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บทคัดยอ 

 ปจจุบัน การปนเปอนในอาหาร มีสาเหตุมาจากเชื้อโรคหลายชนิด ไดแก แบคทีเรีย ไวรัส และ พยาธิตางๆ เชื้อ 

Bacillus cereus เปนเชื้อแบคทีเรียที่พบการปนเปอนในอาหารในอัตราสูง และพบบอย เปนสาเหตุของการเกิดโรค

อาหารเปนพิษ ทําใหผูปวยที่ไดรับเชื้อมีอาการทองเสียและ อาเจียน การรักษา จะใชยาตานเชื้อซึ่งเปนสารเคมีที่

สังเคราะหขึ้นและนําเขาจากตางประเทศ ทําใหสิ้นเปลืองคาใชจายเปนจํานวนมาก  การคิดคนยาชนิดใหม ที่สกัดไดจาก

พืชสมุนไพร จึงมีประโยชนในการลดปญหานี้ ดังนั้น การศึกษาน้ีจึงไดทําการสกัดหาสารลูปนิฟอลิน ซึ่งเปนสารกลุมฟลา

โวนอยด จากลําตนชะเอมเหนือ  (Derris reticulata Craib.) โดยใชวิธี Soxhlet extraction ดวยเฮกเซน และ วิธีตก

ผลึกเพื่อเพิ่มความบริสุทธิ์ของสารที่สกัดได เพื่อหาฤทธิ์ในการตานเชื้อ B. cereus จากการวิจัยในครั้งนี้พบวา สารลูปนิ

ฟอลิน มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB ทําใหเกิด inhibition zone เมื่อ

ทดสอบดวยวิธี disc diffusion ทดสอบหาฤทธิ์การตานเชื้อดวยวิธี microdilution method มีคา MIC และ MBC 

เทากับ 8 และ 16 µg/ml ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน สังเกตเห็นเซลล

แบคทีเรียมีลักษณะบวม  มีการทําลายผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลของเชื้อ B. cereus  ดังนั้น สารลูปนิฟอลิน ที่สกัดได

จากลําตนชะเอมเหนือ สามารถนําไปพัฒนาเปนยาตานเชื้อแบคทีเรียไดในอนาคต และยังเปนการสงเสริมการแพทยแผน

ไทย ดานการรักษาโรคดวยพืชสมุนไพรไทย ใหเปนที่ยอมรับในวงการวิทยาศาสตรมากขึ้น 

 

คําสําคัญ  :  ลูปนิฟอลิน,  ชะเอมเหนือ,  บาซิลลัส ซีเลียส 

 

Abstract 

 In present day, food contamination is caused by many pathogens such as bacteria, viruses 

and parasites. Bacillus cereus is bacteria found in contaminated food at a high rate and is a common 

cause of food poisoning resulting in diarrhea and vomiting. Antibiotics used to treat those symptoms 

are synthesized from a chemical substance and imported at high costs. Discovery of new medicines 

extracted from medicinal plants are useful to reduce this problem. This study involves lupinifolin, the 
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bioactive compound from Derris reticulata Craib. stems extracted using soxhlet method with hexane 

and crystallized to increase the purity of the compound. The study intends to find the effectiveness 

antibacterial activity of lupinifolin against B. cereus in growth of bacteria cultured on MHB agar when 

compared with ampicillin (p<0.05). The extract showed inhibitory effect against B. cereus  when 

tested with disc diffusion method, microdilution method shown with MIC and MBC were 8 and 16 µg/ 

ml, respectively. An electron microscope observed bacterial cells and found swelling and destruction 

of the cell wall or cell membrane. However, the mechanism of action for a specific inhibition with B. 

cereus need for further study. 

 

Keywords  :  Lupinifolin,  Derris Reticulata Craib.,  Bacillus Cereus 

 

บทนํา 

โรคอาหารเปนพิษ มีสาเหตุมาจากปจจัยหลายอยาง อาจเกิดจากสิ่งปนเปอนหรือเชื้อโรคที่ปนเปอนอยูใน

อาหาร Bacillus cereus เปนเชื้อแบคทีเรียชนิดหนึ่งที่เปนสาเหตุของโรคนี้ โดยจะทําใหผูที่ไดรับเชื้อเขาสูรางกาย เกิด

อาการอาเจียนและทองเสีย อาการอาเจียนมักเกดิจากการไดรับสารพิษที่แบคทีเรียสรางขึ้นชนิดทีมีความคงทนเปนกรด -

ดางสูง มักปรากฏอาการภายหลังจากบริโภคอาหารที่มีสารพิษเขาไป 30 นาทีถึง 6 ชั่วโมง ตอมาจะถายอุจจาระเหลว 

โดยทั่วไปอาการจะทุเลาลงภายใน 24 ชั่วโมง   (สํานักโรคติดตอทั่วไป, 2557)  

การรักษาโรคดวยพืชสมุนไพร เปนภูมิปญญาของชาวบานทั่วทุกทองถิ่น โดยเฉพาะในประเทศไทยมีพืช

สมุนไพรหลายชนิดทั้งที่หาไดทั่วไปตามบานและหาไดยาก เพราะอาจอยูในปาลึก แตมีคุณประโยชนมหาศาลทางดาน

การแพทยแผนไทย ที่ใชรักษาโรคติดเชื้อตางๆ ไดหลายชนิด ชะเอมเหนือ(Derris reticulata Craib.) เปนพืชที่มีฤทธิ์

ในการตานเชื้อไวรัส แบคทีเรีย และ มีฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลในเลือด (Kumkrai,  Kamonwannasit, and 

Chudapongse, 2014) สารที่เปนสวนประกอบสําคัญในพืชเหลาน้ี สวนใหญจะเปนกลุมฟลาวานอยด อยางไรก็ตามการ 

การตรวจหาสารที่เปนสารออกฤทธ์ิสําคัญในพืชสมุนไพรยังเปนสิ่งสําคัญ นําไปสูการพัฒนาและวิจัยเพื่อเปนหลักฐานทาง

วิทยาศาสตร ทําใหมีการยอมรับและเพิ่มความปลอดภัยตอมนุษยมากขึ้น ดังนั้น การวิจัยเรื่องนี้ จึงไดทําการศึกษา

สารลูปนิฟอลิน ที่สกัดไดจากลําตนชะเอมเหนือ เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อ Bacillus cereus สาเหตุของโรคอาหารเปนพิษ 

ที่พบไดบอยในปจจุบัน ผลของการศึกษาสามารถนําไปพัฒนาเปนยาตานเชื้อแบคทีเรียไดในอนาคตตอไป 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของสารลูปนิฟอลิน สารสกัดจากลําตนชะเอมเหนือตอการตานเชื้อ Bacillus 

cereus 
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วรรณกรรมและทฤษฎทีี่เกี่ยวของ 

 Bacillus cereus เปนแบคทีเรียที่พบในดิน สามารถกอโรคอาหารเปนพิษ อาการที่พบบอยคือ อาเจียน และ

ทองเสีย ลักษณะและรูปราง เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางแทง (rod) เจริญไดดีทั้งในสภาพมีและไมมีออกซิเจน สวน

ใหญการปนเปอนมักเกิดจากสปอรปนเปอนลงไปในอาหารที่ไดรับการปรุงไมเหมาะสม เมื่อสปอรเจริญเปน vegetative 

cell จะสรางสารพิษ (enterotoxin) และทําใหเกิดโรคเมื่อบริโภคอาหารนั้นเขาไป ปริมาณที่กอโรคไดคือ มากกวา 106 

เซลลตอกรัมอาหาร สิ่งแวดลอมอื่นที่พบเชื้อไดนอกจากดิน ไดแก อากาศ ฝุน  สารพิษ enterotoxin เปนสารพิษ

ประเภทโปรตีน ที่ถูกสรางโดยจุลินทรียในลําไสเล็กตอนลาง มีความเปนพิษตอเซลล เยื่อบุผนังลําไส สวนใหญเปนสารพิษ

ที่ขับออกมาโดยแบคทีเรียที่ไปทําใหเกิดรูพรุนในเซลลเมมเบรน มีผลทําใหเซลลตาย หลังจากเซลลบุผนังลําไสเล็กตาย 

ของเหลวตางๆ จึงไหลออกมา ทําใหเกิดอาการทองรวง ตัวอยางของจุลินทรียที่สราง enterotoxin ไดแก E. coli 

0157:H7, Clostridium perfringens,Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Rota virus และ Yersinia 

enterocolitica สารพิษที่สรางโดย B. cereus มีสองชนิดคือ ชนิดที่ทําใหทองรวง (diarrhea toxin) ซึ่งเปน 

enterotoxin และชนิดที่ทําใหอาเจียน (emetic toxin)  

 ชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) เปนพืชในกลุม ฟลาโวนอยด เปนไมเลื้อย สรรพคุณทางแพทยแผน

ไทยใชแกไอและขับเสมหะ พบไดทุกภาคของประเทศไทย การศึกษาหาสารที่เปนสวนประกอบสวนใหญ พบวา มีสารฟ

ลาโวโนน ที่มีชื่อวา ลูปนิฟอลิน (Mahidol et al, 1997) เปนที่ทราบกันแพรหลายวา สารในกลุมฟลาโวนอยด มีฤทธิ์

สําคัญในการตานเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส ตานสารอนุมูลอิสระ ตานการเกิดบาดแผล ตานการเกิดพิษในตับ และตานการ

อักเสบ (Cushnie and Lamp,2005) ดังนั้น หากนําสารที่เปนสวนประกอบหลักในชะเอมเหนือมาทําการศึกษา การตาน

เชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของการกอโรคอาหารเปนพิษ จะสามารถเปนประโยชนในการพัฒนาพืชสมุนไพรที่หาไดงาย

ตามทองถิ่น มาเปนยารักษาโรคทดแทนการใชยาที่ผลิตจากสารเคมี ไดในอนาคต 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 1. การเตรียมตัวอยางลําตนชะเอมเหนือ 

                    นําลําตนของชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) ตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลวนําไปอบใน Hot air oven 

ที่อุณหมิ 50 องศาเซลเซียส ลําตนที่อบแลวเก็บไวในที่แหง ไมมีความชื้น ที่อุณหภูมิหอง จนกวาจะใชนําไปใชในการ

ทดลอง 

2. การทดสอบความบริสุทธิ์ของสารลูปนิฟอลิน 

   ลําตนชะเอมเหนือที่ตัดเปนชิ้นเล็ก นํามาสกัดดวย เฮกเซน โดยใช Soxhlet extractor หลังจากนั้นนํา

สารละลายที่ไดนํามาลางดวยนํ้า 2 ครัง้ นําสวนบนที่เปนชั้นของ Hexane แยกออกมา แลวทําการแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย

วิธี Crystallization และ วิธี Thin layer chromatography บนแผน Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม โดยใช 

Dichrolomethane : Methanol ในอัตราสวน 95 : 5 (สมิตา วิเศษสุทธิชัย, สุวภาพ เตชะมหามณีรัตน, วราภรณ 

จรรยาประเสริฐ และ นพมาศ สุนทรเจริญนนท, 2548) เพื่อทดสอบหาความบริสุทธิ์ของลูปนิฟอลิน 
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3. การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 

3.1 วิธี Disc diffusion  

     แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบคือ Bacillus cereus (TISTR 687) โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร 

Mueller-Hinton Broth (MHB) บมเชื้อใหเจริญเติบโตที่ตูอบเพาะเลี้ยงเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 

ชั่วโมง (CLSI, 2012) แลวนํามาเจือจางดวยสารละลาย 0.85 % NaCl เทียบความขุนกับ 0.5 McFarland  เพื่อใหได

จํานวนเชื้อแบคทีเรียประมาณ 108 cfu/ml หลังจากนั้น ปายเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton Agar (MHA) 

วางแผนกระดาษกรอง What man No.1 ขนาด 6 มิลลิเมตร ที่มีสารลูปนิฟอลิน จํานวน 25, 50, และ 75 µg/disc 

ตามลําดับ ใช 10% NaOH (1 N) และยาปฏิชีวนะ Ampicillin เปน Vehicle control และ Positive control 

ตามลําดับ นําจานเพาะเลี้ยงเชื้อไปบมในตูอบเพาะเลี้ยงเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัดขนาด 

Inhibition zones รอบแผนกระดาษกรองแลวบันทึกผล ทําการทดลอง 3 ครั้ง 

     3.2 วิธี  Minimum inhibition concentration (MIC) และ Minimum bactericidal 

concentration (MBC) 

  ทําการทดสอบดวยวิธี microdilution method ใน หลุมเพาะเลี้ยงเชื้อ 96 well plate (Joycharat et 

al., 2013) ละลายสารลูปนิฟอลิน ใน 10% NaOH (1 N) แลวเติมลงในหลุมเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB ใหมีความ

เขมขนของสารลูปนิฟอลินตั้งแต 0.25-512 µg/ml ดวยวิธี two-fold serial dilutions หลังจากนั้นเติมเชื้อ Bacillus 

cereus ใหมีจํานวนเชื้อสุดทายในหลุมทดลองเทากับ 5x105 cfu/ml การทดลองดวยวิธีนี้ใชยาปฏิชีวนะ Ampicillin, 

0.5% NaOH (1 N)  และ หลุมที่ไมใสสารลูปนิฟอลิน เปน positive, vehicle control และ negative control 

ตามลําดับ นํา หลุมเพาะเลี้ยงเชื้อ 96 well plate ไป บมในตูอบเพาะเลี้ยงเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง คา MIC คือคาความเขมขนต่ําสุดที่ไมเห็นการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย หรือ ไมเกิดความขุน วิเคราะหคา 

MBC ดวยการนําอาหารเลี้ยงเชื้อจากหลุมที่ไมเกิดความขุนไปเพาะเลี้ยงเชื้อบน MHA แลวนําไปบมในตูอบเพาะเลี้ยงเชื้อ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ความเขมขนต่ําสุดที่ไมเห็นเชื้อแบคทีเรียเจริญเติบโต จะเปนคา MBC 

การทดลองทุกวิธีจะทําทั้งหมด 3 ครั้ง  

                3.3 การศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 

            กลองจุลทรรศนอิเลคตรอน หรือ Transmission electron microscope (TEM) มีประโยชนใน

การศึกษารูปรางลักษณะของเชื้อแบคทีเรียแบบตัดขวาง สามารถมองเห็นองคประกอบที่เปลี่ยนแปลงหลังไดรับสารลูปนิ

ฟอลิน ไดแก cell wall, cell membrane และ ลักษณะโครงสรางภายในเซลลของเชื้อแบคทีเรีย (Ghosh, Indukuri, 

Bondalapati, Saikia, and Rangan, 2013) ตัวอยางเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบกับสารตัวอยางแลวจะลางดวย 0.1 M 

phosphate buffer (PBS, pH 7.2) ทําการ fixed ตัวอยางดวย 0.25% glutaraldehyde ลางดวย 0.1 M PBS อีกครั้ง 

แลว fixed ดวย 1% osmium tetroxide หลังจากน้ัน dehydrate ดวย acetone จากความเขมขน 20 %-100 % นํา

ตัวอยางไปแทนที่ดวย Spurr's resin เพื่อเก็บตัวอยางใหอยู ในแทงพลาสติก นําไปตัด section ดวยเครื่อง 

ultramicrotome ใหตัวอยางอยูบนแผน copper grids ยอมสีดวย 2% uranyl acetate และ lead citrate แลวตรวจ

ตัวอยางดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนเพื่อดูลักษณะของเซลลแบคทีเรีย   
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ผลการวิจัย 

 จากการสกัดลําตนชะเอมเหนือ เพื่อหาสารลูปนิฟอลิน ดวยวิธี Soxhlet extraction โดยใชเฮกเซนเปนตัวทํา

ละลาย และวิธีการ Crystallization จะได ผลึกสีเหลืองรูปเข็ม (รูปที่ 1) ซึ่งเปนลักษณะสําคัญของสารชนิดนี้ ผูวิจัยไดทํา

การตรวจสอบความบริสุทธิ์เบื้องตน ดวยวิธี TLC  (รูปที่ 2) 

 

   
 

รูปที่ 1 ผลึกสีเหลืองรูปเข็ม   และ รูปโครงสรางทางเคมี ของสารลูปนิฟอลิน 

 

 

 

 
รูปที่ 2 ผล TLC บนแผนกระดาษ Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม ดูภายใตแสง UV 

 

 ผลการทดสอบหาฤทธิ์ตานเชื้อ B. cereus ดวยวิธี Disc diffusion วัดคา inhibition zone ไดผลดังตารางที่ 1 

พบวา สารลูปนิฟอลิน สามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ B. cereus  
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ตารางที่ 1. Antibacterial activity of Lupinifolin 

Microorganism 

Diameter of inhibitions zone (mm)   

Lupinifolin  (µg) Ampicillin (µg) 

25 50 75 10 

Bacillus cereus 10 ± 1.1* 13 ± 0.6 25 ± 0.6* 13 ± 0.6* 

(n=3,  * = p < 0.05 ) 

  

  เมื่อทําการสอบหาฤทธิ์ตานเชื้อดวยวิธี  MIC และ MBC ดวยวิธี microdilution method ไดคา 

เทากับ  8 µg/ml และ 16 µg/ml ตามลําดับ ดังตารางที่ 2 

 

ตารางที่ 2. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC) of lupinifolin from D.reticulata against gram positive bacteria compared with ampicillin. 

Microorganisms Lupinifolin Ampicillin 

  MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) 

B.cereus 8 16 8 16 

(n=3, p > 0.05) 

 

 

 
 

รูปที่ 3 เชื้อ B. cereus หลังจากเติมสารลูปนิฟอลิน  มีลักษณะบวมและ บางเซลลมีขนาดเล็กลง 

  

 ผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน พบวา เซลลของ B.cereus ที่เติมสารสารลูปนิฟอลิน มีลักษณะ

เปลี่ยนไปเมื่อเทียบกับเซลลแบคทีเรียปกติที่ไมไดเติมสารสกัด โดยลักษณะที่สังเกตเห็น มีรูปรางบวม และ บางเซลลจะ

ติดสีเขม อาจเกิดจาก ผนังเซลล และ ผนังเซลลอาจถูกทําลาย  
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สรุปและวิจารณผล 

 การสกัดหาสารลูปนิฟอลิน จากลําตนชะเอมเหนือ (D. reticulata Craib.) พบวา สารที่สกัดไดมีลักษณะเปน

ผลึกรูปเข็มสีเหลือง ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของสารชนิดนี้  สอดคลองกับการสกัดหาสารลูปนิฟอลินในลําตนชะเอม 

Myriopteron extensum (Wight) K. Schum. ซึ่ งมีฤทธิ์ ในการยับยั้ ง เชื้อ B. cereus เชนกัน 

(Soonthornchareonnon et al., 2004)  ในการศึกษาที่ผานมา สารลูปนิฟอลิน จัดเปนสารประเภทฟลาโวนอยด จัด

อยูในกลุม ฟลาโวโนน ซึ่งพบมากในพืชสมุนไพร และมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยามากมาย เมื่อนําสารชนิดนี้ มาทดสอบหาฤทธิ์

ตานเชื้อ B. cereus  ผลการวิจัย พบวา ลูปนิฟอลินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย โดยทําใหเกิด 

inhibition zones บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB เมื่อเปรียบเทียบกับยา Ampicillin มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ  (p<0.05)  ซึ่งเหมือนกับการศึกษาฤทธิ์ของลูปนิฟอลินในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจาก Eriosema 

chinense (Prasad et al., 2013) หลังจากนั้น ทําการทดสอบหาฤทธิ์ตานเชื้อ B. cereus ดวยวิธี microdilution 

method ไดคา MIC และ MBC เทากับ 8 และ 16 µg/ml ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับยา Ampicillin พบวา ไมมีผล

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  

 การตรวจดวยกลองจุลทรรศน พบวา เซลลแบคทีเรีย ที่เติมสารสกัดลูปนิฟอลิน มีลักษณะบวม และสังเกตเห็น

การถูกทําลายบริเวณ cell wall หรืออาจทําลายที่ cytoplasmic membrane เมื่อเทียบกับเซลลแบคทีเรียในกลุม

ควบคุม อยางไรก็ตามการศึกษาหากลไกการออกฤทธ์ิตอเชื้อแบคทีเรียที่เฉพาะเจาะจง ของสารสกัดชนิดนี้  ยังตองมีการ

ศึกษาวิจัยในอนาคต เพื่อพัฒนาในการคิดคนยาตานเชื้อชนิดใหมตอไป  
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