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บทคัดย่อ


	 วัตถุประสงค์ในการศึกษานี้เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของตำรับ
 
ยาเขียวต่อแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง โดยนำตำรับยาเขียว 2 ชนิดในท้องตลาดมาสกัดด้วยน้ำปราศจากไอออน 
และเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 20, 30, 40 และ 50 (v/v) จากการทดสอบโดยวิธี agar well diffusion 
พบว่าสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2 สกัดโดยใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi และ Vibrio parahaemolyticus ได้ดีที่สุด โดยจะ
ให้บริเวณยับยั้งขนาด 26.00±3.60, 26.67±1.15 และ 24.17±1.04 มิลลิเมตร ให้ค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อเท่ากับ 6.25, 6.25 และ 6.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ค่าความเข้มข้น
ต่ำสุดของสารสกัดหยาบที่สามารถฆ่าเชื้อได้เท่ากับ 25, 12.5 และ 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเชื้อ 
 
A. hydrophila, V. harveyi และ V. parahaemolyticus ตามลำดับ นอกจากนี้ผลการทดสอบการกำจัด
อนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2 โดยใช้วิธี DPPH radical scavenging assay พบว่า
 
สารสกัดหยาบยาเขียวที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 100 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบยาเขียวที่มีพิมเสนเป็นส่วนประกอบสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคกุ้งและมีฤทธิ์ในการกำจัดอนุมูลอิสระได้สูง
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Abstract


	 The aim of this study was to determine the antioxidant and antibacterial activity of 

Ya-Keaw formula crude extracts against selected shrimp pathogen. For this study two of 

the most popular brands of Ya-Keaw extracted were analyzed. Extraction was performed 

with deionized water and ethanol diluted to 20%, 30%, 40% and 50 % (v/v). The crude 

extracts were evaluated for their antibacterial activities by the agar well diffusion 

technique. The highest antibacterial activity against Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi 

and Vibrio parahaemolyticus was observed in Ya-Keaw 2 extracted with 50% ethanol. 
 

The inhibition zones were 26.00±3.60, 26.67±1.15 and 24.17±1.04 mm, the Minimal 

Inhibitory Concentration (MIC) values were 6.25, 6.25 and 6.25 mg/ml, and the Minimal 

Bactericidal Concentration (MBC) values were 25, 12.5 and 12.5 mg/ml for 
 

A. hydrophila, V. harveyi and V. parahaemolyticus, respectively. Furthermore, antioxidant 

activity of Ya-Keaw 2 extracts was evaluated with DPPH scavenging activity. The highest 

antioxidant activity, 100% inhibition was observed at a concentration of 100 mg/ml of 

crude extract. In conclusion, ethanolic crude extracts of Ya-Keaw formula composed of 

Patchouli displayed antibacterial activity against all shrimp pathogenic bacteria tested and 

also demonstrated high antioxidant capacity.





Keywords : 	Ya-Keaw, Antioxidant agent, Antibacterial agent, Aeromonas hydrophila, 


	 Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus 





บทนำ


	 ประเทศไทยนับว่าเป็นหนึ่งในประเทศผู้นำทางด้านการประมงของโลก โดยผลผลิตสัตว์น้ำเฉลี่ยสูง

ถึงปีละ 3.7 ล้านตันและในช่วงปี พ.ศ. 2554–2557 ทั้งสัตว์น้ำจืดและน้ำเค็มถือเป็นสัตว์เศรษฐกิจสำคัญของ

ประเทศไทยโดยเฉพาะกุ้งสดแช่เย็นแช่แข็งและแปรรูปนับว่าเป็นสินค้าส่งออกที่สำคัญที่สุดในกลุ่มสินค้า

ประมงของไทย จากสถิติปริมาณผลผลิตสัตว์น้ำรวมของประเทศเริ่มมีอัตราการเปลี่ยนแปลงที่ลดลงตั้งแต่ปี 

พ.ศ. 2549 พบว่ามีอัตราการเปลี่ยนแปลงระหว่างปี พ.ศ. 2549–2554 ลดลงเฉลี่ยร้อยละ 5.55 ต่อปี 

(Srijantuk, 2012) ทั้งนี้เป็นผลมาจากการจับสัตว์น้ำก่อนช่วงเวลาที่กำหนด การปนเปื้อนของสารปฏิชีวนะ

ตกค้าง และอีกสาเหตุหลักมาจากการเกิดโรค เช่น โรคดวงขาวหรือโรคจุดขาว มีสาเหตุมาจากไวรัส White 

Spot Syndrome Virus (WSSV) โรคหัวเหลือง (Yellow Head Virus, YHV) และโรคเรืองแสงเกิดจากเชื้อ 

Vibrio harveyi เป็นต้น นำไปสู่การใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมีต่างๆ เพื่อกำจัดเชื้อ โดยยาปฏิชีวนะที่ใช้กัน
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มากในฟาร์มกุ้งประเทศไทย ได้แก่ ฟลูออโรควิโนโลน (fluoroquinolones) ออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการ

สร้างสารพันธุกรรมของแบคทีเรีย ซัลโฟนาไมด์ (sulfomamides) ออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการเพิ่มจำนวน

ของแบคทีเรีย และออกซีเตตราซัยคลิน (oxytetracycline) ออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการสร้างโปรตีนของ

แบคทีเรีย (HolmstrÖm et al., 2003) ส่วนในฟาร์มปลาก็มักใช้ยาซัลฟาเมอราซีน (Sulfamerazine) และ

ออกซีเตตราซัยคลิน (oxytetracycline) ซึ่งออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างโปรตีนของแบคทีเรีย (Punitha et al., 

2008) หากมีการใช้ยาเหล่านี้อย่างไม่ถูกต้องอาจทำให้เกิดผลข้างเคียงตามมา เช่น เกิดเชื้อสายพันธุ์ดื้อยา 

ปัญหามลพิษทางดินและน้ำ ที่สำคัญคือสารที่ตกค้างในสัตว์เหล่านี้ส่งผลต่อการส่งออกและความปลอดภัย

ของผู้บริโภค ปัจจุบันได้มีงานวิจัยมากมายเพื่อค้นคว้าหาแนวทางในการป้องกันการติดเชื้อ เช่น การผลิต

วัคซีนต้านเชื้อจุลินทรีย์รวมทั้งไวรัสในกุ้งและปลา (Brudeseth et al., 2013; Kulkarni et al., 2013; 

Mohammed et al., 2013; Powell et al., 2011) ซึ่งมักจะมีราคาแพงและยากในการใช้สำหรับการเลี้ยง

ระดับฟาร์ม นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่ศึกษาหาสารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ลดความเครียดและป้องกันรักษาโรคใน

ปลาและกุ้ง โดยใช้สารสกัดจากสมุนไพร เพราะเป็นแนวทางที่มีความปลอดภัย ไม่ก่อมลพิษ ไม่มีสารตกค้าง

ในสัตว์ เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะในแถบประเทศอินเดียซึ่งนิยมใช้สมุนไพร (Citarasu et al., 

2006; Velmurugan et al., 2012) ทั้งนี้เพื่อป้องกันการเกิดผลกระทบภายหลังจึงจำเป็นต้องใช้สารกระตุ้น

ภูมิคุ้มกันหรือสารสกัดที่ได้มาจากธรรมชาติ เช่นได้มีการศึกษาการป้องกันไวรัสตัวแดงดวงขาวโดยนำอาหาร

กุ้งมาผสมสารสกัดสมุนไพรเช่น โกฐก้านพร้าว หญ้าแพรก มะตูม บอระเพ็ด ตำแย โสมอินเดีย และขิง 

สามารถช่วยลดการติดเชื้อไวรัส นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดจากสมุนไพรโกฐก้านพร้าว (Rheum officinale) 
 

มีฤทธิ์ในการลดความเครียดในกุ้งได้ (Citarasu, 2012) กลุ่มนักวิจัยไทยได้ค้นพบว่า การผสมสารสกัดจาก

หญ้าใต้ใบ (Phyllanthus urinaria) 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับไวรัสตัวแดงดวงขาวแล้วนำมาฉีดเข้ากุ้ง
 

พบว่ากุ้งมีอัตราการรอดชีวิตร้อยละ 100 (Direkbusarakom et al., 1996) มีรายงานว่ากระเทียมสด เปลือก
 

ทับทิม ใบหูกวาง ชาเขียวญี่ปุ่นและใบชะพลู มีประสิทธิภาพออกฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคสำคัญใน

กุ้งก้ามกรามซึ่งเกิดจากแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ได้แก่ Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi และ 
 

V. parahaemolyticus และพบวา่สารสกดัมคีวามเปน็พษิตอ่ลกูกุง้กา้มกรามระดบัตำ่ (Tummarongkongsatid 
 

& Rojtinnakorn, 2007) นอกจากนี้ยังมีผู้พบว่าสารสกัดสมุนไพรเช่น ใบฝรั่ง (Psidium guajava) และใบ

กระเพรา (Ocimum sanctum) สามารถใช้ควบคุมโรคในปลาได้ โดยช่วยป้องกันการติดเชื้อ A. hydrophila 
 

ในปลานิล (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010)


	 ตำรับยาไทยเช่น ตำรับยาเขียว ซึ่งหาได้ง่ายทั่วไปตามท้องตลาดและเป็นตำรับยาไทยในตำรา

แพทย์แผนโบราณที่ใช้กันมายาวนาน องค์ประกอบหลักของตำรับยาเขียว ประกอบด้วย ใบพิมเสน ใบ
 

ผักกระโฉม ใบหมากผู้ ใบหมากเมีย ใบสันพร้าหอม รากแฝกหอม เปราะหอม จันทน์เทศ จันทน์แดง 
 

ว่านกีบแรด ว่านร่อนทอง เนระพูสี พิษนาศน์ มหาสดำ รากไคร้เครือ ดอกพิกุล เกสรบุนนาค เกสรสารภี 

รากระย่อม ใบพรมมิ จันทน์หอม และเกสรบัวหลวงเป็นต้น (National Drug Committee, 2006) 
 

มีสรรพคุณเป็นยาลดไข้ แก้ร้อนใน พิษอีสุกอีใส และพิษหัด โดยยังไม่มีหลักฐานหรือข้อมูลทางการแพทย์
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และทางวิทยาศาสตร์ยืนยันในแง่ฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งในด้านการต้านไวรัส หรือการต้านแบคทีเรีย ดังนั้นงาน

วิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของตำรับยาเขียวต่อแบคทีเรียก่อ

โรคกุ้ง ทั้งนี้เพื่อเป็นการลดปริมาณการใช้สารเคมี และยังเป็นการลดต้นทุนการผลิตและเสริมความปลอดภัย

ต่อผู้บริโภค 





วิธีการวิจัย


	 1. 	การเตรียมสารสกัดหยาบจากตำรับยาเขียว 


 	 ตำรับยาเขียวที่ใช้ในการทดลองเป็นยาเขียวสองตำรับที่ได้รับความนิยมในท้องตลาด (ยาเขียวตำรับ

ที่ 1 มีองค์ประกอบ ได้แก่ ใบพิมเสน จันทน์เทศ ใบสันพร้าหอม พิษนาศน์ และสมุนไพรอื่นๆ ยาเขียวตำรับ

ที่ 2 มีองค์ประกอบ ได้แก่ ใบพิมเสน จันทน์แดง รากระย่อม ใบพรมมิ จันทน์หอม และสมุนไพรอื่นๆ) 
 

นำมาสกัดโดยการแช่ในน้ำปราศจากไอออน (DI; Deionized water) และเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 20, 

30, 40 และ 50 (v/v) (100 มิลลิกรัมของน้ำหนักแห้งยาเขียวต่อมิลลิลิตรของตัวทำละลาย) ที่อุณหภูมิห้อง 

เขย่า 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง กรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman NO. 4) จากนั้นนำมาปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกตะกอนออก นำส่วนใสมากรองผ่านหัว

กรองปราศจากเชื้อขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร เก็บสารสกัดไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะนำ

สารสกัดมาใช้ 


	 2. 	การทดสอบความไวของแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้ำต่อสารสกัดหยาบจากยาเขียวสองตำรับ โดยวิธี 



agar well diffusion 


	 แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบมี 3 เชื้อ ดังนี้ A. hydrophila (TISTR 1321), V. harveyi (ได้รับความ

อนุเคราะห์จาก ศ.ดร. อมรรัตน์ พงศ์ดารา, มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์) และ V. parahaemolyticus 

(TISTR 1596) เชื้อแบคทีเรียถูกเลี้ยงในอาหารเหลว Luria-Bertani (LB) ที่มี NaCl ร้อยละ 1.5 บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปรับความขุ่นของเชื้อแบคทีเรียให้มีความขุ่นเท่ากับ

ความขุ่นของสารละลายมาตรฐาน McFarland No. 0.5 นำเชื้อไปป้ายลงบนอาหารแข็ง LB ที่มี NaCl 
 

ร้อยละ 1.5 ใช้ cock borer (No. 4) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อเจาะลงบนอาหารแข็ง LB แล้วใส่สารสกัดหยาบ
 

ยาเขียวลงในหลุมปริมาตร 150 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผลโดย

การวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณที่มีการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจากการทำการทดลอง 3 ซ้ำ (ดัดแปลงจาก: 

Panchan et al., 2010)
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	 3. 	การทดสอบความเขม้ขน้ตำ่สดุของสารสกดัทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทเีรยี (Minimum 



Inhibitory Concentration, MIC) และความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ 

(Minimum Bactericidal Concentration, MBC) 


	 การทดสอบหาค่า MIC สารสกัดหยาบยาเขียว โดยใช้วิธี micro dilution ดัดแปลงจากงานวิจัย

ของ Nanasombat & Teckchuen (2009) ทำโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB ที่มี NaCl ร้อยละ 1.5 นำไป

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำมาปรับความขุ่นของเชื้อให้มีความขุ่นเท่ากับความ

ขุ่นของสารละลายมาตรฐาน McFarland No. 0.5 (1.5 x 108 cell/ml) จากนั้น นำเชื้อมา 20 ไมโครลิตร

ผสมกับสารสกัดหยาบยาเขียว 60 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ได้ 120 ไมโครลิตรด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อใส่ใน

จานทดลอง 96 หลุม โดยความเข้มข้นสุดท้ายของสารสกัดหยาบยาเขียวจะเท่ากับ 1.56 – 50 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร โดยมีชุดควบคุมเป็น อาหารเลี้ยงเชื้อ เชื้อจุลินทรีย์ที่ปราศจากสารสกัด และตัวทำละลายของสาร

สกัดหยาบ จากนั้นนำจานหลุมไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำไปอ่านค่าการดูด

กลืนแสงโดยใช้เครื่อง Microplate reader (Molecular Devices, USA) ที่ OD
650 

โดยวิเคราะห์หาค่า MIC 

จากค่าความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดหยาบที่อ่านค่าการดูดกลืนแสงได้เท่ากับตัวควบคุมที่เป็นอาหารเลี้ยง

เชื้อที่ไม่มีเชื้อจุลินทรีย์ สำหรับการหาค่า MBC ใช้ลวดเขี่ยเชื้อจุ่มลงในแต่ละหลุมของจานหลุมทดสอบแล้วนำ

เพาะเชื้อลงบนอาหารแข็ง LB ที่มี NaCl ร้อยละ 1.5 จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง ตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรีย ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบยาเขียวที่ไม่มีแบคทีเรียเจริญ

จะเป็นค่า MBC ทำการทดลองทั้งหมดสามซ้ำ


	 4. 	การทดสอบคุณสมบัติในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl)


	 การศึกษาความสามารถในการกำจัดสารต้านอนุมูลอิสระโดยเตรียม DPPH ให้มีความเข้มข้น 
 

0.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 550 ไมโครลิตร ผสมกับสารสกัดหยาบยาเขียวที่เจือจางความเข้มข้นต่างๆ 

ปริมาตร 550 ไมโครลิตร โดยใช้ DPPH และเมทานอลเป็นตัวควบคุม เตรียมกรดวิตามินซี (ascorbic acid) 

ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 (w/v) เพื่อเป็นสารที่ใช้เปรียบเทียบ นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 
 

30 นาที จากนั้นนำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ OD
517

 โดยใช้เมทานอลเป็น blank รายงานผลเป็นร้อยละของ

การยับยั้ง (% inhibition) คำนวณได้จากสูตรดังนี้ (ดัดแปลงจาก Nanasombat & Teckchuen, 2009, 

Garcia et al., 2012 )







% inhibition = OD 
control

 – OD 
sample 

×
 
100


	 OD 
control





โดย OD 
control 

คือ ค่า OD ของ DPPH และ OD 
sample

 คือ ค่า OD ของ DPPH ผสมสารสกัดหยาบยาเขียว
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	 5. 	การวิเคราะห์ผลทางสถิติ


	 นำข้อมูลผลการทดสอบสารสกัดหยาบยาเขียวต่อการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคกุ้งมาเปรียบเทียบ

ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติโดยใช้ One-way ANOVA และ Tukey’s test ที่ระดับความเชื่อมั่น

ร้อยละ 95 (p<0.05)





ผลการวิจัย 


	 1. 	ผลการทดสอบความไวของแบคทีเรียก่อโรคกุ้งต่อสารสกัดหยาบจากยาเขียว โดยวิธี agar 

well diffusion 


	 จากการสกัดหยาบตำรับยาเขียว 2 ตำรับ โดยนำยาเขียวมาสกัดโดยน้ำปราศจากไอออนและ
 

เอทานอลเจือจางร้อยละ 20, 30, 40 และ 50 สารสกัดหยาบจะมีลักษณะใส มีสีน้ำตาล ความเข้มของสีขึ้น

อยู่กับชนิดของยาเขียว โดยยาเขียวตำรับที่ 2 จะมีสีน้ำตาลเข้มกว่ายาเขียวตำรับที่ 1 จากการทดสอบโดยวิธี 

agar well diffusion พบว่าสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2 สกัดโดยใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 

เป็นตัวทำละลาย สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ A. hydrophila, V. harveyi และ V. parahaemolyticus 
 

ได้ดีที่สุด โดยจะให้ค่าเฉลี่ยบริเวณยับยั้งขนาด 26.00±3.60, 26.67±1.15 และ 24.17±1.04 มิลลิเมตร 

ตามลำดับ นอกจากนี้ยาเขียวตำรับที่ 2 ที่สกัดด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 20, 30 และ 40 เป็นตัวทำ

ละลายก็ให้ผลยับยั้งเชื้อทั้งสามเชื้อได้ดีเช่นกัน ส่วนยาเขียวตำรับที่ 1 ให้ผลยับยั้งการเจริญของเชื้อทั้งสาม

เชื้อเฉพาะที่สกัดโดยใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 เป็นตัวทำละลายแต่มีผลการยับยั้งเชื้อน้อยกว่ายา

เขียวตำรับที่ 2 และไม่พบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อของยาเขียวทั้งสองตำรับที่สกัดด้วย DI ดังแสดงในตารางที่ 1 

และภาพที่ 1 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะ tetracycline (30 ไมโครกรัม) ซึ่งเป็นยากลุ่มเดียวกันกับ 

oxytetracycline ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงกุ้ง ให้ค่าเฉลี่ยบริเวณยับยั้งขนาด 31.33±1.15, 30.00±0.00 และ 

30.00±0.00 ตามลำดับ (ภาพที่ 2) จากผลการทดลองสรุปได้ว่าสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2 มีฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ์ได้ดีกว่ายาเขียวตำรับที่ 1 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p <0.05) และให้ผลใกล้เคียง

กับยาปฏิชีวนะที่นำมาใช้ทดสอบ 
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ตารางที่ 1 	 ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบยาเขียวต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคกุ้ง





หมายเหตุ 	อักษร a, b, c, d ที่แสดงในแนวตั้งหมายถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <0.05) ของ
 
	 ค่าเฉลี่ยขนาดบริเวณยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโดยสารสกัดหยาบยาเขียวและตัวทำละลาย 
 
	 (AH ; A. hydrophila, VH; V. harveyi , VP; V. parahaemolyticus)
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ก.) A. hydrophila


 


ข.) V. harveyi








ค.) V. parahaemolyticus 


 








ภาพที่ 1	 การยับยั้งการเจริญของเชื้อ ก) A. hydrophila ข.) V. harveyi และ ค.) V. parahaemolyticus 
 

	 โดยสารสกัดหยาบยาเขียวที่สกัดโดยน้ำปราศจากไอออนและเอทานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

	 ดังนี้ ตำรับที่ 1(A) ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 20 (A20), 30 (A30), 40 (A40) และ 50 (A50) 
 

	 ตำรับที่ 2 (B) ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 20 (B20), 30 (B30), 40 (B40) และ 50 (B50) โดยมี
 

	 ตัวควบคุมตัวทำละลายเอทนานอล (E) ความเข้มข้นร้อยละ 20 (E20), 30 (E30), 40 (E40), 
 

	 50 (E50) และตัวควบคุมน้ำปราศจากไอออน (DI)
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ภาพที่ 2 การยับยั้งการเจริญของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะ tetracycline (30 ไมโครกรัม)


ก) A. hydrophila ข.) V. harveyi และ ค.) V. parahaemolyticus





	 2. 	ผลการทดสอบหาความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2 ที่สามารถยับยั้ง



การเจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคกุ้งได้ (MIC) และผลการทดสอบความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดที่

สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรคกุ้งได้ (MBC) 


	 จากผลการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี agar well diffusion พบว่าสารสกัดยาเขียว
 

ตำรับที่ 2 มีฤทธิ์ดีกว่า จึงทำการศึกษาหาความเข้มข้นต่ำสุดในการยับยั้งเชื้อ (MIC) และความเข้มข้นต่ำสุด

ในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย (MBC) ของสารสกัดยาเขียวตำรับที่ 2 ที่สกัดด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 

ต่อเชื้อ A. hydrophila, V. harveyi และ V. parahaemolyticus โดยวิธี micro dilution plate ผลการ

ทดสอบพบว่าความเข้มข้นต่ำสุดที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อทั้ง 3 ชนิดหรือค่า MIC เท่ากันคือ 6.25 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร และค่า MBC มีค่าเท่ากับ 25.00, 12.50 และ 12.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเชื้อ 
 

A. hydrophila, V. harveyi และ V. parahaemolyticus ตามลำดับ ดังแสดงไว้ในตารางที่ 2





ตารางที่ 2 	 ค่าความเข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2 ที่สามารถยับยั้งการเจริญและฆ่าเชื้อ
 

		  แบคทีเรียก่อโรคกุ้ง
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	 3. 	ผลการวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH scavenging activity ของสารสกัดหยาบ

ยาเขียวตำรับที่ 2 


	 การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระโดยสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2 ที่สกัดโดย
 

เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้นของสารสกัดระหว่าง 6.25–100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

พบว่าสารสกัดหยาบยาเขียวความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ถึง
 

ร้อยละ 100 เมื่อเทียบกับวิตามินซี (ascorbic acid) ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

ซึ่งเป็นตัวควบคุมที่ให้ผลบวกที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 92.05 รองลงมาคือสารสกัดหยาบ
 

ยาเขียวตำรับที่ 2 ความเข้มข้น 50, 25, 12.5 และ 6.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ โดยพบว่าที่ความ

เข้มข้นของสารสกัด 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ยังคงสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้มากกว่าร้อยละ 50 ดังแสดง

ในภาพที่ 3 








ภาพที่ 3  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH 


	 กับความเข้มข้นของสารสกัดหยาบยาเขียวตำรับที่ 2
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สรุปผลและอภิปรายผลการวิจัย


	 จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบยาเขียวทั้งสองตำรับที่เป็นที่นิยมในท้องตลาดใช้เป็นยาลดไข้ 

แก้ร้อนใน พิษอีสุกอีใส และพิษหัด โดยยังไม่มีหลักฐานหรือข้อมูลทางการแพทย์และทางวิทยาศาสตร์ยืนยัน

ในฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งการต้านไวรัสหรือต้านแบคทีเรีย เบื้องต้นพบว่ามีเกษตรกรบางกลุ่มได้นำยาเขียวมา

ประยุกต์ใช้โดยการผสมอาหารในการเลี้ยงกุ้งและพบว่ามีผลทำให้การติดเชื้อในกุ้งลดน้อยลงแต่ยังไม่มี

รายงานหรือหลักฐานทางวิทยาศาสตร์รับรอง เพราะส่วนใหญ่มีการใช้ยาเขียวในคนไม่ได้ใช้ในสัตว์ 

(Lamuneplang, 2006) จากภูมิปัญญาชาวบ้านนี้ได้ผลสอดคล้องกับผลการวิจัยครั้งนี้ จากการทดลองโดย

นำยาเขียวทั้งสองชนิดมาสกัดโดยน้ำปราศจากไอออนและเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 20-50 เพราะหาก

ต่อไปในอนาคตมีการนำไปประยุกต์ใช้ได้จริงความเป็นพิษของตัวทำละลายที่สูงเกินไปอาจจะส่งผลต่อกุ้งได้ 

จากผลการทดลองการใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 เป็นตัวทำละลายที่ดีเพราะยาเขียวทั้งสองตำรับ

ให้ค่าการยับยั้งเชื้อมากกว่าการใช้เอทานอลความเข้มข้นอื่นหรือการใช้น้ำเป็นตัวทำละลาย แต่เมื่อเปรียบ

เทียบสารสกัดหยาบยาเขียวทั้งสองตำรับที่สกัดโดยใช้ตัวทำละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 พบว่า

ยาเขียวตำรับที่สองให้ผลการยับยั้งและฆ่าเชื้อได้ดีกว่า สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ A. hydrophila, 
 

V. harveyi และ V. parahaemolyticus ได้ดีที่สุดโดยให้บริเวณการยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 26.00±3.60, 

26.67±1.15 และ 24.17±1.04 มิลลิเมตร ตามลำดับ และมีค่า MIC เท่ากันคือ 6.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

และมีค่า MBC เท่ากับ 25, 12.5 และ 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ โดยเมื่อเปรียบเทียบกับยา

ปฏิชีวนะ tetracycline ซึ่งให้ค่าบริเวณยับยั้งขนาดระหว่าง 30-31 มิลลิเมตร แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบ

ยาเขียวมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับยาปฏิชีวนะอาจจะใช้เป็นสารชีวภาพทดแทนยาปฏิชีวนะได้ในอนาคต 

นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดหยาบยาเขียวสามารถยับยั้งสารอนุมูลอิสระได้ถึงร้อยละ 100 ที่สารสกัดความ

เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับกรดวิตามินซี (ascorbic acid) ที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระใน

ธรรมชาติ และที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบยาเขียว 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ยังคงมีประสิทธิภาพใน

การยั้บยั้งอนุมูลอิสระได้มากกว่าร้อยละ 50 จากรายงานก่อนหน้าพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระสามารถช่วย

กำจัดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในเซลล์ ส่งผลต่อการอยู่รอดของเซลล์มากขึ้นในภาวะปกติของกุ้ง และจะช่วย

กำจดัอนมุลูอสิระของกุง้ทีส่รา้งขึน้ในระบบภมูคิุม้กนัเพือ่กำจดัสิง่แปลกปลอมในกระบวนการเกดิ phagocytosis 
 

ให้กลับมาอยู่ในภาวะปกติและไม่ทำลายเซลล์ของกุ้งเอง (Bachère, 2000; Dandapat et al., 2003) ทั้งยัง

พบว่าการนำสมุนไพรผสมในอาหารหรือฉีดให้กับสัตว์น้ำยังส่งผลกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ำได้ 

(Chitmanat, 2013) จากผลการทดลองสารสกัดหยาบยาเขียวสองตำรับให้ผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์
 

ที่แตกต่างกันอาจเกิดจากส่วนประกอบของยาเขียวทั้งสองตำรับมีความแตกต่างกันทั้งชนิดและปริมาณของ

สมุนไพรที่เป็นองค์ประกอบหลัก โดยยาเขียวตำรับที่ 1 มีองค์ประกอบหลัก ได้แก่ ใบพิมเสน จันทน์เทศ 
 

ใบสันพร้าหอม พิษนาศน์ และสมุนไพรอื่นๆ ส่วนยาเขียวตำรับที่ 2 มีองค์ประกอบหลัก ได้แก่ ใบพิมเสน 

จันทน์แดง รากระย่อม ใบพรมมิ จันทน์หอม และสมุนไพรอื่นๆ เมื่อเปรียบเทียบสมุนไพรที่เป็นองค์ประกอบ

หลักของยาเขียวตำรับที่ 1 และ 2 พบว่ามีองค์ประกอบหลักที่ต่างกันยกเว้นใบพิมเสน จากรายงานก่อนหน้า
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ถึงฤทธิ์การต้านจุลินทรีย์ในใบพิมเสนพบว่าสารสกัดใบพิมเสนสดมีฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi, Klebsiella 

pneumoniae และ Vibrio parahemolyticus โดยสารสกัดจากใบพิมเสนสดสามารถยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียแกรมลบได้มีประสิทธิภาพมากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก และพบสารสำคัญหลายชนิดในพิมเสนที่มี

ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ เช่น ß-sitosterol, stigmasterol และ 7,3′,4-tri-O-methylriodictyol เป็นต้น 

(Chakrapani et al., 2013; Senthilkumar et al., 2010) มีรายงานวิจัยพบว่าสารสกัดจากจันทน์เทศมี

ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย Vibrio spp. (Sivaram et al., 2004) รากระย่อมเป็นสมุนไพรที่ประกอบด้วยสาร
 

พฤกษเคมีหลายชนิด เช่น alkaloids, flavonoids, phenols, saponins sterols, tannins และ 

terpenes เป็นต้น สารเหล่านี้ออกฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ ต้านสารอนุมูลอิสระและต้านเซลล์มะเร็ง (Kumari 
 

et al., 2013) โดยพบว่าสารสกัดรากระย่อมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในคนประเภทแกรม

ลบได้ดีกว่าแกรมบวก (Negi et al., 2014) ในใบพรมมิมีสารสำคัญชื่อว่า Bacoside-A ออกฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบที่ก่อโรคในคน (Rajashekharappa et al., 2009) นอกจากนี้มีรายงาน

วิจัยพบว่าสารสกัดจากจันทน์หอมก็มีสารออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบเช่นกัน 

(Butkhup & Samappito, 2011) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าส่วนประกอบของตำรับยาเขียวบางชนิดมีสารออกฤทธิ์

ต้านแบคทีเรีย โดยเฉพาะสมุนไพรที่เป็นองค์ประกอบหลักของตำรับที่ 2 ซึ่งสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อ

โรคกุ้งได้ดี อย่างไรก็ตามยังต้องมีศึกษาต่อไปเพื่อแยกหาสารสำคัญจากองค์ประกอบของยาเขียวที่ออกฤทธิ์

ต้านจุลินทรีย์ สารต้านอนุมูลอิสระ และสารที่กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งซึ่งอาจจะสามารถนำมาประยุกต์

ใช้ทดแทนยาปฏิชีวนะและพัฒนาเป็นส่วนผสมของอาหารสัตว์น้ำต่อไปในอนาคตได้
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