
Betel leaf (Piper betle L.) is 

an important economic crop in 

Phatthalung Province, Thailand. After 

grading for export, more than one ton 

of low-grade betel leaves is discarded 

daily. This study aimed to extract 

bioactive compounds, analyze the 

chemical composition, and evaluate 

the biological activities of low-grade 

betel leaf extract. The extraction  

was carried out using 95% ethanol 

a s s i s t e d  b y  u l t r a s on i c a t i o n .  

The chemical composition of the 

extract was analyzed using gas 

chromatography–mass spectrometry 

(GC–MS). Antioxidant and antimicrobial 

activities were also determined. The chromatogram revealed ten major compounds, with phytol, neophytadiene, and tolycaine as  

the predominant components, while phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl)-, eugenol and ergost-5-en-3-ol were identified as minor  

constituents. The extract exhibited a total phenolic content of 559.66 mg GAE/g and a total flavonoid content of 48.36 mg QE/g. The result 

showed antioxidant activity against both DPPH (IC
50
=35.53 µg/mL) and ABTS (IC

50
=95.63 µg/mL), and also inhibited nitric oxide production 

(IC
50
=1,075.75 µg/mL), indicating anti-inflammatory potential. The extract also exhibited antimicrobial activity, inhibiting and killing Staphylococcus 

aureus and Escherichia coli. Additionally, scanning electron microscopy confirmed cell wall and membrane disruption in bacterial cells.  

These findings suggest that low-grade betel leaf extract possesses antioxidant, antimicrobial, and anti-inflammatory activities, highlighting  

its potential as a valuable raw material for the future development of health and cosmeceutical products, and its ability to add value  

to waste generated from export grading.
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พลูู  (Piper betle L.) เป็็นพืืชเศรษฐกิิจของจัังหวััดพััทลุุง หลัังการคััดเกรดเพื่่�อส่่งออกทำให้้มีีใบพลููตกเกรด

เหลืือทิ้้�งกว่่า 1 ตัันต่่อวััน การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อสกััดสารสำคััญ วิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีี และประเมิินฤทธิ์์�

ทางชีีวภาพของสารสกััดใบพลููตกเกรด โดยใช้้วิิธีีการสกััดด้้วยเอทานอลร้้อยละ 95 ร่ วมกัับการใช้้คลื่่�นเสีียงความถี่่�สููง  

จากการวิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีีของสารสกััดด้้วยเทคนิิคแก๊๊สโครมาโทกราฟีี–แมสสเปกโทรเมทรีี (GC–MS)  

พบสารสำคััญทั้้�งหมด 10 ชนิิด โดยมีี Phytol, Neophytadiene และ Tolycaine เป็็นองค์์ประกอบหลััก และพบ  

Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl)-, Eugenol, และ Ergost-5-en-3-ol เป็็นองค์์ประกอบรอง สารสกััดมีีปริิมาณ 

สารประกอบฟีีนอลิิกทั้้�งหมด 559.66 mg GAE/g และฟลาโวนอยด์์ทั้้�งหมด 48.36 mg QE/g มี ีฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ  

DPPH (IC
50
=35.53 µg/mL) และ ABTS (IC

50
=95.63 µg/mL) และมีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งการสร้้างไนตริิกออกไซด์์ (IC

50
= 

1,075.75 µg/mL) ซึ่ ่�งสััมพัันธ์์กัับการอัักเสบ เมื่่�อทดสอบฤทธิ์์�ต้้านจุุลิินทรีีย์์ พบว่่าสารสกััดสามารถยัับยั้้�งและ 

ฆ่่าเชื้้�อ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli ได้้ ผลการวิิเคราะห์์ด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนแบบ 

ส่่องกราดยืืนยัันถึึงความเสีียหายของผนัังและเยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ของแบคทีีเรีีย ดั งนั้้�นสารสกััดใบพลููตกเกรดมีีฤทธิ์์�ต้้าน 

อนุุมููลอิิสระ ต้้านจุุลชีีพ และต้้านการอัักเสบ ซึ่่�งอาจมีีศัักยภาพในการเป็็นวััตถุุดิิบสำหรัับผลิิตภััณฑ์์สุุขภาพและเวชสำอาง

ในอนาคต และช่่วยเพิ่่�มมููลค่่าให้้วััสดุุเศษเหลืือจากการคััดเกรดเพื่่�อการส่่งออก

Keywords
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Antioxidant;  
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1. บทนำ
พลููเป็็นพืืชสมุุนไพรยืืนต้้นในวงศ์์ Piperaceae 

ลัักษณะเป็็นใบเดี่่�ยว รูู ปหััวใจ สี ีเขีียวสด มี ีรสชาติิร้้อน 

และเผ็็ด มีีกลิ่่�นเฉพาะตััว มีีถิ่่�นกำเนิิดในประเทศอิินเดีีย 

มีีความสำคััญในวััฒนธรรมและการแพทย์์พื้้�นบ้้านของ

หลายประเทศในเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ โดยเฉพาะ 

ในประเทศไทย มาเลเซีีย อิินโดนีีเซีีย ฟิิลิิปปิินส์์ รวมถึึง

อิินเดีีย และประเทศอื่่�นๆ ในแอฟริิกาตะวัันออก [1]  

พลููมีีสรรพคุุณในการรัักษาโรค เช่่น แก้้โรคผิิวหนััง  

แก้้ลมพิิษ และแผลอัักเสบ [2] เนื่่�องจากใบพลููมีสาร

สำคัญัหลายชนิดิ เช่น่ สารประกอบฟีนีอลิกิ ฟลาโวนอยด์์ 

อัลัคาลอยด์ ์และน้้ำมันัหอมระเหย โดยเฉพาะ Eugenol, 

Chavibetol และ Hydroxychavicol ซึ่ �งมีีรายงานว่่า 

ใบพลููมีีฤทธิ์์�ทางชีีวภาพที่่�โดดเด่่น [3] และหลากหลาย 

ได้้แก่่ ฤทธิ์์�ต้้านจุุลชีีพ ต้้านการอัักเสบ ต้้านอนุุมููลอิิสระ 

และป้้องกัันมะเร็็ง [4,5,6] ซึ่่�งสะท้้อนให้้เห็็นถึึงศัักยภาพ

ของใบพลููในการพัฒันาต่อ่ยอดเป็น็ผลิติภัณัฑ์ส์ุขุภาพและ

เภสััชภััณฑ์์

ในกระบวนการคัดัเกรดใบพลููเพื่่�อการส่ง่ออกไป

จำหน่า่ยยังัต่า่งประเทศ มีใีบพลููบางส่ว่นตกเกรด ไม่ผ่่า่น

มาตรฐานการส่ง่ออก เช่น่ มีตำหนิิ หรือืรููปร่า่งไม่่สมมาตร 

ส่่งผลให้้มีีใบพลููในตำบลร่่มเมืือง จัังหวััดพััทลุุง เหลืือทิ้้�ง

มากถึึง 1 ตั ันต่่อวััน ซึ่ ่�งใบพลููตกเกรดอาจยัังคงมีีสาร

สำคััญที่่�มีีฤทธิ์์�ทางชีีวภาพและมีีศัักยภาพในการใช้้เป็็น

วัตัถุดุิบิทางธรรมชาติิในผลิิตภััณฑ์เพื่่�อสุุขภาพ แต่ป่ัจัจุุบันั

ยัังมีีข้้อมููลจำกััดเกี่่�ยวกัับองค์์ประกอบทางเคมีีและฤทธิ์์�

ทางชีีวภาพของใบพลููตกเกรด 

ดัังนั้้�น การศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงมุ่่�งสกััดสารสำคััญ 

วิเิคราะห์อ์งค์ป์ระกอบทางเคมี ีและฤทธิ์์�ทางชีวีภาพของ

สารสกััดจากใบพลููตกเกรด เพื่่�อเป็็นแนวทางในการเพิ่่�ม

มููลค่่าให้ก้ับัวัสัดุเุหลือืทางการเกษตร ตลอดจนการพัฒันา

สู่่�ผลิิตภััณฑ์์สุุขภาพในอนาคต

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

2.1 การเตรีียมวััตถุุดิิบ

คัดัใบพลููสด (Piper betle L. สายพันัธุ์์�พื้้�นเมือืง) 

ซึ่่�งอยู่่�ในระยะที่่�สามารถเก็บ็เกี่่�ยวได้ ้(อายุปุระมาณ 8-12 

เดือืนหลัังปลููก) ใบอยู่่�ในระยะแก่่ปานกลางถึึงแก่่ โดยสุ่่�ม

เก็บ็จากหลายต้้นภายในแปลงเดีียวกััน คัดัใบพลููตกเกรด

ที่่�มีลัีักษณะผิิดรููป ไม่ไ่ด้้ขนาด ฉีกขาด และมีีรูู (Figure 1) 

จากสวนปลููกในตำบลร่่มเมืือง จัังหวััดพััทลุุง จากนั้้�นนำ

ใบพลููมาล้้างทำความสะอาดด้้วยน้้ำไหลเพื่่�อลดสิ่่�งสกปรก

และสิ่่�งปนเปื้้�อนทัันทีีที่่�มาถึึงห้้องปฏิิบััติิการ แล้้วหั่่�น 

ใบพลููตามขวางให้้มีีขนาดประมาณ 2 เซนติิเมตร นำไป

อบแห้้งด้้วยตู้้�อบลมร้้อนที่่�อุุณหภููมิิ 50°C เป็็นระยะเวลา 

24 ชั่่� วโมง ก่ อนนำตััวอย่่างไปใช้้ในขั้้�นตอนการสกััด 

ต่่อไป

Figure 1	 Characteristics of low-grade betel leaves with deformity (A), tear, perforation (B),  

and undersize (C).
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2.2 การสกััด

นำตััวอย่่างใบพลููอบแห้้งจำนวน 20 g (คำนวณ

จากน้้ำหนัักแห้้ง) มาสกััดโดยวิิธีีการหมัักแช่่ด้้วยตััวทำ

ละลายเอทานอลร้้อยละ 95 โดยบรรจุุลงขวดรููปชมพู่่� 

จากนั้้�นเติิมเอทานอล ปริิมาตร 600 mL (อััตราส่่วน  

1:30 w/v) ให้้ท่่วมตััวอย่่างใบพลูู และช่่วยการสกััดด้้วย

เครื่่�องอััลตราโซนิิก (Ultrasonic bath; Bandelin 

sonorex digitec, รุ่่� น DT 510H, 35 kHz, 16 W) ระยะ

เวลา7 วั ัน เปรีียบเทีียบกัับการใช้้เอทานอลร้้อยละ  

95 ด้ ้วยวิิธีี Maceration เพีียงอย่่างเดีียว หลัังจากนั้้�น

กรองแยกกากออกโดยใช้้ เครื่่�องกรองสุุญญากาศ 

(Vacuum filter) นำกากใบพลููมาสกััดซ้้ำด้้วยเอทานอล 

ตามวิธิีขี้า้งต้น้อีกี 2 ซ้้ำ ดัดัแปลงจาก Thongsom et al. 

[7] นำสารสกััดที่่�ได้้ไประเหยเอาสารละลายออก ด้ วย

เครื่่�อง Vacuum rotary evaporator โดยใช้้อุุณหภููมิิ 

40°C ที่่�ความดันั 200 มิลิลิบิาร์ ์ได้ส้ารสกัดัหยาบ (Crude 

extract) นำสารสกััดที่่�ได้้ไปอบที่่�อุณหภููมิ 60°C เป็็น

ระยะเวลา 24 ชั่่� วโมง เก็็บรัักษาในขวดแก้้วสีีชา ที่่�

อุุณหภููมิิ 4°C ก่่อนนำไปวััดค่่าสีีในระบบ CIE L* a* b* 

ด้้วย Color meter (Konica Minolta CR-400)  

และคำนวณปริิมาณผลผลิิตของสารสกััดที่่�ได้้ (% yield) 

จากสมการ 

ผลผลิิต (%) = น้้ำหนัักของสารสกััดหยาบ

น้้ำหนัักของแห้้งของพืืช
 × 100

2.3 การวิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีี 

วิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีีของสารสกััด 

ใบพลููตกเกรดที่่�สกััดด้้วยเอทานอลร่่วมกัับการใช้้คลื่่�น

เสีียงความถี่่�สููง โดยใช้้ Gas chromatography-mass 

spectrometer (GC-MS) (GC: Agilent Technologies 

7890A; MS: Agilent Technologies G1888, U.S.A) 

คอลััมน์์ชนิิด Rtx-5MS capillary column (Restek, 

USA, 30 m, 0.25 mm, fused silica 0.25 µm)  

โดยฉีีดสารสกััดใบพลููเข้้มข้้น 100 mg/mL ปริิมาตร  

1 µL โดยอุณุหภููมิที่่�ฉีดสารตััวอย่่าง 150°C ใช้แ้ก๊ส๊ฮีเีลีียม

เป็็นตััวพาที่่�อัตราการไหล 20 mL/min ตั้้ �งโปรแกรม

อุุณหภููมิิของเครื่่�องแบบลำดัับส่่วน เริ่่�มจาก 50°C เป็็น

เวลา 2 นาทีี แล้้วเพิ่่�มอุุณหภููมิเป็็น 290°C ด้ วยอััตรา  

3°C/min เป็็นเวลา 50 นาทีี จากนั้้�นนำสเปกตรััมที่่�ได้้มา

วิิเคราะห์์เปรีียบเทีียบกัับ Mass spectra index ข อง 

Mass spectral libraries (NIST Libraries, 2008) 

2.4 การวิิเคราะห์์ปริมิาณสารประกอบฟีีนอลิิกทั้้�งหมด 

วิิเคราะห์์ปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิิกทั้้�งหมด

ของสารสกััดใบพลููตกเกรดที่่�สกััดด้้วยเอทานอลร่่วมกัับ

การใช้้คลื่่�นเสีียงความถี่่�สููง ด้้วยวิิธีี Folin-Ciocalteu [8] 

โดยเตรีียมสารมาตรฐาน Gallic acid ที่่� ระดัับความ 

เข้้มข้้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 µg/mL ใน 

น้้ำกลั่่�น และเตรีียมสารละลายตััวอย่่างที่่�ความเข้้มข้้น 

0.0625 µg/mL นำสารละลายตััวอย่่าง 50 µL ผสมกัับ 

10% Folin-Ciocalteu reagent (เจืือจางด้้วยน้้ำ) 

ปริิมาตร 50 µL เติิม NaOH 0.35 M ปริิมาตร 100 µL 

ใน 96 well plate ทิ้้�งไว้้นาน 15 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 

วััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 760 nm  

เปรียีบเทีียบกัับแบลงค์์ วิเคราะห์์ปริมิาณฟีนอลิิกทั้้�งหมด

ในสารสกัดั โดยเปรียีบเทียีบค่่าที่่�วัดัได้ก้ับักราฟมาตรฐาน

ซึ่่�งเตรีียมจากสารละลาย Gallic acid ในหน่่วยมิิลลิิกรััม

สมมููลของกรดแกลลิิกต่่อกรััมของตััวอย่่างแห้้ง (mg 

GAE/g) 

2.5 การวิิเคราะห์์ปริิมาณฟลาโวนอยด์์ทั้้�งหมด

วิิเคราะห์์ปริิมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์์

ทั้้�งหมด [9] ข องสารสกััดใบพลููตกเกรดที่่�สกััดด้้วย 

เอทานอลร่่วมกัับการใช้้คลื่่�นเสีียงความถี่่�สููง โดยเตรีียม

สารมาตรฐาน Quercetin ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 1.562, 

3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ µg/mL ในเอทานอล 

เตรีียม Flavonoid test โดยเติิม 10% อะลููมิเนีียม 

คลอไรด์์ (AlCl
3
) 2 mL เติิม 1M โพแทสเซีียมอะซิิเตท  

2 mL ผสมให้้เข้้ากััน ปรัับปริิมาตรด้้วยเอทานอลให้้ได้้ 

50 mL จากนั้้�นนำไปหมุุนเหวี่่�ยง ได้้ส่่วนใส ใช้้ไมโคร 

ปิิเปตดููดตััวอย่่าง 100 µL ใส่่ใน 96 Well plate เติิม 
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Flavonoid test 100 µL ผสมให้้เข้้ากััน ทิ้้�งไว้้ 30 นาทีี 

ในที่่�มืด วั ัดค่่าดููดกลืืนแสงด้้วย UV-Vis Microplate 

reader ที่่� ความยาวคลื่่�น 415 nm เทีียบปริิมาณสาร 

ประกอบฟลาโวนอยด์์ทั้้�งหมดกัับสารมาตรฐานเควอซิิทินิ 

(Quercetin; QE) แสดงในหน่่วยมิิลลิิกรััมเควอซิิทิินต่่อ

กรััมตััวอย่่าง (mg QE/g) 

2.6 การวิิเคราะห์์ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ DPPH 

เตรีียมสารละลาย DPPH ความเข้ม้ข้น้ 0.5 mM 

ในเอทานอล ปิ เปตสารสกััดใบพลููตกเกรดที่่�สกััดด้้วย 

เอทานอลร่่วมกัับการใช้้คลื่่�นเสีียงความถี่่�สููง หรืือสาร

มาตรฐานแต่ล่ะความเข้ม้ข้น้ปริมิาตร 100 µL ผสมให้เ้ข้า้

กัันกัับสารละลาย DPPH ปริิมาตร 100 µL ใส่่ใน  

96-Well plate ทิ้้ �งไว้้ในที่่�มืืดที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา  

20 นาที ีวัดค่า่การดููดกลืนืแสงด้ว้ย UV-Vis Microplate 

reader ที่่�ความยาวคลื่่�น 517 nm โดยใช้้กรดแอสคอร์์บิกิ 

เป็็นสารมาตราฐาน [10] คำนวณเปอร์์เซ็็นต์์การยัับยั้้�ง

จากสมการด้้านล่่าง และแสดงฤทธิ์์�ต้้านออกซิิเดชัันจะ

เป็น็ค่่า IC
50
 คือื ความเข้ม้ข้้นของสารสกััดที่่�สามารถยัับยั้้�ง

อนุุมููลอิิสระได้้ร้้อยละ 50

% inhibition of DPPH = (Acontrol
 − A

sample
)

(A
control

)
 × 100

2.7 การวิิเคราะห์์ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ ABTS

ABTS•+, 2, 2′-azinobis (3-Ethylbenzo 

thiazoline-6-Sulfonic acid) Radical เป็็นสาร

สัังเคราะห์์ที่่�มีีสีีเขีียวปนน้้ำเงิิน สามารถดููดกลืืนแสงที่่�

ความยาวคลื่่�น 700 nm เตรีียมสารละลาย ABTS  

โดยชั่่�งสาร ABTS 0.0036 g ละลายในน้้ำกลั่่�น 1 mL 

ผสมสารโพแทสเซีียมเปอร์์ซัลัเฟต 0.00067 g แล้ว้ตั้้�งทิ้้�ง

ไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�มืด ให้้เกิิดปฏิิกิิริิยาเป็็นเวลา 16 

ชั่่�วโมง ทำการทดสอบสารตััวอย่่าง โดยผสมสารละลาย

ตััวอย่่าง 50 µL กัับสารละลาย ABTS ปริิมาตร 100 µL 

ใน 96 Well plate ตั้้�งทิ้้�งไว้เ้ป็น็เวลา 15 นาที ีเพื่่�อให้เ้กิดิ

ปฏิิกิิริิยา วััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่� 734 nm [11] โดยใช้้

กรดแอสคอร์์บิิกเป็็นสารมาตรฐาน คำนวณเปอร์์เซ็็นต์์

การยัับยั้้�งจากสมการด้้านล่่าง และแสดงฤทธิ์์�ต้้าน

ออกซิิเดชัันจะเป็็นค่่า IC
50
 

% inhibition of ABTS = (Acontrol
 − A

sample
)

(A
control

)
 × 100

2.8 การทดสอบไนตริิกออกไซด์์ (Nitric oxide; NO) 

วิเิคราะห์์ปริมิาณไนตริิกออกไซด์์ ด้วยวิิธี ีGriess 

reaction [12] เตรีียมสารมาตรฐานกรดแกลลิิก ที่่�ความ

เข้้มข้้น 125, 250, 500, 1,000 และ 2,000 µg/mL  

ในน้้ำกลั่่�น เตรีียม Sodium nitroprusside (SNP)  

ที่่�ความเข้ม้ข้้น 5 mM ละลายใน Phosphate-buffered 

saline ปิเิปตสารละลายตัวัอย่า่งหรือืสารมาตรฐาน 100 

µL ลงใน 96-Well plate จากนั้้�นเติิมสารละลาย SNP 

(5 mM) ปริิมาตร 25 µL และบ่่มภายใต้้แสงที่่�อุุณหภููมิิ

ห้อ้ง เป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง หลังัจากนั้้�นเติมิ Griess reagent 

ปริิมาตร 100 µL และบ่่มในที่่�มืืด เป็็นเวลา 30 นาทีี วััด

ค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 540 nm ด้ วย 

Microplate reader โดยใช้้กรดแกลลิิกเป็็นสาร

มาตรฐาน เปอร์เ์ซ็น็ต์ก์ารยับัยั้้�งไนตริกิออกไซด์ถ์ููกคำนวณ

ตามสมการด้้านล่่าง และแสดงฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระ

ไนตริิกออกไซด์์ในค่่า IC
50
 

% inhibition = (Acontrol
 − A

sample
	)

A
control

​
 × 100

2.9 การวิิเคราะห์์ฤทธิ์์�ต้้านแบคทีีเรีีย 

2.9.1 Minimal Inhibitory Concentration 

(MIC) และ Minimum Bactericidal Concentration 

(MBC)

วิิเคราะห์์ค่่าความเข้้มข้้นตํ่่�าสุุดที่่�สามารถยัับยั้้�ง

การเจริิญของแบคทีีเรีีย (MIC) และความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�

สามารถฆ่า่แบคทีเีรียี (MBC) ของสารสกัดัใบพลููตกเกรด

ที่่�สกััดด้้วยเอทานอลร่่วมกัับการใช้้คลื่่�นเสีียงความถี่่�สููง 

โดยเติิม Mueller Hinton broth ลงใน 96 Well plate 

ที่่�ปราศจากเชื้้�อ ปริิมาตร 90 µL เติิมสารสกััดใบพลููหรืือ

สารมาตรฐานที่่�ความเข้้มข้้นต่่างๆ ปริิมาตร 90 µL และ
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เติมิ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli 

ที่่�ผ่่านการปรัับจำนวน (5 x 105 เซลล์์ต่่อมิิลลิิลิิตร)  

ด้้วย McFarland 0.5 ปริิมาตร 90 µL หลัังจากนั้้�นบ่่ม

ในตู้้�บ่่มเชื้้�อ ที่่�อุุณหภููมิิ 37oC เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง วััดค่่า 

MIC ได้้จากความเข้้มข้้นที่่�น้้อยที่่�สุุดของสารที่่�ใช้้ทดสอบ

ที่่�ยับัยั้้�งการเจริญิของเชื้้�อได้ ้แสดงจากความใสของอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อ จากนั้้�นวิิเคราะห์์ ค่่า MBC ของสารสกััดใบพลูู

ต่่อเชื้้�อแบคทีีเรีีย โดยนำตััวอย่่างจากการหาค่่า MIC ที่่�

ไม่่มีีความขุ่่�นทุุกตััวอย่่าง ไป Spread plate บนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด Mueller Hinton agar และนำไปบ่่มที่่�

อุุณหภููมิิ 37oC เป็็นเวลา 72 ชั่่�วโมง โดยค่่า MBC แปล

ผลจากความเข้ม้ข้น้ที่่�น้อ้ยที่่�สุดุของสารสกัดัใบพลููที่่�ไม่พ่บ

การเจริิญของเชื้้�อแบคทีีเรีียบนจานอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

2.9.2 การวััดโซนการยัับยั้้�ง

วััดโซนการยัับยั้้�งของสารสกััดใบพลููตกเกรดที่่�

สกััดด้้วยเอทานอลร่่วมกัับการใช้้คลื่่�นเสีียงความถี่่�สููงต่่อ

แบคทีเีรียี ด้ว้ยวิธิี ีAgar well diffusion ปิเิปตเชื้้�อก่อ่โรค 

S. aureus และ E. coli ที่่�ผ่่านการปรัับจำนวน (5 x 105 

เซลล์์ต่่อมิิลลิิลิิตร) ด้้วย McFarland 0.5 ปริิมาตร 0.1 

mL ลงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Mueller-Hinton Agar (MHA) 

ที่่�ผ่่านการฆ่่าเชื้้�อ ปริิมาตร 20 mL ที่่�อุ ุณหภููมิิ 50°C  

ในอ่่างน้้ำที่่�ควบคุุมอุุณหภููมิ ผสมให้้เข้้ากัันด้้วย Vortex 

แล้้วเทลงในจานเพาะเชื้้�อ จากนั้้�นทิ้้�งไว้้ให้้แข็็งตััว  

เจาะหลุุมขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 5 mm บนพื้้�นผิิวของ

วุ้้�นด้ว้ย Sterile cork borer หยดสารสกััดใบพลูู ปริมิาตร 

5 µL ที่่�ความเข้ม้ข้น้ 15 และ 30 mg/mL ทิ้้�งไว้ท้ี่่�อุณุหภููมิิ

ห้อ้งเป็็นเวลา 30 นาที ีเพื่่�อให้้สารสกััดใบพลููแพร่่กระจาย

เข้้าไปในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ เปรีียบเทีียบกัับชุุดควบคุุมเชิิง

บวก (เพนิิซิิลลิิน 2.5 mg/mL) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37°C เป็็น

เวลา 24 ชั่่�วโมง วััดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของโซนการยัับยั้้�ง

ในหน่่วยมิิลลิิเมตร 

2.9.3 การวิเิคราะห์ก์ารทำลายเซลล์แ์บคทีีเรีีย

ใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนแบบส่่องกราด

ปรัับจำนวนแบคทีีเรีีย S. aureus และ E. coli 

(1 × 108 เซลล์์ต่่อมิิลลิิลิิตร) ด้ วย McFarland 0.5  

จากนั้้�นนำไปหมุุนเหวี่่�ยงที่่�  3000 × g ด้ วยเครื่่�องหมุุน

เหวี่่�ยง (Mikro 200, Hettich Zentrifugen, Germany) 

เป็็นเวลา 20 นาทีี ที่่�อุุณหภููมิิ 25°C จากนั้้�นกำจััดส่่วนใส 

เติิมสารสกััดใบพลููเข้้มข้้น 1 mg/mL ปริิมาตร 1 mL ลง

ในตะกอนแบคทีีเรีีย ผสมให้้เข้้ากัันด้้วย Vortex บ่ มที่่�

อุุณหภููมิ 25°C เป็็นเวลา 12 ชั่่� วโมง ปั่่ �นเหวี่่�ยงเซลล์์

แขวนลอยในสารสกััดใบพลูู  ตามที่่�อธิิบายไว้้ก่่อนหน้้านี้้� 

กำจััดส่่วนใส เติิมสารละลาย NaCl 0.85% ปริิมาตร  

1 mL ลงในตะกอนเพื่่�อล้้างเซลล์์ ผสมและปั่่�นเหวี่่�ยง 

ภายใต้้สภาวะเดีียวกััน เซลล์์ที่่�ผ่่านการล้้างถููกตรึึงด้้วย 

กลููตารััลดีีไฮด์์ เคลืือบด้้วยทองคำ และถ่่ายภาพภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนแบบส่่องกราด (SEM) 

(Quanta400, FEI, Czech Republic) 

2.10 การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ

ผลการทดลองแสดงค่่าเฉลี่่�ย ± ส่ ่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐาน (n = 3) การวิิเคราะห์์ความแปรปรวนทางเดีียว 

(One-way ANOVA) ดำเนิินการโดยใช้้โปรแกรม 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 

เวอร์์ชััน 23.0 (IBM, Armonk, NY, USA) ทำการ

วิิเคราะห์์เพิ่่�มเติิมแบบ Post hoc ด้ ้วยการทดสอบ 

Duncan’s test เพื่่�อระบุคุวามแตกต่า่งอย่า่งมีนีัยัสำคัญั

ทางสถิิติิ 

3. ผลการวิิจััย

3.1 ปริิมาณผลผลิิตและลัักษณะของสารสกััด

จากการสกัั ด ใบพลููตก เกรดด้้ วย เทคนิิค 

อััลตราโซนิิก โดยใช้้เอทานอลร้้อยละ 95 เป็็นตััวทำ

ละลาย เปรีียบเทีียบกัับการใช้้เอทานอลร้้อยละ 95 ด้้วย

วิิธีี Maceration เพีียงอย่่างเดีียว พบว่่าสารสกััดที่่�ใช้้

เทคนิิคอััลตราโซนิิกร่่วมด้้วยมีีค่่าร้้อยละผลผลิิตสููงกว่่า

สารสกััดที่่�ไม่่ใช้้เทคนิิคอััลตราโซนิิก (Table 1) อย่่างไร

ก็ต็ามค่า่ดังักล่า่วไม่แ่ตกต่า่งกันัอย่า่งมีนีัยัสำคัญัทางสถิติิิ 

(p>0.05) โดยสารสกััดที่่�ใช้้เทคนิิคอััลตราโซนิิกร่่วมด้้วย 

มีีลัักษณะแตกต่่างจากสารสกััดที่่�ไม่่ใช้้เทคนิิคอััลตรา 
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โซนิิก คื อมีีน้้ำมัันใบพลููผสมอยู่่�ด้วย (Figure 2) ทั้้ �งนี้้� 

สารสกััดทั้้�งสองมีีลัักษณะกึ่่�งแข็็งกึ่่�งเหลว เหนีียว มี ีกลิ่่�น

เฉพาะของใบพลูู  และมีีสีีเขีียวเข้้มไม่่แตกต่่างกัันอย่่างมีี

นััยสำคััญทางสถิิติิ อย่่างไรก็็ตามค่่า L* a* และ b*  

ของสารสกััดใบพลููมีีค่่าความสว่่าง ค่ ่าความเป็็นสีีเขีียว 

และค่่าความเป็็นสีีเหลืืองน้้อยกว่่าเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ 

ใบพลููสด

3.2 สารประกอบฟีีนอลิิกและฟลาโวนอยด์์ และฤทธิ์์�

ต้้านอนุุมููลอิิสระ

จากการวิิเคราะห์์ปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิิก

และฟลาโวนอยด์ ์และฤทธิ์์�ต้า้นอนุมุููลอิสิระของสารสกัดั

ใบพลููตกเกรดที่่�ผ่านการสกััดด้้วยเอทานอลร่่วมกัับ

เทคนิิคอััลตราโซนิิกเปรีียบเทีียบกัับการสกััดด้้วยเอทา

นอลโดยไม่่ใช้เ้ทคนิิคอัลัตราโซนิิก พบว่า่ วิธีกีารสกััดมีผีล

Table 1	 Extraction yield, physical characteristics and color of low-grade betel leaf extracted by 

maceration with and without ultrasonication compared with fresh leaf

Betel leaf Extraction 

yield (%)

Physical 

characteristics

Color values

L* a* b*

Extract with 

ultrasonic

15.44±0.57ns Semi-solid, oily, 

sticky, dark green

2.31±0.04ns -0.15±0.05ns -1.08±0.09ns

without 

ultrasonic

14.82±0.82 Semi-solid,

sticky, dark green

2.27±0.05 -0.20±0.06 -1.18±0.10

Fresh leaf [13] - Green leaf 28.55±1.30 -6.25±0.49 10.16±1.39

Mean±SD from triplicate determinations. ns Lowercase superscripts in the same column indicate non significant 

diference between the extracts by maceration with and without ultrasonication (p>0.05). L*, a*, and b* 

represent color parameters in the CIE color space

Figure 2	 Low-grade betel leaf extract by maceration with ultrasonication (A) and without ultrasonication (B).
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ต่อ่ปริิมาณสารออกฤทธิ์์�และฤทธิ์์�ต้า้นอนุุมููลอิิสระของสาร

สกััดอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (Table 2) โดยสารสกััดที่่�

ใช้้อััลตราโซนิิกให้้ปริิมาณสารประกอบฟีีนอลิิกและฟลา

โวนอยด์์ทั้้�งหมดสููงกว่่าสารสกััดที่่�ไม่่ใช้เ้ทคนิิคอััลตราโซนิิ

กอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p<0.05) เมื่่�อทดสอบฤทธิ์์�

ต้้านอนุุมููลอิิสระ พบว่่า สารสกััดที่่�ใช้้อััลตราโซนิิกมีีค่่า 

IC
50
 จากการทดสอบ DPPH, ABTS และ ไนตริิกออกไซด์์

ต่่ำกว่่าสารสกััดที่่�ไม่่ใช้้อััลตราโซนิิกอย่่างมีีนััยสำคััญทาง

สถิิติิ (p<0.05) อย่่างไรก็็ตามเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ 

กรดแอสคอร์์บิิก สารสกััดใบพลููตกเกรดมีีฤทธิ์์�ต้้าน 

อนุมุููลอิสิระ DPPH และ ABTS น้อ้ยกว่่าอย่า่งมีนีัยัสำคัญั

ทางสถิิติิ (p<0.05) สอดคล้้องกัับฤทธิ์์�ยัับยั้้�งการสร้้าง 

ไนตริิกออกไซด์์ที่่�พบว่่าสารสกััดใบพลููตกเกรดมีีฤทธิ์์� 

น้้อยกว่่าเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกรดแกลลิิก (p<0.05) 

ดัังนั้้�น การสกััดด้้วยเอทานอลร่่วมกัับอััลตรา 

โซนิิกจึึงถููกเลืือกเป็็นวิิธีีการสกััดที่่�เหมาะสมสำหรัับการ

ศึึกษาในขั้้�นต่่อไป เนื่่�องจากมีีปริิมาณสารสำคััญและแสดง

ฤทธิ์์�ทางชีีวภาพสููงกว่่าที่่�ไม่่ใช้เ้ทคนิิคอััลตราโซนิิกอย่่างมีี

นััยสำคััญ

3.3 องค์์ประกอบทางเคมีีของสารสกััดใบพลููตกเกรด

จากการวิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีีด้้วย  

GC-MS ข องสารสกััดใบพลููตกเกรดที่่�ผ่่านการสกััดด้้วย 

เอทานอลร่่วมกัับเทคนิิคอััลตราโซนิิก พบสารที่่�เป็็น 

องค์์ประกอบของสารสกััดใบพลููตกเกรดทั้้�งหมดจำนวน 

10 ชนิิด โดยเรีียงลำดัับตามเวลาที่่�สารถููกชะออกจาก

คอลััมน์์ (Retention time) แสดงดัังโครมาโทแกรม 

(Figure 3) ซึ่ ่�งพบ Phytol (100%) ในปริิมาณสููงที่่�สุุด 

รองลงมา คืือ Neophytadiene (64.86%), Tolycaine 

(31.42%), Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl)- 

(14.96%), Eugenol (13.77%), Ergost-5-en-3-ol 

(10.36%), 3,7,11,15-Tetramethylhexadec-2-en- 

1-yl acetate (7.35%), 1H-Inden-5-ol, 2,3-dihydro 

(6.85%), 9,12,15-octadecatrienoic acid (Z,Z,Z)- 

(4.51%) และ Vitamin E (3.16%) ตามลำดัับ  

(Table 3)

Table 2	 Total phenolic and flavonoid contents and scavenging activities of low-grade betel leaf 

extracts by ethanol maceration with and without ultrasonication against DPPH, ABTS and 

nitric oxide

Ingredient, 

Activities/

Extract

Active ingredients Scavenging activities

Phenolic 

content

(mg GAE/g)

Flavonoid 

content

(mg QE/g)

IC
50
 

(µg/mL)

DPPH ABTS Nitric Oxide

with ultrasonic 559.66±1.87a 48.36±0.35a 35.53±0.06b 95.63±0.37b 1,075.75±7.86b

without ultrasonic 338.40±4.99b 30.44±0.96b 37.97±0.59a 234.03±3.07a 1,910.80±32.96a

Ascorbic/Gallic acid - - 14.78±0.03c 32.64±0.05c 1,031.84±9.90c

Mean±SD from triplicate determinations. abc Different lowercase superscripts in the same column indicate 

significant difference (p<0.05). Scavenging activities of the extract were compared with ascorbic acid for DPPH 

and ABTS and compared with gallic acid for nitric oxide. 
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Figure 3	 GC–MS chromatogram of low-grade betel leaf extract by ethanol maceration assisted by 

ultrasonication.

Table 3	 Chemical composition of the low-grade betel leaf extract by ethanol maceration with 

ultrasonication detected by gas chromatography-mass spectrometry

Number Compounds Chemical 

formula

Reaction 

time (min)

% Area

1 1H-Inden-5-ol, 2,3-dihydro C
9
H

10
O 12.157 6.85

2 Eugenol C
10
H

12
O

2
12.284 13.77

3 Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl)- C
10
H

12
O

2
12.462 14.96

4 Neophytadiene  C
20
H

38
14.188 64.86

5 Tolycaine  C
15
H

22
N

2
O

3
14.398 31.42

6 Phytol C
20
H

40
O 14.893 100

7 9,12,15-octadecatrienoic acid (Z,Z,Z)- C
18
H

30
O

2
21.006 4.51

8 3,7,11,15-Tetramethylhexadec-2-en-1-yl acetate C
22
H

42
O

2
26.215 7.35

9 Vitamin E C
29
H

50
O 40.967 3.16

10 Ergost-5-en-3-ol (3.beta.)- C
28
H

48
O 43.966 10.36
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3.4 ฤทธิ์์�ต้้านจุุลิินทรีีย์์ 

จากการทดสอบฤทธิ์์�ต้า้นแบคทีเีรียีของสารสกัดั

ใบพลููตกเกรดที่่�ผ่านการสกััดด้้วยเอทานอลร่่วมกัับ

เทคนิิคอััลตราโซนิิกต่่อ S. aureus และ E. coli พบว่่า 

S. aureus ถููกยัับยั้้�งได้้ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.25 mg/

mL และสามารถฆ่า่ได้ท้ี่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 0.5 mg/mL 

ขณะที่่�  E. coli ต้ ้องใช้้ความเข้้มข้้นสููงกว่่าที่่�ระดัับ 0.5 

mg/mL สำหรัับการยัับยั้้�ง และ 1 mg/mL สำหรัับการ

ฆ่่าเชื้้�อ ซึ่ ่�งแสดงให้้เห็็นว่่า S. aureus มี ีความไวต่่อสาร

สกัดัใบพลููมากกว่่า E. coli (Table 4) ส่ว่นผลการวัดัโซน

การยัับยั้้�งด้้วยวิิธีี Agar well diffusion พบว่่า สารสกััด

มีีฤทธิ์์�ต้้านแบคทีีเรีียทั้้�ง 2 ชนิิด โดยขนาดของโซน 

การยัับยั้้�งเพิ่่�มขึ้้�น เมื่่�อความเข้้มข้้นของสารสกััดเพิ่่�มขึ้้�น 

(Figure 4) แสดงให้้เห็็นว่่าสามารถยัับยั้้�งได้้เพิ่่�มขึ้้�น 

(p<0.05) ทั้้ �งนี้้�ขนาดโซนการยัับยั้้�งของ S. aureus  

ทั้้�งสองระดัับความเข้้มข้้นมีีขนาดกว้้างกว่่าของ E. coli 

(Table 4) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับค่่า MIC และ MBC ที่่�แสดง

ให้เ้ห็น็ว่า่ S. aureus มีความไวต่่อสารสกัดัใบพลููมากกว่่า 

E. coli อย่่างไรก็็ตามสารสกััดใบพลููมีฤทธิ์์�ยัับยั้้�ง  

S. aureus และ E. coli ต่่ำกว่่ายาปฏิิชีีวนะเพนิิซิิลลิิน 

ยิ่่�งไปกว่่านั้้�นผลการวิิเคราะห์์ด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์

อิเิล็็กตรอนแบบส่อ่งกราด (SEM) ยังัพบว่า่เซลล์แ์บคทีเีรียี

ที่่�สััมผััสสารสกััดใบพลููตกเกรดมีีผนัังเซลล์์เสีียหายและ

เซลล์์ยุุบตััว มี การรั่่�วไหลของสารภายในเซลล์์ การแบ่่ง

เซลล์์ผิิดปกติิ และผิิวเซลล์์ขรุุขระไม่่เรีียบ (Figure 5)  

ซึ่่�งแตกต่่างจากเซลล์์ปกติิ [14]

4. วิิจารณ์์
สารสกััดใบพลููตกเกรดที่่�ได้้จากการสกััดด้้วย

เทคนิิคอััลตราโซนิิก โดยใช้้เอทานอลร้้อยละ 95 เป็็น 

ตััวทำละลาย มี ค่่าร้้อยละผลผลิิตค่่อนข้้างสููงเมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบกัับสารสกััดแบบแช่่ (Maceration) หรืือ 

การสกััดแบบ Soxhlet ที่่�มีรายงานว่่าให้ผ้ลผลิิตประมาณ

ร้้อยละ 5-10 เมื่่�อใช้้เอทานอลความเข้้มข้้นใกล้้เคีียงกััน 

[15,16,17] แสดงให้เ้ห็น็ว่า่การใช้ค้ลื่่�นเสียีงความถี่่�สููงอาจ

ช่่วยเพิ่่�มประสิิทธิิภาพในการทำลายผนัังเซลล์์พืืช ส่ ่งผล

ให้้สารสำคััญและน้้ำมัันถููกปลดปล่่อยออกมาได้้มากขึ้้�น 

ในขณะที่่�ค่าสีีของสารสกััดมีีค่่าความสว่่าง (L*) ความ 

เป็็นสีีเขีียว (-a*) และสีีเหลืือง (b*) น้ ้อยกว่่าวััตถุุดิิบ 

ใบพลููสด แสดงให้้เห็็นว่่ากระบวนการสกััดส่่งผลต่่อ 

การเปลี่่�ยนแปลงสีีและลัักษณะทางกายภาพ เนื่่�องจาก

กระบวนการสกัดัมีีการใช้เ้อทานอลร่ว่มกับัการก่อ่ให้เ้กิดิ

แรงเฉือืนจากคลื่่�นอัลัตราโซนิกิ แรงดันัและอุณุหภููมิทิี่่�เกิดิ

ขึ้้�นในระหว่่างการสกััด ซึ่ �งอาจทำให้้เกิิดการสลายตััว 

Table 4	 Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and 

inhibition zones of low-grade betel leaf extracts against S. aureus and E. coli

Antibacterial activities S. aureus E. coli

MIC (mg/mL) 0.25 0.5

MBC (mg/mL) 0.5 1.0

Inhibition zone (mm)* Extract (mg/mL)	 15 20.5±0.50b 15.5±0.50b

 	 30 27.0±0.50a 26.0±0.50a

Penicillin (mg/mL)	 2.5 26.5±0.50 19.5±0.50

*Mean±SD from triplicate determinations. ab Different lowercase superscripts in the same column between 

extract concentrations indicate a significant difference (p<0.05).
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Figure 4	 Inhibition zone of low-grade betel leaf extracts against S. aureus (A) and E. coli (B) at the 

concentration of 15 (a) and 30 mg/mL (b), compared with Penicillin at 2.5 mg/mL (c).

Figure 5	 Scanning electron micrographs (SEM) showing the antibacterial effects of low-grade betel leaf 

extract against S. aureus at 3,000× (A) and 6,000× (B–C) and E. coli at 3,000× (D) and 6,000× (E–F) 

magnifications.
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บางส่่วนของรงควััตถุุ รวมทั้้�งความเข้้มข้้นของสาร 

ประกอบฟีีนอลิิกและการมีีน้้ำมัันหอมระเหยภายในสาร

สกััด สารสกััดที่่�ได้้มีีลัักษณะกึ่่�งแข็็งกึ่่�งเหนีียว สีีเขีียวเข้้ม 

ซึ่่�งสอดคล้อ้งกับัรายงานที่่�ผ่านมา [18] ซึ่�งพบว่า่ สารสกัดั

ใบพลููมีีสีีเข้้มและกลิ่่�นจำเพาะจากน้้ำมัันหอมระเหยและ

สารประกอบฟีีนอลิิกที่่�มีอยู่่�ในใบ ค่ าความสว่่าง (L*)  

ของสารสกััดมีีค่่าต่่ำมาก ในขณะที่่�ค่า a* และค่่า b* 

ติิดลบ แสดงให้้เห็็นว่่าสีีของสารสกััดมีีโทนสีีเขีียวอมฟ้้า 

ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการสัังเกตลัักษณะทางกายภาพที่่�พบ  

อัันเนื่่�องมาจากการคงเหลืือของคลอโรฟิิลล์์และสาร 

ประกอบฟีีนอลิิกบางชนิิดในสารสกััด [19] 

สารสำคััญที่่�ตรวจพบในสารสกััดประกอบด้้วย

กลุ่่�มสารฟีีนอลิิก เทอร์์พีีนอยด์์ กรดไขมัน และวิิตามิิน

หลายชนิิด โดยในกลุ่่�มฟีีนอลิิกพบ Eugenol และ 

2-methoxy-4-(1-propenyl)-phenol ซึ่่�งเป็็นสารออก

ฤทธิ์์�ชีีวภาพสำคััญที่่�มีีรายงานว่่ามีีฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ 

ต้้านการอัักเสบ และต้้านจุุลิินทรีีย์์ อี ีกทั้้�งยัังเป็็นสาร

สำคััญที่่�พบได้้ทั่่�วไปในใบพลูู  สอดคล้้องกัับรายงานก่่อน

หน้า้นี้้� [20] นอกจากนี้้�ยังัพบสารกลุ่่�มเทอร์์พีนีอยด์์ ได้แ้ก่่ 

Neophytadiene และ Phytol ซึ่�งเป็็นองค์์ประกอบหลััก

ของสารสกััด โดยเฉพาะ Phytol มีีรายงานว่่ามีีฤทธิ์์�ต้้าน

อนุมุููลอิสิระและต้้านการอัักเสบอย่่างชัดัเจน รวมถึึงมีีผล

ยัับยั้้�งการเจริิญของจุุลิินทรีีย์์หลายชนิิด [21] สอดคล้้อง

กัับผลการทดลองซึ่่�งตรวจพบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระและ

ฤทธิ์์�ต้้านแบคทีีเรีีย ส่ วน 9,12,15-octadecatrienoic 

acid (Linolenic acid) ที่่�ตรวจพบเป็็นกรดไขมัันจำเป็็น

ที่่�มีีรายงานว่่ามีีฤทธิ์์�ต้้านการอัักเสบและช่่วยเสริิม 

ความแข็็งแรงของผิิวหนััง ในขณะที่่�   Vitamin E 

(α-tocopherol) เป็็นสารต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�ละลายใน 

ไขมันั ทำหน้้าที่่�ปกป้้องเซลล์์จากความเสีียหายที่่�เกิิดจาก

อนุุมููลอิิสระ และ Ergost-5-en-3-ol ซึ่ �งเป็็น Sterol 

derivative ที่่�มี บทบาทเกี่่�ยวข้้องกัับความคงตััวของเยื่่�อ

หุ้้�มเซลล์์และมีีรายงานว่่ามีีฤทธิ์์�ต้้านจุุลิินทรีีย์์ [22] 

สารสกััดใบพลููตกเกรดที่่�ผ่านการสกััดด้้วย 

เอทานอลร่่วมกัับอััลตราโซนิิกมีีปริิมาณฟีีนอลิิกทั้้�งหมด

และปริิมาณฟลาโวนอยด์์ทั้้�งหมดอยู่่�ในระดัับสููงเมื่่�อ

เปรีียบเทีียบกัับสารสกััดใบพลููจากงานวิิจััยที่่�รายงานว่่า

มีีปริิมาณฟีีนอลิิกอยู่่�ในช่่วง 300-450 mg GAE/g และ 

ฟลาโวนอยด์์อยู่่�ในช่่วง 20-35 mg QE/g โดยขึ้้�นอยู่่�กัับ

วิิธีีการสกััดและตััวทำละลายที่่�ใช้้ [23,24] แสดงถึึง

ศัักยภาพในการเป็็นสารต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�ดีี ผลการ

ทดสอบบ่่งชี้้�ว่่าสารสกััดใบพลููตกเกรดมีีความสามารถใน

การต้้านอนุุมููลอิิสระสอดคล้้องกัับงานวิิจััยที่่�ผ่่านมา 

[19,25] ผลการทดสอบการยัับยั้้�งการสร้้างไนตริิกออก

ไซด์์โดยวิิธีี Griess reaction พบว่่าสารสกััดใบพลููมีี

ศัักยภาพในการยัับยั้้�ง NO ได้้ ซึ่ �งสััมพัันธ์์กัับการมีีสาร

ประกอบฟีีนอลิิกที่่�สามารถยัับยั้้�งการสร้้าง NO ผ่่านการ

ลดการเกิิดไนไตรต์์ [26,27] 

สารสกััดใบพลููตกเกรดสามารถยัับยั้้�งการเจริิญ

ของ S.aureus และ E.coli ได้้ โดยพบว่่าสามารถยัับยั้้�ง

แบคทีีเรีียแกรมบวกได้้ดีีกว่่าแบคทีีเรีียแกรมลบ ความ

แตกต่่างดัังกล่่าวสามารถอธิิบายได้้จากโครงสร้้างผนััง

เซลล์์ของแบคทีีเรีีย โดยแบคทีีเรีียแกรมลบมีีผนัังเซลล์์ที่่�

ซัับซ้้อนกว่่า มีีพอริิน (Porins) ที่่�ช่่วยจำกััดการผ่่านของ

สารเข้้าสู่่�เซลล์์ และแกรมลบยัังมีีเยื่่�อหุ้้�มชั้้�นนอกรอบ 

ผนัั ง เซลล์์ที่่� ป ระกอบด้้ วยลิิ โพ โพลีี แซคคาร์์ ไรด์์ 

(Lipopolysaccharide) ซึ่ �งจำกััดการแพร่่ผ่่านของ 

สารออกฤทธิ์์�จากภายนอก ส่ งผลให้้สารสกััดจากพืืช 

เข้้าสู่่�เซลล์์ได้้ยากกว่่า ในขณะที่่�ชั้้�นเพปทิิโดไกลแคน 

(Peptidoglycan) ข องแกรมบวกมีีประสิิทธิิภาพต่่ำใน

การเลืือกผ่า่นสารเข้า้สู่่�เซลล์ ์จึึงมีคีวามไวต่่อสารสกัดัจาก

พืชืมากกว่่า [28] โดยผลการวิิเคราะห์์ด้ว้ยกล้้องจุุลทรรศน์์

อิิเล็็กตรอนแบบส่่องกราด (SEM) พบว่่าเซลล์์ของ  

S. aureus และ E. coli ที่่�ผ่่านการสััมผััสสารสกััดใบพลูู

ตกเกรดมีกีารเปลี่่�ยนแปลงทางสัณัฐานวิทิยาอย่า่งชัดัเจน 

มีีลัักษณะผิิดปกติิ ได้้แก่่ การรั่่�วไหลของสารภายในเซลล์์ 

(Cytoplasmic leakage) การแบ่่งเซลล์์ผิิดปกติิ และ 

ผิิวเซลล์์ขรุุขระไม่่เรีียบ สภาพเหล่่านี้้�สะท้้อนให้้เห็็นว่่า 

สารสกััดใบพลููตกเกรดส่่งผลต่่อความสมบููรณ์์ของผนััง

เซลล์์และเยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ของแบคทีีเรีียโดยตรง [29] สาร
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ประกอบฟีีนอลิิกและฟลาโวนอยด์์ที่่�มีีอยู่่�ในสารสกััด

สมุุนไพรมีีรายงานว่่าสามารถจัับกัับโปรตีีนและไขมันใน

เยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ ทำให้้โครงสร้้างสููญเสีียความเสถีียรและเกิิด

การรั่่�วไหลของสารชีีวโมเลกุุลภายในออกสู่่�ภายนอก 

[30,31] การสัังเกตที่่�พบว่่าผิิวเซลล์์ไม่่เรีียบและมีีการ 

ยุุบตััวอาจเกิิดจากความเสีียหายต่่อการสร้้างเปปไท 

โดไกลแคนใน S. aureus (แกรมบวก) หรืือการรบกวน

เยื่่�อหุ้้�มชั้้�นนอกของ E. coli (แกรมลบ) ซึ่ �งทำให้้

กระบวนการแบ่่งเซลล์ผ์ิดิปกติ ิทั้้�งนี้้�สอดคล้อ้งกับัรายงาน

ก่่อนหน้้าที่่�พบว่่าพืืชที่่�มีีสารออกฤทธิ์์�กลุ่่�มโพลีีฟีีนอล

สามารถก่่อให้้เกิิดการหดตััวของเซลล์์ การแตกตััว และ

การตายของแบคทีีเรีีย [18,22] นอกจากนี้้�สารออกฤทธิ์์�

จากพืืช ยัังสามารถกระตุ้้� นการเ กิิดความเค รีียด

ออกซิิเดชััน (Oxidative stress) และการสร้้างอนุุมููล

อิิสระ (ROS) ซึ่ �งไปทำลายไขมััน โปรตีีน และสาร

พัันธุุกรรม ส่ งผลให้้ผิิวเซลล์์หยาบกร้้านและโครงสร้้าง

โดยรวมเสื่่�อมสภาพ [32] ดัังนั้้�นกลไกการยัับยั้้�งของสาร

สกััดใบพลููตกเกรดอาจเกิิดผลจากหลายกลไกร่่วมกััน  

ทั้้�งการรบกวนเยื่่�อหุ้้�ม การยัับยั้้�งการสร้้างผนัังเซลล์์ และ

การเหนี่่�ยวนำให้้เกิิดความเสีียหายจาก ROS ซึ่่�งทั้้�งหมด

สอดคล้้องกัับผลการทดสอบค่่า MIC และ MBC รวมทั้้�ง

การวััดโซนยัับยั้้�งที่่�แสดงฤทธิ์์�ต้้านแบคทีีเรีีย

5. สรุุป
สารสกััดใบพลููตกเกรดประกอบด้้วยสารสำคััญ

กลุ่่�มฟีีนอลิิก เทอร์์พีีนอยด์์ กรดไขมััน และวิิตามิิน โดยมีี 

Phytol, Neophytadiene และ Tolycaine เป็็น 

องค์์ประกอบหลััก และ Phenol, 2-methoxy-4- 

(1-propenyl)-, Eugenol, และ Ergost-5-en-3-ol  

เป็็นองค์์ประกอบรอง สารสกััดมีีปริิมาณสารประกอบ 

ฟีีนอลิิกและฟลาโวนอยด์์สููง มี ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ  

และต้า้นแบคทีเีรียีแกรมบวกและแกรมลบ จึึงควรศึึกษา

เพิ่่�มเติมิเกี่่�ยวกับัการลดหรือืงดใช้ส้ารกันัเสียีในผลิติภัณัฑ์

ที่่�มีีส่่วนผสมของสารสกััดใบพลููตกเกรดเพื่่�อลดการใช้้ 

สารเคมีใีนผลิติภัณัฑ์แ์ละสร้า้งมููลค่า่ให้ก้ับัวัตัถุดุิบิ ดังันั้้�น

สารสกััดใบพลููตกเกรดอาจเป็็นแหล่่งของสารออกฤทธิ์์�

ทางชีวีภาพจากธรรมชาติทิี่่�มีศีักัยภาพในการพัฒันาต่อ่ย

อดสู่่�ผลิิตภััณฑ์์อาหารสุุขภาพและเวชสำอาง นำไปสู่่�การ

ใช้้ประโยชน์์จากวััสดุุเศษเหลืืออย่่างเต็็มศัักยภาพ

6. กิิตติิกรรมประกาศ

งานวิิจััยครั้้� งนี้้� ขอขอบพระคุุณ  หลัักสููตร

เทคโนโลยีชีีวีภาพ คณะวิทิยาศาสตร์แ์ละนวัตักรรมดิจิิทิัลั 

หลัักสููตรวิิทยาศาสตร์์และเทคโนโลยีีอาหาร คณะ

อุตุสาหกรรมเกษตรและชีีวภาพ หลักัสููตรการแพทย์์แผน

ไทย คณะวิิทยาการสุุขภาพและการกีีฬา มหาวิิทยาลััย

ทัักษิิณ ที่่� ได้้ให้้ความอนุุเคราะห์์สถานที่่�การทํําวิิจััย  

เครื่่�องมืือ และอุุปกรณ์์ในการทํําวิิจััย
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