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บทที่  1 
 

บทนํา 

 ในปจจุบัน โรคติดเชื้อราจัดเปนปญหาทางสาธารณะสุขที่สําคัญ ดังจะเห็นไดจากจํานวนที่
เพ่ิมขึ้นของการติดเช้ือในผูปวยท่ีมีความบกพรองของภูมิคุมกัน โดยเฉพาะอยางย่ิง ผูปวยโรคเอดส 
ผูปวยโรคมะเร็ง ผูปวยที่มีความผิดปกติในระบบภูมิคุมกัน หรือผูปวยที่มีการผาตัดเปลี่ยนถาย
อวัยวะ เปนตน โรคติดเช้ือรายังอาจพบไดในผูปวยหองอภิบาลผูปวยหนัก (ICU) ซึ่งใชยาตานจุลชีพ
ท่ีมีฤทธิ์กวางในการรักษาเปนระยะเวลานาน และยังพบวาผูปวยซ่ึงเปนโรคติดเช้ือราทัว่รางกายนั้น
รักษาไดยาก ยาที่นิยมนํามาใชรักษาโรคตดิเช้ือราในปจจุบันมีหลายชนิด เชน แอมโฟเทอริซิน บี 
(amphotericin B) ฟลูไซโตซิน (flucytosin) และยาในกลุมเอโซล (azole) เปนตน 
(Georgopapadakou และ Walsh, 1996; Endo และคณะ, 1997)  แตในบรรดายาทั้งหมดที่กลาวมานั้น 
ยังไมมียาชนิดใดที่ใหผลการรักษาในระดับที่นาพอใจ ทั้งในดานประสิทธิภาพในการรักษาที่
ครอบคลุมโรคติดเชื้อราไดหลากหลายชนิด ความเปนพิษตอรางกาย  หรือโอกาสที่เชื้อจะดือ้ยา 
(พรรณกร อิ่มวิทยา และ นันทจักร เกรันพงศ, 2543) ยาทีว่งการแพทยใชเปนมาตรฐานในการรักษา
โรคจากเชื้อราคือ แอมโฟเทอริซิน บี ซ่ึงจะมีความสามารถในดานการทําลายเซลลของเชื้อราที่มีการ
เจริญพันธุและเซลลที่อยูในระยะพัก  แตยังมีปญหาดานสารพิษที่ตกคางในหลอดเลือดดํา (Gold 
และคณะ, 1956) ยาฟลูไซโตซินมีขอบเขตการตานเชือ้ราที่แคบกวาแอมโฟเทอริซิน บี สวนยาใน
กลุมเอโซลนั้นมีพิษนอยกวาแอมโฟเทอริซิน บี และมีประสิทธิภาพในการรักษาคอนขางดี 
(Georgopapadakou และ Walsh, 1994, 1996)  แตก็พบวามีการดื้อของเชื้อราตอยาในกลุมน้ี 
(Hitchcock, Pye และ Troke, 1993) การออกฤทธิ์ของยาตานเช้ือราในปจจุบันนั้นมักกอใหเกิด
ผลขางเคียงตอผูปวยที่ใชยานั้น เน่ืองจากเชื้อราเปน eucaryote เชนเดียวกับมนุษย ดังน้ันการทํางาน
ตอเปาหมายของยาตานเชื้อราสวนใหญจึงมีผลขางเคียงตอเซลลของมนุษย นอกจากนี้ยาตานเชื้อรา
ท่ีใชกันอยูในปจจุบันยังมีไมเพียงพอตอความตองการ(Takesako และคณะ, 1993) ดังน้ันการคนควา
และพัฒนายาหรือสารตนแบบใหมๆ ที่มีโครงสรางและกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกตางจากยาตานเชื้อ
ราท่ีใชกันอยูในปจจุบัน จึงมีความสําคัญและจาํเปนอยางยิ่งตอการพัฒนาเพื่อใหไดยาที่มี
ประสิทธิภาพดี มีความเจาะจงตอเช้ือรา ผลขางเคียงตํ่า และมีปญหาการด้ือยานอย โดยคาดหวังวา
สารตนแบบกลุมใหมที่มีโครงสรางทางเคมีและกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกตางไปจากยาตานเชื้อรา
เดิมน้ี จะสามารถออกฤทธิ์ตานเชื้อราที่ด้ือตอยากลุมที่ใชในปจจุบันได  
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ในป ค.ศ.1991 Takesako และคณะสามารถสกัดสารตานเชื้อราชนิดใหมได และใหชื่อวา 
ออริโอบาซิดิน (aureobasidins) โดยสกัดจาก Aureobasidium pullulans  สายพันธุ R106 ออริโอบา
ซิดิน เปนสารกลุมเดปซิเปปไทดแบบวงแหวน (cyclic depsipeptide)  มีโครงสราง 18 ชนิด จําแนก
เปนชนิด A ถึง R โดยแตละชนิดจะมีองคประกอบทางโครงสรางแตกตางกันเพียงไมก่ีตําแหนง ใน
ออริโอบาซิดินทั้ง 18 โครงสรางนั้น ออริโอบาซิดิน เอ (aureobasidin A)    เปนโครงสรางที่พบมาก
ท่ีสุด และมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับย้ังเชื้อรา ออริโอบาซิดิน เอ เปนสารตานเชื้อราที่มี
ประสิทธิภาพสูงในขั้นทดลอง (in vitro) และแสดงผลการยับยั้งเช้ือราท่ีกอโรคหลายชนิด เชน 
Candida albicans, Cryptococcus neoformans และ Aspergillus spp. บางสายพันธุ (Takesako และ
คณะ, 1991; 1993; Zhong, Jeffries และ Georgopapadakou, 2000)  

ในงานวิจัยน้ีจึงมุงทําการคัดแยก A. pullulans จากหองนํ้าในบริเวณตางๆของ
กรุงเทพมหานครและปริมณฑล  เน่ืองจากในหองนํ้าเปนแหลงที่อยูที่มีความชื้นและมีเชื้อจุลินทรีย
อาศัยอยูมากมายหลายชนิด จึงนาจะมีการแขงขันเพื่อความอยูรอด เพ่ือนําเช้ือ A. pullulans ที่คัดแยก
ไดมาจัดจําแนก และทําการผลิตสารตานเชื้อรา รวมถึงการทดสอบฤทธิ์การตานเชื้อรากอโรค และ
ตรวจสอบสารตานเชื้อราดังกลาวดวยวิธี โครมาโทกราฟ ตามลําดับ 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 1. เพ่ือคัดแยก Aureobasidium pullulans ที่สรางสารตานเชื้อราไดในประเทศไทย 
 2. เพ่ือศึกษาสมบัติทางชวีภาพของสารตานเช้ือราที่สกัดไดจาก Aureobasidium pullulans  

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 เปนแนวทางในการพัฒนาเพ่ือใหไดสารตานเชื้อราจาก Aureobasidium pullulans ที่คัดแยก
ไดในประเทศไทย และมีศักยภาพในการเปนยาตานเชื้อราที่ดีตอไป 
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เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

ยาสําหรับรักษาโรคติดเช้ือรา 
 ยาที่ใชรักษาโรคติดเชื้อราที่วงการแพทยนิยมใชเปนมาตรฐานในการรักษา คือ  แอมโฟเทอ 
ริซิน บี (amphotericin B) ฟลูไซโตซิน(flucytosine) และยาในกลุมเอโซล (asole) เชนไมโคนาโซล 
(miconazole) คีโตโคนาโซล(ketoconazole) ไตรเอโซล (triazoles) และ ฟลูโคนาโซล 
(fluconazoles) เปนตน 
 1. แอมโฟเทอริซิน บี  

เปนยากลุม พอลีอีน (polyenes) เปนยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์กวางในการรักษา มีแมคโครไลด
(macrolide) เปนสารประกอบ โดยตัวยาจะรวมกับ สเตอรอล (sterols) โดยเฉพาะ เออโกสเตอรอล 
(ergosterols) ซ่ึงอยูในเยื่อหุมเซลลของเชื้อรา ทําใหเซลลสูญเสียสภาพเกลือแร เน่ืองจากมีการ
ร่ัวไหลของ โปแตสเซียม และแมกนีเซียม (Gentry, 1990) แอมโฟเทอริซิน บี ไมละลายน้ําและจาก
การรับประทานจะดูดซึมไดไมดี จึงตองใหยาทางหลอดเลือดดํา ซ่ึงทําใหเกิดมีสารตกคางที่หลอด
เลือดดํา(Gold และคณะ, 1956) 
 2. ฟลูไซโตซิน 

ยากลุมน้ีที่นํามารักษาโรคเชื้อราคือ 5-fluorocytosine ละลายนํ้าไดดี สามารถรับประทานได 
เม่ือเขาสูรางกายแลวจะผานเขาไปในเซลลราซึ่งเอนไซม cytosine deaminase จะเปลี่ยนยาใหเปน 5-
fluorouracil  มีฤทธิ์ยับย้ังการสังเคราะห RNA ทําใหเซลลตาย นอกจากนี้ยังถูกเปลี่ยนเปน 5-fluoro-
2’-deoxyuridylic ยับยั้งการทํางานของเอนไซม thymidylate synthase มีฤทธ์ิยับยั้งการสังเคราะห 

DNA ขอดีของยาคือ cytosine deaminase ในรางกายคนมีจํานวนนอยมาก หรือไมมี จึงมีฤทธิ์เฉพาะ
กับเช้ือรา  แตยังมีขอบเขตการตานเชื้อราที่นอยกวาแอมโฟเทอริซิน บี (Waldorf และ Polak, 1983) 
 3. ยากลุมเอโซล   

ยากลุมนี้มีฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม cytochrome demethylase ทําใหเช้ือราสราง เออโกสเตอรอล
ไมได ทําใหเกิดการสะสมของฟอสโฟลิปดในเซลล ทําใหเซลลตาย มีฤทธิ์ฆาเช้ือราชากวากลุมพอลี
อีน  แต มี พิษนอยกว าแอมโฟเทอริ ซิน  บี  และมีประสิทธิภาพในการรักษาคอนข า งดี 
(Georgopapadakou และ Walsh, 1994, 1996) แตก็พบวามีการดื้อของเชื้อราตอยาในกลุมเอโซล 
(Hitchcock และคณะ, 1993)  
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ออริโอบาซิดิน (Aureobasidins) 
ออริโอบาซิดิน (aureobasidins) เปนสารกลุม เดปซิ เปปไทดแบบวงแหวน  (cyclic 

depsipeptide) ที่ผลิตไดจากยีสต Aureobasidium pullulans  ประกอบดวยกรดแอลฟาอะมิโน (α-
amino) 8 ชนิด และกรดไฮดรอกซิล (hydroxyl acid) 1 ชนิด ออริโอบาซิดิน มีโครงสราง 18 ชนิด 
จําแนกเปนชนิด A ถึง R โดยแตละชนิดจะมีองคประกอบทางโครงสรางแตกตางกันเพียงไมก่ี
ตําแหนง (รูปที่ 1) (Takesako และคณะ, 1991; Ikai, Shiomi และคณะ, 1991) 

 
Compound R X1 X2 X3 X4 

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

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

DH3. 4MeVal = 2,3-didehydro-N-methylvaline 
ออริโอบาซิดินทั้ง 18 โครงสรางนั้น โครงสราง A เปนโครงสรางท่ีพบมากที่สุด (รูปที่ 2) 

และมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งเชื้อราที่กอโรคหลายชนิด (Takesako และคณะ, 1991; 1993) 
มีประสิทธิภาพสูงท้ังในขั้นหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) (Kurome และ
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คณะ, 1996)โดยแสดงผลการยับยั้งเชื้อรา เชน Candida spp., Cryptococcus neoformans, 
Histoplasma capsulatum, Blastomyces  dermatitidis และ Aspergillus spp. บางสายพันธุ แต
แสดงผลยับยั้งไดนอยใน  A. fumigatus  และ A. flavus (Takesako และคณะ, 1991; 1993; Zhong, 
Jeffries และ Georgopapadakou, 2000) โดย ออริโอบาซิดิน เอ มีความเปนพิษต่ําในการทดลองกับ
สัตวทดลอง นอกจากนี้ยังพบวาออริโอบาซิดิน เอ จะทําลายเฉพาะเซลลท่ีกําลังเจริญพันธุของ           
C. albicans โดยไมมีผลกระทบตอเซลลที่อยูในระยะพัก ออริโอบาซิดิน เอ ไมไดมีผลตอการยับยั้ง
การผลิต DNA  RNA หรือโปรตีนอื่นๆ ไมมีผลในการลดการผลิตสารประกอบกลูโคสตางๆใน
เซลล ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวา กลไกการทํางานของออริโอบาซิดิน มีความแตกตางจาก 
 แอมโฟเทอริซิน บี และสารตอตานเช้ือราชนิดอื่นๆ (Endo และคณะ, 1997)  

 
 

 
 
รูปที่ 2 โครงสรางของ Aureobasidin A  (Takesako และคณะ, 1993) 

 
 ออริโอบาซิดิน เอ มีกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซมไอพีซีซินเทส (IPC 

synthase) ซ่ึงมีผลไปยับย้ังการสังเคราะหสฟงโกลิปด ที่เปนสวนประกอบที่สําคัญของเยื่อหุมเซลล
ท่ีพบไดทั้งในสัตวและเช้ือรา (Nagiec และคณะ, 1997)  

อยางไรก็ดี พบวาในการยับยั้งการทํางานของไอพีซี ซินเทสของออริโอบาซิดินเอ ไมมีผล
ไปยับย้ังการสังเคราะหสฟงโกลิปดในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (รูปที่ 3)  
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รูปที่ 3 วิถีการสังเคราะหสฟงโกลิปด ในสัตว และเชื้อรา (Zhong และคณะ, 2000) 
 

เน่ืองจากยาตานเชื้อราที่ใชกันอยูในปจจุบัน ลวนมีขอจํากัดในการรักษาท้ังส้ิน ทั้งในแง
ของประสิทธิภาพในการรักษา การมีผลขางเคียงตอผูปวย หรือโอกาสที่เชื้อจะด้ือยา ทําให ออริโอ
บาซิดิน เอ น้ันจึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งที่จะนํามาพัฒนาเปนยาตานเชื้อราชนิดใหม เน่ืองจากมีขอดี
หลายประการ ทั้งในดานประสิทธิภาพในการรักษา (ตารางที่1) และการไมมีผลขางเคียงใน
สัตวทดลองดังที่กลาวมาขางตน 
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ตารางที่ 1 ฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเชื้อราของ ออริโอบาซิดิน เอ เม่ือเปรียบเทียบกับ แอมโฟ   
เทอริซิน B (Takesako และคณะ, 1993) 
 

 
                      

Aureobasidium pullulans 
Aureobasidium pullulans เปนเชื้อราคลายยีสต (yeast-like fungus) เดิมมีการจัดจําแนกอยู

ใน Class Deuteromycetes (Fungi imperfecti) Order Moniliales Family Dermatiacae (Cooke, 
1959; Ramos และ Acha, 1975) มีชื่อเรียกหลายชื่อดวยกัน เชน Pullularia pullulans, Dermatium 
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pullulans, Aureobasidium vitis, Pullularia fermentans เปนตน (Cooke, 1959; Ramos และ Acha, 
1975; Hermanides-nijhof, 1977)  A. pullulans มีชื่อสามัญวา “Black yeast” เน่ืองจากสามารถผลิต
เม็ดสีเมลานิน (melanin pigment) ไดในระหวางการเจริญ ทําใหโคโลนีมีสีดํา  A. pullulans  มี
รูปรางไดหลายลักษณะ เชน บลาสโตสปอร (blastospore)  เซลลพอง (swollen cell)  คลาไมโด
สปอร (chlamydospore)  เสนใยแท (hypae) หรือ เสนใยเทียม (pseudohyphae) เปนตน (Ramos และ 
Acha, 1975) ปจจุบันมีการจัดจําแนก A. pullulans ไว ดังน้ี (Yurlova และคณะ, 1999; De Hoog และ
คณะ, 1999) 

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

การจัดจําแนก A. pullulans แตเดิมนั้น ใชหลายวิธีประกอบกัน ทั้งทางสัณฐานวิทยา และ
สรีรวิทยา เชน ลักษณะของโคโลนี และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล (Hermanides-nijhof, 
1977)  การใชแหลงอาหารตางๆกัน (Substrate utilization) การสรางเมลานิน (Dennis และ 
Buhagiar, 1973)  การสรางโคนิเดีย (conidiogenesis)  ภาวะการสรางพอลิแซ็คคาไรด (De Hoog 
และ Yurlova, 1994)  การจัดทําคาริโอไทป (karyology)  และลักษณะของเสนใย (Takeo และ De 
Hoog, 1991) เปนตน ในปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล มาใชรวมในการจัดจําแนก 
ซ่ึงทําใหการจัดจําแนกมีความสะดวกขึ้น สามารถแยกความแตกตางไดในระดับชนิด (species) 
เทคนิคที่นิยมใช ไดแก การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal 
transcribed spacer (ITS) (Yurlova และคณะ, 1999; Hunsa Punnapayak และคณะ, 2003)   

 
ลักษณะของโคโลนี และสัณฐานวิทยาของ A. pullulans  

เมื่อ A. pullulans เจริญเติบโตบนอาหารกึ่งแข็ง Malt extract agar (MEA) เปนเวลา 7 วัน 
โคโลนีของ A. pullulans จะมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 40 มิลลิเมตร ลักษณะโคโลนีเรียบ และเปน
เมือก มีสีครีมหรือชมพูในระยะแรกที่เล้ียง เม่ือเวลาผานไปโคโลนีอาจเปลี่ยนเปนสีเขมข้ึนหรือ
เปลี่ยนเปนสีอ่ืน เชน สีเขียวมะกอก สีแดง เหลือง นํ้าตาลออน และดํา เปนตน มีเสนใยสั้นๆ ข้ึน
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รอบๆโคโลนี  ลักษณะของเสนใยเรียบ โปรงใส เห็น Septum ชัดเจน ความกวางเสนใยประมาณ 3-
12 ไมโครเมตร  เม่ือเล้ียงนานขึ้นอาจเปลี่ยนเปนสีเขม และมีผนังเซลลหนาข้ึน เรียกวาเปน คลาไม
โดสปอร (chlamydospore)  มีการสรางโคนีเดียจากภายใน (endoconidia)  ดานขาง หรือปลายของ
เสนใย  (Hermanides-nijhof, 1977) 

ลักษณะโคนิเดียปฐมภูมิ (primary conidia) เปนเซลลเด่ียว คอนขางกลม โปรงใส ผนังเรียบ 
มีรูปรางหลากหลายและมีขนาดแตกตางกัน มักสรางโคนิเดียทุติยภูมิ (secondary conidia) ขนาดเล็ก 
หรือ budding cell โดยอาจสราง secondary conidia ขนาดเล็กหลายเซลลโดยยังติดอยูกับเซลลแม มี
รูปรางคลายกับนิ้วมือ และเมื่อ secondary conidia หลุดออกไป ในบางเซลลอาจปรากฏแผลจากการ
หลุดออกของโคนิเดีย (bud scar) (Hermanides-nijhof, 1977; Domsch และคณะ, 1993) 

A. pullulans เปนเช้ือราที่มีแหลงที่อยูหลากหลายในธรรมชาติ สามารถพบไดทั่วไป บนผิว
ใบพืชและผลไม  ดิน (Ramos และ Acha, 1975)  เศษฟาง หญาแหง (Cooke, 1959) หรือในสถานที่
ท่ีมีความชื้นสูง เชน ผนังหองนํ้า (Sehanat Prasongsuk และคณะ 2005) หรือแมแตในฟองนํ้าทะเล 
(Shigemori และคณะ, 1998)  A. pullulans ยังสามารถพบไดท้ังในแถบประเทศเขตรอน เชน บราซิล  
อินเดีย   มาเลเซีย  และจาไมกา  แถบประเทศเขตอบอุน  เชน  เยอรมนี  แคนาดา  เดนมารก 
เนเธอรแลนด ออสเตรีย อังกฤษ และสหรัฐอเมริกา หรือในเขตแหงแลง เชน อียิปต อิรัก ปากีสถาน 
และ อัฟริกาใต (Deshpande  Rale และ Lynch, 1992)   สําหรับในประเทศไทย มีรายงานวาสามารถ
คัดแยก     A. pullulans ไดจากเขตกรุงเทพมหานคร และปาสนเขาในประเทศไทย  (Hunsa 
Punnapayak และคณะ, 2003)  

A. pullulans  มีความสําคัญตออุตสาหกรรมอยางยิ่ง เพราะสามารถผลิตเอนไซม เชน อะ
ไมเลส เพคติเนส และ ไซแลนเนส และมีการใชประโยชนจาก A. pullulans  ในการผลิต โปรตีน
เซลลเดียว (single cell protein) (Deshpande และคณะ, 1992)   นอกจากนี้ A. pullulans  สามารถ
ผลิตพอลิเมอรชีวภาพ ที่เรียกวา พูลลูแลน (pullulan) ซึ่งเปนพอลิแซคคาไรดที่หล่ังออกภายนอก
เซลลขณะเพาะเลี้ยง พูลลูแลน ประกอบดวยนํ้าตาลมอลโตไตรโอส หรือ มอลโตเตตระโอสตอกัน
ดวยพันธะแอลฟา 1,6 (α-(1,6) linkages) (รูปที่ 4 ) (Leather, 2003)  

ในอดีต A. pullulans ถูกแบงออกเปน 2  varieties คือ  A. pullulans var. pullulans ซ่ึง
โคโลนีเปนสีครีม ชมพู เหลือง หรือนํ้าตาลออน หลังจากเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA เปนเวลา 3 
สัปดาห และ A. pullulans var. melanigenum ซ่ึงโคโลนีจะกลายเปนสีเขียวเขม หรือดํา เน่ืองจากมี 
เสนใยสเีขม (dark hyphae) (Hermanides-nijhof, 1977) 

Yurlova และคณะ (1996) ไดใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาชวยในการจัดจําแนก A. pullulans 
และไดเสนอการจําแนกเปน variety ใหมคือ A. pullulans var. aubasidani  ซ่ึง A. pullulans var. 
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aubasidani  น้ีสามารถผลิตพอลิแซคคาไรดที่มีโครงสรางคลายพูลลูแลน เรียกวา ออบาซิแดน 
(aubasidan)ได ซ่ึงออบาซิแดนนั้นเปนกลูแคน (glucan) ท่ีตอกันดวยพันธะ แอลฟา 1,4  บีตา 1,6  
และ บีตา 1,3  glycosidic linkages (Yurlova และ De Hoog, 1997)  นอกจากนี้ Yurlova และคณะยัง
ไดรวมสอง varieties ท่ีมีอยูเดิมเขาดวยกัน เปน variety เดียวคือ  A. pullulans var. pullulans  โดย A. 
pullulans var. aubasidani ไมสามารถใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ แลค
โตส (lactose) เปนแหลงคารบอนได ซ่ึงตางจาก A. pullulans var. pullulans ที่สามารถใชแหลง
คารบอนทั้งสองได ซ่ึงความแตกตางดังกลาวนี้  สามารถนํามาใชระบุชนิดของ variety  ของ A. 
pullulans ไดในเบื้องตน  

 
 
 

 
 

รูปที่ 4 โครงสรางของพูลลูแลน (Leather, 2003) 
 

 

 

 

 



บทที่ 3 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

อุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 
                      
อุปกรณ      บริษัท / ประเทศ 
เคร่ืองเขยา (Shaker) รุน SPL15     Labcon/The Republic of South Africa 
หมอน่ึงความดันไอน้ํา (Autoclave)                          Ta Chang Medical Instrument Factory/ Taiwan 
เคร่ืองระเหยภายใตสุญญากาศแบบหมุน                                      Tokyo Rikakikai Co., LTD/ Japan 
(Rotary Vacuum Evaporator) รุน N-N series                  
แผนโครมาโตกราฟแบบผิวบางเคลือบดวยซิลิกาเจล                                              Merck/ Germany 
(silica gel 60) 
เคร่ืองวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน PP-50      Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง รุน BL610        Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC-205                      Denver Instrument Company/ USA 
ตูเข่ียเชื้อแบบ laminar flow รุน BV 123                ISSOC/ Thailand 
ตูอบ (Hot air oven)                                   Binder / USA 
อุปกรณนับเม็ดเลือด (Haemacytometer)                                                                  Brand/ Germany 
กลองจุลทรรศนรุน CH 30 RF200                          Olympus/ Japan 
กลองจุลทรรศนรุน BX-51              Olympus/ Japan 
เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography รุน Prostar                Varian/ USA 
เคร่ืองปนเหวี่ยงรุน Rotofix32     Hettich/ Germany
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สารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 
 
สารเคมี บริษัท / ประเทศ 
ผงสกัดยีสต (Yeast extract)     Difco/ USA 
ผงสกัดมอลท (Malt extract) Difco/ USA 
กลูโคส (Glucose) Sigma/ USA 
ซูโครส (Sucrose) Carlo Erba Reagent/ Italy 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) Carlo Erba Reagent/ Italy 
โปแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                    Carlo Erba Reagent/ Italy 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)     Schrlau / Spain 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)      Merck/ Germany 
ไอรอน(III) คลอไรด (FeCl3.6H2O)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)     May & Baker/ England 
แอมโมเนียมอะซิเตท (CH3COONH4)    Ajax Finechem/ Australia 
แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl)     Merck/ Germany 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)     Schrlau / Spain 
แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรต (C4H8N2O3.H2O)   Fluka/ Switzerland 
โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
ยูเรีย (NH2CONH2)      Ajax Finechem/ Australia 
อะซีโตไนไตร (CH3CN)      Ajax Finechem/ Australia 
เอทธิลอะซิเตท (CH3COOC2H5)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
ทวีน 80 (Tween 80)      Fluka/ Switzerland 
ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3)    Carlo Erba Reagent/ Italy 
เอทธานอล (C2H5OH)       Merck/ Germany 
เมทธานอล (CH3OH)      Carlo Erba Reagent/ Italy 
อะซิติกแอซิด (CH3COOH)     Merck/ Germany 
แลคโตฟนอลบลู (Lacto phenol blue)    Fluka/ Switzerland 
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เช้ือจุลินทรียท่ีใชในงานวิจัย 
 

เชื้อรา Aspergillus niger  A. flavus  A. fumigatus และ A. terreus จากคลังเช้ือของหนวย
ปฏิบัติการวิจัยการใชประโยชนจากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
  
วิธีดําเนินงานวิจัย 
 1. การคัดแยก A.  pullulans            
 เก็บเชื้อโดยใชไมพันสําลีที่ผานการอบฆาเชื้อ ปายเชื้อจากผนังหองนํ้าในแหลงที่อยูอาศัย
หรือหองน้ําสาธารณะ ในบริเวณตางๆของกรุงเทพมหานคร และปริมณฑล โดยนําเช้ือที่ไดมาปาย
บนอาหารคัดแยกเชื้อ corn meal agar (CMA) และ malt extract agar (MEA) สูตร half-strength 
(Sehanat Prasongsuk และคณะ, 2005) นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิหองประมาณ 3-4 วัน สังเกตโคโลนี
ยีสตที่เจริญบนจานเพาะเลี้ยงแลวคัดแยกออกมาเลี้ยงบนอาหาร yeast malt agar (YMA) หรือ potato 
dextrose agar (PDA)  
 
 2. การจัดจําแนก A. pullulans  
  2.1 การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Domsch และคณะ, 1993; 
De Hoog และ Yurlova, 1994; Hermanides-Nijhof ,1997)    
  นําเชื้อที่คัดแยกไดมาเลี้ยงบนอาหาร malt extract agar (MEA) ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 7 วัน เพ่ือศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารก่ึงแข็ง และ เตรียมสไลดของเชื้อท่ีเล้ียง
ในอาหารเหลวสูตร yeast malt broth (YMB) เปนเวลา 7 วัน เพ่ือสังเกตรูปรางและลักษณะของเซลล 
ภายใตกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ A. pullulans ที่อธิบายโดย 
Domsch และคณะ (1993) De Hoog และ Yurlova (1994) และ Hermanides-Nijhof (1997)  
  2.2 การจัดจําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ            
(Barnett, Payne และ Yarrow, 2000)  

 เล้ียง A. pullulans ในอาหารสูตร YMB เมื่อเชื้อเจริญทําการนับจํานวนเซลล

แขวนลอยโดยใช Haemacytometer แลวปรับจํานวนใหได 2.5× 107 เซลลตอมิลลิลิตร ทําการถาย
เช้ือที่เตรียมไดจํานวน 0.1 มิลลิลิตรลงไปในหลอดทดลองที่มีนํ้ากลั่นปริมาตร 4 มิลลิลิตร เติมแหลง
คารบอนชนิดตางๆ ความเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ yeast nitrogen base 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (กรณีตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน) และเติมแหลง
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ไนโตรเจนชนิดตางๆความเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ yeast carbon base 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (กรณีตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน) นําไปบม 
เล้ียงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลงในหลอดทดลองโดยเปรียบเทียบกับชุด
ท่ีเติมเช้ือลงในน้ํากล่ันซึ่งเปนชุดควบคุม (กรณีที่เมื่อเล้ียงไปเปนระยะเวลา 7 วันแลวยังไมมีการ
เจริญของเช้ือ ใหเล้ียงตอไปอีกเปนเวลา 3 สัปดาห แลวจึงบันทึกผลการทดลอง) 

2.3 การตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด (Exopolysaccharide, EPS)  
(Sehanat Prasongsuk และคณะ, 2005) 
   2.3.1 เล้ียงเช้ือ A. pullulans     ในอาหารสตูร production medium (PM) 
(Ueda และคณะ, 1963)  เขยาที่ 120 รอบตอนาที (rpm) อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 5 วัน 
   2.3.2 ทําการปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลออกที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
15 นาที แลวนําสารละลายสวนใสมาตกตะกอนพอลิแซคคาไรดดวย เอทธานอล (95%) ในสัดสวน
2:1 (เอทธานอล: สารละลายสวนใส)  
   2.3.3 นําพอลิแซคคาไรดที่ไดจากการตกตะกอนไปอบใหแหงที่ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

2.3.4 วิเคราะหโครงสรางของพอลิแซ็กคาไรด ดวยเทคนิคอินฟราเรด 
สเปคโตรสโคป(Infrared-spectrosopy) เทียบกับพูลลูแลนมาตรฐานจากบริษัท Sigma ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
   2.3.5 ทําการเก็บเช้ือที่ไดไวเปน stock culture โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร 
YMB เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้นเก็บเช้ือในหลอดฝาเกลียวปลอดเชื้อ เติมสารละลายกลีเซอรอลจนมี
ความเขมขนสุดทายในหลอดเก็บเชื้อเปน 5% (v/v) จากนั้นทําใหเชื้อเยือกแข็งดวยไนโตรเจนเหลว 
และนําไปเก็บที่ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส 
 
 3. การเตรียมสารตานเชื้อรา (Takesako และคณะ, 1991)  

  3.1 เล้ียงเชื้อ A. pullulans ในอาหารสูตร Seed culture medium เปนเวลา 2 วัน แลว
ถายเชื้อปริมาตร  1% ลงอาหารสูตร Production I  แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 56 ชั่วโมง จากน้ันเติม
อาหารสูตร production II ปริมาตร 1/5 ของอาหารสูตร production I  ทําการเล้ียงตออีก 78 ชั่วโมง  
  3.2 เก็บเชื้อที่ไดมาปนแยกเซลล นําสวนตะกอนเซลลมาบดแลวสกัดดวย
เอทธานอล(95%) 
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3.3 กรองเซลลออกดวยเครื่องกรองสุญญากาศ นําสวนของเหลวที่ไดไประเหยดวย 
เคร่ืองกลั่นสุญญากาศ (evaporator) จะเหลือสวนสารละลายเล็กนอย นําไปเติมดวยเอธิลอะซิเตท 
เขยาใหเขากันแลวแยกชั้นของเอธิลอะซิเตท ไประเหยดวยเคร่ืองกล่ันสุญญากาศจนแหง สกัดซํ้า
ดวยเอทธิลอะซิเตท 2-3 คร้ัง จะไดสวนที่เหลือเปนสวนของหยดน้ํามันติดอยูที่ขางขวด 

  3.4 ละลายสารตัวอยางดวยไดเมทธิลซัลฟอกไซด (DMSO) เก็บไวที่ 4 องศา
เซลเซียส 

 

 4. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา  
 เชื้อรากอโรคที่ใชในการตรวจสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อราคือ Aspergillus  niger, A. 
fumigatus,  A.flavus และ A.terreus  โดยนํามาทดสอบฤทธิ์ของสารตานเชื้อราที่ไดดวยวิธี Paper 
disc method และ Conidial germination inhibition assay     

4.1 Paper disc method (Tachibana, Ishikawa และ Itoh, 2005) 
   4.1.1 เล้ียงเช้ือราที่จะใชทดสอบในอาหารแข็งเอียง PDA เปนเวลา 3-4 วัน 
เติม 1% (v/v) tween 80 ในนํ้ากลั่น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดอาหารเพื่อทําสปอรแขวนลอย
โดยเข่ียใหสปอรของรากระจายตัวใน 1% tween 80 ทําการนับสปอรโดยใช haemacytometer แลว
ปรับจํานวนใหได 1×105 สปอรตอมิลลิลิตร  
   4.1.2 ดูดสปอรแขวนลอยท่ีเตรียมไดมา 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนจานเพาะ
เช้ือที่มีอาหารกึ่งแข็ง PDA ใหทั่ว รอจนแหง 
   4.1.3 นํากระดาษกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 60 มิลลิเมตรจุมสารสกัดที่
ได และวางบนจานเพาะเชื้อโดยในจานเพาะเชื้อเดียวกันใหวาง กระดาษกรองที่ไมจุมสาร กระดาษ
กรองที่จุม DMSO และกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เปนชุดควบคุม  
   4.1.4 บมเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-4 วัน ตรวจดูการเกิดบริเวณ
ยับยั้ง(clear zone) ที่เกิดขึ้นบนจานเพาะเชื้อ วัดเสนผาศูนยกลางของวงยับยั้งของสารสกัด
เปรียบเทียบกับเสนผาศูนยกลางวงยับยั้งของ ออริโอบาซินดิน เอ  
  4.2  Conidial germination inhibition assay  ดัดแปลงจาก Lavermicocca และคณะ
(2000) 
   4.2.1 เตรียมสปอรแขวนลอยของเชื้อราที่ใชทดสอบโดยใหมีจํานวน
สปอร 1×103 สปอรตอมิลลิลิตร  
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4.2.2 ป เปตสารสกัดผสมกับสปอรแขวนลอยในอัตราสวน  1:10 
ตามลําดับ ใน micro well plate นําไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที โดยที่ชุดควบคุมใช
สารละลาย DMSO แทนสารสกัด 
   4.2.3  ปเปตสปอรแขวนลอยมา 0.1 มิลลิลิตร และเกลี่ยลงบนจานอาหาร
ก่ึงแข็ง PDA นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วัน  
   4.2.4 นับจํานวนสปอรที่ขึ้นบนจานอาหาร คํานวณเปนเปอรเซ็นตการ
งอกของสปอร (% germination) และเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร (% inhibition) โดย
เทียบกับชุดควบคุม วิธีคํานวณดังภาคผนวก ข 
 

5. การตรวจสอบสารที่ไดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 
 5.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography)  

   5.1.1 จุดสารสกัดท่ีละลายใน DMSO  และออริโอบาซิดิน เอ ที่ละลายใน 
DMSO ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ลงบนแผนTLC รอใหแหงแลวนําไปวางใน TLC tank 
ท่ีมีเอธิลอะซิเตทเปนระบบตัวทําละลาย (solvent system) เม่ือสารละลายเคลื่อนที่ถึงจุดที่กําหนด
แลว ใหยกแผน TLC ออก ตั้งทิ้งไวใหแหง แลวนําไปใสในขวดแกวที่มีไออิ่มตัวของไอโอดีน  วัด
ระยะทางของสารสกัดและระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ นําไปคํานวณคา Rf เทียบกับออริโอบา
ซิดิน เอ 
   5.1.2  นําแผน TLC ทําการทดลองตามขอ 5.1.1 แตไมตองนําไปใสขวด
แกวท่ีมีไออิ่มตัวของไอโอดีน ใหนํามาพนดวยสปอรของเชื้อรา Aspergillus spp. ที่แขวนลอยในน้ํา
มะเขือเทศ ซ่ึงมีจํานวนสปอร 1x106 สปอร/ มิลลิลิตร โดยใช TLC 1 แผน ตอการพนเชื้อรา 1 ชนิด 
ท้ิงไวใหแหง 
   5.1.3 นําแผน TLC ไปบมในจานเพาะเชื้อที่มีอาหารกึ่งแข็ง water agar ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วัน  
   5.1.4 นําแผน TLC ที่มีเชื้อราเจริญอยูไปยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู   เปน
เวลา 5 นาที แลวนําไปลางสีออกดวย กรดอะซิติก 5% (v/v)  เปนเวลา 10 นาที รอใหแหง 
   5.1.5  สังเกตตําแหนงของ clear zone ที่เกิดขึ้นบนแผน TLC  
  5.2 การตรวจสอบสารสกัดจาก A. pullulans ดวยเทคนิค High Performance 
Liquid  Chromatography (Takesako และคณะ,1991) 
 นําสารท่ีไดจากการทําโครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาทําการตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC 
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดินเอ ที่เตรียมใหมีความเขมขนตางๆกันเพื่อทําเปนกราฟ
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มาตรฐาน โดยใชโครมาโทกราฟแบบเฟสผันกลับ (reversed-phase chromatography) ใชคอลัมน
ชนิด C18 ใช UV detector  คอลัมนที่ใชคือ 

5.2.1 คอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck 
ขนาดรูพรุน (pore size) 100 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ที่ความ
ยาวคล่ืน 258 นาโนเมตร โดยทําการเตรียม สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆกัน 
และสารสกัดจากทั้ง 4 สายพันธุ ละลายในเมทธานอล โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ 
อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

5.2.2 คอลัมนPrevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของบริษัท Alltech   
ขนาดรูพรุน (pore size) 110 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร โดยทําการเตรียม สาร
มาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆกันตั้งแต 0-100 มก./มล. และสารสกัดจากทั้ง 4 
สายพันธุ โดย  

5.2.2.1 ละลายในเอทธานอล ใช UV detector ที่ความยาวคลื่น  
258 นาโนเมตรโดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตรา
การไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

5.2.2.1 ละลายในอะซีโตรไนไตร ใช UV detector ที่ความยาว 
คล่ืน 216นาโนเมตร โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลาํดับ 
อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การคัดแยก A.  pullulans          
 ทําการเก็บตวัอยางและคัดแยก A. pullulans โดยเก็บตัวอยางจากสถานที่ตางๆในเขต
กรุงเทพมหานคร และปริมณฑล จากพ้ืนหรือผนังหองนํ้า และ พ้ืนผิวของสุขภัณฑ  ผลการทดลอง
สามารถคัดแยกเชื้อราที่มีลักษณะคลาย A. pullulans ไดทั้งหมด 10 ไอโซเลต (ตารางที่ 2)  

 
ตารางที่ 2 สถานที่เก็บตัวอยางและผลการคัดแยก A.  pullulans     
 

สถานที่เก็บตัวอยาง เช้ือจุลินทรียท่ีพบ ไอโซเลต 
 ท่ีได 

หองนํ้าสาธารณะ  
สวนจตุจักร กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ 
สยามแสควร กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว ยีสต และแบคทเีรีย 

- 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตคลองเตย กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว 
แบคทีเรียและยีสต 

KT1 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตบางมด กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาวและยีสต 

BM1 

หองนํ้าสาธารณะ 
มหาวิทยาลัยรังสิต อ.เมือง จ.ปทุมธานี 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ 
อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี 

เชื้อราเสนใยสีดําและ           
เสนใยสีเขียว 

- 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตบางรัก กรุงเทพฯ 

เชื้อราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าในที่พักอาศัย 
เขตคลองตัน กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีเขียว             
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 
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ตารางที่ 2 (ตอ)  
 

สถานที่เก็บตัวอยาง เช้ือจุลินทรียท่ีพบ ไอโซเลต 
 ท่ีได 

หองนํ้ามหาวทิยาลัยรามคาํแหง 
 เขตบางกะป กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
กรุงเทพฯ  

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

TB1   PH1  
JP1 

หองนํ้ามหาวทิยาลัยศิลปากร  
อ.เมือง จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้า 
โรงเรียนมหิดลวิทยานุสรณ 
อ.พุทธมณฑล จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

 

- 

หองนํ้าสาธารณะ ปมนํ้ามัน 
บางจาก เขตตล่ิงชัน กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าที่พักอาศัย  
อนุสาวรียชัยสมรภูมิ กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

VM1 

หองนํ้าสาธารณะ ปมนํ้ามัน ปตท. 
อ.ดอนตูม จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ ปมนํ้ามัน ปตท.   
อ.นครชัยศรี จ.นครปฐม 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว และแบคทีเรีย 

- 

หองนํ้าสาธารณะ  
วัดกุนนทีรุทธาราม เขตหวยขวาง 

กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

HKW1 
HKW2 

หองนํ้าสาธารณะ ตลาดสดหวยขวาง 
 เขตหวยขวาง กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

HKW3 

หองนํ้าที่พักอาศัย 
เขตหวยขวาง กรุงเทพฯ 

เช้ือราเสนใยสีดํา เสนใยสีเขียว 
เสนใยสีขาว แบคทีเรียและยีสต 

HKW4 
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 สถานที่เก็บตัวอยางที่สามารถคัดแยกเชื้อราที่คาดวาเปน  A. pullulans ได เปนหองนํ้าที่มี
ความชื้นและพื้นผิวที่เก็บตัวอยางมีลักษณะเปยกชื้นตลอดเวลา (รูปที่ 5-13) โดยพบเชื้อดังกลาวข้ึน
เปนโคโลนีสีดําบนจานอาหารที่ใชคัดแยก เจริญรวมกับเช้ือจุลินทรียหลายชนิดไดแก เช้ือราเสนใย
สีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงเชื้อแบคทีเรีย  
 สวนสถานที่ที่ไมสามารถคัดแยก A. pullulans ได บางแหงเปนหองนํ้าที่มีความชื้นคอนขาง
ตํ่า มีพ้ืนผิวแหง หรือมีการทําความสะอาดบอยครั้ง พบเชื้อจุลินทรียที่เปนเช้ือราเสนใย ทั้งเชื้อราที่มี
เสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงพบเช้ือแบคทีเรียจํานวนหนึ่ง  
 
 
 
  
        
 
 
 
รูปที่ 5 หองนํ้าที่พักอาศัย เขตคลองเตย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อราไอโซเลต KT1   
บริเวณที่เก็บตัวอยางคือชองระบายน้ําของอางลางมือ (ลูกศรช้ี)  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 หองนํ้าที่พักอาศัย เขตบางมด กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเช้ือราไอโซเลต BM1   
บริเวณที่เก็บตัวอยางคือขอบกระเบื้องปูพ้ืนหองนํ้า (ลูกศรช้ี)  
 
 
 

B 



 

21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 หองนํ้าตึกแถบ นีละนิธิ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อ 
ราไอโซเลต TB1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ขอบกระเบื้องปูผนังหองนํ้า (ลูกศรช้ี)  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8 หองนํ้าตึกฟสิกส จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อรา  
ไอโซเลต PH1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ชองระบายน้ําบนอางลางมือ (ลูกศรชี้)  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 หองนํ้าตึกจุลจักรพงศ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อรา 
ไอโซเลต JP1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ขอบระหวางกระเบื้องปูผนัง (ลูกศรช้ี)   



 

22 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10 หองนํ้าที่พักอาศัย อนุสาวรียชัยสมรภูมิ กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อรา 
ไอโซเลต VM1 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ ขอบกระเบื้องฝาผนังหองนํ้า (ลูกศรช้ี)   
 

        
                                                                                                                                             
รูปที่ 11 หองนํ้าวัดกุนนทีรุทธาราม เขตหวยขวาง กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเช้ือราไอโซเลต 
HKW1 และ HKW2  บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ พ้ืนหองนํ้า (A) ขอบระหวางกระเบือ้งปูพ้ืน (ลูกศรช้ี) 
ไดเชื้อราไอโซเลต HKW1 และ อางลางมือ (B) บริเวณใกลกอกน้ํา(ลูกศรชี้) ไดเช้ือราไอโซเลต 
HKW2  
 
                    
 
 
 
 
รูปที่ 12  ตลาดสดหวยขวาง  เขตหวยขวาง กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อราไอโซเลต 
HKW3 บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ บริเวณชองระบายนํ้าอางลางมือ (ลูกศรช้ี)  

A B 
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รูปที่ 13 หองนํ้าที่พักอาศัย เขตหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร สถานที่คัดแยกเชื้อราไอโซเลต HKW4 
บริเวณที่เก็บตัวอยางคือ บริเวณกระเบื้องปูฝาผนังใกลอางลางมือ (ลูกศรชี้)  
 
2. การจัดจําแนก A. pullulans  
 2.1 การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 จากการเลี้ยงเช้ือราทั้ง 10 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารกึ่งแข็งสูตร 
MEA เปนเวลา 7 วัน  และเตรียมสไลดของเชื้อ ที่เล้ียงในอาหารเหลวสตูร YMB เปนเวลา 7 วัน เพ่ือ
สังเกตรูปรางและลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน (รูปที่ 14-23) พบวาแตละไอโซเลตมี
ลักษณะโคโลนี และรูปรางลักษณะภายใตกลองดังน้ี 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต KT1 (รูปที่ 14A) โคโลนีสีครีมอมชมพู และ
เปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและเขียวเมื่อเล้ียงเปนเวลา 7 วนั จากน้ันเปลี่ยนเปนสีเขียวเขมจนเกือบดํา
เม่ือเล้ียง เปนเวลา 14 วันขึ้นไป ปรากฏเสนใยเปนเสนสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใต
กลองจุลทรรศน พบเสนใยเทียมขนาดสั้นๆ บลาสโตสปอร เซลลพองและมีเม็ดสีภายในเซลล โค
นิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม  และ budding cell  (รูปที่ 14B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต BM1 (รูปที่ 15A) โคโลนีสีครีมอมชมพู และ
เปลี่ยนเปนสีเหลือง เหลืองเขม และเขียว เม่ือเล้ียงเปนเวลา 7 วัน จากนั้นเปลี่ยนเปนสีเขียวเขมจน
เกือบดําเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันข้ึนไป ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใต
กลองจุลทรรศน พบเสนใยเทียม  โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม เซลลพอง คลาไม
โดสปอร คลาไมโดโคนิเดีย และบลาสโตสปอร (รูปที่ 15B-F) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต TB1 (รูปที่ 16A) โคโลนีเปนสีครีมอมชมพูในการ
เพาะเล้ียง 7 วันแรก และเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและน้ําตาลออนเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันขึ้นไป 
ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลพองที่ปลาย
เสนใย บลาสโตสปอร เสนใยเทียม  เสนใย โคนิเดียทุติยภูมิที่ติดอยูที่ปลาย และดานขางของเสนใย 
และ budding cell  (รูปที่ 16B-E) 
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 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต PH1 (รูปที่ 17A) โคโลนีเปนสีครีมอมชมพูในการ
เพาะเล้ียง 7 วันแรก และเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและน้ําตาลออนเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันขึ้นไป 
ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบ budding cell เซลล
พอง เสนใย เสนใยเทียม และ บลาสโตสปอร (รูปที่ 17B-F) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต JP1 (รูปที่ 18A) โคโลนีเปนสีครีมอมชมพูในการ
เพาะเล้ียง 7 วันแรก และเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและน้ําตาลออนเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วันขึ้นไป 
ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลพอง budding 
cell บลาสโตสปอร เสนใยเทียม และคลาไมโดสปอร (รูปที่ 18B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต VM1 (รูปที่ 19A) โคโลนีสีครีมอมชมพูเมื่อเพาะเล้ียง
เปนเวลา 7 วนัเมื่อเวลานานขึ้นจะเปล่ียนเปนสีเหลืองเขม และสีเขียวเขมในการเพาะเลี้ยงตั้งแต 14 
วันข้ึนไปปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลพอง 
บลาสโตสปอร เสนใยเทียม และคลาไมโดสปอร (รูปที่ 19B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW1 (รูปที่ 20A)  โคโลนีสีครีมอมชมพู ไมเปลี่ยนสี
เม่ืออายุมากข้ึน ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเสน
ใยเทียม บลาสโตสปอร เซลลพอง คลาไมโดสปอร และ budding cell  (รูปที่ 20B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW2 (รูปที่ 21A) โคโลนีสีครีมอมชมพูเม่ือ
เพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน และมีบางสวนของโคโลนีเปลี่ยนเปนสีเหลืองออนถึงเขม เมื่อเพาะเล้ียง
เปนเวลา 14 วันขึ้นไป ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
พบเสนใยเทียม เซลลพอง โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม บลาสโตสปอร และ 
budding cell (รูปที่21B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW3 (รูปที่ 22A) โคโลนีสีครีมอมชมพูเม่ือ
เพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน และมีบางสวนของโคโลนีเปลี่ยนเปนสีเหลืองออนถึงเขม เมื่อเพาะเล้ียง
เปนเวลา 14 วันขึ้นไป ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
พบเสนใยเทียม เซลลพอง budding cell และบลาสโตสปอร (รูปท่ี 22B-E) 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW4  (รูปที่ 23A)  โคโลนีสีครีมอมชมพูเม่ือ
เพาะเล้ียงเปนเวลา 7 วัน และเมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลา 14 วันข้ึนไป โคโลนีบางสวนเปลี่ยนเปนสีเขียว
เขม  ปรากฏเสนใยสั้นๆรอบโคโลนีชัดเจน ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน พบเสนใยเทียม  
โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม  คลาไมโดสปอร บลาสโตสปอร และเซลลพอง (รูปที่ 
23B-E) 
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รูปที่ 14  ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต KT1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A) ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียมขนาดสั้นๆ 
บลาสโตสปอร (B,C)  เซลลพองที่มีเม็ดสีภายในเซลล (ลูกศรชี้) (D)  โคนิเดียทุติยภูมิติดอยูท่ีปลาย
ของเสนใยเทียม (ลูกศรชี้) และเสนใยเทียม (E) 
 
 
 
 
 

1cm 

10 μm 10 μm 

10 μm 10 μm 

A 

B C 

D E 



 

26 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต BM1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบโคนิเดียที่ปลายเสนใย 
(ลูกศรชี้) (B) เสนใยเทียม และคลาไมโดโคนิเดีย (ลูกศรชี้) (C)  เซลลพอง (D)  บลาสโตสปอรและ
เสนใยเทียม (E) เสนใยเทียม และคลาไมโดสปอร (ลูกศรช้ี) (F) 
 
 
 
 
 

20 μm 

1cm 
A B 

C D 

E F 
10 μm 

10 μm 10 μm 

10 μm 
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รูปที่ 16 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต TB1 เม่ือเล้ียงในอาหารก่ึงแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเม่ือเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเซลลพองที่ปลายเสนใย 
(ลูกศรชี้) และ บลาสโตสปอร (B) เสนใยเทียม (C)  เสนใย  โคนิเดียติดอยูที่ปลายของเสนใย (ลูกศร
สีดํา) และ    โคนิเดียติดอยูดานขางของเสนใย (ลูกศรสีแดง) (D)  บลาสโตสปอรและ budding cell  
(ลูกศรชี้) (E)  
 
 
 
 

B C 

D 

A 

E 

1cm 

10 μm 

10 μm 20 μm 

20 μm 
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รูปที่ 17 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต PH1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเม่ือเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบ budding cell  (B) เซลล
พอง และมีการงอกของ germ tube (ลูกศรชี้) (C) เสนใย (D)  โคนิเดีย (E)  budding cell (ลูกศรช้ี) 
และ บลาสโตสปอร (F) 
 
 
 

10μm 20μm 

10μm 20μm 

A B 

C D 

E 

1cm 

F 

20μm 
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รูปที่ 18 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต JP1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน (A)  
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเซลลพอง และ budding cell 
(ลูกศรชี้)(B)  บลาสโตสปอร (C)  คลาไมโดสปอร (ลูกศรช้ี) และเสนใยเทียม (D) บลาสโตสปอร 
(E)   
 
 
 

20μm 10μm 

10μm 20μm 
B C 

D E 

A 
1cm 
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รูปที่ 19 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต VM1 เมื่อเล้ียงในอาหารก่ึงแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเซลลพอง (ลูกศรช้ี) และ 
บลาสโตสปอร (B) เสนใยเทียม (ลูกศรช้ี)  และคลาไมโดสปอร (C)  คลาไมโดสปอร (ลูกศรชี้) (D)  
บลาสโตสปอร (E)  
 
 

20μm 10μm 

20μm 20μm 

A 

B C 

D E 

1cm 
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รูปที่ 20 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW1 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม (B) เซลลพอง 
(ลูกศรช้ี)และเสนใย (C) เสนใยเทียม คลาไมโดสปอร (ลูกศรชี้) และโคนิเดีย (D)  budding cell  
(ลูกศรชี้)  โคนิเดีย และคลาไมโดสปอร (E)   

20μm 20μm 

20μm 20μm 

1cm 

B 

A 

C 

D E 
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รูปที่ 21 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW2 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม และเซลลพอง 
(ลูกศรชี้) (B) เสนใยเทียม และโคนิเดียติดอยูที่ปลายเสนใยเทียม (ลูกศรช้ี) (C) budding cell (ลูกศร
ช้ี) (D) บลาสโตสปอร (E)  
 
 
 
 

1cm 

A 

B C 

D E 

20μm 20μm 

20μm 20μm 
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รูปที่ 22 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW3 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเมื่อเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม และเซลลพอง 
(B) เสนใยเทียม และโคนิเดีย (C) เสนใยเทียม และเซลลพองที่ปลายเสนใยเทียม (ลูกศรช้ี) (D) 
บลาสโตสปอร (E)  
 
 
 
 
 

1cm 

A 

B C 

D E 

20μm 20μm 

20μm 20μm 
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รูปที่ 23 ลักษณะโคโลนีของเชื้อราไอโซเลต HKW4 เม่ือเล้ียงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
(A)  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเม่ือเล้ียงใน YMB เปนเวลา 7 วัน พบเสนใยเทียม บลาสโต
สปอร เซลลพอง และโคนิเดียติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม (ลูกศรชี้) (B) เสนใยเทียม และคลาไม
โดสปอร (ลูกศรชี้) (C) เสนใยเทียม คลาไมโดสปอร และโคนิเดียติดอยูที่ปลายของเสนใยเทียม 
(ลูกศรชี้) (D) คลาไมโดสปอรที่ปลายเสนใยเทียม (ลูกศรชี้) (E)  
 
 
 

20μm 

1cm 

B C 

D E 

B 

20μm 

20μm 20μm 
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2.2 การจัดจําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  
 จากการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนและแหลงคารบอน

ของเช้ือราทั้ง 10 ไอโซเลต  โดยการประมาณระดับความขุนของเชื้อที่เจริญในหลอดทดลองดวย
สายตา (รูปที่ 24)  แหลงคารบอนที่เชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต ไมสามารถใชไดคือ อัลฟาเซลลูโลส (α-
cellulose)  เอทธานอล และ เมทธานอล  (ตารางที่ 3) จากการตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 
พบวาทั้ง 10 ไอโซเลต สามารถใชแหลงไนโตรเจนทุกชนิดที่ใชทดสอบไดคอนขางดี (ตารางที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 24 การเปรียบเทียบความสามารถในการใชแหลงอาหารของเชื้อ โดยการประมาณความขุน
ของเช้ือที่เจริญในหลอดตัวอยาง (หมายเลข 2) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (หมายเลข 1)  โดย
กําหนดเครื่องหมาย + แทนการใชแหลงอาหารไดและเชื้อมีการเจริญดี (รูป A)  เครื่องหมาย w แทน
การใชแหลงอาหารไดนอยและเช้ือมีการเจริญนอย (รูป B)  และเครื่องหมาย – แทนการใชแหลง
อาหารไมไดและเชื้อไมมีการเจริญ (รูป C) จากการสังเกตระดับความขุนดวยสายตา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

1 2 1 1 2 2 

+ w - 
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ตารางที ่3 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนชนิดตางๆ ของเชื้อราที่แยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต 

+ = สามารถใชแหลงอาหารได     - = ไมสามารถใชแหลงอาหารได    w = สามารถใชแหลงอาหารไดนอย   
* = สายพันธุมาตรฐาน  A. pullulans NRRL Y-2311-1 และ A. pullulans NRRL Y-7469 (Sehanat Prasongsuk 
และคณะ, 2005) 

ไอโซเลต  
 

แหลงคารบอน 
KT 
1 

BM 
1 

TB 
1 

PH 
1 

JP 
1 

VM 
1 

HKW 
1 

HKW 
2 

HKW 
3 

HKW 
4 

NRRL Y  

-2311-1* 

 

NRRL  

Y-7469* 

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

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

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

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

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

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

D-xylose + + w w + + + + + + + + 
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ตารางที่ 4 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆของเชื้อราที่แยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต 
ไอโซเลต  

แหลง
ไนโตรเจน 

KT 
1 

BM
1 

TB 
1 

PH 
1 

JP 
1 

VM 
1 

HKW 
1 

HKW 
2 

HKW 
3 

HKW
4 

NRRL Y     

-2311-1* 

 

NRRL  Y-

7469* 

 

Ammonium 
acetate 

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

Ammonium 
chloride 

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

Ammonium 
nitrate 

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

Ammonium 
sulfate 

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

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

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

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

Sodium 
nitrate 

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

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

 
+ = สามารถใชแหลงอาหารได    - = ไมสามารถใชแหลงอาหารได    w = สามารถใชแหลงอาหาร
ไดนอย 
* = สายพันธุมาตรฐาน  A. pullulans NRRL Y-2311-1 และ A. pullulans NRRL Y-7469 (Sehanat 
Prasongsuk และคณะ, 2005) 
nd = no data 
 

2.3 การตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด (Exopolysaccharide, EPS) 
จากการนําเอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจาก เชื้อราที่แยกได ท้ัง 10 ไอโซเลต 

ไปวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปคโตรสโคป เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐานจากบริษัท 
Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา  ผลการตรวจสอบพบหมูฟงกชันที่สําคัญของ เอกโซพอลิแซกคาไรด
ของ เชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต ใกลเคียงกับพูลลูแลนมาตรฐาน ไดแก อัลเคน ( C-H)  หมูไฮดรอกซิล 
(OH)  คารบอนที่ตอกับหมูไฮดรอกซิล หรือตอกับคารบอนดวยกัน (C-OH, C-C)  และ หมู
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โครงสรางแบบอัลฟา (α-configuration) (ตารางที่ 5 และ รูปที่ 25-35)  โดยเปรียบเทียบกับความถี่
ของหมูฟงกชันที่มีอางอิงไว (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 5  ความถ่ีชวงรังสี IR ของหมูฟงกชันในเอกโซพอลิแซกคาไรดจากเชื้อราที่แยกได 
ท้ัง 10 ไอโซเลต 

ความถ่ีของหมูฟงกชัน (ซม.-1) พอลิแซคคาไรด 
ของไอโซเลต 

 
C-C C-H C-O O-H α-

configuration 
พูลลูแลน
มาตรฐาน(Sigma) 

1448.12 2934.22 1022.95 3626.73 850 

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

 
ตารางที่ 6 ความถี่ชวงรังสี IR ท่ีเปนลักษณะพิเศษของหมูฟงกชันบางหมู (ท่ีมา: วิชัย ริ้วตระกูล และ
คณะ, 2526)  
 

ความถ่ี (ซม.-1) หมูฟงกชัน 
3600 
2950 
1050 
1370-1450 
 

O-H 
C-H, CH2 และ CH3 

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

1448.12 

1022.95 

2934.22 

848.89 

3626.73 

3388.18 

2932.30 

1423.41 

1037.61 
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รูปที่ 27 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต BM1 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 28 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต TB1 

3432.30 

3429.30 

2929.73 
1419.87 

1020.92 

858.19 

2930.84 
1428.47 

1021.10 

849.10 
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รูปที่ 29 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต PH1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 30 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต JP1 

3426.44 

2930.12 1427.80 

1018.84 

849.69 

3434.84 

2931.05 1425.08 

1019.41 

849.04 
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รูปที่ 31 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต VM1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 32 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW1 

3433.26 

2928.45 1419.90 

1018.72 

852.35 

3435.11 

2925.30 1423.75 

1015.57 

849.65 
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รูปที่ 33 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 34 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW3 

3433.89 

2926.33 1421.40 

1017.34 

852.43 

3286.74 
2923.73 1413.89 

1022.63 

848.22 
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รูปที่ 35 สเปกตรัมของพอลิแซคคาไรดจากเช้ือราไอโซเลต HKW4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3431.21 

2931.08 

1423.76 848.72 

1018.81 
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3. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา  
 3.1 Paper disc method  
  จากการนําสารที่สกัดไดจาก A. pullulans  ทั้ง 10 ไอโซเลต มาทดสอบฤทธิ์ในการ
ตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ดวย paper disc method โดยการวางกระดาษกรองที่จุม
สารสกัดบนจานเลี้ยงเช้ือที่เกลี่ยดวยสปอรของ  Aspergillus spp.  ดังรูปท่ี 36 และสังเกต inhibition 
zone ที่เกิดข้ึน ไดผลดังตารางที่ 7  โดยพบวา มีสารสกัดจาก  A. pullulans  4  ไอโซเลต ที่มีฤทธ์ิ
ตานเชื้อรากอโรคที่นํามาทดสอบ โดยสารสกัดจาก A. pullulans  ไอโซเลต KT1 มีฤทธ์ิในการตาน 
Aspergillus  fumigatus และ A. terreus (รูปที่ 37) สารสกัดจาก A. pullulans  ไอโซเลต BM1 มีฤทธิ์
ในการตาน A. fumigatus  A. flavus  และ A. terreus  (รูปที่ 38) สวนสารสกัดจาก A. pullulans               
ไอโซเลต  HKW1 และ  HKW2  มีฤทธิ์ในการตาน A. terreus  เพียงชนิดเดียว (รูปที่ 39 -40) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 36 ตําแหนงของกระดาษกรองที่จุมดวยสารที่ใชทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อราบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อโดย paper disc method 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารสกัด      

ออริโอบาซิดิน เอ     
0.1 มก. / มล. 

กระดาษกรองเปลา     

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

อัตราสวนของ clear zone (clear zone ratio)  ไอโซเลต 
ที่ผลิตสารสกัด A. fumigatus A. flavus A. niger A. terreus 

KT1 1.00 - - 0.87 

BM1 1.00 0.70 - 1.00 

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

VM1 - - - - 
HKW1 - - - 1.00 

HKW2 - - - 0.53 

HKW3 - - - - 
HKW4 - - - - 

 
หมายเหต ุ  
 อัตราสวนของ clear zone คือ ขนาดเสนผาศูนยกลางที่เกิดจากการยับยั้งเช้ือรา ดวยสาร
สกัดจากแตละไอโซเลต เทียบกับขนาดเสนผาศูนยกลางที่เกิดจากการยับย้ังเช้ือราดวย ออริโอบาซิ
ดิน เอ 
 - =  สารสกัดไมมีฤทธิ์ในการตานเชื้อราที่ทดสอบ 
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รูปที่ 37  ความสามารถในการยับย้ัง A. fumigatus (A)  A. terreus (B)  A. niger (C) และ A. flavus 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต KT1 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสารสกัด  
หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ ความ
เขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
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1 2 
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1 2 
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3 4 
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รูปที่ 38  ความสามารถในการยับย้ัง A. fumigatus (A)  A. terreus (B)  A. flavus (C) และ A. niger 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต BM1 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสารสกัด  
หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ ความ
เขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
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รูปที่ 39 ความสามารถในการยับยั้ง A. terreus (A)  A. flavus (B)  A. fumigatus (C) และ A. niger 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต HKW1 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสาร
สกัด  หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ 
ความเขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
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รูปที่ 40 ความสามารถในการยับยั้ง A. terreus (A)  A. niger (B)  A. flavus (C) และ A. fumigatus 
(D) ของสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต HKW2 โดย หมายเลข 1 คือ กระดาษกรองที่จุมสาร
สกัด  หมายเลข 2 คือกระดาษกรองเปลา  หมายเลข 3 คือกระดาษกรองที่จุมดวยออริโอบาซิดิน เอ 
ความเขมขน 0.1 มก./มล. และ หมายเลข 4 คือ กระดาษกรองที่จุมดวย DMSO 
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3.2 Conidial germination inhibition assay   
จากการนับจาํนวนสปอรเชื้อราที่งอกบนจานเพาะเลี้ยง              และคํานวณเปนคา 

เปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกโดยของสปอร เทียบกับชุดควบคุม 
พบวา สารสกัดจาก A. pullulans  4  ไอโซเลต ที่มีฤทธ์ิตานเช้ือรากอโรคที่นํามาทดสอบคือ สาร
สกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต  KT1 สามารถยับย้ังการเจริญของสปอรของ  Aspergillus  
fumigatus  และ A. terreus ได 57.10  และ 50.49 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสารสกัดจาก A. 
pullulans ไอโซเลต BM1 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. fumigatus  A. flavus และ A. 
terreus  ได  52.79  36.55 และ 36.58 เปอรเซ็นตตามลําดับ ขณะที่  สารสกัดจาก A. pullulans          
ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ  A. terreus   ได 38.87 และ 
42.46 ตามลาํดับ (ตารางที่ 8) 
 
ตารางที่ 8  เปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร Aspergillus spp. ที่ถูกบม
รวมกับสารสกัดจาก  A. pullulans ทั้ง 10 ไอโซเลต 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ จํานวนสปอรที่ข้ึนบนจานอาหาร ภายหลังบมสารละลาย DM SO รวมกับ
สปอรแขวนลอยของ  Aspergillus spp. โดยจํานวนสปอรที่ขึ้นบนจานอาหารชุดควบคุมเทียบเปน 
100 เปอรเซ็นต 

เปอรเซ็นตการงอกของสปอร (%) 
(% germination) 

เปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร (%) 
(% inhibition) 

 
ไอโซเลต 

ท่ีผลิตสารสกัด 
 
 

A. fumigatus 
 

A. flavus 
 

A. terreus 
 

A. fumigatus 
 

A. flavus 
 

A.terreus 
 

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

VM1 100 100 100 0 0 0 
HKW1 100 100 61.13 0 0 38.87 
HKW2 100 100 57.54 0 0 42.46 
HKW3 100 100 100 0 0 0 
HKW4 100 100 100 0 0 0 
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4. การตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 
4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography)  

  จากการนําสารสกัดท่ีมีฤทธ์ิในการตานเชื้อรา จาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลต 
ไดแก KT1  BM1  HKW1 และ HKW2  มาตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบช้ันบาง 
(TLC) เทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ โดยใชระบบตัวทําละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวา 
สารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต BM1  HKW1  และ HKW2  ประกอบดวยสารที่มีคา Rf 
แตกตางกัน  3 ชนิด (รูปที่ 41) แตละชนิด มีคา Rf  เทากับ 0.40 (ตําแหนง C)  0.55 (ตําแหนง B) 
และ 0.675 (ตําแหนง A)  ขณะที่สารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต KT1 ประกอบดวยสารที่มีคา 
Rf แตกตางกัน  2 ชนิด โดยมีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง C)   และ 0.675  (ตําแหนง A)  ตามลําดับ  
สวนออริโอบาซิดินเอ มาตรฐาน มีคา Rf เทากับ 0.375 (ตําแหนง D) (รูปที่ 41) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 41 โครมาโทรแกรมแสดงผลการตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ที่ไดจาก A. 
pullulans  ท้ัง 4  ไอโซเลต ดวยเทคนิค TLC โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต 

1. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 

ระยะของตัวทาํละลาย 

จุดเริ่มตน 

1         2         3         4          5 

A 
B 
C D 
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เมื่อทําการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรา Aspergillus spp.  ของสารสกัดจาก A. pullulans 
ท้ัง 4 ไอโซเลต หลังจากแยกดวยวิธี TLC  เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ไดผลดัง
รูปที่ 42-43  

จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. fumigatus พบวาสารสกัดจาก A. pullulans 
ไอโซเลต KT1 มีสารที่ยับยั้ง A. fumigatus  1 ชนิด คือบริเวณสารที่มีคา Rf  เทากับ 0.40 (ตําแหนง 
B) และ สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1 มีสาร 2  ชนิดท่ีสามารถยับยั้ง A. fumigatus  คือ
ตําแหนงของสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง B) และ 0.675 (ตําแหนง A) ตามลําดับ  สวนสาร
สกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 ไมพบ inhibition zone  

สําหรับตําแหนงที่ยับย้ัง A. fumigatus  ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40 
(ตําแหนง C) (รูปที่ 42) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 42 โครมาโทรแกรมแสดง inhibition zone ในการยับยั้งเช้ือรา A. fumigatus ของสารสกัดที่ได
จาก A. pullulans ทั้ง 4  ไอโซเลต เมื่อยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู 
  1.   สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
   

A 

B C 

1          2          3          4           5 
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การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. flavus  พบวามีเพียงสารสกัดจาก A. pullulans ไอ
โซเลต BM1 มีสารที่สามารถยับย้ัง เช้ือราดังกลาว โดยพบสาร 2  ชนิด คือตําแหนงของสารที่มีคา 
Rf  เทากับ 0.40 (ตําแหนง B) และ 0.675 (ตําแหนงA)  ตามลําดับ สวนตําแหนงที่ยับย้ัง  A. flavus  
ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง C) (รูปที่ 43) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 43 โครมาโทรแกรมแสดง inhibition zone ในการยับยั้งเชื้อรา A. flavus ของสารสกัดที่ไดจาก 
A. pullulans  ทั้ง 4  ไอโซเลต เม่ือยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู 
  1.   สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
   
 
 
 
 

A 

B C 

1          2          3          4           5 
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การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. terreus พบวาสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซ
เลต KT1  BM1  HKW1 และ HKW2  มีสารท่ียับย้ังเช้ือราดังกลาวโดย มีสารที่สามารถยับย้ัง A . 
terreus ที่ตําแหนงเดียวกัน 1 ชนิด  คือตําแหนงของสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง A) และ
ตําแหนงที่ยับย้ังเช้ือราของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40 (ตําแหนง B) (รูปที่ 44) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 44 โครมาโทรแกรมแสดง inhibition zone ในการยับย้ังเช้ือรา A . terreus ของสารสกัดที่ได
จาก  A. pullulans  ทั้ง 4  ไอโซเลต  เมื่อยอมสีดวยแลคโตฟนอลบลู 
  1.   สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต KT1   

2. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต BM1   

3. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 

4. สารสกัดจาก  A. pullulans ไอโซเลต HKW2 

5. สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
  
 
 
 
 

A B 

1          2          3          4           5 
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4.2  เทคนิค High Performance Liquid  Chromatography  
 นําสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ที่ตรวจสอบไดจากการทําโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบางมาตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC ดวยเครื่อง HPLC ของบริษัท Varian รุน Pro star 
ประเทศสหรัฐอเมริกา (รูปที่ 45) โดยใชโครมาโทกราฟแบบเฟสผันกลับ (Reversed-phase 
chromatography) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ดังน้ี 

 4.2.1 คอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck ขนาดรู
พรุน (pore size) 100 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 
258 นาโนเมตร โดยทําการเตรียม สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขนตางๆกัน สําหรับ
การทํากราฟมาตรฐาน และสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลต ละลายในเมทธานอล โดย
มีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 

มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากการทดลองใชคอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 
125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck ดังรูปที่ 46-47  

 
    

 

 
 

รูปที่ 45 เครื่อง HPLC Varian รุน Pro star ที่ใชในการตรวจสอบ 
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รูปที่ 46 กราฟจากการทํา HPLC ของ สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 0 (A) 5 (B) 

และ 10 (C) มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ตามลําดับ ใชคอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของ
บริษัท Merck โดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการ
ไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 50 องศาเซลเซียส ใชUV detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 

(A) 

(B) 

(C) 
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รูปท่ี 47 กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 15 (D)และ 20 (E) 

มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ตามลําดับ ใชคอลัมน Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท 
Merck โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหล
เทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 50 องศาเซลเซียส ใช UV detector  ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 
 

จากการทดลอง peak ที่พบตั้งแตเริ่มตรวจสอบถึงชวงนาทีที่ 2 เปน peak ของตัวทําละลายที่
ใชในการแยก สวนที่ความเขมขนของ ออริโอบาซิดินเทากับ 10 และ 20 มก./ มล. พบ peak ข้ึนที่
นาทีที่ 5.314 และ 5.491 ตามลําดับ แตสัญญาณของ peak ที่ปรากฏมี sensitivity ที่ต่ํามาก ยังไม
สามารถยืนยันไดวาเปนสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ หรือไม และเนื่องจากที่ความเขมขน 5 มก./
มล. ไมพบ peak ของสารใดๆ และที่ความเขมขน 15 มก./มล พบ peak รบกวนจํานวนหลาย peak ที่

(D) 

(E) 
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ไมสามารถระบุไดวาเปนสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ หรือไม ทําใหตองทําการตรวจสอบซ้ําอีก
ครั้ง โดยเปลี่ยนคอลัมนใหมีขนาดยาวขึ้น คือ 

4.2.2  คอลัมน Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร)  ของบริษัท Alltech  ขนาดรูพรุน  
(pore size) 110 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร โดยทําการเตรียม สารมาตรฐาน                        
ออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆกัน เพ่ือทําเปนกราฟมาตรฐาน และสารสกัดจาก A. pullulans 
ท้ัง 4 ไอโซเลต ละลายในเอทธานอลโดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 
7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช UV 
detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร โดยมุงหวังใหผลในการแยกดีขึ้น ผลที่ไดดังรูปที่ 48-49 

  พบวาเมื่อเปลี่ยนเปนคอลัมน Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech  โดย
ยังคงระบบตางๆเหมือนเดิม พบวาชวงเวลานาทีที่เริ่มตรวจสอบจนถึงนาทีที่ 5 พบ peak ของตัวทํา
ละลายที่ใช สวนการตรวจสอบ ออริโอบาซิดิน เอ ที่ความเขมขนตางๆ ต้ังแต 20-100 มก./ มล. พบ 
peak รบกวนจําหลาย peak  และไมสามารถระบุไดวา peak  ใดเปน peak ของสารมาตรฐาน ออริโอ
บาซิดิน เอ  จึงทําการเปลี่ยนตัวทําละลายออริโอบาซิดินเอเปนการละลายในอะซีโตรไนไตร และ
เปล่ียนชวงตรวจสอบของ UV detector เปนที่ 216 นาโนเมตร เน่ืองจากทําการ scan หาชวงการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดของออริโอบาซิดินเอ ในอะซีโตรไนไตรไดที่ 216 นาโนเมตร ผลที่ไดดังรูปที่ 50  
พบวาที่ออริโอบาซิดิน ความเขมขน 0  60 และ 100 มก./ มล. ตั้งแตเริ่มตรวจสอบถึงประมาณนาทีที่ 
5 พบเพียงแค peak ของ ตัวทําละลายที่ใชเทาน้ัน ไมพบสัญญาณของ peak ที่บงบอกไดวาตรวจพบ
สารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
   จากการตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อราดวยเทคนิค HPLC พบวา ยัง
ไมสามารถหาคอลัมน และสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบสารดังกลาวไดเน่ืองจากยังไม
สามารถตรวจสอบสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ จากคอลัมนและสภาวะที่ใชไดดังกลาว 
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รูปที่ 48  กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 0 (A) 20 (B) และ 40 (C) 

มก./มล. ตามลําดับ ใชคอลัมนชนิด Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech โดยมีอะซีโตไน
ไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอ
นาที 50 องศาเซลเซียส ใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 
 
 

(A) 

(B) 

(C) 
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รูปที่ 49 กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 60 (D) 80 (E) และ 100 (F) 

มก./มล. ตามลําดับ ใชคอลัมนชนิด Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech โดยมีอะซีโตไน
ไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอ
นาที 50 องศาเซลเซียส ใชUV detector ท่ีความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร 

(D) 

(E) 

(F) 
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รูปที่ 50 กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ  ที่ความเขมขน 0 (A) 60 (B) และ 100 (C) 

มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ตามลําดับ ใชคอลัมนชนิด Prevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของ Alltech โดย
มีอะซีโตไนไตร และน้ําเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 
มิลลิลิตรตอนาที 50 องศาเซลเซียส ใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 216 นาโนเมตร 

(A) 

(B) 

(C) 



 บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

1. การคัดแยก A. pullulans 
 A. pullulans  เปนเช้ือราที่มีแหลงที่อยูหลากหลาย เชน ใบพืช ผลไม  ดิน และ ฟองนํ้าทะเล 
(Ramos และ Acha, 1975; Shigemori และคณะ, 1998) หรือเศษฟาง หญาแหง เศษไมท่ีผุพัง 
(Cooke, 1959) โดยเฉพาะอยางยิ่ง Sehanat Prasongsuk และคณะ (2005) สามารถคัดแยก A. 
pullulans  ไดจากผนังหองนํ้าในประเทศไทย ซ่ึงสอดคลองกับที่เคยมีการคัดแยก A. pullulans  ได
จากประเทศเขตรอน เชน มาเลเซีย บราซลิ อินเดีย จาไมกา (Domsch และคณะ, 1993) รวมถึง
ประเทศไทย (Hunsa Punnapayak และคณะ, 2003; Sehanat Prasongsuk และคณะ ,2005 )  ซ่ึงใน
การคัดแยก A. pullulans  มุงทําการคัดแยกเชื้อในหองนํ้าจากสถานที่ตางๆ ในเขตกรุงเทพมหานคร
และปริมณฑล เน่ืองจากในหองนํ้าเปนแหลงที่มีความชื้นและเปนแหลงที่อยูของเช้ือจุลินทรีย 
โดยเฉพาะเชื้อราอยูหลากหลายชนิด ดังน้ันจึงนาจะมีเช้ือ A. pullulans ที่สามารถสรางสารตานเชื้อ
จุลชีพชนิดอื่นๆ เพ่ือประโยชนในการอยูรอดในสิ่งแวดลอม  โดยการคัดแยกใชอาหาร CMA และ 
MEA สูตร half strength เพ่ือลดปริมาณสารอาหารในอาหารคัดแยกเชื้อ ทําใหมีจาํนวนเชื้อชนิดอื่น
ท่ีไมตองการ ขึ้นบนอาหารที่ใชคัดแยกไมมากเกินไปจนยากตอการแยก A. pullulans  สวนเชื้อ A. 
pullulans ที่ตองการยังสามารถขึ้นไดในอาหารที่ใชคัดแยก แมจะมีสารอาหารปริมาณนอย เน่ืองจาก 
A. pullulans  มีลักษณะรูปรางของเซลลหลายรูปแบบ โดยเฉพาะ คลาไมโดสปอร เปนรูปรางหนึ่งที่
เช้ือสรางผนังเซลลหนาขึ้น มีสีเขม และสามารถดํารงอยูไดแมในภาวะท่ีมีสารอาหารนอยก็ตาม 
 สถานที่เก็บตัวอยางที่สามารถคัดแยก A. pullulans ได ทั้งหมดอยูในเขตกรุงเทพมหานคร 
ไดแก หองนํ้าในท่ีพักอาศัยเขตคลองเตย หองนํ้าในที่พักอาศัยเขตบางมด หองนํ้าจุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ  หองนํ้าที่พักอาศัย อนุสาวรียชัยสมรภูมิ หองนํ้าวัดกุนนทีรุทธาราม เขต
หวยขวาง หองนํ้าสาธารณะตลาดสดหวยขวาง  หองนํ้าที่พักอาศัย เขตหวยขวาง กรุงเทพฯ (รูปที่ 5-
13) โดยสามารถพบ A. pullulans ขึ้นเปนโคโลนีสีดําบนจานอาหารที่ใชคัดแยก ซ่ึงเจริญรวมกับ
เช้ือจุลินทรียหลายชนิดไดแก เช้ือราเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงเช้ือแบคทีเรีย 
และยีสตชนิดอื่น โดยทุกแหลงที่สามารถคัดแยก A. pullulans ไดเปนหองนํ้าที่มีความชืน้
คอนขางมากและพื้นผิวท่ีเก็บตัวอยางมีลักษณะเปยกชื้นอยูตลอด โดยจากแหลงที่อยูของ       
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A. pullulans ที่คัดแยกไดบนพ้ืนผิวน้ันพบวามีสีของโคโลนีที่เจริญหลายสีดวยกัน เชน สีดํา สี
เหลือง สีสม เปนตน 
 สวนสถานที่ที่ไมสามารถคัดแยก A. pullulans ได พบเชื้อจุลินทรียที่เปนเช้ือราเสนใย ทั้ง
เช้ือราที่มีเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว และเสนใยสีดํา รวมถึงพบเชื้อแบคทีเรีย โดยบางสถานที่เปน
หองนํ้าที่มีลักษณะพื้นผิวคอนขางแหง และเปนหองนํ้าที่ไมคอยมีผูใชบอยครั้ง เชน ปมน้ํามันใน
บางแหง แตมีรองรอยของเชื้อจุลินทรียเจริญอยูบนพ้ืนผิว และมีสีของโคโลนีเปนสีดํา บางสถานที่
เปนหองนํ้าที่มีผูใชบอยคร้ัง เชน หองนํ้าสาธารณะ สยามแสควร มีพ้ืนผิวเปยกช้ืน แตมีการทําความ
สะอาดบอยคร้ัง พบเพียงเชื้อรา แบคทีเรีย และยีสตชนิดอ่ืนเจริญอยูจํานวนหนึ่ง ซ่ึงมีหลายปจจัยที่
ทําใหไมสามารถคัดแยกเชื้อจากในบางสถานที่  เชน  ความชื้นของหองนํ้า ณ ชวงเวลาที่คัดแยก  
และความถี่ในการทําความสะอาดหองนํ้าดวยนํ้ายาฆาเช้ือ เปนตน  
 
2. การจัดจําแนก A. pullulans  
 2.1 การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือที่คัดแยกไดและสันนิษฐานในเบื้องตนวาเปน A. 
pullulans  ทั้งหมด 10 ไอโซเลต พบวาเซลลมีรูปรางหลายรูปแบบ ไดแก บลาสโตสปอร  โคนิเดีย
ปฐมภูมิ  โคนิเดียทุติยภูมิ หรือ budding cell    เซลลพอง  คลาไมโดสปอร  เสนใย  และเสนใยเทียม  
เปนตน โดยลักษณะของบลาสโตสปอรโปรงใส รูปรางคอนขางกลมถึงรี มีขนาดแตกตางกัน มี 
budding cell  แตกออกจากบลาสโตสปอร เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลานานขึ้นเซลลจะมีขนาดใหญ และ
มีผนังหนาขึ้น เรียกวาเซลลพอง (swollen cell) โดยในบางสายพันธุอาจมีสีเขมข้ึนเนื่องจากการ
สรางเม็ดสีเมลานิน เรียกวาคลาไมโดสปอร เสนใยมีลักษณะโปรงใส เม่ือเล้ียงเปนระยะเวลานานจะ
เปล่ียนเปนสีเขมขึ้นจากการสรางเม็ดสีเมลานิน และมีผนังหนาขึ้น บางครั้งมีเอนโดโคนิเดียเกิดข้ึน
จาก ภายใน ดานขาง หรือปลายของเสนใย  จากการเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็ง MEA เปนเวลา 7 วัน 
พบวาในระยะแรกของการเพาะเลี้ยง ทุกไอโซเลต โคโลนีมีสีครีมอมชมพู และปรากฏเสนใยสั้นๆ
รอบโคโลนีชัดเจน  โดยไอโซเลต KT1  BM1 และ VM1 จะเปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมและเขียวเขมจน
เกือบดํา   ไอโซเลต TB1  PH1 และ  JP1 เปลี่ยนเปนสีเหลืองเขมจนถึงนํ้าตาลออน  ไอโซเลต 
HKW1 ไมเปลี่ยนสีเม่ืออายุมากขึ้น  สวนไอโซเลต HKW2 และ HKW3 โคโลนีบางสวนเปลี่ยนเปน
สีเหลืองออนจนถึงเขม  ขนาดโคโลนีประมาณ 3.0 - 6.5 เซนติเมตร  ซ่ึงสอดคลองกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่อธิบายโดย Hermanides-nijhof (1977) และ Domsch และคณะ (1993)  
 อยางไรก็ดีในการใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาจําแนกชนิด A. pullulans  น้ันอาจมีความ
คลาดเคลื่อนไดเน่ืองจาก A. pullulans  มีความคลายคลึงกับยีสตอ่ืนเชน Trichosporon pullulans  
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Hormonema spp. หรือกับยีสตในสกุล  Aureobasidium  ดวยกัน โดยเฉพาะ Aureobasidium ชนิด
อ่ืนๆ และ Hormonema sp. ที่มีลักษณะโคโลนีเริ่มแรกในการเพาะเลี้ยงเปนสีครีมหรือชมพู และ
เปลี่ยนเปนสีเขมขึ้นเมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลานานขึ้น มีคลาไมโดสปอร และสามารถสรางเอนโดโค
นิเดียไดเชนเดียวกัน (De Hoog และ Yurlova ,1994) หรือในกรณี  T. pullulans  ซ่ึงเปนยีสตที่มี
เซลลรูปรางหลายแบบ เชน เสนใย บลาสโตสปอร โคนิเดีย เปนตน แมวาโคโลนีของ T. pullulans 
จะมีสีครีมหรือชมพูตั้งแตในระยะแรกของการเพาะเลี้ยงโดยไมเปลี่ยนสีไปตลอดการเพาะเลี้ยง 
(Dennis และ Buhagiar, 1973) แตก็มี  A. pullulans  ที่เปนสายพันธุที่ไมผลิตเม็ดสีเมลานินเชนกัน 
ดังน้ันการจัดจําแนก  A. pullulans  จําเปนตองอาศัยวิธีอื่นมาประกอบนอกเหนือจากวิธีสังเกต
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
 2.2 การจัดจําแนกโดยการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  
  จากการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอนของเชื้อราที่แยกไดท้ัง 
10 ไอโซเลต เปรียบเทียบกับสายพันธุมาตรฐาน A. pullulans NRRL Y -2311-1 และ NRRL  Y-
7469  พบวาทุกไอโซเลตที่คัดแยกไดสามารถใช D-cellobiose  D-fructose β-D-glucose β-lactose  
D-maltose  D-mannose D-melezitose.2H2o methyl-α-D-glucose D-salicin  D-sucrose และ D-
trehalose.2H2O ไดดี ในขณะที่ไมสามารถใช α-Cellulose  Methanol และ Ethanol ได สําหรับการ
ใช D-arabinose L-arabinose D-galactose  Glycerol  Maltotriose  Mannitol  D-salicin  Sorbitol  L-
sorbose  Starch (soluble) และ D-xylose ของท้ัง 10 ไอโซเลตน้ันมีความสามารถในการใชได
แตกตางกัน คือบางไอโซเลทสามารถใชแหลงคารบอนดังกลาวไดดี แตบางไอโซเลตสามารถใชได
นอย  ซ่ึงจากการที่ไมสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนไดน้ัน สอดคลองกับสายพันธุ
มาตรฐาน A. pullulans NRRL Y -2311-1 และ NRRL  Y-7469  และรายงานที่พบวา A. pullulans  
ไมสามารถใช cellulose แตสามารถใช cellobiose เปนแหลงคารบอนได (Dennis และ Buhagiar, 
1973; De Hoog และ Yurlova , 1994; Saha, Freer และ Bothast, 1994)  อยางไรก็ดีจากรายงานอื่นๆ
พบวา  A. pullulans สามารถผลิตเอนไซมบีตากลูโคซิเดส (β-glucosidase)และ อัลฟากลูโคซิเดส 
(α-glucosidase) ซ่ึงเปนเอนไซมที่สามารถยอยไดทั้ง crystalline cellulose  cellobiose และ cello-
oligosaccharide (Saha และคณะ 1994; Hayashi และคณะ, 1999; Okagbue และคณะ 2001; Iembo 
และคณะ, 2002) แตในป ค.ศ. 2005 Kudanga และ Mwenje ไดผลิต เซลลูเลส จาก A. pullulans สาย
พันธ ุ ที่คัดแยกจากเขตรอน (tropical isolates) โดยใชเปลือกของตน Msasa เปนแหลงคารบอน ทํา
ใหสามารถผลิต endoglucanase และ exoglucanase ได โดย A. pullulans ดังกลาวจะสามารถใช 
carboxymehyl cellulose และ α-cellulose  เปนแหลงคารบอนได Cernakova และคณะ, 1980  
พบวา A. pullulans  มีแอคติวิตีของ เซลลูเลส  α-glucosidase β-glucosidase และ exo-1,4-α-
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glucosidase  ทําใหสามารถสรุปไดวา  A. pullulans  มีทั้งสายพันธุท่ีสามารถใช α-cellulose  เปน
แหลงคารบอนไดและไมได สําหรับเช้ือที่คัดแยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต ไมสามารถใช α-cellulose  
เปนแหลงคารบอนได 

นอกจากนี้ Dennis และ Buhagiar  (1973) พบวา ความสามารถในการใช glycerol และ D-
arabinose สามารถบอกความแตกตางระหวาง A. pullulans และ Trichosporon pullulans ได 
กลาวคือ T. pullulans ไมสามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองได  แตในขณะที่ A. pullulans สามารถใช
แหลงคารบอนทั้งสองได   สวนความสามารถในการใช D-arabinose และ D-galactose ยังสามารถ
บอกความแตกตางระหวาง A. pullulans และ Aureobasidium prunorun ไดคือ A. prunorun ไม
สามารถเจริญไดในอาหารที่มี D-arabinose และ D-galactose เปนแหลงคารบอน แตในขณะที่ A. 
pullulans สามารถเจริญไดในอาหารที่มีแหลงคารบอนดังกลาว 

ความสามารถในการใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) สามารถแยกความ
แตกตางระหวาง A. pullulans และ ยีสตที่มีลักษณะคลายคลึงกัน กลาวคือ A. pullulans สามารถใช 
เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส แตในขณะที่  Kabatiella sp. ไมสามารถใชได (De Hoog และ Yurlova, 
1994) สวนความสามารถในการใช เอทธานอล และ เมทธานอลของเชื้อราท้ัง 10 ไอโซเลต 
สอดคลองกับ De Hoog และ Yutlova, 1994 ที่รายงานวา A. pullulans ไมสามารถใชเมทธานอลเปน
แหลงคารบอนได สวน เอทธานอล มีบางไอโซเลตที่สามารถใชได และบางไอโซเลตไมสามารถ
ใชได  นอกจากนี้ Yurlova และคณะ (1996) พบวา A. pullulans var. aubasiani ไมสามารถใช 
เมลธิลแอลฟาดีกลูโคส (methyl-α-D-glucose) และ แลคโตส (lactose) เปนแหลงคารบอนได ซ่ึง
ตางจาก A. pullulans  var. pullulans ที่ตองสามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองได ซ่ึงความแตกตาง
ดังกลาวน้ี    สามารถนํามาใชระบุ   variety     ของ    A. pullulans     ได  ซ่ึงเชื้อราท่ีคัดแยกไดทั้ง 10 
ไอโซเลต สามารถใชแหลงคารบอนทั้งสองดังกลาวได  กลาวคือเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลตนั้น เปน A. 
pullulans  var. pullulans  

สําหรับการตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน พบวาเชื้อราทั้ง 10                      
ไอโซเลต สามารถใชแหลงไนโตรเจนที่นํามาตรวจสอบไดทุกชนิด โดยสามารถใช ammonium 
chloride ammonium nitrate  ammonium sulfate  L-asparagine.H2O  sodium nitrate  urea และ  L-
lysine ไดดี และสามารถใช ammonium acetate  L-glycine ไดแตกตางกันเล็กนอย โดยในบาง              
ไอโซเลตใชไดดี บางไอโซเลตใชไดนอย  สอดคลองกับความสามารถในการใช L-lysine ไดดีของ 
สายพันธุมาตรฐาน A. pullulans NRRL Y -2311-1 และ NRRL  Y-7469 และการตรวจพบ แอคติวิตี
ของ ยูรีเอส (urease) ใน A. pullulans (Cernakova และคณะ ,1980; De Hoog และ Yutlova, 1994; 
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Sehanat Prasongsuk และคณะ, 2005) แตก็มีรายงานวา  A. pullulans  บางสายพันธุไมสามารถใช 
Lysine เปนแหลงไนโตรเจนได (Cooke และ Matsuura, 1963)  

2.3  การตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด  
 เมื่อตรวจสอบโครงสรางของเอกโซพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อราที่คัดแยกไดทั้ง 10 ไอโซเลต  
ดวยเทคนิค IR-spectroscopy  พบวามีความถี่ชวงรังสี IR ของหมูฟงกชัน สอดคลองกับ พูลลูแลน
มาตรฐาน (Sigma, USA) คือมีความถ่ีของหมูฟงกชันที่สําคัญในพูลลูแลนคือ C-C C-H   C-O  O-H  
และ α-configuration ซึ่งความถี่ที่ 850 ซม.-1 เปนความถี่ของหมูโครงสรางแบบ α-configuration  
(Yurlova และ De Hoog, 1997) โดยเช้ือราไอโซเลต KT1 ไมพบ peak ของ α-configuration 
เน่ืองจาก เอกโซพอลิแซ็กคาไรดของเชื้อราไอโซเลต KT1 อาจมีสารอื่น เชน เมลานิน เจือปนอยู
มาก เพราะจากการสังเกตสีของพอลิเมอรจากไอโซเลตดังกลาวพบวามีสีเขมมากกวาไอโซเลตอื่น 
ซ่ึงอาจรบกวนตอการวิเคราะห อยางไรก็ตามจากการตรวจสอบเปรียบเทียบรูปแบบของเสปกตรัม 
เปรียบเทียบกับพูลลูแลนมาตรฐาน สามารถสรุปไดวาเอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตไดจากเชื้อราทั้ง 
10 ไอโซเลต เปน             พูลลูแลน และสอดคลองกับการจัดจําแนกของเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต วา
เปน A. pullulans  var. pullulans 

อยางไรก็ตามการวิเคราะหถึงความเปนพูลลูแลนของ เอกโซพอลิแซ็กคาไรดที่ได สามารถ
ใชการตรวจสอบดวย นิวเคลียรแมกเนติคเรโซแนนซสเปคโตรสโคป (Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy,  NMR)  เพ่ิมเติม จะทําใหทราบถึงโครงสรางโดยละเอียดของพูลลูแลนได ทั้งสามวิธี
ดังกลาว ที่ใชจัดจําแนก A. pullulans  คือ การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา การจัด
จําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  และการตรวจสอบการสรางเอกโซ
พอลิแซ็กคาไรด สามารถสรุปไดในเบ้ืองตนวาเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลตที่คัดแยกไดน้ันเปน  A. 
pullulans  var. pullulans แตทั้งน้ีหากมีการนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล คือ การเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal DNA Internal transcribed spacer (ITS)  มาใชรวมใน
การจัดจําแนก อาจทําใหสามารถแยกความแตกตางไดในระดับสปชีส (Yurlova และคณะ, 1999; 
Hunsa Punnapayak และคณะ, 2003)   

 
3. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา 
 3.1 Paper disc method  
  จากการนําสารที่สกัดไดจากเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต มาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อ
รากอโรคในกลุม  Aspergillus spp.   พบวา มี A. pullulans  4  ไอโซเลตที่สามารถสรางสารที่มีฤทธ์ิ
ตานเชื้อรากอโรคที่นํามาทดสอบโดย A. pullulans ไอโซเลต KT1 มีฤทธ์ิในการตาน Aspergillus  
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fumigatus และ A. terreus สวน A. pullulans ไอโซเลต BM1 มีฤทธิ์ในการตาน A. fumigatus  A. 
flavus และ A. terreus  ขณะที่  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2  มีฤทธิ์ในการตาน A. 
terreus  ซ่ึงสอดคลองกับท่ีมีรายงานวา สารตานเชื้อรา ออริโอบาซิดิน เอ ที่ผลิตไดจาก  A. pullulans  
นอกจากสามารถยับยั้งเชื้อรากอโรคในกลุมอ่ืนๆ แลวยังสามารถยับยั้ง  Aspergillus spp. บางสาย
พันธุไดดี ไดแก A. terreus   A. nidulans และ A. clavatus แตยับย้ังไดนอยใน A. fumigatus  A. 
flavus และ A. niger    
 วิธีการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธีน้ีเปนวิธีที่นิยมใชทดสอบสารตานจุลชีพ โดยเฉพาะ
กับสารที่มีปริมาณนอย โดยเสนผาศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (clear zone) จะสัมพันธกับปริมาณ
สารที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลชีพ (Gaydos และ Harrington, 1982) แตเน่ืองดวยจากการทดลอง สาร
ท่ีสกัดไดจาก A. pullulans ท้ัง 4 ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อรานั้นยังเปนสารสกัดหยาบ และยังมี
ปริมาณสารอื่นเจือปนอยูหลายชนิด ทําใหยังไมสามารถระบุไดถึงปริมาณความเขมขนที่แนนอน
ของเนื้อสารที่สามารถออกฤทธิ์ตานเช้ือราไดจากบริเวณยับย้ังเชื้อรา (clear zone) เน่ืองจากบน
แผนกระดาษกรองที่จุมดวยสารสกัดน้ันอาจมีปริมาณสารออกฤทธิ์ตานเชื้อราไดในปริมาณไม
เทากัน  ดังน้ันหากตองการทราบปริมาณความเขมขนนอยท่ีสุดของสารที่สามารถออกฤทธิ์ยับย้ัง
เช้ือราที่ทดสอบนั้น ควรทราบความเขมขนที่แนนอนของสารออกฤทธิ์ที่มีอยูในสารสกัดที่แนนอน 
หรือทําใหสารสกัดน้ันมีความบริสุทธิ์เพ่ิมมากขึ้น  

 
3.2 Conidial germination inhibition assay   
 จากการนําสารที่สกัดไดจาก A. pullulans ทั้ง 10 ไอโซเลต มาทดสอบ

ความสามารถในการตานเช้ือรา โดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งการงอกของสปอร พบวาสารสกัดจาก A. pullulans 4  ไอโซเลต ท่ีมีฤทธิ์ตานเชื้อราที่นํามา
ทดสอบคือ A. pullulans ไอโซเลต KT1 สามารถยับย้ังการเจริญของสปอรของ  Aspergillus  
fumigatus  และ A. terreus ได 57.10  และ 50.49 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน A. pullulans ไอโซเลต 
BM1 สามารถยับย้ังการงอกของสปอรของ A. fumigatus  A. flavus และ A. terreus  ได  52.79  
36.55 และ 36.58 เปอรเซ็นตตามลําดับ ขณะที่  A. pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 สามารถ
ยับยั้งการงอกของสปอรของ A. terreus   ได 38.87 และ 42.46 ตามลําดับ  

จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลตที่มีฤทธิ์ใน
การยับย้ังเชื้อรา  Aspergillus spp. ดวย paper disc method  น้ันคือไอโซเลตเดียวกันกับที่ออกฤทธิ์
ยับย้ังการงอกของสปอรของ  Aspergillus spp. ดวย ซ่ึงเชื้อราในกลุม Aspergilli เปนเชื้อราฉวย
โอกาสที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ (opportunistic fungi)  สามารถกอโรคในคนหรือสัตวที่มีความ
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ผิดปกติของภูมิคุมกัน  โรคที่เกิดขึ้นเรียกวา  Aspergillosis  อาการของโรคมีตั้งแตเล็กนอยจนถึงเปน
สาเหตุใหผูปวยเสียชีวิต  สวนใหญทําใหเกิดการติดเชื้อในรางกายไดหลายระบบ ไดแก หู ตา จมูก 
และปอด การติดเชื้อรานี้บางคนเชื้อจะลุกลามไปยังกระดูก  สมอง เย่ือหุมสมอง ระบบประสาท  
หรือเกิดเนื้อตายเนื่องมาจากการติดเชื้อที่อวัยวะภายในตางๆ (Schett และคณะ, 1998) เชื้อราในสกุล
น้ีที่กอโรครุนแรงไดแก A. fumigatus  A. flavus  A. niger  และ A. terreus  (พรรณกร อิ่มวิทยา,  
2538)  แต  A. terreus  มีความแตกตางจาก Aspergilli  สายพันธุอื่นๆ  คือมีเพียง  A. terreus  เทาน้ัน
ท่ีตานทานตอยาตานเชื้อรา แอมโฟเทอริซินบี (Walsh และคณะ, 2003; Sullon และคณะ, 1999; 
Steinbach  และคณะ, 2004)  ดังน้ัน ผูปวยจะมีอัตราการติดเชื้อจาก A. terreus  สูงกวา Aspergillus  
ประเภทอื่นๆ (Iwen และคณะ, 1998) 

จากฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจาก A. pullulans 4 ไอโซเลตดังกลาว ที่สามารถยับย้ังเช้ือ
ราในกลุมน้ี โดยเฉพาะสารสกัดของทั้ง 4 ไอโซเลตนั้นสามารถยับย้ังเชื้อรา A. terreus  ไดดี ดังน้ัน
จึงนาจะมีการศึกษาตอไปในแงของการทําเปนยาตานเชื้อราตอไปในอนาคต 

 
4. การตรวจสอบสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเช้ือราดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 

4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography)  
 จากการนําสารสกัดจาก A. pullulans  4  ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ไดแก A. 
pullulans  ไอโซเลต  KT1  BM1 HKW1 และ HKW2 มาตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบ
ช้ันบาง (TLC) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ โดยสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4                  
ไอโซเลต สามารถแยกเปนสารไดหลายตัว และมีตําแหนงของสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 ซ่ึง
ใกลเคียงกับ ออริโอบาซิดิน เอ ที่มีคา Rf  ในชวง 0.375-0.4  ดังน้ันเพื่อการตรวจสอบวาตําแหนง
ดังกลาวมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือราหรือไม  เม่ือยอมสีดวย แลคโตฟนอลบลูที่สามารถยอม
ติดสีเชื้อรา ทําให inhibition zone ที่มีการยับย้ังการเจริญของเชื้อราไมติดสียอมดังกลาว ซ่ึงผลที่ได
สอดคลองกับโครมาโตแกรมที่ตรวจสอบดวยไอโอดีน คือ  

จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. fumigatus  พบวาสารสกัดจาก A. pullulans 
ไอโซเลต KT1 และ BM1  มีตําแหนงที่ยับยั้งเช้ือราดังกลาว โดยสารสกัดจาก A. pullulans                      
ไอโซเลต KT1 มีสารที่ยับย้ัง A. fumigatus  1 ชนิด คือสารท่ีมีคา Rf เทากับ 0.40  และ สารสกัดจาก 
A. pullulans ไอโซเลต BM1 มีสาร 2 ชนิดที่สามารถยับย้ัง  A. fumigatus  คือสารที่มีคา Rf เทากับ 
0.40 และ 0.675 ตามลําดับ สวนตําแหนงท่ียับย้ัง  A. fumigatus  ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf 
เทากับ 0.40  
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 การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง A. flavus  พบวาสารสกัดจาก A. pullulans                   
ไอโซเลต BM1 มีสารที่ยับยั้ง เชื้อราดังกลาว 2 ชนิด คือสารที่มีคา Rf เทากับ 0.40 และ 0.675 
ตามลําดับ สวนตําแหนงที่ยับย้ัง  A. flavus  ของออริโอบาซินดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.40  

การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง  A .terreus  พบวาสารสกัดจาก A. pullulans                    
ไอโซเลต KT1  BM1  HKW1 และ HKW2  มีสารที่ยับยั้ง เชื้อราดังกลาวโดย สารสกัดจาก A. 
pullulans ทั้ง 4   ไอโซเลต มีสารที่สามารถยับยั้ง  A .terreus  ที่ตําแหนงเดียวกัน 1 ชนิด  มีคา Rf 
เทากับ 0.40 และตรงกันกับตําแหนงที่ยับยั้งเชื้อราของออริโอบาซินดิน เอ ซ่ึงมีคา Rf เทากับ 0.40  

ในการแยกสารดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง เปนโครมาโทกราฟแบบดูดซับ ซ่ึง
เปนวิธีหน่ึงท่ีนิยมใชในการแยกสาร การทําใหสารบริสุทธิ์ หรือใชระบุชนิดของสารและจํานวน
สารที่เปนองคประกอบในของผสม โดยอาศัยหลักการที่สารตางชนิดกันจะกระจายตัวอยูในเฟส
คงที่และเฟสเคลื่อนที่ไดไมเทากัน การที่สารในของผสมแยกออกจากกันไดเน่ืองจากสารแตละตัว
จะถูกดูดซับไวไมเทากัน สารที่ถูกดูดซับไวมากยอมเคลื่อนที่ไดชากวาสารที่ถูกดูดซับไดนอย ซ่ึง
จากหลักการนี้ ทําใหสามารถแยกสารที่มีสภาพขั้วตางกันออกจากกันได  จากในการทดลองเลือกใช
แผนโครมาโทกราฟที่มีตัวดูดซับเปนซิลิกาเจล ซ่ึงใชไดดีกับสารเกือบทุกชนิด และเน่ืองจาก ออริ
โอบาซิดิน เอ เปนสารประเภทพอลิเปปไตด ท่ีมีสภาพขั้วคอนขางสูง สามารถละลายไดดีใน 
เอทธานอล  เมทธานอล  คลอโรฟอรม และเอทธิลอะซิเตท เปนตน (Takesako และคณะ, 1991) จึง
ไดเลือกใชเอทธิลอะซิเตทซึ่งเปนตัวทําละลายที่สามารถทําละลาย ออริโอบาซิดิน เอ และพาให
เคลื่อนที่บนแผน TLC ไดคอนขางเหมาะสมกวาเอทธานอลและ เมทธานอลที่มีสภาพขั้วคอนขาง
สูงเกินไป หรือ คลอโรฟอรมซึ่งมีสภาพขั้วตํ่าเกินไปสําหรับการแยก ออริโอบาซิดิน เอ และสาร
สกัดที่ได ซ่ึงจะทําใหผลการแยกสารไดไมดีเทาท่ีควร 
 ดังน้ันจากรูปแบบของการแยกสารบนแผน TLC  สารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต KT1 
HKW1 และ HKW2 ที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อราที่ใชทดสอบนั้นอาจเปนสารชนิดเดียวกัน จึงมีความ
เปนไปไดวาเปนออริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากสภาพความมีขั้วคอนขางใกลเคียงกัน สังเกตไดจากการ
แยกสารได ณ ตําแหนงที่มีคา Rf ใกลเคียงกันบนแผน TLC สวนสารสกัดจาก A. pullulans                    
ไอโซเลต BM1 มีสารมากกวา 1 ชนิดในการออกฤทธิ์ตานเชื้อรา  A. fumigatus  และ  A. flavus  แตมี
สารชนิดเดียวในการออกฤทธิ์ตาน  A.terreus  โดยสารที่มีตําแหนงตรงกันกับ ออริโอบาซิดิน เอ จึง
มีความเปนไปไดวาเปน ออริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากการมีสภาพขั้วใกลเคียงกันของสาร สวนสาร
อีกชนิดหนึ่งที่แยกไดจากสารสกัดจาก A. pullulans ไอโซเลต BM1 ที่มีฤทธ์ิในการตานเชื้อรา A. 
fumigatus  และ A. flavus  เปนสารที่มีข้ัวสูงกวา ออริโอบาซิดิน เอ เน่ืองจากมีคา Rf  ที่สูงกวา ยังไม
สามารถระบุไดแนชัดวาเปนสารชนิดใด  ซ่ึงถาตองการทราบองคประกอบของสารทุกตัวที่มีฤทธ์ิ
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ในการตานเชื้อราวาเปนสารชนิดใด ควรแยกใหมีความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึนและวิเคราะหโครงสรางของ
สารแตละชนิดน้ันตอไป การวิเคราะหโครงสรางของสารดวย นิวเคลียรแมกเนติคเรโซแนนซสเปค
โตรสโคป (Nuclear magnetic resonance spectroscopy,  NMR) หรือ Mass spectrometry   การ
วิเคราะหกรดอะมิโนที่มีอยูในสารสกัดโดยการทํา Amino acid analysis เปนตน และทําการศึกษา
ตอถึงความสามารถในการตานเชื้อราของสารดังกลาวเพิ่มเติม 
 4.2 เทคนิค High Performance Liquid  Chromatography 

จากก า รทดลองได เ ลื อก ใช คอ ลัมน แบบ เฟสผั นกลั บ  (Reversed-phase 
chromatography) ชนิด C18 เน่ืองจากเหมาะสมกับ ออริโอบาซิดิน เอ ซ่ึงเปนสารพอลิเปปไตดที่มี
ข้ัวสูง  โดยคอลัมนชนิดน้ีมีเฟสอยูกับที่เปนสารท่ีไมมีข้ัว และเฟสเคลื่อนที่เปนสารละลายที่มีขั้ว ทํา
ใหสามารถชะสารผสมมีขั้วที่ตองการออกมาได โดยเฟสอยูกับที่ เปนซิลิกาที่หมู –OH ถูกแทนที่
ดวยหมู octadecyl ที่มีคารบอน 18 ตัว (Si-C18H37) โดยในการทดลองใชคอลัมนคือ คอลัมน 

Lichrocart C18  (4.0 × 125 มิลลิเมตร) ของบริษัท Merck ขนาดรูพรุน (pore size) 100 อังสตรอม 
ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ที่ความยาวคลื่น 258 นาโนเมตร เน่ืองจากมีคา
การดูดกลืนแสงสูงสุดในเมทธานอลที่ความยาวคลื่นดังกลาว ซ่ึงสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
และสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 4 ไอโซเลต ละลายในเมทธานอล โดยมีอะซีโตไนไตร และน้ํา
เปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส  ผลที่ไดคือพบเพียง peak ของตัวทําละลายที่ใชในท่ีน้ีคือ เมทธานอล และพบ
สัญญาณของ peak ที่ต่ํามาก รวมถึงมี peak อื่นรบกวนหลาย peak ทําใหไมสามารถระบุไดวา peak 
ใดเปน peak  ของ            ออริโอบาซิดิน เอ ซ่ึงจากการที่พบสัญญาณ peak ท่ีต่ําอาจเนื่องจากมีการ
แยกที่ไมดีเพียงพอจากความยาวของคอลัมน และ ขนาดรูพรุน (pore size) ของเฟสอยูกับที่อาจยังไม
เหมาะสมตอการแยก ออริโอบาซิดิน เอ ซ่ึง Takesako และคณะ, 1991 ไดใชคอลัมนสําหรับแยก ออ
ริโอบาซิดินเอ คือ C18 คอลัมนที่มีขนาดรูพรุน 120 อังสตรอม  และจากการเปลี่ยนไปใชคอลัมนที่มี
ขนาดยาวขึ้น และมีขนาดรูพรุนใกลเคียงกับที่มีรายงานการแยก ออริโอบาซิดิน โดยมุงหวังใหได

การแยกที่ดีขึ้น คือใช คอลัมนPrevail C18 (4.6×250 มิลลิเมตร) ของบริษัท Alltech  ขนาดรูพรุน 
(pore size) 110 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร โดยยังใชสภาวะในการแยกเหมือนเดิม ผล
ท่ีได พบวา มีแค peak ของตัวทําละลายที่ใช และ peak อ่ืนหลาย peak และไมสามารถระบุไดวา 
peak  ใดเปน peak ของสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ  จึงอาจเปนไปไดวาตัวทําละลายที่ใช
ละลายออริโอบาซิดิน เอ ยังไมเหมาะสม จึงทําละลายใหมในในอะซีโตรไนไตร และเปลี่ยนชวง
ตรวจสอบของ UV detector เปนท่ี 216 นาโนเมตร เน่ืองจากทําการ scan หาชวงการดูดกลืนแสง
สูงสุดของออริโอบาซิดินเอ ในอะซีโตรไนไตรไดที่ 216 นาโนเมตร ผลที่ไดคือ พบเพียงแค peak 
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ของ ตัวทําละลายที่ใชเทาน้ัน ไมพบสัญญาณของ peak ที่บงบอกไดวาตรวจพบสารมาตรฐานออริ
โอบาซิดิน เอ เปนไปไดวา เฟสคงที่ที่ใช มีขนาด particle  ขนาดของรูพรุน และมีความไมเหมาะสม
ในการดูดซับ สารพอลิเปปไตดออริโอบาซิดิน เอ  รวมถึงความสามารถของเฟสเคลื่อนที่ที่จะ
สามารถชะสารที่ตองการออกมา อาจมีความแรงของสภาพขั้วยังไมเพียงพอ  



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
1. การคัดแยก A.  pullulans   
 สามารถคัดแยกเชื้อราที่คาดวาเปน A.  pullulans  จากเขตกรุงเทพมหานครไดทั้งหมด 10 
ไอโซเลตไดแก KT1  BM1 TB1  PH1  JP1  VM1  HKW1  HKW2  HKW3 และ HKW4 โดย
สามารถพบเชื้อดังกลาวเจริญรวมกับเชื้อจุลินทรียหลายชนิดไดแก เชื้อราเสนใยสีเขียว เสนใยสีขาว 
และเสนใยสีดํา รวมถึงเช้ือแบคทีเรีย และยีสตชนิดอื่น  
 
2. การจัดจําแนก A.  pullulans      
 เชื้อราที่ไดเม่ือจัดจําแนกโดยอาศัย 3 วิธีประกอบกันคือ การจัดจําแนกโดยอาศัยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา การจัดจําแนกโดยตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงอาหารตางๆ  และการ
ตรวจสอบการสรางเอกโซพอลิแซ็กคาไรด  สามารถสรุปไดในเบื้องตนวาเชื้อราทั้ง 10 ไอโซเลต ที่
คัดแยกไดน้ันเปน A. pullulans และ สามารถบอกได วาเปน A.  pullulans  var. pullulans  เน่ืองจาก
ความสามารถในการใช เมลธิลแอลฟาดีกลูโคสและ แลคโตสเปนแหลงคารบอน        
 
3. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา 

จากเชื้อราที่คัดแยกไดท้ังหมด 10 ไอโซเลท มีเพียง 4 ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา
ในกลุม Aspergillus spp. ไดบางสายพันธุแตกตางกันดังน้ี A.  pullulans ไอโซเลต KT1 มีฤทธิ์ใน
การตาน Aspergillus  fumigatus และ A. terreus สวน A.  pullulans ไอโซเลต BM1 มีฤทธิ์ในการ
ตาน A. fumigatus   A. flavus  และ A. terreus  ขณะที่  A.  pullulans ไอโซเลต HKW1 และ HKW2 
มีฤทธิ์ในการตาน A. terreus  และจากฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากไอโซเลตดังกลาว ที่สามารถ
ยับยั้งเชื้อราในกลุมน้ีได จึงนาจะมีการศึกษาตอในแงของการทําเปนยาตานเชื้อราตอไปในอนาคต 
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4. การตรวจสอบสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อราดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ 
สารสกัดจาก A.  pullulans ไอโซเลต KT1  HKW1 และ HKW2 มีสาร 1 ชนิดที่มีฤทธิ์ใน

การตานเชื้อราที่ใชทดสอบและมีความเปนไปไดที่เปนสารชนิดเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ 
เน่ืองจากสภาพความมีข้ัวของสารมีความใกลเคียงกัน สวนสารสกัดจาก A.  pullulans ไอโซเลต 
BM1 มีสารมากกวา 1 ชนิดในการออกฤทธิ์ตานเชื้อรา  A. fumigatus และ  A. flavus แตมีสารเพียง
ชนิดเดียวในการออกฤทธิ์ตาน A.terreus  และ 1 ใน 2 ชนิดน้ันมีความเปนไปไดที่เปนสารชนิด
เดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ  

 
ขอเสนอแนะในงานวิจัย 
 
1. ในการคัดแยก A.  pullulans  มักประสพความสําเร็จในการแยกเชื้อจากแหลงที่อยูที่คอนขางมี
ความชื้นสูง มีพ้ืนผิวคอนขางเปยกชื้นอยูตลอดเวลา ดังน้ันการเลือกสุมพ้ืนที่เก็บตัวอยางจึงคอนขาง
มีความสําคัญในการไดมาของเชื้อ ซ่ึงควรคํานึงถึงปจจัยหลายอยางเชน เลือกเก็บตัวอยางที่หองนํ้าที่
มีพ้ืนผิวคอนขางเปยกช้ืนตลอดเวลา และมีผูใชเปนประจํา หรือหองนํ้าที่มีความถ่ีในการทําความ
สะอาดดวยนํ้ายาฆาเชื้อโรคนอย  ทําใหมีโอกาสสูงในการพบ A.  pullulans   
 
2. เน่ืองจากสารตานเชื้อราจาก   A.  pullulans  เปนสารที่อยูภายในเซลล ซ่ึงมีปริมาณนอยเมื่อเทียบ
กับสารประเภทหลั่งออกภายนอกเซลล ดังน้ันหากตองการศึกษาในแงการนําไปใชประโยชนควร
ทําการผลิตในระดับที่ใหญข้ึน (large scale) เพ่ือใหไดปริมาณสารที่ตองการมากเพียงพอตอ
การศึกษาในแงที่เปนประโยชนในดานการแพทย เชนการผลิตยาตานเชื้อรา หรือการผลิตเพ่ือการคา 
 



รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือและวิธีเตรยีม 
 
1.  Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มันฝรั่ง   200 กรัม 
 นํ้าตาลเดกซโทรส  20 กรัม 
 วุน    15 กรัม 
 นํ้ากลั่น 
 ห่ันมันฝรั่งเปนชิ้นลูกเตาขนาดประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร ตมกับน้ํากล่ัน เม่ือสุกแลวกรอง
เอาแตนํ้า จากนั้นเติมนํ้าตาลกลูโคสแลวปรับปริมาตรใหใกล 1 ลิตร ปรับ pH เทากับ 5.5 เติมวุนแลว
ตมจนวุนละลายหมด สุดทายปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครือ่งน่ึงความดัน
ไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
2.  Potato Dextrose Broth (PDB) 
 มันฝรั่ง   200 กรัม 
 นํ้าตาลเดกซโทรส  20 กรัม 
 นํ้ากลั่น 
 วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร PDA แตไมเติมวุน ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครือ่งน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
3.  Yeast Malt Agar (YMA) 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Malt extract   5 กรัม 
 Bacto peptone   5 กรัม 
 นํ้าตาลกลูโคส  20 กรัม 
 วุน   15 กรัม 

นํ้ากลั่น 
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ละลายสวนผสมท้ังหมดยกเวนวุนดวยนํ้ากลั่น แลวเติมวุน จากน้ันนําไปตมจนวุนละลาย
หมด แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

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

นํ้ากลั่น 
 วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร YMA แตไมเติมวุน ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  
แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 
5.  Corn Meal Agar (CMA) 
 Corn Meal  20 กรัม 
 Peptone   40 กรัม 
 นํ้าตาลกลูโคส  40 กรัม 
 วุน   15 กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดยกเวนวุนดวยนํ้ากลั่น แลวเติมวุน จากนั้นนําไปตมจนวุนละลาย
หมด แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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6.  Malt Extract Agar (MEA) 
 Malt extract  25 กรัม 
 วุน   15 กรัม 

ละลาย Malt extract ดวยนํ้ากลั่น แลวเติมวุน จากนั้นนําไปตมจนวุนละลายหมด แลวปรับ
ปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 
7.  Seed Culture Medium (สําหรับผลิตสารตานเชื้อรา) 
 Yeast-nitrogenous base 0.67% 
 นํ้าตาลกลูโคส  2% 

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรตามตองการ แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยเคร่ืองน่ึง
ความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที 
 
8.  Production Medium I (สําหรับผลิตสารตานเชื้อรา) 
 นํ้าตาลกลูโคส  2% 
 (NH4)2 SO4  0.5% 
 KH2PO4   0.15% 
 MgSO4.7H2O  0.05% 
 CaCl2.2H2O  0.01% 

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

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่นตามลําดับ ปรับปริมาตรตามตองการ แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
เคร่ืองน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาท ี
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9.  Production Medium II (สําหรับผลิตสารตานเช้ือรา) 
 นํ้าตาลกลูโคส  10% 
 (NH4)2 SO4  2.5% 
 Bacto-Peptone  5% 
 KH2PO4   0.75% 
 MgSO4.7H2O  0.25% 
 CaCl2.2H2O  0.05% 
 NaCl   0.05% 
 FeCl3.6H2O  2.5 μg/ml 
 ZnSO4.7H2O  2.5 μg/ml 

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่นตามลําดับ ปรับปริมาตรตามตองการ แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
ดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
10. Production medium (สําหรับผลิตเอกโซพอลิแซคคาไรด) 
 นํ้าตาลซูโครส  5% 
 Bacto-Peptone  0.06% 
 K2HPO4   0.5% 
 MgSO4.7H2O  0.04% 
 NaCl   0.1% 
 Yeast extract  0.04% 

ละลายสวนผสมดวยนํ้ากลั่นตามลําดับ ปรับ pH ใหได 6.5  ปรับปริมาตรตามตองการ แลว
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 
1.  การนับจํานวนเซลลยีสตดวยวิธี Direct Microscopic Count โดยใช Haemacytometer 
 Haemacytometer เปนอุปกรณที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด แตสามารถนํามาประยุกตใชในการ
นับสปอรของราหรือจํานวนเซลลจุลินทรียได Haemacytometer เปนสไลดมีชองแบงไวเปนตาราง 
เม่ือปดดวย cover glass ซ่ึงใชเฉพาะกับอุปกรณจะทําใหมีความลึกระหวางตัวสไลดกับ cover glass 
ทําใหบรรจุของเหลวซึ่งมีตัวอยางที่ตองการนับจํานวนไวได ขีดแบงจะแบงออกเปนชองส่ีเหลี่ยม
จตุรัส 25 ชอง แตละชองมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิเมตร ซ่ึงภายในแตละชองจะแบงยอยออกเปน 
16 ชองเล็ก แตละชองมีขนาด 0.05 x 0.05 ตารางมิลลิเมตร ดังน้ันเมื่อปดทับสไลดดวย cover glass 
ซ่ึงใชเฉพาะกับอุปกรณน้ี ของเหลวที่บรรจุอยูจึงมีปริมาตรเทากับ 0.00025 ลูกบาศกมิลลิเมตร 

 
ในการนับจํานวนเซลลควรเจือจางเซลลใหมีปริมาณที่สามารถนับไดสะดวกและแมนยําไม

เจือจางหรือหนาแนนจนเกินไป ในการนับใหหยดนํ้าตัวอยางที่ตองการนับจาํนวนเซลลลงบน 
Haemacytometer แลวปดทับดวย cover glass จากนั้นนําไปตรวจนับภายใตกลองจุลทรรศน ถานับ
จากชองใหญควรนับอยางนอย 5 ชอง 
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วิธีการคํานวณ 
 ปริมาตรใน 25 ชองใหญ (400 ชองเล็ก)  =  0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร 
 สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองใหญ  = X เซลล 
 สมมติคาเฉลี่ยจํานวนเซลลใน 1 ชองเล็ก  = Y เซลล 
 น่ันคือ     X = 16Y เซลล 
ดังน้ัน 
ใน 0.1 ลบ.มม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด   X x 25   หรือ  Y x 16 x 25   เซลล 
ใน 1.0 ลบ.มม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด  X x 25 x 10   หรือ Y x 16 x 25 x 10  เซลล 
ใน 1 ลบ.ซม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด     X x 25 x 10 x 1000 หรือ Y x 16 x 25 x 10 x 1000   เซลล 
หรือเทากับ X x 25 x 104 หรือ  4Y x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 
 
2.  การคํานวณคาการเคลื่อนท่ีสัมพันธ (Ratio of front (RF)) 
 เมื่อนําแผนโครมาโทกราฟฟแบบผิวบางออกจากโถแกวที่บรรจุตัวทําละลายแลววัด
ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ (solvent front) และระยะการเคลื่อนที่ของสารที่ปรากฎบนแผน
โครมาโทรกราฟฟ จากน้ันนํามาคาํนวณตามสูตรดังน้ี 
 
                                   ระยะการเคลื่อนที่ 
                  Rf           =    
                                         ระยะที่ตัวทาํละลายเคลื่อนที่ 
 
3. การคํานวณหาเปอรเซ็นตการงอกของสปอร (%germination) 
 เมื่อสปอรเชื้อราในชุดควบคุมและชุดทดลอง เจริญในระยะเวลาที่กําหนด ทําการนับสปอร
ท่ีมีการเจริญบนจานอาหาร จากนั้นนํามาคํานวณดังน้ี 
 
 %germination    =         T                                             
                                       C  

C       =       จาํนวนสปอรบนจานอาหารชุดควบคุม  
T       =        จํานวนสปอรบนจานอาหารชุดที่ทดลอง 
 

×  100 
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นางสาว พัชรวรรณ ดีนาน เกิดเมื่อวันที่ 26 พฤศจิกายน พ.ศ. 2522 ทีจ่ังหวัดชลบุรี  สําเรจ็
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยี
อุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร จ.นครปฐม เม่ือป พ.ศ. 2546 จากนั้นไดศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบณัฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย สําเร็จ
การศึกษาในป พ.ศ. 2550  

 
ทุนสนับสนุนการทําวิจัย 

ขณะศึกษาไดรับทุนสนับสนุนการทําวิจัยจากโครงการผลิตนักวิจัยดานความหลากหลาย
ทางชีวภาพระดับปริญญาโท-เอก ประจําปงบประมาณ 2548 จากศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางดานความ
หลากหลายทางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 
การเสนอผลงาน 

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