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บทคัดย่อ 
 ในการüิจัยครั้งนี้มีüัตถุประÿงค์เพื่อýึกþาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากราเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจาก

พืชกระท่อม (Mitragyna speciosa) จากตัüอย่าง 7 แĀล่ง ในเขตจังĀüัดฉะเชิงเทรา ผลการýึกþา

พบü่าÿามารถแยกราเอนโดไฟท์ได้จำนüนทั้งĀมด 347 ไอโซเลท โดยเป็นราเอนโดไฟท์ที่มาจากใบ กิ่ง 

และรากจำนüน 170, 95 และ 82 ตามลำดับ คัดเลือกราเอนโดไฟท์ที่มีคüามแตกต่างทางÿัณฐาน

üิทยา (morphotype) จำนüน 92 ไอโซเลทมาทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากน้ำเลี้ยงเชื้อราในอาĀาร 

Potato Dextrose Broth (PDB) ด้üยüิธีการ Agar well diffusion กับแบคทีเรีย 4 ชนิด ได้แก่ 

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,  Escherichia coli แ ล ะ  P s e u d o m o n a s 

aeruginosa พบü่ามีราเอนโดไฟท์จำนüน 11 ไอโซเลทมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียอย่างน้อย 1 ชนิด 

จากนั้นนำเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ 5 ไอโซเลทที่มีผลยับยั้งดีที่ÿุด (รĀัÿ L1-01, R3-14, L5-10, R5-09 

และ R6-04) มาเพาะเลี้ยงใน PDB ปริมาณ 2 ลิตร และÿกัดÿารจากน้ำเลี้ยงเชื้อด้üยเอทิลอะซิเตท 

(Ethyl Acetate, EtAOc) และทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของÿารÿกัดด้üยüิธีการ Disk diffusion ที่

คüามเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/แผ่นดิÿก์ ÿารÿกัดĀยาบในไอโซเลท R5-09 มีฤทธิ์ในการยับยั้ง B. subtilis 

ได้ดีที่ÿุดขนาด 21.3±0.91 มิลลิเมตร และ L5-10 มีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. aureus ดีที่ÿุดที่ขนาด 

17.51±0.75 มิลลิเมตร เมื่อนำราเอนโดไฟท์รĀัÿ L5-10, R5-09 และ R6-04 ไปทำการจัดจำแนก

เบื้องต้นโดยลักþณะทางÿัณฐานüิทยาพบü่าเป็นเชื้อในÿกุล Aspergillus ทำใĀ้เĀ็นü่าการýึกþารา

เอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากพืชกระท่อมมีคüามĀลากĀลายและประÿิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียก่อ

โรค จึงมีคüามเĀมาะÿมในการนำไปต่อยอดĀาÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพในการยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน

ต่อไป 
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Abstract 
This research aims to study the antibacterial activity of endophytic fungi 

Isolated from Kratom (Mitragyna speciosa ) collected from 7 locations in 

Chachoengsao province. A total of 347 isolates of endophytic fungi were obtained 

from three parts of plant including 170, 95 and 82 were endophytic fungi from leaves, 

branches and roots, respectively. A total of 92 isolates were randomly selected based 

on different morphotypes and they were screened for antibacterial activity against 4 

strains of bacteria were Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and 

Pseudomonas aeruginosa using an agar well diffusion method. The results showed 

that 11 isolates of endophytic fungi had antibacterial activity against at least one 

bacterial species. Then, four most effective isolates (the code L1-01, R3-14, L5-10, R5-

09 and R6-04) were cultured in 2 L of PDB and the culture broth was extracted using 

ethyl acetate (EtAOc) and the crude extracts were tested for antibacterial activity 

using a disk diffusion method (concentration at 1 mg/disk). The crude extract in code 

R5-09 had the strongest inhibitory activity against B. subtilis at 21.3±0.91 mm and L5-

10 had the strongest inhibitory activity on S. aureus at 17.51 ±0.75 mm. Three isolates 

of the most promising endophytic fungi were identified based on morphological 

characteristics as Aspergillus. This study shows that endophytic fungi isolated from 

Kratom are diverse and effective in inhibiting pathogenic bacteria. Therefore, it should 
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be further studied especially searching for bioactive compounds to inhibit other 

microorganisms. 
Keyword: Kratom, Endophytic, Antibacterial activity, Crude extract 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 

1.1 ที่มาและคüามÿำคัญของปัญĀา 
ในปัจจุบันการใช้ยาปฏิชีüนะในการยับยั้งจุลินทรีย์มีแนüโน้มในการยับยั้งได้ยากมากขึ้น อัน

เป็นผลมาจากการที่จุลินทรีย์เกิดการกลายพันธุ์ ทำใĀ้ÿามารถดื้อยาปฏิชีüนะได้ โดยอาจมีÿาเĀตุมา

จากĀลายปัจจัย เช่น การรับประทานยาไม่ครบจำนüนĀรือระยะเüลาตามที่แพทย์ÿั่ง การที่จุ ลินทรีย์

พัฒนากลไกในการทำลายยา  ดังนั้นจึงมีคüามต้องการค้นĀาแĀล่งการผลิตยาปฏิชีüนะĀรือÿารที่ออก

ฤทธิ์ทางชีüภาพชนิดใĀม่ ๆ เพื่อตอบÿนองต่อคüามต้องการที่มีเพ่ิมมากข้ึน 
ราเอนโดไฟท์ เป็นจุลินทรีย์ที่อาýัยอยู่ตามเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของพืช เช่น ใบ ลำต้น ราก ดอก 

และผล โดยมีคüามÿัมพันธ์กับพืชแบบพึ่งพาอาýัยซึ่งกันและกัน (Mutualism) ซึ่งราเอนโดไฟท์จะไม่

ก่อใĀ้เกิดคüามเÿียĀายĀรืออาการของโรคใด ๆ ใĀ้กับพืช อีกทั้งช่üยÿ่งเÿริมการเจริญเติบโตโดยการ

ช่üยดูซึมแร่ธาตุ (ýิริลักþณ์และภาüิณี, 2565) ซึ่งราเอนโดไฟท์Āลายชนิดอาจÿร้างÿารออกฤทธิ์ทาง

ชีüภาพ (Bioactive compound) โดยในปัจจุบันมีรายงานการüิจัยจำนüนมากในการýึกþาÿาร

ดังกล่าüü่าเป็นÿารที่มีคุณÿมบัติด้านต่าง ๆ เช่น การต้านเชื้อแบคทีเรีย (Antibacterial) การฆ่าแมลง 

(Insecticidal) และการต้านเชื้อรา (Antifungal) และÿารต้านอนุมูลอิÿระ (Antioxidant) (Hafiza., 

et al, 2023)  
 พืชกระท่อม Āรือ Mitragyna speciosa (Korth.) เป็นพืชÿมุนไพรในüงý์ Rubiaceae มีถ่ิน

กำเนิดและÿามารถพบได้ทั่üไปในกลุ่มประเทýเขตร้อน เช่น ประเทýไทย มาเลเซีย เมียนมา และ

ฟิลิปปินÿ์ เป็นต้น (La-Up, A., et al, 2022) โดยลักþณะทั่üไปของพืชกระท่อมคือ เป็นไม้ยืนต้น ใบมี

ลักþณะคล้ายใบกาแฟ มีการเจริญในพื้นที่ชุ่มชื้น เป็นพืชที่คุณÿมบัติในการกระตุ้ นร่างกายใĀ้รู้ÿึก

กระปรี้กระเปร่า เพิ่มพลังงานทำใĀ้ÿามารถทำงานได้เป็นระยะเüลาที่นานขึ้น โดยÿารที่ÿำคัญในพืช

กระท่อมคือ ไมทราไจนีน (Mytraginine) ซึ่งเป็นÿารในกลุ่มของแอลคาลอยด์ มีผลออกฤทธิ์โดยจะไป

กดในประÿาทÿ่üนกลาง (กองคüบคุมüัตถุเÿพติด, 2566) และÿารเซเü่น ไฮดรอกซี่ ไมทราไจนีน (7-

Hydroxy Mitragynine) ที่มีฤทธิ์ระงับปüดคล้ายมอร์ฟีน แต่มีฤทธิ์ต่ำกü่าโดยจะไม่กดระบบทางเดิน

Āายใจ (อำนüย, 2565)  
กระท่อมเคยถูกบรรจุใĀ้เป็นที่อยู่ในกลุ่มของÿารเÿพติดใĀ้โทþประเภทที่ 5 จนเมื่อเดือน

ÿิงĀาคม 2564 ได้รับการปลดออกจากการเป็นÿารเÿพติดใĀ้โทþจึงทำใĀ้บุคคลทั่üไปÿามารถทำการ

เพาะปลูก บริโภค และทำการจำĀน่ายได้ทั่üไป ในการบริโภคกระท่อมÿามารถบริโภคได้ในทั้งรูปแบบเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ใบÿด ผงแĀ้ง ยางท่อม Āรือแม้กระทั่งน้ำต้มใบ โดยผลการบริโภคกระท่อมจะÿ่งผลกระทบ

ต่อÿุขภาพในด้านต่าง ๆ เช่น เกิดอาการท้องผูกเนื่องจากกากของกระท่อม คüามอยากอาĀารลดลง 

อีกทั้งÿ่งผลต่อÿมาธิและคüามจำ เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตาม มีรายงานüิจัยĀลายฉบับĀรือตำรายา

พบü่ากระท่อมÿามารถระงับอาการปüดท้อง การปüดเมื่อย รักþาโรคเบาĀüาน โรคคüามดันโลĀิตÿูง 

มีผลต่อการต้านการอักเÿบ รüมไปถึงการต้านแบคทีเรีย 

ด้üยเĀตุนี้ผู้üิจัยจึงมีคüามÿนใจในการนำÿ่üนต่าง ๆ ของต้นพืชกระท่อมมาทำการคัดแยกรา

เอนโดไฟท์ เพ่ือýึกþาÿารที่มีฤทธิ์ทางชีüภาพจากราเอนโดไฟท์ โดยมุ่งเน้นÿารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 

เพ่ือเป็นอีกทางเลือกĀนึ่งในการค้นĀาÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพและนำไปต่อยอดในอนาคตได้ 
 

1.2 üัตถุประÿงค์ของโครงงานพิเýþ 
 1. เพ่ือทำการคัดแยกราเอนโดไฟท์จากพืชกระท่อมจากตัüอย่างจำนüน 7 แĀล่ง 

2. เพ่ือเพ่ือýึกþาฤทธิ์การต้านแบคทีเรียของราเอนโดไฟท์ 
 3. เพ่ือระบุชนิดของราเอนไฟท์ที่มีคüามÿามารถยับยั้งแบคทีเรียที่ดีที่ÿุด 3 ไอโซเลท 
 
 1.3 ขอบเขตของโครงงานพิเýþ  
 1. ÿามารถคัดแยกราเอนโดไฟท์จากการเก็บตัüอย่าง 7 แĀล่งได้จำนüน 100 ไอโซเลท 
 2. มีไอโซเลทที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียได้อย่างน้อย 10 ไอโซเลท 
 3. ÿามารถทำการระบุราเอนโดไฟทท์ี่มีคüามÿามารถยับยั้งแบคทีเรียที่ดีที่ÿุด 3 ไอโซเลท 
 
 1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ   
 1. ทราบถึงคüามÿามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคของราเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืช

กระท่อม 
2. เพื่อเป็นแนüทางในการĀาÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพจากราเอนโดไฟท์ที่ÿามารถยับยั้ง

แบคทีเรียก่อโรคได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 2 
ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกีย่üข้อง 

 

2.1 พืชกระท่อม (Mitragyna speciosa) 
2.1.1 ลักþณะและชนิดของพืชกระท่อม 

พืชกระท่Ăมเป็นพืชในüงý์เข็ม ĀรืĂ Rubiaceae เช่นเดียüกับต้นเข็มและต้นกาแฟ

กระท่Ăมเป็นไม้ยืนต้นขนาดปานกลางไปจนถึงใĀญ่ มีแก่นเป็นไม้เนื้Ăแข็ง ÿูง 10-15 เมตร ลำต้นกü้าง

ได้ถึง 5 เมตร ใบมีÿีเขียüเข้ม ลักþณะใบคล้ายใบกาแฟ เป็นใบเดี่ยüÿีเขียüเรียงตัüเป็นคู่ ตรงข้าม มี

ชนิดก้านใบแดงและก้านใบเขียü ดĂกกลมโตขนาดเท่าผลพุทรา แผ่นใบขนาดกü้างประมาณ 5 -10 

ซม. ยาüประมาณ 8-14 ซม. ดĂกมีÿีขาüĂมเĀลืĂงĂĂกเป็นช่Ăตุ้มกลมขนาด 3-5 ซม.กระท่Ăมมีถิ่น

กำเนิดในเขตร้Ăน ชื้นแถบเĂเชียตะüันĂĂกเฉียงใต้ โดยเฉพาะภาคใต้ขĂงประเทýไทย และภาคเĀนืĂ

ขĂงมาเลเซีย เติบโตได้ดีในที่ชุ่มชื้น คüามชื้นÿูง ดินĂุดมÿมบูรณ์ และมีแÿงแดดปานกลาง ในไทยมีĂยู่ 

3 พันธุ์ คืĂ พันธุ์แตงกüา (ก้านเขียü) พันธุ์ยักþาใĀญ่ (รูปใบใĀญ่) และพันธุ์ก้านแดง (รูปที่ 2.1) พบ

มากในป่าธรรมชาติบริเüณภาคใต้ (Food and Drug Administration, 2021) โดยแต่ละÿายพันธุ์มี

ลักþณะดังนี้ 

1. พันธุ์แตงกüา ĀรืĂก้านเขียü มีเÿ้นใบÿีเขียüĂ่Ăนกü่าแผ่นใบ นิยมใช้เคี้ยüใบÿด เพราะมีรÿ

ขมĂ่Ăน และก้านใบนิ่ม  
 2. พันธุ์ยักþาใĀญ่ ยักþ์ใĀญ่ ĀรืĂĀางกั้ง มีใบขนาดใĀญ่กü่าพันธุ์Ăื่นและÿ่üนบนขĂงขĂบใบ

เป็นĀยัก   
 3. พันธุ ์ก้านแดง มีก้านและเÿ้นใบÿีแดง มีรÿชาติขมกü่ากระท่Ăมก้านเขียüและมีฤทธิ์

ยาüนานกü่า ประมาณ 30 นาที นิยมใช้ต้มÿกัดตัüยา ไม่นิยมใช้เคี้ยüใบÿดเพราะมีก้านใบแข็ง (BBC  
News Thai, 2021

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 พันธุ์แตงกüา    พันธุ์ยักþาใĀญ่    พันธุ์ก้านแดง 
รูปที่ 2.1 ลักþณะขĂงใบกระท่Ăมแต่ละÿายพันธุ์ 

ที่มา: กระท่Ăม ประโยชน์ การใช้ มีกี ่พันธ์ ทุกเรื ่Ăงเกี ่ยüกับกระท่Ăม – farm:suksabuy.com 

(farmssb.com) 
2.1.2 ÿารที่อยู่ในพืชกระท่อม 

พืชกระท่Ăมÿามารถÿร้างและÿะÿมÿารĀลากĀลาย กลุ่มÿารเคมีที่แยกได้จากÿ่üน

ต่าง ๆ ขĂงพืชกระท่ĂมประกĂบด้üยแĂลคาลĂยด์มากกü่า 40 ชนิด และมีกลุ่มÿารĂื่น ๆ ได้แก่ 

flavonoids, terpenoid saponins, polyphenols และ various glycosides ซึ่งในปัจจุบันÿาร

แĂลคาลĂยด์ได้ถูกแยกĂĂกมาโดยมีปริมาณที่แตกต่างกันไปตามภูมิภาคและฤดูกาล ÿารแĂลคาลĂยด์

Āล ักที ่Ăย ู ่ ในใบ คืĂ mitragynine และ analogues, speciogynine, paynantheine, 

speciociliatine และ 7-hy droxy-7H-mitragyine เมื่Ăนำใบแก่มาÿกัดกับเมธานĂลได้ÿารแĂลคา

ลĂยด์ĀลายชนิดคืĂ mitrag- ynaline, pinoresinol, mitralac- tonal, mitrasulgynine และ 

3,4,5,6-tetradehydromitragy- nine (Takayama et al., 1998) ในÿารÿกัด ethyl acetate แยก

ÿาร indole alkaloids ชนิด corynanthe ได้ 9 ชนิด ได้แก่ mitragynine, speciogynine, 

specioci l iat ine,  paynantheine, 7-HMG, mitragynal ine, corynantheidal ine, 

corynantheidine และ isocorynoxein ÿ่üน ประกĂบที่ĂĂกฤทธิ์ทางประÿาทที่ÿกัดได้จากในใบคืĂ 

mitragynine และ 7-hydroxymitragynine ซึ่งทั้งÿĂงĂย่างนี้พบในพืชกระท่Ăมเท่านั้น 
ÿารกลุ่ม indole alkaloids เป็นÿารกลุ่มที่พบมากที่ÿุดในพืชกระท่Ăม ÿารที่Ăยู่ในกลุ่ม 

indole alkaloids ที่พบมากที่ÿุดคืĂ mitragynine ที่พบในใบกระท่ĂมขĂงไทยจะมีÿูงถึง 66% โดย

น้ำĀนักเม่ืĂเทียบกับปริมาณÿารÿกัดแĂลคาลĂยด์และเป็นแĂลคาลĂยด์ที่มีฤทธิ์มากที่ÿุด โดยแĂลคา

ลĂยด์เป็นÿารประเภทเมทาบĂไลท์ทุติยภูมิ ในโครงÿารโมเลกุลจะประกĂบด้üยไนโตรเจนĂย่างน้Ăย 

1 ĂะตĂม มีÿภาüะเป็นด่าง พบมากในพืช ÿ่üนใĀญ่แĂลคาลĂยด์จะเป็นÿารที่มีพิþและมีฤทธิ ์ที่

ÿามารถนำไปใช้ในทางการแพทย์ĀรืĂทางเภÿัชüิทยาได้ 
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2.1.3 ÿรรพคุณทางยาของพืชกระท่อม  
พืชกระท่Ăมÿายพันธุ์เĂเชีย 6 ÿายพันธุ์ และÿายพันธุ์ African Mitragyna 4 ÿายพันธุ์ ถูก

นำมาใช้ในยาแผนโบราณ ในเĂเชียตะüันĂĂกเฉียงใต้ ใบกระท่Ăมถูกใช้เป็นยาแก้ท้Ăงร่üง ยาระงับ

ĂาการไĂ ยาต้านเบาĀüาน ยาถ่ายพยาธิในลำไÿ้ และยาพĂกแผล เช่นเดียüกับการเลิกเÿพเăโรĂีน 

นĂกจากเĂเชียแล้üยังมีรายงานการใช้กระท่Ăมเล็กน้ĂยÿำĀรับการรักþาĂาการปüดเรื้ĂรังและĂาการ

ขาดฝิ่นด้üยตนเĂง และเพื่Ăทดแทนยาแก้ปüดกลุ่มฝิ่น Ăย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการĂนุมัติการใช้พืช

กระท่ĂมĀรืĂÿารแĂลคาลĂยด์ในยาแผนปัจจุบัน  
 จากงานüิจัยพบü่าÿารในพืชกระท่Ăมÿามารถทำปฏิกิริยากับร่างกายโดยมีผลต่Ă

เซลล์ประÿาทบางชนิดในร่างกาย ซึ่งÿารจะเข้าไประงับการทำงานขĂงระบบประÿาทบางÿ่üนทำใĀ้

ช่üยบรรเทาĂาการเจ็บปüดในÿ่üนต่าง ๆ ขĂงร่างกายได้ การýึกþาทางเภÿัชüิทยาแÿดงใĀ้เĀ็นü่า 

mitragynine และ 7-hydroxymitragynine มีฤทธิ์ในการจับกับ  Mu-Opioid agonist พืชกระท่Ăม

ได้รับการĂธิบายü่าก่ĂใĀ้เกิดผลกระตุ้นและยากล่Ăมประÿาท ในปริมาณที่ต่ำ จะก่ĂใĀ้เกิดผลกระตุ้น 

โดยผู้ใช้รายงานü่ามีคüามตื่นตัüเพิ่มขึ้น มีพลังงานทางกาย มีคüามช่างพูด และพฤติกรรมชĂบเข้า

ÿ ังคม ในปร ิมาณที ่ÿ ูง  จะเก ิดผล opioid นĂกเĀน ืĂไปจากผลกดประÿาทและทำใĀ้ร ู ้ÿึก

กระปรี้กระเปร่า ผลกระทบจะเกิดขึ้นภายใน 5 ถึง 10 นาทีĀลังการกลืนกินและคงĂยู่เป็นเüลา 2 ถึง 

5 ชั่üโมง ผลข้างเคียงเฉียบพลัน ได้แก่ คลื่นไÿ้ คัน เĀงื่ĂĂĂก ปากแĀ้ง ท้Ăงผูก ปัÿÿาüะมากขึ้น และ

เบื่ĂĂาĀาร 
 2.1.4 การเÿพติดพืชกระท่อม 

 การบริโภคพืชกระท่ĂมĂาจนำไปÿู่การเÿพติดได้  ในการýึกþาผู้ติดใบกระท่Ăมใน

ประเทýไทยพบü่าผู้ติดบางรายเคี้ยüใบกระท่Ăมทุกüันเป็นเüลา 3 ถึง 30 ปี (เฉลี่ย 18.6 ปี) การใช้

กระท่Ăมเป็นเüลานานทำใĀ้เบื่ĂĂาĀาร น้ำĀนักลด นĂนไม่Āลับ ผิüคล้ำ ปากแĀ้ง ปัÿÿาüะบ่Ăย และ

ท้Ăงผูก ÿงัเกตĂาการถĂนยาซึ่งประกĂบด้üยĂาการขĂงคüามเป็นปรปักþ์ ก้าüร้าü Ăารมณ์ไม่ด ีน้ำมูก

ไĀล ปüดเมื่Ăยกล้ามเนื้Ăและกระดูก และแขนขาเคลื่ĂนไĀüกระตุก นĂกจากนี ้ยังพบผู้ป่üยโรคจิตจาก

พืชกระท่ĂมĀลายกรณี โดยผู้ติดกระท่ĂมจะแÿดงĂาการทางจิต ได้แก่ ประÿาทĀลĂน Āลงผิด และ

ÿับÿน ในÿĀรัฐĂเมริกาการใช้กระท่Ăมเก่ียüข้Ăงกับการใช้ยาเกินขนาดและการเÿียชีüิตจำนüนมาก 
 นĂกจากนี้ยังพบü่าการเÿพกระท่Ăมโดยเÿพใบที่ไม่ได้เĂาก้านใบĂĂก ĂาจจะทำใĀ้

เกิดĂาการถุงท่Ăมในลำไÿ้ได้ เนื่Ăงจากก้านใบขĂงพืชกระท่Ăมไม่ÿามารถย่Ăยได้ จึงตกตะกĂนติดค้าง

Ăยู่ภายในลำไÿ้ ทำใĀ้ขับถ่ายĂĂกมาได้ยาก เกิดพังผืดขึ้นมาĀุ้มรัดกากกระท่Ăม ทำใĀ้เกิดเป็นก้Ăนถุง

ขึ้นมาในลำไÿ้ บางรายจะมีĂาการทางจิตคืĂ ĂาการโรคจิตĀüาดระแüง เĀ็นภาพĀลĂน คิดü่าคนจะมา

ทำร้ายตน และพูดไม่ค่Ăยรู้เรื ่Ăง ทั ้งนี ้ขึ ้นĂยู่กับปัจจัยที ่จะÿ่งผลต่ĂĂาการดังกล่าüข้างต้น  เช่น 

ระยะเüลาในการใช้พืชกระท่Ăม ปริมาณที่ใช้ เป็นต้น 
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 2.1.5 กฎĀมายพืชกระท่อมของประเทýไทย 
 ปี พ.ý. 2486  ประเทýไทยเป็นประเทýแรกที่ประกาýคüบคุมการใช้พืชกระท่Ăม 

โดยตราพระราชบัญญัติพืชกระท่Ăม พ.ý. 2486 ระบุĀ้ามปลูกและครĂบครĂงรüมทั้งĀ้ามจำĀน่าย

และเÿพใบกระท่Ăมปี พ.ý. 2522  กระท่Ăมเป็นพืชเÿพติดใĀ้โทþประเภท 5 ตามพระราชบัญญัติยา

เÿพติดใĀ้โทþ พ.ý. 2522ปี พ.ý. 2564 ตามพระราชบัญญัติยาเÿพติดใĀ้โทþ (ฉบับที่ 8) พ.ý. 2564 

และประกาýกระทรüงÿาธารณÿุข เรื่Ăง ระบุชื่ĂยาเÿพติดใĀ้โทþในประเภท 5 (ฉบับที่ 2) พ.ý. 2564 

เป็นการกำĀนดยกเลิกพืชกระท่Ăมจากการเป็นยาเÿพติดใĀ้โทþในประเภท 5 ซึ่งมีผลใช้บังคับตั้งแต่

üันที่ 24 ÿิงĀาคม 2564 เป็นต้นไป ทั้งนี้การนำพืชกระท่ĂมมาแปรรูปĀรืĂนำมาใช้เป็นüัตถุดิบĀรืĂ

เป็นÿ่üนประกĂบในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เช่น ผลิตภัณฑ์ÿมุนไพร ยา ĂาĀาร เครื่ĂงÿำĂาง ผู้ผลิตจะต้Ăง

ดำเนินการตามกฎĀมายที่เกี ่ยüข้ĂงขĂงผลิตภัณฑ์นั้น ๆ ด้üย ปี พ.ý. 2565 พระราชบัญญัติพืช

กระท่Ăม พ.ý. 2565 กำĀนดการคüบคุมพืชกระท่Ăมเป็นการเฉพาะ โดยĂยู่ในคüามรับผิดชĂบขĂง

กระทรüงยุติธรรม (กĂงคüบคุมüัตถุเÿพติด ÿำนักงานคณะกรรมการĂาĀารและยา, 2566) 
 
2.2 ราเอนโดไฟท์ 

เĂนโดไฟท์เป็นกลุ่มจุลินทรีย์เĂนโดซิมไบโĂติก ĂาýัยĂยู่ตามระĀü่างเซลล์พืช (Pimentel et 

al., 2011; Singh and Dubey, 2015 ซึ่งมักเป็นแบคทีเรียĀรืĂเชื้Ăรา üงจรชีüิตขĂงเĂนโดไฟท์

ทั้งĀมดĀรืĂบางÿ่üนเกิดขึ้นภายในโăÿต์ โดยไม่ก่ĂใĀ้เกิดĂาการขĂงโรคใด ๆ ซึ่งเกี่ยüข้Ăงกับการ

พึ่งพาĂาýัยกัน การเป็นปรปักþ์กัน และไม่เป็นปรÿิต (Nair and Padmavathy, 2014) เป็นที่ทราบ

กันดีü่าเĂนโดไฟท์ช่üยเพิ ่มการเจริญเติบโตขĂงโăÿต์และเพิ ่มÿารĂาĀาร พüกเขาĂาจปรับปรุง

คüามÿามารถขĂงพืชในการทนต่Ăคüามเครียดทางชีüภาพและชีüภาพประเภทต่าง ๆ และเพิ่มคüาม

ต้านทานขĂงพืชต่Ăแมลงและýัตรูพืช พüกเขาผลิตไฟโตăĂร์โมนและÿารĂĂกฤทธิ์ทางชีüภาพĂ่ืน ๆ ที่

น่าÿนใจทางเทคโนโลยีชีüภาพ (เĂนไซม์และยาทางเภÿัชกรรม) (Joseph and Priya, 2011; 

Parthasarathi et al., 2012) โดยเĂนโดไฟท์ทำĀน้าที่เป็นแĀล่งกักเก็บขĂงÿารทุติยภูมิที่ĂĂกฤทธิ์

ทางชีüภาพชนิดใĀม่ เช่น ĂัลคาลĂยด์ กรดฟีนĂล คüิโนน ÿเตียรĂยด์ ซาโปนิน แทนนิน และเทĂร์พี

นĂยด์ ซึ่งทำĀน้าที่เป็นÿารในการต้านจุลชีพ ต้านแมลง ต้านมะเร็ง และคุณÿมบัติĂื่น ๆ Ăีกมากมาย 

ปัจจุบันเĂนโดไฟท์จากพืชต่าง ๆ จึงเป็นที่นิยมในการค้นĀาเพื่Ăที่จะค้นพบÿารเคมีใĀม่ ๆ  เพ่ืĂ

üัตถุประÿงค์ในการรักþาโรค จุลินทรีย์เĂนโดไฟท์ยังเป็นแĀล่งÿำคัญÿำĀรับการค้นพบยาĂีกด้üย  
ราเĂนโดไฟท์เป็นกลุ่มขĂงÿิ่งมีชีüิตแบบเăเทĂโรโทรฟิคที่มีüงจรชีüิตที่ĀลากĀลาย ซึ่งรüมถึง

คüามÿัมพันธ์ทางชีüภาพกับÿิ่งมีชีüิตĂĂโตโทรฟิคที่ĀลากĀลาย (Dayle et al., 2001) เชื้ĂราเĂนโด

ไฟท์ถูกจำแนกĂĂกเป็นÿĂงกลุ ่มกü้าง ๆ ตามลักþณะทางพันธุกรรมและลักþณะการ เป็นĂยู ่ใน

ธรรมชาติ รüมถึง clavicipitaceous ซึ ่งĂยู ่ในĀญ้าบางชนิดที ่Ăยู ่ในบริเüณที่มีĂากาýเย็นและ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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endophytes ที่ไม่ใช่ clavicipitaceous ซึ่งมาจากเนื้Ăเยื่Ăที่ไม่แÿดงĂาการขĂงพืชที่ไม่มีท่Ăลำเลียง 

เช่น เฟิร ์น ต้นÿนและพืชดĂก และจัดĂยู ่เฉพาะกลุ ่ม Ascomycota ĀรืĂ Basidiomycota 

(Jalgaonwala et al., 2011; Bhardwaj และ Agrawal, 2014) ราเĂนโดไฟท์ผลิตยาปฏิชีüนะและ

ยาต้านมะเร็งบางชนิดที่ใช้กันĂย่างแพร่Āลาย Penicillenols ที่ÿกัดจาก Penicillium sp. เป็นพิþต่Ă

เซลล์จำนüนมาก Taxol ซึ่งแยกได้จาก Taxomyces andreanae เป็นยาต้านมะเร็งที่มีประÿิทธิภาพ

และประÿบคüามÿำเร็จมากที่ÿุดที่ÿกัดจากเชื้ĂราเĂนโดไฟท์จนถึงปัจจุบัน Clavatol (Torreya 

mairei), sordaricin (Fusarium sp.), jesterone (Pestalotiopsis jesteri) และ javanicin 

(Chloridium sp.)  
การýึกþาราเĂนโดไฟท์และการนำไปใช้ประโยชน์ ในปัจจุบันมีผู้ใĀ้คüามÿนใจมากเนื่Ăงจาก

ราเĂนโดไฟท์ มีýักยภาพในการใช้คüบคุมโรคและแมลงýัตรูพืช ทางการเกþตร โดยการค้นพบราเĂน

โดไฟท์ Coniochaeta ligniaria จากเปลืĂกต้นÿนทราย มีฤทธิ ์ที ่ÿามารถยับยั ้งการเจริญขĂง 

Pythium aphanidermatum , Phytophthora palmivora , Sclerotium rolfsii และ 

Rhizoctonia oryzae ได้Ăย่างÿมบูรณ์ นĂกจากนี้ราเĂนโดไฟท์บางชนิดÿามารถÿร้างÿารต้านจุลชีพ

ท ี ่ ÿามารถนำมาใช ้ ในการร ักþาโรคท ี ่ เ ก ิดก ับมน ุþย ์ ได ้  โดยการค ้นพบราเĂนโด ไฟท์  

Streptomyces spp. (TQR12-4) ที่แยกได้จากÿ้ม มีฤทธิ์ต้านจุลชีพในการยับยั้งการเจริญเติบโตขĂง 

Colletotrichum truncatum, Geotrichum candidum, F. oxysporum, and F.udum ได้Ăย่าง

มีประÿิทธิภาพ 
 
2.3 ÿารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 

2.3.1 ที่มาของÿารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 
  ÿารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย เป็นÿารที่ĂĂกฤทธิ์ฆ่าĀรืĂยับยั้งการเจริญเติบโตขĂง

แบคทีเรีย Ăาจจะได้มาจากธรรมชาติ (antibiotics) ÿารกึ่งÿังเคราะĀ์ ĀรืĂÿารÿังเคราะĀ์ โดยยาต้าน

จุลชีพนั้นรüมถึง ยาต้านแบคทีเรีย (antibacterial) ยาต้านเชื้Ăรา (antifungal) และยาต้านปรÿิต 

(antiparasitic) Āลายปีที่ผ่านมาเกิดการดื้ĂยาขĂงแบคทีเรียก่Ăโรค ทำใĀ้ต้Ăงมีการค้นĀายาปฏิชีüนะ

ใĀม่ ๆ เพื่Ăใช้ในการรักþา โดยมุ่งเน้นค้นĀาผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ ซึ่งราเĂนโดไฟท์ที่แยกได้จากพืช

ต่าง ๆ มีÿารที่ÿามารถยับยั้งการเจริญเติบโตขĂงแบคทีเรีย เชื้Ăรา และโปรโตซัüในมนุþย์ ÿัตü์ และ

พืชได้ 
 2.3.2 การดื้อยาปฏิชีüนะของแบคทีเรีย 

 การดื ้ĂยาปฏิชีüนะขĂงแบคทีเรีย (antibiotic resistance) เกิดจากการที ่เชื้Ă

แบคทีเรียมีการปรับตัüต่Ăยาโดยüิธีการต่าง ๆ เพ่ืĂการĂยู่รĂด โดยการดื้ĂยาĂาจเกิดขึ้นเĂงตามธรรม

ซาติขĂงเชื้Ăนั้น ๆ ĀรืĂเกิดจากยาปฏิชีüนะ การดื้Ăยาต้านจุลชีพในแบคทีเรียก่Ăโรคเป็นคüามท้าทาย
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ทั่üโลกที่เกี่ยüข้Ăงกับการเจ็บป่üยและเÿียชีüิตÿูง รูปแบบการดื้ĂยาĀลายชนิดในแบคทีเรียแกรมบüก

และแบคทีเรียแกรมลบÿ่งผลใĀ้เกิดการติดเชื้Ăที่รักþายากĀรืĂแม้แต่รักþาไม่ได้ด้üยยาต้านจุลชีพ

ทั่üไป เนื่Ăงจากการระบุเชื้Ăจุลินทรีย์ที่ก่ĂใĀ้เกิดโรคในระยะแรกและรูปแบบคüามไüต่Ăยาต้านจุลชีพ

ในผู้ป่üยที่มีภาüะแบคทีเรียในกระแÿเลืĂดและการติดเชื้Ăร้ายแรงĂื่น ๆ ยังขาดĂยู่ในÿถานพยาบาล

ĀลายแĀ่ง ยาปฏิชีüนะในüงกü้างจึงถูกใช้Ăย่างเÿรีและโดยÿ่üนใĀญ่ไม่จำเป็น การดื้Ăยาที่เกิดขึ้นใĀม่

เพิ่มขึ้นĂย่างมาก และเมื่Ăคüบคู่ไปกับการปฏิบัติคüบคุมการติดเชื้Ăที่ไม่ดี แบคทีเรียที่ดื้Ăยาÿามารถ

แพร่กระจายไปยังผู้ป่üยรายĂื่น ๆ และÿิ่งแüดล้Ăมได้Ăย่างง่ายดาย  
 2.3.3 การนำÿารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ 
  การนำÿารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียมาผลิตเป็นยาปฏิชีüนะ เพ่ืĂใช้ในการรักþาโรคต่าง 

ๆ ที่เกิดจากจุลินทรีย์ ในปัจจุบันมียาปฏิชีüนะเพิ่มขึ้นมากมาย เช่น เพนิซิลลิน Ăะมิโนไกลโคไซด์ 

เซฟาโลÿปĂริน แมคโครไลด์ เตตราไซคลีน คüิโนโลน เป็นต้น มีงานüิจัยค้นĀาเกี่ยüกับÿารที่มีฤทธิ์

ต้านจุลชีพดังนี้ 
  จากงานüิจัยพบü่าÿารĂะลิฟาติกที่ชื่Ăü่า chaetomugilin A และ chaetomugilin 
D ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้Ăราถูกแยกได้จากเชื้ĂราเĂนโดไฟท์ C. globosum ที่แยกได้จากแปะก๊üย และ 

Cytosporone B และ Cytosporone C ถูกแยกได้จากเชื้ĂราเĂนโดไฟท์ Phomopsis sp. ที่แยกได้

จากป่าชายเลน ราเĂนดดไฟท์ทั้ง C. globosum และ Phomopsis sp. ÿามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ขĂงเชื้Ăรา C. albicans และ F. oxysporum ได้ (Wang et al. 2006).  
  จากงานüิจัยพบü่า Ampelomyces sp. ซึ่งเป็นเĂนโดไฟท์ที่แยกได้จากพืชÿมุนไพร 

Urospermum picroides แÿดงฤทธิ์ต้านจุลชีพต่Ăแบคทีเรียแกรมบüก S. aureus, S. epidermidis 
และ Enterococcus ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย altersolanol A Ăาจไม่ได้เกิดจากฤทธิ์ที่เป็นพิþต่Ăเซลล์ 

แต่ÿำĀรับÿารประกĂบนี้ทำĀน้าที่เป็นตัüรับĂิเล็กตรĂนในเยื่ĂĀุ้มแบคทีเรียและยับยั้งการเจริญเติบโต

ขĂงแบคทีเรีย (Haraguchi et al. 1992; Aly et al. 2008)  
  จากงานüิจัยพบü่าÿาร Sesquiterpenes, diterpenoids และ triterpenoids เป็น 

terpe- noids ที่ÿำคัญที่แยกได้จากเĂนโดไฟท์ sesquiterpenes บางชนิดได้รับการพิÿูจน์แล้üü่าเป็น

ÿารประกĂบต้านจุลชีพที่ใช้จนถึงปัจจุบัน ได้แก่ Guanancastepene A (20) , guanacastepene 
(21), periconicin A (22) และ perieoniein B (23) เป็นยาปฏิชีüนะ diterpenoid ชนิดใĀม่ที่แยก

ได้จากเĂนโดไฟท์ (Brady et al., 2000, Brady et al., 2001; Kim et al. 2004 ). ÿาร cadinane 
sesquiterpenes 5 ชนิด (24-28) ที่แยกได้จาก Phomopis cassiae ซึ่งเป็นราเĂนโดไฟท์ที่แยกได้

จ า ก  Cassia spectabilis ทำกา รทดÿ Ăบ ก ั บ  Cladosporium sphaerospermum และ  C. 
cladosporioides ซึ่งผลที่ได้คืĂÿาร cadinane sesquiterpenes (28) เป็นÿารประกĂบที่ĂĂกฤทธิ์

มากที่ÿุด (Silva et al. 2006) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.4 แบคทีเรียก่อโรคที่ใช้ในการทดลอง 
2.4.1 Bacillus subtilis  

  Bacillus subtilis เป็นแบคทีเรียแกรมบüก (Gram positive bacteria) จัดĂยู่ใน

üงý์ Bacillaceae ลักþณะรูปร่างเป็นแท่ง โดยทั่üไปจะก่Ăตัüเป็นกลุ่มก้Ăนเล็ก ๆ เป็นÿายโซ่ÿั้น ๆ 

ĀรืĂเป็นเซลล์เดียü โคโลนีมีÿีขาüขุ่นĀรืĂÿีเĀลืĂงĂ่Ăน เคลื่Ăนที่ด้üยแฟลกเจลลา มีทั้งชนิดที่ใช้และไม่

ใช้ĂĂกซิเจนในการเจริญเติบโต  เป็นแบคทีเรียที่ทนต่Ăคüามร้Ăน (thermoduric bacteria) ÿามารถ

ÿร้างเĂนโดÿปĂร์ (spore forming bacteria) และÿปĂร์แบคทีเรีย (bacterial spore) ที่ทนต่Ăคüาม

แĀ้งแล้ง ÿารเคมี และÿภาüะแüดล้Ăมที่ไม่เĀมาะÿมต่าง ๆ ได้ดี เป็น proteolytic bacteria และมี

เĂนไซม์ที่ÿามารถย่ĂยโปรตีนในĂาĀารใĀ้เป็นกรดĂะมิโน เป็นจุลินทรีย์ÿาเĀตุÿำคัญที่ทำใĀ้ĂาĀาร

เÿื่ĂมเÿียและทำใĀ้ĂาĀารที่เน่าเÿียเกิดกลิ่นเĀม็นได้ 
  B. subtilis ที่พบได้ในธรรมชาติโดยĂาýัยĂยู่ในดิน รากขĂงพืช ÿภาพแüดล้Ăมในน้ำ 

และÿามารถเติบโตได้ในระบบทางเดินĂาĀารขĂงÿัตü์ แต่ก็ไม่ถืĂü่าเป็นเชื้Ăโรคในมนุþย์ นĂกจากนี้ 

B. subtilis ยังถูกนำไปใช้ในเทคโนโลยีชีüภาพĂย่างแพร่Āลาย เช่น การผลิตเĂนไซม์ จึงได้ถืĂü่าเป็น

แĀล่งผลิตเĂนไซม์ที่ÿำคัญนĂกจากนี้ยังมีบทบาทÿำคัญในการผลิตĂาĀาร เช่น ผลิตภัณฑ์Āมัก ÿาร

เพ่ิมรÿชาติ ÿารใĀ้คüามĀüาน และÿารเติมแต่งĂาĀารÿัตü์ ผงซักฟĂกในครัüเรืĂน ยาปฏิชีüนะ และ

üิตามิน และในการพัฒนาüัคซีน ĂุตÿาĀกรรมเทคโนโลยีชีüภาพได้ช่üยขับเคลื่ĂนการüิจัยĂณูพันธุ

ýาÿตร์และชีüüิทยาขĂงเซลล์ไปข้างĀน้า โดยใช้ B. subtilis เป็นผลงานที่ยิ่งใĀญ่ที่ÿุดชิ้นĀนึ่ง 
 
 2.4.2 Staphylococcus aureus 
  Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบüก (Gram positive bacteria) ที่

ก่ĂใĀ้เกิดโรค รูปร่างกลม จัดเรียงเป็นกลุ่มที่เรียกü่า "คล้ายĂงุ่น" ไม่ÿามารถเคลื่Ăนที่ได้ โคโลนีมีÿี

เĀลืĂงทĂง ÿามารถเจริญเติบโตได้ทั้งในÿภาüะมีและไม่มีĂĂกซิเจน เจริญเติบโตได้ดีที่ĂุณĀภูมิ 18-40 
Ăงýาเซลเซียÿ การทดÿĂบทางเคมีได้แก่ แคทาเลÿที่ใĀ้ผลบüก โคĂะกู เลÿใĀ้ผลบüก โนโüไบโĂซนิที่

ไüต่Ăยา และการĀมักแมนนิทĂลในเชิงบüก  
  การติดเชื้Ă S. aureus พบได้ทั่üไปทั้งในแĀล่งชุมชนและในโรงพยาบาล การรักþา

ยังคงมีคüามท้าทายเนื่Ăงจากการเกิดขึ้นขĂงเชื้Ăดื้ĂยาĀลายชนิด เช่น MRSA (เชื้Ă S. aureus ที่ดื้Ă

ยาเมธิซิลลิน) โดย S. aureus จะก่Ăโรคได้เมื่ĂผิüĀนังมีบาดแผลที่ทำใĀ้เชื้Ăÿามารถเข้าไปÿู่เนื้Ăเยื่Ă

ภายในĀรืĂกระแÿเลืĂดได้ โดยเป็นปรÿิตที่ผิüĀนังและเยื่ĂเมืĂกขĂงคนและÿัตü์ ทำใĀ้เกิดลิ่มเลืĂด 

เป็นÿาเĀตุทำใĀ้เกิดฝี แผลพุพĂงและเกิดการติดเชื้ĂĀลังผ่าตัด  ซึ่งเชื้Ăÿามารถÿร้างเĂนไซม์โคแĂก

กูเลÿ (Coagulase) ที่ทำปฏิกิริยาร่üมกับตัüกระตุ้นในเลืĂด ทำใĀ้เลืĂดแข็งตัüโดยการเปลี่ยนไฟบริโน

เจน (Fibrinogen) ใĀ้เป็นไฟบริน (Fibrin) และไฟบรินจะไปเคลืĂบตามผนังเซลล์ขĂงแบคทีเรีย ทำใĀ้
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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แบคทีเรียไม่ถูกทำลายด้üยเม็ดเลืĂดขาüเป็นกลไกการĀลีกเลี่ยงการตĂบÿนĂงขĂงระบบภูมิคุ้มกันขĂง

โăÿต์รüมถึงการผลิตแĂนติฟาโกไซติกแคปซูลและยังทำใĀ้เÿ้นเลืĂดĂุดตัน นĂกจากนั้นยังÿร้าง 

Deoxyribonuclease (DNases) ทำลายและย่Ăย DNA  
 Staphylococcus aureus ÿร้างÿารพิþที ่ช ื ่Ăü่า enterotoxin ที ่Ăาจก่ĂใĀ้เกิด

ĂาĀารเป็นพิþต่Ăผู้ที่บริโภคเข้าไป เมื่Ăได้รับÿารพิþจากเชื้ĂĂาจทำใĀ้มีĂาการคลื่นไÿ้ Ăาเจียน ปüด

ท้ĂงกะทันĀันและĂ่Ăนเพลีย ปüดýีรþะ เป็นตะคริü และมีการเปลี่ยนแปลงคüามดันโลĀิต ÿ่üนใĀญ่

มักเกิดจากการปนเปื้Ăนข้ามขĂงĂาĀารพร้ĂมรับประทานกับĂาĀารดิบ ĀรืĂเป็นไปได้มากü่าเป็นการ

ปนเปื้Ăนจากผู้ÿัมผัÿĂาĀารที่มีเชื้Ă เพื่Ăป้Ăงกันไม่ใĀ้ĂาĀารปนเปื้Ăน คüรปฏิบัติตามĀลักปฏิบัติด้าน

คüามปลĂดภัยขĂงĂาĀาร เช่น ฝึกการล้างมืĂบ่Ăย ๆ ÿüมถุงมืĂเมื่Ăจับต้ĂงĂาĀาร และแยกระĀü่าง

บริเüณท่ีจับต้ĂงขĂงดิบและขĂงปรุงÿุก 
 2.4.3 Escherichia coli 

 Escherichia coli Ăยู่ในตระกูล Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียเป็นแกรมลบ 

(Gram negative bacteria) รูปร่างเป็นแท่ง ไม่ÿร้างÿปĂร์ เคลื่Ăนที่ด้üย peritrichous flagella 

ĀรืĂไม่เคลื่ĂนไĀü และเจริญเติบโตบน MacConkey agar โคโลนีมีเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 2-3 มม. E. 

coli ที่เจริญเติบโตบนบน EMB จะมีลักþณะกลมÿีเขียü มันเงา ที่เรียกü่า metallic sheen แต่ถ้า

เป็นโคโลนีที่ขึ้น บนĂาĀาร MC จะมีลักþณะกลม ขĂบเรียบ ÿีชมพูและĀากเป็นโคโลนีที่ขึ้นบนĂาĀาร 

NA จะมีลักþณะกลม ขĂบเรียบ โปร่งแÿง ÿามารถเจริญเติบโตภายใต้ÿภาüะที่ใช้ĂĂกซิเจนและไม่ใช้

ĂĂกซิเจน และไม่ผลิตÿารเĂนเทĂโรทĂกซินได้ เป็นแบคทีเรียที่จัดĂยู่ในกลุ่มโคลิฟĂร์ม (coliform) 

ประเภท fecal coliform ซึ่งเป็นโคลิฟĂร์มที่พบในĂุจจาระขĂงมนุþย์และÿัตü์เลืĂดĂุ่น จึงใช้เป็นดัชนี

บ่งชี้ÿุขลักþณะขĂงĂาĀารและน้ำเชื้Ă E. coli บางÿายพันธุ์ÿามารถÿร้างโปรไบโĂติกที่มีผลดีต่Ă

ÿุขภาพ Ăย่างไรก็ตาม บางÿายพันธุ์ÿามารถก่Ăโรคได้ ทำใĀ้เกิดการติดเชื้Ăในลำไÿ้และนĂกลำไÿ้ใน

คนและÿัตü์ โดยทำใĀ้เกิดĂาการท้Ăงเÿียเฉียบพลัน ถ่ายเป็นปริมาณมาก และถ่ายเป็นน้ำ Ăุจจาระ

ĂาจมีเลืĂดปนĀรืĂมีเมืĂก มีĂาการปüดบิดในลำไÿ้ Ăาจมีไข้ต่ำ ๆ มีĂาการคลื่นไÿ้และĂาเจียน ในราย

ที่มีĂาการรุนแรงจะทำใĀ้เกิดคüามผิดปกติที่ไตซึ่งĂาจถึงแก่ชีüิตได้ โดยเฉพาะในเด็กและคนชรา 
  E. coli จึงเป็นแบคทีเรียที่มีÿายพันธุ์ธรรมชาติĀลากĀลายÿายพันธุ์ ซึ่งแต่ละÿาย

พันธุ์ก็มีลักþณะเฉพาะขĂงตัüเĂง เนื่Ăงจากคุณÿมบัติที่เป็นเĂกลักþณ์ เช่น การกำจัดที่ง่าย คüาม

พร้Ăมใช้งานขĂงลำดับจีโนมทั้งĀมด และคüามÿามารถในการเติบโตทั้งในÿภาüะที่ใช้ĂĂกซิเจนและไม่

ใช ้ĂĂกซ ิ เจน จ ึงเป ็นแบคทีเร ียท ี ่ ได ้ร ับคüามน ิยมÿำĀร ับการü ิจ ัยในĀ้Ăงปฏิบ ัต ิการและ

เทคโนโลยีชีüภาพ ดังนั้น E. coli จึงถูกพิจารณาü่าเป็นจุลินทรีย์ที่ถูกนำไปใช้Ăย่างกü้างขüางที่ÿุดใน

ด้านเทคโนโลยีรีคĂมบิแนนท์ดีเĂ็นเĂ และใช้ในĂุตÿาĀกรรมและการแพทย์ที่ĀลากĀลาย 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 2.4.4 Pseudomonas aeruginosa 
  Pseudomonas aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) 

ที่พบได้ทั่üไปในธรรมชาติเช่นในดิน และน้ำ จัดเป็นเชื้ĂโรคฉüยโĂกาÿ มีลักþณะเป็นรูปท่ĂนĀรืĂโค้ง

เล็กน้Ăย มีแคปซูล เคลื่ĂนไĀüได้ (polar flagella) ซึ่งมีลักþณะพิเýþคืĂผลิตเม็ดÿีที่ละลายน้ำได้ซึ่ง

แพร่กระจายผ่านตัüกลาง ที่รู้จักกันดีคืĂ pyocyanin (ÿีน้ำเงินĂมเขียü), pyoverdine (ÿีเĀลืĂงĂม

เขียü, เรืĂงแÿง) และ pyorubin (ÿีน้ำตาลแดง ซึ่งผลิตโดยÿายพันธุ์ÿ่üนน้Ăย) มักพบĂาýัยĂยู่Ăย่าง

Ăิÿระในÿภาพแüดล้Ăมที่ชื้น เป็นพาĀะนำโรคขĂงพืช ÿัตü์ และมนุþย์ด้üย P. aeruginosa ทนทาน

ต่ĂยาĀลายชนิดและÿามารถใช้ÿารĂินทรีย์ĀลายชนิดในเลืĂดขĂงÿัตü์เป็นĂาĀาร ก่Ăโรคได้ในผู้ที่มี

ภูมิคุ้มกันต่ำ ĂาการขĂงผู้ที่ติดเชื้Ăชนิดนี้มีการบüม การเกิดโคโลนีในĂüัยüะÿำคัญขĂงร่างกาย เช่น 

ปĂด ท่Ăปัÿÿาüะ และ ไต Ăาจÿ่งผลĂันตรายถึงชีüิตได้ แบคทีเรียชนิดนี้เจริญเติบโตได้ดีบนพื้นผิüที่

เปียกแฉะ จึงÿามารถพบได้บนĂุปกรณ์ทางการแพทย์ เช่น ÿายÿำĀรับÿĂดท่Ă ทำใĀ้เกิดการติดเชื้Ăได้

ในโรงพยาบาล และคลินิก แบคทีเรียนี้ยังÿามารถย่Ăยÿลายไăโดรคาร์บĂนและถูกนำมาใช้ในการ

ÿลายทาร์บĂลล์และน้ำมันจากภัยพิบัติน้ำมันรั่ü P. aeruginosa ไม่ได้มีคüามÿามารถก่Ăโรคÿูงมาก

นักĀากเทียบกับÿปีชีÿ์แบคทีเรียก่ĂโรคĂ่ืน ๆ Ăย่าง Staphylococcus aureus และ Streptococcus 

pyogenes ดังนั้น P. aeruginosa ก็ÿามารถเกิดโคโลนีขนาดใĀญ่ และÿามารถรüมกันเกิดเป็นไบโĂ

ฟิล์มได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 3 

üิธีการดำเนินงานüิจัย 
 

3.1 การเก็บตัüอย่างพืชกระท่อม 
ทำการเก็บตัüĂย่างราก ใบ และก้านที่มีลักþณะÿมบูรณ์ไม่เป็นโรคจากต้นพืชกระท่Ăมจาก

แĀล่งที่มาที่ต่างกัน 7 แĀล่ง โดยรายละเĂียดแÿดงในตารางที่ 3.1 โดยเป็นต้นกระท่Ăมที่ปลูกเĂงเพ่ืĂ

ใช้ในการบริโภคและใช้เป็นยา ในการคัดเลืĂกจะใช้พืชกระท่Ăมที่มีĂายุประมาณ 2 ปี คüามÿูง

ประมาณ 2-4 เมตร ตัüĂย่างที่ทำการเก็บมาจากตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน จังĀüัดฉะเชิงเทรา 

เก็บในเดืĂนตุลาคม-พฤýจิกายน 2565 โดยทำการเก็บตัüĂย่างลงในถุงพลาÿติกที่ÿะĂาดมิดชิด ทำ

การติดฉลากระบุรายละเĂียดและทำบรรจุลงในกล่Ăงที่มีĂุณĀภูมิเย็นก่Ăนนำมาคัดแยกเชื้ĂราเĂนโด

ไฟท์ที่Ā้Ăงปฏิบัติการภายใน 48 ชั่üโมง 

ลักþณะโดยรüมขĂงตัüĂย่างพืชกระท่Ăมที่นำมาýึกþา แÿดงในรูปที่ 3.1 โดยเลืĂกลำต้นที่

เป็นต้นโตเต็มที่ และมีลักþณะÿูงโปร่ง คüามÿูงประมาณ 2-4 เมตร ใบมีขนาดคüามยาüประมาณ 10-

12 เซนติเมตร มีÿีเขียüÿด ไม่มีจุดดำ จุดขาü ĀรืĂĂาการขĂงโรค ไม่มีรĂยฉีกขาดจากýัตรูพืช ก้านมี

ลักþณะÿมบูรณ์ มีÿีเขียüแก่และÿีน้ำตาลĂ่Ăน ก้านไม่Ă่Ăนและไม่แก่เกินไป ไม่มีĂาการขĂงโรคพืชใด 

ๆ ปรากฏ และÿ่üนราก  เลืĂกรากที่มีลักþณะÿมบูรณ์ ไม่มีร่ĂงรĂยจากการถูกกัดแทะ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3.1 รายละเĂียดการเก็บตัüĂย่างพืชกระท่Ăมเพ่ืĂนำมาแยกราเĂนโดไฟท์ 

ตัüĂย่าง ÿถานที่เก็บ พิกัด GPS üันที่เก็บ 
แĀล่งที่ 1 Āมู่ที่ 6 ตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน 13°49’55.3”N 

101°08’14.1”E 
10 ตุลาคม 2565 

แĀล่งที่ 2 Āมู่ที่ 6 ตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน 
 

13°49’50.4”N 

101°08’18.3”E 
10 ตุลาคม 2565 

แĀล่งที่ 3 Āมู่ที่ 7 ตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน 
 

13°49’48.5”N 

101°07’48.1”E 
27 ตุลาคม 2565 

แĀล่งที่ 4 Āมู่ที่ 4 ตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน 
 

13°49’08.3”N 

101°08’17.4”E 
27 ตุลาคม 2565 

แĀล่งที่ 5 Āมู่ที่ 1 ตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน 
 

13°49’51.0”N 

101°09’31.5”E 
27 ตุลาคม 2565 

แĀล่งที่ 6 Āมู่ที่ 6 ตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน 
 

13°49’52.6”N 

101°08’27.6”E 
24 พฤýจิกายน 

2565 
แĀล่งที่ 7 Āมู่ที่ 5 ตำบลบางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน 

 
13°50’52.0”N 

101°08’47.6”E 
24 พฤýจิกายน 

2565 
 
 
 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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          (ก) ลำต้น                      (ข) กิ่ง 

 

          

        (ค) ราก            (ง) ใบ 

 
รูปที่ 3.1 ลักþณะโดยรüมขĂงต้นกระท่Ăมที่นำมาýึกþาในการüิจัยครั้งนี้ 

(ที่มา: ไทยรัฐĂĂนไลน์, 2564) 
 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.2 การคัดแยกราเอนโดไฟท์จากพืชกระท่อม 
ทำการล้างพื้นผิüขĂงตัüĂย่างพืชกระท่Ăมด้üยน้ำประปาเป็นเüลา 5 นาที เพื่Ăกำจัดคราบ

ÿกปรก  ต่าง ๆ ที่ĂาจติดĂยู่บริเüณพื้นผิüขĂงตัüĂย่าง ทิ้งเĂาไü้ใĀ้แĀ้งที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăงเป็นเüลา 30 

นาที Āลังจากนั้นทำการตัดตัüĂย่างด้üยกรรไกรที่ผ่านการฆ่าเชื้Ă โดยใĀ้มีขนาดต่าง ๆ คืĂ ÿ่üนใบ

ขนาด 1x1 ตารางเซนติเมตร ÿ่üนรากและก้านคüามยาü 1 เซนติเมตร จำนüนĂย่างละ 10 ชิ้น ทำการ

ฆ่าเชื้ĂบนผิüขĂงตัüĂย่าง (surface sterilization) ตามüิธีขĂง ÿินทüี (2547). โดยนำตัüĂย่างชิ้นพืช

ทั้งĀมดใÿ่ในที่กรĂงชาÿแตนเลÿปลĂดเชื้Ăแล้üทำการแช่ในÿาร 95% เĂทานĂลเป็นเüลา 1 นาที ตาม

ด้üย 5% โซเดียมไăเปĂร์คลĂไรด์ (NaClO) เป็นเüลา 5 นาที ทำการแช่ด้üย 95% เĂทานĂลĂีกครั้ง

เป็นเüลา 30 üินาทีและทำการล้างด้üยน้ำกลั่นปลĂดเชื้Ăเป็นเüลา 1 นาทีĂีก 2 ครั้ง  ซับขĂงเĀลüบน

ผิüĀน้าตัüĂย่างใĀ้Āมาดด้üยกระดาþทิชชูที่ผ่านการฆ่าเชื้Ă  
นำตัüĂย่างจำนüน 5 ชิ้นüางลงในĂาĀาร Potato Dextrose Agar (PDA) (ดังแÿดงในรูปที่ 

3.2) ที่มีการเติม Kanamycin คüามเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่Ăลิตร นำจานตัüĂย่างไปบ่มที่ 27 °C  เป็น

เüลา 3 üัน ÿังเกตการเจริญขĂงราเĂนโดไฟท์จากชิ้นตัüĂย่างพืช โดยตรüจผลทุกüัน เมื่Ăพบการเจริญ

ขĂงราเĂนโดไฟท์ จึงทำการถ่ายเชื้Ăด้üยüิธี hyphal tip method โดยเขี่ยเÿ้นใยบริเüณขĂบโคโลนี

แล้üนำไปüางบนĂาĀาร PDA จานใĀม่ที่ไม่มีการเติมยาปฏิชีüนะ จนได้เชื้Ăบริÿุทธิ์ โดยทำการแยกเชื้Ă

นาน 7 üัน โดยนับตั้งแต่üันแรกที่ราเĂนโดไฟท์งĂกมาจากตัüĂย่างพืช ทำการเก็บรักþาราเĂนโดไฟท์

ได้บนĂาĀาร PDA slant แล้üเก็บรักþาท่ีĂุณĀภูมิ 4 °C เพ่ืĂรĂนำไปýึกþาในขั้นตĂนต่Ăไป 

 
 

 
รูปที่ 3.2 ลักþณะการüางตัüĂย่างบนĂาĀาร PDA เพ่ืĂทำการคัดแยกราเĂนโดไฟท์ 

 

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3 การทดÿอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียจากน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ 
3.3.1 การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ในอาĀารเĀลü 
 เพาะเลี้ยงราเĂนโดไฟท์บนĂาĀาร PDA เป็นเüลา 7 üัน Āลังจากนั้นใช้ใบมีดจุ่ม 

95% แĂลกĂăĂล์นำไปผ่านไฟ แล้üทำการตัดเÿ้นใยขĂงราเĂนโดไฟท์โดยทำการตัดบริเüณขĂงขĂบ

โคโลนีเชื้Ăราเป็นÿี่เĀลี่ยมขนาด 0.5×0.5 ตารางเซนติเมตร Āลังจากนั้นใช้มีดผ่าตัดถ่ายราเĂนโดไฟท์

จำนüน 4 ชิ้นลงในขüดĂาĀารเĀลü Potato Dextrose Broth (PDB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทำบ่มที่

ĂุณĀภูมิĀ้Ăงเป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ 
3.3.2 การทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Agar well diffusion 
 ทำการถ่ายเชื้ĂแบคทีเรียในการทดÿĂบลงบนĂาĀาร Nutrient agar (NA) ด้üยüิธี 

Cross streak นำไปบ่มที่ĂุณĀภูมิ 37 °C เป็นเüลา 24 ชั่üโมงก่ĂนนำมาทำการทดÿĂบ โดยใช้

แบคทีเรียแกรมบüกในการทดÿĂบ 2 ชนิดคืĂ Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus 

และแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิดคืĂ Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa ทำการถ่าย

เชื้ĂแบคทีเรียลงในĀลĂดĂาĀารเĀลüNutrient broth (NB) ปริมาตร 10 มล. บ่มไü้ที่ĂุณĀภูมิ 37°C 

นาน 18 ชั่üโมง โดยไม่ต้Ăงเขย่า 
 Āลังจากนั้นทำการปรับคüามเข้มข้นขĂงĀัüเชื ้Ăเริ ่มต้นด้üยÿารละลายน้ำเกลืĂ 

(0.85% NaCl) ใĀ้มีคüามขุ่นเท่ากับ McFarland standard No. 0.5 (1.5x108 CFU/มล.) โดยในการ

ทดÿĂบจะทำการดัดแปลงบางÿ่üนมาจากงานüิจัยขĂง ĂรĂนงค์ และคณะ (2562) โดยทำการใช้ไม้

พันÿำลีปลĂดเชื้Ă (Cotton swab) ชุบเชื้ĂทดÿĂบ บิดใĀ้Āมาด แล้üทำการ swab ลงทั่üบนผิüĀน้า

ĂาĀาร Mueller Hinton Agar (MHA) ทิ้งไü้นาน 15 นาที เพื่ĂใĀ้Āน้าĂาĀารแĀ้ง ทำการเจาะĀลุม

üุ้นด้üย cork borer ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 6 มิลลิเมตรจำนüนจานละ 7 Āลุม เติมน้ำเลี้ยงขĂงรา

เĂนโดไฟท์ลงในĀลุมปริมาตรĀลุมละ 80 ไมโครลิตร โดยใช้ Kanamycin คüามเข้มข้น 25 มิลลิกรัม

ต่Ăมิลลิลิตรเป็นตัüคüบคุมเชิงบüก และใช้ĂาĀารเĀลü PDB เป็นตัüคüบคุมเชิงลบ นำจานĂาĀาร 

MHA ไปบ่มที่ 37 °C เป็นเüลา 18-24 ชั่üโมง เมื่Ăครบเüลาทำการüัดโซนใÿ (Clear zone) ที่เกิดขึ้น

ด้üยเüĂร์เนียคาลิปเปĂร์ (Vernier Calipers) ทำการทดลĂงซ้ำเป็นจำนüน 3 ซ้ำ (3 จานĂาĀาร 

MHA) ทำการบันทึกรูปและĀาค่าเฉลี่ยโซนใÿที่เกิดขึ้นในแต่ละไĂโซเลทขĂงราเĂนโดไฟท์ 
 

 

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.4 การทดÿอบฤทธิต์้านแบคทีเรียจากÿารÿกัดน้ำเลี้ยงเชื้อรา 
 3.4.1 การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ในอาĀารเĀลü 

 ทำการเพาะเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ที่ใĀ้ผลบüกในข้Ă 3.3.2 ลงในบนĂาĀาร PDA เป็น

เüลา 7 üัน Āลังจากนั้นใช้ใบมีดจุ่ม 95% แĂลกĂăĂล์นำไปผ่านไฟ แล้üทำการตัดเÿ้นใยขĂงราเĂนโด

ไฟท์บริเüณขĂงขĂบโคโลนีเชื้Ăราเป็นÿี่เĀลี่ยมขนาด 0.5×0.5 ตารางเซนติเมตร จำüน 5 ชิ้น ถ่ายเชื้Ă

ลงในขüดĂาĀารเĀลü PDB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร/ขüด (จำนüนทั้งĀมด 8 ขüด/ตัüĂย่างรüมทั้งĀมด 

2 ลิตร) ทำการเพาะเลี้ยงที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăงเป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ โดยไม่มีการเขย่า 
 3.4.2 การÿกัดน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ (ดัดแปลงจาก: ณัฐüุฒิ, 2549) 

 เมื่Ăครบเüลาเพาะเลี้ยงนาน 4 ÿัปดาĀ์ ทำการเก็บน้ำเลี้ยงเชื้ĂราโดยทำการกรĂง

เพื่Ăแยกÿ่üนเÿ้นใยด้üยผ้าขาüบางที่ผ่านการฆ่าเชื้Ă จากนั้นนำไปÿกัดด้üยตัüละลายทางเคมีโดยใช้ 

Ethyl Acetate (EtAOc, AG grade) ในĂัตราÿ่üนขĂงน้ำเลี้ยงเชื้Ăราต่Ăตัüทำละลายที่ 2:1 (V/V) ใน

กรüยแยก (Separator funnel) ทำการเขย่าใĀ้เข้ากันแล้üทิ้งไü้เป็นเüลา 5 นาทีจนเกิดการแยกชั้น 

(ดังรูปที่ 3.3) โดยน้ำเลี้ยงเชื้ĂราจะĂยู่ด้านล่างและÿ่üนขĂง EtAOc จะลĂยแยกชั้นĂยู่บริเüณด้านบน 

ไขÿ่üนĂาĀารเลี้ยงเชื้ĂĂĂกมาแล้üทำการเก็บÿ่üนขĂงชั้น EtAOc ไü้ใน flask Ăีกใบ จากนั้นทำการนำ

น้ำเลี้ยงเชื้Ăรามาทำการÿกัดซ้ำĂีกรĂบด้üยตัüทำละลายและĂัตราÿ่üนเดิม นำÿ่üนขĂง EtAOc ที่ได้

จากการÿกัดท้ังÿĂงรĂบรüมลงในขüดรูปลูกแพร์ (Evaporating flask) และนำไปทำใĀ้แĀ้งด้üยเครื่Ăง

กลั่นระเĀยÿารแบบĀมุน (Rotary evaporator) ที่ĂุณĀภูมิ 45 °C ĀลังจากÿารแĀ้งทำการเก็บÿารลง

ในĀลĂด Eppendorf ที่ÿะĂาด ทำการเก็บÿารไü้ในโถดูดคüามชื้น (Desiccator) จนÿารแĀ้งÿนิท จะ

ได้ÿารÿกัดจากน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์แล้üจึงนำÿารÿกัดĀยาบที่ได้ไปทำการทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย

ด้üยüิธีการ Disk diffusion method ต่Ăไป 
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รูปที่ 3.3 ลักþณะการแยกชั้นขĂงน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์และ EtAOc ในกรüยแยก 
 

 3.4.3 การทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของÿารÿกัดน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ด้üยüิธี Disk 

diffusion method (ดัดแปลงจาก: ณัฐüุฒิ, 2549) 
  ทำการเตรียมÿารÿกัดĀยาบเพื่Ăใช้ในการทดÿĂบโดยการนำÿารÿกัดĀยาบที่ได้จาก

ข้Ă 3.4.2 ละลายกับ DMSO ใĀ้ได้คüามเข้มข้น 1 กรัม/มิลลิลิตร (ก./มล.) เก็บไü้เพื่Ăเป็น stock 

solution เก็บรักþาที่ -20 °C เตรียมเชื้ĂแบคทีเรียทดÿĂบทั้ง 4 ชนิดเช่นเดียüกับการทดÿĂบในข้Ă 

3.3.2 Āลังจากนั้นทำการปรับคüามเข้มข้นขĂงĀัüเชื้Ăเริ่มต้นด้üยÿารละลายน้ำเกลืĂ (0.85% NaCl) 

ใĀ้มีคüามขุ่นเท่ากับ McFarland standard No. 0.5 ทำการ swab เชื ้Ăแบคทีเรียลงบนบริเüณ

ผิüĀน้าĂาĀาร MHA ทิ้งไü้ 15 นาทีเพ่ืĂใĀ้ผิüĀน้าĂาĀารĀมาด จากนั้นใช้ forceps ปลĂดเชื้Ăนำแผ่น 

sterile blank disk ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 6 มิลลิเมตรüางบนผิüĀน้าĂาĀารและกดแผ่น disk ใĀ้

แนบÿนิทกับผิüĀน้าĂาĀาร แล้üทำการĀยดÿารÿกัด 1 กรัม/มิลลิลิตรปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบน

แผ่น disk ทดÿĂบทำใĀ้ได้คüามเข้มข้นÿุดท้ายขĂงÿารÿกัด 10 มิลลิกรัม/แผ่น (มก./แผ่น) โดยใช้ 

DMSO เป็นตัüคüบคุมเชิงลบ (รูปที่ 3.4) นำจานĂาĀาร MHA ไปบ่มที่ 37 °C เป็นเüลา 18-24 ชั่üโมง 

เมื่Ăครบเüลาทำการüัดโซนใÿ (Clear zone) ที่เกิดขึ้นด้üยเüĂร์เนียคาลิปเปĂร์ (Vernier Calipers) 

ทำการทดลĂงซ้ำเป็นจำนüน 3 ซ้ำ 
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รูปที่ 3.4 ลักþณะและตำแĀน่งการüางแผ่นดิÿก์ในการทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากÿารÿกัดĀยาบ

ด้üยüิธี disk diffusion method 
 
3.5 การจำแนกชนิดราเอนโดไฟท์ 
 3.5.1 การýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา 
  นำราเĂนโดไฟท์ที่มีประÿิทธิภาพดีที่ÿุด มาจัดจำแนกด้üยลักþณะทางÿัณฐานüิทยา 

ด้üยการเพาะเลี้ยงบนĂาĀาร PDA นำไปบ่มที่ 27 °C นาน 7 üัน บันทึกข้ĂมูลขĂงลักþณะโคโลนี  

และถ่ายรูป จากนั้นนำราเĂนโดไฟท์มาทำการเพาะเลี้ยงต่Ăด้üยüิธี Slide culture โดยการใช้ใบมีด

ผ่าตัดตัดชิ้นüุ้นĂาĀาร PDA ใĀ้มีขนาด 1×1 ตารางเซนติเมตรด้üยüิธีปลĂดเชื้Ă แล้üนำไปüางบน

กระจกÿไลด์ที่üางĂยู่บนแท่งแก้üงĂในจานเพาะเชื้Ă จากนั้นทำการใช้ Hook เขี่ยบริเüณขĂบโคโลนี

แล้üนำมาüางที่ชิ้นüุ้นที่ขĂบทั้ง 4 ด้าน จากนั้นทำการใช้ Forceps คีบกระจกปิดÿไลด์üางทาบบนชิ้น 

PDA เติมน้ำกลั่นปลĂดเชื้Ăลงในกระดาþทิชชู่และทำการปิดจานเพาะเลี ้ยงด้üยแผ่นพาราฟิล์ม 

(Parafilm) ทำการบ่มจานเพาะเชื้Ăที่ĂุณĀภูมิ 27 °C เป็นเüลา 14 üัน โดยÿังเกตการเจริญขĂงเชื้Ăรา

ทุกüัน เมื่Ăครบ 14 üัน ทำการนำตัüĂย่างไปทำการย้Ăมÿีด้üย Lactophenol เพื่Ăýึกþาลักþณะ

โครงÿร้างขĂงÿปĂร์และเÿ้นใยขĂงเชื้Ăราภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์แบบใช้แÿง (Light microscope) 

และถ่ายภาพบันทึกผลการทดลĂง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 4 

ผลการüิจัยและการอภปิรายผล 
 

4.1 การเก็บตัüอย่างพืชกระท่อม 
 จากทำการเก็บตัüĂย่างพืชกระท่Ăม (Mitragyna speciosa) ทั้งĀมด 7 แĀล่งในพื้นที่ตำบล

บางโรง ĂำเภĂคลĂงเขื่Ăน จังĀüัดฉะเชิงเทรา ข้Ăมูลแÿดงในตารางที่ 4.1 โดยทำการบันทึกข้Ăมูลüันที่

เก็บและพิกัดตำแĀน่ง GPS ในแต่ละแĀล่งที่เก็บตัüĂย่าง ทำการเก็บตัüĂย่างพืช 3 ÿ่üนเพื่Ăใช้ใน

การýึกþาได้แก่ ใบ กิ่ง และราก โดยกำĀนดรĀัÿเป็น L, S และ R ตามลำดับ ในการเก็บตัüĂย่างĂย่าง

จะทำการเก็บตัüĂย่างพืชที่มีลักþณะÿมบูรณ์ ไม่เป็นโรค  และไม่พบร่ĂงรĂยจากการถูกกัดแทะจาก

ýัตรูพืช ทำการเก็บพืชและคัดแยกราเĂนโดไฟท์ในช่üงเดืĂนตุลาคมถึงเดืĂนพฤýจิกายน พ.ý. 2565  
 

4.2 การคัดแยกราเอนโดไฟท์จากพืชกระท่อม 
ในการýึกþาครั้งนี้ÿามารถทำการคัดแยกราเĂนโดไฟท์ได้รüม 347 ไĂโซเลท จากทั้งĀมด 7 

แĀล่ง เมื่ĂพิจารณาถึงแĀล่งที่เก็บตัüĂย่าง พบü่าในÿามารถแยกราเĂนโดไฟท์จากได้ต่ำที่ÿุด และÿูง

ที่ÿุดเท่ากับ 25 และ 64 ไĂโซเลท จากแĀล่งที่ 1 และ แĀล่งที่ 6 ตามลำดับ และเมื่Ăพิจารณาถึง

ชิ้นÿ่üนขĂงตัüĂย่างพืชที่นำมาแยกราเĂนโดไฟท์ พบü่าÿามารถแยกราเĂนโดไฟท์จากกิ่งและราก

จำนüน 95 และ 82 ไĂโซเลทตามลำดับ และพบü่าÿามารถแยกราเĂนโดไฟท์จากชิ้นÿ่üนขĂงใบได้

มากที่ÿุด ÿูงถึง 170 ไĂโซเลท 
 แต่Ăย่างไรก็ตาม ราเĂนโดไฟท์ที่แยกได้ทั้งĀมด 347 ไĂโซเลท พบü่าราเĂนโดไฟท์บางÿü่นมี

ลักþณะขĂงโคโลนีคล้ายคลึงกัน จึงได้ทำการจัดแบ่งกลุ่มตามลักþณะทางÿัณฐานüิทยาเบื้Ăงต้น 

(morphotype grouping) แล้üทำคัดเลืĂกแบบÿุ่มจากแต่ละลักþณะโคโลนีประมาณ 1-3 ไĂโซเลท 

จากแต่ละลักþณะ ดังนั้นจึงทำการคัดเลืĂกราเĂนโดไฟท์จากใบ กิ่ง และ ราก จำนüน 51, 21 และ 20 

ไĂโซเลท ตามลำดับ (รูปที่ 4.3) เพื่ĂนำราเĂนไฟท์มาเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü และทดÿĂบฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรียในลำดับถัดไป เมื่Ăพิจารณาถึงÿัดÿ่üนขĂงจำนüนไĂโซเลทที่นำไปýึกþาต่Ă (รูปที่ 4.2) 

พบü่ามีÿัดÿ่üนจากใบมากที่ÿุด เท่ากับร้Ăยละ 49 ในขณะที่กิ่งและรากเท่ากับร้Ăยละ 27 และ 24 

ตามลำดับ ทำการคัดเลืĂกราเĂนโดไฟท์จากใบไปทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียเป็นร้Ăยละÿูงที่ÿุดเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เนื่ĂงจากราเĂนโดไฟท์จากใบ จำนüนไĂโซเลทมากที่ÿุด และมีคüามĀลากĀลายขĂงลักþณะทาง

ÿัณฐานüิทยามากที่ÿุด  
 งานüิจัยขĂง ÿุชาดา และ โÿภณ (2565) ได้ýึกþาราเĂนโดไฟท์จากÿ่üนต่าง ๆ ขĂงพืช

ÿมุนไพรจำนüน 9 ชนิดจากจังĀüัดýรีÿะเกþ ได้แก่ กะตังใบ, กำลังถึกคüาย ผักปลัง กระโดน ลูกใต้ใบ 

ÿาบเÿืĂ ชะมüง ÿะเดา และเครืĂĀมาน้Ăย ได้ทำการแยกราเĂนโดไฟท์จากการคัดแยกราเĂนโดไฟท์

จากใบ ราก และลำต้น จำนüน 405 ชิ้นขĂงตัüĂย่าง พบü่าÿามารถทำการคัดแยกราเĂนโดไฟท์จาก

ÿ่üนขĂงใบพืชได้จำนüน 97 ไĂโซเลท ÿ่üนลำต้นจำนüน 24 ไĂโซเลทและจากรากได้จำนüน 39 ไĂโซ

เลท งมีคüามÿĂดคล้ĂงกับงานüิจัยขĂงüรีรัตน์ และคณะ (2562) ที่แยกราเĂนโดไฟท์จากกล้üยไม้ป่า 

8 ชนิด พบü่า ÿามารถคัดแยกราเĂนโดไฟท์ได้จากÿ่üนขĂงใบพืชได้ÿูงที่ÿุดที่จำนüน 52 ไĂโซเลท 

จากลำต้นจำนüน 33 ไĂโซเลทและจากรากที่ 20 ไĂโซเลท จากจำนüนราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ 105 

ไĂโซเลท ÿĂดคล้Ăงกับงานüิจัยในครั้งนี้ ซึ่งพบü่าราเĂนโดไฟท์ÿ่üนใĀญ่ที่แยกได้มาจากÿ่üนใบมาก

ที่ÿุด และÿ่üนรากพบน้Ăยที่ÿุด Ăาจเนื่Ăงมาจากü่าในใบพืชมีĀน้าที่ĀลักในการÿังเคราะĀ์แÿง ทำใĀ้

ใบพืชมีน้ำและÿารĂาĀารมากกü่าÿ่üนรากและÿ่üนĂื่น ๆ ขĂงพืช จึงĂาจÿ่งผลใĀ้มีเชื้ĂราĂาýัยĂยู่

มากกü่าÿ่üนĂื่น ๆ ขĂงพืช  
 เมื่Ăพิจารณาถึงร้ĂยละขĂงราเĂนโดไฟท์ที่มาทดÿĂบ (รูปที่ 4.2) แĀล่งที่ 1 มีÿัดÿ่üนน้Ăย

ที่ÿุดคืĂ ร้Ăยละ 7 ขĂงเชื้Ăทั้งĀมดที่แยกได้ เนื่ĂงจากในแĀล่งนี้พบราเĂนโดไฟท์จำนüนไม่มากนัก 

ÿ่üนแĀล่งที่ 2-7 มีÿัดÿ่üนใกล้เคียงกันĂยู่ในช่üงร้Ăยละ 11-19 โดยรüมพบü่าÿามารถแยกราเĂนโด

ไฟท์ได้จากต้นกระท่Ăมทั้ง 7 แĀล่ง แต่Ăย่างไรก็ตามÿามารถพบราเĂนโดไฟท์ได้ในทุกตัüĂย่างขĂงพืช

กระท่Ăมที่นำมาýึกþา ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นü่าต้นกระท่Ăมเป็นเป็นแĀล่งที่ดี ซึ่งÿามารถพบราเĂนโดไฟท์ที่

มีคüามĀลากĀลาย และมีýักยภาพในการนำไปýึกþาด้านฤทธิ์ทางชีüภาพต่Ăไป 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.1 จำนüนราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งพื้นที่ต่าง ๆ 

 
ĀมายเĀตุ L = ตัüĂย่างจากใบ ,S = ตัüĂย่างที่มาจากก่ิง R = ตัüĂย่างที่มาจากราก 

แĀล่งพื้นที่ที่เก็บตัüĂย่าง 
พืชกระท่Ăม 

พิกัด GPS üันที่เก็บตัüĂย่าง 
จำนüนราเĂนโดไฟท์ทั้งĀมดที่แยกได้ / จำนüนที่

คัดเลืĂก รüม 
ใบ (L) กิ่ง (S) ราก (R) 

แĀล่งที่ 1: Āมู่ที่ 6 ตำบลบางโรง 13°49’55.3” N 101°08’14.1” E 10 ตุลาคม 2565 11 / 4 7 / 3 7 / 1 25 / 8 
แĀล่งที่ 2: Āมู่ที่ 6 ตำบลบางโรง 13°49’50.4” N 101°08’18.3” E 10 ตุลาคม 2565 18 / 4 10 / 5 11 / 2 39 / 11 
แĀล่งที่ 3: Āมู่ที่ 7 ตำบลบางโรง 13°49’48.5”N 101°07’48.1” E 24 ตุลาคม 2565 30 / 8 14 / 1 15 / 1 59 / 10 
แĀล่งที่ 4: Āมู่ที่ 4 ตำบลบางโรง 13°49’08.3” N 101°08’17.4” E 24 ตุลาคม 2565 26 / 10 14 / 2 10 / 3 50 / 15 
แĀล่งที่ 5: Āมู่ที่ 1 ตำบลบางโรง 13°49’51.0” N 101°09’31.5” E 24 ตุลาคม 2565 32 / 14 14 / 2 12 / 1 58 / 18 
แĀล่งที่ 6: Āมู่ที่ 6 ตำบลบางโรง 13°49’52.6” N 101°08’27.6” E 27 พฤýจิกายน 2565 23 / 5 22 / 1 19 / 7 64 / 14 
แĀล่งที่ 7: Āมู่ที่ 5 ตำบลบางโรง 13°50’52.0” N 101°08’47.6” E 27 พฤýจิกายน 2565 30 / 6 14 / 7 8 / 5 52 / 18 

รüม 
(ร้Ăยละ) 

170 / 51 
(49.00) 

95 / 21 
(27.37) 

82 / 20 
(23.63) 

347 / 92 
(100) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.1 ร้ĂยละขĂงราเĂนโดไฟท์ที่แยกได้จากÿ่üนต่าง ๆ ขĂงพืชกระท่Ăม  

 

 
รูปที่ 4.2 ร้ĂยละขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากแĀล่งต่าง ๆ 

 

 
รูปที่ 4.3 ร้ĂยละราเĂนโดไฟท์จากÿ่üนต่าง ๆ ที่นำไปýึกþาฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 

 

ใบ, 170, 

49%

ก่ิง, 95, 27%

ราก, 83, 

24%

แหล่งท่ี 1

7% แหล่งท่ี 2

11%

แหล่งท่ี 3

17%

แหล่งท่ี 4

14%

แหล่งท่ี 5

17%

แหล่งท่ี 6

19%

แหล่งท่ี 7

ใบ

55%

กิ่ง

23%

ราก

22%

ใบ กิ่ง ราก
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4.3 การทดÿอบฤทธิต์้านแบคทีเรียของน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ด้üยüธิีการ Agar well 
diffusion 

จากการคัดเลืĂกราเĂนโดไฟท์จำนüนทั้งĀมด 347 ไĂโซเลท โดยทำการคัดเลืĂกไĂโซเลทที่มี

ลักþณะแตกต่างกันทางÿัณฐานüิทยาและนำมาทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียขĂงราเĂนโดไฟท์จำนüน 

92 ไĂโซเลท และทดÿĂบกับแบคทีเรียจำนüน 4 ชนิด ทำการเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ในĂาĀาร PDB เป็น

เüลา 4 ÿัปดาĀ์ และนำน้ำเลี้ยงเชื้Ăรา (culture broth) มาทำการทดÿĂบด้üยüิธีการ Agar well 

diffusion บนĂาĀาร Muller Hinton Agar (MHA)  ดังในรูปที่ 4.3 ถึง 4.6 พบü่ามีราเĂนโดไฟท์ที่

ÿามารถในการผลิตÿารชีüภาพที่มีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรียĂย่างน้Ăย 1 ชนิด จำนüนทั้งĀมด 11 ไĂ

โซเลท ซึ่งคิดเป็นร้Ăยละ 12 โดยทำการüัดขนาดขĂงเÿ้นผ่านýูนย์กลางขĂง inhibition zone ด้üย

เüĂร์เนียคาร์ลิบเปĂร์ โดยแÿดงรายละเĂียดค่าเฉลี่ยเÿ้นผ่านýูนย์กลางขĂง inhibition zone ขĂงรา

เĂนโดไฟท์ที่ÿามารถยับยั้งได้ในตารางที่ 4.2 และรายละเĂียดผลทดÿĂบขĂงราเĂนโดไฟท์ทั้งĀมดจะ

แÿดงในตารางที่ 1ค. ในภาคผนüกเมื่ĂพิจารณาราเĂนโดไฟท์ที่มีคüามÿามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย

จากÿ่üนต่าง ๆ ขĂงพืช จากจำนüน 11 ไĂโซเลท พบü่าเป็นราเĂนโดไฟท์จากÿ่üนใบจำนüน 5 ไĂโซ

เลท ซึ่งคิดเป็นร้Ăยละ 46 จากราเĂนโดไฟท์จากกิ่ งและจากรากมีจำนüนเท่ากันĂยู่ที่ละ 3 ไĂโซเลท 

คิดเป็นร้Ăยละ 27 แÿดงใĀ้เĀ็นü่าราเĂนโดไฟท์จากใบมีแนüโน้มจะÿามารถยับยั้งเชื้Ăแบคทีเรียได้

มากกü่าราเĂนโดไฟท์จากÿ่üนĂื่น ๆ ขĂงพืช 
เมื่Ăพิจารณาถึงฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในแต่ละชนิด ดังแÿดงในตารางที่ 4.2 พบü่ามีราเĂนโด

ไฟทจ์ำนüน 8 ไĂโซเลทÿามารถยับยั้งการเจริญขĂง B. subtilis ได้ โดยมีขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางขĂง 

inhibition zone Ăยู่ในช่üงระĀü่าง 8.78-18.42 มม. โดยราเĂนโดไฟท์ที่ยับยั้งได้ดีที่ÿุดได้แก่ ไĂโซ

เลท R5-09 (รูปที่ 4.3) ÿำĀรับราเĂนโดไฟท์ที่ยับยั้ง S. aureus พบü่ามีราเĂนโดไฟท์จำนüน 4 ไĂโซ

เลท ที่ยับยั้งได้ โดยมีเÿ้นผ่านýูนย์กลาง inhibition zone Ăยู่ในช่üงระĀü่าง 11.13-14.13 มม. และ

ไĂโซเลทที่ยับยั้งได้ดีท่ีÿุด ได้แก่ ไĂโซเลท S5-10 (รูปที่ 4.4) 
 ÿำĀรับเชื้Ăแบคทีเรีย E. coli พบü่ามีราเĂนโดไฟท์จำนüน 3 ไĂโซเลท โดยที่มีขนาดขĂงเÿ้น

ผ่านýูนย์ inhibition zone Ăยู่ในช่üงระĀü่าง 7.53-8.63 มม. และไĂโซเลท L1-04 ÿามารถยับยั้ง E. 

coli ได้ดีที่ÿุด (รูปที่ 4.5) แต่พบü่ามีราเĂนโดไฟท์เพียง 1 ไĂโซเลทเท่านั้น (S1-01) ที่ÿามารถยับยั้ง 

P. aeruginosa ได้ โดยมีค่าเÿ้นผ่านýูนย์กลางขĂง inhibition zone เท่ากับ 6.74 มม.(รูปที่ 4.6)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เมื่Ăพิจารณาถึงฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียในกลุ่มแกรมบüก (S. aureus และ B. subtilis) 

และแกรมลบ (E. coli และ P. aeruginosa) พบü่าราเĂนโดไฟท์ÿามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบüกได้

มากกü่าแบคทีเรียแกรมลบ โดยราเĂนโดไฟท์ÿามารถยับยั้งได้จำนüน 8 และ 3 ไĂโซเลท ตามลำดับ 

นĂกจากนี้ยังพบü่าราเĂนโดไฟท์ที่ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบüกได้ แต่ไม่ÿามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ

ได้ และในทางตรงกันข้ามราเĂนโดไฟท์ที่ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได้ ก็ไม่ÿามารถยับยั้งแบคทีเรียแก

รมบüกได้เลย 
ผลการýึกþาครั้งนี้ ÿĂดคล้ĂงกับงานüิจัยขĂงĂามีนา (2561) ที่ทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย

จากราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกจากÿาĀร่ายทะเล ผลการüิจัยพบü่าราเĂนโดไฟท์ÿามารถยับยั้งแบคทีเรีย

แกรมบüก ได้ดีกü่าแบคทีเรียแกรมลบ โดยทั่üไปÿามารถแบ่งแบคทีเรียตามĂงค์ประกĂบขĂงผนัง

เซลล์ได้เป็น 2 ชนิด คืĂ แบคทีเรียแกรมบüก (gram positive bacteria) และแบคทีเรีย    แกรมลบ 

(gram negative bacteria) โดยผน ังเซลล ์ขĂงแบคทีเร ียแกรมบüกจะประกĂบด้üยชั้น 

peptidoglycan ซ้ĂนทับกันĀลายชั้น แต่ผนังเซลล์ขĂงแบคทีเรียแกรมลบมีคüามซับซ้Ăนกü่าคืĂ 

ประกĂบด้üยชั้นขĂง peptidoglycan ที่บางกü่าขĂงแบคทีเรียแกรมบüก นĂกจากนี้ยังมีชั ้นขĂง 

lipopolysaccharide (LPS) เป็นÿ่üนประกĂบขĂงเยื่ĂĀุ้มเซลล์ชั้นนĂก (outer membrane) ซึ่ง

โครงÿร้างและลักþณะขĂงผนังเซลล์แบคทีเรียที่แตกต่างกันมีผลต่ĂการĂĂกฤทธิ์ขĂงยาปฏิชีüนะและ

การดื้Ăยา (Ăารยา, 2562) ซึ่ง Lipopolysaccharide มีคุณÿมบัติ Permeability barrier คืĂ เป็น

โครงÿร้างที่ป้Ăงกันการซึมผ่านได้โดยง่ายจากÿารภายนĂกต่าง ๆ (Romano and Hung, 2023) และ

มีกลไกในการขับยาĂĂกจากเซลล์ĀรืĂ Drug efflux pump (Xu., et al, 2012) จึงทำใĀ้แบคทีเรีย 

แกรมลบมีแนüโน้มที่จะมีคüามทนทานต่Ăการยับยั้งได้มากกü่าแบคทีเรีแกรมบüก 
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ตารางท่ี 4.2 ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดขĂงน้ำเลี้ยงจากเชื้ĂราเĂนโดไฟท์ในĂาĀาร PDB ที่การเพาะเลี้ยงเป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธีการทดÿĂบ Agar well 

diffusion 

รĀัÿไĂโซเลท 
ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง inhibition zone เฉลี่ย (มม.±SD) 

B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 
L1-01 - - 7.53#±0.00 - 
L1-04 - - 8.63#±0.00 - 
S1-01 - - 7.56#±0.00 6.74±0.09 
R3-14 8.78#±0.98 - - - 
S4-12 12.53*#±0.00 - - - 
L5-10 14.99±0.75 11.13±0.41 - - 
L5-13 11.07*±0.82 -   
S5-10 16.87±0.12 17.13±0.19 - - 
R5-09 18.42±0.45 15.63±0.29 - - 
L6-20 16.60*±0.82 - - - 
R6-04 17.06±0.12 15.12±0.76 - - 

Control (PDB) 0.00 0.00 0.00 0.00 
ĀมายเĀตุ: * คืĂราเĂนโดไฟท์ที่มีคüามÿามารถในการยับยั้งบางÿ่üน, # คืĂ ไĂโซเลทที่มีการเฉลี่ยไม่ครบ 3 ซ้ำ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.4 ฤทธิ์ต้าน B. subtilis จากน้ำเลี้ยงเชื้ĂราเĂนโดไฟท์ด้üยüิธี Agar well diffusion ในไĂโซ

เลทต่าง ๆ; R3-14 (8.78 มม..), S4-12 (12.53 มม.), L5-10 (14.99 มม.),  
S5-10 (16.87 มม.), R5-09 (18.42 มม.), L6-20 (16.60 มม.) และ R6-04 (17.02 มม.) 

 

 
 
รูปที่ 4.5 ฤทธิ์ต้าน S. aureus จากน้ำเลี้ยงเชื้ĂราเĂนโดไฟท์ด้üยüิธี Agar well diffusion ในไĂโซ

เลทต่าง ๆ ; L5-10 (11.13 มม.), S5-10 (17.13 มม.), R5-09 (15.63 มม.) และ R6-04 (15.12 มม.) 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.6 ฤทธิ์ต้าน E. coli จากน้ำเลี้ยงราเĂนไฟท์ด้üยüิธี Agar well diffusion ในไĂโซ-เลทต่าง ๆ ; 

L1-01 (7.53 มม.), L1-04 (8.63 มม.) และ S1-01 (7.56 มม.) 
 

 
รูปที่ 4.7 ฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa จากน้ำเลี้ยงราเĂนไฟท์ด้üยüิธี Agar well diffusion ในไĂโซเลท 

S1-01 (6.74 มม.) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.8 ร้ĂยละขĂงราเĂนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียทดÿĂบชนิดใดชนิดĀนึ่งที่มีจากÿ่üน

ต่าง ๆ ขĂงพืช 
 

4.4 การทดÿอบฤทธิต์้านแบคทีเรียของÿารÿกัดน้ำเลี้ยงจากราเอนโดไฟท์ด้üยüิธี Disk 
diffusion 
 ในการทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากÿารÿกัดน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์จำนüน 5 ไĂโซเลทได้แก่ 

L1-01, R3-14, L5-10, R5-09 และ R6-04 โดยเพาะเลี้ยงในĂาĀาร PDB ปริมาตร 2 ลิตร เป็นเüลา 

4 ÿัปดาĀ์ จากนั้นนำÿ่üนขĂงน้ำเลี้ยงเชื้Ăราไปทำการÿกัดโดยใช้ตัüทำละลายเĂทิล Ăะซิเตท  (Ethyl 

acetate, EtAOc) พบü่าÿารÿกัดขĂงราเĂนโดไฟท์รĀัÿ L1-01, R3-14 และ L5-10  มีลักþณะเป็นÿี

น้ำตาลเข้ม เกิดเป็นผลึกแข็ง มีน้ำĀนัก 0.45, 1.25 และ 2.14 กรัม ตามลำดับ และÿารÿกัดราเĂนโด

ไฟท์ R5-09 และ R6-04 มีลักþณะเป็นÿีน้ำตาลแดง ข้นĀนืด มีน้ำĀนัก 1.98 และ 1.26 กรัม 

ตามลำดับ จากนั้นนำÿารÿกัดไปละลายด้üยÿาร DMSO และทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Disk 

diffusion ที่คüามเข้มข้น 1 มก./แผ่นดิÿก์ โดยมีÿารละลาย DMSO เป็นตัüคüบคุมเชิงลบ ดังแÿดงค่า

เÿ้นผ่านýูนย์กลางขĂง inhibition zone ดังตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.8-4.10 (โดยรายละเĂียด

เพ่ิมเติมจะแÿดงในภาคผนüกดังรูปที่ 10ค.-14ค. และตารางท่ี 2ค.) 
 การทดÿĂบที่คüามเข้มข้นขĂงÿารÿกัด 1 มก./แผ่นดิÿก์ (ตารางที่ 4.3, รูปที่ 4.8-4.10) 

พบü่าตัüคüบคุมเชิงลบ (DMSO) ไม่มีผลในการยับยั้งเชื้Ăทุกชนิด ในการยับยั้งเชื้Ă B. subtilis ขĂง

ÿารÿกัด 4 ชนิด (รูปที่ 4.8 พบü่าÿารÿกัดจากราเĂนโดไฟท์รĀัÿ R5-09 มีการยับยั้งได้ดีที่ÿุด โดยมี

ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางที่ 21.3 มม. และÿารĂีก 3 ชนิด (R3-14, L5-10 และ R6-04) มีขนาดเÿ้น

ผ่านýูนย์กลางĂยู่ในช่üง 8.14-13.85 มม. ตามลำดับ การทดÿĂบการยับยั้งเชื้Ă S. aureus จากÿาร

ใบ

46%

ก่ิง

27%

ราก

27%

ใบ ก่ิง ราก
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ÿกัด 3 ชนิด พบü่าÿารÿกัดจากไĂโซเลท L5-10 ÿามารถยับยั้งได้ดีท่ีÿุด ที่ขนาด 17.51 มม. ตามด้üย

ÿารÿกัดจากไĂโซเลท R5-09 และ R6-04 ที่ขนาด 14.1 และ 8.23 มม. ตามลำดับ (รูปที่ 4.12) และ

การทดÿĂบเพื่Ăยับยั้ง E. coli ÿารÿกัดจากไĂโซเลท L1-01 มีขนาดĂยู่ที่ 8.28 มม. ดังแÿดงที่รูปที่ 

4.10 
โดยในรายงานการüิจัยขĂง พฤทฐิภร (2564) ได้ýึกþาการยับยั้งจุลินทรีย์และการต้านĂนุมูล

ĂิÿระขĂงÿารÿกัดราเĂนโดไฟท์จากบัüเผื่Ăน โดยมีการÿกัดÿารด้üยตัüทำละลายต่าง ๆ และมีการ

ÿกัดÿารจากน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ด้üยเĂทิล Ăะซิเตท (Broth Ethyl acetate: BE) เช่นเดียüกับ

งานüิจัยครั้งนี้ พบü่า คณะนักüิจัยพบü่าÿารÿกัดที่ได้ใĀ้ผลในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบüก และยีÿต์

ได้ทั้งĀมด และใĀ้ค่า MIC และ MBC/MFC ที่ 500 และ 250 ไมโครกรัม/มล. นĂกจากนี้ ในงานüิจัย

ขĂง กมลüรรณ และคณะ (2557) ได้มีการนำÿารÿกัดจากราเĂนโดไฟท์ที่ÿกัดด้üยเĂทิล Ăะซิเตทไป

ทำการทดÿĂบการยั้งเชื้Ăราก่Ăโรคในพืชได้เช่นเดียüกัน ซึ่งมีคüามÿĂดคล้Ăงกับงานüิจัยครั้งนี้ที่พบü่า

ÿารÿกัดĀยาบจากน้ำเลี้ยงเĂนโดไฟท์โดยเĂทิล Ăะซิเตทมีผลในการยับยั้งแบคทีเรียทดÿĂบได้ดี แÿดง

ใĀ้เĀ็นü่าเĂทิล Ăะซิเตทเป็นตัüทำละลายที่เĀมาะÿม ในการนำมาเพื่Ăใช้ÿกัดÿาĀารĂĂฤทธิ์ทาง

ชีüภาพ โดยเฉพาะĂย่างยิ่งการÿกัดĀาÿารที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์  
ผลการทดÿĂบจากüิธี Disk diffusion ÿารÿกัดÿ่üนใĀญ่มีผลการยับยั้งผลÿĂดคล้Ăงกับการ

ทดÿĂบในขั้นตĂน Agar well diffusion โดยÿารÿกัดท่ีได้ ยังคงมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียเช่นเดิม 

ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นü่าเĂทิล Ăะซิเตทเป็นตัüลำลายที่ดี ที่ÿามารถÿกัดÿารĂĂกฤทธิ์ĂĂกมาได้เป็นจำนüน 

จึงทำใĀ้ได้ผลการยับยั้งที่มีคüามÿม่ำเÿมĂ แต่Ăย่างไรก็ตามพบü่าÿารÿกัดจากราเĂนโดไฟท์รĀัÿ   

R6-04 มีฤทธิ์การยับยั้งที่ลดลง Ăาจเป็นผลมาจากชนิดและคüามเĀมาะÿมขĂงตัüทำละลายที่เลืĂกใช้

ในการÿกัด ÿารĂĂกฤทธิ์ที่มีĂยู่ในน้ำเลี้ยงเชื้Ă Ăาจไม่ได้ถูกÿกัดĂĂกมา เมื่Ăนำมาÿกัดด้üยตัüทำ

ละลายเĂทิล Ăะซิเตท  เพราะฉะนั้นĀากต้ĂงการÿกัดÿารĂĂกฤทธิ์ขĂงราเĂนโดไฟท์ R6-04 คüร

เปลี่ยนเป็นตัüทำละลายชนิดĂื่น ๆ เช่น เĂทานĂล ĀรืĂ เăกเซน เป็นต้น  
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ตารางที่ 4.3 การทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากÿารÿกัดน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ที่ÿกัดด้üยเĂทิล Ăะซิ

เตต และทดÿĂบด้üยüิธี Disk diffusion ที่คüามเข้มข้น 1 มก./แผ่นดิÿก์  

ĀมายเĀตุ: ND คืĂ Not Determined (ไม่ได้ทำการตรüจÿĂบ) 

 

 
รูปที่ 4.9 ฤทธิ์ต้าน B. subtilis จากÿารÿกัดน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ด้üยüิธี Disk diffusion ที่      

คüามเข้มข้น 1 มก./แผ่นดิÿก์; R3-14 (13.5 ± 0.55 มม.), L5-10 (13.85±0.25 มม.), R5-09 

(21.3±0.91 มม.) และ R6-04 (8.14±0.74 มม.) 
 
 

ÿารÿกัด  ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง Inhibition zone (มม. ± SD) 

B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 
L1-01 ND ND 8.28 ± 0.15 ND 
R3-14 13.5 ± 0.55 ND ND ND 
L5-10 13.85±0.25 17.51±0.75 ND ND 
R5-09 21.3±0.91 14.1±0.10 ND ND 
R6-04 8.14±0.74 8.23±0.91 ND ND 
DMSO 0.00 0.00 0.00 ND 
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รูปที่ 4.10 ฤทธิ์ต้าน S. aureus จากÿารÿกัดน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ด้üยüิธี Disk diffusion ที่ คüาม

เข้มข้น 1 มก./แผ่นดิÿก์; L5-10 (7.07±0.19 มม.), R5-09 (6.81±0.16 มม.) และ R6-04 (6.47±0.08 

มม.) 
 
 

 
รูปที่ 4.11 ฤทธิ์ต้าน E. coli จากÿารÿกัดน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ด้üยüิธี Disk diffusion ที่คüามเข้มข้น 

1 มก./แผ่นดิÿก์; CL1-01 (7.79 ± 0.35 มม.) 
 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



33 
 

4.5 การจำแนกชนิดราเอนโดไฟท ์
 ýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา (Morphology) ขĂงราเĂนโดไฟท์ในรĀัÿ L5-10, R5-09 

และ R6-04 โดยเพาะเลี้ยงบนĂาĀาร PDA เป็นเüลา 7 üัน ที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăง  เมื่Ăครบ 7 üันทำการ

บันทึกภาพลักþณะโคโลนีบนจานĂาĀาร และนำราเĂนโดไฟท์ไĂโซเลทดังกล่าüไปเพาะเลี้ยงในชุด 

Slide culture เป็นเüลา 7-14 üันที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăง รายละเĂียดขĂงลักþณะดังแÿดงในตารางที่ 4.5

Āลังจากนั้นนำราเĂนโดไฟท์ไปทำการย้Ăมÿีด้üย Lactophenol cotton blue ทำการบันทึกลักþณะ

ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ โดยลักþณะทางÿัณฐานüิทยาจะแÿดงในภาพที่ 4.12-4.14 
 

ตารางท่ี 4.4 ตารางÿรุปลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงราเĂนโดไฟท์ไĂโซเลทต่าง ๆ  

ไĂโซ

เลท 

ลักþณะทางÿัณฐานüิทยา ผลการจัด

จำแนก

เบื้Ăงต้น 
ผิü 

Āน้า 
การยก

ตัü 
รูปร่าง

โคโลน ี
ขĂบ ÿ ี

ขนาด 

(มม.) 
ลักþณะใต้

กล้Ăง 

L5-10 เรียบ 
ราบกับ

ผิüĀน้า

ĂาĀาร 
กลม เรียบ 

น้ำตา

ล 
43.4 

conidia และ 

conidiophor

e 

Aspergillu

s sp. 

R5-09 
üง

แĀüน 
ยกตัü

เล็กน้Ăย 

ไม่ 
ÿม่ำ 
เÿมĂ 

รĂย

Āยัก 
ขาü 32.2 

conidia และ 

conidiophor

e 

Aspergillu

s sp. 

R6-04 เรียบ 
ราบกับ

ผิüĀน้า

ĂาĀาร 
กลม เรียบ เขียü 44.25 

conidia และ 

conidiophor

e 

Aspergillu

s sp. 
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Aspergillus sp. ไอโซเลท L5-10  
 โคโลนีราเĂนโดไฟท์บนĂาĀาร PDA ที่ระยะ 7 üัน มีลักþณะขĂงผิüĀน้า (Colony surface) 

เป็นผิüเรียบ (Smooth) การยกตัüขĂงโคโลนี (Colony Elevation) มีลักþณะแบนราบ (Flat) ไปกับ

ผิüĀน้าĂาĀาร รูปร่างโคโลนี (Colony form) มีลักþณะกลม (Circular) ขĂบโคโลนี (Margin 

colony) มีลักþณะเรียบ (Entire) กลุ่มขĂงเÿ้นใย (Mycelium) มีÿีÿ้มแกมน้ำตาล และมีกลุ่มขĂง

ÿปĂร์ (Spore) ÿีน้ำตาลกระจายĂัดแน่นทั่üโคโลนี มีĂัตราการเจริญบนĂาĀาร PDA ที่ 43.4 มม. 
 เมื่ĂนำราเĂนโดไฟท์ที่เพาะเลี้ยงในชุด Slide culture ไปýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา

ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์พบü่า กลุ ่มขĂงเÿ้นใยมีลักþณะใÿไม่มีÿี (hyaline) พบก้านชูโคนิเดีย 

(Conidiophore) และโคนิเดีย (Conidia) ที่มีลักþณะกลมโปร่งใÿ 
 

 
รูปที่ 4.12 ภาพแÿดงลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงราเĂนโดไฟท์ Aspergillus sp. L5-10; ภาพ

แÿดงลักþณะโคโลนีบนĂาĀาร PDA นาน 7 üัน (ก: ลักþณะบริเüณด้านĀน้า, ข: ลักþณะบริเüณ

ด้านĀลัง), ลักþณะขĂงใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ที่กำลังขยาย 1,000 เท่า (ค: ก้านชูโคนิเดีย, ง: ลักþณะโคนิ

เดีย) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Aspergillus sp. ไอโซเลท R5-09  
โคโลนีราเĂนโดไฟท์บนĂาĀาร PDA ที่ระยะ 7 üัน มีลักþณะขĂงผิüĀน้าเป็นüงแĀüนซ้Ăนกัน

เป็นชั้น (Concentric) การยกตัüขĂงโคโลนีมีลักþณะการยกตัü (Raised) เĀนืĂĂาĀารเล็กน้Ăย 

รูปร่างโคโลนีมีลักþณะไม่ÿม่ำเÿมĂ (Irregular) ขĂบโคโลนีเป็นซี่Āยัก ไม่ÿม่ำเÿมĂกัน กลุ่มเÿ้นใยมี

ลักþณะÿีขาü และมีกลุ่มขĂงÿปĂร์ÿีขาüกระจายทั่üโคโลนี และด้านĀลังขĂงโคโลนีเป็นÿีเĀลืĂงÿ้ม 

โคโลนีบนĂาĀาร PDA มีขนาด 32.2 มม. 
 เมื่ĂนำราเĂนโดไฟท์ที่เพาะเลี้ยงในชุด Slide culture ไปýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา

ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์พบü่า กลุ่มขĂงเÿ้นใยมีลักþณะโปร่งใÿ พบก้านชูโคนิเดียและโคนิเดียที่มี

ลักþณะกลม ÿีเขียüโปร่งใÿ  
 

 
รูปที่ 4.13 ภาพแÿดงลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงราเĂนโดไฟท์ Aspergillus sp. R5-09; ภาพ

แÿดงลักþณะโคโลนีบนĂาĀาร PDA นาน 7 üัน (ก: ลักþณะบริเüณด้านĀน้า, ข: ลักþณะบริเüณ

ด้านĀลัง), ลักþณะขĂงใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ที่กำลังขยาย 1,000 เท่า (ค: ก้านชูโคนิเดีย, ง: ลักþณะโคนิ

เดีย) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Aspergillus sp. ไอโซเลท R6-04  
 โคโลนีราเĂนโดไฟท์บนĂาĀาร PDA ที่ระยะ 7 üัน มีลักþณะขĂงผิüĀน้าเป็นผิüเรียบ การยก

ตัüขĂงโคโลนีมีลักþณะแบนราบไปกับผิüĀน้าĂาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะกลม ขĂบโคโลนีมี

ลักþณะเรียบ กลุ่มขĂงเÿ้นใยมีÿีขาüและมีกลุ่มขĂงÿปĂร์ÿีเขียüกระจายĂัดแน่นทั่üโคโลนี  โคโลนีบน

ĂาĀาร PDA มีขนาด 44.25 มม. 
 เมื่ĂนำราเĂนโดไฟท์ที่เพาะเลี้ยงในชุด Slide culture ไปýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา

ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์พบü่า กลุ่มขĂงเÿ้นใยมีลักþณะโปร่งใÿ พบก้านชูโคนิเดียและโคนิเดียที่มี

ลักþณะกลม ÿีเขียüเข้มโปร่งใÿ  
 

 
รูปที่ 4.14 ภาพแÿดงลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงราเĂนโดไฟท์ Aspergillus sp.  R6-04; ภาพ

แÿดงลักþณะโคโลนีบนĂาĀาร PDA นาน 7 üัน (ก: ลักþณะบริเüณด้านĀน้า, ข: ลักþณะบริเüณ

ด้านĀลัง), ลักþณะขĂงใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ที่กำลังขยาย 1,000 เท่า (ค: ก้านชูโคนิเดีย, ง: ลักþณะโคนิ

เดีย)  
 

  

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จากการýึกþาและจัดจำแนกราเĂนโดไฟท์ทั้ง 3 ไĂโซเลทด้üยüิธีการทางÿัณฐานüิทยา พบü่า 

ราเĂนโดไฟท์จัดĂยู่ในÿกุล Aspergillus เนื่Ăงจากลักþณะภายใต้กล้Ăงพบลักþณะเÿ้นใยใÿ ไม่มีÿี มี

ก้านชูโคนิเดียที่บริเüณÿ่üนปลายโป่งĂĂกเป็นเüÿิเคิล (Vesicle) และพบโคนีเดียบริเüณÿ่üนปลาย

ขĂงÿเตĂริคมา (Sterigma) ที่มีลักþณะกลม ÿีเขียüโปร่งใÿ โดยในงานüิจัยขĂง Rajendran, S. et 

al. (2023) ได้ทำการคัดแยกราเĂนโดไฟท์จากพืชÿมุนไพรมะลิดิน โดยผลการýึกþาพบü่า ÿามารถคัด

แยกราเĂนโดไฟท์Āลายชนิด รüมทั้ง Aspergillus niger ซึ่งในการทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüธิี 

disk diffusion A. niger. ใĀ้ผลการยับยั้ง Bacillus cereus และ S. aureus ได้ดีที่ขนาด 28.0 ± 

0.1 มม. และ 27.3 ± 0.6 มม. ตามลำดับ ซึ่งÿĂดคล้ĂงกับงานüิจัยขĂง จำเนียร และคณะ (มปป.) ได้

ทำการýึกþาฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ขĂงราเĂนโดไฟท์จากพืชÿกุลไมทราซีĂี ้ เมื่Ăทำการจัดจำแนกทาง

ÿัณฐานüิทยาจากราเĂนโดไฟท์จำนüน 19 ไĂโซเลท พบü่าเป็น A. niger จำนüน 6 ไĂโซเลท 

รĂงลงมาคืĂ Aspergillus sp. และ Penicillium sp. จำนüนชนิดละ 4 ไĂโซเลท จึงทำใĀ้เĀ็นü่า เชื้Ă

ราในÿกุล Aspergillus sp. มีคüามÿำคัญและÿามารถÿร้างÿารĂĂกฤทธิ์ทางชีüภาพในการยับยั้ง

แบคทีเรียก่Ăโรค ซึ่งÿามารถพบได้บ่Ăยและเป็นกลุ่มที่ÿร้างÿารĂĂกฤทธิ์ทางชีüภาพที่ÿำคัญĂีกชนิด

Āนึ่ง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 5 
ÿรุปผลการüิจัยและขอ้เÿนอแนะ 

 
5.1 ÿรุปผลการüิจัย 

5.1.1 การเก็บตัüอย่างพืชกระท่อมและคัดแยกราเอนโดไฟท์ 
 (I) ทำการเก็บตัüĂย่างพืชกระท่Ăมจำนüน 7 แĀล่ง เพ่ืĂนำมาแยกราเĂนโดไฟท์ด้üย

üิธี Surface Sterilization ÿามารถแยกราเĂนไฟท์ได้ทั้งĀมด 347 ไĂโซเลท โดยเป็นราเĂนโดไฟท์

จากใบ กิ่ง และราก จำนüน 170, 95 และ 82 ตามลำดับ 
 (II) ทำการจัดกลุ ่มตามลักþณะทางÿัณฐานüิทยาขĂงราเĂนโดไฟท์บนĂาĀาร 

Potato Dextrose Agar และคัดเลืĂกราเĂนโดไฟท์จำนüน 92 ไĂโซเลท เพื่ĂนำไปทดÿĂบฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรีย 
 5.1.2 การทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ด้üยüิธี Agar well 

diffusion 
  (I) ทำการเพาะเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ในĂาĀารเĀลü Potato Dextrose Broth เป็น

เüลา 4 ÿัปดาĀ์ แล้üนำน้ำเลี้ยงเชื้ĂมาทดÿĂบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิด ได้แก่ B. subtitis, S. 

aureus, E. coli และ P. aeruginosa พบü่ามีราเĂนโดไฟท์จำนüน 11 ไĂโซเลทที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบค

เรียทดÿĂบĂย่างน้Ăย 1 ชนิด 
  (II) ราเĂนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง B. subtilis ได้ดีที่ÿุด 3 Ăันดับแรกได้แก่ R5-09, R6-

04 และ S5-10 โดยมีขนาด inhibition zone เท่ากับ 18.42, 17.06และ 16.87 มม. ตามลำดับ   
 (III) ราเĂนโดไฟท์ที่ยับยั้ง S. aureus ได้ดีที่ÿุด 3 Ăันดับแรกได้แก่ S5-10, R5-09 

และ R6-04 โดยมีขนาด inhibition zone เท่ากับ 17.13, 15.63 และ 15.12 มม. ตามลำดับ  
 (IV) ราเĂนโดไฟท์ที่ยับยั้ง E. coli ได้แก่ L1-01, L1-04 และ S1-01 โดยมีขนาด 

inhibition zone เท่ากับ 7.63, 8.53 และ 7.56 มม. ตามลำดับ 
 (V) ราเĂนโดไฟท์ที่ยับยั้ง P. aeruginosa มีเพียงไĂโซเลท S1-01 ที่ÿามารถยับยั้งได้ 

โดยมีขนาด inhibition zone เท่ากับ 6.74 มม.

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 5.1.3 การทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากÿารÿกัดจากน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ด้üยüิธี Disk 

diffusion method 
  (I) ทำคัดเลืĂดเฉพาะราเĂนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียนจากĀัüข้Ă 5.1.2 จำนüน 

5 ไĂโซลท ได้แก่ L1-01, R3-14, L5-10, R5-09 และ R6-04 แล้üนำไปเพาะเลี้ยงในในĂาĀาร Potato 

dextrose Broth ปริมาตร 2 ลิตร เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ และÿกัดÿารจากน้ำเลี้ยงราด้üย Ethyl 

Acetate (EtOAc) ได้ÿารÿกัดทั้งĀมด 5 ÿาร  
 (II) จากการทดÿĂบฤทธิ ์ต ้านแบคทีเร ียจากÿารกัด 5 ÿาร ด้üยüิธ ีการ disk 

diffusion method ที่คüามเข้มข้น 100 มก./มล. พบü่าÿารÿกัดจากรĀัÿ R5-09 ÿามารถยับยั้ง

แบคทีเรีย B. subtilis ได้ดีที่ÿุด โดยมี Inhibition zone ขนาด 21.3±0.91 มม. ตามด้üยรĀัÿ L5-10 

ที่ 13.85±0.25 มม. และ ราเĂนโดไฟท์ในรĀัÿ L5-10 ÿามารถยับยั้ง S. aureus ได้ที่ÿุด ตามด้üย 

R5-09 ที่ขนาด 17.51±0.75 มม. และ 14.1±0.10 มม. ตามลำดับ 
 5.1.4 การจำแนกชนิดราเอนโดไฟท์ 
  (I) ทำการราเĂนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียที่ดีที่ÿุดจากĀัüข้Ă 5.1.3 โดยĂาýัย

ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาด้üยüิธี slide culture method พบü่า ราเĂนโดไฟท์ทั้ง 3 ไĂโซเลท คืĂ 

L5-10, R5-09 และ R6-04 เป็นราในÿกุล Aspergillus sp.  
  
5.2 ข้อเÿนอแนะ 
 จากการýึกþาฤทธิ์ทางชีüภาพจากราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกจากพืชกระท่Ăมชี้ใĀ้เĀ็นü่า ราเĂน

โดไฟท์กลุ่มนี้มีýักยภาพÿามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ ซึ่งมีประโยชน์และÿามารถนำไปต่ĂยĂดได้ÿำĀรับ

การýึกþาในĂนาคต ดังต่Ăไปนี้ 
 (I) ทำการเก็บตัüĂย่างและคัดแยกราเĂนโดไฟท์จากพืชÿมุนไพรชนิดĂื่น ๆ ที่มีคüามน่าÿนใจ

ทางเýรþฐกิจ เช่น กัญชา กัญชง ฟ้าทะลายโจร เป็นต้น  
 (II) ýึกþาและแยกราเĂนโดไฟท์จากÿ่üนĂื่น ๆ ขĂงต้นกระท่Ăม ได้แก่ ÿ่üนดĂก ลำต้น เป็น

ต้น เพ่ืĂเพ่ิมĂงค์คüามรู้ด้านราเĂนโดไฟท์พืชกระท่Ăม  
 (III) ýึกþาเปรียบเทียบฤทธิ์ยับยั้งแบคเรียขĂงÿารÿกัดจากราเĂนโดไฟท์ในÿ่üนขĂงน้ำเลี้ยง

เชื้Ăรา และเÿ้นใย ที่ได้จากการเลี้ยงเพาะเลี้ยงในĂาĀารเĀลü potato dextrose broth, malt 

extract broth และ cornmeal broth 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 (IV) ýึกþาเปรียบเทียบกับการÿกัดÿารจากน้ำเลี้ยงเชื้ĂราเĂาโดไฟท์ โดยใช้ตัüทำละลายต่าง 

ๆ ได้แก่ ethanol, methanol, ethyl acetate, hexane, butanol เพ่ืĂคัดเลืĂกตัüทำละลายที่ÿกัด

ÿารĂĂกฤทธิ์ได้มากท่ีÿุด  
 (V) ทดÿĂบฤทธิ์ทางชีüภาพขĂงÿารÿกัดที่ได้ ในการยับยั้งเชื้Ăราก่Ăโรคในพืช เพื่Ăเพิ่มคüาม

เป็นไปได้ในการนำไปใช้เป็นจุลินทรีย์ปฏิปักþ์ 
 (VI) ทดÿĂบฤทธิ์ทางชีüภาพด้านĂื่น ๆ ขĂงÿารÿกัดที่ได้ เช่น ฤทธิ์ต้านมะเร็ง ฤทธิ์ต้านไüรัÿ 

และฤทธิ์การกระตุ้นภูมิคุ้มกัน เป็นต้น  
 (VII) ýึกþาคุณÿมบัติ และĂงค์ประกĂบทางเคมีขĂงÿารÿกัดĀยาบ โดยการนำไปüิเคราะĀ์

ÿารด้üยเครื่Ăง HPLC, GCMS
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ภาคผนüก ก (อาĀารเลี้ยงเชื้อ) 
 

1. Potato Dextrose Agar (ÿำĀรับการเตรียม 1000 มลิลิลิตร) 
 Potato       200 กรัม 
 Dextrose      20 กรัม 
 Agar       20 กรัม 
 Distilled water      1000 มิลลิลิตร 
 

2. Potato Dextrose Broth (ÿำĀรับการเตรียม 1000 มิลลิลิตร) 
Potato       200 กรัม 

 Dextrose      20 กรัม 
 Distilled water      1000 มิลลิลิตร 
 

3. Nutrient Agar (ÿำĀรับการเตรียม 1000 มิลลลิิตร) 
 Nutrient broth powder    13 กรัม 
 Agar       20 กรัม 
 Distilled water      1000 มิลลิลิตร 
 

4. Nutrient Broth (ÿำĀรับการเตรียม 1000 มิลลิลิตร) 
 Nutrient Broth powder    13 กรัม 
 Distilled water      1000 มิลลิลิตร 
 

5. Muller Hinton Agar (ÿำĀรับการเตรียม 1000 มิลลลิิตร) 
 Muller Hinton Broth powder    38 กรัม 
 Agar       20 กรัม 
 Distilled water      1000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนüก ข (การเตรยีมÿารเคม)ี 

 

1. การเตรียม Kanamycin คüามเข้มข้น 50 mg/ml 
 ชั่ง Kanamycin ปริมาณ 0.5 กรัม ด้üยüิธีปลĂดเชื้Ă ผÿมกับน้ำกลั่นปลĂดเชื้Ăปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากัน (แบ่งใÿ่ĀลĂด Eppendorf ĀลĂดละ 1 มิลลิตร เก็บรักþาท่ี -20 ℃) 
 

2. การเตรียม Sodium Chloride (NaCl) คüามเข้มข้นร้อยละ 0.85  
 นำ NaCl ปริมาณ 0.85 กรัม ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร จะได้คüามเข้มข้น

ร้Ăยละ 0.85  นำไปฆ่าเชื้Ăด้üยเครื่Ăง autoclave 
 

3. การเตรียม Sodium Hypochlorite (NaClO) คüามเข้มข้นร้อยละ 5 (ÿำĀรับการ

เตรียม 100 มิลลิตร) 
 นำÿารละลาย Sodium Hypochlorite (NaClO) คüามเข้มข้นร้Ăยละ 6 ปริมาตร 83.3 

มิลลิลิตร ผÿมกับน้ำกลั่นปริมาตร 16.7 มิลลิลิตร ทำใĀ้ได้ÿารละลายคüามเข้มข้นร้Ăยละ 5  
 

4. การเตรียมÿารละลายมาตรฐาน McFarland No. 0.5 
ละลาย 0.048 M. Barium Chloride (BaCl2) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผÿมกับ 0.36 M 

Sulfuric acid (H2SO4) 99.5 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากัน แบ่งใÿ่ĀลĂดแก้üและเก็บรักþาไü้ที่

ĂุณĀภูมิĀ้Ăงในที่ที่พ้นแÿง 
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ภาคผนüก ค (ผลการทดลองเพิ่มเติม) 
 

 
รูปที่ 1ค. ลักþณะขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกจากÿ่üนต่าง ๆ ขĂงพืชบนĂาĀาร PDA เป็นเüลา 3 üัน 

 

 
รูปที่ 2ค. ลักþณะโคโลนีขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งที่ 1 บนĂาĀาร PDA 

เพาะเลี้ยงที่ 25 ºC นาน 3-5 üัน 
 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 3ค. ลักþณะโคโลนีขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งที่ 2 บนĂาĀาร PDA 

เพาะเลี้ยงที่ 25 ºC นาน 3-5 üัน 
 

 
รูปที่ 4ค. ลักþณะโคโลนีขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งที่ 3 บนĂาĀาร PDA 

เพาะเลี้ยงที่ 25 ºC นาน 3-5 üัน 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 5ค. ลักþณะโคโลนีขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งที่ 4 บนĂาĀาร PDA 

เพาะเลี้ยงที่ 25 ºC นาน 3-5 üัน 
 

 
รูปที่ 6ค. ลักþณะโคโลนีขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งที่ 5 บนĂาĀาร PDA 

เพาะเลี้ยงที่ 25 ºC นาน 3-5 üัน 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 7ค. ลักþณะโคโลนีขĂงราเĂนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งที่ 6 บนĂาĀาร PDA 

เพาะเลี้ยงที่ 25 ºC นาน 3-5 üัน 
 

 
รูปที ่ 8ค. ลักþณะโคโลนีขĂงราเĂนโดไฟท์ที่ได้จากพืชกระท่ĂมจากแĀล่งที่ 7 บนĂาĀาร PDA 

เพาะเลี้ยงที่ 25 ºC นาน 3-5 üัน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 1ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดขĂงน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ที่ได้จากการเลี้ยงในĂาĀารเĀลü PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธี Agar well diffusion 

รĀัÿไĂโซเลท 
ขนาด inhibition zone (mm) 

B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 

L1-01 - - - - - - 7.53 - - - - - 
L1-04 - - - - - - 8.63 8.63 - - - - 
L1-05 - - - - - - - - - - - - 
L1-08 - - - - - - - - - - - - 
S1-01 - - - - - - 7.56 - - 6.86 6.73 6.63 
S1-02 - - - - - - - - - - - - 
S1-03 - - - - - - - - - - - - 
R1-04 - - - - - - - - - - - - 
L2-01 - - - - - - - - - - - - 
L2-05 - - - - - - - - - - - - 
L2-10 - - - - - - - - - - - - 
L2-11 - - - - - - - - - - - - 
S2-01 - - - - - - - - - - - - 
S2-03 - - - - - - - - - - - -  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 1ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดขĂงน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ที่ได้จากการเลี้ยงในĂาĀารเĀลü PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธี Agar well diffusion (ต่Ă) 

รĀัÿไĂโซเลท  

ขนาด inhibition zone (mm) 
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
S2-05 - - - - - - - - - - - - 
S2-07 - - - - - - - - - - - - 
S2-08 - - - - - - - - - - - - 
R2-06 - - - - - - - - - - - - 
R2-07 - - - - - - - - - - - - 
L3-07 - - - - - - - - - - - - 
L3-13 - - - - - - - - - - - - 
L3-14 - - - - - - - - - - - - 
L3-16 - - - - - - - - - - - - 
L3-17 - - - - - - - - - - - - 
L3-19 - - - - - - - - - - - - 
L3-26 - - - - - - - - - - - - 
L3-27 - - - - - - - - - - - - 
S3-01 - - - - - - - - - - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 1ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดขĂงน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ที่ได้จากการเลี้ยงในĂาĀารเĀลü PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธี Agar well diffusion (ต่Ă) 

รĀัÿไĂโซเลท  

ขนาด inhibition zone (mm) 
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
R3-14 - 9.76 7.8 - - - - - - - - - 
L4-02 - - - - - - - - - - - - 
L4-03 - - - - - - - - - - - - 
L4-04 - - - - - - - - - - - - 
L4-08 - - - - - - - - - - - - 
L4-09 - - - - - - - - - - - - 
L4-10 - - - - - - - - - - - - 
L4-11 - - - - - - - - - - - - 
L4-13 - - - - - - - - - - - - 
L4-23 - - - - - - - - - - - - 
L4-24 - - - - - - - - - - - - 
S4-05 - - - - - - - - - - - - 
S4-12 12.53* - - - - - - - - - - - 
R4-01 - - - - - - - - - - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 1ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดขĂงน้ำเลี้ยงราเĂนโดไฟท์ที่ได้จากการเลี้ยงในĂาĀารเĀลü PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธี Agar well diffusion (ต่Ă) 

รĀัÿไĂโซเลท  

ขนาด inhibition zone (mm) 
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
R4-02 - - - - - - - - - - - - 
R4-12 - - - - - - - - - - - - 
L5-01 - - - - - - - - - - - - 
L5-02 - - - - - - - - - - - - 
L5-05 - - - - - - - - - - - - 
L5-10 13.93 15.5 15.56 10.63 11.13 11.63 - - - - - - 
L5-13 10* 11.2* 12* - - - - - - - - - 
L5-15 - - - - - - - - - - - - 
L5-17 - - - - - - - - - - - - 
L5-18 - - - - - - - - - - - - 
L5-20 - - - - - - - - - - - - 
L5-21 - - - - - - - - - - - - 
L5-23 - - - - - - - - - - - - 
L5-25 - - - - - - - - - - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 1ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดของน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ที่ได้จากการเลี้ยงในอาĀารเĀลü PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธี Agar well diffusion (ต่อ) 

รĀัÿไอโซเลท  

ขนาด inhibition zone (mm) 
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
L5-27 - - - - - - - - - - - - 
L5-31 - - - - - - - - - - - - 
S5-09 - - - - - - - - - - - - 
S5-10 16.7 17 16.9 17 17.4 17 - - - - - - 
R5-09 18.97 18.43 17.87 16 15.3 15.6 - - - - - - 
L6-07 - - - - - - - - - - - - 
L6-14 - - - - - - - - - - - - 
L6-15 - - - - - - - - - - - - 
L6-20 17.53* 15.53* 16.73* - - - - - - - - - 
L6-23 - - - - - - - - - - - - 
S6-16 - - - - - - - - - - - - 
R6-02 - - - - - - - - - - - - 
R6-03 - - - - - - - - - - - - 
R6-04 17.1 16.9 17.2 14.67 14.5 16.2 - - - - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 1ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดของน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ที่ได้จากการเลี้ยงในอาĀารเĀลü PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธี Agar well diffusion (ต่อ) 

รĀัÿไอโซเลท  

ขนาด inhibition zone (mm) 
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
R6-07 - - - - - - - - - - - - 
R6-11 - - - - - - - - - - - - 
R6-12 - - - - - - - - - - - - 
R6-16 - - - - - - - - - - - - 
L7-01 - - - - - - - - - - - - 
L7-06 - - - - - - - - - - - - 
L7-07 - - - - - - - - - - - - 
L7-11 - - - - - - - - - - - - 
L7-20 - - - - - - - - - - - - 
L7-25 - - - - - - - - - - - - 
S7-04 - - - - - - - - - - - - 
S7-05 - - - - - - - - - - - - 
S7-06 - - - - - - - - - - - - 
S7-07 - - - - - - - - - - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 1ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 4 ชนิดของน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ที่ได้จากการเลี้ยงในอาĀารเĀลü PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ด้üยüิธี Agar well diffusion (ต่อ) 

รĀัÿไอโซเลท  

ขนาด inhibition zone (mm) 
Bacillus subtilis Staphylococcus aureus Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
S7-10 - - - - - - - - - - - - 
S7-11 - - - - - - - - - - - - 
S7-12 - - - - - - - - - - - - 
R7-01 - - - - - - - - - - - - 
R7-03 - - - - - - - - - - - - 
R7-04 - - - - - - - - - - - - 
R7-05 - - - - - - - - - - - - 
R7-08 - - - - - - - - - - - - 

ĀมายเĀตุ: * = ราเอนโดไฟท์มีคüามÿามารถในการยับยั้งแบคทีเรียบางÿ่üน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 9ค. การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์จากพืชกระท่อมในอาĀารเĀลü PDB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดย

บ่มที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์เพื่อทำการทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Agar well 

diffusion 
 
 

 
รูปที่ 10ค. การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ ราเอนโดไฟท์รĀัÿ L1-01 ในอาĀารเĀลü PDB ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร/ขüด (รüม 2 ลิตร) โดยบ่มที่อุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ เพ่ือนำไปÿกัดÿาร 
และทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Disk diffusion 
 
 
 

 

  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 11ค. การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ ราเอนโดไฟท์รĀัÿ L5-10 ในอาĀารเĀลü PDB ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร/ขüด (รüม 2 ลิตร) โดยบ่มที่อุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ เพ่ือนำไปÿกัดÿาร 
และทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Disk diffusion 
 
 

 
รูปที่ 12ค. การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ ราเอนโดไฟท์รĀัÿ R3-14 ในอาĀารเĀลü PDB ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร/ขüด (รüม 2 ลิตร) โดยบ่มที่อุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ เพ่ือนำไปÿกัดÿาร 
และทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Disk diffusion 
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รูปที่ 13ค. การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ ราเอนโดไฟท์รĀัÿ R5-09 ในอาĀารเĀลü PDB ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร/ขüด (รüม 2 ลิตร) โดยบ่มที่อุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ เพ่ือนำไปÿกัดÿาร 
และทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Disk diffusion 
 
 
 

  
รูปที่ 14ค. การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟท์ ราเอนโดไฟท์รĀัÿ R6-04 ในอาĀารเĀลü PDB ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร/ขüด (รüม 2 ลิตร) โดยบ่มที่อุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ เพ่ือนำไปÿกัดÿาร 
และทดÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้üยüิธี Disk diffusion 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 2ค. ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากÿารÿกัดน้ำเลี้ยงราเอนโดไฟท์ที่เลี้ยงในอาĀาร PDB เป็นเüลา 4 ÿัปดาĀ์ที่ÿกัดด้üยเอทิล อะซิเตต (EtAOc) และทดÿอบด้üย

üิธี Disk diffusion ที่คüามเข้มข้น 1 มก/แผ่นดิÿก์ 

Isolate/ 
Bacteria 

ขนาดของเÿ้นผ่านýูนย์กลางของ Inhibition zone (มม.) 
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 

REP1 REP2 REP3 REP1 REP2 REP3 REP1 REP2 REP3  
L1-01 ND ND 8.13 8.43 - ND 
R3-14 12.73 13.77 14 ND ND ND 
L5-10 13.67 14.2 13.67 17.43 16.63 18.46 ND ND 
R5-09 20.83 20.5 22.57 14 14.07 14.23 ND ND 
R6-04 7.2 8.23 9 7.1 9.33 8.27 ND ND 

ĀมายเĀตุ: ND (Not Determined) คือ ไม่ได้ทำการตรüจÿอบ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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63 
 

งานทะเบียนคณะüิทยาýาÿตร์ 
ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 
คำรับรองเล่มโครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþา 

üันที่..26...เดือน....มิถุนายน...พ.ý...2566 
 ข้าพเจ้า   นาย กฤþณะ   บุญมี    รĀัÿประจำตัü...62050566 

นางÿาü นางÿาüเกüลิน   ปูเงนิ  รĀัÿประจำตัü....62050571. 
          นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตรบัณฑิต ÿาขาüิชา......จุลชüีüิทยาอุตÿาĀกรรม....

ภาคüิชา...ชีüüิทยา... ขอรับรองü่าโครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþา เรื่อง 
ชื่อภาþาไทย........ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากราเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชกระท่อม  

(Mitragyna speciosa)  
ชื่อภาþาอังกฤþ...Antibacterial activity of endophytic fungi isolated from Kratom  

(Mitragyna speciosa) 
ปีการýึกþา........2565 
เป็นผลงานüิจัยที่มิได้คัดลอกĀรือละเมิดลิขÿิทธิ์ของผู้อื่นและได้ผ่านการตรüจÿอบคüามซ้ำซ้อน

เรียบร้อยแล้ü และได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเล่ม

โครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþาฉบับÿมบูรณ์แล้ü 
โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ์.................1.25............%   
   

ลงชื่อ............................................  ลงชื่อ............................................ 
(  กฤþณะ   บุญมี  )    (   เกüลิน   ปูเงิน   ) 

นักýึกþา        นักýึกþา 
ข้าพเจ้า ผý.ดร. ณัฐüุฒิ  รุ่งจนิดามัย.. อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþา ได้

ตรüจÿอบโครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþาของนักýึกþาข้างต้นแล้ü ขอรับรองü่าเป็น

ผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณ์  จึงลงชื่อไü้เป็นĀลักฐาน 
 

ลงชื่อ............................................... 
อาจารย์ที่ปรึกþา 
get smal

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




