
3.1 เครื่องมือที่ใช้ในการทคออง
3.1.1 เครองหาชุดหออมเหอว (Fisher-John Melting Point Apparatus)

สำหรับการหาจุดหลอมเหลวใชเครอง Fisher-John Melting Point Apparatuร ของ 
บริษัท Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา ทำได้โดยนำสารตัวอย่างมาบดให้ละเอียด จากน้ัน 
บรรจุลงในหลอดแก้วสำหรับตรวจหาจุดหลอมเหลว (capillary tube) ให้ได้ความสูงพอประมาณ 
แล้วนำไปหาจุดหลอมเหลวด้วยเคร่ืองวัดจุดหลอมเหลว

3.1.2 Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR)
เครอง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) ของบริษัท Nicolet 

Impact รุ่น 410 สำหรับวัดอินฟราเรดสเปกตราของสาร สารตัวอย่างท่ีใช้ตรวจวัดเตรียมโดยบด 
ผสมกับโปแตสเชียมโบรไมด์ (KBr) อัดเป็นแผ่น (pellet) เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร หนา 
ประมาณ 1 มิลลิเมตร

3.1.3 Mass Spectrometer (MS)
สำหรับใช้ในการหามวลโมเลกุลของสารประกอบวิเคราะห์ด้วยเทคนิค High

resolution electrospay true of flight (HRES/TOF) Mass Spectrometer รุ่น LCT บริษัท 
Micromass UK Limited

3.1.4 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR)
เครือง Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) รุ่น Varian Mercury 

400 NMR สำหรับการหาโปรตอนและคาร์บอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกตรา โดยวัด 
ค่าเคมิคอลชิฟท์เป็นพีพีเอ็ม (ppm) สารตัวอย่างท่ีใช้ตรวจวัดเตรียมโดยละลายในคลอโรฟอร์ม-ดี 
(CDClj), เมธานอล-ดี4 (CDjOD), ติวเทอร์เรียมออกไซด์ (D20) และไดเมธิลซัลฟอกไซด์- d6 
(DMSO-c?6) 'H-NMR สเปกตรัมวิเคราะห์ท่ี 400 MHz สำหรับ 'h nuclei โดยอ้างอิงกับค่าเคมิ 
คอลชิฟท์ของตัวทำละลายท่ีเหลืออยู่ ค่าเคมิคอลชิฟฑ์ (Ô) 7.26 ppm สำหรับ CDClj, 2.50 ppm 
สำหรับ DMSO-ป้6, 4.87 ppm สำหรับ MeOH-d4 และ 4.80 ppm สำหรับ D20  และวิเคราะห์ 13บ- 
NMR ท ี่100 MHz สำหรับ13c  nuclei มีค่าเคมิคอลชิฟท์ (Ô) 77.1 ppm

T m  ห์'รา-ร'ร
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3.1.5 Rotary Vacuum Evaporator
เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary Vacuum Evaporator) ของบริษัท Buchi 

ประเทศสวิสเซอร์แลนด์

3.1.6 Specific Optical Rotation
Polarimeter รุ่น 341 โดยใช้ sodium lamp ท่ีความยาวคล่ืน 589 นาโนเมตร ของ 

บริษัท Perkin-Elmer

3.1.7 Ultraviolet-visible Spectrophotometer (UV-VIS)
เครองวัดค่าการดูดกลนแสง (spectrophotometer) รุ่น Varian Cary 50 Probe ทำไค้ 

โดยนำสารท่ีค้องการวัดมาละลายด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีสารน้ันละลายไค้ดี แล้วนำมาเจือจาง
ให้ไค้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมก่อนนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง

3.1.8 CombiFlash Graduate
เคร่ือง Isco CombiFlash™ Graduate™ ของบริษัท Isco ใช้แยกสารตัวอย่างโดย 

ใช้ flash chromatography โดยมีอัตราเร็วระหว่าง 10-100 มิลลิเมตร/นาที โดยใช้คอลัมน์ขนาด 
30 X 2.5 เซนติเมตร บรรจุตัวดูดซับชิลิกาเจล Silica gel 60 No. 109385.1000 หรือ Sephadex 
LH-20 ลงในคอลัมน์ขนาดต่าง  ๆ ซ่ึงเคร่ืองน้ีจะมีปีมช่วย ทำให้ตัวทำละลายไหลไค้เร็วข้ึน

3.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง
3.2.1 ตัวทำละลายอินทรีย์

ตัวทำละลายท่ีใช้ในการทดลองเป็นตัวทำละลาย Commercial Grade และ
Analytical Grade แต่สำหรับตัวทำละลาย Commercial Grade น้ัน จะต้องทำให้บริสุทธด้วยการกลน 
ก่อนนำมาใช้ทุกคร้ัง ตัวทำละลายท่ีใช้ ได้แก่ เฮกเซน, คลอโรฟอร์ม, ไดคลอโรมีเธน, เอธิลอะซิเตต 
, เมธานอล, แอซิโตน, บิวทานอล และ เอธานอล

3.2.2 สารเคมีชนิดอ่ืนๆ
1. ตัวดูดซับใช้ซิลิกาเจล Silica gel 60 No. 109385.1000 (230-400 Mesh ASTM)

(E.Merck)
2. แผ่นธินแลเยอร์โครมาโทกราฟ (Thin Layer Chromatography) สำเร็จรูปชนิด 

Art. 5554 TLC Aluminium sheets Silica gel 60F254 (1.05554.0001) ของบรษัท Merck, 
Damstadt ประเทศเยอรมนี
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3. Sephadex LH-20 ของบริษัท Pharmacia Biotech AB. ประเทศสวีเดน

3.3 เทคนิคทางโครมาโทกราฟิที่ใช้ในการทดลอง
3.3.1 ชินแณยอร์โครมาโทกราฟิ (Thin Layer Chromatography, TLC)

ใช้แผ่น TLC สำเร็จรูปแต้มสารด้วยหลอครูเล็ก (Capillary tube) แล้วทำให้เกิด 
การแยก (develop) ในขวดแก้วปล่อยให้วัฎภาคเคล่ือนท่ีเคล่ือนไปจนถึงแนวเล้นตัวทำละลาย 
(solvent front) ทำให้แห้ง จากนันนำไปตรวจหาตำแหน่งของสารบนแผ่น TLC โดยส่องภายใต้ 
แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร หรือโดยใช้รีเอเจนต ์
Vanillin/H2S04 (ซ่ึงประกอบด้วย วานิลิน 0.50 กรัม, เอธานอล 95 มิลลิลิตร และกรดซัลฟิวริก 
เข้มข้น 4.5 มิลลิลิตร) หรือโดยใช้ Ninhydrin (20 % Ninhydrin ในเอธานอล) พอให้สารซึมเข้า 
แผ่น TLC จนท่ัว แล้วนำแผ่น TLC ไปให้ความร้อนจนปรากฎจุดของสารข้ึนบนแผ่น TLC

3.3.2 คออัม'พโครมาโทกราทืเ (Column Chromatography)
บรรจุตัวดูดซับซิลิกาเจล Silica gel 60 No. 109385.1000 หรือ Sephadex LH-20 

ลงในคอลัมน์ขนาดต่าง  ๆ ซ่ึงวิธีน้ีจะใช้ปีมช่วย เพ่ือให้ตัวทำละลายไหลไต้เร็วข้ึน

3.4 อาหารเอี้ยงเชื้อที่ใช้ในการฑดออง (ดูรายละเอียดสูตรอาหารในตารางท่ี 3.1 ภาคผนวก ก)

3.5 การเก็บคัวอย่างใบพลูคาว
เก็บตัวอย่างใบพลูคาวจาก 4 จังหวัดในประเทศไทย คือ จังหวัดเชียงใหม่ (รหัส 50) 

จังหวัดเชียงราย (รหัส 57) จังหวัดราชบุรี (รหัส 70) และจังหวัดนครปฐม (รหัส 73) โดยเลือกเก็บ 
ตัวอย่างจากต้นพลูคาวท่ีมีลัภษณะสมบุรณ์แข็งแรงไม่เนินโรค ในช่วงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2547 
นำใบพลูคาวท่ีไต้เก็บใส่ลุงพลาสติกท่ีแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 °c  จนกว่าจะนำมาแยกราเอนโดไฟต์

3.6 การแยกราเอนโดไฟต์
นำใบพลูคาวท่ีเก็บมาทำการแยกราเอนโดไฟต์โดยใช้เทคนิค surface sterilization ท่ี 

ดัดแปลงจากวิธีของ Petrini (Petrini, 1986) ตังน้ี
1. นำใบพลูคาวล้างน้ีาทำความสะอาดโดยเปิดให้น้ีาไหลผ่านจากน้ันเจาะเนินวงกลมให้มี 

ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร แล้วแช่ในเอธานอลความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ นาน 1 นาที 
ตามด้วยสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ท่ีมีความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เนินเวลา 1 นาที และ 
สุดท้ายแช่ในเอธานอลความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ อีก 30 วินาที ล้างด้วยน้ีากล่ัน 2 คร้ัง แล้วซับให้ 
แห้งบนกระดาษกรองท่ีฆ่าเช้ือแล้ว
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2. นำส่วนใบพลูคาวท่ีผ่านการฆ่าเช้ือท่ีผิวแล้วไปวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose 
agar (PDA) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (ประมาณ 30 °c) แล้วสังเกตการงอกของเส้นใยของราออกมาจาก 
บริเวณริมขอบของใบเน้ือเย่ือส่วนใบพลูคาวทุกวันภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ

3. เม่ือพบว่ามีเส้นใยของราเอนโดไฟต์เจริญออกมาจากขอบช้ืนส่วนของส่วนใบพลูคาว จึง 
เข่ียส่วนปลายเส้นใยของรานำไปเพาะเลียงต่อบนอาหารเล้ียงเชือ potato dextrose agar (PDA) ใหม่ 
ทำเช่นน้ีหลายหนจนกระท่ังไต้เช้ือบริสุทธิตรวจสอบความบริสุทธิภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แล้วเก็บ 
รักษาราเอนโดไฟต์เป็น stock เช้ือไว้ (ข้อ 3.6 ภาคผนวก ก)

3.7 การคัดเลือกราเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ่ยับยั้งชุอินทรีย์
นำราเอนโดไฟต์ท่ีแยกไต้บริสุทธิแล้วมาทดสอบฤทธิการยับย้ังจุลินทรีย์
3.7.1 การทดสอบ!)ฑธิ่การยับยั้งชุอินทรีย์ของราเอนโคไฟต์

นำราเอนโดไฟต์ท่ีแยกไต้มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือคือ CMA (Com Meal Agar), 
MEA (Malt Extract Agar), PDA (Potato Dextrose Agar), SDA (Sabouraud Dextrose Agar) และ 
YEA (Yeast Extract Sucrose Agar) เป็นเวลา 14 วัน บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง จากน้ันตัดช้ืนจุ้นของ 
ราขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7 มิลลิเมตร ทำ 2 ซา ไปทดสอบฤทธในการยับย้ังการเจริญเติบโตของ 
จุลินทรีย์ก่อโรค ด้วยการสังเกตุวงใสท่ีเกิดข้ึน (ภาคผนวก ก)

3.7.2 การทดสอบโดยวิธี Agar diffusion
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA สำหรับแบคทีเรีย และ YMA สำหรับยีสต์ จากน้ัน 

นำไม้พันสำลีท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วมาจุ่มลงในอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค และนำมาป้าย
(swab) ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 3 คร้ังให้ท่ัวจานอาหารเล้ียงเช้ือ โดยในแต่ละครังจะทำการ 
หมุนจานเล้ียงเช้ือไปประมาณ 60 องศา เพ่ือให้จุลินทรีย์กระจายตัวอย่างสม่ําเสมอท่ัวจานอาหาร 
เล้ียงเช้ือ จากน้ันนำช้ืนจุ้นของเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีต้องการทดสอบมาวางทับลงบนอาหารแข็ง
นำไปบ่มในลู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °c  เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง แล้ววัดวงใสท่ีเกิดข้ึน จากนันทำการ 
คัดเลือกราเอนโดไฟต์ท่ีมีฤทธิทางชีวภาพดีท่ีชุด แล้วนำราเอนโดไฟต์ท่ีคัดเลือกไต้ไปวิเคราะห์หา 
องค์ประกอบทางเคมีอย่างคร่าว  ๆ โดยใช้เทคนิคทินแลเยอร์โครมาโทกราฟ (TLC) และ NMR
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3.8 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของราเอนพใฟต์
3.8.1 การพิสูจน์ทางสัณฐานวิทยา

ทำการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 โดยเพาะเล้ียง 
ราบนอาหารแข็งท่ีแตกต่างกัน 5 ชนิด ได้แก่ CMA, MEA, PDA, SDA และ YEA บ่มราท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 เดือน เพ่ือศึกษาลักษณะต่าง  ๆ เช่น ลักษณะของโคโลนีหรือสีของเสันใย 
และสปอร์ภายใต้กล้อง จากนันนำมาทำ slide culture เทคนิค ย้อมด้วย lactophenol blue เพ่ือดูการ 
การสร้างสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

3.8.2 การทำ slide culture
การทำ slide culture (รูปท่ี 3.1) เพ่ือศึกษาลักษณะของเสันใย สปอร์ ก้านชูสปอร์ 

และลักษณะอ่ืนๆ ของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ซ่ึงมีวิธีการทำดังน้ี
1. นำกระดาษกรองท่ีฆ่าเชือแล้ววางลงในจานเพาะเช้ือท่ีฆ่าเช้ือจากน้ันวางแท่ง 

แก้วรูปดัววีหรือหลอดดูดนำท่ีมีความยาวพอเหมาะ 2 แท่ง ท่ีทำการอบฆ่าเช้ือแล้วทับบนกระดาษ 
กรอง จากน้ันวางแผ่นสไลด์ท่ีฆ่าเช้ือแล้วลงบนแท่งแก้วหรือหลอดดูดน้ัา

2. ดัดชินวุ้นขนาดประมาณ lx 1x0.3 ตารางเซนติเมตร วางลงบนแผ่นสไลด์ แล้ว 
ทำการเข่ียเชือราท่ีต้องการทดสอบใส่ลงท่ีต้านข้างของช้ืนวุ้นท้ัง 4 ต้าน จากน้ันปิดทับด้วยกระจก 
ปิดสไลด์ท่ีฆ่าเช้ือ โดยการจุ่มแอลกอฮอล์แล้วลนไฟ

3. เติมน้ัากล่ันท่ีฆ่าเช้ือแล้วลงในจานเพาะเช้ือพอให้ชุ่มกระดาษกรองหรือผ้าก๊อช 
ปิดฝาจานเพาะเช้ือ นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-5 วันหรือจนกว่าเช้ือราจะเจริญเต็มท่ีสังเกต 
การเจริญของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ทุกวัน

4. ตรวจสอบลักษณะโครงสร้างของสปอร์ โดยการหยดสีย้อมแลคโตพินอล 
คอตตอนบลู (Lactophenol Cotton Blue) ลงบนแผ่นสไลด์ท่ีเตรียมไว้ ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ท่ี 
เสันใยของราเจริญอยู่ นำไปศึกษาลักษณะเสันใยของสปอร์ หรือลักษณะอ่ืน  ๆ ของราภายใต้กล้อง 
จุลทรรศน์จากน้ันทาขอบสไลด์ด้วยน้ัายาทาเล็บเพ่ือฟ้องกันสีย้อมแห้งหากเก็บไว้ศึกษาต่อไป
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กระ«กปิ«ฬลค์

รูปท ี่3.1 วิธีการทำ Slide Culture

3.8.3 การพิสูจน์ทางอญชีววิทยา
เป็นการพิสูจน์เอกลักษณ์ของราโดยการวิเคราะห์ลำดับ DNA ของส่วน ITS ของ 

ribosomal RNA ทำได้โดยการเล้ียงราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ในอาหาร PDB จาก‘น้ันสกัด DNA 
จากเลันใยตามวิธีการของ White (White,T.J., 1990) แล้วนำทำให้บริสุทธด้วยชุด DNeasy® Plant 
Mini Kit (Qiagen) โดยใช้ Primers ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) และ ITS4 
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) จากน้ันนำมาเพ่ิมจำนวนด้วยไพรฌอร์ ITS1-5.8-ITS2 regions 
จาก DNA ทังหมดท่ีสกัดได้ แล้วเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วย thermal cycle program (ปฏิกิริยา 
เร่ิมด้นท่ีอุณหภูมิ 95 °c เป็นเวลา 3 นาที จากน้ันทำปฏิกิริยาซ้ํา จำนวน 30 รอบ

ข้อมูลลำดับเบสของ DNA ท่ีได้นำไปเปรียบเทียบความเหมือนของสาย DNA 
บริเวณ Primers ITS5 และ ITS4 BLASTN 2.2.10 (Altschul, S.F., 1997) กับข้อมูลลำดับเบสของ 
ราสายพันธุต่าง  ๆ จาก GenBank DNA database ด้วยโปรแกรม ClustalW (1.82) multiple 
sequence alignment program (Thompson, J.D., 1994)

3.9 การหาช่วงเวสาที่เหมาะสมต่อการสร้างสารเมแทบอไสต์ทุติยภูมิของราเอนโคไฟต์ 
50MLY-5

3.9.1 การศึกษาการสร้างสารเมแทบอไอท์ทุติยภูมิที่มีอุทธิ่ยับยั้งชุอินทรีย์จากราเอนโด 
ไฟต่ 50MLY-5
นำราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ท่ีคัดเลือกได้ (เน่ืองจากมีฤทธในการยับย้ังจุลินทรีย์ได้ดี 

ท่ีสุดจากการทดลองดังกล่าวข้างด้น) นำมาเล้ียงบนอาหารแข็ง YEA นาน 20 วัน ท่ีอุณหภูมิห้อง 
นำมาเล้ียงในอาหารเหลว YEB เป็นจำนวน 10 ลิตร โดยแบ่งใส่ขวดรูปชมพู่ (flask) ขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยใส่แต่ละขวดให้มีปริมาตร 100 มิลลิลิตร เจาะช้ินวุ้นท่ีมีราขนาดเห้นผ่านศนย์กลาง 
7 มิลลิเมตร จำนวน 5 ช้ิน โดยแต่ละช้ินมีขนาดเท่าๆกัน ลงในแต่ละขวด นำไปเลียงท่ีอุณหภูมิห้อง
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เป็นระยะเวลา 1 เดือน เก็บตัวอย่างราทุก 2 วัน อย่างละ 3 ซา นำมากรองแยกส่วนของเล้นใยและนำ 
เลียงรา จากน้ันนำส่วนเล้นใยราไปอบท่ีอุณหภูมิ 70 °c แล้วช่ังน้ัาหนักแห้งจนกระท่ังน้ิาหนักคงท่ี 
เขียนกราฟอัตราการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ระหว่างน้ําหนักแห้ง(กรัม) และ 
ระยะเวลาการเจริญเติบโตของรา (วัน)

3.9.2 การทดสอบอุทธิก่ารยับยั้งอุอินทรีย์
เตรียมราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ให้บริสุทธ แล้วนำไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

YEB (เน่ืองจากรามีฤทธในการยับย้ังเช้ือดีท่ีสุดในอาหารชนิดน้ีจากการทดสอบในอาหารแข็ง
ข้างต้น) นำไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง จากน้ันเก็บตัวอย่างทุก  ๆ2 วัน โดยนำอาหารเล้ียงรา 50 MLY- 
5 มากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 แยกส่วนของเล้นใยราและน้ัาเล้ียงรา ออกจากกัน 
แล้วนำส่วนของน้ันล้ียงรามาทดสอบฤทธทางชีวภาพด้วยวิธี Agar-well Diffusion Method
(Jorgensen, J.H., 1999) เพ่ือศึกษาว่าระยะเวลาใดท่ีราเอนโดไฟต์ท่ีกัดเลือกไต้มีฤทธยับย้ังจุลินทรีย์ 
ไต้ดีท่ีสุด ซ่ึงมีวิธีการดังน้ีคือ เจาะรูอาหารเพาะเชื้อที่เตรียมไว้ในข้อ3.7.1.3แล ะ3.7.1.4 
(ภาคผนวก ก)โดยใช้ sterile code borer No.4 ซ่ึงมีขนาดเล้นฝานศูนย์กลางประมาณ 7 มิลลิเมตร 
ใช้เข็มเข่ียช้ืนจุ้นท้ิงในน้ัายาฆ่าเช้ือ หยอดน้ัาเล้ียงราท่ีจะทดสอบหาฤทธ๋ึการยับย้ังจุลินทรีย์ลงใน 
หลุมท่ีเจาะไว้ด้วย micropipette หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทำ 2 ซา ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
ประมาณ 1 ช่ัวโมง เพ่ือให้สารแพร่เข้าไปในอาหารเล้ียงเช้ือก่อน จากน้ันนำไปบ่มต่อในต้บ่มท่ี 
อุณหภูมิ 37 °c เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง วัดผลการยับย้ังจุลินทรีย์ท่ีได้ โดยวัดโชนใสท่ีเกิดช้ืนรอบๆ 
รูท่ีเจาะไว้ จากขอบด้านหน่ึงถึงอีกด้านหน่ึง หาค่าเฉล่ีย แล้วบันทึกผล

3.10 การสกัดและการแยกสารประกอบของสารสกัดที่ได้จากราเอนโดไฟต์ 50MLY-5
3.10.1 การเพาะเลี้ยงราเอนโคไฟด 50MLY-5

ใช้ sterile cork borer No.4 ซ่ึงมีขนาดเล้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 7 มิลลิเมตร 
เจาะเอาช้ืนจุ้นท่ีมีเล้นใยของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 อายุ 20 วัน ท่ีเจริญอยู่บนอาหารแข็ง YEA 
มาเล้ียงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุด้วยอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YEB ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร จำนวน 5 ช้ืนต่อ 1 ขวด เล้ียงท้ิงหมดปริมาตร 22 ลิตร บ่มเช้ือไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 20 วัน
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3.10.2 การเพกสารเมแทบอไสฑ์ทุติยฎมิที่มือุทธิ่ยับยั้งชุลินทรีย์ฃองราเอนโดไฟต ์
50MLY-5
นำราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ท่ีเพาะเล้ียงไว้ในข้อ 3.10.1 มาทำการกรองแยกด้วย 

กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ซ่ึงจะได้ส่วนของเล้นใยราและส่วนของน้ีนล้ียงรา แล้วนำท้ัง 2 
ส่วนท่ีแยกได ้น ีมาสกัดต่อด้วยตัวทำละลายชนิดต่าง  ๆ ได ้แก ่ เฮกเซน เอธิลอะซิเตด และเมธานอล 
ตังแสดงไว้ในแผนภาพท่ี 3.1 ซ่ึงมีวิธีการดังต่อไปน้ี
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แผนภาพท่ี 3.1 แสดงข้ันตอนการสกัดสารจากเสันใยและนาล้ียงราเอนโดไฟต์ 50MLY-5
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3.11 การทดสอบฤฑธิ่การยับยั้งชุอินทรีย์ของส่วนสกัดหยาบที่ได้จากราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 
โดยใช้วธ Paper disk diffusion method (Weaver และคณะ, 1994 และ Joseph และ คณะ,
1998)

ก. การเตรียมตัวอย่างทดสอบ
นำส่วนสกัดหยาบท้ัง 8 ส่วนท่ีได้จากการสกัดลำดับส่วนคือ ส่วนสกัดหยาบเมธา 

นอล ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตด ส่วนสกัดหยาบเฮกเซน และ ส่วนท่ีเหลือจากการสกัดของท้ัา 
เลียงรา ส่วนสกัดหยาบเมธานอล ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะชิเตต ส่วนสกัดหยาบเฮกเซน และ ส่วน 
ท่ีเหลือจากการสกัดของเล้นใย มาตัวอย่างละ 20.0 มิลลิกรัม ผสมกับตัวทำละลาย 10% DMSO ใน 
นำปริมาตร 1 ml จะได้สารละลายท่ีความเข้มข้น 20.0 mg/ml แล้วนำไปเจือจางต่อด้วยตัวทำละลาย 
ให้ได้ระดับความเข้มข้น 10.0 mg/ml และ 5 mg/ml ตามลำดับ 

ข. การเตรียมสารละลายสารชุดควบคม 
ชุดควบคุมบวก (Positive Control) ได้แก่

สารละลาย PennicillinG 10pg/10pl 
สารละลาย Streptomycin 10 pg/10 pi 
สารละลาย Kétoconazole 10 pg/10 pi 

ชุดควบคุมลบ (Negative Control) ได้แก่
- ตัวทำละลาย 10% DMSO ในน้ํา

นำส่วนสกัดท่ีได้จากเล้นใยและน้ัาเล้ียงราราเอนโดไฟต์ท้ังหมดไปทดสอบฤทธิการยับย้ัง 
จุลินทรีย์หยดลงบน paper disc ขนาดเสันผ่านศูนย์กลาง 7 มิลลิเมตร (อบฆ่าเช้ือแล้ว) ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรทำท้ังหมด3 ซา ซ่ึงวิธีการเตรียมจุลินทรีย์เหมือนกับข้อ3.7.1.1-3.7.1.4 (ภาคผนวก ก) 
โดยแบคทีเรียบ่มนาน 18-24 ช่ัวโมงส่วนยีสต์บ่มนาน 48 ช่ัวโมง

นอกจากน้ันยังได้ทดสอบฤทธการยับย้ังราก่อโรคพืช 4 ชนิด Phytoptora paJmivola,
J f

Altem alia brasiicola, Collectotrichum gloeosporiodides และ Fusanum oxysporum. โดยเลยง 
เช้ือราในอาหาร PDA ให้มีอายุ 4 วัน จากน้ันนำส่วนสกัดจากราเอนโดไฟต์มาละลายใน 10 % 
DMSO ในน้ัา (negative control) แล้วหยดลงบน paper disc ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลาง 7 มิลลิเมตร 
(อบฆ่าเช้ือแล้ว) ความเข้มข้นเหมือน 3.11 ก. ทำท้ังหมด 2 ซา โดยใช้ Captane, Iprodine และ 
Ketokonazole ความเข้มข้น10 pg เป็น Positive control นำไปบ่ม 2 วันท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วอ่าน
ผลการทดลอง
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3.12 การแยกองค์ประกอบทางเคมีของส่วนสกัดหยาบจากเส้นใยและนํ้าเอี้ยงราราเอนโดไฟต  ์
50MLY-5 ให้บริสูทธิและการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารบริสูทธิที่เพกได้

3.12.1 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตดจากนํ้าเอี้ยงรา
นำส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้ําเล้ียงรา น้ัาหนัก 11.66 กรัม มาทำ partition 

ด้วยเมธานอล ได้สารสกัดหยาบ 6.95 กรัม และส่วนตะกอนท่ีไม่ละลายในเมธานอลปริมาณ 4.41 
กรัม จากน้ันนำส่วนสกัดหยาบมาแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟ ปริมาณ 5.30 กรัม
โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ (320 กรัม) โดยใช้คอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.0 เซนติเมตร 
สูง 80.0 เซนติเมตร ตัวชะท่ีใช้ ได้แก่ เฮกเชน-ไดคลอโรมีเธน, ไดคลอโรมีเธน, ไดคลอโรมี 
เธน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำดับ ผลการทดลองท่ีได้แสดงไว้ในตารางท่ี 4.9

ส่วนสกัดหยาบ 
เอธิลอะซิเตตจากน้ัาเล้ียงรา

(5.30 กรัม')________
Column

chromatography
28 fractions

BE 014, BE 017 BE 018 BE 023
BE 015

r ▼ T ▼

Cpd. 1 Cpd. 2 Cpd. 3 Cpd. 4

แผนภาพที่ 3.2 แสดงข้ันตอนการแยกสารจากส่วนสกัดหยาบเอธิลอะชิเตตจากนำลียง 
ราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ท่ีผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟฟ
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3.12.1.1 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของลำคับส่วนท่ี 373-428 (BE 014-015)
สารประกอบ 1 ได้จากลำดับส่วนท่ี BE 014-015 ของสารสกัดหยาบ 

เอธิลอะซิ]เตตจากนำเล้ียง ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ โดยใช้ 2 % เมธานอลในไดคลอโร 
มีเธนเป็นตัวชะจะได้ครูดสีเหลืองปนของแข็งสีขาว นาหนัก 215.3 มิลลิกรัม จาทน้ัเ.1นำมาล้าง 
นำมันสีเหลืองออกด้วยเฮกเซน แล้วนำไปตกผลึกซาด้วยตัวทำละลายผสมเฮกเชน-ไดคลอโรมีเธน 
จะได้ผลึกสีขาวหนัก 44.33 มิลลิกรัม (0.20 % w/v) ซ่ึงสามารถละลายได้ในคลอโรฟอร์ม

3.12.1.2 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของลำคับส่วนท่ี 530-736 (BE 017)
สารประกอบ 2 ได้จากลำดับส่วนท่ี BE017 ของสารสกัดหยาบเอธิลอะ 

ชิเตตจากนำเล้ียงรา ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ และใช้ 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน 
เป็นตัวชะ จากน้ันนำมาลงคอลัมน์โครมาโทกราฟอีกคร้ังโดยใช้ CombiFlash Graduate ใช ้!00% 
ไดคลอโรมีเธน-เมธานอลเป็นตัวชะ พบว่าส่วนท่ี 129-132 โดยใช้ 5 % เมธานอลในไดคลอโร 
มีเธนเป็นตัวชะ มีผลึกสีขาวปนกับน้ัามันสีสัม จากน้ันล้างน้ัามันสีล้มออกด้วยไดคลอโรมีเธนและ 
เมธานอลแล้วกรองแยกผลึกออกมา แล้วนำมาตกผลึกซ้ําด้วยตัวทำละลายผสมไดคลอโรมีเธน-เมธา 
นอล ได้ผลึกสีขาวหนัก 21.2 มิลลิกรัม ( 0.096% ) ละลายได้ในดิวเทอร์เรียมออกไซด์

3.12.1.3 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของลำคับส่วนท่ี 737-900 (BE 018)
สารประกอบ 3 เป็นผงสีขาว ซ่ึงได้มาจากสารสกัดหยาบเอธิลอะชิเตด 

จากส่วนน้ัาเล้ียงปริมาณ 4.41 กรัม และได้จากลำตับส่วนท่ี BE 018 น้ัาหนัก 900 มิลลิกรัม ของ 
สารสกัดหยาบเอธิลอะชิเตตจากน้ัาเล้ียงรา ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ และใช้ 2-4% เมธา 
นอลในไดคลอโรมีเธนเป็นตัวชะ กรองแยกผงสีขาวออกมาโดยล้างด้วยไดคลอโรมีเธน-เมธานอล 
ได้ผงสีขาวหนัก 149 มิลลิกรัม (0.677 % w/v) และได้จากส่วนสกัดเอธิลอะชิเตตจากน้ัาเล้ียงรวม 
4.559 กรัม (20.72 %  w/v) ละลายได้ในไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และ EtOH ะ แ 20  ใน 
อัตราส่วน 50:50

3.12.1.4 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของลำคับส่วนท่ี 1121-1174 (BE 023)
สารประกอบ 4 เป็นผลึกสีขาว ซ่ึงได้มาจากสารสกัดหยาบเอธิลอะชิเตต 

จากลำดับส่วนท่ี BE 023 น้ัาหนัก 127.2 มิลลิกรัม ของสารสกัดหยาบเอธิลอะชิเตตจากน้ัาเล้ียงรา 
ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ และใช้ 6-10 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธนเป็นตัวชะ ล้าง 
น้ัามันสีล้มออกด้วยเมธานอลแล้วกรองแยกผลึกออกมา ได้ผลึกสีขาวหนัก 31.9 มิลลิกรัม (0.145 %  
w/v) ละลายได้ในไดเมธิลซลฟอกไซด์
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3.12.2 การแยกองค์ประกอบทางเคมีของส่วนสกัดหยาบเอธิออะซิเตดจากเส้นใย
นำส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสันใย น้ิาหนัก 700 มิลลิกรัม มาแยกด้วย 

เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟ โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ (81.40 กรัม) คอลัมน์มีขนาดเสันผ่าน 
ศูนย์กลาง 2.0 เซนติเมตร สูง 50.0 เซนติเมตร ตัวชะท่ีใช้ ได้แก่ เฮกเซน-ไดคลอโรมีเธน, ได 
คลอโรมีเธน, ไดคลอโรมีเธน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำดับ

ส่วนสกัดหยาบ 
เอธิลอะซีเตตจากเสันใย 

(700 มิลลิกรัม')
Column

chromatography

27 fractions

t
ME 04

Cpd.5

แผนภาพท่ี 3 3  แสดงข้ันตอนการแยกสารจากส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซีเตตจากเสันใยราเอนโด 
ไฟต์ 50MLY-5 ท่ีผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟฟ

3.12.2.1 การแยกองค์ประกอบทางเคมีของอำดับส่วนท่ี 41-50 (ME 04)
สารประกอบ 5 เป็นของแข็งสีขาว ซ่ึงได้มาจากลำดับส่วนท่ี ME04 

น้ําหนัก 31.90 มิลลิกรัม ของสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสันใย ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โคร 
มาโทกราฟ โดยใช้ 40 % เฮกเซนในไดคลอโรมีเทนเป็นตัวชะ ได้น้ํามันสีเหลืองปนของแข็งสีขาว 
แล้วนำล้างส่วนน้ิามันออกด้วยเฮกเซนจะได้ของแข็งสีขาวหนัก 21.43 มิลลิกรัม (0.097 % w/v) 
ซ่ึงสามารถละลายได้ในคลอโรฟอร์ม
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3.13 การทดสอบอุฑธิ่การยับยั้งชุอินทรีย์ของสารประกอบที่แยกไค้
วิธีการทดสอบฤทธยับย้ังจุลินทรีย์ของสารประกอบด้วยวิธี The Minimum Inhibitory 

Concentration Method (MIC) (Jorgensen, J.H., 1999) เป็นการหาระดับความเข้มข้นต่ําสุดท่ี 
สามารถยับยังการเจรฌูของจุลนทรย์ไดโดยใช Microtiter Plate Broth Dilution Technique ม 
ข้ันตอนการทดสอบ ดังน้ี

ก. การเตรียมสารละลายสารประกอบ
นำสารประกอบ 1.0 มิลลิกรัม ผสมกับตัวทำละลาย 10 % DMSO ในอาหารเล้ียงเช้ือ 4 

มิลลิลิตร จะได้สารละลายสารประกอบท่ีความเข้มข้น 250 pg/ml ซ่ึงเป็นความเข้มข้นแรกใน
ระดับความเข้มข้นท่ีเราต้องการ หลังจากนํนกึเจือจางด้วยอาหารเล้ียงเช้ือให้ได้ระดับความเข้มข้น
125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81 และ 3.91 pg/ml ตามลำดับ

ระดับความเข้มข้นของสารละลายสารประกอบ คือ
ความเข้มข้นสุดท้าย 125 pg/ml
ความเข้มข้นสุดท้าย 62.5 pg/ml
ความเข้มข้นสุดท้าย 31.25 pg/ml
ความเข้มข้นสุดท้าย 15.63 pg/ml
ความเข้มข้นสุดท้าย 7.82 pg/ml
ความเข้มข้นสุดท้าย 3.91 pg/ml
ความเข้มข้นสุดท้าย 1.96 pg/ml
ความเข้มข้นสุดท้าย คือ ความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายสารประกอบท่ีวัดได้ 

ใน 96 well microtiter plate หลังจากเติมอาหารเลียงเชือเหลวและจุลินทรีย์แขวนลอยทดสอบลง 
ไป

ข. การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุมบวก (Positive Control)
ใช้ Penicillin G, Erythromycin, Sulfadimidine, Streptomycin, Iprodine และ Kétoconazole 

เป็นสารชุดควบคุมบวก ในการเจือจางสารละลายทำเช่นเดียวกับการเจือจางสารละลายสารประกอบ 
ในข้อ3.13ก.

ค. การเตรียมเช้ือจุลินทรีย์
จุลินทรีย์สำหรับทดสอบฤทธิทางชีวภาพของสารประกอบประกอบด้วย แบคทีเรียแกรม 

บวก 2 ชนิดได้แก่ Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus แบคทเรยแกรมลบ 2 ชนด 
ได้แก่ Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa และเชือรา 1 ชนิดได้แก่ Candida
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albicans ดังแสดงไว้ในตารางท่ี 3.2 (ภาคผนวก ก) การเตรียมเช้ือทดสอบจะเตรียมตามข้อ 3.8.1.3 
และ 3.8.1.4 โดยแบคทีเรียจะนำมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Mueller Hinton Broth (MHB) 
และราจะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Yeast-Malt Extract Broth (YMB) โดยท่ีความเข้มข้นของเช้ือ 
ทดสอบแสดงไว้ในตารางท่ี 3.3 (ภาคผนวก ก)

ง. การทดสอบฤทธ๋ึ1การยับย้ังจุลินทรีย์
การทดสอบฤทธิการยับย้ังจุลินทรีย์จะทำการทดสอบใน 96 well microtiter plate โดย 

ก่อนการหยอดสารละลายสารประกอบและสารชุดควบคุมบวก ให้ทำแผนผังระบุชนิดและตำแหน่ง 
ของสารท่ีจะหยอดลงใน 96 well microtiter plate เสียก่อนเพ่ือความถูกต้องของการแปลผลการ 
ทดสอบท่ีไต้สารท่ีจะหยอดลงใน 96 well microtiter plate มีดังน้ี 
Blank - อาหารเล้ียงเช้ือเหลว

- อาหารเลียงเชือเหลวและจุลินทรีย์แขวนลอยทดสอบ
- อาหารเล้ียงเช้ือเหลวและสารละลายสารประกอบตามระดับความเข้มข้น

Positive Control - อาหารเลียงเชือเหลวและจุลินทรีย์แขวนลอยทดสอบ + ระดับความ
เข้มข้นของยา

ตัวอย่างทดสอบ - อาหารเลียงเชือเหลวและจุลินทรีย์แขวนลอยทดสอบ + ระดับความ
เข้มข้นของสารละลายสารประกอบ

ปริมาตรท่ีใช้ คือ สารจุลินทรีย์แขวนลอย 50 pi และ อาหารเล้ียงเช้ือเหลว-เ- สารละลาย
สารประกอบ 50 pi ซ่ึงจะรวมไต้ปริมาตรท่ีใช้ 100 pi / หลุม

จ. การแปรผล
อ่านผลการทดลองเป็นค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง Sunrise Microtiter Plate Reader ท่ี7 , น้ี น้ี , I น้ี น้ีความยาวคลืน 625 นาโนเมตร เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเลียงเชือเหลวและคุลิน 

ทรีย์แขวนลอยทดสอบของเช้ือก่อนบ่มเชือกับค่าการดูดกลืนแสงของอาหารเลียงเชือเหลวและ 
สารละลายสารประกอบตามระดับความเข้มข้นโดยให้เปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงของเล้ียง 
เช้ือเหลวและจุลินทรีย์แขวนลอยทดสอบ + ลำดับความเข้มข้นของสารละลายสารประกอบหลังจาก 
บ่มเช้ือแล้ว24 ช่ัวโมง

หากค่าการดูดกลืนแสง ของตัวอย่างทดสอบหรือ Positive Control มีค่าสูงกว่า แสดงว่า 
สารละลายสารประกอบหรือยาในความเข้มข้นน้ัน  ๆไม่สามารถยับย้ังการเจริญของคุลินทรีย์ไต้

แต่ล้าค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างทดสอบหรือ Positive Control มีค่าต่ํากว่า แสดงว่า 
สารละลายสารประกอบหรือยาในความเข้มข้นน้ันๆ สามารถยับย้ังการเจริญของชุลินทรียไต้
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ความเข้มข้นของสารละลายสารประกอบตัวสุดท้ายที่มีค่าต่ํากว่า ค่าใf นคือค่า MIC 
(Minimal Inhibitory Concentration)

หมายเหตุ อาจมีการเพ่ิมระดับความเข้มข้น หรือลดระดับความของสารละลายสารประกอบ
เพ่ือหาค่า MIC
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