
 

รายงานวจัิยฉบับสมบูรณ์ 

 

การศึกษาฤทธ์ิต้านจุลชีพของราทีแ่ยกได้จากนาเกลือ 

Study of antimicrobial activities of fungi isolated from solar salterns 

 

อภิรดี ปิลนัธนภาคย์ และ สุดารัตน์ สวนจิตร 

ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลัยบูรพา จ. ชลบุรี 20131 

Apiradee Pilantanapak and Sudarat Suanjit 

Department of Microbiology, Faculty of Science, Burapha University, Chonburi 20131 

 

 

 

 

 

สิงหาคม 2559 



ข 

 
กติติกรรมประกาศ 

 
โครงการวิจยัเร่ือง “การศึกษาฤทธ์ิตา้นจุลชีพของราท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือ” ด าเนินการส าเร็จ

สมบูรณ์ได ้ดว้ยทุนสนบัสนุนการวจิยัจากเงินงบประมาณเงินรายได ้(เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) ปีงบ 
ประมาณ 2557 ผูว้จิยัขอขอบคุณมา ณ โอกาสน้ี 

ขอขอบคุณคุณสโรชา ประสงคผ์ลชยั  และคุณนนัทิพฒัน์ สุริยะวงศ ์ผูช่้วยวจิยั และรศ.ดร.วารี 

เน่ืองจ านงค ์ภาควิชาเคมี คณะวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา ท่ีกรุณาเอ้ือเฟ้ือเคร่ืองมือและสถานท่ีท าการ

ทดลองดา้นเคมี ตลอดจนให้ค  าแนะน าท่ีเป็นประโยชน์แก่ผูว้จิยั 

 

                                                          อภิรดี ปิลนัธนภาคย ์
                                                          สุดารัตน์ สวนจิตร 

 
                                                                                        สิงหาคม 2559 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ค 

บทคดัย่อ 
 

การศึกษาฤทธ์ิตา้นจุลชีพของราท่ีแยกไดจ้ากดินและน ้าในนาเกลือ จ านวน 150 สายพนัธ์ุ โดยใช้
สารสกดัเอธิลอะซิเตทหยาบจากอาหาร potato dextrose broth ความเคม็ 30 ppt  (PDB/sw) ท่ีใชเ้ล้ียงรา
ทดสอบ น าไปทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียสายพนัธ์ุมาตรฐาน จ านวน 6 ชนิดและยสีต ์Candida albicans  
สายพนัธ์ุมาตรฐาน จ านวน 2 สายพนัธ์ุ ดว้ยวธีิ disk diffusion พบวา่สารสกดัหยาบ 60 สารจากอาหารเหลว
เล้ียงรา 150 สายพนัธ์ุ (ร้อยละ 40)  ยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบไดอ้ย่างน้อย 1 ชนิด และสารสกดัหยาบ 
36 สาร (ร้อยละ 24) ยบัย ั้งยีสต์ทดสอบอย่างน้อย 1 สายพนัธ์ุ สารสกดัเกือบทั้งหมดยบัย ั้งแบคทีเรีย
แกรมบวก Bacillus cereus TISTR 008 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923ไดดี้ ค่า MIC ต่อ
แบคทีเรียแกรมบวกของสารสกดัจาก PDB/sw ของราท่ีดีท่ีสุด ท่ีคดัเลือกมาจ านวน 11 สายพนัธ์ุ อยูใ่นช่วง 
8-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่า MIC ต่อยสีตอ์ยูใ่นช่วง 512-1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ราท่ีสารสกดั
ใหผ้ลยบัย ั้งดีต่อแบคทีเรียแกรมบวกทั้งสองชนิด (MIC<128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) มีจ านวน 8 สายพนัธ์ุ 
ไดแ้ก่ SS 066, SS 069, SS 070, SS 076, SS 078, SS 079, SSpb4215 และ SSpb4225 เม่ือเปรียบเทียบค่า 
MIC ของสารสกดัจาก PDB/sw และ PDB/dw (ความเคม็ 0 ppt)  ของราท่ีคดัเลือกไวจ้  านวน 5 สายพนัธ์ุ
จาก 8 สายพนัธ์ุ  พบวา่แตกต่างกนัไปข้ึนกบัสายพนัธ์ุรา  สารองคป์ระกอบในสารสกดัสามารถแยกออก
จากกนัโดยวธีิ TLC ในตวัท าละลาย toluene: methanol: acetone (6:1:3 ปริมาตรต่อปริมาตร) พบวา่รา
สายพนัธ์ุเดียวกนัแต่เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเค็มต่างกนั แสดงจ านวนสารองคป์ระกอบต่างกนั 
แต่ส่วนใหญ่สารท่ีแยกไดมี้ค่า Rf ไม่แตกต่างกนั พบการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบของสารองคป์ระกอบ
ท่ีแยกไดบ้นแผน่ TLC โดยวิธี autobiography อยา่งชดัเจน แต่ในเบ้ืองตน้ยงัไม่สามารถตดัสินแน่ชดัวา่
การยบัย ั้งเป็นผลมาจากสารองคป์ระกอบใด มีแนวโนม้วา่สารองคป์ระกอบ ท่ีมีค่า Rf 0.62 และ 0.64 
(PDB/sw และ PDB/dw) ของสารสกดัรา SS 069 ค่า Rf 0.70 และ 0.71 (PDB/sw) ของสารสกดัรา SSpb1122 
ค่า Rf 0.66 และ 0.69 (PDB/sw) ของสารสกดัรา SSpb4225 ค่า Rf 0.68 (PDB/sw) ของสารสกดัรา 
SSpb4332 ยงัคงยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 ไดดี้ท่ีสุด และดีกวา่ S. aureus ATCC 
25923 การจดัจ าแนกราทางอณูพนัธุศาสตร์ร่วมกบัการศึกษาความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการของราท่ีดีท่ีสุด 
ท่ีคดัเลือกมา จ านวน 11 สายพนัธ์ุขา้งตน้ สามารถระบุสปีชีส์ไดเ้พียง 1 สายพนัธ์ุ ราส่วนใหญ่เป็น 
Aspergillus ท่ียงัไม่สามารถระบุสปชีส์ได ้ รา SS 033 และ SS 066 เป็นราท่ีระบุแทกซอนไดเ้พียง 
Dothidiomyces และ Hypocreales ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นวา่ราท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งแกรมบวกจากนาเกลือ
ส่วนใหญ่มีแนวโนม้เป็นราชนิดใหม่  
ค าส าคัญ: รานาเกลือ  ฤทธ์ิตา้นจุลชีพ TLC  bioautography ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ 
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Abstract 
 

Antimicrobial activity of fungi isolated from soil and water in solar salterns were evaluated. 

Crude extract from culture filtrates of 150 fungi in potato dextrose broth at salinity 30 ppt (PDB/sw) were 

extracted with ethyl acetate and were tested against six standard bacteria and two standard Candida albicans, 

by disk diffusion technique. Sixty and thirty six out of 150 crude extracts (40% and 24%) could inhibited 

at least one tested bacteria and at least one Candida strain, respectively. Almost all of the extracts 

exhibited stronger anti-bacterial activity against Gram positive bacteria; Bacillus cereus TISTR 008 and 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. The PDB/sw extracts from eleven fungi showed low MIC; 8-256 

µg/ml, against Gram positive bacteria while the MIC against yeast were 512-1024 µg/ml. Eight fungi 

which processed the best activity (MIC≤128 µg/ml) against both Gram positive bacteria were SS 066, 

SS 069, SS 070, SS 076, SS 078, SS 079, SSpb4215 and SSpb4225. Comparison of MIC between 

PDB/sw and PDA/dw (0 ppt salinity) extracts of five selected fungi varied depend on the fungal strains. 

The composition of all extracts could be separated in toluene: methanol: acetone (6:1:3 v/v) by 

TLC method. Extracts from the same fungus cultured in different salinity sources showed different 

numbers of composition, but most similar in Rf value. The positive antibacterial activity against tested 

bacteria can be seen obviously by bioautography, however the exact positive component could not be 

determined in this preliminary study. In seemed that, the compounds with Rf 0.62/0.64 (PDB/sw and 

PDB/dw) extracts of SS 069, Rf 0.70/ 0.71 (PDB/sw) of SSpb1122, Rf 0.66/ 0.69 (PDB/sw) of 

SSpb4225, Rf 0.68 (PDB/sw) of SSpb4332 still revealed high activity against B. cereus TISTR 008 

and better than S. aureus ATCC 25923. Molecular identification of 11 selected best fungi, together 

with the study of evolutional relation could indicate only one fungus into species level. Most of the 

fungi were unknown Aspergillus spp. SS 033 and SS 066 could be located in only the Dothidiomyces 

and Hypocreales taxa, respectively. The results indicated that most of the fungi with anti-Gram 

positive bacteria from solar salterns were new to Sciences. 

Keywords: solar saltern fungi, antimicrobial, TLC, bioautography, evolutional relationship 
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บทที ่ 1 
บทน ำ 

 
จุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคในมนุษยมี์ทั้ง แบคทีเรีย ยีสต ์ รา โปรโตซัว และริกเกตเซีย  

แบคทีเรียก่อโรคท่ีพบบ่อยมีหลายวงศ ์ตวัอยา่งเช่น แบคทีเรียวงศ ์Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียท่ีมี

ความส าคญัในการก่อโรคทางเดินอาหารในคนท่ีพบมาก ไดแ้ก่ Salmonella, Shigella, Escherichia และ 

Yersinia  นอกจากน้ี Escherichia coli บางสายพนัธ์ุ ยงัเป็นสาเหตุท าใหติ้ดเช้ือในกระแสเลือดหรืออาหาร

เป็นพิษได ้ขณะท่ีแบคทีเรียวงศ ์  Streptococcaceae สกุล Staphylococcus  ส่วนใหญ่เป็นเช้ือประจ าถ่ิน

และเป็นเช้ือฉวยโอกาส  ในสภาวะท่ีโฮสทอ่์อนแอ Staphylococcus 12 ชนิด สามารถก่อโรคไดใ้นคน 

(Joklik et al.,1988)  Staphylococcus ท่ีมีความส าคญัทางการแพทยม์ากท่ีสุดคือ S. aureus เพราะท าให้

เกิดการติดเช้ือไดก้บัทุกบริเวณของร่างกาย เช่น การติดเช้ือท่ีผวิหนงั การติดเช้ือในกระแสเลือด (Bacteremia) 

และอาจก่อใหเ้กิดโรคต่างๆ เช่น ล้ินหวัใจอกัเสบ ปอดอกัเสบ (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, 2551) นอกจากน้ี

แบคทีเรียก่อโรคส่วนใหญ่ยงัด้ือต่อยาปฏิชีวนะ ซ่ึงเกิดจากการท่ีแบคทีเรียด้ือยาถ่ายทอดพลาสมิด ซ่ึงมี

จีนด้ือยาไปสู่เช้ืออ่ืนๆ ท าให้อตัราการด้ือยาในแบคทีเรียต่างๆ เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว (อภิรดี ปิลนัธนภาคย,์ 

2554) และนอกจากแบคทีเรียยงัมียสีตแ์ละราก่อโรคในมนุษย ์ แมว้า่จะมีไม่มากนกั ยสีตแ์ละราก่อโรค

ในมนุษยท่ี์พบบ่อยท่ีสุด คือสกุล Candida, Cryptococcus และ Aspergillus (Repentigny, 2010) ปัจจุบนั

ยสีต ์ C. albicans  เป็นสาเหตุส าคญัของการติดเช้ือในมนุษย ์ โดยเฉพาะผูท่ี้มีระบบภูมิคุม้กนัต ่า (Odds     

et al., 2006) โดยท าใหเ้กิดโรคในระบบทางเดินอาหาร ช่องปาก ช่องคลอด และผวิหนงั (Mavor et al., 

2005) 

ปัจจุบนัปัญหาจากเช้ือจุลินทรียก่์อโรคโดยเฉพาะอยา่งยิง่จุลินทรียท่ี์ด้ือยา กลายเป็นปัญหาส าคญั

ทางการแพทยแ์ละสาธารณสุข เน่ืองจากเช้ือด้ือยาสามารถท าให้เกิดการติดเช้ือฉวยโอกาสในผูป่้วยท่ี

บกพร่องทางภูมิคุม้กนัและยงัเป็นสาเหตุของการติดเช้ือในโรงพยาบาล ขณะท่ีไม่มียาปฏิชีวนะใดท่ีสามารถ

ควบคุมเช้ือด้ือยาไดท้ั้งหมด (Walsh and Amyes, 2004) จึงเกิดความจ าเป็นในการศึกษาสารตา้นจุลินทรีย์

และสารก่อฤทธ์ิชีวภาพชนิดใหม่ๆ เพื่อน ามาผลิตยาชนิดใหม่เพิ่มข้ึน  เร่ิมจากการมองหาแหล่งอาศยัใหม่ๆ 

ท่ียงัไม่มีการส ารวจหรือยงัมีการส ารวจไม่มาก มีแนวโนม้สูงท่ีจะพบจุลินทรียช์นิดใหม่ๆ ท่ีมีศกัยภาพ

ในการผลิตสารก่อฤทธ์ิชีวภาพ  



  2  

ราเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีมีการปรับตวัไดดี้จึงพบการแพร่กระจายในระบบนิเวศท่ีหลากหลาย แมจ้ะเป็น

ระบบนิเวศท่ีไม่เหมาะสมกบัจุลินทรียท์ัว่ไป เช่น ราท่ีเจริญในระบบนิเวศท่ีมีค่า water activity (aw) ต ่า 

หรือรากลุ่มท่ีสามารถเจริญในระบบนิเวศท่ีมีความเค็มหรือความเขม้ขน้ของแร่ธาตุสูง ราท่ีเจริญไดดี้

ในบริเวณท่ีมีความเขม้ขน้เกลือสูงหรือราท่ีตอ้งเจริญในท่ีท่ีมีเกลือ จดัวา่เป็นราชอบเกลือ (Halophilic 

fungi, Halophile) ขณะท่ีราท่ีเจริญไดห้รือทนอยูไ่ดใ้นท่ีท่ีมีความเขม้ขน้เกลือสูง จดัวา่เป็นราทนเกลือ 

(Halotolerant fungi) (Tuomela et al., 2000) ราในแหล่งท่ีมีความเขม้ขน้เกลือสูงมีความสามารถในการ

ปรับตวัให้อยูร่อดไดท้ั้งในบริเวณท่ีความเขม้รังสีอลัตราไวโอเลตสูง รวมถึงอยูร่อดไดใ้นบริเวณท่ีมี pH 

อุณหภูมิ และความดนัแตกต่างกนั (Chatchawan, et al., 2011) ปัจจุบนัการศึกษาราในกลุ่ม halophillic 

ในบริเวณท่ีมีค่าความเค็มสูงมากๆ (Hypersaline environment) เช่น นาเกลือ ทะเลสาบ และ Dead Sea 

มีเพิ่มมากข้ึน แต่ยงันบัวา่นอ้ยมากเม่ือเทียบกบัรากลุ่มอ่ืนๆ  เน่ืองจากพบคร้ังแรกไม่ถึง 20 ปีท่ีผา่นมา 

โดยมีรายงานคร้ังแรกเก่ียวกบัความหลากหลายของราท่ีอาศยัในนาเกลือกลุ่ม halotolerant และ halophilic 

จากหลายประเทศในปี ค.ศ. 2000 (Gunde-Cimerman et al., 2005)  

 มีรายงานวา่ราสายหลายกลุ่ม โดยเฉพาะอยา่งยิง่ราท่ีอยูใ่นส่ิงแวดลอ้มพิเศษหรือส่ิงแวดลอ้มท่ี

ไม่เหมาะสม ตอ้งมีกลไกพิเศษในการปรับตวัเพื่อให้อาศยัอยูไ่ด ้นอกจากน้ียงัสามารถผลิตสารบางชนิด

แลว้ส่งออกนอกเซลล ์ (Extrolites) (Frisvad and Samson, 2004) ซ่ึงอาจเป็นสารประกอบปฐมภูมิหรือ

ทุติยภูมิ เช่นเอนไซม ์ หรือกรด (Margesin and Schinner, 2001; Behal, 2003, Frisvad and Samson, 

2004, Lu et al., 2008) สารประกอบทุติยภูมิท่ีราสร้างข้ึนหลายชนิดมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลากหลายและ

มีประสิทธิภาพสูง (Hyde, 2001; Kurtboke and Swings, 2004) เช่นมีฤทธ์ิตา้นจุลินทรีย ์ ตา้นไวรัส 

ตา้นอนุมูลอิสระ และตา้นเซลล์มะเร็ง เป็นตน้ (Phongpichit et al., 2006, 2007) ดงันั้นราสายท่ีเป็น 

halotolerant ท่ีพบในสภาพแวดลอ้มทางทะเล (Bernan et al., 1997; Ireland et al., 1988, 1993; 

Kobayashi and Ishibashi, 1993) ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีมีปัจจยัทางกายภาพแตกต่างจากสภาพแวดลอ้มทัว่ไป 

จึงเป็นแหล่งท่ีน่าสนใจส าหรับการคน้หาราท่ีผลิตสารออกฤทธ์ิชีวภาพชนิดใหม่ มีราสายพนัธ์ุใหม่จ  านวน

มากถูกพบในสภาพแวดลอ้มท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือสูงทัว่โลก แต่ในประเทศไทยซ่ึงมีพื้นท่ีติดกบัทะเล

และมีแหล่งผลิตเกลือทะเลท่ีส าคญัหลายจงัหวดั เช่น สมุทรสาคร สมุทรสงคราม สมุทรปราการ ชลบุรี 

และเพชรบุรี (Chatchawan et al., 2011)  ยงัมีผูศึ้กษาชนิดและคุณสมบติัการสร้างสารยบัย ั้งจุลินทรียจ์าก

รานาเกลือนอ้ยมาก 
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งานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดักรองราสายจากนาเกลือในประเทศไทย ท่ีสามารถสร้างสาร

ยบัย ั้งจุลินทรียป์ระเภทต่างๆ รวมถึงศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของราและสารออกฤทธ์ิท่ีราผลิตข้ึน เพื่อเป็น

ฐานขอ้มูลและองคค์วามรู้ใหม่ เพื่อการศึกษาและพฒันาในขั้นต่อไป 
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บทที ่2 

ทบทวนเอกสำรและวรรณกรรม 
 

1. นำเกลือและระบบนิเวศทีม่ีควำมเค็มสูง 

นาเกลือ (Solar salterns, Marine salterns) เป็นระบบนิเวศทางทะเลประเภทหน่ึงท่ีมนุษยส์ร้าง 

(Man-made ecosystem) ระบบนิเวศนาเกลือมีสภาพแวดลอ้มท่ีแตกต่างจากระบบนิเวศอ่ืนๆ โดยมีปัจจยั

ส่ิงแวดลอ้มหลายประการท่ีมีผลต่อการด ารงชีวิตของจุลินทรียร์วมทั้งราท่ีอาศยัอยูใ่นบริเวณน้ี ปัจจยั

ทางกายภาพท่ีมีผลในนาเกลือ ไดแ้ก่ ความเค็ม pH อุณหภูมิ ความเขม้แสง และปริมาณสารอาหาร 

(Nayak et al., 2012)  ความเค็มมีผลต่อราในดา้นแรงดนัออสโมติก (Osmotic pressure) (Greetchen, 2006) 

ความเค็มในนาเกลืออยูใ่นช่วง 3-35% (Buchalo et al., 1998) ซ่ึงสูงมากเม่ือเทียบกบัความเคม็ของน ้ าทะเล

ปกติ  จดัเป็น extreme environment หรือ hypersaline environment  และจดัเป็นระบบนิเวศความเคม็สูง

แบบ thalassohaline ซ่ึงเป็นระบบนิเวศท่ีมีอิออนของธาตุต่างๆ สูง นาเกลือมีโซเดียมและคลอไรดเ์ป็น

ส่วนประกอบของแร่ธาตุหลกัในดินและน ้า นอกจากน้ียงัพบวา่มีการตกตะกอนของสารประกอบ calcite, 

gypsum, halite, sylvite และ carnallite (Brock, 1979) ส่วนปัจจยัทางชีวภาพท่ีมีอิทธิพลโดยตรงคือพืชและ

อินทรียส์ารท่ีเป็นทั้งท่ีอยูอ่าศยัและแหล่งอาหารของรา ในต่างประเทศมีรายงานนาเกลือและระบบนิเวศ

ท่ีมีความเค็มสูงในประเทศเปอร์โตริโก ประเทศฝร่ังเศส ประเทศสโลวีเนีย ประเทศสเปน ประเทศ

ปอร์ตุเกส และประเทศอินเดีย เป็นตน้ (Cantrell et al.,2006; Nayak et al., 2012) นอกจากนาเกลือแลว้  

ยงัมีระบบนิเวศท่ีมีความเคม็สูงอ่ืนๆ ท่ีมีรากลุ่ม  halophile และ halotolerant อาศยัอยู ่ เช่น saline soil, 

hyper saline lagoon, salt lake และ Dead Sea เป็นตน้ (Buchlo et al., 1998; DasSarma and Arora, 2001, 

Cantrell et al., 2011) 

ประเทศไทยมีพื้นท่ีท านาเกลือทั้งหมดประมาณ 81,485 ไร่  โดยจงัหวดัเพชรบุรีมีพื้นท่ีมากท่ีสุด   

ร้อยละ 47.0 รองลงมาไดแ้ก่ จงัหวดัสมุทรสาคร  ร้อยละ 43.1  จงัหวดัสมุทรสงคราม ร้อยละ 7.7  นาเกลือ

ภาคตะวนัออกอยู่ในจงัหวดัชลบุรี ร้อยละ 1.0  จงัหวดัจนัทบุรี ร้อยละ 0.6  และจงัหวดัฉะเชิงเทรา 

ร้อยละ 0.2 (ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะเล, 2553) สถานท่ีท่ีเหมาะสมแก่การท านาเกลือคือพื้นท่ีราบริมทะเล 

ท่ีน ้าทะเลสามารถข้ึนไดต้ลอดปี โดยเฉพาะอยา่งยิง่จงัหวดัริมทะเล บริเวณท่ีมีการผลิตเกลือมากประมาณ
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ร้อยละ 90 ของผลผลิตทั้งประเทศอยูใ่นพื้นท่ี 3 จงัหวดัคือ เพชรบุรี สมุทรสาคร และสมุทรสงคราม  

ส่วนพื้นท่ีท่ีมีการผลิตเกลือเพียงเล็กนอ้ย ผลิตเกลือเพียงประมาณร้อยละ 10 ของผลผลิตเกลือทั้งประเทศ 

คือ จงัหวดัในภาคตะวนัออกและภาคใตไ้ดแ้ก่ ชลบุรี จนัทบุรี ฉะเชิงเทรา และปัตตานี  
 

2. ลกัษณะนำเกลือและกำรท ำนำเกลือในประเทศไทย 

การผลิตเกลือของประเทศไทย แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ เกลือทะเลหรือเกลือสมุทรและ

เกลือสินเธาวห์รือเกลือหิน  เกลือทะเลหรือเกลือสมุทร (Sea salt) คือเกลือท่ีผลิตข้ึน โดยน าน ้าทะเลข้ึนมา          

ตากแดดให้น ้าระเหยไปจนเหลือแต่ผลึกเกลือ ส่วนเกลือสินเธาว ์(Rock salt) คือเกลือท่ีไดจ้ากการน าน ้า

ผวิดินท่ีมีเกลืออยูห่รือเกลือบนผวิดินมาละลายน ้าแลว้ตม้ หรือไดจ้ากเกลือหินท่ีอยูใ่ตดิ้น โดยใชว้ธีิฉีดน ้า

ลงไปละลายเกลือในบ่อเกลือ หรือใชว้ธีิสูบน ้ าเกลือใตดิ้นข้ึนมาตากแดด หรือน าไปตม้เพื่อใหไ้ดผ้ลึกเกลือ 

(ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะเล, 2553) แต่ในการศึกษาน้ีจะกล่าวถึงเฉพาะการผลิตเกลือสมุทร และเรียกสั้นๆ

วา่การท านาเกลือ การท านาเกลือในภาคกลางจะเร่ิมท าประมาณเดือนพฤศจิกายนหรือฤดูแลง้ถึงเดือน

พฤษภาคมของปีถดัไป ใชร้ะยะเวลาประมาณ 6-7 เดือน ข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ เน่ืองจากการท านาเกลือ

ไม่สามารถท าไดใ้นช่วงฤดูฝน และจะเร่ิมเก็บผลผลิตเกลือไดป้ระมาณกลางเดือนมกราคมเป็นตน้ไป 

ส าหรับการท านาเกลือในภาคใตท่ี้จงัหวดัปัตตานี จะมีระยะเวลานานกวา่ภาคกลาง  โดยสามารถท านาเกลือ

ไดปี้ละ 2 คร้ัง คร้ังแรกเร่ิมประมาณเดือนกุมภาพนัธ์ถึงเดือนมิถุนายน ช่วงเวลาประมาณ 5 เดือน และ

คร้ังท่ีสองเร่ิมประมาณเดือนกรกฎาคมถึงเดือนกนัยายน  เป็นช่วงเวลาประมาณ  2 เดือน รวมมีช่วงเวลา

การท านาเกลือประมาณ 8 เดือน ส่วนในช่วงเดือนตุลาคม ถึงเดือนมกราคม จะมีฝนตกชุกจึงไม่สามารถ

ท านาเกลือได ้(ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะเล, 2553) 

 

 2.1 ส่วนประกอบของนำเกลือ (แหล่งเรียนรู้ออนไลน์ สสวท. และปราชญช์าวบา้น (แนะน าส่วนตวั)) 

 นาเกลือประกอบดว้ยส่วนต่างๆ แบ่งออกเป็นแปลงคลา้ยคนันา แต่ละแปลงมีความเคม็แตกต่างกนั

และมีช่ือเรียกแตกต่างกนัในแต่ละพื้นท่ี ตวัอยา่งการเรียกเช่น วงัน ้าหรือนาขงัเป็นแปลงส าหรับเก็บน ้า

ทะเลท่ีน าเขา้มาส าหรับเก็บไวใ้ชต้ลอดฤดูกาลท านาเกลือ  นาตากหรือนาแผห่รือนาประเทียบเป็นแปลง

ส าหรับใหน้ ้าตากแดด เพื่อใหน้ ้าระเหยออกไปเป็นการเพิ่มความเคม็ นารองเช้ือคือนาส าหรับตากน ้าท่ีมี

ความเขม้ขน้พอสมควร โดยจะตากน ้าใหไ้ดค้วามเคม็ประมาณ 150 ส่วนในพนัส่วน (ppt) นาเช้ือเป็นนา
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ส าหรับเพาะเช้ือเกลือ ซ่ึงตอ้งตากน ้าใหน้ ้ามีความเคม็สูงถึง 240 ppt  ส่วนนาปลงเป็นนาขั้นตอนสุดทา้ย

ส าหรับตากน ้าเคม็ เพื่อให้เกลือตกผลึกเป็นเม็ดเกลือ 

 

 2.2 วธีิท ำนำเกลือ (ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะเล, 2553) 

 การท านาเกลือจะเร่ิมเม่ือฝนทา้ยฤดูผา่นไปหรือช่วงประมาณเดือนตุลาคม ขั้นตอนแรกคือ การเตรียม

พื้นท่ีส าหรับการท านาเกลือ เร่ิมจากกั้นน ้าฝนท่ีขงัอยูใ่นนา เพื่อไวใ้ชส้ าหรับขดุรอกร่องนาและเสริมคนั

ดินใหม่เพื่อให้คนัดินสูงข้ึนส าหรับใส่น ้าเกลือในปีถดัไป จากนั้นขุดรางส่งน ้าจากนาเกลือถึงชายทะเล

และติดตั้งอุปกรณ์วดิน ้า  เพื่อเอาน ้าทะเลมาใชท้  านาเกลือ ขั้นตอนต่อมาคือ วดิน ้าจากรางส่งน ้าใหเ้ตม็วงัน ้า 

และเร่ิมดนัน ้าเขา้สู่นาตากหรือนาประเทียบ  หลงัจากนั้นดนัจึงน ้าเขา้สู่นาเช้ือรองเป็นส่วนท่ี 3  ตากน ้าไว้

ประมาณ 5-7 วนั แสงแดดจะท าให้น ้าระเหยจนปริมาณน ้าลดลงและความเค็มเพิ่มมากข้ึน สังเกตจาก

คราบน ้าท่ีจบัอยูริ่มบ่อ ขั้นตอนต่อมาคือดนัน ้าจากนาเช้ือรองเขา้สู่นาเช้ือ ซ่ึงเป็นการเตรียมน ้าส าหรับใช้

ในนาปลง จากนั้นท าการปรับพื้นท่ีนาปลงเพื่อรองรับน ้าจากนาเช้ือ โดยใชว้สัดุกล้ิงบดทบัผวิดินใหเ้รียบ

แน่นไม่ให้มีรอยแตก ประมาณ  4-5  คร้ัง คร้ังละ 3-5 วนั และการบดกล้ิงผิวดินจะใชร้ะยะเวลาห่างกนั

ประมาณ 5-7 วนั ตามสภาพผิวดิน จากนั้นดนัน ้าจากนาเช้ือเขา้สู่นาปลง น ้าเกลือจะค่อยๆ ตกผลึกเป็น

เมด็เกลือและเกาะตวักนัหนา มีค่าความเคม็ประมาณ 820-870 ppt  ขั้นตอนสุดทา้ยเป็นการเก็บผลึกเกลือ 

เร่ิมจากเกลือท่ีตกผลึกหนาประมาณ  2  เซนติเมตรข้ึนไป จะใชร่ั้วซอยเกลือให้ผลึกเกลือแตกออกจากกนั 

ท าการซอยเกลือจนทัว่นา จากนั้นใชท้บัทาซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยจอบเกล่ียผลึกเกลือใหเ้ป็นแถวยาวไปตาม

คนันา แลว้ใชท้บัทาซุ่ม (ตะล่อมเกลือ) รวมผลึกเกลือให้เป็นกอง น าเขา้เก็บในฉางหรือยุง้เกลือ 

 

3. กำรทบทวนวรรณกรรม 
  ในระบบนิเวศท่ีมีความเคม็สูง  ความหลากหลายของราอาจจะนอ้ยกวา่บริเวณอ่ืนๆ เน่ืองจากรา

ในบริเวณน้ีตอ้งมีการปรับตวัทางสรีรวิทยาเพื่อให้ทนโซเดียมคลอไรด์สูง (Gunde-Cemerman et al., 

2009; Ravindran et al., 2012; Ronsberg et al., 2013) ราชอบเกลือท่ีพบส่วนใหญ่เป็นราในกลุ่ม anamorph 

ซ่ึงเป็นราในช่วงสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ ของราไฟลมั Ascomycota (Gunde-Cemerman et al., 2014) 

สกุลราท่ีพบมากในนาเกลือ คือ Aspergillus และ Penicillium ราชอบเกลือท่ีแทจ้ริงพบเฉพาะในสกุล 

Aspergillus (Gonsalves et al., 2012)  
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  ราชอบเกลือชนิดแรกท่ีมีรายงานเป็นราจาก Dead Sea  คือรา Gymnascella marismoutui (Buchalo           

et al., 1998) และรา Cladosporium like เป็นราชอบเกลือชนิดแรกท่ีแยกได้จากนาเกลือ จากประเทศ

สโลวีเนีย (Gunde-Cemerman et al., 2000) ราทนเกลือชนิดเด่นท่ีพบไดใ้นบริเวณน้ี ไดแ้ก่ Aspergillus, 

Penicillium, Alternaria, Cladosporium และ Scopulariopsis (Gunde-Cemerman et al., 2009)  จากการศึกษา

ของ Grishkan et al. (2003)   ซ่ึงศึกษาการกระจายของราทนเกลือบริเวณ Dead Sea ไดเ้ก็บตวัอย่างน ้ าและ

ดินตะกอนในปี 1999-2000  พบราทั้งส้ิน 38 species  จาก 19 genera โดยพบราในกลุ่ม  Oomycotina, 

Zygomycotina, Ascomycotina และ mitosporic fungi ส าหรับรากลุ่มเด่นท่ีพบมากได้แก่ Penicillium 

weslingii (Frequency of occurrence 73%) , Cladosporium cladosporioides (Frequency of occurrence 64% ) , 

Beauveria alba (Frequency of occurrence 55%) และ Eurotium herbariorum (Frequency of occurrence 55%)  

จากการศึกษาของ Cantrell et al. (2006) ท่ีศึกษาความหลากหลายของราในบริเวณชายฝ่ังตะวนัตกเฉียงใต ้

เมือง Cabo Rojo โดยเก็บตวัอย่างน ้ า ดินตะกอนและ microbial mat  ในนาเกลือ ท่ีมีความเค็มสูงประมาณ  

600  psu (ppt) ในช่วงเดือนมิถุนายน 2003 และ 2004  ราท่ีคดัแยกไดจ้ากน ้ ามี 27 ชนิด  (86  สายพนัธ์ุ) 

ดินตะกอนมี  8 ชนิด (44  สายพนัธ์ุ) และ microbial mat 16 ชนิด (53 สายพนัธ์ุ) ชนิดของราท่ีพบมากไดแ้ก่ 

Aspergillus spp., Penicillium spp., และ Cladosporium spp. โดยในน ้ าพบ C.  sphaerospermum มากท่ีสุด 

(24 สายพนัธ์ุ)  ในดินตะกอนพบรากลุ่ม sterile mycelium-Moniliaceae มากท่ีสุด (16 สายพนัธ์ุ) และ 

microbial mat  พบ A. niger มากสุด (20 สายพนัธ์ุ)  Nayak et al., (2012) ส ารวจราทนเกลือและราชอบเกลือ

ในนาเกลือจาก Goa ประเทศอินเดีย  พบวา่ราท่ีพบไดแ้ก่รา Aspergillus spp. รองลงมาคือพบ Penicillium spp. 

และพบ Eurotium ประปราย  Ali et al., (2014) พบวา่ราชอบเกลือท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือจงัหวดัเพชรบุรี 

ทั้ง 5 สายพนัธ์ุท่ีท าการศึกษา สร้างสารตา้นแบคทีเรียไดดี้  ขณะท่ี Sepcic et al. (2011) รายงานการยบัย ั้ง 

Bacillus subtilis  
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บทที ่3 
วสัดุอปุกรณ์และวธีิทดลอง 

 
1.   แหล่งตัวอย่ำงและกำรเกบ็ตัวอย่ำง  

 ท าการเก็บตวัอย่างดินและน ้ าจากนาเกลือ ในต าบลท่าขา้ม อ าเภอบางปะกง จงัหวดัเชิงเทรา 
(13๐30’8”N 100๐59’24”E) และอ าเภอท่าใหม่ จงัหวดัจนัทบุรี (12๐37’18”N 102๐00’70”E) ในฤดูน ้ามาก
และฤดูน ้านอ้ย รวมทั้งหมด 4 คร้ัง คือเดือนตุลาคม พ.ศ. 2554  เดือนมกราคม พ.ศ. 2555 เดือนเมษายน 
พ.ศ. 2555 และเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2555 โดยท่ีเดือนตุลาคม พ.ศ. 2554 และเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2555  
เป็นตวัแทนของฤดูน ้ามากซ่ึงไม่ใช่ฤดูท านาเกลือ น ้าในนาเกลือทุกแปลงมีลกัษณะทางกายภาพท่ีไม่
แตกต่างกนั (ภาพท่ี 1) ส่วนเดือนมกราคม พ.ศ. 2555 และเดือนเมษายน พ.ศ. 2555 เป็นตวัแทนฤดู
น ้านอ้ยซ่ึงเป็นช่วงเวลาท านาเกลือ เลือกเก็บตวัอยา่งจากแปลงนาเกลือมีลกัษณะทางกายภาพท่ีแตกต่างกนั
อยา่งชดัเจนไดแ้ก่ สีของน ้า ความขุ่น และตะกอนแขวนลอยในนาเกลือ (ภาพท่ี 2)  ส่วนการเก็บตวัอยา่ง
จากจงัหวดัเพชรบุรี เก็บท่ีอ าเภอบา้นแหลม (13๐14’1”N 99๐58’02”E)  ทั้งหมด 4 คร้ังในช่วงตน้และทา้ยฤดู 
ท านาเกลือ คือเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2555  เดือนมีนาคม พ.ศ. 2556 เดือนธนัวาคม พ.ศ. 2556  และเดือน
มีนาคม พ.ศ. 2557  
 การเก็บตวัอยา่งดิน ใชท้่อขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 เซนติเมตร เก็บดินตั้งแต่ระดบัผิวหนา้ดิน
จนถึงความลึก 15 เซนติเมตร ส่วนตวัอยา่งน ้าเก็บโดยใชข้วดเก็บตวัอยา่งปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บน ้า
ท่ีระดบัความลึกจากผิวน ้า 5 เซนติเมตร เก็บตวัอยา่งดินและน ้าใส่ถุงพลาสติกแช่ในน ้าแข็ง น ากลบั
ห้องปฏิบติัการเพื่อศึกษาความหลากหลายของราและวดัค่าความเค็ม โดยน าตวัอย่างมาท าการเจือจาง
ก่อนวดัดว้ย salinometer  
 

 
 

ภำพที่ 1  ลกัษณะนาเกลือนอกฤดูกาลท านาเกลือ; 1, 2 และ 3 เป็นแปลงท่ีเก็บตวัอยา่ง ลูกศรแสดงบริเวณ
ใกลข้อบของแปลงซ่ึงเป็นบริเวณเก็บตวัอยา่ง    

2 

1 

3 
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ภำพที ่2  ลกัษณะนาเกลือในฤดูกาลท านาเกลือ; 1, 2 และ 3 เป็นแปลงท่ีเก็บตวัอยา่ง ลูกศรแสดงบริเวณ
ใกลข้อบของแปลงทั้ง 3 ขอบซ่ึงเป็นบริเวณเก็บตวัอยา่ง   
 
 
 
 
 

2 

1 

3 
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ภำพที ่3  ลกัษณะหลากหลายของดินและน ้าในนาเกลือในแปลงและฤดูกาลต่างๆ กนั 
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2. สำยพนัธ์ุจุลนิทรีย์ 
2.1  สำยพนัธ์ุรำ  

ราท่ีแยกจากนาเกลือจงัหวดัฉะเชิงเทรา จงัหวดัจนัทบุรี และจงัหวดัเพชรบุรี จ  านวน  150 สายพนัธ์ุ             
ราทั้งหมดเก็บเป็น stock culture ณ ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา  (ตารางท่ี 1) 

 

 2.2  สำยพนัธ์ุแบคทีเรียและยีสต์ 
ใชเ้ป็นเช้ือทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารสกดัจากรานาเกลือ ซ่ึงยกเวน้ Bacillus ท่ีจดัซ้ือ

จากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย แบคทีเรียท่ีเหลือทั้งหมดและยสีต ์ จดัซ้ือ
จากกรมวทิยาศาสตร์ การแพทย ์จงัหวดันนทบุรี จุลินทรียท์ั้งหมดไดรั้บการเก็บรักษาไวเ้ป็น stock culture 
ในภาควชิาจุลชีววทิยา มหาวิทยาลยับูรพา 

Escherichia coli ATCC 25922 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853   
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 
Staphylococcus aureus ATCC 25923    
Bacillus cereus TISTR 008 และ Bacillus subtilis TISTR 121 
Candida albicans ATCC 90028 และ Candida albicans ATCC 10231 

 

3. อำหำรเลีย้งเช้ือ 
Potato dextrose agar/broth (Difco, USA) ผสมน ้ าทะเลความเขม้ขน้ 30 ppt (PDA/sw, PDB/sw)  

                Potato dextrose broth/agar (PDB/dw, PDA/dw) (Difco, USA) 
Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difco, USA) 
Muller Hinton agar (MHA) (Difco, USA) 
Muller Hinton agar (MHA) + 2% glucose  

                MHA + 2% glucose + 0.5 µg/ml methylene blue (MHA-GMB) 
    Nutrient agar (NA) 
            Tryptic soy agar (TSA) 

Tryptic soy broth (TSB) 
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Lonza, USA) 
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ตำรำงที ่1  รานาเกลือท่ีน ามาทดสอบจ านวน 150 สายพนัธ์ุ 
 

SS 001 SS 026 SS 053 SS 078 SSpb1110 SSpb4108 

SS 002 SS 027 SS 054 SS 079 SSpb1117 SSpb4207 

SS 003 SS 028 SS 055 SS 080 SSpb1122 SSpb4208 

SS 004 SS 029 SS 056 SS 082 SSpb1130 SSpb4215 

SS 005 SS 030 SS 057 SS 083 SSpb1209 SSpb4217 

SS 006 SS 031 SS 058 SS 084 SSpb1210 SSpb4225 

SS 007 SS 032 SS 059 SS 085 SSpb1211 SSpb4226 

SS 008 SS 033 SS 060 SS 086 SSpb1212 SSpb4234 

SS 009 SS 034 SS 061 SS 087 SSpb1301 SSpb4301 

SS 010 SS 035 SS 062 SS 088 SSpb1302 SSpb4304 

SS 011 SS 037 SS 063 SS 089 SSpb1303 SSpb4307 

SS 012 SS 038 SS 064 SS 090 SSpb1306 SSpb4308 

SS 013 SS 039 SS 065 SS 091 SSpb1307 SSpb4309 

SS 014 SS 040 SS 066 SS 092 SSpb1308 SSpb4312 

SS 015 SS 041 SS 067 SS 093 SSpb1309 SSpb4313 

SS 016 SS 042 SS 068 SS 094 SSpb1310 SSpb4316 

SS 017 SS 043 SS 069 SS 097 SSpb1311 SSpb4319 

SS 018 SS 044 SS 070 SS 099 SSpb1312 SSpb4320 

SS 019 SS 045 SS 071 SS 101 SSpb1314 SSpb4321 

SS 020 SS 047 SS 072 SS 102 SSpb1315 SSpb4323 

SS 021 SS 048 SS 073 SS 103 SSpb2213 SSpb4325 

SS 022 SS 049 SS 074 SS 104 SSpb3124 SSpb4327 

SS 023 SS 050 SS 075 SS 105 SSpb3208 SSpb4328 

SS 024 SS 051 SS 076 SS 109 SSpb3301 SSpb4329 

SS 025 SS 052 SS 077 SS 112 SSpb4107 SSpb4332 

หมำยเหตุ  SS xxx: ราจากจงัหวดัจนัทบุรีและฉะเชิงเทรา เกบ็ตวัอยา่งปี 2554, SSpbxxxx: ราจากจงัหวดัเพชรบุรี   

เกบ็ตวัอยา่งปี 2555 
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4. กำรเลีย้งรำและสำรสกดัจำกรำ 
 4.1  กำรเลีย้งรำ 
  เล้ียงราจากนาเกลือท่ีจะท าการตรวจหาสารยบัย ั้งจุลินทรียบ์นอาหาร PDA/sw  บ่มท่ีอุณหภูมิ           

28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วนั ใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร  เจาะช้ินวุน้บริเวณ

ปลายเส้นใยรา 2 ช้ิน ใส่ลงในอาหาร PDB/sw  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในขวดรูปกรวยขนาด 

250 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยตั้งท้ิงไวเ้ป็นระยะเวลา  10  วนั  เม่ือครบก าหนด 

น ามากรองผา่นกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 3  เพื่อแยกส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือและส่วนเส้นใยออก

จากกนั  เก็บรักษาส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

       4.2  กำรเตรียมสำรสกดัจำกรำนำเกลือ  

 น าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเล้ียงรา 40 มิลลิลิตร  มาสกดัดว้ย ethyl acetate 40 มิลลิลิตร 2 คร้ังแรงๆ นาน 

20 นาที น าส่วนสกดั ethyl acetate ท่ีไดม้ารวมกนั น าไประเหยแห้งดว้ยเคร่ือง evaporator ท่ีอุณหภูมิ            

50 องศาเซลเซียส จนกระทัง่แหง้  ละลายสารสกดัท่ีไดด้ว้ยสารละลาย 50% Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 
5. กำรเตรียมจุลนิทรีย์ทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

5.1  กำรเตรียม 0.5 McFarland standards (CLSI, 2006) 

ผสม 0.048 mol/L ของ BaCl2 (1.175% w/v BaCl2·2H2O) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กบั 0.18 mol/L 

H2SO4 (1% v/v) ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกวนอยา่งต่อเน่ือง  ตรวจสอบความขุ่น

ของสารแขวนลอยท่ีเตรียม โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 nm โดยตอ้งมีค่า OD อยูใ่นช่วง 

0.08-0.13 เก็บสารแขวนลอยท่ีเตรียมไดป้ริมาตร 4-6 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาดเดียวกบั

หลอดทดลองท่ีใช้กบัเช้ือแบคทีเรียท่ีจะน ามาปรับความขุ่น  เก็บหลอดสารแขวนลอยในท่ีมืด  เก็บท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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 5.2  กำรเตรียมแบคทเีรียทดสอบ (CLSI, 2012) 

เพาะแบคทีเรียทดสอบบนอาหาร TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง           

เข่ียโคโลนีเด่ียว 3-5 โคโลนี ลงในอาหาร TSB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส            

เป็นเวลา 2-6 ชัว่โมง ปรับความขุ่นของเช้ือทดสอบใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบัสารละลายมาตรฐาน 10-1 McFarland 

No. 0.5 (ในกรณีทดสอบกบัอาหารเล้ียงเช้ือ) และปรับให้เท่ากบั McFarland No. 0.5 (ในกรณีทดสอบ

กบัสารสกดั) ซ่ึง E.coli ATCC 25922 จะมีเซลลป์ระมาณ 1x107-2x107 CFU/ml  และ 1x108-2x108CFU/ml  

ตามล าดบั 

 

 5.3  กำรเตรียมยสีต์ทดสอบ (ดดัแปลงจาก CLSI, 2004) 

เข่ียเช้ือยสีตล์งบนอาหาร SDA จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง         

น าโคโลนีเด่ียวของยสีตจ์  านวน 1-2 โคโลนีใส่ลงในอาหาร SDB แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง  น าเช้ือมาปรับใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบั  McFarland No. 0.5 (กรณีทดสอบกบัอาหาร

เล้ียงเช้ือ) และปรับให้เท่ากบั 10-1 McFarland No. 0.5 (กรณีทดสอบกบัสารสกดั) ซ่ึงจะมีเซลลป์ระมาณ 

1x106-5x106CFU/ml และประมาณ 1x105-5x105 CFU/ml ตามล าดบั 

 

6. กำรทดสอบกำรยับยั้งจุลนิทรีย์ของอำหำรเลีย้งเช้ือ ด้วยวธีิ Agar well diffusion 

ป้ายแบคทีเรียทดสอบ / ยสีตท์ดสอบ  ท่ีมีความขุ่นเทียบเท่า 10-1 McFarland No.0.5 ลงบนผวิหนา้

อาหาร NA ส าหรับยสีตใ์ชอ้าหาร SDA โดยป้ายใหท้ัว่ 3 ระนาบ แต่ละระนาบท ามุม 60 องศา ใช ้cork 

borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตรเจาะวุน้ออก  ปิเปตอาหารเล้ียงเช้ือ 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลุมท่ีเจาะไว ้ (ส าหรับชุดควบคุมผลลบใชอ้าหารเหลวท่ีปลอดเช้ือ) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง บนัทึกเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งรอบหลุม (ท า 2 ซ ้ า) 
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7. กำรทดสอบฤทธ์ิของสำรสกัดจำกรำนำเกลือในกำรยบัยั้งกำรเจริญของแบคทเีรียก่อโรค ด้วยวธีิ Disk 

diffusion (CLSI, 2006) 

ป้ายแบคทีเรียทดสอบลงบนอาหาร MHA ใหท้ัว่ทั้งผิวหนา้อาหารทั้ง 3 ระนาบ  หยดสารสกดัลง

บนแผน่ดิสกป์ริมาตร 20 ไมโครลิตร ผึ่งใหแ้หง้ จากนั้นน าแผน่ดิสกไ์ปวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยใช้

แผน่ดิสกจุ่์มสารละลาย 50% DMSO 20 ไมโครลิตร ท่ีผึ่งจนแหง้เป็นชุดควบคุมผลลบ และใชดิ้สกย์า 

gentamycin (10 ไมโครกรัม) เป็นชุดควบคุมผลบวก  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง   

บนัทึกเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึน ท าการทดลอง 2 ซ ้ า  รายงานค่าเฉล่ีย สารสกดัท่ีใหผ้ลยบัย ั้งดี

จะน ามาทดสอบ 2 ซ ้ าอีกคร้ังหน่ึง   

  กรณียีสต์ใช้วิธีท่ีดดัแปลงจากวิธีขา้งตน้ โดยเปล่ียนมาใช้อาหาร Muller Hinton agar ท่ีเติม 

2% glucose  และสารละลาย  methylene blue  0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร (MHA-GMB)  (ดดัแปลงจาก 

CLSI, 2004) และใช ้fluconazole (25 ไมโครกรัม) เป็นชุดควบคุมผลบวก  

  หมำยเหตุ ราจากเพชรบุรีท่ีสารสกดัใหผ้ลยบัย ั้งดีจะถูกคดัเลือกไว ้ เพื่อน ามาเล้ียงในอาหารเหลว 

PDB/dw และ PDB/sw ซ ้ าอีกคร้ังหน่ึง และสกดัสารเพื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์ ตามขั้นตอน         

ในขอ้ 4, 5 และ 7  แต่จะท าการทดลอง 3 ซ ้ า  รายงานผลเป็นค่าเฉล่ีย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

8. กำรหำค่ำควำมเข้มข้นต ่ำสุดในกำรยบัยั้งกำรเจริญ (Minimum inhibitory concentation, MIC) ของ

แบคทเีรียด้วยวธีิ Broth micro dilution (CLSI, 2006)  

การศึกษาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัจากจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ ในการยบัย ั้งการเจริญของ

แบคทีเรียทดสอบ ท าท่ีความเขม้ขน้ของสารตั้งแต่ 1,024-2 ไมโครกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร โดยน าสารสกดั

แต่ละความเขม้ขน้ท่ีผสมอยูใ่นอาหารเหลว 1 มิลลิลิตร มาใส่ลงหลุมของ microtiter plate หลุมละ 100 

ไมโครลิตร น าแบคทีเรียท่ีปรับความขุ่นเท่ากบัสารละลายมาตรฐาน 0.5 McFarland เจือจางดว้ย NSS          

ในอตัราส่วน 1:10 น าไปหยดลงในแต่ละหลุมของ 96 well microliter plate หลุมละ 5 ไมโครลิตร         

ท าการทดสอบ 3 ซ ้ า  ชุดควบคุมผลบวกใชย้ามาตรฐาน gentamycin และ ampicillin ชุดควบคุมผลลบ        

ใชส้ารละลาย 50% DMSO  และก าหนดให้หลุมท่ี 11 เป็น growth control  ส่วนหลุมท่ี 12 ก าหนดใหเ้ป็น 
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sterility control บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ตรวจผลโดยดูการเจริญ

ของเช้ือทดสอบในหลุมต่างๆ บนัทึกค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ียบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียได ้

ในกรณีท่ีตอ้งการทราบค่า minimum bactericidal concentration (MBC) น าอาหารเล้ียงเช้ือ        

ในหลุมท่ีอาหารใสมาเกล่ียบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือ

ครบเวลาตรวจดูการเจริญของเช้ือบนจานอาหาร โดยบนัทึกค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัต ่าสุดท่ีไม่พบการ

เจริญของเช้ือบนจานอาหาร 

 

9. กำรหำค่ำควำมเข้มข้นต ่ำสุดในกำรยบัยั้งกำรเจริญ (Minimum inhibitory concentation, MIC) ของ

ยสีต์ด้วยวธีิ Broth micro dilution (ดดัแปลงจาก CLSI, 2008) 

ทดสอบหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ ในการยบัย ั้งการเจริญของ
ยสีตท่ี์ความเขม้ขน้ของสารตั้งแต่ 1,024-4 ไมโครกรัมกรัมต่อมิลลิตร โดยน าสารสกดัแต่ละความเขม้ขน้
ท่ีผสมอยูใ่นอาหารเหลว RPMI 1640 1 มิลลิลิตร มาเติมลงหลุมของ 96 well microliter plate หลุมละ 
100 ไมโครลิตร น ายสีตท่ี์มีความขุ่นเทียบเท่ากบัสารละลายมาตรฐาน McFarland No 0.5 เจือจางดว้ย 
NSS ในอตัราส่วน 1:50 และเจือจางอีกคร้ังดว้ยดว้ย NSS ในอตัราส่วน 1:20 จะไดเ้ช้ือประมาณ 
1.0x103-5x103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แลว้น าไปหยดลงในแต่ละหลุมของ microliter plate หลุมละ 100 
ไมโครลิตร ซ่ึงในหลุมจะมีเช้ือประมาณ 0.5x103-2.5x103 เซลลต่์อมิลลิลิตร ท าการทดสอบ 3 ซ ้ า ชุดควบคุม
ผลบวกใชย้ามาตรฐาน fluconazol และชุดควบคุมผลลบใช ้ สารละลาย 50% DMSO การทดสอบในหลุม  
ท่ี 11 ก าหนดใหเ้ป็น growth control  ส่วนหลุมท่ี 12 ก าหนดใหเ้ป็น sterility control บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ตรวจผลโดยดูความขุ่นของเช้ือทดสอบ  บนัทึกค่าความ
เขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญยสีตไ์ด ้

ในกรณีท่ีตอ้งการทราบค่า  (Minimum fungicidal concentration, MFC)  น าอาหารเล้ียงเช้ือในหลุม 

ท่ีอาหารใสมาเกล่ียบนอาหารเล้ียงเช้ือ SDA บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  เม่ือครบเวลา

ตรวจดูการเจริญของเช้ือบนจานอาหาร โดยบนัทึกค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัต ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของ

เช้ือบนจานอาหาร 
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10.   กำรศึกษำองค์ประกอบทำงเคมีของสำรสกดัจำกรำด้วยวธีิ Thin layer chromatography (ดดัแปลงจาก 

Jois, Sarkar, & Gurusiddaiah, 1986)  

 น าสารสกดัมาแยกองคป์ระกอบทางเคมี เร่ิมจากเตรียมตวัดูดซบั โดยใชแ้ผน่ TLC Silica Gel 60 

F254 ตดัใหมี้ขนาด 1x10 เซนติเมตร ก าหนดระดบัตวัท าละลายใหอ้ยูสู่งกวา่ขอบดา้นล่างของแผน่ TLC 

0.5 เซนติเมตร ก าหนดระยะจุดสารแตม้สารลงบนแผน่ TLC ใหห่้างจากขอบดา้นล่าง 1 เซนติเมตร และ

ห่างจากขอบดา้นขา้ง 0.5 เซนติเมตร ก าหนดต าแหน่ง solvent front ใหอ้ยูต่  ่ากวา่ขอบดา้นบนของแผน่ 

TLC 1 เซนติเมตร จากนั้นใช ้capillary tube ขนาดเล็กดูดสารสกดัปริมาตร 2-5 ไมโครลิตรไปจุดลงบน

แผน่ TLC และวางพกัไวใ้หส้ารแหง้ เตรียมตวัท าละลาย toluene, methanol และ acetone  แลว้ผสมตวั

ท าละลายขา้งตน้ดว้ยอตัราส่วน 6:1:3 (v/v) ในภาชนะท่ีปิดสนิทประมาณ 10 นาที เพื่อใหต้วัท าละลาย

อ่ิมตวั จากนั้นน าแผน่ TLC ไปแช่ในตวัท าละลายในภาชนะท่ีปิดสนิทท่ีเตรียมไว ้ เม่ือตวัท าละลายเคล่ือนท่ี

แพร่ถึงต าแหน่ง solvent front  น าแผน่ TLC ออกมาพกัใหแ้หง้ บนัทึกลกัษณะแถบสารภายใตรั้งสี UV   

ท่ีความยาวคล่ืน 312 นาโนเมตร ในท่ีมืด สังเกตการเรืองแสงและสีของแถบสารและวดัระยะท่ีสารแต่ละชนิด

เคล่ือนท่ีบนแผน่ TLC ค านวนหาค่า retention factor (Rf) ของสารสกดั จากสูตร Rf = ระยะทางท่ีตวัอยา่ง

เคล่ือนท่ี/ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี 

 

11.   กำรศึกษำฤทธ์ิกำรยับยั้งจุลินทรีย์ของสำรสกัดจำกอำหำรเลีย้งรำนำเกลือ โดยวิธี Bioautography 

(ดดัแปลงจาก Hamburger & Cordell, 1987) 

  การยบัย ั้งแบคทีเรียและยสีต ์โดยวธีิ bioautography  ท  าโดยวางแผน่ TLC บนผวิหนา้อาหาร MHA 

ท่ีป้ายเช้ือแบคทีเรียทดสอบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีเทียบความขุ่นเท่ากบั McFarland No.0.5 ไวแ้ลว้ 

ในกรณีของยีสต์วางบน MHA-GMB ท่ีป้ายยีสต์ทดสอบท่ีเทียบความขุ่นเท่ากบั McFarland No.0.5 

กดแผน่ TLC เบา ๆ ทิ้งไวป้ระมาณ 1 ชัว่โมง  บ่มแบคทีเรียเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ส าหรับยสีตบ์่มท่ีอุณหภูมิเดียวกนั เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ก าหนดใหชุ้ดควบคุมผลลบคือ 

แผน่ TLC ท่ีผา่นการวางในวฎัภาคเคล่ือนท่ี บนัทึกความสามารถในการยบัย ั้ง โดยประมาณการขนาดบริเวณ

ยบัย ั้งรอบสารดว้ยสายตา ท าการทดสอบ 3 ซ ้ า 

  การยบัย ั้งรา แบคทีเรีย และยีสตข์องสารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC อีกวธีิหน่ึงเพื่อให้สามารถ
ระบุสารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดช้ดัเจนข้ึน ใชว้ธีิท่ีดดัแปลงจากวธีิขา้งตน้  
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โดยตดัแยกแผน่ TLC ตรงบริเวณท่ีมีสารองคป์ระกอบ  วางบนผิวหนา้อาหาร MHA ปริมาตร 10 มิลลิลิตร
ท่ีป้ายเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีเทียบความขุ่นเท่ากบั McFarland No.0.5 ไวแ้ลว้ ในกรณีของยีสต์ท า
เช่นเดียวกนั  แต่เปล่ียนมาวางบน MHA-GMB และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั  
 
12. กำรจัดจ ำแนกรำทำงสัณฐำนวทิยำ 

  ศึกษาลกัษณะการเจริญของราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ stereo และ ศึกษาโครงสร้างสืบพนัธ์ุ

ของราโดยเทคนิคการเพาะเช้ือบนบนสไลด ์(Slide culture) ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound 

บนัทึกอตัราการเจริญและลกัษณะโคโลนี พร้อมทั้งถ่ายภาพ ท าการจ าแนกชนิดของราเทียบกบัคู่มือ 

Illustrated genera of imperfect fungi (Barnett & Hunter, 2006) และคู่มือของ Frisvad and Samson et al. 

(2004) เป็นหลกั 

 
13. กำรจัดจ ำแนกรำทำงอณูพนัธุศำสตร์ 

 13.1  กำรสกดัดีเอน็เอ  

   ราจากจงัหวดัจนัทบุรีและฉะเชิงเทรา ใชว้ธีิของ  Atkins and Clark (2004)  โดยน าเส้นใยรา       
มาท าให้แขง็ดว้ยไนโตรเจนเหลว บดเส้นใยใหเ้ป็นผง ท าใหเ้ส้นใยแตกดว้ย lysis buffer (100 mM Tris-Cl, 
100 mM NaCl, 20 mM EDTA และ 2% SDS) สกดัโปรตีนดว้ย phenol และ chloroform-isoamyl alcohol  
ตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย ethanol จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer และเก็บสารละลายไวท่ี้
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 ราจากจงัหวดัเพชรบุรี น าเส้นใยรามาสกดัดว้ยชุดสกดัส าเร็จรูป E.Z.N.A. Forensic DNA Isolation 
Kit (Omega Bio-Tek) และด าเนินการสกดัตามค าแนะน าในชุดสกดั 
 

13.2  กำรท ำปฏิกิริยำลูกโซ่พอลเิมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
   น าดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการสกดั มาใชเ้ป็นแม่แบบส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยผสมองคป์ระกอบ
ต่างๆ ตามล าดบั ลงในหลอดส าหรับท าพีซีอาร์ ดงัแสดงในตารางท่ี 2 ไพร์เมอร์ท่ีใชคื้อ ITS5/ITS4 
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG/TCCTCCGCTTATTGATATGC) ส าหรับเพิ่มปริมาณ ITS และ
ไพร์เมอร์ Bt2a /Bt2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC/ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) 
ส าหรับเพิ่มปริมาณยีน beta tubulin น าหลอดปฏิกิริยาท่ีเตรียมไดไ้ปด าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ในเคร่ือง 
thermal cycler ซ่ึงด าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์เป็นจ านวน 35 รอบ โดยสภาวะของการด าเนินปฏิกิริยามีขั้นตอน
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การด าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงัแสดง ในตารางท่ี 3-4  ตรวจสอบผลิตภณัฑด์ว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเลคโตร
โฟริซิส  
 

13.3  กำรอ่ำนล ำดับนิวคลโีอไทด์ 
 น าผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีท าบริสุทธ์ิแลว้ ส่งไปอ่านล าดบันิวคลีโอไทด ์(Macrogen  ประเทศเกาหลี)  
 

13.4  กำรวเิครำะห์ล ำดับนิวคลโีอไทด์ 

     น าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของราแต่ละไอโซเลทท่ีไดจ้ากการอ่านโดยใชไ้พร์เมอร์แต่ละเส้น

มาสร้าง contig โดยใชโ้ปรแกรม BioEdit และน าไปวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงโดยเปรียบเทียบกบัขอ้มูล

สาธารณะในฐานขอ้มูล GenBank บน NCBI (National Center for Biotechnology Information; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ใชโ้ปรแกรม Basic alignment search tool (BLASTn)  

 

13.5  กำรวเิครำะห์ควำมสัมพนัธ์เชิงววิฒันำกำร 

น าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนเคร่ืองหมายท่ีอ่านไดข้องราทะเลท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งดีหรือเช้ือ

ใหม่ รวมทั้งขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของราชนิดต่างๆ จาก GenBank มาจดัเรียง และน าไปวิเคราะห์

สายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการและสร้างแผนภูมิไฟโลแกรม (Phylogram) โดยใชโ้ปรแกรม Mega 6 โมเดลท่ี

ค านวณทรี คือ p-distance ทดสอบความถูกตอ้งของทรีโดยวธีิ bootstrapping (1,000 ซ ้ า) 

 

14. กำรเกบ็รักษำเช้ือ 

น าเช้ือท่ีแยกไดม้าถ่ายลงในหลอดอาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนกวา่เช้ือจะเจริญ  

ใส่น ้ามนัพาราฟินปราศจากเช้ือจนท่วมอาหารท่ีมีอยูใ่นหลอด พนัจุกหลอดดว้ยพาราฟิล์ม เก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ราท่ีคาดวา่เป็นราชนิดใหม่หรือมีคุณสมบติัน่าสนใจ ส่งไปเก็บรักษาไวท่ี้

ศูนยร์วบรวมสายพนัธ์ุรา  Biotec Culture Collection (BCC) จงัหวดัปทุมธานี 
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ตำรำงที ่2  องคป์ระกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มจ านวนยนี Beta tubulin และ ITS 
 

สำรองค์ประกอบ Beta tubulin ITS 

10X reaction buffer  1X 1X 

50 mM MgCl2 2.5 mM 2.5 mM 
10 mM dNTP (mix) 0.2 mM 0.2 mM 
10 µM primer  
            - forward 
            - reverse 

Bt2a/Bt2b 
0.2 µM 
0.2 µM 

ITS5/ITS4 
0.2 µM 
0.2 µM 

Taq  DNA polymerase  
template 

1U 
50-100 ng 

1U 
50-100 ng 

ปริมาตรรวม 50 µl 50 µl 
 
ตำรำงที ่3  ขั้นตอนของการด าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ ITS 
 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ  
(°C) 

เวลำทีใ่ช้ต่อรอบ จ ำนวนรอบ 

Initial denaturation   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

94 
94 
53 
72 
72 

3 นาที 
1 นาที 
1 นาที 
2 นาที 

10 นาที 

1 
 

35 
 

1 
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ตำรำงที ่4  ขั้นตอนของการด าเนินปฏิกิริยาพีซีอาร์ยนี Beta tubulin 
 

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ 
(°C) 

เวลำทีใ่ช้ต่อรอบ จ ำนวนรอบ 

Initial denaturation   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

96 
96 
53 
72 
72 

2 นาที 
1 นาที 
1 นาที 

1.5 นาที 
10 นาที 

1 
 

35 
 

1 
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บทที ่4 
ผลกำรทดลอง 

 
1. กำรคัดกรองรำนำเกลือในกำรยบัยั้งจุลินทรีย์ 

จากการน าราท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือจงัหวดัฉะเชิงเทราและจนัทบุรีจ านวน 100 สายพนัธ์ุ (SS 001-
SS 100) ไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลว potato dextrose broth ท่ีเตรียมดว้ยน ้าทะเล (PDB/sw) 30 มิลลิลิตร 
แลว้น าส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ  (Culture filtrate) จากราอาย ุ7 วนั ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทดสอบ
ความสามารถในการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค 6 ชนิด (7 สายพนัธ์ุ) คือ Escherichia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella Typhimurium ATCC 13311, Staphylococcus aureus 
ATCC 2592, Bacillus cereus TISTR 008, B. subtilis TISTR 121, Candida albicans ATCC 10231 และ 
C. albicans ATCC 90028  โดยวธีิ agar well diffusion พบวา่รา 19 สายพนัธ์ุ (ร้อยละ 19.0) สามารถ
สร้างสารออกฤทธ์ิในอาหารเล้ียงเช้ือและยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคท่ีน ามาทดสอบ ไดอ้ยา่งนอ้ยหน่ึงชนิด
และส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  รา SS 063 และ SS 085  สร้างสารยบัย ั้ง E. coli ได ้แต่ไม่สมบูรณ์  
พบโคโลนีเช้ือส่วนหน่ึงในบริเวณยบัย ั้ง รา SS 060 ยบัย ั้ง P. aeruginosa ได้ไม่สมบูรณ์เช่นกนั      
รา 2 สายพนัธ์ุ  (ร้อยละ 2.0) สามารถสร้างสารยบัย ั้งยสีตท์ดสอบได ้1 สายพนัธ์ุ  ราท่ีให้ผลยบัย ั้งแสดง
ในตารางท่ี 5 ตวัอยา่งผลบวกแสดงในภาพท่ี 4 (รายละเอียดอยูใ่นรายงานการทดลองปีงบประมาณ 2556) 

 

 

              ภำพที่ 4  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย B. cereus TISTR 121 ของอาหารเล้ียงรานาเกลือ ทดสอบโดยวธีิ agar well 

diffusion; 1: SS 090, 2: SS 091, 3: SS 093, 4: SS 094, 5: อาหารปลอดเช้ือใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ 

 

 

1 2 

3 4 

5 
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ตำรำงที ่5   ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียของอาหารเล้ียงเช้ือจากรานาเกลือ 
 

ล ำดับ อำหำรเลีย้งเช้ือของรำ 
ค่ำเฉลีย่เส้นผ่ำศูนย์กลำงบริเวณยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ 

(มิลลเิมตร) 

EC PA ST SA BC BS CA1 CA2 
1 SS 026 - - - 12* - - - - 
2 SS 027 - - - 10* - - - - 
3 SS 032 - - - 13* - - 9** - 
4 SS 033 - - - 11 10 - - - 
5 SS 038 - - - 10* - 9 - - 
6 SS 045 - - - 11 11 - - - 
7 SS 047 - - - 11 10 9 - - 
8 SS 048 - - - 12 11 - - - 
9 SS 057 - - - 13* - - - - 

10 SS 060 - 9* - - - - - - 
11 SS 063 24* - - - - - - - 
12 SS 069 - - - 16 14 18 - - 
13 SS 074 - - - 12* - - - - 
14 SS 076 - - - 10* - - - - 
15 SS 078 - - - 10* - - 9* - 
16 SS 085 12* - - 11 10 - - - 
17 SS 089 - - - 10* - - - - 
18 SS 091 - - - 11 11 16 - - 
19 SS 099 - - - 11 10 15 - - 

 หมายเหต:ุ E. coli  ATCC  25922, PA = P.  aeruginosa  ATCC  27853, SA = S. aureus ATCC 25923, 

ST= S. Typhimurium  ATCC 13311, BC = B. cereus TISTR 008,  BS = B. subtilis TISTR 121,  

CA1 และ CA2 = C. albicans  ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้ - คือ ไม่ยบัย ั้ง  

* คือ ยบัย ั้งไม่สมบูรณ์ 
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2.  ผลของสำรสกดัอำหำรเลีย้งเช้ือจำกรำนำเกลือในกำรยับยั้งจุลนิทรีย์ 
 2.1  กำรยบัยั้งแบคทเีรีย 

เม่ือน าสารสกดั 20 ไมโครลิตร ท่ีสกดัจากอาหารเล้ียงเช้ือรา 40 มิลลิลิตรของรา 34 สายพนัธ์ุ  

(17 สายพนัธ์ุ ใหผ้ลการยบัย ั้งจุลินทรียข์องอาหารเล้ียงเช้ือเป็นบวก และ 17 สายพนัธ์ุ ใหผ้ลการทดสอบ

การยบัย ั้งจุลินทรียข์องอาหารเล้ียงเช้ือเป็นลบ) จากจงัหวดัฉะเชิงเทราและจนัทบุรี มาละลายดว้ยตวัท าละลาย 

50% DMSO 1 มิลลิลิตร แลว้น ามาทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียดว้ยวธีิ disk diffusion พบวา่ผลจากการ

ทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียด์ว้ยอาหารเล้ียงเช้ือและสารสกดัไม่จ  าเป็นตอ้งสอดคลอ้งกนั สารสกดัท่ีให้

บริเวณยบัย ั้งขนาดใหญ่อาจใหผ้ลทดสอบกบัอาหารเล้ียงเช้ือเป็นลบ นอกจากน้ีผลของสารสกดัในการยบัย ั้ง 

Bacillus cereus TISTR 008 และ Bacillus subtilis TISTR 121 ไม่แตกต่างกนั  สารสกดัจากอาหารเล้ียงรา

รหสั SS 031  SS 066  SS 069  SS 070  SS 076  (SS 078)  SS 079  SS 091  SS 097  และ SS 099 จาก

ทั้งหมด 34 สาร (29.4%) แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียห์ลายชนิดไดดี้ สามารถพบเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณ

ยบัย ั้งไดม้ากกว่า 13 มิลลิเมตร เมื่อทดสอบกบัจุลินทรียต่์างๆ กนั ข้ึนกบัชนิด/สายพนัธ์ุท่ีทดสอบ 

(รายละเอียดอยูใ่นรายงานการทดลองปีงบประมาณ 2556)  

 จากผลการทดลองในปีแรกซ่ึงยงัไม่พบราท่ีสร้างสารยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบไดดี้ เป็นท่ีพอใจ 

การท่ีผลของการยบัย ั้งโดยอาหารเล้ียงเช้ือไม่สามารถใชเ้ป็นวธีิคดักรองราท่ีสร้างสารยบัย ั้ง ประกอบกบั

ผลท่ีไม่แตกต่างกนัของสารสกดัในการยบัย ั้ง  B.cereus TISTR 008 และ B. subtilis TISTR 121  ในปีน้ี

ผูว้จิยัจึงไดท้  าการแยกและคดัเลือกเช้ือจากจงัหวดัเพชรบุรีมาท าการทดสอบเพิ่มเติม อีก 50 สายพนัธ์ุ ซ่ึง

เม่ือรวมกบัเช้ือจงัหวดัฉะเชิงเทราและจนัทบุรี จะเป็นจ านวน 150 สายพนัธ์ุ (รายละเอียดอยูใ่นตารางท่ี 1) 

น าราทั้ง 150 สายพนัธ์ุ มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือและน ามาสกดัสารออกฤทธ์ิ น าสารสกดัทั้งหมดมา

ทดสอบทั้งหมดกบัจุลินทรียท์ดสอบเดิมจ านวน 6 สายพนัธ์ุ  (ตดั B. subtilis TISTR 121 เน่ืองจากใหผ้ล

ไม่ต่างจาก  B. cereus TISTR 008  และไม่ใช่เช้ือก่อโรค)  ผลพบวา่สารสกดัท่ียบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบได้

อยา่งนอ้ย 1 ชนิดมี  60 สาร จากรา 150 สายพนัธ์ุ (ร้อยละ 40.0) ส่วนใหญ่ยงัคงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 

และส่วนใหญ่เห็นบริเวณยบัย ั้งท่ีชดัเจน ยกเวน้ในกรณี S. aureus ATCC 25923 และยสีตท่ี์ใหบ้ริเวณ

ยบัย ั้งกวา้ง  แต่ในบางคร้ังมีแบคทีเรียส่วนหน่ึงเจริญในบริเวณยบัย ั้งได ้ (ตารางท่ี 6)  สารสกดัจากอาหาร

เล้ียงรา เพียง 13 สายพนัธ์ุ (ร้อยละ 8.7)  เท่านั้นท่ียบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ P. aeruginosa ATCC 27853 
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และ S. Typhimurium ATCC 13311 ไดเ้ล็กน้อย ให้บริเวณยบัย ั้ง เส้นผ่าศูนยก์ลาง 7-10 มิลลิเมตร  

ไม่พบวา่สารสกดัจากราสายพนัธ์ุใดสามารถยบัย ั้ง แบคท่ีเรียแกรมลบ E.coli ATCC 25922 ได ้ 

สารสกดัจากอาหารเล้ียงรารหสั SS 066 SS 069 SS 078 SS 079 SS 091 SSpb3124 SSpb3208 

SSpb4107 SSpb4207 SSpb4208 SSpb4215 SSpb4217 SSpb4225 SSpb4226 SSpb4301 SSpb4304 

SSpb4307 SSpb4308  SSpb4309 SSpb4312 SSPb4313 SSpb4316 SSpb4319 SSpb4320 SSpb4321 

SSpb4323 SSpb4325  SSpb4327 SSpb4328 SSpb4329 และ SSpb4332 (แสดงช่ือเช้ือดว้ยตวัหนา)  

แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียไดดี้ โดยกรณีแบคทีเรียแกรมบวกสามารถพบเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง

ไดม้ากกวา่หรือเท่ากบั 15 มิลลิเมตร รา SSpb4207 SSpb4208 SSpb4215 SSpb4217 SSpb4225 

SSpb4321 SSpb4328 SSpb4329 และ SSpb4332 ยบัย ั้งไดดี้ทั้ง S. aureus ATCC 25923 และ B. cereus 

TISTR 008 พบเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งไดม้ากกวา่หรือเท่ากบั 20 มิลลิเมตร กบัแบคทีเรียทดสอบ

ทั้งสองชนิด (เนน้ดว้ยสีเทา) ตวัอยา่งบริเวณยบัย ั้งแสดงในภาพท่ี 5-7 เม่ือพิจารณาผลทดสอบกบัจุลินทรีย์

ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ พบวา่สารสกดัท่ีมาจากราท่ีกล่าวมา ท่ีใหผ้ลยบัย ั้งแบคทีเรียไดท้ั้งแกรมบวก

และแกรมลบ มี 12 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ S 069 SS 089 SSpb3124  SSpb4217 SSpb4225 SSpb4226  SSpb4307  

SSpb4308  SSpb4309  SSpb4319  SSpb4321  และ  SSpb4328 
 

   
 
ภำพที ่5   ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus ATCC 25923 (ก) และ B. cereus TISTR 121 (ข) ของสารสกดั

จากอาหารเล้ียงรานาเกลือ ทดสอบโดยวธีิ disk diffusion; 1: สารสกดัจาก SS 069, 2: สารสกดัจาก SS 067, 

3: สารสกดัจาก SS 064, 4: สารสกดัจาก SS 047, 5: สารสกดัจาก SS 038, 6: สารสกดัจาก SS 099, 7: disk 

สารละลาย 50% DMSO ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ 

1 

3 5

 

6

 7 

2 

3 
4 

5 
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ก
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4 

2 

ก 
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ภำพที ่6  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย  S. aureus ATCC 25923 (ก) และ B. cereus TISTR 121 (ข) ของสารสกดัจาก

อาหารเล้ียงรานาเกลือ ทดสอบโดยวธีิ disk diffusion; 1: สารสกดัจาก SSpb1301, 2: สารสกดัจาก SSpb4108, 

3: สารสกดัจาก SSpb4307, 4: สารสกดัจาก SSpb4308, 5: สารสกดัจาก SSpb4309, 6: สารสกดัจาก 

SSpb4319, 7: disk สารละลาย 50% DMSO ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ 

 

   
 
ภำพที ่7  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย  S. aureus ATCC 25923 (ก) และ B. cereus TISTR 121 (ข) ของสารสกดั

จากอาหารเล้ียงรานาเกลือ ทดสอบโดยวธีิ disk diffusion; 1: สารสกดัจาก SSpb4321, 2: สารสกดัจาก 

SSpb4323, 3: สารสกดัจาก SSpb4325, 4: สารสกดัจาก SSpb4327, 5: สารสกดัจาก SSpb4328, 6: สารสกดั

จาก SSpb4329, 7: disk สารละลาย 50% DMSO ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ 
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ตำรำงที ่6  ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลชีพของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ 
 

หมายเหต:ุ E. coli  ATCC  25922, PA = P.  aeruginosa  ATCC  27853, SA = S. aureus ATCC 25923, 
ST= S. Typhimurium  ATCC 13311, BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 และ CA2 = C. albicans  
ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้ - คือ ไม่ยบัย ั้ง  * คือ ยบัย ั้งไม่สมบูรณ์ 
 

ล ำดับที ่
สำรสกดัของ 
รำสำยพนัธ์ุ 

ค่ำเฉลีย่เส้นผ่ำศูนย์กลำงบริเวณยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ 
(มิลลเิมตร) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 
1 SS 006 - - - 12 9 - - 
2 SS 014 - - - 11 13 - - 
3 SS 026 - - - 8* 8 - - 
4 SS 027 - - - 9* 8 - - 
5 SS 031 - - - 17* - 13 20* 
6 SS 033 - - - - 10 - - 
7 SS 034 - - - - 8 - - 
8 SS 035 - - - 8* - - - 
9 SS 045 - - - 8* 7 - - 
10 SS 047 - - - 8* 8 - 8* 
11 SS 048 - - - - 8 - 8* 
12 SS 057 - - - 9* - - - 
13 SS 066 - - - 17 14 - - 
14 SS 069 - 9 - 19 16.5 - - 
15 SS 070 - - - 12 13.5 - 27* 
16 SS 072 - - - - 9.5 - - 
17 SS 074 - - - - 8 - - 
18 SS 076 - - - 12.5 12.5 17* 14* 
19 SS 078** - - - 15 15 11* 14.5* 
20 SS 079 - - - 15 16 - 18* 
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ตำรำงที ่6  ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลชีพของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ (ต่อ) 
 

หมายเหต:ุ E. coli  ATCC  25922, PA = P.  aeruginosa  ATCC  27853, SA = S. aureus ATCC 25923, 
ST= S. Typhimurium  ATCC 13311, BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 และ CA2 = C. albicans  
ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้ - คือ ไม่ยบัย ั้ง  * คือ ยบัย ั้งไม่สมบูรณ์ 
 

ล ำดับที ่
สำรสกดัของ 
รำสำยพนัธ์ุ 

ค่ำเฉลีย่เส้นผ่ำศูนย์กลำงบริเวณยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ (มิลลเิมตร) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 

21 SS 089 - - 7 8* 8 - - 
22 SS 091 - - - 16 18 15* 22.5* 
23 SS 097 - - - 13 12 - 18.5 
24 SS 099 - - - 12 14 - 8* 
25 SSpb1110 - - - 8 7 - - 
26 SSpb1117 - - - 11 8 13 10 
27 SSpb1122 - - - 13 12 17 12 
28 SSpb1130 - - - 12 12 16 11.5 
29 SSpb1301 - - - - 7 - - 
30 SSpb1302 - - - - 7 - - 
31 SSpb1303 - - - - 7 - - 
32 SSpb1306 - - - 10 9 - - 
33 SSpb1311 - - - - 9 - - 
34 SSpb1312 - - - - 7 - - 
35 SSpb3124 - - 8 15 19.5 13 13 
36 SSpb3208 - - - 15 18 10 10 
37 SSpb4107 - - - 18 21 - - 
38 SSpb4207 - - - 22 21.5 10.5 9.5 
39 SSpb4208 - - - 22 21.5 10 8 
40 SSpb4215 - - - 20 24 9 - 



  29  

ตำรำงที ่6  ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลชีพของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ (ต่อ) 
 

หมายเหต:ุ E. coli  ATCC  25922, PA = P.  aeruginosa  ATCC  27853, SA = S. aureus ATCC 25923, 
ST= S. Typhimurium  ATCC 13311, BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 และ CA2 = C. albicans  
ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้ - คือ ไม่ยบัย ั้ง  * คือ ยบัย ั้งไม่สมบูรณ์ 
 

ล ำดับที ่
สำรสกดัของ 
รำสำยพนัธ์ุ 

ค่ำเฉลีย่เส้นผ่ำศูนย์กลำงบริเวณยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบ  
(มิลลเิมตร) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 

41 SSpb4217 - 8 - 22 22.5 9 7 
42 SSpb4225 - 9 - 21.5 21 10.5 9 
43 SSpb4226 - 8 - 19 20.5 9 9 
44 SSpb4301 - - - 15 18.5 15* 15* 
45 SSpb4304 - - - 13 17 11 10 
46 SSpb4307 - - 8 17.5 18.5 8 8* 
47 SSpb4308 - - 8 18.5 19.5 9* 9* 
48 SSpb4309 - - 8 18.5 20 9.5 9* 
49 SSpb4312 - - - 12 15 - - 
50 SSpb4313 - - - 18 21 9* 9* 
51 SSpb4316 - - - 18 21.5 - - 
52 SSpb4319 - 8 - 19.5 21 8.5* 8.5* 
53 SSpb4320 - - - 22.5 17.5 8* - 
54 SSpb4321 - 10 - 20 23 8* 9.5* 
55 SSpb4323 - - 7.5 18 19.5 8 - 
56 SSpb4325 - - - 17.5 18.5 8 - 
57 SSpb4327 - - - 18.5 20.0 7 - 
58 SSpb4328 - - 10 20 20.5 8 - 
59 SSpb4329 - - - 21.5 20.5 11.5 9.5 
60 SSpb4332 - - - 22.5 21.5 11.5 10.0 
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2.2  กำรยบัยั้งยสีต์ก่อโรค 

 พบการยบัย ั้งยีสตใ์นสารสกดัจากรานาเกลือจ านวน 36 สายพนัธ์ุจากทั้งหมด 150 สายพนัธุ์ 

(ร้อยละ 24.0)  ให้เส้นผา่ศูนยก์ลางโซนใสระหวา่ง 7-17 มิลลิเมตร  บางคร้ังพบวา่มีเช้ือบางส่วนเจริญเป็น

โคโลนีในบริเวณยบัย ั้ง (ตารางท่ี 6 ภาพท่ี  8-9)  การยบัย ั้งยสีตท์ั้ง 2 สายพนัธ์ุมีอตัราไม่แตกต่างกนั  ข้ึนกบั

สายพนัธ์ุราท่ีทดสอบ สารสกดัจากรา SSpb1122 และ SSpb1130 สามารถยบัย ั้งยสีต ์Candida albicans 

ATCC 10231 ไดดี้ท่ีสุด  เส้นผ่าศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งมากกว่า 15  มิลลิเมตร (ตารางท่ี 6 ภาพท่ี  10)  

ขณะท่ี SS 097 สามารถยบัย ั้งยสีต ์Candida albicans ATCC 90028 ไดดี้ท่ีสุด ในบางกรณีการยบัย ั้งยสีตข์อง

สารสกดัจากอาหารเล้ียงเช้ือราจะเห็นผลชดัเจนข้ึนเม่ือบ่มไวป้ระมาณ 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี  11) 

 

   
 

ภำพที ่8   ความสามารถของสารสกดัจากรานาเกลือในการยบัย ั้งยสีตก่์อโรค C. albicans ATCC 10231 
(ภาพซา้ย) และ C. albicans ATCC 90028 (ภาพขวา) 1: สารสกดัจาก SSpb4207, 2: สารสกดัจาก 
SSpb4208, 3: สารสกดัจาก SSpb4225, 4: สารสกดัจาก SSpb4235, 5: สารสกดัจาก SSpb4329,          
6: สารสกดัจาก SSpb4332, 7: disk สารละลาย 50% DMSO ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ 
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ภำพที ่9  ความสามารถของสารสกดัจากรานาเกลือ SS 076 (ลูกศรช้ี) ในการยบัย ั้งยสีตก่์อโรค C. albicans 
ATCC 10231: ให้โซนไม่ใส  มียสีตบ์างส่วนเจริญได ้ 
 

   
                    
ภำพที่ 10  ความสามารถของสารสกดัจากรานาเกลือ SSpb1122 (ลูกศรช้ี) ในการยบัย ั้งยีสต์ก่อโรค 
C. albicans ATCC 10231 (ภาพซา้ย) และ C. albicans ATCC 90028 (ภาพขวา)   

C. albicans ATCC 10231 

 

C. albicans ATCC 90028 
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ภำพที ่11  ความสามารถของสารสกดัจากรานาเกลือในการยบัย ั้งยสีตก่์อโรค C. albicans ATCC 10231 
เปรียบเทียบความชดัเจนเม่ือตรวจผลหลงับ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพซา้ย) และ 48 ชัว่โมง (ภาพขวา)          
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส: 1,2 สารสกดัจาก SSpb1117 (PDB/dw) และ SSpb1117 (PDB/sw);                
3,4 สารสกดัจาก SSpb3124 (PDB/dw) และ SSpb3124 (PDB/sw); 5,6 สารสกดัจาก SSpb1122 (PDB/dw) 
และ SSpb1122 (PDB/sw)  
 
3.  ผลของควำมเค็มอำหำรเลีย้งรำนำเกลือในกำรยบัยั้งแบคทเีรียและยสีต์ของสำรทีส่กัดได้ 

การสุ่มเลือกราจงัหวดัเพชรบุรี ซ่ึงส่วนใหญ่สร้างสารท่ีมีลกัษณะการออกฤทธ์ิดีและครอบคลุม
จุลินทรียห์ลายชนิด จ านวน 35 สายพนัธ์ุ  มาทดสอบความสามารถในการสร้างสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์น
อาหารท่ีเตรียมดว้ยน ้าทะเล ใหมี้ความเคม็ 30 ppt (PDA/sw) และเตรียมดว้ยน ้ าจืด (PDA/dw) น าสารสกดั            
ท่ีไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือทั้งสองลกัษณะ มาเปรียบเทียบขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง ท าการทดลอง            
3 ซ ้ า ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 7 จะเห็นวา่สารสกดัจากอาหารเล้ียงราทั้ง 2 ลกัษณะ สามารถ
ใหผ้ลยบัย ั้งแบคทีเรียและยีสตเ์หมือนหรือแตกต่างกนัไดท้ั้ง 2 กรณี ข้ึนกบัสายพนัธ์ุราท่ีน ามาศึกษา 
(ตารางท่ี 7 ภาพท่ี 12-14) สารสกดัส่วนใหญ่จากราไม่วา่ท่ีเตรียมดว้ยน ้าทะเลหรือเตรียมดว้ยน ้าจืด ยบัย ั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกและยสีตไ์ดใ้กลเ้คียงกนั (สารสกดัท่ีใหผ้ลยบัย ั้งแตกต่างกนัชดัเจนแสดงดว้ยตวัหนา
ในตารางท่ี 7) สารสกดัจากรา SSpb1117 SSpb1122 SSpb1130 ท่ีเล้ียงในอาหารท่ีเตรียมดว้ยน ้ าจืด ยบัย ั้ง
ยสีตท์ั้ง 2 สายพนัธ์ุไดดี้  การยบัย ั้งยีสต ์C. albicans ATCC 90028  ท่ีพบไดก้บัสารสกดัจากราท่ีเล้ียงใน
อาหารท่ีเตรียมดว้ยน ้าทะเลเท่านั้น ไดแ้ก่สารสกดั SSpb3124 SSpb4207 SSpb4208  SSpb4309 SSpb4321
และ SSpb4332 สารสกดัจากอาหารเล้ียงรา SSpb4309 ท่ีเตรียมดว้ยน ้าทะเลเท่านั้นท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งยสีตไ์ด ้ 
ขณะท่ีสารสกดัจากอาหารเล้ียงรา SSpb4107 ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าจืดเท่านั้นท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งยสีตไ์ด ้ 
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ตำรำงที ่7  การยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารสกดัจากรานาเกลือท่ีเล้ียงในอาหารไม่ผสมน ้าทะเล (PDB/dw)  
และผสมน ้าทะเล (PDB/sw)  
  

หมายเหต:ุ E. coli  ATCC  25922, PA = P.  aeruginosa  ATCC  27853, SA = S. aureus ATCC 25923, 
ST= S. Typhimurium  ATCC 13311, BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 และ CA2 = C. albicans  
ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้ - คือ ไม่ยบัย ั้ง  * คือ ยบัย ั้งไม่สมบูรณ์ 
 

ล ำดบั 
รำ 

นำเกลือ 
ควำมเคม็ 
(ppt) 

ค่ำเฉลีย่ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงโซนใส (มลิลเิมตร) + ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 

1 SSpb1110 PDB/dw  - - - 18.00+0.00 - - - 

  PDB/sw - - - 8.00+0.00 7.00+0.00 - - 

2 SSpb1117* PDB/dw  8.00+0.00 - 8.00+0.00 18.00+0.00 17.00+0.00 17.00+0.00 14.00+0.00 

  PDB/sw - - - 11.00+0.00 8.00+0.00 13.00+0.00 10.00+0.00 

3 SSpb1122* PDB/dw  - - - 20.00+0.00 21.33+0.58 19.00+0.00 13.00+0.00 

  PDB/sw - - - 13.00+0.00 12.00+0.00 17.00+0.00 12.00+0.00 

4 SSpb1130* PDB/dw  - - - 17.00+0.00 16.00+0.00 19.00+0.00 14.00+1.00 

  PDB/sw - - - 12.00+0.00 12.00+0.00 16.00+0.00 11.67+1.53 

5 SSpb1209 PDB/dw  - - - - - - - 

  PDB/sw - - - - - - - 

6 SSpb1210 PDB/dw  - - - - 7.00+0.00 - - 

  PDB//sw - - - - - - - 

7 SSpb1211 PDB/dw  - - - - - - - 

  PDB/sw - - - - - - - 

8 SSpb1212 PDB/dw  - - - - - - - 

  PDB/sw - - - - - - - 

9 SSpb1301 PDB/dw  8.00+0.00 8.00+0.00 8.00+0.00 - 7.00+0.00 - - 

  PDB/sw - - -/-/7.00 - 7.00+0.00 - - 

10 SSpb1307 PDB/dw  - - - - - - - 

  PDB/sw - - - - - - - 

11 SSpb1312 PDB/dw  - - - 7.00+0.00 7.00+0.00 - - 

  PDB/sw - - - - 7.00+0.00 - - 

12 SSpb1314 PDB/dw  - - - - - - - 

  PDB/sw - - - - - - - 
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ตำรำงที ่7  การยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารสกดัจากรานาเกลือท่ีเล้ียงในอาหารไม่ผสมน ้าทะเล ( PDB/dw)  
และผสมน ้าทะเล (PDB/sw) (ต่อ) 
 

ล ำดบั 
รำ 

นำเกลือ 

ควำม
เคม็ 
(ppt) 

ค่ำเฉลีย่ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงโซนใส (มลิลเิมตร) + ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 

13 SSpb2213 PDB/dw  - - - - - - - 

  PDB/sw - - - - - - - 

14 SSpb3124 PDB/dw  - - - 20.00+0.00 18.33+0.58 12.33+0.00 - 

  PDB/sw - - 8.00+0.00 15.00+0.00 19.33+0.58 13.00+0.00 13.00+0.00 

15 SSpb3208 PDB/dw  - - - 15.00+0.00 18.00+0.00 12.33+0.00 10.33+0.58 

  PDB/sw - - - 15.00+0.00 18.00+0.00 10.33+0.58 10.00+0.00 

16 SSpb3301 PDB/dw  - - - - - - - 

  PDB/sw - - - - - - - 

17 SSpb4107 PDB/dw  - - - 22.00+0.00 23.00+0.00 9.00+0.00 8.00*+0.00 

  PDB/sw - - - 18.00+0.00 21.00+0.00 - - 

18 SSpb4108 PDB/dw  - - - 7.67+0.58 7.00+0.00 - - 

  PDB/sw - - - - - - - 

19 SSpb4207 PDB/dw  - - - 23.00+0.00 21.00+0.00 8.00*+0.00 - 

  PDB/sw - -/-/9 - 22.00+0.00 21.33+0.58 10.67+0.58 9.33+0.58 

20 SSpb4208 PDB/dw  - - - 23.00+0.00 21.00+0.00 9.00*+0.00 - 

  PDB/sw - -/-/9 - 22.00+0.00 21.33+0.58 10.00+0.00 8.00+0.00 

21 SSpb4215 PDB/dw  - - - 20.67+0.58 23.00+0.00 9.00+0.00 - 

  PDB/sw - - - 20.33+0.58 24.00+0.00 9.00+0.00 - 

22 SSpb4217 PDB/dw  - - - 19.00+0.00 20.33+0.58 9.00*+0.00 - 

  PDB/sw - 8.00+0.00 - 22.00+0.00 22.33+0.58 9.00+0.00  

23 SSpb4225 PDB/dw  - - - 15.33+0.58 17.00+0.00 7.00*+0.00 7.00*+0.00 

  PDB/sw - 9.00+0.00 - 21.33+0.58 21.00+0.00 10.33+0.58 9.00+1.00 

24 SSpb4307 PDB/dw  - - - 21.33+0.58 20.00+0.00 7.00*+0.00 - 

  PDB/sw - - 8.00+0.00 17.33+0.58 18.33+0.58 8.00+0.00 8.00*+0.00 

หมายเหต:ุ E. coli  ATCC  25922, PA = P.  aeruginosa  ATCC  27853, SA = S. aureus ATCC 25923, 
ST= S. Typhimurium  ATCC 13311, BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 และ CA2 = C. albicans  
ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้ - คือ ไม่ยบัย ั้ง  * คือ ยบัย ั้งไม่สมบูรณ์ 
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ตำรำงที ่7  การยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารสกดัจากรานาเกลือท่ีเล้ียงในอาหารไม่ผสมน ้าทะเล ( PDB/dw)  
และผสมน ้าทะเล (PDB/sw) (ต่อ) 
 

ล ำดบั 
รำ 

นำเกลือ 

ควำม
เคม็ 
(ppt) 

ค่ำเฉลีย่ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงโซนใส (มลิลเิมตร) + ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) 

EC PA ST SA BC CA1 CA2 

25 SSpb4308 PDB /dw - - - 21.00+0.00 22.00+0.00 8.00*+0.00 8.00*+0.00 

  PDB/sw - - 8.00+0.00 18.33+0.57 19.67+0.58 9.00*+0.00 9.00*+0.00 

26 SSpb4309 PDB/dw  - - - 16.67+0.58 15.00+0.00 - - 

  PDB/sw - - 8.00+0.00 18.67+0.58 20.00+0.00 9.67+0.58 9.00*+0.00 

27 SSpb4313 PDB/dw  - - - 22.00+0.00 19.00+0.00 7.00*+0.00 - 

  PDB/sw - - - 18.00+0.00 21.00+0.00 9.00*+0.00 9.00*+0.00 

28 SSpb4319 PDB/dw  - 8.00+0.00 - 19.00+0.00 20.00+0.00 8.00*+0.00 - 

  PDB/sw - 8.00+0.00 - 19.67+0.58 21.00+0.00 8.67*+1.15 8.33*+0.58 

29 SSpb4320 PDB/dw  - - - 19.67+0.58 20.00+1.73 7.00*+0.00 - 

  PDB/sw - - - 22.67+0.58 17.33+1.15 8.00*+0.00  

30 SSpb4321 PDB/dw  - - - 10.00+0.00 16.00+0.00 9.00*+0.00 - 

  PDB/sw - 10.00+0.00 - 20.00+0.00 23.00+0.00 8.00*+0.00 9.67+1.15 

31 SSpb4323 PDB  - - - 18.00+0.00 16.00+0.00 - - 

  PDB/Sw - - 7.67+0.58 18.00+0.00 19.33+0.58 8.00*+0.00 - 

32 SSpb4325 PDB  - - - 16.00+0.00 18.00+0.00 - - 

  PDB/Sw - - - 17.67+0.58 18.33+0.58 8.00*+0.00 - 

33 SSpb4327 PDB  - - - 20.33+0.58 19.00+1.00 7.00*+0.00 - 

  PDB/Sw - - - 18.33+0.58 20.00+1.00 7.00*+0.00 - 

34 SSpb4328 PDB  - - - 18.00+0.00 16.67+0.58 - - 

  PDB/Sw - - 10.00+0.00 20.00+0.00 20.67+0.58 8.00+0.00 - 

35 SSpb4332 PDB  - 8.00+0.00 7.00+0.00 19.33+0.57 20.00+0.00 9.00*+0.00 - 

  PDB/Sw - - - 22.33+1.15 21.33+0.58 11.33+0.58 10.00*+0.00 

หมายเหต:ุ E. coli  ATCC  25922, PA = P.  aeruginosa  ATCC  27853, SA = S. aureus ATCC 25923, 
ST= S. Typhimurium  ATCC 13311, BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 และ CA2 = C. albicans  
ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028, +  คือ ยบัย ั้งได ้ - คือ ไม่ยบัย ั้ง  * คือ ยบัย ั้งไม่สมบูรณ์ 
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ภำพที ่12  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย  S. aureus ATCC 25923 (ก) และ B. cereus TISTR 121 (ข) ของสารสกดั

จากอาหารเล้ียงรานาเกลือเตรียมจากน ้าปกติ (PDB/dw) และน ้าทะเลท่ีมีความเค็ม 30 ppt (PDB/sw); 

1: สารสกดัจาก SSpb4107 (PDB/dw),  2: สารสกดัจาก SSpb4107 (PDB/sw),  3:สารสกดัจาก SSpb3208 

(PDB/dw), 4: สารสกดัจาก SSpb3208 (PDB/sw),  5: สารสกดัจาก SSpb1130 (PDB/dw),  6: สารสกดัจาก 

SSpb1130 (PDB/sw),  7: disk ชุบสารละลาย 50% DMSO เป็นชุดควบคุมผลลบ 

 

   
 
ภำพที ่13  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus ATCC 25923 (ก) และ B. cereus TISTR 121 (ข) ของสารสกดั

จากอาหารเล้ียงรานาเกลือเตรียมจากน ้าปกติ (PDB/dw) และน ้าทะเลความเค็ม 30 ppt (PDB/sw) ทดสอบ

โดยวิธี disk diffusion; 1: สารสกดัจาก SSpb4225 (PDB/dw), 2: สารสกดัจาก SSpb4225 (PDB/sw), 

3 และ 4: disk ยามาตรฐาน ampicillin 25 ไมโครกรัม และ gentamycin 25 ไมโครกรัม เป็นชุดควบคุม

ผลบวก, 5: disk สารละลาย 50% DMSO ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ 

1 2 

3 4 

ก 

5 

ข 

1 

5 
2 

3 4 

1 
2 

7 

6 

5 

4 
3 

6 

5 

1 
2 

3 
4 

7 

ข ก 



  37  

   
 

ภำพที ่14  ฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์C. albicans ATCC 10231 (ก) และ C. albicans ATCC 90028 (ข)  ของสารสกดั
จากอาหารเล้ียงรานาเกลือเตรียมจากน ้าปกติ (PDB/dw) และน ้าทะเลความเค็ม 30 ppt (PDB/sw) ทดสอบ
โดยวธีิ disk diffusion; 1: สารสกดัจาก SSpb1117 (PDB/dw), 2: สารสกดัจาก SSpb1117 (PDB/sw),            
3: สารสกดัจาก SSpb3124 (PDB/dw), 4: สารสกดัจาก SSpb3124 (PDB/sw), 5: สารสกดัจาก SSpb1122 
(PDB/dw), 6: สารสกดัจาก SSpb1122 (PDB/sw), 7: disk สารละลาย 50% DMSO ใชเ้ป็นชุดควบคุมผลลบ 
 
4.  กำรศึกษำค่ำ MIC/MBC ของจุลนิทรีย์  

4.1  กำรหำค่ำ MIC/MBC ของแบคทเีรีย  

 จากรายงานฉบบัสมบูรณ์ปีงบประมาณ 2556 เม่ือน าสารสกดัจากอาหารเล้ียงเช้ือรารหสั  SS 066 

SS 069  SS 070  SS 076  SS 078 และ SS 099 มาทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญ 

(MIC) และการท าลายแบคทีเรีย (MBC) ดว้ยวธีิ broth micro dilution พบวา่สารสกดัจากจากอาหารเล้ียงรา 

SS 070  SS 078 และ SS 069 / SS 076 มีค่า MIC ต่อจุลินทรียส่์วนใหญ่ต ่าสุดเรียงตามล าดบั ค่า MIC 

ของ SS 070 มีค่าต ่าสุดคือ มี MIC ต่อ Bacillus cereus  TISTR 008  และ Staphylococcus aureus ATCC 

25923 เท่ากบั 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั (ตารางท่ี 8) ค่า MIC 

ของ SS 099 ต่อ B. cereus TISTR 121 และ S. aureus ATCC 25923 มีค่าเท่ากนัคือ 64 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกดัจากอาหารเล้ียงรา SS 066 มีค่า MIC ต่อเช้ือทดสอบสูงกวา่สารสกดัท่ีกล่าวมา 

1-4 ระดบั  SS 070  และ SS 078 สามารถยบัย ั้งไดเ้ฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก ขณะท่ี SS 069  และ SS 076  

ยบัย ั้งไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ  ค่า MIC ของ SS 076  ต่อ B. cereus TISTR 121,  S. aureus 

ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  และ Salmonella Typhimurium ATCC 13311 
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เท่ากบั 64, 32, 128 และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  ค่า MIC  ของ SS 069 ต่อ B. cereus 

TISTR 121, S. aureus ATCC 25923 และ P. aeruginosa ATCC 27853 เท่ากบั 32, 64 และ 128 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 8) 

 

ตำรำงที่ 8  MIC/MBC ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือจงัหวดัจนัทบุรีและฉะเชิงเทราต่อแบคทีเรีย 
 

สำรสกดั 
รำนำเกลือ (ทีม่ำ) 

MIC/MBC ของสำรสกดัจำกอำหำรเลีย้งรำนำเกลือต่อแบคทีเรียทดสอบ (µg/ml) 

BC SA EC PA ST 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
SS 066 (PDB/sw) 128 256 128 256 - - - - - - 
SS 069 (PDB/sw) 32 32 64 256 - - 128* 512* - - 
SS 070 (PDB/sw) 8 16 16 32 - - - - - - 
SS 076 (PDB/sw) 64 128 32 128 128* 512* - - 128* 512* 
SS 078 (PDB/sw) 16 32 32 64 - - - - - - 
SS 099 (PDB/sw) 64 64 64 128 - - - - - - 
เช้ือทดสอบ; EC = E. coli ATCC 25922,  PA = P. aeruginosa ATCC 27853,  SA = S. aureus ATCC 
25923, ST = S. Typhimurium ATCC 13311,  BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 = C. albicans ATCC 
10231, CA2 = C. albicans ATCC 90028, -  คือไม่ยบัย ั้ง; MIC >1024 µg/ml, * Unstable activity 
 

 ในปีงบประมาณน้ีไดน้ าเช้ือจากจงัหวดัเพชรบุรีมาท าการหา MIC ต่อแบคทีเรียทดสอบ โดย
เปรียบเทียบระหว่างสารสกดัท่ีไดจ้ากอาหารเตรียมดว้ยน ้ากลัน่ (PDB/dw) และท่ีเตรียมดว้ยน ้าทะเล 
(PDB/sw) ผลแสดงในตาราง 9  จากตาราง SSpb3124 (PDB/sw),  SSpb4215 (PDB/sw) และ SSpb4225 
(PDB/sw)  มีค่า MIC ต ่าสุด ต่อ B.cereus  TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 เท่ากนั คือ 64 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั สารสกดั SSpb4215 (PDB/sw) และ 
SSpb4225 (PDB/sw) มีค่า MBC ต่อ B.cereus  TISTR 008 เท่ากบัค่า MIC  สารสกดั SSpb3124 (PDB/sw)      
มีค่า MBC ต่อแบคทีเรียกรัมบวกสูงกวา่ค่า MIC 1 ระดบั  
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ตำรำงที่ 9  MIC/MBC ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือจงัหวดัเพชรบุรีต่อแบคทีเรีย 
 

สำรสกดั 
รำนำเกลือ (ที่มำ) 

MIC/MBC ของสำรสกดัจำกอำหำรเลีย้งรำนำเกลือต่อแบคทีเรียทดสอบ (µg/ml) 

BC SA EC PA ST 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
SSpb1122 (PDB/dw) 512 512 512 1024 1024 - 1024 1024 1024 1024 
SSpb1122 (PDB/sw)  256 256 256 512 - - - - - - 
SSpb3124 (PDB/dw) 128 512 512 1024 - - - - - - 
SSpb3124 (PDB/sw)  64 128 128 256 - - - - - - 
SSpb4207 (PDB/dw) 128 128 256 1024 - - - - - - 
SSpb4207 (PDB/sw) 128 128 256 1024 - - - - - - 
SSpb4215 (PDB/dw) 256 256 256 1024 - - - - - - 
SSpb4215 (PDB/sw) 64 64 128 512 1024 - - - - - 
SSpb4217 (PDB/dw) 128 128 256 1024 - - - - - - 
SSpb4217 (PDB/sw) 128 128 256 1024 - - - - - - 
SSpb4225 (PDB/dw) 256 512 512 1024 - - - - - - 
SSpb4225 (PDB/sw) 64 64 128 512 - - - - - - 
SSpb4332 (PDB/dw) 512 512 512 1024 - - - - - - 
SSpb4332 (PDB/sw) 128 256 256 1024 - - - - - - 
หมายเหต ุ เช้ือทดสอบ; EC = E. coli ATCC 25922,  PA = P. aeruginosa ATCC 27853,  SA = S. aureus 
ATCC 25923, ST = S. Typhimurium ATCC 13311,  BC = B. cereus TISTR 008,  CA1 = C. albicans 
ATCC 10231, CA2 = C. albicans ATCC 90028, -  คือไม่ยบัย ั้ง; MIC >1024 µg/ml, * Unstable activity 
 

4.2  กำรทดสอบหำค่ำ MIC/MFC ของยสีต์ก่อโรค  

เม่ือหาค่า MIC ต่อยสีต ์Candida ทั้งสองสายพนัธ์ุ ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงราท่ีเตรียมดว้ย
น ้าทะเล พบวา่ MIC ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรา SS 070  SS 078  SSpb4215 และ SSpb4225 ต่อยสีต์
ทั้งสองสายพนัธ์ุ เท่ากบั 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเท่ากนั ขณะท่ีสารสกดัรา SS 069 และ SSpb4207 
มีค่า  MIC ต่อยสีต ์C. albicans ATCC 10231 เท่ากบั 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 1024 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 10) และพบวา่ค่า MFC ของสารสกดัส่วนใหญ่มีค่าเท่ากบั MIC หรือ
สูงกวา่ค่า MIC อยู ่1 ระดบั  
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ตำรำงที่ 10   MIC ของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือจงัหวดัจนัทบุรี ฉะเชิงเทรา และเพชรบุรี ต่อยสีต ์
  

สำรสกดั 
รำนำเกลือ (ทีม่ำ) 

MIC/MLC ของสำรสกดัจำกอำหำรเลีย้งรำนำเกลือต่อยสีต์ทดสอบ (µg/ml) 

C. albicans  ATCC 10231 C. albicans ATCC 90028 

MIC MFC MIC MFC 
SS 066 (PDB/sw) 1024 >1024 >1024 >1024 
SS 069 (PDB/sw) 512 1024 1024 1024 
SS 070 (PDB/sw) 512 512 512 512 
SS 076 (PDB/sw) 1024 1024 1024 1024 
SS 078 (PDB/sw) 512 512 512 1024 
SSpb1122 (PDB/sw) 1024 1024 >1024 >1024 
SSpb3124 (PDB/sw) >1024 >1024 >1024 >1024 
SSpb4207 (PDB/sw) 512 1024 1024 >1024 
SSpb4215 (PDB/sw) 512 512 512 512 
SSpb4217 (PDB/sw) 1024 1024 1024 1024 
SSpb4225 (PDB/sw) 512 512 512 1024 
SSpb4332 (PDB/sw) >1024 >1024 >1024 >1024 

 
5. กำรศึกษำองค์ประกอบทำงเคมีของสำรสกดัจำกรำด้วยวธีิ Thin layer chromatography 
  สารสกดัที่คดัเลือกมาศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากราดว้ยวิธี thin layer 

chromatography  เป็นสารสกดัจากอาหารท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (PDB/dw) และเตรียมจากน ้ าทะเล (PDB/sw) 

ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด้ดีหรือออกฤทธ์ิกวา้ง จ  านวน 16 สาร ในแต่ละสารสกดัพบ

จ านวนสารองคป์ระกอบแตกต่างกนัระหวา่ง 3-8 สาร  เมื่อเปรียบเทียบระหวา่งสารองคป์ระกอบใน

สารสกดัจากอาหาร PDB/dw และ PDB/sw ส่วนใหญ่สารท่ีแยกไดมี้ค่า Rf ใกลเ้คียงกนั  แต่จ านวนสาร

ที่แยกไดไ้ม่เท่ากนั กรณีค่า Rf ของสารที่เท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนัมาก (±0.01)  มีความเป็นไปไดว้่า

อาจเป็นสารเดียวกนั  แต่ในบางคร้ังก็เป็นไปไดว้า่อาจเป็นสารคนละชนิด เน่ืองจากสีและความเขม้ของ

สารต่างกนั (ตารางท่ี 11 และ ภาพท่ี 15) 
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ตำรำงที ่11  องคป์ระกอบของสารสกดั  
 

สำรสกดั/ 
รำนำเกลือ 

แหล่งทีม่ำ 
ของสำรสกดั 

จ ำนวน 
สำรองค์ประกอบ 

ค่ำ Rf * 

SS 069 
PDB/dw 5 0.58, 0.62, 0.64, 0.67, 0.71 

PDB/sw 5 0.58, 0.62, 0.64, 0.68, 0.72 

SSpb1122 
PDB/dw 3 0.58, 0.60, 0.67 

PDB/sw 8 0.56, 0.61, 0.64, 0.68, 0.70, 0.71, 0.74, 0.79 

SSpb3124 
PDB/dw 7 0.23, 0.57, 0.60, 0.63, 0.68, 0.73, 0.77 

PDB/sw 7 0.24, 0.61, 0.65, 0.67, 0.70, 0.73, 0.76 

SSpb4207 
PDB/dw 6 0.54, 0.60, 0.64, 0.66, 0.70, 0.74 

PDB/sw 6 0.55, 0.60, 0.64, 0.66, 0.70, 0.73 

SSpb4215 
PDB/dw 7 0.55, 0.59, 0.63, 0.64, 0.66, 0.70, 0.74 

PDB/sw 7 0.54, 0.58, 0.60, 0.63, 0.65, 0.70, 0.74 

SSpb4217 
PDB/dw 6 0.57, 0.61, 0.64, 0.66, 0.68, 0.72 

PDB/sw 6 0.57, 0.60, 0.64, 0.66, 0.68, 0.74 

SSpb4225 
PDB/dw 7 0.60, 0.63, 0.65, 0.66, 0.69, 0.71, 0.75 

PDB/sw 6 0.60, 0.63, 0.66, 0.69, 0.71, 0.76 

SSpb4332 
PDB/dw 7 0.49, 0.53, 0.57, 0.61, 0.63, 0.68, 0.72 

PDB/sw 7 0.49, 0.53, 0.57, 0.61, 0.63, 0.68, 0.72 

*แยกดว้ยระบบตวัท าละลาย toluene: methanol: acetone, 6:1:3 v/v 
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ภำพที ่15   จ  านวนองคป์ระกอบทางเคมีและค่า Rf ของสารองคป์ระกอบในสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ  
เม่ือแยกโดยวธีิ TLC; 1: SS 069 (PDB/dw), 2: SS 069 (PDB/sw), 3: SSpb1122 (PDB/dw), 4: SSpb1122 
(PDB/sw), 5: SSpb3124 (PDB/dw), 6: SSpb3124 (PDB/sw), 7: SSpb4207 (PDB/dw), 8: SSpb4207 
(PDB/sw), 9: SSpb4215 (PDB/dw), 10: SSpb4215 (PDB/sw), 11: SSpb4217 (PDB/dw), 12: SSpb4217 
(PDB/sw), 13: SSpb4225 (PDB/dw), 14: SSpb4225 (PDB/sw), 15: SSpb4332 (PDB/dw), 16: SSpb4332 
(PDB/sw)    
 
6. กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรยบัยั้งจุลนิทรีย์ของสำรสกดัจำกอำหำรเลีย้งรำนำเกลือโดยวธีิ Bioautography  
 น าสารสกดัจากอาหาร PDB ท่ีไม่มีความเคม็ (PDB/dw) และมีความเคม็ 30 ppt  (PDB/sw) จาก

รานาเกลือ SS 069  SSpb1122  SSpb4217  SSpb4225 และ SSpb4332 รวมจ านวน 10 สาร ท่ีผา่น

การแยกองคป์ระกอบดว้ยวธีิ TLC จนไดส้ารองคป์ระกอบท่ีมีค่า Rf  ต่างๆ กนั มาทดสอบประสิทธิภาพ

การยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923  ยสีต ์C. albicans  

ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028  โดยวางแผน่ TLC ท่ีผา่นการแยกสารองคป์ระกอบลงบน

อาหารโดยตรง พบว่าสารสกดัสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียและยีสต์ทดสอบเห็นบริเวณยบัย ั้งเป็นโซนใส

   1     2 

 

      3    4     7    8 

9   10 

                      5    6   

11   12 13  14 15  16 
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รอบบริเวณท่ีมีสารองค์ประกอบ (ภาพท่ี 16-20) และเม่ือตดัแผ่น TLC บริเวณสารองค์ประกอบของ

สารสกดัมาทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรีย พบสารองคป์ระกอบมีประสิทธิภาพยบัย ั้งแบคทีเรีย

แกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 เห็นบริเวณยบัย ั้งเป็นโซนใส ขณะท่ีไม่พบ

สารองคป์ระกอบมีประสิทธิภาพยบัย ั้งยสีตท์ั้งสองสายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 12)  

 จากตารางท่ี 12 สารองคป์ระกอบจากสารสกดัจากอาหาร PDB/dw และ PDB/sw สามารถยบัย ั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกไดแ้ตกต่างกนั (1+ ถึง 3+) สารองคป์ระกอบ Rf 0.66 กบั 0.69 จากสารสกดัอาหาร 
PDB/sw เล้ียงรา SSpb4225 ให้ผลยบัย ั้งดี (3+) กบัทั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ 
S. aureus ATCC 25923 สารองคป์ระกอบ Rf 0.62 กบั 0.64 จากสารสกดัอาหารทั้ง PDB/dw และ 
PDB/sw เล้ียงรา SS 069 ให้ผลยบัย ั้งดี (3+) กบั B. cereus TISTR 008 สารองคป์ระกอบ Rf 0.70 กบั 
0.71 จากสารสกดัอาหาร PDB/sw เล้ียงรา SSpb1122 และ สารองคป์ระกอบ Rf 0.61 กบั 0.63 จากสาร
สกดัอาหาร PDB/sw เล้ียงรา SSpb4332 ใหผ้ลยบัย ั้งดี (3+) กบั B. cereus TISTR 008 เพียงเช้ือเดียว 
(ภาพท่ี 21-23)  

 

   
      
ภำพที่ 16  ความสามารถของสารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC ของสารสกดัจากรานาเกลือ SS 069 เล้ียงดว้ย
อาหาร PDB/dw (1) และ PDB/sw (2) ในการยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) 
 

   
   
ภำพที ่17  ความสามารถของสารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC ของสารสกดัจากรานาเกลือ SSpb1122 ท่ีเล้ียงดว้ย
อาหาร PDB/dw (1) และ PDB/sw (2) ในการยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) 

1   2 ก 

 

ข 1  2 1  2 

ก 

 

ข 1   2 1   2 1  2 
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ภำพที ่18  ความสามารถของสารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC ของสารสกดัจากรานาเกลือ SSpb4217 ท่ีเล้ียงดว้ย
อาหาร PDB/dw (1) และ PDB/sw (2) ในการยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) 
 

   
 
ภำพที ่19  ความสามารถของสารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC ของสารสกดัจากรานาเกลือ SSpb4225 ท่ีเล้ียงดว้ย
อาหาร PDB/dw (1) และ PDB/sw (2) ในการยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) 
 

   
 

ภำพที ่20  ความสามารถของสารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC ของสารสกดัจากรานาเกลือ SSpb4332 ท่ีเล้ียงดว้ย
อาหาร PDB/dw (1)  และ PDB/sw (2) ในการยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) 
 

ก 

 

ข 1   2 1   2 1   2 

1   2 1   2 1   2 ก 

 

ข 

 

1   2 1   2 1   2 ก 

 

ข 
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ตำรำงที ่12  การยบัย ั้งจุลินทรียด์ว้ยสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากรานาเกลือ โดยวิธี Bioautography 
 

สำรสกดั/ 
รำนำเกลือ 

แหล่งทีม่ำ
ของ 

สำรสกดั 
Rf * 

ระดับควำมสำมำรถในกำรยับยั้ง 

B. cereus 
TISTR 

008 

S. aureus 
ATCC  
25923 

C. albicans  
ATCC 
 10231 

C. albicans  
ATCC 
 90028 

SS 069 
PDB/dw 

0.62 กบั 0.64 3+ 1+ - - 
0.67 2+ 1+ - - 
0.71 1+ - - - 

PDB/sw 
0.58 1+ - - - 

0.62 กบั 0.64 3+ 1+ - - 
0.68 1+ 1+ - - 

SSpb1122 
 PDB/dw 

0.58 1+ - - - 
0.60 1+ - - - 
0.67 2+ 1+ - - 

PDB/sw 

0.61 1+ - - - 
0.64 1+ - - - 
0.68 2+ +1 - - 

0.70 กบั 0.71 3+ +1 - - 
0.74 1+ - - - 
0.79 1+ - - - 

SSpb4217 PDB/dw 0.64 กบั 0.66 1+ 1+ - - 
0.68 1+ 1+ - - 
0.72 1+ 1+ - - 

PDB/sw 0.64 กบั 0.66 1+ 1+ - - 
0.68 1+ 1+ - - 
0.74 - 1+ - - 

* แยกดว้ยระบบตวัท าละลาย  toluene: methanol: acetone, 6:1:3 v/v 
** ระดบัการยบัย ั้ง 3+ หมายถึง ยบัย ั้งดี  2+ หมายถึง ยบัย ั้งปานกลาง 1+ หมายถึง ยบัย ั้งเล็กน้อย                    
-   หมายถึง ไม่ยบัย ั้ง   
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ตำรำงที่ 12  การยบัย ั้งจุลินทรียด์ว้ยสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากรานาเกลือ โดยวธีิ Bioautography 
(ต่อ) 
 

สำรสกดั/ 
รำนำ
เกลือ 

แหล่งทีม่ำ
ของ 

สำรสกดั 
Rf * 

ระดับควำมสำมำรถในกำรยับยั้ง 

B. cereus 
TISTR  

008 

S. aureus 
ATCC  
25923 

C. albicans  
ATCC 
10231 

C. albicans  
ATCC 
90028 

SSpb4225 
PDB/dw 

0.66 กบั 0.69 2+ 2+ - - 
0.71 1+ 1+ - - 
0.75 1+ 1+ - - 

PDB/sw 
0.66 กบั 0.69 3+ 3+ - - 

0.71 1+ 1+ - - 
0.76 1+ 1+ - - 

SSpb4332 

PDB/dw 

0.57 1+ - - - 
0.61 กบั 0.63 2+ 2+ - - 

0.68 1+ 1+ - - 
0.72 1+ 1+ - - 

PDB/sw 

0.57 1+ - - - 
0.61 กบั 0.63 1+ 2+ - - 

0.68 3+ 2+ - - 
* แยกดว้ยระบบตวัท าละลาย  toluene: methanol: acetone, 6:1:3 v/v 
** ระดบัการยบัย ั้ง 3+ หมายถึง ยบัย ั้งดี  2+ หมายถึง ยบัย ั้งปานกลาง 1+ หมายถึง ยบัย ั้งเล็กนอ้ย                    
-   หมายถึง ไม่ยบัย ั้ง    
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ภำพที่ 21  ความสามารถของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือ ในการยบัย ั้ง         
B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) บนอาหาร MHA ของสารสกดั SS 069 ท่ี
เตรียมจาก PDB/dw (1-4) และ PDB/sw (5-8); 1: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 2: สารองคป์ระกอบ Rf  

0.62 และ 0.64, 3: สารองคป์ระกอบ Rf  0.67, 4: สารองคป์ระกอบ Rf  0.71, 5: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 
6: สารองคป์ระกอบ Rf  0.62 และ 0.64, 7: สารองคป์ระกอบ Rf  0.68, 8: สารองคป์ระกอบ Rf  0.72, 9: ดิสก์
ควบคุมผลลบ สารละลาย 50% DMSO 
 

  
 
ภำพที ่22 ความสามารถของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือ ในการยบัย ั้ง  
B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) บนอาหาร MHA ของสารสกดั SSpb1122 ท่ี
เตรียมจาก PDB/dw (1-3) และ PDB/sw (4-10); 1: สารองคป์ระกอบ Rf 0.58, 2: สารองคป์ระกอบ Rf 
0.60, 3: สารองค์ประกอบ Rf 0.67, 4: สารองค์ประกอบ Rf 0.56, 5: สารองคป์ระกอบ Rf 0.61,          
6: สารองคป์ระกอบ Rf 0.64, 7: สารองคป์ระกอบ Rf  0.68, 8: สารองคป์ระกอบ Rf  0.70 และ 071, 
9: สารองคป์ระกอบ Rf  0.74, 10: สารองคป์ระกอบ Rf  0.79, 11: ดิสกค์วบคุมผลลบ สารละลาย 50% DMSO 
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ภำพที ่23 ความสามารถของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือ ในการยบัย ั้ง 
B. cereus TISTR 008 (ก) และ S. aureus ATCC 25923 (ข) บนอาหาร MHA ของสารสกดั SSpb4225 ท่ี
เตรียมจาก PDB/dw (1-3) และ PDB/sw (4-10); 1: สารองคป์ระกอบ Rf 0.60, 2: สารองคป์ระกอบ Rf 
0.63, 3: สารองคป์ระกอบ Rf 0.65, 4: สารองคป์ระกอบ Rf 0.66 กบั 0.69, 5: สารองคป์ระกอบ Rf 0.71, 
6: สารองคป์ระกอบ Rf 0.75, 7: สารองคป์ระกอบ Rf 0.60, 8: สารองคป์ระกอบ Rf  0.63, 9: สาร
องคป์ระกอบ Rf  0.66 กบั 0.69, 10: สารองคป์ระกอบ Rf  0.71, 11: สารองคป์ระกอบ Rf  0.76, 12: ดิสก์
ควบคุมผลลบ สารละลาย 50% DMSO 
 
ตำรำงที ่13  จ  านวนสารองคป์ระกอบในสารสกดัจากรานาเกลือสายพนัธ์ุต่าง  ๆท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรีย ์
 

สำรสกัด/ 
รำนำเกลือ 

แหล่ง 
สำรสกัด 

จ ำนวนสำร
องค์ประกอบ 
ที่แยกได้ 

จ ำนวนสำรองค์ประกอบที่ยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

B. cereus 
TISTR 008 

S. aureus  
ATCC 25923 

C. albicans  
ATCC 10231 

C.albicans 
ATCC 90028 

SS 069 PDB/dw 5 4 3 0 0 
 PDB/sw 5 4 3 0 0 
SSpb1122 PDB/dw 3 3 1 0  0 
 PDB/sw 8 7 3 0 0 
SSpb4217 PDB/dw 6 4 4 0 0 
 PDB/sw 6 3 4 0 0 
SSpb4225 PDB/dw 7 4 4 0 0 

 PDB/sw 6 4 4 0 0 
SSpb4332 PDB/dw 7 5 4 0 0 

 PDB/sw 7 4 3 0 0 

1 1 
2 2 

3 

4 

5 
6 

7 
8 

9 

10 

11 

12 12 
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5 
6 7 
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ก ข

ข
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ขอ้มูลในตารางท่ี 13 เปรียบเทียบจ านวนสารองคป์ระกอบท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด ้ พบวา่
สารองค์ประกอบของสารสกดัจากอาหารเล้ียงราทั้ง 5 ชนิด ส่วนใหญ่ยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดใ้น
ขณะท่ีไม่พบการยบัย ั้งยสีต ์ จ  านวนสารองคป์ระกอบในสารสกดัสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียไดแ้ตกต่างกนั 
ข้ึนกบัชนิดของจุลินทรียแ์ละความเค็มของอาหารเล้ียงราท่ีน ามาสกดั สารองคป์ระกอบจากราสายพนัธ์ุ
เดียวกนัท่ีสกดัมาจากอาหารเล้ียงเช้ือน ้าทะเลใหผ้ลดีกวา่น ้ ากลัน่  
 
7.  กำรจัดจ ำแนกรำทีใ่ช้ในกำรศึกษำเบื้องต้น 

ตารางที่ 14 สรุปการจดัจ าแนกราที่ศึกษาทางสัณฐานวิทยาทั้งราจากการศึกษาท่ีผ่านมาใน
ปีงบประมาณ 2556  จ  านวน 72 สายพนัธ์ุ และท่ีท าการศึกษาเพิ่มเติมในปีงบประมาณ 2557 จ านวน 
55 สายพนัธ์ุ  รวมทั้งหมด 127 สายพนัธ์ุ  พบวา่ราท่ีจดัจ าแนกไดอ้ยา่งนอ้ยระดบัจีนสั มีทั้งหมด 12 จีนสั  
ทั้งหมดเป็นรากลุ่มอะนามอร์พ  ซ่ึงพบเฉพาะการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ  รา 20  สายพนัธ์ุ   ไม่สามารถ
จ าแนกทางสัณฐานวทิยาเน่ืองจากไม่สร้างโครงสร้างสืบพนัธ์ุ ส่วนอีก 4 สายพนัธ์ุไม่สามารถระบุจีนสั
ไดใ้นขณะน้ี (Unidentified 1-3) คาดวา่อาจเป็นราชนิดใหม่   

ราท่ีใหผ้ลการยบัย ั้งท่ีดีระดบัหน่ึง หรือมีคุณสมบติัท่ีน่าสนใจ ไดมี้การศึกษารายละเอียดลกัษณะ
ทางสัณฐานวทิยา  รวมถึงการวเิคราะห์ล าดบัเบสของยนีไวด้งัน้ี 
 
ตำรำงที ่14  การจดัจ าแนกราทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนีของราท่ีศึกษา 127 สายพนัธ์ุ 
 

กลุ่ม/สกุล จ ำนวน สำยพนัธ์ุรำ 

Acremonium sp. 2 SS 043, SS 066 
Alternaria alternata 3 SS 001, SS 052, SS 104 
Aspergillus candidus 2 SS 002, SS 003 
Aspergillus flavus 3 SS 035, SS 068, SS 071 
Aspergillus fumigatus 10 SS 024, SS 030, SS 048, SS 073, SS 076, 

SS 079, SS 082, SS 090, SS 097 
Aspergillus niger 1 SS 105 
Aspergillus spp.   11 SS 039, SS 060, SS 061, SS 069, SSpb1307, 

SSpb1310, SSpb1311, SSpb3124, SSpb3208, 
SSpb3301, SSpb4107 
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ตำรำงที ่14  การจดัจ าแนกราทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนีของราท่ีศึกษา 127 สายพนัธ์ุ (ต่อ) 
 

กลุ่ม/สกุล จ ำนวน สำยพนัธ์ุรำ 

Aspergillus sp.1 5 SSpb1117, SSpb1122, SSpb1130, SSpb4307, 
SSpb4320 

Aspergillus sp.2 10 SSpb1301, SSpb1315, SSpb4207, SSpb4208, 
SSpb4313, SSpb4319, SSpb4321, SSpb4325, 
SSpb4327, SSpb4328 

Aspergillus sp.3 2 SSpb1306, SSpb1308 
Aspergillus sp.4 3 SSpb4215, SSpb4309, SSpb4329 
Aspergillus sp.5 5 SSpb4217, SSpb4225, SSpb4226, SSpb4323, 

SSpb4332 
Bipolaris sp. 
Botrytis sp. 

5 
1 

SS 031, SS 047, SS 088, SS 089, SSpb1212 
SSpb4234 

Cladosporium cladosporioides 8 SS 010, SS 027, SS 032, SS 033, SS 038, 
SS 041, SS 049, SS 051 

Cladosporium sphaerospermum 2 SS 037, SS 045 
Colletotrichum sp. 2 SS 062, SS 065 
Curvuralia lunata 3 SS 006, SS 007, SS 059, SS112 
Fusarium oxysporum 2 SS 014, SS 018 
Fusarium sp. 4 SS 017, SS 022, SS 026, SS 034 
Nigrospora sphaerica 1 SS 055 
Penicillium spp. 9 SS 042, SS 044, SS 056, SS 109, SSpb4108, 

SSpb4301, SSpb4304, SSpb4312, SSpb4316 
Pithomyces sp. 4 SS 005, SS 011, SS 012, SS 013 
Unidentified 1 2 SSpb1302, SSpb1303 
Unidentified 2 1 SSpb1314 
Unidentified 3 1 SSpb2213 
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ตำรำงที ่14  การจดัจ าแนกราทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนีของราท่ีศึกษา 127 สายพนัธ์ุ (ต่อ) 
 

กลุ่ม/สกุล จ ำนวน สำยพนัธ์ุรำ 

Unidentified mycelia sterilia 20 SS 004, SS 008, SS 009, SS 015, SS 019,   
SS 023, SS 028, SS 029, SS 040, SS 050,  
SS 053, SS 054, SS 057, SS 058, SS 063,  
SS 064, SS 067, SS 070, SS 072, SS 078,  
SS 099, SSpb1110 SSpb1209, SSpb1211 
SSpb1309 

 
กำรจัดจ ำแนกรำ SS 033 
 การจดัจ าแนกรารหสั SS 033 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนีเม่ือเล้ียงราบน
อาหาร potato dextrose agar ความเค็ม 30 ppt (PDA/sw) เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส   
พบโคโลนี ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 4.0 เซนติเมตร ผิวหน้าโคโลนีสีเขียวอมเทา  เส้นใยละเอียดแน่น 
ดา้นหลงัสีด า  conidiophore ยาว แตกกิ่ง ผิวเรียบ conidia สีเขียว รูปทรงกลมรี ไม่มีผนงักั้น ขนาด 
3.0-4.0 μm  มีรอย scar บริเวณปลายเซลล์ conidia ต่อกนัเป็นสาย (ภาพท่ี 24) ผลวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่น
ฐานขอ้มูล GenBank แสดงในตารางท่ี 15  
 

  
 
ภำพที ่24  ลกัษณะของรา SS 033 บนอาหาร PDA/sw;  ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอายุ 7 วนั ข: ลกัษณะ

โครงสร้างสืบพนัธ์ุภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  
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ตำรำงที ่15 ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ของรา SS 033 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วเิคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 

GQ153092.1 Dothideomycetes sp. 11109 100 99 
GQ153083.1 Dothideomycetes sp. 11089 100 99 
GQ153060.1 Dothideomycetes sp. 11048 100 99 
KP701937.1 Cladosporium tenuissimum DTO 130-F6 100 99 
KX349488.1 Cladosporium tenuissimum Fck-3-45 100 99 
 
กำรจัดจ ำแนกรำ SS 034 

การจดัจ าแนกรารหสั SS 034 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนีเม่ือเล้ียงราบน
อาหาร potato dextrose agar ความเค็ม 30 ppt (PDA/sw) เป็นเวลา 7 วนั  ท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส 
พบโคโลนี  ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 7.0 เซนติเมตร โคโลนีสีขาว-สีส้ม ผิวหน้าฟู เส้นใยมีผนงักั้น conidia 
รูปยาวคลา้ยกลว้ยหอม หรือรูปยาวคลา้ยเส้ียวพระจนัทร์ มีหลายเซลล์   พบคลามิโดสปอร์อยู่ทัว่ไป 
(ภาพท่ี 25)  การวิเคราะห์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความ
คลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank  แสดงในตารางท่ี 16  
                                    

   
 
ภำพที ่25  ลกัษณะของรา SS 034 บนอาหาร PDA/sw ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope;  ก: ลกัษณะ
โคนิเดียและโคนิดิโอฟอร์, ข: ลกัษณะคลามิโดสปอร์ (ลูกศรช้ี) 
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ตำรำงที ่16  ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ของรา SS 034 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วเิคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
HQ671187.1 Fusarium chlamydosporum strain YS-110 100 100 
FJ426391.1 Fusarium chlamydosporum strain DB-L39 100 100 
KJ584541.1 Fusarium chlamydosporum strain Sz5_2H 99 100 
JX867234.1 Fusarium chlamydosporum strain Jl-T3 99 100 
JN986774.1 Fusarium chlamydosporum strain DHMJ22 99 100 

 

กำรจัดจ ำแนกรำ SS 066 
การจดัจ าแนกรารหสั SS 066 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนีเม่ือเล้ียงราบน

อาหาร potato dextrose agar ความเคม็ 30 ppt (PDA/sw)  เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส   

พบโคโลนีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 5.5 เซนติเมตร โคโลนีขาวบางค่อนขา้งเรียบติดผิวอาหาร เม่ือแก่ผิว

โคโลนีเป็นผงสีครีมถึงน ้าตาลอมเหลือง ขอบดา้นหลงัโคโลนีสีน ้าตาลอมเหลือง เส้นใยเป็นแบบมีผนงักั้นใส

ไม่มีสี สร้าง conidia รูปรียาวขนาดประมาณ 1 x 2-3 ไมโครเมตร เกิดเป็นกลุ่มเกาะกนับนปลายโคนิดิโอฟอร์

ท่ีเรียบตรง ไม่แตกแขนง (ภาพท่ี 26) การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อ

เปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank แสดงในตารางท่ี 17    

 

  
 

ภำพที ่26  ลกัษณะของรา SS 066 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะโคโลนีอายุ 7 วนั บนอาหาร, ข:  ลกัษณะ
โครงสร้างสืบพนัธ์ุของรา SS 066 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope 
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ตำรำงที ่17  ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ของรา SS 066 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วเิคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
JN851014.1 Hypocreales sp. SCSGAF0072 100 99 
JF819173.1 Hypocreales sp. TA26-59 97 99 
KC506358.1 Fungal sp. AM2013 strain 212*_Jp 96 98 
KC506355.1 Fungal sp. AM2013 strain 207_Jmp 98 98 
HQ596914.1 Hypocreales sp. SE511 96 98 
HQ596921.1 Hypocreales sp. S68 95 98 
 
กำรจัดจ ำแนกรำ SS 069 

การจดัจ าแนกรารหสั SS 069 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงรา

บนอาหาร PDA/sw  เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส  พบโคโลนีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 

6 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนี เป็นผงสีน ้าตาล ขอบโคโลนีไม่เรียบ ดา้นหลงัโคโลนีสีน ้าตาลอมเหลือง 

หยกัเป็นร่อง ลกัษณะเส้นใย เป็นแบบมีผนงักั้นใสไม่มีสี สร้าง conidia รูปกลม ขนาด 2.5 ไมโครเมตร  

sterigma  บนหวั vesicle เป็นแบบ biseriate คลุมรอบ vesicle  พบ foot cell ท่ีฐานโคนิดิโอฟอร์เรียบตรง 

ไม่มีสี  เม่ือท าการจดัจ าแนกเบ้ืองตน้พบวา่คือ Aspergillus sp. (ภาพท่ี 27)  เม่ือวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์

ของยนี 18S rRNA ดว้ยโปรแกรม BLASTn (ไม่ไดว้ิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS) เพื่อเปรียบเทียบ

ความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank พบวา่ขอ้มูลแสดงความคลา้ยคลึง

สูงสุด (99%) กบั Aspergillus niger (รายงานไวใ้นรายงานปีงบประมาณ 2556) อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณา

ลกัษณะโคโลนีและสัณฐานของราสายพนัธ์ุน้ีพบวา่มีลกัษณะโดยทัว่ไปแตกต่างไปจาก A. niger ดงันั้น

ในการศึกษาน้ี จึงระบุแทกซอนของรา SS 069 เป็น Aspergillus sp. SS 069 โดยท่ีราสายพนัธ์ุน้ีอาจเป็น 

สปีชีส์ใหม ่
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ภำพที ่27  ลกัษณะของรา SS 069 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะโคโลนีอาย ุ14 วนั บนอาหาร  ข: ลกัษณะ 
foot cell และโครงสร้างสืบพนัธ์ุ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  
 

กำรจัดจ ำแนกรำ SS 070 และ SS 099 
ลกัษณะโคโลนีของราทั้ง 2 สายพนัธ์ุคลา้ยคลึงกนัมาก   

ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 070 เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw  เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 

องศาเซลเซียส  พบโคโลนีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 5.0 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนีขาวเป็นปุย ขอบฟูเล็กนอ้ย 

ดา้นหลงัโคโลนีสีเทาด า ขอบโคโลนีขาวโคโลนี เม่ือแก่โคโลนีเปล่ียนเป็นสีเขียวอมเทา ดา้นหลงัโคโลนี         

สีน ้าตาลอมเหลือง ไม่สร้างสปอร์ทั้งแบบอาศยัเพศ และไม่อาศยัเพศ  

ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 099  เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 
องศาเซลเซียส ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางโคโลนี 4.8 เซนติเมตร มีลกัษณะโคโลนีและลกัษณะทางสันฐานวทิยา
คลา้ยคลึงกบัรา SS 070 สันนิษฐานวา่น่าจะเป็นราชนิดเดียวกนั (ภาพท่ี 28) การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล 
แสดงในตารางท่ี 18 

 
กำรจัดจ ำแนกรำ SS 076 

ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS076 เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 
องศาเซลเซียส พบโคโลนีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนี เป็นผงเขียวอมด า ดา้นหลงั
โคโลนีสีน ้าตาลอ่อน สร้างสปอร์แบบไม่อาศยัเพศ สปอร์รูปกลม ไม่มีสี เกิดบน sterigma ดา้นบนหวั 
vesicle ขนาดใหญ่ประมาณ 2/3 ของหวั sterigma เป็นแบบ uniseriate (ภาพท่ี 29) การวเิคราะห์ล าดบันิ
วคลีโอไทดข์อง ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์
ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank  แสดงในตารางท่ี 19 
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ภำพที่ 28  ลกัษณะโคโลนีของรา SS 070 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอายุ 6 วนั, 

ข: ลกัษณะดา้นหนา้และดา้นหลงัโคโลนีอาย ุ14 วนั 

 

ตำรำงที ่18  ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ของรา SS 070 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วเิคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 
HM195267.1 Cochliobolus heterostrophus isolate Delhi 100 98 
KC005707.1 Cochliobolus heterostrophus isolate NLF07 99 98 
GQ870276.1 Cochliobolus heterostrophus isolate SH01 99 98 
HM195266.1 Cochliobolus heterostrophus strain 6028 100 98 
KC315946.1 Cochliobolus heterostrophus strain BM 97 98 
AB179836.1 Bipolaris sacchari 97 97 
KP211436.1 Bipolaris maydis isolate T28 97 97 
KJ830829.1 Bipolaris sacchari strain NRRL 5241 96 97 
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ภำพที่ 29  ลกัษณะโคโลนีของรา SS 076 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอายุ 14 วนั, 
ข: ลกัษณะดา้นหนา้และดา้นหลงัโคโลนีอาย ุ 14 วนัลกัษณะโครงสร้างสืบพนัธ์ุของรา SS 076 ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  
 
ตำรำงที ่19  ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ของรา SS 076 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วเิคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 
JQ388268.1 Aspergillus sp. DoF23 97 100 
EU823312.1 Fungal endophyte sp. IJL02 97 99 
KX349472.1 Aspergillus fumigatus isolate F3-3-27 97 99 
JQ082499.1 Aspergillus fumigatus isolate TBG3-3 96 100 
JF815071.1 Aspergillus sp. TMS-2011 96 99 
JF815069.1 Aspergillus fumigatus isolate LF5 96 99 
GU244530.1 Aspergillus fumigatus isolate 15-F 96 99 
 

กำรจัดจ ำแนกรำ SS 078 

ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 078 เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw  เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 

องศาเซลเซียส พบโคโลนีเส้นผ่าศูนยก์ลาง 5.5 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนี เทาอมเขียว ค่อนขา้งฟู  

ดา้นหลงัโคโลนีน ้าตาลอมเหลือง สร้างสปอร์ทั้งแบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ (ภาพท่ี 30) การวิเคราะห์

ล าดบั นิวคลีโอไทดข์อง ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทด ์

ท่ีปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank แสดงในตารางท่ี 20 
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ภำพที ่30   ลกัษณะโคโลนีของรา SS 078 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอาย ุ7 วนั;  
ข: ลกัษณะดา้นหลงัโคโลนีอาย ุ7 วนั 
 
ตำรำงที ่20  ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ของรา SS 078 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วิเคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
KC315946.1 Cochliobolus heterostrophus strain BM 100 97 
HM195267.1 Cochliobolus heterostrophus isolate Delhi 100 97 
HM195266.1 Cochliobolus  heterostrophus strain 6028 100 97 
KC005707.1 Cochliobolus heterostrophus isolate NLF07 100 97 
GQ870276.1 Cochliobolus heterostrophus isolate SH01 100 97 
AB179836.1 Bipolaris sacchari 100 97 
KF922875.1 Bipolaris maydis isolate F49 99 97 
 
กำรจัดจ ำแนกรำ SS 112 

ลกัษณะโคโลนีรารหสั SS 112 เม่ือเล้ียงราบนอาหาร PDA/sw  เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ28- 31 
องศาเซลเซียส โคโลนีเจริญเร็ว พบโคโลนีเส้นผา่ศูนยก์ลาง 8.0 เซนติเมตร ผวิหนา้โคโลนีสีเทาด า ฟู 
ผวิหนา้คลา้ยส าลี ดา้นหลงัสีด า conidiophore เกิดเด่ียวๆ สีน ้าตาล ขนาด 80-90 μm ปลายและดา้นขา้ง
เป็นท่ีเกิดของ conidia ท่ีมีขนาด 4-6 X 16-18 μm ผิวเรียบ เซลล์เป็นทรงรี มี 4 เซลล ์ เซลลก์ลางมีขนาด
ใหญ่กวา่เซลลอ่ื์นๆ เล็กนอ้ย (ภาพท่ี 31) การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn 
เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank แสดงใน
ตารางท่ี 21 
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ภำพที่ 31 ลกัษณะของรา SS 112 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอาย ุ7 วนั;  ข : ลกัษณะ

โครงสร้างสืบพนัธ์ุของราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope 

 

ตำรำงที่ 21   ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS ของรา SS 112 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วเิคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
HQ832834.1 Curvularia sp. LH3 100 99 
AB290141.2 Curvularia sp. KMU4944 96 100 
JQ955586.1 Curvularia sp. CASMB-SEF 31 98 99 
JF742784.1 Curvularia sp. Z10 99 97 
 
กำรจัดจ ำแนกรำ SSpb1122   

จากขอ้มูลทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงรา 14 วนั บนอาหาร PDA/sw  ท่ีอุณหภูมิ           
28-31 องศาเซลเซียส   โคโลนีเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 2.5 ไมโครเมตร ลกัษณะโคโลนีเป็นผงสีน ้าตาล 
ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ เป็นรอยหยกั สร้าง conidia รูปกลม (Globose) ไม่มีสี ผิวเรียบ ขนาดประมาณ 
2 µm ต่อกนัเป็นสาย 5-8 สปอร์บน sterigma ท่ีเกิดบนหวั vesicle ท่ีเป็นแบบ biseriate หวั vesicle ขนาด
ประมาณ 10-12.5 µm  sterigma คลุมประมาณ 2/3 ของ vescicle โคนิดิโอฟอร์  ตรง  ไม่มีสี ผิวเรียบ  
(ภาพท่ี 32) การวเิคราะห์ล าดบั นิวคลีโอไทด์ของยนี beta tubulin ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบ
ความคลา้ยคลึงกบัล าดบั นิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank  แสดงในตารางท่ี 22 
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ภำพที่ 32  ลกัษณะของรา SSpb1122 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะดา้นหน้าโคโลนีอายุ 14 วนั,               

ข: ลกัษณะ foot cell, ค: ลกัษณะโครงสร้างสืบพนัธ์ุภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  

 

ตำรำงที่ 22  ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน Beta-tubulin gene ของรา 
SSpb1122 เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank วเิคราะห์โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 
GQ376127.1 Aspergillus terreus isolate UOA/HCPF 3355  100 99 
HQ285595.1 Aspergillus terreus strain KCCM60335  100 99 
GQ376130.1 Aspergillus terreus isolate UOA/HCPF 5704  100 99 
GQ376128.1 Aspergillus terreus isolate UOA/HCPF 3706  100 99 
JQ897354.1 Aspergillus terreus  100 99 
GQ376132.1 Aspergillus terreus isolate A1S4_D36  100 99 
GQ376131.1 Aspergillus terreus isolate UOA/HCPF 9995  100 99 
 
กำรจดัจ ำแนกรำ SSpb4207 

การจดัจ าแนกรารหัส SSpb4207 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงรา
บนอาหาร PDA/sw 30 ppt เม่ือเล้ียง 14 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส โคโลนีมีเส้นผา่ศูนยก์ลาง
ประมาณ 4.8 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนีเป็นผงสีน ้าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ เป็นรอยหยกั  ลกัษณะ
ใตก้ลอ้ง สร้าง conidia รูปกลม (Globose) ผวิเรียบ ไม่มีสี ขนาด 2.5 ไมโครเมตร ต่อกนัเป็นสาย 2-5 สปอร์  
บน sterigma  บนหัว vesicle  ท่ีเป็นแบบ biseriate ขนาด ประมาณ 10 ไมโครเมตร sterigma คลุมรอบ 
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vescicle โคนิดิโอฟอร์ตรง  ไม่มีสี  ผวิเรียบ (ภาพท่ี 33)  การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี beta tubulin 
ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล 
GenBank แสดงในตารางท่ี 23 
 

  
 

ภำพที่ 33  ลกัษณะของรา SSpb4207 บนอาหาร PDA/sw;  ก: ลกัษณะดา้นหน้าโคโลนี อายุ 14 วนั, 
ข: ลกัษณะfoot cell และโครงสร้างสืบพนัธ์ุใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  
 
ตำรำงที ่23  ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน Beta tubulin gene ของ
รา SSpb4207 เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043  100 98 
KC007332.1 Aspergillus sp. O_3_BESC_246e 100 97 
GU566209.1 Cochliobolus heterostrophus  100 97 
KF624764.1 Aspergillus flavipes voucher RIFA  99 97 
KC143754.1 Uncultured Aspergillus clone CEobese399  99 97 
GU566238.1 Aspergillus flavipes strain E14  100 96 
KM215631.1 Aspergillus iizukae isolate G82  100 96 
AB859956.1 Aspergillus lizukae 100 96 
KJ704842.1 Aspergillus flavipes  98 96 
KC478518.1 Aspergillus sp. RSPG_185  95 97 
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กำรจัดจ ำแนกรำ SSpb4208 
การจดัจ าแนกรารหสั SSpb4208 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงรา

บนอาหาร PDA/sw เม่ือเล้ียง 14 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส โคโลนีมีเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 
4.8 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนีเป็นผงสีน ้าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ สร้างสารท่ีมีสีเหลืองใน
อาหารแขง็จนเปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลืองรอบโคโลนี ลกัษณะใตก้ลอ้ง สร้าง conidia รูปกลม (Globose) 
ผวิเรียบ ไม่มีสี ขนาด 2.5 ไมโครเมตร ต่อกนัเป็นสาย 2-5 สปอร์  บน sterigma  บนหวั vesicle  ท่ีเป็นแบบ 
biseriate ขนาด ประมาณ 10 ไมโครเมตร  sterigma คลุม รอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ตรง  ไม่มีสี  ผวิเรียบ 
(ภาพท่ี 34)  การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี beta tubulin ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบ
ความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank แสดงในตารางท่ี 24 
 

  
 

ภำพที่ 34  ลกัษณะของรา SSpb4208 บนอาหาร PDA/sw; ก, ลกัษณะดา้นหน้าโคโลนี อายุ 7 วนั, 
ข: ลกัษณะ foot cell และโครงสร้างสืบพนัธ์ุใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  
 

กำรจัดจ ำแนกรำ SSpb4215 
           การจดัจ าแนกรารหสั SSpb4215 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงราบน
อาหาร PDA/sw  เป็นเวลา 14 วนั  ท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส  โคโลนีมีเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 
5.5 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนีเป็นผงสีน ้าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ เป็นรอยหยกั  ลกัษณะใตก้ลอ้ง 
สร้าง conidia รูปกลม (Globose) ไม่มีสี ผวิเรียบ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 2.5 ไมโครเมตร ท่ีต่อกนั
เป็นสาย 2-5 สปอร์บน sterigma ท่ีเกิดบนหวั vesicle  vesicle เป็นแบบ biseriate ขนาดประมาณ 7.5-12.5
ไมโครเมตร sterigma คลุมรอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ ตรง ไม่มีสี ผวิเรียบ (ภาพท่ี 35) การวิเคราะห์ล าดบั
นิวคลีโอไทดข์อง ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทด์
ท่ีปรากฎอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank แสดงในตารางท่ี 25 
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ตำรำงที่ 24  ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน Beta tubulin gene ของ
รา SSpb4208 เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 

KJ775087.1 Aspergillus templicola strain DTO_267H4 95 81 

KJ775092.1 Aspergillus templicola strain DTO_270C6 95 80 

EU014079.1 Aspergillus aureofulgens isolate NRRL 6326 75 84 

KJ775072.1 Aspergillus capensis strain DTO_179E6 95 80 

LN909024.1 Aspergillus templicola 93 81 

EU014086.1 Aspergillus iizukae isolate NRRL 3750 93 80 

HG916695.1 Aspergillus sp. VH-2014c 93 80 

LN909025.1 Aspergillus templicola 93 80 

HG916696.1 Aspergillus sp. VH-2014c 93 80 

LM644271.1 Aspergillus sp. 3 VH-2014 93 80 

EU014084.1 Aspergillus flavipes isolate NRRL 5504 93 80 

FJ491717.1 Aspergillus flavipes strain CBS 115.56 93 80 

HG916688.1 Aspergillus iizukae 93 80 

KJ775078.1 Aspergillus micronesiensis 95 79 

LM644268.1 Aspergillus iizukae 93 79 

 

  
 
ภำพที ่35  ลกัษณะของรา SSpb4215 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอาย ุ14 วนั, ข: ลกัษณะ 

foot cell และโครงสร้างสืบพนัธ์ุภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/665387146?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/665387156?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157381078?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/665387116?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/960513553?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157381092?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/584272594?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/960513554?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/584272596?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672233843?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157381088?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/257864684?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/584272579?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/665387128?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=8PYMZ15F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672233837?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=8PYMZ15F01R
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ตำรำงที่ 25  ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  ITS ของรา SSpb4215 
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover 

(%) 
MAX identity 

(%) 
HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043  100 98 
KC478518.1 Aspergillus sp. RSPG_185  99 97 
KF624764.1 Aspergillus flavipes voucher RIFA 7A  100 97 
KC007332.1 Aspergillus sp. O_3_BESC_246e 1 100 97 
GU566209.1 Aspergillus flavipes strain BH  100 97 
KJ704842.1 Aspergillus flavipes  99 97 
KC143754.1 Uncultured Aspergillus clone CEobese399  100 96 
GU187875.1 Uncultured fungus clone RFLP54  100 96 
KM215631.1 Aspergillus flavipes strain E14  99 96 
AY214443.1 Aspergillus flavipes isolate YNCA0241  95 97 
KM215631.1 Aspergillus lizukae isolate G82 100 96 
AY214443.1 Aspergillus flavipes strain UWFP 1022 98 97 
KF417580.1 Aspergillus flavuss strain JA4 96 97 
JN246076.1 Aspergillus aff.  Flavipes A13 98 96 
JF817254.1 A. flavus strain Can S- 34A 98 96 
 

กำรจัดจ ำแนกรำ SSpb4217  
             การจดัจ าแนกรารหสั SSpb4217 โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงรา
บนอาหาร PDA/sw  เป็นเวลา 14 วนัท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส  โคโลนีมีเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 
5.2 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนีเป็นผงสีน ้าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ เป็นรอยหยกั  ลกัษณะใตก้ลอ้ง 
สร้าง conidia รูปกลม (Globose) ไม่มีสี ผวิเรียบ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2.5 ไมโครเมตร ต่อกนัเป็นสาย  
2-5 สปอร์บน sterigma ท่ีเกิดบนหวั vesicle vesicle แบบ biseriate ขนาดประมาณ 10-12.5 ไมโครเมตร 
sterigma คลุม รอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ ตรง ไม่มีสี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 36)  การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่น
ฐานขอ้มูล GenBank  แสดงในตารางท่ี 26 
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ภำพที ่36  ลกัษณะของรา SSpb4217 บนอาหาร PDA/sw; ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอาย ุ14 วนั, ข: ลกัษณะ 

foot cell และโครงสร้างสืบพนัธ์ุภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  

 

ตำรำงที ่26  ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS  ของรา SSpb4217 
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 
HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043   100 98 
KP890482.1 Fungal sp. 54835   98 98 
KC007332.1 Aspergillus sp. O_3_BESC_246e   100 97 
GU566209.1 Aspergillus flavipes strain BH   100 97 
KF624764.1 Aspergillus flavipes voucher RIFA 7A    99 97 
KC478518.1 Aspergillus sp. RSPG_185    97 97 
GU566238.1 Aspergillus flavipes strain E14   99 97 
KC143754.1 Uncultured Aspergillus clone CEobese399   99 97 
KP068687.1 Aspergillus flavipes isolate YNCA0241   95 97 
KM215631.1 Aspergillus iizukae isolate G82   100 96 
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2 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_323651408
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/908275772?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_908275772
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/442774222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_442774222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291498397?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_291498397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699059055?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699059055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/540360735?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_540360735
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291498426?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_291498426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/452886671?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452886671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375820?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/721257901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_721257901
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กำรจัดจ ำแนกรำ SSpb4225 
 การจดัจ าแนกรารหสั SSpb4225โดยใชข้อ้มูลทางสัณฐานวทิยาและลกัษณะโคโลนี  เม่ือเล้ียงรา
บนอาหาร PDA/sw เป็นเวลา 14 วนัท่ีอุณหภูมิ 28-31 องศาเซลเซียส  โคโลนีมีเส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 
6.0 เซนติเมตร ลกัษณะโคโลนีเป็นผงสีน ้าตาล ขอบโคโลนีสีขาว ไม่เรียบ เป็นรอยหยกั  ลกัษณะใตก้ลอ้ง 
สร้าง conidia รูปกลม (Globose) ไม่มีสี ผวิเรียบ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2.5 ไมโครเมตร ต่อกนัเป็นสาย  
2-5 สปอร์บน sterigma ท่ีเกิดบนหวั vesicle vesicle แบบ biseriate ขนาดประมาณ 7.5-10 ไมโครเมตร 
sterigma คลุม รอบ vescicle โคนิดิโอฟอร์ ตรง ไม่มีสี ผิวเรียบ (ภาพท่ี 37) การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ ITS ดว้ยโปรแกรม BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ปรากฎอยูใ่น
ฐานขอ้มูล GenBank  แสดงในตารางท่ี 27 
 

    
 

ภำพที่ 37  ลกัษณะของรา SSpb4225 บนอาหาร PDA/sw;  ก: ลกัษณะดา้นหนา้โคโลนีอายุ 14 วนั,  

ข: ลกัษณะ foot cell และโครงสร้างสืบพนัธ์ุภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ light microscope  

 
8. กำรวเิครำะห์ควำมเหมือนกันของล ำดับนิวคลโีอไทด์ ของ ITS ของรำทีค่ัดเลือก 

8.1  กำรวเิครำะห์ควำมเหมือนของล ำดับนิวคลีโอไทด์ บริเวณ ITS 
จากการใชโ้ปรแกรม BLASTn วเิคราะห์ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอบริเวณ ITS ซ่ึง

ครอบคลุมดีเอน็เอในส่วน ITS1, 5.8S และ ITS2 (ความยาว 502-526 bp) ของราซ่ึงคดัแยกไดจ้ากนาเกลือ
จงัหวดัเพชรบุรีจ านวน 4 ไอโซเลท และราท่ีคดัแยกจากจนัทบุรี และฉะเชิงเทรา จ านวน 7 ไอโซเลท 
โดยท่ี 99-100% ของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องราแต่ละไอโซเลท ถูกน าไปวิเคราะห์เปรียบเทียบและ
แสดงความเหมือนกบัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณเดียวกนั ซ่ึงปรากฏอยูใ่นฐานขอ้มูล 
GenBank ในระดบั 98-100% ดงัแสดงในตารางท่ี 28 
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ตำรำงที ่27  ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของรา SSpb4225 เปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTn 
 

Accession No. Fungus 
Query cover  

(%) 
MAX identity  

(%) 
HQ832962.1 Aspergillus sp. BMP3043   99 98 
KP890482.1 Fungal sp. 54835   96 98 
KC007332.1 Aspergillus sp. O_3_BESC_246e   100 97 
GU566209.1 Aspergillus flavipes strain BH   99 97 
GU566238.1  Aspergillus flavipes strain E14   99 96 
KM215631.1 Aspergillus iizukae isolate G82 e  99 96 
KF624764.1 Aspergillus flavipes voucher RIFA 7A 1   97 97 
KJ704842.1 Aspergillus flavipes  99 96 
KC143754.1 Uncultured Aspergillus clone CEobese399   97 97 
AB859956.1 Aspergillus iizukae   99 96 
KC478518.1 Aspergillus sp. RSPG_185   93 97 
JN246076.1 Aspergillus aff. flavipes A13    95 97 
JF817254.1 Aspergillus flavipes strain CanS-34A   95 97 
HQ288052.1 Aspergillus sp. NRRL 58570   91 98 
KT809365.1 Aspergillus flavipes strain PJ03-11   94 97 
 

8.2  กำรวเิครำะห์สำยสัมพนัธ์เชิงววิฒันำกำร 
เม่ือน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ของราทั้ง 11 ไอโซเลท มาวิเคราะห์สายสัมพนัธ์เชิง

ววิฒันาการร่วมกบัราสายพนัธ์ุต่างๆ ท่ีแสดงความคลา้ยคลึงของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ใน
ระดบัแทกซอนตั้งแต่ แฟมิล่ี (ไม่ไดแ้สดงผล) จนถึงระดบัจีนสัและสปีชีส์ พบวา่ใหรู้ปแบบของตน้ไม้
สายววิฒันาการท่ีเป็นรูปแบบเดียวกนั ภาพท่ี 38 เป็นแผนภูมิตน้ไมแ้สดงสายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการใน
ระดบัจีนสัและสปีชีส์ของรา 11 ไอโซเลท ท่ีวเิคราะห์ร่วมกบัราสายพนัธ์ต่างๆ (ตารางท่ี 29) พบวา่ราทั้ง 
11 ไอโซเลท ถูกแบ่งออกเป็น 2 คลสัเตอร์ โดยท่ีคลสัเตอร์แรก ประกอบดว้ยไอโซเลท SSpb4207, 
SSpb4215, SSpb4217, SSpb4225, SS 033, SS 034, SS 066 และ SS 076 ส่วนคลสัเตอร์ท่ีสอง  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_323651408
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/908275772?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_908275772
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/442774222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_442774222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291498397?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=9VSZFFFD015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_291498397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291498426?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8PZACVWW01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699059055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/721257901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_721257901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699059055?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699059055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659107094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659107094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/452886671?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452886671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/549806378?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=8PZACVWW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/540360735?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_540360735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/353559096?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_353559096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334690501?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334690501
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/311235645?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_311235645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/930325816?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=8PZACVWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_930325816


  68  

ตำรำงที่  28  ผลการวิเคราะห์ความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ITS ของรานาเกลือและราทะเลท่ี
แยกไดจ้ากเพชรบุรี จนัทบุรี และฉะเชิงเทราเปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม 
BLASTn 
 

Fungi Taxon 
Accession 

No. 
ควำมยำว 
(bp) 

Query 
cover  
(%) 

MAX 
identity 
(%) 

SS 033 Dothideomycetes sp. MSEF4 KT310926.1 520 99 99 
SS 034 Fusarium chlamydosporum YS-110 HQ671187.1 502 100 100 

SS 066 Hypocreales sp. SCSGAF0072 JN851014.1 540 100 99 
SS 070 Cochliobolus heterostrophus Delhi HM195267.1 550 100 98 
SS 076 Aspergillus sp. DoF23 JQ388268.1 556 100 100 
SS 099  Cochliobolus heterostrophus Delhi HM195267.1 547 100 98 
SS 112 Curvularia sp. LH3 HQ832834.1 546 100 99 
SSpb4207 Aspergillus sp. BMP3043 HQ832962.1 615 100 98 
SSpb4215 Aspergillus sp. BMP3043 HQ832962.1 585 100 98 
SSpb4217 Aspergillus sp. BMP3043 HQ832962.1 602 100 98 
SSpb4225 Aspergillus sp. BMP3043 HQ832962.1 626 99 98 
หมำยเหตุ ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นค่าความเหมือนสูงสุดของล าดบันิวคลีโอไทด ์โดยพิจารณาจากล าดบัท่ีมี
คะแนนของการวเิคราะห์สูงสุด (เขา้ถึงขอ้มูล ณ วนัท่ี 8 มีนาคม 2559) 
 
ประกอบดว้ยราไอโซเลท SS 070, SS 099 และ SS 112 โดยแต่ละคลสัเตอร์แสดงความเหมือนของ
ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดอ์ยูใ่นช่วง 0.497-0.982 และ 0.848-0.992 ตามล าดบั (ตารางท่ี 30) 

แผนภูมิท่ีปรากฏในภาพท่ี 38 แสดงใหเ้ห็นวา่ราไอโซเลท SS 033 และ SS 034 มีความใกลชิ้ด
กบัราในจีนสั Dothideomycetes และ Fusarium chlamydosporum ตามล าดบั ราไอโซเลท SS 066 แสดง
สายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการท่ีใกลชิ้ดกบั Hypocreales ในขณะท่ี SSpb4207, SSpb4215, SSpb4217, 
SSpb4225 และ SS 076 แสดงสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการท่ีใกลชิ้ดกบัราในจีนสั Aspergillus โดยท่ี 
SSpb4207, SSpb4215, SSpb4217 และ SSpb4225 ซ่ึงแสดงสายสัมพนัธ์ท่ีใกลชิ้ดกนัเองเป็นอยา่งมาก 
แสดงสายววิฒันาการในลกัษณะพี่นอ้งกบั Aspergillus flavipes ในขณะท่ี SS 076 สายสัมพนัธ์ท่ีใกลชิ้ด

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/948273647?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D9ZBF8CU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317574107?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA0HVZPT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/361051995?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DA1EYJR5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302371661?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA1YJFV9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378750727?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA2A9EH601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302371661?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA3CT9TF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325563907?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA3ZR33R01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DUJD46DM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DUJD46DM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DUJ9KD6H014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DUJAG7E6015
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มากกบั Aspergillus fumigatus  ในอีกทางหน่ึงราไอโซเลท SS 070 และ SS 099 ซ่ึงมีบรรพบุรุษล่าสุด
ร่วมกนั แสดงสายววิฒันาการท่ีใกลชิ้ดกบัราในจีนสั Cochliobolus โดยราทั้งสองไอโซเลทดงักล่าวน้ี
แยกเคลดออกมาจาก Cochliobolus heterostrophus ในลกัษณะของเคลดพี่นอ้ง (Sister clade) ส าหรับ
สายววิฒันาการของราไอโซเลท SS 112 พบวา่แสดงความใกลชิ้ดเป็นอยา่งมากกบัราในจีนสั Curvularia   

 
9.  กำรจัดจ ำแนกรำโดยกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลโีอไทด์ของยนีน ำรหัส Beta-tubulin (tub2) 

9.1  กำรวเิครำะห์ควำมเหมือนของล ำดับนิวคลโีอไทด์ 
จากการวเิคราะห์ความเหมือนของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี tub2 ของราซ่ึงคดัแยกได้

จากนาเกลือจงัหวดัเพชรบุรีจ านวน 2 ไอโซเลท คือ SSpb1122 และ SSpb4208 เปรียบเทียบกบัขอ้มูล
จากฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTn พบวา่ ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของราไอโซเลท 
SSpb1122 แสดงความเหมือนสูงสุด 99% กบั Aspergillus terreus UOA/HCPF 3355 ในขณะท่ีขอ้มูล
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องรา SSpb4208 แสดงความเหมือนสูงสุดเพียง 79% กบั Aspergillus templicola 
DTO_267H ดงัแสดงในตารางท่ี 31 

 
9.2  กำรวเิครำะห์สำยสัมพนัธ์เชิงววิฒันำกำร 

เม่ือน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี tub2 ของราทั้ง 2 ไอโซเลท มาวิเคราะห์สายสัมพนัธ์เชิง
ววิฒันาการร่วมกบัราสายพนัธ์ุต่างๆ ท่ีแสดงความคลา้ยคลึงของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนดงักล่าว
ในระดบัแทกซอนตั้งแต่แฟมิล่ี (ไม่ไดแ้สดงผล) จนถึงระดบัจีนสัและสปีชีส์ พบวา่ให้รูปแบบของตน้ไม้
สายวิวฒันาการท่ีเป็นรูปแบบเดียวกนั ภาพท่ี 39  เป็นแผนภูมิตน้ไมแ้สดงสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ
ในระดบัจีนสัและสปีชีส์ของรา SSpb1122 และ SSpb4208 ท่ีวเิคราะห์ร่วมกบัราสายพนัธ์ุต่างๆ (ตารางท่ี 32) 
พบวา่ราทั้ง 2 ไอโซเลท ถูกจดัวางบนแผนภูมิตน้ไมใ้นคลสัเตอร์ท่ีต่างกนั (ภาพท่ี 39) โดย SSpb1122 
ถูกจดัอยูใ่นคลสัเตอร์เดียวกบั Aspergillus alabamensis Aspergillus hortai และ Aspergillus terreus โดยมี         
สายสัมพนัธ์ท่ีมีบรรพบุรุษร่วมล่าสุดกบั A. terreus อยา่งไรก็ตาม SSpb1122 ไดมี้สายววิฒันาการแยก
ออกมาจาก A. terreus โดยแสดงความสัมพนัธ์ในลกัษณะแทกซอนพี่นอ้ง (Sister taxon) ในขณะท่ี SSpb4208 
นั้น ถึงแมว้า่มีต าแหน่งบนแผนภูมิอยูใ่นคลสัเตอร์เดียวกบั Aspergillus iizukae และ Aspergillus templicola 
SSpb4208 แสดงสายววิฒันาท่ีแยกออกจาก Aspergillus ทั้งสองสปีชีส์น้ีอยา่งชดัเจน 
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ภำพที ่38  แผนภูมิแสดงสายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการของราจ านวน 11 ไอโซเลท ซ่ึงแยกไดจ้ากนาเกลือ; 
แผนภูมิน้ีสร้างข้ึนดว้ยวธีิ Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA6 โดยอาศยัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์
ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS และใช ้ p-distance ในการค านวณระยะห่างทางวิวฒันาการ ซ่ึงปรากฏเป็น
ความยาวก่ิงของแต่ละ แทกซอน โดยมีหน่วยเป็นอตัราการแทนท่ีคู่เบสในแต่ละต าแหน่งบนยีนเคร่ืองหมาย 
อตัราการแปรผนัทางพนัธุกรรมบนยนีเคร่ืองหมายค านวณโดยใชโ้มเดล gamma distribution และทดสอบ
ความน่าเช่ือถือของแผนภูมิโดยใชว้ธีิ bootstrap test (1000 ซ ้ า) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
จ  านวน 448 ต  าแหน่ง จากล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมด 31 ขอ้มูล ถูกน ามาใชใ้นการวเิคราะห์และสร้างสาย
สัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ โดยมี Ustilentyloma graminis CBS 6403 (AF444524.1) เป็นแทกซอนนอกกลุ่ม  



  71  

ตำรำงที ่29  ราท่ีน ามาใชใ้นการวเิคราะห์สายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ 
 

ไอโซเลท/แทกซอน Accession no. แหล่งทีม่ำ 

SS 033 - งานวจิยัน้ี 
SS 034 - งานวจิยัน้ี 
SS 066 - งานวจิยัน้ี 
SS 070 - งานวจิยัน้ี 
SS 076 - งานวจิยัน้ี 
SS 099  - งานวจิยัน้ี 
SS 112 - งานวจิยัน้ี 
SSpb4207 - งานวจิยัน้ี 
SSpb4215 - งานวจิยัน้ี 
SSpb4217 - งานวจิยัน้ี 
SSpb4225 - งานวจิยัน้ี 
Aspergillus sp. BMP3043 HQ832962.1 GenBank 
Aspergillus flavipes BH GU566209.1 GenBank 
Aspergillus flavipes E14 GU566238.1 GenBank 
Aspergillus fumigatus AIR-SAB-II-1 KF815581.1 GenBank 
Aspergillus fumigatus TBG3-3 JQ082499.1 GenBank 
Cladosporium tenuissimum DTO 130-F6 KP701937.1 GenBank 
Cochliobolus heterostrophus 6028 HM195266.1 GenBank 
Cochliobolus heterostrophus Delhi HM195267.1 GenBank 
Cochliobolus heterostrophus SH01 GQ870276.1 GenBank 
Curvularia sp. KMU4944 AB290141.2 GenBank 
Curvularia sp. LH3 HQ832834.1 GenBank 
Curvularia sp. SOM.CV.03 KM491737.1 GenBank 
Dothideomycetes sp. 11109 GQ153092.1 GenBank 
Dothideomycetes sp. MSEF4 KT310926.1 GenBank 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323651408?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DUJAG7E6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302371661?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA3CT9TF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325563907?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA3ZR33R01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/948273647?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D9ZBF8CU01R
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ตำรำงที ่29  ราท่ีน ามาใชใ้นการวเิคราะห์สายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ (ต่อ) 
 
ไอโซเลท/แทกซอน Accession no. แหล่งทีม่ำ 
Fusarium chlamydosporum DB-L39 FJ426391.1 GenBank 
Fusarium chlamydosporum YS-110 HQ671187.1 GenBank 
Hypocreales sp. BAB-3884 KM066546.1 GenBank 
Hypocreales sp. HWJ2(1) KM268693.1 GenBank 
Hypocreales sp. SCSGAF0072 JN851014.1 GenBank 
Ustilentyloma graminis CBS 6403 AF444524.1 GenBank 
 
ตำรำงที่ 30  Sequence Identity Matrix ของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS จากราท่ีคดัแยกไดจ้าก
นาเกลือ จ านวน 11 ไอโซเลท 
 
 
 

SS 
033 

SS 
034 

SS 
066 

SS 
070 

SS 
076 

SS 
099 

SS 
112 

SSpb 
4207 

SSpb 
4215 

SSpb 
4217 

SSpb 
4225 

SS 033 ID           
SS 034 0.612 ID          
SS 066 0.597 0.596 ID         
SS 070 0.594 0.645 0.570 ID        
SS 076 0.669 0.600 0.579 0.595 ID       
SS 099 0.592 0.646 0.572 0.992 0.594 ID      
SS 112 0.582 0.627 0.551 0.851 0.594 0.848 ID     
SSpb4207 0.584 0.514 0.523 0.525 0.790 0.521 0.535 ID    
SSpb4215 0.569 0.497 0.507 0.508 0.779 0.505 0.519 0.951 ID   
SSpb4217 0.597 0.525 0.534 0.535 0.807 0.532 0.546 0.978 0.971 ID  
SSpb4225 0.597 0.526 0.536 0.537 0.799 0.534 0.538 0.982 0.934 0.961 ID 
หมำยเหตุ  วเิคราะห์ขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม MEGA6 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317574107?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DA0HVZPT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/361051995?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DA1EYJR5014
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ตำรำงที ่31  ผลการวเิคราะห์ความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี tub2 ของรานาเกลือ ไอโซเลท 

SSpb1122 และ SSpb4208 เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTn 

 

Fungi Taxon 
Accession 

No. 

ควำมยำว 

(bp) 

Query  

cover 

(%) 

MAX  

identity 

(%) 

SSpb1122 Aspergillus terreus UOA/HCPF 3355 GQ376127.1 536 100 99 

SSpb4208 Aspergillus templicola DTO_267H4 KJ775087.1 435 96 79 

หมำยเหตุ ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นค่าความเหมือนสูงสุดของล าดบันิวคลีโอไทด ์โดยพิจารณาจากล าดบัท่ีมี
คะแนนของการวเิคราะห์สูงสุด (เขา้ถึงขอ้มูล ณ วนัท่ี 8 มีนาคม 2559) 
 

10. กำรระบุแทกซอนของรำจำกนำเกลือ 
       จากการวเิคราะห์ความเหมือนและสายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการของรา 11 ไอโซเลทท่ีคดัแยกได้
จากนาเกลือ โดยอาศยัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS สามารถระบุแทกซอนของราดงักล่าวไดอ้ยา่ง
นอ้ยในระดบัจีนสั ทั้งหมด 4 จีนสั คือ Aspergillus, Fusarium, Curvularia  และ Cochliobolus และหาก
ใชเ้กณฑก์ารระบุแทกซอนระดบัสปีชีส์อยูท่ี่ค่าความเหมือนของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด ์ เท่ากบั 99% 
พบวา่มีราเพียง 1 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีสามารถระแทกซอนในระดบัสปีชีส์ไดคื้อ SS 034 โดยระบุเป็น  
Fusarium chlamydosporum (ตารางท่ี 33) 

ในการระบุแทกซอนของรา SSpb1122 และ SSpb4208 ท่ีศึกษาใชข้อ้มูลท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์
ความเหมือนและสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ โดยอาศยัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน tub2 และ
ใชเ้กณฑ์การระบุแทกซอนระดบัสปีชีส์อยูท่ี่ค่าความเหมือนของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์เท่ากบั 99% 
ซ่ึงในกรณีน้ีสามารถระบุแทกซอน ของ SSpb1122 ไดเ้ป็น Aspergillus terreus ในขณะท่ีไอโซเลท SSpb4208 
นั้น ถึงแมว้า่สายววิฒันาการจะมีความใกลชิ้ดกบัราในจีนสั Aspergillus หลายสปีชีส์ แต่เน่ืองจากเปอร์เซ็นต์
ความเหมือนของขอ้มูลล าดบั นิวคลีโอไทด์ของยีนเคร่ืองหมายมีเพียง 79 เปอร์เซ็นต์ ในกรณีน้ีจึง
ไม่สามารถระบุแทกซอนของราไอโซเลทน้ีในระดบัจีนสัและสปีชีส์ได ้ โดยความแตกต่างของล าดบั
นิวคลีโอไทดท่ี์พบในยนี tub2 ของ SSpb4208 (มากกวา่ 20%) เม่ือพิจารณาแลว้ ท าให้สามารถพิจารณา
ราไอโซเลทน้ีเป็นแทกซอนท่ีอยูใ่นอยา่งนอ้ยคลาสใหม่ได ้ 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/257168097?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DUJCJ2S9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/665387146?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DWRVZSEF01R
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ภำพที่ 39  แผนภูมิแสดงสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของรานาเกลือ 2 ไอโซเลท คือ SSpb1122 และ 
SSpb4208; แผนภูมิน้ีสร้างข้ึนดว้ยวธีิ Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA6 โดยอาศยัขอ้มูลล าดบั  
นิวคลีโอไทดข์องยนี tub2 และใช ้ p-distance ในการค านวณระยะห่างทางววิฒันาการ ซ่ึงปรากฏเป็น
ความยาวก่ิงของแต่ละแทกซอน โดยมีหน่วยเป็นอตัราการแทนท่ีคู่เบสในแต่ละต าแหน่งบนยนีเคร่ืองหมาย 
อตัราการแปรผนัทางพนัธุกรรมบนยีนเคร่ืองหมายค านวณโดยใชโ้มเดล gamma distribution และทดสอบ
ความน่าเช่ือถือของแผนภูมิโดยใชว้ธีิ bootstrap test (1000 ซ ้ า) ล าดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอบริเวณ 
ITS จ  านวน 383 ต  าแหน่ง จากล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมด 13 ขอ้มูล ถูกน ามาใชใ้นการวเิคราะห์และ
สร้างสายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ โดยมี Neosartorya multiplicata KUFA 0071 (KM095491.1) เป็น
แทกซอนนอกกลุ่ม 
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ตำรำงที ่32 แทกซอนของราท่ีน ามาใชใ้นการวเิคราะห์สายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ 
 

ไอโซเลท/แทกซอน Accession no. แหล่งทีม่ำ 
SSpb1122 - งานวจิยัน้ี 
SSpb4208 - งานวจิยัน้ี 
Aspergillus alabamensis R-4572 JQ286488.1 GenBank 
Aspergillus alabamensis UnB KR051549.1 GenBank 
Aspergillus hortai IOC_4299 KR051533.1 GenBank 
Aspergillus hortai URM_5281 KR051547.1 GenBank 
Aspergillus iizukae CCF 4843 LM644268.1 GenBank 
Aspergillus iizukae CMF ISB 2417 HG916688.1 GenBank 
Aspergillus templicola DTO_267H4 KJ775087.1 GenBank 
Aspergillus templicola  IHEM 14393 LN909024.1 GenBank 
Aspergillus terreus KCCM60335 HQ285595.1 GenBank 
Aspergillus terreus UOA/HCPF 3355 GQ376127.1 GenBank 
Neosartorya multiplicata KUFA 0071 KM095491.1 GenBank 
 

ตำรำงที ่33  การระบุแทกซอนของราท่ีคดัเลือก 13 สายพนัธ์ุ 
 
Fungi Taxon Fungi Taxon 
SS 033 Dothideomycetes sp.  SSpb1122 Aspergillus sp. 
SS 034 Fusarium chlamydosporum  SSpb4207 Aspergillus sp.  
SS 066 Hypocreales sp.  SSpb4208 Aspergillus sp. 
SS 070 Cochliobolus sp. SSpb4215 Aspergillus sp.  
SS 076 Aspergillus sp.  SSpb4217 Aspergillus sp.  
SS 099  Cochliobolus sp. SSpb4225 Aspergillus sp.  
SS 112 Curvularia sp.    
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บทที ่5 

สรุปและอภิปรำยผล 
 

จากการศึกษารานาเกลือทั้งจากจงัหวดัฉะเชิงเทรา จนัทบุรี และเพชรบุรี รวม 150 สายพนัธ์ุ พบวา่

นาเกลือเป็นแหล่งท่ีส าคญัของราท่ีสามารถน ามายบัย ั้งแบคทีเรียไดดี้และอาจน ามายบัย ั้งยสีตไ์ด ้ สารสกดั

จากราร้อยละ 40.0  (60/150 สายพนัธ์ุ)  สามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดม้ากวา่ 1 ชนิด ส่วนใหญ่เป็นแกรมบวก 

ราเหล่าน้ีสามารถผลิตสารตา้นจุลชีพน้ีไดเ้ร็วและสารส่วนใหญ่ถูกปล่อยออกมาในอาหารเหลว ท าใหง่้าย

ต่อการน าไปใชง้านต่อ ประสิทธิภาพของ culture filtrate ท่ีพบนบัวา่มีประสิทธิภาพดีใกลเ้คียงหรืออาจ

ดีกวา่ราเอนโดไฟทท่ี์แยกไดจ้ากพืชสกุลมงัคุดท่ีมีผูร้ายงานไว ้ โดยเม่ือน าผลของ culture filtrate ของรา

นาเกลือปริมาตร 100 ไมโครลิตรในการยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบมาเปรียบเทียบกบัรายงานของราเอนโดไฟท ์       

ท่ีแยกไดจ้ากพืชสกุลมงัคุด ท่ีน าอาหารเล้ียงเช้ือ 80 ไมโครลิตร เล้ียงเป็นเวลา 3 สัปดาห์ ในอาหารเหลว 

300 มิลลิลิตร มาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียเ์บ้ืองตน้โดยวิธีเดียวกนั พบอาหารเล้ียงเช้ือเอนโดไฟทท่ี์แยก

ไดจ้ากพืชสกุลมงัคุดเพียงร้อยละ 18.6  ท่ีสามารถสร้างสารยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค S. aureus ATCC 25923, 

E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 และ C. albicans ATCC 90028 ชนิดใดชนิดหน่ึง 

(Phongpaichit et al., 2006) 

ประสิทธิภาพท่ีดีของสารรานาเกลือในการยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบ ยงัเห็นไดจ้ากการใชส้ารสกดั

เพียงความเขม้ขน้ต ่า (100 µg/disk) สามารถตา้นการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค ไดใ้กลเ้คียงกบั disk ยา 

gentamycin มาตรฐาน (10 µg/disk) การท่ีสารสกดัมีประสิทธิภาพต ่ากวา่ยา gentamycin เน่ืองจากสารท่ี

สกดัไดเ้ป็นเพียงสารสกดัหยาบ ยงัมีสารอ่ืนๆ เจือปนอยูม่าก ประกอบกบัสภาวะท่ีเล้ียงและสภาวะท่ีใช้

ทดสอบเป็นสภาวะท่ีใชก้นัทัว่ไปในเบ้ืองตน้ ยงัไม่ไดมี้การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมเจาะจงต่อราแต่ละ

สายพนัธ์ุท่ีผลิตสารตา้นจุลชีพ ซ่ึงหากไดท้ าการปรับปรุงสภาวะจนเหมาะสมแลว้ ก็อาจท าให้ไดส้ารท่ีมี

ประสิทธิภาพสูงข้ึนได ้ (Mathan et al., 2013; Nomila Merlin et al., 2013) 

ผลจากการทดลองแสดงให้เห็นวา่บางคร้ังราชนิดเดียวกนั เม่ือน าอาหารเล้ียงเช้ือมาทดสอบและ

เม่ือน าสารสกดัมาทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรีย ์ผลท่ีไดแ้ตกต่างกนั การท่ีผลของอาหารเล้ียงเช้ือและสารสกดั

ในการยบัย ั้งแตกต่างกนัมีไดห้ลายสาเหตุ เช่นอาจเน่ืองจากความแตกต่างของปริมาณ และความบริสุทธ์ิ
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ของสารตา้นจุลชีพ หรือความมีขั้วท่ีแตกต่างกนัของสารตา้นจุลชีพ กรณีท่ีอาหารเล้ียงเช้ือให้ผลบวกส่วน

สารสกดั ethyl acetate ใหผ้ลลบ อาจเน่ืองจาก ethyl acetate  เป็นตวัท าละลายท่ีมีขั้วปานกลาง จึงสามารถ

ดึงสารเฉพาะสารท่ีมีขั้วปานกลางออกจากอาหาร แต่ไม่สามารถดึงสารท่ีมีขั้วสูงหรือสารท่ีมีขั้วต ่าท่ีออก

ฤทธ์ิในอาหารออกมาได ้  (Ramos et al., 2006) ในกรณีน้ีจึงควรทดลองเปล่ียนตวัท าละลายท่ีใชใ้นการ

สกดัสาร ส่วนในกรณีท่ีอาหารเล้ียงเช้ือให้ผลลบ ส่วนสารสกดั ethyl acetate ใหผ้ลบวก อาจเน่ืองจาก

สารออกฤทธ์ิท่ีมีอยูใ่นอาหารเหลวมีนอ้ยเกินไป อาจมีสารเจือปนในอาหารท่ียบัย ั้งการออกฤทธ์ิ หรือ

เน่ืองจากสารตา้นจุลชีพนั้นเป็นสารท่ีเป็นโมเลกุลมีขั้ว เช่น peptides (Good and Nielsen, 1988)   

ทั้งอาหารเล้ียงเช้ือและสารสกดัยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus ATCC 25923, B. cereus 

TISTR 008 และ B. subtilis TISTR 121ไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ E. coli ATCC 25922,  P. aeruginosa 

ATCC 27853 และ S. Typhimurium ATCC 13311 สอดคลอ้งกบัรายงานของราจากหลากหลายแหล่ง    

มีรายงานวา่สารสกดัจากราท่ีแยกไดจ้ากปะการังทะเล สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis 20019 

และ S. aureus ATCC 6538P ไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ E. coli ATCC 25922 (Wang et al., 2011) การท่ี

ราจากนาเกลือส่วนใหญ่ สามารถผลิตสารตา้นจุลชีพท่ีออกฤทธ์ิไดดี้เฉพาะกบัแบคทีเรียแกรมบวก ท าให้

สันนิษฐานไดว้า่กลไกท่ีใชน่้าจะเป็นการยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์ มีรายงานวา่การท่ีสารสกดัสามารถยบัย ั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกไดม้ากกวา่แบคทีเรียแกรมลบ มาจากความแตกต่างของโครงสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย

แกรมบวกและแกรมลบ (Forbes, et al., 2002; Nanninga, 1998; Kock, 1998) แบคทีเรียแกรมลบมีผนงัเซลล์

ท่ีซบัซอ้นกวา่แบคทีเรียแกรมบวก โดยมีเยื่อหุม้เซลลแ์ละผนงัเซลล์ รวมถึงมี periplasmic space กั้นกลาง

ระหวา่งชั้นทั้งสอง  และยงัมีเปปติโดไกลแคนชั้นบางๆ 1-2 ชั้นแทรกอยู ่(Kock, 1998)  ดว้ยเหตุน้ีแบคทีเรีย

แกรมลบจึงมีคุณสมบติัตา้นการผา่นของสารไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมบวก (Reith and Mayer, 2011) และ

การท่ียสีตถู์กยบัย ั้งดว้ยสารสกดัไม่ดีแตกต่างจากแบคทีเรีย อาจเน่ืองมาจากผนงัเซลลมี์องคป์ระกอบแตกต่าง

กนัออกไป คือมีกลูแคนและแมนแนน อยา่งไรก็ตามยงัไม่ไดท้  าการศึกษากลไกอยา่งแน่ชดัในการศึกษาน้ี 

ในบางคร้ังพบวา่ในบริเวณยบัย ั้งเช้ือรอบ disk มีแบคทีเรียหรือยสีตบ์างส่วนเจริญอยู ่ท  าใหบ้ริเวณ

ยบัย ั้งไม่ใสเท่าท่ีควร อาจเน่ืองจากความเขม้ขน้ของสารสกดัไม่เพียงพอท่ีจะยบัย ั้งเช้ือไดอ้ยา่งสมบูรณ์ หรือ

อาจเน่ืองจากจุลินทรียบ์างชนิดปรับตวัให้ทนต่อสารตา้นจุลชีพท่ีรานาเกลือผลิตข้ึนได ้ดงัท่ีมีรายงาน

เสมอๆ ในกรณีเช้ือด้ือยา (Ahmad, et al., 1950, Cavallito et al., 1945) และในกรณี Candida albicans 
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ATCC 10231 มีรายงานวา่การทนต่อสารตา้นจุลชีพ อาจเน่ืองจากถูกกระตุน้โดยปัจจยัในส่ิงแวดลอ้มหรือ

จากการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัของจุลินทรียเ์อง (Sadeghi et al., 2008) 

จากการศึกษาเพิ่มเติมราจากเพชรบุรี พบวา่ราจากเพชรบุรีสร้างสารยบัย ั้งไดดี้กวา่และมากกวา่

จากจงัหวดัฉะเชิงเทราและจนัทบุรี เหตุผลยงัไม่เป็นท่ีทราบ แต่อาจเน่ืองมาจากความแตกต่างของสภาพ

ภูมิอากาศ  การพดัผา่นของมรสุม ทั้งน้ีเพราะเพชรบุรีเป็นจงัหวดัทางภาคกลางตอนล่าง ซ่ึงมีสภาพภูมิอากาศ

และภูมิประเทศต่างจากฝ่ังทะเลภาคตะวนัออก โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในเร่ืองของปริมาณน ้ าฝนและความช้ืน

สัมพทัธ์ (กรมอุตุนิยมวทิยา, 2558) 

ค่า MIC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 52923 

ของสารสกดัท่ีทดสอบอยูใ่นช่วง 64-512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่อนขา้งสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัสาร

บริสุทธ์ิ พบวา่สารสกดัราท่ีพบว่ายบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้ ยบัย ั้งไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและ   

แกรมลบ ไดแ้ก่ สารสกดั SS 069  SSpb3124  SSpb4217  SSpb4225  SSpb4226  SSpb4319 และ SSpb4328         

ค่า MIC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 52923 ของ

สารสกดัจากราจงัหวดัเพชรบุรี สารสกดั SSpb3124  SSpb4215 และ SSpb4225 มีค่าต ่าท่ีสุด คือ 64 

และ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั มีรายงานวา่คา่ MIC ของ Aspergicin จากรา Aspergillus sp. 

FSY-01 และสารบริสุทธ์ิ Aspergillus sp. FSW-02 ท่ีแยกไดจ้ากป่าชายเลน ในการยบัย ั้ง S. aureus คือ 

62.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต ่ากวา่สารสกดัหยาบในการศึกษาน้ีประมาณ 1-8 เท่า (Zhu et al., 2011)  

 MIC ของสารสกดัจากรานาเกลือในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ E. coli ATCC 25922,            

P. aeruginosa ATCC 27853 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ในช่วง 1,024->1,024 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรของการศึกษาน้ี นบัว่าสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัค่า MIC ของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท ์

Arthrinium arundinis  ในการยบัย ั้ง E. coli และ P. aeruginosa ท่ีเท่ากบั 90 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เท่ากนั ต ่ากวา่สารสกดัในการศึกษาน้ีประมาณ 11 เท่า (Ramos & Said, 2011) และค่า MIC ของสาร

บริสุทธ์ิ C8, C10, C15, C16 และ C19 จากรา Engyodontium album DFFSCS021 ท่ีแยกไดจ้ากทะเลลึก 

ในการยบัย ั้ง E. coli ในช่วง 32-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต ่ากว่าสารสกดัในการศึกษาคร้ังน้ีจากรา

นาเกลือประมาณ 4-32 เท่า (Yao et al., 2014) และค่า MIC ในการยบัย ั้ง E. coli ของสารบริสุทธ์ิ Aspergicin 

จากรา Aspergillus sp. FSY-01 และ Aspergillus sp. FSW-02 ท่ีแยกไดจ้ากป่าชายเลน คือ 31.25 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงต ่ากวา่สารสกดัหยาบในการศึกษาคร้ังน้ีประมาณ 33 เท่า (Zhu et al., 2011) 
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ความเค็มในอาหารเล้ียงราเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการสร้าง และประสิทธิภาพในการสร้าง

สารตา้นจุลชีพของรานาเกลือ มีรายงานวา่ราทะเลท่ีแทจ้ริงสร้างสารออกฤทธ์ิไดดี้ในน ้ าจืดมากกวา่น ้าทะเล  

เน่ืองจากไม่ตอ้งสูญเสียพลงังานในการสร้างสารเพื่อการด ารงชีพ แต่จากการศึกษาน้ีพบว่าความเค็ม

สามารถกระตุน้หรือยบัย ั้งการท างานหรือการสร้างสารแตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดรา แต่ราบางชนิดก็สามารถ

ใหผ้ลดีไม่แตกต่างกนั เช่น  SSpb3208  SSpb4215 และ SSpb4217  ในแง่การน าไปใชร้าท่ีสร้างสารไดดี้

ในน ้าจืดจะมีประโยชน์กวา่ เน่ืองจากเล้ียงไดง่้ายกวา่และประหยดักวา่   

แมว้า่ค่า MIC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 52923 

ในช่วง 64-512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่อนขา้งสูง เม่ือเทียบกบัสารบริสุทธ์ิ และสารจากราในบางแหล่ง 

แต่หากไดรั้บการเล้ียงในสภาวะท่ีเหมาะสม เช่นปรับความเค็มอาหารท่ีใช้เล้ียง (Mathan et al., 2013; 

Nomila Merlin et al., 2013) รวมถึงปรับสารอาหารและสภาวะอ่ืนๆ หรือท าบริสุทธ์ิให้สารบริสุทธ์ิ

มากข้ึน สารเหล่าน้ีกน่็าจะมีประสิทธิภาพท่ีดีข้ึนในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก  B. cereus TISTR 008 และ          

S. aureus ATCC 52923 เห็นไดจ้ากการทดสอบเปรียบเทียบผลของความเคม็เบ้ืองตน้ในการศึกษาน้ี  

การจดัจ าแนกราเบ้ืองตน้ท าโดยวธีิสัณฐานวทิยา เพื่อใหส้ามารถระบุแทกซอนรา 150 สายพนัธ์ุ         

ไดอ้ยา่งรวดเร็ว และส่วนใหญ่ระบุไดถู้กตอ้งในระดบัจีนสั   แต่ไม่สามารถระบุสปีชีส์ได ้ จึงไดค้ดัเลือกรา

ท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งดี มีค่า MIC ต ่า หรือราท่ีอาจเป็นชนิดใหม่ มาจดัจ าแนกทางพนัธุศาสตร์ โดยใน

ปีงบประมาณท่ีผา่นมา ไดค้ดัเลือกรานาเกลือจากภาคตะวนัออก (รหสั SS) ไปวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงกนั

ของล าดบัเบส 18S rRNA gene แต่ยงัไม่สามารถระบุสปีชีส์แน่ชดั  เน่ืองจากพบวา่ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์

ของยนีเคร่ืองหมายน้ี  มีความคลา้ยคลึงกนัสูงมากในราแต่ละชนิด สาเหตุท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองจากยีนดงักล่าว

มีลกัษณะท่ีอนุรักษสู์งมาก ท าใหมี้อตัราของการเกิดวิวฒันาการไดค้่อนขา้งชา้ สามารถกล่าวไดว้า่ยนีน้ีอาจ

ไม่สามารถใหร้ายละเอียดของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์สามารถบ่งช้ีความแตกต่างของราในระดบัสปีชีส์

หรือระดบัจีนสัได ้ (รายละเอียดแสดงไวใ้นรายงานปีงบประมาณ 2556) ดงันั้นการจดัจ าแนกราในระดบั 

สปีชีส์โดยวิธีน้ี มีความจ าเป็นตอ้งอาศยัการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน หรือโมเลกุลดีเอ็นเอ

เคร่ืองหมายอ่ืนๆ ท่ีมีอตัราของการเกิดววิฒันาการท่ีเร็วกวา่ยนี 18S rRNA เช่น ITS (Internal transcribed 

spacer) หรือยีนท่ีน ารหสั beta tubulin เป็นตน้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ ราหลายสายพนัธ์ุซ่ึงมีแนวโนม้สูงวา่

น่าจะเป็นราสปีชีส์ใหม่  จากการศึกษาราท่ีคดัเลือกไวศึ้กษาทางพนัธุศาสตร์ จ านวน 13 สายพนัธ์ุ  มีเพียง 

Fusarium chlamydosporum สายพนัธ์ุเดียวท่ีระบุสปีชีส์ได ้นอกนั้นคาดวา่อาจเป็นสปีชีส์ใหม่  รา 2 สายพนัธ์ุ 
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(SS 033 และ SS 066) ระบุไดเ้พียงระดบัคลาสและออเดอร์ รา 7 สายพนัธ์ุ ถูกระบุอยูใ่นสกุล Aspergillus 

ในจ านวนน้ี 1 สายพนัธ์ุ (SSpb4208) อาจไม่ใช่ Aspergillus ถึงแมว้่าจะมีลกัษณะทางสัณฐานบ่งช้ีว่า

น่าจะเป็น Aspergillus คือพบ foot cell และลกัษณะ vescicle และ sterigma เน่ืองจาก มีความคลา้ยคลึง

กบั Aspergillus หลากหลายสปีชีส์ แต่มีความคลา้ยคลึงเพียงร้อยละ 79-81 ซ่ึงในกรณีท่ีความคลา้ยคลึง        

ต  ่ากวา่ร้อยละ 80 อาจจดัราน้ีใหอ้ยูใ่นคลาสใหม่ได ้อยา่งไรก็ตามควรตอ้งท าการทดสอบยนืยนัอีกคร้ังหน่ึง 

จากขอ้จ ากดัทางดน้งบประมาณและบุคลากร แมใ้นการศึกษาน้ีท าไดเ้พียงการคดัเลือกราเพียงส่วนหน่ึง

มาท าการจดัจ าแนกทางอณูพนัธุศาสตร์ แต่การท่ีพบวา่ราส่วนใหญ่ท่ีน ามาวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดมี์

แนวโนม้เป็นราชนิดใหม่หรือแทกซอนใหม่ ท าให้คาดวา่ราส่วนใหญ่ในนาเกลือน่าจะเป็นราใหม่ท่ียงัรอ

การคน้พบและศึกษาสารชนิดใหม่ๆ ท่ีน่าจะผลิตได ้

การสร้างสารออกฤทธ์ิกวา้งของ Aspergillus SS 069, Aspergillus SS 076  และ Aspergillus spp. 

จากจงัหวดัเพชรบุรีหลายสายพนัธ์ุ ในการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบั Abdullah and Zafrul (2010) ท่ีรายงานวา่ 

Aspergillus ssp. เป็นแหล่งของสารตา้นจุลชีพ  สารสกดัเอธิลอะซิเตท จาก  Aspergillus แสดงฤทธ์ิใน

การยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกคือ Bacillus cereus, B. megaterium, B. subtilis, Sarcina lutea และ 

Staphylococcus aureus และยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด รวมทั้ง  Escherichia coli,  Pseudomonas 

aeruginosa และ Salmonella ท่ีน ามาทดสอบ อยา่งไรก็ตามรายงานการศึกษา Aspergillus ท่ีสามารถสร้าง

สารตา้นจุลชีพ ส่วนใหญ่แยกไดจ้ากดิน (Dix and Webster, 1995; Klich, 2002; Thompson  et al., 1994)  

ดงันั้นหากเป็น Aspergillus สปีชีส์ใหม่ท่ีพบในระบบนิเวศน์ทนเค็มท่ีต่างไป  ก็มีแนวโนม้ท่ีจะให้สาร

ตา้นจุลชีพชนิดใหม่  ท่ีสามารถน ามาพฒันาเป็นยาตา้นจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพ 

 เป็นท่ีน่าสังเกตวา่ SS 070  SS 078  และ SS 099 ซ่ึงต่างก็เป็นราท่ีสามารถสร้างสารตา้นการเจริญ

ของแบคทีเรียแกรมบวกต่างๆ ไดดี้ เป็นราในแท็กซอนเดียวกนัในรูปอะนามอร์พ/เทลีโอมอร์พ คือ 

Bipolaris/Cochliobolus แต่ทั้งหมดไม่สร้างโครงสร้างสืบพนัธ์ุใดๆ ซ่ึงอาจเป็นเพราะสภาพแวดลอ้มใน

นาเกลืออาจรุนแรงเกินไป อยา่งไรก็ตามการท่ีราน้ีสามารถปรับตวัใหเ้จริญไดใ้นนาเกลือ และมีค่า MIC  

ต่อแบคทีเรียแกรมบวกต ่า ช้ีใหเ้ห็นวา่ราในสกุลน้ีน่าจะมีแนวโนม้ท่ีจะใหส้ารตา้นจุลชีพชนิดใหม่ท่ีสามารถ

น ามาพฒันาเป็นยาตา้นจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพเช่นกนั  และน่าจะเป็นสารคนละประเภทกบัสารท่ีสร้างจาก 

Aspergillus ซ่ึงออกฤทธ์ิกวา้งกวา่ จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีรายงานวา่ Bipolaris/Cochliobolus สร้างสาร

ออกฤทธ์ิชีวภาพไดห้ลากหลาย เช่น phytotoxin, silver nanoparticles, antioxidant, anti MRSA 
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(Nakajima, 1998; Saha et al., 2010; Arunpanichlert et al., 2012) แตเน่ืองจากมีรายงานวา่ Bipolaris/ 

Cochliobolus บางสายพนัธ์ุสามารถก่อโรคในมนุษย ์ ก่อนการน ามาใชง้านจึงตอ้งท าการศึกษาถึงความ

ปลอดภยัก่อน (da Cunha et al., 2012) 

 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากรานาเกลือ จ านวน 8 สายพนัธ์ุ ดว้ยวิธี thin 
layer chromatography พบองคป์ระกอบของสารส่วนใหญ่มี  6-7 ชนิด ส่วนใหญ่ท่ีมีค่า Rf ต่างกนัเม่ือ
เทียบสารสกดั PDB กบั PDB/SW และเทียบระหว่างราต่างสายพนัธ์ุกนั จ านวนสารองค์ประกอบท่ี
พบวา่รานาเกลือสร้างในการศึกษาน้ี มีมากกวา่จ านวนสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหาร PDB 
เล้ียงรา  A. terreus MP1 และ A. ochraceus MP2 ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้าทะเล ประเทศอินเดีย ท่ีพบสาร
องคป์ระกอบยบัย ั้งจุลินทรีย ์4 และ 3ชนิด (Meenupriya et al., 2011) ขณะท่ีราทะเล Curvularia sp. และ 
Aspergillus sp. ท่ีแยกไดจ้ากน ้าทะเล ประเทศอินเดีย  พบสารองคป์ระกอบเพียง 2 และ 5 ชนิด ตามล าดบั 
(Swathi et al., 2013) 
 การศึกษาประสิทธิภาพของสารองคป์ระกอบโดยวธีิ autobiography ในการศึกษาน้ีเป็นขั้นคดักรอง
เท่านั้น เน่ืองจากมีขอ้จ ากดัในการแยกสารบนแผน่ TLC การใชร้ะบบตวัท าละลายท่ีอาจยงัไม่เหมาะสม
กบัชนิดของสาร หรือการท่ีโมเลกุลสารองคป์ระกอบมีขั้วใกลก้นัมาก ท าใหพ้บวา่สารองคป์ระกอบบนแผน่ 
TLC ไมแ่ยกออกจากกนัชดัเจน ดงันั้นในการท า autobiography จึงเห็นเป็นบริเวณยบัย ั้งรอบแผน่ TLC 
บริเวณท่ีมีสารองคป์ระกอบทั้งหมด ไม่สามารถระบุไดแ้น่ชดัวา่เป็นการยบัย ั้งโดยแถบสารองคป์ระกอบใด  
ผูว้จิยัจึงไดพ้ยายามระบุวา่ผลยบัย ั้งท่ีแทจ้ริงมาจากสารองคป์ระกอบใด โดยตดัแยกแผน่ TLC ท่ีมีสาร
องคป์ระกอบต่างๆ กนัเป็นส่วนๆ เพื่อใชแ้ทน disk น ามาทดสอบ การยบัย ั้งจุลินทรียบ์นอาหารแข็ง          
อีกคร้ังหน่ึง แต่เน่ืองจากสารดงักล่าวอยูใ่กลก้นัมาก ท าให้การตดัสารองคป์ระกอบแต่ละสารมีขนาดและ
รูปร่างไม่มาตรฐาน ประกอบกบัสารองคป์ระกอบชนิดเดียวกนัในแผน่ TLC มีความเขม้ขน้ของสาร          
ไม่เท่ากนั คือมีทั้งดา้นท่ีมีความเขม้ขน้ของสารสูงตรงบริเวณส่วนโคง้ และดา้นท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า 
ตรงบริเวณส่วนเวา้ ท าให้บริเวณยบัย ั้งไม่เป็นวงกลมไม่สามารถวดัเส้นผา่ศูนยก์ลางได้ การบนัทึก
ประสิทธิภาพของสารในการศึกษาคร้ังน้ีท าไดเ้พียงการประเมินเป็นระดบัความแรง (1+ - 3+) ดว้ยสายตา
เท่านั้น เห็นชดัในการทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก พบสารองคป์ระกอบเดียวชนิดเดียวกนั 
มีรัศมีของบริเวณยบัย ั้งแบคทีเรียสายพนัธ์ุเดียวกนัไม่เท่ากนั โดยบริเวณส่วนโคง้ใหข้นาดโซนกวา้งกวา่
บริเวณส่วนเวา้  
 จากการคดัเลือกสารองค์ประกอบของสกดัจากอาหารเล้ียงรา SS 069 SSpb1122  SSpb4217  
SSpb4225 และ SSpb4332 ท่ีมีค่า Rf ต่างๆ กนั (ยกเวน้กรณีท่ีสารต่างชนิดอยูชิ่ดกนัมากบนแผน่ TLC 
ไม่สามารถตดัแยกออกจากกนั ก็จะน ามาศึกษาไปพร้อมกนั) มาศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก และ
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พบว่าสารองคป์ระกอบส่วนใหญ่สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 ขณะที่ 
บางสารเท่านั้นท่ียบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ได ้  แสดงให้เห็นว่าสารเหล่าน้ีน่าจะมีกลไกในการ
ยบัย ั้งจุลินทรียต่์างกนั แมจ้ะเป็นแบคทีเรียแกรมบวกเหมือนกนั ไม่พบสารองคป์ระกอบท่ีสามารถยบัย ั้ง
ยีสต์ C. albicans ทั้งสองสายพนัธ์ุได ้ เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารท่ีค่า Rf เท่ากนัหรือ
ใกลเ้คียงกนั (±0.01) จากราชนิดเดียวกนั ส่วนใหญ่ให้ผลการยบัย ั้งเหมือนกนัหรือใกลเ้คียงกนัข้ึนกบัสาย
พนัธ์ุจุลินทรียท์ดสอบ  และสารท่ีมีค่า Rf เท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนัจากราต่างชนิดกนั บางคร้ังใหผ้ลยบัย ั้ง
ต่างกนั ซ่ึงปกติสารท่ีมีค่า Rf  และประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรียเ์ท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนัมีแนวโนม้วา่
จะเป็นสารเดียวกนั มีขั้ว หรือน ้าหนกัโมเลกุลใกลเ้คียงกนั ในกรณีหลงัน้ีจึงอาจเป็นไปไดว้า่เป็นเพราะสาร
มีโครงสร้างแตกต่างกนั นอกจากน้ี การท่ีพบวา่สารองคป์ระกอบจากราสายพนัธ์ุเดียวกนั เล้ียงพร้อมกนั
ในอาหารท่ีมีความเคม็ 30 ppt และไม่มีความเคม็ แตกต่างกนัทั้งปริมาณและชนิด (Rf  ต่างกนั) ยนืยนัถึง
กลไกของราในนาเกลือท่ีแตกต่างกนัในน ้าจืดและน ้าเคม็ 
 
งำนทีจ่ะท ำต่อไป 

1. ปรับปรุงสภาวะของราชนิดใหมท่ี่สร้างสารตา้นจุลชีพไดดี้ เพื่อใหส้ามารถผลิตสารปริมาณมาก

เชิงพานิชย ์ รวมถึงศึกษาความปลอดภยัในการน าไปใชง้าน 

2. การท าบริสุทธ์ิสารตา้นจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพดี  เพื่อการศึกษาโครงสร้างสาร ประสิทธิภาพ และ

กลไกในการตา้นจุลินทรียข์องสารท่ีรานาเกลือผลิต 
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ภำคผนวก ก 

สำรละลำย 
     
สำรเคมี 
0.5  McFarland Standard (Barry, 1985)  

1% Barium  chloride   0.05 ml 
1%  Sulfuric  acid   9.95 ml 

 ** ผสมสารละลายทั้งสองเขา้ดว้ยกนั เก็บในท่ีมืด  
จ านวนเซลลแ์บคทีเรียและยสีต ์คือ 1x108 และ 1x106  เซลลต่์อมิลลิลิตร ตามล าดบั 

 
50% Dimethylsulfoxide (DMSO) 

Dimethylsulfoxide (DMSO) 50 ml 
Distilled water   50 ml 

 
น ้ายาทดสอบและสียอ้ม Lactophenol 
 Lactic acid    20.0  ml 
 Phenol หลอมเหลว   20.0  ml 
 Glycerol    40 ml 
         น ้ากลัน่     20 ml 

วธีิเตรียม เติม phenol ลงในส่วนผสมของ Lactic acid, Glycerol และน ้ากลัน่ น าไปอุ่นให้
ละลาย กวนใหเ้ขา้กนั 
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ภำคผนวก ข 
กำรควบคุมคุณภำพระบบทดสอบกำรยบัยั้งเช้ือ 

 
ตำรำงที่ 34  การยบัย ั้งแบคทีเรียและยสีตค์วบคุมดว้ยแผน่ดิสกย์ามาตรฐาน 
 

จุลนิทรีย์ 
เส้นผ่ำศูนย์กลำงโซนใส (มิลลิเมตร) 

อ้ำงองิ Ampicillin 
(10 μg/disk) 

Gentamycin 
(10 μg/disk) 

Fluconazole 
(25 μg/disk) 

E. coli ATCC 25922 16-22 19-26 - CLSI, 2007 
CLSI, 2007 
CLSI, 2007 
CLSI, 2008 

P. aeruginosa ATCC 27853 - 16-21 - 
S. aureus ATCC 25923 27-35 19-27 - 
C. albicans ATCC 90028 - - 28-39 
 
ตำรำงที่ 35  การทดสอบระบบหาความเขม้ขน้ต ่าสุดควบคุมดว้ยยามาตรฐาน 
 

จุลนิทรีย์ 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

อ้ำงองิ Ampicillin 
(10 μg/mL) 

Gentamycin 
(10 μg/mL) 

Fluconazole 
(25 μg/mL) 

E. coli ATCC 25922 2-8 0.25-1 - CLSI, 2007 
P. aeruginosa ATCC 27853 - 0.5-2 - CLSI, 2007 
S. aureus ATCC 25923 0.5-2 0.12-1 - CLSI, 2007 
C. albicans ATCC 90028 - - 0.25-1.0 CLSI, 2002 
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ภำคผนวก ค 
ขั้นตอนกำรเจือจำงสำรสกดั 

 
ตำรำงที ่36 ขั้นตอนการเจือจางสารสกดั (ดดัแปลงจาก CLSI, 2012) 
 

ขั้นตอน 
ที ่

ควำม
เข้มข้น 

(ไมโครกรัม 
ต่อ

มลิลลิติร) 

แหล่ง 
ปริมำตร 
(มลิลลิติร) 

+ 

ตวัท ำ
ละลำย 

(มลิลลิติร) 
(DMSO) 

= 

ควำม
เข้มข้นสำร 
(ไมโครกรัม

ต่อ
มลิลลิติร) 

= 

ควำมเข้ม
สุดท้ำย 
ที ่1:100 

(ไมโครกรัม      
ต่อ

มลิลลิติร) 

 
Log2 

 

1 12800 Stock     12,800  128 7 
2 12800 Stock 0.5  0.5  6,400  64 6 
3 12800 Stock 0.5  1.5  3,200  32 5 
4 12800 Stock 0.5  3.5  1,600  16 4 
5 1600 ขั้นตอนท่ี 

4 
0.5  0.5  800  8.0 3 

6 1600 ขั้นตอนท่ี 
4 

0.5  1.5  400  4.0 2 

7 1600 ขั้นตอนท่ี 
4 

0.5  3.5  200  2.0 1 

8 200 ขั้นตอนท่ี 
7 

0.5  0.5  100  1.0 0 

9 200 ขั้นตอนท่ี 
7 

0.5  1.5  50  0.5 -1 

10 200 ขั้นตอนท่ี 
7 

0.5  3.5  25  0.25 -2 

11 25 ขั้นตอนท่ี 
10 

0.5  0.5  12.5  0.125 -3 

12 25 ขั้นตอนท่ี 
10 

0.5  1.5  6.25  0.0625 -4 


