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บทคัดย่อ  
 

การย้อมสีเนื้อเยื่อพืชเพื่อการศึกษาในระดับมัธยมศึกษายังคงพึ่งพาสีย้อมสังเคราะห์จากสารเคมีเป็นหลัก ซึ่งอาจ
ก่อให้เกิดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมทางอ้อมจากกระบวนการผลิต การใช้งาน และการกำจัดของเสีย งานวิจัยนี้จึงประเมิน
ศักยภาพของสีย้อมธรรมชาติที่รงควัตถุกลุ่มโพลีฟีนอล (Polyphenol group) ในฐานะทางเลือกที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม โดย
เปรียบเทียบกับสีย้อมสังเคราะห์ Safranin O ที่ใช้แพร่หลายสำหรับการย้อมเนื้อเยื่อพืช โดยทำการศึกษาสารสกัดจากพืช 3 
ชนิด ได้แก่   Caesalpinia sappan L.,   Vaccinium spp.  และ Brassica oleracea var. capitata f. rubra แล้วนำไป
ย้อมเนื้อเยื ่อบริเวณลำต้นของ Oenanthe javanica จากนั ้นประเมินการติดสีของโครงสร้างเนื ้อเยื ่อ ได้แก่  epidermis, 
collenchyma, sclerenchyma, parenchyma และ vascular tissue ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสง (40×) ด้วยมาตราส่วนเชิง
คุณภาพ 3 ระดับ (+ ถึง +++) ควบคู่กับการวิเคราะห์การเคลื่อนที่ของรงควัตถุด้วยโครมาโทกราฟีกระดาษ (ค่า Rf) และวัด
ความเข้มสีเชิงปริมาณด้วย ImageJ จากค่าเฉลี่ย RGB และดัชนีความแดง (Redness index)  

ผลการศึกษาพบว่า Caesalpinia sappan L. และ Vaccinium spp. ให้การติดสีสม่ำเสมอและเข้มสูง โดยปรากฏ
ระดับ +++ ในเนื้อเยื่อโครงสร้าง Epidermis, Sclerenchyma, และ Parenchyma ผลการวิเคราะห์ค่า Rf พบสูงที่สุดในสาร
สกัดจาก C. sappan (0.70) และให้ดัชนีความแดงสูงสุด (104.8675) จากสกัดสกัดทั้งหมด รองลงมาคือ Vaccinium spp. 
(95.0775) และ B. oleracea (86.5835) ตามลำดับ ในขณะที่ Safranin O ให้การติดสีระดับ +++ ในโครงสร้าง Parenchyma 
เท่านั้น แต่มีค่า Rf (0.95) ที่สูงกว่าสารสกัดทุกชนิด แต่อย่างไรก็ตาม Safranin O ได้ผลการวิคราะห์ดัชนีความแดง (78.8945) 
ทีต่่ำกว่าทุกสารสกัด 

ดังนั้นจากการศึกษาครั้งน้ีช้ีให้เห็นว่าสีย้อมธรรมชาติ โดยเฉพาะสารสกัดจาก  C. sappan มีศักยภาพเป็นสีย้อมเนื้อเยื่อ
พืชได้ดี สามารถใช้ทดแทนสีย้อมสังเคราะห์สำหรับการเรียนการสอนระดับมัธยมศึกษา รวมถึง เป็นทางเลือกที่เป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมที่ช่วยสนับสนุนการลดการใช้สารเคมีได้ 
 
คำสำคัญ: สีย้อมธรรมชาติ / Polyphenol / Safranin O / Image J / Paper Chromatography   
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Abstract  
 

Plant tissue staining for secondary education still relies primarily on synthetic chemical dyes, which 
may indirectly contribute to environmental impacts through their production, use, and waste disposal. This 
study, therefore, evaluated the potential of natural dyes containing polyphenol pigments as an 
environmentally friendly alternative, in comparison with Safranin O, a widely used synthetic stain for plant 
tissues.  

Extracts from three plant sources Caesalpinia sappan L., Vaccinium spp.and Brassica oleracea var. 
capitata f. rubra were prepared and used to stain stem tissues of Oenanthe javanica. Staining performance 
of key tissue structures, including the epidermis, collenchyma, sclerenchyma, parenchyma, and vascular 
tissue, was examined under a light microscope (40×) using a three-level qualitative scale (+ to +++). In 
parallel, pigment migration was assessed using paper chromatography (Rf values), and color intensity was 
quantified in ImageJ based on mean RGB values and a redness index. 

The results showed that C. sappan L. and Vaccinium spp. produced uniform and strong staining, 
reaching a +++ level in the epidermis, sclerenchyma, and parenchyma. Rf analysis revealed the highest value 
among the extracts for C. sappan (0.70), which also yielded the highest redness index (104.8675), followed 
by Vaccinium spp. (95.0775) and B. oleracea (86.5835), respectively. In contrast, Safranin O exhibited +++ 
staining only in the parenchyma, and although it showed a higher Rf value (0.95) than all extracts, its redness 
index (78.8945) was lower than that of every natural extract. 

Overall, this study indicates that natural dyes particularly the C. sappan extract have strong potential 
as effective plant tissue stains and could serve as substitutes for synthetic dyes in secondary school teaching 
laboratories. In addition, they represent an environmentally friendly option that may help reduce chemical 
use in educational settings. 
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1. บทนำ  
ในการจัดการเรียนการสอนรายวิชาชีววิทยาระดับมัธยมศึกษาในหัวข้อพืช การตัดชิ้นเนื้อเพื่อศึกษากายวิภาคของพืชเป็น

กิจกรรมปฏิบัติการที่ใช้กันอย่างแพร่หลาย เพื่อช่วยให้นักเรียนสังเกตและจำแนกระบบเนื้อเยื ่อสำคัญ ได้แก่ Epidermis, 
Parenchyma, Collenchyma, Sclerenchyma และ Vascular tissue ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง [1] อย่างไรก็ตาม 
เนื้อเยื่อพืชจำนวนมากมีลักษณะโปร่งแสง ทำให้การแยกแยะรายละเอียดของโครงสร้างทำได้ไม่ชัดเจนหากไม่มีการเพิ่มความ
เปรียบต่าง ดังนั้น การย้อมสีจึงเป็นข้ันตอนสำคัญที่ช่วยให้โครงสร้างเนื้อเยื่อปรากฏเด่นชัด และสนับสนุนการสังเกตทางกายวิภาค
ของพืชได้อย่างถูกต้องยิ่งข้ึน 

ในห้องปฏิบัติการเพื่อการเรียนการสอน สีย้อมสังเคราะห์เชิงพาณิชย์ เช่น Safranin O ยังคงเป็นทางเลือกหลักในการย้อม
เนื้อเยื่อ เนื่องจากสามารถแยกความแตกต่างของโครงสร้างเนื้อเยื่อพืชได้ชัดเจน จึงเหมาะสมต่อการใช้เป็นมาตรฐานในการสังเกต
กายวิภาคของพืช [1, 2] อย่างไรก็ตาม การพึ่งพาสีย้อมสังเคราะห์อย่างต่อเนื่องอาจก่อให้เกิดข้อกังวลด้านความปลอดภัยของผู้ใช้ 
ซึ่งอาจก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนังได้ รวมไปถึงข้อจำกัดด้านการจัดการของเสียอันตรายภายหลังการใช้งานโดยเฉพาะใช้
ในพื้นที่ของโรงเรียนที่ยังมีข้อจำกัดด้านการจัดการของเสียสู่สิ่งแวดล้อม ประเด็นดังกล่าวสอดคล้องกับเป้าหมายการพัฒนาที่ยั่งยืน 
(SDGs) เป้าหมายที่ 12 ซึ่งมุ่งเน้นการจัดการสารเคมีและของเสียอย่างถูกต้องตามหลักสิ่งแวดล้อม และลดการปล่อยสารเคมีสู่
สิ่งแวดล้อม [3] ด้วยเหตุนี้ สีย้อมจากธรรมชาติจึงได้รับความสนใจในฐานะทางเลือกสำหรับการพัฒนาสีย้อมเนื้อเยื่อพืช  

สารพฤกษเคมีกลุ่มโพลีฟีนอล (Polyphenol group) เป็นกลุ่มที่มีความโดดเด่นด้านองค์ประกอบรงควัตถุสารสี (pigment) 
เช่น แอนโทไซยานิน (anthocyanins) และสารสีบราซิลิน (brazilin) ซึ่งพบได้ในพืชหลายชนิด สารกลุ่มดังกล่าวมีศักยภาพในการ
ลดการใช้สารเคมีสังเคราะห์ เพิ่มความปลอดภัยในการใช้งาน และสนับสนุนการใช้ทรัพยากรอย่างยั่งยืน อีกทั้งมีรายงานการ
ประยุกต์ใช้ในการย้อมตัวอย่างพืชมาแล้วในหลายงานวิจัย [4] อย่างไรก็ตาม แม้มีรายงานการใช้สีธรรมชาติ แต่ยังมีข้อมูลจำกัดใน
บริบทการนำไปใช้ในห้องปฏิบัติการระดับมัธยมศึกษา รวมถึงการประเมินผลเชิงปริมาณร่วมกับการวิเคราะห์ความเข้มสีด้วย
โปรแกรม ImageJ 

ดังนั้น การศึกษานี้จึงมุ่งประเมินประสิทธิภาพและความสามารถในการการติดสีย้อมในเนื้อเยื่อลำต้นผักชีล้อม (Oenanthe 
javanica) โดยใช ้สารสก ัดส ีธรรมชาติ กล ุ ่ม  polyphenol ได ้แก่  Caesalpinia sappan L. (แก ่นฝาง ), Vaccinium spp.           
(บลูเบอร์รี่) และ Brassica oleracea var. capitata f. rubra (กะหล่ำปลีม่วง) ในการประยุกต์ใช้เป็นสีย้อมทางเลือกสำหรับ
ห้องปฏิบัติการชีววิทยาระดับมัธยมศึกษา 

 
2. วัตถุประสงค ์

1. เพื่อประเมินประสิทธิภาพและความสามารถในการย้อมติดสีของสีย้อมธรรมชาติรงควัตถุกลุ่ม polyphenol ในเนื้อเยื่อ
พืชลำต้น Oenanthe javanica (ผักชีล ้อม ) ในโครงสร ้างเนื ้อเย ื ่อพืช ได ้แก่ Epidermis, Parenchyma, Collenchyma, 
Sclerenchyma และ Vascular tissue ด้วยมาตราส่วนเชิงคุณภาพ 3 ระดับ (+ ถึง +++) 

2. เพื่อศึกษาการแยกตัวและความสามารถในการเคลื่อนที่ของรงควัตถุในสีย้อมธรรมชาติรงควัตถุกลุ่ม polyphenol ด้วย
เทคนิคโครมาโทกราฟีกระดาษ  

3. เพื่อประเมินและเปรียบเทียบความเข้มของสีย้อมธรรมชาติรงควัตถุกลุ่ม polyphenol ภายหลังการย้อมติดสีของ
เนื้อเยื่อพืชในเชิงปริมาณ ด้วยโปรแกรม ImageJ  
 
 
 



 

  

3. ขอบเขตของการศึกษา 
การศึกษานี้มุ่งเน้นการประเมินประสิทธิภาพของสีย้อมธรรมชาติรงควัตถุกลุ่ม polyphenol เพื่อประยุกต์ใช้ในการศึกษา

กายวิภาคพืช โดยกำหนดขอบเขตการดำเนินงานดังน้ี 
1. สีย้อมที่ศึกษาใช้สารสกัดธรรมชาติจากพืช 3 ชนิด ได้แก่   Caesalpinia sappan L. (แก่นฝาง), Vaccinium spp. 

(บลูเบอร์รี่) และ Brassica oleracea var. capitata f. rubra (กะหล่ำปลีม่วง) 
2. การศึกษาและสังเกตกายวิภาคพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscopy) ที่กำลังขยาย 40× 
3. เกณฑ์การวัดและประเมินผลประสิทธิภาพการติดสี แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ 

3.1. ใช้มาตราส่วนเชิงคุณภาพของความเข้มการติดสีในโครงสร้างเนื้อเยื่อ 5 ชนิด แบ่งเป็น 3 ระดับ (+ ถึง +++) 
3.2. หาค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ของรงควัตถุ (Retention factor : Rf) ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบกระดาษ 
3.3. วัดความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ คำนวณหาค่าเฉลี่ย RGB และดัชนีความแดง (Redness index)  

 
4. วิธีการศึกษา  
4.1 การเตรียมสารสกัดสีย้อมธรรมชาติ 

การศึกษานี้ใช้พืช 3 ชนิด ได้แก่ แก่นฝาง เปลือกผลบลูเบอร์รี่ และกะหล่ำปลีม่วง โดยช่ังตัวอย่างชนิดละ 10 กรัม แล้วเติม 
70% Ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (อัตราส่วน 1 กรัมของสารตัวอย่าง : 10 มิลลิลิตรของตัวทำละลาย) (ดัดแปลงจากงานวิจัย 
[5]) จากนั้นบดให้ละเอียดด้วยถ้วยบด เมื่อบดเสร็จแล้วนำเฉพาะส่วนน้ำที่ถูกบดกรองผ่านกระดาษกรอง (Whatman No.1) จะได้
สีย้อมสารสกัดธรรมชาติ 

 
4.2 การย้อมสี 

สำหรับการเตรียมชิ้นเนื้อเยื่อ ใช้ลำต้นสดของผักชีล้อม (Oenanthe javanica) ตัดเป็นชิ้นตามขวางบาง ๆ ตัดบริเวณที่
ระยะห่างเหนือโคนรากขึ้นมา 3 เซนติเมตร ด้วยวิธีตัดด้วยมือ (free hand section) แล้ววางบนสไลด์ที่สะอาด ทำการกำหนด 3 
กลุ่มทดลอง ได้แก่ กลุ่มควบคุมไม่ย้อมสี (negative control) กลุ่มที่ย้อมด้วย Safranin O (1% w/v) (positive control) และ
กลุ่มที่ย้อมด้วยสารสกัดจากธรรมชาติของแต่ละพืช หลังจากนั้นทำการหยดสีย้อมให้ท่วมช้ินเนื้อเยื่อ ทิ้งไว้ 1 นาที เมื่อครบเวลาใช้
ดรอปเปอดูดสีย้อมส่วนเกินออก แล้วหยดด้วยน้ำกลั่นเพื่อชะสีย้อมส่วนเกินออก จากนั้นปิดสไลด์ด้วย cover slip และนำไปสังเกต
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus CX-30) ที่เลนส์ใกล้วัตถุกำลังขยาย 40× โดยตั้งค่ารูรับแสงที่ 0.75× และปรับความ
สว่างสูงสุดในทุกการทดลอง ทำการสังเกตการณ์ติดสีของเนื ้อเยื ่อแต่ะละโครงสร้างได้แก่ Epidermis, Parenchyma, 
Collenchyma, Sclerenchyma และ Vascular tissue ประเมินการติดสีย้อมด้วยมาตราส่วนเชิงคุณภาพ ได้แก่ ติดสีน้อย (+) 
ติดสีปานกลาง (++) และติดสีมาก (+++) หากไม่พบการติดสีอย่างชัดเจนบันทึกเป็น “–” หลังจากนั้นทำการบันทึกภาพไว้สำหรับ
การสังเกตและการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ  

 
4.3 โครมาโทกราฟีกระดาษและการหาค่า Rf 

นำสีย้อมที่สกัดได้ มาทำโครมาโทกราฟีกระดาษ โดยตัดกระดาษโครมาโทกราฟีขนาด 3*5 ซม. ต่อ 1 ตัวอย่างของสารสกัด
สีย้อม ทำการเตรียมกระดาษโครมาโทกราฟี โดยใช้ดินสอขีดเส้นฐาน (baseline) ขอบล่างและขอบบนของกระดาษโครมาโทกราฟี 
ระยะห่าง 1 ซม. จากขอบ หลังจากนั้นนำสีย้อม spot ลงบนกระดาษบนเส้นฐานจำนวน 1 ครั้ง และปล่อยให้แห้ง (กำหนดให้ 
ปริมาตร 1 spot =10 L) ใส่ลงในถังสำหรับทำโครมาโทกราฟีที่บรรจุด้วยตัวทำละลาย 70% Ethanol โดยควบคุมระดับตัวทำ
ละลายให้อยู่ต่ำกว่าเส้นฐาน  หลังจากตัวทำละลายเคลื่อนที่จนถึงเส้นฐานตัวทำละลายขอบบน (Solvent front) เมื่อเสร็จแล้วนำ



 

  

กระดาษโครมาโทกราฟีออกและผึ่งให้แห้ง วัดระยะทางที่แถบสีหลักเคลื่อนที่ และระยะทางที่ตัวทำละลายเคลื่อนที่ โดยทำการ
ทดลองซ้ำทั้งหมด 3 ครั้ง จากนั้นนำค่าท่ีได้คำนวณหาค่า Rf ตามสมการ:                           
 
                             Rf = ระยะทางท่ีสารเคลื่อนที่ / ระยะทางตัวทำละลายเคลื่อนที ่
 
 
4.4 การวิเคราะห์ค่า RGB และดัชนีความแดง (Redness index) ด้วยโปรแกรม ImageJ 

นำภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ โดยนำเข้าภาพและกำหนดบริเวณขอบเขตเนื้อเยื่อที่
สนใจทั้งหมด (region of interest; ROI) ใหใ้ห้พ้ืนท่ีใกล้เคียงกันสำหรับทุกตัวอย่าง วัดค่าเฉลี่ยความเข้มของพิกเซลในช่องสีแดง 
(R) เขียว (G) และน้ำเงิน (B) โดยทำการวิเคราะห์จากกลุ่มตัวอยา่งละ 3 ภาพ จากนั้นนำค่าท่ีได้มาวเิคราะห์หาค่าดัชนีความแดง 
(redness index) ตามสมการ: 

 
 

                                           Redness = R − (G + B)/2  
 
 
4.5 สถิติที่ใช้ในการศึกษา 

การศึกษานี้ใช้การวิเคราะห์ข้อมูลเชิงพรรณนา โดยประเมินผลการติดสขีองเนื้อเยื่อพืชด้วยมาตราส่วนเชิงคุณภาพ 3 ระดับ 
ได้แก่ +, ++ และ +++ (ดัดแปลงจากงานวิจัย [5]) ตามเกณฑ์ที่กำหนด โดยที่ “-” แสดงถึงไม่พบการติดสี สำหรับข้อมูลเชิง
ปริมาณการวิเคราะห์ข้อมูลผลการแยกรงควัตถุด้วยการหาค่าเฉลี่ย Rf จากการโครมาโทกราฟีกระดาษ  หาค่าเฉลี่ยความเข้มสีใน
ช่องสีแดง เขียว และน้ำเงิน (RGB) และหาค่าดัชนีความแดง (redness index) จากโปรแกรม ImageJ โดยใช้โปรแกรม Microsoft 
Excel ในการคำนวณวิเคราะห์ข้อมูล  

 
5. ผลการศึกษา  

จากการศึกษาประสิทธิภาพการย้อมติดสีของสารสกัดรงควัตถุกลุ่ม polyphenol ใช้พืช 3 ชนิด ได้แก่ Caesalpinia 
sappan L. (แก่นฝาง), Vaccinium spp. (บลูเบอร์รี่) และ Brassica oleracea var. capitata f. rubra (กะหล่ำปลีม่วง) ได้ผล
การศึกษาดังน้ี 

 
5.1 ผลการศึกษาหลังการย้อมสีเนื้อเยื่อด้วยสีย้อมจากพืชต่างชนิด 

ผลการศึกษาพบว่า  ภายหลังการย้อมด้วยสีย้อม ได้แก่ สารสกัดสีย้อมธรรมชาติ (Caesalpinia sappan L., Vaccinium 
spp. และ Brassica oleracea var. capitata f. rubra) สีย้อมเชิงพาณิชย์ (Safranin O) และ ชุดควบคุมที่ไม่ย้อมสี โดยการ
ประเมินเชิงคุณภาพของความสามารถในการติดสีในเนื้อเยื ่อแต่ โครงสร้าง พบว่าสารสกัดสีย้อมจาก Vaccinium spp.  และ       
C. sappan L. ให้ผลการติดสี เด่นชัดและสม่ำเสมอมากที่สุด โดยมีความเข้มการติดสีระดับสูง (+++) ในโครงสร้าง Epidermis 
Sclerenchyma Parenchyma และ Vascular tissue ขณะที่ Collenchyma มีความเข้มอยู ่ในระดับปานกลาง (++) เมื่อ
พิจารณาสีย้อมธรรมชาติชนิดอื่น พบว่า Brassica oleracea มีการติดสีระดับสูง (+++) ใน Epidermis Sclerenchyma และ 
Parenchyma แต่มีการติดสีระดับต่ำ (+) ใน Collenchyma และ Vascular tissue  สำหรับสีย้อมเชิงพาณิชย์ Safranin O พบ



 

  

การติดสีระดับปานกลาง (++) ใน Epidermis และ Sclerenchyma และติดสีระดับสูง (+++) ใน Parenchyma อย่างไรก็ตาม 
การติดสีใน Collenchyma และ Vascular tissue  อยู่ในระดับต่ำ (+) ทั้งนี้ ชุดควบคุมที่ไม่ย้อมสีไม่พบการติดสีที่สังเกตได้ ในทุก
ส่วนของเนื้อเยื่อดังรูปที่ 1 แสดงภาพตัวแทนของช้ินเนื้อเยื่อที่สังเกตด้วยกล้องจุลทรรศน์แสง (กำลังขยาย 40×) และแสดงผลการ
ประเมินความสามารถในการติดสีย้อม ดังตารางที่ 1 

 
 

รูปที่ 1 ภาพถ่ายตัวแทนของชิ้นเนื้อเยื่อภายหลังการย้อมด้วยสีย้อมชนิดต่าง ๆ โดยตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์แสงที่กำลังขยาย 40× ได้แก่  
(A) Safranin O, (B) No stain, (C) สารสกัดจาก Caesalpinia sappan L., (D) สารสกัดจาก Vaccinium spp.และ (E) สารสกัดจาก Brassica 
oleracea var. capitata f. rubra. (E; Epidermis, C; Collenchyma, Sc; Sclerenchyma, V; Vascular tissue, P; Phloem, Xy; Xylem, P; 
Parenchyma, S; Secretory duct) 

 
ตารางที่ 1 การประเมินความสามารถในการติดสีของสีย้อมในแต่ละบริเวณของเนื้อเยื่อลำต้น Oenanthe javanica 
 

ตัวอย่างที่ใช ้
ประเภทเนื้อเยื่อพืช 

Epidermis Collenchyma Sclerenchyma Parenchyma Vascular 
Brassica oleracea var.  +++ + +++ +++ + 
Caesalpinia sappan L. +++ ++ +++ +++ +++ 
Vaccinium spp. +++ ++ +++ +++ +++ 
Safranin O ++ + ++ +++ + 
No stain - - - - - 

*เกณฑ์กการประเมินความสามารถในการติดสี; ติดสีมากที่สุด +++ , ติดสีปานกลาง   ++, ติดสีต่ำ   +, ไม่พบการติดสี   - 



 

  

5.2 ผลการศึกษาการแยกรงควัตถุสีด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบกระดาษ 
ผลการศึกษา ระยะการเคล ื ่อนที ่และค่า  Retention factor (Rf) ของตัวอย่างส ีย ้อมธรรมชาติแต ่ละชนิด โดย

พบว่า Caesalpinia sappan L. มีค่า Rf สูงที ่ส ุด (Rf = 0.70) รองลงมาคือ Vaccinium spp. (Rf = 0.66) ขณะที่ Brassica 
oleracea มีการเคลื่อนที่ในระดับปานกลาง (Rf = 0.44) ผลดังกล่าวสะท้อนให้เห็นถึงความแตกต่างของการเคลื่อนที่ของรงควตัถุ
ภายใต้สภาวะโครมาโทกราฟีเดียวกัน โดยรงควัตถุที่ได้จาก Caesalpinia sappan L.  แสดงการเคลื่อนที่มากที่สุด แสดงผลดัง
ตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2 ระยะการเคลื่อนที่และค่า Rf ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบกระดาษของสารสกัดสีย้อมธรรมชาติ 
 

ตัวอย่างที่ใช ้ ระยะทางทีส่ารเคลื่อนที่ได้ (cm) ค่า Rf 

Brassica oleracea var.  2.2 0.44 

Caesalpinia sappan L. 3.5 0.7 

Vaccinium spp. 3.3 0.66 

Safranin O 4.8 0.95 

 
5.3 ผลการศึกษาความเข้มของสีย้อมโดยใช้โปรแกรม ImageJ 

ทำการวิเคราะห์ความเข้มของสีเชิงปริมาณโดยใช้โปรแกรม ImageJ ด้วยการวัดค่าเฉลี่ยความเข้มของพิกเซล (mean 
pixel intensity) และพื้นที่ของบริเวณที่สนใจ (ROI area) สำหรับช่องสีแดง (R) เขียว (G) น้ำเงิน (B) ของแต่ละตัวอย่าง ผลการ
วิเคราะห์พบว่า ค่าเฉลี่ยความเข้มในช่องสีแดง ( red-channel mean intensity) สูงที่สุดใน  Brassica oleracea (201.536) 
และ Safranin O (197.094) ดังตารางที่ 3 จากการคำนวณ พบว่าดัชนีความแดง (redness index) (ตารางที่ 4) จากค่าดัชนี
ดังกล่าวพบว่า Caesalpinia sappan L. ให้สัญญาณความแดงสูงที่สุด (104.8675) รองลงมาคือ Vaccinium spp. (95.0775) 
และ Brassica oleracea (86.5835) ส่วน Safranin O ให้ค่าดัชนีความแดงอยู่ในระดับปานกลาง (78.8945) สำหรับชุดควบคุมที่
ไม่ย้อมสี (No stain) มีค่าดัชนคีวามแดงต่ำ (28.3435)  
 
ตารางที่ 3 ผลการวัดค่าเฉลี่ยความเข้มของสีและพื้นที่ ROI ด้วยโปรแกรม ImageJ 
 

 

ส ี สารตัวอยา่ง พื้นที่ ค่าเฉลี่ย 

  Green 

Brassica oleracea var.  39428 119.873 
Caesalpinia sappan L. 34977 96.458 
Vaccinium spp. 35124 96.657 
Safranin O 31250 126.86 
No strain 30936 134.87 

Red 

Brassica oleracea var.  39602 201.536 
Caesalpinia sappan L. 34138 188.504 
Vaccinium spp. 35142 187.694 
Safranin O 31256 197.094 
No strain 30792 159.082 



 

  

ตารางที่ 3 ผลการวัดค่าเฉลี่ยความเข้มของสีและพื้นที่ ROI ด้วยโปรแกรม ImageJ (ต่อ) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. อภิปรายผลการศึกษา 

ผลการศึกษาครั้งน้ีบ่งช้ีว่า สารสกัดจากพืชธรรมชาติสามารถนำมาประยุกต์ใช้เป็นสีย้อมเนื้อเยื่อพืชในห้องปฏิบัติการระดับ
มัธยมศึกษาได้ อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพในการย้อมแตกต่างกันในเชิงคุณภาพตามชนิดพืชและองค์ประกอบของสารสีที่อยู่ใน
สารสกัดแต่ละชนิด เมื่อพิจารณาผลเชิงปริมาณจากการวิเคราะห์ภาพด้วยโปรแกรม ImageJ พบว่า Caesalpinia sappan L. 
(แก ่นฝาง)  ให ้ค ่ า  redness index ส ู งท ี ่ ส ุด  (104.8675) รองลงมาค ือ  Vaccinium spp. (บล ู เบอร ์ ร ี ่ )  และ  Brassica 
oleracea var. capitata f. rubra (กะหล่ำปลีม่วง) ผลดังกล่าวสะท้อนว่า สีย้อมจากธรรมชาติสามารถใช้ทดแทนสีย ้อม
สังเคราะห์ได้โดยให้ประสิทธิภาพที่ดี 

ผลการสังเกตโครงสร้างเนื้อเยื่อหลังการย้อมสีภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสดงให้เห็นว่า สารสกัดสีย้อมจาก Caesalpinia 
sappan L. (แก่นฝาง) และ Vaccinium spp. (บลูเบอร์รี่) สามารถย้อมติดได้ในทุกโครงสร้างของเนื้อเยื่อในระดับดี (+++) ถึงแม้ 
Brassica oleracea var. capitata f. rubra (กะหล่ำปลีม่วง) จะย้อมติดสีโครงสร้างได้น้อยกว่า แต่ทั้ง 3 ชนิดนี้ ให้ผลการย้อมสทีี่
ด ีกว่าสีย้อมสังเคราะห์ Safranin O นอกจากนี ้การย้อมติดสีมีความสัมพันธ์กับเนื ้อเยื ่อพืชโดยตรง จากผลที ่ได้ เนื ้อเยื่อ 
Parenchyma เป็นบริเวณที่ติดสีได้ชัดเจนกว่าบริเวณอื่น ขณะที่ epidermis sclerenchyma และ Vascular tissue มีแนวโน้ม
ติดสีอ่อนกว่า หรือมีความสม่ำเสมอในการติดสีต่ำกว่าในบางสารสกัด และ collenchyma ให้การติดสีต่ำที่สุด รูปแบบดังกล่าว
สอดคล้องกับหลักการทางพฤกษกายวิภาคที่เนื้อเยื่อซึ่งมีผนังเซลล์หนาและมีการลิกนิฟิเคชันสูง มักแสดงการติดสีได้เด่นกว่า
เนื้อเยื่อผนังบาง โดยเฉพาะเมื่อใช้สารสีที่สามารถเกิดปฏิสมัพันธ์กับองค์ประกอบของผนังเซลล์ได้ดี [6] นอกจากน้ีการติดสีของสาร
สกัดแก่นฝางสัมพันธ์กับรงควัตถุหลักกลุม่ brazilin ซึ่งสามารถถูกออกซิไดซ์ไปเป็น brazilein ที่ให้สีแดงเด่นชัด [7] ขณะที่รงควัตถุ
แอนโทไซยานินมีรายงานความเสถียรต่ำและไวต่อ pH แสง อุณหภูมิ และออกซิเจน [8] ดังนั้นสีจากแก่นฝางจึงมีแนวโน้มให้ความ
คงตัวในการใช้งานได้ดีกว่าแอนโทไซยานินภายใต้บางสภาวะการทดลองซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้ อย่างไรก็ตาม เนื่องจาก
การศึกษาครั้งน้ียังไม่ได้ตรวจสอบกลไกการจับของสารสีในระดับโมเลกุล การศึกษาครั้งน้ีจึงเป็นการศึกษาและประเมินผลเบื้องต้น  

ส ี สารตัวอยา่ง พื้นที่ ค่าเฉลี่ย 

Blue 

Brassica oleracea var.  39232 110.032 
Caesalpinia sappan L. 34146 70.815 
Vaccinium spp. 36466 88.576 
Safranin O 31270 109.539 
No stain 30934 126.607 

ตารางที่ 4 ค่าการวิเคราะห์ดัชนีความแดง (Redness index) 
 

สารตัวอยา่ง ค่าดัชนีความแดง 
Brassica oleracea var.  86.5835 
Caesalpinia sappan L. 104.8675 
Vaccinium spp. 95.0775 
Safranin O 78.8945 
No stain 28.3435 
 



 

  

ในกรณีของบลูเบอร์รี่ (Vaccinium spp.) และกะหล่ำปลีม่วง (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) ผลการย้อมที่ได้
สามารถอธิบายได้บนพ้ืนฐานของสารสีหลักกลุม่ anthocyanins ซึ่งเป็นรงควัตถุท่ีมีความไวต่อสภาพแวดล้อมอย่างมาก โดยเฉพาะ
ค่า pH อุณหภูมิ แสง และออกซิเจน [8] 

ผลการแยกสารด้วย paper chromatography ยังช่วยสนับสนุนข้อค้นพบจากการย้อมและการวิเคราะห์ภาพ โดยพบว่า
กลุ่มสารสกัดธรรมชาติมีค่า Rf แตกต่างกัน โดยที่สารสกัดจาก Caesalpinia sappan L. (แก่นฝาง) มีค่าสูงที่สุด (0.70) ขณะที่ 
Safranin O มีค่า Rf สูงกว่า (0.95) ความแตกต่างของค่า Rf นี้สะท้อนความแตกต่างของสมบัติทางเคมีของสารสี เช่น ความมีขั้ว
และแรงยึดเหนี่ยวต่อเฟสอยู่กับท่ีในระบบตัวทำละลายที่ใช้ ซึ่งสอดคล้องกับข้อสังเกตที่ว่าสารสกัดจากพืชแต่ละชนิดให้ความเข้มสี
และรูปแบบการติดสีต่อเนื้อเยื่อต่างกัน ซึ่งบ่งชี้ว่า Safranin O สามารถละลายได้ดีในสารละลาย 70% ethanol และสามารถ
เคลื่อนที่ได้ดีกว่าสารสกัด ซึ่งสารสกัดมีปัจจัยหลายอย่างเช่น ความเข้มข้นของสาร ตัวทำละลายที่ใช้ในการสกัด เป็นต้น [9] ผลการ
วิเคราะห์ค่าดัชนีความแดง พบว่ามีค่าสูงใน Caesalpinia sappan L. (แก่นฝาง), Vaccinium spp. (บลูเบอร์รี่), และ Brassica 
oleracea var. capitata f. rubra (กะหล่ำปลีม่วง) ตามลำดับ ซึ่งทั้ง 3 ชนิดให้ค่าดัชนีความเป็นสีแดงสูงกว่าสีย้อมสังเคราะห์ 
Safranin O ช้ีให้เห็นว่า จากการที่แก่นฝางมีสารกลุ่ม brazilin/brazilein ซึ่งให้โทนแดงและเปลี่ยนแปลงตาม pH ขณะที่บลูเบอร์
รี ่และกะหล่ำปลีม่วงอุดมไปด้วยสารกลุ ่ม anthocyanins  แม้สารสกัดจะมีค่า Rf ต่ำกว่า ใน Safranin O ซึ ่งสอดคล้องกับ
ความสัมพันธ์การมีขั้วมากและยึดกับ stationary phase (เช่น กระดาษ) ของสารมากกว่า เมื่อย้อมเนื้อเยื่อ ความเข้มสีขึ้นกับ 
dye–tissue affinity และแรงยึดเหนี่ยวหลายชนิด รวมทั้งการที่รงควัตถุกลุ่ม anthocyanins/polyphenols สามารถเกิดการยึด
หรือดูดซับกับโครงสร้าง polysaccharide ของผนังเซลล์พืช (เช่น cellulose และ pectin) ได้ จึงทำให้สารสกัดคงอยู่ในช้ิน
เนื้อเยื่อและให้สีเข้มกว่าได้ [10] 

ดังนั ้นผลการศึกษานี้สนับสนุนว่าสารสกัดจากพืชธรรมชาติมีศักยภาพในการใช้เป็นสีย้อมเนื ้อเยื ่อพืช โดยเฉพาะ  
Caesalpinia sappan L. (แก่นฝาง) ซึ่งให้ผลเด่นท้ังในเชิงความเข้มสีและค่า redness จึงสามารถนำมาประยุกต์ใช้กับบริบทของ
โรงเรียนระดับมัธยมศึกษา เพื่อลดค่าใช้จ่าย และลดการใช้สารเคมี อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาพิจารณาร่วมกับองค์ประกอบทาง
เคมีของสารสีในพืชแต่ละชนิด รวมถึงข้อจำกัดด้านวิธีวิจัยที่อาจมีผลต่อการวิเคราะห์ภาพและการตีความผล และเสริมการ
วิเคราะห์องค์ประกอบสารสีด้วยเทคนิคเชิงเครื่องมือในระดับที่สูงขึ้น จึงจะมีศักยภาพสูงในการต่อยอดเป็นแนวทางการใช้สีย้อม
ทางพฤกษกายวิภาคในบริบทท่ีกว้างขึ้นต่อไป 
 
7. สรุปผลการศึกษา 

จากการศึกษาการประยุกต์ใช้และประเมินประสิทธิภาพของสีย้อมจากสารสกัดธรรมชาติรงควัตุกลุ่ม polyphenol ได้แก่ 
Caesalpinia sappan L. (แก่นฝาง), Vaccinium spp. (บลูเบอร์รี่) และ Brassica oleracea var. capitata f. rubra (กะหล่ำปลี
ม่วง) ในการย้อมเนื้อเยื่อลำต้นผักชีล้อม (Oenanthe javanica) เปรียบเทียบกับสีย้อมมาตรฐาน Safranin O พบว่าสารสกัดจาก
พืชแต่ละชนิดมีสมบัติทางเคมีที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการย้อมเชิงคุณภาพ พบว่า  สารสกัดจาก 
Caesalpinia sappan L. (แก่นฝาง) ให้ผลดีที่สุดในทุกเกณฑ์ ทั้งความชัดเจนของการติดสีในแต่ละส่วนของเนื้อเยื่อ มีความ
ใกล้เคียงกับสีมาตรฐาน Safranin O มากที่สุด ในขณะที่การวิเคราะห์ความเข้มสีเชิงปริมาณด้วยโปรแกรม ImageJ พบว่า สาร
สกัดจากแก่นฝางให้ค่าดัชนคีวามแดงสูงท่ีสุดเมื่อเทียบกับสีย้อมสังเคราะห์ Safranin O 

ทั ้งน ี ้  สารสกัดธรรมชาติท ุกชนิดที ่นำมาทดสอบมีศักยภาพในการย้อมติดเนื ้อเยื ่อพืชได้ โดย เฉพาะสารสกัด
จาก Caesalpinia sappan L. (แก่นฝาง) ชี้ให้เห็นว่าการเลือกใช้สีย้อมธรรมชาติสามารถนำมาประยุกต์ใช้การทำปฏิบัติการย้อม
เนื้อเยื่อพืชระดับมัธยมศึกษาได้จริง 
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