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บทที่ 2

วัสดุอุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

1. เชื้อราที่ศึกษา
1.1  เชื้อราแมลง H. scutata  จํ านวน  31 isolates   เก็บรวบรวมตัวอยางจากปาพรุ

สิรินธร อํ าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส    เมือ่วันที่  22 กรกฎาคม  พ.ศ. 2545
1.2  เชื้อราแมลง  H. scutata  จํ านวน  3 isolates (SSC18, SSC47 และ SSC55)  เปน

เชื้อราบริสุทธิ์ที่ทํ าการแยกไวแลวโดย Srichan (2003) จากการเก็บรวบรวมตัวอยางรา   
H. scutata  จากปาพรุสิรินธร  อํ าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส

2. จุลินทรียท่ีนํ ามาทดสอบ
2.1    แบคทีเรีย

2.1.1 แบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก
-     Staphylococcus  aureus  ATCC25923
- Methicillin-resistant  S.  aureus  SK1 (MRSA)

2.1.2    แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก
-     Escherichia  coli  ATCC25922
- Pseudomonas  aeruginosa  ATCC27853

2.2 เชื้อรา
2.2.1 Filamentous  fungi  ไดแก

- Microsporum  gypseum
- Penicillium  marneffei
- Aspergillus  flavus



20



- Aspergillus   niger
- Rhizopus  sp.
- Mucor  sp.
- Cladosporium  sp.
- Alternaria  sp.
- Curvularia  sp.

2.2.2 ยีสต ไดแก
- Candida  albicans  NCPF3153
- Cryptococcus  neoformans  PSU

ไดรับความอนุเคราะหเชื้อที่ใชในการทดสอบจากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

3. อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย
-     potato dextrose agar (PDA, Difco)
- potato dextrose agar (PDA, วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)
- potato dextrose agar ที่ผสมยาปฏิชีวนะ (PDA ที่ผสมยาปฏิชีวนะ, วิธีเตรียม

แสดงในภาคผนวก)
- potato dextrose broth (PDB, วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)
- pumpkin dextrose agar (PuDA, วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)
- glucose yeast extract agar (GYA, วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)
- sweet potato dextrose broth (SPDB, วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)
- Sabouraud’ s dextrose agar (SDA, Merck)
- Sabouraud’ s dextrose broth (SDB, Merck)
- agar granulated (BBL)
- Czapek-dox broth (CDB, Difco)



- minimum salt medium (MSM, วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)
- Mueller Hinton agar (MHA, Difco)
- yeast extract (Difco)
- PDB+Chitin (วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)

4. สารเคมี  (analytical grade)
- 100% ethanol (LAB-SCAN)
- 95% ethanol (LAB-SCAN)
- methanol (LAB-SCAN)
- ethyl acetate (LAB-SCAN)
- butanol (CARLO ERBA)
- dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma)
- sodium chloride (Merck)
- liquid nitrogen
- 2.5% glutaraldehyde
- 0.1M phosphate buffer pH 7.3
- 1% OsO4

- glucose (Fluka)

5. ยาตานจุลินทรีย
5.1       แผนยาตานจุลินทรียมาตรฐาน

- vancomycin (Va, Difco) 30 ไมโครกรัม
- amikacin (Ak, Oxoid) 30 ไมโครกรัม
- gentamicin (Gen, Oxoid) 10 ไมโครกรัม
- ampicillin (Am, BBL) 10 ไมโครกรัม
- tetracycline (Tet, BBL) 30 ไมโครกรัม



5.2   ยาตานแบคทีเรีย
- penicillin G (Sigma)
- streptomycin (Sigma)
- chloramphenicol (BBL)

5.3      ยาตานเชื้อรา
- amphotericin B (Sigma) (10ไมโครกรัมตอแผน, วิธีเตรียมแสดงในภาค

ผนวก)
- miconazole (Sigma)

6.  อุปกรณ
- ตูบมเชื้อรา อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Sanyo)
- ตูบมเชื้อแบคทีเรีย อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (Gallenkamp)
- ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow carbinet, Microflow)
- ตูอบไอรอน (hot air oven, Venticell)
- หมอนึ่งความดัน (autoclave, Tomy)
- ตูเย็น (Sanyo)
- เครื่องระเหยแบบหมุนพรอมลดความดัน (rotary evaporator, Buchi)
- Vacuum pump (Fisher Scientific)
- Stereozoom microscope (Olympus)
- Freeze dryer (Labconco)
- SAMDRAI (polaron CPD 7501 critical point drier)
- JSM-5800LV scanning electron microscope (SEM, JEOL)
- SPI-MODULE sputter coater
- เครื่องนับเซลล (hemacytometer, Boeco)
- เตาแมเหล็ก (stirring heating plate)
- เครื่องชั่ง (balance, Diethelm)



- vortex mixer (Scientific)
- vernier caliper  (0-150มลิลิเมตร)
- micropipette (Eppendorf Research)
- microtiter plate (Nunc) 96 well และ 24 well
- paper disc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร (Schleicher & Schuell)
- millipore filter ทีม่ีรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45   ไมโครเมตร (Millipore

Corporation)
- eppendorf tube
- water bath (Memmert)
-  loop
- เครื่องบด
- สํ าลีปายเชื้อ
- เข็มเขี่ยเชื้อรา
- ปากคีบ
- กลองพลาสติกสํ าหรับเลี้ยงไรสีนํ้ าตาล
- Glass bead

7. เครื่องแกว
- จานเพาะเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง  9 เซนติเมตร
- หลอดทดลอง
- สไลด
- บีกเกอร
- กระบอกตวง
- ขวดชมพู
- ขวดดูแรน (Schott)
- ขวดกนกลม



- ขวดแบน ขนาด  350  มิลลิลิตร
- กรวยแยก
- กรวยกรอง
- pasteur pipette



วิธีการดํ าเนินการวิจัย

1.   การเก็บรวบรวมตัวอยางเชื้อรา H. scutata  และการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์
เชื้อรา  H. scutata พบเปนปรสิตของเพลี้ยหอย  (scale insect)  ที่มาเกาะอยูดานบน

ของใบพืชในสกุล Syzygium  ไดแก หวาหิน (S. tumida) และหวานํ้ า (S. oblatum)  ซึ่งพบ
มากในปาพรุสิรินธร อํ าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส การเก็บตัวอยางทํ าโดยเก็บใบไมที่
มี stroma ของเชื้อรา H. scutata มาใสในถุงพลาสติกใสหรือกลองพลาสติกใส แลวจดบันทึก
วันที่เก็บ ชนิดของตนหวา แหลงหรือบริเวณที่พบเชื้อราชนิดนี้ เพื่อนํ าไปแยกเชื้อใหบริสุทธิ์
ในหองปฏิบัติการ

การแยกเชื้อรา  H. scutata ใหบริสุทธิ์ในหองปฏิบัติการ โดยแยกเชื้อจากสปอรที่
ถูกปลอยออกมาจาก  stroma  วิธีการคือนํ าใบไมที่มี  stroma  มาตัดหรืออาจใชมีดแซะเอา
สวนของ stroma ออกจากใบไมแลวใชวาสลีนยึดไวกับฝา petri dish ครอบฝาไวบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อรา potato dextrose agar (PDA) ทีผ่สมยาปฏิชีวนะ (streptomycin, chloramphenicol
และ penicillin ความเขมขนละ  0.1  มลิลกิรัมตอมิลลิลิตร)  นํ าไปบมไวที่อุณหภูมิ  25
องศาเซลเซียส เปนเวลา  48  ชัว่โมง  ascospores จะถูกปลอยออกมาบนอาหาร  ตัดชิ้นวุนใน
บริเวณที่มสีปอรถูกปลอยออกมาเปนชิ้นเล็กๆ แลวถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  นํ าไป
บมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส ใชเวลา  2-4  สัปดาหและตองตรวจดูผลทุกวันเพื่อเฝา
ระวังการปนเปอนจากยีสตและเชื้อราชนิดอื่นๆ นํ าเชื้อที่แยกไดไปศึกษาตอไป

2.   การทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเบื้องตน  (ดดัแปลงมาจาก  Lorian, 1996)
      การเพาะเลี้ยงเชื้อรา H. scutata

นํ าเชื้อราแมลง  H. scutata ทีแ่ยกไดเปนเชื้อบริสุทธิ์จํ านวน  31 isolates  และจาก
เชื้อราบริสุทธิ์ที่ทํ าการแยกไวแลวโดย Srichan (2003) จากการเก็บรวบรวมตัวอยางรา   H.
scutata  จากปาพรุสิรินธร อํ าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาสจํ านวน  3 isolates เพาะเลี้ยง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  เปนเวลา  4  สัปดาห ใชที่เจาะขนาดเสนผานศูนยกลาง 6



มิลลิเมตร เจาะวุนรอบโคโลนีของเชื้อราแมลง นํ ามาทดสอบฤทธิ์ตาน
จุลินทรียเบื้องตน

2.1    การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรีย
เชื้อที่นํ ามาทดสอบ ไดแก Staphylococcus aureus ATCC25923, Methicillin-

resistant S. aureus  (MRSA) SK1, Escherichia coli ATCC25922 และ Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853  ทํ าการทดสอบเบื้องตนดวยวิธี agar diffusion

วิธีการเตรียมเชื้อท่ีใชทดสอบ
เขี่ยเชื้อแบคทีเรียจาก stock  culture ที่เก็บไวในอาหาร  nutrient  agar (NA) slant

มา  streak  บนอาหาร  Mueller Hinton agar (MHA)  ใหไดโคโลนีเดี่ยวๆ บมที่  35   องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 - 24  ชัว่โมง  แลวนํ าโคโลนีเดี่ยวๆ มา  2-3  โคโลนี  ใสใน 0.85%
NaCl  ไรเชื้อ และปรับความขุนของเชื้อใหไดเทากับ  0.5  McFarland standard  (วิธีเตรียม
แสดงในภาคผนวก)

วิธีการทดสอบ
ใช cotton  swab ไรเชื้อ จุมแบคทีเรียที่เตรียมไว บิดขางหลอดพอหมาดๆ นํ ามา

ปายใหทั่วบนอาหาร MHA  โดยปาย  3  แนวทํ ามุม  60  องศา จากนั้นนํ าชิ้นวุนที่เจาะรอบ
โคโลนีรา   H. scutata  วางลงบนวุนอาหาร ใน  1  plate วางประมาณ  4  จุด โดยมีชุดควบ
คุมเปนวุนอาหารไรเชื้อและแผนยามาตรฐานที่เหมาะสมตอเชื้อทดสอบ  นํ าไปเพาะเลี้ยงที่ 
35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  16 -18  ชัว่โมง ท ําการทดสอบ 2 ซํ้ า

S. aureus ATCC25923 ใชแผนยามาตรฐาน vancomycin  amikacin หรือ
ampicillin

MRSA SK1  ใชแผนยามาตรฐาน  vancomycin
E. coli ATCC25922 ใชแผนยามาตรฐาน ampicillin amikacin หรือ tetracycline
P. aeruginosa ATCC27853 ใชแผนยามาตรฐาน tetracycline
การอานผล
วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ  inhibition zone  ที่เกิดขึ้นดวย  vernier caliper



2.2    การทดสอบฤทธิ์ตานยีสตและรา
2.2.1   การทดสอบฤทธิ์ตานยีสต
เชื้อยีสตที่นํ ามาทดสอบ ไดแก C. albicans NCPF3153 และ C. neoformans PSU

ทํ าการทดสอบแบบ  agar diffusion  เชนเดียวกับการทดสอบแบคทีเรีย  (ขอ2.1)
วิธีการเตรียมเชื้อท่ีใชทดสอบ
เขี่ยเชื้อยีสตจาก  stock culture ที่เก็บไวในอาหาร Sabouraud’s dextrose agar 

(SDA) slant มา streak บนอาหาร SDA plate ใหไดโคโลนีเดี่ยวๆบมที่ 35 องศาเซลเซียส   
เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง สํ าหรับเชื้อ C. albicans  สวน C. neoformans  บมที่อุณหภูมิหอง 
(ประมาณ 31-32 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา  48  ชั่วโมง     แลวนํ าโคโลนีเดี่ยวๆ มา 2-3 โค
โลนี ใสใน 0.85% NaCl  ไรเชื้อ และปรับความขุนของเชื้อใหไดเทากับ 2 McFarland 
standard (วิธีเตรียมแสดงในภาคผนวก)

วิธีการทดสอบ
ใช cotton swab ไรเชื้อ จุมเชื้อยีสตที่เตรียมไว บิดขางหลอดพอหมาดๆ นํ ามาปาย

ใหทั่วบนอาหาร SDA โดยปาย 3 แนวทํ ามุม 60 องศา จากนั้นนํ าชิ้นวุนที่เจาะรอบโคโลนีรา
H. scutata  (จากขอ 2) วางลงบนวุนอาหาร ใน 1 plate วางประมาณ  4 จุด โดยมีชุดควบคุม
เปนวุนอาหารไรเชื้อและยา  amphotericin B (10 ไมโครกรัมตอแผน disc) นํ าไปเพาะเลี้ยงที่
35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ชัว่โมง  ส ําหรับเชื้อ   
C.  albicans  สวน   C. neoformans  บมที่อุณหภูมิหอง  (ประมาณ 31-32  องศาเซลเซียส)
เปนเวลา  32-36  ชั่วโมง

การอานผล
วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ   inhibition zone  ที่เกิดขึ้นดวย   vernier caliper
2.2.2   การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อราชนิดเสนใย
ทํ าการทดสอบฤทธิ์ตานราเบื้องตนตอเชื้อ M. gypseum, P. marneffei, A. flavus,

A. niger, Rhizopus sp., Mucor sp., Cladosporium sp., Alternaria sp. และ Curvularia sp.
โดยวิธี agar diffusion ดังนี้



วิธีการเตรียมเชื้อท่ีใชทดสอบ
เขี่ยเชื้อรา M. gypseum และ P. marneffei จาก  stock  culture มาเพาะเลี้ยงบน

อาหาร SDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยเลี้ยง M. gypseum เปนเวลา 4  วัน
 P. marneffei เปนเวลา  5 วัน และเลี้ยงเชื้อราอื่นๆ บนอาหาร PDA   ใหมีขนาดโคโลนี
ประมาณ 1-2 เซนติเมตร  

วิธีการทดสอบ
นํ าชิ้นวุนที่เจาะรอบโคโลนีรา  H. scutata  วางใหหางขอบโคโลนีราที่ทดสอบ 0.5

เซนติเมตร  นํ าไปบมไวที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  สังเกตผลที่เกิดขึ้นทุกวันเปนเวลา  7
วัน ใชวุนอาหารไรเชื้อเปนชุดควบคุม

การอานผล
สังเกตผลที่เกิดขึ้นหากสามารถยับยั้งเชื้อราไดสายราบริเวณที่อยูใกลกับชิ้นวุนที่

วางจะไมเจริญหรือเจริญชาลง เปรียบเทียบกับดานที่ไมไดอยูใกลชิ้นวุนและชุดควบคุม
บันทึกผลดังนี้
- ไมมีการยับยั้ง เชื้อราเจริญเลยชิ้นวุน
+ มีการยับยั้งเพียงเล็กนอย
++ มีการยับยั้งเห็น  inhibition zone ชดัเจน
จากผลการทดสอบฤทธิ์การตานจุลินทรียเบื้องตน ทํ าการคัดเลือกเชื้อราแมลง

 4  isolates  มาศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อและอุณหภูมิตอการเจริญตอไป

3.    การศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อและอุณหภูมิตอการเจริญของเชื้อรา H. scutata
คัดเลือกเชื้อราที่มีศักยภาพในการตานจุลินทรียดีที่สุด  4 isolates  นํ ามาเพาะเลี้ยง

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  6  ชนิด ไดแก  potato dextrose agar (PDA), PDA  ที่เติม  yeast extract 1 
% (PDA+YE), pumpkin dextrose agar (PuDA), PuDA ทีเ่ติม yeast extract 1 %
(PuDA+YE), glucose yeast extract agar (GYA) และ sweet potato dextrose agar (SPDA) ที่
อุณหภูมิ  25  และ  35  องศาเซลเซียส เปนเวลา  8  สัปดาห วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ
โคโลนีของเชื้อราทุกๆ สัปดาห  ท ําการทดลอง  5  ซํ้ า นํ าผลการทดลองมาหาคาเฉลี่ย  



(mean)  โดยใชโปรแกรม  SPSS  เปรียบเทียบคาเฉลี่ย โดยวิธี  One-Way Anova  และหา
ความแตกตางของชุดการทดลองโดยใช  Duncan’s new multiple range test  (DMRT)  คัด
เลือกอาหารที่ใหผลตอการเจริญของเชื้อดีที่สุดนํ ามาใชในการศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ
แ ล ะ ร ะ ย ะ เ ว ล าต  อ ก า ร ส ร  า ง ส า ร ต  า น จุ ลิ น ท รี ย  
ในการศึกษาตอไป

4.     การศึกษาสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  H. scutata
4.1  สณัฐานวิทยาของเชื้อรา  H. scutata บนอาหารแข็ง

 สังเกตลักษณะโคโลนีของเชื้อรา  H. scutata บริสุทธิ์ที่แยกได บนอาหาร  PDA
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส เปนเวลา  8  สัปดาห

4.2   สัณฐานวิทยาของเชื้อรา  H. scutata  จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิด สอง
กราด (SEM)

นํ า  stroma  ของเชื้อรา  H. scutata  จากการเก็บตัวอยางและโคโลนีเชื้อรา 
H.  scutata  ทีเ่ลี้ยงไวเปนเวลา  8  สัปดาห บนอาหาร  PDA  ทีใ่หผลการเจริญดีที่สุด  นํ ามา
เตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด

นํ าโคโลนีเชื้อรามาตัดเปน 3  ตํ าแหนงจากเสนผานศูนยกลาง  แตละตํ าแหนงมี  3
ซํ้ า  (ภาพที่ 3)  และ stroma บนใบไมที่ตัดตามแนวตั้ง มาทํ า primary fixation  โดยแชใน
2.5%  glutaraldehyde   2  ชัว่โมง จากนั้นลางชิ้นตัวอยางดวย  0.1 M phosphate buffer  pH
7.3  จํ านวน 3  ครัง้ๆละ 5 นาที นํ ามาทํ า post fixation โดยแชใน  1% OsO4   
1  ชัว่โมง   จากนั้นลางดวย 0.1 M phosphate buffer  pH 7.3  จํ านวน 2 ครั้งๆละ 10 นาที
แลวทํ าการ dehydration ใน ethanol  50%, 70%,  80% และ 90 % อยางละ  2   ครั้ง ๆ  ละ  15
นาที  และใน ethanol  100%  จํ านวน 2  ครั้งๆละ 30 นาที

นํ าตัวอยางเชื้อราที่ไดเขาเครื่อง SAMDRAI (Polaron CPD7501 Critical point
drier) ทํ าใหตัวอยางแหงสนิท จากนั้นนํ าตัวอยางเชื้อราติดบนแทงทองเหลือง นํ าไปเคลือบ
ดวยทอง โดยวิธี  ion sputter  ดวยเครื่อง  SPI-MODULE Sputter Coater



นํ าตัวอยางเชื้อที่เตรียมเสร็จไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสอง
กราด (JSM-5800 LV Scanning electron microscope) ที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร  
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

ภาพที่ 3 การตัดโคโลนีรา  3  ตํ าแหนง สํ าหรับการศึกษาดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนชนิดสองกราด

Figure 3   Diagram showing 3 cutting positions of H.  scutata colony for SEM study

5.    การศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อและระยะเวลาในการเลี้ยงตอการสรางสารตาน          
 จุลินทรียของเชื้อรา  H. scutata

เลี้ยงเชื้อรา  H. scutata ในอาหารที่ใหผลการเจริญของเชื้อรา  H. scutata ดทีี่สุด 1
ชนิด จากการทดลองในขอ 3 โดยเตรียมเปนอาหารเหลว และอาหาร PDB  ที่ผสมเปลือกกุง
1% (PDB+chitin 1 %), minimum salt medium (MSM) และ Czapek-dox broth (CDB)  โดย
เตรียมอาหาร 50 มิลลิลิตร  ในขวดชมพูขนาด  500  มลิลิลิตร  บมที่อุณหภูมิเหมาะสมกับ
การเจริญ เปนเวลา 12  สัปดาห ทกุๆ 4 สัปดาหจะดูด  broth มา 2 มลิลิลิตร นํ ามาทดสอบ
ฤทธิ์การตานจุลินทรียโดยใชเชื้อจุลินทรียที่ใหผลการยับยั้งจากการทดสอบเบื้องตน ดวยวิธี
agar diffusion และเมื่อครบ 8 และ 12 สัปดาห นํ าเชื้อที่เลี้ยงไวมาหานํ้ าหนักแหง
6.    การเลี้ยงเชื้อรา  H. scutata  เพื่อนํ ามาสกัดสารและการสกัดสาร (ภาพที่ 4)

  1           2         3        3         2         1



       การเลี้ยงเชื้อรา
นํ าเชื้อราบริสุทธิ์ที่ผานการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญ     และการสรางสารตาน

จุลินทรียมาเพาะเลี้ยงในอาหาร PDB ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา
8 สัปดาห  (จากผลการทดลองในขอ 4)  จากนั้นนํ ามากรองแยกสวนนํ้ าเลี้ยงเชื้อ (culture
filtrate, CF) และสวนมวลชีวภาพ (biomass, Bm) ออกจากกัน เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส เพื่อรอนํ าไปสกัด

การสกัดสารจากสวนนํ้ าเลี้ยงเชื้อ
นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อที่แชแข็งไวมาตั้งไวที่อุณหภูมิหองใหละลาย และสกัดดวยเอธิล

อะซิเตท (ethyl acetate, EtOAc) โดยใชกรวยแยก  แลวไขสวนนํ้ าเลี้ยงเชื้อมาสกัดตอจนครบ
4 ครั้ง รวมสารสกัดชั้นเอธิลอะซิเตทที่ไดในแตละครั้ง และนํ าสวนนํ้ าเลี้ยงเชื้อที่เหลือไป
สกัดตอดวย  บิวธานอล  (n-butanol, BuOH)  อีก  4  ครั้ง  ดวยวิธีการเดียวกัน  ปริมาตรของ
ตัวทํ าละลายอินทรียที่ใชสกัดแตละครั้งประมาณ  1/3  ของปริมาตรนํ้ าเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นนํ า
สวนสกัดทั้ง  2  สวนไประเหยตัวทํ าละลายออกดวยเครื่องระเหยแบบหมุนพรอมลดความ
ดัน  (rotary evaporator)  ชั่งนํ้ าหนักสวนสกัดหยาบที่ไดและเก็บไวที่อุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส  สวนของนํ้ าเลี้ยงเชื้อหลังการสกัด (after extraction, AE) และที่ไมผานการสกัด
(non extraction, NE)  นํ ามาทํ าใหแหง  (freeze drying, FD)  แลวชั่งนํ้ าหนักของของแข็งที่
ไดและเก็บไวที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียสเชนกัน

การสกัดสารจากสวนมวลชีวภาพ
นํ าสวนมวลชีวภาพมาทํ าใหเซลลแตก โดยการแชในไนโตรเจนเหลวแลวบดในครก  จาก
นั้นนํ าไปสกัดดวยเอธิลอะซิเตทและเมธานอล ตามลํ าดับ โดยนํ าเซลลแชในตัวทํ าละลาย
นานประมาณ  15  นาที แลวจึงกรองแยกสวนตัวทํ าละลายออกมา  ทํ าเชนนี้จนสวนตัวทํ า
ละลายที่แยกออกมาไมมีสี  จากนั้นนํ าสารละลายที่ไดแตละชนิดไประเหยตัวทํ าละลายออก
ดวยเครื่องระเหยแบบหมุนพรอมลดความดัน ชั่งนํ้ าหนักและเก็บไวที่อุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส



7.   การทดสอบฤทธิ์ของสารที่สกัดไดจากเชื้อรา H.scutata SSC18 และ P36
7. 1   การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อราชนิดเสนใยของสารสกัดโดยวิธี  disc diffussion

วิธีการเตรียมเชื้อราที่ใชทดสอบ
เลี้ยงเชื้อรา  M. gypseum บนอาหาร  SDA  ทีอุ่ณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส เปนเวลา

4  วัน  สวนเชื้อราอื่นๆ  เลี้ยงบนอาหาร  PDA ที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1-2
วัน  (จนไดขนาดโคโลนีประมาณ  1  เซนติเมตร)

วิธีการเตรียมสารสกัดที่ใชทดสอบ
ละลายสารสกัดใน  DMSO  ใหมีความเขมขน  10  มลิลกิรัมตอมิลลิลิตร และนํ า

ไปทดสอบ  sterility  โดยนํ าสารสกัดไป  streak  บนอาหาร  NA  บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ  35
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ถาสารสกัดมีเชื้อปนเปอนนํ าไปกรองโดยใชแผน
กรองขนาด  0.45  ไมโครเมตร ที่ทนตอ  DMSO

วิธีการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย
นํ าแผน  disc  ทีห่ยดสารสกัดแลว  10 ไมโครลิตร (ความเขมขน 100 ไมโครกรัม

ตอแผน) วางหางจากปลายเสนใย (บริเวณขอบโคโลนี)  0.5 เซนติเมตร  วางแผน disc  4 
แผนตอเชื้อรา 1 plate โดยใชแผน disc ทีห่ยด DMSO เปนชุดควบคุม นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 
25  องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน สังเกตผลทุกวัน ทํ าการทดสอบ  2  ซํ้ า

การอานผล
สังเกตการยับยั้งเชื้อ โดยเชื้อจะไมสามารถเจริญเติบโตชิดขอบแผน disc  เปรียบ

เทียบกับชุดควบคุม บันทึกผลดังนี้
 - ไมมีการยับยั้ง
 +  มีการยับยั้งเพียงเล็กนอย
++ มีการยับยั้งเห็น  inhibition zone ชดัเจน



7.2 การทดสอบหาคา Minimum inhibitory concentration (MIC) ของสารสกัด ตอ
เชื้อราชนิดเสนใย โดยวิธี broth microdilution (ดัดแปลงจาก NCCLS, 1997)
วิธีการเตรียม Conidial suspension
 เลี้ยงเชื้อรา M. gypseum บนอาหาร  SDA  เปนเวลา  20  วัน และเลี้ยงเชื้อราอื่นๆ

บนอาหาร  PDA  เปนเวลา  5  วัน  ที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  จากนั้นใส  glass bead  ไร
เชื้อลงไป 10-15 เม็ด และกลิ้ง glass bead ไปมาบนโคโลนีของเชื้อราที่เพาะเลี้ยงไว จนเสน
ใยแบนราบ ใสนํ้ ากลั่นไรเชื้อ  5  มลิลลิติร และใช  pasteur pipette ไรเชื้อดูดนํ้ ากลั่นขึ้นลง
บนโคโลนีของเชื้อ นํ า  conidial suspension  ทีไ่ดมานับจํ านวนโคนิเดีย (สํ าหรับ M. 
gypseum นับเฉพาะชนิด  macroconidia) ดวย  hemacytometer  แลวปรับความเขมขนของโค
นิเดียใหเปน  4 ×103  โคนเิดียตอมิลลิลิตร

วิธีการเตรียมยาที่ใชในการทดสอบ
ละลายยา miconazole  ใน DMSO ใหมีความเขมขน  3,200  ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร แลวเจือจางยาในอาหาร  SDB  และ  PDB  ใหไดความเขมขน  64  ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางยาแบบลํ าดับสองในอาหาร  SDB  และ  PDB  จํ านวน  10  ความ
เขมขน โดยมีความเขมขนสูงกวาความเขมขนสุดทายของยาในการทดสอบเปน  2  เทา  
(ทดสอบที่ระดับความเขมขน  32-0.06  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

วิธีการเตรียมสารสกัดที่ใชในการทดสอบ
ละลายสารสกัดใน  DMSO  แลวเจือจางสารสกัดแบบลํ าดับสองในอาหาร SDB 

และ  PDB  ใหไดสารสกัด  10  ความเขมขน  (1,024–2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  ซึ่งมีความ
เขมขนสูงกวาความเขมขนสุดทายของสารสกัดในการทดสอบเปน 2 เทา (ทดสอบที่ระดับ
ความเขมขน  512–1  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

วิธีการทดสอบเพื่อหาคา MIC (แผนภาพ 96 well microtiter plate แสดงใน ภาค
ผนวก)
ผสมยาหรือสารสกัดแตละความเขมขนปริมาตร  100  ไมโครลิตร กับเชื้อปริมาตร 

100  ไมโครลิตร (อัตราสวน 1:1) ใน 96 well  microtiter plate  ไรเชื้อ สํ าหรับหลุมที่  11  ใส
อาหารเลี้ยงเชื้อเพียงอยางเดียว เพื่อตรวจสภาวะไรเชื้อ และหลุมที่  12  ใสอาหารเลี้ยงเชื้อ



และเชื้อเพื่อเปน growth control นํ าไปบมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส เปนเวลา  7  วัน 
สํ าหรับ  M. gypseum และ  3  วันสํ าหรับเชื้อราอื่นๆ ทํ าการทดลองความเขมขนละ  3  ซํ้ า

การอานผล
คา  MIC  คือ ความเขมขนตํ่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได  80%  เมื่อ

เปรียบเทียบกับ  growth control  ซึ่งอานผลโดยสังเกตความขุนและตรวจดูเสนใยรา ดวย
กลองสเตอริโอซูม

7.3 การทดสอบความเปนพิษเบื้องตนตอเซลลไรสีนํ้ าตาล Brine shrimp cytotoxicity
test ของสารสกัด  (Solis et al., 1993)
วิธีฟกและเพาะเลี้ยงไรสีนํ้ าตาล  (Artemia  salina)
เตรียมนํ้ าทะเลเทียม โดยชั่ง  NaCl  38 กรมั ละลายในนํ้ ากลั่น  1  ลติร นํ ามากรอง

ผานกระดาษกรอง โดยใชเครื่องดูดสูญญากาศ ใสภาชนะปดปองกันฝุน
เติมนํ้ าทะเลเทียม  ลงในกลองพลาสติกสํ าหรับเพาะเลี้ยง  A.  salina  ทีม่ีที่กั้นแบง

เปน  2  สวน เจาะรูที่กั้น  (ดังภาพที่ 5)

(A)                   (B)

ภาพที่ 5   กลองพลาสติกสํ าหรับเพาะเลี้ยง  A. salina (A)  ดานที่ใส cyst, (B)  ดานที่ตัวออน
วายนํ้ าผานรูออกมา

Figure 5  Plastic box for A. salina culture. (A) Cyst inoculating chamber, (B) Nauplii 
chamber

โรยผง  A. salina  cyst  ประมาณครึ่งชอนชาลงในนํ้ าเฉพาะชองดาน  (A)  แลวปด
ดวยแผน  foil  เพื่อใหมืดทึบที่ดาน  (A)  คลุมทั้งกลองพลาสติกดวยผาขาวบาง  เปดไฟ 



(หลอด  day light 25 watt)  ใหแสงสวางดาน (B) ใหระยะหาง  30  เซนติเมตร เปนเวลา 24 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส  A. salina cyst  ทีฟ่กออกเปนตัวออน (nauplii) ระยะที่ 
1  จะวายนํ้ าผานรูมาดานที่มีแสงสวาง นํ ามาใชในการทดสอบ  โดยใชไมโคร    ปเปตดูดตัว
ออน  A. salina

วิธีการเตรียมสารสกัด
ชั่งสารสกัด  4  มลิลกิรัม ละลายใน  DMSO  80 ไมโครลิตร เติมนํ้ าทะเลเทียม 

3,120  ไมโครลิตร ไดเปนสารละลายที่ 1  ดดูสารละลายที่ 1  400 ไมโครลิตรเจือจางดวยนํ้ า
ทะเลเทียม 3,600 ไมโครลิตร ไดเปนสารละลายที่ 2  ดูดสารละลายที่ 2  400 ไมโครลิตรเจือ
จางดวยนํ้ าทะเลเทียม 3,600  ไมโครลิตร ไดเปนสารละลายที่  3

วิธีการทดสอบ (แผนภาพ 24 well microtiter plate แสดงในภาคผนวก)
ดูดตัวออน  A. salina  10  ตัวในนํ้ าทะเลเทียม  100  ไมโครลิตร ใสใน  24  well  

microtiter plate จนครบทุกหลุม จากนั้นดูดสารละลายแตละสารปริมาตร 400  ไมโครลิตร
ใสในหลุม ทดสอบความเขมขนละ 6 ซํ้ า  ความเขมขนสุดทายของสารละลายที่  1, 2 และ  3  
คือ  1,000, 100  และ  10  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลํ าดับ  ชุดควบคุมใช  DMSO  80 
ไมโครลิตรผสมนํ้ าทะเลเทียม  3,120  ไมโครลิตร  แลวจึงนํ า  plate  มาปดฝา สองไฟ เปน
เวลา  24  ชั่วโมงที่อุณหภูมิ  22  องศาเซลเซียส

การอานผล
ตรวจนับจํ านวนตัวไรที่ตายเมื่อครบเวลา  6  และ 24  ชั่วโมง ดวยกลอง

สเตอริโอซูมนํ าผลไปคํ านวณหา  LC50  โดยใชโปรแกรม  Probit Analysis
การวิเคราะหผล
คํ านวณคา LC50 ที่  24  ชัว่โมงโดยใชโปรแกรม  Probit Analysis

ความเปนพิษตอเซลลของสารสกัด แบงได 3 ระดับ ดังนี้ (กิ่งแกว วัฒนเสริมกิจ,
2544)
1. สารสกัดที่มีฤทธิ์ในระดับสูง (High activity) จะมีคา LC50 < 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร



2. สารสกัดที่มีฤทธิ์ในระดับปานกลาง (Medium activity) จะมีคา LC50< 100 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร

สารสกัดที่มีฤทธิ์ในระดับตํ่ า (Low  activity) จะมีคา LC50 < 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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