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บทคัดยอ่ 

การน าสารสกัดสมุนไพรมาประยุกต์ใช้ในรูปแบบฟิล์มเป็นผลิตภัณฑ์รูปแบบใหม่ที่ทั่วโลกเริ่ม

ให้ความสนใจ ซึ่งพูลลูแลนเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพที่เหมาะส าหรับการข้ึนรูปฟิล์มและมีความปลอดภัย

ต่อผู้บริโภค ในการศึกษานี้ได้ท าการสกัดสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 2 ชนิด ได้แก่ ใบสาบเสือ 

(Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob.) และต้นตะไคร้ (Cymbopogon citratus 

(DC.) Stapf) ด้วย 95% เอทานอล เมื่อทดสอบฤทธ์ิยับยั้ งการเติบโตของเ ช้ือแบคที เรีย 

Staphylococcus aureus และ S. epidermidis ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดโรคผิวหนัง พบว่า

สารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้ง 2 ชนิดมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือทดสอบ เมื่อทดสอบหาค่าความ

เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเติบโตของเช้ือ (MIC) โดยค่าความเข้มข้นที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโต

ของเช้ือที่ 50% (IC50) ของสารสกัดจากใบสาบเสือต่อเช้ือ S. aureus และ S. epidermidis มีค่า

เท่ากับ 11.19 และ 3.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ในขณะที่สารสกัดจากตะไคร้มีค่า IC50 

เท่ากับ 11.94 และ 5.11 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ นอกจากนี้มีการศึกษาถึงผลกระทบของ

ความเข้มข้นของพูลลูแลนและกลีเซอรอลต่อคุณลักษณะของฟิล์มที่ผลิตได้โดยพบว่าฟิล์มที่ผลิตจาก

พูลลูแลนความเข้มข้น 4% (โดยน้ าหนักต่อปริมาตร) ร่วมกับกลีเซอรอลความเข้มข้น 0.5% (โดย

ปริมาตรต่อปริมาตร) มีสมบัติความยืดหยุ่นที่ดีกว่าฟิล์มที่เตรียมจากความเข้มข้นอื่นในการศึกษานี้ 

ดังนั้นจึงสามารถสรปุได้ว่าที่ความเข้มข้นของพูลลแูลนและกลเีซอรอลนี้อาจจะสามารถน ามาใช้ในการ

เตรียมฟิล์มยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรีย ร่วมกับสารสกัดจากใบสาบเสือและต้นตะไคร้ในอนาคตได้ 
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Abstract 

 Application of herbal extracts in film is a new type of products that is 

worldwide interesting. Pullulan is mentioned as a suitable and safe biopolymer for 

film forming that is safe for consumers. In this study, crude extracts of leaves of bitter 

bush (Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob.) and stem of lemon grass 

(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) by maceration with 95% ethanol. The extracts 

were tested for the growth-inhibitory activity of bacteria causing skin disease, 

Staphylococcus aureus and S. epidermidis. The results showed that both herbal 

extracts could inhibit the growth of S. aureus and S. epidermidis. The half maximal 

inhibitory concentration (IC50) of leaves extract of bitter bush on S. aureus and         

S. epidermidis were 11.39 and 3.03 mg/ml, respectively, while IC50 of stem extract of 

lemon grass were 11.94 and 5.11 mg/ml, respectively. In addition, the effects of 

pullulan and glycerol concentration on film characteristic were investigated. At 4% 

(w/v) pullulan and 0.5% (v/v) glycerol, the casted film presented the higher flexibility 

than those of others in this study. It might be concluded that these concentrations 

of pullulan and glycerol could be applied for further preparation of antibacterial film 

with crude extracts of leaves of bitter bush and stem of lemon grass.  

Keywords: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, pullulan film, herbal 

extracts  
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บทที่ 1 

บทน า 

ในช่วงหลายปีที่ผ่านมาหลายประเทศทั่วโลกเริ่มให้ความส าคัญกับการน าพืชสมุนไพรมาใช้

แทนยาปฏิชีวนะมากข้ึน เนื่องจากการดื้อยาของเช้ือแบคทีเรียมีแนวโน้มเพิ่มสูงข้ึนอย่างต่อเนื่อง 

(Weaver et al., 2014) นอกจากนี้สมุนไพรยัง ช่วยเสริมสร้างสุขภาพร่างกายให้แข็งแรง            

เพิ่มภูมิคุ้มกันโรค ก่อให้เกิดอาการแพ้และมีผลข้างเคียงน้อยกว่าสารสังเคราะห์ และไม่ท าให้เกิดการ

ดื้อยาของเช้ือแบคทีเรียเมื่อเทียบกับการใช้ยาปฏิชีวนะ (ประสาทพร บริสุทธ์ิเพ็ชร, พิทัย กาญบุตร 

และสาธร พรตระกูลพิพัฒน์, 2551; Brull and Coote, 1999) งานวิจัยเกี่ยวกับการประยุกต์ใช้

สมุนไพรแทนสารปฏิชีวนะทั้งเสริมเข้าไปโดยตรงในอาหาร (Gutierrez, Barry-Ryan, and Bourke, 

2008) และสารสกัดจากธรรมชาติ จึงได้รับความสนใจและมีแนวโน้มเพิ่มข้ึน (ประสาทพร บริสุทธ์ิ

เพ็ชร และคณะ, 2551) มีรายงานว่าสารสกัดจากตะไคร้ (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) 

และสาบเสือ (Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob.) มีฤทธ์ิสามารถยับยั้งการเติบโต

ของเช้ือ Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus และ Staphylococcus 

epidermidis ได้ (จิราภรณ์ บุราคร, จารวี สุขประเสริฐ และธีรดา สุขธรรม , 2554; Chomnawang 

et al., 2005; ชาลิสา ชาญเขตรธรรม และ อานุภาพ สกิจขวา, 2557)  P. acnes เป็นแบคทีเรียที่พบ

ได้ทั่วไปตามผิวหนัง ผม ขน ช่องปาก ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคสิวอักเสบ (Lertsatitthanakorn   

et al., 2006) S. aureus เป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินที่พบได้ในร่างกายมนุษย์ตามผิวหนังและรูจมูก 

เป็นสาเหตุส าคัญของโรคปอดบวม การติดเช้ือบนผิวหนัง ติดเช้ือในกระแสเลือด และอาหารเป็นพิษ 

(วัชรินทร์ รังสีภาณุรัตน์, พัชรี กัมมารเจษฎากุล และอิสยา จันทร์วิทยานุชิต, 2559; Noskin et al., 

2005) และ S. epidermidis เป็นแบคทีเรียที่พบได้ตามผิวหนังทั่วไปและเยื่อบุบางแห่ง เช่น จมูก หู 

ปาก และหลอดปัสสาวะส่วนปลาย โดยปกติไม่ก่อโรค แต่ในสภาวะที่ภูมิคุ้มกันอ่อนแอจะก่อให้เกิด

โรคสิวอักเสบเปน็หนอง (จิราภรณ์ บุราคร และคณะ, 2554) นอกจากนี้ยังพบว่าค่าความเข้มข้นต่ าสุด

ที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียของสารสกัดจากสาบเสือมีค่าต่ ากว่าสารสกัดจากสมุนไพรไทย

อีกหลายชนิด (Chomnawang et al., 2005) 

การน าสารสกัดสมุนไพรมาใช้อยู่ในผลิตภัณฑ์ในปจัจบุันมหีลายรปูแบบทั้งรูปแบบครมีบ ารุง

ผิว สบู่ก้อน สบูเ่หลว เป็นต้น (ฐิติมา ศรีสุวรรณ และคณะ, 2550) ซึ่งหลายผลิตภัณฑ์มีส่วนประกอบ 
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ส าคัญเป็นสารเคมีอยู่ด้วย จึงอาจส่งผลข้างเคียงต่อผู้บริโภคได้ ฟิล์มเป็นผลิตภัณฑ์อีกรูปแบบหนึ่งที่

นักเภสัชกรรมทั่วโลกเริ่มให้ความสนใจ เนื่องจากฟิล์มสามารถควบคุมอัตราการปลดปล่อยสารภายใน

ฟิล์มได้จึงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการท างานของสารและช่วยลดความถ่ีในการบริโภคสารด้วย            

(Karki et al., 2016) นอกจากนี้ฟิล์มยังเป็นผลิตภัณฑ์ที่ใช้งานง่าย และพกพาได้สะดวก ผู้วิจัยจึงมี

แนวคิดที่จะพัฒนาแผ่นฟิล์มสมุนไพรที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้ โดยการผลิตฟิล์ม

จากพอลิเมอร์ธรรมชาติเพื่อความปลอดภัยต่อผู้บริโภค 

พูลลูแลนเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพประเภทคาร์โบไฮเดรตที่ผลิตได้จาก Aureobasidium 

pullulans มีสมบัติที่สามารถละลายน้ าได้ เหมาะส าหรับการสร้างฟิล์ม (Drosou, Krokida, and 

Biliaderis, 2017) และมีรายงานว่าฟิล์มพูลลูแลน มีความยืดหยุ่น ไม่มีกลิ่น ไม่ยอมให้น้ ามันผ่าน 

สามารถต้านทานต่อการเข้าออกของออกซิเจนได้ดี (Stefano et al., 2014) มีสมบัติป้องกันการเกิด

ออกซิเดชัน สามารถรับประทานได้ ไม่มีความเป็นพิษ ไม่มีสีและรส และสามารถย่อยสลายได้เองตาม

ธรรมชาติ (Yuen, 1974; สีหนาท ประสงค์สุข, 2552) 

งานวิจัยน้ีจึงมุ่งศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียของฟิล์มคอมโพสิต

พูลลูแลนที่มีสารสกดัสมุนไพร โดยศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียจากสารสกัด

หยาบจากสมุนไพรสาบเสือ (Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob.) และตะไคร้ 

(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) โดยศึกษาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของ

แบคทีเรีย S. aureus และ S. epidermidis เพื่อน าความเข้มข้นที่ได้มาใช้ส าหรับการผลิตฟิล์ม        

คอมโพสิตพูลลูแลนที่มีสารสกัดสมุนไพร เพื่อพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑ์สมุนไพรและเพิ่มมูลค่าให้กับ

สาบเสือและตะไคร้ 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

  เพื่อศึกษาการผลิตฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนที่มีสารสกัดจากสมุนไพรเพื่อยับยั้ ง         
การเติบโตของแบคทีเรีย 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

 ฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนที่มีสารสกัดจากสมุนไพรที่สามารถยับยั้งการเติบโตของ

แบคทีเรีย เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ทางด้านเภสัชวิทยาได้ 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสารของงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

2.1 สมุนไพรที่ใช้ศึกษา 

 ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา มีรายงานเกี่ยวกับการศึกษาสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการยับยั้ง   

การเติบโตของเช้ือแบคทีเรียจ านวนมาก เนื่องจากสารสกัดสมุนไพรเป็นทางเลือกหนึ่งที่ช่วยแก้ปัญหา

เช้ือดื้อยาได้ พืชสมุนไพรที่ใช้ศึกษา ได้แก่ 

2.1.1 สาบเสือ (Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob.)  

2.1.1.1 การจัดจ าแนกทางอนกุรมวิธาน (taxonomic classification) 

Division: Spermatophyta 

Class: Dicotyledonae 

Order: Asterales 

Family: Asteraceae 

Genus: Chromoleana 

 Species: Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob. 

ช่ือสามัญ: Siam weed, Bitter bush ช่ือท้องถ่ิน: ยี่สุ่นเถ่ือน ช้าผักคราด   

(สุราษฎร์ธานี), ผักคราด บ้านร้าง (ราชบุรี), ฝรั่งเหาะ ฝรั่งรุกที่ (สุพรรณบุรี ), ชิโพกวย ไช้ปู่กอ         

เซโพกวย บ่อโส่ เพาะจีแค หญ้าค่าพั้ง (แม่ฮ่องสอน) , หญ้าลืมเมือง (หนองคาย), หญ้าเลาฮ้าง

(ขอนแก่น), หญ้าเมืองฮ้าง หญ้าเมืองวาย (ภาคตะวันออก), หญ้าเหม็น (อีสาน), มนทน (เพชรบูรณ์), 

หมาหลง (ชลบุรี), มุ้งกระต่าย (ลพบุรี อุดรธานี ราชบุรี), หญ้าดงร้าง หญ้าพระศิริไอยสวรรค์ 

(สระบุรี), ร าเคย (ระนอง), สาบเสือ (สิงห์บุรี สระบุรี), เบญจมาศ (ภาคกลาง กรุงเทพ ตราด) ,       

หญ้าฝรั่งเศส (จันทบุรี ตราด) , หญ้าดอกขาว (ภาคกลาง กรุงเทพ เชียงใหม่ อ่างทอง เลย) (Koyama 

et al., 2016) 

2.1.1.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ไม้รอเลื้อยขนาดใหญ่ แตกกิ่งก้านสาขาจนเหมือนทรงพุ่มกิ่ง ก้าน และ      

ล าต้น มีขนสั้นนุ่ม  ใบเป็นใบเดี่ยว ลักษณะการเรียงของใบแบบคู่ตรงข้าม ลักษณะใบขอบขนานทรง      

รูปสามเหลี่ยม กว้าง 7.5-10 เซนติเมตร ยาว 2.5-5.0 เซนติเมตร ปลายใบแหลม โคนใบคล้ายรูปลิ่ม    

ใบเรียวสอบเข้าหากัน ขอบใบหยัก เห็นเส้นใบชัดเจน 3-5 เส้นดังรูปที่ 1ก ผิวใบทั้งสองด้านมีขนสั้น

นุ่ม ผิวใบด้านล่างมีต่อมและมีสีเขียวอ่อนกว่าผิวใบด้านบน ก้านใบยาว 0.5-2.0 เซนติเมตร ออกดอก
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เป็นช่อ อยู่บริเวณปลายกิ่ง ก้านดอกยาว 1-2 เซนติเมตร มีดอกย่อย 20-35 ดอก ดอกสีฟ้าอมม่วง 

กลีบดอกเช่ือมกันมีลักษณะแคบยาวข้ึนไปเป็นหลอด ปลายแยกออกเป็น 5 กลีบ ดังรูปที่  1ข          

ผลเป็นสันมีรูปร่างคล้ายรูปห้าเหลี่ยม ยาว 0.4 มิลลิเมตร ขนาดเล็ก เรียวบางมีสีด า ผิวเกลี้ยงยกเว้น

บริเวณมุม มีหนามแข็งบนเส้นของผล ที่ปลายผลมีขนสีขาว (Koyama et al., 2016) 

 
รูปท่ี 1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของสาบเสือ ใบสาบเสือ (ก) ดอกสาบเสือ (ข) (Zahara, 2019) 

2.1.1.3 สรรพคุณทางยา 
ใบ ใช้กับแผลสดช่วยห้ามเลือดโดยท าให้เลือดกลายเป็นลิ่มเลือด สารสกัด

จากใบ มีฤทธ์ิฆ่าพยาธิ ต้านเช้ือรา ต้านแบคทีเรีย ฤทธ์ิต้านมาลาเรีย ต้านอนุมูลอิสระ มีฤทธ์ิระงับ
ความเจ็บปวด รักษาโรคผิวหนัง แผลมีหนอง ใช้เป็นยาก าจัดแมลง (Chakraborty, Rambhade, 
and Patil, 2011) ปกป้องตับจากสารพิษ ป้องกันท้องร่วง มีฤทธ์ิสมานแผล ลดความดันโลหิต บ ารุง
หัวใจ ป้องกันโรคเบาหวาน ต้านมะเร็ง ต้านการอักเสบ แก้ปวดเกร็ง ลดไข้ ช่วยขับปัสสาวะ (Zahara, 
2019) สารสกัดจากดอกมีฤทธ์ิต้านวัณโรค (Chakraborty, Rambhade, and Patil, 2011)  

2.1.1.4 การศึกษาทางวิทยาศาสตร์  

มีการศึกษาสารสกัดจากสาบเสอืที่สกัดด้วยเอทานอลมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโต

ของ S. aureus โดยมีค่า MIC (Minimum Inhibitory Concentration) เท่ากับ 0.25 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดที่ได้จากการสกดัด้วยน้ าเย็นไม่ยับยั้งการเติบโตของเช้ือ (Mbajiuka et al., 

2014) มีรายงานอีกว่าสารสกัดจากใบสาบเสือที่สกัดด้วยเอทานอลมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ    

S. aureus TISTR 1466 ที่ความเข้มข้นต่ าสุดเท่ากับ 0.81 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีฤทธ์ิยับยั้ง 

การเติบโตของเช้ือ S. epidermidis TISTR 518 ที่ความเข้มข้นต่ าสุดเท่ากับ 6.25 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร และยังพบว่าสารสกัดจากใบสาบเสือที่สกัดด้วยเอทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลและ 

ฟลาโวนอยด์สูงที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกดัจากต้นและรากที่สกัดด้วยตัวท าละลายเดียวกันแสดงให้เห็น

ก ข 
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ว่าฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบฟีนอลและฟลาโวนอยด์ 

(Hanphakphoom et al., 2016) 

2.1.1.5 ชนิดของสารที่ สกั ดได้จ าก ใบสาบ เสื อ  ได้ แก่  น้ ามันหอมระเหย 

สารประกอบฟลาโวนอยด์ ได้แก่ acacetin, chalcones, eupatilin, luteolin, และ naringenin 

เป็นต้น สารกลุ่มฟีนอล, ซาโปนิน, แทนนิน, เทอร์พีนอยด์, เทอร์ปีน, สารประกอบ phytoprostane 

chromomeric acid (Kanase and Shaikh, 2018), อัลคาลอยด์, pyrrolizidine, สเตียรอยด์,      

กรดฟีนอลิก, กรดเฟอรูลิก (Zahara, 2019), คาร์ดิแอกไกลโคไซด์ , โฟรบาแทนนิน และ               

แอนทราควิโนน, (Odutayo et al., 2017; Vijayaraghavan, Rajkumar, and Seyed, 2018) 

2.1.2 ตะไคร้ (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) 

2.1.2.1 การจัดจ าแนกทางอนกุรมวิธาน (taxonomic classification) 

Division: Magnoliophyta 

Class: Liliopsida 

Order: Poales 

 Family: Poaceae 

Genus: Cymbopogon 

 Species: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf 

ช่ือสามัญ: Lemongrass ช่ือท้องถ่ิน: จะไคร (ภาคเหนือ), ไคร (ภาคใต้), ตะไคร้ 

(ภาคกลาง), เซิดเกรย (ภาคตะวันออก) (Oyen and Xuan, 1999) 

2.1.2.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ไม้ล้มลุก อายุหลายปี แตกเป็นกอกระจุกอัดแน่น มีเหง้าใต้ดิน มีกลิ่นเฉพาะ  

ข้อและปล้องสั้นมาก ต้นสูง 2-3 เมตร ลักษณะล าต้นเป็นรูปทรงกระบอก ด้านล่างแข็ง บริเวณใต้ข้อ

มักมีไขปกคลุมอยู่ ผิวเรียบและเกลีย้ง ใบเดี่ยว กาบใบเหนียว สีนวลขาวหรือขาวปนม่วง ยาวและหนา

หุ้มข้อและปล้องไว้แน่น ผิวใบเรียบและเกลี้ยง รูปขอบขนาน เส้นกลางใบเด่น ใบกว้าง 0.5-2 

เซนติเมตร ยาว 50-100 เซนติเมตร ขอบใบจะมีขนข้ึนอยู่เล็กน้อย และค่อย ๆ เรียวเข้าหากัน       

ปลายใบเรียวแหลม ออกดอกยาก ดอกออกเป็นช่อกระจาย ช่อดอกย่อยมีก้านออกเป็นคู่ ในแต่ละคู่

จะมีใบประดับรองรับ (Oyen and Xuan, 1999) 

2.1.2.3 สรรพคุณทางยา 

น้ ามันหอมระเหยจากใบมีฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย ต้านเช้ือรา รักษาโรคน้ ากัดเท้า 

กลาก ต้านการอักเสบ บรรเทาอาการปวด ต้านสารก่อมะเร็ง  ต้านอนุมูลอิสระ ป้องกันโรค ไขข้อ    
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ลดความดันโลหิต รักษาโรคเบาหวานโดยการควบคุมระดับน้ าตาลในเลือด รักษาการติดเช้ือในระบบ

ทางเดินอาหาร ต้านมาลาเรียและโรคปอดบวม น้ ามันหอมระเหยในตะไคร้มีสารส าคัญมากมาย

เช่น citral และ myrcene เป็นต้น (Oladeji et al., 2019) มีฤทธ์ิต้านการก่อกลายพันธ์ุ ควบคุม

ระดับไขมันในเลือด ต้านการเกิดเนื้องอก (Machraoui et al., 2018) 

2.1.2.4 การศึกษาทางวิทยาศาสตร์ 

มีการศึกษาสารสกัดจากตะไคร้ พบว่ามีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ          

S. aureus ATCC 25923 และ S. epidermidis ATCC 12228 ที่ความเข้มข้นต่ าสุดในช่วง 0.3-0.6 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Mosquera et al., 2016) มีรายงานอีกว่าสารสกัดจากตะไคร้มีฤทธ์ิยับยั้งการ

เติบโตของเช้ือ S. epidermidis ATCC 14990 ที่ความเข้มข้นต่ าสุดมากกว่า 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

(Chomnawang et al., 2005) 

2.1.2.5 ชนิดของสารที่สกัดได้จากต้นตะไคร้ ได้แก่ น้ ามันหอมระเหย เช่น β-citral,   

α-citral, β-myrcene, nerol, geraniol, citronellal, limonene, linalool, geranyl acetate 

และ neryl acetate เป็นต้น สารกลุ่มเทอร์พีนอยด์, เทอร์ปีน, อัลคาลอยด์, แทนนิน, ซาโปนิน,         

ฟลาโวนอยด์, ไกลโคไซด์ และสารประกอบฟีนอลิก (Machraoui et al., 2018; Ekpenyong, 

Akpan and Nyoh, 2015) 

2.2 แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา 

2.2.1 Staphylococcus aureus 

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม ไม่เคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์  สามารถเจริญได้    

ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน พบการสร้างแคปซูลในบางสายพันธ์ุท าให้เ ช้ือมี        

ความทนทานต่อการต้านยาปฏิชีวนะและภูมิต้านทานของร่างกายได้ โคโลนีมีลักษณะกลม ขอบเรียบ        

มีสีขาวขุ่น และนูนเล็กน้อย ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-4 มิลลิเมตร (ชาลิสา ชาญเขตรธรรม 

และอานุภาพ สกิจขวา, 2557) เป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินที่พบได้ตามผิวหนังและโพรงจมูกของมนุษย์ 

สามารถฉวยโอกาสก่อโรคได้หากร่างกายมีความผิดปกติเกิดข้ึน เช้ือนี้เป็นสาเหตุของอาการ           

ที่ไม่รุนแรงจนถึงภาวะช็อกได้ แบคทีเรียสายพันธ์ุนี้มีความสามารถในการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ    

ท าให้เป็นเช้ือที่สร้างปัญหาด้านสุขภาพที่ส าคัญอย่างมาก (Gor et al., 2019) โรคที่เกิดข้ึนกับมนุษย์

เกี่ยวข้องกับผิวหนังเช่น การเกิดสิว ฝี แผลพุพอง แต่หากแบคทีเรียสามารถเข้าสู่กระแสเลือดได้    

อาจน าไปสู่อาการเจ็บป่วยที่รุนแรงข้ึนตั้งแต่การติดเช้ือที่เนื้อเยื่ออ่อน ข้ออักเสบจากการติดเช้ือ      
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ปวดบวม กระดูกอักเสบและติดเช้ือ เยื่อบุหัวใจอักเสบ และอาจท าให้เสียชีวิตจากภาวะหัวใจล้มเหลว

และเยื่อหุ้มสมองอักเสบได้ แบคทีเรียชนิดนี้ยังสามารถแพร่จากสตัว์สู่คนได้และเปน็เช้ือที่พบได้ทั่วโลก

อีกทั้งมีความหลากหลายของความรุนแรงและความสามารถในการพัฒนาความต้านทานยาปฏิชีวนะ

ได้อย่างรวดเร็วจึงท าให้การป่วยและเสียชีวิตจากเช้ือชนิดนี้มีอัตราสูง (Wang et al., 2019) 

2.2.2 Staphylococcus epidermidis 

 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม ไม่เคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ทั้ง

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (Namvar et al., 2014) เป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินที่พบได้

ตามผิวหนังและเยื่อบุบางแห่งของมนุษย์ เช่น รูจมูก หู ปาก รักแร้  และหลอดปัสสาวะส่วนปลาย     

แบคทีเรียชนิดนี้จัดอยู่ในกลุ่ม coagulase-negative staphylococci ซึ่งแยกจาก coagulase-

positive staphylococci เช่น S. aureus เนื่องจากไม่สามารถผลติน้ าย่อยโคแอกกูเลส (coagulase) 

ได้ (Chessa, Ganau, and Mazzarello, 2015) S. epidermidis โดยปกติไม่ก่อโรคแต่จะก่อโรค

หากร่างกายมีความผิดปกติเกิดข้ึน โรคที่เกิดข้ึนกับมนุษย์เช่น โรคสิวอักเสบ การติดเช้ือในกระแส

เลือด ข้ออักเสบจากการติดเช้ือ เยื่อหุ้มสมองอักเสบ เป็นต้น (Namvar et al., 2014) 

2.3 การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้แบคทเีรียของสารสกัดจากพืช 

 วิธีการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากพืชที่ใช้กันอย่างแพร่หลายสามารถแบ่ง

ได้ 2 วิธีหลัก คือ Diffusion method และ Dilution method 

 2.3.1 Diffusion method (ประสาทพร บรสิุทธ์ิเพ็ชร และคณะ, 2551) 

วิธีนี้เป็นการทดสอบเชิงคุณภาพเพื่อศึกษาฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียในเบื้องต้น การทดสอบ

ด้วยวิธีนี้ใช้ศึกษาความไวของเช้ือต่อสารทดสอบซึ่งจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับบริเวณยับยั้งที่เกิดข้ึน 

นอกจากนี้ขนาดโมเลกุลของสารสกัด ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ ความสามารถของสารสกัด  

ในการแพร่ผ่านอาหาร ปริมาณของเช้ือที่ใช้ทดสอบ และการวัดขนาดบริเวณยับยั้ง สิ่งเหล่าน้ีล้วนมีผล

ต่อการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดทั้งสิ้น 

 2.3.1.1 Disc diffusion method (Balouiri, Sadiki, and Ibnsouda, 2016)     

วิธีนี้เป็นวิธีที่นิยมใช้มาก หลักการทั่วไปคือ เข่ียเช้ือและกระจายเช้ือลงบน

อาหารเลี้ยงเช้ือในปริมาณที่เหมาะสม วางแผ่นกระดาษกรอง (paper disc) ซึ่งมีสารทดสอบที่ทราบ

ความเข้มข้นที่แน่นอนลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ น าจานเพาะเช้ือไปบ่มในสภาวะที่เหมาะสม สารทดสอบ

จะแพร่จาก paper disc สู่อาหารเลี้ยงเช้ือโดยรอบ และยับยั้งการเติบโตของเช้ือทดสอบเกิดเป็น

บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) หรือบริเวณใส (clear zone) วัดขนาดบริเวณยับยั้งที่เกิดข้ึน 
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เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุม ข้อดีของวิธีนี้คือ สะดวก ประหยัด สามารถทดสอบสารทดสอบ

จ านวนมากได้ภายในการทดสอบหนึ่งครั้ง และการตีความผลท าได้ง่าย  

  2.3.1.2 Agar well diffusion method (Balouiri et al., 2016)  

เป็นวิธีที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการศึกษาฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัด

จากพืชและแบคทีเรีย หลักการทั่วไปคล้าย disc diffusion method โดยเริ่มจากเข่ียเช้ือและ

กระจายเช้ือลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือให้ทั่วผิวหน้าอาหาร จากนั้นใช้แท่งโลหะกลวง (cork borer)     

เจาะอาหารในจานเพาะเช้ือให้เป็นหลุม หยดสารทดสอบที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอนปริมาตร     

20-100 ไมโครลิตรลงในหลุม และหยดสารที่ใช้เป็นชุดควบคุมลงในหลุม น าจานเพาะเช้ือไปบ่มใน

สภาวะที่เหมาะสม สารทดสอบจะแพร่จากหลุมสู่อาหารเลีย้งเช้ือโดยรอบและยับยัง้การเติบโตของเช้ือ

ทดสอบเกิดเป็นบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) หรือบริเวณใส (clear zone) วัดขนาดบริเวณยับยั้ง

ที่เกิดข้ึน เปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม 

  2.3.1.3 Antimicrobial gradient method (Etest) (Balouiri et al., 2016) 

วิธีนี้ใช้หลักการของ diffusion method และ dilution method เพื่อใช้

หาค่า MIC หลักการทั่วไปคือ วางแผ่นที่มีความเข้มข้นของสารทดสอบจากความเข้มข้นมากที่ปลาย

ด้านหนึ่งไปยังความเข้มข้นน้อยที่ปลายอีกด้านหนึ่ง ลงบนอาหารเลีย้งเช้ือทีไ่ด้เข่ียเช้ือและกระจายเช้ือ

ไว้แล้ว จากนั้นอ่านค่าความเข้มข้นของสารทดสอบที่สามารถยับยั้งการเติบโตของเช้ือได้เป็นค่า MIC  

 2.3.2 Dilution method        

         วิธีนี้เป็นสารทดสอบเชิงปริมาณ เนื่องจากสามารถทราบค่าความเข้มข้นของสาร

ทดสอบที่ใช้ เป็นวิธีที่นิยมใช้หาค่า MIC (ประสาทพร บริสุทธ์ิเพ็ชร และคณะ, 2551) 

  2.3.2.1 Broth dilution method  

วิธีนี้สามารถแบ่งเป็น macrodilution (tube test) คือการเจือจางท าใน

หลอดทดลอง และ microdilution (dilution test) คือการเจือจางท าใน 96-well microtiter plate 

(ประสาทพร บริสุทธ์ิเพ็ชร และคณะ, 2551) หลักการที่ใช้คือ ใช้การเจือจางสารทดสอบด้วย           

อาหารเหลวโดยเจือจางลดลงทุกสองเท่า (two-fold dilution) โดยท าในหลอดหรือ 96-well 

microtiter plate และมีหลอดที่ไม่มีสารทดสอบเป็นหลอดควบคุม จากนั้นเข่ียเช้ือที่ปรับปริมาณ     

ที่เหมาะสมลงในหลอด น าหลอดไปบ่มในสภาวะที่เหมาะสม สังเกตความขุ่นของอาหารเหลว ทั้งนี้การ

ท า macrodilution จ าเป็นต้องใช้ปริมาณสารสกัดมากกว่า microdilution และอาจเกิดความ

ผิดพลาดในขณะเตรียมสารละลายได้ (Balouiri et al., 2016) 
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  2.3.2.2 Agar dilution method (Balouiri et al., 2016)  

ใช้หลักการคล้าย Broth dilution method โดยการเจือจางสารทดสอบลง

ทุกสองเท่า (serial two-fold dilution) ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ จากนั้นเข่ียเช้ือลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

และน าไปบ่มที่สภาวะที่เหมาะสม อาหารที่มีความเข้มข้นของสารทดสอบที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้ง

การเติบโตของเช้ือได้อย่างสมบูรณ์ ความเข้มข้นนั้นคือค่า MIC นอกจากนี้บนอาหารเลี้ยงเช้ือเดียวกัน

ยังสามารถใช้ทดสอบเช้ือหลายชนิดได้ 

2.4 การสกัดสารจากพืช 

 2.4.1 การเตรียมตัวอย่างพืช 

 การศึกษาพืชสมุนไพรนั้น  ข้ันตอนแรกคือการเตรียมตัวอย่างพืชเพื่อรักษา           
สารชีวโมเลกุลในพืชไว้ก่อนถึงข้ันตอนการสกัดเช่น การน าตัวอย่างไปอบแห้งหรือการบดตัวอย่าง   
เป็นต้น (Azwanida, 2015) สิ่งที่ต้องค านึงถึงในการเตรียมตัวอย่างพืชมีหลายประการได้แก่ การระบุ
ชนิดพันธ์ุพืชให้ถูกต้อง การคัดแยกตัวอย่างเพื่อไม่ให้มีการปะปนพืชอื่น ตัวอย่างพืชจะต้องสะอาด         
ปลอดโรค นอกจากนี้แม้จะเป็นพืชชนิดเดียวกันแต่สารชีวโมเลกุลในพืชอาจแตกต่างกันได้ทั้ง        
ด้านปริมาณและชนิด หากตัวอย่างพืชเป็นสายพันธ์ุที่ต่างกันหรอืถูกเก็บจากแหลง่ทีป่ลกูต่างกนั ดังนั้น
ขณะเก็บตัวอย่างจ าเป็นต้องบันทึกสถานที่ และอายุของตัวอย่างด้วย (จันทร์เพ็ญ โคตรภูธร, 2559) 

การสกัดสารจากพชืสามารถท าได้ทั้งจากตัวอย่างสดและตัวอย่างแหง้ แต่การออกแบบ
การทดลองส่วนใหญ่มักท าจากตัวอย่างแห้งเนื่องจากตัวอย่างสดต้องรักษาความสดของตัวอย่างอีกทั้ง
ยังมีแนวโน้มที่จะเสื่อมสภาพเร็วกว่าตัวอย่างแห้งด้วย (Azwanida, 2015) แต่การท าพืชสมุนไพรให้
แห้งอาจท าให้สูญเสียฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของพืชไปได้เช่นกัน (จันทร์เพ็ญ โคตรภูธร, 2559) 

การท าพืชสมุนไพรให้แห้งนั้นสามารถท าได้หลายวิธีดังนี้ (Azwanida, 2015) 

2.4.1.1 การท าให้แห้งด้วยอากาศ (Air-drying) โดยการให้พืชสัมผัสกับอากาศที่

อุณหภูมิโดยรอบ วิธีนี้สามารถช่วยรักษาสารชีวโมเลกุลที่ไม่คงตัวที่อุณหภูมิสูงได้ เนื่องจากตัวอย่างพืช

ไม่ได้รับความร้อนที่อุณหภูมิสูง แต่เนื่องจากอุณหภูมิโดยรอบไม่เสถียร จึงอาจใช้เวลานานหลายวัน

จนถึงหลายเดือน อีกทั้งยังขึ้นกับชนิดของตัวอย่างด้วย 

2.4.1.2 การใช้ไมโครเวฟอบแห้งและการใช้เตาอบ เป็นวิธีที่ให้ความร้อนกับตัวอย่าง

พืช จึงสามารถช่วยลดระยะเวลาในการท าให้ตัวอย่างแห้งได้ แต่การใช้อุณหภูมิที่สูงท าให้มีโอกาส

สูญเสียสารชีวโมเลกุลในตัวอย่างพืชได้เช่นกัน 

2.4.1.3 การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (lyophilization) เป็นวิธีที่ใช้หลักการการระเหดิ 

น้ าในตัวอย่างพืชจะถูกเปลี่ยนจากสถานะของแข็งเป็นสถานะก๊าซโดยไม่ผ่านสถานะของเหลว         
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ซึ่งตัวอย่างพืชที่จะน ามาท าวิธีนี้จะต้องน าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 ถึง -80 องศาเซลเซียสก่อนและ

ต้องคลุมปากภาชนะก่อนน ามาท าแห้งเพื่อป้องกันการสูญเสียตัวอย่างในระหว่างการท าแห้ง           

อย่างไรก็ตามวิธีนี้เป็นวิธีที่ซับซ้อนและมีค่าใช้จ่ายสูงที่สุดเมื่อเทียบกับวิธีท าสมุนไพรให้แห้งวิธีอื่น 

นอกจากนี้การลดขนาดอนุภาคของตัวอย่างเพื่อเพิ่มพื้นทีผ่ิวสมัผัสระหว่างตัวอย่างและ

ตัวท าละลายโดยการบดหรือการท าให้เป็นผง ท าให้ประสิทธิภาพการสกัดสารจากตัวอย่างนั้นเพิ่มข้ึน

ด้วย (Azwanida, 2015; Handa et al., 2008) 

 2.4.2 วิธีการสกัด 

 2.4.2.1 มาเซอเรชัน (Maceration) (Handa et al., 2008)  

 เป็นวิธีที่ได้รับการยอมรับและใช้ในงานวิจัยพืชสมุนไพรอย่างแพร่หลาย    

เป็นขบวนการสกัดสารด้วยวิธีการแช่ตัวอย่างพืชด้วยตัวท าละลายในภาชนะปิดและเขย่าภาชนะ

ตลอดเวลา เพื่อให้สารชีวโมเลกุลในเซลล์พืชละลายในตัวท าละลายโดยการท าให้ผนังเซลล์พืชนุ่มและ

ถูกท าลาย เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงแยกสารสกัดที่ได้ออก และน ากากมาบีบสารสกัดให้ออกมามาก

ที่สุด น าสารสกัดที่ได้ไปกรอง สารสกัดจากตัวอย่างพืชที่ได้จากวิธีนี้จะข้ึนกับอุณหภูมิที่ใช้ในการแช่

ตัวอย่างและตัวท าละลายที่ใช้ วิธีนีม้ีข้อดีคือสารไม่ถูกความร้อนท าให้โอกาสการสญูเสียสารชีวโมเลกลุ

ลดลง ข้อเสียคือใช้ตัวท าละลายปริมาณมาก (Azwanida, 2015) นอกจากนี้การสกัดสารด้วยวิธีนี้

เพียงครั้งเดียวนั้น สารชีวโมเลกุลในตัวอย่างพืชอาจยังออกมาไม่หมด เนื่องจากการบีบสารสกัดออก

จากกากในการสกัดครั้งแรก อาจยังมีสารหลงเหลืออยู่ ดังนั้นหากต้องการเพิ่มประสิทธิภาพการสกัด

อาจต้องท าการสกัดซ้ า 2-3 ซ้ า 

2.4.2.2 เพอร์โคเลชัน (Percolation) (จันทร์เพ็ญ โคตรภูธร, 2559) 

เป็นขบวนการสกัดสารแบบต่อเนื่อง โดยใช้เครื่องมือที่เรียกว่าเพอร์โคเลเตอร์ 

(Percolator) โดยการหมักสมุนไพรกับตัวท าละลายพอช้ืนเพื่อให้พองตัวเต็มที่ จากนั้นบรรจุผง

สมุนไพรลงใน Percolator ครั้งละน้อยเป็นช้ัน เติมตัวท าละลายให้มีระดับสูงกว่าสมุนไพร แช่ไว้ 24 

ช่ัวโมงจึงไขเอาสารสกัดออก โดยจะต้องเติมตัวท าละลายอย่างสม่ าเสมอเพื่อไม่ให้สมุนไพรแห้ง      

การสกัดสารด้วยวิธีนี้อาจไม่สมบูรณ์เนื่องจากปัจจัยหลายประการ เช่น การบรรจุผงสมุนไพร           

ที่ไม่สม่ าเสมออาจท าให้ตัวท าละลายแทรกซึมได้อย่างไม่ทั่วถึง เป็นต้น 

 2.4.2.3 ซอกซ์เลตเอกแทรกชัน (Soxhlet Extraction)  

หรือการสกัดร้อนแบบต่อเนื่อง โดยตัวท าละลายที่อยู่ในภาชนะด้านล่างจะถูก

ให้ความร้อนท าให้ระเหยกลายเป็นไอข้ึนไป เกิดการควบแน่นในคอนเดนเซอร์ (Condenser) แล้วจึง

หยดกลับลงมาสู่ทิมเบอร์ (Thimble) ซึ่งมีตัวอย่างพืชอยู่ เมื่อปริมาณสารสกัดสูงถึงระดับหนึ่ง       
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สารจะไหลลงสู่ภาชนะด้านล่างอีกครั้ง จนกระทั่งการสกัดสารเสร็จสิ้น วิธีนี้ใช้ปริมาณตัวท าละลาย

น้อยกว่าวิธีมาเซอเรชัน อย่างไรก็ตามตัวท าละลายที่ใช้ในวิธีนี้จ าเป็นต้องมีความบริสุทธ์ิสูง  และ

ตัวอย่างที่จะน ามาสกัดด้วยวิธีนี้จ าเป็นต้องแห้งและเป็นผงละเอียด แต่การสกัดสารด้วยวิธีนี้ อาจ

สูญเสียสารชีวโมเลกุลบางชนิดไปเนื่องจากเป็นวิธีที่ใช้ความร้อน วิธีนี้จึงเหมาะส าหรับการสกัด       

สารชีวโมเลกุลที่ต่อทนความร้อน (Azwanida, 2015) 

 2.4.3 การท าสารสกัดให้เข้มข้น (จันทร์เพ็ญ โคตรภูธร, 2559) 

 2.4.3.1 การระเหย (Free Evaporation) เป็นวิธีการระเหยตัวท าละลายออกจาก   
สารสกัดโดยการให้ความร้อนจากอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิหรือเตาให้ความร้อน การท าสารสกัดให้
เข้มข้นด้วยวิธีนี้จ าเป็นต้องค านึงถึงอุณหภูมิที่จะท าให้สารชีวโมเลกุลสลายตัวด้วย หากให้อุณหภูมิ     
ที่สูงเกินไปสารชีวโมเลกุลในตัวอย่างอาจสลายตัวได้ 
 2.4.3.2 การกลั่นภายใต้สภาวะลดความดัน (Distillation in vacuum) เป็น        
การระเหยตัวท าละลายออกจากสารสกัดโดยท าภายใต้อุณหภูมิต่ าและมีการลดความดันจนเป็น
สภาวะสุญญากาศด้วยการใช้ปั๊มสุญญากาศ เครื่องมือนี้เรียกว่า เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุน (Rotary 
evaporator) มีส่วนประกอบ 3 ส่วนได้แก่ ขวดใส่สารตัวอย่าง (Distillation flask) คอนเดนเซอร์ 
(Condenser) และขวดรองรับสารตัวอย่างก้นกลม (Receiving flask) โดยตลอดการกลั่น ขวดใส่สาร
ตัวอย่างจะหมุนอยู่ตลอดเวลาและถูกแช่อยู่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิเพื่อให้ความร้อนกระจายอย่าง
สม่ าเสมอ ตัวท าละลายที่ระเหยออกจากขวดใส่สารตัวอย่างจะถูกควบแน่นที่บรเิวณคอนเดนเซอรแ์ละ
หยดลงในขวดรองรับสารตัวอย่างก้นกลม จนกระทั่งในขวดใส่สารตัวอย่างเหลือเพียงสารสกัดจากพืช 
 2.4.3.3 การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (lyophilization หรือ freeze dehydration) 
เป็นวิธีการท าแห้งด้วยการแช่เยือกแข็ง โดยใช้ความเย็นท าให้น้ าเปลี่ยนสถานะเป็นของแข็ง และลด
ความดันลงเพื่อให้ของแข็งเปลีย่นสถานะเปน็ไอ วิธีนี้เหมาะกับสารที่สลายตัวง่ายเมือ่ถูกด้วยความรอ้น 

2.5 ฟิล์มและสมบัติของฟลิ์ม (Karki et al., 2016) 

 ฟิล์มเป็นรูปแบบหนึ่งของการให้ยา เนื่องจากสะดวกในการใช้งานและมีความสามารถ       

ในการละลายได้อย่างรวดเร็วจึงท าให้ฟิล์มเหมาะส าหรับใช้น าส่งยาโดยอาจผ่านการรับประทานทาง

ปาก ผ่านเยื่อบุข้างแก้ม หรือผ่านผิวหนัง เป็นต้น ลักษณะฟิล์มที่ดีคือสามารถบรรจุยาได้ในปริมาณ   

ที่เหมาะสม มีอัตราการละลายเร็วและท าให้ยาอยู่ในบริเวณที่ต้องการได้นาน ไม่มีพิษต่อร่างกาย        

มีความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อในร่างกาย สามารถย่อยสลายได้ในร่างกาย และมีความยืดหยุ่นปานกลาง 

 ข้อดีของฟิล์มเมื่อเทียบกับยารูปแบบดั้งเดิมคือยาเม็ดและยาน้ า ฟิล์มจะโดดเด่นในด้านการ

เพิ่มชีวปริมาณออกฤทธ์ิ (bioavailability) คืออัตราและปริมาณการดูดซึมยาเข้าสู่ระบบหมุนเวียน
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เลือด ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการท างานของยาและช่วยลดความถ่ีในการบริโภคยา สามารถละลาย

ได้เร็ว มีโอกาสเกิดการแตกหักได้น้อย พกพาสะดวกกว่ายาเม็ดซึ่งต้องการบรรจุภัณฑ์แบบพิเศษ     

ใช้งานสะดวกไม่ต้องวัดปริมาตรและเขย่าขวดทุกครั้งก่อนรับประทานเหมือนยาน้ า การใช้ฟิล์มแปะ

ผิวหนังไม่ท าให้เกิดการระคายเคืองเนื่องจากการพัฒนาความสามารถในการซึมผ่านของไอน้ าและยัง

ท าให้ผิวหนังบริเวณที่แปะไม่เหนียว แต่ข้อจ ากัดที่ส าคัญของฟิล์มคือความสามารถในการบรรจุยา      

ที่น้อยท าให้ไม่เหมาะกับยาชนิดที่ต้องใช้ในปริมาณมากและฟิล์มมักจะดูดความช้ืน  

การผลิตฟิล์มสามารถใช้พอลิเมอร์ชนิดเดียวหรือหลายชนิดผสมกันเพื่อให้ได้สมบัติของฟิล์ม

ตามที่ต้องการได้ โดยสมบัติของพอลิเมอรท์ี่สามารถน ามาผลิตฟิล์มต้องไม่มีความเป็นพิษ ไม่ก่อให้เกิด

การระคายเคือง เป็นพอลิเมอร์ที่ละลายน้ าได้และมีสมบัติเชิงกลที่ดี 

 2.5.1 สมบัติของฟิลม์ (Karki et al., 2016) 

 2.5.1.1 ความหนาของฟิล์ม  

 ความหนาของฟิล์มเป็นสิ่งที่ส าคัญเนื่องจากมีความสัมพันธ์กับปริมาณยา     

ในฟิล์ม ซึ่งการใส่พลาสติไซเซอร์มีส่วนช่วยเพิ่มความหนาของฟิล์มเล็กน้อย โดยทั่วไปการวัด      

ความหนาของฟิล์มมักใช้เวอร์เนียคาลิปเปอร์และไมโครมิเตอร์แบบดิจิตอล ความสม่ าเสมอของ

น้ าหนักแผ่นฟิล์มบ่งบอกถึงประสิทธิภาพในการผลิตฟิล์ม หากพบว่าฟิล์มที่ผลิตได้มีค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสูงแสดงว่าวิธีผลิตอาจไม่มีประสิทธิภาพและมีโอกาสสูงที่ยาในฟิล์มจะไม่สม่ าเสมอ 

 2.5.1.2 สมบัตเิชิงกล (mechanical properties)  

 ศึกษาเกี่ยวกับ Young’s modulus เปอร์เซ็นต์การยืดตัวและการยืดตัว ณ 

จุดขาด (elongation at break) เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของวัตถุภายใต้ความเครียด       

ซึ่งสามารถวัดได้ด้วยเครื่องวิเคราะห์เนื้อสัมผัส (texture analyzer) และความต้านทานต่อการฉีก

ขาด (Tear resistance) 

 2.5.1.3 ปริมาณความช้ืน (Moisture content)  

 ปริมาณความช้ืนในฟิล์มส่งผลกระทบต่อความแข็งแรงเชิงกล สมบัติในการ  

ยึดติด และความพรุนของฟิล์ม 

 2.5.1.4 สมบัติอื่น ๆ ของฟิล์มเช่น การบวม (Swelling) เพื่อศึกษาการปลอดปล่อยยา 

การศึกษาสัณฐานวิทยาของพื้นผิวฟิล์มเพื่อประเมินการกระจายตัวของยาโดยศึกษาผ่านกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอน  
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2.5.2 พอลิเมอร์ที่ใช้ผลิตฟิล์ม (Karki et al., 2016) 

       พอลิเมอร์ที่ใช้ผลิตฟิล์มมีความหลากหลายเช่น ไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลส 

(Hydroxypropyl methylcellulose; HPMC), ไฮดรอกซีโพรพิลเซลลูโลส (Hydroxypropyl 

cellulose; HPC), พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (Poly vinyl alcohol; PVA), โพลีเอธิลีนออกซิเดส (Poly 

ethylene oxide; PEO), พูลลูแลน, เพกทิน, ไคโตซาน, โซเดียมอัลจิเนต, คาร์ราจีแนน และเจลาติน 

เป็นต้น โดยพูลลูแลนมักถูกใช้ในการผลิตฟิล์ม เนื่องจากมีความสามารถในการละลายน้ าสูง            

สมบัติเชิงกลมีความแข็งแรงสูง และมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิที่กว้าง นอกจากนี้ยังพบว่าฟิล์มที่มี

การเพิ่มพูลลูแลนเข้าไปเป็นส่วนผสมมีค่าความทนต่อแรงดึงเพิ่มข้ึน 

2.6 พูลลูแลน 

พูลลู แลน เป็นพอลิ เมอร์ ชีวภาพประ เภทคาร์ โบ ไฮ เดรตที่ ส ามารถผลิ ต ได้ จ าก 

Aureobasidium pullulans โดยกระบวนการสังเคราะห์พูลลูแลนจะเกิดข้ึนภายในเซลล์และหลั่ง

ออกมาภายนอกเซลล์ พูลลูแลนมีโครงสร้างเป็นเส้นตรงประกอบด้วยน้ าตาลหลายโมเลกุล หน่วยย่อย

ของพูลลูแลน คือ น้ าตาลมอลโตไตร โอสหรือมอล โตเตตระโอส เ ช่ือมต่อกันด้วยพันธะ               

แอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก (α-1,6-glycosidic linkage) (สีหนาท ประสงค์สุข, 2552) ดังรูปที่ 2 

 

รูปท่ี 2 โครงสร้างของพูลลูแลน (เสาวลักษณ์ พลอยงาม, 2552) 

การผลิตพูลลูแลน อาหารเลี้ยงเช้ือจะประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส เปปโตน ฟอสเฟตและ

เกลือชนิดต่าง ๆ โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างให้เป็น 6.5 ภายหลังการเลี้ยงเช้ือค่าความเป็นกรดด่าง
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จะลดลงถึงประมาณ 3.5 ภายใน 24 ช่ัวโมง การเจริญสูงสุดของยีสต์จะอยู่ที่ 75 ช่ัวโมงและปริมาณ

ผลผลิตพูลลูแลนสูงสุดอยู่ที่ 100 ช่ัวโมง (สีหนาท ประสงค์สุข, 2552) 

สมบัติของพูลลูแลน พูลลูแลนมีลักษณะเป็นผงสีขาว สามารถละลายน้ าได้อย่างรวดเร็ว      

ทั้งในน้ าร้อนและน้ าเย็น ไม่มีความเป็นพิษ สามารถรับประทานได้ ไม่ดูดความช้ืน ไม่มีสี ไม่มีกลิ่นและ

รส สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ แผ่นฟิล์มพูลลูแลนสามารถเตรียมได้โดยการน าสารละลาย

พูลลูแลนความเข้มข้นประมาณ 5-10% มาท าให้แห้งจะได้แผ่นฟิล์มที่บางใสและมีสมบัติ             

ป้องกันการเกิดออกซิเดชัน สามารถต้านทานต่อการผ่านเข้าออกของออกซิเจนได้ดี พูลลูแลนถูกใช้

อย่างแพร่หลายเช่น อุตสาหกรรมอาหารเนื่องจากสมบัติของพูลลูแลนที่ไม่สามารถย่อยสลายได้โดย

เอนไซม์อะไมเลสในร่างกายของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมจึงเป็นพอลิ เมอร์ที่ให้พลังงานต่ ามาก         

เหมาะส าหรับน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารบางประเภท  ในอุตสาหกรรมเครื่องส าอางเนื่องจาก       

เมื่อน าพูลลูแลนมาละลายน้ า จะได้สารละลายที่มีความหนืดจึงใช้เป็นสารเติมแต่งในโลชันและแชมพู        

ในอุตสาหกรรมยามีการใช้ฟิล์มของพูลลูแลนเนื่องจากมีสมบัติละลายน้ าได้อย่างรวดเร็ว น าไปเคลือบ

สารส าหรับใช้ในการฆ่าเช้ือโรคในปากได้ ในปัจจุบันมีการวางขายสินค้าชนิดนี้ด้วย ช่ือว่า Cool Mint 

Listerine Pocketpaks  (Yuen, 1974; สีหนาท ประสงค์สุข, 2552) 

2.7 เช้ือรา Aureobasidium pullulans 

A. pullulans เป็นเช้ือราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) ที่จัดอยู่ในกลุ่มแอสโคมัยซีตัสยีสต์ 

(Ascomycetous yeast) มีช่ือสามัญว่า ยีสต์ด า (black yeast) เนื่องจากสามารถผลิตเม็ดเมลานิน 

ออกมาได้ ท าให้โคโลนีมีลักษณะสีด า ซึ่งเมลานินนี้เป็นปัญหาต่อการผลิตพูลลูแลนโดยปนเปื้อน      

ในระหว่างการผลิตท าให้ต้องก าจัดออกซึ่งในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมจะใช้ผงถ่านกัมมันต์ก าจัด

เมลานินออก (สีหนาท ประสงค์สุข, 2552) 

ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาของ A. pullulans มีลักษณะโคโลนีเรียบและเป็นเมือก     

มีสีครีมหรือชมพูในระยะแรกที่เลีย้งจากนั้นอาจเปลี่ยนเป็นสเีข้มขึ้นหรือเปลีย่นเปน็สอีื่น มีเส้นใยสั้น ๆ   

ข้ึนรอบโคโลนี ลักษณะเส้นใยเรียบ โปร่งใส เห็นผนังกั้นชัดเจน ความกว้างเส้นใยประมาณ 3-12 

ไมโครเมตร ผนังเซลล์จะหนาข้ึนเมื่อเลี้ยงนานข้ึน เรียกว่าคลาไมโดสปอร์ (chlamydospore)         

มีการสร้างโคนีเดียจากภายใน ด้านข้างหรือปลายของเส้นใย (เสาวลักษณ์ พลอยงาม, 2552) 
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2.8 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียของฟิล์มคอมโพสิตพูลลูแลนและสารสกัดจาก

สมุนไพรหลายการศึกษาพบว่า ฟิล์มคอมโพสิตสามารถยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียได้ อาทิ 

การศึกษาของ Gniewosz และ Synowiec (2011) ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียของ

ฟิล์มคอมโพสิตพูลลูแลนและสารสกัดไธมอล พบว่าฟิล์มพูลลูแลนที่ประกอบด้วยไธมอลปริมาณ    

26.5-52.9 มิลลิกรัมต่อตารางเซนติเมตร สามารถยับยั้งการเติบโตของเช้ือ Bacillus subtilis,          

S. aureus, Samonella enteritidis และ Escherichia coli ได้ดีกว่าที่ความเข้มข้นอื่น เป็นต้น 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการประยุกต์ใช้ฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดจาก

สมุนไพร โดยน าฟิล์มมาเคลือบผิวผักผลไม้เพื่อยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรีย ได้แก่ การศึกษาของ 

Gniewosz และคณะ (2013) ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียของฟิล์มคอมโพสิตของ    

พูลลูแลนและน้ ามันหอมระเหยของเทียนตากบส าหรับใช้เคลือบแครอท พบว่าฟิล์มพูลลูแลน          

ที่ประกอบด้วยน้ ามันหอมระเหยของเทียนตากบ 8-10% มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบได้ทั้งหมด 

และพบว่าจ านวนเช้ือ S. aureus ที่พบบนผิวแครอทนั้นลดลงประมาณ 3 log CFU ต่อกรัม และ

การศึกษาของ Gniewosz และคณะ (2014) ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียของฟิล์ม     

คอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดดอกมีโดว์สวีทและศึกษาประสิทธิภาพของฟิล์มในการเคลือบผิว

แอปเปิลเพื่อยืดอายุ พบว่าสารสกัดดอกมีโดว์สวีทที่สกัดด้วยน้ าและเอทานอลมีปริมาณกรดฟีนอลิก

และฟลาโวนอยด์สูงกว่าสารสกัดดอกมีโดว์สวีทที่สกัดด้วยเอทานอลเพียงอย่างเดียว ซึ่งส่งผลให้      

การยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึนด้วย โดยสามารถยับยั้งการเติบโตของ

แบคทีเรียได้แก่ B. subtilis, S. aureus, S. enteritidis, และ E. coli ส่วนผลการเคลือบพูลลูแลน  

บนผิวแอปเปิล พบว่า ช่วยป้องกันคุณภาพของแอปเปิลขณะเก็บรักษาได้โดยลดการเปลี่ยนสีและลด       

การสูญเสียน้ าหนักระหว่างการเก็บรักษา นอกจากนี้ จากการศึกษาของ Zhang และคณะ (2018) 

ศึกษาสมบัติของฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและโซเดียมอัลจิเนตที่เติมสารแคปไซซินความเข้มข้น

ต่าง ๆ พบว่าสมบัติต่าง ๆ ของฟิล์มมีการเปลี่ยนแปลง โดยเมื่อเพิ่มปริมาณแคปไซซินในฟิล์ม ค่าการ

ส่องผ่าน การยืดตัว ณ จุดขาดและความจุความช้ืนมีค่าลดลง ในทางกลับกัน ค่าความทนต่อแรงดึง 

อัตราการซึมผ่านของไอน้ า และค่ามุมสัมผัสมีค่าเพิ่มข้ึน นอกจากนี้ฟิล์มคอมโพสิตยังมีฤทธ์ิยับยั้ง      

การเติบโตของแบคทีเรีย S. aureus และ E. coli ได้ เมื่อน าฟิล์มไปเคลือบผลแอปเปิลพบว่าสามารถ

รักษาความสดของแอปเปิลได้ โดยฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนที่ประกอบด้วยแคปไซซิน 8% มีฤทธ์ิ

ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียและรักษาความสดของแอปเปิลได้ดีที่สุด 

https://www.researchgate.net/profile/Alicja_Synowiec
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธกีารทดลอง 

3.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

อุปกรณ์ บริษัท / ประเทศ 
ตู้อบไอร้อน (Hot air oven) Memmert/ Germany 
ตู้เข่ียเช้ือแบบ laminar flow รุ่น BV-123         ISSOC/ Thailand 
เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง รุ่น BL610 Sartorius/ Germany 
เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง รุ่น TC-205 Denver Instument Company/ USA 
เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น PP-50 Sartorius/ Germany 
เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุน (Rotary evaporator) Tokyo Rikakikai Co., Ltd/ Japan 
เครื่องเขย่าสาร (Shaker) รุ่น SPL 15   Labcon/ The Repulic of South Africa 
เครื่องดูดสุญญากาศ (Vacuum pump) รุ่น A-35 Tokyo Rikakikai Co., Ltd/ Japan 
เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยแรงดันไอ (Autoclave) REXMED Industries Co., Ltd/ Taiwan 
เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge) รุ่น Rotofix32        Hettich/ Germany 
เครื่องปั่นเหว่ียงขนาดเล็ก (Micro-centrifuge) รุ่น 16M  Labnet International, Inc./ USA 
เครื่องกวนสารละลายพร้อมเตาให้ความร้อน         IKA/ Germany 
(Hot plate and Magnetic Stirrer) รุ่น C-MAG HS10      
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง                                     Olympus optical Co., Ltd/ Japan 
อุปกรณ์นับเม็ดเลือด (Haemacytometer)                  BOECO/ Germany 
เวอร์เนียคาลิปเปอร์แบบดิจิตอล                               S2 instrument Co., Ltd/ Thailand 
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  Agilent/ USA 
(UV/ VIS Spectrophotometer) รุ่น HP 8453   
ตู้ปลอดเช้ือ (Biological safety cabinet) Class II  Faster S.r.I./ Italy 
รุ่น Classic212         

 

 

 

 



17 
 

3.2 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

สารเคมี บริษัท / ประเทศ 
กลูโคส (C6H12O6)  Ajax Finechem/ Australia 
เปปโตน (Peptone)   HiMedia Laboratories Pvt. Ltd/ India 
ไดโปแตสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) Ajax Finechem/ Australia 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 .7H2O) Ajax Finechem/ Australia 
บีฟ เอกซ์แทรกซ์ (Beef extract) HiMedia Laboratories Pvt. Ltd/ India 
ยีสต์ เอกซ์แทรกซ์ (Yeast extract) HiMedia Laboratories Pvt. Ltd/ India 
มอลท์ เอกซ์แทรกซ์ (Malt extract) HiMedia Laboratories Pvt. Ltd/ India 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) Ajax Finechem/ Australia 
เกลือ (NaCI)   Ajax Finechem/ Australia 
เอทานอล 95% (C2H5OH) Fisher/ USA 
Dimethysulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich/ USA 
Chloramphenicol   Sang Thai Medical Co., Ltd/ Thailand 
น้ ามันมะกอก (Olive oil) Lam Soon Co., Ltd/ Thailand 
อะซิโตน (Acetone)  Merck/ Germany 
ไดคลอโรมเีทน (Dichloromethane) Merck/ Germany 
เฮกเซน (Hexane)  Ajax Finechem/ Australia 
กรดซลัฟิวริก (Sulphuric acid) Ajax Finechem/ Australia 
P-anisaldehyde  Sigma-Aldrich/ USA 
เอทลีอะซเิตท (Ethyl Acetate) Merck/ Germany 
เอทลิอีเธอร์ (Ethyl Ether) Merck/ Germany 

จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

 A. pullulans PBUAP 34 ได้รับความอนุเคราะห์จากคลังเช้ือของหน่วยปฏิบัติการวิจัย    
การใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis TISTR 2172 ได้รับจากคลังเก็บรกัษาสายพันธ์ุ
จุลินทรีย์ วว. (TISTR Culture Collection) ศูนย์ความหลากหลายทางชีวภาพ (ศคช.) สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
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3.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.3.1 การเตรียมตัวอย่างพืชสมุนไพร 
สมุนไพรที่ใช้ในการทดสอบ ได้แก่ ใบสาบเสือ (Chromolaena odorata (L.) R.M. King & 

H. Rob.) อายุ 2 ปี เก็บจากพื้นที่แขวงบางมด เขตจอมทอง จังหวัดกรุงเทพฯ และต้นตะไคร้ 
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) อายุ 2 ป ีเก็บจากพื้นที่ต าบลหนองนกไข่ อ าเภอกระทุ่มแบน 
จังหวัดสมุทรสาคร ระบุชนิดพันธ์ุสาบเสือโดยใช้รูปวิธาน Flora of Thailand (Koyama et al, 
2016) และท าตัวอย่างสาบเสือเข้าพิพิธภัณฑ์พืช ศาสตราจารย์กสิน สุวตะพันธ์ุ น าสมุนไพรมาล้างน้ า
ให้สะอาด อบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนน้ าหนักคงที่ บดให้ละเอียด และน าไปร่อนผ่าน
ตะแกรงขนาด 60 เมซ (ดัดแปลงจากวิธีของ ธิดา ไชยวังศรี, 2555) 

3.3.2 การสกัดสารจากสมุนไพร 
น าผงสมุนไพรมาสกัดด้วยวิธีมาเซอเรชัน (Maceration) ด้วยเอทานอล 95% (โดยปริมาตร) 

ในอัตราส่วนสมุนไพร 1 ส่วนต่อสารสกัด 5 ส่วน (น้ าหนักต่อปริมาตร) ปิดฝาขวดให้สนิท บ่มที่
อุณหภูมิห้อง (28±2 องศาเซลเซียส) ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
น าสารละลายที่ได้มากรองด้วยผ้าขาวบาง 2 ช้ันแล้วกรองด้วยกระดาษกรอง เก็บสารสกัดที่ได้และ
สกัดซ้ าด้วยเอทานอลอีก 2 ครั้ง น าสารสกัดที่ได้ทั้ง 3 ครั้งมารวมกันและน าไประเหยตัวท าละลาย
ออกด้วยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมุน (Rotary evaporator) (ดัดแปลงจากวิธีของ จารวี  สุขประเสริฐ 
และสุบงกช ทรัพย์แดง, 2555) และแช่แข็งในเครื่องท าแห้งโดยการแช่เยือกแข็ง ช่ังน้ าหนักสารสกัด
สมุนไพรที่ได้น ามาค านวณหาร้อยละของผลผลิต (%yield) (Hanphakphoom et al., 2016)       
ดังสมการที่ 1 และเก็บสารในขวดสชีาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

เมื่อจะน ามาทดสอบจึงน าสารสกัดมาละลายด้วย Dimethysulfoxide (DMSO) ให้ได้        
ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตรและท าให้ปราศจากเช้ือด้วยการกรองผ่านเมมเบรน (Millipore 
filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร (ดัดแปลงจากวิธีของวัชรินทร์ รังสีภาณุรัตน์ และคณะ, 2559) 

   % yield =  
น ้าหนักสารสกัดที่ได้  กรัม 

น ้าหนักสมุนไพรแห้ง  กรัม 
 x 100                       (1) 

3.3.3 การตรวจสอบสารท่ีสกัดได้จากสมุนไพรด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin layer 
chromatography; TLC) 
 ละลายสารสกัดที่ได้ด้วยเฮกเซนและเอทานอล จุดสารสกัดที่ละลายแล้วลงบนแผ่น TLC 
ขนาด 2.5x7 เซนติเมตร ด้วยหลอดแคปิลลารี (capillary tube) โดยจุดให้ห่างจากขอบล่างของแผ่น
ประมาณ 1.5 เซนติเมตร ให้เส้นผ่านศูนย์กลางของจุดไม่เกิน 2 มิลลิเมตร โดยสารสกัดที่ละลายด้วย
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เฮกเซน ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ได้แก่ เฮกเซนต่ออะซิโตน (9:1) เฮกเซนต่อไดเอทีลอีเทอร์ (7:3) (Pereira 
et al., 2009) และเฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตท (6:3) (Gupta et al., 2019) สารสกัดที่ละลายด้วย      
เอทานอล ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ได้แก่ ไดคลอโรมีเทนต่อเอทานอล (9:1) และเอทิลอะซิเตทต่อเอทานอล
ต่อน้ า (77:15:8) (Pereira et al., 2009) โดยเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวด
แก้ว ปิดฝาให้สนิท เขย่าขวดและทิ้งให้อากาศภายในขวดอิ่มด้วยไอของสารละลาย วางแผ่น TLC     
ลงในขวด ปิดฝาและรอให้สารละลายเคลื่อนที่ไปตามแผ่น TLC จนห่างจากขอบบนประมาณ          
1 เซนติเมตร น าแผ่น TLC ออกจากขวด ท าให้แห้ง ก่อนน าไปจุ่มสารละลาย Anisaldehyde 
sulphuric acid ที่มีอัตราส่วนของเมทานอลต่อกรดแอซีติกต่อกรดซัลฟิวริกเข้มข้นต่ออะนิซาลดีไฮด์
เท่ากับ 85:10:5:0.5 ทิ้งให้แผ่น TLC แห้งเล็กน้อย น าไปให้ความร้อนบนเตาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส จนปรากฏสีชัดเจน และวัดระยะการเคลื่อนที่ของสารเพื่อหาค่า Retardation 
factor (Rf) ดังสมการที่ 2 (ดัดแปลงจากวิธีของ Pereira และคณะ, 2009) 

   Rf = 
ระยะที่สารตัวอย่างเคลื่อนที่  เซนติเมตร 

ระยะที่ตัวท้าละลายเคลื่อนที่  เซนติเมตร 
                                    (2) 

3.3.4 การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อด้วยวิธี Agar well diffusion 

  เพาะเช้ือแบคทีเรีย S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis TISTR 2172 ในอาหาร
เหลว Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก) น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 2 วัน ปรับปริมาณเซลล์เริ่มต้นเป็น 1 x 108 CFU ต่อมิลลิลิตร โดยอาศัยกราฟ
มาตรฐานค่า Log ของจ านวนแบคทีเรียที่สร้างข้ึน ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงเดียวกัน (รูป
ภาคผนวกที่ ค1 และ ค2) (จิราภรณ์ บุราคร และคณะ, 2554) ปิเปตสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient Agar (NA) (ภาคผนวก ก) โดยการ               
streak plate จากนั้นใช้แท่งโลหะกลวง (cork borer) เบอร์ 5 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 
มิลลิเมตร เจาะอาหารในจานเพาะเช้ือให้เป็นหลุม จานละ 4 หลุม หยดสารสกัดจากสมุนไพร      
ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรที่ละลายด้วย 50% DMSO ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลุม 
(ดัดแปลงจากวิธีของธิดา ไชยวังศรี , 2555) ใช้ยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอลความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นชุดการทดลองควบคุมผลบวก และ 50% DMSO เป็นชุดการทดลอง
ควบคุมผลลบ บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง 
(Inhibition zone) เปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม (ดัดแปลงจากวิธีของวัชรินทร์                     
รังสีภาณุรัตน์ และคณะ, 2559) 
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3.3.5 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง       
การเติบโต (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) ของเชื้อโดยวิธี broth dilution  

น าสารสกัดสมุนไพรมาละลายด้วย 10% DMSO และเจือจางด้วย NB ให้ได้ความเข้มข้น 2.5 
5.0 7.5 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ดัดแปลงจากวิธี Chomnawang และคณะ, 2005) 
ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร เติมเช้ือแบคทีเรียที่มีปริมาณเซลล์เริ่มต้นเป็น 1 x 107 CFU ต่อมิลลิลิตร โดย
อาศัยกราฟมาตรฐานค่า Log ของจ านวนแบคทีเรียที่สร้างข้ึน (รูปภาคผนวกที่ ค1 และ ค2)  
(ดัดแปลงจากวิธีของ จารวี สุขประเสริฐ และ สุบงกช ทรัพย์แดง, 2555) ลงในแต่ละหลอดปริมาตร 
3.0 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
จากนั้นตรวจสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยวิธี Dilution plate count บนอาหาร NA บ่ม   
ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง บันทึกจ านวนโคโลนีที่เจริญบนอาหาร เปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองควบคุมที่มีการเติม 10% DMSO (ดัดแปลงจากวิธีของวัชรินทร์ รังสีภาณุรัตน์ และคณะ, 
2559)  

3.3.6 การผลิตพูลลูแลน 
เพาะเลี้ยง A. pullulans PBUAP 34 บนอาหารสูตร Yeast Malt Agar (YMA) (ภาคผนวก 

ก) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 วัน เข่ียโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว Yeast Malt Broth (YMB) 
(ภาคผนวก ก) น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 วัน 
ปรับปริมาณเซลล์เริ่มต้นเป็น 1 x 108 CFU ต่อมิลลิลิตร ด้วยวิธี Direct microscopic count โดยใช้ 
Haemacytometer (ภาคผนวก ข) เติมเช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในอาหารสูตร Production 
Medium (PM) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง ในสภาวะเขย่า       
ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 7 วัน น าสารละลายไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 6000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกตะกอนเซลล์และน าส่วนใสไปตกตะกอนพูลลูแลนด้วย 
เอทานอล 95% (โดยปริมาตร) ในอัตราส่วนของ 95% เอทานอล 2 ส่วนต่อส่วนใส 1 ส่วน         
แยกตะกอนพูลลูแลนออกจากสารละลายโดยกรองด้วยกระดาษกรอง น าพูลลูแลนและตะกอนเซลล์  
ที่แยกได้ไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนน้ าหนักคงที่ บันทึกค่าน้ าหนักพูลลูแลนและ
น้ าหนักเซลล์แห้ง บดพูลลูแลนให้ละเอียดและเก็บในตู้ดูดความช้ืน (ดัดแปลงจากวิธีของ Prasongsuk 
และคณะ, 2007) 

3.3.7 การเตรียมฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 
 ข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนที่ความเข้มข้น 3 4 และ 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Kumar และคณะ, 2019) ร่วมกับกลีเซอรอล ด้วยวิธีหล่อฟิล์ม (cast film) ท าการเตรียมสารละลาย
พูลลูแลนโดยช่ังผงพูลลูแลนหนัก 6 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย
แท่งแม่เหล็กกวนสาร (magnetic bar) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนเป็นเนื้อเดียวกัน             
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น าสารละลายไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เพื่อ
แยกตะกอนออก น าตะกอนไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนน้ าหนักคงที่ เพื่อน ามาค านวณหา
ความเข้มข้นของพูลลูแลนในสารละลาย จากนั้นปรับความเข้มข้นของสารละลายพูลลูแลนให้เท่ากับ
ความเข้มข้นดังกล่าว และข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนที่ความเข้มข้น 3 และ 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) 
ร่วมกับการเติมและไม่เติมกลีเซอรอลความเข้มข้นสุดท้าย 0.5% โดยปริมาตร ส่วนสารละลาย      
พูลลูแลนที่ความเข้มข้น 4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ข้ึนรูปฟิล์มร่วมกับการเติมและไม่เติมกลีเซอรอล
ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1 0.5 และ 1.0% โดยปริมาตร (ดัดแปลงจากวิธีของ Kumar และคณะ, 
2019) ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันและก าจัดฟองอากาศออกโดยน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 6000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายลงในแม่พิมพ์ (film-mold) ขนาด 15x15 เซนติเมตร 
น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ลอกฟิล์มออกและเก็บรักษาที่ระดับ
ความช้ืนต่ ากว่า 40% เพื่อคงสภาพฟิล์ม (ดัดแปลงจากวิธีของ Zhang, Wei, and Hun, 2018) 

น าฟิล์มพูลลูแลนที่ผลติได้มาศึกษาสมบตัิต่าง ๆ  เพื่อคัดเลือกฟิล์มที่เหมาะสมส าหรบัการผลิต
ฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดจากสมุนไพร โดยการเติมสารสกัดหยาบจากสมุนไพร       
ที่มีความเข้มข้นในช่วงค่า MIC ข้ึนรูปฟิล์ม น าฟิล์มคอมโพสิตที่ผลิตได้ไปศึกษาสมบัติต่าง ๆ และ   
เก็บรักษาที่ระดับความช้ืนต่ ากว่า 40% เพื่อคงสภาพฟิล์ม 

3.3.8 การศึกษาสมบัติของฟิล์ม 

 น าฟิล์มที่ผลิตได้มาศึกษาสมบัติความยืดหยุ่นของฟิล์มเพื่อคัดเลือกฟิล์มที่เหมาะสมส าหรับ

การผลิตฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดจากสมุนไพร โดยฟิล์มที่เหมาะสมต้องสามารถลอก

ออกจากแม่พิมพ์ได้และเมื่อพับหรืองอแผ่นฟิล์ม ฟิล์มต้องไม่แตกหัก 

3.3.9 การวิเคราะห์ผลในเชิงสถิติ 

 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD)         
การทดลองทุกครั้งจะท าซ้ า 3 ชุด และน าผลการทดลองที่ได้มาวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี one-way 
analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบชุดการทดลองโดยวิธี Duncan's Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ด้วยโปรแกรม SPSS Statistics (IBM Corp., 
United States) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและการวิเคราะห์ข้อมูล 

4.1 การเตรียมตัวอย่างพืชสมุนไพร 
 น าสาบเสือส่วนหนึ่งมาระบุชนิดพันธ์ุและเก็บตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์พืช ศาสตราจารย์กสิน     
สุวตะพันธ์ุ H.B. No. 016529 (BCU) ดังรูปที่ 3 จากนั้นน าสมุนไพรมาล้างน้ าให้สะอาดและอบแห้งที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนน้ าหนักคงที่ พบว่าน้ าหนักน้ าในใบสาบเสือมีค่า 77.71±5.77% ของ
น้ าหนักสด ส่วนน้ าหนักน้ าในต้นตะไคร้มีค่าร้อยละ 80.71±0.84 ของน้ าหนักสด (ตารางภาคผนวกที่ 
ค1) 

 
รูปท่ี 3 ตัวอย่างสาบเสือ (Chromolaena odorata (L.) R.M. King & H. Rob.) ในพิพิธภัณฑ์พืช 

ศาสตราจารย์กสิน สุวตะพันธ์ุ H.B. No. 016529 (BCU) 

4.2 การสกัดสารจากสมุนไพร 

น าใบสาบเสือน้ าหนักแห้งเริ่มต้น 10 กรัม ขนาด 60 เมซ แช่ในเอทานอล 95% (โดย

ปริมาตร) ในอัตราส่วนของแข็งต่อของเหลวเท่ากับ 1:5 ในสภาวะเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง จากนั้นน าไประเหยแห้งภายใต้ความดัน จะมีน้ าหนักของสารที่สกัดได้จากสาบเสือเท่ากับ 

1.63±0.04 กรัม (ตารางภาคผนวกที่ ค2) คิดเป็นผลผลิตเท่ากับ 16.27±0.42% โดยน้ าหนัก             
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ส่วนสารสกัดจากตะไคร้มีน้ าหนักเท่ากับ 1.05±0.07 กรัม (ตารางภาคผนวกที่ ค2) คิดเป็นผลผลิต

เท่ากับ 10.47±0.65% โดยน้ าหนัก โดยลักษณะของสารสกัดที่ได้คล้ายกันคือมีลักษณะหนืด            

แต่สีของสารสกัดที่ได้แตกต่างกันคือสารสกัดจากใบสาบเสือมีสีเขียวเข้ม ในขณะที่สารสกัดจาก      

ต้นตะไคร้มีสีเขียวอมเหลือง ดังรูปที่ 4 

 
รูปท่ี 4 สารสกัดหยาบจากสมุนไพร ใบสาบเสือ (ก) ต้นตะไคร้ (ข) 

4.3 การตรวจสอบสารท่ีสกัดได้จากสมุนไพร 

การวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของสารสกัดจากใบสาบเสือ ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบ

แผ่นบาง โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ต่าง ๆ และตรวจสอบด้วยสารละลาย Anisaldehyde sulphuric 

acid พบค่า Rf แสดงดังตารางที่ 1 โดยเมื่อใช้เอทิลอะซิเตทต่อเอทานอลต่อน้ า (77:15:8) เป็นวัฏภาค

เคลื่อนที่ พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 8 จุด เมื่อใช้ไดคลอโรมีเทนต่อเอทานอล (9:1) เป็นวัฏภาค

เคลื่อนที่ พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 9 จุด เมื่อใช้เฮกเซนต่อไดเอทีลอีเทอร์ (7:3) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 

พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 10 จุด และเมื่อใช้เฮกเซนต่ออะซิโตน (9:1) และเฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตท 

(6:3) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 11 จุด ดังรูปที่ 5 

 การวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของสารสกัดจากต้นตะไคร้ พบค่า Rf แสดงดังตารางที่ 2 

โดยเมื่อใช้ ไดคลอโรมีเทนต่อเอทานอล (9:1) และเอทิลอะซิเตทต่อเอทานอลต่อน้ า (77:15:8) เป็น  

วัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 5 จุด เมื่อใช้เฮกเซนต่ออะซิโตน (9:1) เป็นวัฏภาค

เคลื่อนที่ พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 8 จุด เมื่อใช้เฮกเซนต่อไดเอทีลอีเทอร์ (7:3) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 

พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 9 จุด และเมื่อใช้ เฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตท (6:3) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 

พบว่ามีจุดของสารปรากฏ 10 จุด ดังรูปที่ 5 ซึ่งจุดของสารที่ปรากฏนี้แสดงถึงองค์ประกอบของ

จ านวนสารที่มีอยู่ในสารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้งสองชนิด 

ก ข 
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รูปที่ 5 แผ่น TLC ของสารสกัดหยาบจากใบสาบเสือ (1) และต้นตะไคร้ (2) ที่ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่    

ต่าง ๆ ได้แก่ เฮกเซนต่ออะซิโตน (9:1) (ก) เฮกเซนต่อไดเอทีลอีเทอร์ (7:3) (ข) เฮกเซนต่อ              

เอทิลอะซิเตท (6:3) (ค) ไดคลอโรมีเทนต่อเอทานอล (9:1) (ง)และเอทิลอะซิเตทต่อเอทานอลต่อน้ า 

(77:15:8) (จ) 

ตารางท่ี 1 ค่า Retardation factor (Rf) ของสารสกัดหยาบจากใบสาบเสือเมื่อใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่

แตกต่างกัน 

องค์ประกอบ

ที่ 

ค่า Rf ของสารเมื่อใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่แตกต่างกัน 

เฮกเซนต่อ   

อะซิโตน 

(9:1) 

เฮกเซนต่อ    

ไดเอทีลอเีทอร ์

(7:3) 

เฮกเซนต่อ

เอทลิอะซเิตท 

(6:3) 

ไดคลอโรมเีทน

ต่อเอทานอล 

(9:1) 

เอทลิอะซเิตทต่อ

เอทานอลต่อน้ า 

(77:15:8) 

1 เขียวเข้ม0.04   เขียวเข้ม   0.07 เขียว         0.03 เขียว       0.04 เขียว         0.06 

2 เขียว    0.09 เขียว       0.13 น้ าตาลเข้ม  0.07 เขียว       0.11 ม่วง          0.13 

3 น้ าเงิน  0.17 น้ าตาล     0.20 น้ าตาล       0.16 ม่วง        0.41 ม่วง          0.29 

4 ม่วง     0.22 น้ าเงิน     0.30 น้ าตาลอ่อน 0.28 เขียว       0.64 ม่วง          0.41 

5 ม่วงชมพ0ู.32 ม่วงชมพู   0.36 ส้มแดง       0.40 เขียว       0.73 เขียว         0.71 

6 ม่วงชมพ0ู.38 เขียว       0.56 น้ าเงิน        0.51 เขียว       0.80 ม่วง          0.79 

7 ชมพู    0.49 น้ าตาล     0.64 ม่วง          0.60 ม่วง        0.87 เขียว         0.87 

8 ม่วง     0.69 น้ าเงิน     0.80 ม่วง          0.71 น้ าตาล     0.96 น้ าตาล      1.00 

9 ม่วง     0.73 น้ าเงิน     0.88 ม่วง          0.76 เขียว       1.00 - 

10 ม่วง     0.82 ม่วง        0.96 ม่วง          0.93 - - 

11 ม่วง     0.92 - น้ าเงิน       0.97 - - 

1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 

ก ข ค ง จ 
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ตารางท่ี 2 ค่า Retardation factor (Rf) ของสารสกัดหยาบจากต้นตะไคร้เมื่อใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่

แตกต่างกัน 

องค์ประกอบ

ที่ 

ค่า Rf ของสารเมื่อใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่แตกต่างกัน 

เฮกเซนต่อ    

อะซิโตน 

(9:1) 

เฮกเซนต่อ     

ไดเอทีลอเีทอร ์

(7:3) 

เฮกเซนต่อ

เอทลิอะซเิตท 

(6:3) 

ไดคลอโรมเีทน

ต่อเอทานอล 

(9:1) 

เอทลิอะซเิตทต่อ

เอทานอลต่อน้ า 

(77:15:8) 

1 ม่วงน้ าเงิน 0.04 ม่วง        0.07 ม่วงน้ าเงิน 0.04 ม่วง        0.04 ม่วง          0.06 

2 ม่วงน้ าเงิน 0.08 ม่วง        0.11 ม่วง        0.09 ม่วง        0.20 ชมพู         0.14 

3 ม่วง        0.18 ม่วง        0.20 ม่วง        0.22 ม่วง        0.89 ม่วง          0.20 

4 ม่วง        0.27 ม่วง        0.26 ม่วง        0.51 ชมพู       0.96 ม่วง          0.73 

5 ชมพู       0.42 ม่วง        0.32 ม่วง        0.62 ม่วง        1.00 ม่วง          1.00 

6 ชมพู       0.73 ชมพู       0.42 ม่วง        0.73 - - 

7 ชมพู       0.82 ชมพู       0.49 น้ าตาล     0.78 - - 

8 ชมพู       0.93 ม่วง        0.73 ม่วง        0.91 - - 

9 - ม่วง        0.84 ม่วง        0.97 - - 

10 - ม่วง        0.96 - - - 

4.4 ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อด้วยวิธี Agar well diffusion  

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียและปรับปริมาณเซลล์เริ่มต้นโดยอาศัยกราฟมาตรฐานค่า Log ของ

จ านวนแบคทีเรียที่สร้างข้ึน (รูปภาคผนวกที่ ค1 และ ค2) และทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของ

แบคทีเรียของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้งสองชนิดที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร         

ในสารละลาย 50% โดยปริมาตร DMSO เนื่องจากเป็นความเข้มข้นของสารละลาย DMSO ที่ไม่มี

ฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียทั้งสองชนิด (รูปภาคผนวกที่ ค3) พบว่าสารสกัดหยาบจาก        

ใบสาบเสือและต้นตะไคร้มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. aureus TISTR 746 และ                   

S. epidermidis TISTR 2172 ได ้ดังรูปที่ 6  

จากผลการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง (ตารางภาคผนวกที่ ค3) พบว่า     

สารสกัดจากตะไคร้สามารถยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียได้มากกว่าสารสกัดจากสาบเสือแสดง       

ดังตารางที่ 3 โดยสามารถยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis 
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TISTR 2172 ได้มากกว่า 1.05 และ 1.12 เท่า ตามล าดับ และเมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนของบริเวณ

ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรกับชุดการทดลองควบคุมผลบวกแสดงดังตารางที่ 4 ซึ่งมีค่าเข้าใกล้ 1 

แสดงถึงความสามารถในการยับยั้งเช้ือที่ใกล้เคียงกัน 

 
รูปท่ี 6 บริเวณยับยั้งของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรต่อเช้ือทดสอบ S. aureus TISTR 746 (ก) และ            

S. epidermidis TISTR 2172 (ข) 

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรโดยวิธี Agar well diffusion 

* ผลจากการทดลองจ านวน 3 ซ้ าโดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ND คือไม่สามารถตรวจพบบรเิวณการยับยัง้ 

ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้งแสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ    

ความเช่ือมั่น 95% (P≤0.05) 

สารที่ใช้ทดสอบ 
ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้ง (มิลลิลิตร)* 

S. aureus TISTR 746 S. epidermidis TISTR 2172 

สาบเสือ 11.78±0.30c 11.14±0.08c 

ตะไคร้ 12.52±0.08b 12.41±0.16b 

คลอแรมฟินิคอล 

(ชุดควบคุมผลบวก) 
15.59±0.38a 16.80±0.22a 

50% DMSO           

(ชุดควบคุมผลลบ) 
ND ND 

ก ข 
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ตารางท่ี 4 อัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งของสารสกัดหยาบจากสมุนไพร

เทียบกับยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล  

สารที่ใช้ทดสอบ 

อัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งของสารสกัดสมุนไพร

เทียบกับยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล 

S. aureus TISTR 746 S. epidermidis TISTR 2172 

สาบเสือ 0.76 0.66 

ตะไคร้ 0.80 0.74 

4.5 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเติบโตของเชื้อ 

 การหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ 

S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis TISTR 2172 เปรียบเทียบกับ 10% DMSO ซึ่งเป็น   

ชุดการทดลองควบคุม เนื่องจากเป็นความเข้มข้นของสารละลาย DMSO ที่ไม่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโต

ของแบคทีเรียทั้งสองชนิด (ตารางภาคผนวกที่ ค4)  โดยวิธี broth dilution พบว่าสารสกัดหยาบจาก

ใบสาบเสือมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis 

TISTR 2172 เท่ากับ 2.5 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ขณะที่สารสกัดหยาบจาก       

ต้นตะไคร้มีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis 

TISTR 2172 เท่ากับ 2.5 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และสารละลาย 10% DMSO   

ซึ่งเป็นชุดการทดลองควบคุม ไม่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแสดงดังตารางที่ 5 

 จากผลการทดลองสามารถหาค่าความเข้มข้นที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือที่ 50% (IC50) 

ได้จากกราฟระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและค่าความเข้มข้นของสารสกัด 

พบว่าค่า IC50 ของสารสกัดจากใบสาบเสือต่อเช้ือ S. aureus TISTR 746 เท่ากับ 11.19 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร และค่า IC50 ของสารสกัดจากต้นตะไคร้เท่ากับ 11.94 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเช้ือ

แบคทีเรียเดียวกัน แสดงดังรูปที่ 7 ส่วนค่า IC50 ของสารสกัดใบสาบเสือและต้นตะไคร้ต่อการยับยั้ง

การเจริญของ S. epidermidis TISTR 2172 เท่ากับ 3.03 และ 5.11 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล าดับ แสดงดังรูปที่ 8 
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รูปท่ี 7 ฤทธ์ิยับยั้งการเตบิโตของ Staphylococcus aureus ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรที่        

ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงสมการ polynomial ล าดับ 2 และค่าสหสัมพันธ์ ของการทดลองซ้ า 3 ครั้ง 

 
รูปท่ี 8 ฤทธ์ิยับยั้งการเตบิโตของ Staphylococcus epidermidis ของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรที่        

ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงสมการ polynomial ล าดับ 2 และค่าสหสัมพันธ์ ของการทดลองซ้ า 3 ครั้ง 
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ตารางท่ี 5 ความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรที่สามารถยับยั้งการเติบโต (MIC)      

สารที่ใช้ทดสอบ 
(Minimum Inhibitory Concentration (MIC)) (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

S. aureus TISTR 746 S. epidermidis TISTR 2172 

สาบเสือ 2.5 2.5 

ตะไคร้ 2.5 2.5 

4.6 การผลิตพูลลแูลน 

เมื่อเพาะเลี้ยง A. pullulans PBUAP 34 บนอาหารสูตร Yeast Malt Agar (YMA) บ่มที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 วัน ดังรูปที่ 9 และน าไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Production Medium 

(PM) (ภาคผนวก ก) pH เริ่มต้น 6.5 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน ดังรูปที่ 10ก น าสารละลายไปปั่น

เหว่ียงเพื่อแยกตะกอนเซลล์และส่วนใสดังรูปที่ 10ข น าส่วนใสไปตกตะกอนพูลลูแลนด้วยเอทานอล 

95% (โดยปริมาตร) ดังรูปที่ 11ก แยกตะกอนพูลลูแลนออกจากสารละลายโดยกรองด้วย             

กระดาษกรอง ดังรูปที่ 11ข น าพูลลูแลนไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและน ามาบดให้

ละเอียดดังรูปที่ 11ค พบว่าการผลิตพูลลูแลนของเช้ือ A. pullulans PBUAP 34 ให้น้ าหนักพูลลูแลน

สูงสุด 14.70±0.17 กรัมต่อลิตร และน้ าหนักเซลล์แห้ง 5.58±0.10 กรัมต่อลิตร ดังตารางที่ 4.6 

จากนั้นเพาะเลี้ยง A. pullulans PBUAP 34 ในอาหารสูตร PM และสภาวะเดิม แต่เพิ่มเติมอาหาร

เสริมโดยใช้น้ ามันมะกอกที่ความเข้มข้น 5% (โดยปริมาตร) พบว่าน้ าหนักพูลลูแลนสูงสุดที่เช้ือผลิตได้

เท่ากับ 19.58±0.42 กรัมต่อลิตร และน้ าหนักเซลล์แห้ง 5.95±0.45 กรัมต่อลิตร ดังตารางที่ 6 

 
รูปท่ี 9 การบ่มเช้ือ Aureobasidium pullulans PBUAP 34 บนอาหารสูตร Yeast Malt Agar 

(YMA) เมื่อเวลาผ่านไป 2 วัน 
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รูปท่ี 10 ลักษณะเช้ือ Aureobasidium pullulans PBUAP 34 ในอาหารสูตร Production 

Medium (PM) เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน (ก) และตะกอนเซลล์หลังจากการปั่นเหว่ียง 

ที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที (ข) 

 
รูปท่ี 11 พูลลูแลน ตะกอนพูลลูแลนเมื่อผสม 95% เอทานอลลงในส่วนของเหลวใส (ก) 

การใช้กระดาษกรองแยกตะกอนพลูลูแลนด้วยเครือ่งดูดสุญญากาศ (ข) ผงพลูลูแลนทีผ่ลิตได ้(ค) 

 

ก ข 

ก ข 

ค 
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ตารางท่ี 6 ค่าเฉลี่ยน้ าหนักพูลลูแลนและน้ าหนักเซลล์ของ Aureobasidium pullulans PBUAP 34 

ที่เลี้ยงในอาหารสูตร pH เริ่มต้น 6.5 ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน 

น้ ามันมะกอกความเข้มข้น 5% 

(โดยปรมิาตร) 

ค่าเฉลี่ยพูลลูแลน* 

(กรัมตอ่ลิตร) 

ค่าเฉลี่ยเซลล*์  

(กรัมตอ่ลิตร) 

ไม่ได้เติม 14.52±0.26b 5.77±0.22a 

เติม 19.01±0.92a 6.24±0.51a 

* ผลจากการทดลองจ านวน 6 ซ้ าโดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้งแสดงค่าเฉลี่ยที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ    

ความเช่ือมั่น 95% (P≤0.05) 

4.7 การเตรียมฟิล์มคอมโพสิตของพูลลแูลนและสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 

เมื่อข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนด้วยวิธีหล่อฟิล์ม (casting) ที่ความเข้มข้นของพูลลูแลนที่ 3 และ 

5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) พบว่าฟิล์มสามารถลอกออกเป็นแผ่นได้ดี แต่ฟิล์มมีความเปราะค่อนข้างสูง     

ดังรูปที่ 12ก และ 12ค ตามล าดับ จึงเติมกลีเซอรอลซึ่งเป็นพลาสติไซเซอร์ชนิดหนึ่ง เพื่อลด        

ความเปราะของฟิล์ม และข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนที่ความเข้มข้น 3 และ 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) 

ร่วมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 0.5% (โดยปริมาตร) พบว่าที่ความเข้มข้นของพูลลูแลน 3% 

(น้ าหนักต่อปริมาตร ) ฟิล์มมีลักษณะเหนียวไม่สามารถลอกออกเป็นแผ่นได้ ดังรูปที่  12ข                 

ที่ความเข้มข้นของพูลลูแลน 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร ) ฟิล์มมีลักษณะเปราะ แตกหักง่าย             

ดังรูปที่ 12ง 

จากนั้นจึงทดลองความเข้มข้นของพูลลูแลน 4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) เพิ่มเติม เนื่องจาก

เป็นความเข้มข้นที่อยู่ระหว่าง 3 และ 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) โดยน ามาข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนร่วมกับ

กลีเซอรอลและทดลองหาความเข้มข้นของกลีเซอรอลที่ เหมาะสมต่อการข้ึนรูปฟิล์มโดยเติม          

กลีเซอรอลที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่าฟิล์มที่ผสมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 0 และ 0.1%         

(โดยปริมาตร) ฟิล์มยังมีความเปราะสูงและไม่มีความยืดหยุ่น ดังรูปที่ 12จ และ 12ฉ ตามล าดับ 

ขณะที่ฟิล์มที่ผสมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้นของกลีเซอรอล 0.5% (โดยปริมาตร) ฟิล์มมีความ

ยืดหยุ่นดี ดังรูปที่  12ช ส่วนฟิล์มที่ผสมกับกลี เซอรอลที่ความเข้มข้นของกลี เซอรอล 1.0%            

(โดยปริมาตร) ฟิล์มมีลักษณะเปราะ แตกหักง่าย ดังรูปที่ 12ซ ด้วยเหตุนี้จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของ

พูลลูแลน 4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) และความเข้มข้นของกลีเซอรอล 0.5% (โดยปริมาตร) ส าหรับ

ผลิตฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดหยาบจากสมุนไพรในข้ันตอนต่อไป 
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รูปท่ี 12 ลักษณะของฟิล์มพูลลูแลนที่ความเข้มข้น 3 4 และ 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร )               

ความเข้มข้น 3% (น้ าหนักต่อปริมาตร) (ก) ความเข้มข้น 3% ผสมกับกลีเซอรอล 0.5%             

(โดยปริมาตร) (ข) ความเข้มข้น 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) (ค) ความเข้มข้น 5% ผสมกับกลีเซอรอล 

0.5% (โดยปริมาตร) (ง) ความเข้มข้น 4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) (จ) ความเข้มข้น 4% ผสมกับ       

กลีเซอรอล 0.1% (โดยปริมาตร) (ฉ) ความเข้มข้น 4% ผสมกับกลีเซอรอล 0.5% (โดยปริมาตร) (ช) 

ความเข้มข้น 4% ผสมกับกลเีซอรอล 1.0% (โดยปริมาตร) (ซ) 

 

 

  

ก ข 

จ ฉ ช ซ 

ค ง 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการศกึษา 

5.1 การสกัดสารจากสมุนไพร 

 จากผลการสกัดสารจากใบสาบเสือพบว่ามีปริมาณสารสกัดคิดเป็นผลผลิตเท่ากับ 

16.27±0.42% ซึ่งมีค่าผลผลิตสูงกว่าการศึกษาของ Hanphakphoom และคณะ (2016) ที่ได้ผล

ผลิต 8.42±0.115% ซึ่งสกัดสารโดยใช้อัตราส่วนสมุนไพร 1 ส่วนต่อสารสกัด 10 ส่วน (น้ าหนักต่อ

ปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และมีค่าผลผลิตสูงกว่าการศึกษาของชาลิสา ชาญเขตรธรรม และ

อานุภาพ สกิจขวา (2557) ที่ได้ผลผลิต 2.19% ซึ่งสกัดสารโดยใช้อัตราส่วนสมุนไพร 1 ส่วนต่อสาร

สกัด 3 ส่วน (น้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นเวลา 5 วัน ภายใต้วิธีการสกัดเดียวกัน แต่ผลการสกัดใน

การศึกษาน้ีมีค่าผลผลิตต่ ากว่าการศึกษาของ Kumsean (2005) ที่สกัดสาบเสือด้วยวิธีซอกซ์เลตเอก

แทรกชันอัตราส่วนสมุนไพร 1 ส่วนต่อสารสกัด 10 ส่วน (น้ าหนักต่อปริมาตร) ที่ได้ผลผลิต 38.36%  

 ส่วนสารสกัดจากต้นตะไคร้มีปริมาณสารสกัดคิดเป็นผลผลิตเท่ากับ 10.47±0.65% ซึ่งมีค่า

ผลผลิตสูงกว่าการศึกษาของ จิราภรณ์ บุราคร และคณะ (2554) ที่ได้ผลผลิต 5.38% โดยการสกัดใช้

อัตราส่วนสมุนไพร 1 ส่วนต่อสารสกัด 4 ส่วน (น้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จ านวน       

3 ครั้ง และมีค่าผลผลิตสูงกว่าการศึกษาของ Hasim (2015) ที่ได้ผลผลิต 6.66% โดยเก็บตะไคร้อายุ    

6 เดือนมาจากพื้นที่ในจังหวัดชวาตะวันตก ประเทศอินโดนีเซียและการสกัดใช้อัตราส่วนสมุนไพร      

1 ส่วนต่อสารสกัด 5 ส่วน (น้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จ านวน 3 ครั้ง แต่ใช้เอทานอล 

96% (โดยปริมาตร) 

จากที่กล่าวไปข้างต้นสังเกตได้ว่าแม้เป็นพืชชนิดเดียวกันแต่ผลผลิตที่ได้มีปริมาณที่แตกต่าง

กัน ทั้งนีผ้ลผลิตการสกัดสารจากพืชนั้นเกี่ยวข้องกับหลายปัจจัยได้แก่ อัตราส่วนที่ใช้ระหว่างสมุนไพร

กับตัวท าละลาย เวลาที่ใช้ในการสกัด (Hanphakphoom et al., 2016) สถานที่ปลูกพืช อายุของ

ตัวอย่างพืช (จันทร์เพ็ญ โคตรภูธร, 2559) และวิธีที่ใช้ในการสกัด (Azwanida, 2015) เป็นต้น  

5.2 การตรวจสอบสารท่ีสกัดได้จากสมุนไพร 

การวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของสารสกัดจากใบสาบเสือด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบ

แผ่นบางโดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ต่าง ๆ และตรวจสอบด้วยสารละลาย Anisaldehyde sulphuric 

acid จากการศึกษาของ Jamuna และ Paulsamy (2016) เมื่อตรวจสอบสารด้วย Anisaldehyde 

sulphuric acid โดยน าแผ่น TLC ไปให้ความร้อนและสังเกตสีภายใต้แสงธรรมชาติ หากพบสาร     
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ในกลุ่มซาโปนินจะสังเกตเห็นจุดสีน้ าเงิน สีเหลือง สีเขียว หรือสีม่วง หากพบสารในกลุ่มเทอร์พีนอยด์

จะสังเกตเห็นจุดสีน้ าเงินหรือสีม่วงน้ าเงิน และหากพบสารกลุ่มไกลโคไซด์จะสังเกตเห็นจุดสีม่วงชมพู 

และจากการศึกษาของ Farnidah (2009) หากพบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์จะสังเกตเห็นจุดสีแดงหรือ    

สีต่าง ๆ จากผลการทดลองพบจุดสีน้ าเงิน สีเขียว สีส้มแดง สีน้ าตาล สีม่วงและสีม่วงชมพู แสดงว่า

สารสกัดจากใบสาบเสือมีสารกลุ่มเทอร์พีนอยด์ ซาโปนิน ฟลาโวนอยด์ ไกลโคไซด์ และน้ ามันหอม

ระเหยเป็นองค์ประกอบ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Vijayaraghavan และคณะ (2018) ศึกษา

องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสาบเสือที่สกัดด้วยเอทานอล พบสารกลุ่มแทนนิน ฟลาโวนอยด์     

ซาโปนิน เทอร์พีนอยด์ ไกลโคไซด์ และน้ ามันหอมระเหย เป็นต้น ทั้งนี้จากการศึกษาของ Anyasor 

และคณะ (2011) พบว่าสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่พบในใบสาบเสือมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง           

การเติบโตของแบคทีเรียโดยจับกับผนังเซลล์ของแบคทีเรียส่งผลให้กระบวนการสร้างผนังเซลล์ของ

แบคทีเรียถูกยับยั้ง 

 ส่วนการวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของสารสกัดจากต้นตะไคร้ สังเกตเห็นจุดสีน้ าตาล    

สีม่วงและสีม่วงน้ าเงนิ แสดงว่าสารสกัดจากต้นตะไคร้มสีารกลุ่มซาโปนิน เทอร์พีนอยด์และน้ ามันหอม

ระเหยเป็นองค์ประกอบ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Nimrat Soodsawaweang และ 

Vuthiphandchai (2019) ที่ศึกษาองค์ประกอบของสารสกัดจากต้นตะไคร้ที่สกัดด้วยเอทานอล     

พบน้ ามันหอมระเหย สารกลุ่มซาโปนิน เทอร์พีนอยด์ ฟลาโวนอยด์และสารประกอบฟีนอลิก เป็นต้น 

5.3 ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อด้วยวิธี Agar well diffusion 

ผลการทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการเติบโตของแบคทเีรยีของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้งสอง

ชนิดที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดหยาบจากใบสาบเสือและต้นตะไคร้มีฤทธ์ิ

ยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis TISTR 2172 ได้ ซึ่งให้ผล

สอดคล้องกับการศึกษาของ จิราภรณ์ บุราคร และคณะ (2554) ซึ่งศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งการเติบโต

ของแบคทีเรียของสารสกัดหยาบจากต้นตะไคร้ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า

สามารถยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. aureus ATCC 6538 และ S. epidermidis ATCC 12228 ได้ 

และสอดคล้องกับการศึกษาของ Hrindhya และ Kulandhaivel (2017) ที่ศึกษาฤทธ์ิยับยั้ง        

การเติบโตของแบคทีเรียของสารสกัดหยาบจากใบสาบเสือที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

พบว่าสามารถยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. epidermidis MTCC 3068 ได้ โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของบริเวณยับยั้ง 13 มิลลิเมตร และสอดคล้องกับการศึกษา ชาลิสา ชาญเขตรธรรม และอานุภาพ 

สกิจขวา (2557) ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียของสารสกัดหยาบจากใบสาบเสือด้วย     
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วิธี Disc diffusion พบว่าที่ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อดิสก์ มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ          

S. aureus ATCC 25923 

5.4 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการของเชื้อ 

การหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ 

S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis TISTR 2172 โดยวิธี broth dilution พบว่าสารสกัด

หยาบจากใบสาบเสือมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ S. aureus TISTR 746 เท่ากับ        

ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ S. epidermidis TISTR 2172 คือ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

และสารสกัดหยาบจากต้นตะไคร้มีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ S. aureus TISTR 746 

เท่ากับค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ S. epidermidis TISTR 2172 คือ 2.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร จากผลการทดลองนี้แสดงว่าสารสกัดจากใบสาบเสือและต้นตะไคร้มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโต

ของเช้ือ S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis TISTR 2172 เท่ากัน 

จากการค านวณหาค่าความเข้มข้นที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือที่ 50% (IC50) จากกราฟ

ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย และค่าความเข้มข้นของสารสกัด พบว่า       

ค่า IC50 ของสารสกัดจากใบสาบเสือต่อเช้ือ S. aureus TISTR 746 เท่ากับ 11.19 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ซึ่งน้อยกว่าค่า IC50 ของสารสกัดจากต้นตะไคร้ซึ่งมีค่า 11.94 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเช้ือ

แบคทีเรียชนิดเดียวกัน แสดงว่าสารสกัดจากใบสาบเสือมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. aureus 

TISTR 746 ได้ดีกว่าสารสกัดจากต้นตะไคร้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Chomnawang และคณะ 

(2009) ซึ่งพบว่าสารสกัดจากใบสาบเสือมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. aurues ATCC 25923 ได้

ดีกว่าสารสกัดจากต้นตะไคร้ โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือเท่ากับ 1.25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดจากต้นตะไคร้มีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโต

ของเช้ือเท่ากับ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ขณะที่ค่า IC50 ของสารสกัดจากใบสาบเสือต่อเช้ือ S. epidermidis TISTR 2172 เท่ากับ 

3.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งน้อยกว่าค่า IC50 ของสารสกัดจากต้นตะไคร้ซึ่งมีค่า 5.11 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ต่อเช้ือแบคทีเรียชนิดเดียวกัน แสดงว่าสารสกัดจากใบสาบเสือมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของ

เช้ือ S. epidermidis TISTR 2172 ได้ดีกว่าสารสกัดจากต้นตะไคร้ สอดคล้องกับการศึกษาของ 

Chomnawang และคณะ (2005) ซึ่งพบว่าสารสกัดจากใบสาบเสือมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ    

S. epidermidis ATCC 14990 ได้ดีกว่าสารสกัดจากต้นตะไคร้ โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิ

ยับยั้งการเติบโตของเช้ือเท่ากับ 0.625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดจากต้นตะไคร้มีค่า

ความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือเท่ากับ มากกว่า 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
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 จากที่กล่าวไปข้างต้นสังเกตได้ว่าค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ

เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาอื่น พบว่ามีค่าที่แตกต่างกัน สาเหตุอาจเกิดจากสารสกัดจากพืชที่ได้    

ใช้วิธีการสกัดที่แตกต่างกัน การเปลี่ยนอุณหภูมิที่เพิ่มข้ึนในข้ันตอนการสกัดสารก่อนน าสารสกัดมา

ทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ อาจท าให้คอนฟอร์เมชันของโมเลกุลเปลี่ยนไปหรอืท าให้โมเลกุล

โปรตีนของพืชเสียสภาพไปท าให้สูญเสียการท างานของสารไปด้วย จากการศึกษาของ Irobi (1997) 

เมื่อน าสารสกัดจากใบสาบเสือมาให้ความร้อนที่อุณหภูมิต่าง ๆ ตั้งแต่ 40 ถึง 120 องศาเซลเซียส 

และน าไปทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการเติบโตของเช้ือ พบว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเช้ือ         

ของสารสกัดมีค่าลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึน เนื่องจากในงานวิจัยนี้ใช้อุณหภูมิในข้ันตอนระเหยตัวท า

ละลายออกด้วยเครื่องกลั่นระเหยแบบหมุน 70 องศาเซลเซียส จึงอาจท าให้ฤทธ์ิการยับยั้งการเติบโต

ของเช้ือของสารสกัดลดลง ด้วยเหตุผลดังกล่าว 

5.5 การผลิตพูลลแูลน 

เมื่อเพาะเลี้ยง A. pullulans PBUAP 34 ในอาหารสูตร PM (ภาคผนวก ก) pH เริ่มต้น 6.5 

ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน พบว่า A. pullulans PBUAP 34 สามารถผลิตพูลลูแลนได ้

14.52±0.26 กรัมต่อลิตร และน้ าหนักเซลล์แห้ง 5.77±0.22 กรัมต่อลิตร เมื่อเติมอาหารเสริมคือ

น้ ามันมะกอกที่ความเข้มข้น 5% (โดยปริมาตร) พบว่า A. pullulans PBUAP 34 สามารถผลิต       

พูลลูแลนเพิ่มข้ึนสูงสุดเป็น 19.01±0.92 กรัมต่อลิตร ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ

ความเช่ือมั่น 95% เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณพูลลูแลนของเช้ือที่เลี้ยงในอาหารสูตร PM ที่ไม่เติม

น้ ามันมะกอก สอดคล้องกับการศึกษาของ ปริศนา มังสา (2554) ศึกษาระดับความเข้มข้นของอาหาร

เสริมชนิดต่าง ๆ ที่เหมาะสมต่อการผลิตพูลลูแลนจาก A. pullulans สายพันธ์ุเขตร้อน พบว่าการเติม

น้ ามันมะกอกที่ความเข้มข้น 5% (โดยปริมาตร) ช่วยให้ A. pullulans สายพันธ์ุ CU44 สามารถผลิต

พูลลูแลนเพิ่มข้ึนจาก 35.78±0.12 กรัมต่อลิตร เป็น 42.08±0.19 กรัมต่อลิตร  

เมื่อเปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้งของเช้ือที่เลี้ยงในอาหารที่เติมน้ ามันมะกอกกับน้ าหนัก

เซลล์แห้งของเช้ือที่เลี้ยงในอาหารที่ไม่เติมน้ ามันมะกอก พบว่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่

ระดับความเช่ือมั่น 95% ซึ่งไม่สอดคล้องกับการศึกษาของ ปริศนา มังสา (2554) พบว่าน้ าหนักเซลล์

แห้งของ A. pullulans สายพันธ์ุ CU44 เพิ่มข้ึนจาก 4.32±0.01 กรัมต่อลิตร เป็น 8.40±0.12 กรัม

ต่อลิตร ทั้งนี้อาจเป็นเพราะการช่ังน้ าหนักเซลล์แห้งของเช้ือที่เลี้ยงในอาหารที่เติมน้ ามันมะกอก     

เกิดความคลาดเคลื่อนเนื่องจากการแยกน้ ามันมะกอกออกไม่หมด สังเกตได้จากค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ของน้ าหนักเซลล์แหง้ของเช้ือที่เลี้ยงในอาหารที่เติมน้ ามันมะกอกมีค่าสูงกว่าน้ าหนักเซลล์แห้งของเช้ือ

ที่เลี้ยงในอาหารที่ไม่เติมน้ ามันมะกอก 
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 จากการศึกษาของ Xiang และคณะ (2017) พบว่า น้ ามันมะกอกประกอบด้วย กรดไขมัน

อิ่มตัวและกรดไขมันไม่อิ่มตัวหลายชนิด เช่น กรดปาล์มิติก กรดปาลมิโตเลอิก กรดโอเลอิก        

กรดสเตียริก กรดลิ โนเลอิกและกรดลิโนเลนิก เป็นต้น มีสารไฟโตสเตอรอลที่ส า คัญคือ               

สติกมาสเตอรอล (Stigmasterol) และเบต้า-ซิโตสเตอรอล (β-Sitosterol) มีสารต้านอนุมูลอิสระ 

เช่น อัลฟา-โทโคเฟอรอล อยู่ในรูปของวิตามินอี รวมทั้งมีสารฟีนอล เช่นกรดคาเฟอิก (cafferic acid) 

กรดฟีคูมาริก (p-coumaric acid) กรดเฟรูลิก (ferulic acid) เป็นต้น และการศึกษาของ Lazaridou 

และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตพูลลูแลนของเช้ือ A. pullulans โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน

และเพิ่มแหล่งคาร์บอนที่สองโดยการเติมน้ ามันถ่ัวเหลืองหรือน้ ามันมะกอก พบว่าปริมาณพูลลูแลน   

ที่เช้ือผลิตได้เพิ่มสูงข้ึน นอกจากนี้การศึกษาของ Zhang และคณะ (2016) ศึกษาผลกระทบของ   

การเติมวิตามินอีในกระบวนการหมักของยีสต์พบว่า วิตามินอีมีบทบาทส าคัญในการป้องกัน        

การเกิดปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชันของไขมัน (lipid peroxidation) และความสมบูรณ์ของโครงสร้าง

และหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เช้ือรามีอัตราการอยู่รอดที่เพิ่มข้ึน 

จากที่กล่าวไปข้างต้นสังเกตได้ว่าเนื่องจากน้ ามันมะกอกมีสารอินทรีย์หลายชนิดที่เช้ือรา

สามารถน าไปใช้ประโยชน์และส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ ทั้งกรดไขมันต่าง  ๆ ที่เช้ือสามารถ

น าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนที่สองได้และมีวิตามินอีที่ช่วยให้เ ช้ือรามีอัตราการอยู่รอดที่ เพิ่มข้ึน          

ด้วยเหตุน้ีจึงท าให้น้ าหนักพูลลูแลนและน้ าหนักเซลล์แห้งของเช้ือที่เลี้ยงในอาหารที่เติมน้ ามันมะกอก 

มีค่าสูงกว่าเช้ือที่เลี้ยงในอาหารที่ไม่เติมน้ ามันมะกอก 

5.6 การเตรียมฟิล์มคอมโพสิตของพูลลแูลนและสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 
เมื่อข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนร่วมกับกลีเซอรอลด้วยวิธีหล่อฟิล์มที่ความเข้มข้นของพูลลูแลนที่ 

4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ผสมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 0 0.1 0.5 และ 1.0% (โดยปริมาตร) 

พบว่าฟิล์มที่ผสมกับกลี เซอรอลที่ความเข้มข้น 0 ถึง 0.5% ฟิล์มมีความเปราะลดลงและ                 

มีความยืดหยุ่นมากข้ึน แต่ฟิล์มที่ผสมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 1.0% (โดยปริมาตร) ฟิล์มมี

ลักษณะเปราะ แตกหักง่าย จากผลการทดลองสังเกตได้ว่าความเข้มข้นของกลีเซอรอลมีผลต่อสมบัติ           

ในด้านโครงสร้างความแข็งแรงและความยืดหยุ่นของฟิล์ม สอดคล้องกับการศึกษาของ  Karki และ

คณะ (2016) เนื่องจากกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ชนิดหนึ่ง โดยพลาสติไซเซอร์มีสมบัติที่ช่วยลด

ความเปราะของฟิล์มและท าให้ความแข็งแรงของโครงสร้างโพลิเมอร์อ่อนตัวลงโดยลดแรงยึดเหนี่ยว

ระหว่างโมเลกุล อย่างไรก็ตามหากใช้พลาสติไซเซอร์ปริมาณมากไปจะไปลดแรงยึดเกาะของฟิล์มได้ 

ด้วยเหตุน้ีอาจท าให้โครงสรา้งของฟิล์มที่ผสมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้นของกลีเซอรอล 1.0% (โดย

ปริมาตร) อ่อนตัวลงมาก จนแตกหักง่าย ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Kumar และคณะ (2019) 
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พบว่าหลังจากข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนที่ความเข้มข้น 4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ร่วมกับกลีเซอรอลที่        

ความเข้มข้นของ 1.0% (โดยปริมาตร) การลอกฟิล์มออกท าได้ยากมาก เนื่องจากแรงยึดเหนี่ยว

ระหว่างโมเลกุลของโพลิเมอร์ลดลง 

นอกจากนี้เมื่อข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลนร่วมกับกลีเซอรอลโดยเพิ่มความเข้มข้นของพูลลูแลนจาก 

3 ถึง 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ในขณะที่ใช้กลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 0.5% (โดยปริมาตร) พบว่า 

ฟิล์มที่ความเข้มข้นของพูลลูแลน 3% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ฟิล์มมีลักษณะเหนียวไม่สามารถลอก

ออกเป็นแผ่นได้ ฟิล์มที่ความเข้มข้นของพูลลูแลน 4% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ฟิล์มมีความยืดหยุ่นมาก

ข้ึน ในขณะที่ฟิล์มที่ความเข้มข้นของพูลลูแลน 5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ฟิล์มมีลักษณะเปราะ 

แตกหักง่าย จะสังเกตได้ว่าเมื่อความเข้มข้นของพูลลูแลนเพิ่มข้ึน ความยืดหยุ่นของฟิล์มมีแนวโน้มที่

ลดลง จากฟิล์มที่มีลักษณะเหนียวไม่สามารถลอกเป็นแผ่นได้เป็นฟิล์มที่มีความยืดหยุ่นดี และสุดท้าย

ฟิล์มมีลักษณะเปราะ แตกหักง่าย สอดคล้องกับการศึกษาของ Wang และคณะ (2018) เมื่อ      

ความเข้มข้นของพูลลูแลนเพิ่มข้ึนในช่วง 0 ถึง 2.5% (น้ าหนักต่อปริมาตร) ความยืดหยุ่นของฟิล์มมี

แนวโน้มเพิ่มข้ึน แต่เมื่อความเข้มข้นของพูลลูแลนเพิ่มข้ึนในช่วง 2.5 ถึง 7.5% (น้ าหนักต่อปริมาตร)       

ความยืดหยุ่นของฟิล์มมีแนวโน้มลดลง 
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บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัย และขอ้เสนอแนะ 

การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ S. aureus TISTR 746 และ S. epidermidis TISTR 

2172 ของสารสกัดหยาบจากใบสาบเสือและต้นตะไคร้ พบว่า สารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด

มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือทดสอบ โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากสมุนไพร     

ที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือ (MIC) พบว่าสารสกัดหยาบจากสมุนไพรทั้ง 2 ชนิดมีค่า MIC ต่อเช้ือ

ทดสอบเท่ากับ 2.5 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และจากผลการทดลองสามารถหาค่าความเข้มข้น

ที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโตของเช้ือที่ 50% (IC50) ได้จากกราฟระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียและค่าความเข้มข้นของสารสกัด พบว่าสารสกัดจากใบสาบเสือมีฤทธ์ิยับยั้งการเติบโต

ของเช้ือทดสอบได้ดีกว่าสารสกัดจากต้นตะไคร้ โดยมีค่า IC50 ต่อ S. aureus TISTR 746 ที่              

ความเข้มข้น 11.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและมีค่า IC50 ต่อ S. epidermidis TISTR 2172 ที่             

ความเข้มข้น 3.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดจากต้นตะไคร้มีค่า IC50 ต่อ S. aureus 

TISTR 746 ที่ความเข้มข้น 11.94 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและมีค่า IC50 ต่อ S. epidermidis TISTR 

2172 ที่ความเข้มข้น 5.11 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากการวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของสารสกัด

จากสมุนไพร 2 ชนิดด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง และตรวจสอบด้วยสารละลาย 

Anisaldehyde sulphuric acid พบว่าสารสกัดจากใบสาบเสือมีสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน 

เทอร์พีนอยด์และไกลโคไซด์เป็นองค์ประกอบ ในขณะที่สารสกัดจากต้นตะไคร้มีสารกลุ่มซาโปนินและ

เทอร์พีนอยด์เป็นองค์ประกอบ เมื่อศึกษาการข้ึนรูปฟิล์มพูลลูแลน พบว่าพูลลูแลนที่ความเข้มข้น 4% 

(น้ าหนักต่อปริมาตร) ร่วมกับกลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 0.5% (โดยปริมาตร) จะได้ฟิล์มที่เหมาะ

ส าหรับน าไปผลิตฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดหยาบจากสมุนไพรในข้ันตอนต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 
 ส าหรับแนวทางในการน าฟิล์มคอมโพสิตของพูลลูแลนและสารสกัดจากสมุนไพรไปใช้ ใน

อนาคต ควรศึกษาสมบัติเชิงกลเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์รักษาสิวหรือผลิตภัณฑ์รักษาโรคผิวหนังที่มี

อยู่ในตลาด และควรค านวณปริมาณสมุนไพรและขนาดของแผ่นฟิล์มให้เหมาะสมกับการบริโภคต่อ

ครั้งด้วย 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีเตรียม 

1. Nutrient Agar (NA) 

 Beef extract     3 กรัม 

 Peptone     5 กรัม 

 Agar              15 กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดยกเว้นวุ้นด้วยน้ ากลั่น เติมวุ้น และน าไปอุ่นให้ร้อนจนวุ้นละลายหมด     

ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยแรงดันไอ (Autoclave)        

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2. Nutrient Broth (NB) 

 Beef extract     3 กรัม 

 Peptone     5 กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย  

เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยแรงดันไอ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

3. Yeast Malt Agar (YMA) 

 Yeast extract     5 กรัม 

 Malt extract     5 กรัม 

 Peptone     5 กรัม 

 Glucose             20 กรัม 

 Agar              15 กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดยกเว้นวุ้นด้วยน้ ากลั่น เติมวุ้น และน าไปอุ่นให้ร้อนจนวุ้นละลายหมด     

ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยแรงดันไอ (Autoclave)         

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 



49 
 

4. Yeast Malt Broth (YMB) (Atlas, 1993) 

 Yeast extract     5 กรัม 

 Malt extract     5 กรัม 

 Peptone     5 กรัม 

 Glucose             20 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย   

เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยแรงดันไอ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

5. Production Medium (PM) (Prasongsuk et al., 2007) 

 Glucose             50 กรัม 

 (NH4)2SO4     0.6 กรัม 

 K2HPO4      5 กรัม 

 MgSO4 .7H2O     0.4 กรัม 

 NaCI      1 กรัม 

 Yeast extract     0.4 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่น 950 มิลลิลิตร ใส่น้ ามันมะกอก 5 มิลลิลิตร ปรับค่า

ความเป็นกรด-ด่างให้เท่ากับ 6.5 ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้วยแรงดันไอ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว        

เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

การนับจ านวนเซลล์ด้วยวิธี Direct microscopic count โดยใช้ Haemacytometer 

 Haemacytometer เป็นอุปกรณ์ที่ถูกพัฒนามาเพื่อใช้นับจ านวนเซลล์เม็ดเลือด แต่สามารถ

น ามาประยุกต์ใช้นับเซลล์จุลินทรีย์ได้ โดยมีลักษณะเป็นแผ่นเพลทแก้วหนาที่มีตารางหรือกริดส าหรับ

แบ่งพื้นที่ในการนับเซลล์ เมื่อปิดด้วยแผ่นปิด (cover slip) แล้ว จะมีช่องว่างระหว่างแผ่นเพลทกับ 

cover slip ส าหรับบรรจุสารตัวอย่างที่ต้องการนับจ านวน ตารางจะแบ่งพื้นที่เป็นช่องสี่เหลี่ยมจัตุรัส 

จ านวน 25 ช่องขนาดใหญ่ ช่องละ 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิเมตร ภายในแต่ละช่องแบ่งออกเป็น 16 ช่อง

ขนาดเล็ก แต่ละช่องมีขนาด 0.05 x 0.05 ตารางมิลลิเมตร ส่วนความลึกของแผ่นเพลทมีขนาด 0.1 

มิลลิเมตร ดังนั้นตารางจะมีปริมาตรเท่ากับ 1 มิลลิเมตร x 1 มิลลิเมตร x 0.1 มิลลิเมตร เท่ากับ 0.1 

ลูกบาศก์มิลลิเมตร ตามรูปที่ ข1 

 
รูปท่ี ข1 Haemacytometer เมื่อดูภายใต้กลอ้งจลุทรรศน์ 

วิธีการค านวณ 

ปริมาตรใน 25 ช่องขนาดใหญ่ (400 ช่องขนาดเล็ก) =   0.1 ลูกบาศกม์ิลลิเมตร 

นับช่องขนาดใหญเ่พียง 5 ช่อง ได้แก่ช่องบนซ้าย-ขวา ล่างซ้าย-ขวา และตรงกลาง 

สมมติค่าเฉลี่ยจ านวนเซลลจ์าก 5 ช่องใหญ ่   =   X     เซลล ์

ดังนั้นใน 0.1 ลบ.มม. มีจ านวนเซลล์ทั้งหมด  =   (25)(X) เซลล ์

ใน 1.0 ลบ.มม. มีจ านวนเซลลท์ั้งหมด  (25)(X)(10) เซลล ์
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ใน 1.0 ลบ.ซม. มีจ านวนเซลลท์ั้งหมด   (25)(X)(10)(1000) เซลล์  

     เท่ากับ  (25)(X)(104)   เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

เพื่อเพิ่มความแม่นย าและความสะดวกในการนับเซลล์ ควรท าการเจือจางสารตัวอย่างก่อน

เพื่อไม่ให้เซลล์หนาแน่นจนเกินไป และเมื่อค านวณหาจ านวนเซลล์ทั้งหมดจึงน าค่า dilution factor 

มาค านวณด้วย  

ดังนั้น 1.0 ลบ.ซม. มีจ านวนเซลล์ (25)(X)(104)(dilution factor) เซลล์ต่อมิลลิลิตร   
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานค่า Log ของจ านวนแบคทีเรียที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร 

 
รูปท่ี ค1 กราฟมาตรฐาน (standard curve) แสดงค่า Log จ านวนเซลล์ของ S. epidermidis TISTR 

2172  

 
รูปท่ี ค2 กราฟมาตรฐาน (standard curve) แสดงค่า Log จ านวนเซลล์ของ S. aureus TISTR 746  
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ตารางท่ี ค1 ค่าเฉลี่ยร้อยละของน้ าหนักน้ าในสมุนไพรที่ศึกษา 

สมุนไพร ครั้งที ่
น้ าหนักสด 

(กรัม) 

น้ าหนัก
แห้ง 
(กรัม) 

น้ าหนักน้ าใน
สมุนไพร 
(กรัม) 

น้ าหนักน้ าใน
สมุนไพร (%) 

ค่าเฉลี่ยร้อย
ละของ

น้ าหนักน้ า
ในสมุนไพร 

ใบสาบเสอื 
1 238.20 45.12 193.08 81.06 

77.71±5.77 2 259.74 49.26 210.48 81.03 
3 130.66 37.83 92.83   71.05 

ต้นตะไคร้ 
1 133.42 24.56 108.86 81.59 

80.71±0.84 2 56.94 11.43 45.51 79.93 
3 62.31 12.09 50.22 80.60 

 

ตารางท่ี ค2 ค่าเฉลี่ยน้ าหนักสารที่สกัดได้ 

สมุนไพร สกัดครัง้ที ่
น้ าหนักสารที่
สกัดได ้(กรมั) 

ค่าเฉลี่ยของ
น้ าหนักสารทีส่กัด

ได้ (กรัม) 

ใบสาบเสอื 
1 1.66 

1.63±0.04 2 1.58 
3 1.64 

ต้นตะไคร้ 
1 1.05 

1.05±0.07 2 1.11 
3 0.98 
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ตารางท่ี ค3 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดสมุนไพรและชุดการ

ทดลองควบคุม 

* ND คือไม่สามารถตรวจพบบริเวณการยบัยั้ง 

 
รูปท่ี ค3 บรเิวณยับยั้งการเจรญิของ S. aureus (ก) และ S. epidermidis (ข)                              

ด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 50, 60, 70 และ 80% โดยปริมาตร 

 
 

 

สารที่ใช้ทดสอบ 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบรเิวณยับยั้งเช้ือของสารสกัดสมุนไพร (มิลลลิิตร) 

S. aureus TISTR 746 S. epidermidis TISTR 2172 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

สาบเสือ 11.59 11.63 12.12 11.12 11.08 11.23 

ตะไคร้ 12.50 12.60 12.45 12.23 12.50 12.51 

คลอแรมฟินิคอล 

(ชุดควบคุมผลบวก) 
15.50 15.26 16.01 17.02 16.79 16.58 

50% DMSO           

(ชุดควบคุมผลลบ) 
ND* ND ND ND ND ND 

ก ข 
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ตารางท่ี ค4 การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus และ S. epidermidis เมื่อผสม

สารละลาย DMSO ลงในอาหาร NB ที่ความเข้มข้นสุดท้ายที่แตกต่างกัน 

DMSO 
(%) 

ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเซลล์ที่ช่วงความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
S. aureus S. epidermidis 

0 h 24 h 0 h 24 h 
0 0.3689±0.0187 0.8621±0.0054 0.4987±0.0024 1.9511±0.0689 
10 0.2810±0.0028 0.6293±0.0091 0.3440±0.0049 1.2243±0.2150 
20 0.1942±0.0025 0.0726±0.0151 0.2110±0.0110 0.1612±0.0018 
30 0.1282±0.0172 0.0564±0.0063 0.1482±0.0040 0.0732±0.0075 
40 0.0917±0.0125 0.0521±0.0017 0.1479±0.0088 0.0715±0.0026 
50 0.0740±0.0005 0.0713±0.0002 0.1054±0.0015 0.1039±0.0049 
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