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บทคัดย่อ 
 
ในการทดลองนี้ได้ýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา (Morphology) เบื้องต้นของเช้ือราเอนโดไฟต์

จากผักแü่นต้นท้ังĀมด 30 ไอโซเลท (Isolate) ÿามารถคาดการณ์ÿกุล (Genus) จากลักþณะÿัณฐาน-

üิทยาได้ 2 ÿกุล คือ Aspergillus (6 ไอโซเลท) และ Fusarium (2 ไอโซเลท) ÿ่üน 22 ไอโซเลทนั้นไม่

ÿามารถคาดการณ์ได้ เนื่องจากมีเพียงลักþณะโคโลนี และไม่มีการพบÿปอร์ (Spore) Āรือโคนิเดีย 

(Conidia) ภายใต้กล้องจุลทรรýน์ เมื่อýึกþาการผลิตเอนไซม์ไลเปÿของเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้น

ทุกไอโซเลทบนอาĀาร Peptone agar + Tween 20 คüามเข้มข้นร้อยละ 1 (PA + TW 20) พบü่ามี

เช้ือรา 9 ไอโซเลทท่ีÿามารถผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ โดยไอโซเลทท่ีมีค่าดัชนีเอนไซม์ÿูงÿุด 2 ล าดับแรก 

คือ 21-215 (1.73 ± 0.05) และ 22-124 (1.73 ± 0.09) เทียบได้ü่ามีค่าดัชนีเอนไซม์อยู่ในเกณฑ์ของ

ผู้ผลิตระดับท่ัüไป (Moderate producer) คือ อยู่ในช่üง 1-2 และเมื่อท าการระบุÿายพันธุ์ (Species) 
โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA amplification) บริเüณ Internal transcribed spacer (ITS) 
ด้üยคู่ไพรเมอร์ ITS 5 และ ITS 4 พบü่าเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้นท้ังÿองนั้นคาดการณ์ได้ü่าเป็น 

Periconia sp. และ Xylaria sp. ตามล าดับ จากการýึกþานี้แÿดงใĀ้เĀ็นü่าเช้ือราเอนโดไฟต์จาก

ผักแü่นต้นท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้นั้น มีคüามĀลากĀลายในÿายพันธุ์เช้ือรา และคาดü่าÿามารถน าไป

ประยุกต์ใช้ในอุตÿาĀกรรมต่าง ๆ ใĀ้เĀมาะÿมต่อไปได้ 
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Abstract 
 

In this experiment, we did study in morphology. and predict genus of of 30 
endophytic fungi isolated from Crotalaria medicaginea Lam. As we can predict genus 
of fungi in 2 genera (8 isolates): Aspergillus, (6 isolates) Fusarium, (2 isolates) and 
unpredictable genus (22 isolates) because the feature studies only show colony and 
absent of spore or conidia under microscope. The study about lipase production of 
endophytic fungal from C. medicaginea Lam. on Peptone agar + 1% Tween 20 (PA + 
TW 20) shown that there are 9 isolates which can produce lipase. The 2 isolates with 
highest enzymatic index are isolate 21-215 (1.73 ± 0.05 )  and isolate 22-124 ( 1.73 ± 

0.09 ) that in the group of moderate producer with enzymatic index in range between 
1 to 2. The fungi with the heist enzymatic index was Identified by DNA amplification in 
Internal transcribed spacer (ITS) by using ITS5 and ITS4 primers. The result shown that 
both endophytic fungi from C. medicaginea Lam. was Periconia sp. and Xylaria sp. 
respectively. This study shown that endophytic fungi from C. medicaginea Lam. have 
variation in genus and expect for the further applied in various industrial fields. 

 
Keywords : Lipase, Endophyte, Crotalaria medicaginea Lam., Fungi  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1  คüามเป็นมาและคüามÿ าคัญของปัญĀา  

ในปัจจุบันท่ีมีคüามเจริญก้าüĀน้าทางÿังคมÿ่งผลใĀ้เกิดการเพิ่มขึ้นของประชากรท าใĀ้เกิด

ปัญĀามลพิþทางÿ่ิงแüดล้อม Āนึ่งในนั้นคือ มลพิþทางน้ า  ซึ่งมีÿาเĀตุĀลักมาจากน้ าเÿียท่ีมี

องค์ประกอบของไขมัน และน้ ามันÿูง เมื่อเข้าÿู่ระบบบ าบัดÿามารถÿ่งผลต่อประÿิทธิภาพในการ

บ าบัดได้ โดยไขมัน และน้ ามันท่ีมีคüามĀนาแน่นต่ าท่ีลอยอยู่เĀนือน้ าท าใĀ้เกิดการขüางกั้นการ

แลกเปล่ียนแก๊ÿออกซิเจนระĀü่างน้ า และอากาý (กิจจา และ ปธานิน, 2555) และยังท าใĀ้เกิดการ 
อุดตันในระบบบ าบัดได้ üิธีท่ีนิยมใช้ คือ การใช้บ่อดักไขมัน และน าไขมันได้ไปแปรรูปต่อไป แต่ยังมี

ไขมันบางÿ่üนท่ีไม่ÿามารถน าไปแปรรูปได้ ซึ่งไขมันเĀล่านี้จะถูกน าไปก าจัด ด้üยüิธีการฝังกลบ Āรือ

การเผาท าลาย ท่ีอาจก่อใĀ้เกิดปัญĀาต่อÿภาพแüดล้อมของดิน และอากาýได้ (กรมคüบคุมมลพิþ, 
2561) การย่อยÿลายไขมันโดยการใช้เอนไซม์จึงเป็นอีกüิธีĀนึ่งท่ีน่าÿนใจ จากองค์ประกอบของไขมัน 

และน้ ามันท่ีเรียกü่า ไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) ท่ีเป็นÿารในกลุ่มเอÿเทอร์ (Ester) ประกอบด้üย

กรดไขมัน (Fatty acid) และกลีเซอรอล (Glycerol) (Ball และคณะ, 2023) เอนไซม์ไลเปÿจึงเป็น

เอนไซม์ท่ีเĀมาะÿม เนื่องจากมีคุณÿมบัติในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิÿ (Hydrolysis) แต่เอนไซม์ 
ไลเปÿท่ีใช้ในทางการค้ามีข้อเÿียในด้านค่าใช้จ่ายท่ีมีราคาแพง (Rodrigues และคณะ, 2016) โดย

เอนไซม์ไลเปÿพบได้ในĀลายÿายพันธุ์ของÿัตü์ พืช รüมท้ังจากจุลินทรีย์ ซึ่ง จุลินทรีย์ไม่ü่าเป็น

แบคทีเรีย และเช้ือรานั้นจัดเป็นแĀล่งท่ีมีýักยภาพ Āรือมีประÿิทธิภาพมากท่ีÿุดของเอนไซม์ไลเปÿท่ี

ใช้ในอุตÿาĀกรรม (Messaoudi และคณะ, 2010) รüมท้ังการเพาะเล้ียงง่าย และการผลิตเอนไซม์ไล

เปÿจากจุลินทรีย์นั้นมีระยะเüลาในการผลิตท่ีÿ้ัน ผลิตได้ง่ายและมาก ง่ายต่อการจัดการทางพันธุกรรม 

การปรับขนาดในการผลิต การท าใĀ้บริÿุทธิ์ คüามจ าเพาะ และคüามเÿถียร ÿ่üนการผลิตเอนไซม์ 
ไลเปÿจากเช้ือราเÿ้นใย (Filamentous fungi) นั้นจัดเป็นแĀล่งท่ีนิยมเนื่องจากในกระบüนการĀมัก 
เพราะÿามารถÿกัดเอนไซม์ออกมาได้ง่าย ปลอดภัย เนื่องจากมีการผลิตออกมาภายนอกเซลล์ และ

อาจมีการประยุกต์ใช้ท้ังเซลล์ได้ รüมท้ังกลุ่มราเÿ้นใยได้รับการพิÿูจน์แล้üü่าเป็นระบบชีüภาพท่ี

ÿะดüกท่ีÿุดÿ าĀรับการใช้งานในอุตÿาĀกรรม เนื่องจากมีผนังเซลล์ท่ีแข็งแรง เช่น Rhizopus 
oryzae, Rhizopus chinensis, Aspergillus niger และ Mucor circinelloides ท่ีได้รับการýึกþา

ในฐานะตัüเร่งปฏิกิริยาทางชีüภาพโดยใช้ท้ังเซลล์ (Rodrigues และคณะ, 2016; Triyaswati และ 

Ilmi, 2020) เช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿÿามารถพบได้ท้ังในดิน (Ayinla และคณะ, 2017) น้ าทะเล 

(Sadati และคณะ, 2015) รüมท้ังเช้ือรากลุ่มเอนโดไฟต์ (Endophyte) ซึ่งÿ่üนใĀญ่จัดเป็นกลุ่ม 
ราเÿ้นใยท่ีÿามารถแยกได้จากในพืช เช่น การคัดแยกเช้ือรากลุ่มเอนโดไฟต์จากต้นมะตาด (Dillenia 
indica) (Kumar และ Prasher 2022) ต้นมะแü้ง (Solanum procumbens) (Manasa และคณะ, 
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2021) ต้นกระดังงา (Cananga odorata) (Toghueo และคณะ, 2017) และต้นพรมมิ (Bacopa 
monnieri) (Katoch และคณะ, 2014) เป็นต้น และพบü่าเช้ือราเอนโดไฟต์มีคุณÿมบัติผลิตเอนไซม์ 
ไลเปÿ  

ในงานüิจัยนี้ÿนใจเกี่ยüกับเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้น (Crotalaria medicaginea Lam.) 
ท่ีÿามารถผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ โดยผักแü่นต้นได้มาจากโครงการ "ÿ ารüจคüามĀลากĀลายเบื้องต้น

ของพันธุ์พืช และเช้ือราในÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง อ าเภอด่านช้าง 

จังĀüัดÿุพรรณบุรี "  โดยธนารักþ์  และคณะ (2022)  ซึ่ ง เป็นพืชÿมุนไพร อยู่ ในตระกูลถั่ü 

(Leguminosae Āรือ Fabacaea) ท่ีพบเป็นจ านüนมากในอันดับต้น ๆ ของการýึกþา และยังไม่มี

การýึกþาท่ีเกี่ยüข้องกับเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้นท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿ รüมทั้งการระบุÿายพันธุ์

ของเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ ดังนั้นผู้üิจัยจึงÿนใจýึกþา เพื่อเป็นฐานข้อมูลในการน าไปประยุกต์ใช้

ระดับอุตÿาĀกรรมต่อไป 
 
1.2  üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  

1.2.1  เพาะเล้ียง และคัดเลือกเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้น (Crotalaria medicaginea 
Lam.) ท่ีÿามารถผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ 

1.2.2  เพื่อระบุÿายพันธุ์เช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ท่ีคัดเลือกได้ โดยใช้ล าดับนิüคลีโอไทด์ 

(DNA Sequecing) 
 
1.3  ขอบเขตของงานüิจัย  

เพาะเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟต์ จากผักแü่นต้นท่ีได้รับคüามอนุเคราะĀ์จาก ดร.นฤมล ต้ังธีระÿุนันท์ 

พร้อมท้ังคัดเลือกĀาเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิÿ (Hydrolysis) 
และระบุÿายพันธุ์เช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยลักþณะทางÿัณฐานüิทยา และล าดับ 
นิüคลีโอไทด์ท่ีท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ Polymerase chain reaction; PCR) 
ด้üยคู่ไพรเมอร์ (Primer) ITS5 และ ITS4 
 
1.4  ประโยชน์ท่ีคาดü่าจะได้รับ  

ÿามารถคัดเลือก และระบุÿายพันธุ์เช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้นท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ เพื่อ

น าไปประยุกต์ใช้ในการก าจัดไขมันจากน้ าเÿียในอุตÿาĀกรรม 
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บทที่ 2  
ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  

 
2.1  ผักแü่นต้น (Crotalaria medicaginae Lam.) 

จากฐานข้อมูลของกลุ่มงานพฤกþýาÿตร์ป่าไม้ (2018) เป็นพืชล้มลุกท่ีอยู่ในตระกูลถั่ü 

(Leguminosae Āรือ Fabaceae) ตระกูลย่อย (Papilionoideae) มีคüามÿูงประมาณ 15-50 

เซนติเมตร ล าต้นต้ังตรง ใบมีรูปไข่กลับ ขนÿีน้ าตาลใต้ใบ ขอบใบเรียบ และมีกลีบดอกÿีเĀลือง 

ผักแü่นต้นมีÿรรพคุณด้านÿมุนไพรแก้อาการปüดเมื่อย เมาค้าง บ ารุงก าลัง (รูปท่ี 2.1) 
และจากโครงการ "ÿ ารüจคüามĀลากĀลายเบื้องต้นของพันธุ์พืช และเช้ือราในÿถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง อ าเภอด่านช้าง จังĀüัดÿุพรรณบุรี" โดยธนารักþ์ 

และคณะ (2022) ท่ีพบü่าผักแü่นต้นเป็นĀนึ่งในพืชท่ีน่าÿนใจในโครงการนี้ เนื่องจากพบü่าชุมชนได้มี

การน าพืชชนิดนี้มาใช้เป็นÿมุนไพรบ ารุงก าลัง และแก้ปüดเมื่อย และยังเป็นĀนึ่งในพืชตระกูลถั่ü 
(Leguminosae) ท่ีพบมากท่ีÿุดในพื้นท่ี แต่ยังไม่มีการýึกþาเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้นท่ี

ÿามารถผลิตเอนไซม์ต่าง ๆ รüมทั้งเอนไซม์ไลเปÿ 
 

 
รูปที่ 2.1  ผักแü่นต้น (Crotalaria medicaginea) 

(ท่ีมา: http://www.efloras.org/object_page.aspx?object_id=53904&flora_id=5) 
 

2.2  เช้ือรา (Fungi) 
เช้ือราเป็นÿ่ิงมีชีüิตท่ีมีการกระจายอย่างกü้างขüางมากท่ีÿุดในโลก เป็นผู้ท่ีมีบทบาทในชีüธรณี-

เคมี (Biogeochemistry) อย่างมากในการĀมุนเüียนคาร์บอน การตรึงไนโตรเจน ฟอÿฟอรัÿ และ

องค์ประกอบทางชีüภาพอื่น ๆ รüมท้ังเช้ือรานั้นมีการอาýัยอยู่ร่üมกัน และÿ่งเÿริมพืชในรูปของ 
เอนโดไฟต์  (Endophyte) และไมคอร์ ไ รซา (Mycorrhizae) เ ช้ือราเป็น ÿ่ิงมี ชีüิตยูคาริ โอต 
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(Eukaryote) ซึ่งมีออร์แกเนลล์ท่ีมีผนังĀุ้ม และมีนิüเคลียÿ ÿามารถแบ่งได้เป็น 9 ไฟลัม (Phylum) 
(รูปท่ี 2.2) ได้แก่ โอพิÿโธÿปอร์ริเดีย (Opisthosporidia) ไคทริดิโอไมโคตา (Chytridiomycota)  
นี โ อ ค อ ล ลิ ม า ÿ ติ โ ก ไ ม โ ค ต า  (Neocallimastigomycota) บ ล า ÿ โ ต ค ล า ดิ โ อ ไ ม โ ค ต า 
(Blastocladiomycota) ซูปาโกไมโคตา (Zoopagomycota) โกลเมอโรไมโคตา (Glomeromycota) 
มิüโคโรไมโคตา (Mucoromycota) และเบÿิดิโอไมโคตา  (Basidiomycota) แอÿโคไมโคตา 
(Ascomycota) (Naranjo-Ortiz และ Gabaldón, 2019) 

 

รูปที่ 2.2  ไฟลัมของอาณาจักรฟังไจ ท้ัง 9 ไฟลัม 
(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Naranjo-Ortiz และ Gabaldón, 2019) 

 
เช้ือราเอนโดไฟต์ อยู่บริเüณระĀü่าง Āรือภายในเซลล์ของเนื้อเยื่อพืช และไม่ก่อโรคในพืช 

จุลินทรีย์เĀล่านี้ÿามารถผลิตยาปฏิชีüนะ เอนไซม์ และÿารออกฤทธิ์ทางชีüภาพอื่น  ๆ ได้นอกจากนี้ 

ยังปกป้องพืชท่ีเป็นโฮÿต์จากแบคทีเรีย เช้ือราก่อโรค และช่üยการเจริญเติบโต และต้านคüามเครียด

ของพืชจากการผลิตÿารเมทาบอไลท์ และเอนไซม์ เช้ือราเอนโดไฟต์เป็นแĀล่งผลิตÿารออกฤทธิ์ทาง

ชีüภาพท่ีดี รüมทั้งเช้ือราเอนโดไฟต์ÿามารถผลิตเอนไซม์ไลติกท่ีĀลากĀลาย เช่น เซลลูเลÿ เพคติเนÿ 

อะไมเลÿ ฟอÿฟาเทÿ ไซแลนเนÿ โปรตีเอÿ และไลเปÿ ซึ่งช่üยใĀ้เช้ือราเอนโดไฟต์ยับยั้งการท างาน

ของเช้ือก่อโรคในพืชได้ และเอนไซม์เĀล่านี้มีประโยชน์ทางอุตÿาĀกรรมต่าง ๆ เช่น การแปรรูปอาĀาร 

การผลิตผงซักฟอก การบ าบัดเÿ้นใยพืชÿ าĀรับÿ่ิงทอ การผลิตพลังงาน และเช้ือเพลิงชีüภาพ (Bhadra 
และคณะ, 2022; Bogas และคณะ, 2022) 

จากงานüิจัยของ Bezerra และคณะ (2015) ท่ีได้ทดลองคัดแยกเช้ือราเอนโดไฟต์จาก 

Bauhinia forficate ซึ่งเป็นพืชในตระกูลถั่üซึ่งเป็นตระกูลเดียüกับผักแü่นต้น พบü่าÿามารถแยกได้

ถึง 28 ÿายพันธุ์ (Species) คือ Acremonium curvulum, Ascotricha chartarum, Aspergillus 
niger, A. ochraceuis, Cochliobolus australiensis, C. lunatus, Cladosporium oxysporum, 

Opisthosporidia 

Chytridiomycota 

Zoopagomycota 

Glomeromycota 
Mucoromycota 

Basidiomycota 

Ascomycota 

Blastocladiomycota 

Neocollimastigomycota 
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C. sphaerospermum, Diplococcium spicatum, Gibberella baccata, G. fujikuroi, Khuskia 
oryzae, Lasmenia balansae, Myrmecridium schulzeri, Myrothecium verrucaria, 
Nodulisporium Preuss, Penicillium aurantiogriseum, P. commune, P. corylophilum,  
P. glabrum, P. implicatum, Phoma putaminum, Phomopsis diachenii, Pithomyces  
atro-olivaceus, Spegazzinia tessarthra, Talaromyces funiculosus และ  Trichoderma 
piluliferum พร้อมท้ังน ามาตรüจÿอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย และเอนไซม์โปรตีเอÿ เซลลูเลÿ ไซแลนเนÿ 

และไลเปÿ 
 
2.3  การýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยา 

เนื่องจากเช้ือราเป็นÿ่ิงมีชีüิตท่ีมีรูปร่าง และโครงÿร้างท่ีĀลากĀลาย และมีลักþณะเฉพาะ ดังนัน้

การระบุÿายพันธุ์เช้ือราจากลักþณะทางÿัณฐานüิทยาÿามารถÿังเกตได้จากลักþณะ ดังต่อไปนี้ 
2.3.1  ลักþณะของโคโลนี (Colony) 

2.3.1.1  ลักþณะรูปร่างของโคโลนี (Whole colony) แบ่งออกเป็น 5 แบบ ได้แก่ 

รูปร่างเป็นจุดเล็กüงกลม (Punctiform) รูปร่างเป็นüงกลม (Circular) รูปร่างคล้ายราก (Rhizoid) 
รูปร่างไม่แน่นอน (Irregular) และรูปร่างคล้ายเÿ้นใย (Filamentous) 

2.3 .1.2  ลักþณะของขอบโคโลนี  (Colony edge) แบ่งออกเป็น 2 แบบ ได้แก่  
ขอบเรียบ (Entire) ขอบแบบĀยักเป็นคล่ืน (Undulate) ของแบบĀยักเป็นแฉก (Lobate) ขอบแบบ

เป็นเÿ้นใย (Filamentous) ขอบแบบĀยักขนานกัน (Curled) 
2.3.1.3  ลักþณะของผิüĀน้าโคโลนี (Colony surface) แบ่งออกเป็น 4 รูปแบบ ได้แก่ 

ผิüĀน้าแบบเรียบเป็นมันüาü (Smooth, Glistening) ผิüĀน้าแบบขรุขระ (Rough) ผิüĀน้าแบบย่น 
(Wrinkle) และผิüĀน้าแบบแĀ้งเป็นผง (Dry, Powdery) 

2.3.1.4  ลักþณะของการยกตัü (Colony elevation) แบ่งออกเป็น 4 แบบ ได้แก่ 

แบบแบนราบ (Flat) แบบยกตัüขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร (Raise) แบบโค้งนูนขึ้นมาจากผิüĀน้าอาĀาร

เล็กน้อย (Convex) แบบโค้งนูนขึ้นมาจากผิüĀน้าอาĀารมาก (Pulvinate) และแบบโค้งนูนจาก

ผิüĀน้าอาĀารและมีปุ่มตรงกลาง (Umbonate) (รูปท่ี 2.3) 
2.3.2  ลักþณะของเÿ้นใย (Hyphae) 

เÿ้นใยของเช้ือรา แบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่ แบบไม่มีผนังกั้น (Non-septate Āรือ 

Coenocytic hyphae) มีลักþณะเป็นท่อภายในเÿ้นใยมีไซโตพลาซึม และนิüเคลียÿอยู่ แบบมีผนังกั้น

เซลล์เดียü (Septate hyphae) แบบมีผนังกั้นĀลายเซลล์ (Septate with multicellular cell) ท่ีมี

Āลายนิüเคลียÿ (รูปท่ี 2.4) 
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รูปที ่2.3  ลักþณะของโคโลนี (Colony) 

(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Seeley, HW และ Vandemark, PJ (1962)) 

 
รูปที่ 2.4  ลักþณะของเÿ้นใย (ก) แบบมีผนังกั้นเซลล์เดียü (Septate hyphae) (ข) แบบไม่มีผนังกั้น 

(Non-septate hyphae) (ค) แบบมีผนังกั้นĀลายเซลล์ (Septate with multicellular hyphae) 
(ท่ีมา: https://solutionpharmacy.in/fungi) 

 

ก 
ข 

ค 
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2.3.3  ลักþณะของฟรุตติงบอดี (Fruiting body) Āรือแอÿโคคาร์ป (Ascocarp) 
ฟรุตติงบอดี Āรือแอÿโคคาร์ปÿามารถแบ่งออกเป็น 4 ประเภทใĀญ่ ๆ ได้แก่  

คลีÿโตทีเซียม (Cleistothecium) เพอริทีเซียม (Perithecium) อะพอทีเซียม (Apothecium) และ 
ซูโดทีเซียม (Pseudothecium) ซึ่งท าĀน้าท่ีผลิตแอÿคัÿ (Ascus) และท าĀน้าท่ีเป็นฐานÿ าĀรับดีดตัü

ของÿปอร์  
คลีÿโตทีเซียม คือ ฟรุตติงบอดีท่ีปิดÿนิท เพอริทีเซียม คือ ฟรุตติงบอดีท่ีมีทรงกลม Āรือ

รูปร่างคล้ายฟลาÿก์ (Flask) ท่ีปิดเล็กน้อย อะพอทีเซียมมีรูปร่างคล้ายถ้üยĀรือจานบิน ท่ีมีไฮมีเนียม 

(Hymenium) เปิดออกÿู่ภายนอกเมื่อเจริญเต็มท่ี และซูโดทีเซียมมีรูปร่างใกล้เคียงกับเพอริทีเซียม 

แต่อüัยüะÿืบพันธุ์ (Sexual organ) ของเช้ือราท่ีÿร้างซูโดทีเซียมจะÿร้างจากเÿ้นใยภายในแอÿโคคาร์ป

ท่ีก าลังเจริญ (รูปท่ี 2.5) 
 

 
รูปที่ 2.5  ฟรุตติงบอดี (Fruiting body) ท้ัง 4 ประเภท (ก) คลีÿโตทีเซียม (Cleistothecium)  
(ข) เพอริทีเซียม (Perithecium) (ค) อะพอทีเซียม (Apothecium) (ง) ซูโดทีเซียม (Pseudothecium) 
(ท่ีมา: Pöggeler และคณะ, 2006) 

 
2.3.4  ลักþณะของÿปอร์ (Spore) และโคนิเดีย (Conidia) 

ÿปอร์เป็นลักþณะĀลักท่ีใช้ในการระบุชนิดของเช้ือรา ลักþณะรูปร่าง (Shape) และ

พื้นผิü (Surface) (รูปท่ี 2.6) ของÿปอร์ÿามารถน ามาใช้ในการระบุชนิดของเช้ือราได้ ตัüอย่างของ

รูปร่างÿปอร์ เช่น คüามÿมมาตรของÿปอร์ (Symetrical) ทรงกลม (Globose) ทรงรี (Elipsoid)  
รูปไข่ (Ovoid) รูปเĀล่ียม (Angular) ตัüอย่างของลักþณะพื้นผิüของÿปอร์ เช่น พื้นผิüเรียบ 

(Smooth) พื้นผิüเป็นĀนาม (Echinate) พื้นผิüมีเป็นตุ่ม (Verrucose) (รูปท่ี 2.6) 
 

ก ง ค ข 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 2.6  ลักþณะของรูปร่าง (Shape) และพื้นผิü (Surface) ของÿปอร์Āรือโคนิเดีย 

(ท่ีมา: Huey และคณะ, 2020) 
 
2.4  ลักþณะท่ัüไปของเช้ือรา 

2.4.1  เชื้อราÿกุล Aspergillus niger 
เช้ือราÿกุล Aspergillus เป็นÿกุลท่ีมีคüามĀลากĀลายทางÿายพันธุ์ ซึ่งเจริญเติบโตได้

ท่ัüไป รüมท้ังมีบทบาทในด้üยเทคโนโลยีชีüภาพในด้านการผลิตÿารเมทาบอไลท์ (Metabolite) เช่น 

ยาปฏิชีüนะ กรดอินทรีย์ ยาĀรือเอนไซม์ Āรือตัüท าปฏิกิริยาในอาĀารĀมักดอง (Samson และคณะ 

2014) เช้ือราÿกุล Aspergillus ÿามารถพบได้ท้ังในรูปของการÿืบพันธุ์แบบไม่อาýัยเพý (Asexual 
reproduction) และแบบอาýัยเพý (Sexual reproduction) การจัดอนุกรมüิธานนั้นจัดเช้ือราÿกุล 

Aspergillus อยู่ในไฟลัม Ascomycota ซึ่งมีเÿ้นใยท่ีแตกแขนง และมีผนังกั้น มีก้านชูÿปอร์  
(Conidiophore) ท่ีอาจมีĀรือไม่มีผนังกั้นก็ได้ ซึ่งมีงานüิจัยของ Bezerra และคณะ (2015) Manasa 
และคณะ (2021) และ Srinivas และคณะ (2013) มีรายงานü่าพบเช้ือราÿกุล Aspergillus เป็น 
เช้ือราเอนโดไฟต์ 
 

 
รูปที่ 2.7  ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาของ Aspergillus niger 

(ท่ีมา: https://www.adelaide.edu.au/mycology)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.4.2  เชื้อรากลุ่ม Fusarium proliferatum 
เช้ือราÿกุล Fusarium เป็นเช้ือราท่ีอาýัยในดิน พบได้ท่ัüไปเป็นÿาเĀตุของโรคพืชท่ีท า

ใĀ้เกิดการท าลายท่อล าเลียงของพืช ท าใĀ้เกิดโรคเน่าในĀัü เĀง้า และรากพืช เช้ือราในÿกุลนี้มีเÿ้นใย

ไม่มีÿี มีผนังกั้นเÿ้นใย และแตกกิ่งเป็นมุมแĀลม เช่นเดียüกับเช้ือราÿกุล Aspergillus แต่จากงานüิจัย

ของ Katoch และคณะ (2014) และ Toghueo และคณะ (2017) ได้รายงานü่าพบเช้ือราในÿกุล 

Fusarium เป็นเ ช้ือราเอนโดไฟต์ จากต้นพรมมิ  (Bacopa monnieri) Āูกระจง (Terminate 
ivorensis) Āูกüาง (Terminalia catappa) และกระดังงา (Cananga odorata) เช่นกัน 

 

 
รูปที่ 2.8  ลักþณะทางÿัณฐานüิทยาของเช้ือรา Fusarium proliferatum 

(ท่ีมา: Kee และคณะ, 2020) 
 
2.5  การคัดเลือกเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿ 

เอนไซม์ไลเปÿ (Lipase) Āรือไตรกลีเซอรอล เอซิลไฮโดรเลÿ (Triglycerol acylhydrolase) 
(E.C. 3.1.1.3) เป็นเอนไซม์ไฮโดรเลÿ ท่ีมีÿ่üนในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิÿของพันธะคาร์บอกซิลิกเอÿเทอร์ 

(Carboxylic ester bond) ของไตร-, ได-, และโมโนกลีเซอไรด์ (Tri-, di-, monoglyceride) ได้เป็น

กลีเซอรอล (Glycerol) และกรดไขมันอิÿระ (Free fatty acid) โดยไม่จ าเป็นต้องมีโคแฟคเตอร์  

(Chandra และคณะ, 2020; Singh และ Mukhopadhyay, 2012) และปฏิกิริยาการÿังเคราะĀ์ 2 

ประเภท ได้แก่ ปฏิกิริยาเอÿเทอริฟิเคชัน (Esterification) ท่ีÿร้างพันธะโคüาเลนท์ระĀü่างกรดไขมัน

และแอลกอฮอล์ได้ÿารผลิตภัณฑ์ คือ เอÿเทอร์ และน้ า และปฏิกิริยาทรานÿ์เอÿเทอริฟิเคชันท่ีขึ้นกับ

ชนิดของซับÿเตรท ได้แก่ ปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิÿ แอซิโดไลซิÿ อะมิโนไลซิÿ และอินเทอร์เอÿเทอริฟิเคชัน 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(Gopinath และคณะ, 2013; Walker และ Sandoval, 2012) โดยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์มี

คüามครอบคลุมขอบเขตของซับÿเตรทมากกü่าเอนไซม์เอÿเทอเรÿ (Esterase) ท่ีอยู่ในกลุ่มเดียüกัน 

โดยจะมีคüามจ าเพาะกับซับÿเตรทท่ีมีคุณÿมบัติไม่ละลายน้ า (Insoluble) และละลายได้เล็กน้อย 
(Emulsion) ซึ่งมีคüามÿัมพันธ์โดยตรงกับพื้นท่ีของซับÿเตรท แต่ไม่ÿัมพันธ์กับคüามเข้มข้นของ 
ซับÿเตรท (Fojan และคณะ 2000) 

เอนไซม์ไลเปÿมีการใช้งานท้ังในอุตÿาĀกรรมเภÿัชกรรม, ไบโอดีเซล, ผงซักฟอก และน้ ายาขจัด

คราบไขมัน และใช้ในการบ าบัดน้ าเÿีย (Chandra และคณะ 2020) เอนไซม์ไลเปÿÿามารถพบได้ใน

ÿ่ิงมีชีüิตในทุกอาณาจักร (Fojan และคณะ 2000) ÿ าĀรับเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿมักพบใน

ÿ่ิงแüดล้อม ท้ังจากน้ าทะเล (Sadati และคณะ 2015) ดินท่ีปนเป้ือนน้ ามัน (Ayinla และคณะ 2017) 

และคราบน้ ามันดิบ (Mohammed Al Fayaad, Husein, และ Khudhair 2020) ของเÿียจาก

โรงงานผลิตครีมเทียม (Triyaswati และ Ilmi, 2020) และโรงงานน้ ามันปาล์ม ของเÿียจากน้ ามันพืช 

อุตÿาĀกรรมนม ธัญพืช และอาĀารท่ีเน่าเÿีย (Singh และ Mukhopadhyay, 2012) 
 2.5.1  การคัดเลือกเชื้อราที่ผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยüิธี Gel diffusion assay โดยใช้ 
ซับÿเตรทท่ีเป็นไขมันผÿมในอาĀารเลี้ยงเชื้อ 

การคัดเลือกเช้ือราด้üยüิธีนี้เป็นüิธีท่ีประĀยัดค่าใช้จ่าย และช่üยป้องกันการถูกยับยั้ง

จากอินดิเคเตอร์ท่ีใช้ÿ าĀรับการทดÿอบ (Lanka และ Latha, 2015; Zanotto และคณะ, 2009)  
การทดÿอบด้üยüิธีนี้จะอาýัยการเกิดโซนใÿ Āรือการเกิดตะกอนบริเüณโดยรอบโคโลนี 

การคัดเลือกเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยอาĀารเล้ียงเช้ือท่ีผÿมไตรบิüทีริน ซึ่งเป็น

ซับÿเตรทท่ีนิยมใช้ในการตรüจÿอบการท างานของเอนไซม์ไลเปÿ (Geoffry และ Achur, 2017) เมื่อ

ไตรบิüทีรินถูกย่อยด้üยเอนไซม์ไลเปÿแล้üจะเกิดผลิตภัณฑ์ คือ ไดบิüทีริน มอนอบิüทีริน กลีเซอรอล 

และกรดบิüทีริค ท่ีÿามารถละลายน้ าได้ท าใĀ้เกิดเป็นบริเüณท่ีมีคüามใÿ (Zanotto และคณะ 2009) 

การใช้ตรüจÿอบการท างานของเอนไซม์ไลเปÿด้üยüิธีนี้ยังไม่ÿามารถยืนยันผลได้ü่าเป็นผลิตภัณฑ์ท่ี

เกิดจากเอนไซม์ไลเปÿจริง จึงต้องท าร่üมกับการเพาะเล้ียงเช้ือในอาĀารเล้ียงเช้ือท่ีมีน้ ามันเป็น 
ซับÿเตรทร่üมกับการใช้โรดามีนบีเป็นอินดิเคเตอร์ (Geoffry และ Achur, 2017; Lanka และ Latha, 
2015) 

การคัดเลือกเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿโดยใช้อาĀารท่ีมีÿ่üนผÿมของ Tween 20 

และ Tween 80 ซึ่งเป็นช่ือทางการค้าของÿารกลุ่มพอลิซอร์บิแทน (Polysorbitan) ท่ีÿารลดแรงตึง

ผิüท่ีไม่มีขั้ü ท่ีประกอบด้üยเอÿเทอร์ของกรดไขมันของพอลีอีทอกซีซอร์บิแทน (Polyethoxy 
sorbitan) จากการ ท่ี  Tween 20  มี ÿ่ üนประกอบĀลัก เป็นพอ ลีซอร์บิ แทนมอนอลอเรต 

(Polysorbitan monolaurate) ซึ่งเป็นเอÿเทอร์ของกรดลอร์ริค (Ramnath และคณะ 2017) และ 
Tween 80 มีÿ่üนประกอบĀลัก คือ เอÿเทอร์ของกรดโอเลอิค (Oleic acid) (Ayorinde และคณะ 

2000) การคัดเลือกด้üยüิธีนี้จะอาýัยการÿังเกตตะกอนท่ีอยู่บริเüณรอบโคโลนีท่ีเกิดจากการย่อยของ

ÿารประกอบ Tween ของเอนไซม์ไลเปÿ ท าใĀ้ได้กรดไขมันอิÿระท่ีมาจับตัüกับไอออนของแคลเซียม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



11 
 

ท่ีเกิดจากแคลเซียมของแคลเซียมคลอไรด์ในอาĀารเล้ียงเช้ือเป็นตะกอนÿีขาüที่ไม่ละลายน้ า (Lanka 
และ Latha, 2015; Ramnath และคณะ, 2017) โดยจากงานüิจัยของ Srinivas และคณะ (2013) ท่ี
ไ ด้ทดÿอบการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลÿเช้ือราเอนโดไฟต์จากพืชÿมุนไพร 4  ÿายพันธุ์  และ 
Ungcharoenwiwat และ Sakayaroj ในปี (2022) จากป่าชายเลน โดยใช้อาĀาร เปปโทนท่ีมี

ÿ่üนประกอบของ Tween 20 เข้มข้นร้อยละ 1 พบü่ามีการเกิดบริเüณของตะกอนÿีขาüโดยรอบ

โคโลนีของเช้ือรา 
 
 2.5.2  การคัดเลือกเชื้อราที่ผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยüิธี Gel diffusion assay โดยใช้ÿีของ

อินดิเคเตอร์เป็นตัüบ่งชี ้
การคัดเลือกเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยüิธี Gel-diffusiion assay โดยใช้ÿีของ 

อินดิเคเตอร์เป็นตัüบ่งช้ี นั้นมีอินดิเคเตอร์ท่ีนิยมใช้ 2 ชนิดด้üยกัน ได้แก่ ฟีนอลเรด (Phenol red) 
และโรดามีนบี (Rhodamine B) โดยการคัดเลือกเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยอินดิเคเตอร์ฟีนอล-
เรด นั้นใช้อาĀารท่ีมีฟีนอลเรดเป็นองค์ประกอบ (Triyaswati และ Ilmi, 2020) โดยอาýัยการเปล่ียน

ÿีของอินดิเคเตอร์ ในช่üงระĀü่าง 6.8 ท่ีมีÿีเĀลือง และ 8.2 ท่ีมีÿีชมพู (PubChem, 2023) โดยกรด

ไขมันอิÿระท่ีถูกปลดปล่อยออกมาจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเปÿจะท าใĀ้ค่าคüามเป็นกรด

ด่างของอาĀารลดลง ท าใĀ้ÿีของอินดิเคเตอร์เปล่ียนจากÿีชมพูเป็นÿีเĀลือง (Lanka และ Latha, 
2015; Triyaswati และ Ilmi, 2020) ข้อได้เปรียบของการคัดเลือกด้üยüิธีนี้ คือ ÿามารถแยกคüาม

แตกต่างระĀü่างเอนไซม์ไลเปÿ และเอÿเทอเรÿได้ เมื่อใช้ซับÿเตรทเป็นน้ ามัน และไตรบิüทีริน 

(Tributyrin) โดยเอนไซม์เอÿเทอเรÿใĀ้ผลบüกในอาĀารท่ีใช้ไตรบิüทีรินเป็นซับÿเตรทเท่านั้น แต่

เอนไซม์ไลเปÿใĀ้ผลบüกท้ังอาĀารในท่ีใช้ไตรบิüทีริน และน้ ามันเป็นซับÿเตรท (Lanka และ Latha 
2015)  

การคัดเลือกเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยอินดิเคเตอร์โรดามีนบ ี (Rhodamine B) ถูก

ใช้ในการตรüจÿอบการผลิตเอนไซม์ไลเปÿเป็นครั้งแรกโดย Kouker และ Jaeger (1987) นิยมใช้

น้ ามันเป็นซับÿเตรท จากงานüิจัยของ El Aamri และคณะ 2020 ท่ีใช้อาĀารแข็งโรดามีนบี ในĀลุม

ขนาด 6 มิลลิเมตร ท่ีอุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 6 üัน ก่อนท่ีจะน าไปüางไü้ใต้แÿงยูüี (UV) 
(คüามยาüคล่ืน 366 นาโนเมตร) เกิดเป็นบริเüณÿีÿ้มใÿเรืองแÿง และจากงานüิจัยของ Peraza-
Jiménez และคณะ (2022) Narasimhan และ Valentin (2015) และ Geoffry และ Achur (2017) 
ท่ีใช้ซับÿเตรทเป็นน้ ามันมะกอก และงานüิจัยของ Ungcharoenwiwat และ Sakayaroj (2022) ท่ีใช้

น้ ามันปาล์มในจานเพาะเล้ียงซึ่งได้ผลการทดลองเช่นเดียüกัน โดยเกิดเป็นÿีÿ้มใÿท่ีเรืองแÿงภายใต้

แÿงยูüีคüามยาüคล่ืน 350 นาโนเมตร ซึ่งÿีÿ้มนี้เกิดจากการÿร้างพันธะระĀü่างโรดามีนบีกับกรดไขมัน

อิÿระท่ีเป็นผลผลิตจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเปÿ เป็นÿารประกอบเชิงซ้อนท่ีเรืองแÿงÿีÿ้ม 
(El Aamri และคณะ 2020) การคัดเลือกเช้ือราด้üยโรดามีนบีจะไม่มีผลท่ียับยั้งการเจริญเติบโต และ

ไม่เปล่ียนแปลงคุณÿมบัติทางกายภาพของจุลินทรีย์ (Lanka และ Latha, 2015) โดยการคัดเลือกเช้ือรา
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ด้üย อาĀารเล้ียงเช้ือผÿมโรดามีนบีÿามารถใช้คüบคู่ กับการคัดเลือกด้üยอาĀารเล้ียง เ ช้ือ 
ไตรบิüทีริน เพื่อยืนยันผลจากการคัดเลือกด้üยไตรบิüทีริน (Geoffry และ Achur, 2017; Lanka และ 

Latha, 2015) 
 

2.6  การระบุÿายพันธุ์โดยใช้ล าดับนิüคลีโอไทด์ (DNA Sequencing) 
เช้ือราเป็นÿ่ิงมีชีüิตยูคาริโอต (Eukaryotic organism) ท่ีพบในÿ่ิงแüดล้อมท่ีĀลากĀลาย และ

เป็นÿ่üนĀนึ่งของระบบนิเüý เช่น เป็นผู้ย่อยÿลาย ภาüะพึ่งพาอาýัย ภาüะอิงอาýัย และเป็นเช้ือ 
ก่อโรค ประกอบด้üยüงจรชีüิตและลักþณะทางÿัณฐานüิทยาท่ีĀลากĀลาย และพบเช้ือราเจริญเติบโต

ได้ในซับÿเตรท (Substrate) ท่ีĀลากĀลาย เช่น ดิน น้ า และเนื้อเยื่อพืช แม้ü่าเช้ือราเĀล่านี้ÿ่üนมาก

จะเจริญโดยท่ีไม่มีการผลิตÿปอร์ÿ าĀรับÿืบพันธุ์ Āรือลักþณะท่ีจ าแนกได้ชัดเจนเมื่อท าการเพาะเล้ียง 

(Wingfield และ Atcharawiriyakul 2021) ปัญĀาจากการเกิดไฮบริดไดเซชัน (Hybridization)  
ÿายพันธุ์ท่ีมีลักþณะคล้ายกัน (Cryptic speciation) และการüิüัฒนาการแบบเบนเข้า (Convergent 
evolution) การÿร้างÿปอร์ท้ังแบบอาýัยเพý และไม่อาýัยเพýของเช้ือราท่ีÿ่üนใĀญ่นั้นมีช่ือเรียกท่ี

แตกต่างกันซึ่งท าใĀ้เกิดคüามÿับÿนได้ นอกจากนี้ยังมีข้อจ ากัดในการจัดจ าแนกท่ีไม่ÿามารถจัด

จ าแนกในÿายพันธุ์ได้ (Raja และคณะ 2017) ดังนั้นล าดับนิüคลีโอไทด์จึงเป็นüิธีท่ีนิยมใช้คüบคู่ไปกับ

ลักþณะÿัณฐานüิทยา เพื่อใช้ในการระบÿุายพันธุ์  
ในการÿกัดดีเอ็นเอจากเช้ือราโดยท่ัüไปแล้üประกอบด้üย 2 ขั้นตอนĀลัก ได้แก่ การท าใĀ้ 

ผนังเซลล์ของเช้ือราแตก และการÿกัดและท าดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธิ์ (ปิยüรรณ และคณะ , 2557; 
Wingfield และ Atcharawiriyakul, 2021) การท าใĀ้ผนังเซลล์ของเช้ือราแตกÿามารถท าได้โดยการ

น าเÿ้นใยของเช้ือรา Āรือÿปอร์ของเช้ือรามาแช่แข็งด้üยไนโตรเจนเĀลü แล้üจึงบดใĀ้ละเอียดด้üย

โกร่งบดยา จากนั้นเข้าÿู่ขั้นตอนการÿกัด และท าดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธิ์ ซึ่งüิธีท่ีนิยมใช้กัน คือ การÿกัด

ด้üยบัฟเฟอร์ซีทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (Cetyl trimethyl bromide, CTAB) (Doyle และ 

Doyle, 1987) และÿกัดด้üยคลอโรฟอร์ม (Chloroform) : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (Isoamyl) (24 : 
1) และท าดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธิ์โดยการท าใĀ้ตกตะกอนด้üยไอโซโพรพานอล (Isopropanol) Āรือเอทา-
นอล (Ethanol) น ามาละลายด้üยบัพเฟอร์ TE (TE buffer) และเก็บดีเอ็นเอไü้ท่ีอุณĀภูมิ 4 องýา

เซลเซียÿ 
การ เพิ่ มปริ ม าณ ดี เอ็ น เ อ ด้ ü ย เทคนิ คพี ซี อ า ร์  (Polymerase chain reaction (PCR)) 

ประกอบด้üย 3 ÿ่üน ได้แก่ การแยกÿายดีเอ็นเอเกลียüคู่ออกจากกัน (Denaturation) การจับของ

ไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (Annealing) และการÿร้างดีเอ็นเอÿายใĀม่ ต่อจากไพรเมอร์ 

(Extention) (รูปท่ี 2.9) โดยในขั้นตอนการแยกÿายดีเอ็นเอเกลียüคู่ออกจากกันเป็นการใช้คüามร้อน

ÿลายพันธะระĀü่างเบÿคู่ÿม ท่ีอุณĀภูมปิระมาณ 94-95 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 45 นาที โดยมีการ

ใĀ้คüามร้อนก่อนเริ่มปฏิกิริยารอบแรก (Initiial denaturation) เพื่อใĀ้มีการคลายเกลียüอย่าง

ÿมบูรณ์ก่อน 5 นาที ขั้นตอนต่อมาคือ การจับของไพรเมอร์และดีเอ็นเอต้นแบบ (Annealing) เกิด
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การจับกันระĀü่างไพรเมอร์ และดีเอ็นเอต้นแบบ ท่ีอุณĀภูมิประมาณ 50-58 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา

ประมาณ 30 üินาที ถึง 2 นาที และขั้นตอนการÿร้างดีเอ็นเอÿายใĀม่ต่อจากไพรเมอร์ เอนไซม์ดีเอ็นเอ-
พอลิเมอเรÿ (DNA polymerase) ท าการÿังเคราะĀ์ ดีเอ็นเอÿายใĀม่ ท่ีอุณĀภูมิประมาณ 72  
องýาเซลเซียÿ เป็นเüลาประมาณ 60-90 üินาที โดยกระบüนการท้ัง 3 ขั้นตอนนี้เกิดขึ้นซ้ าประมาณ 

30 รอบ ได้ดีเอ็นเอต้นฉบับประมาณ 105 ซ้ า (Green และ Sambrook 2019 ; Maheaswari, 
Kshirsagar, และ Lavanya 2016) และยังคงท่ีในอุณĀภูมิ 72 องýาเซลเซียÿ ขั้นตอนนี้ต่ออีก 5-10 

นาที (Kadri 2020 ; Wingfield และ Atcharawiriyakul 2021) เพื่อใĀ้เกิดผลผลิตจากพีซีอาร์ 
อย่างÿมบูรณ์ (Final extention) (Green และ Sambrook, 2019) 

ในปัจจุบันมีล าดับนิüคลีโอไทด์ท่ีใช้ในการระบุชนิดของเช้ือรานั้น มีได้Āลายต าแĀน่ง Āรือ

บริเüณ (Region) ซึ่งดีเอ็นเอแต่ละต าแĀน่งนั้นมีการมีüิüัฒนาการในอัตราท่ีต่างกัน ท าใĀ้มี

คüามÿามารถในการคัดแยกต่างกัน โดยการประเมินคüามÿัมพันธ์ทางüิüัฒนาการของÿ่ิงมีชีüิตนิยมใช้

ดีเอ็นเอไรโบโซม (Ribosomal DNA) ท่ีเป็นยีนท่ีใช้ก าĀนดการÿร้างอาร์เอ็นเอไรโบโซม (Ribosomal 
RNA) เนื่องจากไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ (Organelle) ท่ีพบในเซลล์ของÿ่ิงมีชีüิตทุกชนิด และมี

จุดเริ่มต้นของüิüัฒนาการร่üมกันแม้ü่าเซลล์จะมีไรโบโซมĀลายชุด แต่ทุกชุดจะมีüิüัฒนาการ

เช่นเดียüกัน โดยล าดับนิüคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอไรโบโซมจะมีท้ังบริเüณอนุรักþ์ท่ีมีการüิüัฒนาการ

น้อย และบริเüณผันแปรท่ีมีüิüัฒนาการมาก ซึ่งÿามารถใช้เป็นจุดอ้างอิงÿ าĀรับเทียบคüามแตกต่าง

บริเüณผันแปรได้ (ปิยüรรณ และคณะ , 2557) โดยบริเüณท่ีมีการใช้ในการระบุชนิดของเช้ือรา 
อย่างแพร่Āลายคือ บริเüณ Internal Transcribe Sequence (ITS) (Op De Beeck และคณะ 2014) 
เนื่องจากมีช่üงการท างานท่ีครอบคลุมกü่ายีนอื่น ๆ และมีการüิüัฒนาการรüดเร็ü และพบได้ในเช้ือรา

ท่ีĀลากĀลาย (Raja และคณะ 2017) โดยมีคüามยาüในช่üง 500-600 คู่เบÿ เฉล่ียประมาณ 600 คู่เบÿ 
มีบริเüณครอบคลุมต้ังแต่ยีน ITS1 ถึง ITS2 ค่ันด้üยยีน 5.8S และอยู่ระĀü่างยีน 18S (SSU) และ 28S 
(LSU) ในดีเอ็นเอไรโบโซมนิüเคลียÿ (Nuclear ribosomal DNA (nrDNA)) (Bellemain และคณะ 

2010) (รูปท่ี 2.10) จากงานüิจัยของ Mohsin และคณะ (2016) ท่ีใช้คู่ไพรเมอร์ ITS1F และ ITS4 
เป็นไพรเมอร์ เพื่อใช้ในการระบุÿายพันธุ์ของเช้ือราก่อโรคใบจุดÿีม่üงในต้นĀอม พบü่าดีเอ็นเอท่ีเพิ่ม

ปริมาณได้มีขนาดประมาณ 600 คู่เบÿ และÿามารถระบุÿายพันธุ์ของเช้ือราได้ในระดับÿกุลคือ เช้ือรา

ในÿกุล Alternaria และ Toghueo และคณะ (2017) ได้ท าการคัดแยกเช้ือราเอนโดไฟต์จาก 
ต้นกระดังงา Āูกüาง และĀูกระจง ท่ีผลิตเอนไซม์อะไมเลÿ เซลลูเลÿ ไลเปÿ และแลคเคÿ รüมท้ัง

ÿามารถระบุÿายพันธุ์โดยใช้การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเüณ ITS ด้üยไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.9  ขั้นตอนของเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction; PCR) 

(ท่ีมา: Green และ Sambrook 2019) 
 

 
รูปที่ 2.10  ไพรเมอร์ในต าแĀน่ง ITS (Internal transcribe spacer) บน rDNA (Ribosomal DNA) 
ลูกýรแÿดงทิýทางของการÿังเคราะĀข์องดีเอ็นเอ  

(ท่ีมา: Martin และ Rygiewicz 2005) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



บทที่ 3  
üิธีการด าเนินงานüิจัย  

 
3.1  ตัüอย่างเช้ือรา 
 ได้รับอนุเคราะĀ์เช้ือราเอนโดไฟต์ (Endophyte) จาก ดร.นฤมล ต้ังธีระÿุนันท์ ท้ังĀมด 30 ไอโซเลท 

( Isolate) ท่ีแยกได้จากผักแü่นต้น (Crotalaria medicaginea Lam.) จากพื้นท่ีÿถาบันเทคโนโลยี - 
พระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง อ าเภอด่านช้าง จังĀüัดÿุพรรณบุรี (ตารางท่ี 3.1)  
 
ตารางที่ 3.1  รĀัÿไอโซเลท (Isolate) และÿายพันธุ์พืชĀรือโฮÿต์ (Host) ท่ีคัดแยกเช้ือราเอนโดไฟต์ 

ล าดับ ไอโซเลท ÿายพันธุพ์ืช/โฮÿต์ (Host) 
1 21-211 

ผักแü่นต้น (Crotalaria medicaginea Lam.) 
พุ่มÿูง 

2 21-212 
3 21-215 
4 21-218 
5 21-219 
6 21-220 
7 21-221 
8 22-108 

ผักแü่นต้น (Crotalaria medicaginea Lam.) 
พุ่มเต้ีย 

9 22-109 
10 22-110 
11 22-111 
12 22-112 
13 22-113 
14 22-114 
15 22-115 
16 22-116 
17 22-117 
18 22-118 
19 22-119 
20 22-120 
21 22-121 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 3.1  รĀัÿไอโซเลท (Isolate) และÿายพันธุ์พืชĀรือโฮÿต์ (Host) ท่ีคัดแยกเช้ือราเอนโดไฟต์ 

(ต่อ) 
ล าดับ ไอโซเลท ÿายพันธุพ์ืช/โฮÿต์ (Host) 
22 22-122 

ผักแü่นต้นพุ่มเต้ีย 

23 22-123 
24 22-124 
25 22-125 
26 22-126 
27 22-127 
28 22-128 
29 22-129 
30 22-130 

 
3.2  อุปกรณ์ 
 3.2.1  อุปกรณ์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงและýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาของเชื้อรา 

3.2.1.1  กระบอกตüง (Cylinder) 
3.2.1.2  กล้องจุลทรรýน์ใช้แÿงชนิดĀัüตั้ง (Up-light microscope) 
3.2.1.3  กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (Stereomicrocrope) 
3.2.1.4  ขüดแก้üใÿ่ÿาร (Duran bottle) 
3.2.1.5  เข็มเข่ียเช้ือ (Needle) 
3.2.1.6  เครื่องฆ่าเช้ือด้üยคüามดันไอ (Autoclave) 
3.2.1.7  เครื่องช่ังÿารแบบดิจิทัล (Electronics balance scale) 
3.2.1.8  จานเพาะเล้ียงเช้ือ (Culture plate) 
3.2.1.9  ดิจิทัลเüอร์เนียคาลิปเปอร์ (Digital Vernier caliper) 
3.2.1.10  ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner) 
3.2.1.11  ตะแกรงĀลอดทดลอง (Rack) 
3.2.1.12  ตู้ปลอดเช้ือ (Biological safety cabinet) 
3.2.1.13  ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
3.2.1.14  ท่ีเจาะจุกคอร์ก (Cork borer) เบอร์ 2 (ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร) 
3.2.1.15  แท่งแก้üคนÿาร (Glass rod) 
3.2.1.16  ÿไลด์ (Slide) และแผ่นปิดÿไลด์ (Cover slip) 

  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 3.2.2  อุปกรณ์ที่ใช้ÿกัดดีเอ็นเอ 
3.2.2.1  เครื่องอุ่นĀลอดการทดลอง (Heating block) 
3.2.2.2  ตู้แช่เย็น (Frezzer) -80 องýาเซลเซียÿ  

 3.2.3  อุปกรณ์ที่ใช้ในเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction; PCR)  
3.2.3.1  อะกาโรÿเจลอิเล็กโตรโฟรซีีÿ (Gel electrophoresis) 
3.5.3.2  เครื่องüิเคราะĀ์ภาพเจลด้üยแÿงอัลตราไüโอเลต (UV transillminator) 

 
3.3  อาĀารเลี้ยงเช้ือ 
 3.3.1  อาĀารเลี้ยงเชื้อรา  

3.3.1.1  Potato dextrose agar (PDA) 
 3.3.2  อาĀารเลี้ยงแบคทีเรีย 

3.3.2.1  Nutrient agar (NA) 
3.3.2.2  Nutrient broth (NB) 

 3.3.3  อาĀารเลี้ยงยีÿต์ 
3.3.3.1  Yeast malt agar (YM agar) 

  
3.4  ÿารเคมี 
 3.4.1  ÿารเคมีที่ใช้ในการýึกþาÿัณฐานüิทยาของเชื้อรา 

3.4.1.1  แลคโตฟีนอล (Lactophenol) 
 3.4.2  ÿารเคมีที่ใช้ในการÿกัดดีเอ็นเอ 

3.4.2.1  ÿารละลายบัฟเฟอร์ทริÿกรดเอทิลลีนไดเอมีนเตตระอะซิติก (Tris-ethylene 
diamine tetra acetic acid; TE buffer) 
 3.4.3  ÿารเคมีที่ใช้ในเทคนิคพีซีอาร ์

3.4.3.1  ดีออกซิüคลีโอไทด์ (2’-deoxynucleoside 5’-triphophate) คüามเข้มข้น 

100 มิลลิโมลาร์ (100 mM dNTPs) บริþัท Invitrogen (ÿĀรัฐอเมริกา) 
3.4.3.2  น้ ากล่ันบริÿุทธิ์ (Deionized water) 
3.4.3.3  ไพรเมอร์ (Primer)  
3.4.3.4  ÿารละลายบัฟเฟอร์พีซีอาร์ คüามเข้มข้น 10 เท่า (10× Standard Taq 

reaction buffer)  
3.4.3.5  เอนไซม์ Taq DNA polymerase บริþัท New England BioLabs (ÿĀราช-

อาณาจักร) 
  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 3.2  คู่ไพรเมอร์ท่ีใช้เทคนิคพีซีอาร์ (PCR) (Bruns และคณะ, 1990) 
ไพรเมอร์ ล าดับเบÿ ขนาดเบÿ (คู่เบÿ) 

ฟอร์เüิร์ÿไพรเมอร์ ITS 5 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ 22 
รีเüิร์ÿไพรเมอร์: ITS 4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 20 

  
3.4.4  ÿารเคมีที่ใช้ในเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีÿ 

3.4.4.1  เครื่องĀมายดีเอ็นเอ ขนาด 100 คู่เบÿ (DNA ladder VC 100 bp) บริþัท 
Vivantis (ÿาธารณรัฐมาเลเซีย) 

3.4.4.2  ÿารละลายบัฟเฟอร์ทริÿบอเรตกรดเอทิลลีนไดเอมีนเตตระอะซิติก (Tris- 
borate ethylene diamine tetra acetic acid; TBE buffer) 

3.4.4.3  ÿีย้อมดีเอ็นเอ คüามเข้มข้น 3 เท่า (3× Gel loading dye) บริþัท New 
England BioLab (ÿĀราชอาณาจักร) 

3.4.4.4  อะกาโรÿเจล (Agarose gel) บริþัท Vivantis (ÿาธารณรัฐมาเลเซีย) 
3.4.4.5  เอทิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide, C21H20BrN3)  

 
3.5  การýึกþาการเจริญเติบโต และการÿงัเกตลักþณะทางÿัณฐานüิทยาเบื้องต้น 

ýึกþาลักþณะÿัณฐานüิทยาท้ัง 30 ไอโซเลท โดยเจาะเÿ้นใยด้üยจุกคอร์ก ขนาดเÿ้นผ่าน-
ýูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร แล้üย้ายช้ินüุ้นลงบนอาĀารเล้ียงเช้ือ PDA โดยüาง 1 ช้ินüุ้นต่อจานเพาะเล้ียง 

ท าท้ังĀมด 3 ซ้ า เล้ียงบ่มท่ีอุณĀภูมิĀ้อง (30±2 องýาเซลเซียÿ) ท าการบันทึกการเจริญเติบโตของ 
เช้ือราในüันท่ี 1, 2, 4, 6 และ 7 โดยใช้ดิจิทัลเüอร์เนียคาลิปเปอร์üัดขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางของ

โคโลนี (Colony) ในแนüแกน X และแกน Y จากนั้นÿังเกต และบันทึกลักþณะทางÿัณฐานüิทยา

เบ้ืองต้นของเช้ือรา เช่น รูปร่างโคโลนี (Colony form) ÿีของโคโลนี (Colony colour) การยกตัüของ

โคโลนี (Colony elevation) ขอบโคโลนี (Colony margin) รüมท้ังÿังเกต และบันทึกลักþณะทาง

ÿัณฐานüิทยาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงท่ีมองเĀ็นüัตถุจากด้านบน เช่น รูปร่าง (Shape) และ

ขนาด (Size) ของÿปอร์ (Spore) ลักþณะเÿ้นใย เป็นต้น 
 
3.6  การคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตไลเปÿ (Ramnath และคณะ 2017) 

ทดÿอบอาĀาร และคัดเลือกเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿ โดยใช้üิธีการทดลองของ

Ramnath และคณะ, (2017) เตรียมเช้ือราเอนโดไฟต์เริ่มต้น โดยเพาะเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟต์บน

อาĀาร PDA เป็นเüลา 7 üัน จากนั้นเจาะเÿ้นใยเช้ือราด้üยจุกคอร์กย้ายช้ินüุ้นลงบนอาĀารเล้ียง PA + 

TW 20 โดยüาง 1 ช้ินüุ้น ต่อจานเพาะเล้ียง ท าท้ังĀมด 3 ซ้ า และในการทดลองมีชุดคüบคุม คือ ยีÿต์ 

และแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ (ได้รับคüามอนุเคราะĀ์จาก ผý.ดร.ÿมพิý ÿอนโยธา) จากนั้นเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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น าจานเพาะเล้ียงไปเล้ียงบ่มท่ีอุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 7 üัน โดยบันทึกการเจริญเติบโตด้üยการüัด

ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางของโคโลนีในแนüแกน X และแกน Y โดยใช้ดิจิทัลเüอร์เนียคาลิปเปอร์ในüันท่ี 

1, 2, 4, 6 และ 7 และในüันท่ี 7 บันทึกการผลิตเอนไซม์ไลเปÿด้üยการüัดขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลาง

ของบริเüณท่ีเกิดตะกอนในแนüแกน X และแกน Y โดยใช้ดิจิทัลเüอร์เนียคาลิปเปอร์ และค านüณĀา 
ค่าดัชนีการผลิตเอนไซม์ไลเปÿจากÿมการของค่าดัชนีเอนไซม์ (Amaral, Ferreira, และ Silva 
Bentes 2022; AP. และคณะ 2021; Chamekh และคณะ 2019) โดยอ้างอิงจากเกณฑ์ของ Amaral 
และคณะ (2022) ท่ีแบ่งกลุ่มของเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์ได้ตามค่าดัชนีเอนไซม์ เป็นผู้ผลิตท่ีดี (Good 
producer) (ค่าดัชนีเอนไซม์มากกü่า 2) ผู้ผลิตท่ัüไป (Moderate producer) (ค่าดัชนีเอนไซม์อยู่

ระĀü่าง 1-2) และผู้ผลิตท่ีแย ่ (Weak producer) (ค่าดัชนีเอนไซม์น้อยกü่า 1) โดยคัดเลือกเอาเช้ือรา

ท่ีมีค่าดัชนีเอนไซม์ÿูงท่ีÿุด และรองลงมา (2 ล าดับ) เพื่อใช้ในการระบุÿายพันธุ์โดยใช้ล าดับ 
นิüคลีโอไทด์ต่อไป  

 

ค่าดัชนีเอนไซม์ = 
เÿ้นผ่านýูนย์กลางบริเüณตะกอน

เÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนี
 

 
3.7  การระบุÿายพันธุ์โดยใช้ล าดับนิüคลีโอไทด์ 

3.7.1  การÿกัดดีเอ็นเอโดย Rapid method (Tangthirasunun และ Poeaim, 2022) 
เพาะเล้ียงเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿบนจานเพาะเล้ียงท่ีมีอาĀาร PDA ท่ี

อุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 3-7 üัน จากนั้นขูดเÿ้นใยลงในĀลอดปัũนเĀüี่ยง 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีบัพเฟอร์ TE 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าĀลอดไปบ่มท่ีอุณĀภูมิ 65 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 20 นาที จากนั้นน า

Āลอดไปแช่ท่ีตู้แช่เย็น -80 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที และน าตัüอย่างดีเอ็นเอท่ีÿกัดได้มาเก็บ

รักþาไü้ที่อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ เพื่อน าไปใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA amplification) 
ต่อไป  

 
3.7.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ (PCR) 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿ โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์

ด้üยคู่ไพรเมอร์ ITS5 และ ITS4 (ตารางท่ี 3.2) (Bruns และคณะ , 1990) ซึ่งมีÿารท่ีใช้ในการท า

ปฏิกิริยาดังตารางท่ี 3.3 (Tangthirasunun และคณะ, 2014) และมีÿภาüะท่ีใช้ในการท าเทคนิค 
พีซีอาร์ ดังตาราง 3.4 ซึ่งดัดแปลงจากÿภาüะของ Viebahn และคณะ (2005) จากนั้นน าผลิตภัณฑ์

พีซีอาร์ (PCR product) ท่ีได้มาตรüจÿอบคุณภาพโดยใช้เทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีÿ ท่ีเจลอะกาโรÿ 
คüามเข้มข้นร้อยละ 1 และมี DNA ledder VC 100 คู่เบÿ เพื่อใช้เปรียบเทียบขนาด จากนั้นรันเจล

โดยใช้บัพเฟอร์ TE คüามเข้มข้น 0.5× แรงเคล่ือนไฟฟ้าท่ี 100 โüลต์ เป็นเüลา 30 นาที จากนั้นน าไป

ย้อมด้üยเอทิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide) และน าเจลอะกาโรÿท่ีได้ไปอ่านผลท่ีüิเคราะĀ์ภาพ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ใต้เครื่องüิเคราะĀ์ภาพเจลด้üยแÿงอัลตราไüโอเลต น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ท่ีได้ÿ่งตรüจüิเคราะĀ์Āา

ล าดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ท่ีบริþัท CELEMICS, Inc. (ÿาธารณรัฐเกาĀลี) จากนั้นน าล าดับ 
ดีเอ็นเอท่ีได้ไป BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เทียบกับฐานข้อมูล NCBI (National 
Center for Biotechnology Information,https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ระบุÿกุลของ

เช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีมีประÿิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปÿÿูงÿุดในการทดลองนี้ 
 
ตารางที่ 3.3  การเตรียมคüามเข้มข้นÿารท่ีใช้ในพีซีอาร์ (PCR) (Tangthirasunun และคณะ, 2014) 

ÿารที่ใช้ คüามเข้มข้นเร่ิมต้น คüามเข้มข้นÿุดท้าย ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ดีเอ็นเอ   2.0 
Standard Taq reaction buffer  10 เท่า 1 เท่า 0.2 
dNTPs 100 มิลลิโมลาร์ 200 ไมโครโมลาร์ 4.0 
ไพรเมอร์ Forward 20 พิโคโมล 0.8 พิโคโมล 1.0 
ไพรเมอร์ Reverse 20 พิโคโมล 0.8 พิโคโมล 1.0 
Taq DNA polymerase 5000 Āน่üย/มิลลิลิตร 1 Āน่üย 0.2 
น้ ากล่ันบริÿุทธิ์   14.3 
ปริมาตรÿุทธิ   25 

 
ตารางที่ 3.4  ÿภาüะท่ีใช้ในเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) 

ขั้นตอน  อุณĀภูมิ  
(องýาเซลเซียÿ) 

เüลา  
(นาที) 

Initial denaturation  94 5 
Denaturation  94 1 
Annealing  35 รอบ 50 1 
Extension  72 1.30 
Final extension  72 10 
Cool down  4 - 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



บทที่ 4 

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  
 

4.1  การýึกþาการเจริญเติบโต และการÿงัเกตลักþณะทางÿัณฐานüิทยาเบื้องต้น 
ผลการýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาบนอาĀาร Potato dextrose agar (PDA) ÿามารถ

คาดการณ์ÿกุล (Genus) ได้เพียง 8 ไอโซเลทจากเช้ือราท้ังĀมด 30 ไอโซเลท ซึ่งพบü่ามีÿกุล 

Aspergillus จ านüนไอโซเลทมากÿุด คือ 6 ไอโซเลท (21-211, 21-212, 22-221, 22-108, 22-114 
และ 22-120) รองลงมา คือ เช้ือราÿกุล Fusarium มีจ านüนไอโซเลทท้ังĀมด 2 ไอโซเลท (22-219 
และ 22-126) และท่ีไม่ÿามารถระบุ Āรือคาดการณ์ÿกุลได้ท้ังĀมด 22 ไอโซเลท คือ 22-109, 22-

112, 21-215, 21-218, 21-220, 22-121, 22-110, 22-111, 22-113, 22-115, 22-116, 22-117, 
22-118, 22-119, 22-122, 22-123, 22-124, 22-125, 22-127, 22-128, 22-129 และ 22-130 

(ตารางท่ี 4.1) และผลการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตบนอาĀาร PDA ของเช้ือราเอนโดไฟต์ท้ังĀมด

ในüันท่ี 4 พบü่าเช้ือรา Aspergillus sp. ไอโซเลท 22-114 มีค่าเฉล่ียการเจริญเติบโตเร็üท่ีÿุด คือ 

83.53±0.90 มิลลิเมตร ซึ่งมีอัตราการเจริญเฉล่ียอยู่ท่ี 25.35 มิลลิเมตร/üัน และเช้ือรา Periconia 

sp. ไอโซเลท 21-215 มีค่าเฉล่ียการเจริญเติบโตช้าท่ีÿุด คือ 15.55±0.10 มิลลิเมตร ซึ่งมีอัตราการ

เจริญเฉล่ียอยู่ท่ี 2.43 มิลลิเมตร/üัน (ตารางท่ี 4.1 รูปท่ี 4.1) 
 

ตารางที่ 4.1  ÿกุล (Genus) ท่ีคาดการณ์ และอัตราการเจริญบนอาĀาร Potato dextrose agar 
(PDA) ของเช้ือราในüันท่ี 4 

ไอโซเลท ÿกุลที่คาดการณ์ ค่าเÞลี่ยการเจริญ 

(มิลลิเมตร) 
อัตราการเจริญเÞลี่ย 

(มิลลิเมตร/üัน) 
21-211 

Aspergillus sp.1 

79.22±3.41 22.55 
21-212 69.12±2.23 19.27 
21-221 28.50±0.39 6.52 
22-108 68.12±1.18 21.01 
22-114 83.53±0.90 25.35 
22-120 65.98±0.48 18.23 
21-219 

Fusarium sp.1 23.00±1.95 6.05 
22-126 58.58±1.13 15.95 
21-215 Periconia sp.2 15.55±0.10 2.43 
22-124 Xylaria sp.2 29.70±1.88 7.96 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



22 
 

ตารางที่ 4.1  ÿกุล (Genus) ท่ีคาดการณ์ และอัตราการเจริญบนอาĀาร Potato dextrose agar 
(PDA) ของเช้ือราในüันท่ี 4 (ต่อ) 

ไอโซเลท ÿกุลที่คาดการณ์ ค่าเÞลี่ยการเจริญ 

(มิลลิเมตร) 
อัตราการเจริญเÞลี่ย 

(มิลลิเมตร/üัน) 
21-218 ไม่ÿามารถระบุได้ 22.17±0.37 3.86 
21-220 ไม่ÿามารถระบุได้ 42.00±0.69 9.75 
22-109 ไม่ÿามารถระบุได้ 56.73±1.52 17.14 
22-110 ไม่ÿามารถระบุได้ 28.33±0.43 7.49 
22-111 ไม่ÿามารถระบุได้ 59.32±0.46 15.55 
22-112 ไม่ÿามารถระบุได้ 54.08±1.57 14.02 
22-113 ไม่ÿามารถระบุได้ 16.85±0.61 3.56 
22-115 ไม่ÿามารถระบุได้ 22.48±0.38 5.66 
22-116 ไม่ÿามารถระบุได้ 81.40±0.98 24.86 
22-117 ไม่ÿามารถระบุได้ 13.62±0.28 2.73 
22-118 ไม่ÿามารถระบุได้ 32.58±0.20 7.56 
22-119 ไม่ÿามารถระบุได้ 81.17±0.76 21.98 
22-121 ไม่ÿามารถระบุได้ 55.28±1.23 15.33 
22-122 ไม่ÿามารถระบุได้ 42.72±0.52 12.29 
22-123 ไม่ÿามารถระบุได้ 55.28±2.34 15.10 
22-125 ไม่ÿามารถระบุได้ 28.00±1.29 7.11 
22-127 ไม่ÿามารถระบุได้ 53.25±2.41 15.35 
22-128 ไม่ÿามารถระบุได้ 17.30±1.05 3.56 
22-129 ไม่ÿามารถระบุได้ 30.55±0.41 7.69 
22-130 ไม่ÿามารถระบุได้ 19.22±0.88 4.43 

ĀมายเĀตุ : 1 ระบุÿายพันธุ์โดยการคาดการณ์จากลักþณะÿัณฐานüิทยา, 2 ระบุÿายพันธุ์โดยใช้ล าดับ

นิüคลีโอไทด์ (DNA Sequencing) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



23 
 

  
รูปที่ 4.1  ค่าเฉล่ียเÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีในüันท่ี 4 ของเช้ือราเอนโดไฟต์  
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไอโซเลท 21-211 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Aspergillus sp.) 
 โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนี (Colony surface) มีลักþณะเรียบ (Smooth) 
การยกตัüของโคโลนี (Colony elevation) มีลักþณะยกขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร (Raised) รูปร่าง

โคโลนี (Colony from) มีลักþณะกลม (Circular) ขอบโคโลนี (Colony margin) ภายใต้กล้อง

จุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (Stereomicroscope) มีลักþณะขอบเป็นเÿ้นÿาย (Filamentous) พบการ

เปล่ียนÿีของอาĀารเป็นÿีด า 
 เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง (Up-light 
microscope) พบโคนิดิโอฟอร์ (Conidiopores) และพบโคนิเดีย (Conidia) ÿีเขียüโปร่งใÿ รูปทรงรี 

(Ellipsoidal) ดังรูปท่ี 4.2 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นÿามารถคาดการณ์ได้ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล 
Aspergillus sp. 
 และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 79.22 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

 
 

รูปที่ 4.2  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 21-211 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนีภายใต้

กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (จ) โคนิดิโอฟอร์ 

และ (ฉ) ÿปอร์  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 21�212 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Aspergillus sp.) 
 โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีมีลักþณะเรียบ การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะ

ยกขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ

มีลักþณะขอบเป็นเÿ้นÿาย  
 เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบโคนิดิโอฟอร์ 
และพบโคนิเดีย ÿีเขียüโปร่งใÿ รูปทรงรี ดังรูปท่ี 4.3 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นÿามารถคาดการณ์

ได้ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล Aspergillus sp. 
 และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 69.12 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.3  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 21-212 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) โคนิดิโอฟอร์ (ฉ) ÿปอร์  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 21-215  
 โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนี 
มีลักþณะโค้งนูนขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร และมีปุ่มตรงกลาง (Umbonate) รูปร่างโคโลนีมีลักþณะ

รูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ 

(Erose) กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาü และพบการเปล่ียนของÿีอาĀารเป็นÿีเĀลือง 
 เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบกลุ่มเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.4 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
 และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 15.55 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 

รูปที่ 4.4  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 21-215 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 21�21� 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าเĀี่ยüย่น การยกตัüของโคโลนี 

มีลักþณะแบนราบไปกับผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างไม่แน่นอน ขอบโคโลนีภายใต้

กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบโค้งเü้ามาก กลุ่มเÿ้นใยมีÿีน้ าตาล ขาü และพบการ

เปล่ียนของÿีอาĀารเป็นÿีเĀลือง 
เมื่อน าโคโลนี PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย  

(Spptate hypha) และพบÿปอร์รูปไข ่(Ovate) ดังรูปท่ี 4.5 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถ

คาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 22.17 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

 
 
รูปที่ 4.5  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 21-218 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) เÿ้นใยมีผนังกั้น (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 21-219 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Fusarium sp.) 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะ

แบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ 
มีลักþณะคล้ายราก (Rhizoid) กลุ่มเÿ้นใยมีÿีน้ าตาล และพบการเปล่ียนÿีของอาĀารเป็นÿีน้ าตาลไป

ถึงเĀลือง 
 เมื่อน าโคโลนี PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบโคนิดิโอฟอร์ 
และพบโคนิเดีย ดังรูปท่ี 4.6 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นÿามารถคาดการณ์ได้ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล 
Fusarium sp. 
 และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 23.00 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

 
 
รูปที่ 4.6  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 21-219 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) โคนิดิโอฟอร์ (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 21-220  
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะ

ยกขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์

แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาü 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบกลุ่มเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.7 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 42.00 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

 
 
รูปที่ 4.7  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 21-220 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 21-221 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Aspergillus sp.) 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมี

ลักþณะแบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ 

มีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาü และพบการเปล่ียนÿีของอาĀารเป็นÿีม่üง 
 เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบโคนิดิโอฟอร์ 

และพบโคนิเดีย ÿีเขียüโปร่งใÿ รูปทรงถั่ü (Reniform) ดังรูปท่ี 4.8 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้น

ÿามารถคาดการณ์ได้ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล Aspergillus sp. 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 28.50 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

 
รูปที่ 4.8  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 21-221 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) โคนิดิโอฟอร์ (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-108 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Aspergillus sp.) 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมี

ลักþณะยกตัüขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้อง

จุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีเขียüไปถึงขาü และพบ

การเปล่ียนÿีของอาĀารเป็นÿีด า 
 เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบโคนิดิโอฟอร์ 

และพบโคนิเดีย ÿีเขียüโปร่งใÿ รูปทรงรี ดังรูปท่ี 4.9 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นÿามารถคาดการณ์

ได้ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล Aspergillus sp. 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 68.12 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.9  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-108 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) โคนิดิโอฟอร์ (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-109  
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนี 

มีลักþณะแบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างเป็นเÿ้นÿาย ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์

แบบÿเตอริโอมีลักþณะเป็นกลีบ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีเขียüไปถึงขาü และพบการเปล่ียนÿีของอาĀารเป็นÿี

ด า 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบโคนิดิโอฟอร์ 

และพบโคนิเดีย ÿีเขียüโปร่งใÿ รูปทรงรี ดังรูปท่ี 4.10 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถ

คาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 56.73 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

 
 

รูปที่ 4.10  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-109 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) โคนิดิโอฟอร์ (ฉ) ÿปอร์ 
 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-110 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าขรุขระ การยกตัüของโคโลนีมี

ลักþณะยกขึ้นกับผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างไม่แน่นอน ขอบโคโลนีภายใต้กล้อง

จุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาüไปถึงน้ าตาล 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบกลุ่มเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.11 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 28.33 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.11  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-110 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-111 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นชั้น การยก

ตัüของโคโลนีมีลักþณะโค้งนูนขึ้นจากอาĀารเล็กน้อย (Convex) รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างไม่

แน่นอน ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่ม

เÿ้นใยมีÿีเทาถึงขาü และพบการเปล่ียนÿีของอาĀารเป็นÿีด า 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.12 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 59.32 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.12  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-111 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) เÿ้นใยมีผนังกั้น  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-112 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นชั้น การยก

ตัüของโคโลนีมีลักþณะโค้งนูนขึ้นจากอาĀารเล็กน้อย รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีÿ้มถึงชมพู  
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüตั้ง พบÿปอร์รูปทรง

พระจันทร์เÿ้ียü (Lunate) ดังรูปท่ี 4.13 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือ

ราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 54.08 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

 
 
รูปที่ 4.13  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-112 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (จ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-113 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าเรียบ การยกตัüของโคโลนีมี 

ลักþณะแบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ 

มีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีเขียüเข้ม  
เมื่อน า โคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบกลุ่มเÿ้นใย 

ÿีเขียüโปร่งใÿ และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.14 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุล

เช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 16.85 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 

รูปที่ 4.14  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-113 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-114 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Aspergillus sp.) 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะ

แบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ 
มีลักþณะขอบขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีเขียüเข้ม  
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบโคนิดิโอฟอร์ และ

พบโคนิเดีย ÿีเขียüโปร่งใÿ รูปทรงไข ่ดังรูปท่ี 4.15 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นÿามารถคาดการณ์ได้

ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล Aspergillus sp.  
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 83.53 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.15  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-114 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) โคนิดิโอฟอร์ (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-115 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนี มีลักþณะ

แบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ 
มีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีเขียüถึงน้ าตาล 

เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบกลุ่มเÿ้นใย 

และพบÿปอร์ÿีเขียüโปร่งแÿง รูปทรงรี ดังรูปท่ี 4.16 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถ

คาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 22.48 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.16  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-115 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-116 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นช้ัน การยกตัüของ

โคโลนีมีลักþณะยกขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้อง

จุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีน้ าตาลไปถึงด า 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบโคนิเดีย ÿี

เขียüโปร่งใÿ รูปทรงไข่ ดังรูปท่ี 4.17 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 81.40 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.17  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-116 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (จ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-117 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะ

โค้งนูนขึ้นจากผิüĀน้าอาĀารและมีปุ่มตรงกลาง รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างไม่แน่นอน (Irregular) 
ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿี

น้ าตาลไปถึงด า 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ังพบกลุ่มเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.18 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 13.62 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.18  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-117 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-118 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นช้ัน (Concentric) การ

ยกตัüของโคโลนีมีลักþณะโค้งนูนÿูงขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร (Pulvinte) รูปร่างโคโลนีมีลักþณะกลม 

ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบเป็นเÿ้นÿาย กลุ่มเÿ้นใยมีÿีน้ าตาลไป

ถึงเทา และพบการเปล่ียนของÿีของอาĀารเป็นÿีน้ าตาลไปถึงÿ้ม 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ังพบ กลุ่มเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.19 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 32.58 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.19  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-118 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-119  
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะ

ยกขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์

แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีเทา 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ังพบ ผนังกั้นเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.20 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 81.17 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 

รูปที่ 4.20  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-119 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) ผนังกั้นเÿ้นใย 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



43 
 

ไอโซเลท 22-120 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Aspergillus sp.) 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะ

แบนราบ (Flat) รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างไม่แน่นอน ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบ 
ÿเตอริโอมีลักþณะขอบโค้งเü้ามาก (Lobate) กลุ่มเÿ้นใยมีÿีน้ าตาล 

เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüตั้ง พบÿปอร์รูปทรง

กลม ดังรูปท่ี 4.21 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นÿามารถคาดการณ์ได้ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล Aspergillus sp. 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 65.98 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.21  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-120 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (จ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-121 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นช้ัน การยกตัüของ

โคโลนีมีลักþณะโค้งนูนขึ้นจากผิüอาĀารเล็กน้อย รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาüถึง

น้ าตาล 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบกลุ่มของ 

เÿ้นใย และพบÿปอร์รูปทรงรี ดังรูปท่ี 4.22 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุล 
เช้ือราได้ 

และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 55.28 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 
 

  
 
รูปที่ 4.22  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-121 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-122 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นช้ัน การยกตัüของ

โคโลนีมีลักþณะไม่ฟุ้งกระจาย (Crateriform) รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม (Circular) ลักþณะ

ขอบภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอกลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาüถึง

น้ าตาล 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง ไม่พบÿปอร์ และ

พบผนังกั้นเÿ้นใย ดังรูปท่ี 4.23 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 55.28 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.23  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-122 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) ผนังกั้นเÿ้นใย 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-123 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นช้ัน การยกตัüของ

โคโลนีมีลักþณะแบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์

แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาüถึงน้ าตาล 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย 

และพบÿปอร์รูปทรงรี ดังรูปท่ี 4.24 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 85.87 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.24  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-123 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) ผนังกั้นเÿ้นใย (ฉ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-124 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นผิüĀน้าแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนีมี

ลักþณะแบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ 

มีลักþณะขอบĀยักและโค้งเü้าเล็กน้อย กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาü และพบการเปล่ียนÿีของอาĀารเป็นÿี

น้ าตาล 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.25 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 29.70 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.25  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-124 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) เÿ้นใยมีผนังกั้น  
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-125 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีผิüĀน้าเกล้ียงแต่เป็นลูกคล่ืน การยกตัüของ

โคโลนีมีลักþณะยกขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบโคโลนีภายใต้กล้อง

จุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักขนานกัน (Curled) กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาü 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.26 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 28.00 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.26 ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-125 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) เÿ้นใยมีผนังกั้น  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-126 (ÿกุลท่ีคาดการณ์ คือ Fusarium sp.) 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงซ้อนกันเป็นช้ัน การยกตัüของโคโลนีมี

ลักþณะโค้งนูนขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร และมีปุ่มตรงกลาง รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม ขอบ

โคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบเป็นเÿ้นÿาย กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาüไปถึงเĀลือง  
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüตั้ง พบÿปอร์รูปทรง

พระจันทร์เÿ้ียü ดังรูปท่ี 4.27 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นÿามารถคาดการณ์ได้ü่าเช้ือรานี้มีÿกุล 

Fusarium sp. 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 58.58 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.27  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-126 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (จ) ÿปอร์ 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-127 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีผิüĀน้าแบบเรียบ การยกตัüของโคโลนี มี

ลักþณะแบนราบ รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างเป็นเÿ้นÿาย ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์

แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบคล้ายราก กลุ่มเÿ้นใยมีÿีม่üง เขียüไปถึงขาü  
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบกลุ่มเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.28 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 53.25 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.28  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-127 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) กลุ่มของเÿ้นใย  
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-128 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นช้ัน การยกตัüของ

โคโลนีมีลักþณะโค้งนูนขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร และมีปุ่มตรงกลาง รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างกลม 

ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่มเÿ้นใยมีÿี

น้ าตาลไปถึงขาü 
เมือ่น าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.29 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 17.30 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.29  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-128 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) เÿ้นใยมีผนังกั้น  
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-129 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นช้ัน การยกตัüของ

โคโลนีมีลักþณะโค้งนูนขึ้นจากผิüĀน้าอาĀาร และมีปุ่มตรงกลาง รูปร่างโคโลนี มีลักþณะรูปร่างไม่

แน่นอน ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ มีลักþณะขอบĀยัก และโค้งเü้าเล็กน้อย 

(Undulate) กลุ่มเÿ้นใยมีÿีขาüไปถึงÿีด า 
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.30 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 30.55 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 
รูปที่ 4.30  ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-129 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) เÿ้นใยมีผนังกั้น  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไอโซเลท 22-130 
โคโลนีบนอาĀาร PDA มีลักþณะผิüĀน้าโคโลนีผิüĀน้าเป็นüงแĀüนซ้อนกันเป็นชั้น และขรุขระ 

(Rough) การยกตัüของโคโลนีมีลักþณะยกขึ้นจากอาĀารเล็กน้อย รูปร่างโคโลนีมีลักþณะรูปร่างไม่

แน่นอน ขอบโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอมีลักþณะขอบĀยักเป็นซี่ไม่ÿม่ าเÿมอ กลุ่ม

เÿ้นใยมีÿีขาü  
เมื่อน าโคโลนีบน PDA มาýึกþาภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบใช้แÿงชนิดĀัüต้ัง พบผนังกั้นเÿ้นใย 

และไม่พบÿปอร์ ดังรูปท่ี 4.31 จากลักþณะÿัณฐานüิทยานั้นไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลเช้ือราได้ 
และมีอัตราการเจริญบนอาĀาร PDA ในüันท่ี 4 เท่ากับ 19.22 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

 

 
 

รูปที่ 4.31 ลักþณะเช้ือราไอโซเลท 22-130 (ก-ข) เพาะเล้ียงบนอาĀาร PDA (ค) ผิüĀน้าโคโลนี 

ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริโอ (ง) ขอบโคโลนี ภายใต้กล้องจุลทรรýน์แบบÿเตอริ โอ  
(จ) เÿ้นใยมีผนังกั้น  
 

 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.2  การคัดเลือกเชื้อราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตไลเปÿ 
พบü่าเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿบนอาĀาร Peptone agar + Tween 20 คüาม

เข้มข้นร้อยละ 1 (PA + TW 20) จะเกิดการÿร้างตะกอนÿีขาüบริเüณรอบโคโลนี (รูปท่ี 4.32) ซึ่ง

ตะกอนÿีขาüนี้เกิดจากเอนไซม์ไลเปÿย่อย Tween 20 ท่ีอยู่ในอาĀารเล้ียงเช้ือ ได้เป็นเกลือของกรด

ไขมัน ซึ่งเกลือของกรดไขมันÿามารถเข้าไปจับกับไอออนของแคลเซียมท่ีอยู่ในอาĀารเล้ียงเช้ือ ท าใĀ้

มองเĀ็นเป็นตะกอนÿีขาüÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Amaral และคณะ (2022) Srinivas และคณะ 

(2013) และ Toghueo และคณะ (2017) ดังนั้นอาĀาร PA + TW 20 จึงมีประÿิทธิภาพในการ

น าไปใช้คัดเลือกเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿต่อไป  
 

 
รูปที่ 4.32  เปรียบเทียบการเกิดบริเüณการÿร้างเอนไซมไ์ลเปÿบนอาĀาร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ผลการคัดเลือกเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีÿามารถผลิตเอนไซม์ไลเปÿจากท้ังĀมด 30 ไอโซเลท  
บนอาĀารเพาะเล้ียงบนอาĀาร PA + TW 20 พบü่าในüันท่ี 7 นั้นมีการเจริญเติบโตเต็มจานเพาะเล้ียง 

(90 มิลลิเมตร) Āรือโตเร็üÿุดเพียง 2 ไอโซเลท คือ 21-212 และ 22-116 และไอโซเลทท่ีเจริญเติบโต

ช้าÿุด คือ 22-113 และพบü่ามีเพียง 9 ไอโซเลทท่ีÿามารถผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ คือ 21-215,  
21-221, 22-110, 22-111, 22-112, 22-113, 22-124, 22-127 และ 22-128 (ตารางท่ี 4.2) และใน

การýึกþาครั้งนี้เมื่อแบ่งกลุ่มเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿค านüณตามดัชนีเอนไซม์ของ 
Amaral และคณะ (2022) ÿามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ 

กลุ่มผู้ผลิตท่ีแย่ (Weak producer) คือ มีค่าดัชนีเอนไซม์น้อยกü่า 1 มีท้ังĀมด 4 ไอโซเลท 

ได้แก่ 21-221, 22-110, 22-111 และ 22-112 
กลุ่มผู้ผลิตท่ัüไป (Moderate producer) คือ มีค่าดัชนีเอนไซม์อยู่ระĀü่าง 1 ถึง 2 มีท้ังĀมด 5 

ไอโซเลท คือ 21-215, 22-113, 22-124, 22-127 และ 22-128 
ซึ่งเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้นท่ีใช้ในการ ýึกþานี้นั้น ไม่พบกลุ่มผู้ผลิตท่ีดี (Good 

producer) คือ มีค่าดัชนีเอนไซม์มากกü่า 2 (ตารางท่ี 4.2) ดังนั้นจึงคัดเลือกไอโซเลทท่ีมีค่าดัชนี

เอนไซม์ÿูงÿุดÿองล าดับแรก คือ 22-115 และ 22-124 โดยมีค่าเฉล่ียของด ัชนีเอนไซม์เท่ากับ 

1.73±0.05 และ 1.73±0.09 ตามล าดับ ไประบุÿายพันธุ์ด้üยล าดับนิüคลีโอไทด์ (DNA Sequencing) 
เนื่องจากü่าเป็นไอโซเลทท่ีไม่ÿามารถคาดการณ์ÿกุลจากการระบุÿายพันธุ์ด้üยลักþณะÿัณฐานüิทยา

เบ้ืองต้นได้ 
 

ตารางที่ 4.2  ไอโซเลทเชื้อราเอนโดไฟต์บนอาĀาร Peptone agar + Tween 20 คüามเข้มข้น

ร้อยละ 1 (PA + TW 20) 

ไอโซเลท 
ÿกุลที่

คาดการณ์ 
ค่าเÞลี่ยการเจริญ 
üันที่ 7 (มิลลิเมตร) 

บริเüณการเกิดเอนไซม์ 
ไลเปÿ (มิลลิเมตร) ดัชนีเอนไซม์ 

21-211 

Aspergillus sp.1 

83.65±3.77 - - 
21-212 90.00±.0.00 - - 
21-221 37.35±.0.46 29.55±0.57 0.79±0.02 
22-108 76.88±4.95 - - 
22-114 70.37±6.02 - - 
22-120 50.55±2.94 - - 
21-219 

Fusarium sp.1 
34.25±3.18 - - 

22-126 85.97±1.66 - - 
21-215 Periconia sp.2 45.60±0.55 26.38±0.46 1.73±0.05 
22-124 Xylaria sp.2 23.92±0.97 41.32±0.45 1.73±0.09 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.2  ไอโซเลทเชื้อราเอนโดไฟต์บนอาĀาร Peptone agar + Tween 20 คüามเข้มข้น

ร้อยละ 1 (PA + TW 20) (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ÿกุลที่

คาดการณ์ 
ค่าเÞลี่ยการเจริญ 
üันที่ 7 (มิลลิเมตร) 

บริเüณการเกิดเอนไซม์ 
ไลเปÿ (มิลลิเมตร) 

ดัชนีเอนไซม์ 

21-218 ไม่ÿามารถระบุได้ 59.58±0.90 - - 
21-219 ไม่ÿามารถระบุได้ 34.25±3.18 - - 
21-220 ไม่ÿามารถระบุได้ 31.97±0.84 - - 
22-109 ไม่ÿามารถระบุได้ 79.47±7.64 - - 
22-110 ไม่ÿามารถระบุได้ 38.33±1.10 36.78±3.78 0.96±0.13 
22-111 ไม่ÿามารถระบุได้ 56.60±0.49 40.68±0.74 0.72±0.02 
22-112 ไม่ÿามารถระบุได้ 84.00±0.56 36.12±1.59 0.43±0.02 
22-113 ไม่ÿามารถระบุได้ 11.83±0.08 16.95±1.14 1.43±0.11 
22-115 ไม่ÿามารถระบุได้ 23.65±0.57 - - 
22-116 ไม่ÿามารถระบุได้ 90.00±0.00 - - 
22-117 ไม่ÿามารถระบุได้ 19.92±1.23 - - 
22-118 ไม่ÿามารถระบุได้ 59.80±1.04 - - 
22-119 ไม่ÿามารถระบุได้ 73.08±1.82 - - 
22-121 ไม่ÿามารถระบุได้ 84.35±1.45 - - 
22-122 ไม่ÿามารถระบุได้ 77.88±1.49 - - 
22-123 ไม่ÿามารถระบุได้ 85.20±1.15 - - 
22-125 ไม่ÿามารถระบุได้ 51.98±0.12 - - 
22-127 ไม่ÿามารถระบุได้ 36.98±1.76 50.27±0.53 1.36±0.08 
22-128 ไม่ÿามารถระบุได้ 19.70±0.13 28.33±0.74 1.44±0.05 
22-129 ไม่ÿามารถระบุได้ 44.10±0.09 - - 
22-130 ไม่ÿามารถระบุได้ 25.83±0.98 - - 

ĀมายเĀตุ : 1 ระบุÿายพันธุ์โดยการคาดการณ์จากลักþณะÿัณฐานüิทยา, 2 ระบุÿายพันธุ์โดยใช้ล าดับ

นิüคลีโอไทด์ (DNA Sequencing) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3  การระบุÿายพันธุ์โดยใช้ล าดับนิüคลีโอไทด์ของเช้ือราท่ีผลิตไลเปÿ 
พบü่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ (Primer) ITS5 และ ITS4 ของ 

เช้ือราเอนโดไฟต์ท้ัง 2 ไอโซเลท (21-215 และ 22-124) มีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 600 คู่เบÿ (รูปท่ี 

4.33) และเมื่อน าล าดับดีเอ็นท่ีได้ไป BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ในฐานข้อมูล 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) พบü่ าไอโซเลท 21-215 คือ ÿกุล 
Periconia ท่ีมีร้อยละคüามคล้ายคลึงเท่ากับ 99.83 และไอโซเลท 22-124 คือÿกุล Xylaria ท่ีมีร้อย

ละคüามคล้ายคลึงเท่ากับ 99.34  
จากงานüิจัยของ Knapp และคณะ (2018) ท่ีได้คัดแยกเช้ือราเอนโดไฟต์จากบริเüณทุ่งĀญ้ากึ่ง

แĀ้งแล้ง และพบü่าโปรตีนท่ีĀล่ังออกจากเช้ือรา Periconia macrospinosa มีล าดับโปรตีนตรงกับ

เอนไซม์ไลเปÿ และขนาดของบริเüณตะกอนÿีขาüของเช้ือรา Periconia sp. ไอโซเลท 21-215 ท่ีมี

ขนาด 26.38±0.46 มิลลิเมตร มีคüามÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Hassan และคณะ (2017) ท่ีคัดเลือก

การผลิตเอนไซม์ของเช้ือราจากธารน้ าแข็ง และพบü่าเช้ือรา Periconia sp. KF907244.ÿามารถÿร้าง

บริเüณท่ีเกิดตะกอนÿีขาüขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางมากกü่า 12 มิลลิเมตร 
และจากผลการทดลองของเช้ือราÿกุล Xylaria ไอโซเลท 22-124 ท่ีมีดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 

1.73±0.09 ซึ่งÿอดคล้องกับงานüิจัยของ üรีรัตน์ และคณะ (2562) ท่ีแยกเช้ือรา Xylaria sp. CfS-02 
จากต้นกะเรกะร่อนปากเป็ด (Cymbidium finlaysonianum Lindl.) มีดัชนีเอนไซม์ของเอนไซม ์
ไลเปÿเท่ากับ 1.77±0.06  
 

 
รูปที่ 4.33  ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) บนเจลอะกาโรÿ โดยช่อง (Lane) ท่ี 1 คือ เครื่องĀมาย

โมเลกุลขนาด 100 คู่เบÿ ช่องท่ี 2 คือ ไอโซเลทท่ี 21-215 ช่องท่ี 3 คือ ไอโซเลทท่ี 21-124 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5  
ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ 

 
5.1  ÿรุปผลการüิจัย 

เช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้นท้ังĀมด 30 ไอโซเลท ÿามารถคาดการณ์ÿกุล (Genus) จาก

ลักþณะทางÿัณฐานüิทยา (Morphology) เบื้องต้น ได้ท้ังĀมด 2 ÿกุล คือ Aspergillus และ Fusarium 

และกลุ่มท่ีไม่ÿามารถคาดการณ์จากลักþณะทางÿัณฐานüิทยาได้มี 22 ไอโซเลท และจากการýึกþาการ

เจริญเติบโตบนอาĀาร Potato dextrose agar (PDA) ในüันท่ี 4 พบü่าเช้ือรา Aspergillus ไอโซเลท 

22-114 มีค่าเฉล่ียการเจริญเติบโตเร็üท่ีÿุด และเช้ือรา Periconia ไอโซเลท 21-215 มีค่าเฉล่ียการ

เจริญเติบโตช้าท่ีÿุด  
อาĀาร Peptone agar + Tween 20 คüามเข้มข้นร้อยละ 1 (PA + TW 20) นั้นมีประÿิทธิภาพ

ในการน ามาใช้คัดเลือกĀาเช้ือราเอนโดไฟต์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ และพบü่าเช้ือราเอนโดไฟต์จาก

ผักแü่นต้นท้ัง 30 ไอโซเลทนั้นมีเพียง 9 ไอโซเลท คือ 21-215, 21-221, 22-110, 22-111, 22-112, 

22-113, 22-124 และ 22-127 ท่ีÿามารถผลิตเอนไซม์ไลเปÿได้ โดยในการýึกþานี้พบü่าไอโซเลท 

21-215 และไอโซเลท 22-124 มีค่าดัชนีการผลิตเอนไซม์ไลเปÿÿูงÿุด แต่จัดอยู่ในกลุ่มผู้ผลิตท่ัüไป 

(Moderate producer) และเมื่อน ามาระบุÿายพันธุ์ด้üยล าดับนิüคลีโอไทด์พบü่า คือ เช้ือราÿกุล 
Periconia Ēúą Xylaria ตามล าดับ 

 
5.2  ข้อเÿนอแนะ 

5.2.1  อาĀารเล้ียงเช้ือท่ีใช้คัดแยกเช้ือราเอนโดไฟต์จากผักแü่นต้นคüรมีการใช้อาĀารÿ าĀรับ

ทดÿอบท่ีมีซับÿเตรทชนิดอื่นด้üย เช่น Tween 80 เป็นซับÿเตรท ĀรืออาĀารแข็งฟีนอลเรด (Phenol 
red) ท่ีมีน้ ามันมะกอกเป็นซับÿเตรทÿ าĀรับเอนไซม์ไลเปÿ ท่ีอาýัยการเปล่ียนÿีของฟีนอลเรดเป็น

อินดิเคเตอร์ ในช่üงระĀü่าง 6.8 ท่ีมีÿีเĀลือง เนื่องจากเอนไซม์ไลเปÿจากจุลินทรีย์แต่ละชนิดมี

คüามจ าเพาะกับซับÿเตรทท่ีต่างกัน  
5.2.2  คüรน าไอโซเลทท่ีคัดเลือกมาได้นั้นไปเปรียบเทียบกับเช้ือราท่ีมีคุณÿมบัติในการÿร้าง

เอนไซม์ไลเปÿจากแĀล่งอื่น ๆ เช่น คัดแยกเช้ือราจากแĀล่งท่ีมีการÿะÿมของไขมัน เพื่อคัดเลือกĀา 
ไอโซเลทท่ีมีประÿิทธิภาพดี 

5.2.3  คüรüิเคราะĀ์ล าดับดีเอ็นเอในต าแĀน่งอื่น ๆ นอกจากบริเüณ ITS เช่น Beta-tubulin 

และ Large-subunit (LSU) ribosomal DNA (rDNA) เพื่อระบเุช้ือราในระดับÿายพันธุ์ (Species) 
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ภาคผนüก ก 
การเตรียมอาĀารเลี้ยงเชื้อÿารเคมี 

 
1. อาĀารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA)  

ประกอบด้üย 
มันฝรั่งĀั่นขนาด 1 x 1 x 1 เซนติเมตร 200 กรัม 
Dextose   20 กรัม 
Agar   6 กรัม 

ต้มมันฝรั่งในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เป็นเüลา 30 นาที กรองเอามันฝรั่งออกปรับ

ปริมาตรน้ าต้มมันฝรั่งใĀ้ได้ 1,000 มิลลิลิตร ใÿ่ Dextrose ลงไปแล้üคนใĀ้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่า

เช้ือท่ีอุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที ÿ าĀรับอาĀาร 

PDA เติมüุ้น ลงไปในอาĀาร 15 กรัม 
2. อาĀาร Peptone agar + Tween 20 คüามเข้มข้นร้อยละ 1 

ประกอบด้üย 
Peptone   10 กรัม 
NaCl   5 กรัม 
CaCl2    0.1 กรัม 
Tween 20   10 มิลลิลิตร 
Agar   20 กรัม 

ละลาย Peptone, NaCl, CaCl2 กับน้ ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปปรับค่าคüามเป็นกรด

ด่างใĀ้ได้ประมาณ 6.6 โดยใช้ 5N HCI จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ  
คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที พร้อมกับ Tween 20 ÿ าĀรับอาĀาร Peptone 

ไม่ต้องใÿ่ Tween 20 
3. Nutrient agar (NA) 

ประกอบด้üย  
Nutrient agar ÿ าเร็จรูป  28 กรัม 

ละลายÿารในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใĀ้เข้ากันจากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณĀภูมิ 

121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที 
4. Nutrient broth (NB) 

ประกอบด้üย 
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ละลายÿารในน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใĀ้เข้ากันจากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณĀภูมิ 

121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที 
5. Yeast Malt medium (YM) 

ประกอบด้üย 
Yeast extract  3 กรัม 
Malt extract  3 กรัม 
Peptone   5 กรัม 
Glucose   10 กรัม 

ละลายÿ่üนผÿมท้ังĀมดกับน้ ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใĀ้เข้ากันจากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ท่ีอุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที 
6. 10 mM TE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ประกอบด้üย 
 1 M Tris-HCI (pH8)  10 มิลลิลิตร 
 0.5 M EDTA (pH8)  2 มิลลิลิตร 

น า 1 M Tris-HCI (ปรับค่าคüามเป็นกรดด่าง 8) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผÿมกับ 0.5 M EDTA 
(ปรับค่าคüามเป็นกรดด่าง 8) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรด้üยน้ ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที  
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ภาคผนüก ข 
ขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนี 

 
ตารางที่ 1 แÿดงค่าเฉล่ียเÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีบนอาĀาร Potato dextrose agar (PDA) 

ไอโซเลท 
ค่าเฉลี่ยขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางของโคโลนี (มิลลิเมตร) บนอาĀาร PDA 
üันที่ 1 üันที่ 2 üันที่ 4 üันที่ 6 üันที่ 7 

21-211 11.57 25.65 79.22 90.00 90.00 
21-212 11.30 26.58 69.12 90.00 90.00 
21-215 8.25 12.67 15.55 16.63 16.63 
21-218 10.57 19.45 22.17 25.60 30.53 
21-219 4.85 6.92 23.00 34.23 37.52 
21-220 12.75 23.47 42.00 58.60 67.52 
21-221 8.93 13.92 28.50 39.35 45.18 
22-108 5.07 19.07 68.12 90.00 90.00 
22-109 5.30 14.28 56.73 90.00 90.00 
22-110 5.85 13.10 28.33 44.70 51.35 
22-111 12.65 27.33 59.32 87.45 90.00 
22-112 12.00 26.33 54.08 77.32 85.28 
22-113 6.15 9.13 16.85 31.98 35.90 
22-114 7.47 25.10 83.53 90.00 90.00 
22-115 5.50 9.32 22.48 39.90 45.62 
22-116 6.82 21.92 81.40 90.00 90.00 
22-117 5.42 7.43 13.62 17.48 19.97 
22-118 9.88 18.60 32.58 45.20 52.70 
22-119 15.23 34.93 81.17 90.00 90.00 
22-120 11.27 26.63 65.98 90.00 90.00 
22-121 9.72 24.10 55.28 73.97 84.02 
22-122 5.83 14.87 42.72 76.53 90.00 
22-123 9.97 21.50 55.28 85.87 90.00 
22-124 5.82 10.28 29.70 53.10 61.47 
22-125 6.65 13.23 28.00 41.08 50.68 
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ตารางที่ 1 แÿดงค่าเฉล่ียเÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีบนอาĀาร Potato dextrose agar (PDA) (ต่อ) 

ไอโซเลท 
ค่าเฉลี่ยขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางของโคโลนี (มิลลิเมตร) บนอาĀาร PDA 
üันที่ 1 üันที่ 2 üันที่ 4 üันที่ 6 üันที่ 7 

22-126 10.72 26.25 58.58 78.90 90.00 
22-127 7.18 15.82 53.25 90.00 90.00 
22-128 6.60 9.82 17.30 24.55 26.63 
22-129 7.47 12.78 30.55 49.97 58.18 
22-130 5.93 8.78 19.22 32.85 38.15 
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ตารางที่ 2 แÿดงค่าเฉล่ียเÿ้นผ่านýูนย์กลางโคโลนีบนอาĀาร Peptone agar + Tween 20 ร้อยละ 1 (PA + TW 20) 

ไอโซเลท 
ค่าเฉลี่ยขนาดเÿ้นผ่านýูนย์กลางของโคโลนี (มิลลิเมตร) บนอาĀาร PDA 
üันที่ 1 üันที่ 2 üันที่ 4 üันที ่6 üันที่ 7 

21-211 5.80 14.60 36.25 64.87 83.65 
21-212 4.68 10.72 41.82 76.32 90.00 
21-215 4.92 6.68 15.00 19.57 26.38 
21-218 10.58 15.95 33.60 49.70 59.58 
21-219 5.58 8.50 14.83 27.03 34.25 
21-220 7.83 9.83 14.52 29.17 31.97 
22-108 4.97 10.87 35.12 62.23 76.88 
22-109 4.72 8.75 31.52 57.53 79.47 
22-110 6.30 8.35 18.13 32.67 38.33 
22-111 9.15 15.93 33.33 48.02 56.6 
22-112 10.63 21.97 47.95 74.00 84.00 
22-113 5.67 5.67 7.98 9.58 11.83 
22-114 6.97 12.52 35.40 58.40 70.37 
22-115 6.62 8.07 15.20 23.00 23.65 
22-116 6.70 12.05 44.00 83.60 90.00 
22-117 4.70 6.82 11.47 16.67 19.92 
22-118 8.22 15.63 35.63 52.40 59.80 
22-119 6.48 14.68 39.12 61.38 73.08 
22-120 5.28 10.88 25.92 43.48 50.55 
22-121 7.25 20.55 46.73 74.43 84.35 
22-122 6.42 15.15 42.27 67.83 77.88 
22-123 5.23 11.87 40.90 73.40 85.20 
22-124 5.07 6.02 13.62 21.30 23.92 
22-125 5.20 7.35 24.87 45.12 51.98 
22-126 8.82 20.80 48.55 75.5 85.97 
22-127 5.30 7.53 21.00 28.73 36.98 
22-128 6.83 8.15 13.00 16.23 19.70 
22-129 7.52 11.33 23.22 37.72 44.10 
22-130 5.78 6.87 15.45 23.70 25.83 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนüก ค 
การระบุÿายพันธุ์ด้üยล าดับนิüคลีโอไทด์ 

 
1.  แÿดงผล BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) จากฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือรา 21-215 ซึ่งคาดการณ์ü่าเป็นÿายพันธุ์ Periconia 
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2.  แÿดงผล BLAST จากฐานข้อมูล NCBI ของเช้ือรา 22-124 ซึ่งคาดการณ์ü่าเป็นÿายพันธุ์ Xylaria  
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