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บทคัดย่อ 

 

ย่านนางดําหรือปีแต (Gynochthodes sublanceolata Miq.) เป็นพืชสมุนไพรที่พบได้ในภาคใต้ของ

ประเทศไทย ส่วนใหญ่นําใบมาใช้เป็นสีผสมอาหารที่ได้จากธรรมชาติ ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของพืชชนิดนี้มีความ

น่าสนใจจึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม วัตถุประสงค์ในการศึกษานี้คือเพ่ือเปรียบเทียบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการ

สกัดใบนางดําและทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย ตัวทําลายที่ใช้สกัดในการทดลองนี้ คือ น้ํา เอทานอล อะซิโตน และ

เอทิลอะซิเตต พบว่า ค่าร้อยละของผลผลิต (%yield) ของสารสกัดอยู่ในช่วงระหว่าง 1.14 ถึง 3.2 โดยสารสกัด

จากตัวทําละลายน้ํามีค่า %yield สูงที่สุด คือ 3.2 เมื่อนําสารสกัดมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย  โดยใช้วิธี disc 

diffusion พบว่าตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดใบนางดํา คือ อะซิโตน มีค่าเฉลี่ยวงใสของการยับยั้ง Bacillus 

subtilis ATCC 6051 เท่ากับ 10.00±0.667 มิลลิเมตร และของ Staphylococcus aureus ATCC 6538P 

เท่ากับ 6.90±0.875 มิลลิเมตร ตามลําดับ ดังนั้นสารสกัดจากตัวทําละลายอะซิโตนของใบนางดําสามารถยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่าตัวทําละลายอ่ืน อย่างไรก็ตามสมุนไพรชนิดนี้ต้องมีการศึกษาคุณสมบัติทางเภสัชวิทยา

ต่อไป เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และความเป็นพิษในสิ่งมีชีวิต 
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คําสําคัญ: ใบนางดํา ตัวทําละลาย การสกัด คุณสมบัติการต้านเชื้อแบคทีเรีย 

 

Abstract 

 

Nang dam or Pitang (Gynochthodes sublanceolata Miq.) is a medicinal plant, found in 

southern Thailand. The leaves are mostly used as a natural food coloring agent and the studies 

on the pharmacological properties of this plant are needed. The aim of this study was to 

compare the effectiveness of solvents used for extracting Nang dam leaves and investigate their 

antibacterial activity. Water, ethanol, acetone, and ethyl acetate were used to extract the 

leaves. The extraction yield of the crude ranged from 1.14 to 3.2. The highest yield was found in 

the water-soluble extract (3.2%). However, acetone-soluble extract rendered the highest 

antibacterial activity using the disc diffusion method, this concluded that acetone was the 

suitable solvent for extracting Nang dam leaves. The average inhibition zone for Bacillus 

subtilis ATCC 6051 was 10.00±0.667 mm, and Staphylococcus aureus ATCC 6538P was 

6.90±0.875 mm, respectively. Therefore, the acetone extract of Nang dam leaves inhibited 

Gram-positive bacteria more effective than other solvents. However, its pharmacological 

properties, such as antioxidant activity and toxicity in living organisms required further studies. 
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บทนํา 

 

 พืชพรรณธรรมชาติในสามจังหวัดชายแดนใต้มีความหลากหลายของสายพันธุ์ทําให้ประชาชนรู้จักการนํา

พืชเหล่านี้มาใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวาง เช่น เป็นอาหาร สร้างที่อยู่อาศัย และใช้เป็นยารักษาโรค รวมทั้งพืช

สมุนไพรบางชนิดถูกนํามาใช้รักษาบาดแผลและยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย แต่ยังไม่มีการศึกษาทางจุลชีววิทยาถึง

ประสิทธิภาพของการออกฤทธิ์ของสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์มากนัก จากการวิจัยพบว่าปัจจุบันสาม

จังหวัดชายแดนภาคใต้นิยมใช้สมุนไพรในการรักษาโรคมากถึงร้อยละ 73.8 และรู้จักการนําสมุนไพรมาใช้
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หลากหลายประมาณ 44 ชนิด เพ่ือรักษาโรคและกลุ่มอาการต่างๆ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในภูมิภาคอ่ืนๆ ใน

ประเทศไทย (อรุณพร และคณะ, 2543; เกศริน, 2544; พิสิฏฐ์, 2552) พืชพรรณประจําถิ่นที่นํามาใช้รักษาโรค

แตกต่างกันไปตามแต่ละพ้ืนที่ โดยมากการใช้สมุนไพรในการรักษาโรคจะนํามาใช้รักษาโรคหรือกลุ่มอาการพ้ืนฐาน

ที่ประสบอยู่เป็นประจํา 

 พืชใบย่านนางดํา (Pitang leaves) หรือใบพันสมอเป็นพืชที่อยู่ในวงศ์  Rubiaceae  มีชื่อทาง

วิทยาศาสตร์ Gynochthodes sublanceolata Miq. เป็นไม้ลําต้นเกลียวเลื้อยตามต้นไม้และดิน ส่วนใหญ่พบ

มากทางภาคใต้โดยเฉพาะในสามจังหวัดชายแดนภาคใต้ และปัจจุบันประชาชนในสามจังหวัดชายแดนภาคใต้จะใช้

ใบนางดํามาทําเป็นสีผสมอาหารโดยเฉพาะนํามาใช้เป็นสีของข้าวยํา เพราะในใบนางดํามีส่วนประกอบของสารสี

ม่วง หรือสารแอนโทไซยานิน (Anthocyanin) ดังรูปที่ 1 ต้นนางดํา และรูปที่ 2 ใบและผลของนางดํา จาก

การศึกษาพบว่าใบนางดํามีสารต้านอนุมูลอิสระและพฤกษศาสตร์เคมี เช่น แอนโทไซยานิน ฟลาโวนอยด์ อัลคา

ลอยด์ ไกลโคไซด์ ซาโปนิน กรดไขมัน และกรดอะมิโน โดยเฉพาะสารแอนโทไซยานินที่พบในพืชชนิดนี้มีปริมาณ

มาก รวมทั้งสารแอนโทไซยานินมีคุณสมบัติเป็นสารรงควัตถุ (Pigment) ที่สามารถให้สีแดง สีม่วงและสีน้ําเงิน ใช้

เป็นสารให้ส ี(Coloring agent) พบในพืชทั้งในดอกและผลของผักและผลไม้ (Adisakwattana et al., 2020) โดย

ตัวทําละลายที่ใช้ในการสกัดแอนโทไซยานิน ได้แก่ น้ํา  เอทานอล เมทานอลและ อะซีโตน โครงสร้างของแอนโท

ไซยานินเป็นสารประกอบกลุ่ม ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) โดยประกอบด้วย 3 ส่วน ได้แก่ อะไกลโคน 

(Aglycone) น้ําตาล (Sugar) และหมู่เอซิล (Acyl group) แอนโทไซยานินมีโครงสร้างหลักเป็น anthocyanidins 

หรือเรียกว่า aglycone โดยมีคาร์บอนทั้งหมด 15 อะตอม โครงสร้างพ้ืนฐานเป็นแบบ   C6-C3-C6 คือ 

glycoside ของ 2-phenyl benzopyrylium หรือ flavylium cation (Fang, Haider, Pervaiz & Songtao, 

2017) เชื่อมต่อกัน โดยมีอยู่ประมาณ 6 ชนิด ที่จะเจอบ่อยในพืช ได้แก่ เดลฟินิดิน (Delphinidin) ไซยานิดิน 

(Cyanidin) เพทุนิดิน (Petunidin) เพลาโกนิดิน (Pelargonidin) พีโอนิดิน (Peonidin) และมอลวิดิน (Malvidin) 

(Promyos et al., 2020) แอนโทไซยานินสามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ นอนอะซิเลตเทต แอนโทไซยา

นิน (Non-acylated anthocyanin) และอะซิเลตเทต แอนโทไซยานิน (Acylated anthocyanin) นอกจากนี้

ประโยชน์ของแอนโทไซยานินจัดเป็นพืชที่มีสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) โดยช่วยลดความเสี่ยงต่อการเกิด

โรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน โรคเบาหวาน โรคมะเร็งชนิดเนื้องอก มีฤทธิ์ช่วยเสริมให้ร่างกายต่อต้านเชื้อโรค สมาน

แผล เสริมภูมิคุ้มกันในร่างกายให้ดีขึ้น รวมทั้งสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (Bacteria) ในระบบทางเดินอาหาร ซึ่ง

เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วง และอาหารเป็นพิษ (Hagiwara et al., 2001; Pradabsang, Saengwiman, 

Srisawat & Srichuay,     2015) จากงานวิจัยพบว่าวิธีการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (Solid Phase Extraction) 
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เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการทําให้แอนโทไซยานินบริสุทธิ์ โดยการวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินสามารถแบ่งเป็น 2 

แบบ คือ การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด เช่น วิธีพีเอช -ดิฟเฟอเรนเชียล (pH-Differential) ด้วย

สเปคโตรมิเตอร์และการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของแอนโทไซยานิน โดยใช้เครื่อง โครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography) การย่อยด้วยกรด และการย่อยด้วยด่างหรือการ

ใช้แมสสเปคโตรมิเตอร์เป็นเทคนิคที่ใช้ร่วมกับเครื่อง HPLC เพ่ือการวิเคราะห์แอนโทไซยานินที่ไม่ทราบชนิด 

(กรกต สุกานดา และ คณิต, 2555) นอกจากนี้การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของแอนโทไซยานินโดยใช้วิธี HPLC 

จะอาศัยความมีขั้วของสารแอนโทไซยานินในการแยก โดยใช้วิธี reverse—phase HPLC จะแยกตามความเป็น

ขั้วได้แก่ delphinidin  cyaniding   Petunidin  Pelargonidin  Peonidin  Malvidin (สํานักหอสมุด

และศูนย์สารสนเทศวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2553) 

 

     
 

รูปที่ 1 ลักษณะต้นของย่านนางดํา (G. sublanceolata Miq., Pitang) 

 

  
 

รูปที่ 2 ลักษณะใบและผลของย่านนางดํา (G. sublanceolata Miq., Pitang) 

 ปัจจุบันเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคมีหลากหลายสามารถพบได้ทั้งในดิน น้ําและอากาศ ตัวอย่างเชื้อ

แบคทีเรียที่เป็นสาเหตุสําคัญที่ทําให้ก่อโรค ได้แก่ E. coli เปนแบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะเปนแทง (Rod) อยู่ใน 

Family Enterobacteriaceae สามารถพบไดในลําไสของมนุษยและสัตวเลือดอุนเกือบทุกชนิด นอกจากนี้ยังเป็น
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เชื้อประจําถิ่นในระบบทางเดินอาหารที่ก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วง และโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะสามารถ

ติดต่อได้ทางอาหาร โดยมีการกระจายเชื้อผ่านมือที่ปนเปื้อนแมลงสาบและแมลงวัน (มาลัย, 2545) ส่วน S. 

aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม (Cocci) โดยอยรูวมกันเปนกลุมคลายพวงองนุ ตองการอากาศในการ

เติบโต (Aerobic) และไม่สร้างสปอร์ นอกจากนี้ S. aureus เป็นเชื้อก่อโรคที่สําคัญ มีการเพ่ิมจํานวนในบาดแผล

ซ่ึงเปนสาเหตุของการเกิดฝหนอง รวมทั้งเป็นเชื้อฉวยโอกาสในผู้ป่วยที่มีร่างกายอ่อนแอทําให้เกิดโรคปอดบวมที่ทํา

ให้มีอัตราการเสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 50 (นิติพงษ์ และเอกชัย, 2554) ส่วน B. subtilis เปนแบคทีเรียแกรมบวก 

รูปรางแท่ง (Rod) สามารถสร้างสปอร์ โดยเป็นตัวแทนของเชื้อที่ก่อให้เกิดอาการคออักเสบ ปวดท้องอย่างรุนแรง 

มีไข้ อาเจียน ท้องเสียเป็นเลือด และช็อก มีอัตราการตายสูง (นงลักษณ์, 2547)  

งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยที่ต้องการศึกษาสารออกฤทธิ์เพ่ือยับยั้งแบคทีเรียในสมุนไพรท้องถิ่นที่นิยมใช้ในสาม

จังหวัดชายแดนภาคใต้ เพ่ือทราบถึงคุณสมบัติ การออกฤทธิ์ และเป็นแนวทางในการใช้พืชสมุนไพรที่ถูกต้องและ

เพ่ิมมูลค่าของพืชสมุนไพรท้องถิ่นในสามจังหวัดชายแดนภาคใต้เหล่านี้ต่อไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงค์การวิจัย 

 

1. เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ของตัวทําละลาย 4 ชนิด คือ น้ํา เอทานอล อะซิโตน และเอทิลอะซิ-เตท 

ที่เหมาะสมในการสกัดใบนางดํา 

2. เพ่ือศึกษาความสามารถของสารสกัดหยาบจากใบนางดําในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 

โดยใช้แบคทีเรีย 3 ชนิด ได้แก่ B. subtilis ATCC 6051, E. coli ATCC 25922 และ S. aureus ATCC 6538P 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. สมุนไพรที่ใช้ในงานวิจัย  

     ใบนางดํา เก็บจากตําบลยี่งอ อําเภอยี่งอ จังหวัดนราธิวาส ในช่วงเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายน 

โดยวิธีการเด็ดใบไม่แก่หรืออ่อนเกินไป รวมทั้งใบต้องไม่เป็นโรค 

2. การสกัดสารจากใบนางดํา 

2.1 การสกัดด้วยน้ํา  
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นําใบนางดํามาล้างให้สะอาดผึ่งให้แห้ง และนํามาหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ จากนั้นชั่ง 50 กรัม ใส่ใน

บีกเกอร์ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ําปริมาตร 250 มิลลิลิตรในบีกเกอร์ นํามาต้มที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นํามากรองด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ ผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 สาร

สกัดทีไ่ดน้ํามาระเหยตัวทําละลายออกโดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) เมื่อได้สารสกัดนําไป

แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาทําให้แห้งอีกครั้งด้วยเครื่องระเหยแห้ง

แบบเยือกแข็ง (Freeze dry) จะได้สารสกัดหยาบ ชั่งน้ําหนักของสารที่สกัดได้มาคํานวณหาร้อยละของผลผลิต 

(%yield)  

2.2 การสกัดด้วยตัวทําละลาย 

นําใบนางดํามาล้างให้สะอาดผึ่งให้แห้ง และนํามาหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ อบแห้งด้วยเครื่องอบลม

ร้อน (Hot air oven) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่งโมง จากนั้นนําใบนางดําที่อบแห้งมาชั่ง

น้ําหนัก 50 กรัม ใส่ลงในชวดรูปชมพู่ (Flask) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เติมตัวทําละลายคือ เอทานอล 95% อะซิ

โตน และเอทิลอะซิเตท ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรปิดฝาให้สนิทด้วยกระดาษฟอยล์ (Foil) ตั้ง

ทิ้งไว้พร้อมเขย่าบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดนําไปกรองแยกสารสกัดหยาบโดยใช้เครื่อง

กรองสุญญากาศโดยผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 จากนั้นนําสารที่สกัดได้มาระเหยตัวทําละลายออก 

โดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) เมื่อได้สารสกัดนําไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ   -20 องศาเซลเซียส 

นาน 24 ชั่วโมง ทําให้แห้งอีกครั้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dry) ชั่งน้ําหนักของสารที่สกัดได้มา

คํานวณหาร้อยละของผลผลิต (%yield)  

3. การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 

3.1 ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ 

     นําเข็มเข่ียเชื้อแบบห่วง (Loop) ลนไฟเพ่ือฆ่าเชื้อ นําไปเขี่ยเชื้อทั้ง 3 ชนิดจากหลอดเก็บเชื้อ 

คือ B. subtilis ATCC 6051, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538P แล้วนํามาลากหรือขีด (Streak) 

ลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร NA เชื้อละ 2 จาน โดยในการขีดทุกแนวควรเปลี่ยน Loop ที่ใช้หรือมีการเผาไฟทุก

ครั้งเพ่ือฆ่าเชื้อที่มากเกินไป จากนั้นนําไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เลือก

โคโลนีของแบคทีเรียแต่ละชนิด จํานวน 1 โคโลนี ใช้เข็มเข่ียเชื้อแบบปลายแหลมเลือกแตะส่วนบนของโคโลนี ใส่ใน

อาหารเพาะเชื้อ NB นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อ  

3.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 
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นําเชื้อที่เลี้ยงในอาหาร NB มาทําการเจือจางตั้งแต่ความเจือจางเข้มข้น 10-1 ถึง 10-7 

CFU/ml จากนั้นนําเชื้อที่ dilution ที่ความเข้มข้น 10-7 CFU/ml ดูดมาปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ในอาหารเหลว NB 

มาใส่ในอาหาร NA จากนั้นทําการป้ายเชื้อ (Swab) โดยใช้สําลีพันปลายไม้ที่มีเชื้อแบคทีเรียลงบนจานเพาะเลี้ยง 

โดยทําเชื้อละ 10 จาน (3 ซ้ํา) ชั่งสารสกัดที่สกัดจากแต่ละตัวทําละลายมาอย่างละ 0.1 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง 

จากนั้นนําไปละลายด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ในปริมาณ 500 ไมโครลิตร แล้วดูดมาปริมาณ 20 

ไมโครลิตร ลงในดิสก์ยา นําไปวางบนอาหารที่ทําการ swab เชื้อและนําไปบ่มที่ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) อุณหภูมิ 

35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ทําการวัดขนาดความกว้างของบริเวณใสที่เกิดขึ้นรอบดิสก์ยา 

(Clear zone) 

3.3 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ทําการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 16.0 ในการวิเคราะห์ 

Independent-Samples T-test และ One-way ANOVA 

 

ผลการวิจัย 

 

 1.  ลักษณะ และร้อยละของผลผลิต (%yield) ของสารสกัดหยาบใบนางดําในตัวทําละลายแต่ละ

ชนิด 

      การสกัดหยาบจากใบนางดําด้วยตัวทําละลาย น้ํา เอทานอล อะซิโตน และเอทิลอะซิเตด ใน

อัตราส่วนใบนางดําต่อตัวทําละลายเท่ากับ 1 ต่อ 5 ใช้เวลาในการสกัด 24 ชั่วโมง เมื่อผ่านเครื่อง Freeze dry จะ

ได้สารสกัดหยาบที่มีลักษณะแตกต่างกัน คือ สารสกัดด้วยตัวทําละลายน้ําให้ลักษณะเป็นผงมสีีเทา สารสกัดด้วยตัว

ทําละลายเอทานอลให้ลักษณะเป็นผงสีเขียวเข้ม สารสกัดด้วยตัวทําละลายอะซิโตนให้ลักษณะเป็นผงสีเขียวเข้มอม

เหลือง และสารสกัดด้วยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตดใหล้ักษณะเป็นผงสีเขียวอ่อน หลังจากชั่งสารสกัดใบนางดําจาก

ตัวทําละลายแต่ละชนิดแล้วนําค่าที่ได้ไปคิดร้อยละของผลผลิต (%yield) พบว่า สารสกัดหยาบที่ใช้ตัวทําละลาย

แต่ละชนิดมีค่า %yield อยู่ในช่วงระหว่าง 3.20-1.14 โดยสารสกัดที่สกัดด้วยตัวทําละลายน้ําจะให้ค่า %yield 

สูงสุด คือ 3.20 รองลงมา คือสารสกัดด้วยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตด 1.32 สารสกัดด้วยตัวทําละลายเอทานอล 

1.24 และสารสกัดด้วยตัวทําละลายอะซิโตน ต่ําสุด คือ 1.14 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 1  
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 ตารางท่ี 1 ลักษณะสีและร้อยละของผลผลิต (%yield) ของสารสกัดใบนางดําและตัวทําละลายแต่ละชนิด 

สมุนไพร ตัวทําละลาย ลักษณะและสขีองสารสกัดหยาบ %yield 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ใบนางดํา 

 

 

น้ํา 

 

 
ผงสีเทา 

 

 

3.20 

 

 

เอทานอล 

 

 
ผงสีเขียวเขม้ 

 

 

1.24 

 

 

อะซิโตน 

 

 
ผงเขียวเข้มอมเหลือง 

 

 

1.14 

 

 

เอทิลอะซิเตด 

 

 
ผงเขียวออ่น 

 

 

1.32 

 

2. ฤทธิ์ยับย้ังเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดใบนางดําในตัวทําละลายต่างๆ 

  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดด้วยตัวทําลายน้ํา เอทานอล อะซิโตน 

และเอทิลอะซิเดต จากใบนางดํา โดยทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 3 ชนิดคือ B. subtilis ATCC 6051,    E. 

coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538P ด้วยวิธี Agar disc diffusion พบว่าสารสกัดด้วยตัวทําละลายอะซิ

โตนสามารถยับยั้ง B. subtilis ATCC 6051 และ S. aureus ATCC 6538P ได้ดีที่สุด คือ 10.00±0.667 

มิลลิเมตร และ 6.90±0.875 มิลลิเมตร ตามลําดับ รองลงมาคือสารสกัดจากตัวทําละลายเอทิลอะซิเตดที่สามารถ

ยับยั้ง B. subtilis ATCC 6051, S. aureus ATCC 6538P เช่นเดียวกันคือ 8.90±0.568 มิลลิเมตร และ 

5.80±0.632 มิลลิเมตร ตามลําดับ ส่วนสารสกัดจากตัวทําละลายเอทานอล และน้ํา สามารถยับยั้ง B. subtilis 

ATCC 6051 ได้เพียงชนิดเดียว คือ 7.40±0.516 มิลลิเมตร และ 6.80±0.919 มิลลิเมตร ตามลําดับ ส่วน E. coli 
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ATCC 25922 ไม่มีสารสกัดจากตัวทําละลายชนิดใดสามารถยับยั้งเชื้อดังกล่าวได้ ดังนั้นพืชสมุนไพรบางชนิดมี

ขีดจํากัด เช่น สารเมือก (Polysaccharide) ทําให้พืชที่สกัดมีความหนืด และเป็นอุปสรรคต่อการสกัด ดังนั้นตัวทํา

ละลายที่มีลักษณะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดและส่วนต่างๆ ของพืชด้วย 

ตารางท่ี 2 ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดใบนางดําในตัวทําละลายต่างๆ 

หมา

ย

เ ห ตุ 

ข น า

ด

เ ส้ น

ผ่ า ศู

นย์ ก

ล า ง

ข อ ง

ดิ สก์

ย า 

0.5 มิลลิเมตร, - คือ ไม่มีการเกิดวงใสการยับยั้งเช้ือ 

             แสดงค่าเฉลี่ย ±  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± S.D. , n=10) 

จากตารางที่ 3 พบว่าขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสการยับยั้งแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6051 ของสาร

สกัดหยาบจากอะซิโตน และเอทิลอะซิเตด มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

(P  0.05)  

ตารางท่ี 3  ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6051ของสาร

สกัดหยาบทั้ง 4 ชนิด  

    สารสกัด จํานวน ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน F 

 

น้ํา 10 6.80 0.919 44.787* 

B. subtilis เอทานอล 10 7.40 0.516 

 ATCC 6051 อะซิโตน 10 10.00 0.667 

   เอทิลอะซิเตด 10 8.90 0.568 

 * แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

สมุนไพร 

ตัวทําละลายที่ใช้ใน

การสกัด   ค่าเฉลี่ยของการยับย้ังแบคทีเรีย (มิลลิเมตร) 

  

 

B. subtilis 

ATCC 6051 

S. aureus 

ATCC 6538P 

E. coli 

ATCC 25922 

 

น้ํา 6.80±0.919 - - 

 

เอทานอล 7.40±0.516 - - 

 

อะซิโตน 10.00±0.667 6.90±0.875 - 

ใบนางดํา เอทิลอะซิเตด 8.90±0.568 5.80±0.632 - 

 

Control (H2O) - - - 

 

Control (Ethanol) - - - 

  DMSO - - - 
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จากตารางที่ 4 พบว่าค่าเฉลี่ยของขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสการยับยั้งแบคทีเรีย S. aureus ATCC 

6538P จากสารสกัดหยาบใบนางดําที่สกัดด้วยตัวทําละลายทั้ง 2 ชนิด มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P  0.05)  

ตารางที่ 4  ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสการยับยั้งแบคทีเรีย S. aureus ATCC 6538P ของสาร

สกัดทั้ง 2 ชนิด  

 

สารสกัด จํานวน ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน F 

S. aureus  

ATCC 6538P อะซิโตน 10 6.90 0.875 3.220 

 

เอทิลอะซิเตด 10 5.80 0.632 

  

อภิปรายผล และสรุปผล 

 

 จากการสกัดสารจากใบนางดําโดยใช้ตัวทําละลายทั้งหมด 4 ชนิด คือ น้ํา เอทานอล อะซิโตน และ

เอทิลอะซิเตด พบว่าสารสกัดที่สกัดด้วยตัวทําละลายพวก Polar aprotic solvents คือ ตัวทําละลายอะซิโตน 

สามารถยับยั้งได้ดีที่สุด เนื่องจากแอลคิลเฮไลด์มีหมู่ฟังก์ชันคือเฮไลด์มีสูตรทั่วไปเป็น R-X เมื่อ R คือ หมู่แอลคิล

เฮไลด์ ซึ่งเป็นตัวทําละลายที่มีขั้วปราศจากไฮโดรเจนที่แตกตัวได้ ทําให้สามารถสกัดสารได้ดีในใบนางดํา ส่วนการ

สกัดด้วยน้ําด้วยวิธีการต้มมีผลต่อการสกัด เนื่องจากการต้มมีอุปสรรคต่อการออกสีของสารแอนโทโซยานิน ซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ ณัตฐาวุฒิ นูรดาน่า ซูรายา และจารุวรรณ (2560) พบว่าตัวทําละลายที่เหมาะสมในการ

สกัดใบนางดํา คือ อะซิโตนและเมทานอล แต่พบสารซาโปนินในสารสกัดใบนางดําสดด้วยตัวทําละลายอะซิโตน

และน้ํา ทําให้มีอุปสรรคต่อการสกัดเช่นเดียวกัน 

 เมื่อนําใบนางดํามาทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ด้วยวิธี Agar disc diffusion โดยทําการสกัดใบนางดําด้วย

ตัวละลาย  4 ชนิด คือ น้ํา เอทานอล อะซิโตน และเอทิลอะซิเตด พบว่าสารสกัดจากตัวทําละลาย       อะซิโตน มี

การออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้ดี คือ B. subtilis ATCC 6051 และ S. aureus ATCC 6538P คือ 

10.00±0.667 มิลลิเมตร และ 6.90±0.875 มิลลิเมตร ตามลําดับ เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ วรยุทธ 

ประเวทย์ และฆรณ ี(2550) ที่ศึกษาสารสกัดทับทิมท่ีมีสารแอนโทไซยานินเช่นเดียวกันด้วยตัวทําละลายเอทานอล 

และอะซิโตน พบว่ามีการออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีในแบคทีเรียแกรมบวก คือ B. subtilis และ S. aureus เท่ากับ 

11.00  มิลลิเมตร และ 10.30 มิลลิเมตร ส่วนในตัวทําละลายเอทานอล คือ 15.00 มิลลิเมตร และ 12.50  
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มิลลิเมตรในตัวทําละลายอะซิโตน ตามลําดับ ในสารสกัดหยาบทั้งใบนางดําและสารสกัดทับทิมไม่สามารถยับยั้ง E. 

coli นอกจากนี้จากงานวิจัยของ Azuara, Beristain, Castillo & Jimenez (2011) ได้ศึกษาสารสกัดจาก 

Capulin (Prunus serotina subsp. capuli) ในตัวทําละลายต่างๆ เพ่ือยับยั้งแบคทีเรีย พบว่า สารสกัดจาก 

Capulin (P. serotina subsp. capuli) จากตัวทําละลายอะซิโตน ยับยั้งแบคทีเรีย S. aureus ATCC 25923 ได้

เล็กน้อย โดยมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสการยับยั้งประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ซึ่งต่างจากใบนางดํา (G. 

sublanceolata Miq.) ซึ่งมีการยับยั้งได้ดีกว่า คือ 6.90±0.875 มิลลิเมตร ส่วนสารสกัดจาก Capulin (P. 

serotina subsp. capuli) ในตัวทําละลายน้ํา และเอทานอล สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได้เล็กน้อย โดยมี

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสการยับยั้งประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ซึ่งต่างจากสารสกัดจากใบนางดํา (G. 

sublanceolata Miq.) ซึ่งไม่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ จากการศึกษาพบว่าแบคทีเรียสามารถจําแนกได 2 

ชนิด ขึ้นกับความแตกตางของผนังเซลลของแบคทีเรีย   แกรมบวก (B. subtilis ATCC 6051 และ S. aureus 

ATCC 6538P) และแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli ATCC 25922) โดยแบคทีเรียมีส่วนประกอบของเปปติโดไกลแคน 

(Peptidoglycan) ประกอบดวยไกลแคนสานเปน รางแหกับเปปไทดสายสั้น ซึ่งแบคทีเรียแกรมบวกมีชั้นเปปติโด

ไกลแคนและพอลิแซ็กคาไรด (Polysaccharide) ที่หนากวาแบคทีเรียแกรมลบทําให้มีความซับซอนมากกวา 

เนื่องมาจากการมีเยื่อหุมเซลลที่ประกอบดวยฟอสโฟลิปดถึง 2 ชั้น โดยเยื่อหุมเซลลชั้นนอกมีไลโปพอลิแซ็กคาไรด 

(Lipopolysaccharide) เปนสวนประกอบ โดยจากการทดลองพบว่าแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งมากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) อาจเกิดจากกระบวนการสกัดและตัวทํา

ละลายที่ เลือกใช้ ทําให้สามารถสกัดสารประเภทอ่ืนๆ ออกมาโดยเฉพาะสารทุติยภูมิ (Secondary 

metabolite)  ซึ่งเป็นสารประกอบที่มีลักษณะเฉพาะ และส่วนใหญ่เป็นสารที่มีสรรพคุณทางยาหรือมีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ เช่น สามารถมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้ดี นอกจากนี้พบว่าพืชใบนางดํามีสารทุติยภูมิที่น่าสนใจใน

การต้านอนุมูลอิสระ จากงานวิจัยของ ณัตฐาวุฒิ และคณะ (2560) พบว่า ปริมาณฟลาโวนอยด์จากสารสกัดใบ

นางดําแห้งด้วยตัวทําละลายอะซิโตน มีค่า 1.28±0.01 mgQE/g sample การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ด้วย

วิธี ABTS assay มีค่า 2.28±0.40 mgTEAC/g sample ส่วนวิธี FRAP assay มีค่า 4.34±0.16 mg TEAC/g 

sample และวิธี DPPH assay มีค่า 1.29±0.03 mg TEAC/g sample ทําให้สารสกัดจากตัวทําละลายอะซิ-โตนมี

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีเมื่อเปรียบเทียบกับตัวทําละลายอื่นๆ คือ เมทานอล เอทานอล และน้ํา นอกจากนี้จะเห็น

ได้ว่าการสกัดจะขึ้นอยู่กับตัวทําละลายซ่ึงต่างชนิดกันโดยเปรียบเสมือนการเปรียบเทียบความสามารถของสารสกัด

ภายใต้สารอินทรีย์ที่เป็นตัวกลางต่างข้ัวกัน รวมทั้งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดขึ้นกับองค์ประกอบทางพฤกษ

เคมีที่แตกต่างกันในแต่ละสารสกัดซึ่งแสดงให้เห็นว่าตัวทําละลายที่ ใช้ในการสกัดเป็นตัวแปรสําคัญเพราะตัวทํา
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ละลายสามารถเป็นตัวกําหนดปริมาณของสารแอนโทไซยานิน และสารทุติยภูมิอ่ืนๆ ที่สกัดได้ นอกจากนี้ขึ้นอยู่กับ

ชนิดและส่วนประกอบของพืช เช่น เปลือก ใบ หรือผล ซึ่งมีความแตกต่างกัน รวมทั้งปริมาณสารที่อยู่ในพืช วิธีใน

การเก็บที่ถูกต้อง  เช่น ใบ เก็บในช่วงที่พืชมีการเจริญเติบโตมากที่สุด บางชนิดอาจระบุช่วงเวลาเก็บที่ชัดเจน อาจ

เก็บใบที่ไม่อ่อนหรือแก่เกินไป ดอกตูม ดอกเริ่มบานหรือบานเต็มที่ เป็นต้น การกําหนดช่วงการเก็บจะสัมพันธ์กับ

ปริมาณสารในใบของพืชแต่ละชนิด และวิธีการเก็บเป็นวิธีการเด็ดหรือตัด (รุจิจันทร์, 2554) รวมทั้งพืชสมุนไพร

บางชนิดมีขีดจํากัด เช่น สารเมือก (Polysaccharide) ทําให้พืชที่สกัดมีความหนืด และเป็นอุปสรรคต่อการสกัดได้ 

ส่งผลถึงสารที่เราต้องการนั้นมีปริมาณน้อย และมีผลต่อการออกฤทธิ์ ในส่วนของการเลือกตัวทําละลายในการสกัด

ถือว่าเป็นปัจจัยหลักในการสกัดเพราะในตัวทําละลายแต่ละประเภทมีความเหมาะสมต่อพืชแต่ละชนิดแตกต่างกัน 

เช่น น้ํา เป็นตัวทําละลายที่สําคัญไม่ไวไฟ ไม่เป็นพิษ หาง่าย ราคาถูก และสามารถสกัดสารได้มากแต่ไม่มีความคง

ตัวอาจทําให้เกิดปนเปื้อนได้ง่าย ก่อนนํามาใช้ต้องผ่านกระบวนการกําจัดเชื้อก่อน เอทานอลเป็นที่นิยมใช้เพราะมี

ความเป็นพิษต่ํา มีความสามารถในการละลายสารกว้างมาก และยังใช้ทําละลายเอนไซม์ในพืชได้ ลดปฏิกิริยาการ

สลายตัวของน้ํา สามารถขจัดออกได้ง่ายโดยไม่ต้องใช้ความร้อนสูง และอะซิโตน เป็นตัวทําละลายที่กําจัดไขมันได้ดี 

และสามารถละลายสารพ้ืนฐานในพืชได้บ้าง แต่มีกลิ่นฉุน และกําจัดออกได้ยาก (กัลทิมา, 2555) 

 อย่างไรก็ตาม เนื่องจากใบนางดํา เป็นพืชท้องถิ่นและเป็นแหล่งที่ให้สารแอนโทไซยานินที่น่าสนใจเมื่อ

เทียบกับแหล่งแอนโทไซยานินจากพืชอ่ืนๆ ดังนั้นการพัฒนาการนําเอาสารแอนโทไซยานินที่มีอยู่ในใบนางดําไป

ประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมทางด้านเภสัชภัณฑ์จึงควรมีการศึกษาและพัฒนาต่อไปอย่าง

ต่อเนื่อง 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

1. ทําการวิเคราะห์หาปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด และสารทุติยภูมิอ่ืนๆ (Secondary 

metabolite) รวมทั้งการทดสอบด้วยวิธี TLC, HPLC หรือ HPTLC เพ่ิมเติม เพ่ือสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในการ

พัฒนาผลิตภัณฑ์ในรูปแบบต่างๆ ต่อไปในอนาคต  

2. ทําการศึกษาสารสกัดกับจุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ เช่น เชื้อรา ยีสต์ และเชื้อก่อโรคกลุ่มที่สําคัญ เช่น  

เชื้อ 0157:H7, เชื้อ MRSA และเชื้อดื้อยา เพ่ือทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อดังกล่าว เช่น ทดสอบค่า Minimal 

inhibitory concentration (MIC) และค่า Minimal bactericidal concentration (MBC) 
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