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บทนํา 

 ในปจจุบัน โรคติดเชื้อราจัดเปนปญหาทางสาธารณะสุขที่สําคัญ ดังจะเห็นไดจากจํานวนที่
เพ่ิมขึ้นของการติดเช้ือในผูปวยท่ีมีความบกพรองของภูมิคุมกัน โดยเฉพาะอยางย่ิง ผูปวยโรคเอดส 
ผูปวยโรคมะเร็ง ผูปวยที่มีความผิดปกติในระบบภูมิคุมกัน หรือผูปวยที่มีการผาตัดเปลี่ยนถาย
อวัยวะ เปนตน โรคติดเช้ือรายังอาจพบไดในผูปวยหองอภิบาลผูปวยหนัก (ICU) ซึ่งใชยาตานจุลชีพ
ท่ีมีฤทธิ์กวางในการรักษาเปนระยะเวลานาน และยังพบวาผูปวยซ่ึงเปนโรคติดเช้ือราทัว่รางกายนั้น
รักษาไดยาก ยาที่นิยมนํามาใชรักษาโรคตดิเช้ือราในปจจุบันมีหลายชนิด เชน แอมโฟเทอริซิน บี 
(amphotericin B) ฟลูไซโตซิน (flucytosin) และยาในกลุมเอโซล (azole) เปนตน 
(Georgopapadakou และ Walsh, 1996; Endo และคณะ, 1997)  แตในบรรดายาทั้งหมดที่กลาวมานั้น 
ยังไมมียาชนิดใดที่ใหผลการรักษาในระดับที่นาพอใจ ทั้งในดานประสิทธิภาพในการรักษาที่
ครอบคลุมโรคติดเชื้อราไดหลากหลายชนิด ความเปนพิษตอรางกาย  หรือโอกาสที่เชื้อจะดือ้ยา 
(พรรณกร อิ่มวิทยา และ นันทจักร เกรันพงศ, 2543) ยาทีว่งการแพทยใชเปนมาตรฐานในการรักษา
โรคจากเชื้อราคือ แอมโฟเทอริซิน บี ซ่ึงจะมีความสามารถในดานการทําลายเซลลของเชื้อราที่มีการ
เจริญพันธุและเซลลที่อยูในระยะพัก  แตยังมีปญหาดานสารพิษที่ตกคางในหลอดเลือดดํา (Gold 
และคณะ, 1956) ยาฟลูไซโตซินมีขอบเขตการตานเชือ้ราที่แคบกวาแอมโฟเทอริซิน บี สวนยาใน
กลุมเอโซลนั้นมีพิษนอยกวาแอมโฟเทอริซิน บี และมีประสิทธิภาพในการรักษาคอนขางดี 
(Georgopapadakou และ Walsh, 1994, 1996)  แตก็พบวามีการดื้อของเชื้อราตอยาในกลุมน้ี 
(Hitchcock, Pye และ Troke, 1993) การออกฤทธิ์ของยาตานเช้ือราในปจจุบันนั้นมักกอใหเกิด
ผลขางเคียงตอผูปวยที่ใชยานั้น เน่ืองจากเชื้อราเปน eucaryote เชนเดียวกับมนุษย ดังน้ันการทํางาน
ตอเปาหมายของยาตานเชื้อราสวนใหญจึงมีผลขางเคียงตอเซลลของมนุษย นอกจากนี้ยาตานเชื้อรา
ท่ีใชกันอยูในปจจุบันยังมีไมเพียงพอตอความตองการ(Takesako และคณะ, 1993) ดังน้ันการคนควา
และพัฒนายาหรือสารตนแบบใหมๆ ที่มีโครงสรางและกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกตางจากยาตานเชื้อ
ราท่ีใชกันอยูในปจจุบัน จึงมีความสําคัญและจาํเปนอยางยิ่งตอการพัฒนาเพื่อใหไดยาที่มี
ประสิทธิภาพดี มีความเจาะจงตอเช้ือรา ผลขางเคียงตํ่า และมีปญหาการด้ือยานอย โดยคาดหวังวา
สารตนแบบกลุมใหมที่มีโครงสรางทางเคมีและกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกตางไปจากยาตานเชื้อรา
เดิมน้ี จะสามารถออกฤทธิ์ตานเชื้อราที่ด้ือตอยากลุมที่ใชในปจจุบันได  
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ในป ค.ศ.1991 Takesako และคณะสามารถสกัดสารตานเชื้อราชนิดใหมได และใหชื่อวา 
ออริโอบาซิดิน (aureobasidins) โดยสกัดจาก Aureobasidium pullulans  สายพันธุ R106 ออริโอบา
ซิดิน เปนสารกลุมเดปซิเปปไทดแบบวงแหวน (cyclic depsipeptide)  มีโครงสราง 18 ชนิด จําแนก
เปนชนิด A ถึง R โดยแตละชนิดจะมีองคประกอบทางโครงสรางแตกตางกันเพียงไมก่ีตําแหนง ใน
ออริโอบาซิดินทั้ง 18 โครงสรางนั้น ออริโอบาซิดิน เอ (aureobasidin A)    เปนโครงสรางที่พบมาก
ท่ีสุด และมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับย้ังเชื้อรา ออริโอบาซิดิน เอ เปนสารตานเชื้อราที่มี
ประสิทธิภาพสูงในขั้นทดลอง (in vitro) และแสดงผลการยับยั้งเช้ือราท่ีกอโรคหลายชนิด เชน 
Candida albicans, Cryptococcus neoformans และ Aspergillus spp. บางสายพันธุ (Takesako และ
คณะ, 1991; 1993; Zhong, Jeffries และ Georgopapadakou, 2000)  

ในงานวิจัยน้ีจึงมุงทําการคัดแยก A. pullulans จากหองนํ้าในบริเวณตางๆของ
กรุงเทพมหานครและปริมณฑล  เน่ืองจากในหองนํ้าเปนแหลงที่อยูที่มีความชื้นและมีเชื้อจุลินทรีย
อาศัยอยูมากมายหลายชนิด จึงนาจะมีการแขงขันเพื่อความอยูรอด เพ่ือนําเช้ือ A. pullulans ที่คัดแยก
ไดมาจัดจําแนก และทําการผลิตสารตานเชื้อรา รวมถึงการทดสอบฤทธิ์การตานเชื้อรากอโรค และ
ตรวจสอบสารตานเชื้อราดังกลาวดวยวิธี โครมาโทกราฟ ตามลําดับ 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 1. เพ่ือคัดแยก Aureobasidium pullulans ที่สรางสารตานเชื้อราไดในประเทศไทย 
 2. เพ่ือศึกษาสมบัติทางชวีภาพของสารตานเช้ือราที่สกัดไดจาก Aureobasidium pullulans  

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 เปนแนวทางในการพัฒนาเพ่ือใหไดสารตานเชื้อราจาก Aureobasidium pullulans ที่คัดแยก
ไดในประเทศไทย และมีศักยภาพในการเปนยาตานเชื้อราที่ดีตอไป 
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เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

ยาสําหรับรักษาโรคติดเช้ือรา 
 ยาที่ใชรักษาโรคติดเชื้อราที่วงการแพทยนิยมใชเปนมาตรฐานในการรักษา คือ  แอมโฟเทอ 
ริซิน บี (amphotericin B) ฟลูไซโตซิน(flucytosine) และยาในกลุมเอโซล (asole) เชนไมโคนาโซล 
(miconazole) คีโตโคนาโซล(ketoconazole) ไตรเอโซล (triazoles) และ ฟลูโคนาโซล 
(fluconazoles) เปนตน 
 1. แอมโฟเทอริซิน บี  

เปนยากลุม พอลีอีน (polyenes) เปนยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์กวางในการรักษา มีแมคโครไลด
(macrolide) เปนสารประกอบ โดยตัวยาจะรวมกับ สเตอรอล (sterols) โดยเฉพาะ เออโกสเตอรอล 
(ergosterols) ซ่ึงอยูในเยื่อหุมเซลลของเชื้อรา ทําใหเซลลสูญเสียสภาพเกลือแร เน่ืองจากมีการ
ร่ัวไหลของ โปแตสเซียม และแมกนีเซียม (Gentry, 1990) แอมโฟเทอริซิน บี ไมละลายน้ําและจาก
การรับประทานจะดูดซึมไดไมดี จึงตองใหยาทางหลอดเลือดดํา ซ่ึงทําใหเกิดมีสารตกคางที่หลอด
เลือดดํา(Gold และคณะ, 1956) 
 2. ฟลูไซโตซิน 

ยากลุมน้ีที่นํามารักษาโรคเชื้อราคือ 5-fluorocytosine ละลายนํ้าไดดี สามารถรับประทานได 
เม่ือเขาสูรางกายแลวจะผานเขาไปในเซลลราซึ่งเอนไซม cytosine deaminase จะเปลี่ยนยาใหเปน 5-
fluorouracil  มีฤทธิ์ยับย้ังการสังเคราะห RNA ทําใหเซลลตาย นอกจากนี้ยังถูกเปลี่ยนเปน 5-fluoro-
2’-deoxyuridylic ยับยั้งการทํางานของเอนไซม thymidylate synthase มีฤทธ์ิยับยั้งการสังเคราะห 

DNA ขอดีของยาคือ cytosine deaminase ในรางกายคนมีจํานวนนอยมาก หรือไมมี จึงมีฤทธิ์เฉพาะ
กับเช้ือรา  แตยังมีขอบเขตการตานเชื้อราที่นอยกวาแอมโฟเทอริซิน บี (Waldorf และ Polak, 1983) 
 3. ยากลุมเอโซล   

ยากลุมนี้มีฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม cytochrome demethylase ทําใหเช้ือราสราง เออโกสเตอรอล
ไมได ทําใหเกิดการสะสมของฟอสโฟลิปดในเซลล ทําใหเซลลตาย มีฤทธิ์ฆาเช้ือราชากวากลุมพอลี
อีน  แต มี พิษนอยกว าแอมโฟเทอริ ซิน  บี  และมีประสิทธิภาพในการรักษาคอนข า งดี 
(Georgopapadakou และ Walsh, 1994, 1996) แตก็พบวามีการดื้อของเชื้อราตอยาในกลุมเอโซล 
(Hitchcock และคณะ, 1993)  
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ออริโอบาซิดิน (Aureobasidins) 
ออริโอบาซิดิน (aureobasidins) เปนสารกลุม เดปซิ เปปไทดแบบวงแหวน  (cyclic 

depsipeptide) ที่ผลิตไดจากยีสต Aureobasidium pullulans  ประกอบดวยกรดแอลฟาอะมิโน (α-
amino) 8 ชนิด และกรดไฮดรอกซิล (hydroxyl acid) 1 ชนิด ออริโอบาซิดิน มีโครงสราง 18 ชนิด 
จําแนกเปนชนิด A ถึง R โดยแตละชนิดจะมีองคประกอบทางโครงสรางแตกตางกันเพียงไมก่ี
ตําแหนง (รูปที่ 1) (Takesako และคณะ, 1991; Ikai, Shiomi และคณะ, 1991) 

 
Compound R X1 X2 X3 X4 

AbA C2H5   MePhe alle MeVal βHOMeVal 
AbB CH3   MePhe alle MeVal βHOMeVal 
AbC C2H5   MePhe Val MeVal βHOMeVal 
AbD C2H5   MePhe alle MeVal γHOMeVal 
AbE C2H5 βHOMePhe alle MeVal βHOMeVal 
AbF C2H5   MePhe alle       Val βHOMeVal 
AbG C2H5   MePhe alle MeVal   MeVal 
AbH C2H5   MePhe alle MeVal   Val 
AbI C2H5   MePhe Leu MeVal βHOMeVal 
AbJ C2H5   MePhe alle MeVal N. βMeAsp 
AbK CH3   MePhe alle MeVal   MeVal 
AbL C2H5   MePhe Val MeVal   MeVal 
AbM C2H5   Phe alle MeVal   MeVal 
AbN C2H5   MePhe alle MeVal  DH3. 4MeVal 
AbO C2H5   MePhe alle MeVal βHOMePhe 
AbP C2H5   MePhe alle       Val   MeVal 
AbQ C2H5   MePhe alle MeVal   MePhe 
AbR C2H5 βHOMePhe alle MeVal   MeVal 

รูปที่ 1 โครงสรางของ ออริโอบาซิดิน โครงสราง A ถึง R (Ikai, Shiomi และคณะ 1991) 
MePhe = N-methylphenylalanine, all = alloisoleucine , MeVal = N-methylvaline 
βHOMeVal = β-Hydroxy-N-methylvaline, Val = valine ,  Phe = Phenylalanine, Leu = Leicine 
N. βMeAsp = N,β-dimethylaspartic acid, γHOMeVal = γ-Hydroxy-N-methylvaline 

DH3. 4MeVal = 2,3-didehydro-N-methylvaline 
ออริโอบาซิดินทั้ง 18 โครงสรางนั้น โครงสราง A เปนโครงสรางท่ีพบมากที่สุด (รูปที่ 2) 

และมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งเชื้อราที่กอโรคหลายชนิด (Takesako และคณะ, 1991; 1993) 
มีประสิทธิภาพสูงท้ังในขั้นหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) (Kurome และ
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คณะ, 1996)โดยแสดงผลการยับยั้งเชื้อรา เชน Candida spp., Cryptococcus neoformans, 
Histoplasma capsulatum, Blastomyces  dermatitidis และ Aspergillus spp. บางสายพันธุ แต
แสดงผลยับยั้งไดนอยใน  A. fumigatus  และ A. flavus (Takesako และคณะ, 1991; 1993; Zhong, 
Jeffries และ Georgopapadakou, 2000) โดย ออริโอบาซิดิน เอ มีความเปนพิษต่ําในการทดลองกับ
สัตวทดลอง นอกจากนี้ยังพบวาออริโอบาซิดิน เอ จะทําลายเฉพาะเซลลท่ีกําลังเจริญพันธุของ           
C. albicans โดยไมมีผลกระทบตอเซลลที่อยูในระยะพัก ออริโอบาซิดิน เอ ไมไดมีผลตอการยับยั้ง
การผลิต DNA  RNA หรือโปรตีนอื่นๆ ไมมีผลในการลดการผลิตสารประกอบกลูโคสตางๆใน
เซลล ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวา กลไกการทํางานของออริโอบาซิดิน มีความแตกตางจาก 
 แอมโฟเทอริซิน บี และสารตอตานเช้ือราชนิดอื่นๆ (Endo และคณะ, 1997)  

 
 

 
 
รูปที่ 2 โครงสรางของ Aureobasidin A  (Takesako และคณะ, 1993) 

 
 ออริโอบาซิดิน เอ มีกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซมไอพีซีซินเทส (IPC 

synthase) ซ่ึงมีผลไปยับย้ังการสังเคราะหสฟงโกลิปด ที่เปนสวนประกอบที่สําคัญของเยื่อหุมเซลล
ท่ีพบไดทั้งในสัตวและเช้ือรา (Nagiec และคณะ, 1997)  

อยางไรก็ดี พบวาในการยับยั้งการทํางานของไอพีซี ซินเทสของออริโอบาซิดินเอ ไมมีผล
ไปยับย้ังการสังเคราะหสฟงโกลิปดในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (รูปที่ 3)  
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รูปที่ 3 วิถีการสังเคราะหสฟงโกลิปด ในสัตว และเชื้อรา (Zhong และคณะ, 2000) 
 

เน่ืองจากยาตานเชื้อราที่ใชกันอยูในปจจุบัน ลวนมีขอจํากัดในการรักษาท้ังส้ิน ทั้งในแง
ของประสิทธิภาพในการรักษา การมีผลขางเคียงตอผูปวย หรือโอกาสที่เชื้อจะด้ือยา ทําให ออริโอ
บาซิดิน เอ น้ันจึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งที่จะนํามาพัฒนาเปนยาตานเชื้อราชนิดใหม เน่ืองจากมีขอดี
หลายประการ ทั้งในดานประสิทธิภาพในการรักษา (ตารางที่1) และการไมมีผลขางเคียงใน
สัตวทดลองดังที่กลาวมาขางตน 
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ตารางที่ 1 ฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเชื้อราของ ออริโอบาซิดิน เอ เม่ือเปรียบเทียบกับ แอมโฟ   
เทอริซิน B (Takesako และคณะ, 1993) 
 

 
                      

Aureobasidium pullulans 
Aureobasidium pullulans เปนเชื้อราคลายยีสต (yeast-like fungus) เดิมมีการจัดจําแนกอยู

ใน Class Deuteromycetes (Fungi imperfecti) Order Moniliales Family Dermatiacae (Cooke, 
1959; Ramos และ Acha, 1975) มีชื่อเรียกหลายชื่อดวยกัน เชน Pullularia pullulans, Dermatium 
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pullulans, Aureobasidium vitis, Pullularia fermentans เปนตน (Cooke, 1959; Ramos และ Acha, 
1975; Hermanides-nijhof, 1977)  A. pullulans มีชื่อสามัญวา “Black yeast” เน่ืองจากสามารถผลิต
เม็ดสีเมลานิน (melanin pigment) ไดในระหวางการเจริญ ทําใหโคโลนีมีสีดํา  A. pullulans  มี
รูปรางไดหลายลักษณะ เชน บลาสโตสปอร (blastospore)  เซลลพอง (swollen cell)  คลาไมโด
สปอร (chlamydospore)  เสนใยแท (hypae) หรือ เสนใยเทียม (pseudohyphae) เปนตน (Ramos และ 
Acha, 1975) ปจจุบันมีการจัดจําแนก A. pullulans ไว ดังน้ี (Yurlova และคณะ, 1999; De Hoog และ
คณะ, 1999) 

Kingdom  Fungi 
  Division  Ascomycota   
    Class  Euascomycetes 
          Order  Dothideales  
                  Family  Dothideaceae     
                        Genus  Aureobasidium 
                               Species   Aureobasidium pullulans    
 

การจัดจําแนก A. pullulans แตเดิมนั้น ใชหลายวิธีประกอบกัน ทั้งทางสัณฐานวิทยา และ
สรีรวิทยา เชน ลักษณะของโคโลนี และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล (Hermanides-nijhof, 
1977)  การใชแหลงอาหารตางๆกัน (Substrate utilization) การสรางเมลานิน (Dennis และ 
Buhagiar, 1973)  การสรางโคนิเดีย (conidiogenesis)  ภาวะการสรางพอลิแซ็คคาไรด (De Hoog 
และ Yurlova, 1994)  การจัดทําคาริโอไทป (karyology)  และลักษณะของเสนใย (Takeo และ De 
Hoog, 1991) เปนตน ในปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล มาใชรวมในการจัดจําแนก 
ซ่ึงทําใหการจัดจําแนกมีความสะดวกขึ้น สามารถแยกความแตกตางไดในระดับชนิด (species) 
เทคนิคที่นิยมใช ไดแก การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal 
transcribed spacer (ITS) (Yurlova และคณะ, 1999; Hunsa Punnapayak และคณะ, 2003)   

 
ลักษณะของโคโลนี และสัณฐานวิทยาของ A. pullulans  

เมื่อ A. pullulans เจริญเติบโตบนอาหารกึ่งแข็ง Malt extract agar (MEA) เปนเวลา 7 วัน 
โคโลนีของ A. pullulans จะมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 40 มิลลิเมตร ลักษณะโคโลนีเรียบ และเปน
เมือก มีสีครีมหรือชมพูในระยะแรกที่เล้ียง เม่ือเวลาผานไปโคโลนีอาจเปลี่ยนเปนสีเขมข้ึนหรือ
เปลี่ยนเปนสีอ่ืน เชน สีเขียวมะกอก สีแดง เหลือง นํ้าตาลออน และดํา เปนตน มีเสนใยสั้นๆ ข้ึน
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รอบๆโคโลนี  ลักษณะของเสนใยเรียบ โปรงใส เห็น Septum ชัดเจน ความกวางเสนใยประมาณ 3-
12 ไมโครเมตร  เม่ือเล้ียงนานขึ้นอาจเปลี่ยนเปนสีเขม และมีผนังเซลลหนาข้ึน เรียกวาเปน คลาไม
โดสปอร (chlamydospore)  มีการสรางโคนีเดียจากภายใน (endoconidia)  ดานขาง หรือปลายของ
เสนใย  (Hermanides-nijhof, 1977) 

ลักษณะโคนิเดียปฐมภูมิ (primary conidia) เปนเซลลเด่ียว คอนขางกลม โปรงใส ผนังเรียบ 
มีรูปรางหลากหลายและมีขนาดแตกตางกัน มักสรางโคนิเดียทุติยภูมิ (secondary conidia) ขนาดเล็ก 
หรือ budding cell โดยอาจสราง secondary conidia ขนาดเล็กหลายเซลลโดยยังติดอยูกับเซลลแม มี
รูปรางคลายกับนิ้วมือ และเมื่อ secondary conidia หลุดออกไป ในบางเซลลอาจปรากฏแผลจากการ
หลุดออกของโคนิเดีย (bud scar) (Hermanides-nijhof, 1977; Domsch และคณะ, 1993) 

A. pullulans เปนเช้ือราที่มีแหลงที่อยูหลากหลายในธรรมชาติ สามารถพบไดทั่วไป บนผิว
ใบพืชและผลไม  ดิน (Ramos และ Acha, 1975)  เศษฟาง หญาแหง (Cooke, 1959) หรือในสถานที่
ท่ีมีความชื้นสูง เชน ผนังหองนํ้า (Sehanat Prasongsuk และคณะ 2005) หรือแมแตในฟองนํ้าทะเล 
(Shigemori และคณะ, 1998)  A. pullulans ยังสามารถพบไดท้ังในแถบประเทศเขตรอน เชน บราซิล  
อินเดีย   มาเลเซีย  และจาไมกา  แถบประเทศเขตอบอุน  เชน  เยอรมนี  แคนาดา  เดนมารก 
เนเธอรแลนด ออสเตรีย อังกฤษ และสหรัฐอเมริกา หรือในเขตแหงแลง เชน อียิปต อิรัก ปากีสถาน 
และ อัฟริกาใต (Deshpande  Rale และ Lynch, 1992)   สําหรับในประเทศไทย มีรายงานวาสามารถ
คัดแยก     A. pullulans ไดจากเขตกรุงเทพมหานคร และปาสนเขาในประเทศไทย  (Hunsa 
Punnapayak และคณะ, 2003)  

A. pullulans  มีความสําคัญตออุตสาหกรรมอยางยิ่ง เพราะสามารถผลิตเอนไซม เชน อะ
ไมเลส เพคติเนส และ ไซแลนเนส และมีการใชประโยชนจาก A. pullulans  ในการผลิต โปรตีน
เซลลเดียว (single cell protein) (Deshpande และคณะ, 1992)   นอกจากนี้ A. pullulans  สามารถ
ผลิตพอลิเมอรชีวภาพ ที่เรียกวา พูลลูแลน (pullulan) ซึ่งเปนพอลิแซคคาไรดที่หล่ังออกภายนอก
เซลลขณะเพาะเลี้ยง พูลลูแลน ประกอบดวยนํ้าตาลมอลโตไตรโอส หรือ มอลโตเตตระโอสตอกัน
ดวยพันธะแอลฟา 1,6 (α-(1,6) linkages) (รูปที่ 4 ) (Leather, 2003)  

ในอดีต A. pullulans ถูกแบงออกเปน 2  varieties คือ  A. pullulans var. pullulans ซ่ึง
โคโลนีเปนสีครีม ชมพู เหลือง หรือนํ้าตาลออน หลังจากเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA เปนเวลา 3 
สัปดาห และ A. pullulans var. melanigenum ซ่ึงโคโลนีจะกลายเปนสีเขียวเขม หรือดํา เน่ืองจากมี 
เสนใยสเีขม (dark hyphae) (Hermanides-nijhof, 1977) 

Yurlova และคณะ (1996) ไดใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาชวยในการจัดจําแนก A. pullulans 
และไดเสนอการจําแนกเปน variety ใหมคือ A. pullulans var. aubasidani  ซ่ึง A. pullulans var. 
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aubasidani  น้ีสามารถผลิตพอลิแซคคาไรดที่มีโครงสรางคลายพูลลูแลน เรียกวา ออบาซิแดน 
(aubasidan)ได ซ่ึงออบาซิแดนนั้นเปนกลูแคน (glucan) ท่ีตอกันดวยพันธะ แอลฟา 1,4  บีตา 1,6  
และ บีตา 1,3  glycosidic linkages (Yurlova และ De Hoog, 1997)  นอกจากนี้ Yurlova และคณะยัง
ไดรวมสอง varieties ท่ีมีอยูเดิมเขาดวยกัน เปน variety เดียวคือ  A. pullulans var. pullulans  โดย A. 
pullulans var. aubasidani ไมสามารถใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ แลค
โตส (lactose) เปนแหลงคารบอนได ซ่ึงตางจาก A. pullulans var. pullulans ที่สามารถใชแหลง
คารบอนทั้งสองได ซ่ึงความแตกตางดังกลาวนี้  สามารถนํามาใชระบุชนิดของ variety  ของ A. 
pullulans ไดในเบื้องตน  

 
 
 

 
 

รูปที่ 4 โครงสรางของพูลลูแลน (Leather, 2003) 
 

 

 

 

 



บทที่ 3 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

อุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 
                      
อุปกรณ      บริษัท / ประเทศ 
เคร่ืองเขยา (Shaker) รุน SPL15     Labcon/The Republic of South Africa 
หมอน่ึงความดันไอน้ํา (Autoclave)                          Ta Chang Medical Instrument Factory/ Taiwan 
เคร่ืองระเหยภายใตสุญญากาศแบบหมุน                                      Tokyo Rikakikai Co., LTD/ Japan 
(Rotary Vacuum Evaporator) รุน N-N series                  
แผนโครมาโตกราฟแบบผิวบางเคลือบดวยซิลิกาเจล                                              Merck/ Germany 
(silica gel 60) 
เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน PP-50      Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง รุน BL610        Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC-205                      Denver Instrument Company/ USA 
ตูเข่ียเชื้อแบบ laminar flow รุน BV 123                ISSOC/ Thailand 
ตูอบ (Hot air oven)                                   Binder / USA 
อุปกรณนับเม็ดเลือด (Haemacytometer)                                                                  Brand/ Germany 
กลองจุลทรรศนรุน CH 30 RF200                          Olympus/ Japan 
กลองจุลทรรศนรุน BX-51              Olympus/ Japan 
เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography รุน Prostar                Varian/ USA 
เคร่ืองปนเหวี่ยงรุน Rotofix32     Hettich/ Germany
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สารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 
 
สารเคมี บริษัท / ประเทศ 
ผงสกัดยีสต (Yeast extract)     Difco/ USA 
ผงสกัดมอลท (Malt extract) Difco/ USA 
กลูโคส (Glucose) Sigma/ USA 
ซูโครส (Sucrose) Carlo Erba Reagent/ Italy 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 
โปแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                    Carlo Erba Reagent/ Italy 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)     Schrlau / Spain 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)      Merck/ Germany 
ไอรอน(III) คลอไรด (FeCl3.6H2O)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)     May & Baker/ England 
แอมโมเนียมอะซิเตท (CH3COONH4)    Ajax Finechem/ Australia 
แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl)     Merck/ Germany 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)     Schrlau / Spain 
แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรต (C4H8N2O3.H2O)   Fluka/ Switzerland 
โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
ยูเรีย (NH2CONH2)      Ajax Finechem/ Australia 
อะซีโตไนไตร (CH3CN)      Ajax Finechem/ Australia 
เอทธิลอะซิเตท (CH3COOC2H5)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
ทวีน 80 (Tween 80)      Fluka/ Switzerland 
ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
เอทธานอล (C2H5OH)       Merck/ Germany 
เมทธานอล (CH3OH)      Carlo Erba Reagent/ Italy 
อะซิติกแอซิด (CH3COOH)     Merck/ Germany 
แลคโตฟนอลบลู (Lacto phenol blue)    Fluka/ Switzerland 
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เช้ือจุลินทรียท่ีใชในงานวิจัย 
 

เชื้อรา Aspergillus niger  A. flavus  A. fumigatus และ A. terreus จากคลังเช้ือของหนวย
ปฏิบัติการวิจัยการใชประโยชนจากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
  
วิธีดําเนินงานวิจัย 
 1. การคัดแยก A.  pullulans            
 เก็บเชื้อโดยใชไมพันสําลีที่ผานการอบฆาเชื้อ ปายเชื้อจากผนังหองนํ้าในแหลงที่อยูอาศัย
หรือหองน้ําสาธารณะ ในบริเวณตางๆของกรุงเทพมหานคร และปริมณฑล โดยนําเช้ือที่ไดมาปาย
บนอาหารคัดแยกเชื้อ corn meal agar (CMA) และ malt extract agar (MEA) สูตร half-strength 
(Sehanat Prasongsuk และคณะ, 2005) นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิหองประมาณ 3-4 วัน สังเกตโคโลนี
ยีสตที่เจริญบนจานเพาะเลี้ยงแลวคัดแยกออกมาเลี้ยงบนอาหาร yeast malt agar (YMA) หรือ potato 
dextrose agar (PDA)  
 
 2. การจัดจําแนก A. pullulans  
  2.1 การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Domsch และคณะ, 1993; 
De Hoog และ Yurlova, 1994; Hermanides-Nijhof ,1997)    
  นําเชื้อที่คัดแยกไดมาเลี้ยงบนอาหาร malt extract agar (MEA) ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 7 วัน เพ่ือศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารก่ึงแข็ง และ เตรียมสไลดของเชื้อท่ีเล้ียง
ในอาหารเหลวสูตร yeast malt broth (YMB) เปนเวลา 7 วัน เพ่ือสังเกตรูปรางและลักษณะของเซลล 
ภายใตกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ A. pullulans ที่อธิบายโดย 
Domsch และคณะ (1993) De Hoog และ Yurlova (1994) และ Hermanides-Nijhof (1997)  
  2.2 การจัดจําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ            
(Barnett, Payne และ Yarrow, 2000)  

 เล้ียง A. pullulans ในอาหารสูตร YMB เมื่อเชื้อเจริญทําการนับจํานวนเซลล

แขวนลอยโดยใช Haemacytometer แลวปรับจํานวนใหได 2.5× 107 เซลลตอมิลลิลิตร ทําการถาย
เช้ือที่เตรียมไดจํานวน 0.1 มิลลิลิตรลงไปในหลอดทดลองที่มีนํ้ากลั่นปริมาตร 4 มิลลิลิตร เติมแหลง
คารบอนชนิดตางๆ ความเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ yeast nitrogen base 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (กรณีตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน) และเติมแหลง
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ไนโตรเจนชนิดตางๆความเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ yeast carbon base 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (กรณีตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน) นําไปบม 
เล้ียงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลงในหลอดทดลองโดยเปรียบเทียบกับชุด
ท่ีเติมเช้ือลงในน้ํากล่ันซึ่งเปนชุดควบคุม (กรณีที่เมื่อเล้ียงไปเปนระยะเวลา 7 วันแลวยังไมมีการ
เจริญของเช้ือ ใหเล้ียงตอไปอีกเปนเวลา 3 สัปดาห แลวจึงบันทึกผลการทดลอง) 

2.3 การตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด (Exopolysaccharide, EPS)  
(Sehanat Prasongsuk และคณะ, 2005) 
   2.3.1 เล้ียงเช้ือ A. pullulans     ในอาหารสตูร production medium (PM) 
(Ueda และคณะ, 1963)  เขยาที่ 120 รอบตอนาที (rpm) อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 5 วัน 
   2.3.2 ทําการปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลออกที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
15 นาที แลวนําสารละลายสวนใสมาตกตะกอนพอลิแซคคาไรดดวย เอทธานอล (95%) ในสัดสวน
2:1 (เอทธานอล: สารละลายสวนใส)  
   2.3.3 นําพอลิแซคคาไรดที่ไดจากการตกตะกอนไปอบใหแหงที่ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

2.3.4 วิเคราะหโครงสรางของพอลิแซ็กคาไรด ดวยเทคนิคอินฟราเรด 
สเปคโตรสโคป(Infrared-spectrosopy) เทียบกับพูลลูแลนมาตรฐานจากบริษัท Sigma ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
   2.3.5 ทําการเก็บเช้ือที่ไดไวเปน stock culture โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร 
YMB เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้นเก็บเช้ือในหลอดฝาเกลียวปลอดเชื้อ เติมสารละลายกลีเซอรอลจนมี
ความเขมขนสุดทายในหลอดเก็บเชื้อเปน 5% (v/v) จากนั้นทําใหเชื้อเยือกแข็งดวยไนโตรเจนเหลว 
และนําไปเก็บที่ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส 
 
 3. การเตรียมสารตานเชื้อรา (Takesako และคณะ, 1991)  

  3.1 เล้ียงเชื้อ A. pullulans ในอาหารสูตร Seed culture medium เปนเวลา 2 วัน แลว
ถายเชื้อปริมาตร  1% ลงอาหารสูตร Production I  แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 56 ชั่วโมง จากน้ันเติม
อาหารสูตร production II ปริมาตร 1/5 ของอาหารสูตร production I  ทําการเล้ียงตออีก 78 ชั่วโมง  
  3.2 เก็บเชื้อที่ไดมาปนแยกเซลล นําสวนตะกอนเซลลมาบดแลวสกัดดวย
เอทธานอล(95%) 
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3.3 กรองเซลลออกดวยเครื่องกรองสุญญากาศ นําสวนของเหลวที่ไดไประเหยดวย 
เคร่ืองกลั่นสุญญากาศ (evaporator) จะเหลือสวนสารละลายเล็กนอย นําไปเติมดวยเอธิลอะซิเตท 
เขยาใหเขากันแลวแยกชั้นของเอธิลอะซิเตท ไประเหยดวยเคร่ืองกล่ันสุญญากาศจนแหง สกัดซํ้า
ดวยเอทธิลอะซิเตท 2-3 คร้ัง จะไดสวนที่เหลือเปนสวนของหยดน้ํามันติดอยูที่ขางขวด 

  3.4 ละลายสารตัวอยางดวยไดเมทธิลซัลฟอกไซด (DMSO) เก็บไวที่ 4 องศา
เซลเซียส 

 

 4. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา  
 เชื้อรากอโรคที่ใชในการตรวจสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อราคือ Aspergillus  niger, A. 
fumigatus,  A.flavus และ A.terreus  โดยนํามาทดสอบฤทธิ์ของสารตานเชื้อราที่ไดดวยวิธี Paper 
disc method และ Conidial germination inhibition assay     

4.1 Paper disc method (Tachibana, Ishikawa และ Itoh, 2005) 
   4.1.1 เล้ียงเช้ือราที่จะใชทดสอบในอาหารแข็งเอียง PDA เปนเวลา 3-4 วัน 
เติม 1% (v/v) tween 80 ในนํ้ากลั่น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดอาหารเพื่อทําสปอรแขวนลอย
โดยเข่ียใหสปอรของรากระจายตัวใน 1% tween 80 ทําการนับสปอรโดยใช haemacytometer แลว
ปรับจํานวนใหได 1×105 สปอรตอมิลลิลิตร  
   4.1.2 ดูดสปอรแขวนลอยท่ีเตรียมไดมา 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนจานเพาะ
เช้ือที่มีอาหารกึ่งแข็ง PDA ใหทั่ว รอจนแหง 
   4.1.3 นํากระดาษกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 60 มิลลิเมตรจุมสารสกัดที่
ได และวางบนจานเพาะเชื้อโดยในจานเพาะเชื้อเดียวกันใหวาง กระดาษกรองที่ไมจุมสาร กระดาษ
กรองที่จุม DMSO และกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เปนชุดควบคุม  
   4.1.4 บมเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-4 วัน ตรวจดูการเกิดบริเวณ
ยับยั้ง(clear zone) ที่เกิดขึ้นบนจานเพาะเชื้อ วัดเสนผาศูนยกลางของวงยับยั้งของสารสกัด
เปรียบเทียบกับเสนผาศูนยกลางวงยับยั้งของ ออริโอบาซินดิน เอ  
  4.2  Conidial germination inhibition assay  ดัดแปลงจาก Lavermicocca และคณะ
(2000) 
   4.2.1 เตรียมสปอรแขวนลอยของเชื้อราที่ใชทดสอบโดยใหมีจํานวน
สปอร 1×103 สปอรตอมิลลิลิตร  



 

16 

4.2.2 ป เปตสารสกัดผสมกับสปอรแขวนลอยในอัตราสวน  1:10 
ตามลําดับ ใน micro well plate นําไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที โดยที่ชุดควบคุมใช
สารละลาย DMSO แทนสารสกัด 
   4.2.3  ปเปตสปอรแขวนลอยมา 0.1 มิลลิลิตร และเกลี่ยลงบนจานอาหาร
ก่ึงแข็ง PDA นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วัน  
   4.2.4 นับจํานวนสปอรที่ขึ้นบนจานอาหาร คํานวณเปนเปอรเซ็นตการ
งอกของสปอร (% germination) และเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร (% inhibition) โดย
เทียบกับชุดควบคุม วิธีคํานวณดังภาคผนวก ข 
 

5. การตรวจสอบสารที่ไดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 
 5.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography)  

   5.1.1 จุดสารสกัดท่ีละลายใน DMSO  และออริโอบาซิดิน เอ ที่ละลายใน 
DMSO ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ลงบนแผนTLC รอใหแหงแลวนําไปวางใน TLC tank 
ท่ีมีเอธิลอะซิเตทเปนระบบตัวทําละลาย (solvent system) เม่ือสารละลายเคลื่อนที่ถึงจุดที่กําหนด
แลว ใหยกแผน TLC ออก ตั้งทิ้งไวใหแหง แลวนําไปใสในขวดแกวที่มีไออิ่มตัวของไอโอดีน  วัด
ระยะทางของสารสกัดและระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ นําไปคํานวณคา Rf เทียบกับออริโอบา
ซิดิน เอ 
   5.1.2  นําแผน TLC ทําการทดลองตามขอ 5.1.1 แตไมตองนําไปใสขวด
แกวท่ีมีไออิ่มตัวของไอโอดีน ใหนํามาพนดวยสปอรของเชื้อรา Aspergillus spp. ที่แขวนลอยในน้ํา
มะเขือเทศ ซ่ึงมีจํานวนสปอร 1x106 สปอร/ มิลลิลิตร โดยใช TLC 1 แผน ตอการพนเชื้อรา 1 ชนิด 
ท้ิงไวใหแหง 
   5.1.3 นําแผน TLC ไปบมในจานเพาะเชื้อที่มีอาหารกึ่งแข็ง water agar ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วัน  
   5.1.4 นําแผน TLC ที่มีเชื้อราเจริญอยูไปยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู   เปน
เวลา 5 นาที แลวนําไปลางสีออกดวย กรดอะซิติก 5% (v/v)  เปนเวลา 10 นาที รอใหแหง 
   5.1.5  สังเกตตําแหนงของ clear zone ที่เกิดขึ้นบนแผน TLC  
  5.2 การตรวจสอบสารสกัดจาก A. pullulans ดวยเทคนิค High Performance 
Liquid  Chromatography (Takesako และคณะ,1991) 
 นําสารท่ีไดจากการทําโครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาทําการตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC 
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดินเอ ที่เตรียมใหมีความเขมขนตางๆกันเพื่อทําเปนกราฟ
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มาตรฐาน โดยใชโครมาโทกราฟแบบเฟสผันกลับ (reversed-phase chromatography) ใชคอลัมน
ชนิด C18 ใช UV detector  คอลัมนที่ใชคือ 

5.2.1 คอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck 
ขนาดรูพรุน (pore size) 100 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ที่ความ
ยาวคล่ืน 258 นาโนเมตร โดยทําการเตรียม สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆกัน 
และสารสกัดจากทั้ง 4 สายพันธุ ละลายในเมทธานอล โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ 
อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

5.2.2 คอลัมนPrevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของบริษัท Alltech   
ขนาดรูพรุน (pore size) 110 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร โดยทําการเตรียม สาร
มาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆกันตั้งแต 0-100 มก./มล. และสารสกัดจากทั้ง 4 
สายพันธุ โดย  

5.2.2.1 ละลายในเอทธานอล ใช UV detector ที่ความยาวคลื่น  
258 นาโนเมตรโดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตรา
การไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

5.2.2.1 ละลายในอะซีโตรไนไตร ใช UV detector ที่ความยาว 
คล่ืน 216นาโนเมตร โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลาํดับ 
อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การคัดแยก A.  pullulans          
 ทําการเก็บตวัอยางและคัดแยก A. pullulans โดยเก็บตัวอยางจากสถานที่ตางๆในเขต
กรุงเทพมหานคร และปริมณฑล จากพ้ืนหรือผนังหองนํ้า และ พ้ืนผิวของสุขภัณฑ  ผลการทดลอง
สามารถคัดแยกเชื้อราที่มีลักษณะคลาย A. pullulans ไดทั้งหมด 10 ไอโซเลต (ตารางที่ 2)  

 
ตารางที่ 2 สถานที่เก็บตัวอยางและผลการคัดแยก A.  pullulans     
 

สถานที่เก็บตัวอยาง เช้ือจุลินทรียท่ีพบ ไอโซเลต 
 ท่ีได 

หองนํ้าสาธารณะ  
สวนจตุจักร กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ 
สยามแสควร กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว ยีสต และแบคทเีรีย 

- 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตคลองเตย กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว 
แบคทีเรียและยีสต 

KT1 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตบางมด กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาวและยีสต 

BM1 

หองนํ้าสาธารณะ 
มหาวิทยาลัยรังสิต อ.เมือง จ.ปทุมธานี 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ 
อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี 

เชื้อราเสนใยสีดําและ           
เสนใยสีเขียว 

- 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตบางรัก กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตคลองตัน กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีเขียว             
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 
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ตารางที่ 2 (ตอ)  
 

สถานที่เก็บตัวอยาง เช้ือจุลินทรียท่ีพบ ไอโซเลต 
 ท่ีได 

หองนํ้ามหาวทิยาลัยรามคาํแหง 
 เขตบางกะป กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
กรุงเทพฯ  

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

TB1   PH1  
JP1 

หองนํ้ามหาวทิยาลัยศิลปากร  
อ.เมือง จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้า 
โรงเรียนมหิดลวิทยานุสรณ 
อ.พุทธมณฑล จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

 

- 

หองนํ้าสาธารณะ ปมนํ้ามัน 
บางจาก เขตตล่ิงชัน กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าที่พักอาศัย  
อนุสาวรียชัยสมรภูมิ กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

VM1 

หองนํ้าสาธารณะ ปมนํ้ามัน ปตท. 
อ.ดอนตูม จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ ปมนํ้ามัน ปตท.   
อ.นครชัยศรี จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ  
วัดกุนนทีรุทธาราม เขตหวยขวาง 

กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

HKW1 
HKW2 

หองนํ้าสาธารณะ ตลาดสดหวยขวาง 
 เขตหวยขวาง กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

HKW3 

หองนํ้าที่พักอาศัย 
เขตหวยขวาง กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

HKW4 
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 สถานที่เก็บตัวอยางที่สามารถคัดแยกเชื้อราที่คาดวาเปน  A. pullulans ได เปนหองนํ้าที่มี
ความชื้นและพื้นผิวที่เก็บตัวอยางมีลักษณะเปยกชื้นตลอดเวลา (รูปที่ 5-13) โดยพบเชื้อดังกลาวข้ึน
เปนโคโลนีสีดําบนจานอาหารที่ใชคัดแยก เจริญรวมกับเช้ือจุลินทรียหลายชนิดไดแก เช้ือราเสนใย
สีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงเชื้อแบคทีเรีย  
 สวนสถานที่ที่ไมสามารถคัดแยก A. pullulans ได บางแหงเปนหองนํ้าที่มีความชื้นคอนขาง
ตํ่า มีพ้ืนผิวแหง หรือมีการทําความสะอาดบอยครั้ง พบเชื้อจุลินทรียที่เปนเช้ือราเสนใย ทั้งเชื้อราที่มี
เสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงพบเช้ือแบคทีเรียจํานวนหนึ่ง  
 
 
 
  
        
 
 
 
รูปที่ 5 หองนํ้าที่พักอาศัย เขตคลองเตย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อราไอโซเลต KT1   
บริเวณที่เก็บตัวอยางคือชองระบายน้ําของอางลางมือ (ลูกศรช้ี)  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 หองนํ้าที่พักอาศัย เขตบางมด กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเช้ือราไอโซเลต BM1   
บริเวณที่เก็บตัวอยางคือขอบกระเบื้องปูพ้ืนหองนํ้า (ลูกศรช้ี)  
 
 
 

B 
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รูปที่ 7 หองนํ้าตึกแถบ นีละนิธิ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อ 
ราไอโซเลต TB1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ขอบกระเบื้องปูผนังหองนํ้า (ลูกศรช้ี)  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8 หองนํ้าตึกฟสิกส จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อรา  
ไอโซเลต PH1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ชองระบายน้ําบนอางลางมือ (ลูกศรชี้)  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 หองนํ้าตึกจุลจักรพงศ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อรา 
ไอโซเลต JP1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ขอบระหวางกระเบื้องปูผนัง (ลูกศรช้ี)   
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รูปที่ 10 หองนํ้าที่พักอาศัย อนุสาวรียชัยสมรภูมิ กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อรา 
ไอโซเลต VM1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ขอบกระเบื้องฝาผนังหองนํ้า (ลูกศรช้ี)   
 

        
                                                                                                                                             
รูปที่ 11 หองนํ้าวัดกุนนทีรุทธาราม เขตหวยขวาง กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเช้ือราไอโซเลต 
HKW1 และ HKW2  บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ พ้ืนหองนํ้า (A) ขอบระหวางกระเบือ้งปูพ้ืน (ลูกศรช้ี) 
ไดเชื้อราไอโซเลต HKW1 และ อางลางมือ (B) บริเวณใกลกอกน้ํา(ลูกศรชี้) ไดเช้ือราไอโซเลต 
HKW2  
 
                    
 
 
 
 
รูปที่ 12  ตลาดสดหวยขวาง  เขตหวยขวาง กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อราไอโซเลต 
HKW3 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ บริเวณชองระบายนํ้าอางลางมือ (ลูกศรช้ี)  

A B 
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รูปที่ 13 หองนํ้าที่พักอาศัย เขตหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อราไอโซเลต HKW4 
บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ บริเวณกระเบื้องปูฝาผนังใกลอางลางมือ (ลูกศรชี้)  
 
2. การจัดจําแนก A. pullulans  
 2.1 การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 จากการเลี้ยงเช้ือราทั้ง 10 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารกึ่งแข็งสูตร 
MEA เปนเวลา 7 วัน  และเตรียมสไลดของเชื้อ ที่เล้ียงในอาหารเหลวสตูร YMB เปนเวลา 7 วัน เพ่ือ
สังเกตรูปรางและลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน (รูปที่ 14-23) พบวาแตละไอโซเลตมี
ลักษณะโคโลนี และรูปรางลักษณะภายใตกลองดังน้ี 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต KT1 (รูปที่ 14A) โคโลนีสีครีมอมชมพู และ
เปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและเขียวเมื่อเล้ียงเปนเวลา 7 วนั จากน้ันเปลี่ยนเปนสีเขียวเขมจนเกือบดํา
เม่ือเล้ียง เปนเวลา 14 วันขึ้นไป ปรากฏเสนใยเปนเสนสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใต
กลองจุลทรรศน พบเสนใยเทียมขนาดสั้นๆ บลาสโตสปอร เซลลพองและมีเม็ดสีภายในเซลล โค
นิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม  และ budding cell  (รูปที่ 14B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต BM1 (รูปที่ 15A) โคโลนีสีครีมอมชมพู และ
เปลี่ยนเปนสีเหลือง เหลืองเขม และเขียว เม่ือเล้ียงเปนเวลา 7 วัน จากนั้นเปลี่ยนเปนสีเขียวเขมจน
เกือบดําเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันข้ึนไป ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใต
กลองจุลทรรศน พบเสนใยเทียม  โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม เซลลพอง คลาไม
โดสปอร คลาไมโดโคนิเดีย และบลาสโตสปอร (รูปที่ 15B-F) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต TB1 (รูปที่ 16A) โคโลนีเปนสีครีมอมชมพูในการ
เพาะเล้ียง 7 วันแรก และเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและน้ําตาลออนเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันขึ้นไป 
ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลพองที่ปลาย
เสนใย บลาสโตสปอร เสนใยเทียม  เสนใย โคนิเดียทุติยภูมิที่ติดอยูที่ปลาย และดานขางของเสนใย 
และ budding cell  (รูปที่ 16B-E) 
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 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต PH1 (รูปที่ 17A) โคโลนีเปนสีครีมอมชมพูในการ
เพาะเล้ียง 7 วันแรก และเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและน้ําตาลออนเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันขึ้นไป 
ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบ budding cell เซลล
พอง เสนใย เสนใยเทียม และ บลาสโตสปอร (รูปที่ 17B-F) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต JP1 (รูปที่ 18A) โคโลนีเปนสีครีมอมชมพูในการ
เพาะเล้ียง 7 วันแรก และเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและน้ําตาลออนเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันขึ้นไป 
ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลพอง budding 
cell บลาสโตสปอร เสนใยเทียม และคลาไมโดสปอร (รูปที่ 18B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต VM1 (รูปที่ 19A) โคโลนีสีครีมอมชมพูเมื่อเพาะเล้ียง
เปนเวลา 7 วนัเมื่อเวลานานขึ้นจะเปล่ียนเปนสีเหลืองเขม และสีเขียวเขมในการเพาะเลี้ยงตั้งแต 14 
วันข้ึนไปปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลพอง 
บลาสโตสปอร เสนใยเทียม และคลาไมโดสปอร (รูปที่ 19B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW1 (รูปที่ 20A)  โคโลนีสีครีมอมชมพู ไมเปลี่ยนสี
เม่ืออายุมากข้ึน ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเสน
ใยเทียม บลาสโตสปอร เซลลพอง คลาไมโดสปอร และ budding cell  (รูปที่ 20B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW2 (รูปที่ 21A) โคโลนีสีครีมอมชมพูเม่ือ
เพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน และมีบางสวนของโคโลนีเปลี่ยนเปนสีเหลืองออนถึงเขม เมื่อเพาะเล้ียง
เปนเวลา 14 วันขึ้นไป ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
พบเสนใยเทียม เซลลพอง โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม บลาสโตสปอร และ 
budding cell (รูปที่21B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW3 (รูปที่ 22A) โคโลนีสีครีมอมชมพูเม่ือ
เพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน และมีบางสวนของโคโลนีเปลี่ยนเปนสีเหลืองออนถึงเขม เมื่อเพาะเล้ียง
เปนเวลา 14 วันขึ้นไป ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
พบเสนใยเทียม เซลลพอง budding cell และบลาสโตสปอร (รูปท่ี 22B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW4  (รูปที่ 23A)  โคโลนีสีครีมอมชมพูเม่ือ
เพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน และเมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลา 14 วันข้ึนไป โคโลนีบางสวนเปลี่ยนเปนสีเขียว
เขม  ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเสนใยเทียม  
โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม  คลาไมโดสปอร บลาสโตสปอร และเซลลพอง (รูปที่ 
23B-E) 
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รูปที่ 14  ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต KT1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A) ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียมขนาดสั้นๆ 
บลาสโตสปอร (B,C)  เซลลพองที่มีเม็ดสีภายในเซลล (ลูกศรชี้) (D)  โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูท่ีปลาย
ของเสนใยเทียม (ลูกศรชี้) และเสนใยเทียม (E) 
 
 
 
 
 

1cm 

10 μm 10 μm 

10 μm 10 μm 

A 

B C 

D E 
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รูปที่ 15 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต BM1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบโคนิเดียที่ปลายเสนใย 
(ลูกศรชี้) (B) เสนใยเทียม และคลาไมโดโคนิเดีย (ลูกศรชี้) (C)  เซลลพอง (D)  บลาสโตสปอรและ
เสนใยเทียม (E) เสนใยเทียม และคลาไมโดสปอร (ลูกศรช้ี) (F) 
 
 
 
 
 

20 μm 

1cm 
A B 

C D 

E F 
10 μm 

10 μm 10 μm 

10 μm 
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รูปที่ 16 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต TB1 เม่ือเล้ียงในอาหารก่ึงแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเม่ือเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเซลลพองที่ปลายเสนใย 
(ลูกศรชี้) และ บลาสโตสปอร (B) เสนใยเทียม (C)  เสนใย  โคนิเดียติดอยูที่ปลายของเสนใย (ลูกศร
สีดํา) และ    โคนิเดียติดอยูดานขางของเสนใย (ลูกศรสีแดง) (D)  บลาสโตสปอรและ budding cell  
(ลูกศรชี้) (E)  
 
 
 
 

B C 

D 

A 

E 

1cm 

10 μm 

10 μm 20 μm 

20 μm 
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รูปที่ 17 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต PH1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเม่ือเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบ budding cell  (B) เซลล
พอง และมีการงอกของ germ tube (ลูกศรชี้) (C) เสนใย (D)  โคนิเดีย (E)  budding cell (ลูกศรช้ี) 
และ บลาสโตสปอร (F) 
 
 
 

10μm 20μm 

10μm 20μm 

A B 

C D 

E 

1cm 

F 

20μm 
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รูปที่ 18 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต JP1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน (A)  
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเซลลพอง และ budding cell 
(ลูกศรชี้)(B)  บลาสโตสปอร (C)  คลาไมโดสปอร (ลูกศรช้ี) และเสนใยเทียม (D) บลาสโตสปอร 
(E)   
 
 
 

20μm 10μm 

10μm 20μm 
B C 

D E 

A 
1cm 
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รูปที่ 19 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต VM1 เมื่อเล้ียงในอาหารก่ึงแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเซลลพอง (ลูกศรช้ี) และ 
บลาสโตสปอร (B) เสนใยเทียม (ลูกศรช้ี)  และคลาไมโดสปอร (C)  คลาไมโดสปอร (ลูกศรชี้) (D)  
บลาสโตสปอร (E)  
 
 

20μm 10μm 

20μm 20μm 

A 

B C 

D E 

1cm 
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รูปที่ 20 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม (B) เซลลพอง 
(ลูกศรช้ี)และเสนใย (C) เสนใยเทียม คลาไมโดสปอร (ลูกศรชี้) และโคนิเดีย (D)  budding cell  
(ลูกศรชี้)  โคนิเดีย และคลาไมโดสปอร (E)   

20μm 20μm 

20μm 20μm 

1cm 

B 

A 

C 

D E 
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รูปที่ 21 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW2 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม และเซลลพอง 
(ลูกศรชี้) (B) เสนใยเทียม และโคนิเดียติดอยูที่ปลายเสนใยเทียม (ลูกศรช้ี) (C) budding cell (ลูกศร
ช้ี) (D) บลาสโตสปอร (E)  
 
 
 
 

1cm 

A 

B C 

D E 

20μm 20μm 

20μm 20μm 
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รูปที่ 22 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW3 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม และเซลลพอง 
(B) เสนใยเทียม และโคนิเดีย (C) เสนใยเทียม และเซลลพองที่ปลายเสนใยเทียม (ลูกศรช้ี) (D) 
บลาสโตสปอร (E)  
 
 
 
 
 

1cm 

A 

B C 

D E 

20μm 20μm 

20μm 20μm 
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รูปที่ 23 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW4 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเม่ือเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม บลาสโต
สปอร เซลลพอง และโคนิเดียติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม (ลูกศรชี้) (B) เสนใยเทียม และคลาไม
โดสปอร (ลูกศรชี้) (C) เสนใยเทียม คลาไมโดสปอร และโคนิเดียติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม 
(ลูกศรชี้) (D) คลาไมโดสปอรที่ปลายเสนใยเทียม (ลูกศรชี้) (E)  
 
 
 

20μm 

1cm 

B C 

D E 

B 

20μm 

20μm 20μm 
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2.2 การจัดจําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  
 จากการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนและแหลงคารบอน

ของเช้ือราทั้ง 10 ไอโซเลต  โดยการประมาณระดับความขุนของเชื้อที่เจริญในหลอดทดลองดวย
สายตา (รูปที่ 24)  แหลงคารบอนที่เชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต ไมสามารถใชไดคือ อัลฟาเซลลูโลส (α-
cellulose)  เอทธานอล และ เมทธานอล  (ตารางที่ 3) จากการตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 
พบวาทั้ง 10 ไอโซเลต สามารถใชแหลงไนโตรเจนทุกชนิดที่ใชทดสอบไดคอนขางดี (ตารางที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 24 การเปรียบเทียบความสามารถในการใชแหลงอาหารของเชื้อ โดยการประมาณความขุน
ของเช้ือที่เจริญในหลอดตัวอยาง (หมายเลข 2) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (หมายเลข 1)  โดย
กําหนดเครื่องหมาย + แทนการใชแหลงอาหารไดและเชื้อมีการเจริญดี (รูป A)  เครื่องหมาย w แทน
การใชแหลงอาหารไดนอยและเช้ือมีการเจริญนอย (รูป B)  และเครื่องหมาย – แทนการใชแหลง
อาหารไมไดและเชื้อไมมีการเจริญ (รูป C) จากการสังเกตระดับความขุนดวยสายตา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

1 2 1 1 2 2 

+ w - 
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ตารางที ่3 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนชนิดตางๆ ของเชื้อราที่แยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต 

+ = สามารถใชแหลงอาหารได     - = ไมสามารถใชแหลงอาหารได    w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย   
* = สายพันธุมาตรฐาน  A. pullulans NRRL Y-2311-1 และ A. pullulans NRRL Y-7469 (Sehanat Prasongsuk 
และคณะ, 2005) 

ไอโซเลต  
 

แหลงคารบอน 
KT 
1 

BM 
1 

TB 
1 

PH 
1 

JP 
1 

VM 
1 

HKW 
1 

HKW 
2 

HKW 
3 

HKW 
4 

NRRL Y  

-2311-1* 

 

NRRL  

Y-7469* 

D-arabinose + w w w + + + w + w nd nd 
L-arabinose + + w + + + + + + + nd nd 
D-cellobiose + + + + + + + + + + + + 
α-Cellulose - - - - - - - - - - - - 
Ethanol - - - - - - - - - - nd nd 
D-fructose + + + + + + + + + + + + 
D-galactose w w w + + + + w w + + + 
β-D-glucose + + + + + + + + + + + + 
Glycerol + w w + + w w + + + w w 
β-lactose + + + + + + + + + + + + 
D-maltose + + + + + + + + + + + + 
Maltrotriose + + w + w + + w w + nd nd 
Mannitol + + w + + + + + + + + + 
D-mannose + + + + + + + + + + nd nd 
D-
melezitose.2H2o 

+ + + + + + + + + + nd nd 

Methanol - - - - - - - - - - nd nd 
Methyl-α-            
D-glucose 

+ + + + + + + + + + + + 

D-salicin + + + + + + + + + + + + 
Sorbitol + w + + + + + + + + + + 
L-sorbose w w w w + + + + + + nd nd 
Starch (soluble) + + + w + + + + + + + + 
D-sucrose + + + + + + + + + + + + 
D-
trehalose.2H2O 

+ + + + + + + + + + + + 

D-xylose + + w w + + + + + + + + 
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ตารางที่ 4 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆของเชื้อราที่แยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต 
ไอโซเลต  

แหลง
ไนโตรเจน 

KT 
1 

BM
1 

TB 
1 

PH 
1 

JP 
1 

VM 
1 

HKW 
1 

HKW 
2 

HKW 
3 

HKW
4 

NRRL Y     

-2311-1* 

 

NRRL  Y-

7469* 

 

Ammonium 
acetate 

w w + + + w w + + + nd nd 

Ammonium 
chloride 

+ + + + + + + + + + nd nd 

Ammonium 
nitrate 

+ + + + + + + + + + nd nd 

Ammonium 
sulfate 

+ + + + + + + + + + nd nd 

L-glycine + + w w + + + + + + + + 
L-
asparagine. 
H2O 

+ + + + + + + + + + + + 

L-Lysine + + + + + + + + + + + + 

Sodium 
nitrate 

+ + + + + + + + + + + + 

Urea + + + + + + + + + + nd nd 

 
+ = สามารถใชแหลงอาหารได    - = ไมสามารถใชแหลงอาหารได    w = สามารถใชแหลงอาหาร
ไดนอย 
* = สายพันธุมาตรฐาน  A. pullulans NRRL Y-2311-1 และ A. pullulans NRRL Y-7469 (Sehanat 
Prasongsuk และคณะ, 2005) 
nd = no data 
 

2.3 การตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด (Exopolysaccharide, EPS) 
จากการนําเอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจาก เชื้อราที่แยกได ท้ัง 10 ไอโซเลต 

ไปวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปคโตรสโคป เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐานจากบริษัท 
Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา  ผลการตรวจสอบพบหมูฟงกชันที่สําคัญของ เอกโซพอลิแซกคาไรด
ของ เชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต ใกลเคียงกับพูลลูแลนมาตรฐาน ไดแก อัลเคน ( C-H)  หมูไฮดรอกซิล 
(OH)  คารบอนที่ตอกับหมูไฮดรอกซิล หรือตอกับคารบอนดวยกัน (C-OH, C-C)  และ หมู
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โครงสรางแบบอัลฟา (α-configuration) (ตารางที่ 5 และ รูปที่ 25-35)  โดยเปรียบเทียบกับความถี่
ของหมูฟงกชันที่มีอางอิงไว (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 5  ความถ่ีชวงรังสี IR ของหมูฟงกชันในเอกโซพอลิแซกคาไรดจากเชื้อราที่แยกได 
ท้ัง 10 ไอโซเลต 

ความถ่ีของหมูฟงกชัน (ซม.-1) พอลิแซคคาไรด 
ของไอโซเลต 

 
C-C C-H C-O O-H α-

configuration 
พูลลูแลน
มาตรฐาน(Sigma) 

1448.12 2934.22 1022.95 3626.73 850 

KT1 1423.41 2932.30 1037.61 3388.18 - 
BM1 1419.87 2929.73 1020.92 3429.30 858.19 
TB1 1428.47 2930.84 1021.10 3432.30 849.10 
PH1 1427.80 2930.12 1018.84 3426.44 849.69 
JP1 1425.08 2931.05 1019.41 3434.84 849.04 
VM1 1419.90 2928.45 1018.72 3433.26 852.35 
HKW1 1423.75 2925.30 1015.57 3435.11 849.65 
HKW2 1421.40 2926.33 1017.34 3433.89 852.43 
HKW3 1413.89 2923.73 1022.63 3286.74 848.22 
HKW4 1423.76 2931.08 1018.81 3431.21 848.72 

 
ตารางที่ 6 ความถี่ชวงรังสี IR ท่ีเปนลักษณะพิเศษของหมูฟงกชันบางหมู (ท่ีมา: วิชัย ริ้วตระกูล และ
คณะ, 2526)  
 

ความถ่ี (ซม.-1) หมูฟงกชัน 
3600 
2950 
1050 
1370-1450 
 

O-H 
C-H, CH2 และ CH3 

1° C-O 
C-C 
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รูปที่ 25 สเปกตรัมของพูลลูแลนมาตรฐาน (บริษัท Sigma, USA) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 26 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต KT1 

1448.12 

1022.95 

2934.22 

848.89 

3626.73 

3388.18 

2932.30 

1423.41 

1037.61 
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รูปที่ 27 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต BM1 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 28 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต TB1 

3432.30 

3429.30 

2929.73 
1419.87 

1020.92 

858.19 

2930.84 
1428.47 

1021.10 

849.10 
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รูปที่ 29 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต PH1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 30 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต JP1 

3426.44 

2930.12 1427.80 

1018.84 

849.69 

3434.84 

2931.05 1425.08 

1019.41 

849.04 
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รูปที่ 31 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต VM1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 32 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW1 

3433.26 

2928.45 1419.90 

1018.72 

852.35 

3435.11 

2925.30 1423.75 

1015.57 

849.65 
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รูปที่ 33 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 34 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW3 

3433.89 

2926.33 1421.40 

1017.34 

852.43 

3286.74 
2923.73 1413.89 

1022.63 

848.22 
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รูปที่ 35 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3431.21 

2931.08 

1423.76 848.72 

1018.81 
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3. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา  
 3.1 Paper disc method  
  จากการนําสารที่สกัดไดจาก A. pullulans  ทั้ง 10 ไอโซเลต มาทดสอบฤทธิ์ในการ
ตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ดวย paper disc method โดยการวางกระดาษกรองที่จุม
สารสกัดบนจานเลี้ยงเช้ือที่เกลี่ยดวยสปอรของ  Aspergillus spp.  ดังรูปท่ี 36 และสังเกต inhibition 
zone ที่เกิดข้ึน ไดผลดังตารางที่ 7  โดยพบวา มีสารสกัดจาก  A. pullulans  4  ไอโซเลต ที่มีฤทธ์ิ
ตานเชื้อรากอโรคที่นํามาทดสอบ โดยสารสกัดจาก A. pullulans  ไอโซเลต KT1 มีฤทธ์ิในการตาน 
Aspergillus  fumigatus และ A. terreus (รูปที่ 37) สารสกัดจาก A. pullulans  ไอโซเลต BM1 มีฤทธิ์
ในการตาน A. fumigatus  A. flavus  และ A. terreus  (รูปที่ 38) สวนสารสกัดจาก A. pullulans               
ไอโซเลต  HKW1 และ  HKW2  มีฤทธิ์ในการตาน A. terreus  เพียงชนิดเดียว (รูปที่ 39 -40) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 36 ตําแหนงของกระดาษกรองที่จุมดวยสารที่ใชทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อราบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อโดย paper disc method 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารสกัด      

ออริโอบาซิดิน เอ     
0.1 มก. / มล. 

กระดาษกรองเปลา     

DMSO    
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ตารางที่ 7 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Aspergillus spp. ของสารสกัดจาก  A. pullulans  ท้ัง   
10 ไอโซเลต โดย paper disc method 
 

อัตราสวนของ clear zone (clear zone ratio)  ไอโซเลต 
ที่ผลิตสารสกัด A. fumigatus A. flavus A. niger A. terreus 

KT1 1.00 - - 0.87 

BM1 1.00 0.70 - 1.00 

TB1 - - - - 
PH1 - - - - 
JP1 - - - - 

VM1 - - - - 
HKW1 - - - 1.00 

HKW2 - - - 0.53 

HKW3 - - - - 
HKW4 - - - - 

 
หมายเหต ุ  
 อัตราสวนของ clear zone คือ ขนาดเสนผาศูนยกลางที่เกิดจากการยับยั้งเช้ือรา ดวยสาร
สกัดจากแตละไอโซเลต เทียบกับขนาดเสนผาศูนยกลางที่เกิดจากการยับย้ังเช้ือราดวย ออริโอบาซิ
ดิน เอ 
 - =  สารสกัดไมมีฤทธิ์ในการตานเชื้อราที่ทดสอบ 
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รูปที่ 37  ความสามารถในการยับย้ัง A. fumigatus (A)  A. terreus (B)  A. niger (C) และ A. flavus 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต KT1 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสารสกัด  
หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ ความ
เขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 

C 

1 2 

3 4 

D 
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รูปที่ 38  ความสามารถในการยับย้ัง A. fumigatus (A)  A. terreus (B)  A. flavus (C) และ A. niger 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต BM1 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสารสกัด  
หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ ความ
เขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

C C 

1 1 

1 

2 2 

2 

3 

3 
3 

4 4 

4 

1 2 

3 4 

D 
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รูปที่ 39 ความสามารถในการยับยั้ง A. terreus (A)  A. flavus (B)  A. fumigatus (C) และ A. niger 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต HKW1 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสาร
สกัด  หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ 
ความเขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 

3 4

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 

A B 

C D 

1 2 

3 4 
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รูปที่ 40 ความสามารถในการยับยั้ง A. terreus (A)  A. niger (B)  A. flavus (C) และ A. fumigatus 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต HKW2 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสาร
สกัด  หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ 
ความเขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 

A B 

C 
D 

1 2 

3 4 

1 2 

3 4 
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3.2 Conidial germination inhibition assay   
จากการนับจาํนวนสปอรเชื้อราที่งอกบนจานเพาะเลี้ยง              และคํานวณเปนคา 

เปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกโดยของสปอร เทียบกับชุดควบคุม 
พบวา สารสกัดจาก A. pullulans  4  ไอโซเลต ที่มีฤทธ์ิตานเช้ือรากอโรคที่นํามาทดสอบคือ สาร
สกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต  KT1 สามารถยับย้ังการเจริญของสปอรของ  Aspergillus  
fumigatus  และ A. terreus ได 57.10  และ 50.49 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสารสกัดจาก A. 
pullulans ไอโซเลต BM1 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. fumigatus  A. flavus และ A. 
terreus  ได  52.79  36.55 และ 36.58 เปอรเซ็นตตามลําดับ ขณะที่  สารสกัดจาก A. pullulans          
ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ  A. terreus   ได 38.87 และ 
42.46 ตามลาํดับ (ตารางที่ 8) 
 
ตารางที่ 8  เปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร Aspergillus spp. ที่ถูกบม
รวมกับสารสกัดจาก  A. pullulans ทั้ง 10 ไอโซเลต 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ จํานวนสปอรที่ข้ึนบนจานอาหาร ภายหลังบมสารละลาย DM SO รวมกับ
สปอรแขวนลอยของ  Aspergillus spp. โดยจํานวนสปอรที่ขึ้นบนจานอาหารชุดควบคุมเทียบเปน 
100 เปอรเซ็นต 

เปอรเซ็นตการงอกของสปอร (%) 
(% germination) 

เปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร (%) 
(% inhibition) 

 
ไอโซเลต 

ท่ีผลิตสารสกัด 
 
 

A. fumigatus 
 

A. flavus 
 

A. terreus 
 

A. fumigatus 
 

A. flavus 
 

A.terreus 
 

KT1 57.10 100 50.49 42.90 0 49.51 
BM1 52.79 36.55 36.58 47.21 63.45 63.42 
TB1 100 100 100 0 0 0 
PH1 100 100 100 0 0 0 
JP1 100 100 100 0 0 0 

VM1 100 100 100 0 0 0 
HKW1 100 100 61.13 0 0 38.87 
HKW2 100 100 57.54 0 0 42.46 
HKW3 100 100 100 0 0 0 
HKW4 100 100 100 0 0 0 
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4. การตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 
4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography)  

  จากการนําสารสกัดท่ีมีฤทธ์ิในการตานเชื้อรา จาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลต 
ไดแก KT1  BM1  HKW1 และ HKW2  มาตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบช้ันบาง 
(TLC) เทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ โดยใชระบบตัวทําละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวา 
สารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต BM1  HKW1  และ HKW2  ประกอบดวยสารที่มีคา Rf 
แตกตางกัน  3 ชนิด (รูปที่ 41) แตละชนิด มีคา Rf  เทากับ 0.40 (ตําแหนง C)  0.55 (ตําแหนง B) 
และ 0.675 (ตําแหนง A)  ขณะที่สารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต KT1 ประกอบดวยสารที่มีคา 
Rf แตกตางกัน  2 ชนิด โดยมีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง C)   และ 0.675  (ตําแหนง A)  ตามลําดับ  
สวนออริโอบาซิดินเอ มาตรฐาน มีคา Rf เทากับ 0.375 (ตําแหนง D) (รูปที่ 41) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 41 โครมาโทรแกรมแสดงผลการตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ที่ไดจาก A. 
pullulans  ท้ัง 4  ไอโซเลต ดวยเทคนิค TLC โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต 

1. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 

ระยะของตัวทาํละลาย 

จุดเริ่มตน 

1         2         3         4          5 

A 
B 
C D 
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เมื่อทําการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรา Aspergillus spp.  ของสารสกัดจาก A. pullulans 
ท้ัง 4 ไอโซเลต หลังจากแยกดวยวิธี TLC  เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ไดผลดัง
รูปที่ 42-43  

จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. fumigatus พบวาสารสกัดจาก A. pullulans 
ไอโซเลต KT1 มีสารที่ยับยั้ง A. fumigatus  1 ชนิด คือบริเวณสารที่มีคา Rf  เทากับ 0.40 (ตําแหนง 
B) และ สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1 มีสาร 2  ชนิดท่ีสามารถยับยั้ง A. fumigatus  คือ
ตําแหนงของสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง B) และ 0.675 (ตําแหนง A) ตามลําดับ  สวนสาร
สกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 ไมพบ inhibition zone  

สําหรับตําแหนงที่ยับย้ัง A. fumigatus  ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40 
(ตําแหนง C) (รูปที่ 42) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 42 โครมาโทรแกรมแสดง inhibition zone ในการยับยั้งเช้ือรา A. fumigatus ของสารสกัดที่ได
จาก A. pullulans ทั้ง 4  ไอโซเลต เมื่อยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู 
  1.   สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
   

A 

B C 

1          2          3          4           5 
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การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. flavus  พบวามีเพียงสารสกัดจาก A. pullulans ไอ
โซเลต BM1 มีสารที่สามารถยับย้ัง เช้ือราดังกลาว โดยพบสาร 2  ชนิด คือตําแหนงของสารที่มีคา 
Rf  เทากับ 0.40 (ตําแหนง B) และ 0.675 (ตําแหนงA)  ตามลําดับ สวนตําแหนงที่ยับย้ัง  A. flavus  
ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง C) (รูปที่ 43) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 43 โครมาโทรแกรมแสดง inhibition zone ในการยับยั้งเชื้อรา A. flavus ของสารสกัดที่ไดจาก 
A. pullulans  ทั้ง 4  ไอโซเลต เม่ือยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู 
  1.   สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
   
 
 
 
 

A 

B C 

1          2          3          4           5 
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การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. terreus พบวาสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซ
เลต KT1  BM1  HKW1 และ HKW2  มีสารท่ียับย้ังเช้ือราดังกลาวโดย มีสารที่สามารถยับย้ัง A . 
terreus ที่ตําแหนงเดียวกัน 1 ชนิด  คือตําแหนงของสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง A) และ
ตําแหนงที่ยับย้ังเช้ือราของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง B) (รูปที่ 44) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 44 โครมาโทรแกรมแสดง inhibition zone ในการยับย้ังเช้ือรา A . terreus ของสารสกัดที่ได
จาก  A. pullulans  ทั้ง 4  ไอโซเลต  เมื่อยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู 
  1.   สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
  
 
 
 
 

A B 

1          2          3          4           5 
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4.2  เทคนิค High Performance Liquid  Chromatography  
 นําสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ที่ตรวจสอบไดจากการทําโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบางมาตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC ดวยเครื่อง HPLC ของบริษัท Varian รุน Pro star 
ประเทศสหรัฐอเมริกา (รูปที่ 45) โดยใชโครมาโทกราฟแบบเฟสผันกลับ (Reversed-phase 
chromatography) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ดังน้ี 

 4.2.1 คอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck ขนาดรู
พรุน (pore size) 100 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 
258 นาโนเมตร โดยทําการเตรียม สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขนตางๆกัน สําหรับ
การทํากราฟมาตรฐาน และสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลต ละลายในเมทธานอล โดย
มีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 

มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากการทดลองใชคอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 
125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck ดังรูปที่ 46-47  

 
    

 

 
 

รูปที่ 45 เครื่อง HPLC Varian รุน Pro star ที่ใชในการตรวจสอบ 
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รูปที่ 46 กราฟจากการทํา HPLC ของ สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 0 (A) 5 (B) 

และ 10 (C) มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ตามลําดับ ใชคอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของ
บริษัท Merck โดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการ
ไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 50 องศาเซลเซียส ใชUV detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 

(A) 

(B) 

(C) 
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รูปท่ี 47 กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 15 (D)และ 20 (E) 

มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ตามลําดับ ใชคอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท 
Merck โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหล
เทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 50 องศาเซลเซียส ใช UV detector  ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 
 

จากการทดลอง peak ที่พบตั้งแตเริ่มตรวจสอบถึงชวงนาทีที่ 2 เปน peak ของตัวทําละลายที่
ใชในการแยก สวนที่ความเขมขนของ ออริโอบาซิดินเทากับ 10 และ 20 มก./ มล. พบ peak ข้ึนที่
นาทีที่ 5.314 และ 5.491 ตามลําดับ แตสัญญาณของ peak ที่ปรากฏมี sensitivity ที่ต่ํามาก ยังไม
สามารถยืนยันไดวาเปนสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ หรือไม และเนื่องจากที่ความเขมขน 5 มก./
มล. ไมพบ peak ของสารใดๆ และที่ความเขมขน 15 มก./มล พบ peak รบกวนจํานวนหลาย peak ที่

(D) 

(E) 
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ไมสามารถระบุไดวาเปนสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ หรือไม ทําใหตองทําการตรวจสอบซ้ําอีก
ครั้ง โดยเปลี่ยนคอลัมนใหมีขนาดยาวขึ้น คือ 

4.2.2  คอลัมน Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร)  ของบริษัท Alltech  ขนาดรูพรุน  
(pore size) 110 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร โดยทําการเตรียม สารมาตรฐาน                        
ออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆกัน เพ่ือทําเปนกราฟมาตรฐาน และสารสกัดจาก A. pullulans 
ท้ัง 4 ไอโซเลต ละลายในเอทธานอลโดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 
7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช UV 
detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร โดยมุงหวังใหผลในการแยกดีขึ้น ผลที่ไดดังรูปที่ 48-49 

  พบวาเมื่อเปลี่ยนเปนคอลัมน Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech  โดย
ยังคงระบบตางๆเหมือนเดิม พบวาชวงเวลานาทีที่เริ่มตรวจสอบจนถึงนาทีที่ 5 พบ peak ของตัวทํา
ละลายที่ใช สวนการตรวจสอบ ออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆ ต้ังแต 20-100 มก./ มล. พบ 
peak รบกวนจําหลาย peak  และไมสามารถระบุไดวา peak  ใดเปน peak ของสารมาตรฐาน ออริโอ
บาซิดิน เอ  จึงทําการเปลี่ยนตัวทําละลายออริโอบาซิดินเอเปนการละลายในอะซีโตรไนไตร และ
เปล่ียนชวงตรวจสอบของ UV detector เปนที่ 216 นาโนเมตร เน่ืองจากทําการ scan หาชวงการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดของออริโอบาซิดินเอ ในอะซีโตรไนไตรไดที่ 216 นาโนเมตร ผลที่ไดดังรูปที่ 50  
พบวาที่ออริโอบาซิดิน ความเขมขน 0  60 และ 100 มก./ มล. ตั้งแตเริ่มตรวจสอบถึงประมาณนาทีที่ 
5 พบเพียงแค peak ของ ตัวทําละลายที่ใชเทาน้ัน ไมพบสัญญาณของ peak ที่บงบอกไดวาตรวจพบ
สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
   จากการตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อราดวยเทคนิค HPLC พบวา ยัง
ไมสามารถหาคอลัมน และสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบสารดังกลาวไดเน่ืองจากยังไม
สามารถตรวจสอบสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ จากคอลัมนและสภาวะที่ใชไดดังกลาว 
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รูปที่ 48  กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 0 (A) 20 (B) และ 40 (C) 

มก./มล. ตามลําดับ ใชคอลัมนชนิด Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech โดยมีอะซีโตไน
ไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอ
นาที 50 องศาเซลเซียส ใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 
 
 

(A) 

(B) 

(C) 
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รูปที่ 49 กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 60 (D) 80 (E) และ 100 (F) 

มก./มล. ตามลําดับ ใชคอลัมนชนิด Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech โดยมีอะซีโตไน
ไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอ
นาที 50 องศาเซลเซียส ใชUV detector ท่ีความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 

(D) 

(E) 

(F) 
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รูปที่ 50 กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 0 (A) 60 (B) และ 100 (C) 

มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ตามลําดับ ใชคอลัมนชนิด Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech โดย
มีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 
มิลลิลิตรตอนาที 50 องศาเซลเซียส ใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 216 นาโนเมตร 

(A) 

(B) 

(C) 



 บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

1. การคัดแยก A. pullulans 
 A. pullulans  เปนเช้ือราที่มีแหลงที่อยูหลากหลาย เชน ใบพืช ผลไม  ดิน และ ฟองนํ้าทะเล 
(Ramos และ Acha, 1975; Shigemori และคณะ, 1998) หรือเศษฟาง หญาแหง เศษไมท่ีผุพัง 
(Cooke, 1959) โดยเฉพาะอยางยิ่ง Sehanat Prasongsuk และคณะ (2005) สามารถคัดแยก A. 
pullulans  ไดจากผนังหองนํ้าในประเทศไทย ซ่ึงสอดคลองกับที่เคยมีการคัดแยก A. pullulans  ได
จากประเทศเขตรอน เชน มาเลเซีย บราซลิ อินเดีย จาไมกา (Domsch และคณะ, 1993) รวมถึง
ประเทศไทย (Hunsa Punnapayak และคณะ, 2003; Sehanat Prasongsuk และคณะ ,2005 )  ซ่ึงใน
การคัดแยก A. pullulans  มุงทําการคัดแยกเชื้อในหองนํ้าจากสถานที่ตางๆ ในเขตกรุงเทพมหานคร
และปริมณฑล เน่ืองจากในหองนํ้าเปนแหลงที่มีความชื้นและเปนแหลงที่อยูของเช้ือจุลินทรีย 
โดยเฉพาะเชื้อราอยูหลากหลายชนิด ดังน้ันจึงนาจะมีเช้ือ A. pullulans ที่สามารถสรางสารตานเชื้อ
จุลชีพชนิดอื่นๆ เพ่ือประโยชนในการอยูรอดในสิ่งแวดลอม  โดยการคัดแยกใชอาหาร CMA และ 
MEA สูตร half strength เพ่ือลดปริมาณสารอาหารในอาหารคัดแยกเชื้อ ทําใหมีจาํนวนเชื้อชนิดอื่น
ท่ีไมตองการ ขึ้นบนอาหารที่ใชคัดแยกไมมากเกินไปจนยากตอการแยก A. pullulans  สวนเชื้อ A. 
pullulans ที่ตองการยังสามารถขึ้นไดในอาหารที่ใชคัดแยก แมจะมีสารอาหารปริมาณนอย เน่ืองจาก 
A. pullulans  มีลักษณะรูปรางของเซลลหลายรูปแบบ โดยเฉพาะ คลาไมโดสปอร เปนรูปรางหนึ่งที่
เช้ือสรางผนังเซลลหนาขึ้น มีสีเขม และสามารถดํารงอยูไดแมในภาวะท่ีมีสารอาหารนอยก็ตาม 
 สถานที่เก็บตัวอยางที่สามารถคัดแยก A. pullulans ได ทั้งหมดอยูในเขตกรุงเทพมหานคร 
ไดแก หองนํ้าในท่ีพักอาศัยเขตคลองเตย หองนํ้าในที่พักอาศัยเขตบางมด หองนํ้าจุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ  หองนํ้าที่พักอาศัย อนุสาวรียชัยสมรภูมิ หองนํ้าวัดกุนนทีรุทธาราม เขต
หวยขวาง หองนํ้าสาธารณะตลาดสดหวยขวาง  หองนํ้าที่พักอาศัย เขตหวยขวาง กรุงเทพฯ (รูปที่ 5-
13) โดยสามารถพบ A. pullulans ขึ้นเปนโคโลนีสีดําบนจานอาหารที่ใชคัดแยก ซ่ึงเจริญรวมกับ
เช้ือจุลินทรียหลายชนิดไดแก เช้ือราเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงเช้ือแบคทีเรีย 
และยีสตชนิดอื่น โดยทุกแหลงที่สามารถคัดแยก A. pullulans ไดเปนหองนํ้าที่มีความชืน้
คอนขางมากและพื้นผิวท่ีเก็บตัวอยางมีลักษณะเปยกชื้นอยูตลอด โดยจากแหลงที่อยูของ       
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A. pullulans ที่คัดแยกไดบนพ้ืนผิวน้ันพบวามีสีของโคโลนีที่เจริญหลายสีดวยกัน เชน สีดํา สี
เหลือง สีสม เปนตน 
 สวนสถานที่ที่ไมสามารถคัดแยก A. pullulans ได พบเชื้อจุลินทรียที่เปนเช้ือราเสนใย ทั้ง
เช้ือราที่มีเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงพบเชื้อแบคทีเรีย โดยบางสถานที่เปน
หองนํ้าที่มีลักษณะพื้นผิวคอนขางแหง และเปนหองนํ้าที่ไมคอยมีผูใชบอยครั้ง เชน ปมน้ํามันใน
บางแหง แตมีรองรอยของเชื้อจุลินทรียเจริญอยูบนพ้ืนผิว และมีสีของโคโลนีเปนสีดํา บางสถานที่
เปนหองนํ้าที่มีผูใชบอยคร้ัง เชน หองนํ้าสาธารณะ สยามแสควร มีพ้ืนผิวเปยกช้ืน แตมีการทําความ
สะอาดบอยคร้ัง พบเพียงเชื้อรา แบคทีเรีย และยีสตชนิดอ่ืนเจริญอยูจํานวนหนึ่ง ซ่ึงมีหลายปจจัยที่
ทําใหไมสามารถคัดแยกเชื้อจากในบางสถานที่  เชน  ความชื้นของหองนํ้า ณ ชวงเวลาที่คัดแยก  
และความถี่ในการทําความสะอาดหองนํ้าดวยนํ้ายาฆาเช้ือ เปนตน  
 
2. การจัดจําแนก A. pullulans  
 2.1 การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือที่คัดแยกไดและสันนิษฐานในเบื้องตนวาเปน A. 
pullulans  ทั้งหมด 10 ไอโซเลต พบวาเซลลมีรูปรางหลายรูปแบบ ไดแก บลาสโตสปอร  โคนิเดีย
ปฐมภูมิ  โคนิเดียทุติยภูมิ หรือ budding cell    เซลลพอง  คลาไมโดสปอร  เสนใย  และเสนใยเทียม  
เปนตน โดยลักษณะของบลาสโตสปอรโปรงใส รูปรางคอนขางกลมถึงรี มีขนาดแตกตางกัน มี 
budding cell  แตกออกจากบลาสโตสปอร เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลานานขึ้นเซลลจะมีขนาดใหญ และ
มีผนังหนาขึ้น เรียกวาเซลลพอง (swollen cell) โดยในบางสายพันธุอาจมีสีเขมข้ึนเนื่องจากการ
สรางเม็ดสีเมลานิน เรียกวาคลาไมโดสปอร เสนใยมีลักษณะโปรงใส เม่ือเล้ียงเปนระยะเวลานานจะ
เปล่ียนเปนสีเขมขึ้นจากการสรางเม็ดสีเมลานิน และมีผนังหนาขึ้น บางครั้งมีเอนโดโคนิเดียเกิดข้ึน
จาก ภายใน ดานขาง หรือปลายของเสนใย  จากการเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
พบวาในระยะแรกของการเพาะเลี้ยง ทุกไอโซเลต โคโลนีมีสีครีมอมชมพู และปรากฏเสนใยสั้นๆ
รอบโคโลนีชัดเจน  โดยไอโซเลต KT1  BM1 และ VM1 จะเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและเขียวเขมจน
เกือบดํา   ไอโซเลต TB1  PH1 และ  JP1 เปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมจนถึงนํ้าตาลออน  ไอโซเลต 
HKW1 ไมเปลี่ยนสีเม่ืออายุมากขึ้น  สวนไอโซเลต HKW2 และ HKW3 โคโลนีบางสวนเปลี่ยนเปน
สีเหลืองออนจนถึงเขม  ขนาดโคโลนีประมาณ 3.0 - 6.5 เซนติเมตร  ซ่ึงสอดคลองกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่อธิบายโดย Hermanides-nijhof (1977) และ Domsch และคณะ (1993)  
 อยางไรก็ดีในการใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาจําแนกชนิด A. pullulans  น้ันอาจมีความ
คลาดเคลื่อนไดเน่ืองจาก A. pullulans  มีความคลายคลึงกับยีสตอ่ืนเชน Trichosporon pullulans  
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Hormonema spp. หรือกับยีสตในสกุล  Aureobasidium  ดวยกัน โดยเฉพาะ Aureobasidium ชนิด
อ่ืนๆ และ Hormonema sp. ที่มีลักษณะโคโลนีเริ่มแรกในการเพาะเลี้ยงเปนสีครีมหรือชมพู และ
เปลี่ยนเปนสีเขมขึ้นเมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลานานขึ้น มีคลาไมโดสปอร และสามารถสรางเอนโดโค
นิเดียไดเชนเดียวกัน (De Hoog และ Yurlova ,1994) หรือในกรณี  T. pullulans  ซ่ึงเปนยีสตที่มี
เซลลรูปรางหลายแบบ เชน เสนใย บลาสโตสปอร โคนิเดีย เปนตน แมวาโคโลนีของ T. pullulans 
จะมีสีครีมหรือชมพูตั้งแตในระยะแรกของการเพาะเลี้ยงโดยไมเปลี่ยนสีไปตลอดการเพาะเลี้ยง 
(Dennis และ Buhagiar, 1973) แตก็มี  A. pullulans  ที่เปนสายพันธุที่ไมผลิตเม็ดสีเมลานินเชนกัน 
ดังน้ันการจัดจําแนก  A. pullulans  จําเปนตองอาศัยวิธีอื่นมาประกอบนอกเหนือจากวิธีสังเกต
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 2.2 การจัดจําแนกโดยการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  
  จากการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอนของเชื้อราที่แยกไดท้ัง 
10 ไอโซเลต เปรียบเทียบกับสายพันธุมาตรฐาน A. pullulans NRRL Y -2311-1 และ NRRL  Y-
7469  พบวาทุกไอโซเลตที่คัดแยกไดสามารถใช D-cellobiose  D-fructose β-D-glucose β-lactose  
D-maltose  D-mannose D-melezitose.2H2o methyl-α-D-glucose D-salicin  D-sucrose และ D-
trehalose.2H2O ไดดี ในขณะที่ไมสามารถใช α-Cellulose  Methanol และ Ethanol ได สําหรับการ
ใช D-arabinose L-arabinose D-galactose  Glycerol  Maltotriose  Mannitol  D-salicin  Sorbitol  L-
sorbose  Starch (soluble) และ D-xylose ของท้ัง 10 ไอโซเลตน้ันมีความสามารถในการใชได
แตกตางกัน คือบางไอโซเลทสามารถใชแหลงคารบอนดังกลาวไดดี แตบางไอโซเลตสามารถใชได
นอย  ซ่ึงจากการที่ไมสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนไดน้ัน สอดคลองกับสายพันธุ
มาตรฐาน A. pullulans NRRL Y -2311-1 และ NRRL  Y-7469  และรายงานที่พบวา A. pullulans  
ไมสามารถใช cellulose แตสามารถใช cellobiose เปนแหลงคารบอนได (Dennis และ Buhagiar, 
1973; De Hoog และ Yurlova , 1994; Saha, Freer และ Bothast, 1994)  อยางไรก็ดีจากรายงานอื่นๆ
พบวา  A. pullulans สามารถผลิตเอนไซมบีตากลูโคซิเดส (β-glucosidase)และ อัลฟากลูโคซิเดส 
(α-glucosidase) ซ่ึงเปนเอนไซมที่สามารถยอยไดทั้ง crystalline cellulose  cellobiose และ cello-
oligosaccharide (Saha และคณะ 1994; Hayashi และคณะ, 1999; Okagbue และคณะ 2001; Iembo 
และคณะ, 2002) แตในป ค.ศ. 2005 Kudanga และ Mwenje ไดผลิต เซลลูเลส จาก A. pullulans สาย
พันธ ุ ที่คัดแยกจากเขตรอน (tropical isolates) โดยใชเปลือกของตน Msasa เปนแหลงคารบอน ทํา
ใหสามารถผลิต endoglucanase และ exoglucanase ได โดย A. pullulans ดังกลาวจะสามารถใช 
carboxymehyl cellulose และ α-cellulose  เปนแหลงคารบอนได Cernakova และคณะ, 1980  
พบวา A. pullulans  มีแอคติวิตีของ เซลลูเลส  α-glucosidase β-glucosidase และ exo-1,4-α-
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glucosidase  ทําใหสามารถสรุปไดวา  A. pullulans  มีทั้งสายพันธุท่ีสามารถใช α-cellulose  เปน
แหลงคารบอนไดและไมได สําหรับเช้ือที่คัดแยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต ไมสามารถใช α-cellulose  
เปนแหลงคารบอนได 

นอกจากนี้ Dennis และ Buhagiar  (1973) พบวา ความสามารถในการใช glycerol และ D-
arabinose สามารถบอกความแตกตางระหวาง A. pullulans และ Trichosporon pullulans ได 
กลาวคือ T. pullulans ไมสามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองได  แตในขณะที่ A. pullulans สามารถใช
แหลงคารบอนทั้งสองได   สวนความสามารถในการใช D-arabinose และ D-galactose ยังสามารถ
บอกความแตกตางระหวาง A. pullulans และ Aureobasidium prunorun ไดคือ A. prunorun ไม
สามารถเจริญไดในอาหารที่มี D-arabinose และ D-galactose เปนแหลงคารบอน แตในขณะที่ A. 
pullulans สามารถเจริญไดในอาหารที่มีแหลงคารบอนดังกลาว 

ความสามารถในการใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) สามารถแยกความ
แตกตางระหวาง A. pullulans และ ยีสตที่มีลักษณะคลายคลึงกัน กลาวคือ A. pullulans สามารถใช 
เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส แตในขณะที่  Kabatiella sp. ไมสามารถใชได (De Hoog และ Yurlova, 
1994) สวนความสามารถในการใช เอทธานอล และ เมทธานอลของเชื้อราท้ัง 10 ไอโซเลต 
สอดคลองกับ De Hoog และ Yutlova, 1994 ที่รายงานวา A. pullulans ไมสามารถใชเมทธานอลเปน
แหลงคารบอนได สวน เอทธานอล มีบางไอโซเลตที่สามารถใชได และบางไอโซเลตไมสามารถ
ใชได  นอกจากนี้ Yurlova และคณะ (1996) พบวา A. pullulans var. aubasiani ไมสามารถใช 
เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ แลคโตส (lactose) เปนแหลงคารบอนได ซ่ึง
ตางจาก A. pullulans  var. pullulans ที่ตองสามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองได ซ่ึงความแตกตาง
ดังกลาวน้ี    สามารถนํามาใชระบุ   variety     ของ    A. pullulans     ได  ซ่ึงเชื้อราท่ีคัดแยกไดทั้ง 10 
ไอโซเลต สามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองดังกลาวได  กลาวคือเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลตนั้น เปน A. 
pullulans  var. pullulans  

สําหรับการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน พบวาเชื้อราทั้ง 10                      
ไอโซเลต สามารถใชแหลงไนโตรเจนที่นํามาตรวจสอบไดทุกชนิด โดยสามารถใช ammonium 
chloride ammonium nitrate  ammonium sulfate  L-asparagine.H2O  sodium nitrate  urea และ  L-
lysine ไดดี และสามารถใช ammonium acetate  L-glycine ไดแตกตางกันเล็กนอย โดยในบาง              
ไอโซเลตใชไดดี บางไอโซเลตใชไดนอย  สอดคลองกับความสามารถในการใช L-lysine ไดดีของ 
สายพันธุมาตรฐาน A. pullulans NRRL Y -2311-1 และ NRRL  Y-7469 และการตรวจพบ แอคติวิตี
ของ ยูรีเอส (urease) ใน A. pullulans (Cernakova และคณะ ,1980; De Hoog และ Yutlova, 1994; 
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Sehanat Prasongsuk และคณะ, 2005) แตก็มีรายงานวา  A. pullulans  บางสายพันธุไมสามารถใช 
Lysine เปนแหลงไนโตรเจนได (Cooke และ Matsuura, 1963)  

2.3  การตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด  
 เมื่อตรวจสอบโครงสรางของเอกโซพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อราที่คัดแยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต  
ดวยเทคนิค IR-spectroscopy  พบวามีความถี่ชวงรังสี IR ของหมูฟงกชัน สอดคลองกับ พูลลูแลน
มาตรฐาน (Sigma, USA) คือมีความถ่ีของหมูฟงกชันที่สําคัญในพูลลูแลนคือ C-C C-H   C-O  O-H  
และ α-configuration ซึ่งความถี่ที่ 850 ซม.-1 เปนความถี่ของหมูโครงสรางแบบ α-configuration  
(Yurlova และ De Hoog, 1997) โดยเช้ือราไอโซเลต KT1 ไมพบ peak ของ α-configuration 
เน่ืองจาก เอกโซพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อราไอโซเลต KT1 อาจมีสารอื่น เชน เมลานิน เจือปนอยู
มาก เพราะจากการสังเกตสีของพอลิเมอรจากไอโซเลตดังกลาวพบวามีสีเขมมากกวาไอโซเลตอื่น 
ซ่ึงอาจรบกวนตอการวิเคราะห อยางไรก็ตามจากการตรวจสอบเปรียบเทียบรูปแบบของเสปกตรัม 
เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน สามารถสรุปไดวาเอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากเชื้อราทั้ง 
10 ไอโซเลต เปน             พูลลูแลน และสอดคลองกับการจัดจําแนกของเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต วา
เปน A. pullulans  var. pullulans 

อยางไรก็ตามการวิเคราะหถึงความเปนพูลลูแลนของ เอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ได สามารถ
ใชการตรวจสอบดวย นิวเคลียรแมกเนติคเรโซแนนซสเปคโตรสโคป (Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy,  NMR)  เพ่ิมเติม จะทําใหทราบถึงโครงสรางโดยละเอียดของพูลลูแลนได ทั้งสามวิธี
ดังกลาว ที่ใชจัดจําแนก A. pullulans  คือ การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา การจัด
จําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  และการตรวจสอบการสรางเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด สามารถสรุปไดในเบ้ืองตนวาเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลตที่คัดแยกไดน้ันเปน  A. 
pullulans  var. pullulans แตทั้งน้ีหากมีการนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล คือ การเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal transcribed spacer (ITS)  มาใชรวมใน
การจัดจําแนก อาจทําใหสามารถแยกความแตกตางไดในระดับสปชีส (Yurlova และคณะ, 1999; 
Hunsa Punnapayak และคณะ, 2003)   

 
3. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา 
 3.1 Paper disc method  
  จากการนําสารที่สกัดไดจากเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต มาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อ
รากอโรคในกลุม  Aspergillus spp.   พบวา มี A. pullulans  4  ไอโซเลตที่สามารถสรางสารที่มีฤทธ์ิ
ตานเชื้อรากอโรคที่นํามาทดสอบโดย A. pullulans ไอโซเลต KT1 มีฤทธ์ิในการตาน Aspergillus  
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fumigatus และ A. terreus สวน A. pullulans ไอโซเลต BM1 มีฤทธิ์ในการตาน A. fumigatus  A. 
flavus และ A. terreus  ขณะที่  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2  มีฤทธิ์ในการตาน A. 
terreus  ซ่ึงสอดคลองกับท่ีมีรายงานวา สารตานเชื้อรา ออริโอบาซิดิน เอ ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans  
นอกจากสามารถยับยั้งเชื้อรากอโรคในกลุมอ่ืนๆ แลวยังสามารถยับยั้ง  Aspergillus spp. บางสาย
พันธุไดดี ไดแก A. terreus   A. nidulans และ A. clavatus แตยับย้ังไดนอยใน A. fumigatus  A. 
flavus และ A. niger    
 วิธีการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธีน้ีเปนวิธีที่นิยมใชทดสอบสารตานจุลชีพ โดยเฉพาะ
กับสารที่มีปริมาณนอย โดยเสนผาศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (clear zone) จะสัมพันธกับปริมาณ
สารที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลชีพ (Gaydos และ Harrington, 1982) แตเน่ืองดวยจากการทดลอง สาร
ท่ีสกัดไดจาก A. pullulans ท้ัง 4 ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อรานั้นยังเปนสารสกัดหยาบ และยังมี
ปริมาณสารอื่นเจือปนอยูหลายชนิด ทําใหยังไมสามารถระบุไดถึงปริมาณความเขมขนที่แนนอน
ของเนื้อสารที่สามารถออกฤทธิ์ตานเช้ือราไดจากบริเวณยับย้ังเชื้อรา (clear zone) เน่ืองจากบน
แผนกระดาษกรองที่จุมดวยสารสกัดน้ันอาจมีปริมาณสารออกฤทธิ์ตานเชื้อราไดในปริมาณไม
เทากัน  ดังน้ันหากตองการทราบปริมาณความเขมขนนอยท่ีสุดของสารที่สามารถออกฤทธิ์ยับย้ัง
เช้ือราที่ทดสอบนั้น ควรทราบความเขมขนที่แนนอนของสารออกฤทธิ์ที่มีอยูในสารสกัดที่แนนอน 
หรือทําใหสารสกัดน้ันมีความบริสุทธิ์เพ่ิมมากขึ้น  

 
3.2 Conidial germination inhibition assay   
 จากการนําสารที่สกัดไดจาก A. pullulans ทั้ง 10 ไอโซเลต มาทดสอบ

ความสามารถในการตานเช้ือรา โดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งการงอกของสปอร พบวาสารสกัดจาก A. pullulans 4  ไอโซเลต ท่ีมีฤทธิ์ตานเชื้อราที่นํามา
ทดสอบคือ A. pullulans ไอโซเลต KT1 สามารถยับย้ังการเจริญของสปอรของ  Aspergillus  
fumigatus  และ A. terreus ได 57.10  และ 50.49 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน A. pullulans ไอโซเลต 
BM1 สามารถยับย้ังการงอกของสปอรของ A. fumigatus  A. flavus และ A. terreus  ได  52.79  
36.55 และ 36.58 เปอรเซ็นตตามลําดับ ขณะที่  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 สามารถ
ยับยั้งการงอกของสปอรของ A. terreus   ได 38.87 และ 42.46 ตามลําดับ  

จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลตที่มีฤทธิ์ใน
การยับย้ังเชื้อรา  Aspergillus spp. ดวย paper disc method  น้ันคือไอโซเลตเดียวกันกับที่ออกฤทธิ์
ยับย้ังการงอกของสปอรของ  Aspergillus spp. ดวย ซ่ึงเชื้อราในกลุม Aspergilli เปนเชื้อราฉวย
โอกาสที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ (opportunistic fungi)  สามารถกอโรคในคนหรือสัตวที่มีความ
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ผิดปกติของภูมิคุมกัน  โรคที่เกิดขึ้นเรียกวา  Aspergillosis  อาการของโรคมีตั้งแตเล็กนอยจนถึงเปน
สาเหตุใหผูปวยเสียชีวิต  สวนใหญทําใหเกิดการติดเชื้อในรางกายไดหลายระบบ ไดแก หู ตา จมูก 
และปอด การติดเชื้อรานี้บางคนเชื้อจะลุกลามไปยังกระดูก  สมอง เย่ือหุมสมอง ระบบประสาท  
หรือเกิดเนื้อตายเนื่องมาจากการติดเชื้อที่อวัยวะภายในตางๆ (Schett และคณะ, 1998) เชื้อราในสกุล
น้ีที่กอโรครุนแรงไดแก A. fumigatus  A. flavus  A. niger  และ A. terreus  (พรรณกร อิ่มวิทยา,  
2538)  แต  A. terreus  มีความแตกตางจาก Aspergilli  สายพันธุอื่นๆ  คือมีเพียง  A. terreus  เทาน้ัน
ท่ีตานทานตอยาตานเชื้อรา แอมโฟเทอริซินบี (Walsh และคณะ, 2003; Sullon และคณะ, 1999; 
Steinbach  และคณะ, 2004)  ดังน้ัน ผูปวยจะมีอัตราการติดเชื้อจาก A. terreus  สูงกวา Aspergillus  
ประเภทอื่นๆ (Iwen และคณะ, 1998) 

จากฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจาก A. pullulans 4 ไอโซเลตดังกลาว ที่สามารถยับย้ังเช้ือ
ราในกลุมน้ี โดยเฉพาะสารสกัดของทั้ง 4 ไอโซเลตนั้นสามารถยับย้ังเชื้อรา A. terreus  ไดดี ดังน้ัน
จึงนาจะมีการศึกษาตอไปในแงของการทําเปนยาตานเชื้อราตอไปในอนาคต 

 
4. การตรวจสอบสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเช้ือราดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 

4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography)  
 จากการนําสารสกัดจาก A. pullulans  4  ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ไดแก A. 
pullulans  ไอโซเลต  KT1  BM1 HKW1 และ HKW2 มาตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบ
ช้ันบาง (TLC) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ โดยสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4                  
ไอโซเลต สามารถแยกเปนสารไดหลายตัว และมีตําแหนงของสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 ซ่ึง
ใกลเคียงกับ ออริโอบาซิดิน เอ ที่มีคา Rf  ในชวง 0.375-0.4  ดังน้ันเพื่อการตรวจสอบวาตําแหนง
ดังกลาวมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือราหรือไม  เม่ือยอมสีดวย แลคโตฟนอลบลูที่สามารถยอม
ติดสีเชื้อรา ทําให inhibition zone ที่มีการยับย้ังการเจริญของเชื้อราไมติดสียอมดังกลาว ซ่ึงผลที่ได
สอดคลองกับโครมาโตแกรมที่ตรวจสอบดวยไอโอดีน คือ  

จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. fumigatus  พบวาสารสกัดจาก A. pullulans 
ไอโซเลต KT1 และ BM1  มีตําแหนงที่ยับยั้งเช้ือราดังกลาว โดยสารสกัดจาก A. pullulans                      
ไอโซเลต KT1 มีสารที่ยับย้ัง A. fumigatus  1 ชนิด คือสารท่ีมีคา Rf เทากับ 0.40  และ สารสกัดจาก 
A. pullulans ไอโซเลต BM1 มีสาร 2 ชนิดที่สามารถยับย้ัง  A. fumigatus  คือสารที่มีคา Rf เทากับ 
0.40 และ 0.675 ตามลําดับ สวนตําแหนงท่ียับย้ัง  A. fumigatus  ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf 
เทากับ 0.40  
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 การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. flavus  พบวาสารสกัดจาก A. pullulans                   
ไอโซเลต BM1 มีสารที่ยับยั้ง เชื้อราดังกลาว 2 ชนิด คือสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 และ 0.675 
ตามลําดับ สวนตําแหนงที่ยับย้ัง  A. flavus  ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40  

การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง  A .terreus  พบวาสารสกัดจาก A. pullulans                    
ไอโซเลต KT1  BM1  HKW1 และ HKW2  มีสารที่ยับยั้ง เชื้อราดังกลาวโดย สารสกัดจาก A. 
pullulans ทั้ง 4   ไอโซเลต มีสารที่สามารถยับยั้ง  A .terreus  ที่ตําแหนงเดียวกัน 1 ชนิด  มีคา Rf 
เทากับ 0.40 และตรงกันกับตําแหนงที่ยับยั้งเชื้อราของออริโอบาซินดิน เอ ซ่ึงมีคา Rf เทากับ 0.40  

ในการแยกสารดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง เปนโครมาโทกราฟแบบดูดซับ ซ่ึง
เปนวิธีหน่ึงท่ีนิยมใชในการแยกสาร การทําใหสารบริสุทธิ์ หรือใชระบุชนิดของสารและจํานวน
สารที่เปนองคประกอบในของผสม โดยอาศัยหลักการที่สารตางชนิดกันจะกระจายตัวอยูในเฟส
คงที่และเฟสเคลื่อนที่ไดไมเทากัน การที่สารในของผสมแยกออกจากกันไดเน่ืองจากสารแตละตัว
จะถูกดูดซับไวไมเทากัน สารที่ถูกดูดซับไวมากยอมเคลื่อนที่ไดชากวาสารที่ถูกดูดซับไดนอย ซ่ึง
จากหลักการนี้ ทําใหสามารถแยกสารที่มีสภาพขั้วตางกันออกจากกันได  จากในการทดลองเลือกใช
แผนโครมาโทกราฟที่มีตัวดูดซับเปนซิลิกาเจล ซ่ึงใชไดดีกับสารเกือบทุกชนิด และเน่ืองจาก ออริ
โอบาซิดิน เอ เปนสารประเภทพอลิเปปไตด ท่ีมีสภาพขั้วคอนขางสูง สามารถละลายไดดีใน 
เอทธานอล  เมทธานอล  คลอโรฟอรม และเอทธิลอะซิเตท เปนตน (Takesako และคณะ, 1991) จึง
ไดเลือกใชเอทธิลอะซิเตทซึ่งเปนตัวทําละลายที่สามารถทําละลาย ออริโอบาซิดิน เอ และพาให
เคลื่อนที่บนแผน TLC ไดคอนขางเหมาะสมกวาเอทธานอลและ เมทธานอลที่มีสภาพขั้วคอนขาง
สูงเกินไป หรือ คลอโรฟอรมซึ่งมีสภาพขั้วตํ่าเกินไปสําหรับการแยก ออริโอบาซิดิน เอ และสาร
สกัดที่ได ซ่ึงจะทําใหผลการแยกสารไดไมดีเทาท่ีควร 
 ดังน้ันจากรูปแบบของการแยกสารบนแผน TLC  สารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต KT1 
HKW1 และ HKW2 ที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อราที่ใชทดสอบนั้นอาจเปนสารชนิดเดียวกัน จึงมีความ
เปนไปไดวาเปนออริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากสภาพความมีขั้วคอนขางใกลเคียงกัน สังเกตไดจากการ
แยกสารได ณ ตําแหนงที่มีคา Rf ใกลเคียงกันบนแผน TLC สวนสารสกัดจาก A. pullulans                    
ไอโซเลต BM1 มีสารมากกวา 1 ชนิดในการออกฤทธิ์ตานเชื้อรา  A. fumigatus  และ  A. flavus  แตมี
สารชนิดเดียวในการออกฤทธิ์ตาน  A.terreus  โดยสารที่มีตําแหนงตรงกันกับ ออริโอบาซิดิน เอ จึง
มีความเปนไปไดวาเปน ออริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากการมีสภาพขั้วใกลเคียงกันของสาร สวนสาร
อีกชนิดหนึ่งที่แยกไดจากสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต BM1 ที่มีฤทธ์ิในการตานเชื้อรา A. 
fumigatus  และ A. flavus  เปนสารที่มีข้ัวสูงกวา ออริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากมีคา Rf  ที่สูงกวา ยังไม
สามารถระบุไดแนชัดวาเปนสารชนิดใด  ซ่ึงถาตองการทราบองคประกอบของสารทุกตัวที่มีฤทธ์ิ
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ในการตานเชื้อราวาเปนสารชนิดใด ควรแยกใหมีความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึนและวิเคราะหโครงสรางของ
สารแตละชนิดน้ันตอไป การวิเคราะหโครงสรางของสารดวย นิวเคลียรแมกเนติคเรโซแนนซสเปค
โตรสโคป (Nuclear magnetic resonance spectroscopy,  NMR) หรือ Mass spectrometry   การ
วิเคราะหกรดอะมิโนที่มีอยูในสารสกัดโดยการทํา Amino acid analysis เปนตน และทําการศึกษา
ตอถึงความสามารถในการตานเชื้อราของสารดังกลาวเพิ่มเติม 
 4.2 เทคนิค High Performance Liquid  Chromatography 

จากก า รทดลองได เ ลื อก ใช คอ ลัมน แบบ เฟสผั นกลั บ  (Reversed-phase 
chromatography) ชนิด C18 เน่ืองจากเหมาะสมกับ ออริโอบาซิดิน เอ ซ่ึงเปนสารพอลิเปปไตดที่มี
ข้ัวสูง  โดยคอลัมนชนิดน้ีมีเฟสอยูกับที่เปนสารท่ีไมมีข้ัว และเฟสเคลื่อนที่เปนสารละลายที่มีขั้ว ทํา
ใหสามารถชะสารผสมมีขั้วที่ตองการออกมาได โดยเฟสอยูกับที่ เปนซิลิกาที่หมู –OH ถูกแทนที่
ดวยหมู octadecyl ที่มีคารบอน 18 ตัว (Si-C18H37) โดยในการทดลองใชคอลัมนคือ คอลัมน 

Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck ขนาดรูพรุน (pore size) 100 อังสตรอม 
ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร เน่ืองจากมีคา
การดูดกลืนแสงสูงสุดในเมทธานอลที่ความยาวคลื่นดังกลาว ซ่ึงสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
และสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลต ละลายในเมทธานอล โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ํา
เปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส  ผลที่ไดคือพบเพียง peak ของตัวทําละลายที่ใชในท่ีน้ีคือ เมทธานอล และพบ
สัญญาณของ peak ที่ต่ํามาก รวมถึงมี peak อื่นรบกวนหลาย peak ทําใหไมสามารถระบุไดวา peak 
ใดเปน peak  ของ            ออริโอบาซิดิน เอ ซ่ึงจากการที่พบสัญญาณ peak ท่ีต่ําอาจเนื่องจากมีการ
แยกที่ไมดีเพียงพอจากความยาวของคอลัมน และ ขนาดรูพรุน (pore size) ของเฟสอยูกับที่อาจยังไม
เหมาะสมตอการแยก ออริโอบาซิดิน เอ ซ่ึง Takesako และคณะ, 1991 ไดใชคอลัมนสําหรับแยก ออ
ริโอบาซิดินเอ คือ C18 คอลัมนที่มีขนาดรูพรุน 120 อังสตรอม  และจากการเปลี่ยนไปใชคอลัมนที่มี
ขนาดยาวขึ้น และมีขนาดรูพรุนใกลเคียงกับที่มีรายงานการแยก ออริโอบาซิดิน โดยมุงหวังใหได

การแยกที่ดีขึ้น คือใช คอลัมนPrevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของบริษัท Alltech  ขนาดรูพรุน 
(pore size) 110 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร โดยยังใชสภาวะในการแยกเหมือนเดิม ผล
ท่ีได พบวา มีแค peak ของตัวทําละลายที่ใช และ peak อ่ืนหลาย peak และไมสามารถระบุไดวา 
peak  ใดเปน peak ของสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ  จึงอาจเปนไปไดวาตัวทําละลายที่ใช
ละลายออริโอบาซิดิน เอ ยังไมเหมาะสม จึงทําละลายใหมในในอะซีโตรไนไตร และเปลี่ยนชวง
ตรวจสอบของ UV detector เปนท่ี 216 นาโนเมตร เน่ืองจากทําการ scan หาชวงการดูดกลืนแสง
สูงสุดของออริโอบาซิดินเอ ในอะซีโตรไนไตรไดที่ 216 นาโนเมตร ผลที่ไดคือ พบเพียงแค peak 
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ของ ตัวทําละลายที่ใชเทาน้ัน ไมพบสัญญาณของ peak ที่บงบอกไดวาตรวจพบสารมาตรฐานออริ
โอบาซิดิน เอ เปนไปไดวา เฟสคงที่ที่ใช มีขนาด particle  ขนาดของรูพรุน และมีความไมเหมาะสม
ในการดูดซับ สารพอลิเปปไตดออริโอบาซิดิน เอ  รวมถึงความสามารถของเฟสเคลื่อนที่ที่จะ
สามารถชะสารที่ตองการออกมา อาจมีความแรงของสภาพขั้วยังไมเพียงพอ  



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
1. การคัดแยก A.  pullulans   
 สามารถคัดแยกเชื้อราที่คาดวาเปน A.  pullulans  จากเขตกรุงเทพมหานครไดทั้งหมด 10 
ไอโซเลตไดแก KT1  BM1 TB1  PH1  JP1  VM1  HKW1  HKW2  HKW3 และ HKW4 โดย
สามารถพบเชื้อดังกลาวเจริญรวมกับเชื้อจุลินทรียหลายชนิดไดแก เชื้อราเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว 
และเสนใยสีดํา รวมถึงเช้ือแบคทีเรีย และยีสตชนิดอื่น  
 
2. การจัดจําแนก A.  pullulans      
 เชื้อราที่ไดเม่ือจัดจําแนกโดยอาศัย 3 วิธีประกอบกันคือ การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา การจัดจําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  และการ
ตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด  สามารถสรุปไดในเบื้องตนวาเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต ที่
คัดแยกไดน้ันเปน A. pullulans และ สามารถบอกได วาเปน A.  pullulans  var. pullulans  เน่ืองจาก
ความสามารถในการใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคสและ แลคโตสเปนแหลงคารบอน        
 
3. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา 

จากเชื้อราที่คัดแยกไดท้ังหมด 10 ไอโซเลท มีเพียง 4 ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา
ในกลุม Aspergillus spp. ไดบางสายพันธุแตกตางกันดังน้ี A.  pullulans ไอโซเลต KT1 มีฤทธิ์ใน
การตาน Aspergillus  fumigatus และ A. terreus สวน A.  pullulans ไอโซเลต BM1 มีฤทธิ์ในการ
ตาน A. fumigatus   A. flavus  และ A. terreus  ขณะที่  A.  pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 
มีฤทธิ์ในการตาน A. terreus  และจากฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากไอโซเลตดังกลาว ที่สามารถ
ยับยั้งเชื้อราในกลุมน้ีได จึงนาจะมีการศึกษาตอในแงของการทําเปนยาตานเชื้อราตอไปในอนาคต 
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4. การตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อราดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 
สารสกัดจาก A.  pullulans ไอโซเลต KT1  HKW1 และ HKW2 มีสาร 1 ชนิดที่มีฤทธิ์ใน

การตานเชื้อราที่ใชทดสอบและมีความเปนไปไดที่เปนสารชนิดเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ 
เน่ืองจากสภาพความมีข้ัวของสารมีความใกลเคียงกัน สวนสารสกัดจาก A.  pullulans ไอโซเลต 
BM1 มีสารมากกวา 1 ชนิดในการออกฤทธิ์ตานเชื้อรา  A. fumigatus และ  A. flavus แตมีสารเพียง
ชนิดเดียวในการออกฤทธิ์ตาน A.terreus  และ 1 ใน 2 ชนิดน้ันมีความเปนไปไดที่เปนสารชนิด
เดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ  

 
ขอเสนอแนะในงานวิจัย 
 
1. ในการคัดแยก A.  pullulans  มักประสพความสําเร็จในการแยกเชื้อจากแหลงที่อยูที่คอนขางมี
ความชื้นสูง มีพ้ืนผิวคอนขางเปยกชื้นอยูตลอดเวลา ดังน้ันการเลือกสุมพ้ืนที่เก็บตัวอยางจึงคอนขาง
มีความสําคัญในการไดมาของเชื้อ ซ่ึงควรคํานึงถึงปจจัยหลายอยางเชน เลือกเก็บตัวอยางที่หองนํ้าที่
มีพ้ืนผิวคอนขางเปยกช้ืนตลอดเวลา และมีผูใชเปนประจํา หรือหองนํ้าที่มีความถ่ีในการทําความ
สะอาดดวยนํ้ายาฆาเชื้อโรคนอย  ทําใหมีโอกาสสูงในการพบ A.  pullulans   
 
2. เน่ืองจากสารตานเชื้อราจาก   A.  pullulans  เปนสารที่อยูภายในเซลล ซ่ึงมีปริมาณนอยเมื่อเทียบ
กับสารประเภทหลั่งออกภายนอกเซลล ดังน้ันหากตองการศึกษาในแงการนําไปใชประโยชนควร
ทําการผลิตในระดับที่ใหญข้ึน (large scale) เพ่ือใหไดปริมาณสารที่ตองการมากเพียงพอตอ
การศึกษาในแงที่เปนประโยชนในดานการแพทย เชนการผลิตยาตานเชื้อรา หรือการผลิตเพ่ือการคา 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือและวิธีเตรยีม 
 
1.  Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มันฝรั่ง   200 กรัม 
 นํ้าตาลเดกซโทรส  20 กรัม 
 วุน    15 กรัม 
 นํ้ากลั่น 
 ห่ันมันฝรั่งเปนชิ้นลูกเตาขนาดประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร ตมกับน้ํากล่ัน เม่ือสุกแลวกรอง
เอาแตนํ้า จากนั้นเติมนํ้าตาลกลูโคสแลวปรับปริมาตรใหใกล 1 ลิตร ปรับ pH เทากับ 5.5 เติมวุนแลว
ตมจนวุนละลายหมด สุดทายปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครือ่งน่ึงความดัน
ไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
2.  Potato Dextrose Broth (PDB) 
 มันฝรั่ง   200 กรัม 
 นํ้าตาลเดกซโทรส  20 กรัม 
 นํ้ากลั่น 
 วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร PDA แตไมเติมวุน ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครือ่งน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
3.  Yeast Malt Agar (YMA) 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Malt extract   5 กรัม 
 Bacto peptone   5 กรัม 
 นํ้าตาลกลูโคส  20 กรัม 
 วุน   15 กรัม 

นํ้ากลั่น 
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ละลายสวนผสมท้ังหมดยกเวนวุนดวยนํ้ากลั่น แลวเติมวุน จากน้ันนําไปตมจนวุนละลาย
หมด แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
4.  Yeast Malt Broth (YMB) 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Malt extract   5 กรัม 
 Bacto peptone   5 กรัม 
 นํ้าตาลกลูโคส  20 กรัม 

นํ้ากลั่น 
 วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร YMA แตไมเติมวุน ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  
แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 
5.  Corn Meal Agar (CMA) 
 Corn Meal  20 กรัม 
 Peptone   40 กรัม 
 นํ้าตาลกลูโคส  40 กรัม 
 วุน   15 กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดยกเวนวุนดวยนํ้ากลั่น แลวเติมวุน จากนั้นนําไปตมจนวุนละลาย
หมด แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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6.  Malt Extract Agar (MEA) 
 Malt extract  25 กรัม 
 วุน   15 กรัม 

ละลาย Malt extract ดวยนํ้ากลั่น แลวเติมวุน จากนั้นนําไปตมจนวุนละลายหมด แลวปรับ
ปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
7.  Seed Culture Medium (สําหรับผลิตสารตานเชื้อรา) 
 Yeast-nitrogenous base 0.67% 
 นํ้าตาลกลูโคส  2% 

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรตามตองการ แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยเคร่ืองน่ึง
ความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที 
 
8.  Production Medium I (สําหรับผลิตสารตานเชื้อรา) 
 นํ้าตาลกลูโคส  2% 
 (NH4)2 SO4  0.5% 
 KH2PO4   0.15% 
 MgSO4.7H2O  0.05% 
 CaCl2.2H2O  0.01% 

NaCl   0.01% 
 FeCl3.6H2O  0.5 μg/ml 
 ZnSO4.7H2O  0.5 μg/ml 

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่นตามลําดับ ปรับปริมาตรตามตองการ แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
เคร่ืองน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาท ี
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9.  Production Medium II (สําหรับผลิตสารตานเช้ือรา) 
 นํ้าตาลกลูโคส  10% 
 (NH4)2 SO4  2.5% 
 Bacto-Peptone  5% 
 KH2PO4   0.75% 
 MgSO4.7H2O  0.25% 
 CaCl2.2H2O  0.05% 
 NaCl   0.05% 
 FeCl3.6H2O  2.5 μg/ml 
 ZnSO4.7H2O  2.5 μg/ml 

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่นตามลําดับ ปรับปริมาตรตามตองการ แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
ดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
10. Production medium (สําหรับผลิตเอกโซพอลิแซคคาไรด) 
 นํ้าตาลซูโครส  5% 
 Bacto-Peptone  0.06% 
 K2HPO4   0.5% 
 MgSO4.7H2O  0.04% 
 NaCl   0.1% 
 Yeast extract  0.04% 

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่นตามลําดับ ปรับ pH ใหได 6.5  ปรับปริมาตรตามตองการ แลว
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 
1.  การนับจํานวนเซลลยีสตดวยวิธี Direct Microscopic Count โดยใช Haemacytometer 
 Haemacytometer เปนอุปกรณที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด แตสามารถนํามาประยุกตใชในการ
นับสปอรของราหรือจํานวนเซลลจุลินทรียได Haemacytometer เปนสไลดมีชองแบงไวเปนตาราง 
เม่ือปดดวย cover glass ซ่ึงใชเฉพาะกับอุปกรณจะทําใหมีความลึกระหวางตัวสไลดกับ cover glass 
ทําใหบรรจุของเหลวซึ่งมีตัวอยางที่ตองการนับจํานวนไวได ขีดแบงจะแบงออกเปนชองส่ีเหลี่ยม
จตุรัส 25 ชอง แตละชองมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิเมตร ซ่ึงภายในแตละชองจะแบงยอยออกเปน 
16 ชองเล็ก แตละชองมีขนาด 0.05 x 0.05 ตารางมิลลิเมตร ดังน้ันเมื่อปดทับสไลดดวย cover glass 
ซ่ึงใชเฉพาะกับอุปกรณน้ี ของเหลวที่บรรจุอยูจึงมีปริมาตรเทากับ 0.00025 ลูกบาศกมิลลิเมตร 

 
ในการนับจํานวนเซลลควรเจือจางเซลลใหมีปริมาณที่สามารถนับไดสะดวกและแมนยําไม

เจือจางหรือหนาแนนจนเกินไป ในการนับใหหยดนํ้าตัวอยางที่ตองการนับจาํนวนเซลลลงบน 
Haemacytometer แลวปดทับดวย cover glass จากนั้นนําไปตรวจนับภายใตกลองจุลทรรศน ถานับ
จากชองใหญควรนับอยางนอย 5 ชอง 
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วิธีการคํานวณ 
 ปริมาตรใน 25 ชองใหญ (400 ชองเล็ก)  =  0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร 
 สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองใหญ  = X เซลล 
 สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองเล็ก  = Y เซลล 
 น่ันคือ     X = 16Y เซลล 
ดังน้ัน 
ใน 0.1 ลบ.มม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด   X x 25   หรือ  Y x 16 x 25   เซลล 
ใน 1.0 ลบ.มม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด  X x 25 x 10   หรือ Y x 16 x 25 x 10  เซลล 
ใน 1 ลบ.ซม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด     X x 25 x 10 x 1000 หรือ Y x 16 x 25 x 10 x 1000   เซลล 
หรือเทากับ X x 25 x 104 หรือ  4Y x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 
 
2.  การคํานวณคาการเคลื่อนท่ีสัมพันธ (Ratio of front (RF)) 
 เมื่อนําแผนโครมาโทกราฟฟแบบผิวบางออกจากโถแกวที่บรรจุตัวทําละลายแลววัด
ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ (solvent front) และระยะการเคลื่อนที่ของสารที่ปรากฎบนแผน
โครมาโทรกราฟฟ จากน้ันนํามาคาํนวณตามสูตรดังน้ี 
 
                                   ระยะการเคลื่อนที่ 
                  Rf           =    
                                         ระยะที่ตัวทาํละลายเคลื่อนที่ 
 
3. การคํานวณหาเปอรเซ็นตการงอกของสปอร (%germination) 
 เมื่อสปอรเชื้อราในชุดควบคุมและชุดทดลอง เจริญในระยะเวลาที่กําหนด ทําการนับสปอร
ท่ีมีการเจริญบนจานอาหาร จากนั้นนํามาคํานวณดังน้ี 
 
 %germination    =         T                                             
                                       C  

C       =       จาํนวนสปอรบนจานอาหารชุดควบคุม  
T       =        จํานวนสปอรบนจานอาหารชุดที่ทดลอง 
 

×  100 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาว พัชรวรรณ ดีนาน เกิดเมื่อวันที่ 26 พฤศจิกายน พ.ศ. 2522 ทีจ่ังหวัดชลบุรี  สําเรจ็
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยี
อุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร จ.นครปฐม เม่ือป พ.ศ. 2546 จากนั้นไดศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบณัฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย สําเร็จ
การศึกษาในป พ.ศ. 2550  

 
ทุนสนับสนุนการทําวิจัย 

ขณะศึกษาไดรับทุนสนับสนุนการทําวิจัยจากโครงการผลิตนักวิจัยดานความหลากหลาย
ทางชีวภาพระดับปริญญาโท-เอก ประจําปงบประมาณ 2548 จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานความ
หลากหลายทางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 
การเสนอผลงาน 

เสนอผลงานวิจัยในงานประชุมวิชาการระดับนานาชาต ิ “The 10th Biological Sciences 
Graduate Congress”  ณ  National University of Singapore ประเทศ สิงคโปร ในหัวของานวิจัย 
“ Screening of  Aureobasidium pullulans  for the antifungal agents”  วันที่ 30 พฤศจิกายน – 2 
ธันวาคม 2548 
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