
วธการทดล®ง

3.1 เครื่องมือทใชในการทดลอง

3.1.1 Ultraviolet-visible Spectrophotometer (UV-VIS)
เครื่องวัดค ่าการด ูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Varian Cary 50 Probe ทำได้โดยนำ 

สารท ี่ด ้องการวัดมาละลายด ้วยต ัวทำละลายอินทรีย ์ท ี่สารน ั้นละลายได ้ด ี แด ้วนำมาเจ ือจางให ้ได ้
ความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมก่อนนำไปวัดค ่าการด ูดกลืนแสง

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

รุ่น 410 สำหรับว ัดอ ินฟราเรดสเปกตราของสาร สารต ัวอย ่างท ี่ใข ้ตรวจวัดเตร ียมโดยบดผสมกับ  
โป แตส เช ียม โบ รไม ด ์ (KBr) อัดเป็นแผ่น (pellet) เห ้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร หนาประมาณ 1 
มิลลิเมตร

3.1.3 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR)
เครือง Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) รุ่น Varian Mercury 400 NMR 

สำหร ับการหาโปรตอนและคาร ์บอนน ิวเคล ียร ์แมกเนต ิกเรโชแนนช ์สเปกตรา โดยวัดค ่าเคม ิคอล
ชิฟท์เป็นพีพ ีเอึม (ppm) สารต ัวอย ่างท ี่ใข ้ตรวจว ัดเตร ียมโดยละลายในคลอโรฟอร์ม-ด ี (CDClj) ติว 
เทอร ์เร ียมออกไซด์ (D 2 0 )  และไดเมธ ิลช ัลฟอกไซด ์- d6 (DMSO-</6) 'h -NMR สเปกตรัมว ิเคราะห ์ 
ที่ 400 MHz สำหรับ ‘h  nuclei โดยอ ้างอ ิงก ับค ่าเคม ิคอลช ิฟท ์ของต ัวทำละลายท ี่เหล ืออย ู่ ค ่าเคมิ 
คอลชิฟห ์ (Ô) 7.26 ppm สำหรับ CDClj, 2.50 ppm สำหรับ DMSO-</6, 4.87 ppm สำหรับ MeOH- 
d4  และ 4.80 ppm สำหรับ D20  และว ิเคราะห ์ ,3 C-NMR ที่ 100 MHz สำหรับ 13c nuclei มีค่าเค 
มิคอลช ิฟท ์ (Ô) 77.1 ppm
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3.1.4 Mass Spectrometer (MS)
เครื่อง Polaris Q Finnigan Instrument Mass Spectrometer โด ย ใช ้ Electron Impact 

Source (El) ซ ึ่งม ีความต่างศักย์ 70 อ ิเล ็กตรอนโวลต ์ กระแส 300 ไมโครแอม!) อ ุณหภูม ิ 180- 
300 องศาเซลเซียส สำหรับบ ันท ึกแมสสเปกตรา

3.1.5 เครืองหาชุดหอธมเหลว (Fisher-John Melting Point Apparatus)
สำหรับการหาจ ุดหลอมเหลวใช ้เคร ื่อง Fisher-John Melting Point Apparatus ของบริษัท 

Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา ทำได ้โดยนำสารต ัวอย ่างมาบดให ้ละเอ ียด จากนั้นบรรจ  ุ
ลงในหลอดแกวสำหรับตรวจหาจ ุดหลอมเหลว (capillary ณbe) ให ้ได ้ความส ูงพอประมาณ  แล้ว 
นำไปหาจุดหลอมเหลวด้วยเครื่องว ัดจ ุดหลอมเหลว

3.1.6 Specific Optical Rotation
Polarimeter ใเน 341 โด ย ใช ้ sodium lamp ที่ความยาวคลื่น 589 นาโนเมตร ของบริษ ัท  

Perkin-Elmer

3.1.7 Rotary Vacuum Evaporator
เคร ื่องระเหยส ุญญากาศแบบหมุน (Rotary Vacuum Evaporator) ของบริษ ัท Buchi

ประเทศสวิสเซอร ์แลนด์

3.2 สารเคมี

3.2.1 ตัวทำอะอาย
ต ัวทำละลายท ี่ใช ้ในการทดลองเป ีนต ัวทำละลาย Commercial Grade และ Analytical 

Grade แต ่สำหรับต ัวทำละลาย Commercial Grade นั้น จะต ้องทำให ้บร ิส ุทธด ้วยการกล ั่นก ่อน  
นำมาใช ้ท ุกคร ั้ง ต ัวทำละลายท ี่ใช ้ ได ้แก ่ เฮกเชน, คลอโรฟอร์ม, ไดคลอโรม ีเธน , เอธิลแอซ ิเตต, 
เมธานอล และ แอซโตน
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3.2.2 สารเคมี*นิดอื่นๆ

1. ต ัวด ูดซ ับใช ้ซ ิล ิกาเจล Silica gel 60 No. 109385.1000 (230-400 Mesh 
ASTM) (E.Merck). สำหร ับคอล ัมน ์โครมาโทกราyl

2. แผ ่นธ ีนแลเยอร ์โครมาโทกราร ืเ (Thin Layer Chromatography) สำเร็จรูปชนิด 
Art. 5554 TLC Aluminium sheets Silica gel 60F254 (1.05554.0001) ของบริษ ัท Merck, 
Damstadt ประเทศเยอรมนี

3. Sephadex LH-20 ของบรษัท Pharmacia B iotechA B . ประเทศสวเดน

3.3 เทคนิคทางโครมาโทกราฟิที่ใช้ในการทดสอง

3.3.1 คอลัมน์โครมาโทกราธีเ (Column Chromatography)
บรรชุต ัวดูดซับซิลิกาเจล Silica gel 60 No. 109385.1000 หรือ Sephadex LH-20 ลงใน  

คอล ัมน ์ ซ ึ่งว ิธ ีน ี้จะใช ้ป ๊มช่วย เพ ื่อให ้ต ัวทำละลายไหลได ้เร ็วข ึ้น

3.3.2 ธินแอเยอร์โครมาโทกรารืเ (Thin Layer Chromatography, TLC)
ใช ้แผ ่น  TLC สำเร ็จร ูปแต ้มสารด ้วยหลอดรูเล ็ก (Capillary tube) แล ้วทำให ้เก ิดการแยก  

(develop)lนขวดแก้วปล ่อยให ้ว ัฎภาคเคล ื่อนท ี่เคล ื่อนไปจนถึงแนวเล ้นต ัวทำละลาย (solvent front) 
ทำให ้แห ้ง จากน ั้นนำไปตรวจหาตำแหน ่งของสารบนแผ่น TLC โดยส ่องภายใต ้แสง
อ ัลตราไวโอเลตท ี่ความยาวคลื่น  254 และ 365 นาโนเมตร หรือนำแผ่น TLC ใส ่ลงใน ภาชน ะท ี่อ ิ่ม  
ด ้วยไอของไอโอด ีน  หร ือใช ้ร ีเอเจนต ์ VanillinÆLjSO4  (ซ ึ่งประกอบด้วย วาน ิล ิน 0.50 กรัม,
เอธานอล 95 ม ิลลิล ิตร และกรคซัลทิเวริกเข้มข้น 4.5 ม ิลลิล ิตร) พอให ้สารซ ึมเข ้าแผ ่น TLC จนทั่ว 
แล้วนำแผ ่น TLC ไปให ้ความร้อนจนปรากฎชุดของสารข ึ้นบนแผ่น TLC
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อาหารเอี้ยงเชื้อที่ใช้ในการฑดออง (ดูรายละเอียดสูตรอาหารในภาคผนวก ก.)

อาหารแข็ง อาหาร!หกว
1. Glucose Yeast Extract Agar (G Y A)
2. Malt Extract Agar (MEA)

1. Glucose Yeast Extract Broth(GYB)
2. Malt Extract Broth (MEB)

3. Nutreint Agar (NA)
4. Potato Dextrose Agar (PDA)

3. Nutreint Broth (NB)
4. Potato Dextrose Broth (PDB)

5. Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA)
6 . Yeast Extract Sucrose Agar (YEA)
7. Yeast-Malt Extract Agar (YMA)

5. Sabouraud’s Dextrose Broth (SDB)
6 . Yeast Extract Sucrose Broth (YEB)
7. Yeast-Malt Extract Broth (YMB)
8 . Mueller-Hinton Broth (MHB)

3.5 ราเอนโดไฟต์ที่ใช้ในการทดออง

ราเอ ็นโดไฟ ต ์ท ี่ใช ้ในการทดลอง คือ ราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13 ท ี่แยกไว ้โดย  
วันทน ีย ์ ทมมืด จากบริเวณใบของต ้นเปล ้าใหญ ่ Croton oblongifolius ในจังหว ัดกาญจนบุร ี [8 ]

3.6 การเก็บรักษาราเอนโดไฟต้

ราเอ ็นโดไฟต ์สามารถทำการเก ็บร ักษาไต ้ 2  วิธี ด ังน ี้
1. ต ัดราเอ ็นโดไฟต์ท ี่เพาะเล ี้ยงบนอาหารเล ี้ยงเช ื้อ PDA ขนาด 0.3X0.3 เซนติเมตร 

จำน วน 8 - 1 0 ชื้น เข ี่ยใส ่ลงในขวดบรรจ ุน ี้ากล ั่นปราศจากเช ื้อ แล ้วเก ็บท ี่อ ุณหภ ูม ิ 4 ° c
2 . เพาะราเอ ็นโดไฟต์ลงบนแล้วบ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง จนเชื่อเจริญเต ็มผิวหน้าอาหาร ราดทับ  

ด้วยพาราฟนเหลว (liquid paraffin) ส ูงจากผิวหน้าอาหารประมาณ 1  เซนติเมตร แล ้วเก ็บไว ้ท ี่ 
อุณหภูม ิห ้อง
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3.7 การพิสูจน์เอกลักษณ์แสะการจัดจำแนกราเอ็นโดไฟด์สายพันธุ KBLM13

3.7.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ก. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการเพาะเอี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งที่ 

ต่างกัน 5 ชนิด
นำราเอ ็นโดไฟด์ท ี่ม ีความบริช ุทธแล ้วเพาะเล ี้ยงบนอาหารเล ี้ยงเช ื้อแข ็ง 5 ชนิด 

ได ้แก ่ GYA, MEA, PDA, SDA และ YEA ท ี่เตร ียมไว้ในจานเพาะเช ื้อท ี่ม ีฃนาดของเล ้นผ ่าน  
ศูนย์กลางประมาณ 9 เซนติเมตร นำไปบ ่มท ี่อ ุณหภูม ิห ้องจนราเจริญเต ็มจานเพาะเช ือ หลังจาก 
นั้นนำมาศ ึกษาล ักษณะต่างๆ ของเชื้อรา เช่น ล ักษ ณ ะของโคโลน ีห ร ือส ีของเล ้น ใยและสป อร ์ สีของ 
อาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ราสร้างช ื้น เป็นด้น โดยส ังเกตด ้วยตาเปล ่าและส ่องด ูด ้วยกล ้อง บ ันทึกภาพ

ข. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการเพาะเอี้ยงเชื้อบนกิ่งไม้ในขวด 
ทรงสูง

นำราเอ ็นโดไฟด ์ท ี่ม ีความบริช ุทธ ิแล ้ว เพาะเล ี้ยงบนอาหารเล ี้ยงเช ื้อแข ็ง PDA  
ปริมาตร 1 0 0 มิลลิล ิตร ท ี่เตร ียมไว้ในขวดทรงสูง ม ีขนาดเส ันผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร สูง 20 
เซนติเมตร นำไปบ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้องจนเช ื้อเจริญเต ็มผ ิวหน้าอาหารเล ี้ยงเช ื้อ หล ังจากน ั้นนำก ิ่งเปล ้า 
ใหญ ่ท ี่ผ ่านการฆ ่าเช ือด ้วยหม ้อน ึ่งความต ันไอแล ้ว ใส ่ลงไปในขวดท ี่ม ีเช ื้อเจร ิญ อย ู่ นำไปบ ่มต ่อท ี่ 
อุณหภูม ิห ้องจนเช ือม ีการเจร ิญ ไปยังก ิ่งเปล ้าใหญ ่และม ีการงอกของสโตรมาเก ิดช ื้น  แล้วทำการ
ศ ึกษาล ักษณ ะของเส ันใย และสโตรมาของเช ื้อด ้วยตาเปล ่า บันทึกภาพ

ค. การทำ slide culture
การทำ slide culture (ภาพที่ 3.1) เพ ื่อศ ึกษาล ักษณะของเส ันใย สปอร ์ ก ้านชสปอร ์ 

1. V . J J
หรือล ักษณ ะอ ืนๆ ของเช ือราภายใต ้กล ้องจลทรรศน ้ มีวิธ ีการทำตังนี_ j j i  ' 1, 1. 11V

1 . นำกระดาษกรองท ีฆ ่าเช ือแลววางลงในจานเพาะเช ือท ีฆ ่าเชอแล ้ววางแท ่งแก ้ว
ร ูปต ัววีหรือแท ่งไม ้ท ี่ม ีความยาวพอเหมาะ 2  แท่ง ท ี่ฆ ่าเช ื้อแล ้วท ับบนกระดาษกรอง จากนั้นวางแผ่น  
สไลด ์ท ี่ฆ ่าเช ื้อแล ้วลงบนแท ่งแก ้วหร ือแท ่งไม ้อ ีกท ี

2. ต ัดชินอุ้นขนาดประมาณ lx lx 0 .3  ตารางเซนติเมตร วางลงบนแผ ่นสไลด ์ แล้ว 
เข ี่ยเช ือราท ี่ด ้องการศ ึกษาใส ่ลงท ี่ด ้านข้างของช ื้นอ ุ้นน ั้ง 4 ด้าน จากน ั้นป ิดท ับด ้วยกระจกป ิดสไลด ์ท ี ่
ฆ่าเช ื้อแล้ว โดยการอ ุ่มแอลกอฮอล ์แล ้วลนไฟ
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3. เต ิมน ั้ากล ั่นท ี่ฆ ่าเช ื้อแล ้วลงในจานเพาะเช ือพอให ้ช ุ่มกระดาษกรองหรือผ ้าก ๊อช  
ปิดฝาจานเพาะเช ื้อ บ ่มท ี่อ ุณหภูม ิห ้องหรือท ี่ 30° C เป ็นเวลา 3-5 วันหรือจนกว่าเช ือราจะเจริญเต ็มท ี่ 
สังเกตการเจริญของเช ื้อราภายใต ้กล ้องจ ุลทรรศน ์ท ุกว ัน โดยยกท ังจานเพาะเช ือช ื้นมาวางบนแท ่น  
รองรับ ของกล ้องจ ุลทรรศน ์ เป ิดฝาออก แล ้วจ ึงส ่องดูด ้วยเลนส์กำลังขยายตํ่าส ุด

4. ต รวจส อบ ล ักษ ณ ะโค รงส ร ้างข อ งส ป อ ร ์ โด ยการห ยด ส ีย ้อม แลคโต ร ืเน อล
คอตตอนบลู (Lactophenol Cotton Blue) ลงบนแผ ่นสไลด ์ท ี่เตร ียมไว ้ ป ิดท ับด ้วยกระจกป ิดสไลด  ์
ที่เส ันใยของเช ื้อราเจร ิญอยู่ นำไปศ ึกษาล ักษณ ะเส ันใยของสปอร์ หร ือล ักษณ ะอ ื่นๆ ของเช ือรา 
ภายใต ้กล ้องจ ุลทรรศน ์ จากน ั้นทาขอบสไลด ์ด ้วยนายาทาเล ็บเพ ื่อป ้องก ันส ีย ้อมแห ้งหากเก ็บไว ้
ศ ึกษาต ่อไป

ก««กปิดฟท้ด

ภาพที่ 3.1 การทำ Slide Culture

3.8 การเตรียม!ชื้ธชุอชีพที่ใช้ในการทดสอบอุฑธิทางชีวภาพ

3.8.1 การเตรียมวัสลุอุปกรณ์ปราดจากเชื้อ
- เคร ื่องแล ้วท ุกชน ิดท ี่ใช ้ในการทดลอง ทำให ้ปราศจากเช ื้อโดยความร้อนด ้วย  

Hot Air Oven โดยนำไปอบท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 180°c นาน 3 ช ั่วโมง
- ส ่วนอ ุปกรณ ์อ ื่นๆ ท ี่ไม ่ใช ่เคร ื่องแล ้ว ทำให ้ปราศจากเช ื้อโดยความร้อน โดย 

นำไปน ึ่งด ้วยหม้อน ึ่งความคันไอ (Autoclave) ท ี่อ ุณหภูม ิ 121°c ความคัน 15 ปอนด ์ นาน 15 นาที
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3.8.2 เชื้อจุอชีพที่ใช้ในการทดสอบอุฑธิ่ทางชีวภาพ (ตารางที่ 3.2)

ตารางที่ 3.2 เช ื้อจ ุลช ีพท ี่ใช ้ในการทดสอบฤทธทางช ีวภาพ

เชื้อธุสชีพทดสอบ สายพันธุ

แบคทีเร ียแกรมบวก
Bacillus subtilis ATCC 6633

แบคทีเรีย
Staphylococcus aureus ATCC 25923

แบคทีเร ียแกรมลบ
Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
ย ีสต ์ ราท ี่เจร ิญในรูปของย ีสต ์ Candida albicans ATCC 10231

เช ื้อแบคท ีเร ียและเช ื้อย ีสต ์ท ี่นำมาใช ้ในการทดสอบ จะด้องวัดความ‘จุ่นของเช ือค่อนนำมา 
ทดสอบ โดยปรับความ,จุ่นเทียบกับ 0.5 McFarland standard และอ ่านค ่าจากเคร ื่องว ัดค ่าการ  
ดูดกล ืนแสง (spectrophotometer) ท ี่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให ้ม ีค ่าการด ูดกล ืนแสงอย ู ่
ในช ่วง 0.05-0.10 เพ ื่อให ้ม ีเช ื้อประมาณ 106 -107  CFU/ml ซ ึ่งเป ็นค ่ามาตรฐานสำหรับใช ้
เปร ียบเท ียบก ับเช ื้อราเอ ็นโคไฟต์ท ี่นำมาทดสอบฤทธด้วย และจำนวนโคโลน ีของเช ื้อจ ุลช ีพ
ทดสอบที่อ ่านค ่าได ้จะม ีหน ่วยเป ็น CFU/ml ด ังแสดงในตารางท ี่ 3.3

ตารางที่ 3 3  จำนวนจุลชีพทดสอบ (CFU/ml) ที่ม ีความชุ่นเท ียบเท่า 0.5 McFarland standard

จุอชีพทดสอบ จำนวนจุลชีพทดสอบ (CFU/ml)
Bacillus subtilis ATCC 6633 5.1 X 106

Staphylococcus aureus ATCC 25923 6.1 X 106

Escherichia coli ATCC 25922 2.3 X 107

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2.1 X 107

Candida albicans ATCC 10231 2.4 X 106

หมายเหตุ 0.5 McFarland standard คือ ค ่าความจุ่นมาตรฐานของเช ือจุลช ีพทดสอบ ที่ม ีจำนวน  
เช ื้ออยู่ประมาณ lxio6 CFU/ml
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3.8.3 การเตรียมแบคทีเรียทดสรบ
นำแบคทีเร ียทดสอบเพาะเล ี้ยงบนอาหารแข ็ง NA ให ้เป ็น โคโลน ีเด ี่ยว  นำไปบ ่ม  

ไว ้ท ี่อ ุณหภูม ิ 37° C เป ็นเวลา 24 ช ั่วโมง ใช ้ล ูบ ่เข ี่ยโคโลน ีเด ี่ยวของแบคท ีเร ียท ี่บ ่มไว ้แล ้วน ั้นมา  
ประมาณ 4-5 โคโลน ี ใส ่ลงในหลอดทดลองท ี่ม ีอาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลว NB ปริมาตร 5 ม ิลลิล ิตร 
แล ้วนำไปบ ่มต ่อท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37° C เป ็นเวลาประมาณ 6 - 8  ช ั่วโมง หร ือส ังเกตเห ็นว่าอาหารใน  
หลอดทดลองนั้นม ีความขุ่น โดยจะทำการปรับความขุ่นของแบคท ีเร ียทดสอบด้วยอาหารเล ี้ยงเช ื้อ  
เหลว NB ให ้ม ีความข ุ่นเท ียบเท ่า 0.5 McFarland standard แล ้วทำการอ่านค ่าความข ุ่นของเช ื้อ  
ด้วยเครื่องวัดค ่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท ี่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให ้ม ีค ่า 
การด ูดกล ืนแสงอย ู่ในช ่วง 0.08-0.10 เพ ื่อให ้ม ีเช ื้อประมาณ 106 -107  CFU/ml เม ื่อจะทำการ
ทดสอบใช ้สำล ีพ ันปลายไม ้ท ี่ปราศจากเช ื้อช ุ่มลงในเช ื้อแบคท ีเร ียท ี่เตร ียมไว ้ กดสำล ีพ ันปลายไม ้ก ับ  
ข ้างหลอดเพ ื่อไม ่ให ้ได ้ปร ิมาณ ของเช ื้อมากเก ินไป แล ้วป ้ายลงบนผิวหน ้าอาหารเล ี้ยงเช ื้อแข ็ง NA  
ให ้ท ั่ว  หมุนจานเพาะเช ื้อ 60° ป ้ายให ้ท ั่ว ห ม ุน อ ีก 60° ป้ายซาอีกครั้ง แ ล ะห ม ุน อ ีก 60 ° ป้ายซํ้า 
อีกครั้ง แล ้วนำไปใช ้เพ ื่อการทดสอบต ่อไป

3.8.4 การเตรียมยีสต์ทดสอบ
ทำการปฏิบ ัต ิเช ่นเค ียวก ับการเตรียมแบคทีเร ียทดสอบในข้อ 3.8.3 แต ่เปลี่ยนจาก

4  V  ๘  O J  I  "

อาหารเล ียงเช ืออาหารแขง NA และอาหารเหลว NB มาทำการเพาะเล ียงด ้วยอาหารแข็ง YMA  
และอาหารเหลว YMB ตามลำดับ แล ้วนำไปใช ้เพ ื่อการทดสอบต ่อไป

3.9 ผอฃองอาหารเลี้ยงเชื้อต่ออุทธิ่ยับยั้งชุลชีพฃองราเอ็นโดไฟต์สายพันธุ KBLM13

3.9.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อใช้ในการทดสอบฤฑธิ๋ยับยั้งธุสขีพ
เตรียมราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13 ให ้บร ิส ุทธ แล ้วนำไปเล ี้ยงในอาหาร

เล ียงเช ือเหลวม ีส ่วนประกอบที่ต ่างก ัน 5 ชนิด ได ้แก ่ GYB, MEB, PDB, SDB และ YEB บ ่มไว  ้
ที่อ ุณหภูม ิห ้อง เป ็นเวลา 28 วัน ซ ึ่งเป ็นระยะเวลาท ี่ราส ่วนใหญ ่ท ี่การสร้างสารเมแทบอไลต ์ท ุต ิย  
ภูมิ หล ังจากน ั้นกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 แยกส ่วนของเส ันใยรา (Mycelium) 
และนำเล ียงเช ือ (Broth) ออกจากกัน แล ้วนำส ่วนของน ั้นล ี้ยงเช ื้อแต ่ละชน ิดมาทดสอบฤทธทาง  
ชีวภาพด้วยวิธี Agar-well Diffusion Method [127]
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3.9.2 การทดสอบอุทธิยับยั้งจุฉชีพขธงนำเอียงเชีอด้วยวิธี Agar-well Diffusion
Method [127]
1. เจาะรูอาหารเพาะเช ื้อท ี่เตร ียมไว ้ในข ้อ 3.8.3 และ 3.8.4 โด ย ใช ้ sterile cork 

borer No.4 ซ ึ่งม ีขนาดเล ้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 8.0 มิลลิเมตร และใช ้เข ็มเข ี่ยช ินจ ุ้นท ิงในนำยา 
ฆ่าเชือ

2 . หยอดน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อท ี่จะทดสอบหาฤทธยับยั้งลงหลุมท ี่เจาะไว ้ด ้วย micropipette 
หลุมละประมาณ 2 0 0  ไมโครล ิตร

3. ต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณหภูม ิห ้องประมาณ 1 ช ั่วโมง เพ ื่อให ้สารแพร ่ออกเป ็นโซนก ่อน  
เชื้อเจริญ แล ้วนำไปบ ่มต ่อท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37° C เป ็นเวลา 24 ช ั่วโมง

4. ว ัดผลการยับย ั้งท ี่ได ้ด ้วยไม ้บรรท ัด โดยว ัดโซ นใสท ี่เก ิดช ื้น รอบ ๆ ร ูท ี่เจาะไว  ้
จากขอบด้านหนึ๋งถ ึงอ ีกด ้านหน ึ่ง หาค่าเฉลี่ย แล ้วบ ันท ึกผล.

3.10 การหาอัตราการเจริญเติบโต (growth curve) แฉะการหาช่วงเวสาที่เหมาะสมต่อการสร้าง
สารเมแทบอไอต์ทุติยฎมิของราเอนโดไฟดสายพันธุ KBLM13

3.10.1 การหาอัตราการเจริญเติบโต (growth curve)
1. เตร ียมราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13 ให ้บร ิช ุทธ แล ้วนำไปเล ี้ยงในอาหาร  

เล ียงเช ือแข็ง SDA เป ็นเวลา 14 วัน หรือเม ื่อราเจริญเต็มจานเพาะเชื้อ
2. เจาะช ื้นจ ุ้นท ี่ม ีราเจร ิญอยู่เต ็มบนอาหารเพาะเช ื้อโดยใช ้ sterile cork borer No.4 

ซึ่งม ีขนาดเล ้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 8.0 มิลลิเมตร 5 ชื้น ใส ่ลงในขวดรูปชมพ ู่ขนาด 250 
มิลลิล ิตร ท ี่บรรจุด ้วยอาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลว SDB ปริมาตร 100 ม ิลลิล ิตร จำนวน 6  ลิตร ทำการ 
บ่มเช ือไว ้ท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง

3. เก ็บต ัวอย่างโดยจะทำการเก ็บว ันเว ้นว ัน ครังละ 3 flask นำมากรองแยกเล ้น  
ใยราก ับนำเล ียงออกจากก ันด ้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร ์ 1

4. เส ันใยราท ี่กรองได ้ นำมาหาท ิ้าหน ักแห ้ง โดยน ำไปอบใน ด ู้อบท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 60- 
70° C เป ็นเวลา 48 ช ั่วโมงหรือจนกระท ั่งได ้นาหน ักคงท ี่ หาค่าเฉลี่ย แล ้วน ักท ึกผลท ี่ได ้ นำไป  
เข ียนกราฟเสันเพ ื่อด ูอ ัตราการเจริญเต ิบโต
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3.10.2 การหาช่วงทอาที่เหมาะสมต'อการสร้างสารเมแทบอไอล์ชุติยฎมิ
1. นำน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ์ KBLM13 จากการหาอัตราการ

ท ]  , *  ๙ '  _
เจร ิญ เต ิบโตในข ้อ 3.10.1 ท ีเกบในแต ่ละครัง นำมาทดสอบฤทธิทางช ีวภาพตามวิธ ีในขอ 3.9.2

2. วัดผลการยับย ั้งท ี่ได ้ด ้วยไม้บรรทัด โดยว ัดโซ น ใส ท ี่เก ิด ช้ืนรอบๆ ร ูท ี่เจาะไว ้ 
จากขอบด้านหนึ่งถ ึงอ ีกด ้านหนึ่ง หาค่าเฉลี่ย แล ้วบ ันท ึกผล.

3.11 การสกัดแอะการแยกสารประกอบของสารสกัดที่ไค้จากราเอ็นโดไฟล์สายพันธุ KBLM13

3.11.1 การเพาะเอี้ยงเชื้อราเอ็นโดไฟล์สายพันธุ KBLM13
ใช ้ sterile cork borer No.4 ซึ่งม ีขนาดเล ้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 8.0 มิลลิเมตร 

เจาะเอาเล ้นใยของเช ื้อราเอ ็นโดไฟ ต ์ สายพันธุ KBLM13 อายุ 14 วัน ท ี่เจร ิญอยู่บนอาหารแข็ง 
SDA มาเล ี้ยงในขวดรูปชมพ ู่ (flask) ขนาด 250 ม ิลลิล ิตร ท ี่บรรจ ุด ้วยอาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลว SDB 
ปริมาตร 100 มิลลิล ิตร จำนวน 5 ชื้นต่อ 1 flask เล ี้ยงท ั้งหมดปริมาตร 20 ลิตร บ ่มเช ื้อไว ้ท ี่ 
อุณหภูม ิห ้อง เป ็นเวลา 28 วัน

3.11.2 การสกัดสารจากราเอ็นโดไฟล์สายพันธุ KBLM13
นำราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13 ท ี่เพาะเล ี้ยงไว ้ในข ้อ 3.11.1 มาทำการกรอง 

ด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร ์ 1 ซ ึ่งจะได ้ส ่วนของเล ้นใยราและส ่วนของนาเล ี้ยงเช ื้อ  แล้วจึง 
นำทัง 2 ส ่วนที่แยกได ้น ี้มาสก ัดต ่อด ้วยต ัวทำละลายชน ิดต ่างๆ ได ้แก ่ เฮกเซน เอธิลแอซ ิเตต และ 
เมธานอล ต ังแสดงไว ้ในแผนภาพท ี่ 3.1



r
ราเอ็นโคไฟต์สายพันธุ KBLM13

ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SDB ปริมาตร 20 ลิตร เป็นเวลา 28 วัน

กรองแยกส่วนสัวยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1

' r ’rr ไ 
เสันใยรา

(นาหนักแห้ง 207.57 กรัม)

' 11 11 s 
นำเลี้ยงเชื้อ
(16 ลิตร)

I ~  I I
สกัดห้วยเฮกเชน ระเหย'นาออกห้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหบุน

แผนภาพที่ 3.1 แสดงข ั้นตอนการสก ัดสารจากเส ันใยและน ํ้าล ี้ยงเช ื้อราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13
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3.12 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบจากเส้ม่ใยแอะนํ้าเอี้ยง»ชื้อราเอนโดไฟต์
สายพันธุ KBLM13

3.12.1 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบเอธิอแอชิเตตจากเส้นใย
นำสารสกัดหยาบเอธ ิลแอซ ิเตตจากเส ้นใย น ิ้าหนัก 2.67 กรัม มาแยกด้วยเทคนิค 

คอล ัมน ์โครม าโทกรพ ัเ โดยใช ้ช ิล ีกาเจลเป ีนต ัวด ูดซ ับ (300 กรัม) คอลัมน ์ม ีขนาดเส ้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5 เซนติมตร สูง 80 เชนติมตร ต ัวชะท ี่ใช ้ ได ้แก ่ เฮกเชน, เฮกเซน-ไดคลอโรม ีเธน, 
ไดคลอโรม ีเธน, ไดคลอโรม ีเธน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำดับ ผลการทดลองท ี่ได ้แสดงไว ้ 
ในตารางท ี่ 3.4

ตารางที่ 3.4 การแยกสารสก ัดหยาบเอธ ิลแอช ิเตตจากเส ้นใยราเอ ็นโดไฟต์สายพันธุ KBLM13

อำดับส่วนที่ 
(ก ่อน)

อำดับส่วนที่ 
(หอัง)

ต ัวชะ อักษณะของสาร
น ํ้าหนัก 

(ม ิอสิกรัม)
1-40 ME01 100% เฮณฯเน น์ามันสีเหลืองใส 249.8

41-70 ME02 50-80% ไดคลอโรมีเธนในเฮกเขน คเดสีเหลือง 52.5
71-85 ME03 100 % ไดคลอโรมีเรน คเดสีเหลือง 21.6

86-155 ME04 100%ไคคลอโรมีเรน คเดสิเหลืองปนของแข็งสีขาว 24.0
156-170 ME05 5 % เมรานออไนไดคลอโรมีเธน คเคสีเหลืองส้มปนน์ามัน 250.8
171-190 ME06 5 % เมธานอลในไดคลอโรรเธน คเดสีเหลืองปนน์ามัน 156.6
191-320 ME07 5 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน คเดสีเหลืองอ่อนเหนียว 344.0
321-400 ME08 5-10 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน คเดส ีส ้ม 215.9
401-530 ME09 10-25%เมรานอลในไดคลอโรมีเธน คเดสีน ์าตาล 237.5
531-620 ME10 100 % เมรานอล คเดสีน์าตาลเช้ม 144.4
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3.12.2 การเฒกองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบเอธิอแอ'ชิเตตจากนํ้าเอี้ยง*ชื้อ
นำสารสกัดหยาบเอธิลแอซ ิเตตจากนำเล ียงเช ือ นำหนัก 7.0 กรัม มาแยกด้วย 

เทคน ิคคอล ัมน ์โครมาโทกราพ ั โดยใช ้ซ ิล ิกาเจลเป ็นต ัวด ูดซ ับ (300 กรัม) คอลัมน ์ม ีขนาดเส ันผ่าน  
ศูนย์กลาง 5 เซนติเมตร สูง 80 เซนติเมตร ต ัวชะท ี่ใช ้ ได ้แก ่ เฮกเซน, เฮกเซน-ไดคลอโรม ีเธน, 
ไดคลอโรม ีเธน, ไดคลอโรม ีเธน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำดับ ตังตารางที่ 3.5

ตารางที่ 3.5 การแยกสารสก ัดหยาบเอธ ิลแอซ ิเตตจากนาเล ียงเช ือราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ์ KBLM13

สำดับส่วนที่ สำดับส่วนที่ น ํ้าหนัก
(ก ่อน)

ต ัวชะ อักษณะของสาร
(หอัง) (มีออกรัม)

1-16 BE01 100% เฮกเซน คเคสีเหลือง 29.5
17-25 BE02 50 % ไดคลอโรมีเธนใน18กเซน คเดสีเหลือง 61.8
26-45 BE03 100 % ใดคลอโรมีเธน คเดสีเหลือง 19.4
46-56 BE04 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน คเดสีเหลือง 4.4
57-70 BE05 2 % เมธานอลในใดคลอโรมีเธน คเดสีเหลืองปนของแข็งสีขาว 7.3
71-76 BE06 2 % เมธานอลในใดคลอโรรเธน ค เค สีเหลือง 157.6
77-96 BE07 2 % เมธในออในใดคลอโรมีเธน ของเหลวสีเหลืองลัม 1703.6

97-110 BE08 2 % เมธานอลในใดคลอโรมีเธน คเดสีสัมปนของแข็งสีขาว 158.9
111-134 BE09 5 % เมธานอลในใดคลอโรมีเธน คเดส ีส ัม 461.8
135-146 BE10 5 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน คเดสีส ัม 434.4
147-160 BE11 5 % เมธานอลในใดคลอโรมีเธน คเดสีส ัม 271.6
161-170 BE12 5 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน ครูดสีเหลือง 93.6

171-205 BE13 5 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน ค เด สีเหลืองปนของแข็งสีขาว 1070.7
206-225 BE14 5 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน คเดสีเหลืองปนของแข็งสีขาว 171.3
226-240 BE15 10% เมธานอลในไดคลอโรมีเธน คเดสีน์าตาลเหลือง 560.0
241-280 BE16 10% เมธานอลในไดคลอโรมีเธน คเดสีนาตาลเข้ม 346.2
281-335 BE17 50% เมธานอลในใดคลอโรมีเธน คเดสีน์าตาลเข้ม 265.6
335-400 BE18 100% เมธานอล คเดสีน์าตาลเข้ม 551.3
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3.13 การทำให้บริอุ^ธิ่แอะสมบ้ติทางเคมีของสารบริชุฑธิ่ที่ได้จากราเอ็นโดไฟต์สายพันธุ
KBLM13

3.13.1 การทำให้บริอุ[ทธิแสะสมบ้ติทางเคมีของสารบริอุ[ทธิ่ 1
ส าร บ ร ิส ุท ธ ! เป ็นผงสีขาว ซ ึ่งได ้มาจากลำดับส ่วนที่ ME02 ของสารสกัดหยาบ  

เอธ ิลแอซิเตตจากเส ันใย ท ี่แยกด ้วยคอลัมน ์โครมาโทกราฟ โด ย ใช ้ 50 % ใดคลอโรม ีเทน ใน เฮกเซ น  
เป ็นต ัวชะจะได ้ครูดส ีเหล ือง แล้วนำมาทำการแยกสารต่อด ้วยว ิธ ี Preparative TLC โด ย ใช ้ 5% 
เมธานอลในคลอโรฟอร์มเป ็นว ัฎภาคเคล ื่อนท ี่ จะได ้ผงส ีขาวห น ัก18 .2ม ิลล ิกรัม (ส าร บ ร ิส ุท ธ !)  
ซ ึ่งสามารถละลายได ้ในคลอโรฟอร์ม และเมธานอล

สารบริส ุทธ 1  มีค่า Rf =  0.75 (5 % MeOH ใน CHCL,), mp = 85-86 °c, [a ]o  

+ 253 (c 0.10, CHClj), (CHClj) = 243 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข. รูปที่ 1), V n 1jK B r )  = 2925 
(พ), 1710 (m), 1643 (m), 1563 (ร), 1419 (ร), 1244 (m) และ 808 (nOcm ' 1 (ภาคผนวก ข. รูปที่ 2) 

EI-MS สเปกตรัม (70 eV): mJz 192.2 (17%) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 3)
ÔH (CDClj, 400 MHz) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 4): 7.48 (1H, dd, 7 =  8.4 และ 7.6 

Hz, 6 -H), 6.83 (1H, d, 7 =  7.6 Hz, 5-H), 6.95 (1H, d, 7 =  8.4 Hz, 7-H), 4.59 (1H, ddq, 7 =  3.6,
10.8 และ 6.0 Hz, 3-H), 3.98 (3H, ร, OMe), 2.88 (2H, dd, 7 =  3.6 และ 16.0 Hz, 4-H), 2.29 (2H, dd, 
7 =  10.8 แ ล ะ !6.0 Hz; 4-H)llละ 1.52 (3H, d, 7 =  6.0 Hz, Me) ppm;

ôc (CDClj, 100 MHz) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 5): 162.80 (C-1), 161.19 (C-8 ),
141.99 (C-4a), 1 3 4 .4 6 (0 6 ), 1 1 9 .2 0 (0 5 ), 113.50 (0 8 a ) , 110.88 ( 0 7 ) ,  74.14 ( 0 3 ) ,  56.19 
(OMe), 36.12 (C-4) และ 20.72 (Me) ppm;

จากผลการวิเคราะห์ด ้วยเทคนิค 2D-NMR ประกอบด้วย gHSQC, gCOSY และ 
gHMBC (ภ าค ผ น ว ก ข .ร ูป ท ี6่ -8 ) ทำให ้ได ้โครงสร้างของสารบริล ุ[ทธ ิ !  ด ังร ูป ท ี่3.2

OMe 0

Me
8-methoxy-3-methy lisochroman-1 -one

ร ูป ท ี่3.2 โครงสร ้างท างเคม ีของสารบร ิส ุทธ!
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3.13.2 การทำให้บริqทธิแอะสม'มติทางเคมีของสารบริธุfทธ ิ2
ส ารบ ร ิส ุท ธ2 เป ็นผลึกส ีขาว ซ ึ่งได ้มาจากลำด ับส ่วนที่ BE08 ของสารสกัดหยาบ  

เอธ ิลแอซ ิเตตจากนํ้าเล ี้ยงเช ื้อ ท ี่แยกด ้วยคอลัมน ์โครมาโทกราฟ แ ล ะ ใช ้ 2 % เมธานอลในไดคลอ  
โรม ีเธนเป ็นต ัวชะ แยกผล ึกออกมาโดยการตกผลึกซ ํ้าด ้วยต ัวทำละลายผสม เฮกเซน - ไดคลอโร  
ม ีเธน ได ้ผล ึกส ีขาวหน ัก 31.3 ม ิล ล ิก ร ัม (ส ารบ ร ิช ุท ธ 2) ละลายได ้ใน ไดคลอโรม ีเธน  คลอโร
ฟอร์ม และเมธานอล

สารบริส ุทธ 2 มีค่า Rf = 0.46 (5 % MeOH ใน CHClj), mp = 147-149 ° c ,  [a ]o  

-189 (c 0.10, CHClj), x ^  (CHC13) = 245 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข. รูปที่ 9), V^tfCBr) = 3216 
(m), 2963 (พ), 2875 (พ), 1674 (ร), 1419 (ร), 645 (พ) และ 528 (พ) c m 1 (ภาคผนวก ข. รูปท 10 )

EI-MS สเปกตรัม (70 eV): m/z 198.2(2% )(ภาคผนวก ข. รูปที่ 11)
8 „ (CDC13, 400 MHz) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 12): 4.07 (lH,brt, J =  4.0 Hz, 6 -H), 

3.93 (1H, brs, 9-H), 3.64 (2H, m, 3-H), 3.60 (2H, m, 3-H), 2.62 (1H, dsep, J = 2.4 และ 7.2 Hz, 
10-H), 2.37 (2H, 5-H), 2.04 (2H, m, 8 -H), 2.03 (2H, m, 4-H), 1.90 (2H, m, 4-H), 1.06 (3H, d, J =
4.0 Hz, 12-H) และ 0.90 (3H, d, J=  4.0 Hz, 11-H) ppm;

Ôc (CDCI3 , 100 MHz) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 13): 170.06 (C-1), 164.92 (C-7),
60.37 (C-9), 58.81 (C-6 ), 45.14 (C-3), 28.52 (C-5), 28.34 (C-10), 2 2 .3 6 (0 4 ) , 19.23 (C-11)
และ 16.03 ( 0 1 2 )  ppm;

จากผลการวิเคราะห ์ 2D-NMR ประกอบด้วย gHSQC, gCOSY และ gHMBC 
(ภาคผนวก ข. รูปที่ 14-16) ทำให ้ได ้โครงสร ้างของสารบริส ุทธ 2 ตังรูปที่ 3.3

O

3-isopropyl-hexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazine-1,4-dione

รูปที่ 3.3 โครงสร ้างของสารบริช ุทธ 2
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3.13.3 การทำให ้บริชุทธิแอะสม'นติทางเคมีของสารบริอfุทธ่ิ 3
ส ารบ ร ิส ุท ธ3 เป ็นผลึกส ีขาว ซ ึ่งไค ้มาจากลำด ับส ่วนที่ BE13 ของสารสกัดหยาบ  

เอธ ิลแอชิเตตจากนำเสียงเชือ ท ี่แยกด ้วยคอลัมน ์โครมาโทกราฟ แ ล ะใช ้ 5 % เมธานอลในไดคลอ  
โรม ีเธนเป ็นต ัวชะ แยกผล ึกออกมาโดยการตกผลึกซาด ้วยต ัวทำละลายผสมเฮกเซน-คลอโรฟอร์ม  
ได ้ผล ึกส ีขาวหน ัก 243.8 ม ิลลิกรัม (สารบริส ุทธ 3) ละลายได ้ใน ไดคลอโรม ีเธน  คลอโรฟอร์ม
และเมธานอล

สารบริส ุทธ 3 มีค่า Rf = 0.30 (5 % MeOH ใน CHClj), mp = 210-212 °c, [a ]o  - 
198 (c 0.10, MeOH), A.max (MeOH) = 210 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข. รูปที่ 17), V niaj[(KBr) = 34082 
(m), 2871-3089 (พ), 1683 (ร), 1646 (ร), 1561 (m), 1412 (ร) และ 793 (ร) cm"' (ภาคผนวก ข. รูปที ่
18)

EI-MS สเปกตรัม (70 eV): m/z 154.1 (99%) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 19)
ร11 (CDClj, 400 MHz) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 20): 4.08 (1H, dd, J = 5.2 และ 15.6 

Hz, 9-H), 4.08 (2H, d, y  =  15.2 Hz, 3-H), 3.89 (2H, d d ,J =  4.4 และ 16.4 Hz, 3-H ),3.61 (2H, m, 
6-H), 3.55 (2H, m, 3-H), 2.37 (2H, m, 8-H), 2.06 (2H, m, 8-H), 2.03 (2H, m, 7-H) และ 1.91 (2H, 
m, 7-H) ppm;

8C (CDClj, 100 MHz) (ภาคผนวก ข. รูปที่ 21): 169.97 (C-1), 163.51 (C-4),
58.53 (C-9), 46.62 (C-3), 45.32 (C-6), 28.44 (C-8) และ 22.40 (C-7) ppm;

จากผลการวิเคราะห ์ 2D-NMR ประกอบด้วย gHSQC, gCOSY และ gHMBC 
(ภ าค ผ น ว ก ข .ร ูป ท ี่22-24) ทำให ้ได ้โครงสร ้างของสารบร ิส ุทธ ี่'3 ต ังร ูป ท ี่3.4

O

hexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazine-1,4-dione

ร ูป ท ี่3.4 โครงสร ้างของสารบ ร ิส ุท ธ3
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3.14 การทดสอบอุทธิฑใงชีวภาพของสารบริสุทธิ

3.14.1 การทดสอบอุทธิยับยั้งเชื้อชุอชีพของสารบริสุทธดิ ้วยวิธ ี Minimum Inhibitory 
Concentration Method (MIC) [127]
การทดสอบฤทธยับยั้งเช ื้อจ ุลช ีพของสารบริส ุทธด ้วยวิธ ี MIC น ี้ เป ็นการหาระด ับ  

ความเข ้มข ้นต ํ่าส ุดท ี่ย ับย ั้งการเจริญของเช ื้อจ ุลช ีพได ้โดยใช ้ Microtiter Plate Broth Dilution
Technique ท ี่ม ีข ั้นตอนการทดสอบ ดังนี

ก. การเตรียมสารละลายสารบริส ุทธ
ในการเจ ือจางสารละลายสารบริส ุทธใาทด ้ระด ับความเข ้มข ้นท ี่ด ้องการน ัน ทำได  ้

โดยการนำสารบริส ุทธ 1.0 ม ิลลิกรัม ผสมกับตัวทำละลาย 10 % DMSO ในน ี้าปร ิมาตร 1 ม ิลลิล ิตร 
จะได ้สารละลายสารบริส ุทธท ี่ความเข ้มข ้น 1.0 ม ิลลิกรัม /  มิลลิล ิตร (1,000 gg  / ml) แล ้วนำไป  
เจือจางต่อด้วย Broth Media ในอ ัตราส ่วน 1:1 จนได้ความเข้มข้น 500 gg  /  ml ซึ่งเป็นความ 
เข ้มข ้นแรกในระดับความเข ้มข ้นท ี่เราต ้องการ หลังจากนั้นก็เจ ือจางด้วย Broth Media ให ้ได ้ระด ับ  
ความเข้มข้น 250, 12 5 ,6 2 .5 ,3 1 .2 5 ,1 5 .6 3 ,7 .82แ ล ะ 3.91 g g /m l ตามลำดับ

ระดับความเข ้มข ้นของสารละลายสารบริส ุทธ คือ 
500 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท้าย 250 g g /m l)
250 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท้าย 125 g g /m l)
125 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท้าย 62.5 g g /m l)
62.5 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท้าย 31.25 g g /m l)
31.25 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท ้าย 15.63 g g /m l)
15.63 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท้าย 7.82 g g /m l)
7.82 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท้าย 3.91 g g /m l)
3.91 g g /m l (ความเข้มข้นสุดท้าย 1.96 g g /m l)

ความเข้มข้นสุดท้าย คือ ความเข ้มข ้นส ุดท ้ายของสารละลายสารบริส ุทธท ี่ว ัดได ้ไน 96 well 
microtiter plate หลังจากเตม Broth Media + Suspension ของเช ือลงไป
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ข. การเตรียมสารละลายสารช ุดควบคุมบวก (Positive Control)
ในการเจ ือจางสารละลายสารชุดควบคุมบวก ทำเช ่นเด ียวก ับการเจ ือจางสารละลาย  

สารบริส ุทธในข ้อ 3.14.1 ก

ค. การเตรียมเชื้อจุลชีพ
เช ื้อจ ุลช ีพสำหรับทดสอบฤทธทางช ีวภาพของสารบริส ุทธ ิประกอบด้วย เชื้อ

แบคทีเร ียแกรมบวก 2  ชนิด แบคมีเส ียแกรมลบ 2  ชนิด และเช ื้อรา 1  ชนิด ด ังแสดงไว ้ใน  
ตารางที่ 3.2 การเตรียมเช ื้อทดสอบจะเตรียมตามข้อ 3.8.2 และ 3.8.3 โดยเช ื้อแบคท ีเร ียจะนำมา 
เล ี้ยงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลว Mueller Hinton Broth (MHB) และเช ื้อราจะเล ี้ยงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อ  
เหลว Yeast-Malt Extract Broth (YMB) และความเข ้มข ้นของเช ื้อทดสอบแสดงไว ้ในตารางท ี่ 3.3

ง. การทดสอบฤทธ
การทดสอบฤทธจะทำการทดสอบใน 96 well microtiter plate โดยก ่อนการ  

หยอดสารละลายสารบริส ุทธ ิและสารช ุดควบค ุมบวก ให ้ทำแผนผ ังระบ ุชน ิดและตำแหน ่งของสาร  
ที่จะหยอดลงใน 96 well microtiter plate เส ียก ่อนเพ ื่อความถูกต ้องของการแปลผลการทดสอบที่ 
ได้

สารทจะหยอดลงใน 96 well microtiter plate มดังน 
Blank - Broth Media

- Broth Media + Suspension จุลชีพทดสอบ
- Broth Media + สารละลายสารบริส ุทธตามระดับความเข ้มข ้น

ยา Positive Control - Broth Media + Suspension จุลชีพทดสอบ + ระดับความเข้มข้นของยา
Test Sample - Broth Media + Suspension จุลชีพทดสอบ + ระดับความเข้มข้นของ

สารละลายสารบริส ุทธ

ปร ิมาตรท ีใช ้ คือ Suspension ของเชือ 50 pi และ Broth Media + สารละลายสารบริส ุทธ 50 pi 
ซ ึ่งจะรวมได ้ปร ิมาตรท ี่ใข ้ 1 0 0  pi /  1  well



66

จ. การอ่านผล
อ่านผลการทดลองเป ็นค ่าการด ูดกล ืนแสง (Absorbance) ด้วยเครื่อง Sunrise 

Microtiter Plate Reader ท ี่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร

ฉ. การแปลผล
ให ้เปร ียบเท ียบค่า Absorbance ของ Broth media + suspension ของเชอก่อนบ ่ม  

เช ื้อก ับค ่า Absorbance ของ Broth media + ลำด ับความเข ้มข ้นของสารละลายสารบริส ุทธ โด ย ให ้ 
เปรียบเทยบกับค ่า Absorbance ของ Broth media + suspension ของเชอ + ลำดับความเฃมขนของ 
สารละลายสารบริส ุทธ (Test Sample) หล ังจากบ ่มเช ื้อแล ้ว 24 ช ั่วโมง

หากค่า Absorbance ของ Test Sample หรือยา Positive Control ม ีค ่าส ูงกว ่า แสดง 
ว่าสารละลายสารบริส ุทธ ิหร ือยาในความเข ้มข ้นน ั้นๆ ไม ่สามารถยับย ังการเจร ิญของเช ือจ ุลช ีพได ั 

แต่ล ้าค ่า Absorbance ของ Test Sample หรอยา Positive Control มค่าตำกว่า แสดง 
ว่าสารละลายสารบริส ุทธหรือยาในความเข ้มข ้นน ั้นๆ สามารถยับยั้งการเจริญของเช ื้อจ ุลช ีพได ้

ความเข ้มข ้นของสารละลายสารบริส ุทธต ัวส ุดท ้ายท ี่ม ีค ่าต ํ่ากว ่า ค ่าน ั้นค ือค ่า MIC 
(Minimal Inhibitory Concentration)

หมายเหตุ อาจมีการเพ ิ่มระดับความเข้มข้น หร ือลดระด ับความของสารละลายสารบริส ุทธ
เพื่อหาค่า MIC
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