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บทคัดย่อ 
การตรวจคดักรองสารก่อฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์พืชชายเลนจ านวน 23 สาร 

ในการยบัยัง้ราปนเปือ้นบนข้าวเปลอืก 8 ไอโซเลท คือ Rhizopus spp. (KCN 4, KHP 1, KHP 2 และ KMK 7) Zygomycete 
KCN 2, KML 8 และ ราอะนามอร์พ KCN 5, KCN 6  ด้วยวิธี disc diffusion พบสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์พืชชายเลน
จ านวน 5 สาร (ร้อยละ 21.7) สามารถยบัยัง้การเจริญราปนเปือ้นบนข้าวเปลอืกได้อยา่งน้อย 1 สายพนัธุ์ ราที่ถกูยบัยัง้ได้เกือบ
ทัง้หมดเป็นราชัน้สงูทีเ่จริญช้า (ราอะนามอร์พ KCN 5 และ KCN 6) พบวา่สารสกดัจากอาหารเลีย้งรา mycelia sterilia BUEN 
887 ที่สกดัด้วยเอทิลอะซเิตต (887EtOAc) และ mycelia sterilia BUEN 938 ที่สกดัด้วยเอทานอล (938EtOH) มีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้รา KCN 6 และ KCN 5 ได้ดีที่สดุ ตามล าดบั ด้วยประสทิธิภาพการยบัยัง้สงูกวา่ร้อยละ 30 (%IE > 30) เมื่อคดัเลอืกสาร
สกดัจากอาหารเลีย้งรา BUEN 887 และ BUEN 938 อาย ุ7 วนั ไปทดสอบการยบัยัง้การเจริญของสารสกดัตอ่ราปนเปือ้น KCN 
5 และ KCN 6 บนเมลด็ข้าวเปลอืก โดยวิธีแช่เมลด็ข้าวเปลอืกในสารสกดัดงักลา่วเป็นเวลา 30 นาที พบสารสกดั 887EtOAc 
สามารถยบัยัง้การเจริญของราทดสอบ KCN 5 และ KCN 6 ได้อยา่งน้อย 24 ชัว่โมง และสารสกดั 938EtOH สามารถยบัยัง้การ
เจริญของราทดสอบ KCN 5 และ KCN 6 ได้อยา่งน้อย 48 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั 
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Abstract 
Preliminary screening of 23 crude extracts from culture broths of fungal endophytes isolated from 

mangrove plants against 8 fungi contaminated on paddy; Rhizopus spp.  (KCN 4, KHP 1, KHP 2 and KMK 7) 
Zygomycete KCN 2, KML 8 and anamorphic fungi KCN 5, KCN 6, by disc diffusion revealed five crude extracts 
(21.7%)  inhibited growth of at least one fungal contaminating strain on paddy.  Almost all of inhibited strains are 
slow growing (anamorphic fungi KCN 5 and KCN 6). The ethyl acetate extracts of mycelia sterilia BUEN 887 culture 
broth (887EtOAc) and ethanol extracts of mycelia sterilia BUEN 938 culture broth (938EtOH) strong inhibited (IE > 
30%)  KCN 6 and KCN 5, respectively.  When two extracts from 7 days PDB cultures of BUEN 887 and BUEN 938 
were selected for inhibitory activity testing against fungi contaminating on paddy; KCN 5 and KCN 6, by soaking 
the paddy in the extracts for 30 minutes. The result showed that 887EtOAc was able to inhibit growth of KCN 5 and 
KCN 6 for at least 24 hours. Extract 938EtOH could inhibit growth of KCN 6 and KCN 5 on paddy for at least 48 and 
24 hours, respectively. 

 

Keywords :  crude extracts ; endophytic fungi ;  mangrove plant ; paddy 

 
บทน า  

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นธัญพืชส าคญัของประชากรโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในทวีปเอเชีย  (Wikipedia, 2019)               
ในประเทศไทยข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคญัที่สดุส าหรับการบริโภคภายในประเทศและการสง่ออก ในปี 2014 ประเทศไทย
สง่ออกข้าวเป็นอนัดบัหนึ่งของโลก เป็นประเทศส าคญั 1 ใน 5 ของการส่งออกรายใหญ่ของโลก โดยส่งออกทัง้หมด 10.97             
ล้านตัน คิดเป็นเงิน 174,852 ล้านบาทหรือเท่ากับ 5,439 ล้านเหรียญสหรัฐฯ (Thai Rice Exporters association, 2016) 
ปัญหาส าคญัที่สง่ผลกระทบต่อปริมาณและคณุภาพของเมล็ดข้าว คือ โรคข้าวที่มีสาเหตมุาจากเชือ้จลุินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย 
และรา โดยเฉพาะราเป็นสาเหตุที่ส าคญัอย่างยิ่ง ตวัอย่างโรคข้าวที่มีสาเหตุจากรา เช่น โรคเมล็ดด่าง โรคไหม้ โรคราสนิม              
เป็นต้น (Wongcharoen, 2014) สาเหตสุ าคญัรองลงมา คือ การปนเปือ้นหลงัการเก็บเก่ียว เนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศ
เขตร้อนที่มีความชืน้ในอากาศมาก สง่ผลให้เมลด็ข้าวเปลือกมีความชืน้สงูท าให้มีการปนเปือ้นจากราได้ง่าย การปนเปือ้นจาก
ราหลงัการเก็บเก่ียวสง่ผลให้เมลด็ข้าวเปลอืกเกิดปัญหาตามมาหลายประการ ตวัอยา่งเช่น เมลด็ข้าวเสือ่มคณุภาพและสญูเสยี
คณุค่าทางโภชนาการ  ความสามารถในการงอกเกิดความเสียหายอย่างรุนแรง  มีสีเปลี่ยนไป สญูเสียน า้หนกั และ มีสารพิษ
จากราบางสายพนัธุ์ที่ปนเปือ้นอยู่ (Reddy et al., 2008; Mohapatra et al., 2017) รายงานการปนเปือ้นของราหลายชนิดบน
เมลด็ข้าวเปลอืกในประเทศไทยมีรายงานไว้ก่อนหน้านี ้(Pitt et al., 1994) และเมื่อเร็วๆนี ้Nakkanthong (2017) รายงานไว้ว่า
ราที่พบปนเปือ้นในเมล็ดพนัธุ์ข้าวเปลอืกของเกษตรกร จงัหวดัเพชรบรีุ ได้แก่ Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp., 
Penicillium sp. และ Rhizopus sp.   
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การใช้สารเคมีสงัเคราะห์ก าจดัราเป็นวิธีที่เกษตรกรนิยมใช้ ในการควบคมุโรคพืชและราที่ปนเปือ้นหลงัการเก็บเก่ียว 
เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่ายมีประสิทธิภาพสูง ประหยัดเวลาและต้นทุน อย่างไรก็ตามหากใช้สารเคมีสังเคราะห์ต่อเนื่องกัน               
เป็นเวลานาน จะส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม ท าลายระบบนิเวศของนาข้าวและที่ส าคญัคือส่งผลกระทบต่อสขุภาพ ของ
เกษตรกรและผู้บริโภคทัง้แบบเฉียบพลนัและเรือ้รัง จึงได้มีการค้นหาแนวทางการควบคมุราโดยใช้วิธีควบคมุทางชีวภาพเป็น
ทางเลอืกใหมเ่นื่องจากเป็นมิตรกบัสิง่แวดล้อม และไมส่ง่ผลเสยีตอ่สขุภาพของเกษตรกรและผู้บริโภค (Wongcharoen, 2014) 
วิธีหนึ่งที่มีผู้สนใจกันมากเนื่องจากปลอดภยัและได้ผลดีในการควบคุมราโรคข้าว คือการใช้สารสกดัจากพืชและสว่นต่าง ๆ             
ของพืชมาใช้ควบคุม (Jayaraj et al., 2018; Lee et al., 2018; Durgeshlal  et al., 2019)  อย่างไรก็ตามในรายงานด้าน               
จุลชีววิทยาการเกษตรหลายรายงานมีการน าสารก่อฤทธ์ิทางชีวภาพจากราและราเอนโดไฟท์มาใช้ประโยชน์ ในการเป็นสาร
ต้านราสาเหตุของโรคพืช (Khrueayu & Pilantanapak, 2012; Wongcharoen, 2014)  ปัจจุบันเอนโดไฟท์ได้ถูกน ามา                
ใช้ประโยชน์ทางเกษตรกรรมอย่างแพร่หลายในด้านการใช้เป็นตวัควบคุมโรคพืชทางชีววิธี รวมถึงมีการพฒันาเป็นหวัเชือ้
ส าหรับการปลกูข้าวและพืชเศรษฐกิจกลุม่อื่น ๆ กนัอย่างแพร่หลาย ตวัอย่างเช่น ราเอนโดไฟท์ในสกลุ Trichoderma สามารถ
น ามาควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชือ้ราได้ หรือพฒันาเป็นหวัเชือ้ราในการส่งเสริมการเจริญของข้าวและพืชชนิดอื่น (Insain, 
2017) แต่เท่าที่ทราบ การน าสารก่อฤทธ์ิทางชีวภาพจากราเอนโดไฟท์มาใช้ในการควบคมุราปนเปือ้นของผลผลิตข้าวเปลือก            
ที่เก็บไว้เป็นเมล็ดพนัธุ์ ยงัไมพ่บวา่มีรายงานไว้  การศกึษานีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาความเป็นไปได้และเพื่อศกึษาฤทธ์ิของ
สารก่อฤทธ์ิทางชีวภาพจากราเอนโดไฟท์พืชชายเลนชนิดต่าง ๆ ในระดับห้องปฏิบัติการที่ยบัยัง้ราปนเปื้อนบนเมล็ดข้าว                 
เพื่อเสนอแหลง่ทางเลือกใหม่ในการตรวจคดักรองราและเมตาบอไลท์  เพื่อน ามาใช้ในการควบคุมราที่ปนเปือ้นอยู่บนเมล็ด
พนัธุ์ข้าวเปลอืกหลงัการเก็บเก่ียวตอ่ไป 

 

วิธีด าเนินการวิจัย  
1. การคดัแยกราเอนโดไฟท์จากใบพืชชายเลน 

น าใบพืชทีม่ีลกัษณะสมบรูณ์ไมม่ีลกัษณะอาการของโรคมาล้างด้วยน า้ประปาและตดัเป็นรูปสีเ่หลีย่มขนาด 0.5×0.5  
เซนติเมตร จ านวน 5 ชิน้ต่อใบ แช่ในแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 70% นาน 2 นาที และแช่ในสารละลาย clorox ความเข้มข้น 
10% นาน 1 นาที แล้วน ามาล้างด้วยน า้กลัน่ท่ีปลอดเชือ้ 3 ครัง้ หลงัจากนัน้น ามาซบับนกระดาษกรองปลอดเชือ้ แล้วน ามาวาง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ 2% water agar (WA) บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วนั  แยกเส้นใยราเดี่ยว เลีย้งบน 
potato dextrose agar (PDA) บม่ที่อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บเป็นเชือ้บริสทุธ์ิไว้ศกึษาตอ่ไป 

2. สารสกดัหยาบจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์ 

น าราเอนโดไฟท์ที่เพาะเลีย้งโดยการเขยา่ให้อากาศความเร็วรอบ 100 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็น 

เวลา 7 วันในอาหาร potato dextrose broth มากรองแยกเส้นใย แล้วน าอาหาร 100 มิลลิลิตร มาสกัดด้วยตัวท าละลาย
เอทิลอะซิเตต (EtOAc) อัตราส่วน 1:1 ท าการสกัด 2 รอบ น าสารสกัดที่ได้มารวมกัน  น าไประเหยแห้งด้วยเคร่ือง rotary 
evaporator  แบ่งสารสกัดส่วนหนึ่งมาละลายด้วยสารสะลาย dimethyl sulfoxide (DMSO) ความเข้มข้น 50% ที่ปลอดเชือ้  
(Khrueayu , 2013) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บใส่หลอดป่ันเหวี่ยงขนาดเล็กขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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สารสกัดอีกคร่ึงหนึ่งน ามาละลายและสกัดด้วยตวัท าละลายเฮกเซนผสมกับกับเอทานอล (EtOH) อตัราส่วน 1:1 ปริมาตร              
30  มิลลิลิตร จากนัน้แยกสารส่วนเอทานอลไประเหยแห้งด้วยเคร่ือง rotary evaporator น าสารสกัดหยาบละลายด้วย            
สารละลาย dimethyl sulfoxide ความเข้มข้น 50% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเก็บใส่หลอดป่ันเหวี่ยงขนาดเล็กขนาด                   
1.5 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  สุ่มสารทดสอบทัง้ 2 กลุ่ม รวม 23 สาร จากราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จาก              
พืชตา่ง ๆ กนั ดงัแสดงในตารางที่ 1  ไปทดสอบการยบัยัง้ราปนเปือ้นบนข้าวเปลอืก 

3.  ข้าวเปลือกทดสอบและราทดสอบ 
เมล็ดพนัธุ์ข้าวเปลือกที่ใช้ทดสอบเป็นพนัธุ์หอมมะลิแดง ได้รับอนเุคราะห์จากเกษตรกรจงัหวดัเพชรบรีุ  สายพนัธุ์รา              

ที่ปนเปือ้นในข้าวเปลือก จ านวน 8  ไอโซเลท แยกได้จากเมล็ดข้าวเปลอืก 3 สายพนัธุ์ ในห้องปฏิบตัิการจุลชีววิทยา ม. บรูพา 
ท าการจดัจ าแนกเบือ้งต้นด้วยวิธีทางสณัฐานวิทยา (Barnett & Hunter, 2006; Samson et al., 2004)  และเก็บไว้เป็น stock 
culture ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ห้องปฏิบตัิการรา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา แสดงดงั
ตารางที่ 2 

4.  อาหารเลีย้งเชื้อ 
ประกอบด้วย potato dextrose agar  (PDA) (Difco) ที่ เตรียมจากน า้ทะเลที่มีความเค็มเข้มข้น 30 part per 

thousand (ppt) (PDA/SW30) ส าหรับเลีย้งกล้าเชือ้เอนโดไฟท์  PDA (Difco) ที่เตรียมจากน า้กลัน่ส าหรับเลีย้งราทดสอบและ
ทดสอบการยบัยัง้บนอาหารแข็ง และ potato dextrose broth (PDB) (Difco) ที่เตรียมจากน า้กลัน่เพื่อเลีย้งราเอนโดไฟท์ก่อน
การสกดัสาร     
ตารางที่ 1  ชนิดของสารสกดัหยาบจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์พืชชายเลนท่ีศกึษา 
ล าดับ สารสกัดจากรา 

เอนโดไฟท์ 
แหล่งของรา 
เอนโดไฟท์ 

ตัวท า
ละลายที่ใช้

สกัด* 

ล าดับ สารสกัดจากรา
เอนโดไฟท์ 

แหล่งของรา 
เอนโดไฟท์ 

ตัวท า
ละลายที่ใช้

สกัด* 
1 BUEN 880 โพทะเล EtOH 13 BUEN 904 โกงกางใบเล็ก EtOH 
2 BUEN 852 พงักาหวัสมุดอกแดง EtOH 14 BUEN 910 โพทะเล EtOAc 
3 BUEN 852 EtOAc 15 BUEN 914 ตะบนั EtOH 
4 BUEN 884 ล าพทูะเล EtOH 16 BUEN 914  EtOAc 
5 BUEN 884  EtOAc 17 BUEN 916 โพทะเล EtOAc 
6 BUEN 856 โพทะเล EtOAc 18 BUEN 925  EtOAc 
7 BUEN 862  EtOAc 19 BUEN 938 โปรงแดง EtOH 
8 BUEN 869 ล าพทูะเล EtOAc 20 BUEN 938  EtOAc 
9 BUEN 874 โกงกางใบเล็ก EtOAc 21 BUEN 944 โพทะเล EtOAc 

10 BUEN 876 ตะบนั EtOAc 22 BUEN 950 ตาตุม่ทะเล EtOH 
11 BUEN 887 ปรงทะเล EtOAc 23 BUEN 950  EtOAc 
12 BUEN 896 โพทะเล EtOAc     

*EtOH คือสารสกดัหยาบราเอนโดไฟท์ที่สกดัด้วยเอทานอล  EtOAc คือสารสกดัหยาบราเอนโดไฟท์ที่สกดัด้วยเอทิลอะซเิตต 
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            ตารางที่ 2 สายพนัธุ์ราปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลอืกที่ใช้เป็นราทดสอบ 

สายพันธ์ุราปนเป้ือน การจัดจ าแนก* สายพันธ์ุข้าวเปลือกที่พบรา 

KCN 2 unknown Zygomycota ชยันาท 1 
KCN 4 Rhizopus sp. ชยันาท 1 
KCN 5 mycelia sterilia ชยันาท 1 
KCN 6 unknown anamorph ชยันาท 1 
KHP 1 Rhizopus sp. ปทมุธานี 1 
KHP 2 Rhizopus sp. ปทมุธานี 1 
KML 7 Rhizopus sp. หอมมะลแิดง 
KML 8 unknown Zygomycota หอมมะลแิดง 

 
5.  การเตรียมราปนเป้ือนบนเมล็ดข้าวเปลือก (ราทดสอบ) 

ท าการถ่ายโอนราปนเปือ้นท่ีแยกได้จากเมลด็ข้าวเปลอืกในหลอดเก็บเชือ้ มาเพาะเลีย้งบนจานอาหาร PDA เพื่อให้ได้
เส้นใยของราที่มีอตัราการเจริญสงู แล้วน าไปบ่มที่อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 – 5 วนั ส าหรับราชนิดที่เจริญเร็ว 
และ 5 – 7 วัน ส าหรับราชนิดที่เจริญช้า ตรวจสอบยืนยันเชือ้จากลกัษณะโคโลนี และลกัษณะโครงสร้างสืบพันธุ์ใต้กล้อง
จลุทรรศน์ ก่อนน าสายพนัธ์ุราบริสทุธ์ิไปใช้เป็นราทดสอบตอ่ไป 

6.  การตรวจคดักรองฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์พืชชายเลนทีมี่ต่อราปนเป้ือนบนข้าวเปลือก 
    ดว้ยวิธี disc diffusion (ดดัแปลงจาก Khrueayu & Pilantanapak, 2012) 

น าชิน้วุ้นราทดสอบขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร มาเพาะลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA แล้วบ่มที่อุณหภูมิ  
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั หรือจนกว่าโคโลนีราเจริญมีเส้นผ่านศนูย์กลางขนาดประมาณ 2 เซนติเมตร  วางแผ่นดิสก์
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร  ที่ชุบสารสกัดหยาบจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์พืชชายเลนปริมาตร 20 ไมโครลิตร   
และรอจนแห้งแล้ว มาวางลงบนฝ่ังขวาของอาหารท่ีมีราทดสอบเจริญให้มีระยะห่างจากโคโลนีราปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลอืก                         
1 เซนติเมตร  และน าแผน่ดิสก์ที่มี 50% DMSO (ชดุควบคมุผลลบ) มาวางบนฝ่ังซ้ายของอาหารท่ีมีราทดสอบ ให้หา่งจากขอบ
โคโลนี 1 เซนติเมตร เช่นเดียวกนั กดแผน่ดิสก์เบา ๆ น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั หรือจนกวา่เส้นใย
ราปนเปื้อนบนเมล็ดข้าวเปลือกเจริญมาถึงขอบแผ่นดิสก์ที่มี 50% DMSO อยู่ (ท าการทดลอง 3 ซ า้) บนัทึกระยะทางที่รา
ปนเปื้อนบนเมล็ดข้าวเปลือกเจริญเพิ่มขึน้เข้าหาแผ่นดิสก์สารสกัด (R2) และระยะที่ราเจริญเพิ่มขึน้ของฝ่ังที่เจริญเข้าหา
แผ่นดิสก์ที่มี 50% DMSO อยู่ (R1) ดงัภาพที่ 5 และค านวณร้อยละการยบัยัง้การเจริญ (% inhibition efficiency, % IE) จาก
สตูร  

 
% IE = [(R1-R2) / R1] x 100                                                             (1) 
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 7.  การทดสอบความสามารถของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์พืชชายเลนในการยบัยัง้ราปนเป้ือนบนเมล็ดข้าวเปลือก    
            (ดดัแปลงจาก Wongcharoen (2014) และ Nochai & Srichuwong (2007)) 

ใช้เมลด็ข้าวเปลอืก 30 เมลด็ตอ่ซ า้ ท า 3 ซ า้ ดงันี ้
คดัเลือกเมล็ดข้าวเปลือกสายพนัธุ์หอมมะลิแดง ที่มีคณุภาพ คือ มีสว่นประกอบของเมล็ดสมบรูณ์ เมล็ดมีน า้หนกั

ใกล้เคียงกนัจ านวน 30 เมลด็ ฆา่เชือ้ที่ผิวเมลด็ข้าวเปลอืกด้วยการแช่ใน 2.5% โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) นาน 24 ชัว่โมง 
แล้วล้างด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 3 ครัง้ ซบัให้แห้งบนกระดาษกรองปลอดเชือ้ เตรียมสปอร์แขวนลอยราทดสอบ KCN 5 และ 
KCN 6 ที่คดัเลอืกไว้ ในสารละลาย Tween 80 ความเข้มข้น 0.1% ให้มีความเข้มข้นสปอร์สดุท้ายเทา่กบั 106 สปอร์ตอ่มิลลลิติร 
เตรียมสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท์ของพืชชายเลนที่กลัน่ระเหยแห้งแล้ว ผสมกับสารละลาย 50% DMSO ใส่ในหลอด 
microcentifuge ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าเมลด็ข้าวเปลือกปลอดเชือ้ที่ผ่านการฆา่เชือ้แล้ว มาแช่ในสปอร์แขวนลอยราทดสอบ 
KCN 5 และ KCN 6 ที่เตรียมไว้ นาน 30 นาที ผึ่งให้แห้งหมาดๆ บนกระดาษกรองปลอดเชือ้ ในตู้ ชีวนิรภยั แล้วน าไปใสใ่นสาร
สกดัที่เตรียมไว้ โดยใส ่10 เมลด็ในแตล่ะหลอด แช่ทิง้ไว้ 30 นาที แล้วน ามาผึ่งให้แห้งบนกระดาษกรองปลอดเชือ้ในตู้ ชีวนิรภยั 
แล้วน ามาวางบนจานอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั บันทึกจ านวนเมล็ดและวนัที่ ที่พบรา
ทดสอบเจริญทกุวนั เป็นเวลา 7 วนั  ชดุควบคมุผลบวก (Viable control)  ท าการทดลองในลกัษณะเดียวกนัแตเ่ปลีย่นเป็นแช่
เมลด็ข้าวเปลอืกในสปอร์แขวนลอยราทดสอบ และ ชดุควบคมุผลลบ (Negative control) แช่ในสารละลาย 50% DMSO  

 
ผลการวิจัย 
  1.  การตรวจคดักรองสารก่อฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์พืชชายเลนทีมี่ฤทธ์ิยบัยัง้ 
       ราปนเป้ือนบนขา้วเปลือกดว้ยวิธี disc diffusion 

เมื่อน าสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท์ที่สกัดด้วยเอทิลออะซิเตต (EtOAc) และเอทานอล (EtOH) ทัง้ 23 สาร               
มาทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้ราทดสอบท่ีมีอตัราการเจริญช้า คือ KCN 5 และ KCN 6 ด้วยวิธี disc diffusion บนจานอาหาร PDA 
พบวา่สารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์ 4 สายพนัธุ์ คือ BUEN 880, BUEN 852 และ BUEN 938 ที่สกดัด้วยเอทานอล รวมทัง้ 
BUEN 887 ที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตต มีฤทธ์ิยบัยัง้ราทดสอบแตกต่างกนัขึน้กับชนิดของราทดสอบ เมื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิสาร
สกัดหยาบจากราเอนโดไฟท์ทัง้ 4 สายพันธุ์  พบว่าสารสกัดจาก BUEN 938 ท่ีสกัดด้วยเอทานอล มีฤทธ์ิยับยัง้รา KCN 5 
mycelia sterilia ได้ดีที่สดุ คือมีประสิทธิภาพการยบัยัง้ร้อยละ 36.7 ± 5.8 (ภาพที่ 1) สารสกัดจาก BUEN 887 ที่สกัดด้วย
เอทิลอะซิเตตมีฤทธ์ิยบัยัง้รา KCN 6 unknown anamorph ได้ดีที่สดุ มีประสทิธิภาพการยบัยัง้ร้อยละ 40.0 ± 10.0 แสดงผลดงั
ตารางที่ 3  

การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้ราปนเปือ้นบนข้าวเปลือกกบัเชือ้ทดสอบท่ีมีอตัราการเจริญเร็ว คือ KCN 2, KCN 4, KHP 1, 
KHP 2, KML 7 และ KML 8 ด้วยวิธี disc diffusion บนจานอาหาร PDA  ของสารสกดัจากราเอนโดไฟท์ทัง้ 23 สาร ให้ผลลบ
เป็นสว่นใหญ่ พบว่ามีเพียงสกัดจาก BUEN 950 ที่สกัดด้วยเอทานอลเท่านัน้ที่มีมีฤทธ์ิยบัยัง้ราปนเปื้อนบนข้าวเปลือก และ
ยบัยัง้ได้เฉพาะ  รา KCN 2  ด้วย ประสทิธิภาพร้อยละ 20 ± 10.0 (ตารางที่ 3)  
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           ตารางที่ 3  ฤทธ์ิยบัยัง้ราปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลอืกท่ีมีอตัราการเจริญช้าของสารสกดัหยาบจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์โดยวิธี Disc diffusion 
 

สารสกัด 
จากรา 

*ตัวท า
ละลายที่
ใช้สกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญรา
ปนเป้ือนบนเมลด็ข้าวเปลอืก (%) 

 
สารสกัด 
จากรา 

*ตัวท า
ละลายที่
ใช้สกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญรา
ปนเป้ือนบนเมลด็ข้าวเปลอืก (%) 

KCN 5 KCN 6 KCN2  KCN 5 KCN 6 KCN2 

BUEN 880 EtOH 20.0±10.0 - -  BUEN 896 EtOAc - - - 
BUEN 884 EtOH - - -  BUEN 904 EtOH - - - 

EtOAc - - -  BUEN 910 EtOAc - - - 
BUEN 852 EtOH 26.7±5.8 - -  BUEN 914 EtOH - - - 

EtOAc - - -   EtOAc - - - 
BUEN 856 EtOAc - - -  BUEN 916 EtOAc - - - 
BUEN 862 EtOAc - - -  BUEN 925 EtOAc - - - 
BUEN 869 EtOAc - - -  BUEN 938 EtOH 36.7±5.8 - - 
BUEN 874 EtOAc - - -   EtOAc - - - 
BUEN 876 EtOAc - - -  BUEN 944 EtOAc - - - 
BUEN 887 EtOAc - 40.0±10.0 -  BUEN 950 EtOH - - 20±10.0 

*EtOH สารสกดัหยาบราเอนโดไฟท์ที่สกดัด้วยเอทานอล, EtOAc คือ สารสกดัหยาบราเอนโดไฟท์ที่สกดัด้วยเอทิลอะซิเตต, - คือ ไมย่บัยัง้ 
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                             ภาพที่ 1  การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์ในการยบัยัง้รา KCN 5  
                                            โดยวิธี disc diffusion 1: สารสกดัจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์ BUEN 938  
                                            ที่สกดัด้วยเอทานอล,  C: ชดุควบคมุ (50% DMSO) 

 
2. การทดสอบความสามารถของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์ของพืชชายเลนในการยบัยัง้ราปนเป้ือน 
   บนเมล็ดข้าวเปลือก 
    เมื่อน าสารสกัดจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์ 2 ไอโซเลท คือ BUEN 887 (887EtOAc) และ BUEN 938 (938 

EtOH) ที่มปีระสทิธิภาพการยบัยัง้สงูสดุจากการศกึษาที่ผา่นมา มาทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้ราทดสอบ KCN 5 และ KCN 6 บนเมล็ด
ข้าวเปลือกบนจานอาหาร จากการทดลองพบว่า ทัง้สารสกดั 887EtOAc และ 938EtOH สามารถยบัยัง้การเจริญราทดสอบ 
KCN 5 และ KCN 6 ได้ ดงัตารางที่ 4 โดย 887EtOAc ยบัยัง้การเจริญของราปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลอืก KCN 5 และ KCN 6 
ได้ทัง้ 30 เมลด็ (ร้อยละ100) และยบัยัง้ได้นานกวา่ชดุควบคมุผลบวกที่ไมไ่ด้เติมสารสกดัอยา่งน้อย 24 ชัว่โมง  และในวนัท่ี 2-7 
การเจริญของรา KCN 5 ยงัถกูยบัยัง้ได้ด้วยสารสกดั 887EtOAc แต่ประสิทธิภาพการยบัยัง้ลดลงจาก ร้อยละ 95 ในวนัที่ 2 
เป็นร้อยละ 56.7 ในวนัที่ 7  สารสกดั 938 EtOH สามารถยบัยัง้ราทดสอบ KCN 5 และKCN 6 ที่ปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลือก
ทัง้ 30 เมล็ดได้นานอย่างน้อย 48 ชั่วโมงและ 24 ชัว่โมงก่อนที่จะพบว่ามีเมล็ดข้าวที่ราเจริญเพิ่มขึน้ตามล าดบั ในวนัที่ 2-7 
ประสทิธิภาพการยบัยัง้ KCN 5 ลดลงจาก ร้อยละ 98.3 ในวนัท่ี 2 เป็น ร้อยละ 81.7  ในวนัท่ี 7  
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        ตารางที่ 4  ฤทธ์ิยบัยัง้การงอกของราปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลอืก KCN 5 และ KCN 6 ของสารสกดัจากอาหาร 
                          เลีย้งราเอนโดไฟท์ 

วันที่
บันทกึ
ผล 

ค่าเฉลี่ยปริมาณเมลด็
ข้าวเปลือกปนเป้ือน 
ในชุดควบคุม* (%) 

 
ค่าเฉลี่ยปริมาณเมลด็ข้าวเปลอืกปนเป้ือน 

ในชุดทดสอบ (%) 

Control 
1 

Control 
2 

Negative 
control 

 887EtOAc 938EtOH 

     KCN 5 KCN 6 KCN 5 KCN 6 
1 46.66 96.7 -  - - - - 
2 86.66 100 -  5 100 - 100 
3 100 100 -  22.5 100 1.7 100 
4 100 100 -  40.0 100 6.7 100 
5 100 100 -  41.7 100 13.7 100 
6 100 100 -  42.5 100 17.5 100 
7 100 100 -  43.4 100 18.7 100 

       *Control 1 และ control 2 คือ ชดุควบคมุข้าวเปลอืกที่แช่ด้วยราทดสอบ KCN 5 และ KCN 6 ตามล าดบั   
        Negative control คือชดุควบคมุที่แช่เมลด็ข้าวเปลอืกด้วย 50% DMSO  - คือ ไมพ่บข้าวเปลอืกที่มีราเจริญ 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย   

ผลการทดสอบประสทิธิภาพยบัยัง้ราปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลือกของสารสกดัเอทิลอะซิเตต (EtOAc) และเอทานอล 
(EtOH) ด้วยวิธี dual culture พบวา่มีระยะยบัยัง้ (Inhibition distance; ID) มากกวา่ 2 มิลลเิมตร สอดคล้องกบัปฏิสมัพนัธ์การ
หลัง่สารระยะไกลแบบ antibiosis (Dix & Webster, 1995) ซึ่งสารนัน้อาจเป็นสารปฐมภมูิหรือทุติยภมูิก็ได้ ในขณะที่ผลการ
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยัง้ราของสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท์ อายุ 7 วัน ซึ่งราเจริญเต็มที่แล้ว ด้วยวิธี disc 
diffusion นา่จะเกิดจากสารทตุิยภมูิเป็นหลกั ซึง่ก่อนน าอาหารเหลวจากการเลีย้งราไปสกดัสารได้เพาะเลีย้งราเอนโดไฟท์แบบ
เขย่าให้อากาศในอาหาร PDB ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน  Khrueayu (2013)    รายงานว่าในสภาวะ             
ดงักล่าวราเอนโดไฟท์จะมีการผลิตสารทุติยภูมิออกมา จากการศึกษาอื่น ๆ มีรายงานราหลายชนิดที่แยกจากสิ่งแวดล้อม
สามารถผลิตสารทตุิยภมูิที่มีคุณสมบตัิหลากหลาย เช่น Polyketide, Terpene, Terpenoid, Quinone, Indole และ Alkaloid 
(Hasan et al., 2015; Keller et al., 2005; Swathi et al., 2013; Vaske & Crews, (2014) เอทิลอะซิเตตเป็นตวัท าละลายที่ใช้
กันมากในการสกัดสารทุติยภูมิท่ีออกฤทธ์ิต้านแบคทีเรียและราหลากหลาย (Ahsan et al., 2017)  และจากรายงานของ 
Khrueayu (2013) พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตตจากอาหารเหลวเลีย้งราเอนโดไฟท์ ที่แยกได้จากใบพืชชายเลนในภาค
ตะวันออกของประเทศไทยเป็นตัวท าละลายท่ีดีท่ีสุด สามารถดึงสารท่ีมีฤทธ์ิยับยัง้จุลินทรีย์ได้ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ            

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahsan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28255861
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ตวัท าละลายเฮกเซนและเอทานอล แตก่ารใช้เอทิลอะซิเตตในการสกดัสารอาจไมส่ามารถสกดัสารออกฤทธ์ิบางชนิด คือ สารท่ี
มีขั ว้กลาง  (Medium polarity compound)  เช่น  Peptide และสารมีขัว้ต ่ า  (Low polarity compound)  เช่น  Terpene, 
Hydrocabon ที่อยู่ในอาหารเหลวออกมาได้ (Justino et al., 2014) ในขณะที่เอทานอล ซึ่งเป็นตวัท าละลายที่มีขัว้ปานกลาง 
สามารถสกดัได้ทัง้สารท่ีมีขัว้และสารที่ไม่มีขัว้  การเลือกใช้สารสกดัที่สกดัมาจากตวัท าละลายทัง้ 1-2 ชนิดนีใ้นการศึกษา จึง
ท าให้ได้ประเภทของสารที่สกดัออกมาครอบคลมุกว่าการศึกษาสารสกดัจากเอทิลอะซิเตตเพียงอย่างเดียว และจากผลการ
ทดลองส่วนใหญ่สารสกัดที่ยบัยัง้ราปนเปื้อนได้ มกัจะเป็นสารที่สกัดได้จากเอทิลอะซิเตตหรือเอทานอล อย่างใดอย่างหนึ่ง              
มีแนวโน้มวา่สารสกดัจากเอทานอลจะยบัยัง้ราปนเปือ้นข้าวเปลอืกได้มากกวา่ (4 สารจาก 5 สารให้ผลการยบัยัง้) ราที่ถกูยบัยัง้
ได้ดีในการศึกษานีค้ือ KCN 5 และ KCN 6 ซึ่งเป็นราชัน้สงูไมส่ร้างสปอร์  มีเพียงสารสกดัเดียวคือ 950EtOH ที่สามารถยบัยัง้
ราเจริญเร็ว Rhizopus sp. ได้ร้อยละ 20 อย่างไรก็ตาม ผู้วิจยัยงัไม่พบรายงานการยบัยัง้ Rhizopus spp. ด้วยราหรือสารสกดั
จากรา  ในรายงานสว่นใหญ่การยบัยัง้ Rhizopus spp.จะเกิดจากฤทธ์ิของแบคทีเรีย  ไคโตซาน และสารเคมี   Wisniewski             
et al., 2011; Oliveira et al., 2012. Sparringa, & Owens, 2002) 

เมื่อน าสารสกัดจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์มาทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้ราปนเปื้อนบนข้าวเปลือก โดยวิธีจุ่มเมล็ดพนัธุ์
ข้าวเปลอืกพนัธุ์หอมมะลแิดง ที่แช่ด้วยสปอร์แขวนลอยราทดสอบลงในสารสกดัราเอนโดไฟท์ พบวา่สารสกดัจากอาหารเลีย้งรา
เอนโดไฟท์ mycelia sterilia BUEN 938 และ  mycelia sterilia BUEN 877 ได้ผลดีที่สดุ มีฤทธ์ิยบัยัง้ราทดสอบได้ในระดบัหนึง่ 
แต่เท่าที่ทราบยงัไม่มีผู้ ใดรายงานการศึกษาสารสกดัจากราเอนโดไฟท์ในลกัษณะนีไ้ว้  รายงานการวิจยัของ Wongcharoen 
(2014) พบวา่การน าเมลด็ข้าวเปลอืกพนัธุ์หอมมะลแิดง มาแช่ในสปอร์แขวนลอยของราเอนโดไฟท์  Trichoderma harzianum 
สามารถควบคุมราสาเหตุโรคกล้าเน่าได้ แต่เนื่องจากในการศึกษานีใ้ช้เพียงสารสกัดหยาบที่เตรียมในระดับ mini scale                
ไม่ทราบความเข้มข้น ต่างจากการทดลองของ Wongcharoen (2014) ที่ทดสอบกับสปอร์ สามารถควบคุมปริมาณสปอร์              
ที่น ามาควบคุมราก่อโรคและราทดสอบก็เป็นคนละชนิด ในที่นีจ้ึงยงัไม่สามารถบอกประสิทธิภาพให้ชัดเจน  อย่างไรก็ตาม              
การที่พบวา่สารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์สามารถยบัยัง้ราปนเปือ้นบนข้าวเปลือกได้ แม้จะยงัไมพ่บสารที่มีประสิทธิภาพสงู
เนื่องจากสารที่น ามาศึกษายงัไม่มาก เป็นเพียงสารสกัดหยาบที่ได้จากการเลีย้งราในสภาวะง่ายๆในห้องปฏิบตัิการ  แต่ก็
สามารถบอกได้ว่าราเอนโดไฟท์จากป่าชายเลนเป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่นา่สนใจในการน ามาคดักรองและผลิตสารเมตาบอไลท์ 
เพื่อใช้ควบคมุควบคมุราปนเปือ้นบนข้าวเปลอืก 

 
สรุปผลการวิจัย   

สารสกดัหยาบเอทิลอะซิเตทจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์ Mycelia sterilia BUEN 877 และสารสกดัหยาบเอทานอล
จากจากอาหารเลีย้งราเอนโดไฟท์ mycelia sterilia BUEN 938 ที่เตรียมในระดบั mini scale มีความสามารถในการควบคุม             
ราปนเปือ้นบนเมลด็ข้าวเปลอืกที่เจริญช้าในกลุม่ ราไมส่มบรูณ์เพศ (anamorph) ได้ในระดบัหนึง่  โดยสามารถยบัยัง้ราทดสอบ 
mycelia sterilia  KCN 5 หรือ unknown  anamorph KCN 6 ได้ เมื่อทดสอบการยบัยัง้เชือ้บนจานอาหารพบประสิทธิภาพ                
ร้อยละ 30 ขึน้ไป และการทดสอบการยบัยัง้บนเมล็ดข้าวที่แช่ในสปอร์แขวนลอยของราทดสอบ พบว่ายบัยัง้การเจริญของ            
รา KCN 5 และ KCN 6 บนเมลด็ข้าว ได้ 24- 48 ชัว่โมง  

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Sparringa%2C+R+A
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