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ชื่อโครงการ: การผลิตสารตานเชื้อราจากยีสต Aureobasidium pullulans สายพันธุเขตรอนท่ีคัดแยกไดใน
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วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
อีเมล: Sehanat.p@chula.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ: 24 เดือน 
บทคัดยอ: จากการนํา Aureobasidium pullulans สายพันธุเขตรอนท่ีคัดแยกไดในประเทศไทย จํานวน 10 
สายพันธุ ไดแก Deenarn 001 BCU, Deenarn 003 BCU, Deenarn 008 BCU, Deenarn 007 BCU, 
Deenarn 009 BCU, NRRL 58514, NRRL 58536, NRRL 58516, NRRL 58517 และ NRRL 58520 มา
ผลิตสารตานเชื้อราและทําการทดสอบฤทธิ์เบ้ืองตนของสารสกัดท่ีไดในการตานเชื้อรากอโรคกลุม Aspergillus 
spp. ท้ัง 4 สายพันธุ (A. flavus, A. niger, A. fumigatus, A. terreus) โดยวิธี Well diffusion และ Conidial 
germination inhibition assay พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 มีฤทธิ์สูงสุดในการยับยั้งเชื้อรา 
Aspergilli ได ท้ัง 4 สายพันธุ เมื่อนําสายพันธุดังกลาวมาทําการเพิ่มผลผลิตของสารตานเช้ือรา โดย
ทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมของแหลงคารบอน คือ กลูโคส และ ซูโครส ท่ีความเขมขน 1.5, 2.0 และ 
2.5% (w/v) พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.5% (w/v) 
มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ไดสูงสุดท้ัง 4 สายพันธุ ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 
75.00±0.00, 60.00 ±0.05, 60.00±0.00 และ 50.00±0.00 เปอรเซ็นต ตอ A. flavus, A. niger, A. fumigatus 
และ A. terreus  ตามลําดับ จากนั้นนํา A. pullulans NRRL 58536 มาศึกษาผลของกรดอะมิโน พบวาสาร
สกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในกรดอะมิโนภาวะที่มีฟนิลอะลานีน รวมกับลิวซีนมีฤทธิ์ในการตานเชื้อ
รา A. flavus ไดประสิทธิภาพสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 175.00±0.05 เปอรเซ็นต สวนสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในกรดอะมิโนภาวะที่มีโพรลีนรวมกับลิวซีน พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. 
terreus ไดประสิทธิภาพสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง  120.00±0.01 เปอรเซ็นต ขณะท่ีสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในกรดอะมิโนภาวะที่มีฟนิลอะลานีนรวมกับโพรลีน และ ลิวซีน มีฤทธิ์ในการตานเชื้อ
รา A. niger  และ A. fumigatus  ไดประสิทธิภาพสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 146.00±0.08 และ 
170.00±0.06 เปอรเซ็นต ตามลําดับเมื่อนําสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58536 มาตรวจสอบดวยเทคนิค
เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง เปรียบเทียบกับสารตานเชื้อราออริโอบาซิดิน เอ (aureobasidin A) พบวา
สารท่ีถูกแยกไดจากสารสกัดสายพันธุนี้ท่ีมีคา Rf เทากันกับออริโอบาซิดิน เอ มีคา Rf เทากับ 0.68 บนแผน 
TLC และยังพบสารที่แตกตางกันอีก 2 ตําแหนง มีคา Rf เทากับ 0.45 และ 0.59 จากนั้นนําสารสกัดบริเวณท่ี
มีคา Rf เทากับออริโอบาซิดิน เอ มาวิเคราะหโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบางอีกคร้ัง และทําการ
วิเคราะหเพ่ิมเติมดวยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography เทคนิค Spectrophotometry 
เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry และเทคนิค 1H-Nuclear Magnetic Resonance ผลการทดลอง
พบวา A. pullulans NRRL 58536 ผลิตสารตานเชื้อราท่ีมีผลการวิเคราะหสอดคลองกับสารตานเชื้อราออริโอ
บาซิดิน เอ 
คําหลัก : Aureobasidium pullulans, สารตานเชื้อรา, ออริโอบาซิดินเอ, Aspergillus 
 



 

Abstract  
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Investigator : Assistant Professor Dr. Sehanat Prasongsuk  
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Project Period : 24 months 

 
Abstract:  Antifungal agent from 10 tropical strains isolated in Thailand of Aureobasidium pullulans 
including Deenarn 001 BCU, Deenarn 003 BCU, Deenarn 008 BCU, Deenarn 007 BCU, Deenarn 
009 BCU, NRRL 58514, NRRL 58536, NRRL 58516, NRRL 58517 and NRRL 58520 was produced 
and the extracts were pretested for antifungal activity against 4 pathogenic Aspergillus spp. (A. 
flavus, A. niger, A. fumigatus, A. terreus) using well diffusion method and conidial germination 
inhibition assay.  The extract from A. pullulans NRRL 58536 showed the most efficient inhibitory 
activities against all 4 Aspergilli.  This strain was selected to enhance antifungal agent production 
using carbon source optimization including glucose and sucrose at the concentrations of 1.5, 2.0 and 
2.5% (w/v). The most effective extract was obtained from A. pullulans NRRL 58536 grown in 2.5% 
(w/v) of glucose by exhibiting inhibitory activities against all 4 Aspergilli with percent inhibition of 
75.00±0.00, 60.00±0.05, 60.00±0.00 and 50.00±0.00 percent for A. flavus, A. niger, A. fumigatus and 
A. terreus, respectively.  A. pullulans NRRL 58536 was further subjected for studying the effect of 
amino acid on atifungal agent production.  The highest antifungal activities against A. flavus was 
obtained from crude extract of A. pullulans NRRL 58536 under the condition of Phenylalanine plus 
Leucine with percent inhibition of 175.00±0.05 percent while the condition of Proline plus Leucine 
gave the highest antifungal activities against A. terreus with percent inhibition of 120.00±0.01 
percent.  The condition of Phenylalanine plus Proline and Leucine gave the highest antifungal 
activities against A. niger and A. fumigatus with percent inhibition of 146.00±0.08 and 170.00±0.06 
percent respectively.  The extract of A. pullulans NRRL 58536 was analyzed using Thin Layer 
Chromatography (TLC) with aureobasidin A (Ab A) as a comparative standard.  The Rf values as 
0.68 of A. pullulans NRRL 58536 crude extract was corresponded to that of Ab A observed on TLC 
plate and two spots of other compounds with different Rf values (0.45 and 0.59) were revealed. The 
extract containing similar Rf with that of Ab A was further analyzed using TLC, High Performance 
Liquid Chromatography, Spectrophotometry, MALDI-TOF Mass Spectrometry and 1H-Nuclear 
Magnetic Resonance techniques.  The results showed that A. pullulans NRRL 58536 produced the 
antifungal agent with characters corresponded to that of Ab A. 
Keywords : Aureobasidium pullulans, Antifungal agent, aureobasidin A, Aspergillus 

 
 



 

Executive summary  
 
Ten tropical strains of Aureobasidium pullulans were cultivated for antifungal agent 
production and the extracts were screened for antifungal activity against 4 pathogenic 
Aspergillus spp. (A. flavus, A. niger, A. fumigatus, A. terreus) using well diffusion method 
and conidial germination inhibition assay. The extract from A. pullulans No.23 (NRRL 
58536) showed the most efficient inhibitory activities against all 4 Aspergilli. This strain 
was selected for enhanced production of antifungal agent using optimization of carbon 
source and amino acid supplement. The most effective extract was obtained from the 
condition of 2.5% (w/v) glucose by exhibiting inhibitory activities against all 4 Aspergilli 
with percent inhibition of 75, 60, 60 and 50 for A. flavus, A. niger, A. fumigatus and A. 
terreus, respectively. When using amino acids as nutrient supplement, the highest 
antifungal activities against A. flavus was obtained under the condition of phenylalanine 
plus leucine (175% inhibition) while the condition of proline plus leucine gave the 
highest antifungal activities against A. terreus with 120% inhibition. The condition of 
phenylalanine plus proline and leucine gave the highest antifungal activities against A. 
niger and A. fumigatus with 146 and 170% inhibition respectively.  By using Thin Layer 
Chromatography analysis, the Rf values as 0.68 of A. pullulans NRRL 58536 crude 
extract was corresponded to that of aureobasidin A (AbA) and two spots of other 
compounds with different Rf values (0.45 and 0.59) were revealed. The extract (at Rf  = 
0.6) had characters corresponded to that of AbA analyzed using High Performance 
Liquid Chromatography, Spectrophotometry, MALDI-TOF Mass Spectrometry and 1H-
Nuclear Magnetic Resonance techniques 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

วัตถุประสงค  
 
1.เพ่ือคัดกรองเชื้อยีสต Aureobasidium pullulans ท่ีคัดแยกไดในประเทศไทยท่ีมีความสามารถในการผลิต
สารตานเชื้อรา 
2.เพ่ือหาภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตสารตานเชื้อรา 
3.เพ่ือทราบคุณสมบัติของสารตานเชื้อราและตรวจสอบโครงสรางท่ีได 
 
วิธีทดลอง  
 

1. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  A. pullulans 
 นําเชื้อ A. pullulans ท่ีทําการคัดแยกและจัดจําแนกแลวซึ่งสามารถผลิตสารตานเชื้อราไดอยางนอย
จํานวน 10 สายพันธุ จากคลังเชื้อของหนวยปฏิบัติการวิจัยการใชประโยชนจากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษ
ศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย มาทําการศึกษาดวยวิธีดังนี้ 
 1.1นําเชื้อไปเล้ียงบนอาหารแข็ง Yeast  Malt  Agar (YMA) และในอาหารเหลว Yeast  Malt Broth 
(YMB) ท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 3-4 วัน   
 1.2สังเกตโคโลนียีสตท่ีเจริญบนจานเพาะเลี้ยงแลวคัดแยกออกมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ภายใตกลองจุลทรรศน 
2. ผลิตสารตานเชื้อราจาก A. pullulans (Takesako  และคณะ, 1991) 
 2.1 เล้ียงเชื้อ A. pullulans ในอาหารสูตร Seed culture medium เปนเวลา 2 วัน แลวถายเชื้อ
ปริมาตร  1% ลงอาหารสูตร Production I  แลวเล้ียงตอเปนเวลา 56 ชั่วโมง จากนั้นเติมอาหารสูตร 
production II ปริมาตร 1/5 ของอาหารสูตร production I  ทําการเล้ียงตออีก 78 ชั่วโมง 
 2.2 เก็บเชื้อท่ีไดมาปนแยกเซลล นําสวนตะกอนเซลลมาบดแลวสกัดดวยเอทานอล(95%) 
 2.3 กรองเซลลออกดวยเครื่องกรองสุญญากาศ นําสวนของเหลวที่ไดไประเหยดวยเครื่องกล่ัน
สุญญากาศ (evaporator) จะเหลือสวนสารละลายเล็กนอย นําไปเติมดวยเอธิลอะซิเตท เขยาใหเขากันแลว
แยกชั้นของเอธิลอะซิเตท ไประเหยดวยเครื่องกลั่นสุญญากาศจนแหง สกัดซ้ําดวยเอทธิลอะซิเตท 3 ครั้ง จะ
ไดสวนท่ีเหลือเปนสวนของหยดน้ํามันติดอยูท่ีขางขวด 
 2.4 ละลายสารตัวอยางดวยไดเมทธิลซัลฟอกไซด (DMSO) เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
3. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา 
 นําสารสกัดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรากอโรค เชน  Aspergillus spp.โดยทดสอบ
คุณสมบัติดวยวิธีดังนี้ 
 3.1 Paper disc method (Tachibana, Ishikawa และ Itoh, 2005) หรือ Well diffusion method 
 3.2 Conidial germination inhibition assay  ดัดแปลงจาก (Lavermicocca และคณะ, 2000) 
4. ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารตานเชื้อราเชื้อ  
 ทําการคัดเลือก A. pullulans ท่ีสามารถผลิตสารตานเชื้อราไดประสิทธิภาพสูงสุดจํานวน 1 สายพันธุ 
โดยพิจารณาจากขนาดของ clear zone และเปอรเซ็นตการงอกของสปอรเชื้อราในชุดควบคุมและชุดทดลอง  
มาทําการหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารตานเชื้อราดวยวิธีดังนี้ 
 4.1ศึกษาหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารตานเชื้อราโดยใช 
Spectrophotometry  นําคาท่ีไดมาสรางกราฟเทียบกับเวลา 
 4.2 ศึกษาชนิดและความเขมขนท่ีเหมาะสมของแหลงคารบอน  



 

 ทําการศึกษาแหลงคารบอน 2 ชนิด คือ กลูโคส และ ซูโครส  โดยปรับองคประกอบในอาหารสูตร 
Production I ใหมีความเขมขนของแหลงคารบอน  คือ 1.5, 2.0, 2.5 %   ตามลําดับ  โดยมีอัตราสวน C/N 
3,4, 5    
 4.3 ศึกษาการใชแหลงอาหารเสริม  
 ทําการศึกษาแหลงอาหารเสริมจําพวก amino acid group เชน  Phenylalanine,  Proline, Leucine   
5. ทําบริสุทธิ์บางสวนของสารตานเชื้อรา   

นําสารตานเชื้อราท่ีผลิตไดมาทําบริสุทธ์ิบางสวนและวิเคราะหสารท่ีไดโดยใชเทคนิคดังตอไปนี้ 
5.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography)  

 จุดสารสกัดท่ีละลายใน DMSO และออริโอบาซิดิน เอ ท่ีละลายใน DMSO ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ลงบนแผน TLC รอใหแหงแลวนําไปวางใน TLC tank ท่ีมีเอทธิลอะซิเตทเปนระบบตัวทําละลาย 
(solvent system) เมื่อสารละลายเคล่ือนท่ีถึงจุดท่ีกําหนดแลว ใหยกแผน TLC ออก ตั้งท้ิงไวใหแหง แลว
นําไปใสในขวดแกวท่ีมีไออ่ิมตัวของไอโอดีน วัดระยะทางของสารสกัดและระยะทางที่ตัวทําละลายเคล่ือนท่ี 
นําไปคํานวณคา Rf  เทียบกับออริโอบาซิดิน เอ 
 5.2 เทคนิค High Performance Liquid Chromatography (Takesako และคณะ,1991) 
 นําสารสกัดท่ีไดจากการทําโครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาทําการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC 
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีมีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพ่ือทําเปนกราฟ
มาตรฐาน โดยใชโครมาโทกราฟแบบเฟสผันกลับ (reversed-phase chromatography) ใชคอลัมนชนิด C18 
ใช UV detector คอลัมนท่ีใชคือ คอลัมน Chrom Spher 5 C18  (4.6  250  มิลลิเมตร) ของบริษัท Varian 
ขนาดรูพรุน (pore size) 100 อังสตรอม ขนาด particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ท่ีความยาวคล่ืน 
230 นาโนเมตร  ซึ่งมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคล่ือนท่ี อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหล
เทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณที่ใชในการฉีด 20 ไมโครลิตร โดยทําการ
เตรียมกราฟสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัดท่ีผานการทํา
ใหบริสุทธิ์บางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏขึ้นอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ บน
แผน TLC มาละลายในตัวทําละลายอะซีโตไนไตร ทําการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 นาที จากนั้นนําสวนของของเหลวไปทําการวิเคราะห  

5.3 เทคนิค Spectrophotometry สําหรับการวิเคราะหโปรตีนเบ้ืองตนในสารตานเชื้อรา 
  ทําการเตรียมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัดท่ี
ผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏขึ้นอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน 
เอ บนแผน TLC นํามาละลายในตัวทําละลายเมทธานอล ทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอ
นาที  เปนเวลา  5 นาที  จากนั้นนําสวนของของเหลวไปทําการวิ เคราะห โปรตีนเ บ้ืองตนโดยใช 
Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนชวง 200-400 นาโนเมตร โดยทําการเปรียบเทียบสเปกตรัมคาการ
ดูดกลืนแสงของสารสกัดท่ีไดกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
 5.4 เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry สําหรับการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารตานเชื้อ
รา (ดัดแปลงจาก Ikai และคณะ, 1991) 

ทําการเตรียมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  และสารสกัดท่ี
ผานการทําใหบรสุิทธ์ิบางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏขึ้นอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน 
เอ บนแผน TLC นํามาละลายในตัวทําละลายอะซีโตไนไตร จากนั้นนําไปการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 
14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําสวนของของเหลวไปทําการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลสารสกัด 
โดยในการวิเคราะหจะใช 2, 5-dihydroxybenzoic acid (DHB) เปน matrix ในอัตราสวนของสารสกัด: DHB 



 

คือ 9:1 (v/v) และกําหนดใหเปน linear positive mode ท่ีกําลังไฟฟา 20 กิโลโวลต จากน้ันทําการ
เปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกัดท่ีไดกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 
6. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพสารตานเชื้อราท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวน 

นําสารตานเชื้อราท่ีสกัดไดมาทดสอบประสิทธิภาพตอเชื้อรากอโรคท่ีใชในการทดลองนี้  คือ 
Aspergilli spp. (A. niger, A. fumigatus, A. flavus, A. terreus) โดยทดสอบคุณสมบัติดวยวิธีดังนี้ 

6.1 วิธี Well diffusion (Tachibana และคณะ, 2005) 
นําสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer 

chromatography) มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอีกคร้ังตามวิธีการในขอ 3.1 
6.2 วิธีConidial germination inhibition assay ดัดแปลงจาก (Lavermicocca และคณะ, 2000) 
นําสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer 

chromatography) มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอีกคร้ังตามวิธกีารในขอ 3.2 
6.3 ทําการตรวจสอบสารสกัดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography) 

(McCormack, Wildman และ Jeffries, 1994) 
นําสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer 

chromatography) มาตรวจสอบสารสกัดอีกครั้งตามวิธีการในขอ 5.1 
7. วิเคราะหโครงสรางสารตานเชื้อราท่ีผลิตได (Ikai และคณะ, 1991)  

7.1 ทําการวิเคราะหโครงสรางสารตานเชื้อราท่ีผลิตไดดวยวิธี 1H-Nuclear Magnetic Resonance 
(1H-NMR) 

ทําการเตรียมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัดท่ี
ผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏขึ้นอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน 
เอ บนแผน TLC นํามาละลายในตัวทําละลายคลอโรฟอรม จากนั้นนําไปการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 14,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําสวนของของเหลวไปทําการวิเคราะหหาโครงสรางสารสกัด โดยใชวิธี 1H-
NMR ซึ่งนิวคลีไอท่ีใชในสนามแมเหล็กคือโปรตอน (Proton) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในชวงความยาว
คล่ืนวิทยุ 500 เมกะเฮิรทซ จากนั้นทําการเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารสกัดท่ีไดกับสารมาตรฐานออริโอบา
ซิดิน เอ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ผลการทดลอง  
1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  A. pullulans 
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเชื้อรา A. pullulans ท้ัง 10 สายพันธุท่ีคัดแยกไดในประเทศ
ไทยพบวาเซลลมีรูปรางหลากหลาย ไดแก บลาสโตสปอร  หรือ budding cell  เซลลพอง  คลาไมโดสปอร  
เสนใย  และเสนใยเทียม  เปนตน โดยลักษณะของบลาสโตสปอรโปรงใส รูปรางคอนขางกลมถึงรี มีขนาด
แตกตางกัน มี เซลลท่ีแตกหนอแตกออกจากบลาสโตสปอร เมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลานานขึ้นเซลลจะมีขนาด
ใหญ และมีผนังหนาขึ้น เรียกวาเซลลพอง (swollen cell) โดยในบางสายพันธุอาจมีสีเขมขึ้นเนื่องจากการ
สรางเม็ดสีเมลานิน เรียกวา   คลาไมโดสปอร เสนใยมีลักษณะโปรงใส เมื่อเล้ียงเปนระยะเวลานานจะ
เปล่ียนเปนสีเขมขึ้นจากการสรางเม็ดสีเมลานิน และมีผนังหนาขึ้น บางครั้งมีเอนโดโคนิเดียเกิดขึ้นจากภายใน 
ดานขาง หรือปลายของเสนใย ซึ่งสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ A. pullulans ดังนั้นสรุปไดวา
ท้ัง 10 สายพันธุเปน A. pullulans จริง  
2. การผลิตสารตานเชื้อราและการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรา 
2.1 วิธี Well diffusion 
 จากการนําสารท่ีสกัดไดจากเชื้อรา A. pullulans ท้ัง 10 สายพันธุมาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอ
โรคในกลุม Aspergillus spp. ดวยวิธี Well diffusion บนจานเล้ียงเชื้อท่ีเกล่ียดวยสปอรของ Aspergillus spp.  
ดังรูปท่ี 1 สังเกตบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ท่ีเกิดขึ้น และคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้ง (% inhibition) 
ไดผลดังตารางที่ 1  โดยพบวา สารสกัดจาก A. pullulans  ท้ัง 10 สายพันธุมีฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรคท่ีนํามา
ทดสอบดังนี้ สารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 001 BCU มีฤทธิ์ในการตาน A. flavus, A. niger  และ A. 
fumigatus (รูปท่ี 2) สารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 003 BCU มีฤทธิ์ในการตาน A. flavus, A. niger  
และ A. terreus  (รูปท่ี 3) สารสกัดจาก A. pullulans  Deenarn 008 BCU มีฤทธิ์ในการตาน A. niger  และ 
A. fumigatus (รูปท่ี 4) สารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 007 BCU มีฤทธิ์ในการตาน A. flavus  และ A. 
fumigatus (รูปท่ี 5) สารสกัดจาก  A. pullulans Deenarn 009 BCU มีฤทธิ์ในการตาน  A. fumigatus  เพียง
ชนิดเดียว (รูปท่ี 6) สารสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58514 และ NRRL 58536 มีฤทธิ์ในการตาน A. 
flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ไดท้ัง 4 สายพันธุ (รูปท่ี  7-8) สารสกัดจาก A. pullulans 
NRRL 58516 มีฤทธิ์ในการตาน A. niger  และ A. fumigatus (รูปท่ี  9) สวนสารสกัดจาก A. pullulans  
NRRL 58517 และ NRRL 58520 มีฤทธิ์ในการตาน  A. fumigatus  เพียงชนิดเดียว(รูปท่ี  10-11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 ตําแหนงของสารสกัดท่ีใชทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานเชื้อราบนจานอาหารเล้ียงเชื้อโดยวิธี 
Well diffusion 
 

สารสกดั

ไมหยดสารสกัด   

DMSO

แอมโฟเทอริซนิ บี  
    0.1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 



 

ตารางที่ 1 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Aspergillus spp. ของสารสกัดจาก A. pullulans  ท้ัง 10 สาย
พันธุ โดยวิธี  Well diffusion 
  

เปอรเซ็นตการยับย้ัง (%) 
 (% inhibition) สายพันธุ 

ท่ีผลิตสารสกัด 
A. flavus A. niger A. fumigatus A. terreus 

Deenarn 001 BCU 30.00±0.00 13.00±0.06 43.00±0.06 00.00±0.00 

Deenarn 003 BCU 12.00±0.03 47.00±0.06 00.00±0.00 53.00±0.06 

Deenarn 008 BCU 00.00±0.00 10.00±0.00 27.00±0.06 00.00±0.00 

Deenarn 007 BCU 18.00±0.03 00.00±0.00 27.00±0.06 00.00±0.00 

Deenarn 009 BCU 00.00±0.00 00.00±0.00 38.00±0.03 00.00±0.00 

NRRL 58514 35.00±0.08 32.00±0.03 43.00±0.06 32.00±0.03 

NRRL 58536 50.00±0.00 50.00±0.00 20.00±0.00 45.00±0.05 

NRRL 58516 00.00±0.00 15.00±0.05 53.00±0.06 00.00±0.00 

NRRL 58517 00.00±0.00 00.00±0.00 17.00±0.06 00.00±0.00 

NRRL 58520 00.00±0.00 00.00±0.00 27.00±0.06 00.00±0.00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2  ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) และ A. fumigatus (C) ของสารสกัดจาก A. 
pullulans Deenarn 001 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คอื สาร DMSO หมายเลข 3 คือ 
ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 3  ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) และ A. terreus (C) ของสารสกัดจาก A. 
pullulans Deenarn 003 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คอื สาร DMSO หมายเลข 3 คือ 
ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มลิลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4  ความสามารถในการยับย้ัง A. niger (A) และ A. fumigatus (B) ของสารสกัดจาก A. pullulans 
Deenarn 008 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสาร
สกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 5  ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) และ A. fumigatus (B) ของสารสกัดจาก A. pullulans 
Deenarn 007 BCU โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสาร
สกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 

A 

1 2 

3 4 

  B 

1 2 

3 4

A 

1 2 

3 4 

 B

1 2 

3 4 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 6 ความสามารถในการยับยั้ง A. fumigatus (A) ของสารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 009 BCU โดย 
หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 
คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 7 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของ
สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58514 โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO 
หมายเลข 3 คอื ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

1 2 

3 4 

B 

1     2 

3 4 

C 

1 2 

3 4 

D 

1 2 

3  4 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 8 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของ
สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO 
หมายเลข 3 คอื ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 9  ความสามารถในการยับย้ัง A. niger (A) และ A. fumigatus (B) ของสารสกัดจาก A. pullulans 
NRRL 58516  โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสาร
สกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
รูปท่ี 10 ความสามารถในการยับย้ัง A. fumigatus (A) ของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58517 โดย 
หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 
คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 11 ความสามารถในการยับย้ัง A. fumigatus (A) ของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58520 โดย 
หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 
คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 
2.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 

จากการนับจํานวนสปอรเชื้อราที่งอกบนจานเพาะเลี้ยงและคํานวณเปนคาเปอรเซ็นตการงอกของ
สปอร และเปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร โดยเทียบกับชุดควบคุม พบวา สารสกัดจาก A. pullulans  
ท้ัง 10 สายพันธุ มีฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรคท่ีนํามาทดสอบดังนี้ สารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 001 BCU 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A.  flavus, A. niger  และ A. terreus ได 36.94±0.08, 28.51±0.06 และ 
39.5±0.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 003 BCU สามารถยับยั้งการงอกของ
สปอรของ A. flavus, A. niger  และ A. fumigatus ได 29.78±0.08, 45.96±0.06 และ  48.94±0.08 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ  สารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 008 BCU สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ 
A. niger และ A. fumigatus ได 23.83±0.13 และ 34.83±0.13 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สารสกัดจาก A. 
pullulans Deenarn 007 BCU สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus และ A. fumigatus ได 
34.89±0.08 และ 33.89±0.08  เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสารสกัดจาก A. pullulans Deenarn 009 BCU 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. fumigatus ได 36.94±0.08 เปอรเซ็นต ขณะที่สารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58514  และ NRRL 58536 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. 
fumigatus และ A. terreus ได 38.83±0.13, 36.94±0.08, 39.94±0.08, 35.00±0.00 และ 43.96±0.06, 
40.83±0.12, 33.93±0.10, 39.89±0.09 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58516 
สามารถยับย้ังการงอกของสปอรของ A. niger และ A. fumigatus ได 24.94±0.08 และ 48.89±0.16 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ และสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58517 และ NRRL 58520 สามารถยับยั้งการ
งอกของสปอรของ A. fumigatus ได26.93±0.09 และ 32.94±0.08 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 2 เปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร Aspergillus spp. ที่ถูกบมรวมกับสารสกัดจาก A. pullulans ทั้ง 10 สายพันธุ 

 
หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ จํานวนสปอรที่ขึ้นบนจานอาหาร ภายหลังบมสารละลาย DMSO รวมกับสปอรแขวนลอยของ Aspergillus spp. โดยจํานวนสปอร 
ที่ขึ้นบนจานอาหารชุดควบคุมเทียบเปน 100 เปอรเซ็นต

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

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

สารสกัด 
A. flavus  A. niger A. fumigatus A. terreus A. flavus  A. niger A. fumigatus A. terreus 

Deenarn 001 BCU 63.06±0.08 71.48±0.07 60.50±0.36 100.00±0.00 36.94±0.08 28.51±0.06 39.50±0.36 00.00±0.00 

Deenarn 003 BCU 70.22±0.08 54.04±0.06 100.00±0.00 51.06±0.08 29.78±0.08 45.96±0.06 00.00±0.00 48.94±0.08 

Deenarn 008 BCU 100.00±0.00 76.17±0.13 65.17±0.13 100.00±0.00 00.00±0.00 23.83±0.13 34.83±0.13 00.00±0.00 

Deenarn 007 BCU 65.11±0.08 100.00±0.00 66.11±0.08 100.00±0.00 34.89±0.08 00.00±0.00 33.89±0.08 00.00±0.00 

Deenarn 009 BCU 100.00±0.00 100.00±0.00 63.06±0.08 100.00±0.00 00.00±0.00 00.00±0.00 36.94±0.08 00.00±0.00 

NRRL 58514 61.17±0.13 63.06±0.08 60.06±0.08 65.00±0.00 38.83±0.13 36.94±0.08 39.94±0.08 35.00±0.00 

NRRL 58536 56.06±0.06 59.17±0.12 66.07±0.10 60.11±0.09 43.96±0.06 40.83±0.12 33.93±0.10 39.89±0.09 

NRRL 58516 100.00±0.00 75.06±0.08 51.11±0.16 100.00±0.00 00.00±0.00 24.94±0.08 48.89±0.16 00.00±0.00 

NRRL 58517 100.00±0.00 100.00±0.00 73.07±0.09 100.00±0.00 00.00±0.00 00.00±0.00 26.93±0.09 00.00±0.00 

NRRL 58520 100.00±0.00 100.00±0.00 67.06±0.08 100.00±0.00 00.00±0.00 00.00±0.00 32.94±0.08 00.00±0.00 



 

 

3. ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารตานเชื้อรา 
 

จากการนําสารสกัดท่ีไดจากเชื้อรา A. pullulans ท้ัง 10 สายพันธุ มาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคใน
กลุม Aspergillus spp. (A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus) พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 มีฤทธิ์สูงสุดในการยับยั้ง โดยพิจารณาจากจํานวนของเชื้อรา Aspergillus spp. ท่ีสารสกัดสามารถออกฤทธิ์
ยับย้ังไดท้ัง 4 สายพันธุ เปอรเซ็นตการออกฤทธิ์ยับย้ังเชื้อรา และเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอรเชื้อรา จึง
นํามาศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตสารตานเชื้อราดวยวิธีดังนี้ 

3.1 ศึกษาหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารตานเชื้อราโดยใช 
เทคนิค  Spectrophotometry 

จากการนําเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 มาทําการวัดคาความขุนเพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลโดย
ใช spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และทําการนับจํานวนเซลลโดยใช haemacytometer ท่ีเวลา
เริ่มตน 0 ชั่วโมง ทําการวัดคาความขุนและนับจํานวนเซลลทุก 12 ชั่วโมง เปนเวลา 168 ชั่วโมง พบวาท่ีเวลา 24 
ชั่วโมง เชื้อราจะเจริญเติบโตไดสูงสุดซึ่งวัดคาความขุนของเซลลได 17.37±0.01 และนับจํานวนเซลลได 
12.40±0.03x108  เซลล/มิลลิลิตร  ซึ่งชวงเวลาหลังจากนั้นพบวาเซลลมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง  และที่เวลา 56 
ชั่วโมง ไดทําการเติมอาหารสูตร Production II ลงไปในปริมาตร 1/5 ของอาหารสูตร Production I พบวาอัตราการ
เจริญเติบโตของเซลลสูงขึ้นในชวงเวลาหลังจาก 56 ชั่วโมง จนกระทั่งถึงเวลาที่ 96 ชั่วโมง พบวาเซลลมีอัตราการ
เจริญเติบโตสูงสุดแตนอยกวาในชวงเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งวัดคาความขุนของเซลลได 7.50±0.02 และนับจํานวนเซลลได 
3.65±0.01x108  เซลล/มิลลิลิตร และในชวงเวลาหลังจากนั้นจนกระทั่งครบเวลา 168 ชั่วโมง พบวาอัตราการ
เจริญเติบโตของเซลลลดลงตามลําดับ (ตารางที่ 3) จากนั้นนําคาความขุนของเซลลและคาจํานวนเซลลท่ีนับไดมาสราง
กราฟเปรียบเทียบกับเวลา (รูปท่ี 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ตารางที่ 3 ผลการวัดคาความขุนและการนับจํานวนเซลล/มิลลิลิตรของเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ครั้งท่ี จํานวนชั่วโมง 
คาการดูดกลืนแสง  
(600 นาโนเมตร) 

จํานวนเซลล/มิลลิลิตร (x108) 

1 0 0.09±0.00 0.05±0.00 

2 12 0.65±0.02 0.23±0.02 

3 24 17.37±0.01 12.40±0.03 

4 36 12.30±0.10 3.75±0.01 

5 48 5.11±0.01 1.56±0.02 

6 60 6.50±0.10 2.44±0.01 

7 72 6.70±0.02 2.50±0.02 

8 84 7.00±0.10 2.90±0.03 

9 96 7.50±0.02 3.65±0.01 

10 108 5.70±0.02 3.35±0.15 

11 120 5.20±0.03 3.20±0.05 

12 132 5.10±0.01 3.17±0.02 

13 144 4.93±0.03 2.84±0.02 

14 156 4.70±0.03 2.60±0.01 

15 168 4.50±0.05 2.39±0.01 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
   
รูปท่ี 12 ผลการศึกษากราฟการเจริญเติบโตของเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 เปรียบเทียบกับเวลา 

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00

16.00

18.00

20.00

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

เวลา (ชั่วโมง)

คา
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

ง 
(6

00
 น

าโ
นเ

มต
ร)

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00

คาความขุนของเซลล
คาการนับเซลล

จํานวนเซลล /มิลลิลิตร x10
8



 

 

         3.2 ศึกษาชนิดและความเขมขนท่ีเหมาะสมของแหลงคารบอน  
จากการนําเชื้อรา A. pullulans NRRL 58536 มาทําการศึกษาแหลงคารบอน 2 ชนิด คือ กลูโคส และ ซูโครส 

ท่ีมีความเขมขนของแหลงคารบอน 1.5 2.0 และ 2.5% (w/v) จากนั้นนําสารสกัดท่ีไดมาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรา
กอโรคในกลุม Aspergillus spp. ดวยวิธี Well diffusion บนจานเลี้ยงเชื้อท่ีเกล่ียดวยสปอรของ  Aspergillus spp. 
สังเกตบริเวณยับยั้งและคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้ง ไดผลดังตารางที่ 4 โดยพบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 1.5% (w/v) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 
4 สายพันธุ ไดแก A. flavus, A. niger, A. fumigatus  และ A. terreus  ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 10.00±0.00, 
23.00±0.06, 48.00±0.03 และ 10.00±0.00 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ (รูปท่ี 13)  สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.0% (w/v) พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา Aspergillus spp. ท้ัง 4 สาย
พันธุเชนกัน  ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 52.00±0.08, 47.00±0.06, 25.00±0.06 และ 47.00±0.05 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (รูปท่ี 14) ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.5% 
(w/v) พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 
75.00±0.00, 60.00±0.05,  60.00±0.00 และ  50.00±0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 15)  และเมื่อทําการทดสอบ
ความสามารถในการตานเชื้อรา โดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของ
สปอร โดยเทียบกับชุดควบคุม พบวา สารสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสทั้ง 3 ความ
เขมขน มีฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรคท่ีนํามาทดสอบท้ัง 4 สายพันธุ ดังนี้ สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง
คารบอนกลูโคสความเขมขน 1.5% (w/v) สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ 
A. terreus ได 24.94±0.08, 37.83±0.00, 32.94±0.08 และ 26.00±0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.0% (w/v) สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. 
flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได 45.91±0.06, 43.91±0.06, 43.96±0.06 และ 27.89±0.08 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.5% 
(w/v) สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได 54.94±0.08, 
52.89±0.08, 50.89±0.08 และ 33.94±0.08 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 5) สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงคารบอนซูโครสท้ัง 3 ความเขมขน เมื่อนํามาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus 
spp. ดวยวิธี Well diffusion และ วิธี Conidial germination inhibition assay พบวาไมมีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรค
ในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ 



 

 

ตารางที่ 4 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Aspergillus spp. ของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 
ในแหลงคารบอนกลูโคส โดยวิธี well diffusion   
 

เปอรเซ็นตการยับย้ัง (% inhibition) ของสารสกัดท่ีผลิตในแหลง
คารบอนกลูโคส (%) เชื้อรา Aspergillus spp. 

1.5% (w/v) 2.0% (w/v) 2.5% (w/v) 

       A. flavus 10.00±0.00 52.00±0.08 75.00±0.00 
       A. niger 23.00±0.06 47.00±0.06 60.00±0.05 
       A. fumigatus 48.00±0.03 25.00±0.06 60.00±0.00 
       A. terreus 10.00±0.00 47.00±0.05 50.00±0.00 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 13 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของ
สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 1.5 % (w/v) โดย หมายเลข 
1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟ
เทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มลิลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 14 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) 
ของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.0 % (w/v) โดย 
หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 
คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 15 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) 
ของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.5 % (w/v) โดย 
หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 
คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 5 เปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร Aspergillus spp. ท่ีถูกบมรวมกับ
สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคส 

 
หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ จํานวนสปอรท่ีขึ้นบนจานอาหาร ภายหลังบมสารละลาย DMSO รวมกับสปอร
แขวนลอยของ Aspergillus spp. โดยจํานวนสปอรท่ีขึ้นบนจานอาหารชุดควบคุมเทียบเปน 100 เปอรเซ็นต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขมขนกลูโคส 
(%w/v)  

เชื้อรา Aspergillus spp.
เปอรเซ็นตการงอก 
ของสปอร (%) 

(% germination) 

เปอรเซ็นตการยับย้ัง 
การงอกของสปอร (%) 

( % inhibition) 
A. flavus  75.06±0.08 24.94±0.08 
A. niger 62.17±0.00 37.83±0.00 
A. fumigatus 67.06±0.08 32.94±0.08 

1.5 

A. terreus 74.00±0.00 26.00±0.00 
A. flavus  54.09±0.06 45.91±0.06 
A. niger 56.09±0.06 43.91±0.06 
A. fumigatus 56.04±0.06 43.96±0.06 

2.0 

A. terreus 72.11±0.08 27.89±0.08 
A. flavus  45.06±0.08 54.94±0.08 
A. niger 47.11±0.08 52.89±0.08 
A. fumigatus 49.11±0.08 50.89±0.08 

2.5 

A. terreus 66.06±0.08 33.94±0.08 



 

 

3.3 ศึกษาการใชแหลงอาหารเสริม  
จากการศึกษาชนิดและความเขมขนท่ีเหมาะสมของแหลงคารบอน พบวาสารสกัดจาก  

A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.5% (w/v) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรค
ในกลุม Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุไดสูงสุด จากนั้นนํามาศึกษาการใชแหลงอาหารเสริมจําพวกกรดอะมิ
โน ไดแก ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน โดยจัดแบงกรดอะมิโน ออกเปน 7 ภาวะ ไดแก (1) ฟนิลอะลานีน 
(2) โพรลีน (3) ลิวซีน (4) ฟนิลอะลานีน และ โพรลีน (5) ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน (6) โพรลีน และ ลิวซีน  
(7) ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน ตามลําดับ  โดยทําการเล้ียงเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 ในอาหาร
สูตร Production I ท่ีมีกลูโคสความเขมขน 2.5% (w/v) และทําการเล้ียงเชื้อตอในอาหารสูตร Production II ท่ี
มีกรดอะมิโนในแตละภาวะที่ความเขมขน 0.01 % (w/v) และนํามาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคใน
กลุม  Aspergillus spp.(A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus) ดวยวิธี Well diffusion บนจาน
เล้ียงเชื้อท่ีเกล่ียดวยสปอรของ  Aspergillus spp. สังเกตบริเวณยับยั้งท่ีเกิดขึ้นและคํานวณเปอรเซ็นตการ
ยับย้ัง ไดผลดังตารางที่ 6 โดยพบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะที่ 1 (ฟนิลอะลานีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ ซึ่งมี
เปอรเซ็นตการยับยั้ง 53.00±0.06, 50.00±0.00, 125±.000.06 และ 107.00±0.06 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูป
ท่ี 16) สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 2 (โพรลีน) พบวามี
ฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ  ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 
32.00±0.03, 97.00±0.06, 45.00±0.05 และ 100.00±0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 17) สารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 3 (ลิวซีน) พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอ
โรคในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ  ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 141.00±0.01, 40.00±0.00, 
20.00±0.00 และ 103.00±0.03 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 18) สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 4 (ฟนิลอะลานีน และ โพรลีน) พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา
กอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ  ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 75.00±0.02, 65.00±0.01, 
125.00±0.02 และ 90.00±0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 19) ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอ
โรคในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ  ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 175.00±0.05, 100.00±0.00, 
160.00±0.05 และ 55.00±0.10 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 20) และสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน)  พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรค
ในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ  ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 97.00±0.06, 25.00±0.01, 
165.00±0.01 และ 120.00±0.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 21) นอกจากนี้สารสกัดจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) พบวามีฤทธิ์ใน
การตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุ  ซึ่งเปอรเซ็นตการยับย้ัง 100.00±0.00, 
146.00±0.08,  170.00±0.06 และ 20.00±0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 22) และเมื่อทําการทดสอบ
ความสามารถในการตานเชื้อรา โดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการยับย้ังการ
งอกของสปอร โดยเทียบกับชุดควบคุม พบวา สารสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริม
กรดอะมิโนทั้ง 7 ภาวะ มีฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรคท่ีนํามาทดสอบท้ัง 4 สายพันธุ ดังนี้ โดยสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 1 (ฟนิลอะลานีน) สามารถยับยั้งการงอกของ
สปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได 33.33±0.02, 48.67±0.12, 68.17±0.13 และ 
58.92±0.12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 2 (โพรลีน) สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus 



 

 

ได 28.43±0.11, 55.89±0.08, 52.94±0.08 และ 55.08±0.12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 3 (ลิวซีน) สามารถยับยั้งการงอกของสปอร
ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได  69.87±0.10, 31.94±0.08, 24.94±0.08 และ 
58.83±0.12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะ
มิโนภาวะที่ 4 (ฟนิลอะลานีน และ โพรลีน) สามารถยับย้ังการงอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. 
fumigatus และ A. terreus ได 54.93±0.09, 46.87±0.10, 68.11±0.08 และ 56.94±0.08 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะ
ลานีน และ ลิวซีน) สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus 
ได 74.87±0.10, 55.94±0.08, 72.96±0.06 และ 32.89±0.08 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) สามารถยับยั้งการ
งอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได 56.89±0.08, 25.89±0.08, 
72.96±0.06 และ 65.89±0.08 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) สามารถยับย้ังการงอกของสปอร
ของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได 55.89±0.08, 69.91±0.06, 77.96±0.06 และ 
22.94±0.08 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 7) 
 
 
 



 

 

 
ตารางที่ 6 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Aspergillus spp. ของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน โดยวิธี  
Well diffusion   
 

 
 
 
 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง (% inhibition) ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน (%)  
เชื้อรา Aspergillus spp. 

 ฟนิลอะลานีน โพรลีน ลิวซีน 
ฟนิลอะลานีน 
และโพรลีน 

ฟนิลอะลานีน 
และลิวซีน 

โพรลีน 
และลิวซีน 

ฟนิลอะลานีน 
โพรลีน และลิวซีน 

A. flavus 53.00±0.06 32.00±0.03 141.00±0.01 75.00±0.02 175.00±0.05 97.00±0.06 100.00±0.00 

A. niger 50.00±0.00 97.00±0.06 40.00±0.00 65.00±0.01 100.00±0.00 25.00±0.01 146.00±0.08 

A. fumigatus 125.00±0.06 45.00±0.05 20.00±0.00 125.00±0.02 160.00±0.05 165.00±0.01 170.00±0.06 

A. terreus 107.00±0.06 100.00±0.00 103.00±0.03 90.00±0.00 55.00±0.10 120.00±0.01 20.00±0.00 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 16 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก 
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 1 (ฟนิลอะลานีน)  โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด 
หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 
0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 17 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัด
จาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 2 (โพรลีน)  โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด 
หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 
0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 18 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก 
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 3 (ลิวซีน) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 
คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 19 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 4 (ฟนิลอะลานีน และ โพรลีน) โดย หมายเลข 1 คือ สาร
สกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 
0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 20 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก 
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) โดย หมายเลข 1 คือ 
สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 21 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด 
หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 22 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก 
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) โดย 
หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 คือ แอมโฟ
เทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มลิลิกรัม/มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 7 เปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร Aspergillus spp. ท่ีถูกบมรวมกับสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน 
 

 

 
หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ จํานวนสปอรท่ีขึ้นบนจานอาหาร ภายหลังบมสารละลาย DMSO รวมกับสปอรแขวนลอยของ 
Aspergillus spp. โดยจํานวนสปอรท่ีขึ้นบนจานอาหารชุดควบคุมเทียบเปน 100 เปอรเซ็นต 

 

กรดอะมิโน 
เชื้อรา 

Aspergillus spp.

เปอรเซ็นตการงอก 
ของสปอร (%) 

(% germination) 

เปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร (%) 
(% inhibition) 

A. flavus 66.67±0.02 33.33±0.02 
A. niger 51.33±0.12 48.67±0.12 

A. fumigatus 31.83±0.13 68.17±0.13 
ฟนิลอะลานีน 

A. terreus 41.08±0.12 58.92±0.12 
A. flavus 71.57±0.11 28.43±0.11 
A. niger 44.11±0.08 55.89±0.08 

A. fumigatus 47.06±0.08 52.94±0.08 
โพรลีน 

A. terreus 44.92±0.12 55.08±0.12 
A. flavus 30.13±0.10 69.87±0.10 
A. niger 68.06±0.08 31.94±0.08 

A. fumigatus 75.06±0.08 24.94±0.08 
ลิวซีน 

A. terreus 41.17±0.12 58.83±0.12 
A. flavus 45.07±0.09 54.93±0.09 
A. niger 53.13±0.10 46.87±0.10 

A. fumigatus 31.89±0.08 68.11±0.08 
ฟนิลอะลานีน 
และโพรลีน 

A. terreus 43.06±0.08 56.94±0.08 
A. flavus 25.13±0.10 74.87±0.10 
A. niger 44.06±0.08 55.94±0.08 

A. fumigatus 27.04±0.06 72.96±0.06 
ฟนิลอะลานีน 
และลิวซีน 

A. terreus 67.11±0.08 32.89±0.08 
A. flavus 43.11±0.08 56.89±0.08 
A. niger 74.11±0.08 25.89±0.08 

A. fumigatus 27.04±0.06 72.96±0.06 
โพรลีน 

และลิวซีน 
A. terreus 34.11±0.08 65.89±0.08 
A. flavus 44.11±0.08 55.89±0.08 
A. niger 30.09±0.06 69.91±0.06 

A. fumigatus 22.04±0.06 77.96±0.06 
ฟนิลอะลานีน 

โพรลีน และลิวซีน 
A. terreus 77.06±0.08 22.94±0.08 



 

 

 
4. ทําบริสุทธ์ิบางสวนของสารตานเชื้อรา   
 4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography) 
 จากการศึกษาชนิดและความเขมขนท่ีเหมาะสมของแหลงคารบอนรวมถึงศึกษาการใชแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนใน
การผลิตสารตานเชื้อรา พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะ
ลานีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. flavus ไดสูงสุด สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหาร
เสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. terreus ไดสูงสุด ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. niger 
และ A.fumigatus ไดสูงสุด จึงนํามาตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (TLC) เทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอ
บาซิดิน เอ โดยใชระบบตัวทําละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ 
ลิวซีน) ประกอบดวยสารที่มีคา Rf แตกตางกัน 3 ชนิด (รูปท่ี 23) แตละชนิด มีคา Rf เทากับ 0.45 (ตําแหนง C) 0.59 
(ตําแหนง B) และ 0.68 (ตําแหนง A) ตามลําดับ สวนออริโอบาซิดิน เอ มาตรฐาน มีคา Rf เทากับ 0.68 (ตําแหนง D) (รูปท่ี 
23) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

 
 
 
 
 
      
 
 
รูปท่ี 23 โครมาโทรแกรมแสดงผลการตรวจสอบสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ท่ีไดจากเชื้อรา   
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน ดวยเทคนิค TLC โดยใชระบบตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต 
1.สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
2.สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5  
(ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) 
3.สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6  
(โพรลีน และ ลิวซีน) 
4.สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7  
(ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) 
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 4.2 เทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
 นําสารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน)  ภาวะ
ท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มาวิเคราะหโดยการทําโครมาโทกราฟแบบชั้น
บางและทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏข้ึนอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ บนแผน 
TLC มาละลายในตัวทําละลายอะซีโตไนไตร ทําการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้น
นําสารสกัดท่ีไดมาวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC ดวยเครื่อง HPLC ของบริษัท Varian รุน Prostar ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีมีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพ่ือทําเปนกราฟมาตรฐาน โดยใช
โครมาโทกราฟแบบเฟสผันกลับ (reversed-phase chromatography) ใชคอลัมนชนิด C18 ใช UV detector คอลัมนท่ีใชคือ 
คอลัมน Chrom Spher 5 C18  (4.6  250  มิลลิเมตร) ของบริษัท Varian ขนาดรูพรุน (pore size) 100 อังสตรอม ขนาด 
particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ท่ีความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร โดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคล่ือนท่ี 
อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณที่ใชในการฉีด 
20 ไมโครลิตร พบวาสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ปรากฎ peak ขึ้นท่ีเวลา 9.453 สวนสารสกัดจากเชื้อ A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และ
ภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ปรากฎ peak ขึ้นท่ีเวลา 9.472, 9.548 และ 9.578 (รูปท่ี 24) เนื่องจาก peak 
ของสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ กับสารสกัดท่ีใชวิเคราะหท้ัง 3 ภาวะ ปรากฎ peak ขึ้นในเวลาท่ีไมเทากันซึ่งอาจจะไม
เปนสารชนิดเดียวกันจึงไดทําการวิเคราะหสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนดวยเทคนิค HPLC อีกครั้งโดยการผสม
สารสกัดกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ในอัตราสวน 2:1 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร  เพ่ือตรวจสอบ peak กราฟของสาร
สกัดกับสารมาตรฐานวาเปนสารชนิดเดียวกันหรือไม จากการทดลองพบวา peak กราฟของสารสกัดจากเชื้อ A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และ
ภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) รวมเปน peak เดียวกันกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีเวลา 9.462, 
9.497 และ 9.495 (รูปท่ี 25) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 24 กราฟจากการตรวจสอบดวย HPLC ของออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (A) สารสกัด A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) (B) สารสกัด A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) (C) สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) (D) 
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รูปท่ี 39 กราฟจากการทํา HPLC ของ ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 25 กราฟจากการตรวจสอบดวย HPLC ของออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (A) สารสกัด A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ผสมสารมาตรฐานออริโอบาซิ
ดิน เอ ในอัตราสวน 2:1 (B) สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิว
ซีน) ผสมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ในอัตราสวน 2:1 (C)  สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ผสมสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ในอัตราสวน 2:1 (D) 
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4.3 เทคนิค Spectrophotometry สําหรับการวิเคราะหโปรตีนเบ้ืองตนในสารตานเชื้อรา 
นําสารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะ

ท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มาตรวจสอบโดยการทําโครมาโทกราฟแบบชั้น
บางและทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏข้ึนอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ บนแผน 
TLC มาละลายในตัวทําละลายเมทธานอล ทําการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนํา
สวนของของเหลวไปทําการวิเคราะหโปรตีนเบ้ืองตนโดยใช Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนชวง 200-400 นาโนเมตร 
โดยทําการเปรียบเทียบสเปกตรัมคาการดูดกลืนแสงของสารสกัดท่ีไดกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาสารสกัดจากเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 ท้ัง 3 ภาวะ มีคาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี
ความยาวคล่ืน 257 นาโนเมตร สวนสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ มีคาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 258 
นาโนเมตร (รูปท่ี 26)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
รูปท่ี 26 สเปกตรัมคาการดูดกลืนแสงจากการทดสอบดวยเทคนิค Spectrophotometry ของ ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความ
เขมขน 0.1 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (A) สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะ
ลานีน และ ลิวซีน) (B) สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) 
(C) สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) (D) 
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4.4 เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry สําหรับการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารตานเชื้อรา 
ผลการทดลองนําสารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ 

ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มาตรวจสอบโดยการทําโครมาโทก
ราฟแบบชั้นบางและทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏขึ้นอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ 
บนแผน TLC มาละลายในตัวทําละลายอะซีโตไนไตร ทําการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นนําสวนของของเหลวไปทําการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลสารสกัด โดยในการวิเคราะหจะใช 2, 5-dihydroxybenzoic 
acid (DHB) เปน matrix ในอัตราสวนของสารสกัด: DHB คือ 9:1 (v/v) และกําหนดใหเปน linear positive mode ท่ี
กําลังไฟฟา 20 กิโลโวลต จากนั้นทําการเปรียบเทียบสเปกตรัมน้ําหนักโมเลกุลของสารสกัดท่ีไดกับสารมาตรฐานออริโอบาซิ
ดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ มีน้ําหนักโมเลกุล 1,123.648 ดาลตัน 
สวนสารสกัดจากเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะ
ท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มีผลของสเปกตรัมน้ําหนักโมเลกุล 1,123.246, 
1,123.886 และ 1,123.551 ดาลตนั (รูปท่ี 27) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 27  MALDI-TOF สเปกตรัมของ ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 1 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (A) สารสกัด A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) (B) สารสกัด A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) (C) สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) (D) 
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1,123.648 ดาลตัน 
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1,123.886 ดาลตัน 
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5. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพสารตานเชื้อราท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน 
 5.1 วิธี Well diffusion 
 นําสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) 
ภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยเทคนิค
โครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. อีกครั้ง ดวยวิธี Well diffusion 
บนจานเล้ียงเชื้อท่ีเกล่ียดวยสปอรของ  Aspergillus spp. สังเกตบริเวณยับย้ังท่ีเกิดขึ้นและคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้ง ไดผล
ดังตารางท่ี 8 โดยพบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน 
และ ลิวซีน)  มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. flavus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 183.00±0.02 เปอรเซ็นต (รูปท่ี 28) สวนสาร
สกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) พบวามีฤทธิ์ในการตาน
เชื้อรา A. terreus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 168.00±0.06 เปอรเซ็นต (รูปท่ี 29) ขณะที่สารสกัดจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. niger 
และ A.fumigatus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 191.00±0.24 และ 190.00±0.05 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปท่ี 30 ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ตารางที่ 8 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Aspergillus spp. ของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริม
กรดอะมิโนที่ผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวน โดยวิธี Well diffusion   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เปอรเซ็นตการยับย้ัง (% inhibition) จากสารสกัดท่ีทําบริสุทธิ์บางสวน (%) 
เชื้อรา Aspergillus spp. ฟนิลอะลานีน 

และลิวซีน 
โพรลีน  

และลิวซีน  
ฟนิลอะลานีน 

โพรลีน  และลิวซีน 

      A. flavus 183.00±0.02  99.00±0.01 105.00±0.04 

      A. niger 105.00±0.07  20.00±0.01 191.00±0.24 

      A. fumigatus 173.00±0.03 157.00±0.01 190.00±0.05 

      A. terreus 54.00±0.02        168.00±0.06       28.00±0.01 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 28 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก 
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวน โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 
คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 29 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก 
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวน โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ หมายเลข 4 
คือ แอมโฟเท-อริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 30 ความสามารถในการยับย้ัง A. flavus (A) A. niger (B) A. fumigatus (C)  และ A. terreus (D) ของสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําให
บริสุทธิ์บางสวน โดย หมายเลข 1 คือ สารสกัด หมายเลข 2 คือ สาร DMSO หมายเลข 3 คือ ไมหยดสารสกัด และ 
หมายเลข 4 คือ แอมโฟเทอริซิน บี ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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5.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 
นําสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) 

ภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยเทคนิค
โครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. อีกครั้ง โดยคํานวณเปน
เปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร โดยเทียบกับชุดควบคุม พบวาสารสกัดจาก A. 
pullulans  NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวน สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus ไดสูงสุด 77.88±0.09  เปอรเซ็นต สวนสารสกัดจาก A. pullulans  
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน สามารถยับยั้ง
การงอกของสปอรของ A. terreus ไดสูงสุด 71.91±0.07 เปอรเซ็นต ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง
อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน สามารถยับยั้งการงอก
ของสปอรของ A. niger และ A. fumigatus ไดสูงสุด 77.00±0.20 และ 79.17±0.24 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 9) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ตารางที่ 9 เปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตการยับย้ังการงอกของสปอร Aspergillus spp. ท่ีถูกบมรวมกับสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน 
 
กรดอะมิโนท่ีใชในการ
ผลิตสารสกัดท่ีผานการ
ทําบริสุทธิ์บางสวน 

เชื้อรา Aspergillus 
spp. 

เปอรเซ็นตการงอก 
ของสปอร (%) 

(% germination) 

เปอรเซ็นตการยับย้ังการงอก
ของสปอร (%) 
(% inhibition) 

A. flavus  22.11±0.09 77.88±0.09 
A. niger 41.17±0.12 58.83±0.12 
A. fumigatus 24.25±0.18 75.75±0.18 

ฟนิลอะลานีน และลิว
ซีน 

A. terreus 69.17±0.13 30.83±0.13 
A. flavus  42.00±0.16 58.00±0.16 
A. niger 76.50±0.14 23.50±0.14 
A. fumigatus 32.20±0.16 67.80±0.16 

โพรลีน  
และลิวซีน 

A. terreus 28.09±0.07 71.91±0.07 
A. flavus  42.07±0.09 57.93±0.09 
A. niger 23.00±0.20 77.00±0.20 
A. fumigatus 20.83±0.24 79.17±0.24 

ฟนิลอะลานีน  
โพรลีน และลิวซีน 

A. terreus 75.17±0.13 24.83±0.13 
 
หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ จํานวนสปอรท่ีขึ้นบนจานอาหาร ภายหลังบมสารละลาย DMSO รวมกับสปอรแขวนลอยของ 
Aspergillus spp. โดยจํานวนสปอรท่ีขึ้นบนจานอาหารชุดควบคุมเทียบเปน 100 เปอรเซ็นต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

5.3 ทําการตรวจสอบสารสกัดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography) 
 นําสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) 
ภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยเทคนิค
โครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาตรวจสอบสารสกัดอีกครั้ง โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ โดยใชระบบตัว
ทําละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนทั้ง 3 ภาวะ 
ประกอบดวยสารท่ีมีคา Rf ภาวะละ 1 ชนิด (รูปท่ี 31) แตละภาวะมีคา Rf  เทากับ 0.68 (ตําแหนง A) สวนออริโอบาซิดินเอ 
มาตรฐาน มีคา Rf เทากับ 0.68 (ตําแหนง B) (รูปที่ 31) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 31 โครมาโทรแกรมแสดงผลการตรวจสอบสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา ท่ีไดจากเชื้อรา   
A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวน ดวยเทคนิค TLC โดยใชระบบ
ตัวทําละลายคือ เอธิลอะซิเตต 
1.สารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน เอ ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
2.สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5  
(ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน)  
3.สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6  
(โพรลีน และ ลิวซีน) 
4.สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7  
(ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) 
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6. วิเคราะหโครงสรางสารตานเชื้อราท่ีผลิตได 
6.1 ทําการวิเคราะหโครงสรางสารตานเชื้อราท่ีผลิตไดดวยวิธี 1H-Nuclear Magnetic  

Resonance (1H-NMR) 
 นําสารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิว

ซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มาตรวจสอบโดยการทําโครมาโทก
ราฟแบบชั้นบางและทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏขึ้นอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ 
บนแผน TLC มาละลายในตัวทําละลายคลอโรฟอรม ทําการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นนําสวนของของเหลวไปทําการวิเคราะหหาโครงสรางสารสกัด โดยใชวิธี 1H-NMR ซึ่งนิวคลีไอท่ีใชในสนามแมเหล็กคือ
โปรตอน (Proton) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในชวงความยาวคล่ืนวิทยุ 500 เมกะเฮิรทซ จากนั้นทําการเปรียบเทียบ
สเปกตรัมของสารสกัดท่ีไดกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาสารสกัดจากเชื้อ 
A. pullulans NRRL 58536 ท้ัง 3 ภาวะ มีผลของสเปกตรัมสอดคลองกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ (รูปท่ี 32) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
รูปท่ี 32 โปรตอนเอนเอมอารสเปกตรัมของ ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (A) สารสกัด A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) (B) สารสกัด A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) (C) สารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) (D) 
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6. สรุปและวิจารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา A. pullulans 
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเชื้อรา A. pullulans ท้ัง 10 สายพันธุพบวาเซลลมีรูปรางหลายรูปแบบ ไดแก 
บลาสโตสปอร  โคนิเดียปฐมภูมิ  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  แตกออกจากบ
ลาสโตสปอร เมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลานานขึ้นเซลลจะมีขนาดใหญ และมีผนังหนาขึ้น เรียกวาเซลลพอง (swollen cell) โดยใน
บางสายพันธุอาจมีสีเขมขึ้นเนื่องจากการสรางเม็ดสีเมลานิน เรียกวาคลาไมโดสปอร เสนใยมีลักษณะโปรงใส เมื่อเล้ียงเปน
ระยะเวลานานจะเปล่ียนเปนสีเขมขึ้นจากการสรางเม็ดสีเมลานิน และมีผนังหนาขึ้น บางครั้งมีเอนโดโคนิเดียเกิดขึ้นจาก
ภายใน ดานขาง หรือปลายของเสนใย ซึ่งสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีอธิบายโดย Hermanides-nijhof (1977) 
และ Domsch และคณะ (1993)  
 
2. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อรา 
 2.1 วิธี Well diffusion 
 จากการนําสารท่ีสกัดไดจากเชื้อราท้ัง 10 สายพันธุ มาทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม  Aspergillus spp. 
พบวา A. pullulans NRRL 58536 ออกฤทธิ์สูงสุดในการตานเชื้อรากอโรคท่ีนํามาทดสอบท้ัง 4 สายพันธุ ไดแก A. flavus, A. 
niger, A. fumigatus  และ  A. terreus โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 50.00±0.00, 50.00±0.00, 20.00±0.00 และ 45.00±0.05
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งไดเคยมีรายงานวา สารตานเชื้อรา ออริโอบาซิดิน เอ ท่ีผลิตไดจากเชื้อรา  A. pullulans สามารถ
ยับยั้งเชื้อรากอโรคกลุม Candida spp.และกลุมอื่นๆไดแลว ยังสามารถยับยั้งเชื้อรากลุม Aspergillus spp. บางสายพันธุไดดี 
เชน A. terreus A. nidulans และ A. clavatus เปนตน แตพบวามีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับย้ังไดไมดีตอเชื้อรา A. 
fumigatus A. flavus และ A. niger (Takesako และคณะ, 1993)  นอกจากนี้ยังมีรายงานวาสารสกัดจากเชื้อรา A. pullulans 
สายพันธุเขตรอนท่ีคัดแยกไดจากประเทศไทยสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา A. fumigates A. flavus และ A. terreus ได 
(Lotrakul และคณะ, 2009)  
 ซึ่งการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธีนี้เปนวิธีท่ีนิยมใชทดสอบสารตานจุลชีพ โดยเฉพาะกับสารท่ีมีปริมาณนอย โดย
เสนผาศูนยกลางของบริเวณยับยั้งจะสัมพันธกับปริมาณสารท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลชีพ (Gaydos และ Harrington, 1982) 
แตเนื่องดวยจากการทดลองสารท่ีสกัดไดจาก A. pullulans ท่ีมีฤทธิ์ตานเชื้อราน้ันยังเปนสารสกัดหยาบ และยังมีปริมาณสาร
อื่นเจือปนอยูหลายชนิด ดังนั้นหากตองการใหสารสกัดมีฤทธิ์การยับย้ังท่ีดีขึ้นจึงควรทําใหสารสกัดนั้นมีความบริสุทธ์ิมากขึ้น 
 
 2.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 
 จากการนําสารท่ีสกัดไดจาก A. pullulans ท้ัง 10 สายพันธุ มาทดสอบความสามารถในการตานเชื้อรา โดยคํานวณ
เปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 
มีฤทธิ์สูงสุดในการยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได 43.96±0.06, 
40.83±0.12, 33.93±0.10 และ 39.89±0.09 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ท่ีมีฤทธิ์ในการยับย้ังเชื้อรา 
Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุดวยวิธี Well diffusion นั้นคือสายพันธุเดียวกันกับท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการงอกของสปอรของ  
Aspergillus spp. ดวย ซึ่งเชื้อราในกลุม Aspergilli เปนเชื้อราฉวยโอกาสท่ีพบไดท่ัวไปในธรรมชาติ (opportunistic fungi)  
สามารถกอโรคในคนหรือสัตวท่ีมีความผิดปกติของภูมิคุมกัน  โรคที่เกิดขึ้นเรียกวา  Aspergillosis  อาการของโรคมีตั้งแต
เล็กนอยจนถึงเปนสาเหตุใหผูปวยเสียชีวิต  สวนใหญทําใหเกิดการติดเชื้อในรางกายไดหลายระบบ ไดแก หู ตา จมูก และ



 

 

ปอด การติดเชื้อราน้ีบางคนเชื้อจะลุกลามไปยังกระดูก  สมอง เย่ือหุมสมอง ระบบประสาท  หรือเกิดเนื้อตายเนื่องมาจากการ
ติดเชื้อท่ีอวัยวะภายในตางๆ (Schett และคณะ, 1998) เชื้อราในสกุลนี้ท่ีกอโรครุนแรงไดแก A. fumigatus  A. flavus  A. niger  
และ A. terreus  (พรรณกร อิ่มวิทยา,  2538)   

จากฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา Aspergillus spp. ท้ัง 
4 สายพันธุ ไดดีนั้นจึงนาจะมีการศึกษาตอไปในแงของการทําเปนยาตานเชื้อราตอไปในอนาคต 
 
3. ศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตสารตานเชื้อรา 

3.1 ศึกษาหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารตานเชื้อราโดยใช 
เทคนิค  Spectrophotometry 

จากการทดลองนําเชื้อรา A. pullulans NRRL 58536 ซึ่งเปนสายพันธุท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคกลุม 
Aspergillus spp.ไดสูงสุด จึงนํามาศึกษาหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารตานเชื้อรา โดยในการ
ทดลองเปนการเลี้ยงเซลลในอาหารเล้ียงเช้ือแบบ Fed batch คือเปนการเติมอาหารเขาไปเพ่ิมโดยไมมีการถายอาหารท่ี
เพาะเล้ียงเช้ือแลวออกมา ซึ่งมีขอดีคือ ทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตเปนจํานวนมาก และทําใหไดมวลของเซลลในปริมาณสูง 
(สมใจ ศิริโภค, 2547) พบวาในชวงเวลา 0-6 ชั่วโมง (lag phase) เปนชวงการปรับตัวของเซลลกลาเชื้อท่ีเติมลงไปในอาหาร
เล้ียงเชื้อ ซึ่งการเปล่ียนแปลงจํานวนของเซลลจะเปนศูนยในชวงระยะเวลาหนึ่ง แสดงถึงการปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอม
ใหม และเกี่ยวของกับการสังเคราะหเอนไซมท่ีจําเปนสําหรับการเจริญในสภาวะแวดลอมนี้ จากน้ันในชวงเวลา 24 ชั่วโมง 
พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตสูงสุดซึ่งวัดคาความขุนของเซลลได 17.37±0.01 และนับจํานวนเซลลได 12.40±0.03x108  

เซลล/มิลลิลิตร จึงจัดเซลลอยูในชวงเอกซโปเนนเชียล (exponential หรือ log phase) เปนชวงที่มีสมดุลของการเจริญการ
สังเคราะหสารท่ีเปนองคประกอบของเซลลเพ่ิมขึ้นดวยอัตราท่ีคงท่ี ดังนั้นเซลลจึงแบงตัวประชากรเพิ่มขึ้นเปน 2 เทา ในชวง
เวลาคงที่ ชวงเวลาหลังจากชั่วโมงที่ 24 พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตลดลง เมื่อครบเวลา 56 ชั่วโมง ไดทําการเติมอาหาร
สูตร Production II ปริมาตร 1/5 ของอาหารสูตร Production I ลงไป และทําการเลี้ยงตออีก 78 ชั่วโมง พบวาท่ีเวลา 96 
ชั่วโมง เซลลมีการเจริญเติบโตสูงขึ้นแตต่ํากวาในชวงเวลาที่ 24 ชั่วโมงซึ่งวัดคาความขุนของเซลลได 7.50±0.02 และนับ
จํานวนเซลลได 3.65±0.01x108  เซลล/มิลลิลิตร เนื่องจากเซลลบางสวนเขาสูชวงการเจริญลดลง (decline phase) ในชวงนี้
อัตราการตายของเซลลมีคามากกวาอัตราการเจริญ ซึ่งทําใหความหนาแนนของเซลลลดลง  จากนั้นทําการเก็บเกี่ยวเซลลท่ี
เวลา 134 ชั่วโมง เนื่องจากเมื่อเซลลเขาสูชวงนี้สารอาหารท่ีจําเปนถูกใชหมดไป หรือเกิดการสะสมของสารพิษอยูภายใน
เซลลเรียกวาสารประกอบทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งเปนสารท่ีเชื้อราสรางขึ้นมาเพ่ือตอบสนองตอความจําเปนบาง
ประการ เชน เพ่ือปองกันตนเองจากเชื้อราชนิดอ่ืน เปนตน (เพ็ญแข วันไชยธนวงศ, 2544) 
 
 3.2 ศึกษาชนิดและความเขมขนท่ีเหมาะสมของแหลงคารบอน 

จากการทดลองนําเชื้อรา A. pullulans NRRL 58536 ซึ่งเปนสายพันธุท่ีมีฤทธ์ิในการตานเชื้อรากอโรคกลุม 
Aspergillus spp.ไดสูงสุด จึงนํามาทําการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารตานเชื้อราจากแหลงคารบอน 2 ชนิด คือ 
กลูโคส และ ซูโครส ท่ีมีความเขมขน 1.5 2.0 และ 2.5% (w/v) พบวาเปอรเซ็นตการยับยั้งจากสารสกัด A. pullulans NRRL 
58536 ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.5% (w/v) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. ท้ัง 4 สาย
พันธุ ไดแก A. flavus, A. niger, A. fumigatus  และ A. terreus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 75.00±0.00, 
60.00±0.05, 60.00±0.00 และ 50.00±0.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  และเมื่อทําการทดสอบความสามารถในการตานเชื้อรา 
โดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร พบวาสารสกัดจาก A. pullulans 
NRRL 58536 สามารถยับยั้งการเจริญของสปอรของ A. flavus, A. niger, A. fumigatus และ A. terreus ได 54.94 ± 0.08, 
52.89 ± 0.08, 50.89 ± 0.00 และ 33.94 ± 0.08 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งไดสอดคลองกับรายงานผลการทดลองเกี่ยวกับ
การใชแหลงคารบอนกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวามีการสังเคราหเอนไซม Phenoxazinone และยาปฏิชีวนะ Actinomycin 



 

 

ไดปริมาณสูงขึ้นเนื่องจากกลูโคสไปมีผลตอการเพิ่มอัตราการเจริญของเชื้อซ่ึงจะไปมีผลตอการเพ่ิมการผลิตสารประกอบทุติย
ภูมิ (Gallo และ Katz, 1993) 
 โดยธรรมชาติเซลลของส่ิงมีชีวิตรวมถึงจุลินทรียตองการสารอาหารบางอยางสําหรับการเจริญเติบโตสารอาหารเหลาน้ี
จะตองมีธาตุซึ่งเปนสวนประกอบและโครงสรางของเซลล โดยธาตุเหลานี้มีความจําเปนตอกระบวนการสังเคราะห  ซึ่ง
องคประกอบหลักของจุลินทรียคือ คารบอน  จุลินทรียท่ีไดพลังงานจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารอินทรียในปริมาณท่ีมาก
พอจะเปนแหลงพลังงานท่ีเพียงพอตอการเจริญเติบโตของเซลล (เพ็ญแข วันไชยธนวงศ, 2544)  
 
 3.3 ศึกษาการใชแหลงอาหารเสริม  

จากการศึกษาชนิดและความเขมขนท่ีเหมาะสมของแหลงคารบอน พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 
ในแหลงคารบอนกลูโคสความเขมขน 2.5% (w/v) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp. ท้ัง 4 สายพันธุได
สูงสุด เมื่อนํามาศึกษาการใชแหลงอาหารเสริมจําพวกกรดอะมิโน ไดแก ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน โดยจัดแบงกรดอะ
มิโน ออกเปน 7 ภาวะ ไดแก (1) ฟนิลอะลานีน (2) โพรลีน (3) ลิวซีน (4) ฟนิลอะลานีน และ โพรลีน (5) ฟนิลอะลานีน และ 
ลิวซีน (6) โพรลีน และ ลิวซีน  (7) ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน ตามลําดับ โดยทําการเล้ียงเชื้อ A. pullulans NRRL 
58536 ในอาหารสูตร Production I ท่ีมีกลูโคสความเขมขน 2.5% (w/v) และทําการเล้ียงเชื้อตอในอาหารสูตร Production II 
ท่ีมีกรดอะมิโนในแตละภาวะที่ความเขมขน 0.01% (w/v) พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. flavus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 
175.00±0.05 เปอรเซ็นต สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน 
และ ลิวซีน) พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. terreus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 120.00±0.01 เปอรเซ็นต ขณะท่ี
สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์
ในการตานเชื้อรา A. niger และ A. fumigatus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับย้ัง 146.00±0.08 และ  170.00±0.06 
เปอรเซ็นตตามลําดับ  และเมื่อทําการทดสอบความสามารถในการตานเชื้อรา โดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร 
และเปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร พบวาสารสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus ไดสูงสุด 74.87±0.10 เปอรเซ็นต  สวน
สารสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) สามารถยับยั้งการ
งอกของสปอรของ A. terreus ไดสูงสุด 65.89±0.08 เปอรเซ็นต ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง
อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. niger และ A. 
fumigatus ไดสูงสุด 69.91±0.06 และ 77.96±0.06เปอรเซ็นต ตามลําดับ  และไดเคยมีรายงานผลการทดลองเกี่ยวกับการใช
กรดอะมิโนในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือผลิตสารตานเชื้อรา ทําการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งดวยเชื้อรา Candida albicans พบวาสาร
ตานเชื้อราดังกลาวสามารถออกฤทธิ์ยับย้ังได (Mittendorf และคณะ, 2002) 

จุลินทรียบางชนิดตองการไนโตรเจนในสารอินทรีย เชน กรดอะมิโน โดยแหลงของไนโตรเจนไดแก ถ่ัวเหลือง ถ่ัว
ลิสง ปลา เนื้อสัตว ยีสตสกัด เปนตน ซึ่งไนโตรเจนจัดเปนองคประกอบของเซลลรอยละ10 ของน้ําหนักเซลล ดังนั้นในอาหาร
เล้ียงเชื้อควรมีปริมาณไนโตรเจนที่เพียงพอสําหรับเซลลท่ีตองการ (เพ็ญแข วันไชยธนวงศ, 2544) และนอกจากนี้ไดมี
รายงานวาออริโอบาซิดิน เปนสารกลุมเดปซิเปปไทดแบบวงแหวน (cyclic depsipeptide) ประกอบดวยกรดแอลฟาอะมิโน 8 
ชนิด และกรดไฮดรอกซิล 1 ชนิด ออริโอบาซิดิน มีโครงสราง 18 ชนิด และมีโครงสรางของกรดอะมิโนท่ีเปนโครงสรางหลักใน
ทุกโครงสราง 3 ชนิด คือ ฟนิลอะลานีน โพรลีน และลิวซีน (Takesako และคณะ, 1993) ดังนั้นกรดอะมิโนท้ัง 3 ชนิดนาจะมี
บทบาทในการชักนําใหเซลลผลิตสารตานเชื้อราไดประสิทธิภาพดีขึ้น 
 
 
 
 



 

 

4. ทําบริสุทธ์ิบางสวนของสารตานเชื้อรา   
 4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography) 
 จากการศึกษาชนิดและความเขมขนท่ีเหมาะสมของแหลงคารบอนรวมถึงศึกษาการใชแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนใน
การผลิตสารตานเชื้อรา พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะ
ลานีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. flavus ไดสูงสุด สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหาร
เสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. terreus ไดสูงสุด ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน)  มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. 
niger และ A. fumigatus ไดสูงสุด จึงนํามาตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง เทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอ
บาซิดิน เอ โดยใชระบบตัวทําละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริม
กรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ 
ลิวซีน) ประกอบดวยสารท่ีมีคา Rf แตกตางกัน 3 ชนิด แตละชนิด มีคา Rf  เทากับ 0.45 (ตําแหนง C) 0.59 (ตําแหนง B) 
และ 0.68 (ตําแหนง A) ตามลําดับ สวนออริโอบาซิดินเอ มาตรฐาน มีคา Rf เทากับ 0.68 (ตําแหนง D)  

ในการแยกสารดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง เปนโครมาโทกราฟแบบดูดซับ ซึ่งเปนวิธีหน่ึงท่ีนิยมใชใน
การแยกสาร การทําใหสารบริสุทธ์ิ หรือใชระบุชนิดของสารและจํานวนสารท่ีเปนองคประกอบในของผสม โดยอาศัยหลักการท่ี
สารตางชนิดกันจะกระจายตัวอยูในเฟสคงท่ีและเฟสเคลื่อนที่ไดไมเทากัน การท่ีสารในของผสมแยกออกจากกันไดเนื่องจาก
สารแตละตัวจะถูกดูดซับไวไมเทากัน สารท่ีถูกดูดซับไวมากยอมเคล่ือนที่ไดชากวาสารท่ีถูกดูดซับไดนอย ซึ่งจากหลักการนี้ 
ทําใหสามารถแยกสารที่มีสภาพขั้วตางกันออกจากกันได ในการทดลองนี้เลือกใชแผนโครมาโทกราฟท่ีมีตัวดูดซับเปนซิลิกา
เจล ซึ่งใชไดดีกับสารเกือบทุกชนิด และเนื่องจาก ออริโอบาซิดิน เอ เปนสารประเภทพอลิเปปไตด ท่ีมีสภาพขั้วคอนขางสูง 
สามารถละลายไดดีใน เอทธานอล  เมทธานอล  คลอโรฟอรม และเอทธิลอะซิเตท เปนตน (Takesako และคณะ, 1991) จึงได
เลือกใชเอทธิลอะซิเตทซ่ึงเปนตัวทําละลายท่ีสามารถทําละลาย ออริโอบาซิดิน เอ และพาสารใหเคล่ือนท่ีบนแผน TLC ได
คอนขางเหมาะสมกวาเอทธานอลและเมทธานอลที่มีสภาพขั้วคอนขางสูงเกินไป หรือ คลอโรฟอรมซึ่งมีสภาพขั้วต่ําเกินไป
สําหรับการแยก ออริโอบาซิดิน เอ และสารสกัดท่ีได ซึ่งจะทําใหผลการแยกสารไดไมดีเทาท่ีควร 
 ดังนั้นจากรูปแบบของการแยกสารบนแผน TLC สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อราท่ี
ใชทดสอบนั้นจึงมีความเปนไปไดวาเปนออริโอบาซิดิน เอ เนื่องจากสภาพความมีขั้วคอนขางใกลเคียงกัน สังเกตไดจากการ
แยกสารได ณ ตําแหนงท่ีมีคา Rf เทากันบนแผน TLC  
 
 4.2 เทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
 ผลจากการทดลองนําสารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน 
และ ลิวซีน) ภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มาวิเคราะหโดยการทําโคร
มาโทกราฟแบบชั้นบางและทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยทําการขูดจุดของสารสกัดท่ีปรากฏขึ้นอยูในระดับเดียวกันกับออริโอบาซิ
ดิน เอ บนแผน TLC มาละลายในตัวทําละลายอะซีโตไนไตร จากนั้นนําสารสกัดท่ีไดมาตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ
ของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC) ซึ่งเปนเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพและความไวสูงในการแยกองคประกอบตางๆ ออกจากกัน
โดยอาศัยความแตกตางของการกระจายตัวของสารตัวอยางระหวาง 2 เฟส ท่ีไมผสมเปนเนื้อเดียวกัน คือ เฟสเคล่ือนท่ี 
(mobile phase) ทําหนาท่ีในการชะลางหรือพาสารเคล่ือนท่ีผานเฟสอยูกับท่ี และเฟสอยูกับท่ี (stationary phase) ทําหนาท่ี
ในการแยกสารหรือองคประกอบของสารตัวอยางออกจากกัน โดยมีหลักการทํางานคือ ขณะเฟสเคล่ือนท่ีผานเฟสอยูกับท่ี
องคประกอบหรือสารชนิดตางๆ ในสารตัวอยางจะมีการเคล่ือนที่ผานเขาและออกระหวางเฟสทั้งสองและมีการหนวงเหนี่ยว 
(retention) ในเฟสอยูกับท่ีท้ังนี้ขึ้นอยูกับคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีขององคประกอบหรือสารแตละชนิดท่ีอยูในสาร
ตัวอยางท่ีมีความจําเพาะตอเฟสท้ังสอง จากความแตกตางนี้ทําใหสารแตละชนิดเคล่ือนท่ีผานเฟสอยูกับท่ีในอัตราท่ีแตกตาง
กัน ทําใหมีการแยกเกิดขึ้น ระยะเวลาที่สารแตละชนิดใชในการเคล่ือนท่ีผานเฟสอยูกับท่ี (retention time) จะแสดงออกมาใน
รูปของตําแหนง peak บนโครมาโทแกรมซ่ึงสามารถนํามาใชประโยชนดานการวิเคราะหเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณได (แมน 



 

 

อมรสิทธิ์ และ อมร เพชรสม, 2535) ทําการทดสอบดวยเครื่อง HPLC ของบริษัท Varian รุน Prostar ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีมีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เพ่ือทําเปนกราฟมาตรฐาน โดยใช
โครมาโทกราฟแบบเฟสผันกลับ (reversed-phase chromatography) ใชคอลัมนชนิด C18 ใช UV detector คอลัมนท่ีใชคือ 
คอลัมน Chrom Spher 5 C18  (4.6  250  มิลลิเมตร) ของบริษัท Varian ขนาดรูพรุน (pore size) 100 อังสตรอม ขนาด 
particle 5 ไมโครเมตร  และใช UV detector ท่ีความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร โดยมีอะซีโตไนไตร และนํ้าเปนเฟสเคล่ือนท่ี 
อัตราสวน 7.5:2.5 ตามลําดับ อัตราการไหลเทากับ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณที่ใชในการฉีด 
20 ไมโครลิตร พบวาสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ปรากฎ peak ขึ้นท่ีเวลา 9.453 สวนสารสกัดจากเชื้อ A. pullulans 
NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และ
ภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ปรากฎ peak ขึ้นท่ีเวลา 9.472, 9.548 และ 9.578 เนื่องจาก peak ของสาร
มาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ กับสารสกัดท่ีใชวิเคราะหท้ัง 3 ภาวะ ปรากฎ peak ขึ้นในเวลาท่ีไมเทากันซึ่งอาจจะไมเปนสาร
ชนิดเดียวกันจึงไดทําการวิเคราะหสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนดวยเทคนิค HPLC อีกครั้งโดยการผสมสารสกัด
กับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ในอัตราสวน 2:1 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร  เพ่ือตรวจสอบ peak กราฟของสารสกัดกับสาร
มาตรฐานวาเปนสารชนิดเดียวกันหรือไม จากการทดลองพบวา peak กราฟของสกัดจากเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 ใน
แหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะท่ี 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะที่ 7 (ฟนิลอะ
ลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) รวมเปน peak เดียวกันกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ ท่ีเวลา 9.462, 9.497 และ 9.495 
ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนที่ใชทดสอบน้ันเปนสารชนิดเดียวกันกับออริโอบาซิดิน 
เอ เน่ืองจากผลการทดลองมีความสอดคลองกัน 
 

4.3 เทคนิค Spectrophotometry สําหรับการวิเคราะหโปรตีนเบ้ืองตนในสารตานเชื้อรา 
จากการทดลองนําสารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน 

และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิ
บางสวนมาวิเคราะหดวยเทคนิค Spectrophotometry พบวาสารสกัดท้ัง 3 ภาวะ มีคาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 257 
นาโนเมตร สวนสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ มีคาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 258 นาโนเมตร เนื่องจากออริโอบาซิ
ดิน เอ เปนสารกลุมเดปซิเปปไทดแบบวงแหวน (cyclic depsipeptide) ประกอบดวยกรดแอลฟาอะมิโน 8 ชนิด และกรดไฮดร
อกซิล 1 ชนิด (Takesako และคณะ, 1993) จึงจัดเปนสารประเภทโปรตีนท่ีมีการแตกตัวเปน subunit ขนาดเล็ก เมื่อนําสาร
มาวิเคราะหโดยใชเครื่อง Spectrophotometer จึงสามารถวิเคราะหสารกลุมท่ีมีโครงสรางเปนวงแหวน เชน กลุมอะโรมาติก 
กลุมกรดอะมิโน และเบสไพริมิดีน เปนตน ในชวงที่สายตาไมสามารถมองเห็นไดท่ีชวงความยาวคลื่น 200-400 นาโนเมตร 
นอกจากนี้ฟนิลอะลานีนยังจัดเปนสารจําพวกกรดอะมิโน สามารถดูดกลืนแสงสูงสุดไดท่ีความยาวคล่ืน 258 นาโนเมตร แตใน
ผลการทดลองพบวาสารสกัดท้ัง 3 ชนิด มีคาสเปกตรัมการดูดกลืนแสงสูงสุดตํ่ากวาสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ 1 นาโน
เมตร เนื่องจากสารสกัดท้ัง 3 กลุมเปนสารท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนซึ่งยังคงเหลือส่ิงเจือปนอยูบาง อยางไรก็ตามการ
วิเคราะหโดยเทคนิคนี้เปนการวิเคราะหสารไดเพียงคราวๆ เทาน้ัน จึงควรใชเทคนิคอื่นๆเขามาวิเคราะหดวย เชน IR, NMR 
หรือ Mass spectroscopy เปนตน จะทําใหผลการวิเคราะหนั้นถูกตองแมนยําขึ้น (แมน อมรสิทธิ์ และ อมร เพชรสม, 2535) 
 

4.4 เทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry สําหรับการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุล   ของสารตานเชื้อรา 
จากการทดลองนําสารสกัด A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน 

และ ลิวซีน) ภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวนมาวิเคราะหดวยเทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry ซึ่งเปนเทคนิคทางเคมีวิเคราะหท่ีใชศึกษาหาขอมูล
เกี่ยวกับมวลโมเลกุลของสารโดยอาศัยหลักการทําใหโมเลกุลของสารแตกตัวเปนไอออนนั้น พบวาสารมาตรฐานออริโอบาซิ
ดิน เอ มีน้ําหนักโมเลกุล 1,123.648 ดาลตัน สวนสารสกัดจากเชื้อ A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิ
โนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มี



 

 

ผลของสเปกตรัมน้ําหนักโมเลกุล 1,123.246, 1,123.886 และ 1,123.551 ดาลตัน โดยในป 1991 Takesako และคณะ ได
รายงานผลการทดลองน้ําหนักโมเลกุลของสารออริโอบาซิดิน เอ คือ1,070 -1,148  ดาลตัน ซึ่งในผลการทดลองพบวานํ้าหนัก
โมเลกุลมีคาเฉล่ียอยูท่ี 1,123 ดาลตัน ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนท้ัง 3 กลุม เปน
สารชนิดเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ 
 
5. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพสารตานเชื้อราท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน 
 5.1 วิธี Well diffusion 
 จากการทดลองนําสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนโดยเทคนิคโครมาโท 
กราฟแบบชั้นบางมาทดสอบฤทธ์ิในการตานเช้ือรากอโรคในกลุม Aspergillus spp.ท้ัง 4 สายพันธุพบวาสารสกัดจาก A. 
pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. 
flavus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 183.00±0.02 เปอรเซ็นต สวนสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลง
อาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. terreus ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการ
ยับย้ัง 168.00±0.06 เปอรเซ็นต ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟ
นิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) มีฤทธิ์ในการตานเชื้อรา A. niger และ A. fumigatus  ไดสูงสุด ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง
191.00±0.24 และ 190.00±0.05 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เน่ืองจากสารสกัดท่ีนํามาทดสอบมีความบริสุทธิ์ของสารมากขึ้นจึงทํา
ใหมีความเขมขนของสารสกัดเพ่ิมขึ้นซึ่งมีผลทําใหประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อราสูงขึ้น จึงมีความเปนไปไดวาสารสกัดท่ี
ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนท้ัง 3 ภาวะ เปนสารชนิดเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ และมีความนาสนใจในการนําสารตาน
เชื้อราท่ีผลิตไดไปทําการศึกษาตอในแงของการทําเปนยาตานเชื้อราตอไปในอนาคต เพราะออริโอบาซิดิน เอ มีกลไกการออก
ฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของการทํางานของเอนไซมไอพีซีซินเทส (IPC synthase) ซึ่งมีผลไปยับยั้งการสังเคราะหสฟงโกลิปด ท่ี
เปนสวนประกอบท่ีสําคัญของเยื่อหุมเซลลท่ีพบไดท้ังในสัตวและเชื้อรา (Nagiec และคณะ, 1997) อยางไรก็ดีพบวาในการ
ยับย้ังการทํางานของไอพีซี ซินเทสของออริโอบาซิดินเอ ไมมีผลไปยับย้ังการสังเคราะหสฟงโกลิปดในสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
  

5.2 วิธี Conidial germination inhibition assay 
 จากการทดลองนําสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาทดสอบฤทธิ์ใน
การตานเชื้อรากอโรคในกลุม Aspergillus spp.ท้ัง 4 สายพันธุโดยคํานวณเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และเปอรเซ็นต
การยับยั้งการงอกของสปอรเทียบกับชุดควบคุม พบวาสารสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะ
มิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ A. flavus ได
สูงสุด 77.88±0.09  เปอรเซ็นต สวนสารสกัดจาก A. pullulans  NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 6 (โพ
รลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน สามารถยับย้ังการงอกของสปอรของ A. terreus ไดสูงสุด 71.91±0.07 
เปอรเซ็นต ขณะท่ีสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน 
และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวน สามารถยับย้ังการงอกของสปอรของ A. niger และ A. fumigatus ไดสูงสุด 
77.00±0.20 และ 79.17±0.24 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เน่ืองจากสารสกัดท่ีนํามาทดสอบมีความบริสุทธิ์ของสารมากขึ้นจึงทําให
มีความเขมขนของสารสกัดเพ่ิมขึ้นซึ่งมีผลทําใหประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อราสูงขึ้น จึงมีความเปนไปไดวาสารสกัดท่ีผาน
การทําใหบริสุทธิ์บางสวนท้ัง 3 ภาวะ เปนสารชนิดเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ จึงมีความนาสนใจอยางยิ่งท่ีจะนํามาพัฒนา
เปนยาตานเชื้อราชนิดใหม เน่ืองจากออริโอบาซิดิน เอ มีความเปนพิษต่ําในการทดลองกับสัตวทดลอง นอกจากนี้ยังพบวาออ
ริโอบาซิดิน เอ จะทําลายเฉพาะเซลลท่ีกําลังเจริญพันธุของ Candida albicans โดยไมมีผลกระทบตอเซลลท่ีอยูในระยะพัก 
ออริโอบาซิดิน เอ ไมไดมีผลตอการยับย้ังการผลิต DNA  RNA หรือโปรตีนอื่นๆ ไมมีผลในการลดการผลิตสารประกอบ
กลูโคสตางๆในเซลล ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวา กลไกการทํางานของออริโอบาซิดิน มีความแตกตางจากแอมโฟเทอริซิน บี 
และสารตอตานเชื้อราชนิดอ่ืนๆ (Endo และคณะ, 1997) นอกจากนี้ยังพบวา ออริโอบาซิดิน เอ สามารถออกฤทธิ์ยับย้ังเชื้อ
ปรสิต Toxoplasma gondii ซึ่งเปนเชื้อฉวยโอกาสท่ีมักจะพบในโรคเอดสและผูปวยท่ีมีระบบภูมิคุมกันบกพรอง จากการ



 

 

ทดลองพบวาออริโอบาซิดิน เอ มีผลไปยับยั้งการทํางานของเอนไซมไอพีซี ซินเทส ซึ่งจะมีผลไปยับยั้งการสังเคราะหสฟงโกลิ
ปดท่ีเปนสวนประกอบที่สําคัญของเยื่อหุมเซลลเชื้อรา จึงมีผลทําใหโครงสรางภายในของเชื้อปรสิต T. gondii เกิดการสูญเสีย
ไป (Sonda และคณะ, 2005) 
  

5.3 ทําการตรวจสอบสารสกัดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography) 
 จากผลการทดลองนําสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะ
ลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาตรวจสอบสารสกัดอีกครั้ง โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน 
เอ โดยใชระบบตัวทําละลายคือเอธิลอะซิเตต พบวาสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโน
ภาวะท่ี 5 (ฟนิลอะลานีน และ ลิวซีน) ภาวะที่ 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะที่ 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) 
ประกอบดวยสารท่ีมีคา Rf ภาวะละ 1 ชนิด แตละภาวะมีคา Rf  เทากับ 0.68 (ตําแหนง A) สวนสารมาตรฐาน ออริโอบาซิดิน 
เอ มีคา Rf เทากับ 0.68 (ตําแหนง B)  

เนื่องจากสารสกัดท่ีนํามาทดสอบมีความบริสุทธิ์ของสารมากข้ึนจึงมีผลทําใหกําจัดสารสกัดชนิดอ่ืนท่ีมีสภาพขั้ว
แตกตางกับสารมาตรฐานออกไปได ดังนั้นจากรูปแบบของการแยกสารบนแผน TLC สารสกัดจาก A. pullulans NRRL 
58536 ท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อราท่ีใชทดสอบน้ันมีความเปนไปไดวาเปนออริโอบาซิดิน เอ เนื่องจากสภาพความมีขั้วคอนขาง
ใกลเคียงกัน สังเกตไดจากการแยกสารได ณ ตําแหนงท่ีมีคา Rf เทากันบนแผน TLC  
 
6. วิเคราะหโครงสรางสารตานเชื้อราท่ีผลิตได 

6.1 ทําการวิเคราะหโครงสรางสารตานเชื้อราท่ีผลิตไดดวยวิธี 1H-Nuclear Magnetic  
Resonance (1H-NMR) 

จากผลการทดลองนําสารสกัดจาก A. pullulans NRRL 58536 ในแหลงอาหารเสริมกรดอะมิโนภาวะที่ 5 (ฟนิลอะ
ลานีน และ ลิวซีน) ภาวะท่ี 6 (โพรลีน และ ลิวซีน) และภาวะท่ี 7 (ฟนิลอะลานีน โพรลีน และ ลิวซีน) ท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบชั้นบางมาวิเคราะหโครงสรางสารตานเชื้อราเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานออริโอบาซิ
ดิน เอ โดยใชวิธี 1H-NMR ซึ่งนิวคลีไอท่ีใชในสนามแมเหล็กคือโปรตอน (Proton) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในชวงความ
ยาวคล่ืนวิทยุ 500 เมกะเฮิรทซ  ซึ่งโปรตอน NMR มีหลักการทํางานคือ โปรตอนทุกตัวในโมเลกุลท่ีมีความเทาเทียมกันทาง
เคมีจะมี chemical shift ท่ีเดียวกันและจะเกิดเรโซแนนซท่ีเดียวกัน ดังนั้นใน NMR สเปกตรัมสารแตละตัวจะมีเพียง peak 
เดียว โปรตอนทุกตัวเรียกวามี chemically equivalent ในทางตรงกันขาม ถาโมเลกุลมีโปรตอนมากกวา 1 ชนิดท่ีไมเทาเทียม
กันทางเคมี NMR สเปกตัมจะมีหลาย peak (แมน อมรสิทธิ์ และ อมร เพชรสม, 2535) จากการทดลองพบวาสารสกัดจากเชื้อ 
A. pullulans NRRL 58536 ท้ัง 3 ภาวะมีผลของสเปกตรัมสอดคลองกับสารมาตรฐานออริโอบาซิดิน เอ จึงมีความเปนไปได
วาสารสกัดท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิบางสวนท้ัง 3 ภาวะ เปนสารชนิดเดียวกันกับออริโอบาซิดิน เอ  

ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 
 เนื่องจากสารตานเชื้อราจาก A. pullulans เปนสารท่ีอยูภายในเซลล ซึ่งมีปริมาณนอยเมื่อเทียบกับสารประเภทหล่ัง
ออกภายนอกเซลล ดังนั้นหากตองการศึกษาในแงการนําไปใชประโยชนควรทําการผลิตในระดับท่ีใหญขึ้น (large scale) หรือ
นําเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพในการทําใหผนังเซลลแตกมาใชในการวิจัย เชน เคร่ืองบดอยางละเอียด (Homogenizer) เพ่ือให
ไดปริมาณสารท่ีตองการมากเพียงพอตอการศึกษาในแงท่ีเปนประโยชนในดานการแพทย เชนการผลิตยาตานเชื้อรา หรือการ
ผลิตเพ่ือการคาตอไปในอนาคต 

 
 
 



 

 

7. ภาคผนวก 
Output จากโครงการวิจัยท่ีไดรับทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ 
 อยูในระหวางการเขียนเพ่ิมเติมและแกไข 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
- เชิงวิชาการ ไดมีการนําผลงานวิจัยท่ีได ไปเปนองคความรูในการสอนรายวิชา 2305583 Biotechnology of plant 

fungi 
3. อื่นๆ 

มีการนําเสนอผลงานวิจัยในท่ีประชุมวิชาการระดับนานาชาติ คือ 
Prasongsuk S., Ployngam S., Lotrakul P. and Punnapayak H. 2011. Production of antifungal agents from 
tropical strains of Aureobasidium pullulans. Society for Industrial Microbiology Annual Meeting, New 
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