6.4 และ 102.4 มิลลิกรัม ตามล าดบั ละลายใน DMSO และปรับ
ปริมาตรใหค้รบ 1 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายของสารบริสุทธ์ิแต่ละชนิด โดยวธีิ two fold dilution 
ใหไ้ดร้ะดบัความเขม้ขน้ของสาร 5- Geranyloxy-7-hydroxycoumarin เท่ากบั 3.2, 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, 
0.1, 0.05 และ 0.025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบัและระดบัความเขม้ขน้ของสาร Clauslactone 
A เท่ากบั 102.4, 51.2, 25.6, 12.8, 6.4, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, และ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั 
หมายเหตุ* สารก่ิงบริสุทธ์ิท่ีน ามาแยกและวเิคราะห์หาสารออกฤทธ์ิส าคญัในการตา้นแบคทีเรีย
ทดสอบในส่วนน้ีคือ F3 และ F6 เน่ืองจากมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการตา้นเช้ือทดสอบทั้งสอง
ชนิด 
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 3.6.1.4  การตรวจสอบกลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตน้ของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากส่วน
สกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก  
 การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียทดสอบเม่ือสัมผสักบัสาร
บริสุทธ์ิจากใบมะฮึก 2 ชนิดไดแ้ก่ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin และ Clauslactone A ดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM) เตรียมตวัอยา่ง
ส าหรับดูโดยกลอ้ง SEM น าน ้าเล้ียงเช้ือในหลอดทดลองจากการทดสอบหาค่า MIC โดยมีชุด 
Control คือเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติม DMSO และหลอดทดลองท่ีมีเช้ือ
สัมผสักบัสารบริสุทธ์ิในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีค่า 1/2MIC และ 1/4MIC ตามล าดบั น าตวัอยา่งหลอด
ทดลองส่งไปยงัศูนยก์ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา เพื่อท าการ
เตรียมตวัอยา่งและตรวจสอบและบนัทึกภาพจุลสัณฐานของแบคทีเรียทดสอบท่ีเปล่ียนแปลงไป
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
 3.6.2  การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสารบริสุทธ์ิทีม่ีฤทธ์ิยบัยัง้เช้ือทดสอบ 
   3.6.2.1  การวเิคราะห์โครงสร้างของสารดว้ยเทคนิค เอน็เอม็อาร์ สเปคโทรสโคปี 
(NMR Spectroscopy) 
   การวเิคราะห์สเปกตรัมเพื่อใหข้อ้มูลเก่ียวกบัโครงสร้างของสารอินทรียท่ี์แยกได้
จากส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก โดยเทคนิคทางเอน็เอม็อาร์ สเปคโทรสโคปี (NMR 
Spectroscopy) ใชค้วามถ่ี 400 เมกกะเฮิร์ท โดยใชค้ลอโรฟอร์มดี (Chloroform-D, CDCl3) เป็นตวั
ท าละลาย ซ่ึงจะท าการวเิคราะห์โครงสร้างดว้ยเทคนิค 1H NMR เพื่อทราบจ านวนของสัญญาณ 
ต าแหน่งของสัญญาณ และ slitting ของสัญญาณ ซ่ึงบอกถึงจ านวนโปรตอนท่ีอยูติ่ดกบัโปรตอนท่ี
พิจารณา และวเิคราะห์โครงสร้างดว้ยเทคนิค 13C NMR เพื่อทราบจ านวนคาร์บอนเป็นอยา่งนอ้ย 
โดยส่งตวัอยา่งวเิคราะห์ท่ีภาควชิาเคมี คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 
   3.6.2.2  การวเิคราะห์โครงสร้างของสารดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโทรกราฟีแมส 
สเปคโทรสโคปี (Liquid Chromatography - Mass Spectroscopy ; LC-MS)    
   การวเิคราะห์โดยเทคนิคน้ีบอกถึงน ้าหนกัโมเลกุลท่ีแน่นอนของสารแต่ละชนิดท่ี
ท าการวเิคราะห์ ซ่ึงจะน าไปหาสูตรโมเลกุลท่ีแน่นอนได ้โดยเตรียมตวัอยา่งสารความเขม้ขน้         
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในตวัท าละลายเมทานอล HPLC grade ส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ท่ีศูนย์
ปฏิบติัการวทิยาศาสตร์ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยันเรศวร 
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 3.6.3  ส ารวจการกระจายของมะฮึกและจัดท าแผนทีก่ารกระจายของต้นมะฮึกโดยใช้

ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ (Geographic Information System ; GIS) 
 การส ารวจภาคสนามดว้ยวธีิ Forest Inventory Method (Brassel & Lischke, 2001)         
ท าการก าหนดขอบเขตของพื้นท่ีศึกษา และท าการส ารวจแปลงถาวรของโครงการ ซ่ึงนบัจ านวน
แปลงตวัอยา่งถาวรในกรอบพื้นท่ีศึกษาไดท้ั้งหมด 39 แปลง ส ารวจในพื้นท่ีท่ีก าหนดและบนัทึก
พิกดัท่ีพบตน้มะฮึกดว้ยเคร่ืองบอกต าแหน่งพิกดัทางภูมิศาสตร์ (Global Positioning System : GPS) 
รวมทั้งบนัทึกขอ้มูลทางกายภาพ ของระบบนิเวศท่ีพบตน้มะฮึก เช่น ความเขม้แสง และความสูง   
น าขอ้มูลต าแหน่งพิกดัทางภูมิศาสตร์มาวเิคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม Arc GIS 9.3 เพื่อเป็นฐานขอ้มูล
ทางภูมิศาสตร์ (Geodatabase) ของการกระจายเชิงพื้นท่ีของตน้มะฮึก และเก็บตวัอยา่งดินในแปลง
ส ารวจไปวเิคราะห์หาอินทรียว์ตัถุในดิน และธาตุอาหารบางชนิดของพืชท่ีศูนยป์ฏิบติัการวจิยัและ
เรือนปลูกพืชทดลอง มหาวทิยาลยัเกษตร วทิยาเขตก าแพงแสน 
 



 
 

 

บทที ่4 
ผลการวจิยั 

 
4.1  การสกดัใบมะฮึกด้วยตัวท าละลายเอทานอลและการแยกล าดับส่วนด้วยตวัท าละลาย
เฮกเซน และเอทิลอะซิเตทจากส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึก 
 เม่ือน ำใบมะฮึกน ้ำหนกั 334.52 กรัม มำสกดัดว้ยเอทำนอล 95 เปอร์เซ็นต ์แลว้ระเหยแหง้
ดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยสุญญำกำศแบบหมุน ท ำแหง้ดว้ยเคร่ืองท ำแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ จำกนั้นน ำไป
ใส่ในโถดูดควำมช้ืนจนไดน้ ้ำหนกัแหง้ท่ีคงท่ีของสำรสกดัเท่ำกบั 40.34 กรัม ค ำนวณปริมำณของ
สำรสกดัได ้12.06 เปอร์เซ็นตข์องน ้ำหนกัแหง้ของพืชตวัอยำ่ง น ำส่วนสกดัเอทำนอลของใบมะฮึก
มำสกดัแยกล ำดบัส่วนดว้ยเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท ซ่ึงไดป้อร์เซ็นตข์องน ้ำหนกัแหง้เท่ำกบั 22.81
และ 42.66 ตำมล ำดบั (ตำรำงท่ี 4-1) 
 
ตำรำงท่ี 4-1 ปริมำณร้อยละ (% Yield) ของใบมะฮึกท่ีสกดัดว้ยเอทำนอล ของส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน  
    และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทท่ีสกดัไดจ้ำกส่วนสกดัหยำบเอทำนอล 
 

ตวัอยำ่งวตัถุดิบ ตวัท ำละลำย น ้ำหนกัส่วนสกดัหลงั
ระเหยแหง้ (g) 

เปอร์เซ็นต ์
 (Yield) 

ใบมะฮึก เอทำนอล 40.34 12.06 
ส่วนสกดัหยำบเอทำนอล 

ส่วนสกดัหยำบเอทำนอล 

เฮกเซน 9.20 22.81 
เอทิลอะซิเตท 17.21 42.66 

 

4.2  การคดัเลือกส่วนสกดัย่อยต่าง ๆ จากใบมะฮึกทีม่ปีระสิทธิภาพในการยบัยั้ง
แบคทเีรียทดสอบได้ดีทีสุ่ด 
 4.2.1  กำรทดสอบฤทธ์ิตำ้นแบคทีเรียเบ้ืองตน้ของสำรสกดัจำกใบมะฮึกดว้ยวธีิ Disk 
diffusion 
 จำกกำรศึกษำฤทธ์ิตำ้นแบคทีเรียของส่วนสกดัเอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วน
สกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทของใบมะฮึกในกำรตำ้นแบคทีเรียทดสอบ S. aureus ATCC 25923 และ       
S. aureus ATCC 43300 ดว้ยวธีิ Disk diffusion โดยใช ้Cefoxitin Disk (FOX) 30 ไมโครกรัมต่อ
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ดิสก ์เป็นชุดควบคุมผลบวก และ 100 % Dimethyl sulfoxide (DMSO) 20 ไมโคลิตรต่อดิสก ์เป็น
ชุดควบคุมผลลบ ดงัรูปภำพ 1 จำกผลกำรทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ของส่วนสกดัเอทำนอล ส่วน
สกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทของใบมะฮึกท่ีขนำดบรรจุ 1 มิลลิกรัมต่อดิสก ์
พบวำ่ส่วนสกดัเอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนและส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทมีฤทธ์ิยบัย ั้ง           
S. aureus ATCC 25923 โดยมีขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของบริเวณยบัย ั้งเท่ำกบั 12.33±0.58,      
9.33±0.58 และ 14.33 ±0.58 มิลลิเมตร ตำมล ำดบั และส่วนสกดัเอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน 
และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทมีฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 โดยมีขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง
ของบริเวณยบัย ั้งเท่ำกบั 12.67 ± 0.58, 11.33 ± 0.58 และ 14.67 ± 0.58 มิลลิเมตร ตำมล ำดบั (ภำพท่ี 
4-1) และ (ตำรำงท่ี 4-2) ซ่ึงผลจำกกำรทดลองพบวำ่ขนำดบริเวณยบัย ั้งของ Cefoxitin Disk ท่ีใชใ้น
กำรยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 มีค่ำเท่ำกบั 
26.67±1.53 และ 11.67±1.15 มิลลิเมตร ตำมล ำดบั ส่วนแผน่ดิสกท่ี์บรรจุตวัท ำละลำย 100% DMSO 
ไม่แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งกำรเจริญของแบคทีเรียทดสอบทั้งสองสำยพนัธ์ุ แสดงใหเ้ห็นวำ่ประสิทธิในกำร
ยบัย ั้งกำรเจริญของแบคทีเรียทดสอบเกิดจำกส่วนสกดัต่ำง ๆ ของใบมะฮึก  
 

 

             

 

 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4-1 ฤทธ์ิตำ้นเช้ือ S. aureus ATCC 25923 (ภำพท่ี 4-1ก.) และ S. aureus  ATCC 43300  

(ภำพท่ี 4-1 ข.) ของส่วนสกดัหยำบเอทำนอล  ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท และส่วนสกดั
ยอ่ยเฮกเซนจำกใบมะฮึกเม่ือทดสอบดว้ยวธีิ Disk diffusion, FOX, ดิสกบ์รรจุ Cefoxitin 
30 มิลลิกรัม;  CE Et, ดิสกบ์รรจุส่วนสกดัหยำบเอทำนอล 1 มิลลิกรัม; CE Hx, ดิสกบ์รรจุ
ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน 1 มิลลิกรัม; CE EtOAt, ดิสกบ์รรจุส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท  
1 มิลลิกรัม; DMSO, ดิสกบ์รรจุ 100 % Dimethyl sulfoxide 20 ไมโครลิตร 

(ก) S. aureus ATCC 25923 (ข) S. aureus ATCC 43300 
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ตำรำงท่ี 4-2 ค่ำเฉล่ียขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงบริเวณยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus   
                    ATCC 43300 ของส่วนสกดัชนิดต่ำง ๆ จำกใบมะฮึก 
 

แบคทีเรียทดสอบ 
ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงบริเวณยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบของส่วนสกดัต่ำง ๆ  

ค่ำเฉล่ีย ±SD (มิลลิเมตร) 
CE Et (1 mg) CE Hx (1 mg) CE EtOAt  (1 mg) FOX (30 µg) DMSO (20 µl) 

S. aureus  
ATCC  25923 

12.33 ± 0.58 9.33 ± 0.58 14.33  ± 0.58 26.67±1.53 No Zone 

S. aureus  
ATCC  43300 

12.67 ± 0.58 11.33 ± 0.58 14.67 ± 0.58 11.67 ± 1.15 No Zone 

 
หมำยเหตุ : CE Et, ดิสกบ์รรจุส่วนสกดัหยำบเอทำนอล 1 มิลลิกรัม; CE Hx, ดิสกบ์รรจุส่วนสกดั
ยอ่ยเฮกเซน 1มิลลิกรัม; CE EtOAt, ดิสกบ์รรจุส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท 1 มิลลิกรัม; FOX, ดิสก์
บรรจุ Cefoxitin 30 มิลลิกรัม; DMSO, ดิสกบ์รรจุ 100 % Dimethyl sulfoxide 20 ไมโครลิตร 
 
 4.2.2  ผลกำรทดสอบหำค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญ (Minimal 
inhibitory concentration, MIC) และควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถฆ่ำแบคทีเรียทดสอบ (Minimum 
bactericidal concentration, MBC) ของส่วนสกดัเอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ย
เอทิลอะซิเตทจำกใบมะฮึก 
 จำกกำรน ำส่วนสกดัเอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท
ของใบมะฮึกมำตรวจหำค่ำ MIC ท่ีใชใ้นกำรยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC 25923 และ          
S. aureus ATCC 43300 ดว้ยวธีิ broth macrodilution โดยมีชุดควบคุมดงัน้ี Growth control คือเช้ือ
ทดสอบในอำหำรเล้ียงเช้ือ Sterility control คือ อำหำรเล้ียงเช้ือ และอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีเติม               
ตวัท ำละลำย DMSO 100%, Solvent control คือ เช้ือทดสอบท่ีเติม DMSO 100% และยำปฏิชีวนะ 
Oxacillin เป็นชุดควบคุมระบบทุกคร้ังท่ีท ำกำรทดสอบ โดยพบวำ่ค่ำ MIC ของ Oxacillin ท่ีใชใ้น
กำรยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC 25923 ตลอดกำรศึกษำมีค่ำเท่ำกบั 0.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร แสดงใหเ้ห็นวำ่ผลกำรตรวจหำค่ำ MIC ดว้ยวธีิ broth macrodilution ท่ีใชใ้นกำรศึกษำน้ีอยู่
ในเกณฑม์ำตรฐำนของ CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2005) ในกำร
ทดสอบน้ีไดท้  ำกำรเปรียบเทียบกำรเจริญของแบคทีเรียทดสอบกบัตวัท ำละลำย DMSO 100 % 
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พบวำ่เช้ือทดสอบเจริญไดดี้เทียบเท่ำกบักำรเจริญในอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีปรำศจำกตวัท ำละลำยแสดง
ใหเ้ห็นวำ่ตวัท ำละลำย DMSO 100% ไม่มีผลต่อกำรเจริญของแบคทีเรียทดสอบ ซ่ึงหมำยควำมวำ่
ประสิทธิภำพในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของแบคทีเรียท่ีพบในกำรศึกษำน้ีเป็นฤทธ์ิของส่วนสกดั          
เอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจำกใบมะฮึก ซ่ึงกำรตรวจหำค่ำ 
MIC ของส่วนสกดัเอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท ท่ีมีควำม
เขม้ขน้ของส่วนสกดัอยูใ่นช่วง 8 - 1024 ไมโครกรัมต่อลิตร พบวำ่ส่วนสกดัทั้งสำมชนิดมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้ง S. aureus ATCC  25923 และ S. aureus ATCC 43300 โดยมีค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถ
ยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC  25923 เท่ำกบั 128-256, 256 และ 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
ตำมล ำดบั และค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถฆ่ำเช้ือเท่ำกบั 256, 1024 และ 128 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรตำมล ำดบั และค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC 43300 
เท่ำกบั 64-128, 128 และ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตำมล ำดบั และค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถ
ฆ่ำเช้ือเท่ำกบั 256, 256-512 และ 128-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล ำดบั ดงัตำรำงท่ี 4-3 
 
ตำรำงท่ี 4-3 ค่ำ MIC และ MBC ของส่วนสกดัหยำบเอทำนอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน ส่วนสกดัยอ่ย 

เอทิลอะซิเตท และยำปฏิชีวนะOxacillin ต่อเช้ือ S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus 
ATCC 43300 

 

แบคทีเรียทดสอบ ส่วนสกดั MIC (มก./มล.) MBC (มก./มล.) 

S. aureus ATCC  25923 

Ethanol 128-256 256 

Hexane 256 1024 

Ethyl acetate 64 128 

Oxacillin 0.5 2 

S. aureus ATCC  43300 

Ethanol 64-128 256 

Hexane 128 256-512 

Ethyl acetate 32 128-256 

 Oxacillin  64-128 128 
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4.3  การคดัแยกสารส าคญัทีม่ฤีทธ์ิต้านแบคทเีรียจากส่วนสกดัย่อยทีค่ดัเลือกได้ (ส่วน
สกดัย่อยเอทลิอะซิเตท) 
 4.3.1  กำรคดัแยกและวเิครำะห์หำสำรออกฤทธ์ิของส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจำก 
ใบมะฮึก 
 จำกผลกำรทดสอบในตำรำงท่ี4-2 และ 4-3 พบวำ่ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจำกใบ     
มะฮึกแสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง MSSA และ MRSA ไดดี้ท่ีสุด จึงท ำกำรแยกสำรประกอบจำกส่วนสกดัยอ่ย
เอทิลอะซิเตทจำกใบมะฮึกดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมำโทกรำฟฟีและวเิครำะห์สำรดว้ยเทคนิค TLC 
พบรูปแบบบนแผน่ TLC ท่ีแตกต่ำงกนั 8 fraction (F1- F8) จำกกำรแยกส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท
โดยใชร้ะบบของวฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีแตกต่ำงกนัของเอทิลอะซิเตทในเฮกเซน 30 ถึง 100 เปอร์เซ็นต ์
แสดงดงัตำรำงท่ี 4.4 
 เม่ือน ำส่วนสกดัยอ่ยทั้ง 8 fraction ท่ีไดม้ำทดสอบหำสำรออกฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus 
ATCC 43300 ดว้ยวธีิ Bioassay guided isolation พบวำ่ส่วนสกดัยอ่ย F3 และ F6 มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ
ทดสอบไดดี้ท่ีสุด ดงัตำรำงท่ี 4-5 และภำพท่ี 4-2 และ ภำพท่ี 4-3 ดงันั้นจึงน ำ F3 และ F6 มำท ำกำร
แยกสำรดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมำโตกรำฟฟีเพื่อหำสำรบริสุทธ์ิ แสดงแผนภำพกำรท ำบริสุทธ์ิสำร
ในภำพท่ี 4.4 
 
ตำรำงท่ี 4-4  ระบบของตวัท ำละลำยของแต่ละ fractions ท่ีแยกไดจ้ำกส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท 
 

ตวัอยำ่ง ระบบของตวัท ำละลำย อตัรำส่วนของ
สำรละลำยเคล่ือนท่ี 

Fractions 

 
 

ส่วนสกดัยอ่ย
เอทิลอะซิเตท 

Ethyl acetate : Hexane 30 : 70 F1 

30 : 70 F2 
40 : 60 F3 
50 : 50 F4 

60 : 40 F5 

70 : 30 F6 

90 : 10 F7 

100 F8 
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ตำรำงท่ี 4-5 แสดงน ้ำหนกั และเปอร์เซ็นตน์ ้ำหนกัแหง้ของส่วนสกดัยอ่ยท่ีแยกไดจ้ำกส่วนสกดัยอ่ย 
    เอทิลอะซิเตทจำกใบมะฮึก 
 

ส่วนสกดัย่อย น า้หนักแห้ง  
(กรัม) 

เปอร์เซ็นต์น า้หนัก
แห้ง 

ฤทธ์ิต้านแบคทเีรีย 

F1 0.22 0.92 inactive 

F2 1.73 7.21 inactive 
F3 0.60 2.50 active 

F4 1.81 7.54 inactive 

F5 0.23 0.96 inactive 

F6 6.24 26.00 active 

F7 2.92 12.17 inactive 

F8 0.46 1.92 inactive 

 

 
 
ภำพท่ี 4-2  TLC pattern ท่ีแยกโดยใช ้Ethyl acetate : Hexane 40 : 60 เป็นวฏัภำคเคล่ือนท่ี (ภำพท่ี  

     4-2ก.) และ Bioautograph แสดงฤทธ์ิตำ้น S. aureus ATCC 43300 (ภำพท่ี 4-2ข.) ของ  
     ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท (CE EtOAt) และ CE EtOAt subfraction ล ำดบัท่ี 3 (F3)  
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ภำพท่ี 4-3 TLC pattern  ท่ีแยกโดยใช ้Ethyl acetate : Hexane 40 : 60 เป็นวฏัภำคเคล่ือนท่ี (ภำพท่ี  

4-3ก.) และ Bioautograph แสดงฤทธ์ิตำ้น S. aureus ATCC 43300 (ภำพท่ี 4-3ข.) ของ
ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท (CE EtOAt) และ CE EtOAt subfraction ล ำดบัท่ี 6 (F6) 

 

 
 

ภำพท่ี 4-4 แผนภำพกำรท ำบริสุทธ์ิสำรจำกส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจำกใบมะฮึก 
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 เม่ือวิเครำะห์โครงสร้ำงสำรของ F3 ดว้ย 1H NMR, 13C NMR และLC-MS และน ำ
สเปกตรัม NMR เปรียบเทียบกบัรำยงำนของ Ito, Ohta,Tan, and Furukawa (1996) ดงัตำรำงท่ี 4-6 
และ ตำรำงท่ี 4-7 พบวำ่สำร F3-Recryst คือ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin (ภำพท่ี 4-5) สำรน้ีมี
ลกัษณะเป็นเกล็ดสีขำวอมเขียวอ่อน สูตรโครงสร้ำงคือ C19H22O4 น ้ำหนกัโมเลกุลเท่ำกบั 314.78 
กรัมต่อโมล                                   
 HR-MS ของ C19H22O4  : 314.1516 พบวำ่ 315.1632 
 

 
 
ภำพท่ี 4-5 โครงสร้ำงทำงเคมีของสำร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin 
 
ตำรำงท่ี 4-6 ตำรำงเปรียบเทียบสเปกตรัม 1H NMR ของสำร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin 

ต ำแหน่ง Ito, Ohta,Tan, and  
Furukawa (1996) 

F3-Recryst 

  8.37 (1H, br, s) 
H-4 8.06 (1H, d, J=9.5 Hz) 8.07 (1H, d, J=9.6 Hz) 
H-6 6.62 (1H, d, J=2.2 Hz) 6.69 (1H, d, J=1.6 Hz) 
H-8 6.32 (1H, d, J=2.2 Hz) 6.35 (1H, d, J=1.2 Hz) 
H-3 6.15 (1H, d, J=9.5 Hz) 6.14 (1H, d, J= 9.6 Hz) 
H-2' 5.48 (1H, t, J=6.6 Hz) 5.48 (1H, t, J= 6.4 Hz) 
H-6' 5.09 (1H, m) 5.09 (1H, t, J=4.8 Hz) 
H-1' 4.61 (2H, d, J=6.6 Hz) 4.60 (2H, d, J=6.4Hz) 

H-4', 5' 2.11 (4H, m) 2.11 (4H, m) 
 1.75, 1.68, 1.61 (each 3H, s) 1.74, 1.68, 1.61 (each 3H, s) 
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ตำรำงท่ี 4-7 ตำรำงเปรียบเทียบสเปกตรัม 1C NMR ของสำร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ito, Ohta,Tan, and 
Furukawa (1996) 

F3-Recryst 

162.6 163.2 
160.9 161.6 
156.8 156.8 
156.5 156.4 
142.2 142.2 
139.9 140.4 
131.9 131.4 
123.6 123.6 
118.4 118.4 
109.9 109.4 
104.0 103.9 
96.3 96.5 
95.7 95.7 
65.8 65.8 
39.5 39.5 
26.2 26.2 
25.6 25.6 
17.7 17.7 
16.7 16.7 
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 เม่ือวิเครำะห์โครงสร้ำงสำรของ F6 ดว้ย 1H NMR, 13C NMR และLC-MS และน ำ
สเปกตรัม NMR เปรียบเทียบกบัรำยงำนของ Ito et al. (2000) ดงัตำรำงท่ี 4-8 และตำรำงท่ี 4-9 

พบวำ่สำร F6-Recryst คือ Clauslactone A (ภำพท่ี 4-6) สำรน้ีมีลกัษณะเป็นผงละเอียดสีขำว สูตร
โครงสร้ำงคือ C19H18O7 น ้ำหนกัโมเลกุลเท่ำกบั 358.346 กรัมต่อโมล 
 HR-MS ของ C19H18O7 : 358.105 พบวำ่ 359.108 
 

 
 
ภำพท่ี 4-6 โครงสร้ำงทำงเคมีของสำร Clauslactone A 
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ตำรำงท่ี 4-8 ตำรำงเปรียบเทียบสเปกตรัม 1H NMR ของสำร Clauslactone A 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ต  ำแหน่ง Ito et al., (2000)   F6-Recryst 

H-3 6.28 (d, J=9.5) 6.29 (d, J=9.6) 
H-4 7.64 (d, J=9.5) 7.65 (d, J=9.2) 
H-5 6.98 (d, J=8.8) 7.00 (d, J=8.4) 
H-6 6.85 (d, J=8.8) 6.87 (d, J=8.8) 
H-1' 4.10 (dd, J= 11.0, 9.2) 4.13 (dd, J=10.9, J=9.0) 

 4.64 (dd, J= 11.0, 2.2) 4.65 (dd, J=10.8, J=1.4) 
H-2' 4.18 (dd, J=9.2, 2.2) 4.20 (dd, J=10.3, J=1.9) 
H-4' 1.42 (3H) 1.43 (3H) 
H-5' 2.32 (dd, J=15.0, 3.3) 2.36 (dd, J=14.8, J=2.8) 

 1.91 (dd, J=15.0, 9.9) 1.93 (dd, J=14.8, J=10) 
H-6' 4.93 (m) 4.94 (m) 
H-7' 3.22 (ddt, J=17.2, 7.3, 2.6) 3.23 (dd, J=16, J=7.4) 

 2.69 (ddt, J=17.2, 7.0, 2.6) 2.71 (m) 
H-10' 6.28 (t, J=2.6) 6.29 (t, J=3.2) 

 5.70 (t, J= 2.6) 5.72 (s) 
 2.93 (br, OH) 2.96 (s, OH) 
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ตำรำงท่ี 4-9 ตำรำงเปรียบเทียบสเปกตรัม 1C NMR ของสำร Clauslactone A 
 

 
 
 
 
 
 

 

ต  ำแหน่ง Ito et al., (2000) F6-Recryst 

C-2 160.7 160.7 
C-3 113.5 113.6 
C-4a 143.9 143.9 
C-4 113.4 113.4 
C-5 119.8 119.8 
C-6 113.7 113.8 
C-7 146.6 146.6 
C-8 131.3 131.3 
C-8a 143.8 143.8 
C-1' 65.0 65.0 
C-2' 77.6 77.6 
C-3' 72.0 72.0 
C-4' 23.2 23.2 
C-5' 44.1 44.1 
C-6' 74.2 74.2 
C-7' 34.7 34.7 
C-8' 133.5 133.6 
C-9' 169.5 169.6 

C-10' 122.9 122.8 
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 4.3.2  ผลกำรทดสอบหำค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญ (MIC) และควำม
เขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถฆ่ำแบคทีเรียทดสอบ (MBC) ของสำร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin 
และClauslactone A  
 เม่ือน ำสำร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin และClauslactone A มำตรวจหำค่ำ MIC ท่ี
ใชใ้นกำรยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC 25923 และS. aureus ATCC 43300 พบวำ่               
5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin มีฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 
43300 ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC 25923 
และ S. aureus ATCC 43300 เท่ำกบั 2-4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ี
สำมำรถฆ่ำเช้ือเท่ำกบั 2-4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสำรสกดั Clauslactone A มีฤทธ์ิยบัย ั้ง        
S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 ได ้โดยมีค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถ
ยบัย ั้งกำรเจริญของ S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 อยูใ่นช่วง 256-512 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถฆ่ำเช้ือเท่ำกบั 1024 และมำกกวำ่ 1024 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตำมล ำดบั ดงัตำรำงท่ี 4-10 
 
ตำรำงท่ี 4-10 ค่ำ MIC และ MBC ของสำร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin, Clauslactone A  
               และยำปฏิชีวนะ Oxacillin ต่อ S. aureus ATCC 25923 และS. aureus ATCC 43300 
 

แบคทีเรียนทดสอบ สำรสกดั MIC (มก./มล.) MBC (มก./มล.) 

S. aureus ATCC  25923 

5-geranyloxy-7-
hydroxycoumarin 

2-4 
 

2-4 
 

Clauslactone A 512 1024 

Oxacillin 0.5 2 

S. aureus ATCC  43300 

5-geranyloxy-7-
hydroxycoumarin 

2 
 

2-4 
 

Clauslactone A 256 >1024 

Oxacillin  64-128 128 
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4.4  การตรวจสอบกลไกการยบัยั้งแบคทเีรียเบ้ืองต้นของสารบริสุทธ์ิจากใบมะฮึกด้วย
กล้องจุลทรรศน์อเิลกตรอนแบบส่องกราด (SEM)  
 จำกผลกำรทดสอบฤทธ์ิตำ้นแบคทีเรีย S. aureus ของสำร 5-geranyloxy-7-
hydroxycoumarin และ Clauslactone A จำกใบมะฮึก พบวำ่สำรบริสุทธ์ิทั้งสองชนิดท่ีไดจ้ำกใบ   
มะฮึกมีประสิทธิภำพในกำรยบัย ั้ง S. aureus ดงันั้นผูว้ิจยัจึงน ำสำรบริสุทธ์ิทั้งสองชนิดมำศึกษำ
กลไกกำรออกฤทธ์ิตำ้นแบคทีเรียเบ้ืองตน้โดยท ำกำรทดสอบกบั S. aureus ATCC 25923 และ        
S. aureus ATCC 43300 โดยสังเกตกำรเปล่ียนแปลงลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดส่องกรำด (SEM) ของแบคทีเรียทดสอบภำยหลงักำรสัมผสักบัสำรบริสุทธ์ิ ผลกำร
ทดสอบพบวำ่เซลลป์กติของ S. aureus ATCC 25923 ท่ีบ่มในอำหำร MHB และ S. aureus ATCC 
43300 ท่ีบ่มในอำหำร MHB เติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็น ท่ีปรำศจำกสำรตำ้นจุลินทรีย ์และเติม 
DMSO 10 ไมโครลิตร (ชุดควบคุม) มีลกัษณะกลม จดัเรียงตวัเป็นกลุ่มคลำ้ยพวงองุ่น ผิวเซลล์
ค่อนขำ้งเรียบ (ภำพท่ี 4-7) (ภำพท่ี 4-12) แต่เซลล ์S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 
43300 ท่ีสัมผสักบัสำรสำร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin และ Clauslactone A จำกใบมะฮึกท่ี
ระดบัควำมเขม้ขน้1/2MIC และ 1/4MIC เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง มีลกัษณะเซลลท่ี์ผดิปกติแตกต่ำงกนั
ไปข้ึนอยูก่บัระดบัควำมเขม้ขน้และฤทธ์ิของสำรสกดัท่ีใชท้ดสอบ 
 

 
 
ภำพท่ี 4-7 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกรำด (SEM) ของ             
 S. aureus ATCC 25923 เม่ือบ่มในอำหำร MHB ท่ีปรำศจำกสำรตำ้นจุลินทรีย ์ท่ีเติม  
 DMSO 10 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง (ชุดควบคุม) 
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ภำพท่ี 4-8 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 25923 ท่ีสัมผสักบัสำรสกดั  
 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/2MIC ในอำหำร MHB บ่มท่ี 
 อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง พบวำ่ลกัษณะเซลลข์อง S. aureus  
 ATCC 25923 แตกสลำยเป็นเศษซำกเซลลเ์ล็ก ๆ  
 

 
 
ภำพท่ี 4-9 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 25923 ท่ีสัมผสักบัสำรสกดั  
 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/4MIC ในอำหำร MHB บ่มท่ี 
 อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง พบวำ่ลกัษณะเซลลบ์ำงส่วนของ  
 S. aureus ATCC 25923 รีบเล็กไม่เจริญและมีซำกเซลลท่ี์ตำยแลว้ 
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ภำพท่ี 4-10 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 25923 ท่ีสัมผสักบัสำร  
  Clauslactone A ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/2MIC ในอำหำร MHB บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศำ 
  เซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง พบวำ่ลกัษณะเซลลบ์ำงส่วนของ S. aureus ATCC  
  25923 เห่ียวและผวิเซลลไ์ม่เรียบและมีซำกเซลลท่ี์ตำยแลว้  
 

 
 

ภำพท่ี 4-11 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 25923 ท่ีสัมผสักบัสำร 
   Clauslactone A ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/4 MIC ในอำหำร MHB บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศำ 
  เซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมงพบวำ่ลกัษณะเซลลบ์ำงส่วนของ S. aureus ATCC  
  25923  
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ภำพท่ี 4-12 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกรำด (SEM) ของ             
  S. aureus ATCC 43300 เม่ือบ่มในอำหำร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 
  ปรำศจำกสำรตำ้นจุลินทรีย ์ท่ีเติม DMSO 10 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส  
  เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง (ชุดควบคุม) 

 

 
 
ภำพท่ี 4-13 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 43300 ท่ีสัมผสักบั  
   5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/2MIC ในอำหำร MHB ท่ีเติม 
   โซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็น บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง  
   พบวำ่ลกัษณะเซลลข์อง S. aureus ATCC 43300 ผวิเซลลไ์ม่เรียบและรีบเล็กไม่เจริญ 
   เม่ือเทียบกบัลกัษณะเซลลข์องชุดควบคุม 
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ภำพท่ี 4-14 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 43300 ท่ีสัมผสักบัสำร  
   5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/4MIC ในอำหำร MHB ท่ีเติม 
   โซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24  
   ชัว่โมง พบวำ่ลกัษณะเซลลข์อง S. aureus ATCC 43300 ผวิเซลลไ์ม่เรียบและรีบเล็กไม่ 
   เจริญเม่ือเทียบกบัลกัษณะเซลลข์องชุดควบคุม 
 

 
 
ภำพท่ี 4-15 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 43300 ท่ีสัมผสักบัสำร 

   Clauslactone A ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/2MIC ในอำหำร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์                
     2 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง พบวำ่ลกัษณะ 

   เซลลข์อง S. aureus ATCC 43300 เซลลมี์กำรแบ่งตวั เซลลมี์รูร่ัว เห่ียว และเล็กลง  
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ภำพท่ี 4-16 ลกัษณะจุลสัณฐำนภำยใตก้ลอ้ง SEM ของ S. aureus ATCC 43300 ท่ีสัมผสักบัสำร  
   Clauslactone A ท่ีควำมเขม้ขน้ 1/4MIC ในอำหำร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์                  
                   2 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง พบวำ่ลกัษณะ   
   เซลลข์อง S. aureus ATCC 43300 เซลลมี์กำรแบ่งตวั เซลลมี์รูร่ัว เห่ียว เล็กลง มีซำก  
   เซลลม์ำกมำย 
 

4.5  ส ารวจการกระจายของมะฮึกและจัดท าแผนที่การกระจายของต้นมะฮึกโดยใช้ระบบ
สารสนเทศภูมศิาสตร์ (Geographic Information System ; GIS) 
 จำกกำรส ำรวจภำคสนำม โดยก ำหนดต ำแหน่งและขอบเขตของพื้นท่ีศึกษำจำกแปลง
ถำวรทั้งหมด 39 แปลง ท ำกำรเก็บพิกดัจุดท่ีพบตน้มะฮึกดว้ยเคร่ืองบอกต ำแหน่งพิกดัทำงภูมิศำสตร์ 
(Global Positioning System : GPS) และน ำขอ้มูลต ำแหน่งพิกดัทำงภูมิศำสตร์มำวิเครำะห์โดยใช้
โปรแกรม Arc GIS 9.3 จำกภำพท่ี 4.17 จะเห็นไดว้ำ่มะฮึกกระจำยทัว่พื้นท่ีป่ำ แต่ขอบป่ำจะพบ     
มะฮึกจ ำนวนมำกและมีควำมสมบูรณ์กวำ่ในพื้นท่ีป่ำ นอกจำกน้ียงัท ำกำรเก็บดินเพื่อวิเครำะห์ปัจจยั
ส่ิงแวดลอ้ม โดยแบ่งเก็บดินทั้งหมด 3 จุดในแปลง จุดท่ี 1 เป็นตวัแทนพื้นท่ีท่ีพบมะฮึกตน้สมบูรณ์
บริเวณขอบป่ำ จุดท่ี 2 ตวัแทนพื้นท่ีระหวำ่งท่ีพบมะฮึกตน้สมบูรณ์กบัพบมะฮึกตน้ไม่สมบูรณ์ และ
จุดท่ี 3 พื้นท่ีท่ีพบมะฮึกไม่สมบูรณ์ จำกกำรวเิครำะห์ดินพบวำ่ ดินทั้ง 3 จุดแตกต่ำงกนั จำกตำรำงท่ี 
4.11 จะเห็นไดว้ำ่ดินในจุดท่ี1 มีอินทรียว์ตัถุ (OM) และธำตุอำหำรพืชสูงวำ่จุดท่ี 2และ3 เม่ือท ำกำร
วดัควำมเขม้แสงของทั้ง 3 จุดพบวำ่จุดท่ี 1 บริเวณขอบป่ำท่ีพบมะฮึกตน้สมบูรณ์มีควำมเขม้แสง
เท่ำกบั 531 Lax จุดท่ี 2 ควำมเขม้แสงเท่ำกบั 5 Lax จุดท่ี 3 ควำมเขม้แสงเท่ำกบั 5 Lax ดงัแสดงใน
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ตำรำงท่ี 4.11 ดงันั้นถึงอธิบำยไดว้ำ่ปัจจยัท่ีท ำใหพ้บตน้มะฮึกแตกต่ำงกนัระหวำ่งพิน้ท่ีขอบป่ำและ
ในป่ำข้ึนอยูปั่จจยัของแสง 

ภำพท่ี 4-17 แผนท่ีกำรกระจำยของตน้มะฮึกในพื้นท่ีป่ำชุมชนบำ้นอ่ำงเอด็ จงัหวดัจนัทบุรี 
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ตำรำงท่ี 4.11 ลกัษณะดินและควำมเขม้แสงในแต่ละแปลงตวัอยำ่ง 
 

ตวัอยำ่ง OM (%) N(mg/kg) P(mg/kg) K (mg/kg) Texture Lux mister 

จุดท่ี 1 4.45 21.32 0.88 37.40 Clay 531 
จุดท่ี 2 4.12 21.32 0.59 33.14 Clay 5 
จุดท่ี 3 4.10 21.32 0.70 35.72 Clay 5 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 บทที่ 5 
อภปิรายและสรุปผล 

 
5.1  อภิปรายผลการทดลอง 
  ปัจจุบนัปัญหาการปนเป้ือนของยาปฏิชีวนะในส่ิงแวดลอ้มท่ีเกิดข้ึนเน่ืองจากกิจกรรม
ต่าง ๆ ของมนุษย ์ไดแ้ก่ การใชย้าปฏิชีวนะในโรงพยาบาล ชุมชน มากเกินความจ าเป็น อยา่งไม่
เหมาะสม ขาดมาตรการควบคุม และการน ายาปฏิชีวนะไปใชใ้นอุตสาหกรรมปศุสัตว ์ประมง      
กสิกรรม เป็นปัญหาท่ีทัว่โลกใหค้วามส าคญัและตอ้งการท่ีจะแกไ้ข ทั้งน้ีเน่ืองจากการปนเป้ือนของ
ยาปฏิชีวนะในส่ิงแวดลอ้มเป็นการเพิ่มโอกาสใหแ้บคทีเรียในระบบนิเวศต่าง ๆ ไดรั้บสัมผสักบัยา
ปฏิชีวนะไดบ้่อยข้ึน อยา่งไรก็ตามการรับสัมผสักบัยาปฏิชีวนะในระดบัท่ีต ่าเกินกวา่จะฆ่าแบคทีเรีย
ไดเ้ป็นระยะเวลานาน ๆ  เป็นปัจจยัส าคญัท่ีกระตุน้ใหแ้บคทีเรียเกิดการพฒันากลไกการด้ือยา
ปฏิชีวนะซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมไดท้ั้งในกลุ่มของแบคทีเรียสกุล
เดียวกนัและ/หรือต่างสกุลท าใหมี้อุบติัการณ์ของแบคทีเรียก่อโรคท่ีด้ือยาเพิ่มมากข้ึน โดยในปี    
ค.ศ. 2013 ศูนยป้์องกนัและควบคุมโรค (CDC, 2013) ไดร้ายงานการปรากฏของแบคทีเรียด้ือยา
หลายชนิดท่ีสามารถท าใหเ้กิดโรคติดเช้ือในมนุษยซ่ึ์งเป็นอนัตรายและยากต่อการรักษาใหห้ายได้
ดว้ยยาปฏิชีวนะท่ีมีอยูใ่นปัจจุบนั เช่น Klebsiella pneumoniae สายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อยา carbapenems 
หรือเรียกยอ่ ๆ วา่ KPC และ Staphylococcus aureus สายพนัธ์ุท่ีด้ือยา methicillin หรือมีช่ือเรียก   
ยอ่ ๆ วา่ MRSA ซ่ึงนอกจากจะด้ือยาในกลุ่ม methicillin แลว้ยงัมีรายงานวา่ MRSA ส่วนใหญ่มกัจะ
ด้ือยาปฏิชีวนะหลายขนาน (Abdulgader, Shittu, Nicol, & Kaba, 2015) 
 ถึงแมว้า่จะมีการพฒันายาปฏิชีวนะชนิดใหม่ ๆ ข้ึนมาเพื่อใชรั้กษาโรคติดเช้ือท่ีเกิดจาก
แบคทีเรียด้ือยาเหล่าน้ี แต่เม่ือมีการน ายามาใชก้นัมากข้ึน ใชผ้ดิวธีิ หรือใชโ้ดยไม่จ  าเป็น ปัญหาการ
ด้ือยาปฏิชีวนะชนิดใหม่ก็จะเกิดตามมาอยา่งรวดเร็ว (Carlet et al., 2012) แนวทางหน่ึงท่ีจะช่วย
ชะลอปัญหาการพฒันาการด้ือยาชนิดใหม่ ๆ ของแบคทีเรียใหเ้กิดข้ึนชา้ลง คือการใชย้าปฏิชีวนะใน
ยามท่ีจ าเป็นจริง ๆ เท่านั้น ดงันั้นการใชพ้ืชสมุนไพรในการรักษาโรคหรืออาการเจบ็ป่วยท่ีไม่
รุนแรงมากนกัจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีช่วยลดอตัราการใชย้าปฏิชีวนะโดยไม่จ  าเป็นได ้
 มะฮึก  เป็นพืชสมุนไพรทอ้งถ่ินท่ีพบในพื้นท่ีโครงการพฒันาป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ฯ     
มีช่ือเรียกพื้นเมืองอ่ืน ๆ สันโศก ข้ีผึ้ง ชะมดั เพี้ยฟาน มะหลุย ยมรุ้ย สมดัใบใหญ่ สามเสือ สามโสก 
ส าปะหลุย ส ารุย สีลม แสนโสก หมอนอ้ย หวดหม่อน หญา้สาบฮ้ิน หม่ี หสัคุณโคก ออ้ยชา้ง     
เป็นตน้ มะฮึกเป็นพืชในวงศส้์ม มีสรรพคุณใชใ้นการขบัเลือดและหนอง แกโ้รคผวิหนงั แกผ้ืน่คนั     
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แกอ้าการอกัเสบบวม และรักษาบาดแผล เป็นตน้ โดยมีรายงานจาก พิชญพงศ ์คีรีเดช (2557) พบวา่
สารสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึกท่ีพบในพื้นท่ีดงักล่าวมีประสิทธิภาพยบัย ั้งเช้ือ MSSA และ 
MRSA แสดงใหเ้ห็นวา่ใบมะฮึกน่าจะมีองคป์ระกอบของสารพฤกษเคมีท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารตา้น
แบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพสูง ดงันั้นเพื่อแยกและวเิคราะห์หาสารออกฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียจากใบมะฮึก 
โดยใชเ้ทคนิค Bioassay guide isolation เพราะตอ้งการน าไปใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานเพื่อพฒันาเป็นยา
ตา้นจุลชีพชนิดใหม่มาใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือท่ีด้ือยาปฏิชีวนะไดใ้นอนาคต 
 1.  การสกดัใบมะฮึกด้วยตัวท าละลายเอทานอล  
 ในการศึกษาน้ีผูว้จิยัไดท้  าการเก็บใบมะฮึกมาจากพื้นท่ีในโครงการป่าชุมชนบา้นอ่างเอ็ด 
(มูลนิธิชยัพฒันา) จงัหวดัจนัทบุรี เพื่อน ามาทดสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย โดยน าใบมะฮึกมาสกดัดว้ย
ตวัท าละลายเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ไดส่้วนสกดัสีเขียวเขม้ มีกล่ินฉุน และไดป้ริมาณสาร
สกดัเท่ากบั 12.06 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัใบมะฮึกแหง้แสดงใหเ้ห็นวา่ใบมะฮึกมีองคป์ระกอบของ
สารพฤกษเคมีท่ีมีคุณสมบติัละลายไดดี้ในตวัท าละลายท่ีมีขั้วค่อนขา้งสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณ
ส่วนสกดัเอทานอลท่ีไดจ้ากใบพืชชนิดอ่ืนในวงศเ์ดียวกนั เช่น ส่วนสกดัเอทานอลของใบช่อฟ้า 
Clausena harmandiana มีปริมาณสารเท่ากบั 2.02 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัใบช่อฟ้าแหง้ (วทิวสั 
ศาศวตัสุวรรณ, อนนัตชิน อินทรักษา, ธเนศ ตรีสุวรรณวฒัน์, วรศกัด์ิ ชยัวภิาส และอาริยา             
รัตนทองค า, 2014) 
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึกท่ีสกดัไดจ้ากงานวจิยัน้ีกบั
รายงานของกล่าวขวญั ศรีสุข และคณะ (2556) ท่ีท าการสกดัใบมะฮึกดว้ยตวัท าละลายเอทานอล   
95 เปอร์เซ็นตแ์ละไดป้ริมาณส่วนสกดัเอทานอลจากใบมะฮึกเท่ากบั 12.26  เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกั
ใบมะฮึกแหง้ พบวา่ปริมาณส่วนสกดัท่ีไดส้อดคลอ้งกนั แต่แตกต่างจากรายงานของพิชญพงศ ์     
คีรีเดช (2557) ท่ีพบวา่ส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึกเท่ากบั 16.81 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกั
ใบมะฮึกแหง้ แสดงใหเ้ห็นวา่ปริมาณส่วนสกดัท่ีไดจ้ากส่วนของพืชชนิดเดียวกนัอาจมีความ        
ผนัแปรแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัช่วงเวลาและอายขุองการเก็บเก่ียว เป็นตน้ (จิรานุช น่ิงเมือง, 2556) 
 2.  การแยกสารพฤกษเคมีทีเ่ป็นองค์ประกอบของส่วนสกัดหยาบเอทานอลจากใบมะฮึก
ด้วยวิธีการสกดัล าดับส่วน (sequential extraction) ด้วยตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ 
 การแยกสารพฤกษเคมีท่ีเป็นองคป์ระกอบของส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึกดว้ย
วธีิการสกดัล าดบัส่วน (sequential extraction) ดว้ยตวัท าละลาย เฮกเซน  เอทิลอะซิเตท ตามล าดบั 
ไดป้ริมาณของส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนและส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทเท่ากบั 22.81 และ 42.66 
เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัส่วนสกดัหยาบเอทานอลหลงัระเหยแหง้ ตามล าดบั จากการศึกษาพบวา่ส่วน
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สกดัยอ่ยเอทิละซิเตทของใบมะฮึกมีเปอร์เซ็นตน์ ้าหนกัแหง้สูงท่ีสุด รองลงมาคือส่วนสกดัยอ่ย       
เฮกเซน ซ่ึงมากกวา่ส่วนสกดัหยาบเอทานอล ผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบังานวจิยัของ 
Albaayit et al. (2014) ท่ีพบวา่เอทิลอะซิเตทเป็นตวัท าละลายอินทรียท่ี์สามารถสกดัสารจากใบ     
มะฮึกไดสู้งท่ีสุด แสดงใหเ้ห็นวา่ ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อปริมาณส่วนสกดัท่ีได ้คือชนิดของ             
ตวัท าละลาย สอดคลอ้งกบัรายงานของ Kongkathip et al. (2005) ไดน้ าเหงา้และรากของตน้มะฮึก
มาสกดัดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน คลอโรฟอร์ม และเอทานอลตามล าดบั พบวา่ไดป้ริมาณของสาร
สกดัส่วนของเหงา้เท่ากบั 0.16 0.84 และ 1.28 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัแหง้ของพืชตวัอยา่งตามล าดบั 
และปริมาณของสารสกดัจากรากเท่ากบั 0.26 0.73 และ1.27 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัแหง้ของพืช
ตวัอยา่งตามล าดบั และงานวิจยัของ Manosroi, Saraphanchotiwitthaya, and Manosroi (2003) ไดท้  า
การสกดัเน้ือไมข้องตน้มะฮึกดว้ยน ้าและอะซิโตนพบวา่ไดป้ริมาณสารสกดัเท่ากบั 1.63 และ 0.37 
ตามล าดบั เน่ืองจากส่วนของพืชท่ีน ามาสกดัมีความแตกต่างกนัจึงไดป้ริมาณสารสกดัแตกต่างกนั
และปริมาณสารสกดัท่ีไดย้งัแตกต่างจากงานวจิยัของ Ito et al. (1996) ไดท้  าการสกดัเปลือกล าตน้
ของตน้มะฮึกดว้ยตวัท าละลายอะซิโตน พบวา่ไดป้ริมาณสารสกดัเท่ากบั 1.35 เปอร์เซ็นตข์อง
น ้าหนกัแหง้ของพืชตวัอยา่ง  
 จากขอ้มูลขา้งตน้พบวา่ปริมาณสารสกดั (% Yield) ท่ีไดข้ึ้นอยูก่บัชนิดของพืช ส่วนของ

พืชท่ีน ามาสกดั ตวัท าละลาย และปริมาณสารพฤกษเคมีในพืชท่ีสามารถละลายในตวัท าละลายท่ีใช ้

เน่ืองจากการสกดัสมุนไพรเป็นการดึงหรือชะส่วนท่ีละลายออกมาจากส่วนท่ีไม่ละลายดว้ยการใช้

ตวัท าละลายท่ีเหมาะสม โดยทัว่ไปแลว้การเลือกตวัท าละลายจะพิจารณาจากคุณสมบติัของสารท่ี

คลา้ยคลึงกนัยอ่มจะละลายดว้ยกนัได ้(Like dissolves like) คือสารจะละลายในตวัท าละลายท่ีมี

โครงสร้างหรือหมู่ฟังกช์ัน่คลา้ยกนั เช่น ตวัท าละลายท่ีมีขั้ว (Polar solvent) จะละลายโมเลกุลมีขั้ว 

(Polar molecule) ส่วนตวัท าละลายท่ีไม่มีขั้ว (Nonpolar solvent) จะละลายโมเลกุลท่ีไม่มีขั้ว 

(Nonpolar molecule) (พรสวรรค ์ดิษยบุตร, จกัรพงษ ์ลิมปนุสสรณ์, ธญัวรัตน์ กาจสงคราม, พงศธร 

หลิมศิริวงษ ์และลกัขนา พงศพ์งนั, 2543) ในกรณีท่ีไม่ทราบวา่พืชมีสารอะไรนิยมใชต้วัท าละลายท่ี

สกดัไดม้ากกลุ่ม แต่ถา้หากทราบแน่นอนแลว้สามารถเลือกตวัท าละลายใหเ้หมาะสมกบัสารท่ี

ตอ้งการได ้ดงันั้นงานวจิยัน้ีจึงท าการสกดัใบมะฮึกโดยใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลายเร่ิมตน้ 

เน่ืองจากเป็นตวัท าละลายชนิดเลือกไดท้ัว่ไป มีความสามารถในการละลายไดก้วา้ง ท าละลายไดท้ั้ง

สารมีขั้วและไม่มีขั้ว แยกตวัท าละลายออกจากสารสกดัไดง่้าย สามารถลดการปนเป้ือนของ

จุลินทรียใ์นสารสกดัได ้และสามารถใชล้ะลายเอนไซมใ์นพืชได ้(อนุชิต พลบัรู้การ, 2545 และ 
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ปนดัดา พฒันวศิน, 2550) นอกจากน้ียงัพบวา่การสกดัสารจากใบมะฮึกท่ีเก็บในเวลา ฤดูกาล หรือ

สถานท่ีต่างกนั ปริมาณสารสกดัท่ีไดอ้าจเท่ากนัหรือแตกต่างกนัไดโ้ดยจิรานุช ม่ิงเมือง (2556) 

อธิบายไวว้า่สมุนไพรจะมีความแปรปรวนสูง ถึงแมว้า่จะสกดัสารออกมาดว้ยตวัท าละลายและวธีิ

เดียวกนัสารท่ีออกมาอาจจะแตกต่างกนั เน่ืองจากสารพฤกษเคมีในพืชนั้นจะแปรเปล่ียนไปตาม

ปัจจยัต่าง ๆ ไดแ้ก่ ชนิดของพืช ส่วนของพืช สภาพแวดลอ้ม การเพาะปลูก ช่วงเวลาและอายใุนการ

เก็บเก่ียวท่ีเหมาะสม เป็นตน้  

 3.  การคัดเลือกส่วนสกดัย่อยต่าง ๆ จากใบมะฮึกทีม่ีประสิทธิภาพในการยบัยัง้แบคทเีรีย
ทดสอบได้ดีทีสุ่ด 

เม่ือท าการเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 
ของส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนและส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท ท่ีขนาดบรรจุ  
1 มิลลิกรัมต่อดิสก ์ดว้ยวธีิ disk diffusionโดยมีดิสกบ์รรจุ DMSO เป็นชุดควบคุมผลลบ และดิสกย์า
ปฏิชีวนะ cefoxitin เป็นชุดควบคุมคุณภาพการทดสอบ ผลการทดสอบพบวา่ส่วนสกดัทั้ง 3 ส่วน
แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบทั้งสองสายพนัธ์ุ โดยพบวา่ส่วนสกดัยอ่ยเอทิล     
อะซิเตทจากใบมะฮึกมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง (Inhibition zone) การเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบทั้งสองสายพนัธ์ุกวา้งมากท่ีสุด รองลงมาคือส่วนสกดัหยาบเอทานอล และส่วน
สกดัยอ่ยเฮกเซน ตามล าดบั 

 ในการทดสอบน้ีจะทดสอบโดยใชดิ้สกย์า cefoxitin ( 30 ไมโครกรัมต่อดิสก)์ ในชุด
ควบคุมคุณภาพของระบบการทดสอบ พบวา่ดิสกย์า cefoxitin ( 30 ไมโครกรัมต่อดิสก)์ แสดงฤทธ์ิ
ยบัย ั้งการเจริญของ S.aureus ATCC 25923 โดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งเช้ือ
เท่ากบั 26.67±1.53 มิลลิเมตร บนอาหาร MHA ซ่ึงอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานตามท่ี CLSI, (2005) 
ก าหนด คือ อยูใ่นช่วง 23-29 มิลลิเมตร บนอาหาร MHA (มาลิน จุลศิริ, 2532) จึงอ่านผลการ
ทดสอบส่วนสกดัท่ีน ามาทดสอบได ้อยา่งไรก็ตาม การเลือกใชย้า cefoxitin ในชุดควบคุมคุณภาพ
ของระบบการทดลอง ยงัสามารถใชจ้  าแนกชนิดของ MSSA และ MRSA ไดโ้ดยขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งเช้ือมาตรฐานตามท่ี CLSI, (2013) ก าหนดคือ มากกวา่หรือเท่ากบั        
22 มิลลิเมตร จดัเป็น MSSA และนอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 21 มิลลิเมตรจดัเป็น MRSA ส าหรับชุด
ควบคุมผลลบ พบวา่ดิสกบ์รรจุ DMSO ไม่แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบทั้งสอง
สายพนัธ์ุ แสดงวา่ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบเกิดจากสารสกดัไม่ไดเ้กิดจาก            
ตวัท าละลาย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Jacob and Torre (2015) ท่ีรายงานวา่ DMSO ท่ีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 10 ไม่มีผลในการยบัย ั้งเช้ือ S.aureus  
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 จากการทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองตน้ท าใหท้ราบไดว้า่ส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ย  
เฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท จากใบมะฮึกมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ 
MSSA และ MRSA ได ้อยา่งไรก็ตามเน่ืองจากการทดสอบดว้ยวธีิ Disk diffusion น้ีเป็นการทดสอบ
ในเชิงคุณภาพ ดงันั้นจึงตอ้งตรวจสอบยนืยนัผลดว้ยการหาค่า MIC ของส่วนสกดัทั้งสามส่วนจาก
ใบมะฮึก 
 ในการทดสอบหาค่า MIC ของส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วน

สกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกดว้ยวธีิ Macrobroth dilution ในการทดสอบน้ีจะทดสอบโดยใช้

ยา oxacillin เป็นชุดควบคุมคุณภาพของระบบการทดลองในอาหาร MHB และ MHB ท่ีเติม NaCl   

2 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ยาปฏิชีวนะoxacillin แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ S.aureus ATCC 25923   

โดยมีค่า MIC เท่ากบั 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานตามท่ี CLSI (2005) 

ก าหนดคือ 0.25-1ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยนืยนัไดว้า่เช้ือทดสอบเป็นเช้ือ S.aureus ATCC 

25923 ท่ีมีปริมาณเช้ือทดสอบเท่ากบั 0.5 x 108 CFU/ml ส าหรับชุดควบคุม Solvent control คือเช้ือ

ทดสอบท่ีเติม DMSO 1 เปอร์เซ็นต ์พบวา่แบคทีเรียทดสอบทั้งสองสายพนัธ์ุสามารถเจริญไดใ้น

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมสารละลาย DMSO 1 เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่ DMSO 1 เปอร์เซ็นต ์ไม่ก่อใหเ้กิด

ความเป็นพิษต่อแบคทีเรียทดสอบ ซ่ึงมีรายงานวา่ S.aureus ส่วนใหญ่เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความ

ทนทานต่อ DMSO ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตไดเ้กือบ 100 เปอร์เซ็นต ์ใน DMSO ความเขม้ขน้           

1 เปอร์เซ็นต ์(Wadhwaini et al., 2009; Júnior, Bezerra, Porto, Herculano, & Marques, 2015) 

นอกจากน้ีในการทดสอบพบวา่แบคทีเรียทดสอบสามารถเจริญไดใ้นอาหาร MHB และ MHB ท่ีเติม 

NaCl แสดงวา่ในการทดสอบสามารถใชอ้าหารสองชนิดน้ีในการทดสอบได ้

 ผลการทดสอบหาค่า MIC ของส่วนสกดัหยาบเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วน

สกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกพบวา่ ส่วนสกดัทั้งสามชนิดมีฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 

25923 และ S. aureus ATCC 43300 โดยพบวา่ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกมี

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 ไดดี้

ท่ีสุด โดยมีค่า MIC เท่ากบั 64 และ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ส่วนสกดัหยาบเอทานอล

มีค่า MIC อยูใ่นช่วง 128-256 และ 64-128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และส่วนสกดัยอ่ย   

เฮกเซนมีค่า MIC เท่ากบั 256 และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ซ่ึงผล MIC สอดคลอ้ง

กบัผลการทดลองท่ีไดจ้ากการทดสอบเบ้ืองตน้ดว้ยวธีิ Disk diffusion ท่ีพบวา่ส่วนสกดัยอ่ยท่ีมี

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบไดดี้ท่ีสุด คือ ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท รองลงมา คือ 
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ส่วนสกดัหยาบเอทานอล และส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือทดสอบมีความ

ไวต่อส่วนสกดัต่าง ๆ จากใบมะฮึก นอกจากน้ียงัพบวา่ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกมี

ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus ATCC 43300 ไดดี้กวา่ S. aureus ATCC 25923 แลว้ยงัมีค่า MIC 

ใกลเ้คียงกบัค่า MIC ของ oxacillin แสดงใหเ้ห็นวา่ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกน่าจะมี

ศกัยภาพในการท่ีจะน ามาพฒันาเป็นสารตา้นจุลชีพเพื่อใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียได ้

 4.  การแยกสารส าคัญทีม่ีฤทธ์ิต้านแบคทเีรียจากส่วนสกดัย่อยทีค่ัดเลือกได้ (ส่วนสกดั
ย่อยเอทลิอะซิเตท) 
 จากการน าส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกมาแยกหาสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง

แบคทีเรียทดสอบทั้งสองชนิด ดว้ยเทคนิค Bioassay guide isolation ซ่ึงประกอบดว้ยขั้นตอนการ

แยกสารใหเ้ป็นส่วนแยก (fraction) ยอ่ย ๆ ดว้ย Flash column chromatography และน าสารท่ีแยกได้

แต่ละส่วนแยกมาวเิคราะห์เปรียบเทียบองคป์ระกอบดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบเยือ่บาง และ

ทดสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียขององคป์ระกอบท่ีพบดว้ยวธีิ bioautography พบวา่ส่วนแยกยอ่ยของ

ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทท่ีแสดงฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียทดสอบจ านวน 2 ส่วนแยก คือ F3 และ F6 

จากส่วนแยกยอ่ยทั้งหมดจ านวน 8 ส่วนแยก ซ่ึงจะน าไปแยกเป็นสารบริสุทธ์ิและพิสูจน์เอกลกัษณ์

ต่อไป การแยกสารท่ีมีการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพควบคู่ไปดว้ย (bioassay-guided fractionation) 

จะช่วยให ้สามารถแยกสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจไดร้วดเร็วมากยิง่ข้ึน โดยแบ่งส่วนสกดั

เพียงเล็กนอ้ย ประมาณ 5-10 มิลลิกรัม ท่ีไดจ้ากการแยกดว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีในขั้นตอน

ต่าง ๆ ไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ (Buranakit, 2014) ส่วนสกดัใดท่ีแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพไดดี้จะถูก

น าไปแยกต่อดว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีเพื่อใหไ้ดส้ารบริสุทธ์ิต่อไป ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีคาดวา่

จะติดตามจากสารมะฮึก ในระหวา่งท าการแยกสารไดแ้ก่ ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย เพราะจากการศึกษา

ในเบ้ืองตน้พบวา่สารสกดัหยาบจากใบมะฮึกมีฤทธ์ิทางชีวภาพดงักล่าว 

 เม่ือน าส่วนแยกยอ่ย F3 และ F6 ของส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทมาท าการแยกสารให้

บริสุทธ์ิดว้ย Flash column chromatography และตกผลึก จะไดส้ารบริสุทธ์ิ 2 ชนิด ซ่ึงมีลกัษณะเป็น

เกล็ดสีขาวอมเขียวอ่อนและผงละเอียดสีขาว ตามล าดบั เม่ือน าสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้าก F3 และ F6 

มาพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยใชเ้ทคนิค NMR และ GC-MS และเปรียบเทียบกบัรายงานของ Ito et al. 

(1996) และ Ito et al. (2000) พบวา่สารบริสุทธ์ิท่ีไดคื้อ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin และ 

Clauslactone A 
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 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin 

 จากการศึกษา 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin มีลกัษณะเป็นผลึกสีขาวอมเขียวอ่อน 

แยกไดจ้ากส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก พิสูจน์เอกลกัษณ์โดยใชข้อ้มูลท่ีไดจ้ากการ

วเิคราะห์โดยเทคนิค NMR และ GS-MS เปรียบเทียบค่า Chemical shift และโครงสร้างท่ีเคยมี

รายงานของ Ito et al. (1996) ใหค้่า Chemical shift ใกลเ้คียงกนั นอกจากน้ี 5-geranyloxy-7-

hydroxycoumarin ท่ีแยกไดจ้ากส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก ยงัมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญ

ของ S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 โดยมีค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถ

ยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของ S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 เท่ากบั 2-4 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถฆ่า (MBC) เช้ือเท่ากบั 2-4 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรียทดสอบของ 

5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin มีค่าใกลเ้คียงกบัค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งและฆ่าเช้ือ

แบคทีเรียทดสอบของ Oxacillin จากขอ้มูลดงักล่าวจึงอธิบายไดว้า่สารพฤษเคมีส่วนใหญ่ของส่วน

สกดัเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบคือ 5-geranyloxy-7-

hydroxycoumarin 

 Clauslactone A 

 จากการศึกษาพบ Clauslactone A เป็นสารท่ีอยูใ่นกลุ่ม Furanone-Coumarins มีลกัษณะ
เป็นผลึกผงเล็กๆ สีขาว แยกไดจ้ากส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก พิสูจน์เอกลกัษณ์โดย
ใชข้อ้มูลท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์โดยเทคนิค NMR และ GS-MS เปรียบเทียบค่า Chemical shift และ
โครงสร้างท่ีเคยมีรายงานของ Ito et al. (2000) ใหค้่า Chemical shift ใกลเ้คียงกนั นอกจากน้ี 
Clauslactone A ท่ีแยกไดจ้ากส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ     
S. aureus ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 โดยมีค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้ง
การเจริญของ S. aureus ATCC 25923 และS. aureus ATCC 43300 อยูใ่นช่วง 256-512 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถฆ่าเช้ือเท่ากบั 1024 และมากกวา่ 1024 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรตามล าดบั 
 การท่ีส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกสามารถแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ 

MSSR และ MRSA ได ้เกิดจากฤทธ์ิของสารเคมีท่ีเป็นองคป์ระกอบของพืช ดงัรายงานของ 

Bindulem (2010) กล่าววา่สารเคมีท่ีเป็นองประกอบของมะฮึกแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ ๆ ได ้4 กลุ่ม 

ไดแ้ก่ 1) Carbazole alkaloids เช่น Clausine A, Mukonal, Lasine,  Glycozolidal, 3-Methycarbazole 
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2) Coumarins เช่น Clausenin, Clausenidin, Clausenidinaric acid, Nordentatin Xanthoxylatin  

Kinocoumarin 3) Flavonoids เช่น Liquiritigenin 4) Limonoids เช่น O-Methylclausinolide,  

Zapotarin เป็นตน้  

 5.  การตรวจสอบกลไกการยับยัง้แบคทีเรียเบื้องต้นของสารบริสุทธ์ิจากใบมะฮึกด้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
 หลงัจากการทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบดว้ยสาร
บริสุทธ์ิทั้ง 2 ชนิด ผูว้จิยัไดท้  าการทดสอบฤทธ์ิของสารบริสุทธ์ิทั้ง 2 ชนิดจากใบมะฮึกต่อ S. aureus 
ATCC 25923 และ S. aureus ATCC 43300 ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดเพื่อ
ศึกษาสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียทดสอบหลงัไดรั้บสัมผสักบัสาร 5- geranyloxy-7-
hydroxycoumarin และ Clauslactone A ท่ีสกดัไดจ้ากส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก ซ่ึง
ผลท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นไดช้ดัเจนวา่สารบริสุทธ์ิทั้ง 2 ชนิดท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างทาง
สัณฐานวทิยาบนพื้นผวิของเซลล ์S. aureus ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบักลไกการ
ท างานของยาปฏิชีวนะท่ีไปรบกวนการสังเคราะห์เพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) (Allen, 
Hobbs, & Alborn, 1987) การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดจากสารบริสุทธ์ิทั้ง 2 ชนิดท่ีท าใหเ้กิดความผดิปกติ
ของเซลลแ์บคทีเรียทดสอบมีความคลา้ยคลึงกบั MSSA และ MRSA ท่ีสัมผสักบัเดปโทไมซิน 
(Daptomycin) ขา้มคืน (Wale, Shelton, & Greenwood, 1989) การท่ีเช้ือทดสอบทั้ง 2 สายพนัธ์ุ
สัมผสักบัสารบริสุทธ์ิทั้ง 2 ชนิดขา้มคืนก่อใหเ้กิดการความผดิปกติของผิวเซลลแ์บคทีเรียทดสอบ
ทั้งหมด ซ่ึงเป็นการลดจ านวนเซลลแ์บคทีเรียท าใหมี้รูปร่างผดิปกติ แต่ในทางตรงกนัขา้มยงัคง
หลงเหลือเซลลแ์บคทีเรียท่ียงัไม่ถูกท าลายดว้ยสารบริสุทธ์ิ เน่ืองจากระดบัความเขม้ขน้ของสารท่ี
น ามาทดสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดอยูใ่นค่า MIC/2 และ MIC/4 นอกจากน้ี
ผลการศึกษาจะเห็นไดว้า่ผิวของเซลล ์MSSA เม่ือสัมผสักบัสาร 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin 
จะเกิดตุ่มเล็ก ๆ บนผวิเซลลแ์บคทีเรียทดสอบ (ภาพท่ี 4.8) คลา้ยคลึงกบั staphtococci ท่ีสัมผสักบั  
เพนิซิลลิน (penicillin) (Greenwood & O’Grady, 1969) จากท่ีสัมผสัของ MSSA กบัสาร 
Clauslactone A ท าใหเ้กิดเซลลข์องแบคทีเรียทดสอบบางส่วนเกิดหลุมและเห่ียวคลา้ยกบั S. aureus 
ท่ีสัมผสักบั Fusidic acid, Lincomycin, Erythromycin (Greenwood & O’Grady, 1972)   
 6.  ส ารวจการกระจายของมะฮึกและจัดท าแผนทีก่ารกระจายของต้นมะฮึกโดยใช้ระบบ

สารสนเทศภูมิศาสตร์ (Geographic Information System ; GIS) 
 จากการส ารวจตน้มะฮึกในพื้นท่ีโครงการพฒันาป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ (มูลนิธิชยัพฒันา)
และการจดัท าแผนท่ีการกระจายของมะฮึกดว้ยเคร่ืองมือทางภูมิสารสนเทศ (GIS) พบวา่ตน้มะฮึก
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เจริญเติบโตอยูท่ ัว่ป่าชุมชน โดยตน้ท่ีพบบริเวณชายป่าดา้นนอกส่วนใหญ่จะมีขนาดล าตน้สูงและ
สมบูรณ์มากกวา่บริเวณดา้นในของป่า เน่ืองจากบริเวณชายป่าเป็นบริเวณท่ีพืชสามารถรับแสงได้
อยา่งเพียงพอท าใหพ้ืชเจริญเติบโตไดดี้ ดงันั้นแสงแดดมีผลต่อการเจริญเติบโตของมะฮึกสอดคลอ้ง
กบัการศึกษาของ Vieira, Socolowski, and Takaki (2009) ท่ีพบวา่ไม่วา่จะเป็นอตัราการงอก อตัรา
การเจริญเติบโต ความหนาของใบไดรั้บอิทธิพลมาจากแสงและนอกจากน้ีจากการส ารวจจะเห็นได้
วา่บริเวณขอบป่าชุมชนมีการท าสวนธาตุอาหารจากการใส่ปุ๋ยพืชสวนอาจจะมีผลต่อการ
เจริญเติบโตไดดี้ของมะฮึกท่ีเจริญอยูบ่ริเวณขอบป่า การท าแผนท่ีการกระจายของมะฮึกในป่าชุมชน
บา้นอ่างเอด็โดยใชเ้คร่ืองมือทางภูมิสารสนเทศ (GIS) ยงัเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการเขา้ถึงแหล่งของ
พืชสมุนไพร (มะฮึก) จากการส ารวจยงัพบวา่มะฮึกในป่าธรรมชาติจะพบเฉพาะไมข้นาดเล็ก 
เน่ืองจากถูกบดบงัแสงและถูกแก่งแยง่โดยไมใ้หญ่  
 

5.2  สรุปผลการทดลอง 
 1.  ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 
และ S. aureus ATCC 43300  
 2.  พบสารบริสุทธ์ิ 2 ชนิดในส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท ไดแ้ก่ 5-geranyloxy-7-
hydroxycoumarin และ Clauslactone A ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 และ             
S. aureus ATCC 43300 
 3.  การศึกษาฤทธ์ิตา้น MSSA และ MRSA ของสารบริสุทธ์ิ 5-geranyloxy-7-
hydroxycoumarin และ Clauslactone A เป็นคร้ังแรก 
 4.  มะฮึกมีการกระจายอยูท่ ัว่ป่าชุมชนบา้นอ่างเอด็ แต่จะน ามาใชป้ระโยชน์ไดเ้ฉพาะตน้
ท่ีอยูข่อบป่า 
 5.  มะฮึกเป็นพืชสมุนไพรพื้นบา้นท่ีมีศกัยภาพท่ีสาคญัในการยบัย ั้งเช้ือ S. aureus 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ S. aureus ATCC 43300 และสามารถน าไปพฒันาเพื่อใชเ้ป็นอีกทางเลือกหน่ึงใน
การรักษาโรคติดเช้ือ ทั้งเป็นการส่งเสริมใหมี้การน าพืชสมุนไพรไทยมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์มากข้ึน  
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5.3  ข้อเสนอแนะ 
 1.  ควรน าส่วนสกดัหยายเอทานอล ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน และส่วนสกดัยอ่ยเอทิล        
อะซิเตทมาท าการทดลองความเป็นพิษต่อเซลลม์นุษย ์
 2.  นอกเหนือจากการศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียของส่วนสกดัต่าง ๆ จากใบมะฮึกแลว้     
ส่ิงหน่ึงท่ีน่าศึกษาคือฤทธ์ิในการใชต้า้นศตัรูพืชเพื่อหาวธีิการลดการใชย้าฆ่าแมลง เน่ืองจากมะฮึก
เป็นพืชท่ีมีกล่ินฉุน มีสรรพคุณน ามาใชไ้ล่ไรไก่ได ้
 3.  เพื่อเพิ่มปริมาณในการน ามะฮึกไปใชป้ระโยชน์ ควรท าการเพาะพนัธ์ุมะฮึกขยายพนัธ์ุ 
ในรูปของแปลงเพาะพนัธ์ุ เพื่อน าไปปลูกเป็นสวนสมุนไพรต่อไป 
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ภาพท่ี ก-1 ผลการทดสอบหาค่า MIC ของยาปฏิชีวนะ Oxacillin ต่อ S. aureus ATCC 25923 ดว้ย 
 วธีิ Broth macrodilution  ในอาหาร MHB พบวา่ค่า MIC เท่ากบั 0.5 ไมโครกรัมต่อ 
 มิลลิลิตร (ชุดควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ 
 

 
 
ภาพท่ี ก-2 ผลการทดสอบหาค่า MIC ของยาปฏิชีวนะ Oxacillin ต่อ S. aureus ATCC 43300 ดว้ย 
 วธีิ Broth macrodilution  ในอาหาร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ค่า  
 MIC เท่ากบั 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ชุดควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ) 
 

 
 
ภาพท่ี ก-3 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ของส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบ 

มะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 4 -512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth macrodilution  
ในอาหาร MHB (ค่า MIC ของของส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึกในการยบัย ั้ง    
S.  aureus ATCC 25923 เท่ากบั 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาพท่ี ก-4 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ของส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนจาก 

ใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 8-1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth 
macrodilution ในอาหาร MHB (ค่า MIC ของของส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนจากใบมะฮึกใน
การยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 เท่ากบั 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

 

 
 
ภาพท่ี ก-5 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ของส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจาก 
 ใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 4 -512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth  
 macrodilution ในอาหาร MHB (ค่า MIC ของของส่วนสกดัเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึก 
 ในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 เท่ากบั 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาพท่ี ก-6 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 ของส่วนสกดัหยาบเอทานอลจาก 
 ใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 4-512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth  
 macrodilution ในอาหาร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์(ค่า MIC ของ 
 ส่วนสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะฮึกในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 เท่ากบั          
 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

 
 
ภาพท่ี ก-7 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 ของส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนจาก 
 ใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 8-1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth  
 macrodilution ในอาหาร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์(ค่า MIC ขของ 
 ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซนจากใบมะฮึกในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 เท่ากบั  
 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาพท่ี ก-8 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 ของส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจาก 
 ใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 4-512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth  
 macrodilution ในอาหาร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์(ค่า MIC ของ 
 ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตทจากใบมะฮึกในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 เท่ากบั  
 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาพท่ี ก-9 ผลการทดสอบฤทธ์ิฆ่า S. aureus ATCC 25923 ของส่วนสกดัหยาบเอทานอล (ก.) ส่วน 
 สกดัยอ่ยเฮกเซน (ข.) ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท (ค.) จากใบมะฮึก และ ยาปฏิชีวนะ  
 Oxacillin (ง.) โดยใชเ้ทคนิค Drop plate ในอาหาร MHA 
 
 

ก. ข. ก. 

ค. ง. 
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ภาพท่ี ก-10 ผลการทดสอบฤทธ์ิฆ่า S. aureus ATCC 43300 ของส่วนสกดัหยาบเอทานอล (ก.)   
   ส่วนสกดัยอ่ยเฮกเซน (ข.) ส่วนสกดัยอ่ยเอทิลอะซิเตท (ค.) จากใบมะฮึก และ  
   ยาปฏิชีวนะ Oxacillin (ง.) โดยใชเ้ทคนิค Drop plate ในอาหาร MHA ท่ีเติมโซเดียม 
   คลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์
 
 

ก. ข. 

ค. ง. 
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ภาพท่ี ก-11 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ของสารบริสุทธ์ิ 5-geranyloxy-7- 
   hydroxycoumarin จากใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.25-32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
   ดว้ยวธีิ Broth macrodilution  ในอาหาร MHB (ค่า MIC ของสารบริสุทธ์ิ                         
   5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin จากใบมะฮึกในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923  
   เท่ากบั 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

 
 

ภาพท่ี ก-12 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ของสารบริสุทธ์ิ Clauslactone A  
   จากใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 32-1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth  

   macrodilution ในอาหาร MHB (ค่า MIC ของสารบริสุทธ์ิ Clauslactone A จาก 
   ใบมะฮึกในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 เท่ากบั 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 
 



98 

 

 
 
ภาพท่ี ก-13 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 ของสารบริสุทธ์ิ 5-geranyloxy-7- 
   hydroxycoumarin จากใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.25-32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
   ดว้ยวธีิ Broth macrodilution  ในอาหาร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์ 

  (ค่า MIC ของสารบริสุทธ์ิ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin จากใบมะฮึกในการ   
  ยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 เท่ากบั 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

 

 
 

ภาพท่ี ก-14 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง S. aureus ATCC 43300 ของสารบริสุทธ์ิ Clauslactone A  
   จากใบมะฮึกท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 32-1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดว้ยวธีิ Broth  

   macrodilution ในอาหาร MHB ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์2 เปอร์เซ็นต ์(ค่า MIC ของสาร   

   บริสุทธ์ิ Clauslactone A จากใบมะฮึกในการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 เท่ากบั  
   256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาพท่ี ก-15 ผลการทดสอบฤทธ์ิฆ่า S. aureus ATCC 25923 ของสารบริสุทธ์ิ 5-geranyloxy-7- 

   hydroxycoumarin (ก.) สารบริสุทธ์ิ Clauslactone A (ข.) จากใบมะฮึก โดยใชเ้ทคนิค  
   Drop plate ในอาหาร MHA 
 

 
 
ภาพท่ี ก-16 ผลการทดสอบฤทธ์ิฆ่า S. aureus ATCC 43300 ของสารบริสุทธ์ิ 5-geranyloxy-7- 

   hydroxycoumarin (ก.) สารบริสุทธ์ิ Clauslactone A (ข.) จากใบมะฮึก โดยใชเ้ทคนิค  
   Drop plate ในอาหาร MHA ท่ีเติมโซเดียมคลอไลด ์2 เปอร์เซ็นต ์

ก. ข. 

ก. ข. 
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ตรวจสอบขนาดของกลา้เช้ือ (Inoculum size) โดยการน าหลอดกลา้เช้ือแบคทีเรียทดสอบ (ขอ้ 1.2) 
มาเจือจางแบบ Ten-fold dilution ท่ี 10-1 – 10-6 จากนั้นปิเปตกลา้เช้ือท่ีระดบัความเจือจาง 10-4 - 10-6 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหาร TSA แลว้น าไปบ่มท่ีอุณภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18-24 ชัว่โมง เพื่อตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีเจริญบนผิวหน้าอาหารและค านวณปริมาณกล้า
เช้ือเร่ิมตน้ ดงัสมการต่อไปน้ี 
 

จ  านวนแบคทีเรีย (Cfu/ml) = 
จ านวนโคโลนีบนจานอาหาร x ระดบัความเจือจาง

ปริมาณตวัอยา่งท่ีใส่ลงในจานอาหาร
         (1) 

 
 

ตารางท่ี ก-1 ระบบของตวัท าละลายในอตัราส่วนต่าง ๆ ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของตวัอยา่งท่ี F3 
 

ตัวอย่าง ระบบของตัวท าละลาย อตัราส่วนของวฏัภาค
เคล่ือนที่ 

Fractions 

F3 MeOH : DCM 2 :8 F3-1 
  4:6 F3-2 
  6:4 F3-3 
  7:3 F3-4 
  8:2 F3-5 

 
ตารางท่ี ก-2 ระบบของตวัท าละลายในอตัราส่วนต่าง ๆ ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของตวัอยา่งท่ี F3- 
     1+F3-2 
 

ตัวอย่าง ระบบของตัวท าละลาย อตัราส่วนของวฏัภาค
เคล่ือนที่ 

Fractions 

F3-1+F3-2 Ethyl acetate : Hexane 30 :70 F3-1+2/1 
  80:20 F3-1+2/2 
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ตารางท่ี ก-3 ระบบของตวัท าละลายในอตัราส่วนต่าง ๆ ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของตวัอยา่งท่ี F6 
 

ตัวอย่าง ระบบของตัวท าละลาย อตัราส่วนของวฏัภาค
เคล่ือนที่ 

Fractions 

F6 MeOH : DCM 2:8 F6-1 
  2:8 F6-2 
  3:7 F6-3 
  4:6 F6-4 

 
ตารางท่ี ก-4 ระบบของตวัท าละลายในอตัราส่วนต่าง ๆ ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของตวัอยา่งท่ี F6-2 
 

ตัวอย่าง ระบบของตัวท าละลาย อตัราส่วนของวฏัภาคย
เคล่ือนที่ 

Fractions 

F6-2 MeOH : DCM 2:8 F6-2-1 
  2:8 F6-2-2 
  3:7 F6-2-3 
  4:6 F6-2-4 

 
ตารางท่ี ก-5 ระบบของตวัท าละลายในอตัราส่วนต่าง ๆ ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของตวัอยา่งท่ี F6-2-2 
 

ตัวอย่าง ระบบของตัวท าละลาย อตัราส่วนของวฏัภาคย
เคล่ือนที่ 

Fractions 

F6-2-2 MeOH : DCM 2:8 F6-2-2-1 
  2:8 F6-2-2-2 
  3:7 F6-2-3-3 
  4:6 

4:6 
F6-2-2-4 
F6-2-2-5 
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ภาพท่ี ก-17 สเปกตรัม 1H NMR ของส่วนสกดัเอทิอะซิเตทจากใบมะฮึก  
 

 
 

ภาพท่ี ก-18 สเปกตรัม 1H NMR ของ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin 
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ภาพท่ี ก-19 สเปกตรัม 13C NMR ของ 5-geranyloxy-7-hydroxycoumarin  
 

 
 

ภาพท่ี ก-20 สเปกตรัม 1H NMR ของ Clauslactone A 
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ภาพท่ี ก-21 สเปกตรัม 13C NMR ของ Clauslactone A 
 

 
 

ภาพท่ี ก-22 ผลการวเิคราะห์ดิน 




