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บทคัดย่อ 
สารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติสามารถยับย้ังการเจริญของ Aeromonas hydrophila โดยมีค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการ

ยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ (MIC) เท่ากับ 781.25 μg/ml สารสกัดใบครามหมักด้วยแบคทีเรียไอโซเลตท่ี 7 สารสกัดใบครามหมักด้วย
แบคทีเรียไอโซเลตที่ 9 และสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติ สามารถยับยั้งการเจริญของ Streptococcus agalactiae มีค่า MIC 
เท่ากับ 6,250  1,562.5 และ 3,125 μg/ml และสามารถยับยั้งการเจริญของ Bacillus cereus มีค่า MIC เท่ากับ 1,562.5  1,562.5 
และ 781.25 μg/ml ตามลำดับ ส่วน Candida albicans ถูกยับยั้งด้วยสกัดใบครามหมักด้วยแบคทีเรียไอโซเลตที่ 7 และ สารสกัดใบ
ครามหมักด้วยแบคทีเรียไอโซเลตที่ 9 มีค่า MIC เท่ากับ 6,250 และ 390.63 μg/ml ตามลำดับ ส่วนเขตการยับยั้งการเจริญของ B. 
cereus ด้วยสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติที่ความเข้มข้น 15  30  60 และ 120 mg/ml เท่ากับ 17.3  17.6  18.0 และ 19.1 
mm และเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 ที่ความเข้มข้นเดียวกัน มีค่าเท่ากับ 16.2  18.4  19.3 และ 22.2 
mm ส่วนเขตการยับยั้งการเจริญของ A. hydrophila ด้วยสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติที่ความเข้มข้น 30  60  120 mg/ml 
เท่ากับ 8.2  9.6 และ 14.2 mm เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 ที่ความเข้มข้นเดียวกันเท่ากับมีเขตการ
ยับยั้งการเจริญ เท่ากับ 9.1  13.3 และ 17.8 mm การทดสอบคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay ของสารสกัดใบ
ครามหมักตามธรรมชาติมีค่า 92.83±0.04 μg TE/g และสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเล็ตท่ี 9 มีค่า 91.58±0.04 μg TE/g ส่วน FTIR 
Spectra ของสารสกัดจากใบครามหมักตามธรรมชาติและจากใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 พบ 4 พีค ที่ 33331.78  2122.47  
1838.47 และ 663.48 cm-1 และ 3332.81  2128.80  1636.35 และ 664.11 cm-1 ตามลำดับ 
 

ABSTRACT 
 Naturally fermented indigo leaf extract was able to inhibit the growth of Aeromonas hydrophila with a MIC 
value of 781. 25 μg/ml.  Indigo leaf extract fermented with the bacterium isolate 7, indigo leaf extract fermented 
with the bacterium isolate 9 and naturally fermented indigo leaf extract can inhibit the growth of Streptococcus 
agalactiae with MIC values of 6,250, 1,562. 5 and 3,125 μg/  ml and can also inhibit the growth of Bacillus cereus 
with MIC values of 1,562.5, 1,562.5 and 781.25 μg/ml, respectively.  Candida albicans was inhibited by indigo leaf 
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extract fermented with the bacterium isolate 7 and indigo leaf extract fermented with the bacterium isolate 7 with 
MIC values of 6,250 and 390.63 μg/ml, respectively. The inhibitory zone of B. cereus with naturally fermented indigo 
leaf extract at concentrations of 15, 30, 60 and 120 mg / ml was 17.3, 17.6, 18.0 and 19.1 mm whereas fermented 
indigo leaf extract with the bacterium isolate 9 at the same concentrations with B.  cereus inhibitory zone of 16. 2, 
18. 4, 19. 3 and 22. 2 mm.  The inhibitory zone of A.  hydrophila with naturally fermented indigo leaf extract at the 
30, 60, 120 mg / ml was 8.2, 9.6 and 14.2 mm whereas indigo leaf extract fermented with the bacterium isolate 9 
at the same concentrations was 9. 1, 13. 3 and 17. 8 mm.  The antioxidant properties using ABTS assay of naturally 
fermented indigo leaf extract was 92. 83 ± 0. 04 μg TE /  g, and indigo leaf extract fermented with the bacterium 
isolate 9 was 91.58 ± 0.04 μg. TE / g. FTIR Spectra of crude extract of naturally fermented indigo leaves and indigo 
leaves fermented with the bacteria isolate 9 possess 4 peaks, including 33331.78, 2122.47, 1838.47 and 663.48 cm-

1 and 3332.81, 2128.80, 1636.35 and 664.11 cm-1, respectively. 
 

คำสำคัญ: ต้นคราม  จุลินทรีย์ก่อโรค  ความเข้มข้นต่ำสุดในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์  เขตการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ 
 สารต้านอนุมูลอิสระ 

Keywords: Indigo plant, Pathogenic microorganisms, MIC, Inhibition zone, Antioxidant 
 

บทนำ 
พืชที่ให้สีครามมีหลายชนิด เช่น ต้นคราม ต้นฮ่อม และ

ต้นเบือก คนโบราณในหลายประเทศรู้จักนำใบจากต้นครามมาทำ
เป็นสีย้อมผ้า รวมทั้งในประเทศไทย โดยในทางภาคเหนือและ
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือก็มีการปลูกต้นครามเพื่อนำมาย้อมผ้า
เป็นเวลานาน ต้นครามที่คนอิสานนิยมปลูกและใช้ในการย้อมผ้า
เป็นต้นครามคือชนิด Indigofera tinctoria Linn ซึ ่งคนอีสาน
ด้ังเดิมนิยมสวมเสื้อฝ้ายแขนยาวย้อมสีคราม เนื่องจากมีความเชื่อ
ว่ารักษาอาการไข้ให้หายได้และทำให้สุขภาพแข็งแรง บางคนยัง
นำน้ำครามที่ได้จากการหมักสีครามไปใช้ในการทาแผลวัวควายท่ี
ถูกตอนจะทำให้ลดการอักเสบมีแผลแห้งดี ในปัจจุบันได้มี
การศึกษาการใช้ประโยชน์จากต้นครามในด้านการแพทย์ พบว่า
สารสกัดจากรากของต้นคราม Isatis indigotica มีคุณสมบัติ
ยับยั้งเชื้อไวรัสก่อโรคไข้หวัดใหญ่ ไวรัสตับอักเสบเอ และไข้สมอง
อักเสบเจอี (Quin and Xu, 1998; Wu et al., 1997) นอกจากนี้
สารสกัดจากรากของต้นคราม Isatis indigotica สามารถยับย้ัง 
SARS-Coronavirus มีค่า IC50 เท่ากับ 53.8±4.2 μg/ml (Lin 
et al. , 2005)  และสารสก ัดจากการต ้นคราม  Indigofera 
suffruticosa Mill สามารถยับย ั ้งการเจร ิญของ Staphylo-
coccus aureus ได้ (Leite et al., 2006) นอกจากนี้สารสกัดผง
ใบครามแห้ง Indigofera tinctoria Linn สกัดด้วย methanol 
มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและสามารถยับยั้งการเจริญ

ขอ ง  Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes 
และ Bacillus pumilus แต่ไม ่สามารถยับยั ้งการเจร ิญของ 
Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa (Renuka-
devi and Sultana, 2011) ส่วนรากและใบต้นคราม Indigofera 
tinctoria Linn สกัดด้วย methanol มีคุณสมบัติการต้านอนุมูล
อิสระ แต่สารสกัดจากรากไม่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
ส่วนสารสกัดใบครามสามารถยับย้ังการเจริญของ Enterobacter 
faecalis, Staphylococcus aureus, Salmonella Para-
thyphi, Enterobacter aerogenes และ  Klebsiella pneu-
moniae (Swaminathan, 2018) ใบครามแก่ ใบครามอ่อน และ
เมล็ดครามที ่สกัดด้วย methanol มีค ุณสมบัติเป็นสารต้าน 
อนุมูลอิสระ (Jang et al., 2012) 
 เนื่องจากต้นครามมีประโยชน์มากดังกล่าวมาแล้ว แต่
ยังไม่มีการศึกษาการนำสารสกัดของใบต้นครามที ่หมักด้วย
แบคทีเร ียซ ึ ่งเก ี ่ยวข ้องก ับการสร ้าง Indigo และการสร้าง 
leucoindigo มาหมักใบต้นคราม Indigofera tinctoria Linn 
แล้วนำไปทดสอบความสามารถในการยับยั ้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ก่อโรคบางชนิด และหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดในการ
ยับยั ้งการเจร ิญ (Minimal Inhibitory Concentration; MIC) 
รวมท ั ้ งทดสอบค ุณสมบ ัต ิการเป ็นสารต ้านอน ุม ูลอ ิสระ
เปรียบเทียบกับสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติ 
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วิธีการดำเนินการวิจัย 
การเตรียมเชื้อแบคทีเรียท่ีใช้ในการหมักใบคราม 

แบคทีเร ีย ที ่ใช้เป ็นแบคทีเร ียที ่สร ้างเอนไซม์ ß-
glucosidase ซึ่งแยกเชื้อได้จากการหมักใบครามตามธรรมชาติท่ี
อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 12 h ซึ่งเป็นเวลาที่มีปริมาณ indigo  
สูงที่สุด ได้คัดเลือกมา 10 ไอโซเลตท่ีสามารถผลิต Indigo จาก 
Indican medium ได้ในช่วง 180.256 - 581.282 mg/ml (ไม่ได้
แสดงข้อมูล) 

การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย นำเชื้อแบคทีเรียแต่ละไอโซ
เลตเพาะเลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth (NB) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 
30oC เป็นเวลา 24 h ปรับความขุ่นของเชื ้อแต่ละไอโซเลตให้
เท่ากับ McFarland standard No. 1 ซึ่งมีเชื ้อประมาณ 3.0 x 
108 cell/ml 
การหมักใบครามตามสภาพธรรมชาติ 

ใบครามสดไม่ต้องทำความสะอาดให้ปลอดเชื้อ นำมา
บดให ้ละเอ ียด แล ้วช ั ่ ง ใส ่ Basal medium ปลอดเช ื ้อ ใน
อัตราส่วน 0.12 g/ml (อาหารเล ี ้ยงเช ื ้อ 1 l ประกอบด้วย 
K2HPO4 1.0 g  MgSO4.7H2O 0.5 g  NaCl 0.5 g (NH4)2SO4 
1.0 g) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 48 h 
การหมักใบครามโดยใช้เชื้อแบคทีเรีย 
 นำใบครามสดมาทำความสะอาดท่ีบริเวณผิวให้ปลอด
เชื้อ โดยการแช่ใน 70% Ethanol เป็นเวลา 1 min จากนั้นจึง
นำไปแช่ใน 1% H2O2 เป็นเวลา 1 min แล้วจึงนำไปล้างด้วยน้ำ
กลั่นปลอดเชื้อ โดยเปล่ียนน้ำกลั่นเป็นจำนวน 5 คร้ัง ท้ิงให้สะเด็ด
น้ำ แล้วนำไปบดให้ละเอียด ชั่งใส่ใน Basal medium ปลอดเชื้อ
ในอัตราส่วน 0.12 g/ml เติมเชื้อแต่ละไอโซเลตที่เตรียมไว้ ลงใน
แต่ละชุดของใบครามปลอดเชื้อโดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ นำไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 48 h พิสูจน์การปลอดเชื้อโดยนำใบ
ครามบดใส่ใน Nutrient broth บ่มเชื ้อที ่อุณหภูมิ 30ºC เป็น
เวลา 24 h หากไม่มีเชื้อเจริญ จึงนำใบครามที่หมักไว้ไปทดลอง
ต่อไป 
การเตรียมสารสกัดใบครามหมัก 

นำหลอดบรรจุใบครามหมักไปไปต้มในอ่างน้ำเดือดเป็น
เวลา 10 min เพื่อทำลายเซลล์จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมัก จากนั้น
จึงนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 5000 rpm เป็นเวลา 5 min เก็บส่วนที่เป็น
น้ำใสซ่ึงเป็นสารสกัดใบครามหมักท่ีมีความเข้มข้น 120 μg/μl 
 

การเตรียมเชื้อทดสอบ 
เชื ้อทดสอบประกอบด้วยแบคทีเรียแกรมบวกได้แก่ 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus และ  Strepto-
coccus agalactiae ส่วนแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ Pseudo-
monas aeruginosa, Escherichia coli O157, Salmonella 
Typhimurium, Aeromonas hydrophila และ Burkholderia 
pseudomallei รวมถึงยีสต์ Candida albicans ซึ่งทั้งหมดเป็น 
clinical isolates ที ่ได้รับความอนุเคราะห์เชื ้อจากสาขาวิชา 
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ และ รศ.ดร. เสาวนิต ทองพิมพ์ 
นำเชื้อแบคทีเรียทดสอบแต่ละเชื้อไปเลี้ยงใน Nutrient broth 
ส่วน C. albicans เลี้ยงใน MY broth นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35ºC 
เป็นเวลา 24 h ปรับความขุ่นของแต่ละเชื้อเท่ากับ McFarland 
standard No. 0.1 ซ่ึงมีเชื้อ ประมาณ 3.0 x 107 cell/ml 
การเตรียมสี Resazurin 

ละลายสี Resazurin 270 mg ในน้ำกลั่น 40 ml ทำให้
ปลอดเชื้อ นำไปใช้เป็นดัชนีบ่งชี้การเจริญของเชื้อทดสอบโดยจะ
เปลี่ยนจากสีน้ำเงินม่วงไปเป็นสีแดงชมพูหรือไม่มีสี หากเชื้อไม่
เจริญจะยังคงมีสีน้ำเงินม่วง 
การทดสอบหาความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดใบครามหมักที่มี
ฤทธ์ิยับยั้งจุลนิทรีย์ (MIC) 

ได้ใช้วิธีของ Mann and Markham (1998) โดยใช้ 96 
well plate ปลอดเชื้อ (รูปที่ 1) สำหรับการทดสอบสารสกัดใบ
ครามหมัก 11 ชนิดต่อเชื ้อจุลินทรีย์ทดสอบ 1 ชนิด และให้
คอลัมน์ที่ 12 เป็นชุดควบคุม ประกอบด้วย positive control 
คือไม่มีสารสกัดใบครามหมักแต่มีเชื ้อทดสอบที่ยังมีชีวิต (A12  
B12  C12 และ D12) และ negative control (E12  F12  G12 
และ H12) คือไม่มีสารสกัดใบครามหมักและไม่มีเชื้อทดสอบ ซ่ึงสี
ของ Resazurin จะต้องคงสีน้ำเงินม่วง ส่วนคอลัมน์ที่ 1-11 คือ
สารสกัดใบครามหมักแต่ละชนิดลงในแต่ละคอลัมน์ โดยคอลัมน์ท่ี 
11 เป็นสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติและคอลัมน์ที่ 1-10 
เป็นสารสกัดใบครามหมักด้วยเชื้อไอโซเลตที่ 1 จนถึงสารสกัดใบ
ครามหมักด้วยเชื้อไอโซเลตที่ 10 โดยในแต่ละหลุมจะเติมเชื้อ
ทดสอบหลุมละ 10 μl ยกเว้น negative control เติม Muller 
Hinton broth ลงในทุกหลุมๆละ 50 μl โดยจะมีการเติมสี 
Resazurin ในปริมาตร 10 μl ลงในแต่ละหลุม และเติมสารสกัด
ใบครามหมัก 50 μl โดยทำให้แต่ละแถว A  B  C  D  E  F  G 
และ H มีความเข้มข้นของสารสกัดใบครามหมักที่แตกต่างกัน 
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โดยม ีค่า 25,000  12,500  6,250  3,125  1,562.50  781.25  
390.63 และ 195.31 μg/ml ตามลำดับ ปิดฝา Plate แล้วนำไป
บ่มท่ี 35ºC เป็นเวลา 18 h อ่านผลความเข้มข้นต่ำสุดของใบ
ครามหมักที่ทำให้จุลินทรีย์ทดสอบไม่เจริญ (ค่า MIC) ในแต่ละ
คอลัมน์ท่ี 1-11 โดยดูจากหลุมท่ีจุลินทรีย์ไม่เจริญจะยังคงสีน้ำเงิน
ม่วง แต่หลุมถัดไปจะสีแดงชมพู บันทึกค่า MIC คือความเข้มข้น
ต่ำสุดของสารสกัดที่ยับยั้งเจริญของจุลินทรีย์  หากทุกหลุมในแต่
ละคอลัมน์ 1-11 มีจุลินทรีย์เจริญจะมีสีแดงชมพู เนื่องจากสาร
สกัดท่ีมีความเข้มข้นสูงสุดไม่สามารถยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์
ได้ ให้บันทึกค่า MIC > 25,000 μg/m 
การทดสอบหาเขตยับยั้งของสารสกัดใบครามหมักต่อการเจริญ
ของจุลินทรีย์ (Inhibition zone) 

ได้เลือกสารสกัดใบครามหมัก และแบคทีเรียก่อโรค 
โดย ดูจากผลการทดสอบ  MIC มาทดสอบหา เขตย ับ ย้ั ง 
(Inhibition zone) โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Muller Hinton ผสม 
Resazurin ที่อาหารวุ้นมีความหนา 4 mm เท่ากันตลอดจาน ใช้
สำลีพันปลายไม้ปลอดเชื้อ จุ่มเชื้อทดสอบ 1 ชนิดป้ายบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแบบ 3 แนวระนาบ แล้วใช้พลาสเจอร์ปิเปิตปลอดเชื้อ 
เจาะหลุมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ทำให้ทุกหลุมมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 7 
mm วางแผ่นเพนนิซิลิน 10 units บนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ ซึ ่งใช้
สำหรับการตรวจสอบหาเขตยับยั้งของสารสกัดใบครามหมัก ท่ี
ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน (15  30  60  120 mg/ml) โดยเติมสาร
สกัด 80 μl ลงในแต่ละหลุมที่เตรียมไว้ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35ºC 
เป็นเวลา 18 h วัดเส้นผ่านศูนย์กลางในหน่วยมิลลิเมตรบริเวณท่ี
ไม่มีเชื้อเจริญซึ่งเป็นบริเวณที่ไม่มีสีแดงในจานอาหารที่ผสม TTZ 
และบริเวณท่ีมีสีฟ้าจาง ๆ ในอาหารท่ีผสม Resazurin 
การทดสอบคุณสมบัติการเปน็สารต้านอนุมูลอิสระ 

ได้เลือกสารสกัดใบครามหมักโดยดูจากผลการทดสอบ 
MIC มาทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระใช้วิธี 
ABTS assay (Re et al. , 1999) โดยใช ้  Trolox (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetra-methychroman-2-carboxylic acid) เป ็นสาร
ม าต ร ฐ าน  ใ ช้  ABTS ( 2,2’- azino- bis- ( 3- ethylbenzothi-
azoline-6-sulphonic acid) ความเข้มข้น 7 mM ที่ทำให้เป็น 

ABTS radical cation โ ด ย ผ ส ม ก ั บ  K2S2O8 ( potassium 
persulfate) 2.45 mM ในสัดส่วน 1:1 โดยปริมาตร ก่อนนำมาใช้
จะต้องตั ้งทิ ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 12-16 h แล้วจึงเจือจางสาร 
ABTS radical cation โดยใช้ PBS (Phosphate buffer saline) 
pH 7.4 ให้มีค่าดูดกลืนแสง 0.4 ท่ีช่วงคลื่น 734 nm จากนั้นเจือ
จางสารสกัดใบครามหมักแต่ละชนิดให้มีความเข้มข้น 2.4  1.2  
0.8  0.6 และ 0.48 mg เติมลงในแต่ละหลุมของ microplate 
เติม ABTS radical cation (ทำ 4 ซ้ำ) นำไปอ่านค่าดูดกลืนแสงท่ี
ช่วงคลื่น 734 nm โดยใช้ Microplate reader ที่อุณหภูมิ 25ºC 
ว ัดค ่าท ุกนาที เป ็นเวลา 30 min และทำ Trolox standard 
curve คำนวณหาค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของใบ
ครามหมักในหน่วย Trolox Equivalent ต่อใบครามหมัก 1 g 
(μM TE/g) จากสมการท่ีได้จาก Trolox standard curve 
การหาค่าคลื่นความถ่ี (Spectrum) 

ได้เลือกสารสกัดใบครามหมัก โดยดูจากผลการทดสอบ
ค่า MIC ไปศึกษา FTIR Spectrum โดยใช้เคร่ืองมือฟูเรียร์ทรานส์
ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรมิเตอร์ FTIR-8900 ยี่ห้อ SHIMADZU 
model FTIR-8900 Japan ท่ีเลขคลื่น 3500 ถึง 600 cm-1 
 

ผลการวิจัย 
การทดสอบหาความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดใบครามหมักที่มี
ฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย์ (MIC) 

ใบครามหมักตามธรรมชาติสามารถยับยั้งการเจริญของ 
B. Cereus, S. agalactiae และ A. hydrophila โดยมีค่า MIC 
เท่ากับ 781.25  3125 และ 781.25 μg/ml ตามลำดับ แต่ไม่
สามารถยับย้ัง S. aureus ดังตารางท่ี 1 และรูปท่ี 1 ส่วนใบคราม
หมักด้วยแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ พบว่า เม่ือหมักด้วยไอโซเลตท่ี 
7 สามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus, S. Agalactiae และ 
C. albicans มีค ่า MIC 1,562.50  6,250 และ 6,250 μg/ml 
ตามลำดับ ใบครามหมักด้วยไอโซเล็ตท่ี 9 สามารถยับย้ังการเจริญ
ของเชื้อ B. Cereus, S. agalactiae และ C. albicans มีค่า MIC 
1,562.50  1,562.50 และ 390.63 μg/ml 
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รูปท่ี 1 สารสกัดของใบครามหมัก (คอลัมน์ 1-11) ไม่สามารถยับย้ังการเจริญของ S. aureus 
 

ตารางท่ี 1 ความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดใบครามหมัก (MIC) ท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ 
ค่า MIC (μg/ml ) ของสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติ (11) และหมักด้วยเช้ือแบคทเีรียไอโซเลตที่ 1-10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
S. aureus 
>25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 
B. cereus 

3,125 3,125 3,125 6,250 1,562.5 6,250 1,562.5 12,500 1,562.5 12,500 781.25 
St. agalactiae 

3,125 3,125 12,500 12,500 1,562.5 6,250 6,250 25,000 1,562.5 12,500 3,125 
Ps. aeruginosa 
>25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 
E. coli O157 
>25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 
S. Typhimurium 
>25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 
A. hydrophila 
>25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 781.25 
B. pseudomallei 
>25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 >25,000 
C. albicans 
>25,000 781.25 12,500 3,125 >25,000 3,125 6,250 3,125 390.63 3,125 >25,000 

 

การทดสอบหาเขตยับยั้ง (Inhibition zone) 
ได้เลือกสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติและสาร

สกัดใบครามหมักด้วยแบคทีเรียไอโซเลตที่ 9 มาทดสอบหาเขต
ยับยั ้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค ซึ ่งไอโซเลตที ่ 9 เป็น
แบคทีเรียแกรมบวกมีรูปร่างเป็นแท่งขนาดใหญ่อยู่เรียงกันเป็น
สาย พบว่าสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 ที่ความเข้มข้น 

15  30  60  120 mg/ml สามารถยับย้ังการเจริญของ B. cereus 
โดยมีเขตการยับยั ้ง 16.2  18.4  19.3 และ 22.2 mm ขณะท่ี 
ท ี ่ ความเข ้มข ้น  30  60 และ  120 mg/ml สามารถย ับ ย้ัง  
A. hydrophila มีเขตการยับย้ัง 9.1  13.3 และ 17.8 mm แต่ไม่
สามารถยับยั ้งการเจริญของ S. Agalactiaeม E. coli O157,  
S. Typhimurium และ B. pseudomallei 
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 ส่วนสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติที่ความเข้มข้น 
15  30  60 และ 120 mg/ml สามารถยับย ั ้งการเจร ิญของ  
B. cereus โดยมีเขตการยับย้ัง 17.3  17.6  18.0 และ 19.1 mm 
ท่ีความเข้มข้น 30  60 และ 120 mg/ml สามารถยับย้ังการเจริญ
ของ A. hydrophila มีเขตการยับยั ้ง 8.2  9.6 และ 14.2 mm 
แต่ไม่สามารถยับย้ังการเจริญของ S. Agalactiae, E. coli O157, 

S.  Typhimurium และ  B.  pseudomallei ด ั ง ต าร า งท ี ่  2  
ยาเพนนิซิลิน 10 units สามารถยับยั้งการเจริญของ S. Aureus, 
B. Cereus, S. agalactiae โดยมีเขตการยับย้ัง 12.2  16.5 และ 
15.5 mm แต่ไม่สามารถยับยั ้งการเจริญของ A. Hydrophila,  
E.  coli O157, S.  Typhimurium แ ล ะ  B.  Pseudomallei  
ดังตารางท่ี 2 และตารางท่ี 3 

 

ตารางท่ี 2 เขตการยับย้ังของสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติต่อการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
 เขตการยับย้ัง (mm) 

เพนนิซิลินที่ความเข้มข้นต่างๆ (mg/ml) 
10 units 15 units 30 units 60 units 120 units 

S. aureus 12.2 0 0 0 0 
B. cereus 16.5 17.3 17.6 18.0 19.1 
St. agalactiae 15.5 0 0 0 0 
E. coli O157 0 0 0 0 0 
S. Typhimurium 0 0 0 0 0 
A. hydrophila 0 0 8.2 9.6 14.2 
B. pseudomallei 0 0 0 0 0 

 

ตารางท่ี 3 เขตการยับย้ังของสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตท่ี 9 ต่อการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
 เขตการยับย้ัง (mm) 

เพนนิซิลินที่ความเข้มข้นต่างๆ (mg/ml) 
10 units 15 units 30 units 60 units 120 units 

S. aureus 12.2 0 0 0 0 
B. cereus 16.5 16.2 18.4 19.3 22.2 
St. agalactiae 15.5 0 0 0 0 
E. coli O157 0 0 0 0 0 
S. Typhimurium 0 0 0 0 0 
A. hydrophila 0 0 9.1 13.3 17.8 
B. pseudomallei 0 0 0 0 0 

 

คุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบคราม
หมัก 

ความสามารถของ Trolox ในการต้านอนุมูลอิสระ 
ABTS radical cation (ABTS +●)  โดยการวัดค่า ดูดกลืนแสงท่ี
ช่วงคลื่น 734 nm พบว่า มีค่าลดลง เมื่อ Trolox มีความเข้มข้น
เพ่ิมข้ึนตามลำดับ (7.5  15  45  90  135 และ 180 μmol) และ
เวลาที่ใช้การทำปฏิกิริยาเริ่มตั้งแต่ 1 min จนถึง 30 min มีค่า
ดูดกลืนแสงที่วัดได้ไม่แตกต่างกันมากนัก ดังนั้นจึงเลือกค่า ค่า
ดูดกลืนแสงที ่เวลา 5 min ไปใช้ในการทำ Trolox standard 

curve (รูปที่ 3) ได้นำค่าค่าดูดกลืนแสง 734 nm ที่เวลา 5 min 
ของสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติและสารสกัดใบคราม
หมักด้วยไอโซเลตที ่ 9 แต่ละความเข้มข้น ไปคำนวณหาค่า
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระเมื่อเปรียบเทียบกับ Trolox ใน
หน่วย μg TE/g ของใบครามหมัก โดยคำนวณจากสมการที่ได้
จาก Trolox standard curve พบว่าสารสกัดใบครามหมักตาม
ธรรมชาติมีค่าการต้านอนุมูลอิสระ 92.83±0.04 μg TE/g และ
เมื่อหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 มีค่าการต้านอนุมูลอิสระ 91.58±0.04 
μg TE/g ต่ำกว่าสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติ 
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รูปท่ี 2 เขตการยับยั้งของสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 ต่อการเจริญของ A. hydrophila แผ่นกลมขาวตรงกลางเป็นแผ่น
เพนนิซิลิน 10 units บริเวณสีฟ้าจาง รอบหลุมท่ีเติมสารสกัดเป็นเขตการยับย้ัง 

 

 
 

รูปท่ี 3 Trolox standard curve ใช้วิธี ABTS assay โดยวัดค่าค่าดูดกลืนแสงท่ีช่วงคลื่น 734 nm 
 

การหาค่าคลื่นความถ่ี (Spectrum) 
 FTIR Spectra ของสารสกัดใบครามหมักตาม
ธรรมชาติ พบ peak ที ่ 33331.78  2122.47  1838.47 และ 

663.48 cm-1 ดังในรูปที่ 4 ส่วน FTIR Spectra ของสารสกัดใบ
ครามหมักด้วยไอโซเลตที ่ 9 พบ peak ท่ี 3332.81  2128.80  
1636.35 และ 664.11 cm-1 ดังในรูปท่ี 5 

 

 
รูปท่ี 4 FTIR spectra ของสารสกัดใบครามหมักธรรมชาติท่ีสกัดด้วยน้ำ 
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รูปท่ี 5 FTIR spectra ของสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลต 9 ท่ีสกัดด้วยน้ำ  

 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
สารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติและสารสกัดใบ

ครามหมักด้วยแบคทีเรียไอโซเลตที่ 9 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียก่อโรค เช่น A. Hydrophila, S. agalactiae และ 
B. cereus รวมถึงยีสต์ก่อโรคคือ C. albicans และมีคุณสมบัติ
ในการต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งควรจะมีการศึกษาต่อไปในเรื่องฤทธ์ิ
การยับยั้งเชื้อราก่อโรคและการบ่งชี้ชนิดของไอโซเลตที่ 9 โดยใช้
เทคนิคทางชีวโมเลกุล รวมทั้งการนำสารสกัดใบครามหมักตาม
ธรรมชาติและสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 ไปใช้ใน 
การบำบัดโรคปลาที ่ เก ิดจากเช ื ้อ A. hydrophila หรือเชื้อ  
S. agalactiae เนื่องจากเป็นเชื้อก่อโรคปลาที่ทำความเสียหาย
เป็นอย่างมากแก่อุตสาหกรรมการเลี้ยงปลา ได้มีการศึกษาหา
วิธ ีการควบคุมโรคแทนการใช้ยาปฏิชีวนะในปลาที ่เป ็นโรค  
เช ่น วิธ ีการใช้แบคเทอริโอเฟจ ควบคุมเชื ้อก ่อโรคปลานิล  
A. hydrophila (ตระหนัก และคณะ 2560) และได้มีการแยกเชื้อ 
S. agalactiae จากปลานิลที่เป็นโรค (ศยามล และคณะ, 2562) 
การศึกษาการนำสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติไปใช้ในการ
รักษาโรคปลาท่ีเกิดจากเชื้อ A. hydrophila และ S. agalactiae 
จึงเป็นแนวทางเลือกในการลดต้นทุนในการเลี้ยงปลาและป้องกัน
อันตรายจากยาปฎิชีวนะตกค้างในเนื้อปลาและเชื้อก่อโรคต้านยา
ปฏิชีวนะ เนื่องจากสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติ สามารถ
ยับยั ้งการเจร ิญของ A. hydrophila โดยมีค ่า MIC 781.25 
μg/ml เมื ่อนำมาทดสอบหาค่าเขตการยับยั ้ง พบว่าที ่ความ
เข้มข้น 30  60 และ 120 mg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของ  
A. hydrophila มีค่า 8.2  9.6 และ 14.2 mm ต่ำกว่าสารสกัด
ใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 มีค่า 9.1  13.3 และ 17.8 mm 
ส่วนเชื้อ S. agalactiae ถูกยับยั้งการเจริญด้วยสารสกัดใบคราม

หมักตามธรรมชาติและสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9  
มีค่า MIC 3,125 และ 1,562.5 μg/ml ทั้งสารสกัดใบครามหมัก
ตามธรรมชาติและสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที ่ 9 มี
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระมีค่า 92.83±0.04 μg TE/g 
และ 91.58±0.04 μg TE/g ด้วยวิธี ABTS assay ตามลำดับ ซ่ึงมี
ค่าสูงกว่าจากสารสกัดใบครามแก่และใบครามอ่อนสกัดด้วยน้ำ 
(water extract) มีค่า 81.24±0.3 และ 75.93±0.3 μmol TE/g 
DW (Kim et al., 2012) แต่มีค่าต่ำกว่าค่าจากสารสกัดใบคราม
แก่และใบอ่อน ซึ่งสกัดด้วย methanol : น้ำ(1:1) ที่อุณหภูมิห้อง
ในที่มืดเป็นเวลา 24 h ซึ่งมีค่า 185.46±9.1 และ 134.43±6.6 
μmol TE/g DW ตามลำดับ (Jang et al., 2012) 
 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในใบครามที่ทำให้มีคุณสมบัติ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคและมีคุณสมบัติการต้านอนุมูล-
อิสระขึ้นกับชนิดของคราม วิธีสกัด และเวลาที่ใช้ เช่น พบสาร 
indirubin  tryptanthrin  polyphenols และ flavonoids ใน
สารสกัดใบคราม Polygonum tinctorium Lour ท่ีต้มในน้ำร้อน
ที่อุณหภูมิ 70ºC เป็นเวลา 24 h จากนั้นจึงสกัดด้วย methanol 
(Park et al., 2014) พบสาร polyphenols  flavonoids และ 
flavonols ในสารสกัดใบครามแก่และใบครามอ่อน ซึ่งสกัดด้วย 
methanol : น้ำ (1:1) ที่อุณหภูมิห้องในที ่มืดเป็นเวลา 24 h 
(Jang et al., 2012) และ พบสาร polyphenols  flavonoids  
flavonols  ascorbic acid และ anthocyanin ในสารสกัดใบ
ครามแก่และใบครามอ่อน ซึ่งสกัดด้วยน้ำในสัดส่วนต่างกัน แต่ใน
สารสกัดใบครามแก่จะไม่พบ anthocyanin (Kim et al., 2012) 
พบสา ร  flavonoids  saponin  tannin  quinon  steroid/ 
terpenoid และ  phenols ในผง ใบครามแห ้ ง  Indigofera 
tinctoria Linn ท ี ่ ส ก ั ด ด ้ ว ย  methanol ( Renukadevi and 
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Sultana, 2011) จึงคาดว่าสารหลักท่ีเกี่ยวข้องกับการต้านอนุมูล-
อิสระในสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติและสารสกัดใบคราม
หม ักด ้วยไอโซเลตท ี ่  9 อาจเป ็นสาร  polyphenols และ 
flavonoids 
 FTIR Spectra ข อ ง ส า ร จ า ก ใ บ ค ร า ม  Indigfera 
tinctoria Linn ที่หมักตามธรรมชาติ พบ 4 peak ที่ 33331.78  
2122.47  1838.47 และ 663.48 cm-1 ส่วน FTIR Spectra ของ
สารจากใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 พบ 4 peak ท่ี 3332.81  
2128.80  1636.35 และ 664.11 cm-1 ซึ ่งแตกต่างจาก FTIR 
Spectra ของใบครามแก่ Polygonum tinctorium Ait ที่สกัด
ด้วยน้ำ พบ 7 peak ท่ี 3354.91  2917.92  2160.46  1977.34  
1611.10  1369.71 และ 1232.37 cm-1 และของใบครามอ่อน
ซ ึ ่ ง พบ  8 peak ท่ี  3275. 84  2934. 57  1602. 46  1515. 38  
1378.03  1323.93  1024.28 และ 870.29 cm-1 (Kim et al., 
2012) ซ่ึงจำนวน peak ของ FTIR Spectra ของสารสกัดใบคราม
หมักตามธรรมชาติและสารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตท่ี 9 มี
จำนวนน้อยกว่าใบครามไม่หมัก เนื่องจากจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับ
การหมักอาจใช้สารที่พบในใบครามเป็นแหล่งอาหารในการเจริญ 
ทำให้สารบางอย่างมีปริมาณลดลงหรือหายไป หรือเปลี ่ยน
โครงสร้างจากเดิม จึงเป็นที ่น่าสนใจหากจะใช้วิธี microbial 
transformation กับพืชสมุนไพรไทยเพื่อหาสารใหม่ที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ หรือสามารถต้านอนุมูลอิสระ 
 

สรุปผลการวิจัย 
สารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติ สามารถยับยั้งการ

เจริญของ A. hydrophila โดยมีค่า MIC เท่ากับ 781.25 μg/ml 
เมื่อนำมาทดสอบหาค่าเขตการยับยั้งที่ความเข้มข้น 30  60 และ 
120 mg/ml พบว่าสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติและสาร
สกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 สามารถยับยั้งการเจริญของ 
A. Hydrophila, S. agalactiae และ B. cereus ส่วนการต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดใบครามหมักตามธรรมชาติและสารสกัด
ใบครามหมักด้วยเชื้อไอโซเลตที่ 9 มีค่า 92.83±0.04 μg TE/g 
และ  91.58±0.04 μg TE/g ตามลำด ับ  ส ่ วนผลของ  FTIR 
Spectra ของสารสกัดจากใบครามหมักตามธรรมชาติ พบ 4 
peak ท่ี 33331.78  2122.47  1838.47 และ 663.48 cm-1 และ
สารสกัดใบครามหมักด้วยไอโซเลตที่ 9 พบ 4 peak ที่ 3332.81  
2128.80  1636.35 และ 664.11 cm-1 ตามลำดับ 
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