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เสาวลกัษณ์  พลอยงาม : การตรวจหาสารต้านเชือ้ราจาก Aureobasidium pullulans สายพนัธุ์
เขตร้อน. (DETERMINATION OF ANTIFUNGAL AGENTS FROM TROPICAL STRAINS OF 
Aureobasidium pullulans) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : อ.ดร.สหีนาท ประสงค์สขุ, อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ร่วม : รศ.ดร.หรรษา ปณุณะพยคัฆ์; 116 หน้า.   
 
ในการศกึษานีด้ าเนินการเพ่ือตรวจหา สารต้านเชือ้ราจาก Aureobasidium pullulans สายพนัธุ์เขตร้อน 

จ านวน 10 สายพนัธุ์ ได้แก่ Deenarn 001 BCU, Deenarn 003 BCU, Deenarn 008 BCU, Deenarn 007 BCU, 
Deenarn 009 BCU, NRRL 58514, NRRL 58536, NRRL 58516, NRRL 58517 และ NRRL 58520 น า A. 
pullulans ทัง้ 10 สายพนัธุ์ มาผลติสารต้านเชือ้ราและท าการทดสอบฤทธ์ิเบือ้งต้นของสารสกดัท่ีได้ในการต้านเชือ้
ราก่อโรคกลุม่ Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธุ์  (A. flavus, A. niger, A. fumigatus, A. terreus) โดยวธีิ Well 
diffusion และ Conidial germination inhibition assay พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 มีฤทธ์ิ
สงูสดุในการยบัยัง้เชือ้รา Aspergilli ได้ทัง้ 4 สายพนัธุ์ เม่ือน าสายพนัธุ์ดงักลา่วมาท าการเพิม่ผลผลติของสารต้าน
เชือ้รา โดยท าการศกึษาหาภาวะท่ีเหมา ะสมของแหลง่คาร์บอน  คือ กลโูคส และ ซูโครส  ท่ีความเข้มข้น 1.5, 2.0 
และ 2.5% (w/v) พบวา่สารสกดั จาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 2.5% 
(w/v) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ได้สงูสดุทัง้ 4 สายพนัธุ์  ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  
75.00±0.00, 60.00 ±0.05, 60.00±0.00 และ 50.00±0.00 เปอร์เซ็นต์  ตอ่ A. flavus, A. niger, A. fumigatus 
และ A. terreus  ตามล าดบั  จากนัน้น า  A. pullulans NRRL 58536 มาศกึษาผลของกรดอะมโิน  พบวา่สารสกดั
จาก A. pullulans NRRL 58536 ในกรดอะมโิน ภาวะท่ีมีฟีนิลอะลานีน  ร่วมกบัลวิซีนมีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. 
flavus ได้ประสทิธิภาพสงูสดุ ซึ่ง มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  175.00±0.05 เปอร์เซ็นต์  สว่นสารสกดัจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในกรดอะมโิน ภาวะท่ีมี โพรลีน ร่วมกบั ลวิซีน  พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. terreus ได้
ประสทิธิภาพสงูสดุ ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้   120.00±0.01 เปอร์เซ็นต์  ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในกรดอะมโินภาวะท่ีมีฟีนิลอะลานีนร่วมกบัโพรลีน และ ลวิซีน มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. niger  และ A. 
fumigatus  ได้ประสทิธิภาพสงูสดุ ซึ่ง มีเปอร์เซ็ นต์การยบัยัง้  146.00±0.08 และ 170.00±0.06 เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดบั  เม่ือน าสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 มาตรวจสอบด้วยเทคนิค เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้
บาง เปรียบเทียบกบัสารต้านเชือ้ราออริโอบาซิดนิ เอ (aureobasidin A) พบวา่สารท่ีถกูแยกได้จากสารสกดัสาย
พนัธุ์นีท่ี้มีคา่ Rf เท่ากนักบัออริโอบาซิดนิ เอ มีคา่ Rf เท่ากบั 0.68 บนแผน่ TLC และยงัพบสารท่ีแตกตา่งกนัอีก 2 
ต าแหน่ง มีคา่ Rf เท่ากบั 0.45 และ 0.59 จากนัน้น าสารสกดับริเวณท่ีมีคา่ Rf เท่ากบัออริโอบาซิดนิ เอ มาวเิคราะห์
โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บางอีกครัง้ และท าการวเิคราะห์เพิม่เตมิด้วยเทคนิค High Performance Liquid 
Chromatography เทคนิค Spectrophotometry เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry และเทคนิค 1H-
Nuclear Magnetic Resonance ผลการทดลองพบวา่ A. pullulans NRRL 58536 ผลติสารต้านเชือ้ราท่ีมีผลการ
วเิคราะห์สอดคล้องกบัสารต้านเชือ้ราออริโอบาซิดนิ เอ 
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Determination of antifungal agents from 10 tropical strains of Aureobasidium pullulans  

including Deenarn 001 BCU, Deenarn 003 BCU, Deenarn 008 BCU, Deenarn 007 BCU, Deenarn 009 
BCU, NRRL 58514, NRRL 58536, NRRL 58516, NRRL 58517 and NRRL 58520 was investigated.  All 
strains were cultivated for antifungal agent production and the extracts were pretested for antifungal 
activity against 4 pathogenic Aspergillus spp. (A. flavus, A. niger, A. fumigatus, A. terreus) using well 
diffusion method and conidial germination inhibition assay.  The extract from A. pullulans NRRL 58536 
showed the most efficient inhibitory activities against all 4 Aspergilli.  This strain was selected to enhance 
antifungal agent production using carbon source optimization including glucose and sucrose at the 
concentrations of 1.5, 2.0 and 2.5% (w/v). The most effective extract was obtained from A. pullulans 
NRRL 58536 grown in 2.5% (w/v) of glucose by exhibiting inhibitory activities against all 4 Aspergilli with 
percent inhibition of 75.00±0.00, 60.00±0.05, 60.00±0.00 and 50.00±0.00 percent for A. flavus, A. niger, 
A. fumigatus and A. terreus, respectively.  A. pullulans NRRL 58536 was further subjected for studying 
the effect of amino acid on atifungal agent production.  The highest antifungal activities against A. flavus 
was obtained from crude extract of A. pullulans NRRL 58536 under the condition of Phenylalanine plus 
Leucine with percent inhibition of 175.00±0.05 percent while the condition of Proline plus Leucine gave 
the highest antifungal activities against A. terreus with percent inhibition of 120.00±0.01 percent.  The 
condition of Phenylalanine plus Proline and Leucine gave the highest antifungal activities against A. 
niger and A. fumigatus with percent inhibition of 146.00±0.08 and 170.00±0.06 percent respectively.  
The extract of A. pullulans NRRL 58536 was analyzed using Thin Layer Chromatography (TLC) with 
aureobasidin A (Ab A) as a comparative standard.  The Rf values as 0.68 of A. pullulans NRRL 58536 
crude extract was corresponded to that of Ab A observed on TLC plate and two spots of other 
compounds with different Rf values (0.45 and 0.59) were revealed. The extract containing similar Rf with 
that of Ab A was further analyzed using TLC, High Performance Liquid Chromatography, 
Spectrophotometry, MALDI-TOF Mass Spectrometry and 1H-Nuclear Magnetic Resonance techniques.  
The results showed that A. pullulans NRRL 58536 produced the antifungal agent with characters 
corresponded to that of Ab A. 
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บทที่  1 
 

บทน า 
 

ในปัจจุบนั โรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้ราจดัเป็นปัญหาทางสาธารณสขุท่ีส าคญั  โดยเฉพาะ
อยา่งยิ่ง  ผู้ ป่วยโรคเอดส์  และในกลุม่ผู้ ป่วยท่ีใช้ยากดภมิูคุ้มกนั เช่น ผู้ ป่วยโรคมะเร็ง  ผู้ ป่วยท่ีมี
ความผิดปกติในระบบภมิูคุ้มกนั  และผู้ ป่วยท่ีมีการผา่ตดัเปลี่ ยนถ่ายอวยัวะ  เป็นต้น  โรคติดเชือ้รา
ยงัอาจพบได้ในผู้ ป่วยห้องอภิบาลผู้ ป่วยหนกั (ICU) ซึง่ใช้ยาต้านจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิกว้างในการรักษาเป็น
ระยะเวลานาน  นอกจากนีย้งัพบวา่ผู้ ป่วยซึง่เป็นโรคติดเชือ้ราทัว่ร่างกายนัน้รักษาได้ยาก  ยาท่ีนิยม
น ามาใช้รักษาโรคติดเชือ้ราในปัจจุบนัมีหลายชนิด  เช่น  แอมโฟเทอริซิน บี (amphotericin  B)  ฟล-ู
ไซโตซิน  (flucytocin)  และยาในกลุม่เอโซล  (azole)  เป็นต้น  อยา่งไรก็ตามยาทัง้หมดท่ีกลา่วมา
นัน้ยงัไม่พบวา่มียาชนิดใดท่ีให้ผลการรักษาในระดบัท่ีนา่พอใจ  ทัง้ในด้านประสทิธิภาพในการรักษา
ท่ีครอบคลมุโรคติดเชือ้ราได้หลากหลายชนิด  ความเป็นพิษตอ่ร่างกาย  หรือโอกาสท่ีเชือ้จะดือ้ยา 
(พรรณกร อ่ิมวิทยา , 2538) ยาท่ีวงการแพทย์ใช้เป็นยามาตรฐานในการรักษาโรคเชือ้ราคือ แอมโฟ-
เทอริซิน บี (amphotericin  B)  ซึง่มีความสามารถในด้านการท าลายเซลล์ของเชือ้ราที่มีการเจริญ
พนัธ์ุและเซลล์ท่ีอยูใ่นระยะพกั  แตย่งัมีปั ญหาด้านสารพิษตกค้างในหลอดเลอืดด า (พรรณกร อ่ิม
วิทยา และ นนัทจกัร เกรันพงศ์ , 2543) ยาฟลไูซโตซินมีขอบเขตการต้านเชือ้ราที่แคบกวา่แอมโฟเท-
อริซิน บี  สว่นยาในกลุม่เอโซ ลนัน้มีพิษน้อยกวา่แอมโฟเทอริซิน บี และมีประสทิธิภาพในการรักษา
คอ่นข้างดี (Georgopapadakou และ Walsh, 1994, 1996) แตพ่บวา่มีการดือ้ของเชือ้ราตอ่ยาใน
กลุม่เอโซล (Hitchcock, Pye และ Troke, 1933) จากปัญหาที่กลา่วมาข้างต้นประกอบกบัยาต้าน
เชือ้ราที่ใช้อยูใ่นปัจจุบนัยงัมีไม่เพียงพอตอ่ความต้องการ  ดงันัน้การค้นคว้าและพั ฒนายาหรือสาร
ต้นแบบใหม่ๆ  ท่ีมีโครงสร้างและกลไกการออกฤทธ์ิท่ีแตกตา่งจากยาต้านเชือ้ราท่ีใช้กนัอยูใ่นปัจจุบนั  
จึงมีความส าคญัและจ าเป็นอยา่งยิ่งตอ่การพฒันาเพื่อให้ได้ยาท่ีมีประสทิธิภาพท่ีดี  มีความเจาะจง
ตอ่เชือ้รา  ผลข้างเคียงต ่า  และมีปัญหาการดือ้ยาน้อย  โดยค าดหวงัวา่สารต้นแบบกลุม่ใหม่ท่ีมี
โครงสร้างทางเคมีและกลไกการออกฤทธ์ิท่ีแตกตา่งไปจากยาต้านเชือ้ราเดิมนีจ้ะสามารถออกฤทธ์ิ
ต้านเชือ้ราที่ดือ้ตอ่ยากลุม่ท่ีใช้ในปัจจุบนัได้ นอกจากนีก้ารค้นหาและพฒันาสารต้านเชือ้ราใหม่ๆ 
ต้องค านงึถึงการออกฤทธ์ิท่ีจ าเพาะเจาะจงตอ่เชือ้รา โดยให้มีผลกระทบตอ่มนษุย์น้อยท่ีสดุ 

ในปี ค.ศ. 1991  Takesako  และคณะสามารถสกดัสารต้านเชือ้ราชนิดใหม่ได้  และให้ช่ือ
วา่ ออริโอบาซิดิน (aureobasidins) โดยสกดัจาก Aureobasidium  pullulans  สายพนัธ์ุ R106  ซึง่
สารที่สกดัได้เป็นสารในกลุม่เดปซิเปปไทด์แบบวงแหวน  (cyclic  depsipeptide) ประกอบด้วยกรด

แอลฟาอะมิโน (-amino acid) 8 ชนิด และกรดไฮดรอกซีล (hydroxyl acid) 1 ชนิด ออริโอบาซิดิน  
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มีโครงสร้าง 18 ชนิด จ าแนกเป็นชนิด A ถึง R โดยแตล่ะชนิดจะมีองค์ประกอบทางโครงสร้าง
แตกตา่งกนัเพียงไม่ก่ีต าแหนง่ น า้หนกัโมเลกลุเฉลีย่โดย ทัว่ไปประมาณ 1,070-1,148 ดาลตนั 
ลกัษณะเป็นผงไม่มีส ีจุดเดือดประมาณ 155-157 องศาเซลเซียส มีสตูรโมเลกลุคือ C60H92N8O11 
(Takesako และคณะ, 1991)  

ออริโอบาซิดิน เอ เป็นสารต้านเชือ้ราที่มีประสทิธิภาพสงูในขัน้ทดลอง (in vitro) มีกลไกการ
ออกฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไอพีซี ซินเทส (IPC synthase) ซึง่มีผลไปยบัยัง้การสงัเคราะห์
สฟิงโกลปิิดท่ีเป็นสว่นประกอบส าคญัของเยื่อหุ้มเซล ล์ท่ีพบได้ทัง้ในสตัว์และเชือ้รา  (คณาวรรณ 
พจนาคม , 2544) และแสดงผลการยบัยัง้เชือ้ราที่ก่อโรคหลายชนิด เช่น Candidia albicans, 
Cryptococcus  neoformans และ  Aspergillus  spp. บางสายพนัธ์ุ   และมีความเป็นพิษต ่าใน
การทดลองกบัสตัว์ทดลอง รวมทัง้การทดลองยาชนิดนีจ้ะท าลายเฉพาะเซลล์ท่ีก าลงัเจริญพนัธ์ุของ 
C.  albicans นอกจากนีอ้อริโอบาซิดินไม่ได้มีผลตอ่การยบัยัง้การผลติ DNA, RNA หรือโปรตีนอ่ืนๆ 
และไม่มีผลในการลดการผลติสารประกอบกลโูคสตา่งๆในเซลล์ ผลดงักลา่วแสดงให้เห็นวา่กลไก
การท างานของออริโอบาซิดิน มีความแตกตา่งจาก แอมโฟเทอริซิน บี และสารตอ่ต้านเชือ้ราชนิด
อ่ืนๆ (พรรณกร อ่ิมวิทยา  และ นนัทจกัร เกรันพงศ์ , 2543) ดงันัน้จึงต้องมีการศกึษาและ พฒันา
เพื่อให้ได้ยาต้านเชือ้ราที่มีประสทิธิภาพท่ีดีตอ่ไป 

A. pullulans เป็นเชือ้ราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) ท่ีมีแหลง่ท่ีอยูท่ี่หลากหลายใน
ธรรมชาติ เช่น บนผิวใบพืชและผลไม้ , ในดิน หรือตามผนงัห้องน า้ เป็นต้น (Ramos และ Acha, 
1975; Prasongsuk และคณะ, 2005) A. pullulans พบได้ในแถบประเทศเขตร้อน เช่น บราซิล
อินเดีย มาเลเซีย และจาไมกา นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่สามารถคดัแยก A. pullulans ได้จากใน
พืน้ท่ีร่มของกรุงเทพมหานคร และป่าสนเขาในประเทศไทย (Punnapayak และคณะ, 2003) 

นอกจาก A. pullulans สามารถสร้างสารต้านเชือ้ราได้แล้ว ยงัมีความส าคญัในการผลติสาร
หลายชนิดท่ีมีประโยชน์ตอ่อุตสาหกรรม เช่น พอลเิมอร์ชีวภาพ ท่ีเรียกวา่ พู ลลแูลน (pullulan) ซึง่
เป็นพอลแิซคคาไรด์ท่ีหลัง่ออกมานอกเซลล์ (Prasongsuk และคณะ, 2005) 

Lotrakul และคณะ (2009) ได้รายงานถึงการคดัแยก  A. pullulans จากห้องน า้ บริเวณ
ตา่งๆของกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  ซึง่เป็นพืน้ท่ีท่ีมีความชืน้สงู และเป็นแหลง่ท่ีอยูข่องเชือ้รา
หลายช นิดด้วยกนั จึงเป็นท่ีนา่สนใจวา่ เชือ้  A. pullulans ท่ีพบบริเวณผนงัห้องน า้ นา่จะมี
ความสามารถผลติสารต้านเชือ้ราชนิดอ่ืนได้เพื่อประโยชน์ในการอยูร่อด   โดยสามารถคดัแยก  A. 
pullulans ได้จ านวน 10 ไอโซเลต และท าการผลติสารต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp. 
ซึง่พบวา่เชือ้ A. pullulans จ านวน 4 ไอโซเลต สามารถผลติสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้ราในกลุม่ 
Aspergillus spp. ได้แตกตา่งกนั แตใ่นงานวิจยันีย้งัมีข้อจ ากดัใน เร่ืองของปริมาณสารต้านเชือ้ราที่
ผลติได้ยงัมีปริมาณน้อย 
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ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงมุ่งท าการผลติสารต้านเชือ้ราจากเชือ้ A. pullulans สายพนัธ์ุเขต
ร้อนท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย หาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลติสารต้านเชือ้รา ท าสารต้านเชือ้ราให้
มีความบริสทุธ์ิบางสว่น และวิเคราะห์โครงสร้างของสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ ซึง่อาจน าไปสูก่าร
พฒันาเพื่อน าไปผลติยาต้านเชือ้ราที่มีประสทิธิภาพท่ีดีตอ่ไป   

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 1. เพื่อท าการตรวจหาสารต้านเชือ้ราจาก A. pullulans สายพนัธ์ุเขตร้อน 

2. เพื่อหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลติสารต้านเชือ้ราจาก A. pullulans สายพนัธ์ุเขตร้อน 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ได้ภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลติสารต้านเชือ้ราจาก A. pullulans สายพนัธ์ุเขตร้อน   

 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 
เชือ้รา Aureobasidium pullulans 

Aureobasidium pullulans เป็นเชือ้ราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) เดิมมีการจดัจ าแนก
อยูใ่น Class Deuteromycetes (Fungi imperfecti) Order Moniliales Family Dermatiacae 
(Cooke, 1959; Ramos และ Acha, 1975) มีช่ือเรียกหลายช่ือด้วยกนั เช่น Pullularia pullulans, 
Dermatium pullulans, A. vitis, P. fermentans เป็นต้น (Cooke, 1959; Ramos และ Acha, 1975; 
Hermanides-nijhof, 1977)  A. pullulans มีช่ือสามญัวา่ “ยีสต์ด า” (Black yeast) เน่ืองจากสามารถ
ผลติเม็ดสเีมลานิน (melanin pigment) ได้ในระหวา่งการเจริญ ท าให้โคโลนีมีสดี า   A. pullulans  มี
รูปร่างได้หลายลกัษณะ เช่น บลาสโตสปอร์ (blastospore)  เซลล์พอง (swollen cell)  คลาไมโดสปอร์ 
(chlamydospore)  เส้นใยแท้  (hyphae) หรือ เส้นใยเทียม  (pseudohyphae) เป็นต้น (Ramos และ 
Acha, 1975) ปัจจุบนัมีการจดัจ าแนก A. pullulans ไว้ ดงันี  ้ (Yurlova และคณะ, 1999; De Hoog 
และคณะ, 1999) 

 
Kingdom   Fungi 

  Phylum  Ascomycota   
    Class   Dothideomycetes 
          Order   Dothideales  
                  Family   Dothideaceae     
                        Genus   Aureobasidium 
                              Species   Aureobasidium pullulans    
 

การจดัจ าแนก A. pullulans แตเ่ดิมนัน้ ใช้หลายวิธีประกอบกนั ทัง้ทางสณัฐานวิทยา และสรี -
รวิทยา เช่น ลกัษณะของโคโลนี และลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์ (Hermanides-nijhof, 1977)  
การใช้แหลง่อาหารตา่งๆกนั (Substrate utilization) การสร้างเมลานิน (Dennis และ Buhagiar, 
1973)  การสร้างโคนิเดีย (conidiogenesis)  ภาวะการสร้างพอลแิซคคาไรด์ (De Hoog และ Yurlova, 
1994) และลกัษณะของเส้นใย (Takeo และ De Hoog, 1991) เป็นต้น ในปัจจุบนัได้ มีการน าเทคนิค
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ทางชีววิทยาโมเลกลุมาใช้ร่วมในการจดัจ าแนก ซึง่ท าให้การจดัจ าแนกมีความสะดวกขึน้ สามารถ
แยกความแตกตา่งได้ในระดบัชนิด (species) เทคนิคท่ีนิยมใช้ ได้แก่ การเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอ -
ไทด์บริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal transcribed spacer (ITS) (Yurlova และคณะ, 1999; 
Punnapayak และคณะ, 2003)   
ลักษณะของโคโลนี และสัณฐานวิทยาของ A. pullulans  

เม่ือ A. pullulans เจริญเติบโตบนอาหารกึ่งแข็ง Malt extract agar (MEA) เป็นเวลา 7 วนั 
โคโลนีของ A. pullulans จะมีเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 40 มิลลเิมตร ลกัษณะโคโลนีเรียบ และเป็น
เมือก มีสคีรีมหรือชมพใูนระยะแรกท่ีเลีย้ง เม่ือเวลาผา่นไปโคโลนีอาจเปลีย่นเป็นสเีข้มขึน้หรือ
เปลีย่นเป็นสอ่ืีน เช่น สเีขียวมะกอก สแีดง เหลอืง น า้ตาลอ่อน และด า เป็นต้น มีเส้นใยสัน้ๆ ขึน้รอบๆ
โคโลนี  ลกัษณะของเส้นใยเรียบ โป ร่งใส เห็นผนงักัน้ชดัเจน  ความกว้างเส้นใยประมาณ 3-12 
ไมโครเมตร  เม่ือเลีย้งนานขึน้อาจเปลีย่นเป็นสเีข้ม และมีผนงัเซลล์หนาขึน้ เรียกวา่เป็น คลาไมโด
สปอร์ (chlamydospore)  มีการสร้างโคนีเดียจากภายใน (endoconidia)  ด้านข้าง หรือปลายของเส้น
ใย  (Hermanides-nijhof, 1977) 

ลกัษณะโคนิเดียปฐมภมิู (primary conidia) เป็นเซลล์เด่ียว คอ่นข้างกลม โปร่งใส ผนงัเรียบ 
มีรูปร่างหลากหลายและมีขนาดแตกตา่งกนั มกัสร้างโคนิเดียทติุยภมิู (secondary conidia) ขนาดเลก็ 
หรือ budding cell โดยอาจสร้าง  secondary conidia ขนาดเลก็หลายเซลล์โดยยั งติดอยูก่บัเซลล์แม่ 
มีรูปร่างคล้ายกบันิว้มือ และเม่ือ secondary conidia หลดุออกไป ในบางเซลล์อาจปรากฏแผลจาก
การหลดุออกของโคนิเดีย (bud scar) (Hermanides-nijhof, 1977; Domsch และคณะ, 1993) 
นิเวศวิทยาของ A. pullulans  

A. pullulans เป็นเชือ้ราที่มีแหลง่ท่ีอยูห่ลากหลายในธรรมชาติ สามารถพบได้ทัว่ไป บนผิวใบ
พืชและผลไม้  ดิน (Ramos และ Acha, 1975)  เศษฟาง หญ้าแห้ง (Cooke, 1959) หรือในสถานท่ีท่ีมี
ความชืน้สงู เช่น ผนงัห้องน า้ (Prasongsuk และคณะ 2005) หรือแม้แตใ่นฟองน า้ทะเล (Shigemori 
และคณะ, 1998)  A. pullulans ยงัสามารถพบได้ทัง้ในแถบประเทศเขตร้อน เช่น บราซิล  อินเดีย  
มาเลเซีย และจาไมกา แถบประเทศเขตอบอุ่น เช่น เยอรมนี แคนาดา เดนมาร์ก เนเธอร์แลนด์ 
ออสเตรีย องักฤษ และสหรัฐอเมริกา หรือในเขตแห้งแล้ง เช่น อียิปต์ อิรัก ปากีสถาน และ อฟัริกาใต้ 
(Deshpande  Rale และ Lynch, 1992)   ส าหรับในประเทศไทย มีรายงานวา่สามารถคดัแยก A. 
pullulans ได้จากเขตกรุงเทพมหานคร และป่าสนเขาในประเทศไทย  (Punnapayak และคณะ, 2003)  
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การประยุกต์ใช้ประโยชน์จาก A. pullulans 
A. pullulans มีความส าคญัตอ่อุตสาหกรรมอยา่งยิ่ง เพราะสามารถผลติเอนไซม์ เช่น อะ -

ไมเลส เพคติเนส และ ไซแลนเนส และมีการใช้ประโยชน์จาก A. pullulans ในการผลติ โปรตีนเซลล์
เดียว (single cell protein) (Deshpande และคณะ, 1992)   นอกจากนี ้A. pullulans สามารถผลติ
พอลเิมอร์ชีวภาพ ท่ีเรียกวา่ พลูลแูลน (pullulan) ซึง่เป็นพอลแิซคคาไรด์ท่ีหลัง่ออกภายนอกเ ซลล์ขณะ
เพาะเลีย้ง พลูลแูลน ประกอบด้วยน า้ตาลมอลโตไตรโอส หรือ มอลโตเตตระโอสตอ่กนัด้วยพนัธะ

แอลฟา 1, 6 (-1, 6 linkages) (รูปท่ี 1) (Leather, 2003)  
ในอดีต A. pullulans ถกูแบง่ออกเป็น 2 varieties คือ A. pullulans var. pullulans ซึง่โคโลนี

เป็นสคีรีม ชมพ ูเหลอืง หรือน า้ตาลอ่อน หลงัจากเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ MEA เป็นเวลา 3 สปัดาห์ 
และ A. pullulans var. melanigenum ซึง่โคโลนีจะกลายเป็ นสเีขียวเข้ม หรือด า เน่ืองจากมี เส้นใยสี
เข้ม (dark hyphae) (Hermanides-nijhof, 1977) 

Yurlova และคณะ (1996) ได้ใช้เทคนิคทางชีวโมเลกลุมา ช่วยในการจดัจ าแนก A. pullulans 
และได้เสนอการจ าแนกเป็น variety ใหม่คือ A. pullulans var. aubasidani  ซึง่ A. pullulans var. 
aubasidani  นีส้ามารถผลติพอลแิซคคาไรด์ท่ีมีโครงสร้างคล้ายพลูลแูลน เรียกวา่ ออบาซิแดน  
(aubasidan)ได้ ซึง่ออบาซิแดนนัน้เป็นกลแูคน (glucan) ท่ีตอ่กนัด้วยพนัธะ แอลฟา 1,4  บีตา 1,6  
และ บีตา 1,3 ไกลโคซิดิก (Yurlova และ De Hoog, 1997)  นอกจากนี ้ Yurlova และคณะยงัได้รวม
สอง varieties ท่ีมีอยูเ่ดิมเข้าด้วยกนั เป็น variety เดียวคือ  A. pullulans var. pullulans  โดย A. 

pullulans var. aubasidani ไม่สามารถใช้ เมลธิลแอลฟาดีกลโูคส (methyl--D-glucose) และ แลค
โตส (lactose) เป็นแหลง่คาร์บอนได้ ซึง่ตา่งจาก  A. pullulans var. pullulans ท่ีสามารถใช้แหลง่
คาร์บอนทัง้สองได้ ซึง่ความแตกตา่งดงักลา่วนี ้ สามารถน ามาใช้ระบุชนิดของ variety  ของ A. 
pullulans ได้ในเบือ้งต้น  
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รูปท่ี 1 โครงสร้างของพลูลแูลน (Leather, 2003)         
                              
ออริโอบาซิดิน (Aureobasidins) 

ออริโอบาซิดิน  (aureobasidins) เป็นสารกลุม่เดปซิเปปไทด์แบบวงแหวน (cyclic 

depsipeptide) ท่ีผลติได้จากยีสต์ A. pullulans  ประกอบด้วยกรดแอลฟาอะมิโน (-amino) 8 ชนิด 
และกรดไฮดรอกซิล (hydroxyl acid) 1 ชนิด ออริโอบาซิดิน มีโครงสร้าง 18 ชนิด จ าแนกเป็นชนิด A 
ถึง R โดยแตล่ะชนิดจะมีองค์ประกอบทางโครงสร้างแตกตา่งกนัเพียงไม่ก่ีต าแหนง่ (รูปท่ี 2) 
(Takesako และคณะ, 1991; Ikai, Shiomi และคณะ, 1991) 
 

                  
 
รูปท่ี 2 โครงสร้างของ ออริโอบาซิดิน โครงสร้าง A ถึง R (Ikai, Shiomi และคณะ 1991) 
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MePhe = N-methylphenylalanine, all = alloisoleucine , MeVal = N-methylvaline 
βHOMeVal = β-Hydroxy-N-methylvaline, Val = valine ,  Phe = Phenylalanine, Leu = Leucine 

N. βMeAsp = N,β-dimethylaspartic acid, HOMeVal = -Hydroxy-N-methylvaline 
DH3. 4MeVal = 2,3-didehydro-N-methylvaline 

ออริโอบาซิดินทัง้ 18 โครงสร้างนัน้ โครงสร้าง A เป็นโครงสร้างที่พบมากท่ีสดุ (รูปท่ี 2) และมี
ประสทิธิภาพสงูสดุในการยบัยัง้เชือ้ราที่ก่อโรคหลายชนิด (Takesako และคณะ , 1991 ;1993) มี
ประสทิธิภาพสงูทัง้ในขัน้หลอดทดลอง (in vitro) และในสตัว์ทดลอง (in vivo) (Kurome และคณะ, 

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 HOMeVal 
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 
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1996) (ตารางท่ี 1) โดยแสดงผลการยบัยัง้เชือ้รา เช่น Candida spp., Cryptococcus 
neoformans, Histoplasma capsulatum, Blastomyces  dermatitidis และ Aspergillus spp. บาง
สายพนัธ์ุ  แตแ่สดงผลยบัยัง้ได้น้อยใน  A. fumigatus  และ A. flavus (Takesako และคณะ, 1991; 
1993; Zhong, Jeffries และ Georgopapadakou, 1996) โดย ออริโอบาซิดิน เอ มีความเป็นพิษต ่าใน
การทดลองกบัสตัว์ทดลอง นอกจากนีย้งัพบวา่ออริ โอบาซิดิน เอ จะท า ลายเฉพาะเซลล์ท่ีก าลงัเจริญ
พนัธ์ุของ    C. albicans โดยไม่มีผลกระทบตอ่เซลล์ท่ีอยูใ่นระยะพกั ออริโอบาซิดิน เอ ไม่ได้มีผลตอ่
การยบัยัง้การผลติ DNA  RNA หรือโปรตีนอ่ืนๆ ไม่มีผลในการลดการผลติสารประกอบกลโูคสตา่งๆใน
เซลล์ ผลดงักลา่วแสดงให้เห็นวา่ กลไกการท างานของออริโอบาซิดิน มีความแตกตา่งจากแอมโฟเทอริ-
ซิน บี และสารตอ่ต้านเชือ้ราชนิดอ่ืนๆ (Endo และคณะ, 1997)  

 
รูปท่ี 3 โครงสร้างของ Aureobasidin A (Takesako และคณะ, 1993) 

 
 ออริโอบาซิดิน เอ มีกลไกการออกฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไอพีซีซินเทส (IPC 

synthase) ซึง่มีผลไปยบัยัง้การสงัเคราะห์สฟิงโกลปิิด ท่ีเป็นสว่นประกอบท่ีส าคญัของเยื่อหุ้มเซลล์ท่ี
พบได้ทัง้ในสตัว์และเชือ้รา (Nagiec และคณะ, 1997)  

อยา่งไรก็ดี พบวา่ในการยบัยัง้การท างานของไอพีซี ซินเทสของออริโอบาซิดินเอ ไม่มีผลไป
ยบัยัง้การสงัเคราะห์สฟิงโกลปิิดในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม (รูปท่ี 4)  
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รูปท่ี 4 วิถีการสงัเคราะห์สฟิงโกลปิิดในสตัว์และเชือ้รา (Zhong และคณะ, 2000) 
 
เน่ืองจากยาต้านเชือ้ราที่ใช้กนัอยู่ ในปัจจุบนั ล้วนมีข้อจ ากดัในการรักษาทัง้สิน้ ทัง้ในแงข่อง

ประสทิธิภาพในการรักษา การมีผลข้างเคียงตอ่ผู้ ป่วย ห รือโอกาสท่ีเชือ้จะดือ้ย า ท าให้ ออริโอบาซิดิน 
เอ นัน้ เป็นท่ีนา่สนใจอยา่งยิ่งที่จะน ามาพฒันาเป็นยาต้านเชือ้ราชนิดใหม่ เน่ืองจากมีข้อดีหลาย
ประการ ทัง้ในด้านประสทิธิภาพในการรักษา (ตารางท่ี1) และการไม่มีผลข้างเคียงในสตัว์ทดลองดงัท่ี
กลา่วมาข้างต้น 
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ตารางท่ี 1 ฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้เชือ้ราของ ออริโอบาซิดิน เอ เม่ือเปรียบเทียบกบั แอมโฟ- 
เทอริซิน บี (Takesako และคณะ, 1993) 
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ยาส าหรับรักษาโรคติดเชือ้รา 
 ยาท่ีใช้รักษาโรคติดเชือ้ราที่วงการแพทย์นิยมใช้เป็นมาตรฐานในการรักษา คือ  แอมโฟเทอริ -
ซิน บี (amphotericin B) ฟลไูซโตซิน  (flucytosine) และยาในกลุม่เอโซล (asole) เช่นไมโคนาโซล 
(miconazole) คีโตโคนาโซล  (ketoconazole) ไตรเอโซล (triazoles) และ ฟลโูคนาโซล 
(fluconazoles) เป็นต้น 
 1. แอมโฟเทอริซิน บี  

เป็นยากลุม่ พอลอีีน (polyenes) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีฤทธ์ิกว้ างในการรักษา มีแมคโครไลด์
(macrolide) เป็นสารประกอบ โดยตวัยาจะร วมกบัสเตอรอล (sterols) โดยเฉพาะ เออโกสเตอรอล 
(ergosterols) ซึง่อยูใ่นเยื่อหุ้มเซลล์ของเชือ้รา ท าให้เซลล์สญูเสยีสภาพเกลอืแร่ เน่ืองจากมีการร่ัวไหล
ของ โปแตสเซียม และแมกนีเซียม (Gentry, 1990) แอมโฟ เทอริ ซิน บี ไม่ละลายน า้และจากการ
รับประทานจะดดูซมึได้ไม่ดี จึงต้องให้ยาทางหลอดเลอืดด า ซึง่ ท าให้เกิดมีสารตกค้างที่หลอดเลอืดด า
(Gold และคณะ, 1956) 
 2. ฟลไูซโตซิน 

ยากลุม่นีท่ี้น ามารักษาโรคเชือ้ราคือ 5-fluorocytosine ละลายน า้ได้ดี สามารถรับประทานได้ 
เม่ือเข้าสูร่่างกายแล้วจะผา่นเข้าไปในเซลล์ราซึง่เอนไซม์ cytosine deaminase จะเปลีย่นยาให้เป็น 5-
fluorouracil  มีฤทธ์ิยบัยัง้การสงัเคราะห์ RNA ท าให้เซลล์ตาย นอกจากนีย้งัถกูเปลีย่นเป็น 5-fluoro-
2’-deoxyuridylic ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ thymidylate synthase มีฤทธ์ิยบัยั ง้การสงัเคราะห์ 
DNA ข้อดีของยาคือ cytosine deaminase ในร่างกายคนมีจ านวนน้อยมาก หรือไม่มี จึงมีฤทธ์ิเฉพาะ
กบัเชือ้รา  แตย่งัมีขอบเขตการต้านเชือ้ราที่น้อยกวา่แอมโฟเทอริซิน บี (Waldorf และ Polak, 1983) 
 3. ยากลุม่เอโซล   

ยากลุม่นีมี้ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ cytochrome demethylase ท าให้เชือ้ราสร้าง เออโกสเตอรอล
ไม่ได้ ท าให้เกิดการสะสมของฟอสโฟลปิิดในเซลล์ ท าให้เซลล์ตาย มีฤทธ์ิฆา่เชือ้ราช้ากวา่กลุม่พอลอีีน 
แตมี่พิษน้อยกวา่แอมโฟเทอริซิน บี และมีประสทิธิภาพในการรักษาคอ่นข้างดี (Georgopapadakou 
และ Walsh, 1994, 1996) แตก็่พบวา่มีการดือ้ของเชือ้ราตอ่ยาในกลุม่เอโซล (Hitchcock และคณะ, 
1993)  
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เชือ้รากลุ่ม Aspergillus  species 
ลักษณะทางสันฐานวิทยา 

ลกัษณะรูปร่างเป็นเส้นใย ท่ีแตกแขนงและมีผนงักัน้ แตล่ะสว่นท่ีกัน้แล้วมีนิวเคลยีสหลายอนั 
โคนิดิโอฟอร์เกิดจากฟูตเซลล์ (foot cell) โคนิดิโอฟอร์อาจมีผนงักัน้หรือไม่มีก็ได้ ท่ีสว่นปลายของโคนิดิ
โอฟอร์จะโป่งออกเป็นเวสซิเคิล (vesicle)  และมีสว่นท่ียื่นออกมาเป็นสเตอริกมา  (sterigma) ซึง่อาจมี
ชัน้เดียว หรือสองชัน้ก็ได้ โคนีเดียจะถกูสร้างชัน้ภายในสเตอริกมา โ คนิเดียท่ีสร้างขึน้ภายหลงัจะดนั
โคนีเดียอนัแรกๆ ออกมาและยงัติดตอ่กนัอยูจ่ึงเกิดเป็นสายของโคนีเดีย โคนิเดียมีสตีา่งๆ กนั และเป็น
ลกัษณะเฉพาะของเชือ้แตล่ะชนิดสว่นใหญ่ มีสดี า น า้ต าล เขียว (นงลกัษณ์ สวุรรณ พินิจ และ ปรีชา 
สวุรรณพินิจ, 2547) 
ลักษณะทางนิเวศน์วิทยาและการติดต่อ 

เชือ้รา Aspergillus spp. มีประมาณ  600  สายพนัธ์ุ   พบได้บอ่ยท่ีสดุตามสิง่แวดล้อมทัว่โลก  
และพบทัว่ไปตามดิน  ฝุ่ นละอองในอากาศ  กองใบไม้   ใบหญ้าที่เนา่เป่ือย  บริเวณท่ีมีอากาศหนาว   
หรือตามทะเลทราย  Aspergillus สามารถก่อโรคได้กว้างขวางโรคท่ีเกิ ดขึน้เรียกวา่ Aspergillosis  
อาการมีตัง้แตเ่ลก็น้อยจนถึงเป็นสาเหตใุห้ผู้ ป่วยถึงแก่กรรม  (พรรณกร  อ่ิมวิทยา, 2538)  สายพนัธ์ุท่ีมี
ความรุนแรงในการก่อโรคมากท่ีสดุและมีการศกึษาวิจยักนัมาก  คือ Aspergillus  fumigatus  
รองลงมาคือ A. niger, A. flavus, และ A. terreus ตามล าดบั  แตต่ามปกติเชือ้ Aspergillus  เป็นเชือ้
หนึง่ท่ีจดัอยูใ่นกลุม่ราปนเปื้อน  จะไม่ก่อโรคในคนท่ีมีสขุภาพร่างกายแข็งแรงปกติ   ผู้ ท่ีมีโอกาสติดเชือ้
จึงเป็นผู้ ท่ีมีความบกพร่องของภมิูคุ้มกนัของร่างกาย  หรือป่วยด้วยโรคอ่ืนอยูก่่อน  หรือได้รับยากด
ภมิูคุ้มกนั  เช่นผู้ ป่วยท่ีได้รับการผา่ตดั เปลีย่นอวยัวะเป็นต้น  โรค  Aspergillosis  มีได้หลายรูปแบบ  
ได้แก่  แสดงอาการแพ้สปอร์ของรา (Allergic  Aspergillosis)  เชือ้รวมตวัเจริญเป็นก้อนอยูใ่นช่องว่ าง
ภายในร่างกาย (Invasive Aspergillosis)  และเชือ้บุกรุกเนือ้เยื่อตา่ง ๆ  ของร่างกาย  (Aspergilloma)  
นอกจากนีโ้รคติดเชือ้ในช่องหสูว่นนอก(Otomycosis)  ก็พบวา่มีสาเหตจุากราในตระกลู   Aspergillus 
(นงลกัษณ์ สวุรรณพินิจ และ ปรีชา สวุรรณพินิจ, 2547) 
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สาเหตุของเชือ้ราในการก่อให้เกิดโรค 
เชือ้สาเหตขุองโรคมีหลายสปีซีส์  แตเ่ชือ้ท่ีเป็นสาเหตท่ีุรุนแรงท่ีสดุ  ได้แก่ A. fumigatus  

และ A. flavus ร่างกายจะได้รับเชือ้นีโ้ดยการหายใจเอาสปอร์เข้าไป แต่บางรายก็เกิดการติดเชือ้ราใน
ห ูโดยทัว่ไปภมิูคุ้มกนัของร่างกายสามารถที่จะก าจดัเชือ้นีอ้อกจากร่างกายได้ หากร่างกายไม่สามารถ
ก าจดัเชือ้นีอ้อกจากร่างกายก็จะท าใ ห้เกิดการติดเชือ้ได้  ในประเทศไทยจากการตรวจสอบผู้ เสยีชีวิต  
16,219 ราย พบวา่เชือ้ราเป็นสาเหตกุารตายร้อยละ 1 สว่นในสหรัฐอเมริกา Aspergillus เป็นอนัดบัท่ี 
3 ของสาเหตกุารตายของโรคท่ีเกิดจากเชือ้รา (นงลกัษณ์ สวุรรณพินิจ และ ปรีชา สวุรรณพินิจ, 2547) 
 
โรคที่เกิดจากเชือ้รากลุ่ม Aspergillus (นงลกัษณ์ สวุรรณพินิจ และ ปรีชา สวุรรณพินิจ, 2547) 
1. ก่อโรคที่ปอด (Pulmonary  Aspergillosis) 

เกิดจากการสดูดมเชือ้ ราซึง่ อาจเกิดปฏิกิ ริยาภู มิคุ้มกนัมีความไวผิดปกติ  (hypersensitivity)  
ผู้ ป่วยมีอาการหอบหืด (bronchial asthma) นอกจากนีบ้างรายมีปฏิกิ ริยาตอบสนองของเนือ้เยื่อท่ี
ปอดซึง่แบง่ได้เป็น 4 แบบคือ 

1.1 Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis 
    เกิดจากปฏิกิริยาภมิูคุ้มกนัของร่างกายมีความไวผิดปกติตอ่เชือ้ท่ีอยูต่ามหลอดลม เชือ้ไม่บุกรุก

เข้าเนือ้เยื่อของปอด แตจ่ะจบัอยูท่ี่หลอดลม  เยื่อบุหลอดลมอาจแดง และนุม่   เม่ือตรวจเสมหะจะพบ
เชือ้ได้และมกัเป็นเชือ้ A. fumigatus ผู้ ป่วยมีอาการหอบ ไอ มีเสมหะปนเลื อด การใช้ยาฆา่เชือ้ราพน่
เข้าไปในคอของผู้ ป่วยมักไม่ได้ผล จ าเป็นต้องให้ยาพวกสเตียรอยด์ 

1.2 Extrinsic Allergic Alveolitis (Hypersensitivity Pneumonitis) 
     พบได้ในคนท่ีสดูดมโคนิเดียและสายราของเชือ้เข้า ไปเป็นจ านวนมาก เช่น คนงานในโรงกลัน่

สรุา (malt workers lung)  ซึง่เชือ้ท่ีปนเปือ้นมาได้แก่ A. clavatus ปนเปือ้นอยูใ่นข้าวบาร์เลย์ อาการ
เกิดขึน้ประมาณ  6  ชัว่โมง   ภายหลงัการสดูดม   มีอาการไอ   หอบ   มีไข้  หนาวสัน่  ภาพถ่าย รังสี
ปอดพบ diffuse interstitial infiltrate ถ้าผู้ ป่วยยงัคงสดูดมเชือ้ต่อไปจะเกิด granulomatous  disease    

1.3 Invasive Bronchchopulmonary Aspergillosis 
      เกิดจากการสดูดมเชือ้รา  ท าให้เชือ้เข้าไปอยูใ่นหลอดลมและบุกรุกเข้าหลอดเลอืดและเนือ้เยื่อใน
ปอด   มกัเกิดตามหลงัโรคปอดอกัเสบจากเชือ้แบคทีเรีย  ไวรัส  การผา่ตดัปอด  อาจเป็นโรคแทรกซ้อน
ในผู้ ป่วยโรคมะเร็งและโรคเอดส์ นานๆครัง้จะมีรายงานก่อโรคในผู้ ป่วยท่ีไม่มีประวติัการเจ็บป่วยมา
ก่อน   และตรวจไม่พบความบกพร่องทางภมิูคุ้มกนัของร่างกาย 
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        1.4 Aspergilloma 
มกัเกิดขึน้ในรายที่ปอดมีโพรงอยูแ่ล้ว  เช่น  วณัโรคปอด โรคถงุลมโป่งพอง  หลงัปอดบวม  

เชือ้เข้าไปอยูใ่นโพรง ร่างกายมกัไม่มีปฏิกิริยาตอบสนองเรียกกลุม่เชือ้ราที่เข้าไปอยูใ่นโพรงวา่  fungus 
ball มกัพบในผู้สงูอาย ุผู้ ป่วยมีอาการไอ มีเสมหะปนเลอืดเป็นพกัๆ และตรวจพบเชื ้ อ A. fumigatus  
ได้จากเสมหะ  
2. ก่อโรคที่ระบบประสาท (Nervous System Aspergillosis) 
 เป็นผลจากการติดเชือ้ท่ีปอด แล้วเชือ้กระจายเข้ากระแสเลอืด หรือเชือ้บุกรุกจากตา จมกู จาก
การผา่ตดัสมอง  โรคอาจอยูท่ี่สมอง สว่นซีรีบรัม หรือสมอง สว่นซีรีเบลลมั ผู้ ป่วยมีอาการปวดศีร ษะ 
คลืน่ไส้ อาเจียน มีไข้ ชกั ความดนัในลกูตาเพิ่มขึน้ ถ้าเป็นท่ีสมองน้อยจะเสยีการทรงตวั  นอกจากนี ้
โรคอาจอยูท่ี่ไขสนัหลงัเกิดอาการอ่อนแรงของแขนหรือขา แล้วแตต่ าแหนง่ท่ีโรคไปกดเบียด 
3. ก่อโรคที่ผิวหนัง (Cutaneous Aspergillosis) 
 โรคท่ีผิวหนงัเกิดจากการกระจายของเชือ้เข้ากระแสเลอืดหรือในภาวะท่ีผิวหนงัเสยีรูป เช่นถกู
ไฟไหม้ น า้ร้อนลวก ลกัษณะทางคลนิิกอาจเป็นตุม่ ก้อน ท่ีผิวหนงั ผิวหนงัหนา สคีล า้ บางครัง้โรคอาจ
เป็นผ่ืนคนัและปวด ตอ่มากลายเป็นแผลเรือ้รัง 
4. ก่อโรคที่บริเวณ จมูก หู 
 โพรงอากาศบริเวณจมกูมกัพบเชือ้ Aspergillus และท าให้เกิดการอกัเสบ  และยงัมีการ ตรวจ
พบเชือ้ Aspergillus บริเวณหชูัน้นอกในคนท่ีชอบแคะหู ซึง่อาจก่อโรค  otomycosis ผู้ ป่วยจะมีอาการ 
ปวด คนัในห ู
5. ก่อโรคที่ตา 
 ในรายทีผู่้ ป่วยกระจกตามีบาดแผล มกัพบเชือ้ Aspergillus นอกจากนี เ้ชือ้ Aspergillus ท่ีอยู่
ตามธรร มชาติมกัจะตรวจพบได้บริเวณตาของคนปกติ ซึง่อาจก่อโรคกระจกตาอกัเสบ ได้ (mycotis 
keratitis) บางรายก่อโรคในเบ้าตา ซึง่มกักระจายมาจากไซนสั 
6. ก่อโรคที่เล็บ (Onychomycosis) 
 โรคท่ีเลบ็ซึง่เกิดจากเชือ้ Aspergillus มกัมีสนี า้ตาลหรือด า อาจพบจุดขาว (leukonychia) ได้
เนือ้เลบ็จะยุย่ ผิวหนงัข้างๆเลบ็จะไม่พบความผิดปกติ ถ้าขดูมาตรวจด้วยกล้อ งจุลทรรศน์ด้วยน า้ยา
โปแตสเซียมไฮดรอกไซด์ พบสายรามีผนงักัน้ เม่ือน าไปเพาะจะได้เชือ้ท่ีเป็นตวัก่อโรค มีรายงานการ
เกิดโรคท่ีเลบ็จากเชือ้ A. terreus  
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7. ก่อโรคมัยเซโตมา (Mycetoma) 
 ค าวา่มยัเซโตมาหมายถึง พยาธิสภาพท่ีมีการบวมของผิวหนงั  (tumefaction) มีทางไหลออก
ของหนอง  (draining sinus) และมีโคโลนีของเชือ้อยูร่วมกนัเป็นกลุม่ (grain) ถ้าเชือ้ก่อโรคเป็น
แบคทีเรียชัน้สงูเรียกวา่ Actionomycotic mycetoma แต่ถ้าเชือ้ก่อโรคเป็นเชือ้ราเรียกวา่ Eumycotic 
mycetoma (Maduromycotic mycetoma) ทางห้องปฏิบติัการจ าเป็นต้องแยกให้ได้วา่เกิดจากเชือ้
อะไร เพื่อประโยชน์ในการรักษาผู้ ป่วย เพราะการใช้ยาไม่เหมือนกนั  ซึง่เชือ้  Aspergillus เป็นสาเหตุ
หนึง่ท่ีก่อโรค Eumycotic mycetoma 
8. ก่อโรคแพร่กระจาย (Disseminated Aspergillosis) 
 Aspergillus สามารถก่อโรคท่ีอวยัวะใดๆ ก็ได้ เช่น หวัใจ กล้ามเนือ้ ตบัและไต เป็นสาเหตใุห้
ผู้ ป่วยถึงแก่กรรม มกัพบในผู้ ป่วยท่ีภมิูคุ้มกนัของร่างกายต ่า ถ้าตรวจทางพยาธิวิ ทยา พบสายราไม่มีส ี
สายราแตกแขนง  ท ามมุ 45 องศา (dichotomous branching) ประกอบกบัการตรวจพ บกระเปาะ  
เม่ือก่อโรคท่ีอวยัวะภายใน เรียกช่ือโรควา่ systemic hyalohyphomycosis โดยอาศยัสายราไม่มีสเีป็น
หลกั ตอ่เม่ือเพาะเชือ้ขึน้จึงสามารถเรียกช่ือเฉพาะคือ Aspergillosis ได้  
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งานวิจัยเก่ียวกับสารต้านเชือ้ราหรือออริโอบซิดินที่ผลิตได้จาก A. pullulans 
 Takesako และคณะ (1991) ท าการคดัแยกเชือ้ A. pullulans สายพนัธ์ุ R106 และสามารถ
ผลติสารต้านเชือ้ราชนิดใหม่ขึน้มาได้ ช่ือวา่ “ออริโอบาซิดิน ” (aureobasidin) มีโครงสร้าง 18 ชนิด
จ าแนกเ ป็นชนิด A ถึง R ซึง่แตล่ะชนิดจะมีองค์ประกอบแตกตา่งกนัไม่ก่ีต าแหนง่  ซึ่งชนิดท่ีมี
ประสทิธิภาพสงูสดุในการยบัยัง้เชือ้ราก่อโรคคือ ออริโอบาซิดิน เอ (aureobasidin A) โดยสามารถ
ยบัยัง้เชือ้รา ได้ดงันี ้Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, 
Blastomyces dermatitidis และ Aspergillus spp. บางสายพนัธ์ุ 
 Endo และคณะ (1997) ได้ศกึษาฤทธ์ิการยบัยัง้เชือ้ราของออริโอบาซิดิน เอ กบัเชือ้ 
Saccharomyces cerevisiae ซึง่ในการทดลองใช้ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีปริมาณความเข้มข้น 5 
ไมโครกรัม/มิลลลิติร จากผลการทดลองพบวา่จ านวนเซลล์ของเชือ้ราที่ใช้ในการทดสอบเร่ิมลดปริมาณ
ลงหลงัจากท าการบ่ มเป็นเวลา  2-3 ชัว่โมง และพบวา่จ านวนเซลล์จะถกูท าลายไปจนเกือบหมด
หลงัจากท าการบม่เป็นเวลา 5-6 ชัว่โมง โดยกลไกการยบัยัง้เชือ้ราของออริโอบาซิดิน เอ จะมีผลท าให้
เซลล์ของเชือ้รามีการปลดปลอ่ยกรดอะมิโนภายในโครงสร้างออกมา จึงมีผลท าให้โครงสร้างภายใน
เซลล์เชือ้ราถกูท าลายให้สญูเสยีไป 
 Zhong และคณะ (2000) ท าการศกึษาฤทธ์ิการยบัยัง้เชือ้ราของออริโอบาซิดิน เอ กบั
คณุสมบติัท่ีไวตอ่การสงัเคราะห์เอนไซม์ไอพีซี ซินเทส (IPC Synthase) ในเยื่อหุ้มเซลล์ของเชือ้รากลุม่ 
Candida spp. คือ C. albicans, C. glabrata, C. tropicalls, C. parapsilosis และ C. krusei และ
เชือ้รากลุม่ Aspergillus spp. คือ A. fumigatus, A. flavus, A. niger และ A. terreus จากการ
ทดลองพบวา่ออริโอบาซิดิน เอ มีผลตอ่ความไวในการสงัเคราะห์เอนไซม์ไอพีซี ซินเทส (IPC 
Synthase) ของเชือ้รากลุม่ Candida spp. ทัง้ 5 สายพนัธ์ุ และเชื ้อรากลุม่ Aspergillus spp.1 สาย
พนัธ์ุคือ A. terreus ซึง่มีผลท าให้ออริโอบาซิดิน เอ มีประสทิธิภาพดีในการยบัยัง้เชือ้รากลุม่ดงักลา่ว 
 Sonda และคณะ (2005) ได้ศกึษาฤทธ์ิของออริโอบาซิดิน เอ ตอ่เชือ้ปรสติ Toxoplasma 
gondii ซึง่เป็นเชือ้ฉวยโอกาสท่ีมกัจะพบในโรคเอดส์ และผู้ ป่วยท่ีมีระบบภมิูคุ้มกนับกพร่อง  จากการ
ทดลองพบวา่ออริโอบาซิดิน เอ มีผลไปยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไอพีซี ซินเทส  ซึง่จะมีผลไปยบัยัง้
การสงัเคราะห์สฟิงโกลปิิดท่ีเป็นสว่นประกอบท่ี ส าคญัของเยื่อหุ้มเซลล์เชือ้รา จึงมีผลท าให้โครงสร้าง
ภายในของเชือ้ปรสติ T. gondii เกิดการสญูเสยีไป 
 Tanaka และคณะ (2006) ได้ศกึษาฤทธ์ิของออริโอบาซิดิน เอ ตอ่การยบัยัง้การเจริญเติบโต
ของเชือ้ปรสติ Lishmania amazonensis ทัง้การทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) และในสตัว์ทดลอง 
(in vivo) จากการทดลองพบวา่ออริโอบาซิดิน เอ ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ สามารถออกฤทธ์ิ
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ยบัยัง้เชือ้ปรสติ L.amazonensis ได้ 90% เน่ืองจากองค์ประกอบหลกัในการสงัเคราะห์สฟิงโกลปิิด
ในเชือ้ปรสติ L.amazonensis คือ เอนไซม์ไอพีซี ซินเทส ซึง่ออริโอบาซิดิน เอ สามารถยบัยัง้การ
สงัเคราะห์เอนไซม์ไอพีซี ซินเทส ได้ 

Liu และคณะ (2007) ท าการตรวจสอบฤทธ์ิการต้านเชือ้ราของออริโอบาซิดิน เอ กบั เชือ้ราก่อ
โรคพืชทัง้ 5 สายพนัธ์ุได้แก่ Penicillium digitatum, P. italicum, P. expansum, Botrytis cinerea, 
Monilinia fructicola  ทัง้ในการทดลองแบบ ในหลอดทดลอง  (in vitro) และในสตัว์ทดลอง (in vivo) 
จากการทดลองพบวา่ออริโอบาซิดิน เอ สามารถยบัยัง้เชือ้ราก่อโรคพืชทัง้ 5 สายพนัธ์ุได้ โดยลดอตัรา
การงอกของโคนิเดีย (conidia) ท าให้โคนิเดีย (conidia) เกิดการงอกช้าลง ควบคมุการยืดยาวของ เส้น
ใยและชกัน าให้เกิดความผิดปกติของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของไฮฟา (hypha) ของเชือ้รา 

Lotrakul และคณะ (2009) ท าการคดัแยกและจดัจ าแนกเชือ้ รา A. pullulans จากห้อง          
น า้บริเวณตา่งๆของกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  จ านวน 10 ไอโซเลต และพบวา่เชือ้ รา A. 
pullulans จ านวน 4 ไอโซเลต สามารถผลติสารต้านเชือ้ราก่อโรค A. fumigatus, A. flavus และ A. 
terreus ได้ 
 

 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 
อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
                      
อุปกรณ์      บริษัท / ประเทศ 
เคร่ืองเขยา่ (Shaker) รุ่น SPL15     Labcon/The Republic of South Africa 
หม้อนึง่ความดนัไอน า้ (Autoclave)                      Ta Chang Medical Instrument Factory/ Taiwan 
เคร่ืองระเหยภายใต้สญุญากาศแบบหมนุ                                    Tokyo Rikakikai Co., LTD/ Japan 
(Rotary Vacuum Evaporator) รุ่น N-N series                  
แผน่โครมาโตกราฟแบบผิวบางเคลอืบด้วยซิลกิาเจล                                             Merck/ Germany 
(silica gel 60) 
เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) รุ่น PP-50          Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหนง่ รุ่น BL610            Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหนง่ รุ่น TC-205                      Denver Instrument Company/ USA 
ตู้ เข่ียเชือ้แบบ laminar flow รุ่น BV 123                    ISSOC/ Thailand 
ตู้อบ (Hot air oven)                                      Binder / USA 
อุปกรณ์นบัเม็ดเลอืด (Haemacytometer)                                                            Brand/ Germany 
กล้องจุลทรรศน์รุ่น CH 30 RF200                           Olympus/ Japan 
กล้องจุลทรรศน์รุ่น BX-51                 Olympus/ Japan 
เคร่ืองป่ันเหวี่ยงรุ่น Rotofix32                  Hettich/ Germany 
เคร่ืองวดัคา่การดดูกลนืแสง (UV/VIS Spectrophotometer) รุ่น 2800                           Unico/USA 
เคร่ืองวดัคา่การดดูกลนืแสง (UV/VIS Spectrophotometer) รุ่น HP 8453                     Agilent/USA 
เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography รุ่น Prostar                     Varian/ USA 
เคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance       Varian/ USA 
เคร่ือง Mass Spectrometry รุ่น autoflex II        Bruker/ Germany 
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สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 
สารเคมี บริษัท / ประเทศ 
ยีสต์สกดั (Yeast extract)     Difco/ USA 
มอลท์สกดั (Malt extract) Difco/ USA 
กลโูคส (Glucose) Sigma/ USA 
ซูโครส (Sucrose) Carlo Erba Reagent/ Italy 
แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 
โปแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                  Carlo Erba Reagent/ Italy 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O)     Schrlau / Spain 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      Merck/ Germany 
ไอรอน(III) คลอไรด์ (FeCl3.6H2O)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
ซิงค์ซลัเฟต (ZnSO4.7H2O)     May & Baker/ England 
อะซีโตไนไตร (CH3CN)      Ajax Finechem/ Australia 
เอทธิลอะซิเตท (CH3COOC2H5)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
ทวีน 80 (Tween 80)      Fluka/ Switzerland 
ไดเมทธิลซลัฟอกไซด์ (CH3SOCH3)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
เอทธานอล (C2H5OH)       Merck/ Germany 
ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine)                                                     Sigma/ USA 
โพลนี(Proline)                                                                             Fluka/ Switzerland          
ลวิซีน (Leucine)                                                                          Himedia/India 
ออริโอบาซิดิน เอ (Aureobasidin A)                                              Takara/Japan 
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เชือ้จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 

เชือ้ A. pullulans จ านวน 10 สายพนัธ์ุ  ได้แก่ Deenarn 001 BCU, Deenarn 003 BCU, 
Deenarn 007 BCU, Deenarn 008 BCU, Deenarn 009 BCU, NRRL 58514 (Manitchotpisit 001 
BCU), NRRL 58516 (Manitchotpisit 002 BCU), NRRL 58517 (Manitchotpisit 003 BCU), NRRL 
58520 (Manitchotpisit 004 BCU), NRRL 58536 (Manitchotpisit 005 BCU) และ เชือ้รา Aspergilli 
spp. (A. niger, A. flavus, A. fumigatus, A. terreus) จากคลงัเชือ้ของหนว่ยปฏิบติัการวิจยัการใช้
ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

1. ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. pullulans 
น าเชือ้ A. pullulans ท่ีท าการคดัแยกและจดัจ าแนกแล้วจ านวน  10 สายพนัธ์ุ จากคลงัเชือ้ของ

หนว่ยปฏิบติัการ วิจยัการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช  ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิ ทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั   มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว สตูร Yeast  Malt Broth (YMB) (ภาคผนวก ก ) 
น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ  150 รอบตอ่นาที  ท่ีอุณหภมิูห้องเ ป็นเวลา 7 วนั ท าการเตรียม
สไลด์ของเชือ้เพื่อศกึษา รูปร่างและลกัษณะของเซลล์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดย เปรียบเทียบกบั
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ A. pullulans ท่ีอธิบายโดย Domsch และคณะ (1993) De Hoog และ 
Yurlova (1994) และ Hermanides-Nijhof (1997)  

  
2. การผลติสารต้านเชือ้ราจาก A. pullulans (Takesako และคณะ, 1991) 
 2.1 เลีย้งเชือ้  A. pullulans ในอาหารสตูร Seed culture medium (ภาคผนวก ก ) 

น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ  150 รอบตอ่นาที  ท่ีอุณหภมิูห้อง  เป็นเวลา 2 วนั แล้วถ่ายเชือ้
ปริมาตร 1 มิลลลิติร ลงในอาหารสตูร Production I (ภาคผนวก ก) เลีย้งตอ่เป็นเวลา 56 ชัว่โมง จากนัน้
เติมอาหารสตูร Production II (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1/5 ของอาหารสตูร production I ท าการเลีย้งตอ
อีก 78 ชัว่โมง โดยเลีย้งเชือ้ท่ีภาวะเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอุณหภมิูห้อง 

 2.2 เก็บเชือ้ท่ีได้มาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ ท่ีความเร็ว 6,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
น าสว่นตะกอนเซลล์มาบดแล้วสกดัด้วยเอทธานอล (95%) 

 2.3 กรองเซลล์ออกด้วยเคร่ืองกรองสญุญากาศ น าสว่นของเหลวที่ได้ไประเหยด้วย
เคร่ืองกลัน่สญุญากาศ (evaporator) จะเหลอืสว่นสารละลายเลก็น้อย น าไปเติมด้วย เอทธิลอะซิเตท  
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เขยา่ให้เข้ากนัแล้วแยกชัน้ของเอทธิลอะซิเตท ไประเหยด้วยเคร่ืองกลัน่สญุญากาศจนแห้ง    สกดัซ า้    
ด้วยเอทธิลอะซิเตท 3 ครัง้ จะได้สว่นท่ีเหลอืเป็นสว่นของหยดน า้มนัติดอยูท่ี่ข้างขวด 

 2.4 ละลายสารตวัอยา่งด้วยไดเมทธิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) เก็บไว้ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
3. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเชือ้รา 
เชือ้ราก่อโรคท่ีใช้ในการตรวจสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราคือ  A. niger, A. fumigatus, A. 

flavus และ A. terreus โดยน ามาทดสอบฤทธ์ิของสารต้านเชือ้ราท่ีได้ด้วยวิธี  Well diffusion และ 
Conidial germination inhibition assay    

3.1 วิธี Well diffusion (Tachibana และคณะ, 2005) 
   3.1.1 เลีย้งเชือ้ราที่จะใช้ทดสอบในอาหารแข็งเอียง PDA เป็นเวลา 3-4 วนั 
เติม 1% (v/v) tween 80 ในน า้กลัน่ ปริมาตร 1 มิลลลิติร  ลงในหลอดอาหารเพื่อท าสปอร์แขวนลอย
โดยเขี่ยให้สปอร์ของรากระจายตวัใน 1% tween 80 ท าการนบัสปอร์โดยใช้ อุปกรณ์นบัเม็ดเลอืด  

(haemacytometer)  แล้วปรับจ านวนให้ได้ 1106 สปอร์ตอ่มิลลลิติร  
   3.1.2 ดดูสปอร์แขวนลอยท่ีเตรียมได้มา 0.1 มิลลลิติร เกลีย่ลงบนจานเพาะ
เชือ้ท่ีมีอาหารกึ่งแข็ง PDA ให้ทัว่ รอจนแห้ง 
   3.1.3 น าแทง่เจาะ (cork borer) ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง  0.5 เซนติเมตร
เจาะลงบนจานเพาะเชือ้จ านวน 4 ต าแหนง่ โดยในจานเพาะเชือ้เดียวกนัให้หยดสารสกดัปริมาตร 20 
ไมโครลติร ลงในต าแหนง่ท่ี 1 สว่นต าแหนง่ท่ี 2 หยดไดเมทธิลซลัฟอกไซด์  (DMSO) ปริมาตร 20 
ไมโครลติร  ต าแหนง่ท่ี 3 ไม่หยดสารสกดั และต าแหนง่ท่ี 4 หยดด้วยแอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 
0.1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ปริมาตร 20 ไมโครลติร เป็นชุดควบคมุ  
   3.1.4 บม่เลีย้งเชือ้ท่ีอุณหภมิูห้อง เป็นเวลา 3-4 วนั ตรวจดกูารเกิดบริเวณ
ยบัยัง้  (clear zone) ท่ีเกิดขึน้บนจานเพาะเชือ้ วดั เส้นผา่นศนูย์กลาง วงยบัยัง้ของสา รสกดัและสาร
มาตรฐานแอมโฟเทอริซิน บี น าคา่ที่ได้มาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  (% inhibition) วิธีค านวณ
ดงัภาคผนวก ข 
 
  3.2 วิธี Conidial germination inhibition assay (ดดัแปลงจาก  Lavermicocca และ
คณะ, 2000) 
   3.2.1 เตรียมสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราที่ใช้ทดสอบโดย ให้มีจ านวนสปอร์ 

1103 สปอร์ตอ่มิลลลิติร  
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3.2.2 ปิเปตสารสกดัผสมกบัสปอร์แขวนลอยในอตัราสว่น 1:10 ตามล าดบั 

ใน micro well plate น าไปเขยา่ที่อุณหภมิูห้องเป็นเวลา 30 นาที โดยท่ีชุดควบคมุใช้สารละลาย 
DMSO แทนสารสกดั 
   3.2.3 ปิเปตสปอร์แขวนลอยมา 0.1 มิลลลิติร และเกลี่ ยลงบนจานอาหารกึ่ง
แข็ง PDA น าไปบม่ท่ีอุณหภมิูห้องเป็นเวลา 2-3 วนั  
   3.2.4 นบัจ านวนสปอร์ท่ีขึน้บนจานอาหาร ค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การงอก
ของสปอร์ (% germination) และเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ (% inhibition) โดยเทียบกบั
ชุดควบคมุ วิธีค านวณดงัภาคผนวก ข 
 
 4. ศกึษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลติสารต้านเชือ้รา 

ท าการคดัเลอืกเชือ้ A. pullulans ท่ีสามารถผลติสารต้านเชือ้ราได้ประสทิธิภาพสงูสดุจ านวน 1 
สายพนัธ์ุ  โดยพิจารณาจากจ านวนของเชือ้รา Aspergillus spp. ท่ีสารสกดัสามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้ได้ 
เปอร์เซ็นต์การออกฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้รา (% inhibition) และเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์เชือ้รา มา
ท าการหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลติสารต้านเชือ้ราด้วยวิธีดงันี ้

4.1 ศกึษาหาช่วงเวลาที่เหมาะสมตอ่การเจริญเติบโตและการผลติสารต้านเชือ้ราโดยใช้ 
เทคนิค  Spectrophotometry 

  4.1.1 เลีย้งเชือ้ A. pullulans ในอาหารสตูร Seed culture medium เป็นเวลา 
2 วนั น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ีอุณหภมิูห้อง  

4.1.2 ท าการถ่ายเชือ้ปริมาตร 1% ลงอาหารสตูร Production I น าเชือ้มาท า 
การวดัคา่ความขุน่เพื่อศกึษาการเจริญเติบโตของเซลล์โดยใช้  spectrophotometer ท่ีความยาวคลืน่ 
600 นาโนเมตร และท าการนบัจ านวนเซลล์โดยใช้ haemacytometer ท่ีเวลาเร่ิมต้น 0 ชัว่โมง ท าการวดั
คา่ความขุน่และนบัจ านวนเซลล์ทกุ 12 ชัว่โมง ท าการเลีย้งจนถึงเวลา 56 ชัว่โมง  

4.1.3 ท าการเติมอาหารสตูร Production II ปริมาตร 1/5 ของอาหารสตูร 
Production I ท าการเลีย้งตอ่อีก 78 ชัว่โมง โดยเลีย้งเชือ้ท่ีภาวะเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ท่ี 
อุณหภมิูห้อง  เม่ือครบเวลาที่ก าหนดน าคา่ความขุน่และคา่จ านวนเซลล์ท่ีนบัได้มาสร้างกราฟ
เปรียบเทียบกบัเวลา 

 4.2 ศกึษาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหลง่คาร์บอน  
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 ท าการศกึษาแหลง่คาร์บอน 2 ชนิด คือ กลโูคส และ ซูโครส โดยปรับองค์ประกอบ

ในอาหารสตูร Production I ให้มีความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอน คือ 1.5 2.0 และ  2.5% (w/v) 
ตามล าดบั โดยมีอตัราสว่น C/N คือ 3 4 และ 5 ตามล าดบั     

  
4.3 ศกึษาการใช้แหลง่อาหารเสริม  

 น าเชือ้  A. pullulans ท่ีสามารถผลติสารต้านเชือ้ราได้ประสทิธิภาพสงูสดุในแหลง่
คาร์บอนโดยการพิจารณาจาก เปอร์เซ็นต์การออกฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้รา (% inhibition) และเปอร์เซ็นต์ การ
ยบัยัง้การงอกของสปอร์เชือ้ราในชุดควบคมุและชุดทดลอง มา ท าการศกึษา การใช้ แหลง่อาหารเสริม
จ าพวกกรดอะมิโน 3 ชนิด คือ ฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine), โพรลนี (Proline), ลวิซีน (Leucine) โดย
จดัแบง่กรดอะมิโน ออกเป็น 7 ภาวะ ได้แก่ (1) ฟีนิลอะลานีน  (2) โพรลนี (3) ลวิซีน (4) ฟีนิลอะลานีน  
และ โพรลนี (5) ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน (6) โพรลนี และ ลวิซีน  (7) ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน 
ท่ีความเข้มข้น 0.01% (w/v) 

 
5. ท าบริสทุธ์ิบางสว่นของสารต้านเชือ้รา   
น าสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้มาท าบริสทุธ์ิบางสว่นและวิเคราะห์สารที่ได้โดยใช้เทคนิคดงัตอ่ไปนี ้
 5.1 เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (Thin layer chromatography)  

  จุดสารสกดัท่ี ละลายใน  DMSO และออริโอบาซิดิน เอ ท่ีละลายใน DMSO ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม /มิลลลิติร ลงบนแผน่  TLC รอให้แห้งแล้วน าไปวางใน TLC tank ท่ีมีเอทธิลอะซิ
เตทเป็นระบบตวัท าละลาย (solvent system) เม่ือสารละลายเคลือ่นท่ีถึงจุดท่ีก าหนดแล้ว ให้ยกแผน่ 
TLC ออก ตัง้ทิง้ไว้ให้แห้ง แล้วน าไปใสใ่นข วดแก้วที่มีไออ่ิมตวัของไอโอดีน วดัระยะทางของสารสกดั
และระยะทางที่ตวัท าละลายเคลือ่นท่ี น าไปค านวณคา่ Rf  เทียบกบัออริโอบาซิดิน เอ 
  5.2 เทคนิค High Performance Liquid Chromatography (Takesako และคณะ
,1991) 
  น าสารสกดัท่ีได้จากการท าโครมาโทกราฟีแบบชัน้บางมาท าการวิเคราะห์ ด้วยเทคนิค 
HPLC เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน  เอ ท่ีมีความเข้มข้น  0.1 มิลลกิรัม /มิลลลิติร เพื่อ
ท าเป็นกราฟมาตรฐาน โดยใช้โครมาโทกราฟีแบบเฟสผนักลบั (reversed-phase chromatography) 

ใช้คอลมัน์ชนิด C18 ใช้ UV detector คอลมัน์ท่ีใช้คือ  คอลมัน์ Chrom Spher 5 C18  (4.6  250  
มิลลเิมตร ) ของบริษัท  Varian ขนาดรูพรุน (pore size) 100 องัสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  
และใช้ UV detector ท่ีความยาวคลืน่ 230 นาโนเมตร  ซึง่มีอะซีโตไนไตร และน า้เป็นเฟสเคลือ่นท่ี 
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อตัราสว่น 7.5:2.5 ตามล า ดบั อตัราการไหลเทา่กบั 1.0 มิลลลิติรตอ่นาที อุณหภมิู 45 องศา
เซลเซียส ปริมาณท่ีใช้ในการฉีด 20 ไมโครลติร โดยท าการเตรียมกราฟสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร  และสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยท าการขดูจุด
ของสารสกดัท่ีป รากฏขึน้อยูใ่นระดบัเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC มาละลายในตวัท า
ละลายอะซีโตไนไตร ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้น า
สว่นของของเหลวไปท าการวิเคราะห์  

5.3 เทคนิค Spectrophotometry ส าหรับการวิเคราะห์โปรตีนเบือ้งต้นในสารต้าน 
เชือ้รา 
   ท าการเตรียมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ  ท่ีความเข้มข้น  0.1 มิลลกิรัม /มิลลลิติร 
และสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยท าการขดูจุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้อยูใ่นระดบั
เดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC น ามาละลายในตวัท าละลาย เมทธานอล  ท าการป่ันเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้น าสว่นของของเหลวไปท าการวิเคราะห์
โปรตีนเบือ้งต้นโดยใช้ Spectrophotometer ท่ีความยาวคลืน่ช่วง 200-400 นาโนเมตร โดยท าการ
เปรียบเทียบสเปกตรัมคา่การดดูกลนืแสงของสารสกดัท่ีได้กบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
  5.4 เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry ส าหรับการวิเคราะห์ น า้หนกัโม เลกลุ
ของสารต้านเชือ้รา (ดดัแปลงจาก Ikai และคณะ, 1991) 

ท าการเตรียมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น  0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร  
และสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโ ดยท าการขดูจุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้อยูใ่นระดบั
เดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC น ามาละลายในตวัท าละลายอะซีโตไนไตร  จากนัน้น าไป
การป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที น าสว่นของของเหลวไปท าการ
วิเคราะห์หาน า้หนกัโมเลกลุสารสกดั  โดยในการวิเคราะห์จะใช้  2, 5-dihydroxybenzoic acid (DHB) 
เป็น matrix ในอตัราสว่นของสารสกดั : DHB คือ 9:1 (v/v) และก าหนดให้เป็น linear positive mode 
ท่ีก าลงัไฟฟ้า 20 กิโลโวลต์ จากนัน้ท าการเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกดัท่ีได้กบัสารมาตรฐานออริ
โอบาซิดิน เอ 
 

6. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพสารต้านเชือ้ราท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น 
น าสารต้านเชือ้ราที่สกดัได้มาทดสอบประสทิธิภาพตอ่เชือ้ราก่อโรคท่ีใช้ในการทดลองนี ้ คือ 

Aspergilli spp. (A. niger, A. fumigatus, A. flavus, A. terreus) โดยทดสอบคณุสมบติัด้วยวิธีดงันี ้
6.1 วิธี Well diffusion (Tachibana และคณะ, 2005) 
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 น าสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง 

(Thin layer chromatography) มาทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอีกครัง้ตามวิธีการในข้อ 3.1 
 6.2 วิธีConidial germination inhibition assay ดดัแปลงจาก  (Lavermicocca และ

คณะ, 2000) 
 น าสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง 

(Thin layer chromatography) มาทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอีกครัง้ตามวิธีการในข้อ 3.2 
 6.3 ท าการตรวจสอบสารสกดัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (Thin layer 

chromatography) (McCormack, Wildman และ Jeffries, 1994) 
 น าสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง 

(Thin layer chromatography) มาตรวจสอบสารสกดัอีกครัง้ตามวิธีการในข้อ 5.1 
 
7. วิเคราะห์โครงสร้างสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ (Ikai และคณะ, 1991)  

7.1 ท าการวิเคราะห์โครงสร้างสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ด้วยวิธี 1H-Nuclear Magnetic  
Resonance (1H-NMR) 

ท าการเตรียมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น  0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
และสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยท าการขดูจุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้อยูใ่นระดบั
เดียวกันกบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC น ามาละลายในตวัท าละลายคลอโรฟอร์ม  จากนัน้น าไป
การป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที น าสว่นของของเหลวไปท า การ
วิเคราะห์หาโครงสร้างสารสกดั  โดยใช้วิธี 1H-NMR ซึง่นิวคลไีอท่ีใช้ในสนามแม่เหลก็คือโปรตอน 
(Proton) ท่ีอุณหภมิู 45 องศาเซลเซียส  ในช่วงความยาวคลืน่วิทย ุ 500 เมกะเฮิร์ทซ์  จากนัน้ท าการ
เปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกดัท่ีได้กบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
 
 

 
 

  
 
  
 



 
บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 
1. ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. pullulans 
 จากการน าเชือ้ A. pullulans ท่ีท าการคดัแยกและจดัจ าแนกแล้วจ านวน  10 สายพนัธ์ุมา
เพาะเลีย้งในอาหารเหลว สตูร Yeast Malt Broth (YMB) น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ  
150 รอบตอ่นาที ท่ีอุณหภมิูห้องเ ป็นเวลา 7 วนั ท าการเตรียมสไลด์ของเชือ้เพื่อศกึษา รูปร่างและ
ลกัษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  (รูปท่ี  5-14) พบวา่แตล่ะสายพนัธ์ุมีรูปร่างลกัษณะ
ภายใต้กล้องดงันี ้
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 001 BCU พบ
เส้นใยเทียม โคนิเดียทติุยภมิูติดอยูท่ี่ปลายของเส้นใยเทียม เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ คลาไมโดโค
นิเดีย และบลาสโตสปอร์ (รูปท่ี 5A-E) 
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 003 BCU พบ
เส้นใยเทียม บลาสโตสปอร์ เซลล์พอง คลาไมโดสปอร์ และ budding cell (รูปท่ี 6A-D) 
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 008 BCU พบ 
budding cell เซลล์พอง เส้นใย เส้นใยเทียม และ บลาสโตสปอร์ (รูปท่ี 7A-E) 
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 007 BCU พบ
เซลล์พอง budding cell บลาสโตสปอร์ เส้นใยเทียม และคลาไมโดสปอร์ (รูปท่ี 8A-D) 
  ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 009 BCU พบ
เซลล์พองท่ีปลายเส้นใย บลาสโตสปอร์ เส้นใยเทียม เส้นใย โคนิเดียทติุยภมิูท่ีติดอยูท่ี่ปลาย และ
ด้านข้างของเส้นใย และ budding cell (รูปท่ี 9A-D) 
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans NRRL 58514 พบเส้นใย
เทียมขนาดสัน้ๆ บลาสโตสปอร์  เซลล์พองและมีเม็ดสภีายในเซลล์ โคนิเดียทติุยภมิูติดอยูท่ี่ปลาย
ของเส้นใยเทียม และ budding cell (รูปท่ี 10A-D) 
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans NRRL 58536 พบเซลล์พอง 
บลาสโตสปอร์ เส้นใยเทียม และคลาไมโดสปอร์ (รูปท่ี 11A-D) 
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans NRRL 58516 พบเส้นใย
เทียม เซลล์พอง โคนิเดียทติุยภมิูติดอยูท่ี่ปลายของเส้นใยเทียม บลาสโตสปอร์ และ budding cell  
(รูปท่ี 12A-D) 
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 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans NRRL 58517  พบเส้นใย
เทียม เซลล์พอง budding cell และบลาสโตสปอร์ (รูปท่ี 13A-D) 
 ลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans NRRL 58520 พบเส้นใย
เทียม โคนิเดียทติุยภมิูติดอยูท่ี่ปลายของเส้นใยเทียม คลาไมโดสปอร์ บลาสโตสปอร์ และเซลล์พอง  
(รูปท่ี 14A-D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปท่ี 5 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 001 BCU เม่ือเลีย้งใน 
YMB เป็นเวลา 7 วนั พบโคนิเดียท่ีปลายเส้นใย (ลกูศรชี)้ (A) เส้นใยเทียม และคล าไมโดสปอร์ 
(ลกูศรชี)้ (B) เซลล์พอง (C) บลาสโตสปอร์และเส้นใยเทียม (D) เส้นใยเทียม และคลาไมโดสปอร์ 
(ลกูศรชี)้ (E) 

 

A 

D 
 10 m 

C 10 m 

A         10 m 

     20 m E 

B 
10 m 
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รูปท่ี 6 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา  A. pullulans Deenarn 003 BCU เม่ือเลีย้งใน 
YMB เป็นเวลา 7 วนั พบเส้นใยเทียม (A) เซลล์พอง (ลกูศรชี )้ และเส้นใย (B) เส้นใยเทียม คลาไม
โดสปอร์ (ลกูศรชี)้ และโคนิเดีย (C)  budding cell  (ลกูศรชี)้  โคนิเดีย และคลาไมโดสปอร์ (D)   
 
 
 
 
 
  
 
 
 

20m 
A 

20m B 

20m 
C 

20m 
D 
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รูปท่ี 7 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 008 BCU เม่ือเลีย้ง
ใน YMB เป็น    เวลา 7 วนั พบ budding cell  (A) เซลล์พอง และมีการงอกของ germ tube 
(ลกูศรชี)้ (B) เส้นใย (C)  โคนิเดีย (D)  budding cell (ลกูศรชี)้ และ บลาสโตสปอร์ (E) 

 
 
 
 
 
 

20m 

C 

10m 

D 

A 

20m 

20m 
E 

10m 
B 
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รูปท่ี 8 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา  A. pullulans Deenarn 007 BCU เม่ือเลีย้ง
ใน YMB เป็นเวลา 7 วนั พบเซลล์พอง และ budding cell (ลกูศรชี )้ (A)  บลาสโตสปอร์ (B)  
คลาไมโดสปอร์ (ลกูศรชี)้ และเส้นใยเทียม (C) บลาสโตสปอร์ (D)   

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

10m 
B 

10m 

D 
20m 

C 

20m 

A 
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รูปท่ี 9 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans Deenarn 009 BCU เม่ือเลีย้งใน 
YMB เป็นเวลา 7 วนั พบเซลล์พองท่ีปลายเส้นใย (ลกูศรชี)้ และ บลาสโตสปอร์ (A) เส้นใยเทียม 
(B)  เส้นใย  โคนิเดียติดอยูท่ี่ปลายของเส้นใย (ลกูศรสดี า) และโคนิเดียติดอยูด้่านข้างของเส้นใย 
(ลกูศรสแีดง) (C) บลาสโตสปอร์และ budding cell  (ลกูศรชี)้ (D)  

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

10 m 

C 
20 m 

D 
10 m 

B 

 20m 
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รูปท่ี 10 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans NRRL 58514 เม่ือเลีย้งใน 
YMB เป็นเวลา 7 วนั พบเส้นใยเทียมขนาดสัน้ๆ บลาสโตสปอร์ (A, B) เซลล์พองท่ีมีเม็ดสภีายใน
เซลล์ (ลกูศรชี)้ (C) โคนิเดียทติุยภมิูติดอยูท่ี่ปลายของเส้นใยเทียม (ลกูศรชี)้ และเส้นใยเทียม 
(D) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

10 m 
B 

10 m 
D 

10 m 
C 

A 
10 m 
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รูปท่ี 11 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา  A. pullulans NRRL 58536 เม่ือเลีย้งใน YMB 
เป็นเวลา 7 วนั พบเซลล์พอง (ลกูศรชี)้ และ บลาสโตสปอร์ (A) เส้นใยเทียม (ลกูศรชี )้ และคลาไม
โดสปอร์ (B) คลาไมโดสปอร์ (ลกูศรชี)้ (C) บลาสโตสปอร์ (D)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

20m 
D 

20m 
B 

10m 
A 

20m 
C 
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รูปท่ี 12 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา  A. pullulans NRRL 58516 เม่ือเลีย้งใน 
YMB เป็นเวลา 7 วนั พบเส้นใยเทียมและเซลล์พอง (ลกูศรชี )้ (A) เส้นใยเทียมและโค นิเดียติด
อยูท่ี่ปลายเส้นใยเทียม (ลกูศรชี)้ (B) budding cell (ลกูศรชี)้ (C) บลาสโตสปอร์ (D)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D 
20m 

C 
20m 

B 
20m 

A 
20m 
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รูปท่ี 13 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา A. pullulans NRRL 58517 เม่ือเลีย้งใน 

YMB เป็นเวลา 7 วนั พบ เสน้ใยเทียมและเซลลพ์อง (A) เสน้ใยเทียมและโคนิเดีย (B) เสน้ใย
เทียมและเซลลพ์องที่ปลายเสน้ใยเทียม (ลูกศรช้ี) (C) บลาสโตสปอร์ (D)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 
20m 

B 
20m 

D 
20m 

C 
20m 
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รูปท่ี 14 ลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชือ้รา  A. pullulans NRRL 58520 เม่ือเลีย้งใน 
YMB เป็นเวลา 7 วนั พบเส้นใยเทียม บลาสโตสปอร์  เซลล์พอง และโคนิเดียติดอยูท่ี่ปลายของ
เส้นใยเทียม (ลกูศรชี)้ (A) เส้นใยเทียมและคลาไมโดสปอร์ (ลกูศรชี)้ (B) เส้นใยเทียม คลาไมโด
สปอร์และโคนิเดียติดอยูท่ี่ปลายของเส้นใยเทียม (ลกูศรชี )้ (C) คลาไมโดสปอร์ท่ีปลายเส้นใย
เทียม (ลกูศรชี)้ (D)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

20m 
A B 20m 

D 20m C 
20m 
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2. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเชือ้รา  
 2.1 วิธี Well diffusion 
 จากการน าสารท่ีสกดัได้จากเชือ้รา A. pullulans ทัง้ 10 สายพนัธ์ุมาทดสอบฤทธ์ิในการ
ต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ด้วยวิธี Well diffusion บนจานเลีย้งเชือ้ท่ีเกลีย่ด้วย
สปอร์ของ Aspergillus spp.  ดงัรูปท่ี 15 สงัเกตบริเวณยบัยัง้  (inhibition zone) ท่ีเกิดขึน้  และ
ค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  (% inhibition) ได้ผลดงัตารางท่ี 2  โดยพบวา่ สารสกดัจาก  A. 
pullulans  ทัง้ 10 สายพนัธ์ุมีฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคท่ีน ามาทดสอบดงันี ้สารสกดัจาก A. pullulans 
Deenarn 001 BCU มีฤทธ์ิในการต้าน A. flavus, A. niger  และ A. fumigatus (รูปท่ี 16) สาร
สกดัจาก  A. pullulans Deenarn 003 BCU มีฤทธ์ิในการต้าน A. flavus, A. niger  และ A. 
terreus  (รูปท่ี 17) สารสกดัจาก  A. pullulans  Deenarn 008 BCU มีฤทธ์ิในการต้าน A. niger  
และ A. fumigatus (รูปท่ี 18) สารสกดัจาก  A. pullulans Deenarn 007 BCU มีฤทธ์ิในการต้าน 
A. flavus  และ A. fumigatus (รูปท่ี 19) สารสกดัจาก   A. pullulans Deenarn 009 BCU มีฤทธ์ิ
ในการต้าน  A. fumigatus  เพียงชนิดเดียว (รูปท่ี 20) สารสกดัจาก A. pullulans  NRRL 58514 
และ NRRL 58536 มีฤทธ์ิในการต้าน A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ทัง้ 4 
สายพนัธ์ุ (รูปท่ี  21-22) สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58516 มีฤทธ์ิในการต้าน  A. niger  
และ A. fumigatus (รูปท่ี  23) สว่นสารสกดัจาก A. pullulans  NRRL 58517 และ NRRL 58520 
มีฤทธ์ิในการต้าน  A. fumigatus  เพียงชนิดเดียว(รูปท่ี  24-25) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 15 ต าแหนง่ของสาร สกดัท่ีใช้ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเชือ้ราบนจานอาหารเลีย้ง
เชือ้โดยวิธี Well diffusion 
 
 

สารสกัด            

ไม่หยดสารสกัด     

DMSO     

แอมโฟเทอริซิน บ ี 
    0.1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 2 ความสามารถในการยบัยัง้เชือ้รา Aspergillus spp. ของสารสกดัจาก  A. pullulans  
ทัง้ 10 สายพนัธ์ุ โดยวิธี  Well diffusion 
  

สายพนัธ์ุ 
ท่ีผลติสารสกดั 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ (%) 
 (% inhibition) 

A. flavus A. niger A. fumigatus A. terreus 
Deenarn 001 BCU 30.00±0.00 13.00±0.06 43.00±0.06 00.00±0.00 
Deenarn 003 BCU 12.00±0.03 47.00±0.06 00.00±0.00 53.00±0.06 
Deenarn 008 BCU 00.00±0.00 10.00±0.00 27.00±0.06 00.00±0.00 

Deenarn 007 BCU 18.00±0.03 00.00±0.00 27.00±0.06 00.00±0.00 

Deenarn 009 BCU 00.00±0.00 00.00±0.00 38.00±0.03 00.00±0.00 

NRRL 58514 35.00±0.08 32.00±0.03 43.00±0.06 32.00±0.03 

NRRL 58536 50.00±0.00 50.00±0.00 20.00±0.00 45.00±0.05 
NRRL 58516 00.00±0.00 15.00±0.05 53.00±0.06 00.00±0.00 
NRRL 58517 00.00±0.00 00.00±0.00 17.00±0.06 00.00±0.00 
NRRL 58520 00.00±0.00 00.00±0.00 27.00±0.06 00.00±0.00 
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รูปท่ี 16  ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) และ A. fumigatus (C) ของ
สารสกดัจาก A. pullulans Deenarn 001 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ 
สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความ
เข้มข้น 0.1มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

 
 
 
 
 
 
 
 

1 

A 

2 

3 4 

B 

1 2 

3 4 

C 

1 2 

3 4 
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รูปท่ี 17  ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) และ A. terreus (C) ของสาร
สกดัจาก A. pullulans Deenarn 003 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร 
DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 
0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 

1 2 

3 4 

A 

1 2 

3 4 

 B 

1 2 

3 4 
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รูปท่ี 18  ความสามารถในการยบัยัง้ A. niger (A) และ A. fumigatus (B) ของสารสกดัจาก A. 
pullulans Deenarn 008 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเล ข 2 คือ สาร DMSO 
หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 
มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

1 2 

3 4 

 B 

1 2 

3 4 
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รูปท่ี 19  ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) และ A. fumigatus (B) ของสารสกดัจาก A. 
pullulans Deenarn 007 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO 
หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 
มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

1 2 

3 4 

 B 

1 2 

3 4 
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รูปท่ี 20 ความสามารถในการยบัยัง้ A. fumigatus (A) ของสารสกดัจาก A. pullulans Deenarn 
009 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยด
สารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

2 

4 

1 

3 
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รูปท่ี 21 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58514 โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั 
หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริ
ซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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รูปท่ี 22 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั 
หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริ
ซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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รูปท่ี 23  ความสามารถในการยบัยัง้ A. niger (A) และ A. fumigatus (B) ของสารสกดัจาก 
A. pullulans NRRL 58516  โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO 
หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 
มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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รูปท่ี 24 ความสามารถในการยบัยัง้ A. fumigatus (A) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 
58517 โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสาร
สกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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รูปท่ี 25 ความสามารถในการยบัยัง้ A. fumigatus (A) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 
58520 โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสาร
สกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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2.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 
จากการนบัจ านวนสปอร์เชือ้ราที่งอกบนจานเพาะเลีย้งและค านวณเป็นคา่เปอร์เซ็นต์การ

งอกของสปอร์ และเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ โดยเทียบกบัชุดควบคมุ พบวา่ สารสกดั
จาก A. pullulans ทัง้ 10 สายพนัธ์ุ มีฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคท่ีน ามาทดสอบดงันี ้สารสกดัจาก  A. 
pullulans Deenarn 001 BCU สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A.  flavus, A. niger  และ 
A. terreus ได้ 36.94±0.08, 28.51±0.06 และ 39.5±0.36 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั สารสกดัจาก  A. 
pullulans Deenarn 003 BCU สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ A. flavus, A. niger  และ A. 
fumigatus ได้ 29.78±0.08, 45.96±0.06 และ  48.94±0.08 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั  สารสกดัจาก  
A. pullulans Deenarn 008 BCU สามารถยบัยัง้การงอกข องสปอร์ของ  A. niger และ A. 
fumigatus ได้ 23.83±0.13 และ 34.83±0.13 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั สารสกดัจาก  A. pullulans 
Deenarn 007 BCU สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. flavus และ A. fumigatus ได้ 
34.89±0.08 และ 33.89±0.08  เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั สว่นสารสกดัจาก  A. pullulans Deenarn 
009 BCU สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ A. fumigatus ได้ 36.94±0.08 เปอร์เซ็นต์  ขณะท่ี
สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58514  และ NRRL 58536 สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์
ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 38.83±0.13, 36.94±0.08, 
39.94±0.08, 35.00±0.00 และ 43.96±0.06, 40.83±0.12, 33.93±0.10, 39.89±0.09 เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดบั สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58516 สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. 
niger และ A. fumigatus ได้ 24.94±0.08 และ 48.89±0.16 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั  และสารสกดั
จาก A. pullulans NRRL 58517 และ NRRL 58520 สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. 
fumigatus ได้26.93±0.09 และ 32.94±0.08 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3 เปอร์เซ็นต์การงอกและเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ Aspergillus spp. ท่ีถกูบม่ร่วมกบัสารสกดัจาก A. pullulans ทัง้ 10 สายพนัธ์ุ 

 
หมายเหตุ ชุดควบคมุ คือ จ านวนสปอร์ท่ีขึน้บนจานอาหาร ภายหลงับม่สารละลาย DMSO ร่วมกบัสปอร์แขวนลอยของ Aspergillus spp. โดยจ านวนสปอร์ 
ท่ีขึน้บนจานอาหารชุดควบคมุเทียบเป็น 100 เปอร์เซ็นต์

สายพนัธ์ุท่ีผลติ 
สารสกดั 

เปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ (%) 
(% germination) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ (%) 
(% inhibition) 

A. flavus  A. niger A. fumigatus A. terreus A. flavus  A. niger A. fumigatus A. terreus 

Deenarn 001 BCU 63.06±0.08 71.48±0.07 60.50±0.36 100.00±0.00 36.94±0.08 28.51±0.06 39.50±0.36 00.00±0.00 
Deenarn 003 BCU 70.22±0.08 54.04±0.06 100.00±0.00 51.06±0.08 29.78±0.08 45.96±0.06 00.00±0.00 48.94±0.08 
Deenarn 008 BCU 100.00±0.00 76.17±0.13 65.17±0.13 100.00±0.00 00.00±0.00 23.83±0.13 34.83±0.13 00.00±0.00 
Deenarn 007 BCU 65.11±0.08 100.00±0.00 66.11±0.08 100.00±0.00 34.89±0.08 00.00±0.00 33.89±0.08 00.00±0.00 
Deenarn 009 BCU 100.00±0.00 100.00±0.00 63.06±0.08 100.00±0.00 00.00±0.00 00.00±0.00 36.94±0.08 00.00±0.00 

NRRL 58514 61.17±0.13 63.06±0.08 60.06±0.08 65.00±0.00 38.83±0.13 36.94±0.08 39.94±0.08 35.00±0.00 

NRRL 58536 56.06±0.06 59.17±0.12 66.07±0.10 60.11±0.09 43.96±0.06 40.83±0.12 33.93±0.10 39.89±0.09 

NRRL 58516 100.00±0.00 75.06±0.08 51.11±0.16 100.00±0.00 00.00±0.00 24.94±0.08 48.89±0.16 00.00±0.00 

NRRL 58517 100.00±0.00 100.00±0.00 73.07±0.09 100.00±0.00 00.00±0.00 00.00±0.00 26.93±0.09 00.00±0.00 

NRRL 58520 100.00±0.00 100.00±0.00 67.06±0.08 100.00±0.00 00.00±0.00 00.00±0.00 32.94±0.08 00.00±0.00 
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3. ศกึษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลติสารต้านเชือ้รา 
จากการน าสารสกดัท่ีได้จากเชือ้รา A. pullulans ทัง้ 10 สายพนัธ์ุ มาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา

ก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp. (A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus) พบวา่สารสกดัจาก 
A. pullulans NRRL 58536 มีฤทธ์ิสงูสดุในการยบัยัง้ โดยพิจารณาจากจ านวนของเชือ้รา Aspergillus spp. 
ท่ีสารสกดัสามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้ได้ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ เปอร์เซ็นต์การออกฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้รา และเปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การงอกของสปอร์เชือ้รา จึงน ามาศกึษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลติสารต้านเชือ้ราด้วยวิธีดงันี ้

3.1 ศกึษาหาช่วงเวลาที่เหมาะสมตอ่การเจริญเติบโตและการผลติสารต้านเชือ้ราโดยใช้ 
เทคนิค  Spectrophotometry 

จากการน าเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 มาท าการวดัคา่ความขุน่เพื่อศกึษาการเจริญเติบโตของ
เซลล์โดยใช้  spectrophotometer ท่ีความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร และท าการนบัจ านวนเซลล์โดยใช้ 
haemacytometer ท่ีเวลาเร่ิมต้น 0 ชัว่โมง ท าการวดัคา่ความขุน่และนบัจ านวนเซลล์ทกุ 12 ชัว่โมง เป็นเวลา 
168 ชัว่โมง พบวา่ที่เวลา 24 ชัว่โมง เชือ้ราจะเจริญเติบโตได้สงูสดุซึง่วดัคา่ความขุน่ของเซลล์ได้ 17.37±0.01 
และนบัจ านวนเซลล์ได้ 12.40±0.03x108  เซลล์ /มิลลลิติร  ซึง่ช่วงเวลาหลงั จากนัน้พบวา่เซลล์มีอตัราการ
เจริญเติบโตลดลง  และท่ีเวลา 56 ชัว่โมง ได้ท าการเติมอาหารสตูร Production II ลงไปในปริมาตร 1/5 ของ
อาหารสตูร  Production I พบวา่อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์สงูขึน้ในช่วงเวลาหลงัจาก 56 ชัว่โมง  
จนกระทัง่ถึงเวลาที่ 96 ชัว่โมง พบวา่เซลล์มีอตัราการเจริญเติบโตสงูสดุแตน้่อยกวา่ในช่วงเวลา 24 ชัว่โมง ซึง่
วดัคา่ความขุน่ของเซลล์ได้ 7.50±0.02 และนบัจ านวนเซลล์ได้ 3.65±0.01x108  เซลล์/มิลลลิติร และในช่วง
เวลาหลงัจากนัน้จนกระทัง่ครบเวลา 168 ชัว่โมง พบวา่อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ลดลงตามล าดบั 
(ตารางท่ี 4) จากนัน้น าคา่ความขุน่ ของเซลล์และคา่จ านวนเซลล์ท่ีนบัได้มาสร้างกราฟเปรียบเทียบกบัเวลา  
(รูปท่ี 26) 
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  ตารางท่ี 4 ผลการวดัคา่ความขุน่และการนบัจ านวนเซลล์/มิลลลิติรของเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ครัง้ท่ี จ านวนชัว่โมง 
คา่การดดูกลนืแสง  
(600 นาโนเมตร) 

จ านวนเซลล์/มิลลลิติร (x108) 

1 0 0.09±0.00 0.05±0.00 

2 12 0.65±0.02 0.23±0.02 

3 24 17.37±0.01 12.40±0.03 

4 36 12.30±0.10 3.75±0.01 

5 48 5.11±0.01 1.56±0.02 

6 60 6.50±0.10 2.44±0.01 

7 72 6.70±0.02 2.50±0.02 

8 84 7.00±0.10 2.90±0.03 

9 96 7.50±0.02 3.65±0.01 

10 108 5.70±0.02 3.35±0.15 

11 120 5.20±0.03 3.20±0.05 

12 132 5.10±0.01 3.17±0.02 

13 144 4.93±0.03 2.84±0.02 

14 156 4.70±0.03 2.60±0.01 

15 168 4.50±0.05 2.39±0.01 
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    รูปท่ี 26 ผลการศกึษากราฟการเจริญเติบโตของเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 เปรียบเทียบกบัเวลา 
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         3.2 ศกึษาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหลง่คาร์บอน  
จากการน าเชือ้รา  A. pullulans NRRL 58536 มาท าการศกึษาแหลง่คาร์บอน 2 ชนิด คือ 

กลโูคส และ ซูโครส ท่ี มีความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอน  1.5 2.0 และ 2.5% (w/v) จากนัน้น าสารสกดัท่ี
ได้มาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ด้วยวิธี Well diffusion บนจาน
เลีย้งเชือ้ท่ีเกลีย่ด้วยสปอร์ของ  Aspergillus spp. สงัเกตบริเวณยบัยัง้และค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  
ได้ผลดงัตารางท่ี 5 โดยพบวา่สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความ
เข้มข้น 1.5% (w/v) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ ได้แก่ A. 
flavus, A. niger, A. fumigatus  และ A. terreus  ซึง่มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  10.00±0.00, 23.00±0.06, 
48.00±0.03 และ 10.00±0.00 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั (รูปท่ี 27)  สว่นสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 2.0% (w/v) พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา Aspergillus 
spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุเช่นกนั  ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  52.00±0.08, 47.00±0.06, 25.00±0.06 และ 

47.00±0.05 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (รูปท่ี 28) ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่
คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 2.5% (w/v) พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus 
spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  75.00±0.00, 60.00±0.05,  60.00±0.00 และ  

50.00±0.00 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั  (รูปท่ี 29)  และเม่ือท าการทดสอบความสามารถในการต้านเชือ้รา 
โดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ และเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์  โดยเทียบกบั
ชุดควบคมุ พบวา่ สารสกดัจาก A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสทัง้ 3 ความเข้มข้น 
มีฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคท่ีน ามาทดสอบทัง้ 4 สายพนัธ์ุ ดงันี ้สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 1.5% (w/v) สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. flavus, A. 
niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 24.94±0.08, 37.83±0.00, 32.94±0.08 และ 26.00±0.00 
เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั  สว่นสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความ
เข้มข้น 2.0% (w/v) สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. 
terreus ได้ 45.91±0.06, 43.91±0.06, 43.96±0.06 และ 27.89±0.08 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ขณะท่ีสาร
สกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 2.5% (w/v) สามารถยบัยัง้
การงอกของสปอร์ของ  A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 54.94±0.08, 
52.89±0.08, 50.89±0.08 และ 33.94±0.08 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั  (ตารางท่ี 6) สว่นสารสกดั จาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอน ซูโครสทัง้ 3 ความเข้มข้น  เม่ือน ามาทดสอบฤทธ์ิในการต้าน
เชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ด้วยวิธี Well diffusion และ วิธี Conidial germination 
inhibition assay พบวา่ไม่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ 
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ตารางท่ี 5 ความสามารถในการยบัยัง้เชือ้รา Aspergillus spp. ของสารสกดัจาก  A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคส โดยวิธี well diffusion   
 

เชือ้รา Aspergillus spp. 
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ (% inhibition) ของสารสกดัท่ีผลติใน

แหลง่คาร์บอนกลโูคส (%) 
1.5% (w/v) 2.0% (w/v) 2.5% (w/v) 

       A. flavus 10.00±0.00 52.00±0.08 75.00±0.00 
       A. niger 23.00±0.06 47.00±0.06 60.00±0.05 

       A. fumigatus 48.00±0.03 25.00±0.06 60.00±0.00 

       A. terreus 10.00±0.00 47.00±0.05 50.00±0.00 
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รูปท่ี 27 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 
1.5 % (w/v) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยด
สารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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รูปท่ี 28 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความ
เข้มข้น 2.0 % (w/v) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 
คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/
มิลลลิติร 
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รูปท่ี 29 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความ
เข้มข้น 2.5 % (w/v) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 
คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/
มิลลลิติร 
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ตารางท่ี 6 เปอร์เซ็นต์การงอกและเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ Aspergillus spp. ท่ี
ถกูบม่ร่วมกบัสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคส 

 
หมายเหต ุชุดควบคมุ คือ จ านวนสปอร์ท่ีขึน้บนจานอาหาร ภายหลงับม่สารละลาย DMSO ร่วมกบั
สปอร์แขวนลอยของ  Aspergillus spp. โดยจ านวนสปอร์ท่ีขึน้บนจานอาหารชุดควบคมุเทียบเป็น 
100 เปอร์เซ็นต์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้น
กลโูคส (%w/v)  

เชือ้รา Aspergillus spp. 
เปอร์เซ็นต์การงอก 
ของสปอร์ (%) 

(% germination) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 
การงอกของสปอร์ (%) 

( % inhibition) 

1.5 

A. flavus  75.06±0.08 24.94±0.08 
A. niger 62.17±0.00 37.83±0.00 

A. fumigatus 67.06±0.08 32.94±0.08 

A. terreus 74.00±0.00 26.00±0.00 

2.0 

A. flavus  54.09±0.06 45.91±0.06 

A. niger 56.09±0.06 43.91±0.06 
A. fumigatus 56.04±0.06 43.96±0.06 

A. terreus 72.11±0.08 27.89±0.08 

2.5 

A. flavus  45.06±0.08 54.94±0.08 
A. niger 47.11±0.08 52.89±0.08 

A. fumigatus 49.11±0.08 50.89±0.08 
A. terreus 66.06±0.08 33.94±0.08 
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3.3 ศกึษาการใช้แหลง่อาหารเสริม  
จากการศกึษาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหลง่คาร์บอน พบวา่สารสกดัจาก  

A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 2.5% (w/v) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้
ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุได้สงูสดุ จากนัน้น ามาศกึษาการใช้แหลง่อาหาร
เสริมจ าพวกกรดอะมิโน ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน โดยจดัแบง่กรดอะมิโน ออกเป็น 7 
ภาวะ ได้แก่ (1) ฟีนิลอะลานีน  (2) โพรลนี (3) ลวิซีน (4) ฟีนิลอะลานีน  และ โพรลนี (5) ฟีนิลอะ
ลานีน และ ลวิซีน (6) โพรลนี และ ลวิซีน  (7) ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน ตามล าดบั  โดยท า
การเลีย้งเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 ในอาหารสตูร Production I ท่ีมีกลโูคสความเข้มข้น 2.5% 
(w/v) และท าการเลีย้ง เชือ้ตอ่ ในอาหารสตูร Production II ท่ีมีกรดอะมิโน ในแตล่ะภาวะ ท่ีความ
เข้มข้น 0.01 % (w/v) และน ามาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp.(A. 
flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus) ด้วยวิธี Well diffusion บนจานเลีย้งเชือ้ท่ีเกลีย่
ด้วยสปอร์ของ  Aspergillus spp. สงัเกตบริเวณยบัยัง้ ท่ีเกิดขึน้และค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  
ได้ผลดงัตารางท่ี 7 โดยพบวา่สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม กรดอะ
มิโนภาวะท่ี 1 (ฟีนิลอะลานีน ) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สาย
พนัธ์ุ  ซึง่มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 53.00±0.06, 50.00±0.00, 125±.000.06 และ 107.00±0.06 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 30) สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาห ารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 2 (โพรลนี) พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 
สายพนัธ์ุ  ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  32.00±0.03, 97.00±0.06, 45.00±0.05 และ 100.00±0.00 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 31) สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 3 (ลวิซีน) พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 
สายพนัธ์ุ  ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  141.00±0.01, 40.00±0.00, 20.00±0.00 และ 103.00±0.03 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 32) สว่นสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโน ภาวะท่ี 4 (ฟีนิลอะลานีน และ โพรลนี ) พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  
Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ  ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 75.00±0.02, 65.00±0.01, 
125.00±0.02 และ 90.00±0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 33) ขณะท่ีสารสกดัจาก  A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) พบวา่มีฤทธ์ิใน
การต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ  ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 
175.00±0.05, 100.00±0.00, 160.00±0.05 และ 55.00±0.10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 34) 
และสารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม กรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี 
และ ลวิซีน)  พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ  ซึง่ มี
เปอร์เซ็นต์การยบัยั ้ ง 97.00±0.06, 25.00±0.01, 165.00±0.01 และ 120.00±0.01 เปอร์เซ็นต์ 
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ตามล าดบั (รูปท่ี 35) นอกจากนีส้ารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคใน
กลุม่  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ  ซึง่ เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 100.00±0.00, 146.00±0.08,  
170.00±0.06 และ 20.00±0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ( รูปท่ี 36 และเม่ือท าการทดสอบ
ความสามารถในการต้านเชือ้รา โดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ และเปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การงอกของสปอร์  โดยเทียบกบัชุดควบคมุ พบวา่ สารสกดัจาก  A. pullulans  NRRL 58536 
ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนทัง้ 7 ภาวะ มีฤทธ์ิต้านเชือ้ราก่อโรคท่ีน ามาทดสอบทัง้ 4 สายพนัธ์ุ 
ดงันี ้โดยสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี  1 (ฟี
นิลอะลานีน ) สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. 
terreus ได้ 33.33±0.02, 48.67±0.12, 68.17±0.13 และ 58.92±0.12 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั สาร
สกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 2 (โพรลนี) สามารถ
ยบัยัง้การงอกของสปอร์ ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 28.43±0.11, 
55.89±0.08, 52.94±0.08 และ 55.08±0.12 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั สารสกดัจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 3 (ลวิซีน) สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์
ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้  69.87±0.10, 31.94±0.08, 
24.94±0.08 และ 58.83±0.12 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั สว่นสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 
ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 4 (ฟีนิลอะลานีน และ โพรลนี ) สามารถยบัยัง้การงอกของ
สปอร์ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 54.93±0.09, 46.87±0.10, 
68.11±0.08 และ 56.94±0.08 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั  ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) สามารถยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 74.87±0.10, 55.94±0.08, 
72.96±0.06 และ 32.89±0.08 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 
ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ 
A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 56.89±0.08, 25.89±0.08, 72.96±0.06 
และ 65.89±0.08 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั นอกจากนีส้ารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน ) สามารถยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 55.89±0.08, 69.91±0.06, 
77.96±0.06 และ 22.94±0.08 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตารางท่ี 8) 
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ตารางท่ี 7 ความสามารถในการยบัยัง้เชือ้รา Aspergillus spp. ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน โดยวิธี  
Well diffusion   

 
 
 
 
 

 
เชือ้รา Aspergillus spp. 

 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ (% inhibition) ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน (%) 

ฟีนิลอะลานีน โพรลนี ลวิซีน 
ฟีนิลอะลานีน 

และโพรลนี 

ฟีนิลอะลานีน 

และลวิซีน 

โพรลนี 

และลวิซีน 

ฟีนิลอะลานีน 

โพรลนี และลวิซีน 

A. flavus 53.00±0.06 32.00±0.03 141.00±0.01 75.00±0.02 175.00±0.05 97.00±0.06 100.00±0.00 

A. niger 50.00±0.00 97.00±0.06 40.00±0.00 65.00±0.01 100.00±0.00 25.00±0.01 146.00±0.08 

A. fumigatus 125.00±0.06 45.00±0.05 20.00±0.00 125.00±0.02 160.00±0.05 165.00±0.01 170.00±0.06 

A. terreus 107.00±0.06 100.00±0.00 103.00±0.03 90.00±0.00 55.00±0.10 120.00±0.01 20.00±0.00 
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รูปท่ี 30 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 1 (ฟีนิลอะลานีน)  โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO 
หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 
มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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1 2 

3 4 

C 

1 2 

3 4 

B 

2 

4 

1 

3 

D 

 2 

4 

1 
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รูปท่ี 31 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ 
A. terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะ
มิโนภาวะท่ี 2 (โพรลนี)  โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO 
หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 
มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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1 2 

  3 4 

C 

1 2 

  3 4 
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1 2 

  3 4 
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  3 
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รูปท่ี 32 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 3 (ลวิซีน) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ 
ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 

1 2 

 3 4 
B 

1 2 

 3 4 

C 

1 2 

  3 4 

D 
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  3 4 
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รูปท่ี 33 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 4 (ฟีนิลอะลานีน และ โพรลนี) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร 
DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 
0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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  3 4 
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1 2 

  3 4 
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1 2 

  3 4 

D 
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รูปท่ี 34 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร 
DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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รูปท่ี 35 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะ
ท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 
3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/
มิลลลิติร 
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รูปท่ี 36 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั หมายเลข 2 คือ 
สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความ
เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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ตารางท่ี 8 เปอร์เซ็นต์การงอกและเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ Aspergillus spp. ท่ี
ถกูบม่ร่วมกบัสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กรดอะมิโน 
เชือ้รา 

Aspergillus spp. 

เปอร์เซ็นต์การงอก 
ของสปอร์ (%) 

(% germination) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ (%)  
(% inhibition) 

ฟีนิลอะลานีน 

   A. flavus 66.67±0.02 33.33±0.02 
   A. niger 51.33±0.12 48.67±0.12 

  A. fumigatus 31.83±0.13 68.17±0.13 
   A. terreus 41.08±0.12 58.92±0.12 

โพรลนี 

   A. flavus 71.57±0.11 28.43±0.11 

   A. niger 44.11±0.08 55.89±0.08 
  A. fumigatus 47.06±0.08 52.94±0.08 

   A. terreus 44.92±0.12 55.08±0.12 

ลวิซีน 

   A. flavus 30.13±0.10 69.87±0.10 

   A. niger 68.06±0.08 31.94±0.08 

 A. fumigatus 75.06±0.08 24.94±0.08 
   A. terreus 41.17±0.12 58.83±0.12 
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ตารางท่ี 8 (ตอ่) 

กรดอะมิโน 
เชือ้รา 

Aspergillus spp. 

เปอร์เซ็นต์การงอก 
ของสปอร์  (%) 

(%germination) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ (%)  
(% inhibition) 

ฟีนิลอะลานีน 
 และโพรลนี 

A. flavus  45.07±0.09 54.93±0.09 
A. niger 53.13±0.10 46.87±0.10 

A. fumigatus 31.89±0.08 68.11±0.08 

A. terreus 43.06±0.08 56.94±0.08 

ฟีนิลอะลานีน 
 และลวิซีน 

A. flavus  25.13±0.10 74.87±0.10 

A. niger 44.06±0.08 55.94±0.08 
A. fumigatus 27.04±0.06 72.96±0.06 

A. terreus 67.11±0.08 32.89±0.08 

โพรลนี  
และลวิซีน 

A. flavus  43.11±0.08 56.89±0.08 
A. niger 74.11±0.08 25.89±0.08 

A. fumigatus 27.04±0.06 72.96±0.06 
A. terreus 34.11±0.08 65.89±0.08 

ฟีนิลอะลานีน  
โพรลนี และลวิซีน 

A. flavus  44.11±0.08 55.89±0.08 

A. niger 30.09±0.06 69.91±0.06 
A. fumigatus 22.04±0.06 77.96±0.06 

A. terreus 77.06±0.08 22.94±0.08 
 

หมายเหต ุชุดควบคมุ คือ จ านวนสปอร์ท่ีขึน้บนจานอาหาร ภายหลงับม่สารละลาย DMSO ร่วมกบั
สปอร์แขวนลอยของ  Aspergillus spp. โดยจ านวนสปอร์ท่ีขึน้บนจานอาหารชุดควบคมุเทียบเป็น 
100 เปอร์เซ็นต์ 
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4. ท าบริสทุธ์ิบางสว่นของสารต้านเชือ้รา   
 4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (Thin layer chromatography) 
 จากการศกึษาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหลง่คา ร์บอนรวมถึงศกึษาการใช้
แหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนในการผลติสารต้านเชือ้รา พบวา่สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้
รา A. flavus ได้สงูสดุ สว่นสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิ
โนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. terreus ได้สงูสดุ ขณะท่ีสารสกดัจาก 
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ 
ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. niger และ A.fumigatus ได้สงูสดุ จึงน ามาตรวจสอบด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (TLC) เทียบกบัสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ  โดยใช้ระบบตวัท า
ละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟี
นิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) ประกอบด้วยสารที่มีคา่ Rf แตกตา่งกนั  3 ชนิด (รูปท่ี 37) แตล่ะ
ชนิด มีคา่ Rf เทา่กบั 0.45 (ต าแหนง่ C) 0.59 (ต าแหนง่ B) และ 0.68 (ต าแหนง่ A) ตามล าดบั  สว่น
ออริโอบาซิดิน เอ มาตรฐาน มีคา่ Rf เทา่กบั 0.68 (ต าแหนง่ D) (รูปท่ี 37) 
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รูปท่ี 37 โครมาโทรแกรมแสดงผลการตรวจสอบสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา ท่ีได้จากเชือ้รา   
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน  ด้วยเทคนิค TLC โดยใช้ระบบตวัท า
ละลายคือ เอธิลอะซิเตต 
1.สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
2.สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5  
(ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) 
3.สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 6  
(โพรลนี และ ลวิซีน) 
4.สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7  
(ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ระยะของตวัท าละลาย 
A 

B 
 C 

D 

 1  2  3  4 

จุดเร่ิมต้น 
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 4.2 เทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
 น าสารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 5 (ฟี
นิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ 
ลวิซีน) มาวิเคราะห์โดยการท าโครมาโทกราฟีแบบชัน้บางและท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยท าการขดู
จุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้อยูใ่นระดบัเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC มาละลายในตวั
ท าละลายอะซีโต ไนไตร ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที 
จากนัน้น าสารสกดัท่ีได้มา วิเคราะห์ ด้วยเทคนิค HPLC ด้วยเคร่ือง HPLC ของบริษัท Varian รุ่น 
Prostar ประเทศสหรัฐอเมริกา เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีมีความเข้มข้น  
0.1 มิลลกิรั ม/มิลลลิติร เพื่อท าเป็นกราฟมาตรฐาน โดยใช้โครมาโทกราฟีแบบเฟสผนักลบั 
(reversed-phase chromatography) ใช้คอลมัน์ชนิด C18 ใช้ UV detector คอลมัน์ท่ีใช้คือ 

คอลมัน์ Chrom Spher 5 C18  (4.6  250  มิลลเิมตร ) ของบริษัท Varian ขนาดรูพรุน (pore 
size) 100 องัสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช้ UV detector ท่ีความยาวคลืน่ 230 นา
โนเมตร โดยมีอะซีโตไนไตร และน า้เป็นเฟสเคลือ่นท่ี อตัราสว่น 7.5:2.5 ตามล าดบั อตัราการไหล
เทา่กบั 1.0 มิลลลิติรตอ่นาที อุณหภมิู 45 องศาเซลเซียส  ปริมาณท่ีใช้ในการฉีด 20 ไมโครลติร 
พบวา่สารมาตรฐานอ อริโอบาซิดิน เอ ปรากฎ peak ขึน้ท่ีเวลา 9.453 สว่นสารสกดัจากเชือ้ A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) 
ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) ปรากฎ peak ขึน้
ท่ีเวลา 9.472, 9.548 และ 9.578 (รูปท่ี 38) เน่ืองจาก peak ของสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ 
กบัสารสกดัท่ีใช้วิเคราะห์ทัง้ 3 ภาวะ ปรากฎ peak ขึน้ในเวลาที่ไม่เทา่กนัซึง่อาจจะไม่เป็นสารชนิด
เดียวกนัจึงได้ท าการวิเคราะห์สารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นด้วยเทคนิค HPLC อีกครัง้
โดยการผสมสารสกดักบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ในอตัราสว่น 2:1 ปริมาตร 30 ไมโครลติร  
เพื่อตรวจสอบ peak กราฟของสารสกดักบัสารมาตรฐานวา่เป็น สารชนิดเดียวกนัหรือไม่ จากการ
ทดลองพบวา่ peak กราฟของสารสกดัจากเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟี
นิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) รวมเป็น peak เดียวกนักบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีเวลา 
9.462, 9.497 และ 9.495 (รูปท่ี 39) 
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รูปท่ี 38 กราฟจากการตรวจสอบด้วย HPLC ของออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ 
มิลลลิติร (A) สารสกดั A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟี
นิลอะลานีน และ ลวิซีน) (B) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะ
มิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) (C) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหาร
เสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) (D) 

 
 

(B) 

(A) 

(C) 

(D) 
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รูปท่ี 39 กราฟจากการท า HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ มิลลลิติร  
 

 
 
รูปท่ี 39 กราฟจากการตรวจสอบด้วย HPLC ของออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ 
มิลลลิติร (A) สารสกดั A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟี
นิลอะลานีน และ ลวิซีน) ผสมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ในอตัราสว่น 2:1 (B) สารสกดั  A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) ผสม
สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ในอตัราสว่น 2:1 (C)  สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) ผสมสารมาตรฐาน
ออริโอบาซิดิน เอ ในอตัราสว่น 2:1 (D) 

 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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4.3 เทคนิค Spectrophotometry ส าหรับการวิเคราะห์โปรตีนเบือ้งต้นในสารต้านเชือ้รา 
น าสารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟี

นิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ 
ลวิซีน) มาตรวจสอบโดยการท าโครมาโทกราฟีแบบชัน้บางและท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยท าการขดู
จุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้อยูใ่นระดบัเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC มาละลายในตวั
ท าละลายเมทธานอล ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที  
จากนัน้น าสว่นของ ของเหลวไปท าการวิเคราะห์โปรตีนเบือ้งต้นโดยใช้ Spectrophotometer ท่ี
ความยาวคลืน่ช่วง 200-400 นาโนเมตร โดยท าการเปรียบเทียบสเปกตรัมคา่การดดูกลนืแสงของ
สารสกดัท่ีได้กบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม /มิลลลิติร พบวา่สาร
สกดัจากเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 ทัง้ 3 ภาวะ มีคา่สเปกตรัมการดดูกลนืแสงสงูสดุท่ีความ
ยาวคลืน่ 257 นาโนเมตร สว่นสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ มีคา่สเปกตรัมการดดูกลนืแสงสงูสดุ
ท่ีความยาวคลืน่ 258 นาโนเมตร (รูปท่ี 40)  
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รูปท่ี 40 สเปกตรัมคา่การดดูกลนืแสงจากการทดสอบด้วยเทคนิค  Spectrophotometry ของ ออ
ริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ มิลลลิติร  (A) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 
ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) (B) สารสกดั A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโ นภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) (C) สารสกดั  A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ 
ลวิซีน) (D) 

 
 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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4.4 เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry ส าหรับการวิเคราะห์ น า้หนกัโมเลกลุ
ของสารต้านเชือ้รา 

ผลการทดลอง น าสารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  
โพรลนี และ ลวิซีน) มาตรวจสอบโดยการท าโครมาโทกราฟีแบบชัน้บางและท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น
โดยท าการขดูจุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้ อยูใ่นระดบัเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC 
มาละลายในตวัท าละลายอะซีโตไนไตร ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 5 นาที จากนัน้น าสว่นของของเหลวไปท าการวิเคราะห์หาน า้หนกัโมเลกลุสารสกดั โดยใน
การวิเคราะห์จะใช้  2, 5-dihydroxybenzoic acid (DHB) เป็น matrix ในอตัราสว่นของสารสกดั : 
DHB คือ 9:1 (v/v) และก าหนดให้เป็น linear positive mode ท่ีก าลงัไฟฟ้า 20 กิโลโวลต์  จากนัน้
ท าการเปรียบเทียบสเปกตรัมน า้หนกัโมเลกลุของสารสกดัท่ีได้กบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ  
ท่ีความเข้มข้น  0.1 มิลลกิรัม /มิลลลิติร  พบวา่สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน  เอ มีน า้หนกัโมเลกลุ  
1,123.648 ดาลตนั สว่นสารสกดัจากเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะ
มิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะ
ลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) มีผลของส เปกตรัมน า้หนกัโมเลกลุ  1,123.246, 1,123.886 และ 
1,123.551 ดาลตนั (รูปท่ี 41) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 81 

81 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 41  MALDI-TOF สเปกตรัมของ ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลกิรัม / 
มิลลลิติร (A) สารสกดั A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะ มิโนภาวะท่ี 
5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) (B) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหาร
เสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) (C) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 
ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) (D) 

 
 

 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 

1,123.648 ดาลตัน 

1,123.246 ดาลตัน 

1,123.886 ดาลตัน 

1,123.551 ดาลตัน 
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5. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพสารต้านเชือ้ราท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น 
 5.1 วิธี Well diffusion 
 น าสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟี
นิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ 
ลิวซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บางมาทดสอบฤทธ์ิใน
การต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp. อีกครัง้ ด้วยวิธี Well diffusion บนจานเลีย้งเชือ้ท่ี
เกลีย่ด้วยสปอร์ของ  Aspergillus spp. สงัเกตบริเวณยบัยัง้ ท่ีเกิดขึน้และค านวณเป อร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้  ได้ผลดงัตารางท่ี 9 โดยพบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหาร
เสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน)  มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. flavus ได้สงูสดุ 
ซึง่มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  183.00±0.02 เปอร์เซ็นต์  (รูปท่ี 42) สว่นสารสกดัจาก  A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) พบวา่มีฤทธ์ิในการ
ต้านเชือ้รา A. terreus ได้สงูสดุ ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 168.00±0.06 เปอร์เซ็นต์  (รูปท่ี 43) 
ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อา หารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 7 (ฟี
นิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. niger และ A.fumigatus ได้สงูสดุ ซึง่
มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 191.00±0.24 และ 190.00±0.05 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 44) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 83 

83 

ตารางท่ี  9 ความสามารถในการยบัยัง้ เชือ้รา Aspergillus spp. ของสารสกดัจาก  A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น โดยวิธี Well 
diffusion   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชือ้รา Aspergillus 
spp. 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ (% inhibition) จากสารสกดัท่ีท าบริสทุธ์ิบางสว่น (%) 
ฟีนิลอะลานีน 
และลวิซีน 

โพรลนี  
และลวิซีน  

ฟีนิลอะลานีน 
โพรลนี  และลวิซีน 

      A. flavus 183.00±0.02  99.00±0.01 105.00±0.04 

      A. niger 105.00±0.07  20.00±0.01 191.00±0.24 

      A. fumigatus 173.00±0.03 157.00±0.01 190.00±0.05 

      A. terreus 54.00±0.02        168.00±0.06       28.00±0.01 
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รูปท่ี 42 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น โดย หมายเลข 1 คือ 
สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ 
แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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B 

1 2 

  3   4 

C 
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  3   4 

D 

1 2 

  3   4 
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รูปท่ี 43 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น โดย หมายเลข 1 คือ สารสกดั 
หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเท-
อริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
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    3   4 
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รูปท่ี 44 ความสามารถในการยบัยัง้ A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. 
terreus (D) ของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะ
ท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น โดย หมายเลข 1 คือ 
สารสกดั หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไม่หยดสารสกดั และ หมายเลข 4 คือ 
แอมโฟเทอริซิน บี ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 

1 2 

    3   4 

B 

1 2 

    3   4 

C 

1 2 

    3   4 

D 

1 2 

    3   4 



 

 

 87 

87 

5.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 
น าสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟี

นิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ 
ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโ ทกราฟีแบบชัน้บางมาทดสอบฤทธ์ิใน
การต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp. อีกครัง้ โดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การงอกของ
สปอร์ และเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ โดยเทียบกบัชุดควบคมุ พบวา่สารสกดัจาก  A. 
pullulans  NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน ) ท่ี
ผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. flavus ได้สงูสดุ  
77.88±0.09  เปอร์เซ็นต์  สว่นสารสกดัจาก  A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น สามารถยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ของ  A. terreus ได้สงูสดุ 71.91±0.07 เปอร์เซ็นต์  ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่น
การท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ A. niger และ A.fumigatus ได้
สงูสดุ 77.00±0.20 และ 79.17±0.24 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) 
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ตารางท่ี 10 เปอร์เซ็นต์การงอกและเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ Aspergillus spp. ท่ี
ถกูบม่ร่วมกบัสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ท่ีผา่น
การท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น 
 
กรดอะมิโนท่ีใช้ใน
การผลติสารสกดั
ท่ีผา่นการท า
บริสทุธ์ิบางสว่น 

เชือ้รา 
Aspergillus spp. 

เปอร์เซ็นต์การงอก 
ของสปอร์ (%) 

(% germination) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การ
งอกของสปอร์ (%) 

(% inhibition) 

ฟีนิลอะลานีน 
และลวิซีน 

A. flavus  22.11±0.09 77.88±0.09 

A. niger 41.17±0.12 58.83±0.12 
A. fumigatus 24.25±0.18 75.75±0.18 

A. terreus 69.17±0.13 30.83±0.13 

โพรลนี  
และลวิซีน 

A. flavus  42.00±0.16 58.00±0.16 
A. niger 76.50±0.14 23.50±0.14 

A. fumigatus 32.20±0.16 67.80±0.16 
A. terreus 28.09±0.07 71.91±0.07 

ฟีนิลอะลานีน  
โพรลนี และลวิซีน 

A. flavus  42.07±0.09 57.93±0.09 

A. niger 23.00±0.20 77.00±0.20 
A. fumigatus 20.83±0.24 79.17±0.24 

A. terreus 75.17±0.13 24.83±0.13 
 
หมายเหตุ  ชุดควบคมุ คือ จ านวนสปอร์ท่ีขึ ้ นบนจานอาหาร ภายหลงับม่สารละลาย DMSO 
ร่วมกบัสปอร์แขวนลอยของ  Aspergillus spp. โดยจ านวนสปอร์ท่ีขึน้บนจานอาหารชุดควบคมุ
เทียบเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 

 
 
 
 
 
 



 

 

 89 

89 

5.3 ท าการตรวจสอบสารสกดัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (Thin layer 
chromatography) 
 น าสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟี
นิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ 
ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง มาตรวจสอบสาร
สกดัอีกครัง้ โดยเปรียบ เทียบกบั สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ  โดยใช้ระบบตวัท าละลายคือ
เอธิลอะซิเตต พบวา่สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ทัง้ 
3 ภาวะ ประกอบด้วยสารที่มีคา่ Rf ภาวะละ 1 ชนิด (รูปท่ี 45) แตล่ะภาวะมีคา่ Rf  เทา่กบั 0.68 
(ต าแหนง่ A) สว่นออริโอบาซิดินเอ มาตรฐาน มีคา่ Rf เทา่กบั 0.68 (ต าแหนง่ B) (รูปท่ี 45) 
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รูปท่ี 45 โครมาโทรแกรมแสดงผลการตรวจสอบสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา ท่ีได้จากเชือ้รา   
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น ด้วย
เทคนิค TLC โดยใช้ระบบตวัท าละลายคือ เอธิลอะซิเตต 
1.สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 
2.สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5  
(ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน)  
3.สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 6  
(โพรลนี และ ลวิซีน) 
4.สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7  
(ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ระยะของตวัท าละลาย 

A B 
 

จุดเร่ิมต้น 

 1  2  3 4 
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6. วิเคราะห์โครงสร้างสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ 
6.1 ท าการวิเคราะห์โครงสร้างสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ด้วยวิธี 1H-Nuclear Magnetic  

Resonance (1H-NMR) 
 น าสารสกดั A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 

5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี 
และ ลวิซีน) มาตรวจสอบโดยการท าโครมาโทกราฟีแบบชัน้บางและท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยท า
การขดูจุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้อยูใ่นระดบัเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ บนแผน่ TLC มา
ละลายในตวัท าละลายคลอโรฟอร์ม  ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 5 นาท ีจากนัน้น าสว่นของของเหลวไ ปท าการวิเคราะห์หาโครงสร้างสารสกดั  โดยใช้วิธี 1H-
NMR ซึง่นิวคลไีอท่ีใช้ในสนามแม่เหลก็คือโปรตอน (Proton) ท่ีอุณหภมิู 45 องศาเซลเซียส  ในช่วง
ความยาวคลืน่วิทย ุ500 เมกะเฮิร์ทซ์ จากนัน้ท าการเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกดัท่ีได้กบัสาร
มาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ  ท่ีความ เข้มข้น  0.1 มิลลกิรัม /มิลลลิติร  พบวา่สารสกดัจากเชือ้ A. 
pullulans NRRL 58536 ทัง้ 3 ภาวะ มีผลของสเปกตรัมสอดคล้องกบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน 
เอ (รูปท่ี 46) 
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รูปท่ี 46 โปรตอนเอนเอมอาร์สเปกตรัมของ ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม / 
มิลลลิติร  (A) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 5 (ฟี
นิลอะลานีน และ ลวิซีน) (B) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิ
โนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) (C) สารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหาร เสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) (D) 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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บทที่  5 

สรุปผลการทดลอง อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 
 
1. ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา A. pullulans 
 จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเชือ้รา A. pullulans ทัง้ 10 สายพนัธ์ุพบวา่เซลล์มี
รูปร่างหลายรูปแบบ ได้แก่  บลาสโตสปอร์  โคนิเดียปฐมภมิู  โค นิเดียทติุยภมิู หรือ budding cell    
เซลล์พอง  คลาไมโดสปอร์  เส้นใย  และเส้นใยเทียม  เป็นต้น โดยลกัษณะของบลาสโตสปอร์โปร่งใส 
รูปร่างคอ่นข้างกลมถึงรี มีขนาดแตกตา่งกนั มี budding cell  แตกออกจากบลาสโตสปอร์ เม่ือ
เพาะเลีย้งเป็นเวลานานขึน้เซลล์จะมีขนาดใหญ่ และมีผนงัหนาขึน้ เรียกวา่เซลล์พอง (swollen cell) 
โดยในบางสายพนัธ์ุอาจมีสเีข้มขึน้เน่ืองจากการสร้างเม็ดสเีมลานิน เรียกวา่คลาไมโดสปอร์ เส้นใยมี
ลกัษณะโปร่งใส เม่ือเลีย้งเป็นระยะเวลานานจะเปลีย่นเป็นสเีข้มขึน้จากการสร้างเม็ดสเีมลานิน และ
มีผนงัหนาขึน้ บางครัง้มีเอนโด โคนิเดียเกิดขึน้จากภายใน ด้านข้าง หรือปลายของเส้นใย ซึง่
สอดคล้องกบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีอธิบายโดย Hermanides-nijhof (1977) และ Domsch 
และคณะ (1993)  
 
2. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเชือ้รา 
 2.1 วิธี Well diffusion 
  จากการน าสารท่ีสกดัได้จากเชือ้ราทัง้  10 สายพนัธ์ุ  มาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้
ราก่อโรคในกลุม่  Aspergillus spp. พบวา่ A. pullulans NRRL 58536 ออกฤทธ์ิสงูสดุในการต้าน
เชือ้ราก่อโรคท่ีน ามาทดสอบทัง้ 4 สายพนัธ์ุ ได้แก่ A. flavus, A. niger, A. fumigatus  และ  A. 
terreus โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  50.00±0.00, 50.00±0.00, 20.00±0.00 และ 45.00±0.05
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซึง่ได้เคย มีรายงานวา่ สารต้านเชือ้รา ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีผลติได้จาก เชือ้รา  
A. pullulans สามารถยบัยัง้เชือ้ราก่อโรคกลุม่ Candida spp.และกลุม่อ่ืนๆได้แล้ว ยงัสามารถยบัยัง้
เชือ้รากลุม่  Aspergillus spp. บางสายพนัธ์ุได้ดี  เช่น A. terreus A. nidulans และ A. clavatus 
เป็นต้น แตพ่บวา่มีประสทิธิภาพในการออกฤทธ์ิยบัยัง้ได้ไม่ดีตอ่เชือ้รา A. fumigatus A. flavus และ 
A. niger (Takesako และคณะ, 1993)  นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่ สารสกดัจากเชือ้รา A. pullulans 
สายพนัธ์ุเขตร้อนท่ีคดัแยกได้จากประเทศไทยสามารถ ออกฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้รา  A. fumigates A. 
flavus และ A. terreus ได้ (Lotrakul และคณะ, 2009)  
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  ซึง่การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพด้วยวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีนิยมใช้ทดสอบสารต้านจุลชีพ 
โดยเฉพาะกบัสารที่มีปริมาณน้อย โดยเส้นผา่ศนูย์กลางของบริเวณยบัยั ง้จะสมัพนัธ์กบัปริมาณสาร
ท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเชือ้จุลชีพ (Gaydos และ Harrington, 1982) แตเ่น่ืองด้วยจากการทดลอง สารที่
สกดัได้จาก A. pullulans ท่ีมีฤทธ์ิต้านเชือ้รานัน้ยงัเป็นสารสกดัหยาบ และยงัมีปริมาณสารอ่ืนเจือ
ปนอยูห่ลายชนิด  ดงันัน้หากต้อ งการให้สารสกดัมีฤทธ์ิการยบัยัง้ท่ีดีขึน้จึงควรท าให้สารสกดันัน้มี
ความบริสทุธ์ิมากขึน้ 
 
 2.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 
  จากการน าสารท่ีสกดัได้จาก  A. pullulans ทัง้ 10 สายพนัธ์ุ มาทดสอบ
ความสามารถในการต้านเชือ้รา โดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การงอกข องสปอร์ และเปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การงอกของสปอร์ พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 มีฤทธ์ิสงูสดุในการยบัยัง้
การงอกของสปอร์ของ  A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได้ 43.96±0.06, 
40.83±0.12, 33.93±0.10 และ 39.89±0.09 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

 จากการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ท่ีมี
ฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้รา  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุด้วยวิธี  Well diffusion นัน้คือสายพนัธ์ุ
เดียวกนักบัท่ีออกฤทธ์ิยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  Aspergillus spp. ด้วย ซึง่เชือ้ราในกลุม่ 
Aspergilli เป็นเชือ้ราฉวยโอกาสท่ีพบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ (opportunistic fungi)  สามารถก่อโรค
ในคนหรือสตัว์ท่ีมีความผิดปกติของภมิูคุ้มกนั  โรคท่ีเกิดขึน้เรียกวา่  Aspergillosis  อาการของโรคมี
ตัง้แตเ่ลก็น้อยจนถึงเป็นสาเหตใุห้ผู้ ป่วยเสยีชีวิต  สว่นใหญ่ท าให้เกิดการ ติดเชือ้ในร่างกายได้หลาย
ระบบ ได้แก่ ห ูตา จมกู และปอด การติดเชือ้รานีบ้างคนเชือ้จะลกุลามไปยงักระดกู  สมอง เยื่อหุ้ม
สมอง ระบบประสาท  หรือเกิดเนือ้ตายเน่ืองมาจากการติดเชือ้ท่ีอวยัวะภายในตา่งๆ (Schett และ
คณะ, 1998) เชือ้ราในสกลุนีท่ี้ก่อโรครุนแรงได้แก่ A. fumigatus  A. flavus  A. niger  และ A. 
terreus  (พรรณกร อ่ิมวิทยา,  2538)   

 จากฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ท่ีมีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้เชือ้รา  Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ  ได้ดีนัน้จึงนา่จะมีการศกึษาตอ่ไปในแงข่องการท า
เป็นยาต้านเชือ้ราตอ่ไปในอนาคต 
 
3. ศกึษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลติสารต้านเชือ้รา 

3.1 ศกึษาหาช่วงเวลาที่เหมาะสมตอ่การเจริญเติบโตและการผลติสารต้านเชือ้ราโดยใช้ 
เทคนิค  Spectrophotometry 
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 จากการทดลองน าเชือ้รา A. pullulans NRRL 58536 ซึง่เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีฤทธ์ิ
ในการต้านเชือ้ราก่ อโรคกลุม่ Aspergillus spp.ได้สงูสดุ จึงน ามาศกึษาหาช่วงเวลาที่เหมาะสมตอ่
การเจริญเติบโตและการผลติสารต้านเชือ้รา โดยในการทดลองเป็นการเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเชือ้
แบบ Fed batch คือเป็นการเติมอาหารเข้าไปเพิ่มโดยไม่มีการถ่ายอาหารท่ีเพาะเลีย้งเชือ้แล้ว
ออกมา ซึง่มี ข้อดีคือ ท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโตเป็นจ านวนมาก และท าให้ได้มวลของเซลล์ใน
ปริมาณสูง (สมใจ ศิริโภค , 2547) พบวา่ในช่วงเวลา  0-6 ชัว่โมง (lag phase) เป็นช่วงการปรับตวั
ของเซลล์กล้าเชือ้ท่ีเติมลงไปในอาห ารเลีย้งเชือ้ ซึง่การเปลีย่นแปลงจ านวนของเซลล์จะเป็นศนูย์
ในช่ว งระยะเวลาหนึง่ แสดงถึงการปรับตวัให้เข้ากบัสภาพแวดล้อมใหม่ และเก่ียวข้องกบัการ
สงัเคราะห์เอนไซม์ท่ีจ าเป็นส า หรับการเจริญในสภาวะแวดล้อมนี ้ จากนัน้ในช่วงเวลา 24 ชัว่โมง 
พบวา่เซลล์มีการเจริญเติบโตสงูสดุซึง่วดัคา่ความขุน่ของเซลล์ได้ 17.37±0.01 และนบัจ านวนเซลล์
ได้ 12.40±0.03x108  เซลล์/มิลลลิติร  จึงจดัเซลล์อยู่ ในช่วงเอกซ์โปเนนเชียล  (exponential หรือ log 
phase) เป็นช่วงที่มีสมดลุของการเจริญการสงัเคราะห์สารที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์เพิ่มขึน้ด้วย
อตัราที่คงท่ี ดงันัน้เซลล์จึงแบง่ตวัประชากรเพิ่มขึน้เป็น 2 เทา่ ในช่วงเวลา คงท่ี ช่วงเวลาหลงัจาก
ชัว่โมงท่ี 24 พบวา่เซลล์มีการเจริญเติบโตลดลง เม่ือครบเวลา 56 ชัว่โมง ได้ท าการเติม อาหารสตูร 
Production II ปริมาตร 1/5 ของอาหารสตูร  Production I ลงไป และท าการเลีย้งตอ่อีก 78 ชัว่โมง 
พบวา่ ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง  เซลล์มีการเจริญเติบโตสงูขึน้แต่ ต ่ากวา่ในช่วงเวลาที่ 24 ชัว่โมงซึง่วดัคา่
ความขุน่ของเซลล์ได้ 7.50±0.02 และนบัจ านวนเซลล์ได้ 3.65±0.01x108  เซลล์/มิลลลิติร  เน่ืองจาก
เซลล์บางสว่นเข้าสูช่่วงการเจริญลดลง (decline phase) ในช่วงนีอ้ตัราการตายของเซลล์มีคา่
มากกวา่อตัราการเจริญ ซึง่ท าให้ความหนาแน่นของเซลล์ลดลง  จากนัน้ท าการเก็บเก่ียวเซลล์ท่ีเวลา 
134 ชัว่โมง เน่ืองจากเม่ือเซลล์เข้าสูช่่วงนีส้ารอาหารท่ีจ าเป็นถกูใช้หมดไป  หรือเกิดการสะสมของ
สารพิษอยู่ภายในเซลล์เรียกวา่สารประกอบทติุยภมิู (secondary metabolite) ซึง่เป็นสารที่เชือ้รา
สร้างขึน้มาเพื่อตอบสนอง ตอ่ความจ าเป็นบางประการ เช่น เพื่อป้องกนัตนเองจากเชือ้ราชนิดอ่ืน 
เป็นต้น (เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ์, 2544) 
 
 3.2 ศกึษาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหลง่คาร์บอน 

 จากการทดลองน าเชือ้รา A. pullulans NRRL 58536 ซึง่เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีฤทธ์ิใน
การต้านเชือ้ราก่อโรคกลุม่ Aspergillus spp.ได้สงูสดุ จึงน ามาท าการศกึษาภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลติสารต้านเชือ้ราจากแหลง่ คาร์บอน 2 ชนิด คือ กลโูคส และ ซูโครส ท่ีมีความเข้มข้น 1.5 
2.0 และ 2.5% (w/v) พบวา่เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ จากสารสกดั A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 2.5% (w/v) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus 
spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ ได้แก่ A. flavus, A. niger, A. fumigatus  และ A. terreus ได้สงูสดุ  ซึง่มี
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เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  75.00±0.00, 60.00±0.05, 60.00±0.00 และ 50.00±0.00 เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดบั  และเม่ือท าการทดสอบความสามารถในการต้านเชือ้รา โดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การ
งอกของสปอร์ และเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans 
NRRL 58536 สามารถยบัยัง้การเจริญของสปอร์ของ  A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. 
terreus ได้ 54.94 ± 0.08, 52.89 ± 0.08, 50.89 ± 0.00 และ 33.94 ± 0.08 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
ซึง่ได้สอดคล้องกบัรายงานผลการทดลองเก่ียวกบัการใช้แหลง่คาร์บอนกลโูคสในอาหารเลีย้งเชือ้
พบวา่มีการสงัเคราห์เอนไซม์ Phenoxazinone และยาปฏิชีวนะ Actinomycin ได้ปริมาณสงูขึน้
เน่ืองจากกลโูคสไปมีผลต่ อการเพิ่ม อตัราการเจริญของเชือ้ซึง่จะไปมีผลตอ่การเพิ่มการผลติ
สารประกอบทติุยภมิู (Gallo และ Katz, 1993) 
  และโดยธรรมชาติเซลล์ของสิง่มีชีวิตรวมถึงจุลนิทรีย์ต้องการสารอาหารบางอยา่ง
ส าหรับการเจริญเติบโตสารอาหารเหลา่นีจ้ะต้องมีธาตซุึง่เป็นสว่นประกอบและโครงสร้างของเซลล์ 
โดยธาตเุหลา่นีมี้ความจ าเป็นตอ่กระบวนการสงัเคราะห์  ซึง่องค์ประกอบหลกัของจุลนิทรีย์คือ 
คาร์บอน  จุลนิทรีย์ท่ีได้พลงังานจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารอินทรีย์ในปริมาณท่ีมากพอจะ
เป็นแหลง่พลงังานท่ีเพียงพอตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์ (เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ์, 2544)  
 
 3.3 ศกึษาการใช้แหลง่อาหารเสริม  

 จากการศกึษาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหลง่คาร์บอน  พบวา่สาร
สกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่คาร์บอนกลโูคสความเข้มข้น 2.5% (w/v) มีฤทธ์ิใน
การต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp. ทัง้ 4 สายพนัธ์ุได้ สงูสุด เม่ือน ามาศกึษาการใช้
แหลง่อาหารเสริมจ าพวกกรดอะมิโน ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน โดยจดัแบง่กรดอะมิ
โน ออกเป็น 7 ภาวะ ได้แก่ (1) ฟีนิลอะลานีน (2) โพรลนี (3) ลวิซีน (4) ฟีนิลอะลานีน  และ โพรลนี 
(5) ฟีนิลอะลานีน  และ ลวิซีน (6) โพรลนี  และ ลวิซีน  (7) ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน 
ตามล าดบั  โดยท าการเลีย้งเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 ในอาหารสตูร Production I ท่ีมี
กลโูคสความเข้มข้น 2.5% (w/v) และท าการเลีย้งเชือ้ตอ่ในอาหารสตูร Production II ท่ีมีกรดอะมิ

โนในแตล่ะภาวะท่ีความเข้มข้น 0.01% (w/v) พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหล่งอาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา  A. 
flavus ได้สงูสดุ  ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  175.00±0.05 เปอร์เซ็นต์  สว่นสารสกดัจาก  A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม กรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) พบวา่มี
ฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา  A. terreus ได้สงูสดุ ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  120.00±0.01 เปอร์เซ็นต์ 
ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 7 (ฟี
นิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ร า A. niger และ A. fumigatus ได้สงูสดุ 
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ซึง่มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  146.00±0.08 และ   170.00±0.06 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั   และเม่ือท า
การทดสอบความสามารถในการต้านเชือ้รา โดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ และ
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์ พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลง่
อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  
A. flavus ได้สงูสดุ 74.87±0.10 เปอร์เซ็นต์   สว่นสารสกดัจาก  A. pullulans  NRRL 58536 ใน
แหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  
A. terreus ได้สงูสดุ 65.89±0.08 เปอร์เซ็นต์  ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) สามารถยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ของ  A. niger และ A. fumigatus ได้สงูสดุ  69.91±0.06 และ 77.96±0.06เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดบั  และได้เคยมีรายงานผลการทดลองเก่ียวกบั การใช้กรดอะมิโนในอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อ
ผลติสารต้านเชือ้รา ท าการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้ด้วยเชือ้รา Candida albicans พบวา่สารต้าน
เชือ้ราดงักลา่วสามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้ได้ (Mittendorf และคณะ, 2002) 

จุลนิทรีย์บางชนิดต้องการไนโตรเจนในสารอินทรีย์ เช่น กรดอะมิโน โดย แหลง่ของ
ไนโตรเจนได้แก่ ถัว่เหลอืง ถัว่ลสิง ปลา  เนือ้สตัว์ ยีสต์สกดั  เป็นต้น  ซึง่ ไนโตรเจน จดั เป็น
องค์ประกอบของเซลล์ร้อยละ 10 ของน า้หนกัเซลล์ ดงันัน้ในอาหารเลีย้งเชือ้ควรมีปริมาณ
ไนโตรเจนท่ีเพียงพอ ส าหรับเซลล์ท่ีต้องการ (เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ์ , 2544) และนอกจากนีไ้ด้มี
รายงานวา่ออริโอบาซิดิน เป็นสารกลุม่เดปซิเปปไทด์แบบวงแหวน (cyclic depsipeptide) 
ประกอบด้วยกรดแอลฟาอะมิโน 8 ชนิด และกรดไฮดรอกซิล 1 ชนิด ออริโอบาซิดิน มีโครงสร้าง 18 
ชนิด และมี โครงสร้าง ของกรดอะมิโนท่ีเป็นโครงสร้างหลกัใน ทกุโครงสร้าง 3 ชนิด คือ ฟีนิลอะ
ลานีน โพรลนี  และลวิซีน  (Takesako และคณะ , 1993) ดงันัน้กรดอะมิโนทัง้ 3 ชนิดนา่จะมี
บทบาทในการชกัน าให้เซลล์ผลติสารต้านเชือ้ราได้ประสทิธิภาพดีขึน้ 
 
4. ท าบริสทุธ์ิบางสว่นของสารต้านเชือ้รา   
 4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (Thin layer chromatography) 
  จากการศกึษาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหลง่คาร์บอนรวมถึงศกึษา
การใช้แหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนในการผลติสารต้านเชือ้รา พบวา่สารสกดัจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการ
ต้านเชือ้รา A. flavus ได้สงูสดุ สว่นสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. terreus ได้สงูสดุ ขณะท่ีสาร
สกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพ
รลนี และ ลวิซีน )  มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา A. niger และ A. fumigatus ได้สงูสดุ จึงน ามา
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ตรวจสอบด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง เทียบกบัสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ  โดย
ใช้ระบบตวัท าละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวา่สารสกั ดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่
อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และ
ภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) ประกอบด้วยสารที่มีคา่ Rf แตกตา่งกนั  3 ชนิด แต่
ละชนิด มีคา่ Rf  เทา่กบั 0.45 (ต าแหนง่ C) 0.59 (ต าแหนง่ B) และ 0.68 (ต าแหนง่ A) ตามล าดบั  
สว่นออริโอบาซิดินเอ มาตรฐาน มีคา่ Rf เทา่กบั 0.68 (ต าแหนง่ D)  

 ในการแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง เป็นโครมาโทกราฟีแบบดดู
ซบั ซึง่เป็นวิธีหนึง่ท่ีนิยมใช้ในการแยกสาร การท าให้สารบริสทุธ์ิ หรือใช้ระบุชนิด ของสารและ
จ านวนสารที่เป็นองค์ประกอบในของผสม โดยอาศยัหลกัการที่สารตา่งชนิดกนัจะกระจายตวัอยูใ่น
เฟสคงท่ีและเฟสเคลือ่นท่ีได้ไม่เทา่กนั การท่ีสารในของผสมแยกออกจากกนัได้เน่ืองจากสารแตล่ะ
ตวัจะถกูดดูซบัไว้ไม่เทา่กนั สารที่ถกูดดูซบัไว้มากยอ่มเคลือ่นท่ีได้ช้ากวา่สารท่ีถกูดดูซบัได้น้อย ซึง่
จากหลกัการนี ้ท าให้สามารถแยกสารที่มี สภาพขัว้ตา่งกนัออกจากกนัได้  ในการทดลอง นีเ้ลอืกใช้
แผน่โครมาโทกราฟีท่ีมีตวัดดูซบัเป็นซิลกิาเจล ซึง่ใช้ได้ดีกบัสารเกือบทกุชนิด และเน่ืองจาก ออริโอ
บาซิดิน เอ เป็นสารประเภทพอลเิปปไตด์ ท่ีมีสภาพขัว้คอ่นข้ างสงู สามารถละลายได้ดีใน 
เอทธานอล  เมทธานอล  คลอโรฟอร์ม และเอทธิลอะซิเตท เป็นต้น (Takesako และคณะ, 1991) 
จึงได้เลอืกใช้เอทธิลอะซิเตทซึง่เป็นตวัท าละลายท่ีสามารถท าละลาย ออริโอบาซิดิน เอ และพาสาร
ให้เคลือ่นท่ีบนแผน่ TLC ได้คอ่นข้างเหมาะสมกวา่เอทธานอลและเมทธานอลท่ีมีสภาพขัว้คอ่นข้าง
สงูเกินไป หรือ คลอโรฟอร์มซึง่มีสภาพขัว้ต ่าเกินไปส าหรับการแยก ออริโอบาซิดิน เอ และสารสกดั
ท่ีได้ ซึง่จะท าให้ผลการแยกสารได้ไม่ดีเทา่ที่ควร 
  ดงันัน้จากรูปแบบของการแยกสารบนแผน่ TLC สารสกดัจาก  A. pullulans 
NRRL 58536 ท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราท่ีใช้ทดสอบนัน้จึงมีความเป็นไปได้วา่เป็นออริโอบาซิดิน 
เอ เน่ืองจากสภาพความมีขัว้คอ่นข้างใกล้เคียงกนั สงัเกตได้จากการแยกสารได้ ณ ต าแหนง่ท่ีมีคา่ 
Rf เทา่กนับนแผน่ TLC  
 
 4.2 เทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
  ผลจากการทดลองน าสารสกดั  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟี
นิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) มาวิเคราะห์ โดยการท าโครมาโท กราฟีแบบชัน้บางและท าให้
บริสทุธ์ิบางสว่นโดยท าการขดูจุดของสารสกดัท่ีปรากฏขึน้อยูใ่นระดบัเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ 
บนแผน่ TLC มาละลายในตวัท าละลายอะซีโตไนไตร จากนัน้น าสารสกดัท่ีได้มาตรวจสอบด้วย
เทคนิค โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (HPLC) ซึง่เป็นเทคนิคท่ีมีประสทิธิ ภาพและ
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ความไวสงูในการแยกองค์ประกอบตา่งๆ ออกจากกันโดยอาศยัความแตกตา่งของการกระจาย
ตวัของสารตวัอยา่งระหวา่ง 2 เฟส ท่ีไม่ผสมเป็นเนือ้เดียวกนั คือ เฟสเคลือ่นท่ี (mobile phase) ท า
หน้าที่ในการชะล้างหรือพาสารเคลือ่นท่ีผา่นเฟสอยูก่บัท่ี  และเฟสอยูก่บัท่ี (stationary phase) ท า
หน้าที่ในการแยกสารหรือองค์ประกอบของสารตวัอยา่งออกจากกนั โดยมีหลกัการท างานคือ ขณะ
เฟสเคลือ่นท่ีผา่นเฟสอยูก่บัท่ีองค์ประกอบหรือสารชนิดตา่งๆ ในสารตวัอยา่งจะมีการเคลือ่นท่ีผา่น
เข้าและออกระหวา่งเฟสทัง้สองและมีการหนว่งเหน่ียว (retention) ในเฟสอยูก่บัท่ีทัง้นีข้ึน้อยูก่บั
คณุสมบติัทางกายภาพและทางเคมีขอ งองค์ประกอบหรือสารแตล่ะชนิดท่ีอยูใ่นสารตวัอยา่งที่มี
ความจ าเพาะตอ่เฟสทัง้สอง จากความแตกตา่งนีท้ าให้สารแตล่ะชนิดเคลือ่นท่ีผา่นเฟสอยูก่บัท่ีใน
อตัราที่แตกตา่งกนั ท าให้มีการแยกเ กิดขึน้ ระยะเวลาที่สารแตล่ะชนิดใช้ในการเคลือ่นท่ีผา่นเฟส
อยูก่บัท่ี (retention time) จะแสดงออกมาในรูปของต าแหนง่ peak บนโครมาโท แกรมซึง่สามารถ
น ามาใช้ประโยชน์ด้านการวิเคราะห์เชิงคณุภาพและเชิงปริมาณได้ (แม้น อมรสทิธ์ิ และ อมร เพชร
สม, 2535) ท าการทดสอบด้วยเคร่ือง HPLC ของบริษัท Varian รุ่น Prostar ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานออริโ อบาซิดิน เอ ท่ีมีความเข้มข้น  0.1 มิลลกิรัม /มิลลลิติร เพื่อท า
เป็นกราฟมาตรฐาน โดยใช้โครมาโทกราฟีแบบเฟสผนักลบั (reversed-phase chromatography) 

ใช้คอลมัน์ชนิด C18 ใช้ UV detector คอลมัน์ท่ีใช้คือ คอลมัน์ Chrom Spher 5 C18  (4.6  250  
มิลลเิมตร ) ของบริษัท Varian ขนาดรูพรุน (pore size) 100 องัสตรอม ขนาด particle 5 
ไมโครเมตร  และใช้ UV detector ท่ีความยาวคลืน่ 230 นาโนเมตร โดยมีอะซีโตไนไตร และน า้เป็น
เฟสเคลือ่นท่ี อตัราสว่น 7.5:2.5 ตามล าดบั อตัราการไหลเทา่กบั 1.0 มิลลลิติรตอ่นาที อุณหภมิู 
45 องศาเซลเซียส  ปริมาณท่ีใช้ในการฉีด 20 ไมโครลติร พบวา่สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
ปรากฎ peak ขึน้ท่ีเวลา 9.453 สว่นสารสกดัจากเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหาร
เสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 
7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) ปรากฎ peak ขึน้ท่ีเวลา 9.472, 9.548 และ 9.578 เน่ืองจาก 
peak ของสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ กบัสารสกดัท่ีใช้วิเคราะห์ทัง้ 3 ภาวะ ปรากฎ peak ขึน้
ในเวลาที่ไม่เทา่กนัซึง่อาจจะไม่เป็นสารชนิดเดียวกนัจึงได้ท าการวิเคราะห์สารสกดัท่ีผา่นการท าให้
บริสทุธ์ิบางสว่นด้วยเทคนิค HPLC อีกครัง้โดยการผสมสารสกดักบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
ในอตัราสว่น 2:1 ปริมาตร 30 ไมโครลติร  เพื่อตรวจสอบ  peak กราฟของสารสกดักบัสาร
มาตรฐานวา่เป็นสารชนิดเดียวกนัหรือไม่ จากการทดลองพบวา่  peak กราฟของสกดัจากเชือ้ A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) 
ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) รวมเป็น peak 
เดียวกนักบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีเวลา 9.462, 9.497 และ 9.495 ดงันัน้จึงมีความ
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เป็นไปได้วา่สารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นท่ีใช้ทดสอบนัน้เป็นสารชนิดเดียวกนักบัออ
ริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากผลการทดลองมีความสอดคล้องกนั 
 

4.3 เทคนิค Spectrophotometry ส าหรับการวิเคราะห์โปรตีนเบือ้งต้นในสารต้านเชือ้รา 
 จากการทดลองน าสาร สกดั A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม

กรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟี
นิลอะลานีน  โพรลนี และ  ลวิซีน ) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
Spectrophotometry พบวา่สารสกดัทัง้ 3 ภาวะ มีคา่สเปกตรัมการดดูกลนืแสงสงูสดุ ท่ี 257 นาโน
เมตร สว่นสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ มีคา่สเปกตรัมการดดูกลนืแสงสงูสดุท่ี 258 นาโนเมตร 
เน่ืองจากออริโอบาซิดิน เอ  เป็นสารกลุม่เดปซิเปปไทด์แบบวงแหวน (cyclic depsipeptide) 
ประกอบด้วยกรดแอลฟาอะมิโน 8 ชนิด และกรดไฮดรอกซิล 1 ชนิด (Takesako และคณะ, 1993) 
จึงจดัเป็นสารประเภทโปรตีนท่ีมีการแตกตวัเป็น subunit ขนาดเลก็ เม่ือน าสารมาวิเคราะห์โดยใช้
เคร่ือง Spectrophotometer จึงสามารถวิเคราะห์สารกลุม่ท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวน เช่น กลุม่อะ
โรมาติก กลุม่กรดอะมิโน และเบสไพริมิดีน เป็นต้น ในช่วงที่สายตาไม่สามารถมองเห็น ได้ท่ีช่วง
ความยาวคลืน่ 200-400 นาโนเมตร นอกจากนีฟี้นิลอะลานีนยงัจดัเป็นสารจ าพวกกรดอะมิโน 
สามารถดดูกลนืแสงสงูสดุได้ท่ีความยาวคลืน่ 258 นาโนเมตร แตใ่นผลการทดลองพบวา่สารสกดั
ทัง้ 3 ชนิด มีคา่สเปกตรัมการดดูกลนืแสงสงูสดุต ่ากวา่สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 1 นาโน
เมตร เน่ืองจากสารสกดัทัง้ 3 กลุม่เป็นสารท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นซึง่ยงัคงเหลอืสิง่เจือปน
อยูบ้่าง อยา่งไรก็ตามการวิเคราะห์โดยเทคนิคนีเ้ป็นการวิเคราะห์สารได้เพียงคร่าวๆ เทา่นัน้ จึงควร
ใช้เทคนิคอ่ืนๆเข้ามาวิเคราะห์ด้วย เช่น IR, NMR หรือ Mass spectroscopy เป็นต้น จะท าให้ผล
การวิเคราะห์นัน้ถกูต้องแม่นย าขึน้ (แม้น อมรสทิธ์ิ และ อมร เพชรสม, 2535) 
 

4.4 เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry ส าหรับการวิเคราะห์ น า้หนกัโมเลกลุ    
ของสารต้านเชือ้รา 

 จากการทดลองน าสาร สกดั A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟี
นิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MALDI-
TOF Mass Spectrometry ซึง่เป็นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ท่ีใช้ศกึษาหาข้อมลูเก่ียวกบัมวล
โมเ ลกลุของสารโดยอาศยัหลกัการท าให้โมเลกลุของสารแตกตวัเป็นไอออนนัน้ พบวา่ สาร
มาตรฐานออริโอบาซิดิน  เอ มีน า้หนกัโมเลกลุ  1,123.648 ดาลตนั  สว่นสารสกดัจากเชือ้ A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโน ภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) 
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ภาวะท่ี 6 (โพรลนี  และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) มีผลของ
สเปกตรัมน า้หนกัโมเลกลุ  1,123.246, 1,123.886 และ 1,123.551 ดาลตนั  โดยในปี 1991 
Takesako และคณะ ได้รายงานผลการทดลองน า้หนกัโมเลกลุของสารออริโอบาซิดิน เอ คือ 1,070 
-1,148  ดาลตนั ซึง่ในผลการทดลองพบวา่น า้หนกัโมเลกลุมีคา่เฉลีย่อยูท่ี่ 1,123 ดาลตนั ดงันัน้จึง
มีความเป็นไปได้วา่สารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นทัง้ 3 กลุม่ เป็นสารชนิดเดียวกนักบัออ
ริโอบาซิดิน เอ 
 
5. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพสารต้านเชือ้ราท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น 
 5.1 วิธี Well diffusion 
  จากการทดลองน าสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโท 
กราฟีแบบชัน้บางมาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp.ทัง้ 4 สายพนัธ์ุ
พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม กรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟี
นิลอะลานีน และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา  A. flavus ได้สงูสดุ ซึง่มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  
183.00±0.02 เปอร์เซ็นต์  สว่นสารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) พบวา่มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้รา  A. terreus ได้สงูสดุ  ซึง่มี
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  168.00±0.06 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 
ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน โพรลนี และ ลวิซีน) มีฤทธ์ิในการต้านเชือ้
รา A. niger และ A. fumigatus  ได้สงูสดุ  ซึง่ มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 191.00±0.24 และ 
190.00±0.05 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั เน่ืองจากสารสกดัท่ีน ามาทดสอบมีความบริสทุธ์ิของสารมาก
ขึน้จึงท าให้มีความเข้มข้นของสารสกดัเพิ่มขึน้ซึง่มีผลท าให้ประสทิธิภาพในการยบัยัง้เชือ้รา สงูขึน้ 
จึงมีความเป็นไปได้วา่สารสกดัท่ี ผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น ทัง้ 3 ภาวะ เป็นสารชนิดเดียวกนั
กบัออริโอบาซิดิน เอ และมีความนา่สนใจในการน าสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ไปท าการศกึษาตอ่ใน
แงข่องการท าเป็นยาต้านเชือ้ราตอ่ไปในอนาคต เพราะออริโอบาซิดิน เอ มีกลไกการออกฤทธ์ิยบัยัง้
การท างานของ การท างานของเอนไซม์ไอพีซีซินเทส (IPC synthase) ซึง่มีผลไปยั บยัง้การ
สงัเคราะห์สฟิงโกลปิิด ท่ีเป็นสว่นประกอบท่ีส าคญัของเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีพบได้ทัง้ในสตัว์และเชือ้รา 
(Nagiec และคณะ, 1997) อยา่งไรก็ดีพบวา่ในการยบัยัง้การท างานของไอพีซี ซินเทสของออริโอ
บาซิดินเอ ไม่มีผลไปยบัยัง้การสงัเคราะห์สฟิงโกลปิิดในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม   
 

5.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 
  จากการทดลองน าสารสกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นโดยเทคนิคโครมาโท- 
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กราฟีแบบชัน้บางมาทดสอบฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราก่อโรคในกลุม่ Aspergillus spp.ทัง้ 4 สาย
พนัธ์ุโดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ และเป อร์เซ็นต์การยบัยัง้การงอกของสปอร์
เทียบกบัชุดควบคมุ พบวา่สารสกดัจาก  A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม กรดอะ
มิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น  สามารถยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ของ  A. flavus ได้สงูสดุ 77.88±0.09  เปอร์เซ็ นต์ สว่นสารสกดัจาก  A. pullulans  
NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริม กรดอะมิโนภาวะท่ี 6 (โพรลนี  และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้
บริสทุธ์ิบางสว่น  สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ของ  A. terreus ได้สงูสดุ  71.91±0.07 
เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะ
ท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น  สามารถยบัยัง้การงอก
ของสปอร์ของ  A. niger และ A. fumigatus ได้สงูสดุ 77.00±0.20 และ 79.17±0.24 เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดบั เน่ืองจากสารสกดัท่ีน ามาทดสอบมีความบริสทุธ์ิของสารมากขึน้จึงท าให้มีความเข้มข้น
ของสารสกดัเพิ่มขึน้ซึง่มีผลท าให้ประสทิธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ราสงูขึน้ จึงมีความเป็นไปได้วา่สาร
สกดัท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น ทัง้ 3 ภาวะ เป็นสารชนิดเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ  จึงมี
ความนา่สนใจอยา่งยิ่งที่จะน ามาพฒันาเป็นยาต้ านเชือ้ราชนิดใหม่ เน่ืองจากออริโอบาซิดิน เอ มี
ความเป็นพิษต ่าในการทดลองกบัสตัว์ทดลอง นอกจากนีย้งัพบวา่ออริโอบาซิดิน เอ จะท าลาย
เฉพาะเซลล์ท่ีก าลงัเจริญพนัธ์ุของ Candida albicans โดยไม่มีผลกระทบตอ่เซลล์ท่ีอยูใ่นระยะพกั 
ออริโอบาซิดิน เอ ไม่ได้มีผลตอ่การยบัยัง้ก ารผลติ DNA  RNA หรือโปรตีนอ่ืนๆ ไม่มีผลในการลด
การผลติสารประกอบกลโูคสตา่งๆในเซลล์ ผลดงักลา่วแสดงให้เห็นวา่ กลไกการท างานของออริโอ
บาซิดิน มีความแตกตา่งจากแอมโฟเทอริซิน บี และสารตอ่ต้านเชือ้ราชนิดอ่ืนๆ (Endo และคณะ, 
1997 ) นอกจากนีย้งัพบวา่ ออริโอบาซิดิน เอ สาม ารถออกฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้ปรสติ Toxoplasma 
gondii ซึง่เป็นเชือ้ฉวยโอกาสท่ีมกัจะพบในโรคเอดส์และผู้ ป่วยท่ีมีระบบภมิูคุ้มกนับกพร่อง จาก
การทดลองพบวา่ออริโอบาซิดิน เอ มีผลไปยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไอพีซี ซินเทส  ซึง่จะมีผล
ไปยบัยัง้การสงัเคราะห์สฟิงโกลปิิดท่ีเป็นส่ วนประกอบท่ีส าคญัของเยื่อหุ้มเซลล์เชือ้รา จึงมีผลท า
ให้โครงสร้างภายในของเชือ้ปรสติ T. gondii เกิดการสญูเสยีไป (Sonda และคณะ, 2005) 
  

5.3 ท าการตรวจสอบสารสกดัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (Thin layer 
chromatography) 
  จากผลการทดลอง น าสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหาร
เสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 
7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น โดยเทคนิคโครมาโทกราฟี
แบบชัน้บางมาตรวจสอบสารสกดัอีกครัง้ โดยเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ  โดย
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ใช้ระบบตวัท าละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวา่สารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่
อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และ
ภาวะท่ี 7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) ประกอบด้วยสารที่มี คา่ Rf ภาวะละ 1 ชนิด แตล่ะ
ภาวะมีคา่ Rf  เทา่กบั 0.68 (ต าแหนง่ A) สว่นสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน  เอ มีคา่ Rf เทา่กบั 
0.68 (ต าแหนง่ B)  

 เน่ืองจากสารสกดัท่ีน ามาทดสอบมีความบริสทุธ์ิของสารมากขึน้จึงมีผลท าให้
ก าจดัสารสกดัชนิดอ่ืนท่ีมีสภาพขัว้แตกตา่งกบัสารมาตรฐานออกไปได้  ดงันัน้จากรูปแบบของการ
แยกสารบนแผน่ TLC สารสกดัจาก  A. pullulans NRRL 58536 ท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเชือ้ราที่ใช้
ทดสอบนัน้มีความเป็นไปได้วา่เป็นออริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากสภาพความมีขัว้คอ่นข้างใกล้เคียง
กนั สงัเกตได้จากการแยกสารได้ ณ ต าแหนง่ท่ีมีคา่ Rf เทา่กนับนแผน่ TLC  
 
6. วิเคราะห์โครงสร้างสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ 

6.1 ท าการวิเคราะห์โครงสร้างสารต้านเชือ้ราที่ผลติได้ด้วยวิธี 1H-Nuclear Magnetic  
Resonance (1H-NMR) 

 จากผลการทดลอง น าสารสกดัจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง่อาหาร
เสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟีนิลอะลานีน และ ลวิซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลนี และ ลวิซีน) และภาวะท่ี 
7 (ฟีนิลอะลานีน  โพรลนี และ ลวิซีน) ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่น โดยเทคนิคโครมาโทกราฟี
แบบชัน้บางมาวิเคราะห์โครงสร้างสารต้านเชือ้ราเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
โดยใช้วิธี 1H-NMR ซึง่นิวคลไีอท่ีใช้ในสนามแม่เหลก็คือโปรตอน (Proton) ท่ีอุณหภมิู 45 องศา
เซลเซียส  ในช่วงความยาวคลืน่วิทย ุ 500 เมกะเฮิร์ทซ์   ซึง่โปรตอน NMR มีหลักการท างานคือ 
โปรตอนทกุตวั ในโมเลกลุท่ีมีความเทา่เทียมกนัทางเคมี จะมี chemical shift ท่ีเดียวกนัและจะ
เกิดเรโซแนนซ์ท่ีเดียวกนั ดงันัน้ใน NMR สเปกตรัมสารแตล่ะตวัจะมีเพียง peak เดียว โปรตอนทกุ
ตวัเรียกวา่มี chemically equivalent ในทางตรงกนัข้าม ถ้าโมเลกลุมีโปรตอนมากกวา่ 1 ชนิดท่ีไม่
เทา่เทียมกนัทางเคมี NMR สเปกตมัจะมีหลาย peak (แม้น อมรสทิธ์ิ และ อมร เพชรสม , 2535) 
จากการทดลองพบวา่สารสกดัจากเชือ้ A. pullulans NRRL 58536 ทัง้ 3 ภาวะมีผลของสเปกตรัม
สอดคล้องกบัสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน  เอ จึงมีความเป็นไปได้วา่สารสกดัท่ี ผา่นการท าให้
บริสทุธ์ิบางสว่นทัง้ 3 ภาวะ เป็นสารชนิดเดียวกนักบัออริโอบาซิดิน เอ  
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ข้อเสนอแนะในงานวิจัย 
 เน่ืองจากสารต้านเชือ้ราจาก A. pullulans เป็นสารที่อยูภ่ายในเซลล์ ซึง่มีปริมาณน้อยเม่ือ
เทียบกบัสารประเภทหลัง่ออกภายนอกเซลล์ ดงันัน้หากต้องการศกึษาในแงก่ารน าไปใช้ประโยชน์
ควรท าการผลติในระดบัท่ีใหญ่ขึน้ (large scale) หรือน าเคร่ืองมือท่ีมีประสทิธิภาพในการท าให้
ผนงัเซลล์แตกมาใช้ในการวิจยั เช่น เคร่ืองบดอยา่งละเอียด (Homogenizer) เพื่อให้ได้ปริมาณสาร
ท่ีต้องการมากเพียงพอตอ่การศกึษาในแงท่ี่เป็นประโยชน์ในด้านการแพทย์ เช่นการผลติยาต้าน
เชือ้รา หรือการผลติเพื่อการค้าตอ่ไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

 
อาหารเลีย้งเชือ้และวิธีเตรียม 

 
1.  Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มนัฝร่ัง   200 กรัม 
 น า้ตาลเดกซ์โทรส  20 กรัม 
 วุ้น    15 กรัม 
 น า้กลัน่ 
 หัน่มนัฝร่ังเป็นชิน้ลกูเตา๋ขนาดประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร ต้มกบัน า้กลัน่ เม่ื อสกุแล้วกรอง
เอาแตน่ า้ จากนัน้เติมน า้ตาลกลโูคสแล้วปรับปริมาตรให้ใกล้ 1 ลติร ปรับ pH เทา่กบั 5.5 เติมวุ้น
แล้วต้มจนวุ้นละลายหมด สดุท้ายปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลติร และน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยเคร่ืองนึง่
ความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาท ี
 
2.  Potato Dextrose Broth (PDB) 
 มนัฝร่ัง   200 กรัม 
 น า้ตาลเดกซ์โทรส  20 กรัม 
 น า้กลัน่ 
 วิธีเตรียมเช่นเดียวกบัการเตรียมอาหารสตูร PDA แตไ่ม่เติมวุ้น ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลติร 
แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยเคร่ืองนึง่ความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความ
ดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
3.  Yeast Malt Agar (YMA) 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Malt extract   5 กรัม 
 Bacto peptone   5 กรัม 
 น า้ตาลกลโูคส  20 กรัม 
 วุ้น   15 กรัม 

น า้กลัน่ 
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ละลายสว่นผสมทัง้หมดยกเว้นวุ้นด้วยน า้กลัน่ แล้วเติมวุ้น จากนัน้น าไปต้มจนวุ้น

ละลายหมด แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลติร แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ ด้วยเคร่ืองนึง่ความดนัไอ 
(autoclave) ท่ีอุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 
4.  Yeast Malt Broth (YMB) 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Malt extract   5 กรัม 
 Bacto peptone   5 กรัม 
 น า้ตาลกลโูคส  20 กรัม 

น า้กลัน่ 
 วิธีเตรียมเช่นเดียวกบัการเตรียมอาหารสตูร YMA แตไ่ม่เติมวุ้น ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลติร  
แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยเคร่ืองนึง่ความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความ
ดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
5.  Seed Culture Medium (ส าหรับผลติสารต้านเชือ้รา) 
 Yeast-nitrogenous base 0.67% 
 น า้ตาลกลโูคส   2% 

ละลายสว่นผสมด้วยน า้กลัน่ ปรับปริมาตรตามต้องการ แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ ด้วยเคร่ืองนึง่
ความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาท ี
 
6.  Production Medium I (ส าหรับผลติสารต้านเชือ้รา) 
 น า้ตาลกลโูคส  2% 
 (NH4)2 SO4  0.5% 
 KH2PO4  0.15% 
 MgSO4.7H2O  0.05% 
 CaCl2.2H2O  0.01% 

NaCl   0.01% 

 FeCl3.6H2O  0.5 g/ml 

 ZnSO4.7H2O  0.5 g/ml 
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ละลายสว่นผสมด้วยน า้กลัน่ตามล าดบั ปรับปริมาตรตามต้องการ แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้

ด้วยเคร่ืองนึง่ความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 
7.  Production Medium II (ส าหรับผลติสารต้านเชือ้รา) 
 น า้ตาลกลโูคส  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 g/ml 

 ZnSO4.7H2O  2.5 g/ml 
ละลายสว่นผสมด้วยน า้กลัน่ตามล าดบั ปรับปริมาตรตามต้องการ แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ 

ด้วยเคร่ืองนึง่ความดนัไอ (autoclave) ท่ีอุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 
1.  การนับจ านวนเซลล์ยีสต์ด้วยวิธี Direct Microscopic Count โดยใช้ Haemacytometer 
 Haemacytometer เป็นอุปกรณ์ท่ีใช้ส าหรับนบัเม็ดเลอืด แตส่ามารถน ามาประยกุต์ใช้ใน
การนบัสปอร์ของราหรือจ านวนเซลล์จุลนิทรีย์ได้ Haemacytometer เป็นสไลด์มีช่องแบง่ไว้เป็น
ตาราง เม่ือปิดด้วย cover glass ซึง่ใช้เฉพาะกบัอุปกรณ์จะท าให้ มีความลกึระหวา่งตวัสไลด์กบั 
cover glass ท าให้บรรจุของเหลวซึง่มีตวัอยา่ งท่ีต้องการนบัจ านวนไว้ได้ ขีดแบง่จะแบง่ออกเป็น
ช่องสีเ่หลีย่มจตรัุส 25 ช่อง แตล่ะช่องมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลเิมตร ซึง่ภายในแตล่ะช่องจะ
แบง่ยอ่ยออกเป็น 16 ช่องเลก็ แตล่ะช่องมีขนาด 0.05 x 0.05 ตารางมิลลเิมตร ดงันัน้เม่ือปิดทบั
สไลด์ด้วย cover glass ซึง่ใช้ เฉพาะกบัอุปกรณ์นี ้ของเหลวที่บรรจุอยูจ่ึงมีปริมาตรเทา่กบั 
0.00025 ลกูบาศก์มิลลเิมตร 

 
ในการนบัจ านวนเซลล์ควรเจือจางเซลล์ให้มีปริมาณท่ีสามารถนบัได้สะดวกและแม่นย าไม่

เจือจางหรือหนาแนน่จนเกินไป ในการนบัให้หยดน า้ตวัอยา่งที่ต้องการนบัจ านวนเซลล์ลงบน 
Haemacytometer แล้วปิดทบัด้วย cover glass จากนัน้น าไปตรวจนบัภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ถ้า
นบัจากช่องใหญ่ควรนบัอยา่งน้อย 5 ช่อง 
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วิธีการค านวณ 
 ปริมาตรใน 25 ช่องใหญ่ (400 ช่องเลก็)  =  0.1 ลกูบาศก์มิลลเิมตร 
 สมมติคา่เฉลีย่จ านวนเซลล์ใน 1 ช่องใหญ่  = X เซลล์ 
 สมมติคา่เฉลีย่จ านวนเซลล์ใน 1 ช่องเลก็  = Y เซลล์ 
 นัน่คือ     X = 16Y เซลล์ 
ดงันัน้ 
ใน 0.1 ลบ.มม. มีจ านวนเซลล์ทัง้หมด  X x 25   หรือ  Y x 16 x 25   เซลล์ 
ใน 1.0 ลบ.มม. มีจ านวนเซลล์ทัง้หมด  X x 25 x10  หรือ Y x 16 x 25 x 10  เซลล์ 
ใน 1 ลบ.ซม. มีจ านวนเซลล์ทัง้หมด     X x 25 x10 x 1000 หรือ Y x 16 x 25 x 10 x 1000   เซลล์ 
หรือเทา่กบั X x 25 x 104 หรือ  4Y x 106 เซลล์ตอ่มิลลลิติร 
 
2.  การค านวณค่าการเคล่ือนที่สัมพันธ์ (Ratio of front (RF)) 
 เม่ือน าแผน่โครมาโทกราฟฟีแบบผิวบางออกจากโถแก้วที่บรรจุตวัท าละลายแล้ววดั
ระยะทางที่ตวัท าละลายเคลือ่นท่ี (solvent front) และระยะการเคลือ่นท่ีของสารที่ปรากฎบนแผน่
โครมาโทรกราฟฟี จากนัน้น ามาค านวณตามสตูรดงันี ้

 
                                 ระยะการเคลือ่นท่ี 

                  Rf           =    
                                         ระยะท่ีตวัท าละลายเคลือ่นท่ี 
 
3. การค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยัง้ (% inhibition) 
            เม่ือวดัเส้นผา่นศนูย์กลางวงยบัยัง้ของสารสกดั และสารมาตรฐาน แอมโฟเทอริซิน บี  ท่ี
เกิดขึน้บนจานเพาะเชือ้ จากนัน้น าคา่ที่ได้มาค านวณดงันี ้
  

 %inhibition    =       100)]1[(100 
C
T                     

 
           C       =       ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางที่เกิดจากการยบัยัง้เชือ้ราด้วยแอมโฟเทอริซิน บี  
           T        =       ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางท่ีเกิดจากการยบัยัง้เชือ้ราด้วยสารสกดั 
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4. การค านวณหาเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์ (% germination) 
 เม่ือสปอร์เชือ้ราในชุดควบคมุและชุดทดลอง เจริญในระยะเวลาที่ก าหนด ท าการนบัสปอร์
ท่ีมีการเจริญบนจานอาหาร จากนัน้น ามาค านวณดงันี ้

 
 %germination    =       T                                             
                                      C  

C       =       จ านวนสปอร์บนจานอาหารชุดควบคมุ  
T       =        จ านวนสปอร์บนจานอาหารชุดท่ีทดลอง 

 
 

 
 

  100 
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นางสาว เสาวลกัษณ์ พลอยงาม  เกิดเม่ือวนัท่ี 8 ธันวาคม  พ.ศ. 2527 ท่ีจงัหวดัชลบุรี  
ส าเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลยันเรศวร  จ.
พิษณุโลก  ในปีการศกึษา  2549 จากนัน้ได้ศกึษาตอ่ในระดบัปริญญา วิทยาศาสตร มหาบณัฑิต  
หลกัสตูรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ในปีการศกึษา 2550 
ส าเร็จการศกึษาในปีการศกึษา 2552  

 
ทุนสนับสนุนการท าวิจัย 

ขณะศกึษา ได้รับทนุ สนบัสนนุการท าวิจยัจาก ทนุอุดหนนุวิทยานิพนธ์ส าหรับนิสติ ครัง้ท่ี 
2/2552 ภาคปลาย ปีการศกึษา 2551 จากบณัฑิตวิทยาลยั จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  หมายเลข
โครงการ F-31-GS-ES13 เลขท่ี 152 
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