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บทที่ 1 

บทน ำ 

พืน้ท่ีป่าเป็นแหล่งส าคัญของความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตนานาชนิดทัง้พืช สตัว์ และ จุลินทรีย์  
โดยเฉพาะอย่างย่ิง กลุ่มเห็ดรา  ปัจจุบันพบว่าพืน้ที่ป่าไม้ลดลงเหลือเพียง 26% ของพืน้ท่ีทัง้หมด และมี
แนวโน้มจะลดลงเร่ือยๆ มีระบบนิเวศน์ไร่นา สวนผลไม้ และสวนป่าเข้ามาแทนที่   มีผลท าให้ความ
หลากหลายของสิง่มีชีวิตต่างๆ เปล่ียนแปลงและลดจ านวนลงไป  จนบางชนิดไม่สามารถหามาทดแทนได้อีก 
ดังนัน้จึงต้องตระหนักและท าการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity)ของสิ่งมีชีวิตเหล่านี ้ 
เพราะมีความส าคัญจนอาจจะสามารถกล่าวได้ว่า เป็นตัวก าหนดถึงแต่ละเผ่าพันธ์ุในอนาคต    จุลินทรีย์
โดยเฉพาะพวกเห็ดหลายสปีชีส์ อาศยัอยู่ในป่า  ซึง่เป็นส่ิงมีชีวิตอีกกลุ่มหนึ่งท่ีมีความส าคญัต่อมนุษย์   เช่น 
ใช้เป็นอาหาร และเป็นแหลง่ผลิตสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ ตลอดจนมีความส าคญัทางระบบนิเวศน์วิทยา 
และส่ิงแวดล้อม  เห็ดสามารถเจริญได้บนดิน ขอนไม้ หรือก่ิงไม้ท่ีตายแล้ว  หรือเปลือกต้นไม้ต่างๆ เป็นต้น  
เน่ืองจากปัจจบุนัพืน้ที่ป่าธรรมชาติถูกรบกวน และลดจ านวนลงอย่างรวดเร็ว  ซึง่มีผลต่อความอดุมสมบูรณ์
ของป่าและความหลากหลายของส่ิงมีชีวิต สิ่งมีชีวิตหลายชนิดสูญพันธ์ุไป เห็ดก็เช่นกันเมื่อสภาพความ
สมบรูณ์ของป่าลดลง ปริมาณและชนิดของเห็ดกล็ดลงตามไปด้วย  

 อทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า เป็นอทุยานแห่งชาติท่ีมีลกัษณะภูมิประเทศ    โดยทัว่ไปเป็นเทือกเขา
สลบัซบัซ้อน มีความสงูลดหลัน่ลงไปและเป็นแหลง่ก าเนิดของแม่น า้หลายสาย  มีลกัษณะภูมิอากาศหนาว
เย็นเกือบตลอดปี ฤดูร้อนอากาศจะเย็นสบาย ฝนตกชุกในฤดูฝน อณุหภมูิเฉลี่ยทัง้ปีประมาณ 18-25 องศา
เซลเซียส อทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้ามีพืน้ท่ีป่าประกอบด้วย ป่าเต็งรัง ป่าดิบเขา และป่าสนเขา  ท าให้มี
ความสวยงามความสมบูรณ์ และมีความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆมากมาย  เห็ดจดัเป็นจุลินทรีย์
ขนาดใหญ่ท่ีมีความหลากหลาย มีความส าคญัต่อระบบนิเวศน์ เน่ืองจากเป็นผู้ย่อยสลายท่ีดี ช่วยให้ผืนป่า
อดุมสมบูรณ์ และมนุษย์เรามีการน าเห็ดมาใช้ประโยชน์ในการเป็นอาหาร เพราะเห็ดป่าหลายชนิดมีคุณค่า
ทางโภชนาการสูง หลายชนิดเป็นแหล่งสร้างรายได้แก่ชุมชน บางชนิดมีคุณสมบัติเป็นสมุนไพรรักษาโรค 
สร้างสารเพ่ือใช้ในการยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค และบางชนิดมีการสกัดสารส าคัญมาใช้ทาง
อุตสาหกรรม แต่ก็มีเห็ดบางชนิดท่ีเป็นโทษ เน่ืองจากสร้างสารพิษซึ่งอาจเป็นอันตรายถึงแก่ชีวิตได้ถ้า
รับประทานโดยไม่มีความรู้เพียงพอ    การศึกษาเก่ียวกบัส่ิงมีชีวิตกลุม่ของเห็ดรานี ้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเห็ด
ขนาดใหญ่  ยงัไม่มีรายงานอย่างเป็นทางการที่ใช้ประกอบเป็นข้อมูลทางวิชาการของอุทยานฯ เลย  ซึ่ง
การศกึษาและการจดัจ าแนกชนิดของเห็ด  ท าให้เกิดประโยชน์ต่อชุมชน นกัท่องเที่ยว และผู้ สนใจทัว่ไปเพื่อ
เป็นความรู้ในการท่องเท่ียวเชิงนิเวศน์ได้     การศกึษาโดยอาศยัชมุชนเป็นผู้ ร่วมวิจยั ก็เป็นการน าภมิูปัญญา
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ของชุมชนมาใช้ได้อย่างเป็นระบบและมีการบนัทึกเป็นหลกัฐานการใช้ประโยชน์จากเห็ดได้ดีขึน้  ส่วนเห็ดท่ี
ชุมชนมีการน ามาใช้ในการเป็นสมุนไพร หรือการน ามาใช้ในด้านอ่ืนๆ ก็จะได้มีการศึกษาเพ่ิมเติมถึง
ศักยภาพในการน ามาใช้ประโยชน์เพ่ือเพ่ิมศักยภาพมากขึน้ โดยการน ามาศึกษาและเพาะเลีย้ง ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ เพ่ือเพ่ิมปริมาณการผลิต และน ามาสกดัเป็นสารบริสทุธ์ิท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ หรือน ามาใช้ในทาง
อตุสาหกรรมต่อไป  

ดังนัน้ผู้ วิจัยจึงมีความสนใจศึกษาการเก็บรวบรวมชนิดของตัวอย่างเห็ดป่า ในพืน้ที่ ท่ีศึกษา       
ท าการจดัจ าแนกชนิด  ท าการแยกและเพาะเลีย้งเส้นใยเห็ดตวัอย่างบางชนิด  และท าการทดสอบฤทธ์ิต้าน
แคนดิดา (Anticandida activity) ท่ีมีสมบติัในการท าลายหรือยบัยัง้การเจริญของเชือ้ยีสต์สาเหตุของโรคติด
เชือ้ราแคนดิดา  ตลอดจนหาค่าความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกัดหยาบ (crude extract)   ท่ีสามารถยบัยัง้
การเจริญของเชือ้แคนดิดาได้      ท าให้ได้ข้อมูลทางวิชาการเก่ียวกับลักษณะของเห็ดป่าชนิดต่างๆ           
การเพาะเลีย้งและเป็นแหล่งผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเชือ้แคนดิด้า และเล็งเห็นความส าคัญของเห็ดป่า ท่ี
จ าเป็นต้องอนุรักษ์เห็ดไว้ไห้ลูกหลานได้ใช้ประโยชน์ต่อไปในอนาคต ควบคู่กบัการอนุรักษ์ป่าไปพร้อมกนั
ด้วย   นอกจากนี ้ก็เป็นโอกาสความก้าวหน้าทางการแพทย์อีกก้าวหนึ่ง ท่ีจะก้าวต่อไป เพ่ือท่ีจะพฒันาน า
สารสกดัไปสกัดให้บริสุทธ์ิมากขึน้  น าไปใช้ในการรักษาโรคติดเชือ้แคนดิดาในอนาคตต่อไป  และเช่ือว่า
น่าจะเป็นงานวิจยัหนึง่ท่ีกระตุ้นให้มีการวิจยัเกี่ยวกบัเห็ดมากขึน้ 

 

วัตถุประสงค์  

1 เพ่ือส ารวจ เก็บรวบรวมและจ าแนกชนิดของเห็ดป่า ในเขตอุทยานแห่งชาติภูหินร่องกล้า 
จงัหวดัพิษณโุลก ในช่วงระหวา่งวนัที่ 1  ตลุาคม 2551 – 30  กนัยายน  2552 

2 เพื่อศกึษาการแยก และการเพาะเลีย้งเส้นใยของเหด็ป่าบางชนิด  
3 ท าการสกัดสารสกดัหยาบจากดอกเห็ด และการเพาะเลีย้งเส้นใยเห็ดในอาหารเลีย้งเชือ้

เหลวมาทดสอบฤทธ์ิต้านแคนดิดา  
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

อุทยานแห่งชาติภูหินร่องกล้า เป็นอุทยานแห่งชาติทางประวติัศาสตร์  ซึ่งมีสภาพธรรมชาติท่ี
สวยงามแปลกตาจุดเด่นท่ีน่าสนใจจึงแบ่งออกเป็น 2 ด้าน คือด้านประวติัศาสตร์  และด้านธรรมชาติท่ี
สวยงาม มีเขตพืน้ท่ีติดต่ออยู่ในจงัหวดัพิษณุโลก เพชรบูรณ์ และ เลย (รูปท่ี1.)   โดยเฉพาะเขตพืน้ท่ีท่ีอยู่ใน
จงัหวดัพิษณุโลก เป็นแหล่งก าเนิดของแม่น า้หลายสาย  ฝนตกชุกในฤดูฝน   ซึ่งพืน้ท่ีปกคลมุด้วยป่าไม้ 3 
ชนิด คือ ป่าเต็งรัง ป่าดิบเขา และป่าสน และ    มีลกัษณะภูมิประเทศ    โดยทัว่ไปเป็นเทือกเขาสลบัซบัซ้อน 
มีความสูงลดหลัน่ลงไปและเป็นแหล่งก าเนิดของแม่น า้หลายสาย  มีลักษณะภูมิอากาศหนาวเย็นเกือบ
ตลอดปี ฤดูร้อนอากาศจะเย็นสบาย ฝนตกชุกในฤดูฝน อณุหภมูิเฉลี่ยทัง้ปีประมาณ 18-25 องศาเซลเซียส 
ทรัพยากรทางธรรมชาติประกอบด้วยพืชพนัธุ์ไม้ สตัว์ป่า พันธ์ุกล้วยไม้ป่า ดอกไม้ป่าสวยงาม และมีสภาพ
ธรรมชาติท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเห็ดหลากหลายชนิด(1)    จากการได้ไปสมัผสับางโอกาสของผู้วิจยัใน
ฐานะนกัท่องเท่ียว  พบวา่สภาพของพืน้ท่ีป่าในอทุยานฯ มีการเจริญของเห็ดหลากหลายชนิด ซึง่สามารถพบ
เห็นเห็ดป่าหลายชนิดเจริญอยู่ทัว่ๆไปรอบท่ีพกั  แต่ยงัไม่มีรายงานเก่ียวกบัชนิดของเห็ดป่าในพืน้ท่ีดั งกลา่ว  
เผยแพร่สูส่าธารณชนเลย 

 
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที่ 1. แสดงแผนท่ีตัง้ของอทุยานแห่งชาติภูหินร่องกล้า จงัหวดัพิษณโุลก  
ที่มำ:    http://www.hamanan.com/tour/phitsanulok/mapphuhinrongkla.html(2)     
  http://travel.kapook.com/view8044.html (3)     

 
 
 

http://www.hamanan.com/tour/phitsanulok/mapphuhinrongkla.html
http://travel.kapook.com/view8044.html
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เห็ด จดัอยู่ในไฟลมั Basidiomycota เป็นส่วนของฟรุตติง้บอดี ้(fruiting body) หรือท่ีเรียกว่า เบ
สิดิโอคาร์บ(basidiocarp) ขนาดใหญ่ของรา  ส่วนของฟรุตติง้บอดีนี้ ้เป็นโครงสร้างท่ีประกอบด้วยเส้นใยอดั
รวมตัวกัน และเป็นส่วนท่ีสร้างสปอร์(basidiospore) ซึ่งเป็นหน่วยสืบพันธ์ุท่ีสามารถเจริญงอกเป็นเส้นใย
ต่อไปได้  ส่วนของฟรุตติง้บอดีมี้ลกัษณะได้หลายรูปแบบเช่น  บางชนิดมีรูปร่างลกัษณะคล้ายร่ม  ทรงกลม  
คล้ายถ้วย  คล้ายดอกไม้ เป็นต้น (4) เห็ดมีวงชีวิตและโครงสร้างของเห็ดโดยทั่วไปแสดงดังรูปท่ี 2. -3. เห็ด
สามารถเจริญได้บนดิน ตามขอนไม้ หรือกิ่งไม้ที่ตายแล้ว ใต้ต้นไม้ หรือเปลือกต้นไม้ต่างๆ เป็นต้น ซึง่จะช่วย
ย่อยสารอาหาร และหมุนเวียนธาตุอาหารให้กบัสิ่งแวดล้อม   และยัง  มีประโยชน์อื่นๆนานับประการ  เช่น
เป็นอาหารของมนุษย์ และ สตัว์  และมีหลายชนิดสร้างสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรค ทัง้แบคทีเรีย เชือ้รา ยีสต์ 
ไวรัส และมีคุณสมบัติในการสร้างสารให้สีย้อม สารให้กลิ่น และ สารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ (7,8,9)  การวิจัย
เกี่ยวกับเห็ดในประเทศไทยนับว่ายังน้อยอยู่มาก  แต่ถึงกระนัน้ก็ตามประเทศไทยก็ยงัมีการเพาะเห็ดเชิง
การค้ามากกวา่ประเทศใด ๆ  ในแถบเอเชียด้วยกนั  ยกเว้นญ่ีปุ่ นอาจารย์กา่น  ชลวิจารณ์เป็นท่านแรกท่ีริเร่ิม
ค้นคว้าทดลองท าหวัเชือ้เห็ดฟางจากการเจริญตามธรรมชาติ ตัง้แต่ปี  พ.ศ. 2480 เป็นต้นมา    จวบจน
ปัจจุบันเกษตรกรไทยในหลายจังหวดัสามารถเพาะเห็ดได้จ านวนมากจนกลายเป็นเห็ดเศรษฐกิจสามารถ
จ าหน่ายให้กับผู้บริโภคในท้องตลาดได้หลายชนิด  ได้แก่ เห็ดหูหนู  เห็ดฟาง  เห็ดนางฟ้า  เห็ดหอม  เห็ด
หอยนางรม  เห็ดหลินจือ (10)  นอกจากใช้เห็ดบางชนิดเพื่อการบริโภคแล้ว เห็ดบางชนิดสามารถใช้เป็น
สมุนไพรรักษาโรคได้อีกด้วย  ซึ่งได้รับความสนใจเป็นอย่างย่ิงในประเทศไทย  ได้แก่  เห็ดหลินจือ  ท่ีมี
สรรพคณุเป็นยาอายวุฒันะ  เห็ดหอมป้องกนัโรคมะเร็ง  (11,12,13,37)   

 
 
 

 

 
 
 
 

รูปที่ 2. แสดงลกัษณะโครงสร้างของเห็ด 
ที่มำ : http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/biobk/biobookdiversity_4.html(5)   

http://www.toxinology.com/fusebox.cfm?staticaction=poisonous_mushrooms/mushrooms 
idfile1.htm (6)   

 

http://www.emc.maricopa.edu/faculty/farabee/biobk/biobookdiversity_4.html
http://www.toxinology.com/fusebox.cfm?staticaction=poisonous_mushrooms/mushrooms%20idfile1.htm
http://www.toxinology.com/fusebox.cfm?staticaction=poisonous_mushrooms/mushrooms%20idfile1.htm
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รูปที่ 3. แสดงวงชีวิตของเห็ด 
ที่มำ : http://simon-watts.blogspot.com/2010_04_01_archive.html(14) 
 

 การเจริญของเห็ดโดยปกติในสภาพธรรมชาติแล้ว  มกัจะสร้างสารท่ีมีฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ท่ีมีฤทธ์ิ
มากน้อยต่างกนัแล้วแต่ชนิดของเห็ด    เพื่อต้านการเจริญของแบคทีเรีย เชือ้ราชนิดอ่ืนในธรรมชาติ    เพ่ือให้
เห็ดเจริญและสามารถมีชีวิตรอดในส่ิงแวดล้อมตามธรรมชาติได้    ถ้าได้มีการศึกษาการเพาะเลีย้งเชือ้ และ
สกดัสารส าคัญเหล่านี ้ ก็จะะเป็นประโยชน์ต่อมนุษย์ในด้านทางการแพทย์ และอื่นๆ ได้  (7)  ยีสต์แคนดิดา 
(Candida spp.)เป็นเชือ้ราเซลล์เด่ียว สืบพันธ์ุโดยการแตกหน่อ มีรูปร่างรี  โคโลนีสีครีม ดังรูปท่ี 4 ส่วน
Candida albicans  มีลกัษณะพิเศษสามารถสร้าง chlamydospore ท่ีมีรูปร่างกลมผนังหนา และ  
pseudohypha ดงัรูปท่ี 5. ท าให้ยีสต์ชนิดนีส้ามารถบุกรุกสูช่ัน้ epithelial cell ของ host ได้ดีกว่ายีสต์ชนิด
อ่ืนๆ ยีสต์ชนิดนีเ้ป็นเชือ้สาเหตุของโรคติดเชือ้ราแคนดิดา (Candidiasis) (16)    การอบุติัการเกิดโรคของโรค
ติดเชือ้ราแคนดิดา มีผลคุกคามมากขึน้เร่ือยๆในแต่ละปีของประชากรชาวไทย   และ ส่งผลต่อสขุภาพของ
คนไทยได้ทกุเพศทกุวยั ในสภาพปัจจบุนั  โรคติดเชือ้ราแคนดิดา (Candidiasis) เป็นโรคแทรกซ้อนชนิดหนึ่ง
ท่ีพบมากในผู้ มีความต้านทานต ่า เช่น ผู้ ป่วยโรคเอดส์ ผู้ ป่วยโรคเบาหวาน ผู้หญิงตัง้ครรภ์ ผู้ ป่วยท่ีได้รับ
ยาสเตอรอยด์ คนชรา เด็กทารก และจดัเป็น normal flora  ชนิดหนึ่ง เป็นต้น โรคติดเชือ้ราแคนดิดา สาเหตุ
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เกิดจากเชือ้ Candida albicans และสายพนัธ์ุอ่ืนๆ เช่น C. tropicalis  และ C. krusei   ผู้ป่วยมกัมีอาการ
ได้หลายรูปแบบ เช่นเป็นฝ้าขาว (Thrush)ในปาก หรือผื่นแดง (Erythematous Candidiasis) มกัจะเกิดท่ี
เยื่อบุในปาก เพดานปากและลิน้ ในปากบางคนมีลกัษณะปากนกกระจอก อาการในผู้ป่วยบางรายอาจจะมี
อาการ กลืนอาหารล าบาก เจ็บคอ ฝ้าขาวท่ีคอ ลิน้   และช่องคลอด มีการตกขาวคนัช่องคลอด  เป็นๆหายๆ 
ยงัไมมี่วิธีป้องกนัการรับเชือ้ และเชือ้สาเหตขุองโรคนีก้็มกัเกิดการดือ้ยาเพิ่มขึน้ด้วย (15,16)   

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4. ก. ลกัษณะโคโลนีของ Candida albicans บนอาหารเลีย้งเชือ้ Sabouraud dextrose broth    
 ข. ลกัษณะ budding cell ของ Candida albicans   
ที่มำ : http://m.eb.com/assembly/117167(17)   

: http://www.graphicshunt.com/health/images/candida_albicans-667.htm(18)   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 5. ก. ลกัษณะ chlamydospore (C) และ pseudohypha (P) ของ Candida albicans 
  ข. รอยแผน่ฝ้าลกัษณะเป็นปื้น บนลิน้ของผู้ป่วยโรค candidiasis 
ที่มำ : http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2009/12/candida-albicans.html(19)   

: http://www.modernmedicalguide.com/candidiasis/(20)   
 

ก ข 

http://m.eb.com/assembly/117167
http://www.graphicshunt.com/health/images/candida_albicans-667.htm
http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2009/12/candida-albicans.html
http://www.modernmedicalguide.com/candidiasis/
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การวิจัยเก่ียวกบัความหลากหลายของเห็ดในประเทศไทยนับว่ายงัอยู่น้อยมาก  จากการรายงาน
ของ อนิวรรต และคณะ ได้ศึกษาความหลากหลายของเห็ดราท าลายไม้ในระบบนิเวศไม้วงศ์ไม้ยางท้องท่ี
เขตรักษาพนัธุ์สตัว์ป่าแม่น า้ภาชี จังหวดัราชบุรี โดยท าการส ารวจความหลากหลายของเห็ดราท าลายไม้  
(Wood-destroying fungi) ในระบบนิเวศป่าไม้ที่มีไม้วงศ์ไม้ยางเป็นองค์ประกอบ ระหว่างเดือนพฤษภาคม 
2541 พบเห็ดราท าลายไม้ในบริเวณท้องท่ีศึกษาซึง่เป็นป่าดิบแล้ง, ป่าเบญจพรรณ และป่าเต็งรัง ท่ีมีไม้วงศ์
ไม้ยางเป็นองค์ประกอบจ านวน 2 ไฟลมั (Phyla), 10 ล าดบั (Orders), 15 วงศ์ (Families), 30 สกุล 
(Genera), รวมทัง้สิน้ 37 ชนิด (Species) (21)      หนึ่งได้รายงานความหลากหลายของเห็ดท่ีบริโภคได้ในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยจากการเก็บตัวอย่างเห็ดป่าท่ีบริโภคได้ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
ทัง้หมด พบว่าสามารถจ าแนกได้ทัง้สิน้ 9 จีนัส ได้แก่ Russula, Boletus, Suillus, Latarius, 
Termitomyces, Amanita,Cantharellus, Tricholoma และ Astraeus อย่างไรก็ตามพบว่าในกลุ่มจีนัส 
Russula และ Boletus มีความหลากหลายในระดบั species สงูที่สดุ (22)   ธีรวฒัน์และคณะ(2547)ได้
ส ารวจ ความหลากหลายของเห็ดในพืน้ท่ีเขตรักษาพนัธ์ุสตัว์ป่าเขาอ่างฤาไนผลการส ารวจและเก็บตวัอย่าง
เห็ดในพืน้ท่ีเขตรักษาพนัธ์ุสตัว์ป่าเขาอ่างฤาไน ระหว่างเดือนพฤษภาคมถงึเดือนกรกฎาคม 2547 ได้จ านวน 
329 หมายเลข โดยจดัจ าแนกเป็นเห็ดอยู่ในกลุ่มราเมือก Myxomycetes จ านวน 1 วงศ์ 1 สกลุ 1 ชนิดได้แก ่
Stemonitis sp. เป็นต้น  เห็ดในกลุ่ม Ascomycetes จดัจ าแนกอยู่ใน 5 วงศ์ 9 สกลุ 12 ชนิด ได้แก ่
Cordyceps sp., Scutellinia sp.,Cookeina sulcipes, C. tricholoma, Galiella celebica, Daldinia 
concentrica, Entonema liquescens, Hypoxylon sp., Poronia gigantean, Xylaria allantoide, X. 
ianthio-velutina และ X. obovata เป็นต้น เห็ดในกลุ่ม Basidiomycetes จดัจ าแนกอยู่ใน 32 วงศ์ 51 สกลุ 
67 ชนิด (23) 

Jonathan S.G. และ I.O.Fasidi (2003) รายงานว่าเห็ดลูกฝุ่ นบางสายพันธ์ุในประเทศไนจีเรีย
สร้างสารท่ี มีฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย เชือ้รา และยีตส์ Candida albicans ได้(8)   ส่วนรายงานอ่ืนๆท่ีได้ศึกษา
สารสกดัจากเห็ดท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของ Candida sp. เช่น สารสกดั polysaccharide lentinan ท่ีสกดั
ได้จากเห็ดหอม และschizophyllan จากเห็ดตีนตุ๊กแก (24)   Nora Hatvani  (2001)  ได้เพาะเลีย้งเส้นใยของ
เห็ด Lentinus edodes   ในอาหารเหลว  แล้วท าการสกัดส่วนน า้เลีย้งด้วย chloroform :methanol  
อตัราสว่น  9:1 แล้วน าสว่น chloroform fraction  ไประเหยให้แห้ง น าสารสกดัท่ีได้มาทดสอบการยบัยัง้การ
เจริญของเชือ้แคนดิดา พบว่า สารสกัดดังกล่าวมีฤทธ์ิยับยัง้การเจริญของแคนดิดาได้ (25)  นอกจากนี ้
Turkoglu และคณะ (2007) ยงัพบว่าสารสกดั ท่ีได้จากการสกดัดอกเห็ด Laetiporus sulphureus  ด้วย 
ethanol  มีฤทธ์ิยบัยัง้แคนดิดาได้ดีมาก  ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางของ clear zone เท่ากบั  21 mm  (26)   
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ดงันัน้การวิจยันีจ้ึงต้องการท าการส ารวจความหลากหลายของเห็ดป่าในพืน้ท่ีท่ีศึกษา ท าการจัด
จ าแนกชนิด   การรวบรวมตัวอย่างเห็ด  และท าการสกดัสารจากเห็ด    แล้วน ามาทดสอบฤทธ์ิต้านยีสต์
แคนดิดา ท่ีมีสมบัติในการท าลายหรือยับยัง้การเจริญของเชือ้ยีสต์สาเหตุของโรคติดเชือ้ราแคนดิดา  
นอกจากนีย้งัทดสอบฤทธ์ิต้านแคนดิดาจากการเพาะเลีย้งเส้นใยเห็ดป่า      ตลอดจนหาค่าความเข้มข้น
ต ่าสุดของสารสกัดหยาบ (crude extract)   ท่ียับยัง้การเจริญของเชือ้แคนดิดาได้     การวิจัยนี  ้จึงมี
ความส าคญัมากท่ีจะได้ข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์หน่วยงานหลกั  และหน่วยงานสนับสนุนในเชิงวิชาการ และ
ผู้สนใจอื่นๆ   ดงันัน้คณะผู้วิจยั จงึมีความตัง้ใจที่จะท าโครงการวิจยัครัง้นีข้ึน้  
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บทที่ 32 
วัสดุอุปกรณ์ สำรเคมี และ วิธีกำรวิจยั 

 
อำหำรเลีย้งเชือ้ 

เป็นอาหารเลีย้งเชือ้จากบริษัท Merck (Germany) ได้แก่ Potato dextrose broth , Sabouraud 
dextrose broth, Glucose ,Polypeptone ,Yeast extract และ Agar 
สำรเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 
  Ethanol 95% (โรงงานสุรา องค์การสุรา กรมสรรพสามิต  ส่วนสารเคมีจากบริษัท Merck 
(Germany) ได้แก ่Nystatin, Methanol, Chloroform, Ethyl acetate, Dimethyl sulfoxide และ Iodine 

วสัดอุปุกรณ์ ได้แก่  
Paper disc    Filter paper Whatman No.1  
Spore color chart     Test tube   
Petri disc     Micropipette   
Digital vernier caliper  Microscope  
Autoclave   Reciprocal shaker   

  Incubator    Test tube      
 pH meter     Beaker 

Computer   Erlenmeyer flask  
Laminar flow    Magnetic stirrer     
Steriomicroscope   Rotary evaporator   
Separating funnel   Vial       
Microtiter plate    TLC plate       
TLC tank    Hand Lens       
Volumetric flask  ขวดเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Duran   

กลอ่งพลาสติกใสบรรจตุวัอย่างเห็ด 
เคร่ืองอบผลไม้แห้งขนาดเลก็ (ไว้ส าหรับอบตวัอย่างเห็ดเวลาออกภาคสนาม)  

เชือ้ยีสต์ทดสอบ 
Candida albicans ATCC 90028 
C. tropicalis 
C. krusei    
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วิธีกำรวิจัย  
1. ท าการส ารวจ   รวบรวมตัวอย่างเห็ดป่าในเขตอุทยานแห่งชาติภูหินร่องกล้าทัง้ 3 ช่วงฤดู  คือ  ฤดู
ฝน ฤดูร้อน และฤดูหนาว  บริเวณเส้นทางเดินศึกษาธรรมชาติ จ านวน 17 จุด โดยการสุ่ม   ท าการ
บนัทึกภาพด้วยกล้องถ่ายรูป บนัทึกข้อมลูลกัษณะทางสณัฐานวิทยาต่าง ๆ ทัง้ลกัษณะท่ีมองเห็นได้ด้วยตา
เปลา่   และลกัษณะท่ีเห็นภายใต้กล้องจลุทรรศน์ สภาพถ่ินก าเนิด โดยการเก็บรวบรวมตวัอย่างสองเดือนต่อ 
1 ครัง้ จ านวนทัง้หมด 6  ครัง้ เป็นระยะเวลานาน 12  เดือน  
2. ศึกษาการจัดจ าแนกชนิดเห็ดป่า  โดยศึกษาจากลักษณะรูปร่าง   โครงสร้าง ต่างๆของดอกเห็ด 
ขนาด   สี   กลิ่น ถ่ินก าเนิดอาศยั ของ  fruiting body   ลกัษณะ Basidium สี รูปร่างสปอร์   รวมทัง้ข้อมลู
อ่ืนๆ ท่ีส าคญัท่ีใช้ประกอบในการคีย์ (27-32, 39-48,50)     
3. น าตวัอย่างเห็ดบางชนิดที่มีขนาดใหญ่ และมีเนือ้เยื่อหนาเพียงพอท่ีสามารถท าการแยกเส้นใย  เพ่ือ
เลีย้งเนือ้เย่ีอบนอาหารเลีย้งเชือ้ได้   แล้ว subcultureให้เป็นเชือ้บริสทุธ์ิบนอาหารเลีย้งเชือ้ Potato dextrose 
agar (33,43)  
4. ท าการเพาะเลีย้งเส้นใยเห็ดบริสทุธ์ิที่สามารถแยกได้บางชนิด บนจานอาหารเลีย้งเชือ้ PDA แล้วบ่ม
ท่ีอณุหภูมิห้องประมาณ 7-10 วนั ใช้ cork borer ตดัเป็นเชิน้ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 6 มิลลิเมตร 
แล้วถ่ายเฃือ้ลงในอาหารเหลว PDB และ  GYP ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร   บ่มเพาะเลีย้งเส้นใยท่ีอณุหภูมิห้อง บนเคร่ืองเขย่าท่ีมีความเร็ว  120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 
วนั  จากนัน้กรองเอาส่วนน า้เลีย้ง  เก็บไว้ในตู้ เย็น 4 องศาเซลเซียส ส าหรับไว้คัดเลือกส่วนน า้เลีย้งของ
ตวัอย่างเห็ดท่ีมีฤทธ์ิต้านแคนดิดา  
5. ส่วนดอกเห็ดท่ีเก็บรวบรวมได้ทัง้หมด หลงัจากท าการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาแล้วน าไป
อบแห้งใน hot air oven ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนแห้งสนิท (ประมาณ 3-5 วนั) จากนัน้ น าไปบดให้
ละเอียดด้วย stone motorized grinder แล้วน าผงละเอียดไปสกดัด้วยตวัท าละลาย 3  ชนิด คือ methanol , 
Ethyl acetate และ chloroform  2.5 กรัม/100 มิลลิลิตร (W/V) (25,34)  จากนัน้กรองเอาส่วน organic solvent  
เกบ็ไว้ในตู้ เย็น 4 องศาเซลเซียส ส าหรับไว้คดัเลือกตวัอย่างเห็ดท่ีมีฤทธ์ิต้านแคนดิดา 
6. น าส่วนที่ได้จากข้อ 4 และ 5  ของตัวอย่างเห็ดแต่ละชนิด มาทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การเจริญของเชือ้
แคนดิดา แล้วท าการทดสอบฤทธ์ิต้านแคนดิดา โดยวิธี  agar paper disc diffusion method(35)   ใช้เชือ้
ทดสอบยีสต์   3   สายพนัธ์ุ คือ    Candida albicans,  C. krusei  และ  C. tropicalis  

6.1 โดยท าการถ่ายเชือ้ทดสอบจาก stock culture แต่ละชนิด  มาเพาะเลีย้งใน Petri disc ท่ี
บรรจอุาหารเลีย้งเชือ้ Sabouraud dextrose agar (SDA)  เป็นเวลา 24  ชัว่โมง  
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6.2 จากนัน้ถ่ายเชือ้ทดสอบลงในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเลีย้งเชือ้  Sabouraud dextrose 
broth (SDB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ท าการบ่มเชือ้ทดสอบที่อุณหภูมิห้องบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 120 
รอบต่อนาที เป็นเวลาประมาณ 18-20 ชัว่โมง 

63  ท าการตรวจนบัจ านวนเซลล์ที่ได้จากข้อ 6.2 ด้วย Hematocytometer และท าการเจือจาง 
cell suspension ด้วย SDB ให้มีปริมาณเซลล ์ใน cell suspension สดุท้ายประมาณ 1x106 เซลล์/มิลลิลติร  

6.4 น า cell suspension ท่ีได้จากข้อ 6.3 มาเกล่ีย (swab) บนจานอาหารเลีย้งเชือ้ SDA  น า
สารสกดัของเห็ดแต่ละชนิดท่ีได้ในขัน้ตอนท่ี  4 และ 5  ปริมาตร 15 ไมโครลิตร    ไปหยดลงบน paper disc 
(ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร)  ท่ีผา่นการท าให้ปราศจากเชือ้แล้ว   

6.5 จากนัน้วาง Paper disc ท่ีได้หยดสารละลายสารสกัดเห็ดแล้ว ปล่อยทิง้ไว้ให้แห้งใน  
chamber ของ Laminar flow   แล้วน า Paper disc เหลา่นี ้มาวางบน Petri disc ท่ีบรรจุอาหารเลีย้งเชือ้ 

Sabouraud dextrose agar (SDA) แล้วท าการบ่มในตู้บ่มท่ีอณุหภมิู 30C เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ท าการ
บนัทึกผล วดัขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใส (clear zone หรือ  inhibition zone) ท่ีเกิดขึน้ด้วย digital 
vernier caliper  มีหน่วยเป็นมิลลิเมตร 
7. ท าการทดสอบมาทดสอบหาค่า MIC (Minimal Inhibitory Concentration) ของสารสกดัหยาบท่ี
แยกได้  โดยวิธี broth  dilution  method (15)  

7.1 โดยคดัเลือกสารสกดัเห็ดท่ีให้ผลการทดฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ทดสอบ ท่ีมีวงใส
กว้างมากท่ีสุด มาหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัดเห็ดท่ีมีฤทธ์ในการการยับยัง้การเจริญของเชือ้
ทดสอบ   โดยท าการเตรียมสารสกัดเห็ดท่ีได้จากข้อ 4 และ 5 มาท าให้แห้งโดยใช้ rotary evaporator  
เพ่ือให้ได้ crude extract แล้วจึงน า crude extract มาละลาย ด้วยน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร  และผสมกบัอาหารเลีย้งเชือ้ SDB ท่ีมีความเข้มข้นสองเท่า ท่ีบรรจุในหลอดทดลองมีปริมาตร  
1 มิลลิลิตร   จ านวน 1 หลอด (หลอดท่ี 1)  จากนัน้เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ SDB ท่ีมีความเข้มข้นปกติ  และมี  
cell suspension ของเชือ้ทดสอบอยู่ประมาณ 1x108  เซลล์ต่อมิลลิลิตร  อีกจ านวน 8 หลอดๆละ 1 
มิลลิลิตร   รวมหลอดทดลองทัง้ชุดมี   9 หลอด   

7.2 ท าการถ่ายสารละลายจากหลอดทดลองที่ 1  ลงในหลอดทดลองท่ี  2 ท่ีบรรจุอาหารเลีย้ง
เชือ้ SDB ท่ีมีความเข้มข้นปกติ  และมี  cell suspension ของเชือ้ทดสอบอยู่ประมาณ 1x108  เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าหลอดทดลองด้วย vortex จากนัน้ ถ่ายสารละลายจากหลอดทดลองท่ี  
2  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลองท่ี  3  เขย่าหลอดทดลองด้วย vortex  ท าเช่นเดียวกนันีไ้ปตลอด
จนถึงหลอดท่ี  8  แล้วถ่ายสารละลายจากหลอดท่ี 8  ทิง้ไป 1 มิลลิลิตร   ดังนัน้ จะได้ความเข้มข้นของสาร



 12 

สกดัเห็ดลดลงคร่ึงหนึ่งในแต่ละหลอดทดลอง และหลอดที่ 9 เป็นหลอดควบคุมท่ีมีเฉพาะเชือ้ทดสอบอย่าง
เดียว   การปฏิบติัต้องท าด้วยความระมดัระวงัโดยใช้เทคนิคปลอดเชือ้ (Aseptic technique) ในทกุขัน้ตอน    

7.3 น าชุดหลอดทดลองนีท้ัง้ 9  หลอดไปบ่มท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
แล้วตรวจเช็คการเจริญของเชือ้ทดสอบโดยการดูความขุ่นที่ความเข้มข้นต่างๆของแต่ละหลอดทดลอง  
บนัทึกระดับความเจือจางของสารสกดัเห็ดสูงสดุที่ไม่มีการเจริญของเชือ้ทดสอบหรืออาหารเลีย้งเชือ้ไม่ขุ่น 
เป็นค่า MIC   
8. น าสารสกดัเห็ดท่ีให้ผลการทดลองดีท่ีสดุในการทดลองขัน้ตอนท่ี 6    มาท าการแยกสารด้วยเทคนิค 
โครมาโตกราฟีแบบแผน่บาง (Thin layer Chromatography, TLC) (30)  และตรวจสอบ active fraction ของ
สารสกดัเห็ดท่ีแยกได้โดยวิธี  Bioautography  
  8.1  spot ตวัอย่างสารละลายสารสกดัเห็ดบนแผน่กระจก TLC ท่ีเคลอืบด้วย silica gel  ท า
หน้าท่ีเป็น stationary phase น าแผน่ TLC หย่อนลงใน chamber ท่ีมีสว่นผสมของสารละลายที่ท าหน้าท่ี
เป็นเฟสเคล่ือนที่ (mobile phase) คือ chloroform : methanol 10:1 อย่างช้าๆ ในแนวด่ิง ด้วยความ
ระมดัระวงั โดยให้มีหยดสารสารสกดัเห็ดอยู่เหนือระดบัสารละลายของเฟสเคล่ือนที่ ปิดฝาchamber  แล้ว
รอจนสารละลายเคล่ือนท่ีถงึระดบัท่ีต้องการ คือประมาณ 0.5 ซม.จากขอบบนของแผน่ TLC  ต าแหน่งนี ้
เรียกวา่ solvent front  ยกแผน่ TLC ออก รีบท าเคร่ืองหมายตรง solvent front ปล่อยทิง้ไว้ให้แห้ง 2 – 3 
นาที   ท าการบนัทกึผลต าแหน่งสารจากการน าไปสอ่งด้วยแสงอลัตราไวโอเลต แล้วท าเคร่ืองหมายรอบจดุ
ทบึแสง และ/หรือ  สเปรย์ด้วยสารละลายไอโอดีน  บนัทกึระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี  แล้วค านวณค่า Rf  แต่ละ 
fraction ท่ีแยกได้ 
  8.2  การตรวจสอบ active fraction ของสารสกดัเห็ดท่ีแยกได้โดยวิธี  Bioautography  โดยการ
น า cell suspension ท่ีมีความเข้มข้นของเซลล์เท่ากบั 1x106 เซลล์/มิลลิลิตร ของเชือ้ทดสอบแต่ละชนิด 3 
มาเกล่ีย (swab) บนจานอาหารเลีย้งเชือ้ SDA แล้วน าแผ่น TLC ท่ีหยดสารละลายสารสกดัเห็ด และผ่าน
การชะด้วย mobile phase และปล่อยทิง้ไว้ให้ mobile phase แห้งสนิทแล้ว มาวางนาบบนผิวหน้าอาหาร
เลีย้งเชือ้ SDA โดยให้ด้านท่ีเคลือบด้วย silica gel ติดกบัผิวหน้าอาหารเลีย้งเชือ้ ทิง้ไว้ประมาณ 30 นาที 
แล้วยกแผน่ TLC ออก  น าจานอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีรอยของสารตวัอย่างเห็ดแต่ละ fraction อยู่  ไปบ่มในตู้

บ่มอุณหภูมิ  30C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ท าการบันทึกผลโดยการตรวจดูวงใส (clear zone หรือ  
inhibition zone) ท่ีเกิดขึน้ในแต่ละ fraction  
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บทที่ 43 
ผลกำรวิจัยรด ำเนินงำน ปัญหำและอุปสรรค 

 
 
1. ผลกำรส ำรวจ   รวบรวมตัวอย่ำงเหด็ป่ำในเขตอุทยำนแห่งชำตภูิหนิร่องกล้ำ 

จากการส ารวจ  และรวบรวมชนิดตัวอย่างเห็ดป่าในบริเวณป่าสนบริเวณบ้านพัก บริเวณเส้นทาง
เดินเท้าศึกษาธรมมชาติไปสู่ลานหินปุ่ ม ผาชูธง ท่ีหลบภัยทางอากาศ  และส านักอ านาจรัฐ แบบสุ่ม ของ
อุทยานแห่งชาติภูหินร่องกล้า  ดังรูปที่  6. จ านวนัง้หมด 14 จุด  ในฤดูฝน ฤดูร้อน และฤดูหนาว     
บนัทึกภาพด้วยกล้องถ่ายรูป บนัทึกข้อมลูลกัษณะทางสณัฐานวิทยาต่าง ๆ ทัง้ลกัษณะท่ีมองเห็นได้ด้วยตา
เปล่า   และลกัษณะท่ีเห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สภาพถ่ินก าเนิด  ส ารวจตวัอย่างเห็ดทัง้หมดได้ 69 ชนิด  
ดงัตารางที่ 1. 
 
ตำรำงที่ 1. แสดงจ านวนตวัอย่างเห็ดทัง้หมดท่ีส ารวจได้ในแต่ละฤดู 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หมำยเหตุ เห็ดบางชนิดพบได้มากกวา่ 1 ฤดู 
 
 
 
 
 

ช่วงเวลำ จ ำนวนตัวอย่ำงเห็ด (ชนิด) ร้อยละ(%) 
ฤดหูนาว 
พฤศจิกายน 2551-กุมภาพนัธ์ 
2552 

23 33.33 

ฤดรู้อน 
มีนาคม - มิถนุายน 2552 

9 13.04 

ฤดฝูน 
กรกฏาคม- ตลุาคม 2552 

46 66.66 

มีจ ำนวนตัวอย่ำงทัง้หมด 69 100 
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Formatted: Font: (Default) Cordia
New, 18 pt, Complex Script Font:
Cordia New, 18 pt

Formatted: Font: (Default) Cordia
New, 18 pt, Complex Script Font:
Cordia New, 18 pt

Formatted: Normal, Centered

Formatted: Normal



 14 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6. แสดงต าแหน่งบริเวณเก็บตวัอย่างเห็ดป่าในพืน้ที่อทุยานแห่งชาติภหูินร่องกล้าจ านวน 14 จดุ 
 
2. ผลกำรศึกษำกำรจัดจ ำแนกชนิดเหด็ป่ำ   

การศึกษาการจัดจ าแนกชนิดเห็ดป่าโดยศึกษาจากลกัษณะรูปร่าง   โครงสร้างต่างๆของดอกเห็ด 
ขนาด   สี   กลิ่น ถ่ินก าเนิดอาศยั ของ  fruiting body   ลกัษณะ Basidium สี รูปร่างสปอร์   รวมทัง้ข้อมลู
อ่ืนๆ ท่ีส าคัญท่ีใช้ประกอบในการคีย์ เอกสารท่ีใช้ส าหรับการจัดจ าแนกชนิด ได้แก่เอกสารอ้างอิง ล าดับท่ี 
27-32 และ  39-48   สามารถจ าแนกชนิดได้  25  family จดัอยู่ในไฟลมั Basidiomycota จ านวน 22 family 
และ Ascomycota จ านวน 3 family  และไม่สามารถบ่งบอกชนิดได้  จ านวน 3 ตัวอย่าง  ดงัแสดงผลใน
ตารางท่ี 2.  และรูปท่ี 7.-15. 
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ตำรำงที่ 2. จ านวน วงศ์ และ ชนิด ของเห็ดราท่ีพบในไฟลมั Basidiomycota และ Ascomycota ท่ีส ารวจ
พบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า ในระหวา่ง ธนัวาคม 2551– ธนัวาคม 2552 

Phylum  Family ตัวอย่ำง 
Basidiomycota Polyporaceae 

 
 

Polyporus sp. PHK 24 
Fomes sp. 
Pycnoporus sanguineus 
Microporus xanthopus 
Microporus sp. 
Fomes sp. 
Lentinus polychrus 
Lentizites sp. 
Trametes sp. 

Sclerodermataceae Scleroderma citrinum 
Scleroderma flavidum 
Scleroderma polyrhizum 

Lycopodaceae Lycopodon sp. 

Geastraceae Geatrum sp. 
Agaricaceae Chlorophyllum molybdites 

Agaricus sp. 
Lepiota spp. 
Leucolepiota sp. 
Macrolepiota sp. 

Cortinariaceae Cortinarius sp. 
Inocybe sp. 

Coprinaceae Coprinus sp. 

Cantharellaceae Cantharellus   sp. 
Amanitaceae Amanita hemibapha 

Amanita pantherina 
Amanita spp. 
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ตำรำงที่ 2. จ านวน วงศ์ และ ชนิด ของเห็ดราท่ีพบในไฟลมั Basidiomycota และ Ascomycota ท่ีส ารวจ
พบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า ในระหวา่ง ธนัวาคม 2551– ธนัวาคม 2552 (ต่อ) 

Phylum  Family ตัวอย่ำง 
Basidiomycota(ต่อ)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ganodermataceae Ganoderma lucidum 
Ganoderma spp. 
Amauroderma rude 

Russulaceae 
 
 

Russula spp. 
Russula mairei 
Lactarius hatsudake 
Lactarius deliciosus 

Schizophyllaceae Schizophyllum commune 

Coriolaceae Coriolus veriscolor 
Nidulaceae Cyathus straitus 
Steraceae Stereum ostrea 

Dacrymycetaceae Calocera viscosa 
Dacryopinax spathularia 

Marasmiceae Miramius spp.  
Armillariella sp. 
Marasmiellus sp. 
Omphalotus sp. 

Fomitopsidaceae Fomitopsis sp. 
Thelephorace Thelephora vialis. 
Boletaceae Boletus spp. 

Boletellus sp. 
Heimiella sp. 
Phylloporus sp. 
Tylopius chromopes 

Suilaceae Suillus intermedius 
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ตำรำงที่ 2. จ านวน วงศ์ และ ชนิด ของเห็ดราท่ีพบในไฟลมั Basidiomycota และ Ascomycota ท่ีส ารวจ
พบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า ในระหวา่ง ธนัวาคม 2551– ธนัวาคม 2552 (ต่อ)   

Phylum  Family ตัวอย่ำง 
Basidiomycota(ต่อ)   
 
 
 
 

Tricholomataceae Termitomyces eurrhiza 
Termitomyces clypeatus 
Hygrocybe sp. 
Lepista sp. 
Macrocybe sp. 
Xeromphlina sp. 

Unidentified  3 ตวัอย่าง 

Ascomycota  
 

Xylariaceae 
 

Xylaria sp. 
Daldinia concentrica 

Leotiaceae Leotia sp. 
Helvellaceae Helvella sp. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 

3 

2 

4 
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รูปที่ 7. ตวัอย่างเห็ดสกุล Amanita spp. ท่ีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า (1) Amanita sp.1  

(2) Amanita hemibapha  (3) Amanita sp.2 (4)  Amanita pantherina 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8. เห็ดกระด้างท่ีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภูหินร่องกล้า (1) Ganoderma lucidum  

(2)Fomitopsis sp.  (3) Ganoderma applanatum   (4) Trametes sp.  (5) Lentizite vespacea  
(6) Amauroderma rugosum  

 
 

1 2 

3 

5 

4 

6 
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รูปที่ 9.  เห็ดโคนที่ส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภหูินร่องกล้า (1) Termitomyces  eurrhiza และรังปลวก                

(2) Termitomyces eurrhiza (3) Termitomyces clypeatus 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 

2 3 

1 2 
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รูปที่ 10. เห็ดในวงศ์ beletaceae ท่ีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า (1)   Boletus sp.               
    (2) Boletus chromapes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 11.  เห็ดในวงศ์ russulaceae ทีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า (1) Russula sp.             
     (2) Russula fragilis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 

1 
2

 
2  

3 4 



 21 

รูปที่ 12. Coral fungi ท่ีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า (1) Thelephora vialis. (2) Pterula       
  verticella  (3)  Unidentified (4) Scyntinoogon angulisporus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13.  เห็ดกระด้างท่ีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภูหินร่องกล้า (1)Stereum ostrea  (2) Microporus      

1 

2 

3 
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     xanthopus  (3) Pycnoporus sanguineus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14.  Coral fungi ท่ีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า (1) Thelephora vialis.  
               (2) Pterula verticella  (3)  Unidentified (4)  Scyntinoogon angulisporus 
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รูปที่ 15.  เห็ด class  Gasteromycetes  ท่ีส ารวจพบในอทุยานแห่งชาติภหิูนร่องกล้า (1) Scleroderma    
             polyrhizum  (2) Scleroderma sinnamariense  (3) Lycopodon sp.  
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3. ผลกำรเพำะเลีย้งเส้นใยเห็ดให้บริสุทธิ์บำงชนิด และกำรสกัดตัวอย่ำงเห็ด (ดอกเห็ด) ต่อ
ฤทธิ์ต้ำนแคนดดิำ   

การเพาะเลีย้งเส้นใยเห็ดบริสทุธ์ิท่ีสามารถแยกได้  10  ชนิด  เม่ือน ามาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้
กึ่งสงัเคราะห์ ในอาหารเหลว PDB และ  GYB  ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร   บ่มท่ีอณุหภูมิห้อง บนเคร่ืองเขย่าที่มีความเร็ว  120 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 15 วนั  จากนัน้กรอง
เอาสว่นน า้เลีย้ง  น ามาทดสอบเพ่ือคดัเลือกฤทธ์ิต้านแคนดิดา   

ส่วนดอกเห็ด(basidiocarp)ท่ีเก็บรวบรวมน าไปอบแห้งใน hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส จนแห้งสนิท (ประมาณ 3-5 วนั) จากนัน้ น าไปบดให้ละเอียดด้วย stone motorized grinder แล้ว
น าผงละเอียดปริมาณ 2.50 กรัม/100 มิลลิลิตร (W/V)ไปสกัดด้วยตัวท าละลาย 3  ชนิด คือ methanol , 
Ethyl acetate และ chloroform  น าสว่น organic solvent fraction  น ามาทดสอบเพ่ือคดัเลือกฤทธ์ิต้าน
แคนดิดา โดยวิธี  agar paper disc diffusion method(14)   ใช้เชือ้ทดสอบยีสต์   3   สายพันธ์ุ คือ    
Candida albicans,  C. krusei  และ  C. tropicalis   วดัขนาดของเส้นผ่าศูนกลางของวงใสรอบ paper 
disc มีหน่วยเป็นมิลลิเมตร พบว่าสารสกดัจากดอกเห็ด 10 ชนิด ท่ีมีฤทธ์ิต้านต้านแคนดิดาสงูสดุในแต่ละ
ชนิดของตวัท าละลาย  ดงัตารางท่ี 3. 
 
4. ผลท ำกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนแคนดดิำ  

จากผลการคดัเลือกการทดสอบฤทธ์ิต้านแคนดิดาโดยวิธี  agar paper disc diffusion method ต่อ
เชือ้ทดสอบยีสต์   3   สายพนัธ์ุ ท่ีมีเส้นผา่ศูฯย์กลางของวงใสมากท่ีสดุ ในตารางท่ี 3. โดยน าผงละเอียดของ
ตวัอย่างเห็ดแห้ง ปริมาณ 2.5 กรัม/100 มิลลิลิตร (W/V) และน า้เลีย้งจากเส้นใย อตัราส่วน 1: 1 (v/v) มา
สกดัด้วยตวัท าละลาย 3  ชนิด คือ methanol , Ethyl acetate และ chloroform  น าสว่น organic solvent 
fraction  แล้วมาระเหยให้แห้งด้วย rotary evaporator ได้ สารสกดัหยาบ (crude extract) น ามาหาค่า MIC 
(Minimal Inhibitory Concentration) โดยวิธี broth  dilution  method  และน าสารสกดัหยาบมาศึกษาแยก
ส่วนของสารท่ีมีฤทธ์ิต้านแคนดิดา โดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) และ น าโครมาโตแกรมที่
ได้มาศกึษาหาค่า Rf ของ active fraction โดยวิธี Bioautography  ได้ผลดงัรูปท่ี 16. 
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ตำรำงที่ 3. แสดงผลของฤทธ์ิต้านแคนดิดาของน า้สกดัของของเส้นใย และน า้สกดัของดอกเห็ด  
                  (ชนิดของตวัท าละลาย) 
 
Family 

 
ตัวอย่ำง 

Anticandida activity 
Diameter of Inhibition zone(mm) 

basidiocarps extract mycelium  broth 
PDB GYB 

Polyporaceae Polyporus sp. PHK 24 15.0 (M) 8.0 10.0 
Sclerodermataceae Scleroderma polyrhizum 9.0 (E) 7.0 7.5 

Agaricaceae Agaricus sp.  8.5 (E) 8.0 8.0 

Chlorophyllum molybdites 10.0 (M) 8.0 7.0 

Lepiota sp.  8.0 (E) 6.5 - 

Macrolepiota sp.  8.5 (E) - 7.5 
Coprinaceae Coprinus sp.  7.5 (M) 6.5 7.5 

Ganodermataceae Ganoderma lucidum 11.5 (E) 7.0 8.5 

Schizophyllaceae Schizophyllum commune 7.5 (C) 7.0 - 
Xylariaceae Xylaria sp.  10.0 (C) 8.0 7.0 

หมายเหตุ  ชนิดของตัวท าละลายท่ีใช้ในการสกดัตัวอย่าง คือ E = Ethyl acetate , M =  methanol                     
และ C = chloroform 
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รูปที่ 16. แสดงตวัอย่างเห็ดท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเชือ้แคนดิดาดีท่ีสดุ  

ก. ลกัษณะของดอกเห็ด Polyporus PHK 24 
ข. เส้นผา่ศนูย์กลางของวงใส ของสารสกดัหยาบท่ีสกดัด้วย methanol (A1:15 มม.)  

Chloroform (A2 : 9 mm) ethyl acetate ( A3: 7 mm)    
ค. แสดงภาพโครมาโตแกรม ของ active fraction ของ methnolic crude  extract 

Solvent front 6.3 cm 

Active band 3.5 cm 

A1 

A1 A2 A2 

A3 
A3 
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บทที่ 54 

 
อภปิรำย และสรุปผลกำรวิจยั 

 
1 กำรส ำรวจ   รวบรวมตัวอย่ำงเหด็ป่ำในเขตอุทยำนแห่งชำตภูิหนิร่องกล้ำ 

จากการส ารวจ  และรวบรวมตวัอย่างเห็ดป่าในเขตอทุยานแห่งชาติภูหินร่องกล้าทัง้ 3 ช่วงฤดู  คือ  
ฤดูฝน ฤดูร้อน และฤดูหนาว     แล้วท าการบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายรูป บนัทึกข้อมลูลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาต่าง ๆ ทัง้ลกัษณะท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า   และลกัษณะท่ีเห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สภาพถ่ิน
ก าเนิด ของตัวอย่างเห็ดป่า  ส ารวจตวัอย่างเห็ดทัง้หมดได้ 69 ตัวอย่าง  จ านวนตวัอย่างของเห็ดป่าที่เจริญ
ในแต่ละฤดมีูจ านวนแตกต่างกนั กลา่วคือพบเห็ดป่าในช่วงฤดฝูน ประมาณเดือนกรกฏาคม-ตุลาคม จ านวน 
46 ชนิด (66.66%) ส่วนใหญ่เจริญบนดิน ฤดูหนาวช่วงเดือนพฤศจิกายน-กุมภาพันธ์ จ านวน 23 ชนิด
(33.33%) ส่วนใหญ่เจริญบนก่ิงไม้  และในฤดูร้อนช่วงเดือนมีนาคม-มิถุนายน พบการเจริญของเห็ดป่า
จ านวนน้อยท่ีสดุเพียง 9 ชนิด(13.04%)เท่านัน้  ส่วนใหญ่เจริญบนกิ่งไม้ท่ีตายแล้ว จาการส ารวจตวัอย่าง
เห็ดยังพบว่า ตัวอย่างเห็ดบางชนิดพบได้ทัง้ฤดูฝนและฤดูหนาว เช่น Gandoderma lucidum และ  
Microporus xanthopus  เป็นต้น   การเจริญของเห็ดราในกลุ่มเห็ดครีบ (agarics) มกัจะเจริญได้ดีใน
สภาวะท่ีมีความชืน้สงู อณุหภูมิปานกลาง(อนงค์ และคณะ .2529) ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยันีท่ี้พบเห็ดครีบ
มากในฟดฝูน และมกัจะเป็นพวกท่ีเน่าสลายได้งา่ยท่ีสดุ 
 
2 กำรศึกษำกำรจัดจ ำแนกชนิดเหด็ป่ำ   

การศึกษาการจัดจ าแนกชนิดเห็ดป่าโดยศึกษาจากลกัษณะรูปร่าง   โครงสร้างต่างๆของดอกเห็ด 
ขนาด   สี   กลิ่น ถ่ินก าเนิดอาศยั ของ  fruiting body   ลกัษณะ Basidium สี รูปร่างสปอร์   รวมทัง้ข้อมลู
อ่ืนๆ ท่ีส าคัญท่ีใช้ประกอบในการคีย์ เอกสารท่ีใช้ส าหรับการจัดจ าแนกชนิด ได้แก่เอกสารอ้างอิง ล าดับท่ี 
27-32 และ  39-48, 50   จ านวนทัง้หมด 69  ตวัอย่าง  สามารถจ าแนกชนิดได้  25  family จดัอยู่ในไฟลมั 
Basidiomycota จ านวน 22 family จดัจ าแนกชนิดในระดบั genus ได้  48  genus family ท่ีพบสมาชิก
จ านวนมากที่สดุคือ polyporaceae  ,agaricaceae และboletaceae มีจ านวน 9, 5, 5 ชนิดตามล าดบั และ 
และพบเชือ้ราขนาดใหย๋ในไฟลมั Ascomycota จ านวน 3 family 4 genus คือ xylariaceae จ านวน 2 
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genus (Xylaria sp. และ Daldinia concentrica   family leotiaceae จ านวน 1 genus (Leotia sp.) และ 
family Helvellaceae จ านวน 1 genus (Helvella sp.)  และไม่สามารถบ่งบอกชนิดได้  จ านวน 3 
ตวัอย่าง  ดงัแสดงผลในตารางท่ี 2.  และรูปท่ี 7.-15. 
 
 
3 กำรเพำะเลีย้งเส้นใยเห็ดบริสุทธ์ิที่สำมำรถแยกได้บำงชนิด 

จากการเพาะเลีย้งแยกเนือ้เย่ือของเห็ด สามารถแยกได้เส้นใยของเห็ดบริสทุธ์ิ ท่ีเจริญได้บนอาหาร
เลีย้งเชือ้ Potato dextrose agar  ได้จ านวน 10 ตวัอย่างคือ Polyporus sp. PHK 24, Scleroderma 
polyrhizum , Agaricus sp. , Chlorophyllum molybdites , Lepiota sp. , Macrolepiota sp. , Coprinus 
sp. , Ganoderma lucidum , Schizophyllum commune , และ Xylaria sp. การเพาะเลีย้งเส้นใยมกัมี
ปัญหาเร่ืองการปนเปื้อนของเชือ้แบคทีเรีย และเชือ้ราท่ีเจริญเร็ว ท าให้ได้เส้นใยเห็ดบริสุทธ์ค่อนข้างน้อย 
แม้ว่าได้มีการเติม chloramphenicol เพ่ือยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก็ตาม และนอกจากนีก้ารเจริญของ
เส้นใยเห็ดใช้เวลานาน มากกว่า 7 วนั และได้เส้นใยที่เป็นหมนั มีลกัษณะเส้นใยท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
PDA บางมาก แม้วา่อาหารเลีย้งเชือ้นีเ้หมาะต่อการแยกเส้นใยของเห็ด (51) 
 
4. กำรสกัดตัวอย่ำงดอกเหด็และน ำ้เลีย้งของเส้นใยเหด็ และกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนแคนดดิำ 
  ดอกเห็ดท่ีเก็บรวบรวมได้ทัง้หมด หลงัจากท าการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาแล้วน ามาสกดั
ด้วยตวัท าละลาย 3  ชนิด คือ methanol , Ethyl acetate และ chloroform ปริมาณ  3.0 กรัม/100 มิลลิลิตร 
(W/V) และน า้เลีย้งของเส้นใยเห็ดท่ีเพาะเลีย้งใน Potato dextrose broth (PDB) และGlucose yeast 
extract broth (GYB) ทัง้ 10 ชนิด น ามาสกดัด้วย ethyl acetate, methanol และ chloroform แล้วน าส่วน 
organic solvent fraction มาทดสอบฤทธ์ิต้านแคนดิดา เพ่ือคดัเลือกตวัอย่างเห็ดท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การ
เจริญของแคนดิดาได้  โดยวิธี  agar paper disc diffusion method  ใช้เชือ้ทดสอบยีสต์   3   สายพนัธุ์ คือ    
Candida albicans,  C. krusei  และ  C. tropicalis พบว่ามีเพียง 10 ชนิดที่ให้ขนาดของเส้นผา่ศูนย์กลาง
ของวงใส มากกว่า 6 มิลลิเมตร (ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ paper disc เท่ากบั 6 มิลลิเมตร)ต่อเชือ้
ทดสอบทัง้ 3 ชนิด  จากตัวอย่างที่ท าการสกดั ethyl acetate มีจ านวนตัวอย่างเห็ดท่ีให้ผลบวกในการ
ทดสอบฤทธ์ิต้านแคนดิดามากท่ีสดุ รองลงมาคือ methanol และ chloroform จากนัน้น า organic portion 
มาระเหยให้แห้งด้วย rotary evaporator  เพ่ือท าการหาค่า MIC (Minimal Inhibitory Concentration) ของ
สารสกดัหยาบของเส้นใย และดอกเห็ดท า โดยวิธี broth  dilution  method  น าสารสกดัมาแยกโดยวิธี Thin 
layer chromatography (TLC) ซึง่เป็นโครมาโทกราฟีแบบระนาบ (plane chromatography) โดยหยด
สารละลายของสารผสมท่ีต้องการแยกบนแผ่นท่ีเคลือบเฟสอยู่กบัท่ี  แล้วน าไปจุ่มในภาชนะที่บรรจุตัวท า
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ละลายผสมท่ีเป็นเฟสเคล่ือนที่ โดยใช้อตัราสว่น chloroform : methanol เท่ากบั 10:1  โดยให้ระดบัของตวั
ท าละลายต้องอยู่ต ่ากว่าระดบัของจุดท่ีหยดสารผสมไว้   ตวัท าละลายจะซมึไปตามเฟสอยู่กบัท่ีด้วยการซึม
ตามรูเล็กเหมือนกบัน า้ท่ีซึมไปในกระดาษหรือผ้า   เม่ือซึมถึงจุดท่ีหยดสารผสมไว้ ตัวท าละลายจะชะเอา
องค์ประกอบในสารผสมนัน้ไปด้วยอตัราเร็วท่ีแตกต่างกนั  ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัสภาพมีขัว้ (polarity) ของสารท่ีเป็น
องค์ประกอบกบัสารท่ีเป็นตวัท าละลาย  ถ้าตวัท าละลายเป็นโมเลกลุมีขัว้ (polar molecules) จะชะเอาสาร
ในสารผสมท่ีเป็นสารมีขัว้ไปด้วยได้เร็ว  ส่วนสารที่ไม่มีขัว้ในสารผสมจะถูกชะพาไปได้ช้า  สารผสมก็จะแยก
ออกจากกนั(52)  และศึกษาส่วนท่ีเป็น active fraction โดยวิธี Bioautography พบว่าสารสกดัหยาบของ 
Polyporus PHK 24. ท่ีสกดัด้วย methanol ให้ขนาดของเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสมากท่ีสดุ ประมาณ 15 
มิลลิเมตร มีค่า MIC เท่ากบั 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีค่า Rf  ของ active fraction ท่ีสามารถยบัยัง้การ
เจริญของเชือ้ทดสอบ มีค่าเท่ากบั 0.56  ดงัรูปท่ี 16. 
 สรุปงานวิจัยนีไ้ด้ส ารวจพบตัวอย่างเห็ดป่าในอทุยานภูหินร่องกล้า จังหวดัพิษณุโลก จ านวน 69 
ชนิด จดัอยู่ในไฟลมั Basidiomycota จ านวน 48  genus ในไฟลมั Ascomycota จ านวน 4 genus สามารถ
แยกเส้นใยบริสทุธ์ิท่ีเพาะเลีย้งได้ในอาหารกึง่สงัเคราะห์ PDA จ านวน 10 ชนิด และพบว่าสารสกดัหยาบของ 
ดอกเห็ด Polyporus PHK 24 ท่ีสกดัด้วย methanol ให้ขนาดของเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสกว้างมากท่ีสดุ 
ประมาณ 15 มิลลิเมตร มีค่า MIC เท่ากบั 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีค่า Rf  ของ active fraction ท่ีสามารถ
ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ทดสอบ มีค่าเท่ากบั 0.56  ดงันัน้ จะเห็นได้ว่ามีเห็ดป่าบางชนิดท่ีสามารถผลิตสารท่ี
มีฤทธ์ิในการต้าน/ยบัยัง้แคนดิดาได้ ซึง่เป็นเชือ้ยีสต์สาเหตุก่อโรค candidiasis ในคน การวิจยันีไ้ด้ข้อมลูท่ี
เป็นประโยชน์ที่สามารถน ามาต่อยอดงานวิจยัต่อไป  
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และข้อเสนอแนะ 
 
1. ควรเลือกท าการวิจยัในแงค่วามหลากหลายอย่างเดียวเพราะว่าการเก็บตวัอย่างเห็ดในแต่ละครัง้ไม่
สามารถก าหนดปริมาณของตวัอย่างให้ได้ตามปริมาณท่ีต้องการต่อการท าการทดลองได้ในทกุขัน้ตอน   
2.  ควรเก็บข้อมลูทางด้านนิเวศวิทยาเพื่อทราบการกระจายตวัทางภูมิศาสตร์  และปัจจยัท่ีท าให้เห็ดมี
การกระจายตวัที่แตกต่างกนั และควรเพ่ิมความถี่ในการส ารวจจากทกุ 2 เดือน เป็นเดือนละครัง้เน่ืองจาก
เห็ดบางชนิดมีวงจรชีวิตสัน้ 
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