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การศึกษาศกัยภาพทางเทคโนโลยชีีวภาพของรานาเกลือจ านวน 120 สายพนัธุ ์ โดยการ
ทดสอบคุณสมบติัดา้นต่าง ๆ ไดแ้ก่ การชอบเกลือ การยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส การยบัย ั้ง
แบคทีเรียและยสีต ์ คุณสมบติัการสร้างสารลดแรงตึงผวิและสารตา้นอนุมูลอิสระ พบว่ารานาเกลือ
ทั้งหมดเป็นราชอบเค็มและรา 73 สายพนัธุ ์ (ร้อยละ 60.8) ชอบเค็มสูง สามารถเจริญไดบ้นอาหาร      
ท่ีมีความเค็มสูงถึง 250 ppt จากการทดสอบประสิทธิภาพของราในการยบัย ั้งราทดสอบ C. capsici และ 
C. gloeosporioides ดว้ยวิธี Dual culture พบรา 60 สายพนัธุส์ามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชทั้ง 2 ชนิด
อยา่งใดอยา่งหน่ึงบนอาหาร PDA หรือ PDA/SW30 ppt เม่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบดว้ยวิธี Disc 
diffusion พบว่าสารสกดั Ethyl acetate 40 สารจากอาหารเหลวเล้ียงรา 28 สายพนัธุท่ี์คดัเลือกมาศึกษา
ยบัย ั้ง C. gloeosporioides หรือ C. capsici ดว้ยประสิทธิภาพร้อยละ 50 ข้ึนไป รวมทั้งแสดงกิจกรรม
การลดแรงตึงผวิของน ้ ามนัมะกอก เมื่อทดสอบโดยวิธี Parafilm M และสามารถตา้นอนุมูลอิสระได ้
สารสกดัส่วนใหญ่ยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กว่าแบคทีเรียแกรมลบและยสีต ์ การทดสอบหาค่า 
MIC ของสารสกดั PDB/SW30 ppt จากอาหารเหลวเล้ียงราส่วนใหญ่แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียดี์กว่า 
สารสกดัจาก PDB ค่า MIC ของสารสกดั 18 สารจากราท่ีมีคุณสมบติัท่ีดีท่ีคดัเลือกไว ้9 สารพนัธุ์              
ต่อ C. capsici และ C. gloeosporioides อยูร่ะหว่าง 512->2048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีค่า 
MIC ท่ีมต่ีอแบคทีเรียแกรมบวกอยูใ่นช่วง 64-512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดัจากอาหารเล้ียงรา 
PDB และ PDB/SW30 ppt ของรา Aspergillus sp. SSPB3208 ยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชไดดี้ท่ีสุด มีค่า MIC           
ต่อ C. capsici และ C. gloeosporioides เท่ากนัคือ 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดัทั้งหมด
แสดงองค์ประกอบท่ีแยกไดช้ดัเจนโดยวิธี TLC ในตวัท าละลาย Toluene: Methanol: Acetone   
(6:1:3 ปริมาตรต่อปริมาตร) การทดสอบการยบัย ั้งของสารองคป์ระกอบท่ีแยกไดจ้ากสารสกดัเล้ียงรา 
Aspergillus sp. SSPB3208 พบว่า 6 สาร จากทั้งหมด 7 สาร ยบัย ั้ง C. capsici และ C. gloeosporioides ได ้
แต่บางคร้ังผลการยบัย ั้งแตกต่างกนัข้ึนกบัความเค็มของอาหารท่ีน ามาสกดั 
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Biotechnological potential of 120 fungi from solar saltern was evaluated by several 

characters; halophile, anti-anthracnose fungi, antibacterial and yeast, biosurfectant and antioxidant 
producing. All solar saltern fungi were halophile. Seventy three fungi (60.8%) were extreme 
halophile which could grow on media up to 250 ppt. Testing of inhibition efficiency against 
test C. capsici and C. gloeosporioides by dual culture technique revealed 60 fungal isolates could 
inhibit either C. capsici or C. gloeosporioides on PDA or PDA/SW30 ppt. By disc diffusion test,                 

40 ethyl acetate-extracts from 28 fungal culture filtrates inhibited either C. capsici or                                        
C. gloeosporioides at the percentage of efficiency >50. These extracts acted as biosurfactant with                
olive oil by Parafilm M method and also as antioxidant. The extracts inhibited Gram-positive bacteria 
better than Gram-negative bacteria and yeast. Mostly, the MIC of extracts from PDA/SW30 ppt                    
were better than from PDB. The MIC of 18 extracts from 9 selected fungi with good activity, against 

C. capsici and C. gloeosporioides ranged from 512-2048 µg/ml while the MIC against                         
Gram-positive bacteria were 64-512 µg/ml. Extract from PDA and PDB/SW30 ppt of Aspergillus sp. 
SSPB3208 showed best inhibitory activity against both C. capsici and C. gloeosporioides at the 
MIC 512 µg/ml. The composition of all extracts could be separated in Toluene: Methanol: 
Acetone (6: 1: 3 v/v) by TLC method. Six out of seven composition of extracts from Aspergillus sp. 

SSPB3208 could inhibited C. capsici and C. gloeosporioides. Different results can be observed in 
some compositions depended on salinity of medium source. 
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บทที่  1 
บทน ำ 

 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ  
 นาเกลือ (Solar salterns) เป็นสถานท่ีส าหรับผลิตเกลือ มกัอยู่ในบริเวณพ้ืนท่ีติดทะเล         
นาเกลือถูกสร้างข้ึนโดยใชดิ้นเหนียวกนัโดยรอบ เป็นระบบท่ีมีลกัษณะเป็นบ่อลกัษณะต้ืนหลายบ่อ 
โดยทุกบ่อเช่ือมกนับริเวณมุมบ่อเพ่ือเป็นช่องทางน าน ้ าทะเลเขา้มาในบ่อ (Mani, Salgaonkar, Das, & 
Braganca, 2012) และเกลือถูกผลิตโดยอาศยัการระเหยของน ้ าทะเลดว้ยวิธีทางธรรมชาติ (Oren, 2002) 
น ้าในนาเกลือจะมีการเพ่ิมระดบัความเคม็อยา่งต่อเน่ือง จากระดบัปานกลางจนถึงระดบัท่ีมคีวามเคม็สูง 
(Hypersaline) (Oren, 2002; Zajc, Zalar, Plemenitas, & Gunde-Cimerman, 2012) ในช่วงท่ีมี
การท านาเกลือความเค็มของน ้ าทะเลในนาเกลือจะเพ่ิมข้ึนมากกว่า 10 เท่าของความเค็มน ้ าทะเลปกติ
ซ่ึงมีค่าประมาณ 35 ส่วนในพนัส่วน (Part per thousand, ppt) เม่ือน ้ าระเหยส่งผลใหน้ ้ าในนาเกลือ          
มีค่าความเค็มมากถึง 90-250 ppt เม่ือเกลืออ่ิมตวัจึงเกิดเป็นผลึกเกลือ (NaCl crystal หรือ halite crystal) 
(Chatchawan, Peerapornpisal, & Komarek, 2011; Oren, 2002) นาเกลือจดัเป็นสภาวะวกิฤตยากแก่
การด ารงชีวติ เน่ืองจากความเขม้ขน้ของเกลือ ความเป็นกรดด่าง (pH) อุณหภูม ิ ความเขม้ขน้ของ
สารอาหาร ปริมาณออกซิเจน ปริมาณน ้าท่ีจุลินทรียส์ามารถน าไปใชไ้ด ้(Water activity, aw) รังสี
จากแสงอาทิตย ์และไอออนต่าง ๆ ท่ีไม่เหมาะสม (Griffith, 1994; Mani et al., 2012; Oren, 2002) 

 การศึกษารานาเกลือคร้ังแรกเร่ิมตน้โดย Gunde-Cimerman, Zalar, de Hoog และ Plemenitas 
(2000) ศึกษาและแยกราจากน ้ านาเกลือ หลงัจากนั้นทัว่โลกจึงเร่ิมศึกษารานาเกลือ (Zajc et al., 2012) 
ท าให้มีรายงานการคน้พบรานาเกลือจ านวนเพ่ิมข้ึน ปัจจุบนัมีรายงานการแยกราจากนาเกลือจาก
หลากหลายทวีป คือ ยโุรป เอเชีย แอฟริกา และอเมริกาเหนือ (Butinar, Santos, Spencer-Martins, & 
Oren, 2005a; Butinar, Sonjak, Zalar, Plemenitas, & Gunde-Cimerman, 2005b; Butinar, Zalar, Frisvad, 
& Gunde-Cimerman, 2005c; Cantrell, Martines, & Molina, 2006;  Zalar, Hoog, Schroers, Frank, & 
Gunde-Cimerman, 2005) ราท่ีพบจ านวนมากท่ีสุดคือ ราทนเค็ม (Halotolerant fungi) และราทนเค็มสุดขีด 
(Extremely halotolerant fungi) รองลงมาคือ ราชอบเค็ม (Halophile, Halophillic fungi) ซ่ึงมีรายงานการพบ
รากลุ่ม Halotolerant มากถึงร้อยละ 75 (Cantrell et al., 2006) ไม่นบัรวมยสีตห์ลายชนิดจากนาเกลือ เช่น 
Hortaea werneckii, Phaeotheca triangularis, Trimmatostroma salinum และ Aurerobasidium pullulands 
(Gunde-Cimerman et al., 2000) ความหลากหลายของราท่ีพบในนาเกลือข้ึนกบัหลายปัจจยั เช่น ความเค็ม 
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ปริมาณของออกซิเจนท่ีละลายน ้ า ปริมาณน ้ าท่ีจุลินทรียส์ามารถน าไปใชไ้ด ้ความเป็นกรดด่าง และ
การกระจายทางภูมิศาสตร์ (Gunde-Cimerman, Frisvad, Zalar, & Plemenitas, 2005)  

 มีรายงานว่าราท่ีอาศยัในสภาพแวดลอ้มท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือสูง ราชอบเค็มท่ีพบ
แตกต่างกบัแบคทีเรียท่ีชอบเค็ม เน่ืองจากราสามารถเจริญและปรับตวัใหเ้ขา้กบัช่วงความเค็มระดบั
ต่าง ๆ ไดดี้กว่าแบคทีเรีย (Griffith, 1994; Cantrell et. al., 2006, Gunde-Cimerman & Zalar 2014)              
ส่ิงส าคญัส าหรับการปรับตวัในสภาพแวดลอ้มท่ีมีความเค็มคือความสามารถในการรักษาสมดุล
แรงดนัออสโมติกภายในเซลลแ์ละภายนอกเซลลโ์ดยวิธีสะสมและ/หรือการสงัเคราะห์สารอินทรีย ์  
ท่ีมีคุณสมบติัรักษาสมดุลแรงดนัออสโมติก (Compatible organic solute) (Han & Prade, 2002; 
Gunde-Cimerman & Zalar 2014; Oren, 1999) ราสามารถปรับตวัทางสณัฐานวิทยาในสภาวะวิกฤต 
ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัรูปแบบลกัษณะของการเจริญ ลกัษณะเซลล ์ขนาดเซลล ์การสร้างสี และการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะ Colony (Han & Prade, 2002) เช่ือกนัว่าส่ิงเหล่าน้ีมีความส าคญัต่อการเจริญ  การอยูร่อดภายใต้
สภาวะท่ีมีความเค็มสุดขีด (Extremely saline condition) ดงันั้นราชอบเค็มน่าจะมีกลไกพิเศษเพื่อ
ปรับตวัและอาจสร้างสารท่ีมีประโยชน์ (Gunde-Cimerman & Zalar, 2014)  

 ราชอบเค็มหลายชนิดสามารถผลิตสารแลว้และหลัง่ออกนอกเซลล ์(Extrolites) (Frisvad, 
2005) ซ่ึงอาจเป็นสารประกอบในกลุ่มทุติยภูมิ เอนไซม ์หรือกรดอินทรีย ์(Frisvad, 2005; Margesin & 
Schinner, 2001) มีรายงานว่าราสายท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมี
ประสิทธิภาพ เช่น สารตา้นจุลินทรียก์ลุ่มต่าง ๆ สารลดแรงตึงผวิ (Surfactant) และสารตา้นอนุมูล
อิสระ (Antioxidant) (Ali et al., 2014; Oren, 2002;  Margesin & Schinner, 2001; Sepcic, Zalar, & 
Gunde-Cimerman, 2011) ดงันั้นการศึกษาคุณสมบติัในการปรับตวัใหอ้ยูร่อดรวมถึงการสร้างผลิตภณัฑ์
ท่ีไดจ้ากการปรับตวั จึงมีความน่าสนใจอยา่งมาก ปัจจุบนัมีการน าเช้ือจุลินทรียแ์ละราจากแหล่งต่าง ๆ 
มาใชป้ระโยชน์ทางเทคโนโลยชีีวภาพหลากหลาย เช่น น ามาผลิตสารตา้นจุลินทรีย ์ เอนไซม ์(Berdy, 
2005; Davies & Davies, 2010) ผลิตสารท่ีใชเ้ป็นตวัควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ (Pal & Gardener, 
2006; Kaewchai, Soytong, & Hyde, 2009) สารลดแรงตึงผิว (Pacwa-Pociniczak, Plaza, Piotrowska-
Seget, & Cameotra, 2011) และสารตา้นอนุมูลอิสระ (Demain, 2007) เป็นตน้ 

 ทางการเกษตรโรคพืชเป็นปัญหาหลกัของเกษตรกร โรคพืชส่วนใหญ่เกิดจากราซ่ึงท า
ความเสียหายต่อพืชและยงัส่งผลให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ (Horbach, Navarro-Quesadac, 
Knoggec, & Deisinga, 2011) ราท่ีเป็นสาเหตุโรคพืช (Plant phytopathogenic fungi) มีมากกว่า 
8,000 ชนิด (Adams, 1997)  Colletotrichum เป็นหน่ึงในราสาเหตุโรคพืชท่ีก่อใหเ้กิดโรคแอนแทรคโนส  
(Anthracnose) ซ่ึงท าใหเ้กิดความเสียหายต่อพืชเศรษฐกิจหลายชนิดทัว่โลก (Gautam, 2014; Than, 
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Prihastuti, Phoulivong, Taylor, & Hyde, 2008b) โดยท าใหผ้ลผลิตพืชทางการตลาดลดลงร้อยละ 
10-80 ในประเทศก าลงัพฒันา โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในประเทศไทย (Poonpolgul & Kumphai, 2007) 
เน่ืองจากโรคแอนแทรกโนสเป็นปัญหาท่ีเกิดในพืช ผกั ผลไม ้ ก่อให้เกิดความสูญเสียอยา่งรุนแรง
ทั้งก่อนและหลงัการเก็บเก่ียว (Hadden & Black, 1989; Bosland & Votava, 2003) ปัจจุบนัเกษตรกร           
มีการใชส้ารเคมกี  าจดัศตัรูพืช (Pesticides) เพื่อก  าจดัราก่อโรคพืช ท าใหเ้กิดปัญหาสารเคมีตกคา้ง             
เป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค สตัว ์แมลง รวมถึงส่ิงแวดลอ้ม (Arcury, Quandt, & Russell, 2002; Cabrito, 
Teixeira, & Sa-Correia, 2009) นอกจากน้ีอาจท าใหร้าสาเหตุโรคพืชมีความตา้นทานต่อสารเคมีเพ่ิม
มากข้ึน ส่งผลใหม้ีการใชส้ารในปริมาณท่ีสูงข้ึนและมีค่าใชจ่้ายท่ีสูง ดงันั้นสารก าจดัศตัรูพชืท่ีมาจาก
ธรรมชาติมีประสิทธิภาพและปลอดภยัจึงเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจ ราเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีดีส าหรับใชผ้ลิต
สารชีวภาพท่ีมีความสามารถก าจดัศตัรูพืช เน่ืองจากมีรายงานสารฆ่าราหลายชนิด ซ่ึงปัจจุบนัน ามา
ขายเป็นการคา้ เช่น Ketomium ผลิตจาก Chaetomium globosum และ C. cupreum, Promote ผลิตจาก 
Trichoderma harzianum และ T. viride, SoilGard ผลิตจาก Gliocladium virens และ Trichodex 
ผลิตจาก T. harzianum (Kaewchai et al., 2009) อยา่งไรกต็ามสารฆ่าราจากราทนเค็มยงัไม่มีผูศ้กึษา
และรายงานไว ้
 ปัญหาจากจุลินทรียก่์อโรคโดยเฉพาะอยา่งยิง่จุลินทรียด้ื์อยา (Antibiotic-resistant pathogen)             
มีการพบนานมากกว่า 20 ปี แต่เร่ิมมีการตระหนกัถึงปัญหาดงักล่าวเม่ือประมาณ 5-10 ปีท่ีผา่นมา 
(Davies & Davies, 2010) ปัจจุบนัมีแนวโนม้กลายเป็นปัญหาส าคญัทางสาธารณสุข เน่ืองจากจุลินทรีย์
ด้ือยามีอตัราเพ่ิมสูงข้ึนเร่ือย ๆ  และไม่มียาปฏิชีวนะท่ีสามารถควบคุมจุลินทรียด้ื์อยาไดท้ั้งหมด 
(Walsh & Amyes, 2004; Frieden, 2013) จุลินทรียด้ื์อยาอาจส่งผลให้ผูป่้วยมีโอกาสติดจุลินทรีย์
ฉวยโอกาสในผูป่้วยท่ีเป็นโรคเก่ียวกบัภูมิคุม้กนั และยงัเป็นสาเหตุของการติดเช้ือในโรงพยาบาล 
จุลินทรียด้ื์อยาปฏิชีวนะท่ีส าคญัไดแ้ก่ จุลินทรียก์ลุ่ม Enterococcus (E. faecium และ E. faecalis)  
ท่ีด้ือยา Vancomycin  Staphylococcus aureus ท่ีด้ือยา Methicillin  Acinetobacter baumanii, 
Pseudomonas aeruginosa,  Escherichia coli, Salmonella Typhi ท่ีด้ือยา Carbapenem (Frieden, 2013; 
Amyes & Thomson, 1995; Brusselaers, Vogelaers, & Blot, 2011) ปัญหาเช้ือจุลินทรียย์าส่งผล
ให้ประเทศไทยมีการใชย้าปฏิชีวนะมีมูลค่ามากกว่าปีละ 10,000 ลา้นบาทในช่วง 10 ปีท่ีผ่านมา 
(พ.ศ. 2543-2554) ในการรักษาผูป่้วย (พงษพิ์สุทธ์ิ จงอุดมสุข, 2555) ปัจจุบนัพบคนไทยติดจุลินทรีย์
ด้ือยาปฏิชีวนะมากกว่า 100,000 คนต่อปี และเสียชีวิตมากกว่าปีละ 30,000 ราย ซ่ึงก่อให้เกิด
ความสูญเสียทางเศรษฐกิจเป็นมูลค่ามหาศาล (พงษพิ์สุทธ์ิ จงอุดมสุข, 2555) ดงันั้นความตอ้งการ
สารตา้นจุลชีพและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเพื่อผลิตเป็นยาชนิดใหม่จึงเพ่ิมข้ึน และราก็เป็นอีกทางเลือก
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ท่ีน่าสนใจในปัจจุบนั เน่ืองจากมีรายงานการพบราหลายชนิดท่ีมีคุณค่าและความส าคญั ในการผลิต
ยารักษาโรคทัว่ไปและโรคท่ีรักษายาก เช่น มาลาเรีย วณัโรค มะเร็ง (Mayer & Hamann, 2004) 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) เป็นสารท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารลดแรงตึงผิว 
สร้างโดยส่ิงมีชีวิตโดยเฉพาะอยา่งยิง่จุลินทรียช์นิดต่าง  ๆเช่น แบคทีเรีย ยสีต ์และราบางชนิด (Amaral, 
Coelho, Marrucho, & Coutinho, 2010; Satpute, Banat, Dhakephalkar, Banpurkar, & Chopade, 
2010; Pacwa-Pociniczak et al., 2011) นอกจากสารลดแรงตึงผวิจะมีประโยชน์ในการขจดัคราบน ้ ามนัดิบ
ท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดลอ้ม ยงัสามารถน ามาพฒันาเป็นสารตา้นจุลชีพ สารตา้นเซลลม์ะเร็ง รวมถึงไวรัส 
(Rodrigues, Banat, Teixeira, & Oliveira, 2006) สารลดแรงตึงผวิยงัน ามาประยกุตใ์ชใ้นชีวิตประจ าวนั 
เช่น ใชเ้ป็นส่วนผสมของผลิตภณัฑ ์ หรือน ้ ายาซกัลา้ง (Fakruddin, 2012) ส าหรับราสายมีรายงาน
เพียงไม่ก่ีชนิดเท่านั้นท่ีสามารถผลิตสารลดแรงตึงผวิ เช่น Glycolipoprotein ผลิตจาก Aspergillus ustus 
(Kiran et al., 2009) Glycolipid ผลิตจาก Ustilago maydis (Alejandro, Humberto, & Maria, 2011) 
และสารสกดัจากรา Fusarium sp. BS-8 (JQ860113) (Qazi, Subhan, Fatima, Ali, & Safia Ahmed, 
2013)  

 สารตา้นอนุมูลอิสระเป็นสารท่ีท าหนา้ท่ีก  าจดัอนุมูลอิสระ (Free radical) ซ่ึงคืออะตอม 
โมเลกุล หรือไอออนท่ีมีอิเล็กตรอนเด่ียว สารต้านอนุมูลอิสระมีบทบาทส าคญัในกระบวนการ 

Metabolism การสันดาป และชีวเคมี จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการรักษาหรือป้องกนัสภาวะ
เส่ือมสภาพและรักษาสุขภาพ ถา้ร่างกายมีอนุมูลอิสระจะท าใหเ้กิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคหลอดเลือดตีบ
และแข็งตวั โรคมะเร็งบางชนิด โรคอลัไซเมอร์ โรคไขขอ้อกัเสบ โรคชรา แต่ปกติร่างกายจะมีระบบ
ก าจดัอนุมูลอิสระโดยใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระท่ีร่างกายสร้างเองและรับจากภายนอกในการป้องกนั
ร่างกายเพื่อไม่ใหเ้กิดความเสียหายจากอนุมูลอิสระ แต่เน่ืองจากในปัจจุบนัร่างกายมกีารรับอนุมูลอิสระ
เพ่ิมมากข้ึนจากส่ิงต่าง ๆ เช่น มลพิษควนับุหร่ี สารเสพติด เจ็บ ป่วย ความเครียด หรือแมก้ระทัง่
การออกก าลงักาย สารตา้นอนุมูลอิสระจากภายนอกมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ในแง่ของสุขภาพ ตวัอยา่ง
สารตา้นอนุมูลอิสระเช่น Ascorbic acid (Vitamin C), Tocotrienols (Vitamin E), Glutathione (Percival, 
1996; Devasagayam et al., 2004) สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถพบไดใ้นจุลินทรียห์ลายชนิดรวมถึง
รา ตวัอยา่งราท่ีสร้างสารตา้นอนุมูลอิสระเช่น ราในกลุ่ม Aspergillus และ Penicillium (Chandra & 
Arora, 2009) Gymnascella dankaliensis, Nigrospora oryzae, Engyodontium album (Abdel-
Monem, Abdel-Azeem, Ashry, Ghareeb, & Nabil-Adam, 2013) 
 ปัจจุบนันกักิณวิทยาสนใจศึกษาราจากแหล่งท่ีคาดว่าจะมีสายพนัธุร์าท่ีมีความสามารถใน
การผลิตท่ีดี สามารถสร้างสารและผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ ท่ีมีประโยชน์ขา้งตน้อยา่งกวา้งขวาง แต่มีรา
จากแหล่งต่าง ๆ ในธรรมชาติอีกมากท่ียงัไมม่ีการศึกษาและน ามาใชป้ระโยชน์ ดงันั้นจึงมีการส ารวจรา
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จากธรรมชาติในแหล่งใหม ่ๆ เพื่อท าการคดัเลือกสายพนัธุ์รา และเก็บรวบรวมราเหล่านั้นเพื่อการ 
ใชป้ระโยชน์ นาเกลือซ่ึงเป็นพ้ืนท่ีติดทะเลและมีสภาวะท่ีปัจจยัทางชีวภาพ กายภาพ และเคมแีตกต่าง
จากสภาพทัว่ไป จึงเป็นแหล่งท่ีก  าลงัเป็นท่ีสนใจส าหรับการคน้หาราท่ีสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิ
ชีวภาพชนิดใหม่อยา่งมีประสิทธิภาพ 
 

วตัถุประสงค์ของกำรวิจยั 
 1.  เพื่อศกึษาคุณสมบติัการชอบเค็มของราท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือ 
 2.  เพ่ือศึกษาศกัยภาพของราท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช  
Colletotrichum spp. 

 3.  เพื่อศึกษาว่าราท่ีสร้างสารยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชไดม้คีวามสามารถในการสร้างสารยบัย ั้ง
จุลินทรียอ่ื์น ๆ หรือไม่  

 4.  เพื่อศึกษาว่าราท่ีสร้างสารยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชสามารถสร้างสารท่ีมีศกัยภาพทาง
เทคโนโลยชีีวภาพอ่ืน ๆ หรือไม ่

 

สมมตฐิำนของกำรศึกษำ 
 1. ราท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือน่าจะมีคุณสมบติัเป็นราชอบเค็ม และสารท่ีราผลิตน่าจะมี
ความสามารถในการสร้างสารยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช Colletotrichum spp.  
 2. ราท่ีมรีวมถึงสารท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชได ้อาจมีความสามารถ
ในการยบัย ั้งท่ีจุลินทรียอ่ื์น ๆ และอาจสร้างสารท่ีมีประโยชน์อ่ืน ๆ เช่นสารลดแรงตึงผวิ สารตา้น
อนุมูลอิสระ ร่วมดว้ย  
 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกกำรวจิยั 
 1.  สามารถคดัเลือกราจากนาเกลือท่ีสามารถสร้างสารยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
Colletotrichum ssp. และมีความสามารถในการทนเค็มไวเ้พื่อศึกษาและพฒันา 
 2.  สามารถคดัเลือกราท่ีนอกจากจะมีคุณสมบติัขา้งตน้แลว้ ยงัสามารถสร้างสารยบัย ั้ง
จุลินทรียอ่ื์น ๆ หรือสร้างสารท่ีมีศกัยภาพทางเทคโนโลยชีีวภาพอ่ืน ๆ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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ขอบเขตของกำรวจิยั 
 การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาศกัยภาพของรานาเกลือส าหรับการน าไปใชป้ระโยชน์ทาง
เทคโนโลยีชีวภาพของราท่ีแยกไดจ้ากดินและน ้ านาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี ฉะเชิงเทรา และจนัทบุรี 
จ  านวน 120 สายพนัธุ ์การศกึษาแบ่งเป็น 4 ตอน (ดงัขั้นตอนท่ี 1-3 แสดงภาพท่ี 1-1) 
  1.  ศึกษาคุณสมบติัการชอบเค็มของรา  
  2. ศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ัง้ราสาเหตุโรคพืช เป็นการน าราท่ีแยกไดจ้ากดินนาเกลือ
และน ้ านาเกลือจงัหวดัเพชรบุรี ฉะเชิงเทรา และจนัทบุรี มาทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งราสาเหตุ
โรคพืช จ  านวน 2 ชนิด คือ Colletotrichum capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 
โดยวิธี Dual Culture และเลือกราท่ีพบการยบัย ั้งมากกว่าหรือเท่ากบั ร้อยละ 35 มาเล้ียงในอาหาร
เหลว 10 วนั ก่อนท่ีจะน าส่วนของอาหารเหลวมาสกดัสารดว้ยตวัท าละลาย Ethyl acetate จากนั้นน า
สารสกดัหยาบมาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งราโรคพืชขา้งตน้ โดยวธีิ Disc diffusion  
  3. สารสกดัหยาบท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชมากกว่าหรือเท่ากบัร้อยละ 50 จะน าไป
ทดสอบฤทธ์ิการตา้นจุลินทรียอ่ื์น ๆ และทดสอบความสามารถทางเทคโนโลยชีีวภาพอ่ืน ๆ 
   3.1  ศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียและยสีตข์องสารสกดัโดยวิธี Disc diffusion จุลินทรีย์
ท่ีน ามาทดสอบไดแ้ก่ Bacillus cereus TISTR 121, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Salmonella Typhimurium 
ATCC 13311, Candida albicans ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028 คดัเลือกสารสกดั 
ท่ีมฤีทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้จากราจ านวน 9 สายพนัธุม์าหาความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญ
ของจุลินทรีย ์ (Minimum inhibitory concentration, MIC) และความเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลาย
จุลินทรีย ์ (Minimal lethal concentration, MLC) และน ามาศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีดว้ยวิธี 
Thin layer chromatography (TLC) สารองคป์ระกอบแต่ละสารจากสารสกดั 6 สารจากราจ านวน              
3 สายพนัธุท่ี์ยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้น ามาทดสอบคุณสมบติัการยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยวิธี Bioautography  
   3.2 ทดสอบคุณสมบติัทางเทคโนโลยีชีวภาพอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ คุณสมบติัในการเป็น
สารลดแรงตึงผวิและความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  
  4.  น าราท่ีคดัเลือกไดท้ั้งหมดมาจดัจ  าแนกทางสณัฐานวิทยา 
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รานาเกลือจ านวน 120 สายพนัธุ์  
 

  ศึกษาคุณสมบติัการชอบเค็ม     ศึกษาประสิทธิภาพยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชดว้ยวิธี Dual Culture 
                                                     ราท่ีมร้ีอยละการยบัย ั้งมากกว่าหรือเท่ากบัร้อยละ 35 

สกดัสารจากอาหารเหลวเล้ียงรา ดว้ย Ethyl acetate 
 

                                                                      สารสกดัหยาบ 
 

ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัต่อการยบัย ั้งราโรคพืช 
ดว้ยวิธี Disc diffusion 

                    สารสกดัท่ีมร้ีอยละการยบัย ัง้มากกวา่หรือเท่ากบั                
                     ร้อยละ50       
        

 ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัต่อการตา้นจุลินทรีย ์      ทดสอบความสามารถ ทดสอบความสามารถ 
                    ดว้ยวิธี Disc diffusion                         ในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ   ในการตา้นอนุมูลอิสระ 

 

 สารสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้จากราจ านวน 9 สายพนัธุ ์
 
 หาความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์(Minimum Inhibitory Concentration, MIC) และ  
 ความเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายจุลินทรีย ์(Minimal Lethal Concentration, MLC) 

 
 สารสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้ จากราจ านวน 9 สายพนัธุ ์
 

 น ามาศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีดว้ยวิธี Thin layer chromatography (TLC)           
            
 สารองคป์ระกอบจากสารสกดั 6 สาร จากราจ านวน 3 สายพนัธุ ์
 

 ทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียด์ว้ยวิธี Bioautography  
 
ภาพท่ี 1-1  ขั้นตอนการศกึษา 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

1. นาเกลือ  
 1.1  การผลิตเกลือในประเทศไทย  
  การผลิตเกลือของประเทศไทยแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ เกลือทะเลหรือเกลือสมุทร          
(Sea salt) และเกลือหินหรือเกลือสินเธาว ์ (Rock salt) (ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะล, 2553) เกลือทะเล
หรือเกลือสมุทร คือ เกลือท่ีผลิตข้ึนในนาเกลือ โดยน าน ้ าทะเลข้ึนมาตากแดดใหน้ ้ าระเหยไปเหลือแต่
ผลึกเกลือ (Solar evaporation system) (Kostick, 1993) ส่วนเกลือสินเธาว ์ คือ เกลือท่ีท าจากดิน           
ท่ีน ้ าชะดินละลายแลว้แหง้ปรากฏเป็นคราบเกลือติดอยูบ่นผวิดิน (ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะล, 2553) 
ต่อมาในปี พ.ศ. 2512 การผลิตเกลือสินเธาวใ์นเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือเปล่ียนแปลงไปเป็น            
การใชเ้กลือหินซ่ึงอยูช่ั้นใตดิ้น (Krairapanond, Krairapanond, Sinthuwanich, & Junpet, 1992) 
โดยใชว้ิธีฉีดน ้ าลงไปละลายเกลือในบ่อเกลือหรือใชว้ิธีสูบน ้ าเกลือใตดิ้นข้ึนมาตากแดดหรือตม้เพื่อให้
ไดต้ะกอนเกลือ (ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะล, 2553) 

 1.2  นาเกลือในประเทศไทย 
 ปัจจุบนัประเทศไทยมีพ้ืนท่ีผลิตเกลือสมุทรทั้งหมดประมาณ 81,485 ไร่ โดยประมาณ 
ร้อยละ 90 ของผลผลิตทั้งประเทศ อยู่ท่ี 3 จงัหวดัภาคกลาง คือ จงัหวดัเพชรบุรี (ร้อยละ 47.0) 
สมุทรสาคร (ร้อยละ 43.1) สมุทรสงคราม (ร้อยละ 7.7) ส่วนพ้ืนท่ีท่ีมีการผลิตเกลือเพียงเลก็น้อย
ประมาณร้อยละ 10 ของผลผลิตเกลือทั้งประเทศ คือ จงัหวดัในภาคตะวนัออกและภาคใต ้ในภาค
ตะวนัออกไดแ้ก่ จงัหวดัชลบุรี (ร้อยละ10.0) จนัทบุรี (ร้อยละ 0.6) ฉะเชิงเทรา (ร้อยละ 0.4) ตามล าดบั 
(ฐานขอ้มูลความรู้ทางทะล, 2553) พ้ืนท่ีเหล่าน้ีเป็นสถานท่ีท่ีเหมาะสมแก่การท านาเกลือ คือ พ้ืนท่ีราบ
ริมทะเลขนาดใหญ่ใกลช้ายฝ่ังทะเล (Sintusaard, Chantachon, & Koseyayotin, 2009a)  
 1.3  การท านาเกลอื  
  1.  ส่วนประกอบของนาเกลือ  
   นาเกลือประกอบดว้ยส่วนต่าง ๆ ท่ีมีทางเช่ือมต่อกนัและมีช่ือท่ีใชเ้รียกแตกต่างกนั
ตามกระบวนการ คือ วงัน ้า นาแผ ่(นาตากหรือนาประเทียบ) นารองเช้ือ นาเช้ือ (นาดอก) และนาวาง 
(นาปลง) ตามล าดบั ซ่ึงแต่ละพ้ืนท่ีมีการเรียกแตกต่างกนัออกไป  วงัน ้ าเป็นพ้ืนท่ีส าหรับเก็บน ้ าทะเล 
ไวใ้ชต้ลอดฤดูกาลท านาเกลือ นาแผเ่ป็นพ้ืนท่ีส าหรับตากน ้ าทะเลเพื่อใหน้ ้ าระเหยออก เป็นการเพ่ิม
ระดบัความเค็มของน ้ าทะเล  นารองเช้ือเป็นนาส าหรับตากน ้ าทะเลท่ีมีความเค็มพอสมควร โดยตาก
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น ้าทะเลใหไ้ดค้วามเค็มประมาณ 150 ppt  นาเช้ือเป็นนาส าหรับเพาะเช้ือเกลือ ซ่ึงตอ้งตากน ้ าทะเล
ใหน้ ้ าทะเลมคีวามเคม็สูงถึง 240 ppt  นาวางเป็นนาขั้นสุดทา้ยส าหรับตากน ้ าทะเลท่ีมคีวามเค็มสูงจดั 
เพ่ือใหเ้กลือเร่ิมตกผลึกเป็นเมด็เกลือ (เกษตรพอเพียงคลบั, 2556) 
 2.  วิธีท านาเกลือ 
 การท านาเกลือในภาคกลางและภาคตะวนัออกเร่ิมประมาณเดือนพฤศจิกายนหรือฤดูแลง้
ถึงเดือนเมษายนของปีถดัไป ใชร้ะยะเวลาประมาณ 6-7 เดือน เน่ืองจากมแีสงแดดและลมท่ีเหมาะสม 
แต่ทั้งน้ีระยะเวลาในการท านาเกลือยงัข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ โดยเร่ิมเก็บผลผลิตเกลือไดป้ระมาณ
กลางเดือนมกราคมเป็นตน้ไป (ปราชญช์าวบา้น; Sintusaard et al., 2009a, b) 
 ขั้นตอนแรกของการท านาเกลือ คือ การเตรียมพ้ืนท่ี เร่ิมจากกั้นน ้าฝนใหข้งัอยูใ่นนาเพือ่ไวใ้ช้
ส าหรับขุดรอกร่องนาและเสริมคนัดินใหม่ เพ่ือใหค้นัดินสูงข้ึนส าหรับใส่น ้ าทะเลในปีถดัไป จากนั้น
ขุดรางส่งน ้ าจากนาเกลือถึงชายทะเล เพ่ือเอาน ้ าทะเลมาใชท้ านาเกลือ และติดตั้งอุปกรณ์ท านาเกลือ 
ขั้นตอนต่อมา คือ วิดน ้ าทะเลผา่นทางรางส่งน ้าใหเ้ต็มวงัน ้ า และเร่ิมดนัน ้ าทะเลเขา้สู่นาแผ ่หลงัจากนั้น
ดนัน ้ าทะเลเขา้สู่นารองเช้ือ จากนั้นตากน ้ าทะเลไวป้ระมาณ 5-7 วนั แสงแดดจะท าใหน้ ้ าทะเลระเหย
จนปริมาณน ้ าลดลงและความเค็มเพ่ิมมากข้ึน สังเกตจากคราบน ้ าท่ีจบัอยู่ริมบ่อ ขั้นตอนต่อมา คือ           
ดนัน ้ าจากนารองเช้ือเขา้สู่นาเช้ือ ซ่ึงเป็นการเตรียมน ้ าส าหรับใชใ้นนาวาง จากนั้นท าการปรับพ้ืนท่ี           
นาปลงเพื่อรองรับน ้ าจากนาเช้ือ โดยใชว้สัดุกล้ิงบดทบัผวิดินใหเ้รียบแน่นไม่ใหม้ีรอยแตกประมาณ          
4-5 คร้ัง คร้ังละ 3-5 วนั และการบดกล้ิงผวิดินควรใชร้ะยะเวลาห่างกนัประมาณ 5-7 วนั ตามสภาพ
ผวิดิน จากนั้นดนัน ้ าจากนาเช้ือเขา้สู่นาวาง น ้ าเกลือจะค่อย ๆ ตกผลึกเป็นเมด็เกลือและเกาะตวักนัหนา 
ซ่ึงผลึกเกลือมค่ีาความเค็มประมาณ 820-870 ppt ขั้นตอนสุดทา้ยเป็นการเก็บผลึกเกลือ คือ การเอาเกลือ
เขา้เก็บในฉางหรือยุง้เกลือ เร่ิมจากเกลือท่ีตกผลึกหนาประมาณ 2 เซนติเมตรข้ึนไป ใชร่ั้วซอยเกลือ 
ให้ผลึกเกลือแตกออกจากกนั ท าการซอยเกลือจนทัว่นา จากนั้นใชท้บัทาซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยจอบ
เกล่ียผลึกเกลือใหเ้ป็นแถวยาวไปตามคนันา ต่อมาใชท้บัทาซุ่มรวมผลึกเกลือใหเ้ป็นกอง (เกษตรพอเพยีง
คลบั, 2556) 
 

2.  รานาเกลือ ชอบเคม็ และราทนเคม็ 
 2.1  การแบ่งรานาเกลอื ราชอบเคม็ และราทนเคม็ 
  ส่ิงแวดลอ้มท่ีมีเกลืออาจพบจุลินทรียท่ี์ชอบเค็มหรือชอบเกลือหลายกลุ่ม (DasSarma & 
Arora, 2001; Oren; 2002) จุลินทรียท์ัว่ไปแบ่งความสามารถในการเจริญบนอาหารท่ีมีเกลือ (NaCl) เป็น 
2 กลุ่ม คือ จุลินทรียก์ลุ่มไม่ชอบเค็ม (Non-halophile microorganism) คือ จุลินทรียท่ี์ไม่สามารถเจริญ
ในสภาวะท่ีมีเกลือหรือมีเกลือมากกวา่ร้อยละ 1  และจุลินทรียก์ลุ่มชอบเค็ม (Halophile microorganism) 



 
 

10 

คือ จุลินทรียท่ี์สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีเกลือเท่านั้น Kushner (1978; 1993) แบ่งจุลินทรียก์ลุ่มท่ี
อยูใ่นส่ิงแวดลอ้มท่ีมีเกลือตามความสามารถในการเจริญตามช่วงความเค็มท่ีแตกต่างกนัได ้5 ประเภท คือ  
  1. Non-halophile เจริญไดบ้นอาหารท่ีมี NaCl นอ้ยกว่า 0.2 M  
  2. Slight halophile เจริญไดบ้นอาหารท่ีมี NaCl ระหว่าง 0.2-0.5 M  
  3. Moderate halophile เจริญไดบ้นอาหารท่ีมี NaCl ระหว่าง 0.5-2.5 M  
  4. Borderline extreme halophile เจริญไดบ้นอาหารท่ีมี NaCl ระหว่าง 1.5-4.0 M 
  5. Extreme halophile เจริญไดบ้นอาหารท่ีมี NaCl อยูใ่นช่วง 2.5-5.2 M  
 แต่ค าจ  ากดัความท่ีใชก้บัราแตกต่างจากจุลินทรียท์ัว่ไป เน่ืองจากราท่ีพบในส่ิงแวดลอ้ม
ท่ีมีเกลือมีพฤติกรรมแตกต่างจากกลุ่มจุลินทรียอ่ื์น ๆ โดยรากลุ่มชอบเค็มสามารถเจริญและปรับตวัได้
ทั้งในสภาวะท่ีไม่มีเกลือและมีเกลืออีกทั้งสามารถเจริญบนอาหารท่ีไม่มีความเค็มจนถึงอาหารท่ีมเีกลือ
อ่ิมตวัสูง (Cantrell, Dianese, Fell, Gunde-Cimerman, & Zalar, 2011; Gunde-Cimerman, Ramos, & 
Plemenitas, 2009; Plemenitas, Vaupotic, Lenassi, Kogej, &  Gunde Cimerman, 2008) ดงันั้นค าจ  ากดั
ความเก่ียวกบัคุณสมบติัของราในส่ิงแวดลอ้มท่ีมีเกลือ จึงมีผูใ้หค้วามหมายไวห้ลายลกัษณะและใช้
เกณฑแ์ตกต่างกนัไป เช่น แบ่งตามพฤติกรรมของราออกเป็น 2 กลุ่ม คือ  
  1. ราชอบเกลือหรือราชอบเค็ม (Halophile, Halophilic fungi) เป็นราท่ีสามารถเจริญได้
บนอาหารท่ีมคีวามเขม้ขน้ของเกลือ 3 M และสามารถแยกไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มท่ีมีความเคม็มากกวา่ 1.7 M 
(Gunde-Cimerman, Frisvad, Zalar, & Plemenitas, 2005) รากลุ่มชอบเค็มยงัแบ่งตามความตอ้งการเกลือ
ในการเจริญ ออกเป็น 2 กลุ่ม (Buchalo, Nevo, Wasser, Oren, & Molitoris, 1998; Nayak, Gonsalves, & 
Nazareth, 2012; Gonsalves, Nayak, & Nazareth, 2012; Nazareth, Gonsalves, & Nayak, 2012)  คือ  
   1.1 Obligate halophile fungi คือ ราท่ีตอ้งการเกลือในการเจริญ ราไม่สามารถเจริญ
บนอาหารท่ีไม่มีเกลือ  
   1.2 Facultative halophile fungi คือ ราท่ีไม่ตอ้งการเกลือในการเจริญ ราสามารถเจริญ
บนอาหารไดท้ั้งอาหารท่ีไม่มีเกลือและมีเกลือ เน่ืองจากราไม่ตอ้งใชเ้กลือในการเจริญ  
  2. ราทนเกลือหรือราทนเค็ม (Halotolerant fungi) คือ ราท่ีทนต่อเกลือหรือทนเค็ม ซ่ึงแบ่ง
ตามความสามารถในการทนเกลือออกเป็น 3 ประเภท (Cantrell et al., 2006) คือ  
   2.1 Highly halotolerant คือ ราท่ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีมี NaCl ร้อยละ 25 และ
มีขนาดของโคโลนีมากกว่า 3 เซนติเมตรเม่ือเล้ียง 10 วนับนอาหารทดสอบ  
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   2.2 Moderately halotolerant คือ ราท่ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีมี NaCl ร้อยละ 25 
และมีขนาดของโคโลนี 2-3 เซนติเมตรเม่ือเล้ียง 10 วนับนอาหารทดสอบ   
   2. Weakly halotolerant คือ ราท่ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีมี NaCl ร้อยละ 25 และ           
มีขนาดโคโลนีน้อยกว่า 2 เซนติเมตรเม่ือเล้ียง 10 วนับนอาหารทดสอบ เกณฑก์ารแบ่งจุลินทรีย์
ในแต่ละกลุ่มสรุปดงัตารางท่ี 2-1 
 
ตารางท่ี 2-1  การแบ่งกลุ่มจุลินทรียต์ามความตอ้งการเกลือในการเจริญ 
 
ประเภท
จุลินทรีย ์

เกณฑก์ารเจริญท่ีใช ้ อา้งอิง 

จุลินทรีย์
ทัว่ไป 

Halophiles  
  -Non halophilic (<0.2 M salt) 
  -Slight halophile (0.2-0.5 M salt)  
  -Moderate halophile (0.5-2.5 M salt)  
  -Borderline extreme halophile (1.5-4.0 M salt)  
  -Extreme halophile (2.5-5.2 M salt)  
Halotolerant 
-เป็น Non halophile (<0.2 M salt) และสามารถทนต่อเกลือสูง
(Extremely halotolerant >2.5 M salt) 

Kushner 
(1978, 1985) 

Halophiles 
-Non halophilic (0% NaCl) 

  -Slight halophiles (3% (w/v) NaCl) 
  -Moderate halophiles (3%-15% (w/v) NaCl) 
  -Extreme halophiles (25% (w/v) NaCl) 
  -Borderline extreme halophiles (>12% (w/v) NaCl)  
Halotolerant 
  -จุลินทรียท่ี์สามารถเจริญบนอาหารท่ีไม่มีเกลือและมีเกลือ 
  -Extremely halotolerant จุลินทรียท่ี์สามารถเจริญบนอาหารท่ีไม่มี
เกลือและมีเกลือมากกว่าร้อยละ15 (w/v) NaCl (2.5 M)  

Margesin & 
Schinner 
(2001) 
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ตารางท่ี 2-1  (ต่อ) 
 
ประเภท
จุลินทรีย ์

เกณฑก์ารเจริญท่ีใช ้ อา้งอิง 

จุลินทรีย์
ทัว่ไป 

 

Halophiles 
  -Non-halophiles (< 0.2 M NaCl)  
  -Slight halophiles (0.2-0.85 M (1-5%) NaCl) 
  -Moderate halophiles (0.85-3.4 M (5-20%) NaCl) 
  -Extreme halophiles (3.4-5.1 M (20-30%) NaCl) 

DasSarma & 
DasSarma 

(2012) 

 Halotolerant 
-จุลินทรียท่ี์สามารถเจริญบนอาหารท่ีไม่มีเกลือหรือท่ีมี                     
ความเขม้ขน้ของเกลือสูง 

 

 Halophiles  
  -Non halophile (<2% Salt) 
  -Slight halophiles (2.0-5.0% Salt) 
  -Moderate halophiles (5.0-15% Salt) 
  -Extreme halophile (15.0-30.0% Salt) 

Anwar & 
Chauhan 
(2012) 

แบคทีเรีย Halophiles 
  -Non halophilic (< 0.2 M salt)  
  -Slight halophile (0.2-0.5 M salt)  
  -Moderate halophile (0.5-2.5 M salt)  
  -Borderline extreme halophile (1.5-4.0 M salt)  
  -Extreme halophile (2.5-5.2 M)  
Halotolerant   
  -Non halophile (<0.2 M salt) และสามารถทนต่อเกลือสูง    
  -Extremely halotolerant (>2.5 M salt) 

Kushner 
(1978, 1985) 

ยสีต ์
 

Halophiles  
-ราท่ีสามารถเจริญที่ 1.5-3 M NaCl และแยกไดเ้ป็นประจ า 
  จากส่ิงแวดลอ้มท่ีมีความเคม็สูงกว่า 1.7 M  

Halotolerant 
  -ราท่ีสามารถเจริญที ่0-3 M NaCl 

Gunde-
Cimerman        

et al. (2005; 
2009) 
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ตารางท่ี 2-1  (ต่อ) 
 
ประเภท
จุลินทรีย ์

เกณฑก์ารเจริญท่ีใช ้ อา้งอิง 

ยสีต ์
 

Halophilic  
-ไม่เจริญบนอาหารท่ีไม่มีเกลือ 

Plemenitas     
et al. (2014) 

รา 
 

Halophiles 
  -Non-halophiles (<0.2 M หรือประมาณ 1% NaCl) 
  -Mild halophiles (0.2-0.5 M หรือประมาณ 1-3% NaCl) 
  -Moderate halophiles (0.5-2.5 M หรือประมาณ 3-15% NaCl)  
  -Borderline extreme halophiles (1.5-4.0 M หรือประมาณ  
   9%-23% NaCl) 
  -Extreme halophiles, (2.5-5.2 M หรือ ประมาณ 15-32% NaCl) 

Kushner 
(1993) 

Halophiles  
  -ไม่เจริญบนอาหารท่ีไม่มีเกลือ 
Halotolerant 
  -ราท่ีสามารถเจริญท่ีไม่มีเกลือถึงมีความเขม้ขน้ของเกลือสูง 
  -Highly halotolerant (เจริญมากกว่า 3 เซนติเมตร เม่ือเล้ียง 10 วนั   
    ในอาหาร 25% NaCl) 
  -Moderately halotolerant (เจริญระหว่าง 2-3 เซนติเมตร เม่ือเล้ียง                 

10 วนั ในอาหาร 25%NaCl) 
  -Weakly halotolerant (เจริญนอ้ยกว่า 2 เซนติเมตร เม่ือเล้ียง 10 วนั  
ในอาหาร 25%NaCl) 

Cantrell  
et al. (2006) 

Obligate halophile 
  -ราท่ีไม่เจริญบนอาหารท่ีไม่มีเกลือ  

Buchalo  
et al. (1998) 

Obligate halophiles 
   -ราท่ีไม่เจริญบนอาหารท่ีไม่มีเกลือ  

Gonsalves                
et al. (2012) 

Facultative halophiles 
   -ราท่ีเจริญเพ่ิมข้ึนเม่ือมีเกลือมากข้ึน 
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ตารางท่ี 2-1  (ต่อ) 
 
ประเภท
จุลินทรีย ์

เกณฑก์ารเจริญท่ีใช ้ อา้งอิง 

รา 
 

Obligate halophiles  
   -ราท่ีตอ้งการเกลือในการเจริญ ไม่เจริญบนอาหารท่ีไม่มีเกลือ  
     (>2% NaCl) 

Nayak  
et al. (2012) 

Facultative halophiles  
   -ราท่ีไม่ตอ้งการเกลือในการเจริญ สามารถเจริญไดบ้นอาหารท่ี 
     มีเกลือ 

Nayak  
et al. (2012) 

Obligate halophiles  
   -ราท่ีตอ้งการเกลือในการการเจริญ (2-15%) 
Facultative halophiles  
   -ราท่ีไม่ตอ้งการเกลือในการเจริญ และสามารถเจริญไดบ้นอาหาร  
     ท่ีมีเกลือความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

Nazareth  
et al. (2012) 

 
 2.2  ความหลากหลายของรานาเกลอืและราทนเคม็ 
 เน่ืองจากนาเกลือจดัเป็นสภาพแวดลอ้มสุดขีด (Extreme environment) ยากแก่การด ารงชีวิต 
ดงันั้นราหลายชนิดจึงตอ้งปรับตวัใหเ้ขา้กบัส่ิงแวดลอ้มดงักล่าว โดยราท่ีพบในนาเกลือมกัพบว่าเป็น
กลุ่ม Anamorphic fungi ซ่ึงเป็นช่วงชีวิตการสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศของรากลุ่ม Ascomycota  
มกัพบราในจีนัส Aspergillus และ Penicillium เช่น A. niger, A. sydowii, A. candidus และ           
P. chrysogenum (Gunde-Cimerman & Zalar, 2014) ราท่ีพบในนาเกลือส่วนใหญ่เป็นราท่ีสามารถ
งอกและเจริญเป็นเสน้ใยในสภาวะท่ีมีเกลือในกลุ่ม Facultative halophile เช่น A. candidus, A. flavus, 

P. chrysogenum และส่วนนอ้ยเป็นราในกลุ่ม Obligate halophile เช่น A. penicilioides และ A. unguis 
(Nayak et al., 2012; Nazareth  et al., 2012) ส าหรับประเทศไทยมีรายงานการแยกรา 17 ชนิด 
43 สายพนัธุ์จากดินนาเกลือ อ  าเภอบา้นแหลม จงัหวดัเพชรบุรี โดยพบราในจีนสั Aspergillus 4 ชนิด              
5 สายพนัธุ์ท่ีเป็นราชอบเกลือ คือ A. flavus, A. gracilis, A. penicillioides (2 สายพนัธุ)์ และ             
A. restrictus (Ali, Kanhayuwa, Rachdawong, & Rakshit, 2012) 
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3.  โรคพืช (Plant Disease) และราสาเหตุโรคพืช (Plant pathogenic fungi) 
  3.1  โรคพชื 
 โรคพืช หมายถึง ภาวะท่ีพืชผดิปกติ (Ravichandra, 2013) อาจเกิดจากส่ิงมีชีวิต เช่น รา 
แบคทีเรีย ไวรัส ไวรอยด ์ และส่ิงไม่มีชีวิต เช่น อุณหภูมิ ความช้ืน ความเขม้ของแสง มลภาวะ              
ธาตุอาหาร (Kennelly, Mara, Rivard, Miller, & Smith, 2012) โดยส่งผลใหก้ารท างานของระบบต่าง ๆ 
ในพืชเกิดความผดิปกติ ท าใหพ้ืชเปล่ียนแปลงไป (ชลิดา เล็กสมบูรณ์, 2557) ปัจจยัท่ีท าใหพ้ืชเป็นโรค
มี 3 ประการ คือ พืช สภาพแวดลอ้ม และเช้ือสาเหตุโรคพืช (Ravichandra, 2013)  
 3.2  ลักษณะอาการโรคพชืทีเ่กดิจากจลุินทรีย์  
 ลกัษณะอาการของโรค เป็นการท่ีพืชตอบสนองต่อเช้ือโรค อาการของโรคสามารถพบได้
บนส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น ราก ล  าตน้ ก่ิงกา้น ใบ ดอก ผล เมลด็ ซ่ึงมีลกัษณะอาการของโรคหลาย
ประเภท แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ อาการภายใน (Internal symptoms) และอาการภายนอก (External 
symptoms) ลกัษณะอาการโรคพืชอาจพบไดห้ลายลกัษณะ เน่ืองจากมีหลายสาเหตุ เช่น การเจริญเติบโต
ผดิปกติ โดยอาจพบว่าพืชมีการเจริญเติบโตลดลงหรือชา้ลง หรือมขีนาดและรูปร่างผิดปกติ หรือ
กลุ่มท่ีพบว่าเน้ือเยื่อถูกท าลาย เช่น เน้ือเยื่อตาย เป็นจุดแผล เห่ียว เน่า รวมถึงลกัษณะอ่ืน ๆ เช่น 
เหลืองและด่าง สีผดิปกติ นอกจากน้ีบางคร้ังพืชท่ีเป็นโรคยงัแสดงออกให้เห็นส่วนของเช้ือรา เช่น 
Sclerotium, Stroma หรือ Mycelium ปรากฏบริเวณแผล โดยปรากฏใหเ้ห็นอยูร่วมกนัเป็นกลุ่มบริเวณ
ส่วนต่าง ๆ ของพืช (ชลิดา เลก็สมบูรณ์, 2557; Ravichandra, 2013) (ตารางท่ี 2-2)  
 3.3  ราสาเหตุโรคพชื 
 ราจดัเป็นสาเหตุส าคญัของโรคพืช ซ่ึงสร้างความเสียหายต่อพชืและยงัส่งผลใหเ้กิดการสูญเสีย
ทางเศรษฐกิจเป็นมูลค่ามหาศาล (Horbach et al., 2011) ราสาเหตุโรคพืช 10 อนัดบัตน้ ๆ  ท่ีมรีายงาน
ทัว่โลกไดแ้ก่ Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia spp., Fusarium graminearum,            
F. oxysporum, Blumeria graminis, Mycosphaerella graminicola, Colletotrichum spp., Ustilago maydis, 
Melampsora lini ตามล าดบั (Dean et al., 2012) 
 ราสาเหตุโรคพืชท่ีท าการศึกษา Colletotrichum capsici และ C. gloeosporioides เป็นรา
สาเหตุโรคพืชท่ีพบบ่อยใน 10 อนัดบัแรก (Dean et al., 2012) Colletotrichum ซ่ึงเป็นราสาเหตุ           
โรคแอนแทรกโนส อาการจุด อาการไหมใ้นพืช ผกั ผลไม ้อีกทั้งยงัก่อโรคทั้งก่อนและหลงัการเก็บเก่ียว  
Colletotrichum เป็นราท่ีสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ (Asexual) ในกลุ่ม Anamorphic เป็น Coelomycetes 
ท่ีสร้างโคนิเดียใน Acervuli การก่อโรคของ Colletotrichum ข้ึนอยูก่บัสายพนัธุพื์ช (Dean et al., 
2012) ประเทศไทยมีรายงานการพบพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทยหลายชนิดท่ีเป็น 



 
 

16 

ตารางท่ี 2-2  อาการและสาเหตุโรคพืชท่ีเกิดจากจุลินทรียป์ระเภทต่าง ๆ 
 

อาการของโรค 
สาเหตุโรค 

แบคทีเรีย รา ไวรัส 
อาการเหลือง (Chlorosis, Yellow) +   
อาการด่าง (Mosaic, Mottle)   + 
อาการจุด (Spot) + + + 
อาการขีดและแถบ (Streak, Stripe) + +  
อาการไหม ้(Blight) + +  
อาการใบเป็นกระจุก (Rosette)   + 
อาการเห่ียว (Wilt) + +  
อาการแคระแกร็น (Stunt, Dwarf)  + + 
อาการบวมโต (Gall, Tumour, Knot) + +  
อาการรูปร่างผดิปกติ (Malformation)   + 
อาการเน่า (Rot) + +  
อาการเน่าระดบัดิน (Damping off)  +  
อาการรากและโคนเน่า (Root and Stem rot)  +  
แอนแทรกโนส (Anthracnose)  +  

 
โรคแอนแทรกโนสท่ีเกิดจากรา C. gloeosporioides เช่น มะละกอ (Tongpin, Pongpisutta, & 
Rattanakreetakul, 2012) พริกช้ีฟ้า (อรุณ ชาญชยัเชาวว์ิวฒัน์ และ จุรีมาศ วงศศ์รีรัตน,์ 2552) มะม่วง 
(องัสุมา ชยสมบติั, 2533) และ C. capsici ท่ีพบในผลพริก (Montri, Taylor, & Mongkolporn, 2009; 
Than, Jeewon, Hyde, Pongsupasamit, Mongkolpornde, & Taylor, 2008a, Than et al., 2008b) 
 

4.  การควบคุมราโรคพืชโดยชีววธีิ 
  การควบคุมโรคพชืโดยชีววิธีเป็นการควบคุมโรคพืชโดยใชป้ฏิสมัพนัธร์ะหว่างส่ิงมีชีวิต 
มี 3 ประเภท คือ การเป็นปฏิปักษท์างตรง (Direct antagonism) การเป็นปฏิปักษผ์สมแบบทางตรงและ
ทางออ้ม (Mixed-path antagonism) และการเป็นปฏิปักษท์างออ้ม (Indirect antagonism) (Pal & Gardener, 
2006) ทั้งหมดมีการใชก้ลไกต่าง ๆ แตกต่างกนัออกไป 7 รูปแบบ ดงัตารางท่ี 2-3 ขณะท่ี Porter (1924) 
และ Dickinson and Boardman (1971) รายงานการศกึษาไว ้4 รูปแบบ คือ Mutually intermingling growth, 
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Intermingling, Mutual slight inhibition และ Mutual inhibition at a distance โดยรวมกลไกท่ี 2-5 
เป็น Antibiosis 
 
ตารางท่ี 2-3  ประเภทและกลไกการควบคุมโรคพืชโดยชีววถีิ (Pal & Gardener, 2006) 
 

Type Mechanism 
Direct antagonism Hyperparasitism/predation 
Mixed-path antagonism 
  
  
  

Antibiotics 
Lytic enzymes 
Unregulated waste products 
Physical/chemical 
interference 

Indirect antagonism 
  

Competition 
Induction of  host resistance 

 
  4.1  การเป็นปรสิตและการล่าเหยือ่ (Hyperparasites and predation)  
  การเป็นปรสิต คือ การท่ีราปฏิปักษ์เขา้ไปฆ่าหรือท าลายราสาเหตุโรคพืช โดยการสร้าง
เส้นใยรัดหรือแทรกเส้นใยเขา้ไปในราสาเหตุโรคพืช และใชอ้าหารจากภายในเสน้ใยของราสาเหตุ          
โรคพืช ส่งผลให้กิจกรรมดา้นการเจริญของเสน้ใยของราสาเหตุโรคพืชลดลง เช่น Thichoderma 
เป็นราปรสิตท่ีมีความสามารถในการแทรกเสน้ใยเขา้ไปในเสน้ใยของรา Pythium ราสาเหตุโรคเน่า 
กลา้เน่า โคนเน่า ยอดเน่า ของพืชผกั (Kaewchai, 2012) 
  4.2  การสร้างสารปฏิชีวนะ (Antibiotics) 
 การสร้างสารปฏิชีวนะเป็นกลไกการควบคุมโรคพืชโดยสร้างสารออกมายบัย ั้ง คือ การท่ีรา
ปฏิปักษใ์ชค้วามสามารถในการผลิตหรือหลัง่สารท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งการเจริญ หรือท าลายราสาเหตุ
โรคพืช เช่น สารพิษ หรือสารปฏิชีวนะ (Pal & Gardener, 2006) ตวัอยา่งราท่ีสร้างสารปฏิชีวนะ
ยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช เช่น Trichoderma virens สร้างสาร Gliotoxin ยบัย ั้งโรคโคนเน่า (Damping-off 
diseases) ท่ีเกิดจากรา Rhizoctonia solani (Wilhite, Lunsden, & Strancy, 2001) 
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 4.3  การสร้างเอนไซม์ย่อยสลาย (Lytic enzymes) 
  การสร้างเอนไซมย์อ่ยสลายเป็นกลไกการควบคุมโรคพืชโดยเช้ือปฏิปักษผ์ลิตเอนไซมอ์อกมา
ย่อยสลาย ตวัอย่างเช่น Trichoderma spp. สามารถผลิตเอนไซมย์อ่ยสลายหลายชนิดประกอบดว้ย 
Chitinase, B-1, 3-Glucanase และ Protease เอนไซมเ์หล่าน้ีสามารถย่อยสลายผนังเซลลแ์ละยบัย ั้ง           
การงอกของสปอร์ราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด (Viterbo,  Ramot,  Chernin, & Chet, 2002) 
  4.4  การสร้างของเสีย (Unregulated waste products) 
  การสร้างของเสียเป็นกลไกการควบคุมโรคพืชโดยเช้ือปฏิปักษ์ผลิตของเสียประเภท               
สารระเหย เช่น Ammonia, Carbon dioxide, Hydrogen cyanide ท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
(Pal & Gardener, 2006) เช่น Hydrogen cyanide มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเกิดโรคจุดด า (Black rot) 
ในใบยาสูบซ่ึงมีสาเหตุจากรา Thielaviopsis basicol (Voisard, Keel, Haas, & Defago, 1989) และ
สารระเหย เช่น Ammonia สามารถยบัย ั้ง Pythium ultimum ท่ีท าใหเ้กิดโรคโคนฝ้ายเน่า (Howell, 
Beier, & Stipanovic, 1988) 
   4.5  การรบกวนทางกายภาพและทางเคมี (Physical/Chemical interference) 
   การรบกวนทางกายภาพและทางเคมี เป็นการท่ีเช้ือปฏิปักษ์สร้างสารท่ีท าให้ลกัษณะ              
ทางภายภาพหรือทางเคมีให้ไม่เหมาะกบัราสาเหตุโรคพืช ตวัอยา่งเช่น Pseudomonas fluorescens 
ผลิตสารปฏิชีวนะ 2,4-Diacetylphloroglucinol (Weller, Raaijmakers, McSpadden Gardener, & 
Thomashow, 2002) ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุโรคพืชท่ีพบในดิน เช่น Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici, F. oxysporum f. sp. lini, Pythium debaryanum (Keel et al., 1992) 
 4.6  การแข่งขัน (Competition) 
 การแข่งขนัเป็นการท่ีเช้ือราปฏิปักษแ์ละราสาเหตุโรคพืชมีความตอ้งการอาหารและท่ีอยู่          
ท่ีมีจ  ากดัเหมือนกนั จึงท าใหเ้กิดการแข่งขนัเพ่ือแยง่อาหารและครอบครองพ้ืนท่ี (Viterbo et al., 2002) 
คือ การท่ีราปฏิปักษค์รอบครองพ้ืนท่ีไดดี้กว่า ท าใหเ้ช้ือราสาเหตุโรคพืชไม่สามารถเจริญหรืออาศยัอยู่
ในบริเวณท่ีมีเช้ือปฏิปักษ ์(Sumeet & Mukerji, 2000)  
  4.7  การชักน าให้เกดิความต้านโรค (Induction of host resistance) 
  การชกัน าใหพ้ืชเกิดความตา้นทานต่อราสาเหตุโรคพืช เป็นกลไกการต่อตา้นการเกิดโรคของ
พืชเอง และเกิดอยา่งซบัซอ้น (Harman, Howell, Vitarbo, Chet, & Lorito, 2004) การเกิดการตา้นทาน
ของพืชอาจเกิดเฉพาะท่ีหรือเกิดทัว่ทั้งตน้ ข้ึนอยูก่บัชนิด แหล่ง และปริมาณของส่ิงกระตุน้  (Pal & 
Gardener, 2006) พืชมีการตา้นทานต่อส่ิงเร้าท่ีหลากหลาย ทั้งทางกายภาพ ทางเคมี และชีวภาพ เช่น 
แรงโนม้ถ่วง แสง อุณหภูมิ ความเครียด น ้า สารอาหาร และจุลินทรีย ์ซ่ึงส่ิงเหล่าน้ีเป็นปัจจยัท่ีใหพื้ช
มีการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีใหมี้ความตา้นทานต่อเช้ือก่อโรคมากข้ึน ตวัอยา่งเช่น Trichoderma sp. 
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เป็นตวัอยา่งราท่ีทราบกนักวา้งขวางว่าสามารถเหน่ียวน าใหพ้ืชมีความตา้นทานต่อโรค (Haas & Defago 
2005; Harman et al., 2004)  
  การศึกษาปฏิสมัพนัธข์องรา 2 ชนิดในห้องปฏิบติัการ ท าไดโ้ดยการเล้ียงราร่วมกนับน
อาหารเล้ียงเช้ือ (Dual culture) แลว้สังเกตรูปแบบการเจริญของราแต่ละชนิด Porter (1924) และ 
Dickinson and Boardman (1971) รายงานการศึกษาไว ้4 รูปแบบ (ภาพท่ี 2-1) คือ  
   1.  Mutually intermingling growth คือ ราทั้ง 2 สายพนัธุส์ามารถเจริญร่วมกนัโดยไม่มี
ปฏิสมัพนัธก์นั ไม่แสดงลกัษณะเปล่ียนไปจากเดิม 
   2. Intermingling ราเจริญครอบคลุมราอีกสายพนัธุท์ั้งดา้นบนและดา้นล่างของโคโลนี 
ราและเจริญไดดี้กว่าจนท าใหร้าอีกชนิดหยดุการเจริญ  
   3.  Mutual slight inhibition ระยะยบัย ั้งระหว่างกนัเลก็นอ้ย มีระยะระหว่างรา 2 ชนิด
เกือบติดต่อกนัและมองเห็นไมช่ดัเจน มีระยะยบัย ั้งแคบ ระหว่างกนั 0.1-2 มิลลิเมตร  
   4.  Mutual inhibition at a distance ระยะยบัย ั้งระหว่างกนัมากกว่า 2 มิลลิเมตร 
 

 
 

ภาพท่ี 2-1  รูปแบบปฏิสมัพนัธข์องโคโลนีรา (Porter, 1924; Dickinson & Boardman, 1971) 
 

5.  จุลินทรีย์ที่ใช้ทดสอบ 
  5.1  ราสาเหตุโรคแอนแทรกโนส Colletotrichum capsici และ C. gloeosporiodes 
  Colletotrichum capsici เป็นราสาเหตุโรคแอนแทรกโนสในผลพริก (Chilli fruit) โดยสร้าง
แผลบนพริกเป็นรูปรีถึงกลมขนาด 750-1500 ไมโครเมตร ราสร้าง Acervuli รูปทรงไข่และทรงกลม          
สีน ้ าตาลถึงด า ขนาดประมาณ 85-200 ไมโครเมตร หนาแน่นบนรอยแผลหรือบนผวิดา้นนอกของ
ผลพริก ดว้ยสปอร์สีเทา มี Setae ขนาด 90-140 x 4-7 ไมโครเมตร มี 1-5 ผนงักั้น สีน ้ าตาล มีลกัษณะ
ผนงัเรียบ แข็ง ปลายเรียว โคนิดิโอฟอร์แบบเด่ียว ไม่มีสีถึงน ้ าตาลใส ทรงกระบอก ขนาดประมาณ 
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16-26 x 3-4 ไมโครเมตร โคนิเดียเป็นเซลลเ์ด่ียว ผนงัเรียบ ไม่มีสี ลกัษณะโคง้ปลายเรียวทั้งสองขา้ง
หรือรูปกระสวยมีขนาดประมาณ 16-25 x 3-4 ไมโครเมตร (Shenoy et al., 2007)  
  โคโลนีบน Potato dextrose agar (PDA) เร่ิมแรกมีสีขาว ต่อมากลายเป็นสีเทาถึงเขียวเมื่อ
มีอายุมากข้ึน มีขนาดประมาณ 85 มิลลิเมตร เม่ือเล้ียง 10 วนั เสน้ใยฟูสีขาวถึงเทา Acervuli               
สีน ้ าตาลเขม้ถึงด า โคนิดิโอฟอร์แบบเด่ียว ไม่มีสี ทรงกระบอก อยูบ่น Phialide มีผนงักั้น แตกแขนง
เป็นบางคร้ัง ปลายยอดเรียว ขนาดประมาณ 20 x 3 ไมโครเมตร โคนิเดียมีสีขาว เป็นเซลลเ์ด่ียว 
ผนงัเรียบ ไม่มีสี โคง้ ผนงัเซลลไ์ม่มีสี ปลายทั้งสองขา้งเรียว ขนาดประมาณ 16-22 x 4 ไมโครเมตร 
Appressorium สีน ้ าตาลเขม้ ทรงกลมหรือรูปไข่ ผนงัเรียบ มีขนาดประมาณ 8-30 x 5-10 ไมโครเมตร 
เส้นใยไม่มีสี แตกแขนง มีผนังกั้น บางคร้ังพฒันาเป็นโครงสร้าง Chlamydospore ท่ีซบัซ้อน 
(Shenoy et al., 2007)  
  Colletotrichum gloeosporiodes เป็นราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในผกัผลไมห้ลายชนิด 
โคโลนีบนอาหาร PDA มีขนาดประมาณ 25-35 มิลลิเมตร เม่ือเล้ียง 10 วนั เส้นใยสีขาว ฟูคลา้ย
ล  าลี มี Acervuli รูปร่างคลา้ยจานหรือเบาะ ท่ีม ีSetae บริเวณ โคนิเดียมขีนาด 17-18.5 x 4-5 ไมโครเมตร 
ทรงกระบอก ปลายทั้งสองขา้งเรียว (Weir, Johnston, & Damm, 2012) 
 5.2  รายละเอียดเกีย่วกบัยสีต์ทดสอบ 
  Candida albicans มีลกัษณะโคโลนี กลม ทึบแสง สีขาวครีม สามารถเจริญไดใ้นอุณหภูมิ  
25 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นยสีตท่ี์มีรูปร่างหลายรูปแบบตั้งแต่ยสีตเ์ซลลเ์ด่ียว (Unicellular yeast) 
ถึงเสน้ใยแทจ้ริง (True hyphae) ข้ึนกบัระยะเวลาของการเจริญ อาหาร และสภาวะแวดลอ้ม รูปแบบ
ยีสต์มีลกัษณะเซลลรู์ปกลมถึงรูปรี ขนาดประมาณ 3.5-6 x 6-10 ไมโครเมตร สืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ 
(Asexual Reproduction) โดยการแตกหน่อ (Budding) และอาจสร้าง Pseudomycelium โดยการแตก
หน่อติด ๆ กนัยาวออกเป็นเสน้ รูปแบบเสน้ใยเกิดจากการงอกของ Germ tube จากเซลลย์ีสต ์เมื่อ Germ 
tube งอกยาวออกไปเร่ือย ๆ จะเกิดผนงักั้นเซลล ์ ซ่ึงมีความยาวไม่จ  ากดั ไขวส้ายรากนัไปมา เกิดเป็น
กลุ่มสายรา ซ่ึงสายรามีความกวา้งประมาณ 2-10 ไมโครเมตร (Sudbery, Gow, & Berman, 2004) 
  C. albicans ท าใหเ้กิดโรค Candidiasis ในมนุษย ์ ซ่ึงเกิดตามผวิหนงั เลบ็ เยือ่บุช่องปาก            
ช่องคลอด ทางเดินอาหาร เยือ่บุหวัใจ และสมอง โรคน้ีพบไดใ้นทุกวยั พบมากในเด็กอ่อน คนอว้น 
ผูสู้งอาย ุหญิงตั้งครรภ ์เบาหวาน คนท่ีกินยาปฏิชีวนะนาน ๆ  และคนท่ีเป็นโรคเอดส์ 
 5.3  แบคทีเรียทดสอบ 
   Escherichia coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ลกัษณะเซลลรู์ปท่อน ขนาด 0.3-1.0 x 1.6 
ไมโครเมตร ไม่สร้างสปอร์ สร้างกรดและก๊าซจากการหมกัน ้ าตาล Lactose ใหผ้ล IMViC ++-- คือ 
การทดสอบ Indole สามารถสร้าง Indole จาก Tryptophan การทดสอบ Methyl red สามารถสร้างกรด
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จากการหมกัย่อย Glucose การทดสอบ Voges Proskauer ไม่สร้างสาร Acetyl methyl carbinol            
ในอาหาร Glucose-peptone และการทดสอบ Citrate ไม่สามารถใช ้ Citrate เป็นแหล่งคาร์บอน 
นอกจากน้ียงัไม่ผลิตก๊าซ Hydrogen sulfide ไม่ผลิต Urease และ Phenylalanine deaminase ผลิต
เอนไซม ์Lysine decarboxylase 
 E. coli สามารถก่อโรคได ้3 กลุ่มหลกั คือ อุจจาระร่วง การติดเช้ือท่ีระบบทางเดินปัสสาวะ
และก่อโรคเยือ่หุม้สมองอกัเสบในทารกแรกคลอด กลุ่มอุจจาระร่วง เช่น ก่อโรคกระเพาะอาหารและ
ล าไสอ้กัเสบ กลุ่มการติดเช้ือท่ีระบบทางเดินปัสสาวะ เช่น กระเพาะปัสสาวะอกัเสบ ไตอกัเสบ กรวยไต
อกัเสบ และปัสสาวะล าบาก นอกจากน้ียงัก่อโรคในไดใ้นระบบอ่ืน ๆ ทุกระบบในร่างกาย รวมถึง
ก่อโรคติดเช้ือในโรงพยาบาล ไดแ้ก่ โลหิตเป็นพิษ ไสต่ิ้งอกัเสบ เยือ่บุช่องทอ้งอกัเสบ การติดเช้ือ              
ท่ีถุงน ้ าดี ปอดบวม และล้ินหวัใจอกัเสบ  
 E. coli ATCC 25922 Serotype O6 Biotype1 มีคุณสมบติั คือ ไม่ผลิต Verotoxin คือ ไม่ท า
ใหเ้กิดความเสียหายแก่เยือ่บุของล าไส ้ สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจน (Aerobic) 
  Pseudomonas aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างท่อน เคล่ือนท่ีไดโ้ดยใชแ้ฟลกเจลลา 
1 เสน้ ขนาดเซลลป์ระมาณขนาด 0.5-1 x 1.5-5.0 ไมโครเมตร สามารถสร้างเมือกภายนอกเซลล ์(Serface 
slime) คลา้ยแคปซูล เจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เจริญชา้ในสภาพแวดลอ้มท่ีมีอาหารนอ้ยและ
ไม่มีก๊าซออกซิเจน (Anaerobic) สามารถใช ้Nitrate เป็นตวัรับอิเลก็ตรอนตวัสุดทา้ยแทนออกซิเจน 
เจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเอนไซม ์ Oxidase และรงควตัถุเรืองแสง
ชนิด Pyoverdin ท่ีมีคุณสมบติัละลายน ้ าไดแ้ละเรืองแสงสีเขียวเหลือง เมื่อส่องดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต
ท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร  
  P. aeruginosa เป็นเช้ือก่อโรคฉวยโอกาส สามารถท าให้เกิดโรคไดใ้นหลายระบบของ
ร่างกาย เช่น หวัใจและกระแสเลือด ก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือในกระแสเลือด ติดเช้ือในส่วนกระดูกและ         
ขอ้ต่อ เกิดจากการแพร่กระจายของเช้ือมาจากเน้ือเยือ่อ่ืนหรือการติดเช้ือในระบบประสาทส่วนกลาง 
เช่น โรคเยือ่หุ้มสมองอกัเสบ การติดเช้ือในส่วนตาและหู หากติดเช้ือในหูผูสู้งอายกุ่อให้เกิดอาการ 
ท่ีมีความรุนแรง ซ่ึงน าไปสู่ปัญหาดา้นการไดย้นิ ใบหนา้เป็นอมัพาต หรือเสียชีวิต ส่วนการติดเช้ือท่ีตา         
มกัเกิดจากการไดรั้บบาดเจ็บ ซ่ึงท าใหเ้กิดรอยแผลเป็นท่ีกระจกตาและท าใหต้าบอดในท่ีสุด ระบบ
ทางเดินปัสสาวะมกัเกิดจากการใชเ้คร่ืองมือทางการแพทยห์รือการผา่ตดั การติดเช้ือในระบบทางเดิน
หายใจมกัพบท่ีปอดท าใหเ้กิดโรคปอดเร้ือรัง 
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  P. aeruginosa ATCC 27853 ด้ือต่อยาปฏิชีวนะ Penicillin, Ampicillin, Safalotin, Cefoxitin, 
Tetracycline, Sulfonamides, Chloramphenicol และด้ือต่อยากลุ่ม Aminoglycoside ไดแ้ก่ Streptomycin 
และ Kanamycin  
  Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว เป็นคู่ ส่ีเซลล ์
อาจเรียงต่อกนัเป็นโซ่สั้น ๆ หรือเป็นกลุ่มแบบพวงองุ่น ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ ไม่สร้าง
สปอร์ สร้างแคปซูลไดแ้ต่พบไดน้้อยมาก สามารถสร้างเอนไซม ์ Catalase สร้างกรดจากน ้ าตาล 
Glucose เป็นแบคทีเรียท่ีมีความทนทานท่ีสุดในจ าพวกแบคทีเรียไม่สร้างสปอร์ เน่ืองจากทนความ
แห้งแลง้ไดดี้และยงัทนต่อความเขม้ขน้ของเกลือท่ีสูงได้ สามารถเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีมีความ
เขม้ขน้ของเกลือสูงร้อยละ 7.5-10.0  
  S. aureus เป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินในร่างกายมนุษย ์สามารถท าให้เกิดโรคไดห้ลายบริเวณ 
เช่นบริเวณผวิหนงัและบาดแผล ท าใหเ้กิดฝี หนอง อาหารเป็นพิษ ปอดบวม ติดเช้ือในกระแสโลหิต            
ไขกระดูกและไขขอ้อกัเสบ กลุ่มอาการช็อกจากสารพิษ การติดเช้ือบริเวณแผลผา่ตดั และสามารถ          
สร้างสารพิษ Enterotoxin ซ่ึงแบ่งออกเป็น 8 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด A, B, C1, C2, C3, D, E และ H สารพิษน้ี
มีคุณสมบติัพิเศษ คือ ทนต่อความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และยงัทนกรดใน
กระเพาะอาหาร สารเหล่าน้ี ท าใหเ้กิดอาการคล่ืนไส ้อาเจียน ปวดทอ้ง ทอ้งเดิน และอาจช็อกได ้
  Salmonella Typhimurium เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง มีขนาดเซลล์ 0.7-1.5 x 2-5 
ไมโครเมตร ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างแคปซูล เคล่ือนท่ีไดด้ว้ยแฟลกเจลลา ท่ียาวและมีอยูร่อบเซลล ์
เจริญไดดี้ในช่วงความเป็นกรดด่าง 4.5-9.0 ทนต่ออุณหภูมิต ่า สร้างก๊าซจากการหมกัย่อยน ้ าตาล 
Glucose, Arabinose, Dulcitol, Rhamnose และ Acetate ไม่หมกัย่อยน ้าตาล Lactose สร้างก๊าซ 
Hydrogen sulfide (H2S) เลก็นอ้ยในอาหารเล้ียงเช้ือ Triple sugar iron agar (TSI) ใหผ้ลลบต่อการ
ทดสอบ Citrate, Urease, Ornithine และ Decarboxylase 
  S. Typhimurium ก่อใหเ้กิดโรคไขไ้ทฟอยด ์ (Typhoid fever) และ Salmonellosis ในมนุษย ์
โดยเช้ือสามารถเกาะติดกบัเยือ่บุผนงัเซลลล์  าไสไ้ดดี้ เน่ืองจากม ีO-antigen และ VI-antigen ยงัท าให้
สามารถบุกรุกเขา้สู่เซลลไ์ด ้มีคุณสมบติัทนต่อกรด เช้ือสามารถสร้าง Enterotoxin และ Exotoxin 
เช้ือสามารถอาศยัในเม็ดเลือดขาว ท าให้เช้ือสามารถแบ่งตวัและเพ่ิมจ านวนได ้โรค Salmonellosis 
ท่ีเกิดในมนุษยมี์ 3 กลุ่มอาการ คือ โรคกระเพาะอาหารและล าไสอ้กัเสบ Enteric fever และโลหิต
เป็นพิษ 
  Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน สร้างสปอร์รูปไข่ขนาดเลก็อยู่
บริเวณกลางเซลล ์เซลลม์ีความยาวมากกว่า 0.9 ไมโครเมตร เรียงตวัเป็นสายยาว เจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนและสร้างสารพิษ เมื่ออยู่ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนน้อย อุณหภูมิสูงสุดท่ีเช้ือเจริญได ้ คือ 
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55 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิต ่าสุดท่ีเช้ือเจริญได ้คือ 4 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเหมาะสมท่ีเช้ือเจริญ
อยูช่่วงในระหว่าง 30-37 องศาเซลเซียส pH ท่ีเหมาะสมอยูร่ะหว่าง 6-7 และ ปริมาณน ้ าท่ีจุลินทรีย์
สามารถน าไปใชไ้ด ้คือ 0.92 
  B. cereus เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ (Food poisoning) เกิดจากการบริโภคสารพิษ   
2 ชนิดท่ีเช้ือสร้าง คือ Emetic toxin ท าใหอ้าเจียน (Emetic syndrome) และ Entero toxin ท าใหเ้กิด
อาการอุจจาระร่วง (Diarrhea) เช้ือสามารถสร้าง Hemolysin ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายเมด็เลือดแดง เอนไซม์
Lacithinase, Protease และ Dnase ท าหนา้ท่ีท าลาย Lecithin โปรตีน และ DNA ของเซลล ์เอนไซม ์
Penicillinase สามารถท าลายวงแหวน Lactams ของยาในกลุ่ม Penicillin ท าใหเ้ช้ือด้ือต่อยาในกลุ่ม 
Penicillin และ Cephalosporin ได ้

  

6.  สารต้านจุลชีพและผลิตภณัฑ์ชีวภาพ (Microbial agent and natural products)  
  6.1  สารต้านจลุชีพ  
  สารตา้นจุลชีพ เป็นสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งหรือท าลายจุลินทรีย ์จดัเป็นสาร
ออกฤทธ์ิชีวภาพซ่ึงอาจไดจ้ากจุลินทรีย ์ ไดแ้ก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา นอกจากสารตา้นแบคทีเรีย            
สารออกฤทธ์ิชีวภาพยงัสามารถใชเ้ป็นสารตา้นรา ตา้นไวรัส สารตา้นมาลาเรีย และสารตา้นมะเร็ง 
(Huang, Wang, Li, Zheng, & Su, 2001) การออกฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิชีวภาพพบได ้ 2 ลกัษณะคือ 
ออกฤทธ์ิกวา้ง (Broad spectrum) และออกฤทธ์ิแคบ (Narrow-spectrum) การออกฤทธ์ิกวา้ง หมายถึง 
สารตา้นจุลินทรียส์ามารถยบัย ั้งหรือท าลายจุลินทรียห์ลายกลุ่ม ขณะท่ีการออกฤทธ์ิแคบ หมายถึง
สารตา้นจุลินทรียมี์ฤทธ์ิยบัย ั้งหรือท าลายจุลินทรียก์ลุ่มใดกลุ่มหน่ึงหรือจุลินทรียบ์างสายพนัธุเ์ท่านั้น 
(Palmer, Pett, & Akl, 1995) 
 6.2  ผลิตภัณฑ์ชีวภาพ 
   ผลิตภณัฑชี์วภาพ คือ ผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติ สารเคมี สารท่ีผลิตโดยส่ิงมีชีวิต (Sarker, 
Latif, & Gray, 2006) เป็นสารทุติยภูมิ (Secondary metabolites) หรือสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก 
(Molecular weight <2000 Atomic mass unit, amu) (Cannell, 1998) มีรายงานการผลิตผลิตภณัฑ์
ชีวภาพโดยจุลินทรียห์ลากหลายประเภท ไดแ้ก่  
   สารลดแรงตึงผวิ (Surfactant) คือ เป็นสารประกอบท่ีมีคุณสมบติัท าให้แรงตึงผวิของ
ของเหลวลดลง ช่วยให้การกระจายตวัของของเหลวเพ่ิมข้ึน และช่วยลดแรงตึงผวิระหว่างของเหลว
สองชนิดหรือระหว่างของเหลวกบัของแข็งสารลดแรงตึงผวิเป็น Amphiphilic molecules ซ่ึงโมเลกุล
ประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีมีขั้ว (Hydrophilic) หรือส่วนหวัท่ีชอบน ้ า และไม่มีขั้ว (Hydrophobic) 
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หรือส่วนหางท่ีไม่ชอบน ้ า (Rangel-Yagui, Pessoa Jr, & Tavares, 2005; Pacwa-Pociniczak et al., 2011) 
ดงัภาพท่ี 2-2 
 

 
 

ภาพท่ี 2-2  สารลดแรงตึงผวิโมเลกุลเด่ียว (Monomer) (Rangel-Yagui et al., 2005) 
 
 สารลดแรงตึงสามารถแบ่งตามลกัษณะประจุไฟฟ้า (Electrical charge) ออกเป็น 4 ประเภท
ดงัน้ี  
    1.  Anionic surfactant  เป็นสารท่ีเมื่อละลายน ้าแลว้แตกตวัและส่วนหัวมีประจุลบ 
คุณสมบติั คือ มีฟองมาก  และละลายน ้ าไดดี้                 
    2.  Cationic surfactant สารกลุ่มน้ีเม่ือละลายน ้ าแลว้ส่วนหัวมีประจุบวก คุณสมบติั 
ไม่มีฟองและสามารถเกาะพ้ืนผวิไดดี้  
    3.  Nonionic surfactant  สารกลุ่มน้ีเม่ือละลายน ้ าแลว้ไม่แตกตวัจึงไม่มีประจุ คุณสมบติั 
ของสารกลุ่มน้ีแตกต่างกนัไป ตั้งแต่ละลายน ้ าไดจ้นไม่ละลายน ้ า ซ่ึงมีการใชง้านท่ีแตกต่างกนัออกไป 
คุณสมบติัฟองนอ้ย และมกัใชคู่้กบั Anionic surfactant  อ่ืน ๆ  
  4.  Amphoteric surfactant (Zwitterionics) สารกลุ่มน้ีมีทั้งประจุบวกและลบอยูใ่นโมเลกุล
เดียวกนั เม่ือละลายน ้ าแสดงประจุใดข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้ม ถา้สภาพแวดลอ้มเป็นกรดแสดงประจุ
บวก สภาพแวดลอ้มเป็นด่างแสดงประจุลบ คุณสมบติัหลกัของสารกลุ่มน้ี คือ ทนน ้ ากระดา้งป้องกนั
ไฟฟ้าสถิต ใหค้วามนุ่มได ้ 
   ตวัอยา่งสารลดแรงตึงผวิ เช่น Sodium dodecyl sulfate (SDS), Dodecyltrimethyl-ammonium 
bromide (DTAB), n -Dodecyl tetra (Ethylene oxide) (C 12 E4 ) และ Dioctanoyl phosphatidylcholine           
(C8 -lecithin) ซ่ึงเป็น Anionic cationic nonionic และ Zwitterionic ตามล าดบั (Rangel-Yagui et al., 
2005) (ภาพท่ี 2-3) 
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ภาพท่ี 2-3  สารลดแรงตึงผวิ I-anionic (SDS), II-cationic (CTAB), III- nonionic (C12 E4) และ VI-    
                   zwitterionic (C8 -lecithin) (Rangel-Yagui et al., 2005) 
 
  สารตา้นอนุมูลอิสระหรือสารตา้นออกซิเดชนั คือ สารท่ีท าหน้าท่ีต่อตา้น ชะลอ ยบัย ั้ง           
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั หรือสารท่ีสามารถขจดัอนุมูลอิสระ (Free radical)  ซ่ึงเป็นสาเหตุของ
การเกิดอนุมูลอิสระ (Brewer, 2011; Lu, Lin, Yao, & Chen, 2010) อนุมูลอิสระ คือ สารหรือโมเลกุลท่ีมี
อิเลก็ตรอนเด่ียว (Unpaired electron) ในวงอิเลก็ตรอนวงนอกสุด (Outer orbital) อยูใ่นวงโคจรของ
โมเลกุล มีสภาวะไม่เสถียรจึงจ าเป็นตอ้งหาอิเลก็ตรอนจากสารอ่ืนมาทดแทน และท าใหส้ารท่ีถูกดึง
อิเล็กตรอนไปอยู่ในสภาวะไม่เสถียร จึงจ  าเป็นตอ้งหาอิเล็กตรอนจากสารอ่ืนมาทดแทนเพื่อใหมี้
ความเสถียรเช่นกนั การเกิดอนุมูลอิสระจึงเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ไปเร่ือย ๆ สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถ
แบ่งตามกลไกไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ ป้องกนัการเกิดอนุมูลอิสระ (Preventive antioxidant) ท าลายหรือ
ยบัย ั้งอนุมูลอิสระ (Scavenging antioxidant) และท าให้ลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระส้ินสุดลง (Chain 
breaking antioxidant) ตวัอย่างสารตา้นอนุมูลอิสระไดแ้ก่ Ascorbic acid (Vitamin C), Tocotrienols 
(Vitamin E), Beta-carotene, Ubiquinone, Uric acid, Bilirubin, Albumin, Sulfhydryl groups ในกรด 
Amino Cysteine ซ่ึงมีอยูใ่นโปรตีน, (Valko, Rhodes, Moncol, Izakovic, & Mazur, 2006)  
 

7.  หลักการทดสอบต่าง ๆ ที่ใช้ในการศึกษา 
 7.1  หลักการทดสอบการยบัยัง้จลุนิทรีย์โดยวธีิ Disc diffusion  
  การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยวิธี Disc diffusion (Bauer, Kirby, Sherris, & Turck, 
1996) เป็นวิธีท่ีไดรั้บการรับรองวิธีมาตรฐานโดย Clinical and Laboratory Standards Institude (CLSI) 
ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีหลกัการคือ สารตา้นจุลชีพปริมาตรแน่นอนจะแพร่ออกจากกระดาษ
รูปกลม (Paper disc) ทุกทิศทางเพ่ือไปยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์เพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง 
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โดยความเขม้ขน้ของสารตา้นจุลชีพสูงสุดเมื่ออยู่ใกลแ้ผน่กระดาษ เมื่อระยะทางการแพร่ของสาร
เพ่ิมข้ึนความเขม้ขน้ของสารลดลง และสารตา้นจุลชีพท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลขนาดใหญ่เคล่ือนท่ีชา้กวา่
สารท่ีมีโมเลกุลขนาดเลก็ จุลินทรียท่ี์ถูกยบัย ัง้ดว้ยสารออกฤทธ์ิ ณ จุดใด ๆ จะไม่สามารถเจริญบนผวิ
ของอาหารเล้ียงเช้ือได ้ท าให้เกิดเป็นโซนใส (Inhibition zone) ซ่ึงการแพร่ของสารมีผลต่อขนาด
เสน้ผา่นศูนยก์ลางของโซนยบัย ั้ง บ่งบอกถึงประสิทธิภาพของสารในการยบัย ั้งเช้ือว่ามากนอ้ยเพียงใด  
 การทดสอบใชอ้าหารมาตรฐาน Mueller Hinton agar เน่ืองจากมีความเป็นกรดด่างเป็น
กลางอยูร่ะหว่าง 7.2-7.4 และมีการควบคุมอิออนประจุบวกไดแ้ก่ Calcium ไม่เกิน 25 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร Magnesiumไม่เกิน 12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และม ีThymidine นอ้ยมากหรือไม่มี เน่ืองจากความ
เป็นกรดด่างและสารดงักล่าวมีผลต่อสารตา้นจุลชีพบางชนิด อาหารแข็งส าหรับทดสอบมีความหนา
อยูท่ี่ 4 มิลลิเมตร เช้ือท่ีใชท้ดสอบแบคทีเรียและยสีตใ์ชต้อ้งมีอาย ุ 18-24 ชัว่โมง เพื่อใหอ้ยู่ในระยะ 
Log phage และใชเ้ช้ือท่ีมีปริมาณเหมาะสมมาเจือจางในน ้ าเกลือ (Normal saline solution, NSS) 
ปลอดเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือร้อยละ 0.85 เพื่อรักษาสมดุลออสโมติกของเซลล ์ (CLSI, 2012) 
และยีสต์ใชอ้าหาร Muller Hinton agar ท่ีผสม Glucose ร้อยละ 2 และสียอ้ม Methylene blue             
0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (MHA-GMB) ส าหรับ Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis 
และ C. krusei (CLSI, 2004) เช้ือทดสอบตอ้งมีการควบคุมความขุ่นใหม้ีมาตรฐานเดียวกนัโดยส าหรับ
แบคทีเรียใช ้ 0.5 McFarland standard เป็นสารเทียบความขุ่นจุลินทรีย ์ เพ่ือให้ไดเ้ช้ือประมาณ               
1.0 x 108-1.5 x 108 เซลลต่์อมิลลิลิตรส าหรับแบคทีเรีย (CLSI, 2012) และใหไ้ดเ้ช้ือประมาณ 1.0 x 106 - 
1.5 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตรส าหรับยีสต ์ (CLSI, 2004) ซ่ึงเทียบเท่า Absorbance ท่ี 0.08-0.13             
ท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร (CLSI, 2006) แบคทีเรียและยีสต์ท่ีเจือจางแลว้น ามาใชภ้ายใน 
15 นาที เพื่อไม่ใหเ้กินเวลาท่ีจุลินทรียใ์ชแ้บ่งเซลล ์(Generation time) ใชไ้มพ้นัล  าลี (Cotton swab) จุ่ม
เช้ือท่ีผ่านการปรับความขุ่น ป้ายเช้ือทดสอบท ามุม 60 องศา จ  านวน 3 ระนาบ จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส (CLSI, 2002; 2012) 
 7.2  หลักการทดสอบหาค่า MIC/MLC ของจลุินทรีย์ 

การทดสอบหาค่า MIC โดยวิธี Broth microdilution เป็นวิธีมาตรฐานของ CLSI ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โดยมีหลกัการคือ ผสมสารตา้นจุลชีพความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว
เมื่อยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์ โดยค่า MIC คือ ความเขม้ขน้ในระดบัต ่าสุด (ในหลอดทดลอง)         
ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์ จุลินทรียท่ี์ถูกยบัย ั้งโดยสารออกฤทธ์ิ ณ ความเขม้ขน้นั้น ๆ           
จะไม่สามารถเจริญได ้ท าใหอ้าหารไม่มีความขุ่น การทดสอบใชอ้าหาร Mueller Hinton Broth (MHB) 
ส าหรับแบคทีเรีย เน่ืองจากมกีารควบคุมชนิดและปริมาณสารอาหาร ความเป็นกรดด่างใหเ้หมาะสม
กบัการทดสอบแบคทีเรียตามท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ส่วนอาหาร Roswell Park Memorial Institute 1640 
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ใชส้ าหรับยีสต์และรา เน่ืองจากมีความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0+0.1 ไม่มี Bicarbonate มี Glutamine 
และ Phenol red เป็นตวัควบคุมความเป็นกรดด่าง เน่ืองจากความเป็นกรดด่างและสารดงักล่าวมีผลต่อ
สารตา้นยสีตแ์ละราบางชนิด เช้ือท่ีใชท้ดสอบแบคทีเรียและยสีตใ์ชโ้คโลนีท่ีมีอาย ุ 18-24 ชัว่โมง 
เพ่ือให้เช้ืออยู่ในระยะ Log phage แบคทีเรียและยีสต์ท่ีมีปริมาณเหมาะสมมาเจือจางในน ้ าเกลือ 
ท่ีปราศจากเช้ือ เพื่อรักษาความสมดุลของเซลล ์ ใหไ้ดแ้บคทีเรียประมาณ 5 x 105 เซลลต่์อมิลลิลิตร
ต่อหลุม (CLSI, 2006) และยสีตใ์หไ้ดเ้ช้ือประมาณ 5.0 x 102 - 2.5 x 103 เซลลต่์อมิลลิลิตรต่อหลุม 
(CLSI, 2002) แบคทีเรียและยสีตท่ี์เจือจางแลว้น ามาใชภ้ายใน 15 นาที เพื่อไม่ใหเ้กินเวลาท่ีจุลินทรีย์
ใชแ้บ่งเซลล ์ จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส าหรับราใชส้ปอร์ประมาณ 4 x 103 - 5 x 104 
สปอร์ต่อมิลลิลิตรต่อหลุม จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส (ดดัแปลงจาก CLSI 2008a)           
มีการทดสอบควบคุมผลเชิงลบ คือ ไม่ใส่สารตา้นจุลชีพ เพ่ือควบคุมว่าเช้ือทดสอบมีการเจริญปกติ 
(Quality control) และควบคุมอาหารเล้ียงเช้ือปราศจากเช้ือ (Sterility control)  

MLC คือ ความเขม้ขน้ของในระดบัต ่าสุด (ในหลอดทดลอง) ท่ีสามารถฆ่าจุลินทรียไ์ด ้ทดสอบ
โดยการน าอาหารเหลวหลอดท่ีผ่านการทดสอบหาค่า MIC และไม่มีความขุ่นทุกหลอด ไปหยด
ลงบนอาหารท่ีไม่ผสมสารตา้นจุลชีพ ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ MHA ส าหรับแบคทีเรีย MHA-GMB 
ส าหรับยีสต์ และ PDA ส าหรับรา อ่านความเขม้ขน้ระดบัต ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือบนจาน
อาหาร 
 7.3  หลักการศึกษาองค์ประกอบของสารด้วยวธีิ Thin layer chromatography (TLC)  
 โครมาโทกราฟี (Chromatography) เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการวิเคราะห์สารเชิงคุณภาพ และ
แยกสารผสมใหเ้ป็นสารบริสุทธ์ิ โดยอาศยัหลกัการเคล่ือนท่ีของสารผสมในวฏัภาคเคล่ือนท่ี (Mobile 
Phase) ผ่านวฏัภาคน่ิง (Stationary Phase) สารแต่ละชนิดมีความสามารถในการแยกแตกต่างกนั 
ประสิทธิภาพการแยกสารผสมข้ึนอยูก่บัชนิดตวัดูดซบัท่ีอยู่ในวฏัภาคน่ิง และข้ึนกบัตวัท าละลาย 
(Solvent) ในวฏัภาคเคล่ือนท่ีซ่ึงตวัดูดซบัแต่ละชนิดมีความสามารถในการดูดซบัสารบนพ้ืนผวิได้
แตกต่างกนั เช่น ตวัดูดซบัมีขั้วสามารถดูดซบัสารมีขั้วไดดี้กว่าสารไม่มีขั้ว ส่วนตวัท าละลายมีหนา้ท่ี
ชะสารผสมออกจากวฏัภาคน่ิง ซ่ึงความเร็วในการชะสารแตกต่างกนัข้ึนกบัขั้วของตวัท าละลาย 
โดยการท่ีสารผสมเคล่ือนท่ีไดม้ากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัแรงดึงดูดระหว่างสารในสารผสมกบัตวัดูดซบั
ในวฏัภาคน่ิง ดงันั้นการเลือกตวัดูดซบัและตวัท าละลายท่ีเหมาะสมกบัประเภทของสารท่ีตอ้งการแยก 
จึงท าใหค้วามสามารถในการแยกสารบริสุทธ์ิมีประสิทธิภาพสูงสุด (Mcguffin, 2004) 
 การทดสอบดว้ยวิธี TLC เป็น Solid-liquid adsorption chromatography ท่ีใชแ้ผน่ TLC เป็น
ตวัดูดซบั ซ่ึงในการศึกษาน้ีใชแ้ผน่ TLC ส าเร็จรูป (TLC silica gel 60 F254) เป็นตวัดูดซบั โดย Silica gel, 
Alumina, Cellulose หรือสารอ่ืน ๆ ท่ีเคลือบบนผวิของ Aluminum เป็นวฏัภาคน่ิงสามารถใชแ้ยกสาร
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ไดเ้กือบทุกชนิดโดยเฉพาะสารท่ีเป็นกรด กลาง หรือเบสอ่อน และมีสารเรืองแสงผสมอยู่เพื่อใช้
ตรวจสอบต าแหน่งของสารโดยมองภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 
และใชต้วัชะเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี ในการทดสอบ TLC ตวัท าละลายถูกดูดซึมและเคล่ือนท่ีในแนวตั้ง
และพาสารเคล่ือนท่ีผา่นตวัดูดซบั เน่ืองจากสารต่างชนิดกนัถูกดูดซบัไดไ้ม่เท่ากนั จึงถูกตวัท าละลาย 
พาข้ึนมาสูงไดไ้ม่เท่ากนั ท าใหเ้กิดการแยกของสาร TLC เป็นเทคนิคการวิเคราะห์สารเชิงคุณภาพและ
ใชพ้ิสูจน์ชนิดสารโดยการเปรียบเทียบ Rf (Retention factor) ซ่ึงเป็นค่าคงท่ีของสารแต่ละชนิดกบัสาร
มาตรฐานในตวัท าละลายหน่ึง ๆ เพื่อใชใ้นการบ่งบอกชนิดของสาร ขอ้ดีของการวิเคราะห์ดว้ยวิธี 
TLC เป็นวิธีท่ีสะดวก ค่าใชจ่้ายไม่สูง ใชส้ารปริมาณนอ้ยมากในการแยกสาร ดงันั้นจึงเหมาะส าหรับ
วิเคราะห์สาร ขอ้เสียคือใชแ้ยกสารปริมาณมาก ๆ ไม่ดี  (Kowalska, Kaczmarski, & Prus, 2003; 
Touchstone, 1992) 
  เทคนิคการวิเคราะห์สารดว้ย TLC มีวิธีการคือจุด (Spotting) สารผสมท่ีตอ้งการตรวจหา
สารองคป์ระกอบดว้ยหลอด Capillary บริเวณปลายดา้นหน่ึงบนวฏัภาคน่ิง คือ แผน่ TLC ให้ห่าง
จากปลายดา้นล่างข้ึนมา 1 เซนติเมตร จากนั้นจึงน าแผน่ TLC วางลงในภาชนะท่ีใส่ตวัท าละลาย
หรือวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีอยูต่  ่ากว่าระดบัจุดท่ีแตม้ในระบบปิด สงัเกตรอยเปียกของตวัท าละลายท่ีซึมข้ึน
ดา้นบนของแผน่ TLC รอยเปียกของตวัท าละลายท่ีเรียกว่า Solvent front ตวัท าละลายถูกดูดซึมข้ึนไป
ตามตวัดูดซบั เมื่อมาถึงปลายดา้นบนของแผน่ TLC (ห่างจากปลายดา้ยบนลงมา 1 เซนติเมตร) จึงเอา
แผน่ TLC ออก เม่ือตวัท าละลายถูกดูดซึมข้ึนไปตามตวัดูดซบัก็จะพาสารท่ีตรวจหาองคป์ระกอบ
ข้ึนไปดว้ยตามความสามารถในการละลายของตวัท าละลายนั้น ๆ จึงเกิด การแยกของสารเกิดข้ึน 
การตรวจหาองคป์ระกอบของสารท าไดโ้ดยน าแผน่ TLC มาตรวจการเรืองแสงสีเขียวภายใตแ้สง
แสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร จะเห็นสารองคป์ระกอบของสารเรืองแสงสีเขียว 
จากนั้นใชดิ้นสอขีดรอยสาร และรอย Solvent front เพื่อใชใ้นการค านวณค่า Rf ท่ีเป็นอตัราส่วนของ
ระยะทางท่ีสารเคลื่อนท่ีจากจุดท่ีท าการแต้มไปถึงต าแหน่งสุดทา้ยเทียบกบัระยะทางทั้งหมดท่ี
ตวัท าละลายเคล่ือนท่ี (Striegel & Hill, 1996) 
 7.4 หลักการการทดสอบการลดแรงตงึผิว  
  7.4.1  วิธี Parafilm M 
  การทดสอบคุณสมบติัของสารในการลดแรงตึงผวิของของเหลวมีหลกัการคือ สารท่ีมี
คุณสมบติัเป็นสารลดแรงตึงผวิเม่ือละลายอยู่ในของเหลวหรือน ้ า สามารถท าใหแ้รงดึงดูดท่ีสูงมากของ
โมเลกุลของน ้ า (แรงตึงผวิของน ้ า) ลดลง เมื่อหยดสารท่ีมีคุณสมบติัลดแรงตึงผวิลงบนแผน่ Parafilm M 
ส่วนหวัของโมเลกุลสารลดแรงตึงผวิท่ีชอบน ้ าจะจบักบัโมเลกุลของน ้ า ส่วนหางท่ีไม่ชอบน ้ าจึงพยายาม
หนีโมเลกุลน ้ าโดยไปเกาะกบัพ้ืนผวิท่ีว่าง เช่น อากาศ ท าให้โมเลกุลของสารลดแรงตึงผวิถูกผลกัออกไป 
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เรียงตวักนัอยูท่ี่ผวิหนา้ของน ้ า แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลน ้าบริเวณผวิหนา้จึงลดลง น ้าท่ีมีสารลดแรง
ตึงผวิจึงกระจายตวัดีข้ึนและแผก่วา้งออกไปบนแผน่ Parafilm M ในขณะท่ีน ้ าท่ีไม่มีสารลดแรงตึงผวิ
ยงัคงรักษาแรงดึงดูดโมเลกุลท่ีสูงมากไวจึ้งคงสภาพรูปทรงเดิม (Mishra et al., 2009) 
    7.4.2  วิธี Drop collapsing  
    การทดสอบคุณสมบติัของสารในการลดแรงตึงผิวของของเหลวบนผิวหน้าน ้ ามนั 
มีหลกัการคือ เม่ือเติมสารท่ีมีคุณสมบติัลดแรงตึงผวิลงบนผวิหนา้น ้ ามนั ส่วนของโมเลกุลส่วนหาง
ท่ีชอบไขมนัจะเขา้จบักบัน ้ ามนั และส่วนหวัของโมเลกุลท่ีชอบน ้ าจะพยายามหนีน ้ ามนัไปเกาะกบั
พ้ืนผวิท่ีเป็นน ้ า จึงท าให้แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลน ้ าบริเวณพ้ืนผวิท่ีมีน ้ ามนัลดลง จึงเห็นหยดสาร
แผก่วา้งออกไปบนผวิหนา้น ้ ามนั ในขณะท่ีน ้ าท่ีไม่มีสารลดแรงตึงผวิยงัคงรักษาแรงดึงดูดโมเลกุล
ท่ีสูงมากไวจึ้งคงสภาพรูปทรงเดิม (Mishra et al., 2009) 
    7.4.3  วิธี Oil displacement  
    การทดสอบคุณสมบติัของสารในการลดแรงตึงผวิบนผวิหนา้น ้ ามนัท่ีลอยบนน ้ า มีหลกัการ
คือ สารท่ีมสีมบติัเป็นสารลดแรงตึงผวิเม่ือเติมลงบนผวิหนา้น ้ ามนัท่ีลอยบนผวิหนา้น ้า โมเลกุลส่วน
หางท่ีชอบไขมนัจะหันเขา้จบักบัน ้ ามนัโมเลกุลสั้น ๆ และหันส่วนหวัท่ีชอบน ้ าออก เกิดการรวมตวั
เป็น Micelle (ภาพท่ี 2-4) Micelle มีส่วนนอกเป็นส่วนท่ีไม่ชอบไขมนัเม่ืออยูบ่นผวิหนา้น ้ ามนัจึง
ผลกัน ้ ามนับริเวณรอบ ๆ น ้ ามนัจึงเกิดการกระจายเป็นบริเวณกวา้ง จากนั้นส่วนหวัท่ีชอบน ้ าของ
ไมเซลลเ์ขา้จบักบัโมเลกุลน ้ า ท าใหแ้รงตึงผวิของผวิสัมผสัของน ้ ากบัน ้ ามนัลงลด น ้ ามนัจึงละลาย
ในน ้ า (Mishra et al., 2009) 
 

 
 

ภาพท่ี 2-4 ลกัษณะ Micelle ของสารลดแรงตึงผวิ (Rangel-Yagui et al., 2005) 
 

  7.5  หลักการทดสอบ Bioautography  (จากสารบนแผ่น TLC) 
   การทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรีย ์ โดยวิธี Bioautography เป็นการทดสอบความสามารถ
องคป์ระกอบของสารท่ีอยูบ่นแผน่ TLC เพ่ือทดสอบฤทธ์ิขององคป์ระกอบสารในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์
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ซ่ึงมีวิธีการและหลกัการเช่นเดียวกบั การทดสอบฤทธ์ิตา้นจุลินทรียโ์ดยวิธี Disc diffusion แต่เปล่ียน
จากการวางแผน่ดิสกเ์ป็นวางแผน่ TLC (Choma & Grzelak, 2010; Hamburger & Cordell, 1987; Pawle 
& Singh, 2014) แต่ในการศึกษาน้ีไดเ้พ่ิมวิธีท่ีดดัแปลงโดยใชก้ารตดัดิสกบ์ริเวณท่ีมีสารออกมาจากแผน่ 
TLC มาวางดว้ย 
 7.6 หลักการทดสอบการต้านอนุมลูอิสระด้วยวธีิ DPPH (1, 1-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

radical  
  การทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH radical (DPPH•) เป็นวิธีการทดสอบความสามารถ
ในการท าลายอนุมูลอิสระ หลกัการคืออนุมูลอิสระ (DPPH•) ท่ีเสถียร (Stable radical) ในตวัท าละลาย 
Methanol ซ่ึงมีสีม่วงเขม้ เมื่อท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ (AH) สีม่วงเขม้จะจางหายไป 
เกิดปรากฎการณ์ฟอกจางสีบนพ้ืนสีม่วงกลายเป็นสีขาวอมเหลือง ตามสมการดงัน้ี (Blois, 1958)  
 
                                   DPPH•      +      AH      ----------------->       DPPH-H      +       A•  
                   สีม่วง      สารตา้นอนุมูลอิสระ                  สีขาวอมเหลือง  
    
  DPPH• สีม่วง (ภาพท่ี 2-5 โครงสร้างท่ี 1) จะรับอิเลก็ตรอนจากสารตา้นอนุมูลอิสระ 
เพื่อเปล่ียนเป็นโมเลกุลท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระ ท าให้สีม่วงของ DPPH• จางลงเปล่ียนเป็นสีเหลือง            
(ภาพท่ี 2-5 โครงสร้างท่ี 2) ถา้สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถในการตา้นออกซิเดชนัไดสู้ง ความเขม้ของ
สารละลายสีม่วงจะลดลงมาก  
 

 
                      1: Free radical                    2: Non radical 
 
ภาพท่ี 2-4  โครงสร้างทางเคมีของ DPPH radical; 1: Free radical และ 2: Non radical (Teixeira, Gaspar, 

Garrido, Garrido, & Borges, 2013)  
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 การทดสอบวิธี DPPH มีขอ้ดี คือ ท าไดง่้าย นิยมใชเ้ป็นวิธีเบ้ืองตน้ในการทดสอบฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระ ขอ้เสีย คือ อนุมูล DPPH• มีความคงตวัไม่ไวต่อการท าปฏิกิริยาเหมือนอนุมูล           
ท่ีเกิดในเซลลห์รือร่างกาย 

 

8.  รายงานวจิยัที่เกี่ยวข้อง  
 Kiran et al. (2009) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผวิจากรา A. ustus (MSF3) ท่ีแยกไดจ้าก

ฟองน ้ าทะเล Fasciospongia cavernosa พบว่าเม่ือเล้ียงในอาหาร Sabouraud dextrose broth          
ราสามารถผลิตสารลดแรงตึงผวิไดม้ากท่ีสุด เมื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อใหร้าผลิตสารลดแรงตึงผวิ
ให้ไดม้ากท่ีสุดพบว่าสภาวะความเป็นกรดด่างท่ี 7.0 อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เกลือร้อยละ 3 
แหล่งคาร์บอนเป็น Glucose และมี Yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับให้
ราผลิตสารลดแรงตึงผวิ 
  Arora and Chandra (2010) ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของรา Aspergillus spp. ท่ีแยกไดจ้าก
ดิน พบว่า Aspergillus  PR78 และ Aspergillus PR66 มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 10 วนั 
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่างท่ี 7.0 บนอาหารท่ีม ี Sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนมี 
Sodium nitrate, Yeast extract, Peptone เป็นแหล่งไนโตรเจน และพบว่าการสกดัอาหารเหลวเล้ียงรา 
(Broth culture filtrate) ดว้ย Ethyl acetate สามารถแยกสารไดดี้ท่ีสุด พบว่าสารสกดั Ethyl acetate 
จากรา Aspergillus sp. PR78 มีประสิทธิภาพการตา้นอนุมูลอิสระดีเทียบเท่ากบักรด Ascorbic ท่ีเป็น
สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
 Alejandro et al. (2011) ศึกษารา Ustilago maydis FBD12 พบว่ารามีความสามารถ            
ในการผลิต Glycolipids ท่ีมีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผวิ ตา้นอนุมูลอิสระ และยบัย ั้งจุลินทรีย ์
Staphylococcus aureus และ Salmonella Typhimurium  
  Sepcic et al. (2011) ศึกษาคุณสมบติัการท าใหเ้มด็เลือดแตกตวั (Hemolysis) และการยบัย ั้ง
แบคทีเรียของสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากราจากนาเกลือท่ีเล้ียงในสภาวะท่ีมีปริมาณน ้ าท่ีจุลินทรียส์ามารถ
น าไปใชไ้ดต้  ่า พบราหลายชนิดเช่น Alternaria tenuissima EXF-2329, Cladosporium spinulosum          
EXF-334, Fusarium graminearum EXF-2254 มีคุณสมบติัท าใหเ้มด็เลือดแตกตวั และยบัย ั้งแบคทีเรีย 
Bacillus subtilis 
  Ali et al. (2012) ไดท้ าการแยกรา และวิเคราะห์สายวิวฒันาการ (Phylogenetic) รวมถึงศึกษา
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของรากลุ่ม Obligate halophilic ท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือจงัหวดัเพชรบุรี
ประเทศไทย พบว่าราจ านวน 5 สายพนัธุ ์คือ Aspergillus flavus Strain 6830 (HQ693703), A. gracilis 

NRRL 4962 (EF652045), A. penicillioides ATCC 16910 (AY373862), A. penicillioides SCSGAF0031 



 
 

32 

(JN85099) และ A. restrictus ATCC 16912 (AY373864) สามารถปรับตวัและเจริญท่ีความเค็ม 10-15% 
NaCl (w/v) จดัเป็น Slight alkalinity ท่ีความเป็นกรดด่าง 7.0-7.5 และอุณหภูมิระหว่าง 30-35           
องศาเซลเซียส 
  Nayak et al. (2012) คดัแยกราและศึกษาความสามารถในการทนเกลือของรากลุ่มชอบเค็มท่ี
แยกไดจ้ากป่าชายเลนและนาเกลือ Goa ประเทศอินเดีย พบว่าราส่วนใหญ่ท่ีพบคือ Aspergillus และ 
Penicillium พบรา 1 สปีชีส์ คือ A. penicilloides เป็นรากลุ่ม Obligate halophile ท่ีสามารถเจริญ               
บนอาหารท่ีมีเกลือตั้งแต่ร้อยละ 2 และเจริญดีท่ีสุดท่ีความเขม้ขน้ของเกลือร้อยละ 10 
  Ali et al. (2014) ศึกษาศกัยภาพทางชีวภาพ คือ ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
และกิจกรรมการผลิตเอนไซม ์ของรากลุ่ม Obligate halophilile แยกไดจ้ากนาเกลือจงัหวดัเพชรบุรี
ประเทศไทย พบว่ารากลุ่มชอบเค็มจ านวน 5 สายพนัธุ ์คือ Aspergillus flavus Strain 6830 (HQ693703),        
A. gracilis NRRL 4962 (EF652045), A. penicillioides ATCC 16910 (AY373862), A. penicillioides 
SCSGAF0031 (JN85099) และ A. restrictus ATCC 16912 (AY373864) สามารถยบัย ั้งแบคทีเรีย            
Bacillus subtilis และ Escherichia coli การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระพบว่า A. flavus และ            
A. penicillioides มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ การทดสอบกิจกรรมการผลิตเอนไซมพ์บว่า A. flavus 
สามารถผลิตเอนไซม ์ Cellulase  A. gracilis สามารถผลิตเอนไซม ์ Amylase, Lipase, Xylanase             
A. penicillioides ATCC 16910 สามารถผลิต Amylase และ Xylanase A. restrictus สามารถผลิต 
Cellulase, Lipase และ Protease ในขณะท่ี A. penicillioides SCSGAF0031 ไม่ผลิตเอนไซม ์Amylase, 
Cellulase, Lipase, Xylanase,  Protease และ Lipase  



 
 

บทที่  3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

วสัดุอุปกรณ์ และสำรเคมี 
 1.  สายพนัธุ์ราทีศ่ึกษา  
  ราท่ีแยกจากดินและน ้ านาเกลือ อ  าเภอบางปะกง จงัหวดัเชิงเทรา (13๐30’8”N 100๐59’24”E) 
อ  าเภอท่าใหม่จงัหวดัจนัทบุรี (12๐37’18”N 102๐00’70”E) อ  าเภอบา้นแหลม จงัหวดัเพชรบุรี (13๐14’1”N 
99๐58’02”E) จ านวน 120 สายพนัธุ ์ (รายละเอียดในภาคผนวก ก) ราดงักล่าวเก็บเป็น Stock culture 
ท่ีหอ้งปฏิบติัการราวิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา 
 2.  สายพนัธุ์จลุนิทรีย์ที่ทดสอบ 
 จุลินทรียท์ดสอบประกอบดว้ยราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนสจ านวน 2 ชนิด คือ 
Colletotrichum capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ราทดสอบจดัซ้ือจากส านกั         
วิจยัพฒันาการอารักขาพืช  ยสีตก่์อโรคจ านวน 2 สายพนัธุ์ Candida albicans ATCC 10231 และ 
C. albicans ATCC 90028 รวมถึงแบคทีเรียสายพนัธุม์าตรฐานจ านวน 5 ชนิด ไดแ้ก่ Escherichia coli 
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ 
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 จดัซ้ือจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ ส่วน Bacillus cereus 
TISTR 121 จดัซ้ือจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทยจุลินทรียท์ดสอบ
ทั้งหมดเก็บรักษาไวท่ี้ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา 
 3.  อาหารเลีย้งเช้ือ  
  3.1  Potato dextrose agar (PDA) (DifcoTM, USA) และ Potato dextrose agar ท่ีปรับความเค็ม

ดว้ยน ้ าทะเลจนมีความเค็ม 15, 30, 50, 100, 150, 200 และ 250 ppt (PDA/SWxx ppt) 
  3.2  Potato dextrose broth  (PDB) (DifcoTM, USA) /  Potato dextrose broth  ท่ีปรับความ

เค็มดว้ยน ้ าทะเลจนมีความเค็ม 30 ppt (PDB/SW30 ppt)  
  3.3  Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Medium 1640  (Lonza, USA) 
  3.4  Sabouraud dextrose agar (SDA) (DifcoTM, USA) 
  3.5  Muller Hinton agar (MHA) (DifcoTM, USA) 
  3.6  Muller Hinton broth (MHB) (DifcoTM, USA) 
  3.7  Muller Hinton agar (DifcoTM, USA) ท่ีเติม Glucose ร้อยละ 2 และ Methylene blue 

dye 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (MHA-GMB)  

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%2Fus%2Fen%2Fhome%2Flife-science%2Fcell-culture%2Fmammalian-cell-culture%2Fclassical-media%2Frpmi.html&ei=hSlSVPcQwteYBfzcgdAD&usg=AFQjCNFyW80CJZv4ZPUZ29sAnRDA2WiPmA
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 4.  วสัดุและอปุกรณ์  

4.1    Auto pipette P200, P1000 (Gilson®,USA) 
4.2 Pipette Controller (CappAidTM)   
4.3    Salinometer (Atago 2441-w05, Japan) 
4.4    Vortex mixer (Scientific Industries, USA) 
4.5 Analytical balance (Mettler Toledo AB-S, Switzerland)  
4.6   Electronic balance (Mettler Toledo PB602, Switzerland) 
4.7   Diaphragm vacuum pump (LabTech GM-0.33II, USA) 
4.8   Light microscope (Olympus CH30RF 200, Japan) 
4.9 Stereo microscope (Zeiss STEMI SV6, Germany), Cold light source (Zeiss  

KL200, Germany) 
4.10 Rotary evaporator (Buchi® Model R-250/V Basic, Switzerland), Vacuum pump  

system (Buchi® Model V-503, Switzerland), Water circulating cooling bath 
(Model BC-10, Switzerland) 

4.11 Incubator 37๐C (Scientific G560E, USA) 

4.12 Autoclave (Wiseclave WACS60) (Daihan Scientific, Korea) 
4.13 Refrigerator (Misubishi, Model MR-F38D-SS, Thailand) 
4.14 Laminar air flow (Biological safety cabinets class II type A/B3) (Nuaire, NU-  

440-400E, USA) 
4.15 Cork borer with diameter 0.6 mm (Gammaco, Thailand)  
4.16 Capillary tube (Hirschmann®, Germany)  
4.17 Pipette tips (QSP, USA)  
4.18 Cotton swab (United Medical, Thailand) 
4.19 Paper disc (AA-discs) with diameter 0.6 mm (Whatman®, UK) 
4.20 Filter paper Whatman No. 1 (Whatman®, England) 
4.21 TLC silica gel 60F254 (Merck, Germany) 
4.22 Parafilm M (Brand, Germany)       
4.23 Petri disc (Gosselin, USA) 
4.24 24 well และ 96 microtiter plate (Thermo Scientific, China) 
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4.25 Sterile syringe filter with a 0.45 µm pore size (Sartorius®, Germany)  
4.26 Micro centrifuge tube (Thermo, India) 
4.27 Microtube, natural & cap with o-ring (Quality Scientific Plastics, USA)  
4.28 Cylinder (Pyrex®,USA)       
4.29 Erlenmeyer flask volume 250 ml (Pyrex®,USA) 
4.30 Separatory funnel volume 500 ml (Witeg NS29, 2/23, Germany) 

 5.  สารเคมี 
5.1  0.85% NaCl, Normal saline solution (NSS)  
5.2  1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) (Sigma-Aldrich, Singapore)  
5.4  Acetone (AnalaR NORMAPUR, EC) 
5.5  Ascorbic acid injection (March Pharmaceutical, Thailand ) 
5.6  Dichloromethane (J.T. Baker, USA) 
5.7  Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Fisher Scientific, India) 
5.8  Ethanol (EtOH, AR grade) (Mallinckrodt Chemical, Malaysia) 

  5.9  Ethyl acetate (EtOAc, AR grade) (Fisher Scientific, UK)  
5.10  Hexane (Fisher Scientific, UK) 
5.11  Methylene blue dye (Merck, Germany) 
5.12  Methanol (MeOH, AR grade) (Mallinckrodt Chemical, Malaysia) 
5.13  Olive oil (Yabarra, Spain) 

  5.14  Soybean oil (Cook, Thailand) 
  5.15  Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck, Germany) 
  5.16  Tween 80 (Merck, Germany) 

 6.  ยาต้านจลุชีพ 
  6.1  Ampicillin 10 μg/disc (Oxoid, England) 
  6.2  Fluconazole 25 μg/disc (Himedia®, India) 
  6.3  Fluconazole powder (Tokyo Chemical Industry, Japan ) 
  6.4  Gentamicin 10 μg/disc (Oxoid, England) 
  6.5  Gentamicin powder (Calbiochem®, China) 
  
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fdict2003.longdo.com%2Fsearch%2Fseparatory%2520funnel&ei=4CxSVNz9BuHRmwWfiYDYDA&usg=AFQjCNEaWWW4m2FooqaIv68wYny1VQ_onQ&bvm=bv.78597519,d.dGY
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วธีิกำรด ำเนินกำรวจิยั 
  1.  การเตรียมเช้ือทดสอบ 
   การเตรียมรานาเกลือและราสาเหตุโรคพืช ท าโดยน าเสน้ใยรานาเกลือจากหวัเช้ือวางลงบน
อาหาร Potato dextrose agar ท่ีปรับความเค็มดว้ยน ้ าทะเลจนมีความเค็ม 30 ppt (PDA/SW30 ppt) ในกรณี
ราสาเหตุโรคพืชวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA บ่มท่ีอุณหภูม ิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วนั 
หรือจนกว่าราเจริญดี ใช ้ Cork borer ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร จุ่ม 95% Ethanol 
น าไปผ่านเปลวไฟ รอใหเ้ยน็ จากนั้นน าไปตดัขอบโคโลนีราวางบนอาหารเล้ียงเช้ือจานใหม ่และ
บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วนั 
  2.   การทดสอบคณุสมบัติการชอบเคม็  (ดัดแปลงจำก Moubasher, Abdel-Hafez, Bagy, & 
Abdel-Satar, 1990) 
  ทดสอบคุณสมบติัการชอบเค็มของราในจานเพาะเช้ือแบบ 24 หลุม โดยเล้ียงราบนอาหาร 
PDA ปกติ และ PDA ท่ีปรับความเค็มดว้ยน ้ าทะเลจนมีความเค็ม 15, 30, 50, 100, 150, 200 และ  
250 ppt บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั จากนั้นสงัเกตการเจริญของราและบนัทึกผล
การเจริญของราบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเค็มต่าง ๆ  แปลผลการคุณสมบติัการชอบเค็มของรา 
ซ่ึงดดัแปลงจาก Kushner (1993) โดยใชเ้กณฑด์งัน้ี 
  เจริญเฉพาะบนอาหารท่ีไม่มีความเค็ม: ไมช่อบเค็ม (Non halophile) 
  เจริญไดสู้งสุดบนอาหารท่ีมีความเค็ม 15 - 30 ppt:  ชอบเค็มต ่า (Mild halophile) 
  เจริญไดสู้งสุดบนอาหารท่ีมีความเค็ม 50 - 150 ppt: ชอบเค็มปานกลาง (Moderate halophile)  
  เจริญไดสู้งสุดบนอาหารท่ีมีความเค็ม 200 - 250 ppt: ชอบเค็มสูง (Extreme  halophile)  

3.  การคดักรองและศึกษาประสิทธิภาพของรานาเกลือในการยบัยัง้ราสาเหตุโรคพชื โดยวธีิ 
Dual culture (ดัดแปลงจำก Whipps, 1987) 

การคดักรองรานาเกลือท่ีสามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช เร่ิมจากใช ้ Cork borer ขนาด            
เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร ตดัขอบโคโลนีรานาเกลือและราสาเหตุโรคพืช จากนั้นน าช้ินวุน้
ของราทั้งสองชนิดมาเล้ียงร่วมกนับนอาหาร PDA และ PDA/SW30 ppt ใหข้อบช้ินวุน้ห่างกนั 2.5 เซนติเมตร 
ในกรณีราท่ีเจริญชา้ ให้วางช้ินวุน้รานั้นบนอาหารก่อน จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส            
ท าการทดลอง 2 ซ ้า สงัเกตผลปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis บนัทึกระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้ง
การเจริญ (Inhibition distance; ID) เมื่อบ่มเป็นเวลา 3 และ 5 วนั ดงัภาพท่ี 3-1 
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ภาพท่ี 3-1   การศึกษาค่า Inhibition distance (ID) ท่ีเกิดจากปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis โดยวิธี Dual 

culture, S คือ รานาเกลือ P คือ ราสาเหตุโรคพืช 
 

น ารานาเกลือท่ีมีค่า Inhibition distance >2 มิลลิเมตร มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งรา
สาเหตุโรคพืช โดยวิธี Dual culture ดงักล่าวขา้งตน้อีกคร้ัง แต่เพ่ิมชุดควบคุมท่ีวางเฉพาะช้ินวุน้รา
สาเหตุโรคพืช และเปล่ียนวิธีการบนัทึกผลเป็นการวดัขนาดโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชท่ีถูกยบัย ั้ง
การเจริญเทียบกบัขนาดโคโลนีราชุดควบคุม ดงัภาพท่ี 3-2 ท าการทดลอง 3 ซ ้า 
 

 
 
 
 

 
 

 
   
   
ภาพท่ี 3-2  การศึกษาประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญท่ีเกิดจากปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis โดยวิธี 

Dual Culture, S คือ รานาเกลือ P คือ ราสาเหตุโรคพืช; A: ชุดควบคุม โดยท่ี R1 คือ รัศมี
โคโลนีของราสาเหตุโรคพืชเม่ือเล้ียงร่วมกบัรานาเกลือ B: ชุดทดสอบ โดยท่ี R2 คือ รัศมี
โคโลนีของราสาเหตุโรคพืชดา้นท่ีถูกยบัย ั้ง 

 

P 

B 

2.5 cm. 

A 

ID S 

R1 R2 
2.5 cm. 

P P S 
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 ค านวณประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (Percentage inhibition efficiency; %IE) 
จากสูตร %IE = [(R1-R2)/R1]x100 โดย R1 คือ รัศมีโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชในชุดควบคุม              
R2 คือ รัศมีโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชในชุดทดสอบ แปลผลร้อยละการยบัย ั้งการเจริญของราสาเหตุ
โรคพืชดว้ยรานาเกลือ โดยใชเ้กณฑด์งัน้ี 
  %IE >70 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งดีมาก (Very high antagonistic activity) 
  %IE 50 - <70 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งดี (High antagonistic activity) 
  %IE 35 - <50 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate antagonistic activity) 
  %IE <35 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งนอ้ย (Low antagonistic activity) 
 4.  การสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากรานาเกลือ  
 ใช ้Cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร ตดัขอบโคโลนีราท่ีเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA/SW30 ppt จ านวน 3 ช้ิน ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB/SW30 ppt ปริมาตร 50 มิลลิลิตร           
ท่ีบรรจุใน Erlenmeyer flask ขนาดปริมาตร 250 มิลลิลิตร (3 flask) และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ              
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั  เพ่ือใหเ้ช้ืออยู่ในระยะ Stationary phase จากนั้นน ามากรองดว้ย
กระดาษกรอง (Whatman No. 1) เพื่อแยกส่วนของเสน้ใยและส่วนของอาหารเหลว น าส่วนของอาหาร
เหลวทั้ง 3 flask มารวมกนัและสกดัดว้ย Ethyl acetate โดยผสมอาหารเหลวกบั Ethyl acetate     
ในอตัราส่วนอาหารเหลว 1 ส่วนต่อ Ethyl acetate 1 ส่วน ใน Separatory funnel เขยา่แรง ๆ เป็นเวลา  
20 นาที ตั้งท้ิงไวใ้หแ้ยกชั้น เก็บสารสกดั Ethyl acetate ไว ้จากนั้นน าส่วนอาหารเหลวท่ีสกดัแลว้ไป
สกดัซ ้าอีกคร้ัง แลว้น าสารสกดั Ethyl acetate ท่ีไดจ้ากการสกดัทั้งสองคร้ังมารวมกนั น าไประเหยแหง้
ดว้ยเคร่ือง Rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส ความดนั 240 มิลลิบาร์ หมุนดว้ย
ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที ละลายสารสกดัหยาบดว้ยสารละลาย 50% Dimethyl sulfoxide  
(50% DMSO) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาสารสกดัหยาบท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส 
เพื่อใชส้ าหรับทดสอบต่อไป 
 5.  การศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารเลีย้งรานาเกลอืต่อการยบัยัง้ราสาเหตุโรคพชื 
โดยวธีิ Disc diffusion 
 ใช ้Cork borer ตดัขอบโคโลนีราสาเหตุโรคพืชและน ามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูม ิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั จากนั้น ใชป้ากคีบปราศจากเช้ือ คีบดิสกชุ์บ          
สารสกดัและวางดิสกล์งบนผวิหนา้อาหาร กดเบา ๆ ใหดิ้สก์ติดกบัวุน้ วางดิสกห่์างจากขอบ โคโลนีรา 
1 เซนติเมตร (ภาพท่ี 3-3) โดยชุดควบคุมเชิงลบใชดิ้สกชุ์บสารละลาย 50% DMSO ท่ีแหง้แลว้ บ่มรา
ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั สังเกตผลทุกวนั ท าการทดลอง 3 ซ ้า และค านวณ
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ประสิทธิภาพของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญราสาเหตุโรคพืช (Percentage inhibition efficiency; %IE) 
โดยใชเ้กณฑเ์ดียวกบัการหาค่าร้อยละการยบัย ั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืชดว้ยรานาเกลือ 
 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 3-3  การศกึษาประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช (P) ของสารสกดั โดยวิธี Disc diffusion

โดย R1 = รัศมีโคโลนีของราสาเหตุโรคพืชในชุดควบคุม R2 = รัศมีโคโลนีของราสาเหตุ
โรคพืชในชุดทดสอบ 

 
 6.  การศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารเลี้ยงรานาเกลอืต่อการยบัยัง้แบคทเีรียและยสีต์ 

โดยวิธี Disc diffusion 
  6.1 การเตรียมจุลินทรียท์ดสอบ 
   6.1.1 การปรับความขุ่นแบคทีเรียทดสอบ (CLSI, 2012)  
   เล้ียงแบคทีเรียทดสอบบนอาหาร Muller Hinton agar (MHA) บ่มท่ีอุณหภูมิ               
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง เข่ียเช้ือโคโลนีเด่ียว 3-5 โคโลนีลงใน Normal saline 
solution (NSS) ท่ีปราศจากเช้ือ ท่ีมปีริมาตร 5 มิลลิลิตร และปรับความขุ่นใหไ้ดเ้ท่ากบัสารละลาย
มาตรฐาน McFarland No.0.5 ดว้ย NSS ซ่ึง Escherichia coli ATCC 25922 จะมีเซลลป์ระมาณ              
1x108-2x108 เซลลต่์อมิลลิลิตร  
   6.1.2 การปรับความขุ่นยสีตท์ดสอบ (CLSI, 2004)  
   เล้ียงยีสต์ทดสอบบนอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) บ่มท่ีอุณหภูมิ               
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เข่ียเช้ือโคโลนีเด่ียว 3-5 โคโลนีลงใน NSS ท่ีปราศจากเช้ือท่ีมี
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปรับความขุ่นของเช้ือทดสอบใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบัสารละลายมาตรฐาน McFarland 
No 0.5 โดยใช ้NSS ซ่ึง Candida  จะมีเซลลป์ระมาณ 1 x 106 - 5 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร  
 

R1 R2 
Control disc Disc crude extract 

ขอบโคโลนีเม่ือเร่ิมตน้ทดสอบ 

ขอบโคโลนีหลงับ่ม 

P 
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 6.2 การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์(CLSI, 2004; 2012) 
 น าจุลินทรียท์ดสอบท่ีปรับความขุ่นเทียบกบั McFarland No.0.5 แลว้เพาะลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม โดยใชไ้ม ้ Sterile cotton swab จุ่มลงใน Suspension เช้ือทดสอบ หมุน Swab 
หลาย ๆ คร้ัง เพ่ือใหเ้ช้ือซึมเขา้ใหท้ัว่ แตะ Swab กบัผวิดา้นในของหลอดแลว้กดให้ Swab พอหมาด 
น ามาป้ายเป็น 3 ระนาบลงผวิหนา้อาหาร MHA ส าหรับแบคทีเรีย และ Muller Hinton agar  ท่ีเติม 
Glucose ร้อยละ 2 และ Methylene blue dye 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (MHA-GMB) ปล่อยให้
ผวิอาหารเพาะเช้ือแหง้ แต่ไม่เกิน 15 นาที ใชคี้มคีบปลายแหลมท่ีท าให้ปราศจากเช้ือคีบดิสกท่ี์มีสารสกดั
และสารตา้นจุลชีพวางลงบนผวิหนา้อาหารตามต าแหน่ง กดเบา ๆ ใหดิ้สกติ์ดกบัวุน้ โดยตวัควบคุมผล
เชิงบวกส าหรับแบคทีเรียใชดิ้สกย์ามาตรฐาน Ampicillin ขนาดยา 10 ไมโครกรัม และ Gentamycin 
ขนาดยา 10 ไมโครกรัม ส าหรับยีสต์ใชดิ้สก์ยามาตรฐาน Fluconazole ขนาดยา 25 ไมโครกรัม 
ตวัควบคุมผลเชิงลบใชดิ้สกชุ์บสารละลาย 50% DMSO ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ปล่อยท้ิงไวใ้ห้แหง้ 
จากนั้นน าไปบ่มทนัทีหรือภายใน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แบคทีเรียบ่มเป็นเวลา 
16-18 ชัว่โมง โดยวางคว  ่าให้ดา้นท่ีเป็นวุน้อยู่ขา้งบน ส าหรับยีสต์บ่มเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง           
ท าการทดลอง 3 ซ ้า อ่านผลโดยวดัเสน้ผา่นศูนยก์ลางของโซนใสเป็นมิลลิเมตร โดยใชเ้กณฑด์งัน้ี 
  ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง >20 มม. มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดีมาก (Very high activity) 
  ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง >15 - 20 มม. มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดี (High activity) 
  ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง >10 - 15 มม. มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate activity) 
  ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง >6 - 10 มม. มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งนอ้ย (Low activity) 
หมายเหตุ การทดสอบระบบควบคุมดว้ยดิสกย์ามาตรฐาน ส าหรับแบคทีเรียใช ้Staphylococcus aureus 
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 บนอาหาร 
MHA ยสีต ์Candida albicans ATCC 90028 บนอาหาร MHA-GMB (ภาคผนวก ค) ดิสก์สารสกดั
และดิสกค์วบคุมผลเชิงลบตอ้งท้ิงไวใ้หแ้หง้ก่อนน ามาท าการทดสอบ 
 7.  การศึกษาความเข้มข้นต ่าสุด (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) ของสารสกดั

จากอาหารเลี้ยงรานาเกลอืในการยบัยัง้การเจริญของแบคทเีรียโดยวธีิ Broth microdilution (CLSI, 2006)  
 การศึกษาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัจากจากอาหารเล้ียงรานาเกลือในการยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียทดสอบท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีลดลงตามล าดบัคร้ังละ 1 เท่า ตั้งแต่ 1,024-2 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (รายละเอียดการเตรียมสารสกดั ภาคผนวก ง) น าสารสกดัแต่ละความเขม้ขน้
มาผสมกบัอาหารเหลว น าอาหารเหลวท่ีผสมสารสกดัแลว้หยอดลงหลุมของ 96 well microtiter 
plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร น าแบคทีเรียท่ีปรับความขุ่นเท่ากบัสารละลายมาตรฐาน 0.5 McFarland 
เจือจางดว้ย NSS ท่ีปราศจากเช้ือ ในอตัราส่วน 1:10 น าไปหยอดลงในแต่ละหลุมของ Microliter 
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plate หลุมละ 5 ไมโครลิตร จะไดเ้ช้ือประมาณ 2 x 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร ท าการทดสอบ 3 ซ ้า          
ตวัควบคุมผลเชิงบวกใชส้ารละลายยามาตรฐาน Ampicillin และ Gentamycin และตวัควบคุมผลเชิงลบ
ใชส้ารละลาย 1% DMSO และก าหนดใหห้ลุมท่ี 11 ก  าหนดใหเ้ป็น Quality control ส่วนหลุมท่ี 12 
ก าหนดใหเ้ป็น Sterility control บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ตรวจผลโดย
ดูการเจริญของเช้ือทดสอบในหลุมต่าง ๆ ท่ีบนัทึกผลเป็นค่า MIC  
หมายเหตุ การทดสอบระบบควบคุมดว้ยสารละลายยามาตรฐาน Ampicillin และ Gentamycin ส าหรับ
แบคทีเรีย Escherichia coli ATCC 25922 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ในอาหาร 
MHB (ภาคผนวก ฉ)  
 8. การศึกษาหาความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกดัจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือในการยบัยัง้การ
เจริญของยสีต์ โดยวธีิมาตรฐาน Broth microdilution (CLSI, 2008) 
 ศึกษาหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ ในการยบัย ั้งการเจริญ
ของยีสต์ท่ีความเขม้ขน้ของสารท่ีลดลงตามล าดบัคร้ังละ 1 เท่า ตั้งแต่ 1,024-4 ไมโครกรัมกรัมต่อ
มิลลิลิตร (รายละเอียดการเตรียมสารสกดั ภาคผนวก ง) น าสารสกดัแต่ละความเขม้ขน้มาผสมกบั
อาหารเหลว RPMI 1640 แลว้น าอาหารท่ีผสมสารสกดัแลว้หยอดลงหลุมของ 96 well microliter 
plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร น ายสีตท่ี์มคีวามขุ่นเทียบเท่ากบัสารละลายมาตรฐาน McFarland No 0.5 
เจือจางดว้ย NSS ในอตัราส่วน 1:50 และเจือจางอีกคร้ังดว้ยดว้ย NSS ในอตัราส่วน 1:20 จะไดเ้ช้ือ
ประมาณ 1x103-5x103 เซลลต่์อมิลลิลิตร แลว้น าไปหยอดลงในแต่ละหลุมของ Microliter plate 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร ซ่ึงในหลุมจะมีเช้ือประมาณ 0.5x103-2.5x103 เซลลต่์อมิลลิลิตร ท าการ
ทดสอบ 3 ซ ้า ตวัควบคุมผลเชิงบวกใชส้ารละลายยามาตรฐาน Fluconazole และ ตวัควบคุมผล
เชิงลบใชส้ารละลาย 1% DMSO การทดสอบ ในหลุมท่ี 11 ก าหนดใหเ้ป็น Quality control ส่วนหลุม
ท่ี 12 ก าหนดใหเ้ป็น Sterility control บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 
ตรวจผลโดยดูการเจริญของเช้ือทดสอบค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญได ้ บนัทึกผล
เป็นค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์(MIC) 
หมายเหตุ การทดสอบระบบควบคุมดว้ยสารละลายยามาตรฐาน Fluconazole ส าหรับยสีต ์Candida albicans 
ATCC 90028 ในอาหาร RPMI 1640 (ภาคผนวก ฉ)  
 9. การศึกษาหาความเข้มข้นต ่าสุดในการท าลายแบคทีเรียและยีสต์ (Minimal Lethal 
Concentration, MLC) (Pearson, Steigbigel, Davis, & Chapman, 1980) 
 การศึกษาหาค่าความเขม้ขน้ของเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายแบคทีเรียและยสีต ์ โดยใชปิ้เปต
ดูดอาหารเหลวเล้ียงเช้ือในหลุมทดสอบ MIC ท่ีไม่พบเช้ือเจริญ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาหยดลง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ MHA ส าหรับแบคทีเรีย บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 
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MHA-GMB ส าหรับยีสต ์บ่มเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เมื่อครบก าหนดอ่านผลโดยตรวจดูการเจริญ
ของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ โดยบนัทึกค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือเป็นค่า MLC 
 10. การศึกษาหาความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกดัจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือในการยับยั้ง
การเจริญของราโดยวธีิ Agar dilution (ดดัแปลงจำก Kim et al., 2012) 
 ศึกษาหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือในการยบัย ั้งการเจริญ
ของรา โดยตดัช้ินวุน้ราจากขอบโคโลนีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.6 มิลลิเมตร วางช้ินวุน้ราบนอาหาร 
ในจานเพาะเช้ือแบบ 24 หลุม ท่ีม ี PDA ปริมาตรหลุมละ 500 ไมโครลิตร และมคีวามเขม้ขน้ของสาร
สกดัลดลงตามล าดบัคร้ังละ 1 เท่า ตั้งแต่ 2,048-256 ไมโครกรัมกรัมต่อมิลลิลิตรผสมอยู ่ (รายละเอียด
การเตรียมสารสกดั ภาคผนวก ง) น าไปบ่มท่ีอุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 และ 5 วนั ท าการ
ทดสอบ 3 ซ ้า โดยชุดควบคุมเชิงลบ คือ PDA ท่ีเติมสารละลาย 1% DMSO ตรวจผลโดยดูการเจริญ
ของเช้ือทดสอบค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของราบนอาหารทดสอบ บนัทึกผลเป็นค่า
ความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์(MIC) 
 11. การศึกษาหาความเข้มข้นต ่าสุดในการท าลายรา  
 การศึกษาหาค่าความเขม้ขน้ของเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายรา โดยน าช้ินวุน้ราในหลุม MIC 
ท่ีผา่นการบ่ม 5 วนั ท่ีไม่พบราเจริญ มาวางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 วนั เมื่อครบก าหนดอ่านผลโดยตรวจดูการเจริญของราบนอาหารเล้ียงเช้ือ โดยบนัทึกค่า
ความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของราเป็นค่า MLC 
 12.  การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากราโดยวธีิ Thin layer chromatography  
(ดัดแปลงจำก Doss, 1970) 
 น าสารสกดัจากขอ้ 4 มาแยกองคป์ระกอบทางเคมี เร่ิมจากเตรียมตวัดูดซบั โดยใชแ้ผน่ 
TLC Silica Gel 60 F254 ตดัใหม้ีขนาด 1x10 เซนติเมตร ก  าหนดระดบัตวัท าละลายใหอ้ยู่สูงกว่าขอบ
ดา้นล่างของแผน่ TLC 0.5 เซนติเมตร ก  าหนดระยะจุดสารลงบนแผ่น TLC ท่ีแตม้สารสกดั          
ห่างจากขอบดา้นล่าง 1 เซนติเมตร และห่างจากขอบดา้นขา้ง 0.5 เซนติเมตร ก  าหนดต าแหน่ง Solvent 
front อยูต่  ่ากว่าขอบดา้นบนของแผน่ TLC 1 เซนติเมตร จากนั้นใช ้Capillary tube ขนาดเลก็ดูดสารสกดั
ปริมาตร 2-5 ไมโครลิตรไปจุดลงบนแผน่ TLC และวางพกัไวใ้หส้ารแหง้ เตรียมตวัท าละลาย Toluene: 
Methanol: Acetone ในอตัราส่วน 6:1:3 ในภาชนะท่ีปิดสนิทประมาณ 10 นาที เพื่อให้ตวัท าละลาย
อ่ิมตวั จากนั้นน าแผ่น TLC ไปแช่ในตวัท าละลายดังกล่าวในภาชนะท่ีปิดสนิท เมื่อตวัท าละลาย
เคล่ือนท่ีแพร่ถึงต าแหน่ง Solvent front น าแผน่ TLC ออกมาพกัใหแ้หง้ ภายใต ้แสงอลัตราไวโอเลตท่ี
ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร สงัเกตการเรืองแสงและสีของสารองคป์ระกอบพร้อมทั้งวดัระยะท่ีสาร            
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แต่ละชนิดเคล่ือนท่ีบนแผน่ TLC ค านวณหาค่า Rf ของสารสกดั จากสูตร Rf = ระยะทางท่ีตวัอยา่ง
เคล่ือนท่ี/ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี 
 13.  การศึกษาฤทธ์ิยับยัง้จุลินทรีย์ของสารสกดัจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือโดยวธีิ 
Bioautography (ดดัแปลงจำก Hamburger & Cordell, 1987) 
 การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช โดยวิธี Bioautography ท าโดยเล้ียงราสาเหตุโรคพืช
บนจานอาหาร PDA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 วนั ตดัแผ่น TLC ตรงบริเวณท่ีมีสาร
องคป์ระกอบ น าไปตากแสงอลัตราไวโอเลต เป็นเวลา 1 ชัว่โมง วางสารองคป์ระกอบ TLC ลงบน
ผิวหน้าอาหาร PDA เวน้ระยะห่างจากขอบราสาเหตุโรคพืช 1 เซนติเมตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ             
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั ก  าหนดให้ผลเชิงลบคือแผ่น TLC ท่ีผ่านการวางในวฏัภาค
เคล่ือนท่ี โดยไม่หยดสารสกดั ท าการทดสอบ 3 ซ ้า สงัเกตและบนัทึกผลการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
โดยใชเ้กณฑด์งัน้ี 
   3+ หมายถึง ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งห่างจากขอบแผน่สารองคป์ระกอบ
ประมาณ >5 มม. มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดี (High activity) 
   2+  หมายถึง ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งห่างจากขอบแผน่สารองคป์ระกอบ
ประมาณ 3-4 มม. มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate activity) 
   1+ หมายถึง ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งห่างจากขอบแผน่สารองคป์ระกอบ
ประมาณ 1-2 มม. มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งต  ่า (Low activity) 
 การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียและยสีต์ โดยวิธี Bioautography ใชว้ิธีเดียวกบั Disc diffusion 
แต่เปล่ียนจากวางดิสกเ์ป็นวางแผน่ TLC และเน่ืองจากปริมาณสารสกดัใน TLC มีนอ้ยเพื่อใหผ้ลบวก
ชดัเจนจึงเปล่ียนอาหารท่ีใชท้ดสอบใหม้ีปริมาตรจานละ 10 มิลลิลิตร วางแผน่ TLC บนผวิหนา้อาหาร 
MHA ส าหรับแบคทีเรีย และ MHA-GMB ส าหรับยสีต ์ หลงัจากป้ายเช้ือทดสอบท่ีเทียบความขุ่น
เท่ากบั McFarland No.0.5 แลว้กดสารองค์ประกอบ TLC เบา ๆ ท้ิงไวป้ระมาณ 1 ชัว่โมง จึงน า
แผน่ TLC ออก น าไปบ่มท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส แบคทีเรียบ่มเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ส าหรับยสีต์
บ่มเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ก  าหนดใหผ้ลเชิงลบคือ แผน่ TLC ท่ีผา่นการวางในวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
ท าการทดสอบ 3 ซ ้า สงัเกตการยบัย ั้งโซนการยบัย ั้ง บนัทึกผลการยบัย ั้งแบคทีเรียและยสีต ์ โดยใช้
เกณฑด์งัน้ี 
   3+ หมายถึง มีโซนใสห่างจากขอบแผน่สารองค์ประกอบประมาณ >6 มม. มีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งดี (High activity) 
   2+  หมายถึง มีโซนใสห่างจากขอบแผน่สารองค์ประกอบประมาณ 3-5 มม. มีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate activity) 
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   1+ หมายถึง มีโซนใสห่างจากขอบแผน่สารองค์ประกอบประมาณ 1-2 มม. มีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งต  ่า (Low activity) 
 14.  การศึกษาสามารถในการลดแรงตึงผิว 
  14.1  กำรศึกษำโดยวธิ ีParafilm M (Sari et al., 2014)  
  ใชปิ้เปตดูดสารสกดัจากขอ้ 4 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร หยดบน Parafilm M อ่านผล
ทนัที  สงัเกตลกัษณะของหยดเทียบกบัหยดสารละลาย 50% DMSO สารสกดัท่ีสามารถลดแรงตึงผวิ
ไดจ้ะมีลกัษณะหยดแบนกว่าสารละลาย 50% DMSO ท่ีใชเ้ป็นตวัควบคุมผลเชิงลบ ก  าหนดให้
สารละลาย Tween 80 และสารละลาย SDS เป็นตวัควบคุมผลเชิงบวก ท าการทดสอบ 3 ซ ้า (ภาพท่ี 3-4) 
  14.2  กำรศึกษำโดยวธิ ีDrop collapsing (ดัดแปลงจำก Kiran et al., 2009)  
  ใชปิ้เปตดูดน ้ ามนัมะกอก น ้ ามนัปาลม์ และน ้ามนัหมท่ีูผา่นการใชแ้ลว้ 1 คร้ัง ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 96 well microliter plate น าไปบ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา            
1 ชัว่โมง จากนั้นหยดสารสกดัจากขอ้ 4 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนผวิหนา้น ้ ามนัท่ีแบนราบ        
อ่านผลภายหลงัการทดสอบ 1 นาที ท าการทดสอบ 3 ซ ้า สารสกดัท่ีสามารถลดแรงตึงผิวไดจ้ะมี
ลกัษณะหยดแบนกว่าสารละลาย 50% DMSO ท่ีใชเ้ป็นตวัควบคุมผลเชิงลบ ก  าหนดใหส้ารละลาย 
Tween 80 และสารละลาย SDS เป็นตวัควบคุมผลเชิงบวก (ภาพท่ี 3-4) 
 

 
 
ภาพท่ี 3-4 ลกัษณะหยดสารสกดัโดยวิธี Drop collapsing test บนผวิหนา้น ้ ามนัปาลม์ในจานอาหาร

แบบ 96 หลุม; A: หลุมท่ียงัไม่ไดท้ดสอบ B: ผลเชิงบวกสารละลาย SDS C: ผลเชิงลบ 
สารละลาย 50%DMSO 

 
  14.3  กำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรกระจำยน ำ้มนั (Oil displacement test) (ดัดแปลง
จำก Kiran et al., 2009) 
  เทน ้ ากลัน่ท่ีสะอาดและปราศจากเช้ือ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเช้ือขนาด        
เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนติเมตร หยดน ้ ามนัมะกอก น ้ ามนัปาลม์ และน ้ ามนัหมท่ีูผา่นการใชแ้ลว้ 1 คร้ัง 
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงบนผวิหนา้ของน ้ า จากนั้นหยดสารสกดัจากขอ้ 4 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ลงบนผวิหนา้ของน ้ ามนั อ่านผลโดยสารสกดัท่ีสามารถลดแรงตึงผวิจะท าใหน้ ้ ามนัเกิดการกระจายตวั 

A B C 
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ท าการทดสอบ 3 ซ ้าก  าหนดใหต้วัควบคุมผลเชิงบวก คือ สารละลาย Tween 80 และ สารละลาย SDS 
และตวัควบคุมผลเชิงลบ คือ สารละลาย 50% DMSO (ภาพท่ี 3-5) 
 

 
 
ภาพท่ี 3-5  การกระจายตวัของน ้ ามนัมะกอกโดยวิธี Oil displacement test; A: จานน ้ ามนัท่ีลอยบน

ผวิหนา้น ้ า B: ผลเชิงบวก สารละลาย SDS C: ผลเชิงลบ สารละลาย 50%DMSO  
   หมายเหตุ สีขาวคือบริเวณของน ้ ามนัมะกอก 
 
 15. การศึกษาความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระโดยวธีิ Dot blot DPPH rapid staining 
(ดดัแปลงจำก Arora & Chandra, 2010)  
 ใช ้ Capillary tube ขนาดเลก็ดูดสารสกดัจากขอ้ 4 ท่ีเจือจางลง 50 เท่า ดว้ยจุดลงบนแผน่ 
TLC วางพกัไวใ้หแ้หง้ เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นสเปรยส์ารละลาย 0.4 mM DPPH ลงบนแผน่ TLC            
ซบัสีส่วนเกินออกดว้ยกระดาษซบั และวางท้ิงไวใ้หแ้หง้ อ่านผลทนัทีถา้สารสกดัสามารถตา้นอนุมูล
อิสระ สารองคป์ระกอบบนแผน่ TLC จะมีสีเหลืองท่ีระดบัต่าง ๆ และอ่อนลงจนเห็นสีขาว ประเมิน
ระดบัการตา้นอนุมูลอิสระจากสีท่ีเห็นดว้ยสายตา เทียบกบัสีเมื่อใชส้ารละลาย Ascorbic acid ท่ีความ
เขม้ขน้ 3 ระดบั ในการตา้นอนุมูลอิสระ โดยใชเ้กณฑด์งัน้ี สีเทียบเท่าสารละลาย Ascorbic acid ความ
เขม้ขน้ 250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นระดบั 3+  สีเทียบเท่าสารละลาย Ascorbic acid ความเขม้ขน้ 
0.025  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นระดบั 2+  สีเทียบเท่าสารละลาย Ascorbic acid ความเขม้ขน้ 0.00025 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นระดบั 1+ (ภาพท่ี 3-6) ท าการทดสอบ 3 ซ ้า ก าหนดให ้ ตวัควบคุมผลเชิง
บวก คือสารละลาย Ascorbic acid ท่ีความเขม้ขน้ 3 ระดบัขา้งตน้ และสารละลาย 1% DMSO ท่ีเป็น
ตวัควบคุมผลเชิงลบการตดัสินผลบวกจะใชว้ิธี Grading จากสีเทียบกบัสารละลายควบคุมผลเชิงบวก
สารละลาย Ascorbic acid  
 
 

C A B 
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ภาพท่ี 3-6   ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  ของสารละลาย Ascorbic acid ท่ีความเขม้ขน้ 
ระดบั A: 1+ เทียบเท่าสารละลาย Ascorbic acid ความเขม้ขน้ 0.00025, B: 2+ เทียบเท่า
สารละลาย Ascorbic acid ความเขม้ขน้ 0.025  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ C: 3+ เทียบเท่า
สารละลาย Ascorbic acid ความเขม้ขน้ 250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
 16.  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา  
 เล้ียงราบนอาหาร PDA/SW30 ppt ศึกษาลกัษณะโคโลนีลกัษณะการเจริญ ลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาของเสน้ใย และโครงสร้างสืบพนัธุข์องราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ Stereo microscope และกลอ้ง
จุลทรรศน์ Light microscope และจดัจ  าแนกในระดบัจีนสัหรือสปีชีส์ โดยใช ้ The key: Illustrated 
Genera of Imperfect Fungi (Barnett & Hunter, 2006) 
 

A B C 



 

บทที่  4 
ผลการวิจัย 

 

1. คณุสมบัติการชอบเคม็  
 จากการทดสอบคุณสมบติัการชอบเคม็ของรานาเกลือจ านวน 120 สายพนัธุ ์พบว่ารานาเกลือ
ทั้งหมดเป็นราท่ีมีคุณสมบติัการชอบเค็ม สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีไม่มีความเค็มถึงอาหารท่ีมี
ช่วงความเค็มสูงสุดตั้งแต่ 30-250 ppt ซ่ึงราแต่ละสายพนัธุ์มีคุณสมบติัการชอบเค็มแตกต่างกนั              
(ตารางท่ี 4-1) เมื่อแบ่งราตามเกณฑคุ์ณสมบติัการชอบเค็มพบว่า ราจ านวน 73 สายพนัธุ์ (60.8%)           
มีคุณสมบติัการชอบเค็มสุดขีด (Extreme halophile) คือเจริญไดบ้นอาหารท่ีมีความเค็มสูงสุดตั้งแต่ 
200 ppt ข้ึนไป ราจ านวน 44 สายพนัธุ ์(36.7%) มีคุณสมบติัการชอบเค็มปานกลาง (Moderate halophile) 
คือเจริญไดบ้นอาหารท่ีมีความเค็มสูงสุดช่วง 50 ppt ถึง 150 ppt และรา 3 สายพนัธุ์ (2.5%) เป็นราท่ีมี
คุณสมบติัการชอบเค็มต ่า (Mild halophile) สามารถเจริญไดบ้นอาหารท่ีมคีวามเค็มสูงสุดช่วง 15 ppt 
ถึง 30 ppt  และไม่พบราสายพนัธุท่ี์เจริญไดเ้ฉพาะในอาหารท่ีไม่มีเกลือ ดงัตารางท่ี 4-2  
 เม่ือพิจารณาจลศาสตร์การเจริญของราทั้งหมดพบลกัษณะการเจริญแตกต่างกนั 4 รูปแบบ คือ 

  1.  ราเจริญไดดี้บนอาหารท่ีไม่มีความเค็มถึงความเค็มต ่าและเจริญไดช้า้ลงบนอาหารท่ี
มีระดบัความเค็มสูงข้ึน 

  2.  ราเจริญไดดี้ไม่แตกต่างกนัทั้งบนอาหารท่ีไม่มีความเค็มและมคีวามเค็มทุกระดบั 
  3.  ราเจริญไดดี้บนอาหารท่ีมคีวามเค็มระดบัปานกลาง 
  4.  ราไม่เจริญบนอาหารท่ีไม่มีความเค็ม แต่เจริญไดดี้บนอาหารท่ีมีระดบัความเค็มสูง 
 ราชอบเค็มส่วนใหญ่ท่ีพบเป็นราท่ีมีลกัษณะการเจริญในรูปแบบท่ี 1 โดยราเจริญบนอาหาร         

ท่ีไม่มีความเค็มและมคีวามเค็มไดดี้ในช่วงความเค็ม 0-30 ppt เมื่อความเค็มของอาหารเพ่ิมข้ึน ราเจริญ
ไดช้า้ลงและเมื่อถึงความเคม็ท่ีราไม่สามารถทนไดก้จ็ะหยดุเจริญ รูปแบบการเจริญท่ีพบรองลงมาคือ
รูปแบบท่ี 2 คือ ราเจริญไดดี้บนอาหารท่ีไม่มีความเค็มและท่ีมีความเค็มไมแ่ตกต่างกนัในทุกระดบั           
ความเค็ม ลกัษณะการเจริญรูปแบบท่ี 3 พบไม่มากนกั รากลุ่มน้ีเม่ือเล้ียงราบนอาหารท่ีไม่มีความเค็ม
ราเจริญไดเ้พียงเลก็นอ้ย ในขณะท่ีเม่ือเล้ียงราบนอาหารท่ีมคีวามเค็มระดบัปานกลางราเจริญไดดี้และ
ราเจริญไดดี้ท่ีสุดในความเค็มของอาหารในช่วง 30-50 ppt เม่ือความเค็มของอาหารเพ่ิมมากข้ึนอตัรา
การเจริญของราจะลดลงเร่ือย ๆ จนหยดุเจริญ เช่นเดียวกบัรากลุ่มท่ี 1 การเจริญรูปแบบท่ี 4 เป็นรา          
ท่ีตอ้งการความเค็มในการเจริญ เม่ือเล้ียงราบนอาหารท่ีไม่มีความเค็มราไม่เจริญ แต่เมื่ออาหารท่ีมี
ความเค็มเพ่ิมข้ึนราเจริญไดดี้ข้ึนและราเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ีความเค็มประมาณ 150 ppt ซ่ึงพบเพียง           



 

1 สายพนัธุเ์ท่านั้น คือ SSPB2203 รากลุ่มท่ี 4 จดัเป็น Obligate halophile ขณะท่ีกลุ่มท่ี 1-3 จดัเป็น 
Facultative halophile ตามค านิยามของ Nayak et al. (2012) ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของราแต่ละ
กลุ่มแสดงดงัภาพท่ี 4-1 และ 4-2 
 
ตารางท่ี 4-1  คุณสมบติัการชอบเค็มของรานาเกลือ  
 

ล าดบั รานาเกลือ 
ระดบัความเค็ม 

สูงสุดท่ีราเจริญ (ppt) 
ล าดบั รานาเกลือ 

ระดบัความเค็ม 
สูงสุดท่ีราเจริญ (ppt) 

1 SSCS0003 0-100 22 SSCR0505 0-200 
2 SSCS0006 0-100 23 SSCR0506 0-250 
3 SSCS0031 0-100 24 SSCR0507 0-200 
4 SSCR0034 0-200 25 SSPB1105 0-100 
5 SSCR0044 0-200 26 SSPB1109 0-200 
6 SSCR0045 0-200 27 SSPB1110 0-100 
7 SSCR0066 0-250 28 SSPB1111 0-100 
8 SSCS0069 0-250 29 SSPB1116 0-30 
9 SSCS0070 0-150 30 SSPB1117 0-250 
10 SSCS0074 0-150 31 SSPB1118 0-250 
11 SSCR0078 0-150 32 SSPB1119 0-100 
12 SSCR0082 0-200 33 SSPB1120 0-100 
13 SSCR0088 0-150 34 SSPB1122 0-250 
14 SSCR0102 0-150 35 SSPB1123 0-250 
15 SSCS0106 0-250 36 SSPB1126 0-250 
16 SSCS0109 0-150 37 SSPB1128 0-250 
17 SSCS0115 0-250 38 SSPB1130 0-250 
18 SSCR0501 0-200 39 SSPB1204 0-30 
19 SSCR0502 0-150 40 SSPB1206 0-150 
20 SSCR0503 0-200 41 SSPB1209 0-100 
21 SSCR0504 0-250 42 SSPB1210 0-150 

หมายเหตุ ทดสอบบนอาหาร PDA ท่ีมีความเค็ม 0, 15, 30, 50, 100, 150, 200 และ 250 ppt 



 

ตารางท่ี 4-1  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 
ระดบัความเค็ม 

สูงสุดท่ีราเจริญ (ppt) 
ล าดบั รานาเกลือ 

ระดบัความเค็ม 
สูงสุดท่ีราเจริญ (ppt) 

43 SSPB1211 0-50 68 SSPB2209 0-50 
44 SSPB1212 0-150 69 SSPB2210 0-100 
45 SSPB1213 0-150 70 SSPB2212 0-50 
46 SSPB1214 0-250 71 SSPB2213 0-200 
47 SSPB1215 0-200 72 SSPB2302 0-250 
48 SSPB1218 0-150 73 SSPB2304 0-50 
49 SSPB1219 0-200 74 SSPB2305 0-30 
50 SSPB1302 0-200 75 SSPB2308 0-100 
51 SSPB1303 0-200 76 SSPB2310 0-100 
52 SSPB1306 0-150 77 SSPB3101 0-250 
53 SSPB1307 0-100 78 SSPB3104 0-150 
54 SSPB1308 0-100 79 SSPB3108 0-250 
55 SSPB1309 0-200 80 SSPB3111 0-200 
56 SSPB1310 0-200 81 SSPB3114 0-250 
57 SSPB1311 0-250 82 SSPB3117 0-250 
58 SSPB1312 0-200 83 SSPB3120 0-200 
59 SSPB1314 0-150 84 SSPB3124 0-150 
60 SSPB1315 0-50 85 SSPB3203 0-250 
61 SSPB2101 0-100 86 SSPB3204 0-200 
62 SSPB2102 0-150 87 SSPB3207 0-200 
63 SSPB2103 0-100 88 SSPB3208 0-250 
64 SSPB2104 0-150 89 SSPB3209 0-250 
65 SSPB2108 0-50 90 SSPB3301 0-250 
66 SSPB2202 0-250 91 SSPB3304 0-250 
67 SSPB2203 15-250 92 SSPB3305 0-250 

หมายเหตุ ทดสอบบนอาหาร PDA ท่ีมีความเค็ม 0, 15, 30, 50, 100, 150, 200 และ 250 ppt 



 

ตารางท่ี 4-1  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 
ระดบัความเค็ม 

สูงสุดท่ีราเจริญ (ppt) 
ล าดบั รานาเกลือ 

ระดบัความเค็ม 
สูงสุดท่ีราเจริญ (ppt) 

93 SSPB3312 0-250 107 SSPB4307 0-250 
94 SSPB3314 0-200 108 SSPB4308 0-250 
95 SSPB4107 0-250 109 SSPB4309 0-250 
96 SSPB4108 0-200 110 SSPB4313 0-250  
97 SSPB4206 0-250 111 SSPB4319 0-250 
98 SSPB4207 0-250 112 SSPB4320 0-250 
99 SSPB4208 0-250 113 SSPB4321 0-250 
100 SSPB4215 0-150 114 SSPB4323 0-250 
101 SSPB4217 0-200 115 SSPB4324 0-250 
102 SSPB4225 0-250 116 SSPB4325 0-250 
103 SSPB4234 0-150 117 SSPB4327 0-250 
104 SSPB4235 0-150 118 SSPB4328 0-250 
105 SSPB4301 0-200 119 SSPB4329 0-250 
106 SSPB4304 0-200 120 SSPB4332 0-250 

หมายเหตุ ทดสอบบนอาหาร PDA ท่ีมีความเค็ม 0, 15, 30, 50, 100, 150, 200 และ 250 ppt 
 
ตารางท่ี 4-2  ระดบัคุณสมบติัการชอบเค็มของรานาเกลือ 
 

ระดบัความเค็ม 
สูงสุดท่ีราเจริญ (ppt) 

จ านวน 
สายพนัธุ์ 

ร้อยละ 
คุณสมบติั 
การชอบเค็ม 

จ านวน 
สายพนัธุ์ 

ร้อยละ 

30 3 2.5% Mild halophile 3 2.5% 
50 6 5.0% 

Moderate halophile 44 36.7% 100 17 14.2% 
150 21 17.5% 
200 26 21.7% 

Extreme halophile 73 60.8% 
250 47 39.2% 



 

 
 

ภาพท่ี 4-1 รูปแบบการเจริญของรานาเกลือทั้งหมดท่ีศึกษา;  คือ การเจริญของรารูปแบบท่ี 1   
 คือ การเจริญของรารูปแบบท่ี 2      คือ การเจริญของรารูปแบบท่ี 3  และ    

คือ การเจริญของรารูปแบบท่ี 4  

 
 

 

 

 

 
 
ภาพท่ี 4-2  ลกัษณะการเจริญของรานาเกลือรูปแบบต่าง ๆ บนอาหาร PDA ท่ีมีความเค็ม 0-250 ppt             

ในจานเพาะเช้ือแบบ 24 หลุม เมื่อบ่มเป็นเวลา 10 วนั; A: การเจริญของรารูปแบบท่ี 1 
SSCR0078 B: การเจริญของรารูปแบบท่ี 2 SSCR0066 C: การเจริญของรารูปแบบท่ี 3 
SSPB2102 และ D: การเจริญของรารูปแบบท่ี 4 SSPB2203 
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2. การคดักรองและศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส  
 เบ้ืองตน้ท าการศึกษาการสร้างสารยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 2 ชนิด คือ C. capsici DOAC 1511 
และ C. gloeosporioides DOAC 0782 โดยวิธี Dual culture บนอาหาร PDA และ PDA/SW30 ppt  เป็นเวลา            
3 และ 5 วนั รานาเกลือจ านวน 60 สายพนัธุ ์(50.0%) จากจ านวนทั้งหมด 120 สายพนัธุ ์สามารถยบัย ั้ง 
ราสาเหตุโรคพืชโดยเกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis มีระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ัง้การเจริญ
(Inhibition distance, ID) มากกวา่ 2 มิลลิเมตร ระยะเวลาท่ีเล้ียงราร่วมกนั 3 วนั มีค่า ID มากกว่าเมื่อ
เล้ียงราร่วมกนั 5 วนั และรานาเกลือสามารถสร้างสารยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชไดดี้ทั้งบนอาหาร PDA และ 
PDA/SW30 ppt แต่ความสามารถในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชแตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธุ ์(ตารางท่ี 4-3)  
 เมื่อน ารานาเกลือจ านวน 60 สายพนัธุ ์ท่ีมีค่า ID มากกว่า 2 มิลลิเมตรไปศึกษาการยบัย ั้งรา
สาเหตุโรคพชืซ ้าโดยวิธี Dual culture อีกคร้ัง แต่เปล่ียนจากการหาค่า ID เป็นการวิเคราะห์ประสิทธิภาพ          
การยบัย ั้งในหน่วยร้อยละ (Percentage inhibition efficiency; %IE) พบว่ารานาเกลือมีประสิทธิภาพ         
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชแตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดราทดสอบ ระยะเวลาท่ีเล้ียงร่วมกนั และความเค็ม
ของอาหารท่ีใชท้ดสอบ รานาเกลือจ านวน 50 สายพนัธุ ์ (83.3%) จากรานาเกลือ 60 สายพนัธุ ์        
มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชดว้ย %IE มากกว่าหรือเท่ากบั 35 (ตารางท่ี 4-4) พบว่า 
รานาเกลือ SSCS0069, SSPB4107, SSPB4215, SSPB4225 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ดว้ย %IE มากกว่า 57 เม่ือเล้ียงราร่วมกนั 
5 วนั บนอาหาร PDA และ PDA/SW30 ppt รานาเกลือท่ีแสดงประสิทธิภาพดีท่ีสุด คือ SSPB4225                       
มีค่า %IE เท่ากบั 75.0 และ 76.0 ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. capsici DOAC1511 และ C. gloeosporioides 
DOAC 0782 เม่ือเล้ียงร่วมกนับนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 5 วนั (ภาพท่ี 4-3) %IE ในการยบัย ั้ง
ราสาเหตุโรคพืชแสดงใหเ้ห็นว่ารานาเกลือส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง C. gloeosporioides 
DOAC 0782 ไดดี้กว่า C. capsici DOAC 1511 และเม่ือเล้ียงราร่วมกนัเป็นเวลา 3 วนั ราส่วนใหญ่            
ท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชในระดบัต ่าถึงปานกลาง แต่เม่ือเล้ียงร่วมกนั 5 วนั 
รานาเกลือส่วนใหญ่แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งดีข้ึนกว่าระดบัเดิม (ตารางท่ี 4-5) 
 

3.  การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือต่อการยับยั้งราสาเหตุโรคพชื 
 เมื่อทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชของสารสกดัจากอาหารเหลว PDB และ 
PDB/SW30 sw รวม 100 สารสกดั จากรานาเกลือท่ีมปีระสิทธิภาพการยบัย ั้งมากกว่าร้อยละ 35 จ านวน           
50 สายพนัธุ ์พบว่าประสิทธิภาพและจ านวนสารสกดัท่ียบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชแตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดรา
สาเหตุโรคพืชท่ีท าการทดสอบและความเค็มของอาหารเหลวท่ีใชเ้ล้ียงรานาเกลือ ดงัตารางท่ี  4-6 และ 4-7   



 

 

ตารางท่ี 4-3 ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งการเจริญ (ID) โดยรานาเกลือเม่ือเล้ียงร่วมกนับนอาหารท่ีมีความเค็มต่างกนัเป็นระยะเวลา 3 วนั และ 5 วนั 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW 30 ppt  PDA   PDA/SW 30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

1 SSCS0006 3.50+0.71 -  2.50+0.71 -  1.50+0.71 -  1.00+0.00 - 
2 SSCS0031 - -  - -  8.00+0.00 1.00+0.00  11.00+0.00 2.00+0.00 
3 SSCR0044 - -  - -  - -  15.00+0.00 2.00+0.00 
4 SSCR0066 - -  - -  10.50+0.71 1.50+0.71  - - 

5 SSCS0069 17.00+0.00 14.50+0.71  16.50+0.71 13.00+0.00  17.00+0.00 13.00+0.00  13.50+0.71 9.50+0.71 

6 SSCS0070 10.00+0.00 5.00+0.00  8.00+0.00 3.00+0.00  12.00+0.00 6.00+0.00  7.00+0.00 2.00+0.71 
7 SSCR0088 - -  - -  1.00+0.00 -  3.50+0.71 1.50+0.71 
8 SSCS0106 6.00+0.00 2.00+0.00  4.00+0.00 -  10.00+0.00 2.50+0.71  2.00+0.00 - 
9 SSCS0115 10.00+0.00 3.50+0.00  - -  10.00+0.00 1.00+0.00  - - 
10 SSCR0501 8.00+0.00 -  6.00+0.00 -  12.00+0.00 2.00+0.00  5.00+0.00 - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  



 

ตารางท่ี 4-3  (ต่อ)  
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW 30 ppt  PDA   PDA/SW 30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

11 SSCR0502 - -  - -  10.00+0.00 2.50+0.71  3.00+0.00 - 
12 SSCR0503 - -  - -  - -  13.50+0.71 5.00+0.00 
13 SSCR0505 - -  - -  15.00+0.00 2.00+0.00  3.00+0.00 - 
14 SSCR0506 - -  - -  - -  17.00+0.00 4.00+0.00 
15 SSCR0507 - -  - 3.00+0.00  - -  - 4.00+0.00 
16 SSPB1105 - -  - 5.00+0.00  - -  - - 
17 SSPB1110 16.00+0.00 14.00+0.00  12.00+0.00 7.00+0.00  13.00+0.00 10.00+0.00  12.00+0.00 8.00+0.00 
18 SSPB1116 - 9.50+0.71  - 6.00+0.00  - 8.00+0.00  - 8.50+0.71 
19 SSPB1117 12.00+4.41 8.00+0.00  5.00+0.00 1.00+0.00  13.00+0.00 6.00+0.00  5.50+0.71 - 
20 SSPB1122 10.50+0.71 4.50+0.71  4.50+0.71 1.50+0.71  9.50+2.12 4.00+1.41  8.50+0.71 - 

หมายเหตุ  -  หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
 



 

ตารางท่ี 4-3  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW 30 ppt  PDA   PDA/SW 30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

21 SSPB1130 10.00+0.00 7.50+0.71  8.50+0.71 5.50+2.12  11.00+0.00 5.50+0.71  1.00+0.00 - 
22 SSPB1204 - -  - -  - 8.00+0.00  - 1.00+0.00 
23 SSPB1209 8.50+0.71 3.50+0.71  9.50+0.71 2.50+0.71  7.50+0.71 2.00+0.00  10.00+0.00 3.00+0.00 
24 SSPB1210 5.00+0.71 -  6.00+0.71 -  7.50+0.71 -  6.50+0.71 - 
25 SSPB1211 6.00+0.00 3.00+0.00  2.50+0.71 1.00+0.00  8.50+0.71 2.00+0.00  5.00+0.00 1.00+0.00 
26 SSPB1212 - -  6.00+0.00 4.50+2.15  - -  8.50+0.71 2.00+0.00 
27 SSPB1218 17.00+0.00 16.00+0.00  17.00+0.00 16.00+1.41  19.00+0.00 15.00+0.00  14.00+0.00 12.00+0.00 
28 SSPB1302 - -  - -  11.00+0.00 2.00+0.00  - - 
29 SSPB1312 - -  - -  7.50+3.54 1.00+1.41  8.00+0.00 - 
30 SSPB2104 - 6.50+0.71  - 3.00+0.00  - 11.00+0.00  - 6.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
 



 

ตารางท่ี 4-3 (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW 30 ppt  PDA   PDA/SW 30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

31 SSPB2202 - -  8.00+1.41 1.50+0.71  11.00+1.41 1.50+0.71  - - 
32 SSPB2210 8.00+0.00 3.00+1.41  6.00+0.00 2.00+0.00  12.00+0.00 2.5+0.71  10.00+0.00 2.00+0.00 
33 SSPB2213 - -  - 4.00+0.00  - -  - 3.00+0.00 
34 SSPB3114 - 2.00+0.00  - -  - 14.00+0.00  - - 
35 SSPB3117 - -  - -  11.00+0.00 4.50+0.71  6.00+0.00 - 
36 SSPB3120 - -  - -  12.00+0.00 4.00+0.00  4.50+0.71 - 
37 SSPB3124 11.50+0.71 7.00+0.00  9.00+1.41 5.00+1.41  12.50+0.71 8.00+0.00  6.50+0.71 2.00+0.00 
38 SSPB3208 13.00+1.41 8.00+0.00  14.00+0.00 7.50+0.71  11.00+1.41 7.50+0.71  9.00+0.00 4.00+0.00 
39 SSPB3301 8.00+0.00 6.00+0.00  6.50+0.71 -  5.50+0.71 1.00+0.00  14.00+0.00 10.00+0.00 
40 SSPB4107 16.50+0.71 12.00+0.00  17.50+0.71 12.50+0.71  17.50+0.71 11.50+0.71  14.00+0.00 8.50+0.71 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
 



 

ตารางท่ี 4-3 (ต่อ)  
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW 30 ppt  PDA   PDA/SW 30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

41 SSPB4108 1.50+0.71 -  6.50+0.71 2.50+0.71  8.00+1.41 4.50+0.71  1.00+0.00 - 
42 SSPB4207 19.00+0.00 16.00+0.00  16.00+0.00 11.00+0.00  16.00+0.00 12.00+0.00  16.00+0.00 10.00+0.00 
43 SSPB4208 13.50+0.71 9.50+0.71  14.00+0.00 9.50+0.71  16.00+0.00 11.00+0.00  9.00+0.71 4.50+0.71 
44 SSPB4215 16.50+0.71 12.50+0.71  15.00+0.00 10.00+0.00  17.00+1.41 12.00+1.41  15.00+1.41 10.00+0.00 
46 SSPB4225 16.50+0.71 14.00+1.41  16.00+0.00 12.50+0.71  15.50+0.71 10.50+0.71  16.00+0.00 12.00+0.00 
47 SSPB4307 13.00+0.00 10.50+0.71  12.50+0.71 10.00+0.00  15.00+0.00 10.50+0.71  15.00+0.00 10.00+0.00 
48 SSPB4308 14.50+0.71 11.00+1.41  10.00+0.00 5.00+0.00  15.50+0.71 9.00+1.41  15.50+0.71 9.50+0.71 
49 SSPB4309 13.00+0.00 9.50+0.71  8.00+0.00 4.00+0.00  13.50+0.71 9.00+0.00  11.00+0.00 5.50+0.71 
50 SSPB4313 18.50+0.71 12.00+1.41  10.50+0.71 6.50+0.71  18.50+0.71 13.00+1.41  13.00+1.41 8.00+1.41 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
 
 



 

ตารางท่ี 4-3 (ต่อ)  
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ระยะทางท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งการเจริญ (มิลลิเมตร) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW30 ppt  PDA   PDA/SW30 ppt 

3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 
51 SSPB4319 13.00+0.00 7.50+0.71  10.00+0.00 5.50+0.71  15.00+0.00 8.00+0.00  9.50+0.71 3.50+0.71 
52 SSPB4320 16.50+0.71 8.00+0.00  13.50+0.71 13.50+0.71  13.50+0.71 9.50+0.71  15.00+0.00 10.00+0.00 
53 SSPB4321 10.50+0.71 5.00+0.00  8.00+0.00 4.00+0.00  9.00+0.00 8.00+0.00  7.00+0.00 4.50+0.00 
54 SSPB4323 15.00+0.00 11.00+0.00  12.00+0.00 7.00+0.00  16.00+0.00 10.00+0.00  16.50+0.71 11.00+1.41 
55 SSPB4324 15.00+0.00 10.50+0.71  16.00+0.00 13.00+0.00  15.00+0.00 11.50+0.00  11.00+0.00 6.00+0.00 
56 SSPB4325 16.50+0.71 13.00+0.00  13.50+0.71 9.00+1.41  16.00+0.00 11.00+0.00  13.00+0.00 18.00+0.00 
57 SSPB4327 15.50+0.71 11.00+1.41  13.50+0.71 9.50+0.71  11.50+0.71 6.00+0.00  13.00+0.00 7.00+0.00 
58 SSPB4328 12.00+0.00 7.00+0.00  10.00+0.00 6.00+0.00  13.50+0.71 8.00+0.00  7.50+0.71 3.00+0.00 
59 SSPB4329 11.50+0.71 8.50+0.71  10.00+0.00 5.50+0.71  13.00+0.00 10.00+0.00  8.50+0.71 4.50+0.71 
60 SSPB4332 13.50+0.71 10.00+0.00  11.00+1.41 7.50+0.71  15.50+0.71 8.50+0.71  4.50+0.71 4.50+0.71 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis



 

 

  
 

 
ภาพท่ี 4-3 ปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis ของราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส A: C. capsici DOAC 1511 

และ B: C. gloeosporioides DOAC 0782 (ซา้ย) กบัรานาเกลือ SSPB4225 (ขวา) เม่ือเล้ียงรา
บนอาหาร PDA30 ppt เป็นเวลา 5 วนั 

 
สารสกดั 82 สาร (82.0%) จากรานาเกลือ 47 สายพนัธุมี์ประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง C. gloeosporioides DOAC 
0782 ขณะท่ีสารสกดัเพียง 76 สาร (76.0%) จากรานาเกลือ 42 สายพนัธุมี์ฤทธ์ิยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 

 ตารางท่ี 4-8 สรุปรายละเอียดของสารสกดั 11 สารจากรานาเกลือ 10 สายพนัธุท่ี์มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชชนิดใดชนิดหน่ึงหรือทั้งสองชนิดในระดบัดีมาก (%IE >70) เม่ือเล้ียงรา
ดว้ยอาหารเหลว PDB หรือ PDB/SW30 ppt รานาเกลือท่ีผลิตสารท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง C. capsici 
DOAC 1511 หรือ C. gloeosporioides DOAC 0782 ในระดบัดีมาก เฉพาะในอาหารเหลว PDB คือ 
SSCS0106, SSCS0115, SSPB3208, SSPB4107 และ SSPB4329 เฉพาะในอาหารเหลว PDB/SW30 ppt                
คือ SSPB4215 และ SSPB4217 รานาเกลือท่ีสร้างสารท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช
ทั้งสองชนิดในระดบัดีมาก เม่ือเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB/SW30 ppt คือ SSPB4207 และ SSPB4324             
สารสกดั SSPB4207 จากอาหาร PDB/SW30 ppt มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. capsici 
DOAC 1511 มากกว่า C. gloeosporioides DOAC 0782 มีค่า %IE เท่ากบั 76 และ 70 ตามล าดบั (ภาพท่ี 
4-4 และ 4-5) ในทางกลบักนัสารสกดั SSPB4324 จากอาหาร PDB/SW30 ppt ท่ีมปีระสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
ราสาเหตุโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 มากกวา่ C. capsici DOAC 1511 มีค่า %IE เท่ากบั
77 และ 70 ตามล าดบั พบรานาเกลือเพียง 1 สายพนัธุเ์ท่านั้น คือ SSPB3124 ท่ีสามารถสร้างสารท่ีมี
ประสิทธิภาพดีมากในอาหารเหลวทั้งสองชนิด แต่ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชแต่ละ
ชนิดแตกต่างกนั สารสกดั SSPB3124 จาก PDB/SW30 ppt ยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 ไดดี้กว่า                    
C. gloeosporioides DOAC 0782 และสารสกดั SSPB3124 จาก PDB ยบัย ั้ง C. gloeosporioides DOAC 
0782 ไดดี้กว่า C. capsici DOAC 1511 มีค่า %IE สูงท่ีสุดเท่ากนัคือ 80 (ภาพท่ี 4-6, 4-7) 

A B 



 

 

ตารางท่ี 4-4  ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) ของราสาเหตุโรคพืชดว้ยรานาเกลือ เม่ือเล้ียงร่วมกนับนอาหารท่ีมีความเค็มต่างกนัเป็นระยะเวลา 
3 วนั และ 5 วนั 

 

ล าดบั รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW30 ppt  PDA   PDA/SW30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

1 SSCS0006 20.00+0.00 -  22.22+3.85 -  27.27+0.00 -  16.16+3.54 - 
2 SSCS0031 - -  - -  30.00+0.00 44.44+0.00  23.08+0.00 60.00+0.00 
3 SSCR0044 - -  8.00+0.00 39.29+0.00  - -  20.00+0.00 47.12+1.98 
4 SSCR0066 - -  - -  15.15+5.25 29.15+2.79  - - 
5 SSCS0069 40.00+0.00 60.00+0.00  60.00+0.00 76.00+0.00  45.45+0.00 60.00+0.00  55.01+3.54 68.89+1.92 
6 SSCS0070 23.33+5.77 22.22+3.85  31.11+3.85 42.67+6.11  27.27+0.00 40.00+0.00  20.25+0.00 43.33+0.00 
7 SSCR0088 - -  - -  27.27+0.00 -  28.57+0.00 50.67+2.30 
8 SSCS0106 13.33+5.77 13.33+7.64  31.11+3.85 -  27.30+9.14 40.00+0.00  - - 
9 SSCS0115 10.00+0.00 15.56+10.18  - -  33.33+5.25 40.00+0.00  - - 
10 SSCR0501 4.17+7.22 -  27.78+4.81 -  30.23+0.00 51.21+0.00  30.00+0.00 - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  



 

ตารางท่ี 4-4  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW30 ppt  PDA   PDA/SW30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

11 SSCR0502 - -  - -  22.48+13.42 62.06+4.69  16.67+5.77 - 
12 SSCR0503 - -  - -  - -  13.33+5.77 45.98+5.26 
13 SSCR0505 - -  - -  30.23+0.00 24.12+9.39  26.67+11.55  
14 SSCR0506 - -  - -  - -  30.00+0.00 39.29+0.00 
15 SSCR0507 - -  - 34.52+2.06  - -  - 47.13+1.99 
16 SSPB1105 - -  - 39.27+0.00  - -  - - 
17 SSPB1110 23.33+5.77 37.50+0.00  10.25+4.44 39.27+4.05  23.08+0.00 29.41+0.00  4.45+3.85 28.57+0.00 
18 SSPB1116 - 20.83+3.61  - 23.08+4.05  - 23.53+0.00  - 20.64+2.75 
19 SSPB1117 40.00+0.00 41.02+4.44  37.78+3.85 58.67+2.31  30.00+0.00 44.44+0.00  28.21+4.44 - 
20 SSPB1122 33.33+5.77 25.64+4.44  33.33+0.00 52.00+0.00  50.00+0.00 61.11+5.56  42.42+3.50 64.59+1.81 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
 



 

ตารางท่ี 4-4  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW30 ppt  PDA   PDA/SW30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

21 SSPB1130 16.67+5.77 35.55+3.85  48.89+7.70 65.33+4.62  30.00+0.00 44.44+0.00  23.08+0.00 60.00+0.00 
22 SSPB1204 - -  - -  - 15.58+0.00  - - 
23 SSPB1209 30.00+0.00 42.31+0.00  27.44+3.93 50.62+0.00  2.77+4.81 29.39+2.84  27.45+6.79 50.58+1.98 
24 SSPB1210 20.00+0.00 46.29+3.21  22.22+3.85 49.33+2.31  13.33+5.77 50.00+0.00  28.21+4.44 65.56+1.93 
25 SSPB1211 10.00+0.00 20.51+4.45  42.22+3.85 58.67+2.31  16.66+5.78 36.70+2.92  27.78+0.00 53.13+0.00 
26 SSPB1212 50.00+10.00 44.45+3.70  38.78+6.80 57.48+2.38  13.89+4.81 44.17+2.84  29.41+0.71 58.62+0.00 
27 SSPB1218 40.00+0.00 56.25+0.00  48.72+11.75 70.31+8.43  58.97+4.45 56.86+3.39  60.00+0.00 66.67+0.00 
28 SSPB1302 - -  - -  18.00+0.00 -  4.45+3.85 - 
29 SSPB1312 - -  - -  0.37+0.64 11.11+3.85  33.33+4.12 41.33+2.30 
30 SSPB2104 - 4.17+9.55  - 23.08+4.05  - 19.61+6.80  - 15.88+2.75 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
  



 

ตารางท่ี 4-4 (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW30 ppt  PDA   PDA/SW30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

31 SSPB2202 6.67+5.77 27.08+7.22  - 43.32+0.00  10.25+4.44 15.68+6.80  8.89+10.18 - 
32 SSPB2210 12.50+0.00 42.22+3.85  19.45+4.81 55.95+5.45  30.23+0.00 40.38+4.69  10.00+0.00 49.42+1.99 
33 SSPB2213 - -  - 20.00+0.00  - -  - 33.33+0.00 
34 SSPB3114 - 33.33+0.00  - -  - 50.00+0.00  - 20.40+8.69 
35 SSPB3117 - -  - -  1.11+0.00 8.89+3.85  21.43+0.00 - 
36 SSPB3120 - -  - -  16.66+5.78 24.07+3.21  27.78+0.00 - 
37 SSPB3124 26.67+5.77 41.02+4.44  33.33+0.00 58.67+2.31  50.00+0.00 55.55+0.00  51.28+4.45 66.67+2.31 
38 SSPB3208 33.33+5.77 30.77+7.69  26.67+0.00 52.00+0.71  43.33+5.77 59.26+6.42  56.41+4.33 65.33+2.31 
39 SSPB3301 - -  34.96+8.31 35.00+0.00  1.11+0.00 26.67+0.00  16.67+4.12 41.33+2.30 
40 SSPB4107 40.00+0.00 58.82+0.00  68.28+7.14 73.00+2.31  48.48+5.25 61.13+2.59  64.45+3.85 68.96+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
 



 

ตารางท่ี 4-4  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW30 ppt  PDA   PDA/SW30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

41 SSPB4108 - 5.99+3.70  45.58+00.00 53.36+6.29  0.00+0.83 27.75+2.84  49.02+3.39 58.62+0.00 
42 SSPB4207 56.99+0.00 67.32+0.00  67.48+0.00 75.00+0.00  33.00+0.00 46.67+0.00  71.43+7.14 73.00+2.31 
43 SSPB4208 16.67+5.77 47.06+0.00  42.86+0.00 64.00+0.00  36.36+0.00 58.15+2.59  40.00+6.67 56.32+5.27 
44 SSPB4215 50.00+0.00 61.54+0.00  63.72+3.93 71.19+0.00  55.55+4.81 58.95+2.85  58.82+0.00 65.52+0.00 
45 SSPB4217 33.33+1.11 55.71+4.04  49.88+4.34 62.50+0.00  43.33+0.58 46.15+0.00  52.38+4.12 69.05+2.06 
46 SSPB4225 46.65+6.21 65.14+3.78  59.35+0.00 75.00+0.00  40.74+6.41 57.78+3.85  71.42+0.00 76.00+0.00 
47 SSPB4307 41.67+8.34 54.80+5.65  51.05+6.99 55.10+2.99  57.58+5.25 66.18+0.00  59.53+8.25 69.33+4.62 
48 SSPB4308 26.67+5.77 30.77+0.00  40.00+6.67 60.00+0.00  50.00+0.00 55.55+0.00  61.53+0.00 70.67+2.31 
49 SSPB4309 41.67+0.00 54.80+0.00  41.73+4.04 51.64+2.99  51.52+5.25 59.74+2.79  38.10+14.87 58.67+6.11 
50 SSPB4313 33.33+5.77 33.33+4.44  44.45+3.85 62.67+2.31  30.00+10.00 38.89+5.56  51.28+4.45 66.67+2.31 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  
 



 

ตารางท่ี 4-4  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) 
C. capsici DOAC 1511   C. gloeosporioides DOAC 0782 

PDA   PDA/SW30 ppt  PDA   PDA/SW30 ppt 
3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 

51 SSPB4319 23.33+5.57 55.56+0.00  46.67+0.00 68.00+0.00  43.33+5.77 51.85+3.21  48.72+4.45 72.22+1.92 
52 SSPB4320 33.33+5.77 38.46+0.00  51.00+3.75 65.33+2.31  43.33+5.75 46.29+3.21  58.97+4.43 68.00+0.00 
53 SSPB4321 30.00+0.00 55.56+0.00  40.00+0.00 60.00+0.00  36.67+5.77 57.41 +3.20  35.90+4.44 61.11+1.92 
54 SSPB4323 33.33+5.77 41.02+4.44  44.45+3.85 62.67+2.31  50.00+0.00 55.55+0.00  48.15+3.21 64.59+1.81 
55 SSPB4324 33.33+5.77 54.17+3.61  51.54+0.00 79.76+0.00  56.41+4.45 62.75+3.40  51.11+3.85 61.90+0.00 
56 SSPB4325 36.67+5.77 48.72+0.00  47.85+3.92 60.22+2.37  50.00+8.33 68.63+3.13  64.71+5.88 77.01+1.99 
57 SSPB4327 30.00+0.00 58.86+3.70  52.38+6.80 67.08+4.11  27.78+4.81 47.45+2.85  58.82+0.00 67.82+1.99 
58 SSPB4328 26.67+5.77 55.56+0.00  46.67+0.00 64.00+0.00  36.67+5.77 55.56+5.56  41.02+4.44 72.22+1.92 
59 SSPB4329 30.00+0.00 55.56+0.00  53.00+0.00 68.00+0.71  40.00+0.00 55.56+0.00  38.46+0.00 67.67+0.00 
60 SSPB4332 30.00+0.00 55.56+0.00  40.00+0.00 64.00+0.00  50.00+0.00 61.11+0.00  38.46+0.00 66.67+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่เกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis  



 

 

ตารางท่ี 4-5  จ  านวนรานาเกลือท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชท่ีระดบั %IE ต่าง ๆ  
เม่ือเล้ียงร่วมกนั (Dual culture) เป็นเวลา 3 และ 5 วนั 

 

ราสาเหตุโรคพืช อาหาร 

ระยะ 
เวลาท่ี
เล้ียงรา
ร่วมกนั 

จ านวนรานาเกลือท่ีแสดงประสิทธิภาพ 
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชท่ีระดบัต่าง ๆ 

%IE  
<35 

%IE  
35-<50 

%IE  
50-<70 

%IE 
>70 

รวม 

C. capsici 
DOAC 1511 

PDA 
3 วนั 28 7 4 0 39 
5 วนั 12 12 16 0  40 

PDA/SW30 

ppt 
3 วนั 13 17 10 0 40 
5 วนั 3 7 25 7 42 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

PDA 
3 วนั 29 11 11 0 51 
5 วนั 13 13 25 0 51 

PDA/SW30 

ppt 
3 วนั 25 10 14 2 51 
5 วนั 4 9 28 5 46 

หมายเหตุ รานาเกลือท่ีใชท้ดสอบมีทั้งหมด 60 สายพนัธุ ์
 
ตารางท่ี 4-6  ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) ของสารสกดัจากรานาเกลือ

ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ 
ของสารสกดัเป็นร้อยละ 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

1 SSCS0031 PDB 6.67+11.55 23.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 13.33+11.55 36.67+5.77 

2 SSCR0044 PDB 16.67+5.77 16.67+5.77 
  PDB/SW30 ppt - - 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 



 

ตารางท่ี 4-6  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ 
ของสารสกดัเป็นร้อยละ 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

3 SSCS0069 PDB 66.67+5.77 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 53.33+5.77 66.67+5.77 
4 SSCS0070 PDB 23.33+5.77 10.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 30.00+0.00 26.67+5.77 
5 SSCR0088 PDB 33.33+5.77 - 
  PDB/SW30 ppt 13.33+11.55 10.00+0.00 
6 SSCS0106 PDB 40.00+10.00 70.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt - - 
7 SSCS0115 PDB 50.00+0.00 80.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 40.00+0.00 56.67+5.77 
8 SSCR0501 PDB - - 
  PDB/SW30 ppt - - 
9 SSCR0502 PDB 13.33+5.77 23.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 10.00+10.00 2.00+0.00 

10 SSCR0503 PDB - 16.67+5.77 
  PDB/SW30 ppt 13.33+5.77 - 

11 SSCR0506 PDB - - 
  PDB/SW30 ppt - 20.00+0.00 

12 SSCR0507 PDB - - 
  PDB/SW30 ppt - - 

13 SSPB1105 PDB 36.67+5.77 33.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 33.33+5.77 40.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
 



 

ตารางท่ี 4-6  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ 
ของสารสกดัเป็นร้อยละ 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

14 SSPB1110 PDB 26.67+5.77 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 30.00+17.32 36.67+5.77 

15 SSPB1117 PDB 56.67+5.77 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 23.33+5.77 30.00+0.00 

16 SSPB1122 PDB 60.00+0.00 33.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 23.33+11.55 40.00+0.00 

17 SSPB1130 PDB - 3.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt - 10.00+0.00 

18 SSPB1209 PDB 30.00+0.00 30.00+10.00 
  PDB/SW30 ppt - 10.00+0.00 

19 SSPB1210 PDB 6.67+5.77 30.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 20.00+0.00 - 

20 SSPB1211 PDB - - 
  PDB/SW30 ppt - 33.33+5.77 

21 SSPB1212 PDB - 10.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt - 10.00+0.00 

22 SSPB1218 PDB 3.33+5.77 - 
  PDB/SW30 ppt 50.00+10.00 20.00+0.00 

23 SSPB1312 PDB 13.33+5.77 6.67+15.55 
  PDB/SW30 ppt - 16.66+5.58 

24 SSPB2202 PDB - - 
  PDB/SW30 ppt - 20.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
 



 

ตารางท่ี 4-6  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ 
ของสารสกดัเป็นร้อยละ 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

25 SSPB2210 PDB - 13.33+5.58 
  PDB/SW30 ppt - - 

26 SSPB3114 PDB 10.00+0.00 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 6.67+5.77 - 

27 SSPB3124 PDB 46.67+5.77 80.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 80.00+0.00 63.33+5.77 

28 SSPB3208 PDB 60.00+10.00 73.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 56.67+5.77 63.33+5.77 

29 SSPB3301 PDB - - 
  PDB/SW30 ppt 30.00+0.00 10.00+0.00 

30 SSPB4107 PDB 70.00+0.00 60.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 63.33+5.77 46.67+5.77 

31 SSPB4108 PDB 10.00+17.31 - 
  PDB/SW30 ppt 13.33+23.09 - 

32 SSPB4207 PDB 50.00+0.00 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 76.67+5.77 70.00+0.00 

33 SSPB4208 PDB 46.67+5.77 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 63.33+5.77 63.33+5.77 

34 SSPB4215 PDB 63.33+5.77 53.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 50.00+0.00 

35 SSPB4217 PDB 53.33+5.77 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 63.33+5.77 60.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
 



 

ตารางท่ี 4-6  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ 
ของสารสกดัเป็นร้อยละ 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

36 SSPB4225 PDB 26.67+5.77 30.00+10.00 
  PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 70.00+0.00 

37 SSPB4307 PDB 36.67+5.77 50.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 23.33+11.55 50.00+0.00 

38 SSPB4308 PDB 66.67+5.77 56.67+5.77 
  PDB/SW30 ppt 40.00+0.00 40.00+0.00 

39 SSPB4309 PDB 13.33+5.77 20.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 46.67+11.55 56.67+5.77 

40 SSPB4313 PDB - 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 53.33+5.77 

41 SSPB4319 PDB 53.33+5.77 53.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 30.00+0.00 40.00+0.00 

42 SSPB4320 PDB 30.00+10.00 36.67+0.57 
  PDB/SW30 ppt 46.67+5.77 50.00+0.00 

43 SSPB4321 PDB 20.00+0.00 43.33+0.57 
  PDB/SW30 ppt 40.00+0.00 50.00+0.00 

44 SSPB4323 PDB - 13.33+0.57 
  PDB/SW30 ppt 50.00+0.00 50.00+0.00 

45 SSPB4324 PDB 16.67+5.77 30.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 76.67+5.77 

46 SSPB4325 PDB 40.00+0.00 40.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 26.70+5.77 50.00+10.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
 



 

ตารางท่ี 4-6  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ 
ของสารสกดัเป็นร้อยละ 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

47 SSPB4327 PDB 36.67+5.77 56.67+5.77 
  PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 56.67+5.77 

48 SSPB4328 PDB 3.33+5.77 23.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 36.67+5.77 40.00+0.00 

49 SSPB4329 PDB 70.00+0.00 53.33+5.77 
  PDB/SW30 ppt 36.67+5.77 40.00+0.00 

50 SSPB4332 PDB 66.67+5.77 56.66+5.77 
  PDB/SW30 ppt 50.00+0.00 50.00+0.00 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช  
 
ตารางท่ี 4-7  จ  านวนสารสกดัจากรานาเกลือท่ีเล้ียงในอาหาร PDB และ PDB/SW30 pptในการยบัย ั้ง    
      ราสาเหตุโรคพืชท่ีระดบั %IE ต่าง ๆ กนั 
 

ระดบั 
เกณท ์
(%IE) 

จ านวนสารสกดัจากรานาเกลือท่ีแสดง
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 

C. capsici 
 DOAC 1511 

C. gloeosporioides  
DOAC 0782 

PDB PDB/SW30 ppt PDB PDB/SW30 ppt 
Low antagonistic activity <35 18 16 18 13 

Moderate antagonistic activity 35 - <50 6 7 6 9 

High antagonistic activity 50 - <70 12 11 13 16 

Very high antagonistic activity >70 2 4 4 3 

 



 

ตารางท่ี 4-8 ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเป็นร้อยละ (%IE) ของสารสกดัจากรานาเกลือ
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชในระดบัดีมาก 

 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ 
ของสารสกดัเป็นร้อยละ 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

1 SSCS0106 PDB 40.00+10.00 70.00+0.00 
2 SSCS0115 PDB 50.00+0.00 80.00+0.00 
3 SSPB3124 PDB 46.67+5.77 80.00+0.00 
  PDB/SW30 ppt 80.00+0.00 63.33+5.77 
4 SSPB3208 PDB 60.00+10.00 73.33+5.77 
5 SSPB4107 PDB 70.00+0.00 60.00+0.00 
6 SSPB4207 PDB/SW30 ppt 76.67+5.77 70.00+0.00 
7 SSPB4215 PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 50.00+0.00 
9 SSPB4225 PDB/SW30 ppt 60.00+0.00 70.00+0.00 
9 SSPB4324 PDB/SW30 ppt 70.00+0.00 76.67+5.77 
10 SSPB4329 PDB 70.00+0.00 53.33+5.77 

 

 
 
ภาพท่ี 4-4  ประสิทธิภาพของสารสกดัจากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt เล้ียงรานาเกลือ SSPB4207 

ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. capsici DOAC 1511 โดยวิธี Disc diffusion; ดิสกซ์า้ย;              
ตวัควบคุมผลเชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) ดิสกข์วา; ดิสกส์ารสกดั 



 

 
 
ภาพท่ี 4-5  ประสิทธิภาพของสารสกดัจากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt เล้ียงรานาเกลือ SSPB4207 

ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 โดยวิธี Disc diffusion; 
ดิสกซ์า้ย; ตวัควบคุมผลเชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) ดิสกข์วา; สารสกดั 

 

 
 
ภาพท่ี 4-6  ประสิทธิภาพของสารสกดัจากอาหารเหลว PDB เล้ียงรานาเกลือ SSPB3124 ในการยบัย ั้ง

ราสาเหตุโรคพืช C. capsici DOAC 1511 โดยวิธี Disc diffusion; ดิสกซ์า้ย; ตวัควบคุมผล
เชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) ดิสกข์วา; สารสกดั 

 

 
 

ภาพท่ี 4-7 ประสิทธิภาพของสารสกดัจากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt เล้ียงรานาเกลือ SSPB3124 
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 (%IE=80.00) โดยวิธี Disc 
diffusion; B: ดิสกซ์า้ย; ตวัควบคุมผลเชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) ดิสกข์วา; สารสกดั 



 

4. การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากอาหารเลี้ยงรานาเกลือในการยับยั้งแบคทีเรียและ
ยีสต์โดยวิธี Disc diffusion 
 เมื่อน าสารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชดว้ยค่า %IE มากกว่าหรือเท่ากบั 50 จ านวน 
40 สาร จากรานาเกลือ 28 สายพนัธุ ์ท่ี มาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค โดยวิธี Disc diffusion 
พบว่าสารสกดั 39 สาร (97.5%) จากรานาเกลือ 27 สายพนัธุ ์ (96.4%) มีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียชนิดใด
ชนิดหน่ึง ดงัตารางท่ี 4-9 แต่ทั้งน้ีแต่ละสารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแตกต่างกนัไป โดยท่ีสารสกดั
มีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 ดว้ยขนาด
เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสดีท่ีสุด คือ 24.0 และ 23.0 มิลลิเมตร ตามล าดบั สารสกดั 39 สาร (97.5%) และ 
38 สาร (95.0%) มีฤทธ์ิยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 ตามล าดบั ฤทธ์ิยบัย ั้ง
แบคทีเรียแกรมลบของสารสกดัมค่ีอนขา้งต ่ากว่าแบคทีเรียแกรมบวกค่อนขา้งมาก (ดงัตารางท่ี 4-10) 
   
ตารางท่ี 4-9  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบของสารสกดัจากรานาเกลือ 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 
BC SA EC PA ST 

1 SSCS0069 PDB 21.00+0.00 20.00+0.00 - - - 
2 SSCS0069 PDB/SW30 ppt 18.00+1.00 22.33+0.58 - - - 
3 SSCS0106 PDB 19.00+1.00 14.00+0.00 - - - 
4 SSCS0115 PDB 19.00+0.00 15.00+0.00 - - - 
5 SSCS0115 PDB/SW30 ppt 16.33+0.58 12.00+0.00 - - - 
6 SSPB1117 PDB 17.00+0.00 18.00+0.00 - - 8.00+0.00 
7 SSPB1122 PDB 21.33+0.58 20.00+0.00 - - - 
8 SSPB1218 PDB/SW30 ppt - - - - - 
9 SSPB3114 PDB 12.00+0.00 - - - - 
10 SSPB3124 PDB 18.33+0.58 20.00+0.00 - - - 
11 SSPB3124 PDB/SW30 ppt 19.33+0.58 15.00+0.00 - - 8.00+0.00 

หมายเหตุ เช้ือทดสอบ; BC = B. cereus TISTR 008, SA = S. aureus ATCC 25923, EC = E. coli 
ATCC 25922, PA = P. aeruginosa ATCC 27853 และ ST = S. Typhimurium ATCC 13311 
-  หมายถึง ไมมี่ฤทธ์ิยบัย ั้ง 

 



 

ตารางท่ี 4-9  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 
BC SA EC PA ST 

12 SSPB3208 PDB 18.00+0.00 15.00+0.00 - - - 
13 SSPB3208 PDB/SW30 ppt 18.00+0.00 15.00+0.00 - - - 
14 SSPB4107 PDB 23.00+0.00 22.00+0.00 - - - 
15 SSPB4107 PDB/SW30 ppt 21.00+0.00 18.00+0.00 - - - 
16 SSPB4207 PDB 21.00+0.00 23.00+0.00 - - - 
17 SSPB4207 PDB/SW30 ppt 21.33+0.58 22.00+0.00 - -/9* - 
18 SSPB4208 PDB 21.00+0.00 23.00+0.00 - - - 
19 SSPB4208 PDB/SW30 ppt 21.33+0.58 22.00+0.00 - -/9* - 
20 SSPB4215 PDB 23.00+0.00 20.67+0.58 - - - 
21 SSPB4215 PDB/SW30 ppt 24.00+0.00 20.33+0.58 - - - 
22 SSPB4217 PDB 20.33+0.58 19.00+0.00 - - - 
23 SSPB4217 PDB/SW30 ppt 22.33+0.58 22.00+0.00 - - - 
24 SSPB4225 PDB/SW30 ppt 21.00+0.00 21.33+0.58 - 9.00+0.00 - 
25 SSPB4307 PDB 20.00+0.00 21.33+0.58 - - - 
26 SSPB4307 PDB/SW30 ppt 18.33+0.58 17.33+0.58 - - 8.00+0.00 

27 SSPB4308 PDB 22.00+0.00 21.00+0.00 - - - 

28 SSPB4309 PDB/SW30 ppt 20.00+0.00 18.67+0.58 - - 8.00+0.00 

29 SSPB4313 PDB/SW30 ppt 21.00+0.00 18.00+0.00 - - - 
30 SSPB4319 PDB 20.00+0.00 19.00+0.00 - 8.00+0.00 - 
31 SSPB4320 PDB/SW30 ppt 17.33+0.15 22.33+0.58 - - - 
32 SSPB4321 PDB/SW30 ppt 23.00+0.00 20.00+0.00 - - - 

หมายเหตุ เช้ือทดสอบ; BC = B. cereus TISTR 008, SA = S. aureus ATCC 25923, EC = E. coli 
ATCC 25922, PA = P. aeruginosa ATCC 27853 และ ST = S. Typhimurium ATCC 13311 
-  หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
* หมายถึง ผลการทดสอบบางคร้ังไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 

 



 

ตารางท่ี 4-9  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมาของ
สารสกดั 

ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 
BC SA EC PA ST 

33 SSPB4323 PDB/SW30 ppt 19.33+0.58 18.00+0.00 - - 7.67+0.58 
34 SSPB4324 PDB/SW30 ppt 21.00+0.00 22.33+0.58 - - - 
35 SSPB4325 PDB/SW30 ppt 18.33+0.58 17.67+0.58 - - - 
36 SSPB4327 PDB 19.00+1.00 20.33+0.58 - - - 
37 SSPB4327 PDB/SW30 ppt 20.00+1.00 18.33+0.58 - - - 
38 SSPB4329 PDB 21.00+0.00 22.33+0.58 - - - 
39 SSPB4332 PDB 20.00+0.00 19.33+0.57 - 8.00+0.00 7.00+0.00 
40 SSPB4332 PDB/SW30 ppt 21.33+0.58 22.33+1.15 - - - 
 Ampicillin 10 ug/disc 9-10 27-30 17-19 22-22 20-24 

 Gentamicin 10 ug/disc 21-25 20-21 20-21 19-20 18-19 

หมายเหตุ  เช้ือทดสอบ; BC = B. cereus TISTR 008, SA = S. aureus ATCC 25923, EC = E. coli  ATCC 
25922, PA = P. aeruginosa ATCC 27853 และ ST = S. Typhimurium ATCC 13311 
-  หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 

 
ตารางท่ี 4-10  การเปรียบเทียบจ านวนสารสกดัและรานาเกลือในการยบัย ั้งแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียทดสอบ 
จ านวนสารสกดัและรานาเกลือท่ียบัย ั้งแบคทีเรีย 

สารสกดั  รานาเกลือ 
จ านวน ร้อยละ   จ านวน ร้อยละ 

B. cereus TISTR 008 39 97.5   27 96.4 
S. aureus ATCC 25923 38 95.0   26 92.9 
E. coli ATCC 25922 0 0.0   0 0 
P. aeruginosa ATCC 27853 3-5 7.5-12.5   3-5 10.7-17.9 
S. Typhimurium ATCC 13311 6 15.0   6 21.4 
หมายเหตุ สารสกดัท่ีน ามาศึกษาทั้งหมด 40 สาร จากรานาเกลือทั้งหมด 28 สายพนัธุ์ 
 



 

 นอกจากชนิดแบคทีเรียทดสอบแลว้ความเค็มของอาหารเหลวก็มีผลต่อการสร้างสารท่ีมี
ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียของรานาเกลือ ดงัตารางท่ี 4-11 ในภาพรวมจ านวนสารสกดัจากอาหารเหลว 
PDB และ PDB/SW30 ppt ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกแตกต่างกนัเลก็น้อย และโดยส่วนใหญ่
ฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารเหลว PDB และ PDB/SW30 ppt จากรานาเกลือในการยบัย ั้งแบคทีเรีย           
มีค่าไม่แตกต่างกนั พบสารสกดั PDB และ PDB/SW30 ppt จากรานาเกลือ 3 สายพนัธุ์ คือ SSPB4207, 
SSPB4215 และ SSPB4332 มีฤทธ์ิดีมาก สามารถยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 ดว้ยขนาดเสน้ผา่น
ศูนยก์ลางโซนใส >20 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4-8) 
 
ตารางท่ี 4-11  จ  านวนสารสกดัจากอาหาร PDB ท่ีไม่มีและมีความเค็มท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียทดสอบ 
จ านวนสารสกดัจากอาหารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 

PDB  PDB/SW30 ppt 
จ านวน ร้อยละ  จ านวน ร้อยละ 

B. cereus TISTR 008 19 100.0  20 95.2 
S. aureus ATCC 25923 18 94.7  20 95.2 
E. coli ATCC 25922 0 0.0  0 0.0 
P. aeruginosa ATCC 27853 2 10.5  1-3 4.8-14.3 
S. Typhimurium ATCC 13311 2 10.5  4 19.0 
หมายเหตุ สารสกดัท่ีน ามาศึกษาทั้งหมด 40 สาร (จากอาหาร PDA 19 สาร และ  PDB/SW30 ppt 21 สาร)  
 

 
 

ภาพท่ี 4-8 ฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือท่ีไม่มีและมคีวามเค็มในการยบัย ั้ง B. cereus 
TISTR 008 บนอาหาร MHA โดยวิธี Disc diffusion; 1: สารสกดั SSPB4207 (PDB),            
2: สารสกดั SSPB4207 (PDB/SW30 ppt), 3: สารสกดั SSPB4215 (PDB), 4: สารสกดั 
SSPB4215 (PDB/SW30 ppt), 5: สารสกดั SSPB4332 (PDB), 6: สารสกดั SSPB4332 
(PDB/SW30 ppt), 7: ดิสกค์วบคุมผลเชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) 

1 

3 
4 

5 

6 
7 

2 



 

  จากการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ั้งยีสต ์พบว่าสารสกดัจากรานาเกลือแต่ละ
สายพนัธุม์ีฤทธ์ิในการยบัย ัง้ยสีตท์ั้ง 2 สายพนัธุแ์ตกต่างกนั ข้ึนกบัสายพนัธุข์องยสีตท์ดสอบ ดงัตารางท่ี 
4-12 ส่วนใหญ่สารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต์ C. albicans ATCC 10231 ไดดี้กว่ายสีต ์C. albicans ATCC 
90028 โดยท่ีเวลาในการวดัผล มีผลต่อขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนยบัย ั้งยีสต ์ เมื่อวดัผลท่ี 24 ชัว่โมง           
มีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางโซนยบัย ั้งดีกว่า และมีผลท าให้จ  านวนของสารสกดัท่ีให้ผลบวกมากกว่า
เปรียบเทียบกบัการวดัผลท่ี 48 ชัว่โมง สารสกดัจากอาหารเหลว PDB เล้ียงรานาเกลือ SSPB1122 
และ SSPB1130 มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งยีสต ์C. albicans ATCC 10231 ไดดี้ท่ีสุด ดว้ยขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางโซนใสเท่ากนัคือ 19.00 มิลลิเมตร เมื่อวดัผลท่ี 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4-12 และ ภาพท่ี 4-9,           
4-10) สารสกดัจากอาหารเหลว PDB เล้ียงรานาเกลือ SSCS0106 ยบัย ั้งยสีต ์C. albicans ATCC 90028 
ไดดี้ท่ีสุดดว้ยขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโซนใส 15.3 มิลลิเมตร สารสกดัจากรานาเกลือ SSPB3208 
จากอาหารเหลว PDB และ PDB/SW30 ppt เป็นสารสกดัท่ีมฤีทธ์ิท่ีดีในการยบัย ั้งยสีตท์ั้งสองสายพนัธุ์
เมื่อตรวจผลท่ี 24 ชัว่โมงใหข้นาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสยบัย ั้ง C. albicans ATCC 10231 และ 
C. albicans ATCC 90028 ดว้ยขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนยบัย ั้ง 12.3, 10.3 และ 10.3, 10.0 มิลลิเมตร
ตามล าดบั ในบางการทดสอบกบัยสีต ์ C. albicans ATCC 90028 พบเช้ือเจริญบางส่วนโดยเฉพาะ
บริเวณขอบโซนการยบัย ั้ง จ  านวนสารสกดัท่ีให้ผลบวกกบัยีสต์ C. albicans ATCC 10231 และ 
C. albicans ATCC 90028 ท่ีเวลาต่างกนัสรุปไวใ้นตารางท่ี 4-13 สารสกดั 38 สาร (95.0%) จาก 
40 สารสกดัเป็นสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์ C. albicans ATCC 10231 ในขณะท่ีสารสกดั 22 สาร 
(55.0%) มีฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์C. albicans ATCC 90028 เมื่อวดัผลท่ี 24 ชัว่โมง  
 
ตารางท่ี 4-12  ฤทธ์ิยบัย ั้งยสีตข์องสารสกดัจากรานาเกลือ 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 
C. albicans ATCC 10231  C. albicans ATCC 90028 

24 ชม. 48 ชม.  24 ชม. 48 ชม. 
1 SSCS0069 PDB 8.67+0.58 -  7.00*+0.00 - 
2 SSCS0069 PDB/SW30 ppt 10.00+0.00 -  8.33+0.58 8.00*+0.00 
3 SSCS0106 PDB 15.33+0.58 13.33+0.58  15.33+0.58 13.33+0.58 
4 SSCS0115 PDB 14.00+0.00 9.67+0.58  12.33+0.58 8.67+1.15 

หมายเหตุ  -  หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
*  หมายถึง โซนไม่ใส มีเช้ือข้ึนบางส่วน  



 

ตารางท่ี 4-12  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 
C. albicans ATCC 10231  C. albicans ATCC 90028 

24 ชม. 48 ชม.  24 ชม. 48 ชม. 
5 SSCS0115 PDB/SW30 ppt 9.00+0.00 8.00*+0.00  - - 
6 SSPB1117 PDB 17.00+0.00 14.00+0.00  14.00+0.00 7.00+0.00 
7 SSPB1122 PDB 19.00+0.00 15.00+0.00  13.00+0.00 9.00+0.00 
8 SSPB1218 PDB/SW30 ppt - -  - - 
9 SSPB3114 PDB 10.00+0.00 9.00*+0.00  9.00+0.00 8.00*+0.00 

10 SSPB3124 PDB 12.33+0.58 9.33+0.58  - - 
11 SSPB3124 PDB/SW30 ppt 13.00+0.00 10.00+0.00  13.00+0.00 10.00+0.00 
12 SSPB3208 PDB 12.33+0.58 9.00+1.00  10.33+0.58 9.00*+0.00 
13 SSPB3208 PDB/SW30 ppt 10.33+0.58 8.33+0.58  10.00+0.00 9.00*+0.00 
14 SSPB4107 PDB 9.00+0.00 8.00*+0.00  8.00*+0.00 - 
15 SSPB4107 PDB/SW30 ppt - -  - - 
16 SSPB4207 PDB 8.00*+0.00 -  - - 
17 SSPB4207 PDB/SW30 ppt 10.67+0.58 9.00+0.00  9.33+0.58 8.00+0.00 
18 SSPB4208 PDB 9.00*+0.00 -  - - 
19 SSPB4208 PDB/SW30 ppt 10.00+0.00 8.00+0.00  8.00+0.00 7.00+0.00 
20 SSPB4215 PDB 9.00+0.00 8.00*+0.00  - - 
21 SSPB4215 PDB/SW30 ppt 9.00+0.00 8.00*+0.00  - - 
22 SSPB4217 PDB 9.00*+0.00 -  - - 
23 SSPB4217 PDB/SW30 ppt 9.00+0.00 -  7.00*+0.00 - 
24 SSPB4225 PDB/SW30 ppt 10.33+0.58 7.33+0.58  9.00+1.00 7.00+0.00 
25 SSPB4307 PDB 7.00*+0.00 -  - - 
26 SSPB4307 PDB/SW30 ppt 8.00*+0.00 -  7.00*+0.00 - 
27 SSPB4308 PDB 7.00+0.00 8.00*+0.00  8.00*+0.00 - 

   8.00*+0.00     
หมายเหตุ -  หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 

*  หมายถึง โซนไม่ใส มีเช้ือข้ึนบางส่วน  



 

ตารางท่ี 4-12  (ต่อ) 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 
C. albicans ATCC 10231  C. albicans ATCC 90028 

24 ชม. 48 ชม.  24 ชม. 48 ชม. 
28 SSPB4309 PDB/SW30 ppt 9.67+0.58 8.00*+0.00  9.00*+0.00 - 
29 SSPB4313 PDB/SW30 ppt 9.00*+0.00 7.00*+0.00  9.00*+0.00 - 
30 SSPB4319 PDB 8.00*+0.00 -  - - 
31 SSPB4320 PDB/SW30 ppt 8.00*+0.00 -  - - 
32 SSPB4321 PDB/SW30 ppt 11.00+0.00 9.00*+0.00  11.00+0.00 8.00*+0.00 
   12.00*+0.00     

33 SSPB4323 PDB/SW30 ppt 8.00*+0.00 -  - - 
34 SSPB4324 PDB/SW30 ppt 15.00+0.00 12.33+0.58  13.00+0.00 10.00+0.00 
35 SSPB4325 PDB/SW30 ppt 8.00*+0.00 -  - - 
36 SSPB4327 PDB 7.00*+0.00 -  - - 
37 SSPB4327 PDB/SW30 ppt 7.00*+0.00 -  - - 
38 SSPB4329 PDB 7.00*+0.00 -  - - 
39 SSPB4332 PDB 9.00*+0.00 7.00*+0.00  - - 
40 SSPB4332 PDB/SW30 ppt 11.33+0.58 10.33+0.58  10.00+0.00 7.67+0.58 
       9.00*+0.00 
 Fluconazol (25 μg/ Disc) >33-35 NT  >30-31 NT 

หมายเหตุ -  หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
*  หมายถึง โซนไม่ใส มีเช้ือข้ึนบางส่วน  
 

 นอกจากเวลาแลว้ความเค็มของอาหารเหลวเล้ียงราก็มีผลต่อฤทธ์ิยบัย ั้งยสีตข์องสารสกดัจาก
อาหารเหลว PDB และ PDB/SW30 ppt มีฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์C. albicans ATCC 10231 ไดดี้กว่า C. albicans 
ATCC 90028 สารสกดัจากอาหารเหลว PDB ท่ีมฤีทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์C. albicans ATCC 10231 มีจ  านวน
มากกว่า PDB/SW30 ppt ในการกลบักนัสารสกดัจากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt มีฤทธ์ิยบัย ั้งยีสต์        
C. albicans ATCC 90028 ไดม้ากกว่าสารสกดัจากอาหารเหลว PDB ดงัตารางท่ี 4-14  

 



 

 
 
ภาพท่ี 4-9  ฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือในการยบัย ั้ง C. albicans ATCC 10231 

โดยวิธี Disc diffusion บนอาหาร MHA-GMB เมื่อบ่ม 24 ชัว่โมง (ซา้ย) และ 48 ชัว่โมง 
(ขวา);  1: สารสกดั SSPB1130 (PDB), 2: สารสกดั SSPB1130 (PDB/SW30 ppt), 3: สารสกดั 
SSPB3208 (PDB), 4: สารสกดั SSPB3208 (PDB/SW30 ppt), 5: สารสกดั SSPB4107 
(PDB), 6: สารสกดั SSPB4107 (PDB/SW30 ppt) , 7: สารสกดั SSPB4225 (PDB), 8: สารสกดั 
SSPB4225 (PDB/SW30 ppt), 9: ดิสกค์วบคุมผลเชิงลบ สารละลาย 50%DMSO 

 

  

 
ภาพท่ี 4-10  ฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือ ในการยบัย ั้ง C. albicans ATCC 90028 

โดยวิธี Disc diffusion บนอาหาร MHA-GMB เมื่อบ่ม 24 ชัว่โมง (ซา้ย) และ 48 
ชัว่โมง (ขวา);  1: สารสกดั SSPB1130 (PDB), 2: สารสกดั SSPB1130 (PDB/SW30 ppt),             
3: สารสกดั SSPB3208 (PDB), 4: สารสกดั SSPB3208 (PDB/SW30 ppt), 5: สารสกดั 
SSPB4107 (PDB), 6: สารสกดั SSPB4107 (PDB/ SW30 ppt), 7: สารสกดั SSPB4225 
(PDB), 8: สารสกดั SSPB4225 (PDB/SW30 ppt), 9: ดิสกค์วบคุมผลเชิงลบ สารละลาย 
50%DMSO 
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ตารางท่ี 4-13  จ านวนและร้อยละของสารสกดัและรานาเกลือท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งยีสต์ เมื่อวดัผลท่ีเวลา 
แตกต่างกนั 

 

ยสีตท์ดสอบ 
ระยะเวลา 
ท่ีบ่ม 

จ านวนในการยบัย ั้งยสีต ์
สารสกดั  รานาเกลือ 

จ านวน ร้อยละ  จ านวน ร้อยละ 

C. albicans ATCC 10231 
24 ชม. 38 95.0  27 96.4 
48 ชม. 24 57.5  18 64.3 

C. albicans ATCC 90028 
24 ชม. 21 55.0  20 71.4 
48 ชม. 15 37.5  14 50.0 

หมายเหตุ สารสกดัท่ีน ามาศึกษาทั้งหมด 40 สาร จากรานาเกลือทั้งหมด 28 สายพนัธุ์ 
 

ตารางท่ี 4-14  จ านวนและร้อยละสารสกดัจากอาหารเหลวท่ีไม่มีและมีความเค็มในการยบัย ั้งยสีตเ์ม่ือ
วดัผลท่ีเวลาแตกต่างกนั 

 

ยสีตท์ดสอบ 
ระยะเวลา 
ท่ีบ่ม 

จ านวนในการยบัย ั้งยสีต ์
PDB  PDB/SW30 ppt  

จ านวน ร้อยละ  จ านวน ร้อยละ 

C. albicans ATCC 10231 
24 ชม. 19 100  19 90.5 
48 ชม. 11 57.9  12 57.1 

C. albicans ATCC 90028 
24 ชม. 9 47.4  13 61.9 
48 ชม. 6 31.6  9 42.8 

หมายเหตุ สารสกดัท่ีน ามาศึกษาทั้งหมด 40 สาร (จากอาหาร PDA 19 สาร และ  PDB/SW30 ppt 21 สาร)  
 

5. การเปรียบเทียบฤทธ์ิของสารสกัดในการยับยั้งจลุนิทรีย์ 
 เมื่อคดัเลือกเฉพาะสารสกดัท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชระดบัดีและ 
ดีมากตั้งแต่ร้อยละ 50 ข้ึนไป (%IE >50) มาศึกษาเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียอ่ื์น ๆ โดยวิธี Disc 
diffusion เห็นความสอดคลอ้งระหว่างประสิทธิภาพของสารสกดัในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชกบั
ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียอ่ื์น ๆ ระดบัหน่ึงชดัเจนแตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดจุลินทรียท์ดสอบ (ตารางท่ี 4-15) 
สารสกดัท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ัง้ราสาเหตุโรคพชืในระดบัดีและดีมาก มีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย์
ทดสอบอยา่งนอ้ย 3 ชนิดในระดบัปานกลางข้ึนไป (Inhibition zone >10 มิลลิเมตร) สารสกดัท่ีน่าสนใจ



 

เน่ืองจากมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ดี ตวัอยา่งเช่น สารสกดั SSPB4207 (PDB/SW30 ppt) และ SSPB4324 
(PDB/SW30 ppt) เป็นสารสกดัท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชทั้งสองชนิดและมีฤทธ์ิยบัย ั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกในระดบัดีมาก (Inhibition zone >20 มิลลิเมตร) และยงัมีฤทธ์ิยบัย ั้งยีสต์ได ้         
ในระดบัปานกลาง (Inhibition zone >10-15 มิลลิเมตร) สารสกดั SSPB3124 (PDB), SSPB3124 
(PDB/ SW30 ppt), SSPB3208 (PDB), SSPB4107 (PDB), SSPB4215 (PDB/SW30 ppt) และ SSPB4225 
(PDB/SW30 ppt) ยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 หรือ C. gloeosporioides DOAC 0782 ไดใ้นระดบัดีถึง      
ดีมากและยงัยบัย ั้งจุลินทรียอ่ื์นได ้สารสกดั SSPB1122 (PDB) และ SSPB1130 (PDB) มีฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต์ 
C. albicans ATCC 10231 ไดใ้นระดบัดี ราท่ีสามารถสร้างสารท่ีมีคุณสมบติัการยบัย ั้งแบคทีเรีย แกรม
บวกในอาหารท่ีไม่มีและมีความเค็มคือ SSCS0069, SSPB4217 และ SSPB4332  
 

6. การศึกษาหาหาความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของจลุินทรีย์ (MIC) 
และทดสอบหาความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดในการท าลายจลุินทรีย์ (MLC) 
  6.1  MIC และ MLC ของสารสกดัในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
   น าสารสกดัจากอาหารเหลวท่ีไม่มีและมีความเค็มจากรานาเกลือท่ีมปีระสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชในระดบัดีมาก (%IE >70) มีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียหรือยสีตต์ั้งแต่ระดบัดี          
ข้ึนไป มาหาค่า MIC และ MLC รวมทั้งหมด 18 สาร ดงัตารางท่ี 4-16  ค่า MIC และ MLC ของสารสกดั
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชมีฤทธ์ิแตกต่างกนัข้ึนกบัความเขม้ขน้ของสารสกดั ชนิดราทดสอบและ
ชนิดรานาเกลือ เม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัเพ่ิมมากข้ึนจาก 256 ถึง 2,048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
สามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชท าให้มีขนาดโคโลนีท่ีเล็กลงเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม จนถึงไม่พบ
การเจริญของรา สารสกดัจากอาหารเหลว PDB และ PDB/SW30 ppt จากรา SSPB3208 และสารสกดั
จากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt จากรา SSPB3124 สามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. capsici DOAC 
1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 มีค่า MIC เท่ากนัคือ 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดั
จ านวน 7 สาร มีค่า MIC ในการยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 ไดดี้กว่า C. gloeosporioides DOAC 
0782 สารสกดัจ านวน 2 สาร มีค่า MIC ในการยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 ไดดี้กว่าหรือเท่ากบั            
C. gloeosporioides DOAC 0782 และสารสกดั 9 สาร มีค่า MIC ในยบัย ั้งราทั้งสองชนิดเท่ากนั            
C. capsici DOAC 1511 เท่ากบั C. gloeosporioides DOAC 0782 เมื่อบ่มเป็นเวลา 3 วนั ดงัตารางท่ี 4-16 
          ค่า MIC ของสารสกดัยงัข้ึนกบัความเค็มของอาหารเล้ียงรานาเกลือท่ีน ามาสกดั ส่วนใหญ่
สารสกดัจากอาหารท่ีมีความเค็มมีความสามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชไดดี้กว่าสารสกดัจากอาหาร
ท่ีไม่มีความเค็ม สารสกดัจากรานาเกลือ SSPB4207 และ SSPB4215 เม่ือเล้ียงดว้ยอาหาร PDB/SW 30 ppt  
   



 

 

ตารางท่ี 4-15  การเปรียบเทียบฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ัง้จุลินทรียป์ระเภทต่าง ๆ 
  

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพ 
ในการยบัย ั้งการเจริญ  

 
ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

 B. cereus 
TISTR 121 

S.  aureus 
ATCC 25923 

P.  aeruginosa 
ATCC 27853 

S.  Typhimurium 
ATCC 13311 

C.  albicans 
ATCC 10231 

C.  albicans 
ATCC 90028 

SSCS0069 PDB 3+ 3+  4+ 3+ - - 1+ 1+ 
 PDB/SW30 ppt 3+ 3+  3+ 4+ - - 1+ 1+ 

SSCS0106 PDB 2+ 4+  3+ 2+ - - 3+ 3+ 
SSCS0115 PDB 3+ 4+  3+ 2+ - - 2+ 2+ 
SSPB1122 PDB 3+ 2+  4+ 3+ - - 3+ 2+ 
SSPB1130 PDB 3+ 1+  3+ 3+ - - 3+ 2+ 
SSPB3124 PDB 2+ 4+  3+ 3+ - - 1+ 1+ 

 PDB/SW30 ppt 4+ 3+  3+ 3+ - + 2+ 2+ 
   หมายเหตุ  4+  หรือ มีฤทธ์ิระดบัดีมาก หมายถึง  %IE >70, Inhibition zone >20 mm  
  3+ หรือ มีฤทธ์ิระดบัดี  หมายถึง %IE 50 - <70, Inhibition zone >15-20 mm  
  2+   หรือ มีฤทธ์ิระดบัปานกลาง  หมายถึง %IE 35-<50, Inhibition zone >10-15 mm  
  1+ หรือ มีฤทธ์ิระดบัต ่า หมายถึง <35, Inhibition zone >6-10 mm  



 

ตารางท่ี 4-15  (ต่อ) 
  

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพ 
ในการยบัย ั้งการเจริญ 

 
ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

 B. cereus 
TISTR 121 

S.  aureus 
ATCC 25923 

P.  aeruginosa 
ATCC 27853 

S.  Typhimurium 
ATCC 13311 

C.  albicans 
ATCC 10231 

C.  albicans 
ATCC 90028 

SSPB3208 PDB 3+ 4+  3+ 2+ - - 2+ 1+ 
SSPB4107 PDB 4+ 3+  4+ 4+ - - 1+ 1+ 
SSPB4207 PDB 3+ 3+  4+ 4+ - - 1+ - 

 PDB/SW30 ppt 4+ 4+  4+ 4+ 1+ - 2+ 1+ 
SSPB4208 PDB 2+ 3+  4+ 4+ 1+ - 1+ - 
SSPB4215 PDB 3+ 3+  4+ 4+ - - 1+ - 

 PDB/SW30 ppt 4+ 3+  4+ 4+ - - 1+ - 
SSPB4217 PDB 3+ 3+  4+ 3+ - - 1+ - 

 PDB/SW30 ppt 3+ 3+  4+ 4+ 1+ - 2+ 1+ 
   หมายเหตุ  4+  หรือ มีฤทธ์ิระดบัดีมาก หมายถึง  %IE >70, Inhibition zone >20 mm  
  3+ หรือ มีฤทธ์ิระดบัดี  หมายถึง %IE 50 - <70, Inhibition zone >15-20 mm  
  2+   หรือ มีฤทธ์ิระดบัปานกลาง  หมายถึง %IE 35-<50, Inhibition zone >10-15 mm  
  1+ หรือ มีฤทธ์ิระดบัต ่า หมายถึง <35, Inhibition zone >6-10 mm  



 

ตารางท่ี 4-15  (ต่อ) 
  

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ประสิทธิภาพ 
ในการยบัย ั้งการเจริญ 

 
ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนการยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) 

C. capsici 
DOAC 1511 

C. gloeosporioides 
DOAC 0782 

 B. cereus 
TISTR 121 

S.  aureus 
ATCC 25923 

P.  aeruginosa 
ATCC 27853 

S.  Typhimurium 
ATCC 13311 

C.  albicans 
ATCC 10231 

C.  albicans 
ATCC 90028 

SSPB4225 PDB/SW30 ppt 3+ 4+  4+ 4+ 1+ - 2+ 1+ 
SSPB4324 PDB/SW30 ppt 4+ 4+  4+ 4+ - - 2+ 2+ 
SSPB4329 PDB 4+ 3+  4+ 4+ - - + - 
SSPB4332 PDB 3+ 3+  3+ 3+ 1+ 1+ 1+ - 
 PDB/SW30 ppt 3+ 3+  4+ 4+ - - 2+ 1+ 
Ampicillin (10 ug/disc) NT NT  1+,2+ 4+ 4+ 4+ NT NT 
Gentamicin (10 ug/disc) NT NT  4+ 3+,4+ 3+ 3+ NT NT 
Fluconazole (25 ug/disc) NT NT  NT NT NT NT 4+ 4+ 

   หมายเหตุ  4+  หรือ มีฤทธ์ิระดบัดีมาก หมายถึง  %IE >70, Inhibition zone >20 mm  
  3+ หรือ มีฤทธ์ิระดบัดี  หมายถึง %IE 50 - <70, Inhibition zone >15-20 mm  
  2+   หรือ มีฤทธ์ิระดบัปานกลาง  หมายถึง %IE 35-<50, Inhibition zone >10-15 mm  
  1+ หรือ มีฤทธ์ิระดบัต ่า หมายถึง <35, Inhibition zone >6-10 mm  

NT หมายถึง Not test หรือ ไม่ไดท้ดสอบ 



 

 

ตารางท่ี 4-16  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัท่ีในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ราสาเหตุโรคพืช เม่ือเล้ียง
ราบนอาหาร PDA เป็นเวลา 3 และ 5 วนั 

 

รานาเกลือ 
แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

MIC (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
C. capsici DOAC 1511  C. gloeosporioides DOAC 0782 

3 วนั 5 วนั  3 วนั 5 วนั 
SSCS0069 PDB 512 1,024  1,024 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 2,048 >2,048  >2,048 >2,048 
SSPB1122 PDB 1,024 2,048  2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 512 1,024  2,048 >2,048 
SSPB3124 PDB 1,024 2,048  1,024 2,048 

 PDB/SW30 ppt 512 1,024  512 1,024 
SSPB3208 PDB 512 1,024  512 512 

 PDB/SW30 ppt 512 1,024  512 512 
SSPB4207 PDB 2,048 >2,048  2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 512-1,024* 2,048  1,024 >2,048 
SSPB4215 PDB 2,048 >2,048  2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 512 1,024  1,024 1,024 
SSPB4217 PDB 2,048 >2,048  >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 1,024 >2,048  >2,048 >2,048 
SSPB4225 PDB >2,048 >2,048  >2,048 >2,048 

 PDB/SW30 ppt 2,048 2,048  2,048->2,048* >2,048 
SSPB4332 PDB 2,048->2,048* >2,048  2,048->2,048* >2,048 

 PDB/SW30 ppt 2,048->2,048* >2,048  2,048->2,048* >2,048 
หมายเหตุ * หมายถึง ค่า MIC ของผลการทดสอบ 2 ซ ้า 
 
สามารถยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ดว้ยค่า MIC เท่ากนัคือ 512 
และ 1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ในขณะท่ีเม่ือเล้ียงดว้ย PDB สารสกดัท่ีไดมี้ฤทธ์ิต ่ากวา่
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชทั้งสองชนิดคือมีค่า MIC เท่ากนัเท่ากบั 2,048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร



 

 

 (ภาพท่ี 4-11 และ 4-12) อย่างไรก็ตามสารสกดัจากอาหารเหลว PDB และ PDB/SW30 ppt จากรา 
SSPB3208 และสารสกดัจากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt จากรา SSPB3124 มีฤทธ์ิท่ีดีสุดสามารถยบัย ั้ง 
C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ดว้ยค่า MIC เท่ากนัคือ 512 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4-13 และ 4-14) 
 
 

 

 
 
ภาพท่ี 4-11  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของราสาเหตุโรคพืช C. capsici  

DOAC 1511 ท่ีความเขม้ขน้ 2,048-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หลุมท่ี 1-4 ตามล าดบั) 
โดยวิธี Agar dilution; A1-4: สารสกดั SSPB4207 (PDB), B1-4: SSPB4207 (PDB/SW30 ppt), 
C1-4: SSPB4215 (PDB), D1-4: SSPB4215 (PDB/SW30 ppt), QC: Quality control, SC: 
Sterility control 

 

 
 

ภาพท่ี 4-12  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของราสาเหตุโรคพืช  
C. gloeosporioides DOAC 0782 ท่ีความเขม้ขน้ 2,048-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร          
โดยวิธี Agar dilution; A1-4: SSPB4207 (PDB), B1-4: SSPB4207 (PDB/SW30 ppt),        
C1-4: SSPB4215 (PDB), D1-4: SSPB4215 (PDB/SW30 ppt), QC: Quality control, SC: 
Sterility control 

            1         2         3        4        QC      SC 
 

  1          2         3         4         QC      SC 
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ภาพท่ี 4-13  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของราสาเหตุโรคพืช C. capsici  

DOAC 1511 ท่ีความเขม้ขน้ 2,048-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หลุมท่ี 1-4 ตามล าดบั) 
โดยวิธี Agar dulution; เมื่อบ่ม 3 วนั A1-4: สารสกดั SSPB3124 (PDB/SW30 ppt), B1-4: 
SSPB3208 (PDB), C1-4:, SSPB3208 (PDB/SW30 ppt), QC: Quality control, SC: Sterility 
control 

 

 

 
 
ภาพท่ี 4-14  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของราสาเหตุโรคพืช            

C. gloeosporioides DOAC 0782 ท่ีความเขม้ขน้ 2,048-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(หลุมท่ี 1-4 ตามล าดบั) โดยวิธี Agar dulution; A1-4: สารสกดั SSPB3124 (PDB/SW30 ppt), 
B1-4: SSPB3208 (PDB), C1-4:, SSPB3208 (PDB/SW30 ppt), QC: Quality control, SC: 
Sterility control 

 
  จากการทดสอบหาค่า MIC ของราสาเหตุโรคพืช เมื่อบ่มเป็นเวลา 3 วนั ชุดควบคุม
ผลเชิงลบ (สารละลาย 1%DMSO) พบราเจริญเต็มหลุมทดสอบ ในขณะท่ีการเจริญของราโรคพืช
มี 3 รูปแบบ คือ  
    1. ราเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือไดแ้ต่ไม่เต็มหลุมทดสอบ  
    2. ราไม่เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแต่เจริญบนช้ินวุน้เดิม  
    3. ไม่พบการเจริญของรา  

  1          2          3          4         QC      SC 
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  1         2          3         4         QC        SC 
 



 

  ดงันั้นจึงบ่มต่ออีก 2 วนั เพ่ือดูประสิทธิภาพการยบัย ั้งและลกัษณะการเจริญของรา 
เมื่อบ่มรานาน 5 วนั พบลกัษณะการเจริญของรา 2 ลกัษณะ ลกัษณะท่ี 1 คือ ราไม่สามารถเจริญต่อได ้
และลกัษณะท่ี 2 คือ ราสามารถเจริญต่อได ้ส่งผลใหเ้ม่ือบ่มเช้ือนาน 5 วนั มีค่า MIC ท่ีสูงข้ึน ตวัอย่าง
ลกัษณะท่ี 1 เช่น สารสกดัจากอาหารเหลว PDB และ PDB/SW30 ppt จากรา SSPB3208 สามารถยบัย ั้ง 
C. gloeosporioides DOAC 0782 เมื่อบ่ม 3 และ 5 วนั มีค่า MIC เท่ากนั คือ 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และลกัษณะท่ี 2 เช่น สารสกดัจากอาหารเหลว PDB และ PDB/SW30 ppt จากรา SSPB3208 และสารสกดั
จากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt จากรา SSPB3124 เมื่อบ่ม 3 วนั สามารถยบัย ั้ง C. capsici  DOAC 1511 
มีค่า MIC เท่ากนัคือ 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อบ่ม 5 วนัพบว่า  C. capsici  DOAC 1511 
สามารถเจริญต่อได ้ท าให้มีค่า MIC สูงข้ึน คือ 1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดงัภาพท่ี 4-15 และ 
4-16 
  เม่ือน าช้ินวุน้ราสาเหตุโรคพืชท่ีผา่นการหาค่า MIC มาเล้ียงลงบนอาหาร PDA ท่ีไม่มี          
สารสกดั เพื่อทดสอบความสามารถในการเจริญของราสาเหตุโรคพืช และอ่านค่า MLC พบราสาเหตุ
โรคพืชมีการเจริญแตกต่างกนั 3 รูปแบบ คือ  
    1. ราไม่สามารถเจริญต่อได ้ 
    2. ราสามารถเจริญไดด้ว้ยขนาดโคโลนีท่ีเลก็ลง  
    3. ราสามารถเจริญไดป้กติ (เมื่อเทียบกบั Quality control) 
  ทั้งน้ีราในรูปแบบท่ี 1 ซ่ึงไม่พบการเจริญจะถือว่าราถูกท าลาย และความเขม้ขน้ต ่าสุด
ของ สารสกดันั้นถือเป็นค่า MLC ดงัตารางท่ี 4-17 ตวัอยา่งรูปแบบท่ี 1 และ 2 คือ สารสกดัจากอาหาร
เหลว  PDB เล้ียงรา SSPB3208 สามารถยบัย ั้ง C. capsici  DOAC 1511 ท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดั 
2,048 และ 1,024-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั รูปแบบท่ี 3 คือ สารสกดัจากอาหารเหลว 
PDB เล้ียงรา SSPB3124 ท่ีความเขม้ขน้ 1,024-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการยบัย ั้ง C. gloeosporioides 
DOAC 0782 (ภาพท่ี 4-17 และ 4-18)  
  6.2 MIC และ MLC ของสารสกดัในการยบัย ั้งและท าลายแบคทีเรีย 
  น าสารสกดัทั้ง 18 สาร ผา่นการหาค่า MIC ต่อราสาเหตุโรคพืช มาหาค่า MIC และ MLC 
ต่อแบคทีเรียพบว่าสารสกดัทั้งหมดสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กว่าแบคทีเรีย
แกรมลบ มีค่า MIC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 
ในช่วง 64-512 และ 128-1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 4-18) โดยท่ีรานาเกลือ         
ส่วนใหญ่สร้างสารท่ีมีประสิทธิภาพยบัย ั้งแบคทีเรียไดดี้ในอาหารท่ีมีความเค็มท่ีเหมาะสมแตกต่างกนั
ข้ึนกบัชนิดของรานาเกลือ สารสกดัจากอาหาร PDB จากรานาเกลือ SSPB0069 และ SSPB4217 มีค่า 
MIC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียต ่ากว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากอาหาร PDB/SW30 ppt ในขณะท่ี 



 

 

 

 

 
 
ภาพท่ี 4-15  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของราสาเหตุโรคพืช C. capsici  

DOAC 1511 ท่ีความเขม้ขน้ 2,048-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หลุมท่ี 1-4 ตามล าดบั) 
โดยวิธี Agar dulution; เมื่อบ่ม 5 วนั A1-4: สารสกดั SSPB3124 (PDB/SW30 ppt), B1-4: 
SSPB3208 (PDB), C1-4:, SSPB3208 (PDB/SW30 ppt), QC: Quality control, SC: Sterility 
control 

 
 

 

 
 
ภาพท่ี 4-16  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของราสาเหตุโรคพืช   

C. gloeosporioides DOAC 0782 ท่ีความเขม้ขน้ 2,048-256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(หลุมท่ี 1-4 ตามล าดบั) โดยวิธี Agar dulution; เมื่อบ่ม 5 วนั A1-4: สารสกดั SSPB3124 
(PDB/SW30 ppt), B1-4: SSPB3208 (PDB), C1-4:, SSPB3208 (PDB/SW30 ppt), QC: 
Quality control, SC: Sterility control 
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ตารางท่ี 4-17 MLC ของสารสกดัท่ียบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช บนอาหาร PDA  
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

MLC (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
C. capsici DOAC 1511  C. gloeosporioides DOAC 0782 

SSCS0069 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  >2,048 

SSPB1122 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  >2,048 

SSPB3124 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  1,024-2,048* 

SSPB3208 PDB 2,048->2,048*  512-1,024* 
 PDB/SW30 ppt >2,048  1,024-2,048* 

SSPB4207 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  >2,048 

SSPB4215 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  1,024 

SSPB4217 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  >2,048 

SSPB4225 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  2,048 

SSPB4332 PDB >2,048  >2,048 
 PDB/SW30 ppt >2,048  >2,048 

หมายเหตุ * หมายถึง ค่า MLC ของผลการทดสอบ 2 ซ ้า 
 

สารสกดัจากอาหาร PDB/SW30 ppt จากรานาเกลือ SSPB4215 และ SSPB4332 มีค่า MIC ในการยบัย ั้ง
แบคทีเรียต ่ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากอาหาร PDB แต่ทั้งน้ียงัพบว่าสารสกดัจากรานาเกลือ 
SSPB4207 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลวทั้งสองความเค็มมีค่า MIC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียไม่แตกต่างกนั 



 

 
 
ภาพท่ี 4-17 รูปแบบการเจริญของราสาเหตุโรคพืช C. capsici  DOAC 1511 บนอาหาร PDA หลงัผา่น

การยบัย ั้งโดยสารสกดั SSPB3208 (PDB) ในขั้นตอนการหาค่า MIC หลงับ่ม 5 วนั;         
1: รูปแบบท่ี 1 ราไม่สามารถเจริญได ้ หลงัสมัผสักบัสารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้ 2,048, 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, 2-4: รูปแบบท่ี 2 ราสามารถเจริญไดด้ว้ยขนาดโคโลนีท่ีเลก็ลง
หลงัสัมผสักบัสารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้ 1,024, 512 และ 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั 

 

 
 
ภาพท่ี 4-18 รูปแบบการเจริญของราสาเหตุโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 บนอาหาร PDA 

หลงัผา่นการยบัย ั้งโดยสารสกดั SSPB3124 (PDB) ในขั้นตอนการหาค่า MIC หลงับ่ม            
5 วนั; 1: รูปแบบท่ี 2 ราสามารถเจริญไดด้ว้ยขนาดโคโลนีท่ีเลก็ลง หลงัสมัผสักบัสารสกดั
ท่ีมีความเขม้ขน้ 2,048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั, 2-4: รูปแบบท่ี 3 ราสามารถ
เจริญไดป้กติ หลงัสัมผสักบัสารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้ 1,024, 512 และ 256 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
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  สารสกดัจากอาหาร PDB เล้ียงรา SSCS0069, SSPB3208, SSPB4217 และสารสกดัจาก
อาหาร PDB/SW30 ppt เล้ียงรา SSPB4215, SSPB4225 ยบัย ั้ง B. cereus TISTR 008 ดว้ยค่า MIC           
ต  ่าท่ีสุดเท่ากนั 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4-19) และมีค่า MLC อยูใ่นช่วง 64-512 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร สารสกดัทั้งหมดน้ียบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 ไดดี้รองลงมา  มีค่า MIC ต ่าท่ีสุดเท่ากนั คือ 
128 ไมโครกรัม ต่อมิลลิลิตร และมีค่า MLC อยูใ่นช่วง 512-1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
  สารสกดัมฤีทธ์ิค่อนขา้งต ่าในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบมีค่า MIC >1,024 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร สารสกดั SSPB1122 (PDB) ท่ีมีค่า MIC และ MLC ดีท่ีสุดในการยบัย ั้งและท าลาย
แบคทีเรียแกรมลบทั้ง 3 ชนิด คือ มีค่า MIC และ MLC ในการย ั้งย ั้งและท าลาย P. aeruginosa ATCC 
27853 และ  S. Typhimurium ATCC 13311 เท่ากนัคือ 1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4-18) 
  6.3 MIC และ MLC ของสารสกดัในการยบัย ั้งและท าลายยสีต ์
  เม่ือน าสารสกดัทั้งหมด 18 สาร ท่ีทดสอบหาค่า MIC ท่ีมีต่อราสาเหตุโรคพืช มาหาค่า 
MIC และ MLC ต่อยสีต ์พบว่าสารสกดัมีค่า MIC และ MLC กบั C. albicans ATCC 10231 และ                       
C. albicans ATCC 90028 เมื่อตรวจผลท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง ไม่แตกต่างกนั คือ 512->1,024 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4-19) โดยท่ีรูปแบบของสารสกดัในการยบัย ั้งยสีตท์ั้งสองสายพนัธุพ์บ 2 ลกัษณะ
คือ ลกัษณะท่ี 1 สารสกดัมีประสิทธิภาพการยบัย ั้ง C. albicans ATCC 10231 ไดดี้กว่า  C. albicans 
ATCC 90028 ตวัอยา่งเช่น สารสกดัจากอาหารเหลว PDB และPDB/SW30 ppt เล้ียงรานาเกลือ SSPB0069 
และสารสกดัจากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt เล้ียงรานาเกลือ SSPB4207 ค่า MIC ของสารสกดัเมื่อ
ตรวจผลท่ี 24 ชัว่โมง ในการยบัย ั้ง C. albicans ATCC 10231 ต  ่ากว่า C. albicans ATCC 90028 มีค่า 
MIC คือ 512 และ 1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ลกัษณะท่ี 2 สารสกดัมีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งและท าลายยีสต์ทั้ งสองสายพนัธุ์ไม่แตกต่างกนั สารสกดัจากอาหารเหลว PDB เล้ียงรา
นาเกลือ SSPB4217 และสารสกดัจากอาหารเหลว PDB/SW30 ppt เล้ียงรานาเกลือ SSPB4215 และ 
SSPB4225 เมื่อตรวจผลท่ี 24 ชัว่โมง มีค่า MIC ในการยบัย ั้งยีสต์ทั้งสองสายพนัธุ์เท่ากนั คือ 512 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กรณีการท าลายยสีตข์องสารสกดัพบรูปแบบการท าลาย 2 ลกัษณะน้ีเช่นกนั 
นอกจากชนิดของยสีตท์ดสอบแลว้ประสิทธิภาพของสารสกดัยงัข้ึนกบัความเคม็อาหารเหลวและเวลา
ในการตรวจผล โดยท่ีสารสกดัจากรานาเกลือ SSPB4215 และ SSPB4225 ท่ีเล้ียงดว้ย PDB/SW30 ppt               

มีค่า MIC ในการยบัย ั้งยสีตท์ั้งสองสายพนัธุต์  ่ากว่าท่ีเล้ียงดว้ยอาหารเหลว PDB สารสกดัยบัย ั้งหรือ
ท าลายยีสต์ทดสอบไดดี้ท่ี 24 ชัว่โมง และมีประสิทธิภาพลดลงเมื่อตรวจผลท่ี 48 ชัว่โมง สารสกดั 
PDB/SW30 ppt จากรา SSPB4215 มีค่า MIC ยบัย ั้งยสีต ์C. albicans ATCC 90028 ไดดี้ท่ีสุดท่ี 24 และ 
48 ชัว่โมง ค่า MIC ไม่แตกต่างกนัคือเท่ากบั 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4-20) และ มีค่า MLC 
ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง เท่ากบั 512 และ 1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 



 

 

ตารางท่ี 4-18  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) และท าลาย (MLC) แบคทีเรีย 
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

B. cereus  
TISTR 008 

 S. aureus  
ATCC 25923 

 E. coli  
ATCC 25922 

 P. aeruginosa  
ATCC 27853 

 S. Typhimurium  
ATCC 13311 

MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

SSCS0069 PDB 64 128  128 512  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 128 128  256 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB1122 PDB 512 512  512 1,024  1,024 >1,024  1,024 1,024  1,024 1,024 
 PDB/SW30 ppt 256 256  256 512  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB3124 PDB 128 512  512 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 64 128  128 256  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB3208 PDB 64 64  64*-128 128  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 64 256  128*-256 128  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB4207 PDB 128 128  256 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 128 128  256 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

หมายเหตุ * หมายถึง ค่า MIC หรือ MLC ของผลการทดสอบ 2 ซ ้า 
 



 

 
ตารางท่ี 4-18  (ต่อ) 
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมาของ
สารสกดั 

B. cereus  
TISTR 008 

 S. aureus  
ATCC 25923 

 E. coli  
ATCC 25922 

 P. aeruginosa  
ATCC 27853 

 S. Typhimurium  
ATCC 13311 

MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

SSPB4215 PDB 256 256  256 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 64 64  128 512  1,024 >1,024  >1,024 >1,024  1,024 >1,024 

SSPB4217 PDB 64 128  128 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 128 128  256 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB4225 PDB 256 512  512 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 64 64  128 512  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB4332 PDB 512 512  512 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 128 256  256 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 Gentamicin 0.25 0.5  0.25,1 0.5,1  1 2  0.5 2  0.25 0.5 
 Ampicillin 8,4 4  0.5-2 0.5  2 4  >8 >8  0.25 0.25 



 

 

 

 
 

ภาพท่ี 4-19  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของแบคทีเรีย B. cereus TISTR 
008 โดยวิธี Broth microdilution ท่ีความเขม้ขน้ 1,024-2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หลุมท่ี 
1-10); A1-10: SSCS0069 (PDB), B1-10: SSPB4215 (PDB/SW30 ppt), C1-10: SSPB4225 
(PDB/SW30 ppt), QC: Quality control, ST: Sterility control 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 4-20  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) ของยสีต ์C. albicans ATCC 
90028 โดยวิธี Broth microdilution ท่ีความเขม้ขน้ 1,024-64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(หลุมท่ี 1-5) ตามล าดบั ; A1-5: SSPB4215 (PDB/SW30 ppt) ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง, B1-5: ท่ีเวลา 
48 ชัว่โมง, QC: Quality control, ST: Sterility control 

 

7. การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากราโดยวิธี Thin layer chromatography 
 สารสกดัท่ีน ามาศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีโดยวิธี Thin layer chromatography เป็นสารสกดั        
ท่ีมฤีทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้รวมทั้งหมด 18 สารสกดั พบจ านวนสารองคป์ระกอบ 3-8 สารท่ีมีความเขม้
และสีของสารองคป์ระกอบในสารสกดัจากอาหาร PDA และ PDB/SW30 ppt แตกต่างกนั ดงัตารางท่ี 
4-20 (ภาพท่ี 4-21 และ 4-22) เมื่อเปรียบเทียบค่า Rf ของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหาร PDA 
และ PDB/SW30 ppt เล้ียงราชนิดเดียวกนั พบว่าส่วนใหญ่ค่า Rf ของสารมีทั้งเหมือนกนัและแตกต่างกนั
ในทศนิยมต าแหน่งสุดทา้ยดว้ยค่า Rf ใกลเ้คียงกนั ซ่ึงมคีวามเป็นไปไดว้่าอาจเป็นสารเดียวกนั ตวัอยา่ง 
เช่น สารสกดัจากอาหาร PDB เล้ียงรา SSPB1122 พบสารองคป์ระกอบ 3 สาร มีค่า Rf เท่ากบั 0.58, 0.60 
และ 0.67 ตามล าดบั ในขณะท่ีสารสกดัจาก PDB/SW30 ppt พบจ านวนสารองคป์ระกอบมากท่ีสุดคือ      
8 สาร มีค่า Rf เท่ากบั 0.56, 0.61, 0.64, 0.68, 0.70, 0.71, 0.74 และ 0.79 ตามล าดบั โดยสารองคป์ระกอบ 
Rf 0.60 และ 0.67 จากสารสกดั PDB อาจเป็นสารเดียวกบั Rf 0.61 และ 0.68 จากสารสกดั PDB/SW30 ppt

  1        2       3       4       5       6       7       8       9     10    QC     ST 
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ตารางท่ี 4-19  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญ (MIC) และท าลาย (MLC) ยสีต ์
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

C. albicans ATCC 10231  C. albicans ATCC 90028 
บ่ม 24 ชม.  บ่ม 48 ชม.  บ่ม 24 ชม.  บ่ม 48 ชม. 

MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

SSCS0069 PDB 512 1,024  512 1,024  1,024 1,024  1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 512 >1,024  512 >1,024  1,024 >1,024  1,024 >1,024 

SSPB1122 PDB 1,024 >1,024  >1,024 >1,024  1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 1,024 1,024  1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB3124 PDB >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB3208 PDB >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

SSPB4207 PDB 1,024 1,024  1,024 1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 512 1,024  512 1,024  1,024 >1,024  >1,024 >1,024 

 
 



 

ตารางท่ี 4-19  (ต่อ) 
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

C. albicans ATCC 10231  C. albicans ATCC 90028 
บ่ม 24 ชม.  บ่ม 48 ชม.  บ่ม 24 ชม.  บ่ม 48 ชม. 

MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

 MIC 
(μg/mL) 

MLC 
(μg/mL) 

SSPB4215 PDB >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 512 512  512 512  512 512  512 1,024 

SSPB4217 PDB 512 1,024  512 1,024  512 >1,024  512 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 1,024 1,024  1,024 1,024  1,024 1,024  1,024 >1,024 

SSPB4225 PDB >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 512 512  512 512  512 1,024  512 >1,024 

SSPB4332 PDB 1,024 1,024  1,024 1,024  1,024 1,024  >1,024 >1,024 
 PDB/SW30 ppt 1,024 1,024  1,024 1,024  1,024 1,024  1,024 >1,024 
 Fluconazole 1 1  1 1  1 1  2 2 



 

 

ตารางท่ี 4-20 จ  านวนองคป์ระกอบและค่า Rf  ของสารสกดั 
 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

จ านวน 
สารองคป์ระกอบ 

Rf * 

SSCS0069 PDB 5 0.58, 0.62, 0.64, 0.67, 0.71 
PDB/SW30 ppt 5 0.58, 0.62, 0.64, 0.68, 0.72 

SSPB1122 PDB 3 0.58, 0.60, 0.67 
PDB/SW30 ppt 8 0.56, 0.61, 0.64, 0.68, 0.70, 0.71, 0.74, 0.79 

SSPB3124 PDB 7 0.23, 0.57, 0.60, 0.63, 0.68, 0.73, 0.77 
PDB/SW30 ppt 7 0.24, 0.61, 0.65, 0.67, 0.70, 0.73, 0.76 

SSPB3208 PDB 7 0.25, 0.58, 0.61, 0.65, 0.67, 0.71, 0.75  
PDB/SW30 ppt 7 0.25, 0.58, 0.61, 0.65, 0.67, 0.71, 0.75 

SSPB4207 PDB 6 0.54, 0.60, 0.64, 0.66, 0.70, 0.74 
PDB/SW30 ppt 6 0.55, 0.60, 0.64, 0.66, 0.70, 0.73 

SSPB4215 PDB 7 0.55, 0.59, 0.63, 0.64, 0.66, 0.70, 0.74 
PDB/SW30 ppt 7 0.54, 0.58, 0.60, 0.63, 0.65, 0.70, 0.74 

SSPB4217 PDB 6 0.57, 0.61, 0.64, 0.66, 0.68, 0.72 
PDB/SW30 ppt 7 0.57, 0.60, 0.64, 0.66, 0.67, 0.68, 0.74 

SSPB4225 PDB 7 0.59, 0.63, 0.65, 0.66, 0.69, 0.71, 0.75 
PDB/SW30 ppt 6 0.60, 0.63, 0.66, 0.69, 0.71,  0.76 

SSPB4332 PDB 7 0.49, 0.53, 0.57, 0.61, 0.63, 0.68, 0.72 
PDB/SW30 ppt 7 0.49, 0.53, 0.57, 0.61, 0.63, 0.68, 0.72 

หมายเหตุ  * ตวัท าละลาย Toluene: Methanol: Acetone, 6:1:3 v/v 
 

8. การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งจลุินทรีย์ของสารองค์ประกอบจากสารสกดัโดยวธีิ Bioautography 
 เมื่อน าสารสกดัจากอาหาร PDB ท่ีไม่มีและมีความเค็ม 30 ppt จ  านวน 6 สาร จากรานาเกลือ
จ านวน 3 สายพนัธุท่ี์สามารถยบัย ั้งหรือท าลายจุลินทรียไ์ดดี้ไดแ้ก่ ราท่ีสร้างสารไดดี้ในอาหารท่ีไม่มี          
ความเค็ม คือ SSCS0069 ราท่ีสร้างสารไดดี้ในอาหารท่ีมีความเค็ม 30 ppt คือ SSPB1122 และราท่ีสร้าง
สารไดดี้ในอาหารท่ีไม่มีและมีความเค็ม 30 ppt คือ SSPB3208 ท่ีผ่านการแยกองค์ประกอบดว้ย 



 

           
                         1         2      3         4        5       6 
 

        
   7          8          9        10       11        12 
 
ภาพท่ี 4-21  องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือ โดยวิธี TLC; 1: SSCS0069 

(PDB), 2: SSCS0069 (PDB/SW30 ppt), 3: SSPB1122 (PDB), 4: SSPB1122 (PDB/SW30 ppt),               
5: SSPB3124  (PDB), 6: SSPB3124 (PDB/SW30 ppt), 7: SSPB3208 (PDB), 8: SSPB3208 
(PDB/SW30 ppt), 9: SSPB4207 (PDB), 10: SSPB4207 (PDB/SW30 ppt), 11: SSPB4215 (PDB), 
12: SSPB4215 (PDB/SW30 ppt) 

Rf 0.25 

Rf 0.58 
Rf 0.61 
Rf 0.67 
Rf 0.71 
Rf 0.75 

Rf 0.65 

Rf 0.25 

Rf 0.58 
Rf 0.61 
Rf 0.65 Rf 0.67 Rf 0.71 Rf 0.75 

Rf 0.54
 

54 

Rf 0.60 
Rf 0.64 Rf 0.66 Rf 0.70 
Rf 0.74 Rf 0.73 

Rf 0.70 
Rf 0.66 
Rf 0.64 
Rf 0.60 Rf 0.55 

Rf 0.74 Rf 0.70 
Rf 0.66 
Rf 0.64 Rf 0.63 
Rf 0.59 Rf 0.55 

Rf 0.74 
Rf 0.70 Rf 0.65 
Rf 0.63 
Rf 0.60 
Rf 0.58 
Rf 0.54 

Rf 0.58 
Rf 0.62 
Rf 0.64 
Rf 0.67 
Rf 0.71 

Rf 0.58 
Rf 0.65 

Rf 0.74 
Rf 0.67 

Rf 0.79 
Rf 0.71 
Rf 0.70 
Rf 0.68 
Rf 0.64 
Rf 0.61 
Rf 0.56 

Rf 0.23 

Rf 0.57 Rf 0.60 
Rf 0.63 Rf 0.68 Rf 0.73 Rf 0.77 

Rf 0.24 

Rf 0.76 Rf 0.73 Rf 0.70 
Rf 0.67 
Rf 0.65 Rf 0.61 Rf 0.58 

Rf 0.62 
Rf 0.64 
Rf 0.68 
Rf 0.72 



 

            
     1        2        3        4       5        6 
 
ภาพท่ี 4-22  องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากอาหารเล้ียงรานาเกลือโดยวิธี  TLC;  1: SSPB4217 

(PDB), 2: SSPB4217 (PDB/SW30 ppt), 3: SSPB4225 (PDB), 4: SSPB4225 (PDB/SW30 ppt),              
5: SSPB4332 (PDB), 6: SSPB4332 (PDB/SW30 ppt) 

 
วิธี TLC จนไดส้ารองคป์ระกอบท่ีมค่ีา Rf  ต่าง ๆ กนัมาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชโดยวิธี 
Bioautography พบสารองคป์ระกอบในแผน่ดิสกท่ี์วางมีฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช ดงัตารางท่ี 4-21 
เมื่อสงัเกตผลดว้ยตาเปล่าพบสารองคป์ระกอบยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด ้3 ระดบั คือ 1+ มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งต  ่า 
2+ มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งปานกลาง และ 3+ ยบัย ั้งดี มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดี สารองคป์ระกอบจากสารสกดั 
PDB/SW30 ppt เล้ียงรา SSPB1122 จ  านวน 5 สาร จาก 8 สาร Rf 0.61, 0.64, 0.68, 0.70 กบั 0.71 มีฤทธ์ิยบัย ั้ง
ราสาเหตุโรคพืชทั้งสองชนิด โดยท่ีสารองคป์ระกอบยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 ไดดี้ ในขณะท่ียบัย ัง้ 
C. gloeosporioides DOAC 0782 เพียงระดบัต ่า-ปานกลาง สารองคป์ระกอบทุกสารจากสารสกดั PDB 
ยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชทั้งสองชนิดในระดบัต ่า-ปานกลาง เท่านั้น สารองคป์ระกอบ Rf 0.58 จากอาหาร 
PDB เล้ียงรา SSPB3208 ยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชทั้งสองชนิดไดดี้ และ Rf  เดียวกนัสารองคป์ระกอบจาก
สารสกดั PDB/SW30 ppt ยบัย ั้งไดดี้ เฉพาะกบั C. gloeosporioides DOAC 0782 เท่านั้นสารองคป์ระกอบท่ี 
Rf  0.65 จากอาหาร PDB และ PDB/ SW30 ppt ยบัย ั้ง C. gloeosporioides DOAC 0782 ไดใ้นระดบัดี        
ถึงปานกลาง และยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 ในระดบัต ่าเท่านั้น สารองคป์ระกอบจากสารสกดั
จากรา SSCS0069 ไม่สามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชได ้(ภาพท่ี 4-23 และ 4-24) 

Rf 0.72 
Rf 0.68 
Rf 0.66 
Rf 0.64 
Rf 0.61 Rf 0.57 

Rf 0.74 Rf 0.68 Rf 0.67 
Rf 0.66 
Rf 0.64 
Rf 0.57 Rf 0.60 

Rf 0.75 Rf 0.76 Rf 0.71 Rf 0.71 
Rf 0.69 Rf 0.69 
Rf 0.66 
Rf 0.65 Rf 0.63 Rf 0.59 Rf 0.60 

Rf 0.63 
Rf 0.66 

Rf 0.49 Rf 0.49 Rf 0.53 Rf 0.53 Rf 0.57 Rf 0.57 Rf 0.61 Rf 0.61 Rf 0.63 Rf 0.63 
Rf 0.68 Rf 0.68 

Rf 0.72 Rf 0.72 



 

 การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 
โดยวางแผน่ TLC ท่ีผา่นการแยกสารองคป์ระกอบ พบวา่สารสกดัสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ
เกิดโซนใสในบริเวณท่ีมสีารองคป์ระกอบ (ภาพท่ี 4-25, 4-26 และ 4-27) และเมื่อตดัแผน่ TLC บริเวณ
สารองคป์ระกอบของสารสกดัมาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย พบสารองคป์ระกอบมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง     
B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 เกิดเป็นโซนใส ดงัตารางท่ี 4-22 สารองคป์ระกอบ
ส่วนหน่ึงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งในระดบัดี (3+) กบัแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 ตรงกบัรา
สาเหตุโรคพืช เช่น สารองคป์ระกอบ Rf  0.70 กบั 0.71 จากสารสกดัอาหาร PDB/SW30 ppt เล้ียงรา 
SSPB1122 และสารองคป์ระกอบท่ี Rf 0.58 จากสารสกดัอาหาร PDB และ PDB/SW30 ppt เล้ียงรา 
SSPB3208 ในขณะท่ีทุกสารองคป์ระกอบจากสารสกดัจากอาหาร PDB และ PDB/SW30 ppt  เล้ียงรา 
SSCS0069 ท่ีไมมี่ฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช แต่สามารถยบัย ั้งแบคทีเรีย B. cereus TISTR 008 ได ้
โดยสารองคป์ระกอบ Rf  0.62 กบั 0.64 จากสารสกดัอาหาร PDB และ PDB/SW30 ppt มีฤทธ์ิยบัย ั้ง
แบคทีเรีย B. cereus TISTR 008 ไดใ้นระดบัดี ส าหรับการยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923                
สารองคป์ระกอบส่วนใหญ่มีฤทธ์ิยบัย ั้งในระดบัต ่าเท่านั้น  (ภาพท่ี 4-28,  4-29, 4-30 และ 4-31) 

เม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบท่ียบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้คือสารองคป์ระกอบ Rf 0.58, 
0.61 และ 0.65 จากสารสกดัอาหาร PDB และ PDB/SW30 ppt เล้ียงรานาเกลือ SSPB3208 พบว่าสาร
องคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหาร PDB มีฤทธ์ิยบัย ั้งไดท้ั้งราสาเหตุโรคพืชและแบคทีเรียแกรมบวก 
ในขณะท่ีสารองคป์ระกอบของสกดัส่วนใหญ่จากอาหาร PDB/SW30 ppt  ไม่ยบัย ั้ง C. gloeosporioides 
DOAC 0782 ดงัตารางท่ี 4-23 และเม่ือเปรียบเทียบจ านวนสารองคป์ระกอบท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด ้
(ตารางท่ี 4-24) พบว่าจ  านวนสารองค์ประกอบของสารสกดัท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดมี้ฤทธ์ิยบัย ั้ง
แตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดของจุลินทรียแ์ละความเค็มของอาหารเล้ียงราท่ีน ามาสกดัสาร ส าหรับการยบัย ั้ง
ยีสตพ์บว่าสารองคป์ระกอบของสารสกดัทั้งหมดไม่สามารถยบัย ั้งยสีตท์ดสอบ  

 

9. การศึกษาความสามารถในการลดแรงตึงผิว 
 การศึกษาความสามารถของสารสกดัในการเป็นสารลดแรงตึงผวิเบ้ืองตน้โดยวิธี Parafilm M, 
Drop collapsing  และ Oil displacement พบว่าสารสกดั 40 สาร (100%) แสดงความสามารถในการเป็น
สารลดแรงตึงผวิเมื่อทดสอบดว้ย Parafilm M  ขณะท่ีเมื่อทดสอบโดยวิธี Oil displacement กบัน ้ ามนั
ปาลม์ น ้ ามนัมะกอก และน ้ ามนัหมู ท่ีผา่นการใชแ้ลว้ พบผลบวกเพียง 22 สาร (55.0%) กบัน ้ ามนัมะกอก 
ไม่พบสารสกดัท่ีมีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิกบัน ้ ามนัอ่ืน ๆ และการทดสอบโดยวิธี 
Drop collapsing (ตารางท่ี 4-25) 
 



 

ตารางท่ี 4-21  ฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชดว้ยสารองค์ประกอบของสกดัจากรานาเกลือโดยวิธี 
Bioautography 

 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งที่มา 
ของสารสกดั 

Rf * 
ระดบัความสามารถในการยบัย ั้ง 

C. capsici DOAC 1511 C. gloeosporioides DOAC 0782 
SSPB1122 

PDB 
0.58 2+ 1+ 
0.60 2+ 2+ 
0.67 2+ 1+ 

PDB/SW30 ppt 

0.56 2+ - 
0.61 3+ 1+ 
0.64 3+ 1+ 
0.68 3+ 1+ 

0.70 กบั 0.71 3+ 2+ 
0.74 3+ - 
0.79 2+ 1+ 

SSPB3208 
 

PDB 

0.25 2+ 1+ 
0.58 3+ 3+ 
0.61 2+ 2+ 
0.65 1+ 3+ 
0.67 - 2+ 
0.71 2+ 1+ 
0.75 2+ - 

PDB/SW30 ppt 

0.25 2+ - 
0.58 3+ - 
0.61 2+ - 
0.65 1+ 2+ 
0.71 1+ - 

  0.75 1+ - 

หมายเหตุ   * ตวัท าละลาย Toluene:Methanol:Acetone, 6:1:3 v/v 
  3+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดี (High activity) 
  2+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate activity) 
  1+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งยบัย ั้งนอ้ย (Low activity) 
   -  หมายถึง ไม่มีในฤทธ์ิการยบัย ั้ง (Non activity) 



 

 
 

ภาพท่ี 4-23   ฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. capsici  DOAC 1511 โดย วิธี 
Autobiosis บนอาหาร PDA ของสารสกดั SSPB3208 (PDB); 1: สารองคป์ระกอบ  Rf  0.25, 
2: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 3: สารองคป์ระกอบ Rf  0.61, 4: สารองคป์ระกอบ Rf  0.65, 
5: สารองคป์ระกอบ Rf  0.67, 6: สารองคป์ระกอบท่ี Rf  0.71, 7: สารองคป์ระกอบ Rf  0.75  
สารสกดั SSPB3208 (PDB/SW30 ppt); 9: สารองคป์ระกอบ Rf  0.25, 10: สารองคป์ระกอบ            
Rf  0.58, 11: สารองคป์ระกอบ Rf  0.61, 12: สารองคป์ระกอบ Rf  0.65, 13: สารองคป์ระกอบ 
Rf  0.67, 14: สารองคป์ระกอบ Rf  0.71, 15: สารองคป์ระกอบ Rf  0.75 ดิสกค์วบคุมผล              
เชิงลบ; 8 และ 16: สารละลาย 50%DMSO 

 

 
 

ภาพท่ี 4-24   ฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 
โดยวิธี Autobiosis บนอาหาร PDA ของสารสกดั SSPB3208 (PDB); 1: สารองคป์ระกอบ 
Rf  0.25, 2: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 3: สารองคป์ระกอบ Rf  0.61, 4: สารองคป์ระกอบ 
Rf  0.65, 5: สารองคป์ระกอบ Rf  0.67, 6: สารองคป์ระกอบ Rf  0.71, 7: สารองคป์ระกอบ 
Rf  0.75 สารสกดั SSPB3208 (PDB/SW30 ppt); 9: สารองคป์ระกอบ Rf  0.25, 10: สาร
องคป์ระกอบ Rf  0.58, 11: สารองคป์ระกอบ Rf  0.61, 12: สารองคป์ระกอบ Rf  0.65,                
13: สารองคป์ระกอบ Rf  0.67, 14: สารองคป์ระกอบ Rf  0.71, 15: สารองคป์ระกอบ Rf  0.75  
ดิสกค์วบคุมผลเชิงลบ; 8 และ 16: สารละลาย 50%DMSO  
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ภาพท่ี 4-25  ฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากรานาเกลือ SSCS0069 เม่ือเล้ียงดว้ยอาหาร;    

1: PDB, 2: PDB/SW30 ppt ในการยบัย ั้ง; A: B. cereus TISTR 008, B: S. aureus ATCC  
25923  

 

   
 
ภาพท่ี 4-26  ฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากรานาเกลือ SSPB1122 เม่ือเล้ียงดว้ยอาหาร;              

1: PDB, 2: PDB/SW30 ppt ในการยบัย ั้ง; A: B. cereus TISTR 008, B: S. aureus ATCC 
25923  

 

   
 
ภาพท่ี 4-27  ฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากรานาเกลือ SSPB3208 เม่ือเล้ียงดว้ยอาหาร;      

1: PDB, 2: PDB/SW30 ppt ในการยบัย ั้ง; A: B. cereus TISTR 008, B: S. aureus ATCC 
25923  

  

A 

A 

A B 

B 

B 1   2 1  2 1  2 

1   2 1  2 1  2 

1  2 1  2 1 2 



 

ตารางท่ี 4-22  ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียดว้ยสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากรานาเกลือ โดยวิธี Bioautography 
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

Rf * 
ระดบัฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 

B. cereus  
TISTR 008 

S. aureus  
ATCC 25923 

SSCS0069 
PDB 

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

PDB/SW30 ppt 
0.58 1+ - 

0.62 กบั 0.64 3+ 1+ 
0.68 1+ 1+ 

SSPB1122 
 PDB 

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

PDB/SW30 ppt 

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

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

   หมายเหตุ   * ตวัท าละลาย Toluene:Methanol:Acetone, 6:1:3 v/v 
     3+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดี (High activity)  
     2+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate activity) 
      1+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งต  ่า (Low activity) 
     -    หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง (Non activity) 
 

จากการทดสอบการเป็นสารลดแรงตึงผวิบนแผ่น Parafilm M สารสกดัท่ีให้ผลบวก
ทั้งหมด มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิเพียงเล็กน้อยเท่านั้น เมื่อเทียบกบัชุดควบคุม
ผลเชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) โดยสารสกดัมีลกัษณะหยดแบนกว่าหยดของ  สารละลาย 
50%DMSO เลก็นอ้ย ตวัอยา่งเช่น สารสกดัจากอาหาร PDB/SW30 ppt จากรา SSPB3124 (ภาพท่ี 4-32)  



 

ตารางท่ี 4-22  (ต่อ) 
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

Rf * 
ระดบัฤทธ์ิในการยบัย ั้ง 

B. cereus  
TISTR 008 

S. aureus  
ATCC 25923 

SSPB3208 
 

PDB 

0.25 1+ - 
0.58 3+ 1+ 
0.61 1+ 1+ 
0.65 3+ 2+ 
0.67 1+ - 
0.71 1+ - 

PDB/SW30 ppt 

0.25 1+ - 
0.58 3+ 1+ 
0.61 1+ 1+ 
0.65 1+ 1+ 
0.67 1+ - 
0.71 1+ - 

   หมายเหตุ   * ตวัท าละลาย Toluene:Methanol:Acetone, 6:1:3 v/v 
     3+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดี (High activity)  
     2+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate activity) 
      1+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งต  ่า (Low activity) 
     -    หมายถึง ไมมี่ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง (Non activity) 
 
 จากการทดสอบความสามารถในการลดแรงตึงผวิ โดยวิธี Oil displacement test สารสกดั           
ท่ีลดแรงตึงผวิกบัน ้ ามนัมะกอกไดท้ าใหน้ ้ ามนัเกิดการกระจายตวั แต่น ้ ามนัเกิดการกระจายตวัไดไ้ม่ดี
เมื่อเทียบกบัชุดควบคุมผลเชิงบวก สารละลาย SDS และสารละลาย Tween80 และสารสกดัท่ีไม่มี
สารลดแรงตึงผวิจะไม่ท าใหน้ ้ ามนัเกิดการกระจายตวัแต่จะเกิดเป็นหยดสารบนผวิหนา้น ้ามนัเหมือนกบั
ชุดควบคุมผลเชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) (ภาพท่ี 4-33) 
 
 



 

 
 
ภาพท่ี 4-28  ฤทธ์ิของสารองค์ประกอบของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือในการยบัย ั้ง; 

A: B. cereus TISTR 008, B: S. aureus ATCC 25923 โดยวิธี Autobiosis บนอาหาร MHA 
ของสารสกดั SSCS0069 (PDB); 1: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 2: สารองคป์ระกอบ Rf  

0.62 และ 0.64, 3: สารองคป์ระกอบ Rf  0.67, 4: สารองคป์ระกอบ Rf  0.71 และสารสกดั 
SSCS0069 (PDB/SW30 ppt); 6: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 6: สารองคป์ระกอบ Rf  0.62 
และ 0.64, 7: สารองคป์ระกอบ Rf  0.68, 8: สารองคป์ระกอบ Rf  0.72, 9: ดิสกค์วบคุมผล
เชิงลบ สารละลาย 50%DMSO 

 

 
 
ภาพท่ี 4-29  ฤทธ์ิของสารองค์ประกอบของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือในการยบัย ั้ง;         

A: B. cereus TISTR 008, B: S. aureus ATCC 25923 โดยวิธี Autobiosis บนอาหาร MHA 
ของสารสกดั SSPB1122 (PDB); 1: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 2: สารองคป์ระกอบ Rf  0.60, 
3: สารองคป์ระกอบ Rf 0.67 และสารสกดั SSPB1122 (PDB/SW30 ppt); 4: สารองคป์ระกอบ 
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: ดิสกค์วบคุมผลเชิงลบ สารละลาย 50%DMSO 
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ภาพท่ี 4-30 ฤทธ์ิของสารองค์ประกอบของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือในการยบัย ั้ง;          
A: B. cereus TISTR 008, B: S. aureus ATCC 25923 โดยวิธี Autobiosis บนอาหาร MHA 
ของสารสกดั SSPB3208 (PDB); 1: สารองคป์ระกอบ Rf  0.25, 2: สารองคป์ระกอบ Rf  0.58, 
3: สารองคป์ระกอบ Rf  0.61, 4: สารองคป์ระกอบ Rf  0.65, 5: สารองคป์ระกอบ Rf  0.67,             
6: สารองคป์ระกอบท่ี Rf  0.71, 7: สารองคป์ระกอบ Rf   0.75, 8: ดิสกค์วบคุมผลเชิงลบ
สารละลาย 50%DMSO 

 

 
 

ภาพท่ี 4-31 ฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือในการยบัย ั้ง;           
A: B. cereus TISTR 008, B: S. aureus ATCC 25923 โดยวิธี Autobiosis บนอาหาร MHA 
ของสารสกดั SSPB3208 (PDB/SW30 ppt); 1: สารองคป์ระกอบ Rf  0.25, 2: สารองคป์ระกอบ 
Rf  0.58, 3: สารองคป์ระกอบ  Rf  0.61, 4: สารองคป์ระกอบ Rf 0.65, 5: สารองคป์ระกอบ Rf 

0.67, 6: สารองคป์ระกอบ Rf  0.71, 7: สารองคป์ระกอบ Rf  0.75, 8: ดิสกค์วบคุมผลเชิงลบ
สารละลาย 50%DMSO
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ตารางท่ี 4-23 เปรียบเทียบฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบของสารสกดั SSPB3208 ในการยบัย ั้งจุลินทรีย  ์
 

Rf * 
แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

ฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์
C. capsici  

DOAC 1511 
C. gloeosporioides 

DOAC 0782 
B. cereus 

TISTR 008 
S. aureus  

ATCC 25923 
0.58 PDB 3+ 3+ 3+ 1+ 

 PDB/SW30 ppt 3+ - 3+ 1+ 
0.61 PDB 2+ 2+ 1+ 1+ 

 PDB/SW30 ppt 2+ - 1+ 1+ 
0.65 PDB 1+ 3+ 3+ 2+ 

 PDB/SW30 ppt 1+ 2+ 1+ 1+ 
หมายเหตุ     *  หมายถึง Toluene: Methanol: Acetone, 6:1:3 v/v 
     3+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดี (High activity)  
     2+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งปานกลาง (Moderate activity) 
      1+ หมายถึง มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งต  ่า (Low activity) 
      -    หมายถึง ไมมี่ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง (Non activity) 
 

ตารางท่ี 4-24 จ  านวนสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากรานาเกลือสายพนัธุต่์าง  ๆท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์
 

สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา 
ของสารสกดั 

จ านวนสาร
องคป์ระกอบ 
ท่ีแยกได ้

จ านวนสารองคป์ระกอบท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์
C. capsici  

DOAC 
1511 

C. gloeosporioides 
DOAC  
0782 

B. cereus 
TISTR 
 008 

S. aureus  
ATCC 
25923 

SSCS0069 PDB 5 - - 4 3 
 PDB/SW30 ppt 5 - - 4 3 

SSPB1122 PDB 3 3  3 3 1 
 PDB/SW30 ppt 8 8  6 7 3 

SSPB3208 PDB 7 6 6  6  3 
 PDB/SW30 ppt 7 6  1  6  3  

หมายเหตุ  -    หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง (Non activity) 



 

 จากการทดสอบความสามารถในการลดแรงตึงผวิ โดยวิธี Drop collapsing test สารสกดั
ทั้งหมดไม่มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิบนผวิของน ้ ามนั โดยสารสกดับนผวิน ้ ามนัท่ี
มีลกัษณะหยดเท่ากบัตวัควบคุมผลเชิงลบ (สารละลาย 50%DMSO) ในขณะท่ีตวัควบคุมผลเชิงบวก
มีลกัณะหยดแบนราบไปกบัผวิหนา้น ้ ามนั  
 
ตารางท่ี 4-25  ความสามารถของสารสกดัท่ีสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือในการลดแรงตึงผิว  
 เมื่อทดสอบโดยวิธีต่าง ๆ กนั 
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ความสามารถในการลดแรงตึงผวิ 
วิธี 

Parafilm 
M 

 
วิธี Oil displacement วิธี  

Drop 
collapsing  

น ้ามนั
ปาลม์ 

น ้ามนั
มะกอก 

น ้ามนั
หม ู

1 SSCS0069 PDB +  - - - - 
2 SSCS0069 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
3 SSCS0106 PDB +  - + - - 
4 SSCS0115 PDB +  - + - - 
5 SSCS0115 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
6 SSPB1117 PDB +  - - - - 
7 SSPB1122 PDB +  - + - - 
8 SSPB1218 PDB +  - - - - 
9 SSPB3114 PDB +  - - - - 
10 SSPB3124 PDB +  - + - - 
11 SSPB3124 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
12 SSPB3208 PDB +  - + - - 
13 SSPB3208 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
14 SSPB4107 PDB +  - + - - 
15 SSPB4107 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
16 SSPB4207 PDB +  - + - - 

หมายเหตุ  -  หมายถึง ไม่มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ 
+  หมายถึง มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ 



 

ตารางท่ี 4-25  (ต่อ)  
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ความสามารถในการลดแรงตึงผวิ 
วิธี  

Parafilm 
M 

 
วิธี Oil displacement 

วธีิ Drop 
collapsing  

น ้ามนั
ปาลม์ 

น ้ามนั 
มะกอก 

น ้ามนั
หม ู

17 SSPB4207 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
18 SSPB4208 PDB +  - - - - 
19 SSPB4208 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
20 SSPB4215 PDB +  - + - - 
21 SSPB4215 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
22 SSPB4217 PDB +  - - - - 
23 SSPB4217 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
24 SSPB4225 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
25 SSPB4307 PDB +  - - - - 
26 SSPB4307 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
27 SSPB4308 PDB +  - + - - 
28 SSPB4309 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
29 SSPB4313 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
30 SSPB4319 PDB +  - + - - 
31 SSPB4320 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
32 SSPB4321 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
33 SSPB4323 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
34 SSPB4324 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
35 SSPB4325 PDB/SW30 ppt +  - + - - 
36 SSPB4327 PDB +  - - - - 
37 SSPB4327 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
38 SSPB4329 PDB +  - - - - 

หมายเหตุ  -  หมายถึง ไม่มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ 
 + หมายถึง มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ 



 

ตารางท่ี 4-25  (ต่อ)  
 

ล าดบั 
สารสกดั/ 
รานาเกลือ 

แหล่งท่ีมา
ของสารสกดั 

ความสามารถในการลดแรงตึงผวิ 
วิธี  

Parafilm 
M 

 
วิธี Oil displacement 

วธีิ Drop 
collapsing  

น ้ามนั
ปาลม์ 

น ้ามนั 
มะกอก 

น ้ามนั
หม ู

39 SSPB4332 PDB +  - + - - 
40 SSPB4332 PDB/SW30 ppt +  - - - - 
 สารละลาย SDS +  + + + + 
 สารละลาย Tween80 +  + + + + 

หมายเหตุ  -  หมายถึง ไม่มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ 
 + หมายถึง มีความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ 

 

 
 

ภาพท่ี 4-32 ลกัษณะหยดสารบนแผน่ Parafilm M; A: สารสกดั SSP3124 (PDB/SW30 ppt ), B: ผลเชิงลบ 
สารละลาย 50%DMSO, C: ผลเชิงบวกสารละลาย SDS และ D: ผลเชิงบวกสารละลาย 
Tween80  

 

 

 
 

ภาพท่ี 4-33  ลกัษณะการกระจายตวัของน ้ ามนัมะกอกเมื่อทดสอบการลดแรงตึงผิวของสารสกดั  
SSPB4107 โดยวิธี Oil displacement test; A: จานน ้ ามนัท่ีลอยบนผวิหนา้น ้ า B: สารสกดั 
SSPB4107 (PDB/SW30 ppt) C: ผลเชิงลบ สารละลาย 50%DMSO D: ผลเชิงบวก สารละลาย 
SDS และ E: ผลเชิงบวก สารละลาย Tween80  

   หมายเหตุ แถวบนคือ ภาพภ่ายจริง และแถวล่างคือ ลายเสน้แสดงขอบของน ้ ามนัมะกอก 

D A B C E 

D A B C E 

A B C D 



 

10.  การศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระเมื่อทดสอบ โดยวิธี Dot blot DPPH 
rapid staining  
 เน่ืองจากพบว่าตวัสารละลาย 50% DMSO มีผลต่อกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระในการทดสอบ
เมื่อน าสารสกดั 40 สาร มาทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ โดยวิธี Dot blot DPPH rapid 
staining จึงท าการเจือจางลง 50 เท่า เพื่อไม่ใหม้ีผลต่อกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ พบว่าสารสกดั
ทั้งหมดมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ สารสกดัแต่ละสารมีความสามารถแตกต่างกนัดงัตารางท่ี 
4-26 ตามระดบัความแรงเมื่อตรวจสอบดว้ยตาเปล่า สารใหผ้ลบวกเห็นเป็นสีเหลือง (3+) เหลืองจาง 
(2+) จนถึงสีขาวจาง ๆ (1+) สารสกดัส่วนใหญ่ (80.0%) มีคุณสมบติัในการเป็นตา้นอนุมูลอิสระ            
ในเกณฑป์านกลาง (2+) คือ เทียบเท่าสารละลาย Ascorbic acid 0.025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดั 7 
สาร (17.5%) ตา้นอนุมูลอิสระไดใ้นเกณฑสู์ง (3+) เทียบเท่าสารละลาย Ascorbic acid 250 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และสารสกดั 1 สาร (2.50%) ตา้นอนุมูลอิสระในเกณฑต์ ่า เทียบเท่าสารละลาย Ascorbic 
acid 0.00025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตวัอยา่งสารสกดัท่ีมคีวามสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (+) 
ในระดบัต่าง ๆ แสดงดงัภาพท่ี 4-34 
 

  
 

ภาพท่ี 4-34 ลกัษณะสีท่ีเกิดกิจกรรมมการตา้นอนุมูลอิสระบนแผน่ TLC siliga gel 60F254 ดว้ย Dot 
blot DPPH rapid staining ของสารสกดั A: SSPB1218 (PDB) (1+) B: SSPB4107 (PDB) 
(2+) C: SSPB1122 (PDB/SW30 ppt ) (3+) D, E และ F เป็นชุดควบคุมผลเชิงบวก  สารละลาย
Ascorbic acid ท่ีความเขม้ขน้: 0.00025, 0.025 และ 250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 

 

11.  การเปรียบเทียบคณุสมบัติของรานาเกลือและศักยภาพด้านต่าง ๆ ของสารสกัด 
 เมื่อน ารานาเกลือท่ีใหผ้ลการศึกษาดา้นต่าง ๆ  ดี จ  านวน 9 สายพนัธุม์าเปรียบเทียบความสามารถ
ในการทนความเค็มและศกัยภาพดา้นต่าง  ๆของสารสกดัจากรานาเกลือ ไดแ้ก่ การยบัย ัง้ราสาเหตุโรคพชื 
แบคทีเรีย และยสีต ์การเป็นสารลดแรงตึงผวิ และการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ดงัตารางท่ี 4-27 พบว่า
รานาเกลือทั้ง 9 สายพนัธุ ์ เป็นราท่ีมีความสามารถในการทนความเค็ม และยงัสามารถสร้างสารท่ีมี
ศกัยภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชทั้งสองชนิดไดใ้นอาหารเหลว PDB และหรือ PDB/SW30 ppt 

ยบัย ั้งแบคทีเรียอยา่งนอ้ย 2 ชนิด และยสีตอ์ยา่งนอ้ย 1 สายพนัธุ ์และสารเหล่าน้ียงัมีศกัยภาพในการ
เป็นสารลดแรงตึงผวิและสารตา้นอนุมูลอิสระ 

D  E F 

A B C 



 

ตารางท่ี 4-26  ความสามารถของสารสกดัในการตา้นอนุมูลอิสระ โดย Dot blot DPPH rapid staining 
 
ล าดบั สารสกดั/รานาเกลือ แหล่งท่ีมาของสารสกดั ระดบัการตา้นอนุมูลอิสระ 

1 SSCS0069 PDB 2+ 
2 SSCS0069 PDB/SW30 ppt 2+ 
3 SSCS0106 PDB 2+ 
4 SSCS0115 PDB 3+ 
5 SSCS0115 PDB/SW30 ppt 2+ 
6 SSPB1117 PDB 3+ 
7 SSPB1122 PDB 3+ 
8 SSPB1218 PDB/SW30 ppt 1+ 
9 SSPB3114 PDB 2+ 
10 SSPB3124 PDB 3+ 
11 SSPB3124 PDB/SW30 ppt 2+ 
12 SSPB3208 PDB 2+ 
13 SSPB3208 PDB/SW30 ppt 2+ 
14 SSPB4107 PDB 2+ 
15 SSPB4107 PDB/SW30 ppt 2+ 
16 SSPB4207 PDB 2+ 
17 SSPB4207 PDB/SW30 ppt 2+ 
18 SSPB4208 PDB 2+ 
19 SSPB4208 PDB/SW30 ppt 2+ 
20 SSPB4215 PDB 2+ 
21 SSPB4215 PDB/SW30 ppt 2+ 
22 SSPB4217 PDB 2+ 
23 SSPB4217 PDB/SW30 ppt 2+ 
24 SSPB4225 PDB/SW30 ppt 2+ 

หมายเหตุ 1+ หมายถึง มีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเกณฑต์ ่า 
 2+ หมายถึง มีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเกณฑป์านกลาง 
 3+ หมายถึง มีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเกณฑสู์ง 



 

ตารางท่ี 4-26  (ต่อ) 
 
ล าดบั สารสกดั/รานาเกลือ แหล่งท่ีมาของสารสกดั ระดบัการตา้นอนุมูลอิสระ 

25 SSPB4307 PDB 3+ 
26 SSPB4307 PDB/SW30 ppt 2+ 
27 SSPB4308 PDB 2+ 
28 SSPB4309 PDB/SW30 ppt 2+ 
29 SSPB4313 PDB/SW30 ppt 2+ 
30 SSPB4319 PDB 2+ 
31 SSPB4320 PDB/SW30 ppt 2+ 
32 SSPB4321 PDB/SW30 ppt 2+ 
33 SSPB4323 PDB/SW30 ppt 2+ 
34 SSPB4324 PDB/SW30 ppt 2+ 
35 SSPB4325 PDB/SW30 ppt 3+ 
36 SSPB4327 PDB 3+ 
37 SSPB4327 PDB/SW 2+ 
38 SSPB4329 PDB 2+ 
39 SSPB4332 PDB 2+ 
40 SSPB4332 PDB/SW30 ppt 2+ 

สารละลาย Ascorbic acid 25 μg/mL 3+ 
สารละลาย Ascorbic acid 0.025 μg/mL 2+ 
สารละลาย Ascorbic acid 0.00025 μg/mL 1+ 
สารละลาย 1%DMSO - 
หมายเหตุ 1+ หมายถึง มีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเกณฑต์ ่า 

 2+ หมายถึง มีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเกณฑป์านกลาง 
 3+ หมายถึง มีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเกณฑ์สูง 

 



 

 

ตารางท่ี 4-27  การเปรียบเทียบศกัยภาพดา้นต่าง ๆ ของสารสกดัรานาเกลือ 
 

สารสกดั/ 
รานาเกลอื 

ระดบั 
ความเคม็
สูงสุด 

ท่ีราเจริญ 

คุณสมบติัการยบัย ั้งจุลนิทรีย ์โดยวธีิ Disc diffusion  คุณสมบติัการเป็น 
สารลดแรงตึงผิว 

 คุณสมบติัการเป็น 
สารตา้นอนุมูลอิสระ ราสาเหตุโรคพืช  แบคทีเรีย  ยีสต ์   

CC CG  BC SA PA ST  CA1 CA9 
 วธีิ 

Parafilm M 
วธีิ  

Oil displacement 
 วธีิ  

Dot blot DPPH 
SSCS0069 0-250 ppt + +  + + - -  + +  + -  + 
SSPB1122 0-100 ppt + +  + + - -  + +  + +  + 
SSPB3124 0-150 ppt + +  + + - +  + +  + +  + 
SSPB3208 0-250 ppt + +  + + - -  + +  + +  + 
SSPB4207 0-250 ppt + +  + + - -  + +  + +  + 
SSPB4215 0-150 ppt + +  + + - -  + -  + +  + 
SSPB4217 0-200 ppt + +  + + - -  + +  + -  + 
SSPB4225 0-250 ppt + +  + + - +  + +  + -  + 
SSPB4332 0-250 ppt + +  + + - +  + +  + +  + 

หมายเหตุ   + หมายถึง มีคุณสมบติั  
 -  หมายถึง ไม่มีคุณสมบติั 
 เช้ือทดสอบ; CC = C. capsici DOAC 1511, CG = C. gloeosporioides DOAC 0782, BC = B. cereus TISTR 008, SA = S. aureus ATCC 25923,  EC = E. coli  
ATCC 25922, PA = P. aeruginosa ATCC 27853 ST = S. Typhimurium ATCC 1331, CA1 = C. albicans ATCC 10231 และ CA9 =C. albicans ATCC 90028



 

 

12 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 จากรานาเกลือ 9 สายพนัธุ ์ท่ีสามารถสร้างสารท่ีมคีวามสามารถท่ีน่าสนใจ ซ่ึงเป็นราท่ีแยกได้
จากดินนาเกลือจงัหวดัจนัทบุรี และเพชรบุรี สามารถจ าแนกได ้ดงัตารางท่ี 4-28  
 

ตารางท่ี 4-28 การจดัจ  าแนกรานาเกลือ 
 

รานาเกลือ แหล่งท่ีเก็บตวัอย่าง 
เดือน/ปี 

ท่ีเก็บตวัอย่าง 
การจ าแนก 

SSCS0069 ดินนาเกลือ จงัหวดัจนัทบุรี เม.ย. 2553 Aspergillus sp.2 
SSPB1122 ดินนาแผ่ของนาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี ธ.ค. 2555 Aspergillus sp.1 
SSPB3124 ดินนาแผ่ของนาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี ธ.ค. 2556 Aspergillus sp.2 
SSPB3208 ดินนาวางของนาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี ธ.ค. 2556 Aspergillus sp.2 
SSPB4207 ดินนาวางของนาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 
SSPB4215 ดินนาวางของนาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 
SSPB4217 ดินนาวางของนาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 
SSPB4225 ดินนาวางของ นาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 
SSPB4332 ดินนาดอกของ นาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี มี.ค. 2557 Aspergillus sp.1 

 

 Aspergillus sp. 1 
  Aspergillus sp.1 มีลกัษณะโคโลนีเป็นผงสีน ้ าตาล ขอบโคโลนีไม่เรียบ สีขาว เป็นรอย
หยกั เม่ือเล้ียงบนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 14 วนั มขีนาดโคโลนีประมาณ 6.0 เซนติเมตร สร้างสาร
ท่ีมีสีเหลืองในอาหารแขง็จนเปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลืองรอบโคโลนี โครงสร้างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
ก  าลงัขยาย 40X พบ โคนีเดียรูปกลม ไม่มีสี ขนาด 2.5 ไมโครเมตรท่ีต่อกนัเป็นสาย 2-4 สปอร์บน Phialide 
แบบ Biseriate ขนาด 0.12x0.88-1.0 ไมโครเมตร บนหวั Vesicle ขนาด 10 ไมโครเมตร ดงัภาพท่ี 4-35 
 Aspergillus sp. 2 
  Aspergillus sp. 2 โคโลนีราเม่ือเล้ียงบนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 14 วนั มีขนาด
โคโลนี 4.7 เซนติเมตร สีขาว เสน้ใยฟูเลก็นอ้ย สร้างสปอร์สีขาวบริเวณกลางกลางโคโลนี สร้างสาร
ท่ีมีสีเหลืองในอาหารแขง็จนเปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลืองรอบโคโลนี โครงสร้างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
ก  าลงัขยาย 40X พบโคนีเดียรูปกลม ไม่มีสี ขนาด 2.5 ไมโครเมตร ท่ีต่อกนัเป็นสาย 2-4 สปอร์บน Phialide 
แบบ Uniseriate ขนาด 0.12x0.88-1.0 ไมโครเมตร บนหวั Vesicle ขนาด 10 ไมโครเมตร  ดงัภาพท่ี 4-36 



 

 

 

 
ภาพท่ี 4-35  A: ลกัษณะโคโลนีของรา Aspergillus sp.1 (SSPB4225) บนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา

14 วนั B: โครงสร้างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก  าลงัขยาย 40X 
 

 
 
ภาพท่ี 4-36  A: ลกัษณะโคโลนีของรา Aspergillus sp.2 (SSPB3124) บนอาหาร PDA/SW30 ppt เป็นเวลา 

14 วนั B-C: โครงสร้างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก  าลงัขยาย 40X 

A 

B A 

A B C 

Foot cell 

Foot cell 



 
 

บทที่  5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 

สรุปผลการทดลอง 
 การประเมินศกัยภาพทางเทคโนโลยชีีวภาพของรานาเกลือจ านวน 120 สายพนัธุ์ เร่ิมจาก
การคดักรองราท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส Colletotrichum จากนั้นน ารา
ท่ีคดักรองไดม้าศึกษาคุณสมบติัการต้านจุลินทรียก่์อโรคอ่ืน ๆ รวมถึงคุณสมบติัในการเป็นสาร
ลดแรงตึงผวิ และสารตา้นอนุมูลอิสระ พบว่ารานาเกลือเป็นราชอบเค็มสามารถเจริญบนอาหารท่ีมี
ความเค็มสูงสุดตั้งแต่ 30 ppt ข้ึนไป รานาเกลือส่วนใหญ่ (ร้อยละ 60.8) เป็นราชอบเค็มสุดขีด 
(Extreme halotolerant) และมีรูปแบบการเจริญแตกต่างกนั ส่วนมากเจริญไดดี้บนอาหารท่ีไม่มีเกลือ
และเจริญชา้ลงในอตัราท่ีแตกต่างกนับนอาหารท่ีมคีวามเขม้ขน้เกลือสูงข้ึน 
 รานาเกลือร้อยละ 50.0 จากจ านวน 120 สายพนัธุ์ มีความสามารถในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
Colletotrichum ไดดี้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ C. gloeosporioides DOAC 0782 ดว้ยปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis 
(ID>2 มิลลิเมตร) บนอาหาร PDA และ/หรือ PDA/SW30 ppt ในจ านวนน้ีราร้อยละ 83.3 มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชดว้ยค่า %IE>35 รานาเกลือรหสั SSPB4225 ใหผ้ลยบัย ั้ง C. capsici 
DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ดว้ยค่า %IE สูงสุดเท่ากบั 75.0 และ 76.0 ตามล าดบั           
เม่ือเล้ียงร่วมกนั 5 วนั บนอาหาร PDA/SW30 ppt รองลงมาคือ รานาเกลือ SSPB4207 ใหผ้ลการยบัย ั้ง            
C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ดว้ยค่า %IE สูงสุดเท่ากบั 75.0 และ 73.0 
ตามล าดบั  รานาเกลือ SSPB4215 ใหผ้ลการยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides 
DOAC 0782 ดว้ยค่า %IE สูงสุดเท่ากบั 71.1 และ 65.5 ตามล าดบั  
 เมื่อน าราท่ีมีค่า %IE>35 ไปเล้ียงในอาหาร PDB และ PDB/SW30 ppt ตามความเหมาะสม
ของสายพนัธุร์านั้น ๆ แลว้น าอาหารมาสกดัสารออกฤทธ์ิ จากนั้นท าการทดสอบประสิทธิภาพของ
สารสกดัในการยบัย ัง้ราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนสโดยวธีิ Disc diffusion รานาเกลือยงัคงผลิตสาร 
ท่ีมีประสิทธิภาพยบัย ั้ง C. gloeosporioides DOAC 0782 ไดดี้กว่า C. capsici DOAC 1511 สารสกดั             
40 สาร จากรานาเกลือ 28 สายพนัธุ์ ใหค่้า %IE>50 พบว่าสารสกดัจากอาหาร PDB และ PDB/SW30 ppt 
เล้ียงรานาเกลือ SSPB 3124 สามารถยบัย ั้ง C. gloeosporioides DOAC 0782 และ C. capsici DOAC 1511 
ดว้ยค่า %IE สูงท่ีสุด 80 เท่ากนั  
 เมื่อน าสารสกดัจากรานาเกลือท่ีมปีระสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชดว้ยค่า %IE>50 
จ  านวน 40 สาร มาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียอ่ื์น ๆ โดยวิธี Disc diffusion พบว่าสารสกดัมีฤทธ์ิ
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ยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กว่ายสีต ์และแบคทีเรียแกรมลบ ดว้ยขนาด Inhibition zone กวา้งท่ีสุด  
24.0, 19.0 และ 9.0 มิลลิเมตร ตามล าดบั โดยยสีตม์ีขนาด Inhibition zone เมื่อตรวจผลท่ี 24 ชัว่โมง 
กวา้งกว่า 48 ชัว่โมง สารสกดั SSPB4207 (PDB/SW30 ppt) เป็นสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิดีมากในการยบัย ั้ง           
ราสาเหตุโรคพืช (%IE>70) และแบคทีเรียแกรมลบ (Inhibition zone>20 มิลลิเมตร) นอกจากน้ียงั
สามารถยบัย ั้ง Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 รวมถึงยสีตท์ั้งสองสายพนัธุ์ 
 เมื่อคดัเลือกรานาเกลือจ านวน 9 สายพนัธุท่ี์มีคุณสมบติัในการสร้างสารยบัย ั้งจุลินทรียดี์
และออกฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียห์ลายชนิดจากการศึกษาท่ีผา่นมา มาเล้ียงใน PDB และ PDB/SW30 ppt 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  น าอาหารมาสกดัดว้ย Ethyl acetate และน ามาทดสอบหาค่า MIC ในการยบัย ั้ง          
ราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส พบวา่สารสกดั PDB/SW30 ppt จากรานาเกลือส่วนใหญ่มค่ีา MIC ดีกว่า
สารสกดัจาก PDB ไม่ว่าเล้ียง 3 วนั หรือ 5 วนั โดยค่า MIC แตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดของรานาเกลือ            
ค่า MIC ในการยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 อยูร่ะหว่าง 
512->2048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดั PDB และ PDB/SW30 ppt จากรานาเกลือ SSPB3208 มีค่า 
MIC ต ่าสุดในการยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ดว้ยค่า MIC 
512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเท่ากนั เม่ือเล้ียง 3 วนั และมค่ีา MIC 512 และ 1,024 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรตามล าดบั เม่ือเล้ียง 5 วนั 
 การทดสอบหาค่า MIC และ MLC ในการยบัย ั้งจุลินทรียอ่ื์น ๆ พบว่าสารสกดัมีค่า MIC 
และ MLC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกในช่วง 64-512 และ 64-1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
ตามล าดบั และยบัย ั้งแกรมลบเท่ากนัในช่วง 1,024->1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ขณะท่ี
มีค่า MIC และ MLC ในการยบัย ั้ง Candida albicans ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028 
เท่ากนัคือ 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 เมื่อแยกองค์ประกอบของสารสกดั ดว้ยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) พบว่า              
ตวัท าละลาย Toluene: Methanol: Acetone ในอตัราส่วน 6:1:3 ปริมาตรต่อปริมาตร เป็นตวัท าละลาย            
ท่ีแยกองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหาร PDB และ PDB/SW30 ppt ทั้งหมดไดช้ดัเจน  
 การทดสอบ Bioautography ของสารองคป์ระกอบแต่ละสารท่ีแยกไดจ้ากสารสกดั พบสาร
องค์ประกอบส่วนใหญ่จากสารทดสอบทั้งหมด 38 สาร มีฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. capsici 
DOAC 1511 และแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และสารองคป์ระกอบส่วนหน่ึงสามารถ
ยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. gloeosporioides DOAC 0782 และแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 ดว้ยฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีแตกต่างกนั สารองคป์ระกอบทั้งหมดไม่สามารถยบัย ั้งยสีตไ์ด ้
 เมื่อทดสอบความสามารถอ่ืน ๆ คือ ความสามารถในการเป็นสารลดแรงตึงผวิ และสารตา้น
อนุมูลอิสระของสารสกดัจ านวน 40 สาร จากสารสกดัจากรานาเกลือท่ีคดักรองได ้(สารสกดัท่ีมีค่า %IE>50
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ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชชนิดใดชนิดหน่ึง) พบสารสกดัทั้งหมดมีคุณสมบติัลดแรงตึงผวิเมื่อทดสอบ
ดว้ยวิธี Parafilm M แต่ความสามารถค่อนขา้งต ่า ในขณะท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระดี 
 การจดัจ  าแนกรานาเกลือโดยใชข้อ้มูลทางสณัฐานวิทยาพบว่า รานาเกลือท่ีสร้างสารดีคือ 
สายพนัธุ ์ SSCS0069, SSPB1122, SSPB3124, SSPB3208, SSPB4207, SSPB4215, SSPB4217, 
SSPB4225 และ SSPB4332 ทั้งหมดเป็นราในจีนสั Aspergillus 
 ดงันั้นรานาเกลือซ่ึงเป็นราชอบเค็มสามารถจดัเป็นราท่ีมีศกัยภาพในการสร้างสารยบัย ั้ง
ราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนสไดดี้ ราเหล่าน้ียงัมคุีณสมบติัในการสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
และสร้างสารตา้นอนุมูลอิสระดี จึงน่าจะน ามาใชป้ระโยชน์ทางเทคโนโลยชีีวภาพไดใ้นอนาคต 
 

อภปิรายผลการทดลอง 
 จากการทดสอบพบว่ารานาเกลือทั้งหมดเป็นราชอบเค็ม มีความสามารถเจริญบนอาหารท่ีมี
ความเค็มตั้งแต่ 0 ppt ถึง 30 ppt ข้ึนไป ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการส ารวจความสามารถการทนเค็ม
ของราท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือทัว่โลก (Kogej, Gostincar, Volkmann, Gorbushina, & Gunde-Cimerman, 
2006; Kralj-Kuncic, Kogej, Drobne, & Gunde-Cimerman, 2010; Zajc et al., 2012) การทดสอบ         
ยงัพบว่ารานาเกลือเป็นราชอบเค็มปานกลางตั้งแต่ 50-150 ppt ถึงชอบเค็มสูงแตกต่างกนัหลายระดบั
ตั้งแต่ 200-250 ppt สอดคลอ้งกบัรายงานความสามารถในการชอบเค็มของรานาเกลือท่ีแยกไดจ้าก
นาเกลือในหลายประเทศ เช่น Cabo Rojo รัฐเปอร์โตริโก ประเทศสหรัฐอเมริกา (Cantrell et al., 2006) 
Dowmat al Jandal ประเทศซาอุดีอาระเบีย และ Goa ประเทศอินเดีย (Mohammed, Tantry, & Rahiman, 
2014;  Nayak et al., 2012) มีรายงานว่าการท่ีราอาศยัอยู่ในนาเกลือท่ีมีสภาวะเค็มจดัเป็นสภาวะวิกฤต
ยากแก่การด ารงชีวิต ท าใหร้านาเกลือมีกลไกการปรับตวัใหเ้ขา้กบัความเค็มต่าง ๆ นอกจากการปรับตวั
ดา้นลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ยงัมีการรักษาสมดุลแรงดนัออสโมติกในเซลลแ์ละภายนอกเซลล์ 
โดยการเก็บสะสมและหรือการสงัเคราะห์ Compatible organic solute เพื่อความอยูร่อด (Han & Prade, 
2002; Gunde-Cimerman & Zalar 2014; Oren, 1999) และเพื่อรักษาความเขม้ขน้ Na+ ภายในเซลลใ์หต้  ่า
กว่าระดบัท่ีเป็นอนัตรายต่อเซลล ์(Plemenitas et al., 2014 )  
 มีรายงานว่าเม่ือเล้ียงราร่วมกนัจะเกิดปฏิสัมพนัธ์ 3 ลกัษณะ คือ ปฏิปักษท์างตรง (Direct 
antagonism) ปฏิปักษท์างออ้ม (Indirect antagonism) และปฏิปักษแ์บบผสม (Mixed-path antagonism) 
การเกิดปฏิสมัพนัธแ์บบ Antibiosis ในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชของรานาเกลือเป็นแบบผสม คือ
อาจเกิดจากรานาเกลือสร้าง ผลิต และหลัง่สารปฏิชีวนะ (Antibiotics) หรือ สารพิษ (Toxin) ออกมา
ยบัย ั้งหรือท าลายราสาเหตุโรคพืช รานาเกลืออาจสร้างของเสียหรือสารท่ีรบกวนทางกายภาพและ
ทางเคมีท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งหรือไม่เหมาะกบัราสาเหตุโรคพืช (Pal & Gardener, 2006)  ดงันั้น         
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ในการศึกษาน้ีจึงเลือกลกัษณะ Antibiosis เพ่ือใชเ้ป็นการคดักรองเบ้ืองตน้ ซ่ึงเป็นวิธีท่ีง่ายและสะดวก
โดยเฉพาะอยา่งยิง่เม่ือใชร่้วมกบัวิธี Dual culture และการค านวณหาค่า ID แบบ Mutual inhibition at 
a distance ท่ีมีหลกัการเกิดระยะยบัย ั้งระหวา่งกนัมากกว่า 2 มิลลิเมตร ซ่ึง Porter (1924) และ Dickinson 
and Boardman (1971) เคยรายงานไว ้ มาใชค้ดักรองรานาเกลือท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งรา
สาเหตุโรคพืชในขั้นต่อไป 
 การศึกษาความสามารถของรานาเกลือในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส โดยวิธี 
Dual culture จะท าการเล้ียงราร่วมกนัเป็นเวลา 3 และ 5 วนั บนอาหาร PDA และ PDA/SW30 ppt พบว่า        
รานาเกลือสามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชดว้ย %IE ดีท่ีสุด เม่ือเล้ียงร่วมกนั 5 วนั บนอาหาร PDA/SW30 ppt 
มีรายงานว่าระยะการเจริญของรามีผลต่อการสร้างสารและสะสมสารในปริมาณท่ีแตกต่างกนั ในช่วง
เวลา 1-3 วนั รานาเกลือส่วนใหญ่อยู่ในช่วง Lag phase ซ่ึงเป็นช่วงท่ีราปรับตวัเขา้กบัอาหารและ
ส่ิงแวดลอ้มใหม่ ในช่วงน้ีรามีการสร้างเอนไซมแ์ละสารอ่ืน ๆ ท่ีเป็นสารปฐมภูมิ (Primary metabolite) 
ท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ (Griffin, 1994) จึงไม่พร้อมท่ีจะสร้างสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ัง้ราสาเหตุโรคพชื
ซ่ึงเป็นสารประกอบทุติยภูมิ (Secondary metabolite) แต่เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 5 วนัรานาเกลือน่าจะเจริญ
อยู่ในช่วงปลาย Log phase ถึง Stationary phase และสร้างสารประกอบทุติยภูมิปริมาณมากข้ึน 
สะสมมากข้ึน มีรายงานว่าสารทุติยภูมิของราเสน้สายหลายชนิดเป็นสารท่ีส าคญัต่อราท่ีผลิตสารนั้น ๆ 
เช่น เป็นสารปฏิชีวนะส าหรับใชใ้นขบวนการป้องกนัตวัเองใหอ้ยูร่อดในระบบนิเวศ หรือส่ิงแวดลอ้ม
ท่ีเป็นอนัตรายต่อชีวติ (Fox & Howlett, 2008) ดว้ยเหตุผลเดียวกนัน้ีจึงไดเ้ลือกเล้ียงรานาเกลือเป็น
เวลา 10 วนั เพ่ือใหม้ัน่ใจว่าราเจริญอยูใ่นช่วง Stationary phase สร้างสารทุติยภูมิเพื่อน าสารสกดัไปใช ้
 การท่ีรานาเกลือส่วนใหญ่ร้อยละ 42 และร้อยละ 46 สร้างสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช 
C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ตามล าดบั บนอาหาร PDA/SW30 ppt 

ไดดี้กว่า PDA รวมถึงท่ีพบว่ารานาเกลือชนิดเดียวกนัสร้างสารท่ีมีฤทธ์ิแตกต่างกนัในอาหารเหลวท่ีมี
ความเคม็ต่างกนั ใหผ้ลเช่นเดียวกบัฤทธ์ิของสารสกดัจากราหลายชนิดท่ีแยกไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มทางทะเล 
ประเทศอินโดนีเซีย (Tarman et al., 2011)  
 ในการทดสอบสารสกดัมีการน าอาหารเหลวท่ีไม่มีความเค็ม (PDB) และมีความเค็ม  
(PDB/SW30 ppt) จากการเล้ียงราเท่ากนัทุกฟลาสก ์น าไปสกดัสารจนแหง้ ละลายในตวัท าละลายเดียวกนั
ปริมาตรเท่ากนั และน าสารสกดัท่ีละลายแลว้ปริมาตรเท่ากนัมาทดสอบ โดยไม่ทราบน ้ าหนกัท่ีแทจ้ริง
ของสารออกฤทธ์ิ แต่การท่ีรานาเกลือแต่ละสายพนัธุม์ีความตอ้งการสภาวะทางกายภาพในการสร้างสาร
ออกฤทธ์ิท่ีไม่เหมือนกนั จึงมีความเป็นไปไดว้่าปริมาณสารออกฤทธ์ิท่ีถูกสร้างข้ึนอาจไม่เท่ากนั แมจ้ะ
มีการควบคุมตามขา้งตน้แลว้ก็ตาม 
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 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชโดยเทคนิค Disc diffusion ของ
สารสกดัจากอาหารเหลว PBD และ PDB/SW30 ppt จ านวน 100 สาร จากรานาเกลือ 50 สายพนัธุ์         
ท่ีคดัเลือกไว ้ พบว่าบางคร้ังประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชของสารสกดัไม่สอดคลอ้งกบั
ผลการศึกษาปฏิสมัพนัธข์องรานาเกลือในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชโดยวิธี Dual culture เน่ืองจาก
การท่ีราสาเหตุโรคพืชถูกยบัย ั้งโดยวิธี Dual culture เกิดจากสารปฐมภูมิเป็นหลกั ส่วนวิธี Disc diffusion 
เกิดจากสารทุติยภูมิเป็นหลกั ดงันั้นการท่ีพบว่าบางคร้ังสารสกดัไม่สามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชหรือ
มีผลการยบัย ั้งลดลงเมื่อเทียบกบัการทดสอบโดยวิธี Dual culture อาจเน่ืองจากราบางสายพนัธุท่ี์เล้ียง
ในอาหารเหลวอยูใ่นช่วง Log phase จึงสร้างเพียงสารปฐมภูมสิ าหรับการเจริญเท่านั้น ยงัไม่สร้างสาร
ออกฤทธ์ิท่ีเป็นสารทุติยภูมิ (Walker & White, 2005) นอกจากน้ี Ethyl acetate ท่ีเลือกน ามาสกดัสาร
อาจไม่สามารถสกดัสารออกฤทธ์ิบางชนิด คือ สารท่ีมีขั้วกลาง (Medium polarity compound) เช่น 
Peptide และขั้วต ่า (Low polarity compound) เช่น Terpene, Hydrocarbon ท่ีอยูใ่นอาหารเหลว
ออกมาได ้ (Justino, Duarte, Freitas, Duart, & Rocha-Santos, 2014) มีรายงานราหลายชนิดท่ีแยกจาก
ส่ิงแวดลอ้มสามารถผลิตสารทุติยภูมิท่ีมีคุณสมบติัหลากหลาย เช่น Polyketide, Terpene, Terpenoid, 
Quinone, Indole และ Alkaloid (Hasan, Ansari, Ahmad, & Mishra, 2015; Keller, Turner & 
Bennett, 2005; Swathi, Narendra, Sowjanya, & Krishna Satya, 2013; Vaske & Crews, 2014) 
แต่การทดลองน้ีไม่ไดท้ าการศึกษากลุ่มของสารท่ีรานาเกลือผลิต รวมถึงชนิดตวัท าละลายท่ีสามารถ
สกดัสารท่ีมีฤทธ์ิไดดี้ท่ีสุด แต่จากรายงานอ่ืน ๆ พบว่าสารสกดั Ethyl acetate จากอาหารเหลวเล้ียง         
ราทะเล Aspergillus terreus MP1 และ A. ochraceus MP2 ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเล ประเทศอินเดีย 
เป็นตวัท าละลายท่ีดีท่ีสุด สามารถดึงสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้กว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัตวัท าละลาย
อ่ืน ๆ (Meenupriya, Majumdar , Jenifer , Britto, & Thangaraj, 2011; Meenupriya & Thangaraj, 
2011)  
 สารสกดัท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชไดดี้เป็นสารท่ีแสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกไดดี้ แต่ใหผ้ลยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบและยสีตไ์ม่ดีนกั  รานาเกลือท่ีสามารถผลิต
สารออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งหรือท าลายแบคทีเรียก่อโรค อาจมีกลไกการออกฤทธ์ิแบบใดแบบหน่ึง ดงัท่ี
มีรายงานในสารสกดัจากจุลินทรียอ่ื์น ๆ เช่น ยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์ ยบัย ั้งหนา้ท่ีของเยือ่หุม้เซลล ์
ยบัย ั้งการสร้างโปรตีน ยบัย ั้งการสร้างกรดนิวคลีอิก หรือยบัย ั้งขบวนการสร้างเมตาบอลิซึม (Czaplewski 
et al., 2009; Davies & Davies, 2010) แต่ยงัไม่ไดท้ าการศึกษาในท่ีน้ี อยา่งไรก็ตามกลไกท่ีส าคญัและ
มีโอกาสเป็นไปไดว้่าจะเป็นการยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์เน่ืองจากมกีารยบัย ัง้แบคทีเรียแกรมบวกได้
มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียแกรมลบมีโครงสร้างและองคป์ระกอบทางเคมีท่ีซบัซอ้นกว่า
แบคทีเรียแกรมบวก โดยมีสายของ Peptidoglycan ชั้นบาง ๆ ขั้นกลางระหว่างเยือ่หุม้ชั้นนอก (Outer 
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membrane) ท่ีประกอบไปดว้ยชั้นไขมนักบัเยือ่หุม้เซลลช์ั้นใน (Inner membrane) ดงันั้นเยือ่หุม้ชั้นนอก
ของแบคทีเรียแกรมลบจึงมคุีณสมบติัตา้นการผา่นของสาร และมีส่วนช่วยใหเ้ซลลท์นต่อการถูกท าลาย
โดยสารปฏิชีวนะ (Beveridge, 1999; Delcour, 2009) การท่ียีสต์ถูกยบัย ั้งดว้ยสารสกดัไม่ดี แตกต่าง
จากแบคทีเรียแกรมบวก อาจเน่ืองมาจากผนงัเซลลม์ีองคป์ระกอบแตกต่างกนัออกไป คือมี Glucan 
และ Mannan เป็นองคป์ระกอบหลกั นอกจากน้ี C. albicans ยงัสามารถสร้างไบโอฟิลม์ซ่ึงประกอบ          
ไปดว้ยสารโพลีเมอร์ต่าง  ๆมาห่อหุ้มเซลลไ์วท้  าให้เกิดเป็นโครงสร้างท่ีซบัซอ้น ส่งผลใหมี้ความทนทาน
ต่อสภาพแวดลอ้ม สารเคม ีและยาตา้นจุลชีพ (Chandra et al., 2001) หรืออาจเป็นเพราะสารท่ีราผลิต             
มีกลไกในการยบัย ั้งแบคทีเรียและยีสตต่์างกนั (Ghannoum & Rice, 1999) และการท่ีบางคร้ังเห็นเป็นโซน
ไม่ใสเน่ืองจากมีเช้ือเจริญบางส่วน อาจเน่ืองจากยีสต์ถูกยบัย ั้งไดท่ี้ความเขม้ขน้สารระดบัหน่ึง และ
ความเขม้ขน้ของสารสกดัอาจไม่เพียงพอท่ีจะยบัย ั้งเช้ือไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (May, King, & Warren, 1997) 
 สารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดห้ลายชนิดสอดคลอ้งกบัรายงานสารสกดัจากราท่ีแยกได้
จากนาเกลือและ Subglacial ice (Sepcic et al., 2011) เช่นเดียวกนัมีรายงานว่า Crude filtrate จากรา
นาเกลือ จงัหวดัเพชรบุรี (Ali et al., 2014) และสารบริสุทธ์ิจากราท่ีแยกจากส่ิงแวดลอ้มทะเล (Xu et al., 
2015; Zainuddin et al., 2010) สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และยสีต์ได ้ 
การท่ีสารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus  และ Staphylococcus aureus ไดดี้กว่า
แบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa และ Salmonella Typhimurium 
มีรายงานในรานาเกลือ Aspergillus flavus (Ali et al., 2014)  
 จากการทดสอบพบสารสกดัจากรานาเกลือยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus ATCC 25923 
และยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ P. aeruginosa ATCC 27853 ดว้ยขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสในช่วง 
10-23 และ 8-9 มิลลิเมตร ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบัสารสกดัราจากแหล่งอ่ืน ๆ ในระบบนิเวศ 
พบว่าสารสกดัจากรานาเกลือใหผ้ลยบัย ั้ง S. aureus และ P. aeruginosa ดีกว่าสารสกดัจากราทะเล 
Epicoccum nigrum (KT28), Xylaria psidii (KT30) และ Mycelium sterilium (KT29, KT32, KT33) 
จากประเทศอินโดนีเซีย ท่ีใหค่้าโซนใสระหว่าง 7-14 และ 6.6-12.6 มิลลิเมตร ตามล าดบั (Tarman et al., 
2011) และดีกว่าสารสกดัจากราเอนโดไฟท ์Aspergillus niger (FEL01, FEL02, FEL05, FEL06) รวมถึง
ราอีกหลายชนิดท่ีแยกไดจ้ากพืชป่าชายเลน ประเทศบราซิล ท่ีใหค่้าโซนใสในการยบัย ั้ง S. aureus 
ระหว่าง 10-21 มิลลิเมตร และไม่สามารถยบัย ั้ง P. aeruginosa ได ้(Silva, Almeida, Arruda, & Gusmao, 
2011) สารสกดัในการศึกษาน้ียบัย ั้ง B. cereus ดว้ยขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใสในช่วง 12-24 
มิลลิเมตร ดีกว่าสารสกดั Ethyl acetate จากราเอนโดไฟท ์Hypocrea lixii และ Meyerozyma guilliermondii   
ท่ีแยกจากป่าชายเลน ประเทศอินเดีย ท่ีใหค่้าโซนใสเท่ากนั คือ 14 มิลลิเมตร (Vasant, Thangaraj, 
Ajithkumar, Ramanadevi, & Vallentin-Bhimba, 2013) และดีกว่าสารสกดั Ethanolic, Methanolic 
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และน ้ า จากรา Ganoderma หลายชนิดท่ีแยกไดจ้ากราก ล  าตน้ และท่อนไมท่ี้ตายแลว้ จากประเทศ
ไนจีเรีย ท่ีใหค่้าโซนใสระหว่าง 7-15 มิลลิเมตร (Jonathan & Awotona, 2010) สารสกดัใหโ้ซนยบัย ั้ง         
S. Typhimurium และ C. albicans ดีกว่าราเอนโดไฟท์หลายชนิดท่ีแยกไดจ้ากพืชในส่ิงแวดลอ้ม
ท่ีมีความเค็ม Salt marsh ในปากแม่น ้ า Vellar ประเทศอินเดีย (Kalyanasundaram, Nagamuthu, & 
Muthukumaraswamy, 2015) อยา่งไรกต็ามแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และยสีตท์ดสอบท่ีใช้
เป็นคนละสายพนัธุก์บัรายงานท่ีกล่าวมา นอกจากน้ีการไดม้าของสารสกดัในแต่ละรายงานยงัแตกต่างกนั 
ส่งผลใหค้วามเขม้ขน้และชนิดของสารในดิสกต่์างกนัท าใหย้ากต่อการเปรียบเทียบ แต่เมื่อเปรียบเทียบ
กบัยามาตรฐาน Ampicillin และ Gentamicin ท่ีความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อดิสก ์พบว่าสารสกดั
เกือบทั้งหมดยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus ดว้ยโซนกวา้งกว่ายา Ampicillin และเทียบเท่ากบัยา 
Gentamicin การยบัย ั้ง S. aureus ทั้งหมดใหโ้ซนต ่ากว่ายา Ampicillin แต่เทียบเท่ากบัยา Gentamicin 
ในขณะท่ีการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ รวมทั้งยสีตม์ีขนาดโซนในช่วง 7-15 มิลลิเมตร ซ่ึงต ่ากว่าดิสก์
ยามาตรฐาน Ampicillin และ Gentamicin ส าหรับแบคทีเรียแกรมลบ และ Fluconazole ส าหรับยสีต ์
 MIC ในการยบัย ั้ง C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 ของ
สารสกดัอาหารเหลว PDB เล้ียงรานาเกลือท่ีคดัเลือกมาจ านวน 9 สายพนัธุ ์ทั้งท่ีไม่มีความเค็มและท่ีมี
ความเค็มมค่ีาในช่วง 512->2048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเหมือนกนั แต่ไม่สามารถเปรียบเทียบกบั
สารสกดัอ่ืน ๆ ท่ีมีผูร้ายงานไว ้เน่ืองจากวิธีการทดสอบหาค่า MIC ในการยบัย ั้งเสน้ใยราสาเหตุโรคพืช
เป็นวิธีท่ีแตกต่างจากผูว้ิจยัอ่ืน ๆ รายงานไว ้ซ่ึงโดยทัว่ไปเป็นการหาค่า MIC ในการยบัย ั้งการงอก
ของสปอร์รา  
 ค่า MIC ในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 52923 
อยูใ่นช่วง 64-512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่อนขา้งสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัสารบริสุทธ์ิ ค่า MIC ของ 
Aspergicin จากรา Aspergillus sp. FSY-01 และ Aspergillus sp. FSW-02 ท่ีแยกไดจ้ากป่าชายเลน          
ในการยบัย ั้ง S. aureus คือ 62.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มค่ีาต ่ากว่าสารสกดัในการศึกษาน้ีประมาณ 
1-8 เท่า (Zhu, Chen, Chen, Huang, & Wan, 2011) และค่า MIC ของสารสกดัจากรานาเกลือในการยบัย ั้ง
แบคทีเรียแกรมลบ E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 และ S. Typhimurium ATCC 
13311 ในช่วง 1,024->1,024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของการศึกษาน้ี ค่อนขา้งสูงเมื่อเปรียบเทียบกบั
ค่า MIC ของสารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท์ Arthrinium arundinis ในการยบัย ั้ง E. coli และ              
P. aeruginosa ท่ีมีค่าเท่ากนัคือ 90 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต ่ากว่าสารสกดัในการศึกษาน้ีประมาณ           
11 เท่า (Ramos & Said, 2011) และค่า MIC ของสารบริสุทธ์ิ C8, C10, C15, C16 และ C19 จากรา 
Engyodontium album DFFSCS021 ท่ีแยกไดจ้ากทะเลลึก ในการยบัย ั้ง E. coli ในช่วง 32-256 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรต ่ากว่าสารสกดัในการศึกษาคร้ังน้ีประมาณ 4-32 เท่า (Yao et al., 2014) และ   
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ค่า MIC ในการยบัย ั้ง E. coli ของสารบริสุทธ์ิ Aspergicin จากรา Aspergillus sp. FSY-01 และ 
Aspergillus sp. FSW-02 ท่ีแยกไดจ้ากป่าชายเลน คือ 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงต ่ากว่าสารสกดั
ในการศึกษาคร้ังน้ีประมาณ 33 เท่า (Zhu et al., 2011) 
 ค่า MIC ในการยบัย ั้งยีสต ์C. albicans ATCC 10231 และ C. albicans ATCC 90028          
อยูใ่นช่วง 512->2048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่อนขา้งสูงเมื่อเทียบกบัสารสกดัหยาบและสารบริสุทธ์ิ 
ในรายงานอ่ืน ๆ สารสกดัหยาบจากราเอนโดไฟท ์A. arundinis (Ramos & Said, 2011) มีค่า MIC          
ดีท่ีสุด คือ 240 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารบริสุทธ์ิ Trichodermaketone A จากรา T. koningii 
(Song et al., 2010) Didymellamides A จากราทะเล Stagonosporopsis cucurbitacearum มีค่า MIC 
คือ 3.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Haga et al., 2013)  
 การท่ีค่า MIC ของสารสกดัหยาบจากรานาเกลือมีประสิทธิภาพนอ้ยกว่าสารบริสุทธ์ิอ่ืน ๆ 
ในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์อาจเน่ืองมาจากสารสกดัหยาบประกอบดว้ยสารหลายสารรวมกนั และสารอาจ
เกิดปฏิกิริยาตา้นฤทธ์ิระหว่างกนั ส่งผลใหส้ารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียถู์กสารอ่ืนตา้นใหม้ีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งจุลินทรียล์ดลง ดงัเช่นมีรายงานว่าเมื่อใชย้าปฏิชีวนะหลายชนิดร่วมกนัจะท าให้เกิด
การตา้นฤทธ์ิกนัของยา (Gunnison, Kunishige, Coleman, & Jawetz, 1955) 
 การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากรานาเกลือ 9 สายพนัธุ ์รวมทั้งหมด 18 สาร 
ดว้ยวิธี Thin layer chromatography ในระบบตวัท าละลาย Toluene: Methanol: Acetone ในอตัราส่วน 
6:1:3 ปริมาตรต่อปริมาตรเหมือนกนัทุกสารสกดั พบว่ารานาเกลือสามารถสร้างสารท่ีมีค่า Rf แตกต่างกนั 
ข้ึนกบัสายพนัธุ์รานาเกลือและความเค็มของอาหารเหลวท่ีเล้ียงรา เมื่อน าสารสกดัจากอาหารเหลว 
PDB ท่ีไม่มีความเค็มและมีความเค็มมาแยกองค์ประกอบของสาร พบสารองค์ประกอบส่วนใหญ่
มี  6-7 ชนิด การแยกสารองคป์ระกอบแต่ละชนิดข้ึนกบัสมบติัของสาร และสารแต่ละชนิดมีสมบติั          
ในการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแตกต่างกนั ซ่ึงปริมาณการดูดกลืนแสงข้ึนกบัความเขม้ขน้ของสาร
นั้น โดยสารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์และสารประกอบเชิงซอ้น เป็นสารท่ีดูดกลืนแสงในช่วงความยาว
คล่ืนอลัตราไวโอเลต 
 สารองคป์ระกอบส่วนใหญ่ยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืช C. capsici DOAC 1511 และแบคทีเรีย          
แกรมบวก B. cereus TISTR 008 ดว้ยผลการยบัย ั้งท่ีแตกต่างกนัไป สารองคป์ระกอบท่ีค่า Rf เท่ากนั
หรือใกลเ้คียงกนัจากราชนิดเดียวกนั ให้ผลการยบัย ั้งเหมือนกนัหรือใกลเ้คียงกนั น่าจะเป็นสาร
เดียวกนั และกรณีท่ีสารองคป์ระกอบจากราต่างชนิดกนัมค่ีา Rf เท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนัและมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งจุลินทรียเ์หมือนกนัหรือใกลเ้คียงกนั ก็อาจเป็นสารเดียวกนัหรือต่างกนักไ็ด ้ ส่วนในกรณีท่ีสาร
องคป์ระกอบท่ีมี Rf เท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนั แต่สารมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียต่์างกนั อาจเป็นไปได้
ว่าเป็นสารท่ีมีโครงสร้างแตกต่างกนั และราต่างชนิดกนัอาจสร้างสารท่ีมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกนัท่ีมี
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โครงสร้างและฤทธ์ิของสารท่ีต่างกนั สารท่ีมีค่า Rf เท่ากนัเมื่อสร้างจากราต่างสายพนัธุก์นั อาจเป็นสาร
ต่างชนิดท่ีมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกนั นอกจากน้ียงัมีความเป็นไปไดว้่าราชนิดเดียวกนัอาจสร้างสารได้
ไม่แตกต่างกนัในอาหารท่ีไม่มีและมีความเค็ม สารสกดัจาก PDB และ PDB/SW30 ppt จากราชนิดเดียวกนั
ท่ีมีจ  านวนและค่า Rf ของสารองคป์ระกอบเท่ากนัหรือต่างกนัเลก็นอ้ย อาจสนันิษฐานไดว้่าสารดงักล่าว
เป็นสารชนิดเดียวกนั เมื่อเปรียบเทียบกบัจ านวนสารองคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหาร PDB เล้ียง
รา Aspergillus terreus MP1 และ A. ochraceus MP2 ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเล ประเทศอินเดีย พบสาร
องคป์ระกอบ 4 และ 3 ชนิด ตามล าดบัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์ (Meenupriya & Thangaraj, 2011; 
Meenupriya et al., 2011) ขณะท่ีราทะเล Curvularia sp. และ Aspergillus sp. ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าทะเล 
ประเทศอินเดีย พบสารองคป์ระกอบ 2 และ 5 ชนิด ตามล าดบั (Swathi, Sowjanya, Narendra, Reddy, 
& Satya, 2013)  
 การศึกษาฤทธ์ิของสารองคป์ระกอบโดยวิธี Autobiography เป็นขั้นคดักรองเท่านั้น เน่ืองจาก
ขอ้จ ากดัในการแยกสารบนแผน่ TLC คือ ตวัท าละลายใชใ้นการศึกษาอาจไม่เหมาะสมกบัชนิดของสาร 
หรือสารองคป์ระกอบมีขั้วใกลก้นัมาก สารองคป์ระกอบท่ีพบจึงแยกไดไ้ม่ชดัเจน ท าใหก้ารตดับริเวณ
สารองคป์ระกอบแต่ละสารมีขนาดและรูปร่างไม่มาตรฐาน และในแผน่สารองคป์ระกอบชนิดเดียวกนั
มีความเขม้ขน้ของสารไม่เท่ากนั คือมีทั้งดา้นท่ีมคีวามเขม้ขน้ของสารสูง (ส่วนโคง้) และดา้นท่ีมี
ความเขม้ขน้ต ่า (ส่วนเวา้) การทดสอบการยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชขององคป์ระกอบสารไดว้างส่วนโคง้
ของดิสกส์ารซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีความเขม้ขน้สูงเขา้หาขอบโคโลนีราทดสอบ ท าใหก้ารวดัความสามารถ
ของสารในการศึกษาคร้ังน้ีไม่สมบูรณ์ เห็นชดัในการทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก พบสาร
องคป์ระกอบเดียวชนิดเดียวมีรัศมีของโซนบริเวณส่วนโคง้ขนาดกวา้งกว่ารัศมีบริเวณส่วนเวา้ 
 การเปรียบเทียบฤทธ์ิการยบัย ั้งจุลินทรียข์องสารสกดัหยาบโดยวิธี Disc diffusion กบัวิธี 
Autobiography ท าไดเ้พยีงเบ้ืองตน้เท่านั้น เน่ืองจากขอ้จ ากดัของลกัษณะแถบสารบนแผน่ TLC และ
การประเมินผลดว้ยสายตาท่ีกล่าวมาขา้งตน้ นอกจากน้ีจากการทดสอบใชค้วามหนาของอาหารแตกต่าง
กนั และใชป้ริมาณของสารทดสอบแตกต่างกนั การทดสอบฤทธ์ิของสารบน TLC ซ่ึงมีปริมาณสารอยู่
นอ้ยและใชอ้าหารเพยีง 10 มิลลิลิตรต่อจานเพื่อใหส้ามารถตรวจผลบวกได ้ และอาจเป็นไปไดว้า่การท่ี
พบว่าสารสกดัหยาบมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียดี์กว่าสารองค์ประกอบ เน่ืองจากการทดสอบใชป้ริมาณ
สารสกดัหยาบสูงกว่าสารองคป์ระกอบ หรือมีความเป็นไปไดว้่าสารหลายชนิดท่ีผสมกนัในสกดัหยาบ
มีกลไกการออกฤทธ์ิร่วมกนัซ่ึงอาจเกิดปฏิกิริยาเสริมฤทธ์ิระหว่างกนั หรือสารหลายชนิดท่ีผสมใน
สารสกดัหยาบอาจเกิดปฏิกิริยาตา้นฤทธ์ิระหว่างกนั ท าให้ฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียล์ดลง ส่วนการท่ีสาร
องคป์ระกอบมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียต์  ่ากว่าสารสกดัหยาบท่ีมีปริมาณมากกว่า เน่ืองจากสารองคป์ระกอบ
เป็นสารบริสุทธ์ิจึงสามารถแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งสมบูรณ์  
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 ดว้ยวิธีการทดสอบท่ีแตกต่างกนั พบว่าสารสกดัจากรานาเกลือทั้งหมด 40 สาร มีคุณสมบติั
ในการเป็นสารลดแรงตึงผวิไดดี้เมื่อทดสอบบนแผ่น Parafilm M สารสกดั 22 สาร (ร้อยละ 55)          
มีคุณสมบติัในการเป็นสารลดแรงตึงผวิเมื่อทดสอบโดยวิธี Oil displacement กบัน ้ ามนัมะกอก            
เมื่อเปรียบเทียบกบัยสีตพ์บว่าใหผ้ลบวกเช่นเดียวกบั Cell free Supernatant ของยสีต ์P. antarctica 
Y7954, P. aphidis YB-205 และ P. habeiensis Y10BS025 (Sari, Kusharyoto, & Artika, 2014) และ
เมื่อเปรียบเทียบกบัจุลินทรียอ่ื์น ๆ พบว่าสารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรานาเกลือท่ีสามารถลดแรงตึงผวิ
เมื่อทดสอบโดยวิธี Oil displacement มีจ  านวนมากกว่า Supernatant จากอาหารเหลวเล้ียงแบคทีเรีย 
25 สายพนัธุ ์จาก 128 สายพนัธุ ์ ท่ีแยกไดจ้ากโรงรถ ภาคเหนือ ประเทศไทย ท่ีทดสอบกบัน ้ ามนัแร่ 
(Mineral oil) (Techaoei, Leelapornpisid, Santiarwarn, & Lumyong, 2007) และจ านวนต ่ากว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกบั Supernatant จากอาหารเหลวเล้ียงยสีต ์ 16 ชนิด (ร้อยละ 100) ท่ีแยกไดจ้ากพ้ืนท่ี
ชายฝ่ังทะเล ของเกาะสีชงั ประเทศไทย เมื่อทดสอบกบัน ้ ามนัดิบ (Crude oil) (Luepongpattana, 
Jindamarakot, Thaniyavarn, & Thaniyavarn, 2014) ส าหรับความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผวิ
จากรามีรายงาน Culture supernatant จากรา A. ustus MSF3 ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าทะเลมีคุณสมบติัเป็น
สารลดแรงตึงผวิเมื่อทดสอบโดยวิธี Drop collapsing และ Oil displacement กบัน ้ามนัดิบ (Kiran et al., 
2009) อยา่งไรก็ตามการเปรียบเทียบศกัยภาพท าไดย้าก เน่ืองจากความแตกต่างของสารทดสอบ ประเภท
น ้ ามนั วตัถุประสงคข์องการศึกษา รวมทั้งวิธีการท่ีใชศึ้กษา การศึกษาน้ีใชส้ารสกดัหยาบและใชน้ ้ ามนั
มะกอก และปาลม์ และน ้ ามนัหมู ท่ีผ่านการใชแ้ลว้ น ้ ามนัมีสดัส่วนของกรดไขมนัท่ีแตกต่างกนั (Syed, 
2015) (แสดงส่วนประกอบของน ้ ามนั ดงัภาคผนวก ช) เพื่อจุดประสงคก์ารน ามาใชง้านดา้นการซกัลา้ง
หรือใชบ้ าบดัคราบน ้ ามนัจากอาหารท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดลอ้ม ต่างจากรายงานอ่ืน ๆ ซ่ึงส่วนใหญ่ใช ้
Supernatant จากอาหารเหลวเล้ียงจุลินทรียแ์ละทดสอบกบัน ้ ามนัดิบ (Kiran et al., 2009; Luepongpattana 
et al., 2014) จึงใหผ้ลแตกต่างกนั และการใชส้ารสกดัอาจใหผ้ลต ่ากว่า Cell free supernatant เน่ืองจาก 
Cell free supernatant ประกอบไปดว้ยสารหลายกลุ่มมากกว่าสารสกดั Ethyl acetate ท่ีมีเพียงสาร
บางกลุ่มเท่านั้นและสารเหล่านั้นอาจไม่ใช่สารท่ีมีสมบติัลดแรงตึงผวิ (Justino et al., 2014) 
 การท่ีสารสกดัจากรานาเกลือใหผ้ลการทดสอบแตกต่างกนั เมื่อทดสอบ 3 วิธี เน่ืองจากแต่ละ
วิธีทดสอบคุณสมบติัของสารดว้ยหลกัการท่ีแตกต่างกนัคือ วิธี Parafilm M ทดสอบการสูญเสีย
เสถียรภาพจากแรงหรือความตึง (Interfacial tension) ของสารสกดับนแผน่ Parafilm M เช่นเดียวกนัวิธี 
Drop collapsing เพื่อดูการสูญเสียเสถียรภาพจากแรงหรือความตึงของสารสกดับนผวิหนา้ของน ้ ามนั  
วิธี Oil displacement test ทดสอบการเป็นสารลดแรงตึงผวิสารสกดับนน ้ ามนัท่ีลอยบนผวิหนา้น ้ า 
เพื่อดูความสามารถในการสร้าง Micelle ท าใหน้ ้ ามนัละลายในน ้ า และท าใหน้ ้ ามนัเกิดการกระจายตวั 



 131 

(Mishra et al., 2009) โดยทัว่ไปมกัใชห้ลายวิธีร่วมกนัดว้ยน ้ ามนัท่ีแตกต่างกนั ในการคดักรองสาร
ลดแรงตึงผวิเบ้ืองตน้ 
 ก่อนการทดสอบคุณสมบติัของสารสกดัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ไดท้ าการเจือจาง
สารสกดั 50 เท่า และพบว่าสารสกดัท่ีเจือจางลง 50 เท่า ยงัคงมีความสามารถในการเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระอยา่งน้อยดีเทียบเท่า Ascobic acid ท่ีความเขม้ขน้ 0.00025 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เมื่อประเมนิระดบัความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี Grading เทียบกบัสีเหลืองและอ่อนลง
ท่ีระดบัต่าง ๆ ของ Ascobic acid ดว้ยตาเปล่า  จึงคาดว่าสารสกดัท่ีไม่ไดเ้จือจางน่าจะมคีวามสามารถ  
ในการตา้นอนุมูลอิสระไดม้ากกว่าน้ีมาก อย่างไรก็ตามการประเมินดว้ยสายตาเป็นไปไดเ้พียงการ
ประเมินเบ้ืองตน้เท่านั้น ส่วนการทดสอบคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในการศึกษาคร้ังน้ี
ใชก้ารวิเคราะห์วิธี Dot blot DPPH rapid staining โดยท่ีสารสกดัท่ีมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ        
ท าให้อนุมูลอิสระ DPPH ซ่ึงเป็นสารสังเคราะห์อยู่ในรูปอนุมูลอิสระท่ีคงตวัและมีสีม่วง เกิดการ
จางลงจนเป็นสีเหลือง การทดสอบวิธีน้ีเป็นการทดสอบดว้ยวิธีทางเคมีท่ีง่าย สะดวก รวดเร็ว แต่ทั้งน้ี
วิธีน้ีสามารถใชว้ิเคราะห์ไดเ้บ้ืองตน้เท่านั้น เน่ืองจาก DPPH เป็นสารท่ีค่อนขา้งเสถียรไม่ไวต่อปฏิกิริยา
เหมือนอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในร่างกาย จึงท าใหเ้กิดปฏิกิริยาไดช้า้ ส่งผลใหค่้าการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระท่ีวดัไดน้อ้ยกว่าความเป็นจริง (Bondet, Brand-Williams, & Berset, 1997; Molyneux, 
2004) เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัท่ีเจือจาง 50 เท่ากบัสารสกดั
จากราชนิดอ่ืน ๆ พบวา่สารสกดัท่ีเจือจาง 50 เท่าจากรานาเกลือ 40 สาร มีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ
ไดท้ั้งหมดเช่นเดียวกบัสารสกดัจากราเอนโดไฟท ์21 สาร ท่ีแยกไดจ้าก Eugenia jambolana  (ตน้หวา้) 
ประเทศอินเดีย (Yadav, Yadav, & Yadav, 2014) นอกจากน้ีพบว่ารายงานการตา้นอนุมูลอิสระของ
สารสกดัจากราแหล่งอ่ืน ๆ เช่น สารสกดัจากรา Aspergillus sp. JPY1 และ Phoma sp. ท่ีแยกไดจ้าก 
Salvadora oleoides ประเทศอินเดีย (Dhankhar, Kumar,  Dhankhar, & Yadorenav, 2012) สารสกดั
จากราทะเล Gymnascella dankaliensis, Nigrospora oryzae และ Engyodontium album ท่ีแยกไดจ้าก
ฟองน ้ าทะเล (Hippospongia communis) ประเทศอียปิต ์ (Abdel-Monem et al., 2013) และ Fungal 
filtrates จากรา 2 ชนิด A. flavus และ A. penicillioides ท่ีแยกไดจ้ากนาเกลือประเทศไทย (Ali et al., 
2014)  
 การจ าแนกชนิดของรานาเกลือท่ีมคีวามสามารถดา้นต่าง ๆ ท่ีดี พบว่ารานาเกลือทั้งหมดเป็น 
Aspergillus 2 สปีชีส์ ซ่ึงจีนสั Aspergillus เป็นราท่ีพบไดม้ากในส่ิงแวดลอ้ม (Cantrell et al., 2006; 
2011) มีรายงานการพบ Aspergillus หลายชนิดท่ีแยกไดจ้ากแหล่งมคีวามเค็มสูงท่ีมคุีณสมบติัชอบเค็ม 
เช่น A. penicillioides, A. flavus, A. fumigatus, A. nidulans, A. penicillioides, A. sydowii, A. versicolor 
(Gonsalves et al., 2012) และมีรายงานการศกึษา Aspergillus ท่ีสามารถสร้างสารปฏิชีวนะโดยส่วนใหญ่
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แยก Aspergillus sp. ไดจ้ากดิน (Dix & Webster, 1995; Klich, 2002; Thompson, Castrillon, Delgado, & 
Garcia, 1994) Aspergillus หลายชนิดสามารถผลิตยาปฏิชีวนะและผลิตสารพิษ Mycotoxin ซ่ึงเป็น 
Toxic secondary metabolites ท่ีสร้างข้ึนในอากาศ และสภาวะแวดลอ้มท่ีเหมาะสม  
 Aspergillus sp. SSCS0069, SSPB3124 และ SSPB3208 ท่ีศึกษาคร้ังน้ีมีคุณสมบติัผลิตสารท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงและมีขอบเขตการยบัย ั้งจุลินทรียก์วา้ง เน่ืองจากสามารถยบัย ั้งราสาเหตุโรคพืชทั้ง             
2 ชนิด คือ C. capsici DOAC 1511 และ C. gloeosporioides DOAC 0782 และยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก
ทั้ง 2 ชนิดคือ Bacillus cereus TISTR 121 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 ไดดี้สอดคลอ้ง
กบัรายงานของ Hasan and Zafrul Azam (2010) ท่ีรายงานว่า Aspergillus เป็นแหล่งของสารตา้น
จุลินทรีย ์โดยสารสกดั Ethyl acetate จาก Aspergillus sp. แสดงฤทธ์ิในการยบัย ัง้แบคทีเรียแกรมบวก คือ 
B. cereus, B. megaterium, B. subtilis,  Sarcina lutea และ S. aureus  
 การศึกษาทั้งหมดแสดงแนวโน้มว่ารานาเกลือเป็นราท่ีมีศกัยภาพ ในการน าไปใชท้าง
เทคโนโลยชีีวภาพ โดยมีความน่าสนใจในแง่ของการชอบเค็ม และในแง่ของการผลิตสารท่ีมีความสามารถ
ส าหรับน าไปใชใ้นดา้นต่าง ๆ  ทั้งการผลิตสารปฏิชีวนะท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก ฤทธ์ิยบัย ั้ง
ราสาเหตุโรคพืชแอนแทรกโนส การผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระ และสารลดแรงตึงผวิ สามารถน าไป
พฒันาประประยกุตใ์ชใ้นทางอุตสาหกรรม ทางส่ิงแวดลอ้ม การบ าบดัของเสีย หรือน าสารไปศึกษา 
เพื่อส าหรับสงัเคราะห์ทางเคมีเป็นตน้ 
 
ข้อแนะน า 
 ควรมีการหาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimize) ในการเล้ียงรานาเกลือเพ่ือใหร้านาเกลือสร้าง
สารในปริมาณสูงและมีประสิทธิภาพท่ีดีข้ึน ส าหรับน าไปศึกษาและพฒันาทางเทคโนโลยชีีวภาพ
ต่อไป 
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รานาเกลือที่ใช้ในการศึกษา 

 
ตาราง ก  รานาเกลือท่ีใชใ้นการศึกษา 
 

ล าดบั รานาเกลือ จงัหวดัท่ีเก็บ เดือน/ปีท่ีเก็บ 
แหล่งท่ีเก็บ ความเค็ม 

(ppt) นาแผ ่ นาดอก นาวาง 
1 SSCS0003 จนัทบุรี 1/54  /  300 
2 SSCS0006 จนัทบุรี 1/54 /   285 
3 SSCS0031 จนัทบุรี 4/54 /   165 
4 SSCR0034 ฉะเชิงเทรา 4/54  /  168 
5 SSCR0044 ฉะเชิงเทรา 4/54 /   150 
6 SSCR0045 ฉะเชิงเทรา 4/54 /   150 
7 SSCR0066 ฉะเชิงเทรา 7/54 /   150 
8 SSCS0069 จนัทบุรี 4/53   / 350 
9 SSCS0070 จนัทบุรี 4/53   / 350 
10 SSCS0074 ฉะเชิงเทรา 1/53 /   180 
11 SSCR0078 ฉะเชิงเทรา 1/53   / 270 
12 SSCR0082 ฉะเชิงเทรา 1/53   / 270 
13 SSCR0088 ฉะเชิงเทรา 1/53  /  250 
14 SSCR0102 ฉะเชิงเทรา 1/53   / 270 
15 SSCS0106 จนัทบุรี 4/53  /  280 
16 SSCS0109 จนัทบุรี 4/53   / 350 
17 SSCS0115 จนัทบุรี 4/53   / 350 
18 SSCR0501(AQ) ฉะเชิงเทรา 7/55 ----------------ไม่มีขอ้มูล---------------- 
19 SSCR0502 (BC) ฉะเชิงเทรา 7/55 ----------------ไม่มีขอ้มูล---------------- 
20 SSCR0503 (BD) ฉะเชิงเทรา 7/55 ----------------ไม่มีขอ้มลู---------------- 
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ตาราง ก  (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ จงัหวดัท่ีเก็บ เดือน/ปีท่ีเก็บ 
แหล่งท่ีเก็บ ความเค็ม 

(ppt) นาแผ ่ นาดอก นาวาง 
21 SSCR0504 (WB) ฉะเชิงเทรา 7/55 ----------------ไม่มีขอ้มูล---------------- 
22 SSCR0505 (WC) ฉะเชิงเทรา 7/55 ----------------ไม่มีขอ้มูล---------------- 
23 SSCR0506 (WE) ฉะเชิงเทรา 7/55 ----------------ไม่มีขอ้มูล---------------- 
24 SSCR0507 (WF) ฉะเชิงเทรา 7/55 ----------------ไม่มีขอ้มูล---------------- 
25 SSPB1105 เพชรบุรี 12/55 /   95 
26 SSPB1109 เพชรบุรี 12/55 /   95 
27 SSPB1110 เพชรบุรี 12/55 /   95 
28 SSPB1111 เพชรบุรี 12/55 /   95 
29 SSPB1116 เพชรบุรี 12/55 /   95 
30 SSPB1117 เพชรบุรี 12/55 /   95 
31 SSPB1118 เพชรบุรี 12/55 /   95 
32 SSPB1119 เพชรบุรี 12/55 /   95 
33 SSPB1120 เพชรบุรี 12/55 /   95 
34 SSPB1122 เพชรบุรี 12/55 /   95 
35 SSPB1123 เพชรบุรี 12/55 /   95 
36 SSPB1126 เพชรบุรี 12/55 /   95 
37 SSPB1128 เพชรบุรี 12/55 /   95 
38 SSPB1130 เพชรบุรี 12/55 /   95 
39 SSPB1204 เพชรบุรี 12/55   / 190 
40 SSPB1206 เพชรบุรี 12/55   / 190 
41 SSPB1209 เพชรบุรี 12/55   / 190 
42 SSPB1210 เพชรบุรี 12/55   / 190 
43 SSPB1211 เพชรบุรี 12/55   / 190 
44 SSPB1212 เพชรบุรี 12/55   / 190 
45 SSPB1213 เพชรบุรี 12/55   / 190 
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ตาราง ก (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ จงัหวดัท่ีเก็บ เดือน/ปีท่ีเก็บ 
แหล่งท่ีเก็บ ความเค็ม 

(ppt) นาแผ ่ นาดอก นาวาง 
46 SSPB1214 เพชรบุรี 12/55   / 190 
47 SSPB1215 เพชรบุรี 12/55   / 190 
48 SSPB1218 เพชรบุรี 12/55   / 190 
49 SSPB1219 เพชรบุรี 12/55   / 190 
50 SSPB1302 เพชรบุรี 12/55  /  95 
51 SSPB1303 เพชรบุรี 12/55  /  95 
52 SSPB1306 เพชรบุรี 12/55  /  95 
53 SSPB1307 เพชรบุรี 12/55  /  95 
54 SSPB1308 เพชรบุรี 12/55  /  95 
55 SSPB1309 เพชรบุรี 12/55  /  95 
56 SSPB1310 เพชรบุรี 12/55  /  95 
57 SSPB1311 เพชรบุรี 12/55  /  95 
58 SSPB1312 เพชรบุรี 12/55  /  95 
59 SSPB1314 เพชรบุรี 12/55  /  95 
60 SSPB1315 เพชรบุรี 12/55  /  95 
61 SSPB2101 เพชรบุรี 3/56 /   115 
62 SSPB2102 เพชรบุรี 3/56 /   115 
63 SSPB2103 เพชรบุรี 3/56 /   115 
64 SSPB2104 เพชรบุรี 3/56 /   115 
65 SSPB2108 เพชรบุรี 3/56 /   115 
66 SSPB2202 เพชรบุรี 3/56   / 385 
67 SSPB2203 เพชรบุรี 3/56   / 385 
68 SSPB2209 เพชรบุรี 3/56   / 385 
69 SSPB2210 เพชรบุรี 3/56   / 385 
70 SSPB2212 เพชรบุรี 3/56   / 385 
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ตาราง ก (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ จงัหวดัท่ีเก็บ เดือน/ปีท่ีเก็บ 
แหล่งท่ีเก็บ ความเค็ม 

(ppt) นาแผ ่ นาดอก นาวาง 
71 SSPB2213 เพชรบุรี 3/56   / 385 
72 SSPB2302 เพชรบุรี 3/56  /  220 
73 SSPB2304 เพชรบุรี 3/56  /  220 
74 SSPB2305 เพชรบุรี 3/56  /  220 
75 SSPB2308 เพชรบุรี 3/56  /  220 
76 SSPB2310 เพชรบุรี 3/56  /  220 
77 SSPB3101 เพชรบุรี 12/56 /   100 
78 SSPB3104 เพชรบุรี 12/56 /   100 
79 SSPB3108 เพชรบุรี 12/56 /   100 
80 SSPB3111 เพชรบุรี 12/56 /   100 
81 SSPB3114 เพชรบุรี 12/56 /   100 
82 SSPB3117 เพชรบุรี 12/56 /   100 
83 SSPB3120 เพชรบุรี 12/56 /   100 
84 SSPB3124 เพชรบุรี 12/56 /   100 
85 SSPB3203 เพชรบุรี 12/56   / 270 
86 SSPB3204 เพชรบุรี 12/56   / 270 
87 SSPB3207 เพชรบุรี 12/56   / 270 
88 SSPB3208 เพชรบุรี 12/56   / 270 
89 SSPB3209 เพชรบุรี 12/56   / 270 
90 SSPB3301 เพชรบุรี 12/56  /  100 
91 SSPB3304 เพชรบุรี 12/56  /  100 
92 SSPB3305 เพชรบุรี 12/56  /  100 
93 SSPB3312 เพชรบุรี 12/56  /  100 
94 SSPB3314 เพชรบุรี 12/56  /  100 
95 SSPB4107 เพชรบุรี 3/57 /   270 
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ตาราง ก (ต่อ) 
 

ล าดบั รานาเกลือ จงัหวดัท่ีเก็บ เดือน/ปีท่ีเก็บ 
แหล่งท่ีเก็บ ความเค็ม 

(ppt) นาแผ ่ นาดอก นาวาง 
96 SSPB4108 เพชรบุรี 3/57 /   270 
97 SSPB4206 เพชรบุรี 3/57   / 450 
98 SSPB4207 เพชรบุรี 3/57   / 450 
99 SSPB4208 เพชรบุรี 3/57   / 450 
100 SSPB4215 เพชรบุรี 3/57   / 450 
101 SSPB4217 เพชรบุรี 3/57   / 450 
102 SSPB4225 เพชรบุรี 3/57   / 450 
103 SSPB4234 เพชรบุรี 3/57   / 450 
104 SSPB4235 เพชรบุรี 3/57   / 450 
105 SSPB4301 เพชรบุรี 3/57  /  300 
106 SSPB4304 เพชรบุรี 3/57  /  300 
107 SSPB4307 เพชรบุรี 3/57  /  300 
108 SSPB4308 เพชรบุรี 3/57  /  300 
109 SSPB4309 เพชรบุรี 3/57  /  300 
110 SSPB4313 เพชรบุรี 3/57  /  300 
111 SSPB4319 เพชรบุรี 3/57  /  300 
112 SSPB4320 เพชรบุรี 3/57  /  300 
113 SSPB4321 เพชรบุรี 3/57  /  300 
114 SSPB4323 เพชรบุรี 3/57  /  300 
115 SSPB4324 เพชรบุรี 3/57  /  300 
116 SSPB4325 เพชรบุรี 3/57  /  300 
117 SSPB4327 เพชรบุรี 3/57  /  300 
118 SSPB4328 เพชรบุรี 3/57  /  300 
119 SSPB4329 เพชรบุรี 3/57  /  300 
120 SSPB4332 เพชรบุรี 3/57  /  300 
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ภาคผนวก ข 
อาหารเลีย้งเช้ือและสารละลาย 

 

อาหารเลีย้งเช้ือ 
 Potato  Dextrose  agar (PDA) 
  PDA (DifcoTM, USA)  39 กรัม 
  น ้ากลัน่    1 ลิตร 
 ชัง่อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป 39 กรัม ละลายใหเ้ขา้กนัในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
  
 Potato  Dextrose  agar ที่ปรับความเคม็ด้วยน ้าทะเล (PDA/SW xx ppt)  
  PDA (DifcoTM, USA)  39 กรัม 
  น ้าทะเล    1 ลิตร 
 ชัง่อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป 39 กรัม ละลายใหเ้ขา้กนัในน ้ าทะเลปริมาตร 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
  

 Potato  Dextrose  broth (PDB) 
  PDB (DifcoTM, USA)  28 กรัม 
  น ้ากลัน่    1 ลิตร 
 ชัง่อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป 28 กรัม ละลายใหเ้ขา้กนัในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 Potato  Dextrose  broth ที่ปรับความเคม็ด้วยน ้าทะเล (PDB/SW30 ppt) 
  PDB (DifcoTM, USA)  28 กรัม 
  น ้าทะเล    1 ลิตร   
 ชัง่อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป 28 กรัม ละลายใหเ้ขา้กนัในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 Mueller Hinton agar (MHA)  
  Mueller Hinton agar (DifcoTM, USA)  38 กรัม 
  น ้ากลัน่     1 ลิตร 
  ชัง่อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป 38 กรัม ละลายใหเ้ขา้กนัในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
 Mueller Hinton agar + 2% Glucose และ 0.5 μg/mL Methylene Blue Dye (MHA-GMB) 
   Mueller Hinton agar (DifcoTM, USA)  38 กรัม 
   Glucose     20  กรัม 
   Methylene blue dye    100  ไมโครลิตร 
   น ้ากลัน่     1 ลิตร 
 ชัง่อาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูป 38 กรัม Glucose 20 กรัม และ Methylene blue dye 100 
ไมโครลิตร ละลายใหเ้ขา้กนัในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อ
ตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
    

สารเคมี 
 0.5 McFarland Standard (CLSI, 2006) 
  1% Barium  chloride    0.05 มิลลิลิตร 
  1%  Sulfuric  acid     9.95 มิลลิลิตร 
 ผสมสารละลายทั้งสองเขา้ดว้ยกนั น าไปวดัความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร ให้
ไดค้วามขุ่นเทียบเท่า Absorbance ท่ี 0.08-0.13 เก็บในท่ีมืด  
 
 สารละลาย 50% Dimethylsulfoxide (DMSO) 
  Dimethylsulfoxide (DMSO)   50 มิลลิลิตร 
  น ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ   50 มิลลิลิตร 
  ผสม Dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ให้เขา้กนั และเก็บในขวดสีชา  
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 0.4 mM 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)  
  เตรียมสารละลาย 0.4 mM DPPH ใน Methanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (M.W. = 394.33)  
จาก g / M.W. = CV / 1000  

g = (0.4 x 10-3) x 10 x 394.33 
    1000 

                                                        g = 0.00158 กรัม 
 ดงันั้นชัง่สาร DPPH 0.00158 กรัม ละลายใน Methanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 
 Methylene blue dye 
  Methylene blue dye    0.1  กรัม 
  น ้ากลัน่     20 มิลลิลิตร 
 ละลาย Methylene blue dye 0.1 มิลลิลิตร และน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
ใหเ้ขา้กนั 
  
 Normal saline solution (NSS) 
  NaCl      0.85  กรัม 
   น ้ากลัน่      100 มิลลิลิตร 
 ละลาย NaCl 0.85 มิลลิลิตร และน ้ ากลัน่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหเ้ขา้กนั น่ึงฆ่าเช้ือดว้ย
หมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

น ้ายาทดสอบและสีย้อม 
  Lactophenol 

  Lactic acid      20  มิลลิลิตร 
   Phenol     20 มิลลิลิตร 
   Glycerol      40 มิลลิลิตร 
  น ้ากลัน่      20 มิลลิลิตร 

 เติม phenol ท่ีหลอมเหลว ลงในส่วนผสมของ Lactic acid, Glycerol และน ้ ากลัน่ น าไปอุ่น
ใหล้ะลาย และผสมใหเ้ขา้กนั น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
การควบคุมการยบัยั้งแบคทีเรียและยีสต์ด้วยแผ่นดิสก์ยามาตรฐาน 

 
ตาราง ค-1  มาตรฐานการควบคุมการยบัย ั้งแบคทีเรียและยสีตด์ว้ยแผน่ดิสกย์ามาตรฐาน 
 

จุลินทรีย ์
เสน้ผา่นศูนยก์ลางโซนใส (มิลลิเมตร) 

อา้งอิง Ampicillin 
(10 μg/disc) 

Gentamycin 
(10 μg/disc) 

Fluconazole 
(25 μg/disc) 

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

P. aeruginosa ATCC 27853 - 16-21 - 
S. aureus ATCC 25923 27-35 19-27 - 
C. albicans ATCC 90028 - - 28 – 39 
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ภาคผนวก ง 
ข้ันตอนการเจือจางสารสกัด  

 
ตาราง ง-1  ขั้นตอนการเจือจางสารสกดั 
 

ขั้น 
ตอน 
ท่ี 

ความ
เขม้ขน้* 
(ไมโคร 
กรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

แหล่ง 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 
+ 

ตวัท า
ละลาย 

(มิลลิลิตร) 
(DMSO) 

= 
ความเขม้ขน้* 

(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

= 

ความเขม้ขน้
สุดทา้ย** 
ท่ี 1:100 

(ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

 
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 
13 25 ขั้นตอนท่ี 10 0.5  3.5  3.1  0.03 -5 
14 3.1 ขั้นตอนท่ี 13 0.5  0.5  1.6  0.016 -6 
15 3.1 ขั้นตอนท่ี 13 0.5  1.5  0.8  0.008 -7 
16 3.1 ขั้นตอนท่ี 13 0.5  3.5  0.4  0.004 -8 
17 0.4 ขั้นตอนท่ี 16 0.5  0.5  0.2  0.002 -9 
* ละลายอยูใ่น DMSO 
**ละลายดว้ยอาหารทดสอบ 
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ภาคผนวก จ 
การเตรียมยามาตรฐานส าหรับต้านจุลินทรีย์ (CLSI, 2002; 2006; 2012) 

 
 เตรียมยาตา้นแบคทีเรียโดยใชย้ามาตรฐาน Ampicillin และ Gentamycin และยาตา้นยสีต์           
และรา โดยใชย้ามาตรฐาน fluconazole ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยดูค่า 
Assay Potency จากเอกสารก ากบัยา และค านวณตามสูตรท่ี 1 ในกรณีท่ียาเป็นผง หรือ สูตรท่ี 2 ในกรณี
ท่ียาเป็นน ้ า  
 
  สูตรท่ี 1 Weight (mg) = Volume (mL) x Concentration (mL) 
                                                    Assay Potency (μg/mg) 
 

  สูตรท่ี 2 Vol. (mL)    =    Weight (mg) x Assay Potency (μg/mg) 
                      Concentration (μg/mL) 
    
 ชัง่ยาตา้นจุลินทรียม์าตรฐาน โดยใชเ้คร่ืองชัง่ 4 ต  าแหน่ง หรือ ดูดยามาตรฐานดว้ยปิเปต 

ใส่ในหลอดปราศจากเช้ือ เติมน ้ าปราศจากเช้ือในปริมาตรท่ีก  าหนด ส าหรับยามาตรฐาน Ampicillin 

ใหล้ะลายดว้ย 0.1 โมลต่อลิตร Phosphate buffer ท่ีมี pH 8.0 ผสมให้เขา้กนัดว้ย Vortex จากนั้น          

เจือจางยามาตรฐานเพ่ือใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 2 เท่าของยาท่ีจะท าการทดสอบ ซ่ึงการทดสอบส าหรับ

แบคทีเรียและยสีตจ์ะใชค้วามเขม้ขน้ยาเร่ิมตน้ 64 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดงันั้นน ายามาตรฐานมาเจือจาง

ลง 10 เท่า ดว้ยน ้ าปราศจากเช้ือ ส าหรับ Ampicillin เจือจางดว้ย 0.1 โมลต่อลิตร Phosphate buffer   

ท่ีมี pH 6.0 จะไดย้ามาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บยามาตรฐานท่ีอุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก ฉ 
การควบคุมการยับยั้งแบคทีเรียและยีสต์ 

โดยการหาความเข้มข้นต ่าสุดด้วยยามาตรฐาน 
 

ตารางท่ี ฉ-1   การควบคุมการยบัย ั้งแบคทีเรียและยสีตโ์ดยการหาความเขม้ขน้ต ่าสุดดว้ยยามาตรฐาน 
 

จุลินทรีย ์
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

อา้งอิง 
Ampicillin Gentamycin Fluconazole 

E. coli ATCC 25922 2-8 0.25-1 - CLSI, 2007 
P. aeruginosa ATCC 27853 - 0.5-2 - CLSI, 2007 
C. albicans ATCC 90028 - - 0.25-1.0 CLSI, 2002 
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ภาคผนวก ช 
สัดส่วนกรดไขมันของน ้ามัน 

 
ตารางท่ี ช-1   สดัส่วนกรดไขมนัของน ้ ามนั (Syed, 2015) 
 

น ้ามนั 
(Oil) 

ไขมนัอ่ิมตวั 
(Saturated fat) 

ไขมนัไม่อ่ิมตวั  
(Unsaturated fat) 

ไขมนัไม่อ่ิมตวั
เชิงเด่ียว

(Monounsaturated) 

ไขมนัไม่อ่ิมตวั
เชิงซอ้น 

(Polyunsaturated) 
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8:2
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α
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 (N
-3)

 (1
8:3
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น ้ามนัปาลม์ 
(Palm oil) 

0 0 1 45 4 40 10 0 

น ้ามนัมะกอก 
(Olive oil) 

0 0 0 13 3 71 10 1 

น ้ามนัหมู 
(Lard oil) 

0 0 2 26 14 44 10 0 

 




