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บทคดัย่อ 
 ศึกษาสภาวะเหมาะสมของราจากส่ิงแวดลอ้มทางทะเล ในการสร้างสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช                
4 ชนิด คือ Colletotrichum gloeosporioides DOAC 0782, Alternaria brassicicola DOAC 0436, 
Fusarium oxysporum DOAC 1808 และ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 ของราทะเลและราเอนโดไฟท์
จากป่าชายเลนจ านวน 5 สายพนัธุ์ เร่ิมจากการทดสอบยืนยนัฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ั้งรา                     
ก่อโรคพืชดว้ยการเล้ียงราในสภาวะตั้งตน้ในอาหารเหลว PDB บ่มโดยใชส้ภาวะตั้งตน้สองสภาวะ คือ
ตั้งท้ิงไว ้ และเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที ผลการศึกษาดว้ยวิธี disc diffusion พบว่าสารสกดัเอธิล   
อะซิเตตจากน ้ าเล้ียงเช้ือราป่าชายเลนทุกสายพนัธุส์ามารถยบัย ั้งราก่อโรคพืชได ้สารสกดัท่ีไดจ้ากสภาวะ 
ท่ีมีการเขยา่ส่วนใหญ่มีฤทธ์ิยบัย ั้งดีกว่าผลของสารสกดัท่ีตั้งท้ิงไว ้ 
 ท าการหาสภาวะเหมาะสมของราทะเลและราเอนโดไฟท ์ ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช           
ท่ีดีโดยใชส้ภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ 150 รอบ/นาที ในอาหารเหลว PDB เป็นหลกัและปรับสภาวะทางกายภาพ
อ่ืนๆ  ไดแ้ก่  ผลของความเค็ม ตามดว้ยชนิดของอาหารเหลว  ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้  ความเร็วในการ
เขยา่ อุณหภูมิ และระยะเวลาในการเล้ียงตามล าดบั คร้ังละ 1 สภาวะ เลือกสภาวะท่ีดีท่ีสุดไปใชใ้นการ
ทดลองขั้นต่อไป พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชท่ีมีประสิทธิภาพของราทะเล
คือ ความเค็ม 15-20 ppt อาหาร PDB  และ YMB ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6  เขยา่ท่ี 100-150 
รอบ/นาที  บ่มท่ี 25-28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั  และสภาวะเหมาะสมของราเอนโดไฟท์คือ  
ความเค็ม 0-10 ppt อาหาร PDB YMB และ SDB ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5-6  เขย่าท่ี              
100-150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-7 วนั  พบฤทธ์ิยบัย ัง้ราก่อโรคพืชสูงสุด จากสาร
สกดัของราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ฤทธ์ิยบัย ัง้สูงสุดรองลงมาคือสารสกดัของราเอนโดไฟท ์ สายพนัธุ ์
BUEN 830  แต่สารสกดัราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834  มีฤทธ์ิยบัย ั้งเพ่ิมข้ึนสูงสุดคือ 10 เท่า หลงัปรับ
สภาวะเทียบกบัการเล้ียงแบบตั้งท้ิงไว ้
 ผลผลิตของราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830 ท่ีเล้ียงใน
อาหารเหลวปริมาตร 50 มิลลิลิตร และ 200 x 5 มิลลิลิตร ไม่แตกต่างกนั  แต่เม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งรา
ของสารสกดัพบว่าสารสกดัของราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ท่ีไดภ้ายหลงัจากการขยายขนาดการหมกั
มีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดยกเวน้ Pestalotiosis sp. โดยเพ่ิมข้ึนประมาณ    0.2-0.4 เท่า   
 ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัต่อการยบัย ั้งการเจริญของราก่อโรคพืชท่ีได ้ ภายหลงัจาก
การขยายขนาดการหมกัของราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ในการยบัย ั้ง C. gloeosporioides และ                                
A. brassicicola  เท่ากบั 1024 และ 2048 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั ส่วนสารสกดัจากรา               
เอนโดไฟท ์ สายพนัธุ ์ BUEN 830 มีค่า MIC ในการยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิด ≥ 4096 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร 
ค าส าคญั:  สภาวะเหมาะสม/ ราจากป่าชายเลน/ เอนโดไฟท/์ราก่อโรคพืช/ สารยบัย ั้งรา/ สารสกดั  
 



 
Abstract 

 Five marine derived fungi; mangrove fungi and marine endophyte, were studied for their 

optimal condition to produce antifungal agents against four phytopathogenic fungi; Colletotrichum 

gloeosporioides DOAC 0782, Alternaria brassicicola DOAC 0436, Fusarium oxysporum DOAC 1808 

and Pestalotiopsis sp. DOAC 1098. Before optimization, the antifungal potential of the ethyl acetate 

extracts prepared from fungal cultures in PDB were confirmed. The cultures were under static and 

shaking at 150 rpm. The ethyl acetate extracts of culture filtrate were tested for antifungal activity 

by disc diffusion. The antifungal activities were obtained from all extracts, confirmed the 

antifungal activity of all fungi. The extracts from shaking condition exhibited higher inhibition 

activity than from the static condition.  

 Optimization process for the maximum antifungal production was carried out stepwise in 

liquid medium under various cultural conditions began with salinity and then followed by type of 

medium, initial pH, shaking rate, temperature, and incubation time. After each optimizing step, the 

ethyl acetate extracts were tested for antifungal activity by disc diffusion method and the best condition 

was selected for using in the next step. After final optimization, strong antifungal activities against 

all phytopathogens were observed. The maximum antifungal activity was  obtained after the marine 

fungi were fermented in 15-20 ppt, PDB and YMB, initial pH 6 after shaking at 100-150 rpm at               

25-28 °C for 7 days. For endophytic fungi, the optimization conditions were fermentation in 0-10 ppt 

either in PDB, YMB or SDB, initial pH 5-6, shaking rate 100-150 rpm at 28 °C for 4-7 days. The 

highest antifungal activity against all phytopathogens fungi was shown in the marine fungus BUSK 

055-1 - broth extracts, followed by the endophytic fungus BUEN 830-broth extracts. The highest 

optimization was in the extract from endophytic fungus BUEN 834. Ten-fold increasing after 

optimization compared to static condition was recorded. 

 The yield of crude extract from 50 ml (Miniscale) and 200 x 5 ml (Scale up) broth culture 

under optimization were not different but the antifungal activity of the marine fungus BUSK 055-1 -

broth extract against all fungi increased 0.2-0.4 times, except Pestalotiopsis sp. 



 The extracts from marine fungus BUSK 055-1 showed the minimum inhibitory 

concentration (MIC) by agar dilution technique against C. gloeosporioides and A. brassicicola,                          

were 1024 and 2048 µg/ml, respectively. The MIC of the endophytic fungus BUEN 830-broth extracts 

against all phytopathogens fungi were ≥ 4096 µg/ml. 

 

Keywords: Optimize condition, Mangrove fungi, Endophyte, Phytopathogenic fungi, Antifungal, 

Extract 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
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ค าอธิบายสัญญลักษณ์และค าย่อ 

ANOVA = Analysis of variance 
DMRT = Duncan’s multiple rang test 
cm = Centimeter  
H2O     =    Water 
L    = Litter 
LNB = Low nutrient broth 
mg = Milligram 
Mg2SO4    = Magnesium sulfate 
MIC = Minimal inhibitory concentration 
ml =     Milliliter 
µg = Microgram 
µl =     Microlitter 
NaCl    = Sodium chloride 
NaOH    = Sodium hydroxide 
PDA/DW = Potato dextrose agar prepared with distilled water 
PDA/SW = Potato dextrose agar prepared with 15 ppt-seawater 
PDB = Potato dextrose broth 
ppt = Part per thousand  
0.5x PDB = Half-strength of potato dextrose broth 
SDB = Sabouraud dextrose agar 
YMB = Yeast malt broth 
 

 

 

 



บทสรุปส ำหรับผู้บริหำร 

 

ข้าพเจ้า ผศ.ดร.อภิรดี ปิลันธนภาคย์ ได้รับทุนสนบัสนุนโครงการวิจัย จากมหาวิทยาลัยบูรพา  ประเภท 
งบประมาณเงินรายได้ จากเงินอุดหนุนจากรฐับาล (งบประมาณแผ่นดิน) มหาวิทยาลัยบรูพา เรื่อง“การปรบัปรุง 
สภาวะในการสร้างสารต้านราก่อโรคพืชของราจากสิ่งแวดลอ้มทางทะเล” (Optimization of fungi from  
marine environments for production of antifungal compounds against fungal phytopathogens) 
รหสัโครงการ 2559A10802174 สัญญาเลขที่ 92/2559 ได้รับงบประมาณรวมทั้งสิ้น สองแสนเจ็ดหมื่นหนึ่งพัน
เจ็ดรอ้ยบาท ระยะเวลาด าเนินงาน ระหว่างวันที่ 1 ตุลาคม 2558- 27 กันยายน  2561   
 
บทคัดย่อ 

 ศึกษาสภาวะเหมาะสมของราจากสิ่งแวดล้อมทางทะเลในการสร้างสารยับยั้งราก่อโรคพืช 4 ชนิด คือ 
Colletotrichum gloeosporioides DOAC 0782, Alternaria brassicicola DOAC 0436, Fusarium 
oxysporum DOAC 1808 และ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 ของราทะเลและราเอนโดไฟท์จาก                        
ป่าชายเลน จ านวน 5 สายพันธ์ุ เริ่มจากการทดสอบยืนยันฤทธ์ิของสารสกัดในการยับยั้งราก่อโรคพืช ด้วยการ
เลี้ยงราในสภาวะตั้งต้นในอาหารเหลว PDB บ่มโดยใช้สภาวะตั้งต้นสองสภาวะ คือตั้งทิ้งไว้ และเขย่า ด้วย
ความเร็ว 150 รอบ/นาที ผลการศึกษาด้วยวิธี disc diffusion พบว่าสารสกัดเอธิลอะซิเตตจากน้ าเลี้ยงเช้ือรา      
ป่าชายเลนทุกสายพันธ์ุสามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้และสารสกัดที่ได้จากสภาวะที่มีการเขย่าส่วนใหญ่มีฤทธ์ิ
ยับยั้งดีกว่าผลของสารสกัดที่ตั้งทิง้ไว้  
 ท าการหาสภาวะเหมาะสมของราทะเลและราเอนโดไฟท์ต่อการผลิตสารยับยัง้ราก่อโรคพืชที่ดีโดยใช้
สภาวะตั้งต้นที่เขย่า 150 รอบ/นาที ในอาหารเหลว PDB เป็นหลักและปรบัสภาวะทางกายภาพอืน่ๆ  ได้แก่  ผล
ของความเค็ม ตามด้วยชนิดของอาหารเหลว  ค่าความเปน็กรด-ด่างเริ่มตน้  ความเร็วในการเขย่า อณุหภูมิ และ
ระยะเวลาในการเลี้ยงตามล าดับ ครัง้ละ 1 สภาวะ เลอืกสภาวะที่ดีทีสุ่ดไปใช้ในการทดลองข้ันต่อไป พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมตอ่การผลิตสารยบัยัง้ราก่อโรคพืชที่มปีระสทิธิภาพของราทะเลคือ ความเค็ม 15-20 ppt อาหาร PDB  
และ YMB ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นเท่ากับ 6  เขย่าที่ 100-150 รอบ/นาที  บ่มที่ 25-28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7 วัน  และสภาวะเหมาะสมของราเอนโดไฟท์คือ ความเค็ม 0-10 ppt อาหาร PDB YMB และ SDB 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นเท่ากับ 5-6  เขย่าที่ 100-150 รอบ/นาที บ่มที่ 22-28 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 4-7 
วัน  พบฤทธ์ิยบัยัง้รากอ่โรคพืชสูงสุดจากสารสกัดของราทะเลสายพันธ์ุ BUSK 055-1 ฤทธ์ิยบัยัง้สงูสุดรองลงมาคือ 
สารสกัดของราเอนโดไฟทส์ายพันธ์ุ BUEN 830  แตพ่บว่าสารสกัดราเอนโดไฟท์ สายพนัธ์ุ BUEN 834  มีฤทธ์ิ
ยับยั้งเพิ่มข้ึนสงูสุดคือ 10 เท่า หลังปรับสภาวะเทียบกบัการเลี้ยงแบบตั้งทิ้งไว้ 
 ผลผลิตของราทะเลสายพันธ์ุ BUSK 055-1 และราเอนโดไฟท์สายพันธ์ุ BUEN 830 ที่เลี้ยงในอาหาร
เหลวปรมิาตร 50 มิลลลิิตร และ 200 x 5 มิลลลิิตร ไม่แตกต่างกัน  แต่เมื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิยับยัง้ของสารสกัด
ด้วยวิธี disc diffusion พบว่าสารสกัดของราทะเลสายพันธ์ุ BUSK 055-1 ที่ได้ภายหลงัจากการขยายขนาดการ
หมักมีฤทธ์ิยับยั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดยกเว้น Pestalotiosis เพิ่มข้ึนประมาณ 0.2-0.4 เท่า   



 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดต่อการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชที่ได้ภายหลังจากการขยาย
ขนาดการหมกัของราทะเลสายพันธ์ุ BUSK 055-1 ในการยับยั้ง C. gloeosporioides และ                                
A. brassicicola เท่ากับ 1024 และ 2048 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ส่วนสารสกัดจากราเอนโดไฟท์  
สายพันธ์ุ BUEN 830 มีค่า MIC ในการยับยัง้ราก่อโรคพืชทกุชนิด ≥ 4096 ไมโครกรมั/มิลลลิิตร 
 
ค ำส ำคัญ:  สภาวะเหมาะสม/ ราจากป่าชายเลน/ เอนโดไฟท์/ราก่อโรคพืช/ สารยับยั้งรา/ สารสกัด  
  
ผลผลิต 
       งานวิจัยน้ีได้นักศึกษาด้านการศึกษาราทะเลและการน าไปใช้ประโยชน์เพิม่ขึ้น 1 คน  

สรุปและข้อเสนอแนะ 
       โดยสรุปจากการศึกษาพบว่าการผลิตสารทุติยภูมิทีม่ีฤทธ์ิยับยั้งราสาเหตุโรคพืชของราทะเลทัง้ที่อยู่ในรปู
อิสระในต้นจากและเอนโดไฟท์ในใบพืชชายเลน สามารถถถูกกระตุ้นใหส้ร้างเพิ่มข้ึนและออกฤทธ์ิเพิ่มข้ึนได้ โดย
การเลี้ยงในอาหารเหลวที่สภาวะเหมาะสม ราทะเลทั้ง 2 ประเภทนี้ต้องการสารอาหารทีส่มบูรณ์ และออกซเิจน
เป็นสภาวะหลัก ส่วนสภาวะอื่นๆ เช่นความเค็ม ความเป็นกรด-ด่าง แตกต่างกันไปข้ึนกับสายพันธ์ุ  ดังนั้น
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตผลิตภัณฑ์ชีวภาพจากราสายพนัธ์ุใหม่ๆ ก่อนจะน าไปใช้เพือ่การผลิตให้ได้
สารออกฤทธ์ิปริมาณสงูๆ จงึเป็นข้ันตอนจ าเป็น และหากสามารถลดต้นทุนการผลิตโดยใช้หางนมหรอืกากน้ าตาล
ที่ราคาถูกกว่าอาหารเลี้ยงเช้ือทางการค้าก็จะดีย่ิงข้ึน 
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บทที่  1 
บทน ำ 

 
ควำมส ำคญัและที่มำของปัญหำ 

ราเป็นสาเหตุของโรคในพืชเศรษฐกิจส่วนใหญ่ทั่วโลก รวมถึงพืชเศรษฐกิจในประเทศไทย  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งราในสกุล Fusarium, Colletotrichum, Alternaria และ Pestalotiopsis ซ่ึงเป็นสาเหตุท่ี
ท าให้พืชเกิดโรคระหว่างการเจริญและการเก็บเก่ียว  หรือท าให้เกิดโรคในผลผลิตหลงัการเก็บเก่ียว 
(Strange, 2003; Sharma, Singh, & Singh, 2009) ราในสกุลดงักล่าว ไดแ้ก่  F. oxysporum สาเหตุของ
โรคเห่ียว (Fusarium wilt) ในพืชหลายชนิด เช่น กลว้ยน ้ าวา้ (Dita et al., 2010) พริก (Suryanto, Potonah, 
& Munir, 2010) มะเขือเทศ (Rowe, 1980; Chantal et al., 2006) C. gloeosporioides สาเหตุการเกิดโรค
แอนแทรคโนสในพืชหลายชนิด เช่น พริก (Gopinath, Radhakrishnan, & Jayaraj, 2006; Than et al., 
2008) มะม่วง (Gupta et al., 2010) สตรอเบอร์รี (Freeman, Horowitz, & Sharon, 2001; Freeman, Shalev, 
& Katan, 2002) และ A. brassicicola สาเหตุโรคใบจุดในพืชตระกูลกะหล ่า เช่น บรอกโคลี กะหล ่าปลี 
กะหล ่าดอก ผ ักกาดขาว (Junji, 2006; Lawrence et al., 2008) ส่วน Pestalotiopsis sp. ก่อให้เกิดโรค                 
ใบไหมใ้นกลว้ย (Photital et al., 2004)  

ราก่อโรคพืชดงักล่าวท าให้ผลิตผลทางการเกษตรเสียหายเป็นอย่างมาก ส่งผลให้มูลค่าสินคา้
ทางการเกษตรลดลง และยงัตอ้งเสียค่าใชจ่้ายในการควบคุมการระบาดของราก่อโรคพืชเพ่ิมข้ึน (Gao, 
Liu, & Liu, 2004; Jin, et al., 2009) จากการควบคุมโรคพืชโดยใช้สารเคมี  การใช้สารเคมีท่ีมากเกิน
จ าเป็นส่งผลให้ราก่อโรคพืชต้านสารเคมีก่อให้เกิดความยุ่งยากในการควบคุม  นอกจากน้ียงัพบว่า
สารเคมี ท่ี ใช้ยงัส่งผลกระทบต่อมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดลอ้มอีกดว้ย  (Russel, 2005; Brent, & 
Hollomon, 2007; Mondali et al., 2009; Wegulo et al., 2011)  

ในช่วงเร่ิมแรกการศึกษาผลิตภณัฑ์จากราส่วนใหญ่เน้นไปท่ีราบก (Terrestrial fungi) แต่พบ
ขอ้จ ากดัของคุณสมบติัทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของผลิตภณัฑ์ท่ีได ้เน่ืองจากส่วนใหญ่มีผูศ้ึกษาแลว้ 
(Cabrera et al., 2002; Liu et al., 2006) ความสนใจในการศึกษาราแหล่งใหม่ๆ เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑใ์หม่ๆ 
จึงเร่ิมข้ึน  รวมถึงการศึกษาราในระบบนิเวศทางทะเล (Marine-derived fungi) (Faulkner, 1994) ท่ีอาจ
ไม่ใช่ราทะเลท่ีแทจ้ริง พบการศึกษาราในระบบนิเวศทางทะเล คร้ังแรกในประเทศออสเตรเลียเม่ือ 50 ปี
ท่ีผา่นมา (Cribb & Cribb, 1995) ในระยะหลงัมีการศึกษาราในระบบนิเวศทางทะเล  รวมถึงราในระบบ
นิเวศป่าชายเลนเพ่ิมมากข้ึน  ท าให้ทราบขอ้มูลเก่ียวกบัราในระบบนิเวศทางทะเลเพ่ิมข้ึนทั้งความรู้ดา้น
สรีรวิทยา  นิเวศวิทยา  อนุกรมวิธาน  และราทะเลประยุกต์ (Abdel-Wahab, 2005) นอกจากน้ียงัมี
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รายงานว่าราจากระบบนิเวศป่าชายเลนเป็นหน่ึงในกลุ่มราชนิดใหม่ๆ ท่ีสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีมีคุณสมบัติทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพแตกต่างจากสารที่ไดจ้ากรา  (Davidson, 1995; 
Faulkner, 2001; Liu et al., 2006; Imhoff, Labes, & Wiese, 2011) ผลิตภณัฑ ์ธรรมชาติจากราใน
ระบบนิเวศทางทะเลถูกน ามาประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่างๆ ทั้งดา้นการแพทย ์ส่ิงแวดลอ้ม อุตสาหกรรม ดา้น
อาหารและยา (Blunt et al., 2008; Kansoh et al., 2010) รวมถึงด้านการเกษตรในการควบคุมโรคพืช 
(Xiao et al., 2005; Chen, Pan, Tang, Chen, & Lin, 2009)  และมีแนวโนม้สูงว่าราจากระบบนิเวศป่าชายเลน
จะสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  รวมถึงสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชท่ีมีประสิทธิภาพสูง  เน่ืองจากการ
ด ารงชีวิตอยู่ในระบบเฉพาะคืออยู่ภายใตค้วามเค็ม  ความดนั  สารอาหาร การข้ึน-ลงของน ้ าทะเล  และ
อุณหภูมิท่ีหลากหลาย  เป็นปัจจยัในการพฒันาไปสู่กลไกในการสร้างสารออกฤทธ์ิท่ีแตกต่างจากราบก  
เพื่อใหส้ามารถแข่งขนักบัจุลินทรียช์นิดอื่นๆได ้(Kumaresan & Suryanarayanan, 2002; Sakayaroj et al., 
2004; Zhu, & Lin, 2006; Kosta, Jain, & Tiwari, 2008; Mabrouk et al., 2008; Tarman et al., 2011)  

ในกระบวนการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของราบก  หรือราทัว่ไปในหอ้งปฏิบติัการมีปัจจยั
หลากหลายเป็นตวัก  าหนด ได้แก่ อุณหภูมิ  แหล่งคาร์บอน  แหล่งไนโตรเจน  กรดอะมิโน ออกซิเจน 
และระยะเวลาในการบ่ม เป็นตน้ (Xiong et al., 2004; Gogoi et al., 2008) ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมราจะ
สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดห้ลากหลาย (Dobrestov, Dahm, & Qiu, 2006) ปัจจยัทางกายภาพ
ดงักล่าวจึงน่าจะมีความส าคัญต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของราจากระบบนิเวศป่าชายเลน
เช่นกนั 

สภาวะต่างๆท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ของราในระบบนิเวศทางทะเล  
รวมถึงราจากป่าชายเลนท่ีมีรายงาน ได้แก่ ชนิดของอาหารเหลว  ซ่ึงส่วนใหญ่ท่ีมีรายงานเป็น potato 
dextrose (PDB), Sabouraud dextrose (SDB) และอาหารท่ีมีส่วนประกอบของ glucose, peptone, beef 
extract, malt extract แ ล ะ  yeast extract (Zhu & Lin, 2006; Huang et al., 2008; Yan et al., 2010; 
Abdel-Wahab et al., 2007; Chen et al., 2003a; Huang et al., 2011a; Bhimba et al., 2011) สภาวะทาง
กายภาพอ่ืนๆ ท่ีมีรายงาน ไดแ้ก่ ความเค็มของอาหารเหลว (Chen et al., 2003a; Zhu & Lin, 2006; Wen 
et al., 2009) ระยะเวลาในการเล้ียงรา (Abdel-Wahab et al., 2007; Lin et al., 2008a; Bhimba et al., 
2011) อุณหภูมิในการบ่ม (Rukachaisirikul et al., 2011; Lin et al., 2008b; Chen et al., 2003a; Xu et al., 
2011) ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว (Huang et al., 2007; Isaka  et al., 2009) เป็นตน้ 

จากรายงาน พบการใชส้ภาวะในการเล้ียงราจากระบบนิเวศทางทะเลให้ผลิตสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีหลากหลาย  แต่การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
หอ้งปฏิบติัการกลบัมีค่อนขา้งนอ้ยและส่วนใหญ่ศึกษาในราสายพนัธุ์เดียว เช่นการหาสภาวะท่ีเหมาะสม 
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Aspergillus ustus MSF3 ท่ีอาศยัร่วมกับฟองน ้ าทะเลโดยใช้
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สภาวะทางกายภาพ 6 ปัจจัย ในอาหารเหลว Sabouraud dextrose ได้แก่ ระยะเวลาในการบ่ม  ค่าความ
เป็นกรด-ด่างเร่ิมต้นของอาหารเหลว  ความเค็มของอาหารเหลว  แหล่งคาร์บอน  แหล่งไนโตรเจน  
และอิออน (Kiran et al., 2009) และการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธ์ิจากราทะเล 
Varicosporina ramulosa ในอาหารเหลว โดยใชปั้จจยัทางกายภาพ 5 ปัจจยั ได้แก่ ชนิดอาหารเหลว  
ระยะเวลาในการบ่ม  อุณหภูมิ  ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว  และความเร็วรอบในการเขย่า 
(Mabrouk et al., 2008)  

งานวิจยัน้ีมุ่งศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราในระบบนิเวศป่า
ชายเลนสองกลุ่ม คือ ราทะเลท่ีพบบนเศษไมใ้นป่าชายเลน ได้แก่ ราทะเลสายพันธุ์ BUCS 004 และ 
BUSK 055-1 ราเอนโดไฟทท่ี์แยกจากใบของพืชป่าชายเลน ไดแ้ก่ ราเอนโดไฟท์สายพนัธุ์ BUEN 121,  
BUEN 830 และ BUEN 834 รวมทั้งส้ิน  5 สายพนัธุ์  เพื ่อให ้ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชที่ม ีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งสูงข้ึนโดยศึกษาสภาวะทางกายภาพ 6 ปัจจยั ไดแ้ก่ ความเค็มของอาหารเหลว  ชนิดของอาหาร
เหลว  ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว  ความเร็วรอบในการเขย่า  อุณหภูมิ และระยะเวลา
ในการบ่ม ตามล าดบั  เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัจากราจากป่าชายเลนท่ีผลิตในสภาวะตั้งตน้ 
และภ ายหลงัก าร เลี้ย งร าจ าก ป่ าชาย เลน ในสภ าวะ เหม าะสม ที ่ได จ้ ากก ารศ ึกษ า  จากนั้น 
ขยายขนาดการหมกัราจากป่าชายเลนท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งสูงสุดจ านวน 2 สายพนัธุ ์โดยใชส้ภาวะเหมาะสมท่ีได้
จากการศึกษา  

วตัถุประสงค์ของกำรวจิยั 
1.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงราทะเลท่ีพบบนเศษไมใ้นป่าชายเลน และราเอนโดไฟท ์ 

ท่ีแยกจากใบพืชป่าชายเลนต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
2.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากการใช้สภาวะเหมาะสมของราทะเลบนเศษไม้ และรา             

เอนโดไฟท์ท่ีแยกจากใบพืชป่าชายเลนแต่ละสายพนัธุใ์นการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช  เปรียบเทียบกบั
การใชส้ภาวะตั้งตน้ทั้งสองสภาวะ ไดแ้ก่สภาวะท่ีตั้งท้ิงไวแ้ละสภาวะท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที  

ขอบเขตของกำรวจิยั 
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของราจากป่าชายเลนทั้งหมด            

5 สายพันธุ์ โดยคัดเลือกราทะเล 3 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ์ BUCS 004 และ BUSK 055-1 และรา                
เอนโดไฟท์จากพืชป่าชายเลน  3 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่  สายพนัธุ์ BUEN 121, BUEN 830 และ BUEN 834 
เป็นตวัแทนในการศึกษา ปัจจยัที่ศึกษาไดแ้ก่ ความเค็มของอาหารเหลว ชนิดของอาหารเหลว  ค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว ความเร็วรอบในการเขย่า อุณหภูมิ และระยะเวลาใน          
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การเลี้ยง  ทดสอบฤท ธ์ิทางช ีวภาพกบัราก่อโรคพ ืช  4 ชนิด  ค ือ  A. brassicicola DOAC 0436,                    
C. gloeosporioides DOAC 0782, F. oxysporum DOAC 1808  และ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 
เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งที่ไดร้ะหว่างการศึกษาในสภาวะตั้งต้น  และภายหลงัจากการศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสม จากนั้นน าขอ้มูลสภาวะท่ีเหมาะสมของราจากป่าชายเลนท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราก่อ
โรคพืชจ านวน 2 สายพนัธุ ์ มาทดลองขยายขนาดการหมกั   

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
สามารถน าราท่ีศึกษาไปใชป้ระโยชน์ในการผลิตสารตา้นราก่อโรคพืชใหไ้ดป้ระสิทธิภาพยิง่ข้ึน  

โดยการใชส้ภาวะท่ีศึกษาแลว้ว่าเหมาะสม  
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บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

  

1.   รำทะเลในระบบนิเวศป่ำชำยเลน 
ป่าชายเลนเป็นทรัพยากรท่ีพบไดใ้นแถบประเทศเขตร้อนและก่ึงเขตร้อน (Macintosh & Ashton, 

2000; Kathiresan & Bingham, 2001) พบไดท้ัว่ไปตามพ้ืนท่ีชายฝ่ังทะเล บริเวณปากแม่น ้ า ชายฝ่ังทะเล 
อ่าว ทะเลสาบ และเกาะ ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีน ้ าทะเลท่วมถึง (Banerjee, 2011) มกัจะพบ 
ป่าชายเลนท่ีมีความอุดมสมบูรณ์ในกลุ่มประเทศภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ โดยเฉพาะในประเทศ
อินโดนีเซีย มาเลเซีย พม่า รวมถึงประเทศไทย (Giri et al., 2011; Donato et al., 2011)  
 ป่าชายเลนเป็นพ้ืนท่ีวิกฤตทางความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity hotspots) ของรา
ทะเล (Shearer et al., 2007) ราทะเลจากป่าชายเลนเป็นกลุ่มราขนาดใหญ่อนัดบัท่ีสองในกลุ่มของรา
ทะเล (Sridhar, 2004) ในประเทศไทยมีการศึกษาราทะเลคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1984 (Kohlmeyer, 1984) 
ปัจจุบนัมีรายงานขอ้มูลความหลากหลายทางชีวภาพและนิเวศวิทยาของราทะเลในประเทศไทยมากข้ีน 
จากการส ารวจบริเวณหาดทราย ชายฝ่ังทะเล ป่าชายเลน และป่าจาก (Pilantanapak, Jons, & Eaton, 2005; 
Jones et al., 2006; Sakayaroj, Supaphon, Jones, & Phongpaichit, 2011)  

1.1 รำทะเล 
                       Kohlmeyer and Kohlmeyer (1979) แบ่งราทะเลเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ ไดแ้ก่ obligate marine 
fungi เป็นราท่ีสามารถเจริญ และสร้างสปอร์ไดเ้ฉพาะในน ้าทะเล และเขตน ้ ากร่อย ราทะเลกลุ่มน้ีส่วนใหญ่
เป็นราชั้นสูงในกลุ่ม Ascomycota, Basidiomycota รวมถึงรูป anamorph (Sakayaroj et al., 2004) 
facultative marine fungi เป็นราน ้ าจืด หรือราในส่ิงแวดลอ้มบนบกท่ีสามารถเจริญหรือ สร้างสปอร์ได้
ในสภาวะแวดลอ้มทางทะเล (Kohlmeyer & Kohlmeyer, 1979) ส่วนใหญ่ อยูใ่นรูป anamorphic  fungi 
ปัจจุบนันิยมเรียกราทั้งสองกลุ่มน้ีรวมกนัวา่ marine-derived fungi (Bugni & Ireland, 2004) 

สามารถพบราทะเลไดท้ัว่ไปทั้งในน ้ าทะเล บริเวณหาดทราย หาดโคลน หรือป่าชายเลน  
มกัยดึเกาะกบัซบัสเตรทต่าง ๆ ส่วนใหญ่ เช่น ใบไม ้เน้ือไม ้หญา้ทะเล ปะการัง ดิน ทราย หรือในสตัวท่ี์มี
กระดองแข็งหรือเปลือกแข็งหุม้ (Kohlemeyer & Kohlemeyer, 1979; Hyde & Alias, 2000; Tsui & Hyde, 
2004; Vrijmoed, 2000) เศษไม ้ (Renner, Jensen, & Fenical, 1998; Schlingmann et al., 1998) ราก ผล 
เมลด็ของพืชท่ีข้ึนบริเวณป่าชายเลน (Sakayaroj et al., 2004) ไลเคนส์ (Hawksworth, 2000; Kohlmeyer, 
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Hawksworth, & Volkmann- Kohlmeyer, 2004) สตัวท์ะเล เช่น ปลา หอย และปู (Liu et al., 2006; Jones & 
Pang, 2012) และสาหร่ายทะเล (Barata, 2006; Suryanarayanan et al., 2010) 

Schmit & Shearer (2003) รายงานจ านวนราจากป่าชายเลนทั้งหมด 625 สายพนัธุ์  
ในจ านวนน้ีนบัรวมสายพนัธุท่ี์พบจากตวัอยา่งดิน โคลน และพืชป่าชายเลน และเม่ือไม่นานมาน้ี  
Jones et al. (2009) รายงานจ านวนราทะเลชั้นสูงท่ีพบในป่าชายเลนจ านวน 530 สายพนัธุ ์ ส่วนขอ้มูลรา
ทะเลในประเทศไทย พบราทะเล 154 สายพนัธุ ์เป็นราในกลุ่ม Acomycota 116 สายพนัธุ ์Basidiomycota 
3 สายพนัธุ ์anamorphic fungi 28 สายพนัธุ ์และ straminopiles 7 สายพนัธุ ์(Jones et al., 2006)  

1.2   รำเอนโดไฟท์ และรำเอนโดไฟท์จำกพืชป่ำชำยเลน 
      ราเอนโดไฟทเ์ป็นราท่ีอาศยัอยูใ่นเน้ือเยือ่พืชท่ีสมบูรณ์ แต่ไม่ท าใหพ้ืชเกิดโรค  
เม่ืออาศยัอยูใ่นเน้ือเยือ่พืชจะเจริญโดยการแทรกเสน้ใยไปในเซลล ์ หรือระหว่างเซลลพื์ชใชส้ารอาหารจาก
พืชท่ีอยู่อาศยั (Strobel & Long, 1998) สามารถพบราเอนโดไฟทไ์ดใ้นพืชทุกชนิดรวมถึง มอส และ          
ไลเคนส์ (Li, Zhou, Guo, & Guo, 2007; U’Ren, Lutzoni, Miadlikowska, & Arnold, 2010) อาจพบการ
อาศยัในช่วงหน่ึงของวงชีวติ  หรือตลอดวงชีวติในลกัษณะพึ่งพาอาศยักนั (Tanaka et al., 2002) ซ่ึงพืชจะ
ปกป้องราจากภาวะไมเ่หมาะสมต่างๆ ส่วนราเอนโดไฟทจ์ะสร้างสารออกฤทธ์ิบางชนิดท่ีเป็นประโยชน์
แก่พืช (Carroll, 1988) ราเอนโดไฟทท่ี์พบส่วนใหญ่เป็นราในกลุ่ม Ascomycota, Basidiomycota และ 
anamorphic fungi (Carroll, 1988; Stone, Bacon, & White, 2000; Rungjindamai, Pinruan, Choeyklin, 
Hattori, & Jones, 2008) และส่วนน้อยเป็น Oomycota (Park et al., 2003)  

 ราเอนโดไฟทจ์ากพืชป่าชายเลนเป็นราทะเลกลุ่มหน่ึงท่ีมีผูศ้ึกษากนัมาก  รายงานท่ีกล่าวถึง          
ส่วนใหญ่จะอยูแ่ถบประเทศเขตร้อน  และก่ึงเขตร้อน  เน่ืองจากมีทรัพยากรป่าชายเลนเป็นจ านวนมาก มี
การศกึษาราเอนโดไฟทจ์ากพชืป่าชายเลนชนิดต่าง ๆ (Kumaresan & Suryanarayanan, 2001; Ananda & 
Sridhar, 2002; Yang et al., 2006b; Alias, Zainuddin, & Jones, 2010) ไดแ้ก่ โกงกางใบใหญ่ (Rhizophora 
mucronata Poir) (Xu et al., 2009b; Bhimba et al., 2011) โกงกางใบเลก็ (R. apiculata Blume) 
(Rukachaisirikul et al., 2011) รังกะแท ้(Kandelia candel (L.) Druce) (Huang et al., 2007; Chen et al., 
2003a; Wen et al., 2009) เลบ็มือนาง (Aegiceras corniculatum (L.) Blanco) (Huang et al., 2011a; Zhang            
et al., 2011) แสมขาว (Avicennia alba Blume) แสมด า (A. officinalis L.) พงักาหวัสุมดอกแดง (Bruguiera 
gymnorrhiza (L.) Savigny) ถัว่ด  า (B. parviflora Wight & Arn. ex Griff.) ฝาด ดอกแดง (Lumnitzera 
littorea Voigt) ล  าพู (Sonneratia caseolaris (L.) Engl.) สีง  ้า (Scyphiphora hydrophyllacea Gaertn. f.) 
ตะบูนขาว (Xylocarpus granatum Koen.) ตะบูนด า (X. Moluccensis Roem.) (Rukachaisirikul et al., 
2011) 
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2.   โรคพืช และรำก่อโรคพืช 
 โรคพืช หมายถึง การท่ีพืชมีความผดิปกติทางดา้นสรีรวิทยา ส่งผลใหพื้ชนั้นมีโครงสร้างทาง
สณัฐานวิทยาเปล่ียนไป โดยจะแสดงอาการบริเวณรอยโรค (Dickinson, 2003) ท าใหพ้ืชเกิดความ
เสียหาย ส่งผลใหมู้ลค่าทางเศรษฐกิจของผลผลิตลดลง สาเหตุของโรคพืชเกิดจากปัจจยัทางกายภาพ ซ่ึง
เป็นปัจจยัส าคญัประการหน่ึงท่ีท าใหพ้ืชเกิดโรค ไดแ้ก่ สภาพของดิน สภาพของอากาศ มลพิษในอากาศ 
สารเคมีท่ีใชร้วมถึงการขาดหรือไดรั้บธาตุอาหารมากเกินไป  
 มีรายงานส่ิงมีชีวิต 11 กลุ่ม ท่ีเป็นสาเหตุของโรค ไดแ้ก่ พืชดอกท่ีเป็นปรสิต (Parasitic 
angiosperm) สาหร่าย (Algae) หนอนตวักลม (Nematodes) ไฟโตพลาสมา (Phytoplasma) โอโอไมซีส 
(Oomycetes) โปรโตซวั (Trypanosomatid) พลาสโมดิโอฟอร์โรไมซีส  (Plasmodiophoromycetes) 
แบคทีเรีย (Bacteria) รา (Fungi) ไวรัส (Virus) และไวรอยด ์ (Viroid) (Strange, 2003) การบุกรุกของ
จุลินทรียโ์รคพืชจะมกีารสร้างเอนไซมห์รือสารพษิท่ีท าใหอ้งคป์ระกอบของผนงัเซลลพ์ืชสลาย (Omokolo 
et al., 2003) หรือเมื่อเป็นโรคแลว้สามารถระบาดไปสู่ตน้อ่ืนได้ (Infection disease) โรคท่ีเกิดจาก
ส่ิงมีชีวิตมกัสร้างความเสียหายกบัพืชไดม้ากและรุนแรง อีกทั้งยงัตอ้งเสียค่าใชจ่้ายในการควบคุมโรคสูง
กว่าโรคพืชท่ีเกิดจากส่ิงไม่มีชีวิต การใชว้ิธีการต่างๆในการป้องกนัหรือลดการเกิดโรคท าใหต้น้ทุนการ
ผลิตสูงข้ึน และเกิดการตกคา้งของสารพิษท่ีเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค  และสภาพแวดลอ้มอีกดว้ย (Muto           
et al., 2005) 
 ราเป็นสาเหตุหลกัของอาการผดิปกติในพืชท่ีพบบ่อย (Rossman & Palm, 2008) ไดแ้ก่ อาการ
แผลจุด (Spots) อาการไหม ้ (Blight) อาการเน่า (Rot) อาการเห่ียว (Wilt) อาการราน ้ าคา้ง (Downy 
mildew) อาการแป้ง (Powdery mildew) อาการแอนแทรคโนส (Anthracnose) อาการราสนิม (Rust) อาการ
ราเขม่าด า (Smut) อาการเน่าคอดิน (Damping-off) อาการยอดแหง้ตาย (Die-back) สามารถจดัจ าแนกรา
ก่อโรคพืชได ้ 8 ไฟลมัไดแ้ก่ Myxomycota, Plasmodiophoromycota, Oomycota, Chytridiomycota, 
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota รวมถึงรากลุ่ม anamorphic fungi (Strange, 2003)  
 ในประเทศไทยมีราก่อโรคพืชหลายชนิดท่ีเป็นปัญหาส าคญัทางเศรษฐกิจรวมถึง                   
A. brassicicola, C. gloeosporioides, F. oxysporum และ Pestalotiopsis sp. ซ่ึงเป็นราทดสอบ 
ในการศึกษาน้ี   ราก่อโรคพืชแต่ละชนิดท่ีน ามาทดสอบสร้างความเสียหายใหพื้ชไดแ้ตกต่างกนั ดงัน้ี 

2.1   Alternaria brassicicola  
    เป็นสาเหตุของโรคใบจุดสีด า (Black spot) ของผกัตระกลูกะหล า่ และผกักาดต่างๆ  
ท าใหใ้บพืชเกิดจุดสีด า (Chen, Price, & Park-Ng, 2003b; Muto et al., 2005) ท าลายพืชเป้าหมายโดยการ
สร้างสารพษิ เช่น brassicicenes, fusicoccane-like หรือ diterpenoid (MacKinnon, Keifer, & William, 
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1999) กลไกการเขา้ท าลายมี 2 กลไก กลไกแรกสารพิษท่ีผลิตจะท าลายเน้ือเยื่อพืชบางส่วน (Necrosis) 
กลไกท่ีสองสารพษิจะส่งผลใหเ้ซลลต์าย (Apoptosis) (Lawrence et al., 2008) นอกจากน้ียงัเป็นสาเหตุของ
โรคโคนเน่าระดบัดิน โดยจะติดไปกบัเมลด็พนัธุ์เมื่อเพาะเมลด็ท าใหร้าเขา้ท าลายตน้อ่อนของพืชตระกูล
กะหล ่า (Shresta, Mathur, & Munk, 2000; Köhl & Wolf, 2005) 
   ลกัษณะทางสณัฐานของ A. brassicicola DOAC 0436 (ภาพท่ี 1) conidia มีสีน ้ าตาลด า มี
รูปร่างคลา้ยกระสวย ทา้ยป้าน conidia เกิดต่อกนัเป็นลูกโซ่ มีผนงักั้นตามยาว ตั้งแต่ 0-4 เซลล ์และผนัง
กั้น ตามขวาง 2-9 เซลล ์ขนาดเซลลข์นาดประมาณ 4-9 x 20-60 ไมโครเมตร conidiophore ยาวประมาณ 
23-84 ไมโครเมตร  
 
 

 
 
ภำพที ่1  ลกัษณะทางสณัฐานของ A. brassicicola DOAC 0436 ก่อโรคใบจุดสีด าในคะนา้; a: Conidia  
สายยาวบน conidiophore, b: ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ อาย ุ7 วนั, c: ลกัษณะ 
โคโลนีบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt อาย ุ7 วนั 
ท่ีมา: จิราภรณ์ ธนากุลปกรณ์และอภิรดี ปิลนัธนภาคย ์
 
 

b c 

a 
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2.2   Colletotrichum gloeosporioides  
     เป็นสาเหตุของโรคแอนแทรคโนส (Anthracnose) ซ่ึงเป็นปัญหากบัทุกส่วนของ 
ตน้พืช ไดแ้ก่ ตน้กลา้ ยอดอ่อน ช่อดอก ใบ ดอก ผลอ่อน ผลแก่ รวมถึงเป็นปัญหากบัผลผลิต 
หลงัการเก็บเก่ียว (Post-harvest) มากกว่าผลผลิตระหว่างการเก็บเก่ียว (Johnson, Cooke, & Mead, 1993) 
ตวัอยา่งพืชท่ีประสบปัญหา เช่น มะม่วง (Sangeetha & Rawal, 2008; Gupta et al., 2010) มะละกอ 
(Banos et al., 2003) พริก (Gopinath et al., 2006; Than et al., 2008) บางคร้ังความเสียหายสูงกว่าร้อยละ 
50 ของผลิตผลท่ีส่งออก (Kader, 2002) รอยโรคท่ีพบเป็นแผลกลมรีขนาด 1-2 เซนติเมตร เน้ือเยือ่บริเวณ
แผลยบุตวัเป็นแอ่ง และพบ acervurus ซอ้นกนับริเวณแผล (Abd-Alla, El-Mohamedy, & Badeaa, 2006)  
 ลกัษณะทางสณัฐานของ C. gloeosporioides DOAC 0782  (ภาพท่ี 2) พบ conidia รูปร่าง
ทรงกระบอก หวัทา้ยมน (Cylindrical) ไม่มีสี ส่วนใหญ่ไม่มีผนงักั้นตามขวาง อาจพบผนงักั้นตามขวาง 
1 เซลล ์มีขนาดประมาณ 9-24 x 3-4.5 ไมโครเมตร  
 

 
 
ภำพที่ 2 ลกัษณะทางสณัฐานของ C. gloeosporioides DOAC 0782 ก่อโรคแอนแทรคโนสในถัว่เหลือง; 
 a: Conidia บน conidiophore, b: Single conidia, b: ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ 
อาย ุ7 วนั, c: ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt อาย ุ7 วนั  
ท่ีมา: จิราภรณ์ ธนากุลปกรณ์และอภิรดี ปิลนัธนภาคย ์

c d 

a b 
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 2.3   Fusarium oxysporum 
     เป็นสาเหตุของโรคเห่ียว (Fusarium wilt) ซ่ึงเป็นปัญหากบัพืชหลายชนิด ไดแ้ก่ 
แตงกวา (Park, Paulitz, & Baker, 1987) กลว้ย (Dita et al., 2010) พริก (Jabeen et al., 2009; Suryanto              
et al., 2010) มะเขือเทศ (Steinkellner, Mammerler, & Vierheilig, 2005; Olivian et al., 2006; Chantal et al., 
2006; Takken & Rep, 2010) การติดเช้ือเกิดข้ึนบริเวณระบบท่อล าเลียงน ้า โดยจะเร่ิมท่ีใบดา้นล่างก่อน
แลว้จึงลามสู่ใบส่วนท่ีอยูด่า้นบน ท าให้พืชเกิดอาการใบหยิกกลายเป็นสีน ้ าตาลและแหง้เห่ียวในท่ีสุด
(Steinkellner et al., 2005) 
 ลกัษณะทางสณัฐานของ F. oxysporum DOAC 1808 (ภาพท่ี 3) ระยะสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยั
เพศสามารถสร้างสปอร์ได ้ 2 แบบ คือ macroconidia มีรูปร่างโคง้เลก็นอ้ยคลา้ยพระจนัทร์คร่ึงเส้ียวถึง
เกือบตรง มีผนงักั้นตามขวาง 3-5 เซลล ์microconidia เป็นรูปไข่ มีผนงักั้นตามขวาง 1-2 เซลล ์conidia ทั้ง
สองแบบไม่มีสี เกิดบน conidiophore เม่ืออายมุากข้ึนพบ chlamydospore ซ่ึงเป็นสปอร์ในระยะพกัจะ
สะสมอาหารในเสน้ใยจนผนงัหนาข้ึน  
 

 
 
ภำพที ่3  ลกัษณะทางสณัฐานของ F. oxysporum DOAC 1808 ก่อโรคตายพรายในกลว้ย; a: Conidia บน  
conidiophore, b: Single conidia, c: ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDAท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ อาย ุ 7 วนั,         
d: ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt อาย ุ7 วนั  
ท่ีมา: จิราภรณ์ ธนากุลปกรณ์และอภิรดี ปิลนัธนภาคย ์

a b 

c d 
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 2.4   Pestalotiopsis sp. 
    เป็นสาเหตุของโรคใบจุด (Leaf spot) เร่ิมจากเป็นจุดสีเทาขนาดใหญ่ และท าให้เกิด
อาการใบแห้งในมงัคุด (Garcinia mangostana) (Khewkhom, Shangchote, & Sangsiri, 2010)  
ท าให้เกิดโรคกา้นใบ/ใบยอ่ยไหม ้ (Petiole/Rachis blight) ในปาลม์ (Uchaida, 2004) ท าใหเ้กิดอาการ
เน้ือเยือ่ก่ิงตาย (Twigs dieback) ในบลูเบอร์ร่ี (Espinoza et al., Briceño, Keith, & Latorre, 2008) 
นอกจากน้ียงัท าใหเ้กิดโรคผลเน่าในระหว่างเก็บเก่ียว และหลงัการเก็บเก่ียวในฝร่ัง (Psidium guajava L.) 
(Keith, Velasquez, & Zee, 2006) 
 ลกัษณะทางสณัฐานของ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 (ภาพท่ี 4) เม่ือเล้ียงบนอาหาร PDA 
เช้ือเจริญใหโ้คโลนีสีขาว ลกัษณะเป็นวง มีการสร้าง pycnidia ลกัษณะคลา้ยหยดน ้ าสีด  ามนั เป็นจ านวน
มากในโคโลนี  ลกัษณะของ conidia มีรูปร่างคลา้ยกระสวย มี 5 เซลล ์ ลกัษณะของส่วนหวัและทา้ยมี
ลกัษณะใส กลางเซลลม์ีเขม้ ท่ีปลายเซลลม์ีระยางค ์2-3 เสน้ ขนาดประมาณ 21-28 x 8-10 ไมโครเมตร 
 

 
 
ภำพที ่4  ลกัษณะทางสณัฐานของ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 ก่อโรคใบไหมใ้นมงัคุด a: Conidia ใน 
pycnidium, b: Single conidia, c: ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ อาย ุ 7 วนั,                      
d: ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเคม็ 15 ppt อาย ุ7 วนั  
ท่ีมา: จิราภรณ์ ธนากุลปกรณ์และอภิรดี ปิลนัธนภาคย ์

c d 

a b 
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3.   กำรควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ 
 กว่า 100 ปีท่ีผา่นมาการก าจดัศตัรูพืชส่วนใหญ่ใชส้ารเคมีเป็นหลกั  ส่งผลใหศ้ตัรูพืช 
ตา้นสารเคมี เกิดสารเคมีตกคา้งในผลิตผลทางการเกษตร และการใชส้ารเคมีผดิประเภทหรือการใช ้
มากเกินจ าเป็นยงัส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย จากผลกระทบดงักล่าวบวกกบัการเร่ิมใชก้ฎหมาย
ควบคุมการใชส้ารเคมีก  าจดัศตัรูพืชท่ีรัดกุมมากข้ึน ท าใหเ้กิดการพฒันากระบวนการควบคุมโรคพืชโดย
ชีววิธีอยา่งต่อเน่ือง (Haject, 2004)  มีผูใ้หค้วามหมายของการควบคุมโดยชีววิธี ไดแ้ก่ การใชส่ิ้งมีชีวติ
ชนิดหน่ึงควบคุมจ านวนประชากรของส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นศตัรูพืชใหมี้จ  านวนลดลง หรือท าลายศตัรูพืชนั้น 
(Elinberg et al., 2000) ส่วนความหมายท่ีก  าหนดโดยสถาบนัวิทยาศาสตร์สหรัฐอเมริกา (US National 
academy sciences) ในปี ค.ศ. 1998 หมายถึงการใชส่ิ้งมีชีวิตจากธรรมชาติ หรือส่ิงมีชีวิตท่ีถูกดดัแปลง
ยีน ดดัแปลงผลิตภณัฑข์องยนี เพื่อลดผลกระทบของส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นศตัรูพืช และเก้ือกูลส่ิงมีชีวิตอ่ืน เช่น 
พืชไร่ พืชสวน สตัว ์ หรือจุลินทรีย ์ (Haject, 2004) นกัควบคุมโรคพืชบางท่านไดข้ยายความเพ่ิมเติม ถึง
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ว่าตอ้งสามารถปรับเปล่ียนให้เขา้กบัเทคโนโลยใีหม่ๆได ้ (Charudattan, 
Chandramohan, & Wyss, 2002) นอกจากน้ียงัหมายถึง การลดปริมาณหรือลดกิจกรรมของจุลินทรีย์
สาเหตุโรคพืชใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีไม่ก่อความเสียหายทางเศรษฐกิจ โดยอาศยัส่ิงมีชีวิตและจุลินทรีย ์ รวมถึง
การใชผ้ลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติในการควบคุมโรคพืช (Pal & Garderner, 2006)   

ปัจจุบนัมกีารน าราปฏิปักษ ์ (Antagonistic fungi) มาใชใ้นการควบคุมราก่อโรคพืชเป็นจ านวน
มาก เช่น การใช ้ Nigrospora sp. (WS01),  Penicillium sp. (WS01),  Trichoderma harzianum 
(WS01), T. hamatum (WS01), T. hamatum (WS01),  T. viride (WS01) และ  Gliocladium virens (WS01) 
ในการควบคุมราโรคพืช F. oxysporum f. sp. cucumerinum และ F. oxysporum  f. sp. lycopersici (Srinon 
et al., 2006) การใช ้T. longibrachiatum,  T. harzianum,  T. viride,  T. koningii และ G. roseum ในการ
ควบคุมราก่อโรคพืช F. solani,  F. sambucinum,  F. moniliforme,  S. sclerotiorum และ R. solani (Celar, 
2003) นอกจากราในกลุ่มดงักล่าวยงัพบการน าราทะเล กลุ่มต่างๆ มาประยกุตใ์ชใ้นการควบคุมราก่อโรค
พืชเช่นกนั ไดแ้ก่ ราทะเล Diaporthe sp. ในการควบคุม Aspergillus niger (Lin et al., 2005) 
ราเอนโดไฟท ์ Phomopsis sp. ZSU-H76 ในการควบคุม F. oxysporum (Huang et al., 2008) ราทะเล 
Varicosporina ramulosa ในการควบคุม F. solani (Mabrouk et al., 2008)  

กลไกการควบคุมจุลินทรียโ์รคพืชโดยชีววิธีมี 4 ประเภท คือ 
1.   กลไกกำรแข่งขัน (Competition)  

        เกิดจากการท่ีจุลินทรียต์อ้งแก่งแยง่สารอาหาร เช่น ธาตุอาหาร อากาศ แร่ธาตุ หรือแมแ้ต่
ท่ีอยูอ่าศยั เพื่อการเจริญ และกิจกรรมของเซลล ์(Klepzig et al., 2001) ตวัอยา่งเช่น การแก่งแยง่สารอาหาร 
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ท าใหเ้กิดกิจกรรม antagonistic หรือในสภาวะการขาดสารอาหารสามารถท าใหร้าผลิตสารออกฤทธ์ิได ้
(Celar, 2003) ราท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรากพืชจะใชส้ารอาหารท่ีมีโครงสร้างไม่ซบัซอ้นในดิน เช่น น ้ าตาลท่ีมี
โครงสร้างอยา่งง่าย กรดอะมิโน และยงัสามารถใชส้ารอาหารไดห้ลากหลายเพื่อการอยูร่อด และ
แพร่กระจายในดิน (Blackeman, 1978)  

2.   กลไกกำรหลัง่สำรยบัยั้งกำรเจริญ (Antibiosis)  
     จุลินทรียป์ฏิปักษส์ามารถผลิตสารยบัย ั้งการเจริญตั้งแต่ 1 ชนิด จากกระบวนการ 

เมแทบอลิซึมแลว้ขบัออกไปเพื่อความเป็นพิษและฆ่าจุลินทรียอ่ื์น หากสารนั้นมีประสิทธิภาพก็จะยบัย ั้ง
ราโรคพืชไดใ้นระยะไกล (Pal & Garderner, 2006) ในหอ้งปฏิบติัการท่ีศึกษากลไกน้ี นิยมใชว้ิธีการเล้ียง
ราปฏิปักษร่์วมกบัราก่อโรคพืช (Dual culture technique) ตรวจผลโดยวดัระยะยบัย ั้งจากระยะห่างของ
ขอบโคโลนีราทั้ง 2 ชนิด (Mishra et al., 2011) 

 3.   กลไกปรสิต (Parasitism)  
       คือการท่ีจุลินทรียป์ฏิปักษส์ามารถเจริญอยูใ่นราก่อโรคพืชแลว้เขา้ท าลาย เพื่อใช้

อาหารหรือสารประกอบต่างๆจากราก่อโรคพืช แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่ม necrotrophic 
mycoparasite เป็นกลุ่มท่ีรานั้นฆ่าหรือท าลายราก่อโรคพืชใหต้ายก่อนโดยการสร้างเอนไซม ์ chitinase, 
cellulase และ β-1, 3-glucanase ออกมายอ่ยสลาย ส่วนประกอบของผนงัเซลลข์องราก่อโรคพืช ท าให้
เสน้ใยแตกออกแลว้จึงดูดซึมสารอาหาร กลุ่มท่ีสอง คือกลุ่ม biotrophic mycoparasite รากลุ่มน้ีอาจ
สร้าง haustoria แทงเขา้ไปในเส้นใยของราก่อโรคพืชเพื่อดูดซึมสารอาหารโดยไม่ท าใหร้าโรคพืชตาย 
(Jeffries, 1995; Jacobs, Holtzman, & Seifert, 2005; Kemen et al., 2005) 

 4.   กลไกกำรชักน ำให้เกดิควำมต้ำนทำนโรค (Induction of host resistance)  
       สารชีวเคมีท่ีผลิตจากจุลินทรียใ์นดินและจุลินทรียท่ี์อาศยัร่วมกบัพืช สามารถชกัน าให้
พืชปกป้องตนเองและน าไปสู่ความตา้นทานต่อจุลินทรียส์าเหตุโรคพืช การชกัน าสามารถเกิดข้ึนได้
เฉพาะท่ี เช่น ใบ ราก ล  าตน้ หรือทั้งระบบตั้งแต่รากสู่ใบ ข้ึนอยูก่บัชนิด แหล่งก าเนิด และจ านวนของ
ชีวเคมีหรือสารกระตุน้นั้น (Pal & Garderner, 2006) ตวัอยา่งสารกระตุน้ ไดแ้ก่ salicylic acid และ 
jasmonic acid (He et al., 2004) หรือสารท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีไม่ก่อโรคบริเวณรากพืช (Yoshida, 
Sano, Wada, Takabayashi, & Okada, 2009) 
 

4.  ผลิตภณัฑ์ธรรมชำติจำกรำทะเล 
  การปรับตวัใหอ้ยูร่อดในระบบนิเวศทางทะเล ไมว่่าจะเป็นการปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาวะทาง
กายภาพท่ีมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา  เช่น การข้ึนลงของน ้ า ความเค็ม ความดนัออสโมซิส อุณหภูมิ 
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หรือการปรับตวัต่อส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆในระบบนิเวศ (Bhakuni & Rawat, 2005; Sakayaroj 
et al., 2004) ท าให้ราทะเลผลิตสารป้องกนัตนเอง (Defense compounds) หรือผลิตเพื่อใชเ้ป็น 
สารส่ือสัญญาณ (Signaling molecules) (Rohlfs & Churchill, 2011; Rodrigues et al., 2011)  
สารทุติยภูมิ (Secondary metabolites) ท่ีราผลิตข้ึนดงักล่าวเป็นสารท่ีไม่จ  าเป็นต่อการเจริญโดยตรง  มี
มวลโมเลกุลขนาดเลก็  เรียกสารท่ีไดว้่าผลิตภณัฑธ์รรมชาติทางทะเล (Marine natural products)  
ถือไดว้่าราทะเลเป็นแหล่งของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพ (Sakayaroj et al., 2004; Bugni 
& Ireland, 2004) ปัจจุบนันกัวิจยัใหค้วามสนใจศึกษาผลิตภณัฑ์ทางทะเลเพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะการ
น ามาประยกุตใ์ชด้า้นเภสชักรรม ไม่ว่าจะเป็นการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ คุณสมบติัทางเคมี เพ่ือพฒันา
ผลิตภณัฑ ์ รวมถึงการพฒันายา (Molinsky et al., 2009)  

ปัจจุบนัมกีารศึกษาผลิตภณัฑจ์ากราป่าชายเลนอยา่งกวา้งขวาง ไดแ้ก่ สารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 
(Antibacterial agent) เช่น สารกลุ่ม pyrrolidinone กลุ่ม mycoepoxydiene กลุ่ม L-isoleucine (Daferner, 
Ankea, & Sterner, 2022; Lin et al., 2005; Gallardo et al., 2006) สารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
โปรโตซวั (Antiprotozoal agent) ของ halorosellinic acid จากราทะเล Halorosellinia oceanica 
(Chinworrungsee et al., 2001) สารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งมะเร็ง (Anticancer agent) ของสารกลุ่ม peptides  กลุ่ม 
arugosin  กลุ่ม chromone และสารกลุ่ม anthracenedione  (Huang et al., 2007; Lin et al., 2008a; Xu          
et al., 2009a; Zhang et al., 2010) สารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งไวรัส (Antiviral agent) ของสารกลุ่ม isoindolones 
จากราเอนโดไฟท ์Emericella sp. (Zhang et al., 2011) และสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งรา (Antifungal agent) ของ
สารกลุ่ม lactone กลุ่ม benzofuran  กลุ่ม dibutylphthalate และสารกลุ่ม ergosterol (Lin et al., 2005; 
Mabrouk et al., 2008) นอกจากท่ีกล่าวมายงัมีสารยบัย ั้งราท่ีผูว้ิจยัไดร้วบรวมไวด้งัแสดงในตารางท่ี 1 
และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ แสดงในตาราง 2 

5.   สภำวะในกำรผลิตสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพ 
ราทะเลเหมือนจุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ท่ีตอ้งการสารอาหาร และปัจจยัทางกายภาพท่ีเหมาะสม

เพื่อการเจริญ (Carlile, Watkinson, & Gooday, 2001) เพื่อสร้างพลงังาน  เป็นสารโครงสร้างของเซลล ์
หรือสารอ่ืนๆท่ีเก่ียวขอ้งกบักิจกรรมของเซลล์ ไดแ้ก่ เอนไซม ์ รวมถึงสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆ 
(Adrio & Demain, 2003; Both et al., 2005) สภาวะท่ีราตอ้งการในการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
มกัจะแตกต่างกนัไปตามชนิดและสายพนัธุ์ของรา ซ่ึงอาจเหมือนหรือแตกต่างกบัสารอาหารท่ีรา
ตอ้งการในการเจริญ (Frisvad, Andersen, & Thrane, 2008; Pillay, Polya, & Spangenberg, 2011)               
ทุกคร้ังท่ีศึกษาราสายพนัธุใ์หม่ หากตอ้งการไดผ้ลผลิตท่ีดีจึงจ  าเป็นตอ้งศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ
กระบวนการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
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ตำรำงที่ 1  สารยบัย ั้งราก่อโรคจากราในระบบนิเวศทางทะเล 
 
รำทะเล สำรยบัยั้งรำ รำก่อโรคที่ทดสอบ อ้ำงองิ 

Pestalotiopsis sp.  Pestalotiopyrone C. albicans,  
C. neoformance, Microsporum 
gypseum 

Rukachaisirikul  
et al. (2011) 

Phomopsis sp.  Cytosporone  C. albicans, F. oxysporum  Huang et al. (2008) 
Daldinia eschscholzii Lactone Cladosporium cucumerinum Tarman et al. (2012) 

Acremonium furcatum L-isoleucine Colletotrichum truncatum, 
Macrophomina phaseolina, 
Botrytis cynerea,  
Aspergillus fumigatus,  
F. virguliforme,  
Macrophomina phaseolina 

Gallardo et al. (2006) 

Penicillium chrysogenum  Penicisteroids Alternaria brassicae, 
Aspergillus niger 

Gao et al. (2011) 

Fasciatispora nypae Chromone C. albicans,  
Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces 
pombe 

Zainuddin et al. 
(2010) 

Aspergillus  niger  Pyrone Alternaria brassicae,  
F. oxysporum,  
Coniella diplodiella,  
Physalospora piricola 

Liu et al. (2011) 

Diaporthe sp. Lactone Aspergillus niger Lin et al. (2005) 

 Benzofuran Alternaria  alternata  

Varicosporina ramulosa Dibutylphthalate F. solani  
C. albicans 

Mabrouk et al. (2008) 
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ตำรำงที่ 2  สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ จากราในระบบนิเวศทางทะเล 
 
รำทะเล สำรออกฤทธิ์ ฤทธิ์ทำงชีวภำพ อ้ำงองิ 

Zopfiella latipes Pyrrolidinone Antibacteria Daferner et al. (2002) 
Diaporthe sp. Mycoepoxydiene Antibacteria Lin et al. (2005) 
Halorosellinia oceanica Halorosellinic acid Antiprotozoa Chinwongsee et al. (2001) 
Diaporthe sp. Mycoepoxydiene Antibacteria Lin et al. (2005) 
Penicillium sp. Arugosin Anticancer Lin et al. (2008b) 
Acremonium furcatum Isoleucine Antibacteria Gallardo et al. (2006) 
Pestalotiopsis sp. Chromone Anticancer Xu et al. (2009a) 
Aspergillus sp. Asperxanthone 

Asperbiphenyl 
Antivirus Wu et al. (2009) 

Cosmospora sp. Aquastatin Antidiabethic Seo et al. (2009) 
Aspergillus sydowi Oxotryprostatin 

Hydroxyterezine 
Cytotoxic Zhang et al. (2008b) 

Halorosellinia sp. Anthracenedione   Anticancer Zhang et al. (2010) 
Emericella sp. Isoindolones  Antivirus Zhang et al. (2011) 
Phoma herbrarum Phthalate Antibacteria Bhimba et al. (2012) 
Halorosellinia sp. Anthraquinone Anticancer Yu et al. (2012) 
Microsporum sp. Neoechinulin Anticancer Wijesekara et al. (2013) 
Chrysosporium articulatum Chysoarticulins Anticancer Jeon et al. (2013) 
Penicillium sp. Citrinin Cytotoxic 

Antibacteria 
Subramani et al. (2013) 

Curvularia sp. Apralactone 
Dehydrocurvularin 

Cytotoxic Greve et al. (2008) 
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5.1   สำรอำหำรในกำรกำรผลติสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ 
        สารอาหารหลกัส าหรับการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของรา ไดแ้ก่ แหล่งคาร์บอน 
แหล่งไนโตรเจน เช่น กรดอะมิโน หรือธาตุอาหาร ในกรณีของราเอนโดไฟท์จากพืชป่าชายเลน และ
ราทะเลทั่วไป  มีการศึกษาความแตกต่างของสูตรอาหารเหลวท่ีเป็น synthetic media แตกต่างกัน
ประกอบด้วย glucose, dextrose, maltose, yeast extracts, peptone, beef extracts และ malt extract (Lin         
et al., 2002; Chen et al., 2003a; Zhu & Lin, 2006; Huang et al., 2007; Abdel-Wahab et al., 2007; 
Huang et al., 2008) เป็นหลกั มีการปรับเปล่ียนสัดส่วนของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั
ไปในแต่ละการศึกษา  การใชอ้าหารประเภท   semi-synthetic media ไดแ้ก่  potato dextrose broth 
(PDB) (Lin et al., 2005; Isaka et al., 2009; Rukachaisirikul et al., 2011; Huang et al., 2011a; Buatong              
et al., 2011) และ Sabouraud dextrose broth (SDB) (Bhimba et al., 2011) รวมทั้งการใชอ้าหารประเภท 
natural media ท่ีไม่ทราบองคป์ระกอบอาหาร ดงัแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 3 และตารางท่ี 4 

 5.2   สภำวะทำงกำยภำพ 
     นอกจากสารอาหารแลว้ ปัจจยัทางกายภาพอื่นๆ เช่น  ความเค็ม  อุณหภูม ิ และ 
ค่าความเป็นกรด–ด่าง  ยงัมีความส าคัญต่อกระบวนการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Yu & Keller, 
2005) สภาวะท่ีมีรายงานไดแ้ก่ ความเค็มหรือเกลือท่ีใช ้ส่วนใหญ่จะใช ้ NaCl  หรือเกลือทะเล (Chen 
et al., 2003a; Zhu & Lin, 2006; Wen et al., 2009)  อาหารเหลวท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเล หรือน ้ าทะเลเทียม  และ
อาหารเหลวท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่  (Lin et al., 2008a; Lin et al., 2008b; Xu et al., 2009a) ระยะเวลาในการเล้ียง
รามีทั้งท่ีมีรายงาน เป็นระยะเวลาสั้น ๆ ระหว่าง 5 วนั ถึง 16 วนั (Lin  et al., 2008b; Bhimba et al., 2011) 
และระยะเวลาท่ีมากกว่า 16 วนั ถึง 40 วนั (Huang et al., 2007; Chen et al., 2003a) อุณหภูมิท่ีมีรายงาน
อยู่ระหว่าง 24 ถึง 30 องศาเซลเซียส (Chen et al., 2003a; Huang et al., 2007; Rukachaisirikul et al., 
2011) ส่วนค่าความเป็นกรด–ด่างท่ีมีรายงานเท่ากบั 7 หรือเท่ากบัค่าของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียม (Huang 
et al., 2007; Isaka et al., 2009) สภาวะทางกายภาพท่ีใชเ้ล้ียงราเอนโดไฟท์ และราทะเลเพ่ือผลิตสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพ แสดงดงัตารางท่ี 5 และตารางท่ี 6 
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ตำรำงที่ 3  ชนิดของอาหารเหลวในการเล้ียงราเอนโดไฟทเ์พ่ือผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  
 

รำเอนโดไฟท์ พืชที่รำอำศัย อำหำรเลีย้งเช้ือ องค์ประกอบของอำหำรเลีย้งเช้ือ อ้ำงองิ 

สายพนัธุ ์
1962  

รังกะแท ้
(K. candel ) 

Glucose yeast  
extract 

Yeast extract              
1 g/L 
Peptone  2 g/L 

Glucose 
 10 g/L 

Huang                  
et al. (2007) 

Pestalotiopsis 
sp. 

โกงกางใบเลก็ 
(R. apiculata) 

Potato dextrose  Potato starch          
4 g/L 

Dextrose 
 20 g/L 

Rukachaisirikul                    
et al. (2011) 

PSU-MA92 
sp. JP-1 

เลบ็มือนาง 
(A. corniculatum) 

- Yeast extracts             
3 g/L 
Corn steep liquor  
1 g/L 
Mg2SO4.7 H2O              
0.3 g/L 
Monosodium 
glutamate 10 g/L 

Mannitol  
20 g/L 
Glucose  
10 g/L 
Maltose 
 20 g/L 
KH2PO4  
0.5 g/L 

Lin et al. 
(2008b) 

Alternaria sp. 
ZJ9-6B 

เลบ็มือนาง 
(A. corniculatum) 

Potato dextrose Potato starch                    
4 g/L 

Dextrose  
20 g/L 

Huang  
et al. (2011a) 

สายพนัธุ ์
1893 

รังกะแท ้
(K. candel ) 

Glucose yeast 
extract  

Yeast extract  
0.5 g/L 
Peptone  1 g/L 
Beef extract                     
0.5 g/L 

Glucose            
5 g/L 
 

Chen                   
et al. (2003a) 

Sporothrix 
sp. (#4335) 

รังกะแท ้
(K. candel ) 

Glucose yeast 
extract  

Yeast extract                     
2 g/L 
Peptone 1g/L 

Glucose  
10 g/L 
 

Wen et al. 
(2009) 

    หมายเหตุ  - : ไม่ไดร้ายงานไว ้
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ตำรำงที ่4  ชนิดของอาหารเหลวในการเล้ียงราทะเลเพ่ือผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  
 
รำทะเล แหล่งของ

รำ 
อำหำร
เลีย้งเช้ือ 

องค์ประกอบของอำหำรเลีย้งเช้ือ อ้ำงองิ 

Massarina sp. 
CNT-016 

โคลน
ทะเล 

Yeast 
malt 
extract  

Malt extract 
 10 g/L 
Yeast extracts      
4 g/L 

Glucose 10 g/L Abdel-Wahab         
et al. (2007) 

Verruculina 
enalia 

เศษไม ้ - Yeast extracts 
0.5 g/L 
Peptone 1 g/L 
Beef extract   
0.5 g/L 

Glucose 5 g/L Lin et al. (2002) 

Aigialus 
parvus 
BCC5311 

เศษไม ้ Potato 
dextrose 

Potato starch  
4 g/L 

Dextrose 20 g/L Isaka et al. (2009) 

Diaporthe sp. 
14LY2 

เศษไม ้ Potato 
dextrose 

Potato starch  
4 g/L 

Dextrose 20 g/L Lin et al. (2005) 

Cladosporium 
sp. 

โคลน
ทะเล 

- Yeast extract  
5 g/L 
Peptone   
10 g/L 

Dextrose 10 g/L 
 

Gallo, Seldes, & 
Cabrera (2004) 

Hypoxylon 
oceanicum 

เศษไม ้ Potato 
dextrose 

Potato starch 
 4 g/L 

Dextrose 20 g/L Chinworrungsee 
et al. (2001) 

Penicillium sp. 
F23-2 

- - Potato 40 g/L Maltose 20 g/L 
Mannitol 20 g/L 

Sun et al. (2009) 

หมายเหตุ  -:   ไม่ไดร้ายงานไว ้
 

 



20 
 

ตำรำงที ่5  ปัจจยัทางกายภาพอ่ืนๆ ในการเล้ียงราเอนโดไฟทเ์พ่ือผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  
 

รำเอนโดไฟท์ 

ปัจจยัทำงกำยภำพ 

อ้ำงองิ 
ควำมเคม็ ระยะเวลำ 

(วนั) 
อตัรำกำร
ให้อำกำศ 
(รอบ/
นำท)ี 

อุณหภูม ิ
(องศำ
เซลเซียส) 

ค่ำควำมเป็น 
กรด – ด่ำง 

สายพนัธุ ์1962 NaCl  
2 g/L 

25 ใหอ้ากาศ 28 7 Huang et al. 
(2007) 

Pestalotiopsis sp. 
PSU-MA92 
Pestalotiopsis sp. 
PSU-MA119 

น ้ ากลัน่ 28 - อุณหภูมิ 
หอ้ง 

- Rukachaisirikul  
et al. (2011) 

Penicillium sp. 
JP-1 

น ้ าทะเล 30 - 24 7 Lin et al. (2008b) 

สายพนัธุ ์1893 NaCl 
3 g/L 

40 ใหอ้ากาศ 30 - Chen et al. 
(2003a) 

Alternaria sp. 
ZJ9-6B 

เกลือทะเล 
3 g/L 

30 ใหอ้ากาศ 28 - Huang et al. 
(2011a) 

Phomopsis sp. 
ZSU-H76 

NaCl  
3 g/L 

25 200 30 - Huang et al. 
(2008) 

Emericella sp. 
(HK-ZJ) 

น ้ าทะเล 30 ตั้งท้ิงไว ้ 24 6.5 Zhang et al. 
(2011) 

หมายเหตุ  -:   ไม่ไดร้ายงานไว ้
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ตำรำงที่ 6  ปัจจยัทางกายภาพอ่ืนๆ ในการเล้ียงราทะเลเพ่ือผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 

รำทะเล 

ปัจจยัทำงกำยภำพ 

อ้ำงองิ 
ควำมเคม็ ระยะเวลำ 

(วนั) 
อตัรำกำรให้
อำกำศ         
(รอบ/นำที) 

อุณหภูม ิ
(องศำ
เซลเซียส) 

ค่ำควำม
เป็น 
กรด – ด่ำง 

Massarina sp. CNT-
016 

น ้ าทะเล 16 280 27 - Abdel-
Wahab  
et al. (2007) 

Verruculina enalia น ้าทะเล 45 ใหอ้ากาศ 
(ไม่ระบุ) 

30 - Lin et al. 
(2002) 

Aigialus parvus    
BCC 5311 

- 80 ตั้งท้ิงไว ้ 25 - Isaka et al. 
(2009) 

Diaporthe sp. 14LY2 น ้ าทะเล 7 120 25 - Lin et al. 
(2005) 

Cladosporium sp. น ้ าทะเล
เทียม 

14 - 25 - Gallo et al. 
(2004) 

Halocyphina villosa - 20 150 22 5.5 Kupka et al. 
(1981) 

Penicillium sp. F23-2 - 7 160 28 - Sun et al. 
(2009) 

หมายเหตุ  - : ไม่ไดร้ายงานไว ้
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6.   วธีิกำรศึกษำสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพจำกรำ  

 6.1   กำรสกดัสำรออกฤทธิ์จำกรำ 
     การสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากรานิยมใชก้ารสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีมีขั้ว หรือมีขั้ว
อ่อนเพ่ือละลายสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีขั้ว หรือมีขั้วอ่อนจากอาหารเหลวท่ีผ่านการเล้ียงรา ตวัท า
ละลายท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ เอธิลอะซิเตต  เอทานอล  เฮกเซน  เมทานอล  และไดคลอโรมีเทน (Motti et al., 
2007; Trisuwan et al., 2009; Tarman et al., 2011) ผสมตวัท าละลายกบัอาหารท่ีผา่นการเล้ียงรา ในกรวย
แยก จากนั้นเขย่าเป็นเวลา 10-15 นาที ตั้งท้ิงไวใ้ห้สารแยกชั้น ในกรณีท่ีสารไม่แยกชั้นอาจตอ้งท าการ
ระเหยบางส่วนแลว้จึงสกดัดว้ยตวัท าละลายชนิดอ่ืนอีกคร้ัง หลงัจากตั้งท้ิงไวไ้ขแยกส่วนของตวัท าละลาย
ท่ีมีส่วนของสารออกฤทธ์ิละลายอยู่ จากนั้นน าไประเหยแห้งดว้ย rotary evaporator ให้แห้ง ละลายสาร
สกดัท่ีไดด้ว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมเพ่ือเก็บไวท้ดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ  

6.2   กำรศึกษำประสิทธิภำพในกำรยบัยั้งรำก่อโรคของสำรสกดั 
   6.2.1 วธิี Diffusion  

                               เป็นวิธีท่ีนิยมใชท้ดสอบความไวของจุลินทรียก่์อโรคต่อสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ี
มีขั้ว ไดด้ีกว่าสารที่ไม่มีขั้ว (Burns et al., 2000) ในการทดสอบจะใช ้แผ่นดิสก์ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร ชุบดว้ยสารทดสอบ และวางบนผิวหนา้อาหารแข็ง ท่ีมีจุลินทรียท์ดสอบ สารออก
ฤทธ์ิจะแพร่สู่อาหาร และยบัย ั้งการงอก หรือการเจริญของจุลินทรียท์ดสอบ ตรวจผลการทดสอบโดยการ
วดัขนาดโซนยบัย ั้ง (Davies et al., 2000) ในการศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัย ั้งราก่อโรคพืช
นิยมใชห้ลกัการ diffusion เช่นเดียวกนั  แต่มีรายละเอียดบางขั้นตอนท่ีแตกต่างกนัคือ ในขั้นตอนการ
ทดสอบการยบัย ัง้การเจริญของราก่อโรคพืช จะเล้ียงราก่อโรคพืชบนอาหารเป็นเวลา 2-3 วนั จากนั้นจึงน า
แผน่ดิสกท่ี์ชุบสารวางใหห่้างจากขอบโคโลนีราประมาณ 1 เซนติเมตร บ่มเป็นเวลา 2-3 วนั ตรวจผลการ
ทดสอบโดยการวดัระยะยบัย ั้ง (Inhibition distance) จากขอบโคโลนีราก่อโรคพืช  ถึงขอบของแผน่ดิสก ์
(ดดัแปลงจาก Xia & Ng, 2005; Ye & Ng, 2005) 

   6.2.2 วธิี Dilution  
                              เป็นวิธีประมาณค่าความเขม้ขน้ของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพกบัจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการ
ทดสอบ บนอาหารแข็ง หรือในอาหารเหลว ส่วนใหญ่นิยมใชใ้นการหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้ง
จุลินทรียท์ดสอบ (Minimal inhibitory concentration; MIC) วิธีน้ีใชไ้ดก้บัสารทดสอบท่ีเป็นสารสกดั 
สารบริสุทธ์ิ สารมีขั้ว หรือสารไม่มีขั้ว (Otvos & Cudic, 2007) ทดสอบฤทธ์ิของสารดว้ยการผสมสารใน
อาหารท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นอาหารแข็ง หรืออาหารเหลว จากนั้นถ่ายเช้ือทดสอบเล้ียง
ในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของสารท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ บ่มและตรวจหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้ง
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จุลินทรียก่์อโรค โดยดูจากการเจริญของเช้ือ ระดบัความเขม้ขน้ใดท่ีไม่พบการเจริญถือว่าเป็น MIC ใน
กรณีท่ีทดสอบในอาหารเหลวนิยมท าเป็น microdilution โดยจะผสมสารและอาหารในหลุม การตรวจ
ผลจะอาศยัการตรวจวดัความขุ่น เม่ือเทียบกบัหลุมควบคุมถือว่าระดบัความเขม้ขน้ของหลุมนั้นเป็นค่า 
MIC (Choma & Grzelak, 2011) หลุมท่ีใสเป็นหลุมท่ีเช้ือไม่เจริญ   

7.   เอกสำรที่เกี่ยวข้องกับกำรศึกษำ 
Chen et al. (2003a) ศึกษาราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ 1893 ท่ีแยกจากรังกะแท ้ (K. candel)  ในป่า         

ชายเลนของประเทศจีน ในอาหารเหลวประกอบดว้ย glucose 5 กรัม/ลิตร peptone (1 กรัม/ลิตร) yeast 
extract 0.5 กรัม/ลิตร  beef extract 0.5 กรัม/ลิตร  และ NaCl  3 กรัม/ลิตร  เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  5-7 วนั สกดัดว้ยเอธิลอะซิเตต พบสารชนิดใหม่ ในกลุ่ม lactones 2 ชนิด 

Lin et al. (2005) ศึกษาราทะล Diaporthe sp. HLY2 บนเศษใบไมไ้มใ้นป่าชายเลนของประเทศ
จีน โดยเล้ียงในอาหารเหลว PDB ท่ีผสมน ้ าทะเลร้อยละ 50 (ปริมาตร/ปริมาตร) เขยา่ท่ี 120 รอบ/นาที ท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั สกดัดว้ยเอธิลอะซิเตตพบสาร 3 ชนิด เป็นสารใหม่ 1 ชนิด มี
ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ Aspergillus niger ได ้ 

Abdel-Wahab et al. (2007) ศึกษาราทะล Massarina sp. CNT-016 ท่ีแยกจากโคลนบริเวณเกาะ 
Palau โดยเล้ียงในอาหารเหลว ท่ีประกอบดว้ย yeast extract 4 กรัม/ลิตร malt extract 10 กรัม/ลิตร  
และ glucose 10 กรัม/ลิตร ในน ้ าทะเลเขยา่ดว้ยความเร็วท่ี 280 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16 วนั สกดัดว้ยเอธิลอะซิเตตพบสาร 4 ชนิด เป็นสารใหม่ 2 ชนิด  

Motti et al. (2007) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต  Uguinol  ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งเอนไซม ์
pyruvate phosphate dikinase ของพืช C4 จากราทะเล 449 ไอโซเลท โดยใชส้ภาวะทางกายภาพท่ี
แตกต่างกนั 5 สภาวะ ไดแ้ก่ อาหารท่ีมีสารอาหารสูง (High nutrient)  อาหารท่ีมีสารอาหารต ่า (Low-
nutrient)  อาหารท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างสูง (High pH)  อาหารท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างต ่า (Low pH)  
และอาหารท่ีไม่มีเกลือ (No-salt) โดยเตรียมจากน ้ าทะเลเทียมและน ้ ากลัน่ตามล าดบั บ่มท่ีอุณหภูมิ         
27 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 8 วนั พบว่าอาหารชนิดเด่นท่ีส่งผลต่อการผลิต uguinol คือ อาหารท่ีมี
สารอาหารสูง  และอาหารท่ีไม่มีเกลือ  

Mabrouk et al. (2008) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารท่ีออกฤทธ์ิจากราทะเล
Varicosporina ramulosa คดัเลือกอาหารเหลว biomalt ท่ีประกอบดว้ย biomalt 20 กรัม/ลิตร  
ในการหาสภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมโดยใชปั้จจยัทางกายภาพ 4 ปัจจยั ไดแ้ก่ ระยะเวลา อุณหภูมิ 
ความเป็นกรด-ด่าง  เขยา่ดว้ยความเร็วรอบต่างๆ พบวา่สภาวะเหมาะสมท่ีส่งผลใหอ้ตัราการผลิตสาร 
ชนิดท่ี 3 สูงท่ีสุด ไดแ้ก่ ระยะเวลา 8 วนั  อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 6  
และเขยา่ดว้ยความเร็ว  65 รอบ/นาที และสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีส่งผลใหอ้ตัราการผลิตสารชนิดท่ี 10 สูงสุด 
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ไดแ้ก่ ระยะเวลา 10 วนั  ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 6  อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส และเขยา่ท่ี 150 รอบ/
นาที  เมื่อวิเคราะห์สารเบ้ืองตน้ดว้ยวิธี TLC พบสาร 13 ชนิด ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียแ์ตกต่างกนั  และ
สารชนิดเด่นๆ คือ สารชนิดท่ี 13 สามารถยบัย ั้ง Escherichia coli และ Bacillus subtilis บนอาหาร 
Nutrient agar ยบัย ั้ง Candida albicans และ Fusarium solani  บนอาหาร Dox agar  และสารชนิดท่ี 
10 สามารถยบัย ั้ง  Escherichia coli และ Bacillus subtilis บนอาหาร Nutrient agar และ Candida 
albicans  บนอาหาร Dox agar ตามล าดบั  

Isaka et al. (2009) ศึกษาราทะล Aigialus parvus BCC 5311 บนไมใ้นป่าชายเลนของประเทศ
ไทย โดยเล้ียงในอาหารเหลว PDB ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 80 วนั สกดัดว้ยเอธิล       
อะซิเตตพบสาร 12 ชนิด เป็นสารใหม่ 6 ชนิด และมีสารบางชนิดมีฤทธ์ิเป็นสารยบัย ั้งมาลาเรีย 

Xiong et al. (2009) ศึกษาแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารตา้น
แบคทีเรียจากราทะเล Cladosporium sp. F14 โดยใชอ้าหารเหลวท่ีมีสดัส่วนท่ีแตกต่างกนัของแหล่ง
คาร์บอน ไดแ้ก่ glucose, xylose และ glycerol และแหล่งไนโตรเจน ไดแ้ก่ yeast extract, tryptone, 
ammonium sulphate, sodium nitrate และ urea เตรียมดว้ยน ้ าทะเลปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ยความเร็ว 100 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั พบว่า
สูตรอาหารท่ีแตกต่างกนัมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียไดต่้างชนิดกนั ไดแ้ก่ อาหารท่ีมีส่วนประกอบของ 
glucose และ tryptone ร้อยละ 1 ให้ผลการยบัย ั้ง Vibrio fluvialis ไดดี้ แตกต่างจากอาหารท่ีมี
ส่วนประกอบ ของ glucose และ yeast extract ร้อยละ 1 ใหผ้ลการยบัย ั้ง Micrococcus luteus ไดดี้  และ
พบว่าเม่ือไม่มีน ้ าตาลการผลิตสารออกฤทธ์ิจะนอ้ยลง  

Rukachaisirikul et al. (2011) ศึกษาราเอนโดไฟท์ Pestalotiopsis spp. PSU-MA92 และ PSU-
MA119 ท่ีแยกจากก่ิงของตน้โกงกางใบเลก็ (R. apiculata) และตน้โกงกางใบใหญ่ (R. mucronata)    
ในป่าชายเลนของประเทศไทย ตามล าดบั เล้ียงในอาหารเหลว PDB ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ 
สกดัดว้ยเอธิลอะซิเตต พบสาร 6 ชนิด แต่สารเพียงชนิดเดียวเท่านั้นท่ีเป็นสารยบัย ั้งรา และแบคทีเรีย คือ 
pestalotiopyrones B 

Xu et al. (2011) ศึกษาราเอนโดไฟท ์ Pestalotiopsis sp. ท่ีแยกจากโกงกางใบใหญ่                                     
(R. mucronata) ในป่าชายเลนของประเทศจีน เล้ียงบนอาหารแข็งท่ีใชข้า้วเป็นซบัเสตรต สกดัดว้ย
เอธิลอะซิเตต พบสาร 19 ชนิด เป็นสารชนิดใหม่ถึง 16 ชนิด  

Bhimba et al. (2012) ศึกษาราเอนโดไฟทแ์ยกจากใบพืชป่าชายเลน Phoma herbarum VB7 เล้ียง
ในอาหารเหลว Sabouraud dextrose สกดัดว้ยเอธิลอะซิเตต พบสาร phthalate ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 

Yu et al. (2012) ศึกษาราเอนโดไฟท์แยกจากใบพืชป่าชายเลน Halorosesellina sp. (No. 1403) 
เล้ียงในอาหารเหลวท่ีประกอบดว้ย yeast extract 1 กรัม/ลิตร  peptone 2 กรัม/ลิตร และ glucose                           
10  กรัม/ลิตร ในน ้ าทะเลเทียม พบสารในกลุ่ม anthraquinone มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 
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Jeon et al. (2013) ศึกษาราทะเล Chrysosporium articulatum แยกจากฟองน ้ าทะเล ประเทศ
เกาหลี เล้ียงในอาหารเหลวท่ีประกอบด้วย yeast extract 0.5 กรัม/ลิตร  peptone 0.5 กรัม/ลิตร และ glucose          
1 กรัม/ลิตร ในน ้ าทะเลเทียม บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี150 รอบ/นาที เป็นเวลา 21 วนั สกดัสารดว้ย
เอธิลอะซิเตต เม่ือท าบริสุทธ์ิสารพบสาร 3 ชนิด คือ chrysoarticulin A-C เป็นสารในกลุ่ม benzolactones 
มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง K562 และ A549  

Wijesekara et al. (2013) ศึกษาราทะเล Microsporum sp. แยกจากสาหร่ายทะเล ในเขตทะเล
ของประเทศเกาหลี  เล้ียงในอาหารเหลวท่ีประกอบดว้ย yeast extract 0.5 กรัม/ลิตร peptone 0.5 กรัม/ลิตร  
และ glucose 1 กรัม/ลิตร ในน ้ าทะเลท่ีเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ในอตัราส่วน 3: 2  บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส  เขย่า
ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วนั สกดัสารดว้ย เอธิลอะซิเตตพบสาร neoechinulin A มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 
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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

1. สำยพนัธ์ุจุลนิทรีย์  
ราทะเล BUCS 004 ป็นราท่ีแยกไดจ้ากเศษไมช้ายฝ่ังทะเล จงัหวดัฉะเชิงเทรา และ BUSK 55-1 

แยกไดจ้ากตน้จาก (Nypa fruticans) ในจงัหวดัสมุทรสงคราม  ราเอนโดไฟทจ์  านวน 3 ไอโซเลท แยกได้
จากใบพืชชายเลนชนิดต่างๆ เก็บเป็น stock culture ณ หอ้งปฏิบติัการราวิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา 

ราก่อโรคพืชใชเ้ป็นราทดสอบไดแ้ก่ Colletotrichum gloeosporioides DOAC 0782, Alternaria 
brassicicola DOAC 0436, Fusarium oxysporum DOAC 1808 และ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 
จดัซ้ือจากกรมวิชาการเกษตรกระทรวงเกษตรและสหกรณ์  

2. อำหำรเลีย้งเช้ือ 

ใชอ้าหารท่ีเตรียมจากน ้ าจืด (XXX/dw)  และน ้ าทะเล (XXX/ SWxx ppt)   ดงัน้ี 
              Potato dextrose agar (PDA) (Difco, USA) เตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (PDA/dw) และท่ีเตรียมดว้ย           
น ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt (PDA/SW15 ppt)   
              Potato dextrose broth (Difco, USA) เตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (PDB/dw) และท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเล
ความเค็ม 10, 15, 20 และ 30 ppt (PDB/SW 10, 15, 20, 30 ppt)  
              0.5x Potato dextrose broth (Difco, USA) เตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (0.5xPDB/dw) และท่ีเตรียมดว้ย  
น ้ าทะเลความเค็ม 10, 15, 20 และ 30 ppt (0.5xPDB/SW10, 15, 20, 30 ppt) โดยลดปริมาณอาหารลงคร่ึงหน่ึง             
จากสูตร 
             Yeast malt glucose broth (yeast extract 4 g/L, malt extract 10 g/l, dextrose 10g/L) เตรียมดว้ย 
น ้ ากลัน่ (YMG/dw) และท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10, 15, 20 และ 30 ppt (YMG/SW10, 15, 20, 30 ppt)  
 Low nutrient broth (yeast extract 0.1 g/l, malt extract 0.2 g/l, dextrose 2g/L) เตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ 
(LNB/dw) และท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10, 15, 20 และ 30 ppt (LNB/SW10, 15, 20, 30 ppt) 
             Sabouraud dextrose broth (Difco, USA) เตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (SDB/dw) และท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเล
ความเค็ม 10, 15, 20 และ 30 ppt (SDB/SW10, 15, 20, 30 ppt) 
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3. กำรทดสอบยืนยนัประสิทธิภำพของรำจำกป่ำชำยเลนต่อรำก่อโรคพืชบนอำหำรแข็งด้วย
วธีิกำรเลีย้งเช้ือร่วมกัน (Dual culture technique) (ดดัแปลงจากวิธีของ Adebola & 
Amadi (2010)) 

3.1. กำรเตรียมกล้ำเช้ือ 
                     ถ่ายเช้ือราจากป่าชายเลนจากหลอดเก็บรักษาสายพนัธุบ์ริสุทธ์ิลงบนอาหาร PDA ท่ีเตรียม
ดว้ยน ้ าทะเลท่ีเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ใหมี้ความเค็ม 15 ppt (PDA/SW) บ่มเป็นเวลา 10-14 วนั และถ่ายเช้ือรา
ก่อโรคพืชจากหลอดเก็บรักษาสายพนัธุบ์ริสุทธ์ิลงบนอาหาร PDA ท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (PDA/DW)  เป็น
เวลา  3-5 วนั บ่มราทุกชนิดท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จากนั้นใช ้ cork borer ปราศจากเช้ือ ขนาด
เสน้ผา่ศูนยก์ลาง 6 มิลลิลิตร เจาะช้ินวุน้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเสน้ใยราเจริญ ถ่ายลงอาหารแข็งจานใหม่ บ่ม
โดยใชส้ภาวะขา้งตน้เพื่อใชเ้ป็นเช้ือทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

3.2. กำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรยบัยั้งรำก่อโรคพืช 
                    ใช ้ cork borer ปราศจากเช้ือ ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร เจาะช้ินวุน้จากขอบ
โคโลนีราทะเลมาเล้ียงร่วมกบัราก่อโรคพืช บนอาหาร PDA/DW และ PDA/SW ตามล าดบั โดยวางช้ินวุน้
ใหมี้ระยะห่างระหว่างราทั้งสองชนิดเท่ากบั 2.5 เซนติเมตร ในกรณีท่ีราทะเลท่ีเจริญชา้จะเล้ียงราทะเลบน
อาหารทดสอบก่อนประมาณ 4-7 วนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส แลว้จึงถ่ายเช้ือราก่อโรคพืชมาเล้ียง
ร่วมกนั (ท า 3 ซ ้า) ตรวจผลการทดลองโดยสงัเกตการณ์เกิด antibiosis หลงัจากเล้ียงเช้ือร่วมกนัในวนัท่ี 3 
โดยวดัระยะ antibiosis ระหว่างขอบของโคโลนีราจากป่าชายเลนถึงขอบโคโลนีราก่อโรคพืช บนัทึก
ระยะวดัไวแ้ละแบ่งระดบัความแรงของระยะ antibiosis ท่ีไดอ้อกเป็น 4 ระดบั ไดแ้ก่ ผลลบ – ไม่พบระยะ
ยบัย ั้งหรือไม่เกิด antibiosis ผลบวกอ่อน + ระยะยบัย ั้ง ≤ 0.50 เซนติเมตร ผลบวกปานกลาง ++ ระยะ
ยบัย ั้ง > 0.50-1.00 เซนติเมตร ผลบวกแรง +++ ระยะยบัย ัง้ > 1.00-2.00 เซนติเมตร และผลบวกแรงมาก 
++++ ระยะยบัย ั้ง > 2.00 เซนติเมตร ตามล าดบั (ดดัแปลงมาจาก Prapagdee, Kuekulvong & Mongkolsuk, 
2008) 

3.3. กำรศึกษำฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืชของสำรสกดัจำกรำป่ำชำยเลน โดยใช้สภำวะตั้งต้น 
 

3.3.1 กำรเตรียมกล้ำเช้ือ และกำรเลีย้งรำจำกป่ำชำยเลนในอำหำรเหลว 
                          เตรียมกลา้เช้ือราทะเล วิธีเดียวกบัการเตรียมกลา้เช้ือในขอ้ 1.1 ถ่ายเช้ือ โดยเจาะ

บริเวณขอบโคโลนีราจากป่าชายเลนในจานอาหารใหม่ จ  านวน 5 ช้ิน ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt (PDB/DW) ส าหรับเล้ียงราทะเล มี
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 เล้ียงราในอาหารเหลวจ านวน 3 ซ ้า บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 4 วนั (ราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004) และ 7 วนั (ราทะเล) ใหส้ภาวะดงักล่าวเป็นสภาวะแบบตั้ง
ท้ิงไว ้ (Static) และเขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที    เม่ือครบก าหนดน าอาหารเหลวท่ีผา่นการเล้ียงรามากรองแยก
เสน้ใยดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 2 น าน ้ าเล้ียงเช้ือไปสกดัสาร และทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งรา               
ก่อโรคพืช เพ่ือยนืยนัประสิทธิภาพของสารสกดัท่ีไดจ้ากราจากป่าชายเลนอีกคร้ังหน่ึงก่อนน าไปหา
สภาวะ ท่ีเหมาะสมต่อไป 

สภาวะตั้งตน้ (ตารางท่ึ 7) ท่ีศกึษาประกอบดว้ย 2 ชุดการทดลอง ชุดแรก บ่มโดยตั้งท้ิงไวเ้ป็น
สภาวะตั้งตน้ท่ี 1 ชุดการทดลองท่ี 2 เป็นสภาวะตั้งตน้ท่ี 2 บ่มโดยใหเ้ขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที 
ส่วนสภาวะอ่ืนๆ ไม่มีการเปล่ียนแปลง  

3.2. กำรสกดัสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ (ดัดแปลงวธิกีำรจำก Isaka et al. (2009)) 
                    น าอาหารเหลวท่ีผา่นการกรองมาสกดัดว้ยเอธิลอะซิเตต ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยา่แรงๆ 
ประมาณ 10 นาที ถึง 15 นาที ตั้งท้ิงไวใ้หแ้ยกชั้น โดยชั้นบนเป็นส่วนของเอธิลอะซิเตต ชั้นล่างเป็นส่วน
ของอาหารเหลวท่ีผา่นการเล้ียงราจากป่าชายเลน ไขแยกส่วนของน ้ าเล้ียงราแลว้สกดัซ ้าดว้ยเอธิลอะซิเตต
อีกรอบ จากนั้นรวมส่วนเอธิลอะซิเตตเขา้ดว้ยกนั (ประมาณ 100 มิลลิลิตร) น าไประเหยใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง 
Rotary evaporator ใหแ้หง้ ละลายสารท่ีไดด้ว้ยสารละลายไดเมธิลซลัฟอกไซต ์(DMSO) ความเขม้ขน้ 50 
เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) ท่ีปราศจากเช้ือ (50% DMSO) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เก็บสารสกดัท่ีได้
ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
 

3.3. ทดสอบฤทธิ์ของสำรสกดัในกำรเป็นสำรยบัยั้งรำก่อโรคพืช 
                     ศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion โดยถ่ายเช้ือราก่อโรคพืช เล้ียงบนจานอาหาร 
PDA/DW ปริมาตร 20 มิลลิตร จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั ส าหรับ               
C. gloeosporioides, F. oxysporum และ Pestalotiopsis sp. และ 5 วนั ส าหรับ A. brassicicola หยดสาร
สกดัท่ีละลายในสารละลาย 50% DMSO ลงบนแผน่ดิสกม์าตรฐานปราศจากเช้ือปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ท้ิงใหแ้หง้สนิท จากนั้นวางแผน่ดิสกท่ี์ชุบสารสกดั ใหห่้างจากของโคโลนีราก่อโรคพืช 1 เซนติเมตร บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั ตรวจผลการยบัย ั้งของสารสกดั โดยวดัระยะห่างจากขอบ
โคโลนีราก่อโรคพืช ถึงขอบแผน่ดิสก ์ (ระยะยบัย ั้ง; Inhibition distance) เทียบกบัชุดควบคุมเชิงลบ คือ
แผน่ดิสกท่ี์ชุบเฉพาะสารละลาย 50% DMSO ท าการทดสอบ 3 ซ ้า ต่อ 1 สารสกดั 
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ตำรำงที่ 7  สภาวะตั้งตน้ท่ีใชใ้นการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราจากป่าชายเลน 
 

หมายเหตุ  PBD:Potato dextrose broth, ppt: Part per thousand 
 

4. กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรเลีย้งรำป่ำชำยเลนให้ผลิตสำรยับยั้งรำก่อโรคพืช 
(ดดัแปลงจากการศึกษาของ Kiran et al. (2009)) 

ศึกษาสภาวะทางกายภาพท่ีมีรายงานว่าส่งผลต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของราป่า            
ชายเลน ไดแ้ก่ ความเค็มของอาหารเหลว ชนิดของอาหารเหลว ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว 
อตัราเร็วในการเขย่าให้อากาศ อุณหภูมิ และระยะเวลาในการเล้ียงราจากป่าชายเลน เพ่ือศึกษาสภาวะ
เหมาะสมต่อกระบวนการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช ท าการเล้ียงราจากป่าชายเลนในอาหารเหลวจ านวน 
3 ชุดการทดลอง และทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัชุดการทดลองละ 3 ซ ้า 

 
4.1. กำรเลีย้งรำจำกป่ำชำยเลนในอำหำรเหลว 

                ใชส้ภาวะเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที ร่วมกบัการปรับสภาวะทางกายภาพอ่ืนๆ ดงั
ตารางท่ี 8 เร่ิมจากการศึกษาความเค็ม 0. 15 และ 30 ppt ถ่ายเช้ือราจากป่าชายเลนลงในขวดรูปชมพู่ท่ีมี
อาหารดงักล่าวเขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7, 10 และ 14 วนั 

 
 

สภำวะตั้งต้น ระดับสภำวะ 

สภำวะตั้งต้นที่ 1 (ตั้งทิง้ไว้) 
   ความเค็ม 
   อาหารเหลว 
   ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 
   ความเร็วในการเขยา่ 
   อุณหภูมิ 
   ระยะเวลา 
สภำวะตั้งตั้นที่ 2 (เขย่ำให้อำกำศ) 

 
15 ppt 
PDB 
5 
0 รอบ/นาที 
28 องศาเซลเซียส 
7 วนั 
 
เหมือนสภาวะตั้งตน้ท่ี 1 ทุกประการ ยกวนัการ
เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที 
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4.2. กำรสกดัสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ 
                        เมื่อครบก าหนดเก็บขวดรูปชมพู่ในแต่ละชุดการทดลองมากรองแยกเสน้ใย สกดัสารดว้ย 
เอธิลอะซิเตต ระเหยแหง้ และทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งราก่อโรคพืชดว้ยวิธี disc diffusion 
ตามท่ีกล่าวมาในขอ้ 3.3  

4.3. กำรวเิครำะห์ข้อมูล 
         น าขอ้มูล (ระยะยบัย ั้ง)  ท่ีไดใ้นแต่ละสภาวะ  มาคดัเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสาร 

ยบัย ั้งราก่อโรคพืชทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ A. brassicicola, C. gloeosporioides, F. oxysporum และ 
Pestalotiopsis sp. โดยใชก้ารวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ดว้ยโปรแกรมวิเคระห์ทางสถิติ
ส าเร็จรูป (SPSS version 16) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 0.05 (P=0.05) เมื่อเกิดความแตกต่างท าการเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของระยะยบัย ั้ง (Mutiple comparison) ดว้ยวิธี Duncan’s multiple range test 
(DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 0.05 (P=0.05) หากพบว่ามีสภาวะเหมาะสมมากกว่าหน่ึงสภาวะ ให้
คดัเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมจากระยะยบัย ั้งเฉล่ียและค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน และตอ้งค านึงถึงความ
สะดวกประหยดัในเร่ืองของเวลาหรือค่าใชจ่้าย เพื่อคดัเลือกสภาวะเหมาะสมไปใชใ้นการทดลองขั้น
ต่อๆไป ตามล าดบั 

4.4.  เปรียบเทียบฤทธิ์ยบัยั้งภำพของสำรสกดัทีไ่ด้จำกป่ำชำยเลน  
                         เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งภาพของสารสกดัท่ีไดจ้ากป่าชายเลน ตามขั้นตอนต่าง ๆ ดงัน้ี 
                              1. เปรียบเทียบฤทธ์ิการยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกดัท่ีได ้จากการศึกษาสภาวะ
เหมาะสม กบัผลของสารสกดัจากการศึกษาสภาวะตั้งตน้ท่ีตั้งท้ิงไว ้และเขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที 

                2.  เปรียบเทียบสภาวะเหมาะสมของราจากป่าชายเลนทั้งสองกลุ่มคือ ราทะเลท่ีพบบน
เศษไม ้และราเอนโดไฟทจ์ากพืชป่าชายเลน 

               3.    เปรียบเทียบระยะยบัย ั้งสูงสุดท่ีไดจ้ากการศึกษาสภาวะเหมาะสมของราจากป่า              
ชายเลนแต่ละสายพนัธุ์ เพ่ือคดัเลือกราจากป่าชายเลนท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งสูงสุด 2 สายพนัธุ์ ไปศึกษารูปแบบ
การเจริญ และขยายขนาดการหมกั 
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ตำรำงที่ 8  สภาวะทางกายภาพท่ีศึกษาสภาวะเหมาะสมของราป่าชายเลนต่อการยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
 

สภำวะทำงกำยภำพ ระดับสภำวะ 

   ความเค็ม 

   อาหารเหลว 

   ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 

   ความเร็วในการเขยา่ 

   อุณหภูมิ 

   ระยะเวลา 

0, 15 และ 30 ppt 

PDB, YMB และ SDB 

4, 5 และ 6 

150 รอบ/นาที 

28 องศาเซลเซียส 

7, 10 และ 14 วนั 

หมายเหตุ  YMB: yeast malt glucose broth, SDB: Sabouraud dextrose broth ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
เร่ิมตน้ในอาหารดว้ย 1 N NaOH และ 1 N HCL 
 

5. กำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ของกำรเจริญกับควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรยับยั้งรำก่อโรคพืช
ของรำจำกป่ำชำยเลน 

ศึกษาความสัมพนัธข์องการเจริญกบัความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราจาก
ป่าชายเลน ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งสูงสุด 2 สายพนัธุ์ โดยใช ้cork borer เจาะช้ินวุน้ บริเวณขอบโคโลนีราจากป่า
ชายเลนกลา้เช้ือท่ีเตรียมไว ้จ  านวน 5 ช้ิน ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว 50 
มิลลิลิตร และสภาวะทางกายภาพอ่ืน ๆ ท่ีเหมาะสมของราแต่ละสายพนัธุท่ี์ไดจ้ากการทดลอง บ่มราทะเล
เป็นเวลา 7, 10 และ 14 วนั หาน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ (ดดัแปลงจากวิธีของ Rasooli & Abyaneh (2004)) กรอง
แยกเซลล ์และลา้งเซลลด์ว้ยน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ 2-3 คร้ัง น ากระดาษกรองท่ีมีเซลลร์าติดอยูด่า้นบนไป
อบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จนแห้ง หรือจนกว่าน ้ าหนักคงท่ี ดูดความช้ืนของเซลลร์าบนกระดาษ
กรองในโถดูดความช้ืน (Desiccator) ประมาณ 30-40 นาที จนอุณหภูมิของกระดาษเป็นปกติ หาน ้ าหนัก
เซลลแ์หง้จากน ้ าหนักเซลลแ์ห้งบนกระดาษกรองลบดว้ยน ้ าหนกักระดาษกรองอบแหง้ น าขอ้มูลท่ีไดม้า
เขียนกราฟความสมัพนัธร์ะหว่างน ้ าหนักแหง้ ระยะเวลาในการบ่มราจากป่าชายเลน และระยะยบัย ั้งของ
สารสกดัต่อราก่อโรคพืช 
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6. กำรศึกษำผลของกำรใช้สภำวะเหมำะสมกับกำรเลี้ยงรำจำกป่ำชำยเลนในกำรขยำยขนำด      
กำรหมัก 

6.1. กำรขยำยขนำดกำรหมกั (Scale up) 
           ขยายขนาดการหมกัราจากป่าชายเลนท่ีพบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชสูง มาเล้ียงในขวดรูป

ชมพู่ขนาด 1000 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลวปริมาตร 200 มิลลิลิตร จ  านวน 5 ขวด ใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมทั้ง 
6 สภาวะจากการทดลองในขอ้ 4  

6.2. กำรหำผลผลติที่ได้ (Yield) 

    6.2.1 กำรหำน ำ้หนักสำรสกดั 
                   เมื่อครบก าหนดกรองแยกเซลลร์าจากอาหารเหลว น าส่วนของอาหารเหลวท่ีผา่นการ

เล้ียงราจากป่าชายเลนไปสกดัสารด้วยเอธิลอะซิเตต 2 รอบ น าสารมารวมกันในขวดกน้กลมท่ีใช้กับ
เคร่ือง rotary evaporator จากนั้นระเหยสารให้เหลือปริมาตรสุดทา้ยประมาณ 10 มิลลิลิตร ถ่ายลงหลอด
ฝาเกลียวขนาด 21×70 มิลลิลิตร ท่ีปราศจากเช้ือ อบแห้ง และชัง่น ้ าหนักดว้ยเคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
กลั้วสารท่ีติดอยู่ในขวดก้นกลมในขั้นแรกด้วยเอธิลอะซิเตต 3-5 คร้ัง (ปริมาตรท่ีใช้ประมาณ 5-7 
มิลลิลิตร) ถ่ายลงในหลอดฝาเกลียวขา้งตน้ สุดทา้ยจะมีปริมาตรรวมกนัไม่เกิน 20 มิลลิลิตร น าหลอดฝา
เกลียวใส่ในขวดกน้กลม และน าไประเหยให้แหง้อยา่งระมดัระวงั หลงัจากนั้นตั้งหลอดฝาเกลียวท้ิงไวใ้น
โถดูดความช้ืนเป็นเวลา 2-3 วนั ชัง่น ้ าหนักรวมท่ีได ้หกัน ้ าหนักหลอดฝาเกลียวในตอนตน้จะไดน้ ้ าหนัก
ของสารสกดั 

6.2.2  เปรียบเทียบผลผลติที่ได้ระหว่ำงก่อนกำรขยำยขนำดกำรหมกั 
เปรียบเทียบผลผลิต (Yield) ท่ีไดร้ะหว่างก่อนการขยายขนาดการหมกักบัปริมาตร 

อาหารท่ีใชเ้ล้ียงราจากป่าชายเลน (น ้ าหนกั/ปริมาตร) และเปรียบเทียบผลของสารสกดัต่อการยบัย ั้งราก่อ
โรคพืชดว้ยวิธี disc diffusion โดยหยดสารสกดัท่ีไดจ้ากการศกึษาสภาวะเหมาะสมในอาหารเหลว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ละลายดว้ย 50% DMSO ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และสารสกดัจากการขยายขนาด
การหมกัในอาหารเหลวปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพ่ือน าไปทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้ง ดงัการทดลองขอ้ท่ี 3.3 
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีหยดสารละลาย 50% DMSO 
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7. กำรหำค่ำ minimum inhibition concentration (MIC) ของสำรสกัดที่ได้ต่อรำก่อโรคพืช 
ด้วยวธีิ agar dilution (ดดัแปลงจากวิธีการของ Liu et al., 2002) 

น าราก่อโรคพืชทั้ง 4 ชนิด มาทดสอบกบัสารสกดัท่ีไดจ้ากการขยายขนาดการหมกั   บน 
อาหาร PDA/DW  ท่ีผสมสารสกัดให้มีความเข้มข้น  4096, 2048, 1024, 512, 256, 128, 64 และ 32 
ไมโครลิตร (ชุดทดสอบ) ตามล าดบั  ดว้ยการท า two fold dilution ในจานเพาะเช้ือแบบ 24 หลุม ปริมาตร
หลุมละ 1 มิลลิลิตร ท้ิงไวใ้ห้อาหารแข็งตวั จากนั้นตดัปลายช้ินวุน้ท่ีมีเส้นใยของราก่อโรคพืชเจริญดว้ย 
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 4 มิลลิลิตร วางลงบนอาหาร PDA/DW ท่ีมีสารสกดัผสมอยู่  บ่มท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อ่านค่าความเขม้ข้นต ่าสุดของสารท่ีสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของราก่อโรคพืชได้ ท าการทดลอง 3 ซ ้ า โดยท าทั้ งหมด 2 คร้ัง ชุดควบคุมเชิงบวก ( Positive 
control) ใชย้า fluconazole ท่ีละลายดว้ย DMSO ใหม้ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ในช่วงมาตรฐาน  ส่วนชุด
ควบคุมเชิงลบ (Negative control) จะถ่ายเช้ือราก่อโรคพืชลงบนอาหารท่ีเติมเฉพาะตัวท าละลาย 1% 
DMSO และใชห้ลุมท่ีไม่ถ่ายเช้ือเป็นชุดควบคุมปลอดเช้ือ (Sterility control) 
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บทที ่4 
ผลกำรวิจัย 

 
1. กำรทดสอบยืนยนัควำมสำมำรถของรำจำกป่ำชำยเลนต่อรำก่อโรคพืชบนอำหำรแข็งด้วย

วธีิกำรเลีย้งเช้ือร่วมกัน (Dual culture technique) 
จากการทดสอบยนืยนัความสามารถของราทะเลและราเอนโดไฟทจ์ากพืชป่าชายเลน ท่ีเป็น

ตวัแทนในการศึกษาจ านวน 5 สายพนัธุ ์ ต่อการยบัย ั้งราโรคพืชจ านวน 4 ชนิด ไดแ้ก่ Alternaria 
brassicicola DOAC 0436, Colletotrichum gloeosporioides DOAC 0782, Fusarium oxysporum DOAC 
1808 และ Pestalotiopsis sp. DOAC 1098 ดว้ยวิธีการเล้ียงเช้ือร่วมกนั (Dual culture technique) บน
อาหาร PDA/DW และ PDA/SW เป็นเวลา 3 วนั แสดงผลการทดสอบดงัตารางท่ี 9 จากตารางพบว่ารา
ทะเลและราเอนโดไฟททุ์กสายพนัธุท่ี์ศึกษาใหผ้ลการยบัย ัง้แบบ antibiosis ไดแ้รงใกลเ้คียงกนับนอาหาร
ทดสอบทั้ง 2 ชนิด ยกเวน้ราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 ท่ีใหผ้ลการยบัย ั้งบนอาหาร PDA/SW ดีกว่าและ 
พบว่าระดบั antibiosis สูงสุดต่อราโรคพืชทุกชนิด คือ 3+  
 
ตำรำงที ่ 9 ระดบั antibiosis ของราจากป่าชายเลนเม่ือเล้ียงร่วมกบัราก่อโรคพืชบนอาหาร PDA/DW และ 
PDA/SW เป็นระยะเวลา 3 วนั 
 
 

รำ 
ระดับกำรเกดิ antibiosis 

A. brassicicola C. gloeosporioides F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 
PDA/DW PDA/SW PDA/DW PDA/SW PDA/DW PDA/SW PDA/DW PDA/SW 

BUCS 004 2+ 3+ 1+ 1+ - 1+ 1+ 1+ 
BUSK 55-1 3+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 

BUEN 121 2+ 2+ 2+ 1+ 2+ 2+ 1+ 1+ 
BUEN 830 2+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 
BUEN 834 3+ 3+ 2+ 1+ 3+ 3+ 2+ 1+ 
หมายเหตุ  - :ไม่เกิด antibiosis, 1+ ผลบวกอ่อน (ระยะ antibiosis ≤ 0.50 เซนติเมตร), 2+ ผลบวก                       
ปานกลาง (ระยะ antibiosis > 0.50-1.00 เซนติเมตร), 3+ ผลบวกแรง (ระยะ antibiosis > 1.00-2.00 
เซนติเมตร), 4+ ผลบวกแรงมาก (ระยะ antibiosis > 2.00 เซนติเมตร) 
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2. กำรศึกษำฤทธ์ิยับยั้งรำก่อโรคพืชของสำรสกัดรำป่ำชำยเลนที่เลีย้งในสภำวะตั้งต้น 
 ท าการเล้ียงราจากป่าชายเลน 2 ชุด ใชส้ภาวะตั้งตน้แบบตั้งท้ิงไว ้(Static) ชุดหน่ึง และเขยา่ (Shake)  

ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที อีกชุดหน่ึง เมื่อครบก าหนด กรองแยกเซลลร์าแลว้น าส่วนของอาหารเหลว
ไปสกดัสาร จากนั้นทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญของราก่อโรคพืชดว้ยวิธี disc 
diffusion บนอาหาร PDA/DW พบฤทธ์ิของสารสกดัต่อการยบัย ั้งการเจริญของราก่อโรคพืชแตกต่างกนั 
หลงัจากเล้ียงราป่าชายเลนในสภาวะตั้งตน้ท่ีตั้งท้ิงไว ้พบวา่สารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 55-1 รา
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 และ BUEN 121  มีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดไดดี้ เมื่อเปรียบเทียบ
กบัสายพนัธุท่ี์เหลือ นอกจากน้ียงัพบว่าสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
Pestalotiopsis sp. 

เม่ือเล้ียงราจากป่าชายเลนพร้อมกบัการเขยา่ ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที พบว่าสารสกดัจากรา
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 และราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ยบัย ั้ง A. brassicicola ไดดี้ข้ึนอยา่ง
มาก แสดงใหเ้ห็นระยะยบัย ั้งมากกว่า 0.20 เซนติเมตร และสารสกดัจากรา BUEN 121 ยงัคงยบัย ั้ง                                    
C. gloeosporiodes ไดดี้ พบระยะยบัย ั้งมากกว่า 0.20 เซนติเมตร พบว่าสารสกดัจากรา BUEN 121 มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้ง F. oxysporum สูงกว่าสารสกดัจากราป่าชายเลนสายพนัธุอ่ื์นๆ ท่ีศึกษา ในกรณีของ Pestalotiopsis 
sp.  สารสกดัจากราเอนโดไฟท ์ BUEN 121 มีฤทธ์ิยบัย ั้งสูงสุด พบระยะยบัย ั้งมากกว่า 0.20 เซนติเมตร 
ในขณะท่ีสารสกดัจากราอ่ืนๆ ยบัย ั้งไดไ้ม่ดีนกั สารสกดัจากราทะเล BUCS 004 ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
Pestalotiopsis sp. เม่ือเล้ียงในสภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ 150 รอบ/นาที   

ผลการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัท่ีไดจ้ากการเล้ียงราระบบนิเวศป่าชายเลนในสภาวะตั้งตน้ ช่วย
ยนืยนัความสามารถในการยบัย ั้งราโรคพืชของราจากป่าชายเลนท่ีเป็นตวัแทนการศึกษา ไม่ว่าจะเป็น
การศึกษาความสามารถของเช้ือหรือการศึกษาผลของสารสกดั และขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาสภาวะตั้งตน้
ดงักล่าวจะถูกน าไปเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ เพื่อเปรียบเทียบกบัขอ้มูลท่ีไดภ้ายหลงัการศกึษาสภาวะเหมาะสม  
 

3. กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรผลิตสำรยับยั้งรำก่อโรคพืชของรำจำกป่ำชำยเลน 
 สภาวะการเล้ียงราในอาหารเหลวท่ีไม่เหมาะสม เป็นสาเหตุส าคญัประการหน่ึงท่ีส่งผลต่อการผลิต

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ผูว้ิจยัจึงท าการปรับสภาวะในการเล้ียงราจากป่าชายเลนท่ีเป็นตวัแทนการศึกษา
ทั้ง 5 สายพนัธุ ์ โดยใชส้ภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็นหลกัร่วมกบัการปรับสภาวะ
อ่ืนๆ คร้ังละสภาวะ เพ่ือคดัเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป สภาวะท่ีศกึษาไดแ้ก่ 
ความเค็ม ชนิดของอาหารเหลว ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหาร ความเร็วรอบการเขยา่ อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาในการเล้ียงราจากป่าชายเลนตามล าดบั พบว่าส่วนใหญ่สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้ง
ราโรคพืชของราต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิดหรือสายพนัธุข์องราจากป่าชายเลนและชนิดของราโรคพืช 
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   3.1. กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลติสำรยบัยั้งรำก่อโรคพืชของรำทะเลที่พบบน  
เศษไม้ในป่ำชำยเลนสำยพนัธ์ุ BUCS 004 
                     การศึกษาผลของความเค็ม (0, 10, 15, 20 และ 30 ppt) ของอาหารเหลว PDB มีค่าความ
เป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขยา่ 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ในการ
เล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 10) พบว่าสารสกดัจากอาหาร
เหลวความเค็ม 15 ppt เท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง A. brassicicola สูงสุด แตกต่างจากระดบัความเค็มอ่ืน ๆ อยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติและสารสกดัจากอาหารเหลวทุกๆความเค็มไม่สามารถยบัย ั้ง C. gloeosporiodes,                     
F. oxysporum และ Pestalotiopsis sp. จึงคดัเลือกความเคม็ของอาหารเหลวท่ี 15 ppt ไปใชใ้นการทดลอง
ขั้นต่อไป 
 
ตำรำงที ่ 10 ผลของความเค็มต่อความสามารถของราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ในการผลิตสารยบัย ั้ง              
การเจริญราก่อโรคพืช 
 

ควำมเคม็ (ppt) 
ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

A. brassicicola C. gloeosporiodes  F. oxysporum  Pestalotiopsis sp. 

0 0.11±0.03 1 
- - - 

10 0.13±0.05 1 
- - - 

15 0.23±0.09 2 
- - - 

20 0.17±0.07 1 
- - - 

30 0.13±0.07 1 
- - - 

หมายเหตุ - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง,  
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
  การศึกษาชนิดของอาหารเหลว (0.5x PDB, PDB, YMB, LNB และ SDB) ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเล
ความเค็ม 15 ppt มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ในการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตาราง 
ท่ี 11) พบว่าสารสกดัจากอาหารเหลว YMB เท่านั้น ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง C. gloeosporiodes และใหผ้ลดีต่อการ
ยบัย ั้งราก่อโรคพืชส่วนใหญ่ จึงคดัเลือกอาหารเหลว YMD ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  
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ตำรำงที่ 11  ผลของชนิดอาหารเหลวเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ต่อความสามารถในการผลิตสาร
ยบัย ั้งการเจริญของราก่อโรคพืช 

หมายเหตุ - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง,  
0.5x PDB: Half-strength of potato dextrose broth, PDB: Potato dextrose broth, YMB: Yeast malt 
glucose broth, LNB: Low nutrient broth, SDB: Sabouraud dextrose broth; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05);  
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
  การศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ (5, 6, 7, 8 และ 9) ของอาหารเหลว YMB เตรียมดว้ย
น ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt เขยา่ดว้ยความเค็ม 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                    
4 วนั ในการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 12)   พบว่าสาร
สกดัจากราทะเลเม่ือเล้ียงในอาหารเหลว YMB ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 6 และ 7   มีผลเพ่ิม
ฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ั้งราก่อโรคพืชส่วนใหญ่ ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ นอกจากน้ี
ยงัพบว่าสารสกดัท่ีไดจ้ากอาหารเหลว YMB ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 8 เท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้ง A. brassicicola   และเมื่อค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 สารสกดัยบัย ั้งไดเ้ฉพาะ                       
F. oxysporum ขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 9 ไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
  เน่ืองจากอาหารเหลว YMB ท่ีมีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 6 และ 7 ส่งผลใหร้าทะเล                     
สายพนัธุ ์BUCS 004 ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชดีไม่แตกต่างกนั แต่อาหารเหลว YMB ความเค็ม 15 ppt  
มีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ใกลเ้คียง 6  ดงันั้นเพื่อความสะดวกจึงเลือกใชค้วามเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้
เท่ากบั 6 ในการศึกษาขั้นต่อไป 
 

อำหำรเหลว 
ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

A. brassicicola  C. gloeosporiodes  F. oxysporum  Pestalotiopsis sp. 

0.5xPDB - - - - 
PDB 0.02±0.08 2 - - - 
YMB 0.21±0.06 b, 2 0.16±0.08 ab 0.11±0.07 a, 1 - 

LNB 0.11±0.07 1 - 0.13±0.08 a, 1 - 
SDB 0.10±0.07 1 - - - 
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ตำรำงที่ 12 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวเล้ียงราทะเลสายพนัธุ์ BUCS 004 ต่อ
ความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

ค่ำควำมเป็น ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

กรด-ด่ำง A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

5 - - 0.11±0.06 12 - 
6 0.14±0.05 a, 1 0.12±0.04 a, 1 0.16±0.07 a, 2 - 

7 0.20±0.09 a, 1 0.14±0.08 a, 1 0.16±0.05 a, 2 - 

8 0.14±0.05 1 - - - 
9 - - - - 

หมายเหตุ  - : ไมย่บัย ั้ง 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
  การศึกษาความเร็วของการเขยา่ (0, 50, 100, 150 และ 200 รอบ/นาที) เล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 
004 ในอาหารเหลว YMB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 
บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 13) พบว่าเม่ือเล้ียงราทะเล
โดยเขยา่ท่ีความเร็ว 100 และ 150 รอบ/นาที มีผลต่อการเพ่ิมฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญของ
ราก่อโรคพืชส่วนใหญ่ และฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีไดโ้ดยการเขยา่ท่ีความเร็ว 100 และ 150 รอบ/นาที ไม่แตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ จึงคดัเลือกความเร็วในการเขยา่ท่ี 100 รอบ/นาที ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
เน่ืองจากประหยดัพลงังานมากกว่าการเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที 
           การศึกษาผลของอุณหภูม ิ(22, 25, 28 และ 30 องศาเซลเซียส) ท่ีใชบ่้มราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 
ในอาหารเหลว YMB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 เขยา่ท่ี 100 
รอบ/นาที เป็นเวลา 4 วนั ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 14) พบว่าสารสกดัจากการบ่มราทะเลท่ี 
28 องศาเซลเซียส ยบัย ั้งราก่อโรคพืชไดทุ้กชนิด และสารสกดัจากการบ่มราทะเลท่ี 28 องศาเซลเซียส 
เท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. จึงคดัเลือกการบ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส ไปใชใ้นการทดลองถดัไป  
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ตำรำงที่ 13  ผลของความเร็วในการเขยา่เล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 ในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญ
ราก่อโรคพืช 
 

กำรเขย่ำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(รอบ/นำที) A. brassicicola  C. gloeosporiodes  F. oxysporum  Pestalotiopsis sp. 

0 - - - - 
50 0.16±0.07 a, 1 - - 0.11±0.07 a, 1 
100 0.21±0.06 b, 1 0.13±0.07 a, 1 0.11±0.06 a, 1 0.14±0.07 a, 1 

150 0.17±0.07 a, 1 0.11±0.07 a, 1 0.13±0.07 a, 1 0.13±0.05 a, 1 
200 - - - - 

หมายเหตุ - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
ตำรำงที่ 14 ผลของอุณหภูมิในการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 แต่ความสามารถในการผลิตสาร
ยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

อุณหภูม ิ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(องศำเซลเซียส) A. brassicicola  C. gloeosporiodes  F. oxysporum  Pestalotiopsis sp. 

22 0.18±0.04 b, 2 0.13±0.05 a, 12 - - 
25 0.11±0.03 a, 1 0.10±0.05 a, 1 0.12±0.04 a, 1 - 
28 0.21±0.03 b, 2 0.16±0.05 a, 2 0.13±0.05 a, 1 0.13±0.05 a 

30 0.12±0.04 a, 1 0.11±0.03 a, 12 - - 
หมายเหตุ - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
  การศึกษาผลของระยะเวลา (2, 4, 7, 10 และ 14 วนั) ท่ีใชบ่้มราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ใน
อาหารเหลว YMB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt มีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 เขยา่ 100 
รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 15) พบว่าการบ่มราทะเลเป็นเวลา 7 วนั ส่งผลใหร้าทะเลผลิต
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สารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชเพ่ิมข้ึน แมว้่าระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้ง  A. brassicicola 
และ Pestalotiopsis sp. ค่อนขา้งกวา้ง การบ่มราทะเลเป็นเวลา 4 ถึง 10 วนั สารสกดัใหผ้ลยบัย ั้ง 
Pestalotiopsis sp. ไม่แตกต่างกนั การบ่มราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 เป็นเวลา 10 วนั สารสกดัมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้ง C. gloeosporiodes ไม่แตกต่างจากการบ่มเป็นเวลา 7 วนั สารสกดัท่ีไดจ้ากการบ่มราทะเลเป็นเวลา 
4 วนั มีฤทธ์ิยบัย ั้ง F. oxysporum ไม่แตกต่างจากการบ่มเป็นเวลา 7 วนั จะเห็นว่าแมร้ะยะเวลาท่ีเหมาะสม
ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชแต่ละชนิด ของราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ค่อนขา้งหลากหลาย แต่
การบ่มราทะเลเป็นเวลา 7 วนั เท่านั้นท่ีสารสกดัใหผ้ลยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดท่ีทดสอบดีท่ีสุด จึง 
คดัเลือกระยะเวลาในการบ่มราทะเลท่ี 7 วนั ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
 
ตำรำงที่ 15 ผลของระยะเวลาเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 ต่อความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้ง 
การเจริญราก่อโรคพืช 
 

ระยะเวลำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(วนั) A. brassicicola  C. gloeosporiodes  F. oxysporum  Pestalotiopsis sp. 

2 0.14±0.05 b, 2 - 0.10±0.05 ab, 1 0.12±0.04 a, 1 
4 0.16±0.07 a, 2 0.13±0.05 a, 1 0.13±0.07 a, 12 0.18±0.08 a, 2 
7 0.18±0.05 a, 2 0.20±0.07 a, 2 0.17±0.07 a, 2 0.14±0.05 a, 12 

10 0.12±0.06 a, 2 0.17±0.05 a, 12 - 0.13±0.05 a, 12 

14 - - - - 
หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
  สภาวะท่ีเหมาะสมของราจากป่าชายเลนสายพนัธุ ์BUCS 004 ในการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชแต่
ละชนิดท่ีแตกต่างกนั สรุปไวใ้นตารางท่ี 16  โดยสภาวะทางกายภาพท่ีส่งผลใหร้าทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 
004 ผลิตสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดเพ่ิมข้ึน ไดแ้ก่ ความเค็ม 15 ppt อาหารเหลว YMB 
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 6 เขยา่ดว้ยความเค็ม 100 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา               
7 วนั  
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  การเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีได ้ ระหว่างการเล้ียงราทะเลในสภาวะตั้งตน้และภายหลงั
จากการศึกษาสภาวะเหมาะสมของราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 แสดงไวใ้นภาพท่ี 5 และตารางท่ี 17  เมื่อ
เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 กบัฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีไดจ้ากการศกึษาใน
สภาวะตั้งตน้ท่ีตั้งท้ิงไว ้  พบว่าสารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้ง F. oxysporum, A. brassicicola และ                                       
C. gloeosporiodes เพ่ิมข้ึนประมาณ 2-5 เท่า และเมื่อเปรียบเทียบกบัการศึกษาในสภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ ดว้ย
ความเร็ว 150 รอบ/นาที พบว่าสารสกดัท่ีไดภ้ายหลงัการศึกษาสภาวะเหมาะสมมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืช
ส่วนใหญ่เพ่ิมข้ึนประมาณ 1 เท่า ยกเวน้ฤทธ์ิยบัย ั้ง  A. brassicicola ท่ีพบว่าไม่แตกต่างจากฤทธ์ิของสาร
สกดัในสภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที นอกจากน้ียงัพบว่าหลงัการปรับสภาวะการเล้ียง
อยา่งเหมาะสม พบฤทธ์ิยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. ในขณะท่ีในสภาวะตั้งตน้ทั้งสองสภาวะ สารสกดัไม่
แสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง 
 

 

ภำพที่ 5  ระยะยบัย ั้งของสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 จากการศึกษาสภาวะตั้งตน้โดยตั้งท้ิง

ไว ้(Static) เขยา่ (Shaking) ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที และภายหลงัการศกึษาสภาวะเหมาะสมต่อการ

ยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช. A.brassicicola (Ab), C. gloeosporiodes (Cg), F. oxysporum (Fo) และ 

Pestalotiopsis sp. (Ps)  
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ตำรำงที่ 16 สภาวะทางกายภาพของราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 ท่ีเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืช เม่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
 

หมายเหตุ  PDB: Potato dextrose broth, YMB: Yeast malt glucose broth, LNB: Low nutrient broth;  ระดบัสภาวะท่ีใชต้วัหนาเป็นระดบัสภาวะท่ีเลือกใชใ้นการศกึษา
ขั้นต่อไป;   - สภาวะทางกายภาพท่ีศึกษาไม่มีผลต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
 
 
 
 
 

สภำวะทำงกำยภำพ 
สภำวะทำงกำยภำพที่เพิ่มฤทธ์ิยบัยั้งรำก่อโรคพืช สภำวะทำงกำยภำพที่เพิ่มฤทธ์ิยบัยั้ง 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. รำก่อโรคพืชส่วนใหญ่ 

ความเค็ม (ppt) 15 - - - 15 

ชนิดอาหารเหลว PDB, YMB YMB YMB, LNB - YMB 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 6, 7, 8 6, 7 5, 6, 7 - 6,7 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 50, 100, 150 100, 150 100, 150 50, 100, 150 100,150 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 22, 28 22, 28, 30 25, 28 28 28 

ระยะเวลา (วนั) 2, 4, 7, 10 7, 10 4, 7 4, 7, 10 7 
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สภำวะทำงกำยภำพ 

สภำวะที่ศึกษำ 
 ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืชที่เพิ่มขึ้น (เท่ำ) 

สภำวะ สภำวะที่ 
 A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

ต้ังต้น เหมำะสม   

สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 15 15 
 

3.88 2.33 4.67 UC 

ตั้งท้ิงไว ้ อาหารเหลว PDB YMB 
 

 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 

 

 
การเขยา่ (รอบ/นาที) 0 100 

 

 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 28 

   ระยะเวลา (วนั) 4 7   

สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 15 15 
 

-0.05 1.22 1.13 UC 

เขยา่ใหอ้ากาศ อาหารเหลว PDB YMB 
 

 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 
 

 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 100 
 

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 28 
 

  ระยะเวลา (วนั) 4 7   

หมายเหตุ  ฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีเพ่ิมข้ึน (เท่า) = (ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะท่ีเหมาะสม/ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะตั้งตน้) -1;  PDB: Potato dextrose broth,                              
YMB: Yeast malt glucose broth; UC (Uncalculated): ไม่สามารถค านวณได ้เน่ืองจากไม่พบการยบัย ั้งในสภาวะตั้งตน้ 

ตำรำงที่ 17   เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 เมื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
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3.2 สภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลิตสำรยับยั้งรำก่อโรคพืชของรำทะเลบนเศษไม้ในป่ำชำยเลน 
สำยพนัธ์ุ BUSK 055-1 
  ศึกษาผลของความเค็ม (0, 10, 15, 20 และ 30 ppt) ของอาหารเหลว PDB มีค่าความเป็นกรด-ด่าง
เร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขย่าดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในการเล้ียงรา
ทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 18) พบว่าสารสกดัจากอาหาร
เหลวความเค็ม 15 ppt มีผลต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิด และพบว่าสารสกดัท่ีไดจ้ากอาหาร
เหลวท่ีเตรียมจากน ้ าจืด  0 ppt มีฤทธ์ิยบัย ั้ง A. brassicicola และ C. gloeosporiodes ไดไ้ม่แตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ เช่นเดียวกนักบัฤทธ์ิของสารสกดัจากอาหารระดบัความเค็ม 15 ppt และสารสกดัจาก
อาหารเหลวท่ีระดบัความเค็ม 15 ppt เท่านั้น ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง F. oxysporum สารสกดัจากอาหารเหลวเล้ียงรา
ทะเลสายพนัธุ ์BUUSK 055-1 ทุกระดบัความเค็มใหผ้ลการยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. ไม่แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ จึงคดัเลือกความเค็ม 15 ppt ซ่ึงใหผ้ลสารสกดัดีท่ีสุดไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  
 
ตำรำงที่ 18  ผลของความเค็มต่อความสามารถของราทะเลสายพนัธุ์ BUCS 055-1 ในการผลิตสารยบัย ั้ง
การเจริญราก่อโรคพืช 
 

ควำมเคม็ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(ppt) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 0.26±0.05 b, 23 0.28±0.06 b, 23 - 0.20±0.05 a, 1 
10 0.28±0.06 b, 23 0.24±0.08 b, 2 - 0.21±0.06 b, 1 
15 0.32±0.06 c, 3 0.34±0.05 c, 3 0.14±0.07 a 0.23±0.05 b, 1 

20 0.24±0.08 b, 2 0.17±0.07 a, 1 - 0.20±0.07 ab, 1 
30 0.14±0.05 a, 1 0.16±0.07 a, 1 - 0.20±0.05 a, 1  

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
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  การศึกษาชนิดของอาหารเหลว (0.5xPDB, PDB,YMB, LNB และ SDB) ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 
15 ppt มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
7 วนั ในการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 055-1 ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 19) พบว่าอาหาร
เหลวท่ีมีสารอาหารสมบูรณ์ ไดแ้ก่ PDB และ YMB   มีผลต่อการเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชส่วนใหญ่  แต่
สารสกดัท่ีไดจ้ากอาหารเหลว PDB เท่านั้นท่ีพบฤทธ์ิในการยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. สูงสุด แตกต่างจาก
อาหารเหลว 0.5x PDB และ YMB อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  สารสกดัจากอาหารเหลว SDB มีฤทธ์ิยบัย ั้ง ไม่
แตกต่างกนักบัสารสกดัจากอาหารเหลว PDB และ YMB ในกรณีของ A. brassicicola เท่านั้น 
  จะพบว่าสารสกดัจากอาหารเหลว PDB ใหผ้ลการยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดไดดี้ท่ีสุด ตามดว้ยสาร
สกดัจากอาหารเหลว YMB จึง คดัเลือกอาหารเหลว PDB ไปใชใ้นการทดสอบขั้นต่อไป 
 
ตำรำงที่ 19  ผลของชนิดอาหารเหลวเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ต่อความสามารถในการผลิตสาร
ยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

อำหำรเหลว 
ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

A. brassicicola  C. gloeosporiodes  F. oxysporum  Pestalotiopsis sp. 

0.5xPDB 0.26±0.08 b, 12 0.41±0.07 c, 2 - 0.10±0.05 a, 1 
PDB 0.38±0.04 c, 3 0.61±0.06 d, 3 0.16±0.07 a, 1 0.26±0.07 b, 2 

YMB 0.44±0.12 b, 3 0.58±0.09 c, 3 0.10±0.05 a, 1 0.14±0.05 a, 1 
LNB 0.18±0.06 a, 1 0.18±0.06 a, 1 - - 
SDB 0.27±0.08 a, 23 0.43±0.09 b, 2 - - 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-d ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
  

 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ (5, 6, 7, 8 และ 9) ของอาหารเหลว PDB    ท่ีเตรียมดว้ย
น ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในการ
เล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ต่อการผลิตสารยบัย ัง้ราก่อโรคพืช แสดงไวใ้นตารางท่ี 20  พบว่า              
สารสกดัท่ีไดจ้ากการเล้ียงราทะเลในอาหารท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 ใหผ้ลการยบัย ั้งรา           
ก่อโรคพืชทุกชนิดสูงสุด พบว่าเมื่อค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 สารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะ                          
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C. gloeosporiodes ไดดี้ต่างจากราก่อโรคพืชอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  จึงคดัเลือกค่าความเป็น               
กรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวเท่ากบั 6 ใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  
  
ตำรำงที่ 20  ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ต่อ

ความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 

ค่ำควำมเป็น ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

กรด-ด่ำง A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

5 0.36±0.05 a, 2 0.49±0.09 b, 3 0.34±0.05 a, 2 0.32±0.07 a, 2 
6 0.40±0.07 a, 2 0.54±0.08 b, 3 0.48±0.06 b, 3 0.49±0.09 b, 3 

7 0.21±0.06 a, 1 0.34±0.08 b, 2 0.24±0.05 b, 3 0.22±0.09 a, 1 
8 0.26±0.05 a, 1 0.33±0.08 b, 2 0.33±0.07 b, 2 0.30±0.07 ab, 2 
9 0.22±0.09 ab, 1 0.22±0.10 ab, 1 0.31±0.05 b, 2 0.20±0.08 a, 1  

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
   
  การศึกษาผลของความเร็วในการเขยา่ (0, 50, 100, 150 และ 200 รอบ/นาที) เล้ียงราทะเล                
สายพนัธุ ์BUSK 055-1 ในอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เร่ิมตน้เท่ากบั 6 บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 21) 
พบว่าเมื่อเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที ส่งผลให้สารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชสูงสุด นอกจากน้ียงั
พบว่าการใชค้วามเร็วในการเขยา่ท่ี 200 รอบ/นาที ส่งผลใหส้ารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะ F. oxysporum 
และ Pestalotiopsis sp. ไดไ้ม่แตกต่างกบัฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีไดจ้ากการเขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที เน่ืองจากการเขยา่
ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที ใหผ้ลการทดสอบดีท่ีสุดต่อราก่อโรคพืชทุกชนิดท่ีศึกษา จึงคดัเลือกการเขยา่
เล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ท่ี 150 รอบ/นาที ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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ตำรำงที่ 21 ผลของความเร็วในการเขยา่เล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ในการผลิตสารยบัย ั้ง                 
การเจริญราก่อโรคพืช 
 

กำรเขย่ำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(รอบ/นำท)ี A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 - - - - 
50 - - 0.11±0.07 a, 1 0.11±0.06 a, 1 
100 0.26±0.07 b, 1 0.31±0.07 b, 1 0.29±0.09 b, 2 0.18±0.06 a, 2 
150 0.40±0.05 a, 2 0.56±0.08 b, 2 0.59±0.06 b, 3 0.04±0.05 a, 3 

200 0.31±0.07 a, 1 0.44±0.08 b, 1 0.47±0.09 b, 3 0.40±0.07 b, 3 
หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
  ผลของอุณหภูมิ (22, 25, 28 และ 30 องศาเซลเซียส) ท่ีใชบ่้มราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1  
ในอาหารเหลว PDB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt มีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 เขยา่ดว้ย
ความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 7 วนั ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช แสดงในตารางท่ี 22 พบว่า
ยกเวน้การบ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส ท่ีพบระยะยบัย ั้ง F. oxysporum ไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบัระยะยบัย ั้งท่ี
ไดจ้ากการบ่มราทะเลท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  สารสกดัท่ีไดจ้ากการบ่มดว้ยอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส มีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดสูงสุด แตกต่างจากการบ่มราทะเลท่ีอุณหภูมิอ่ืนๆ อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ จึงคดัเลือกการบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
  การศึกษาผลของระยะเวลา (7, 10, 14, 21 และ 28 วนั) ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของ
ราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ในอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 15 ppt ค่าความเป็น
กรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 เขยา่ 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 23) พบว่าสารสกดัท่ีได้
จากการบ่มราทะเลเป็นเวลา 7 และ 10 วนั มีผลต่อการเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิด และระยะยบัย ั้ง
ท่ีไดไ้มมี่ความแตกต่างกนัทางสถิติ จากนั้นฤทธ์ิยบัย ั้งลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือบ่มราทะเลเป็น
ระยะเวลามากกว่า 10 วนั จึงคดัเลือกการบ่มท่ี 7 วนัไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป เน่ืองจากประหยดัเวลา
ในการทดลองมากกว่าการบ่มท่ี 10 วนั 
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ตำรำงที่ 22  ผลของอุณหภูมิในการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญ  
ราก่อโรคพืช 
 

อุณหภูม ิ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(องศำเซลเซียส) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

22 0.48±0.06 c, 2 0.50±0.07 c, 1 0.39±0.10 b, 1 0.21±0.07 a, 12 
25 0.58±0.06 b, 3 0.67±0.08 c, 2 0.56±0.07 b, 3 0.42±0.07 a, 3 

28 0.41±0.07 b, 12 0.49±0.07 b, 1 0.49±0.09 b, 23 0.22±0.10 a, 2 
30 0.39±0.07 b, 1 0.51±0.07 c, 1 0.41±0.10 b, 12 0.21±0.03 a, 1 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
 
ตำรำงที่ 23 ผลของระยะเวลาในการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญ
ราก่อโรคพืช 
 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 

  

ระยะเวลำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(วนั) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

7 0.54±0.08 ab, 3 0.61±0.10 b, 2 0.48±0.08 a, 2 0.46±0.10 a, 3 

10 0.58±0.10 ab, 3 0.62±0.09 b, 2 0.52±0.08 a, 2 0.49±0.07 a, 3 

14 0.34±0.08 b, 2 0.23±0.07 a, 1 0.37±0.07 b, 1 0.37±0.08 b, 2 
21 0.23±0.05 ab, 1 0.18±0.08 a, 1 0.31±0.00 b, 1 0.28±0.08 b, 1 
28 0.22±0.05 a, 1 0.21±0.12 a, 1 0.33±0.09 b, 1 0.29±0.07 ab, 12 
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จากการศึกษาสภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมทั้ง 6 สภาวะ (ตารางท่ี 24) ในการเล้ียงราทะเล 
สายพนัธุ์ BUSK 055-1 ให้ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช พบว่ามรสภาวะท่ีมีระดับความเค็ม 15 ppt 
อาหารเหลว PDB ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้นเท่ากบั 6 เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ส่งผลให้สารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดสูงสุด ตวัอย่างการ
ยบัย ั้งของสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ์ BUSK 055-1 ต่อรา C. gloeosporioides  DOAC 0782  แสดง
ในภาพท่ี 6 

เม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกัดท่ีไดจ้ากการศึกษาสภาวะตั้งตน้ (Static 
หรือ Shaking) กับฤทธ์ิของสารสกัดท่ีได้ภายหลงัจากการศึกษาสภาวะเหมาะสม (ตารางท่ี 25 และ                    
ภาพท่ี 7) พบว่าในสภาวะการเล้ียงอย่างเหมาะสม  ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดเพ่ิมข้ึนจากสภาวะ         
ตั้งต้นท่ีตั้ งท้ิงไว ้ประมาณ 2.5-4 เท่า  และเม่ือเปรียบเทียบกบัสภาวะตั้งต้นท่ีเขย่าดว้ยความเร็ว 150 
รอบ/นาที พบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดเพ่ิมข้ึนประมาณ 1-3 เท่า 

 
1.4 สภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลิตสำรยับยั้งรำก่อโรคพืชของรำเอนโดไฟท์จำกพืชชำยเลน            

สำยพนัธ์ุ BUEN 121 
การศึกษาผลของความเค็ม (0, 10, 15, 20 และ 30 ppt) ของอาหารเหลว PDB มีค่าความเป็นกรด-

ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขยา่ 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ต่อการผลิตสาร
ยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟท์สายพนัธุ ์BUEN 121 (ตารางท่ี 26) พบว่าสารสกดัจากอาหารเหลว
ความเค็ม 0 ppt ให้ผลการยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดสูงสุด และสารสกดัท่ีไดจ้ากอาหารเหลวความเค็ม 
10 ppt ไม่แตกต่างจากท่ีความเค็ม 0 ppt ในการยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. คดัเลือกความเค็มท่ี 0 ppt ใชใ้น
การทดลองขั้นต่อไป เน่ืองจากใหผ้ลของสารสกดัดีต่อการยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดท่ีศึกษา 
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ตำรำงที่ 24  สภาวะทางกายภาพของราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ท่ีเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
 

สภำวะทำงกำยภำพ 
สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืช สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้ง 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. รำก่อโรคพืชส่วนใหญ่ 

ความเค็ม (ppt) 0, 10, 15 0, 15 15 0, 10, 15, 20, 30 0, 15 

ชนิดอาหารเหลว PDB, YMB, SDB PDB, YMB PDB, YMB PDB PDB 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5, 6 5, 6 6 6 6 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 150 150, 200 150, 200 150 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 25 25 25, 28 25 25 

ระยะเวลา (วนั) 7, 10 7, 10 7, 10 7, 10 7, 10 
หมายเหตุ  PDB: Potato dextrose broth, YMB: Yeast malt glucose broth, SDB: Sabouraud dextrose broth;  ระดบัสภาวะท่ีใชต้วัหนาเป็นระดบัสภาวะท่ีเลือกใชใ้น
การศึกษาขั้นต่อไป 
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ภำพที่ 6 ฤทธ์ิยบัย ั้ง C. gloeosporiodes ของสารสกดัท่ีไดจ้ากราทะเลสายพนัธุ์ BUSK 055-1 ท่ีสภาวะ
ต่างๆ ; a: ผลของความ เค็ มในอาหารเหลว ( 1: 0 ppt, 2: 10 ppt, 3: 15 ppt, 4: 20 ppt, 5: 30 ppt) ,                      
b: ผลของชนิดอาหารเหลว (1: 0.5xPDB, 2: PDB, 3:YMB, 4:LNB, 5:SDB), c: ผลของค่าความเป็น
กรด-ด่างเร่ิมต้น (1: pH เท่ากบั 5, 2: pH เท่ากบั 6,  3: pH เท่ากบั 7, 4: pH เท่ากบั 8, 5: pH เท่ากบั 9),            
d: ผลของความ เร็วรอบในการเขย่า (1: 0 rpm, 2: 50 rpm, 3: 100 rpm, 4: 150 rpm, 5: 200 rpm),                   
e: ผลของอุณหภูมิในการบ่มราทะเล (1: 22 ºC, 2: 25 ºC, 3: 28 ºC, 4: 30 ºC), f: ผลของระยะเวลา  (1:  7 
วนั, 2: 10 วนั, 3: 14 วนั, 4: 21 วนั, 5: 28 วนั); CT-: 50% DMSO,………………………………………                                                                       

a b 

c d 

e f 
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สภำวะทำงกำยภำพ 

สภำวะที่ศึกษำ 
 

ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืชที่เพิม่ขึน้ (เท่ำ) 

สภำวะ สภำวะที่ 
 A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

ตั้งต้น เหมำะสม 
 

สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 15 15 
 

2.63 2.65 3.73 2.77 

ตั้งท้ิงไว ้ อาหารเหลว PDB PDB 
 

 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 

 

 
การเขยา่ (รอบ/นาที) 0 150 

 

 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 25 

   ระยะเวลา (วนั) 7 7 
 สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 15 15 
 

0.93 1.07 2.71 1.33 

เขยา่ใหอ้ากาศ อาหารเหลว PDB PDB 
 

 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 
 

 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 150 
 

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 25 
 

  ระยะเวลา (วนั) 7 7   

หมายเหตุ ฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีเพ่ิมข้ึน (เท่า) = (ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะท่ีเหมาะสม/ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะตั้งตน้) -1;  PDB: Potato dextrose brot

ตำรำงที่ 25  เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 เม่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
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ภำพที่ 7  ระยะยบัย ั้งของสารสกดัของราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 จากการศึกษาสภาวะตั้งตน้โดยตั้ง
ท้ิงไว ้(Static) และ เขยา่ (Shaking) ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที และภายหลงัการศกึษาสภาวะท่ีเหมาสม 
(After-optimization) ต่อการยบัย ั้งการเจริญของราก่อโรคพืช A. brassicicola (Ab), C. gloeosporiodes 
(Cg),  F. oxysporum (Fo) และ Pestalotiopsis sp. (Ps) 
 
ตำรำงที่ 26  ผลของความเค็มต่อความสามารถของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 ในการผลิตสาร
ยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

ควำมเคม็ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(ppt) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 0.37±0.07 b, 3 0.26±0.05 a, 2 0.20±0.05 a, 2 0.26±0.07 a, 2 

10 0.23±0.07 b, 2 0.14±0.05 a, 1 0.13±0.07 a, 1 0.20±0.07 ab, 12 
15 0.21±0.06 b, 12 0.14±0.07 a, 1 0.13±0.05 a, 1 0.19±0.06 ab,  1 
20 0.17±0.07 a, 12 - - 0.14±0.05 a, 1 
30 0.14±0.07 1 - - - 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05)  
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การศึกษาชนิดของอาหารเหลว (0.5xPDB, PDB, YMB, LNB และ SDB) ท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ 
(ความเค็ม 0 ppt) มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 เมื่อ
ทดสอบสารสกดัท่ีไดจ้ากการเล้ียงราเอนโดไฟทใ์นอาหารเหลว PDB และ YMB พบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรค
พืชไดทุ้กชนิด แต่ PDB ยบัย ั้งไดดี้กว่า แมว้่าสารสกดัจากอาหารเหลว 0.5xPDB มีฤทธ์ิยบัย ั้ง                                    
A. brassicicola สูงสุด แต่ยบัย ั้ง F. oxysporum  ไม่ได ้ จึงท าการคดัเลือกอาหารเหลว PDB ไปใชใ้น
การศึกษาขั้นต่อไป  
 
ตำรำงที่ 27  ผลของชนิดของอาหารเหลวเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ต่อความสามารถในการ
ผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

หมายเหตุ 0.5xPDB: Half-strength of potato dextrose broth, PDB: potato dextrose broth,                            
YMB: Yeast malt glucose broth, LNB: Low nutrient broth, SDB: Sabouraud dextrose broth;  
- :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
 การศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ (5, 6, 7, 8 และ 9) ของอาหารเหลว PDB เตรียมดว้ย
น ้ ากลัน่ (ความเค็ม 0 ppt) เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ในการ
เล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 28) พบว่าสารสกดัท่ีได้
จากอาหารเหลวเล้ียงราเอนโดไฟทท่ี์มีค่าความเป็นกรด-ด่างอยูร่ะหว่าง 5, 6 และ 7 ใหผ้ลการยบัย ั้ง               
A. brassicicola, C. gloeosporiodes และ Pestalotiopsis sp. ไดสู้งสุด ยกเวน้การยบัย ั้ง F. oxysporum ท่ี

อำหำรเหลว 
ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0.5xPDB 0.47±0.08 b, 4 0.17±0.07 a, 1 - 0.18±0.04 a, 12 
PDB 0.38±0.06 c, 3 0.30±0.07 b, 2 0.19±0.06 a, 2 0.23±0.05 a, 2 

YMB 0.26±0.07 b, 2 0.14±0.07 a, 1 0.12±0.04 a, 1 0.11±0.03 a, 1 
LNB 0.17±0.07 1 - - - 
SDB - - - - 
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พบว่าสารสกดัใหผ้ลการยบัย ั้งสูงสุดจากอาหารเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 หรือ 6 
เท่านั้น  
 ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 และ 6 มีผลต่อการเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดไม่
ต่างกนั แต่เน่ืองจากค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่เท่ากบั 5 เพื่อ
ความสะดวกจึงเลือกค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 ไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป  

ตำรำงที่ 28  ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 
ต่อความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพชื 

  
ค่ำควำมเป็น ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

กรด-ด่ำง A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

5 0.31±0.06 b, 3 0.022±0.04 a, 2 0.18±0.06a, 34 0.21±0.03a, 23 

6 0.33±0.08 b, 3 0.26±0.05 a, 2 0.22±0.06 a, 4 0.23±0.07a, 3 

7 0.36±0.07 c, 3 0.23±0.08 b, 2 0.14±0.07a, 23 0.22±0.04b, 23 
8 0.22±0.04 c, 2 0.16±0.05 b, 1 0.09±0.03a, 12 0.17±0.05b, 1 
9 0.11±0.06 a, 1 0.11±0.03 a, 1 0.07±0.05a, 1 0.18±0.04b, 1 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-4 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
 การศึกษาผลของความเร็วรอบของการเขยา่ (0, 50, 100, 150 และ 200 รอบ/นาที)     ในการเล้ียงรา
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ในอาหารเหลว PDB ท่ีเตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (ความเค็ม 0 ppt) มีค่าความ
เป็นกรด-ด่างเท่ากบั 5 บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของรา             
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 (ตารางท่ี 29) พบว่าการเขยา่เล้ียงราเอนโดไฟทด์ว้ยความเร็ว 100 รอบ/
นาที ส่งผลให้สารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดสูงสุด โดยเฉพาะอยา่งยิง่  F. oxysporum และ 
Pestalotiopsis sp. การเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที ส่งผลให้สารสกดัท่ีไดมี้ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืช
ไดทุ้กชนิดเช่นกนั แต่ไม่ดีเท่าท่ี 100 รอบ/นาที จึงคดัเลือกการเขยา่ดว้ยความเร็ว 100 รอบ/นาที ไปใชใ้น
การศึกษาขั้นต่อไป  
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ตำรำงที่ 29  ผลของความเร็วในการเขยา่เล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121ในการผลิตสารยบัย ั้ง   
การเจริญราก่อโรคพืช 
 
กำรเขย่ำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(รอบ/นำท)ี A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 - - 0.12±0.04 1 - 
50 0.14±0.05 a, 1 0.10±0.05 a, 1 0.22±0.04 b, 2 0.10±0.05 a, 1 
100 0.34±0.07 b, 2 0.27±0.07 a, 2 0.31±0.06 ab, 3 0.26±0.05 a, 3 

150 0.29±0.07 b, 2 0.02±0.04 a, 2 0.19±0.06 a, 2 0.19±0.03 a, 2 
200 0.12±0.04 1 - - - 

หมายเหตุ - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิ (22, 25, 28 และ 30 องศาเซลเซียส) ท่ีใชบ่้มราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์
BUEN 121 ในอาหารเหลว PDB เตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (ความเค็ม 0 ppt) มีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้
เท่ากบั 5 เขยา่ดว้ยความเร็ว 100 รอบ/นาที เป็นเวลา 4 วนั ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 30) 
พบว่าสารสกดัท่ีไดจ้ากการบ่มราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 ดว้ยอุณหภูมิ 22, 25 และ 28 องศา
เซลเซียส มีฤทธ์ิยบัย ั้ง A. brassicicola และ Pestalotiopsis sp. ไดดี้ท่ีสุด แต่ท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 
สารสกดัจากราเอนโดไฟทมี์ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดไดดี้ท่ีสุด ในขณะท่ีพบฤทธ์ิของสารสกดั
ต ่าสุดจากการบ่มราเอนโดไฟทท่ี์อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จึงท าการคดัเลือกอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส
ไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป 

การศึกษาผลของระยะเวลา (2, 4, 7, 10 และ 14 วนั) ท่ีใชบ่้มราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ใน
อาหารเหลว PDB เตรียมดว้ยน ้ ากลัน่ (ความเค็ม 0 ppt) มีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 เขยา่ 100 
รอบ/นาที บ่มท่ี 22 องศาเซลเซียส ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 31) พบว่าการบ่มรา                 
เอนโดไฟทเ์ป็นเวลา 4 วนั ส่งผลใหร้าทะเลผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดสูงสุด แมว้่าใน
บางคร้ังระยะยบัย ั้งท่ีไดไ้ม่แตกต่างจากการบ่มท่ีระยะเวลาอ่ืนๆ การบ่มราเอนโดไฟทเ์ป็นเวลา 7 วนั สาร
สกดัท่ีไดมี้ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดเช่นกนั แต่ไมดี่เท่าท่ีบ่ม 4 วนั จึงคดัเลือกระยะเวลาในการบ่ม
ราทะเลท่ี  4 วนั ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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ตำรำงที่ 30  ผลของอุณหภูมิในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ต่อความสามารถในการผลิต 

สารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 

 
อุณหภูม ิ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(องศำเซลเซียส) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

22 0.32±0.06 c, 2 0.26±0.05 ab, 2 0.29±0.07 ac, 2 0.22±0.04 a, 2 

25 0.26±0.07 b, 2 0.16±0.05 a, 1 0.21±0.03 ab, 1 0.19±0.06 a, 12 
28 0.30±0.05 b, 2 0.24±0.05 a, 2 0.22±0.4 a, 1 0.20±0.05 a, 12 
30 0.16±0.07 a, 1 0.13±0.07 a, 1 0.20±0.05 a, 1 0.14±0.07 a, 1 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
  
ตำรำงที่  31  ผลของระยะเวลาในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ต่อความสามารถในการ 
ผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
 

ระยะเวลำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช(ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(วนั) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

2 - - 0.10±0.05 1 - 
4 0.31±0.07 b, 2 0.23±0.07 a, 2 0.28±0.06 ab, 2 0.22±0.04 a, 2 

7 0.27±0.07 b, 2 0.21±0.06 b, 2 0.24±0.05 b, 2 0.12±0.04 a, 1 
10 0.10±0.08 ab, 1 0.17±0.07 b, 2 0.10±0.05 ab, 1 - 
14 - 0.10±0.07 1 - - 
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 ตารางท่ี 32 สรุปสภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ให้
ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชแต่ละชนิด ซ่ึงส่วนใหญ่ไม่แตกต่างกนั แต่สภาวะเหมาะสมในการเล้ียงรา             
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดไดดี้สุด ไดแ้ก่ ความเค็ม 0 ppt 
อาหารเหลว PDB ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 เขยา่ดว้ยความเร็ว 100 รอบ/นาที บ่มท่ี 22 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั 
 เม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีไดจ้ากสภาวะตั้งตน้ (Static หรือ Shaking) และภายหลงั
จากการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 ในสภาวะเหมาะสม (ภาพท่ี 8 และตารางท่ี 33) พบว่า
ฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีไดภ้ายหลงัจากการศึกษาสภาวะเหมาะสมส่วนใหญ่ ไม่แตกต่างกบัฤทธ์ิของสาร
สกดัจากการศึกษาสภาวะตั้งตน้ ท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที (Shaking) ยกเวน้ฤทธ์ิยบัย ั้ง                         
F. oxysporum ท่ีเพ่ิมข้ึนประมาณ 0.3 เท่า และเม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัท่ีไดจ้ากสภาวะตั้งตน้ท่ีตั้ง          
ท้ิงไว ้(Static) พบว่าสารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดเพ่ิมข้ึนประมาณ 0.5-2 เท่า 
       
 

 
 
ภำพที่ 8 ระยะยบัย ั้งของสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์BUEN 121 จากการศึกษาสภาวะตั้งตน้ โดยตั้ง 
ท้ิงไว ้(Static) และ เขยา่ (Shaking) ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที และภายหลงัการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม 
(After optimization) ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช A. brassicicola (Ab), C. gloeosporiodes (Cg),  
F. oxysporum (Fo) และ Pestalotiopsis sp. (Ps) 
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ตำรำงที่  32 สภาวะทางกายภาพท่ีเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 เมื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
 

สภำวะทำงกำยภำพ 
สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืช สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้ง 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. รำก่อโรคพืชส่วนใหญ่ 

ความเค็ม (ppt) 0 0 0 0, 10 0 

ชนิดอาหารเหลว 0.5xPDB PDB PDB 0.5PDB, PDB PDB 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5, 6, 7 5, 6, 7 5, 6 5, 6, 7 5, 6 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 100, 150 100, 150 100 100 100 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 22, 25, 28 22, 28 22 22, 25, 28 22 

ระยะเวลา (วนั) 4, 7 4, 7, 10 4, 7 4 4 
หมายเหตุ  PDB: Potato dextrose broth; 0.5x PDB: Haft strength PDB;  ระดบัสภาวะท่ีใชต้วัหนาเป็นระดบัสภาวะท่ีเลือกใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป   
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หมายเหตุ ฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีเพ่ิมข้ึน (เท่า) = (ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะท่ีเหมาะสม/ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะตั้งตน้) -1; PDB: Potato dextrose broth

สภำวะทำงกำยภำพ 

สภำวะที่ศึกษำ   ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืชที่เพิม่ขึน้ (เท่ำ) 

สภำวะ สภำวะที่ 
 A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

ตั้งตน้ เหมาะสม   
สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 0 0 

 

1.58 0.44 1.80 0.70 

ตั้งท้ิงไว ้ อาหารเหลว PDB PDB 
 

 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 5 

 

 
การเขยา่ (รอบ/นาที) 0 100 

 

 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 22 

   ระยะเวลา (วนั) 4 4 
 สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 0 0 
 

0.03 0 0.27 -0.04 

เขยา่ใหอ้ากาศ อาหารเหลว PDB PDB 
 

 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 5 
 

 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 100 
 

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 22 
 

  ระยะเวลา (วนั) 4 4   

ตำรำงที่ 33  เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกดัราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 เม่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
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3.5  สภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลติสำรยบัยั้งรำก่อโรคพืชของรำเอนโดไฟท์จำกพืชป่ำชำยเลน  
สำยพนัธ์ุ BUEN 830  

การศึกษาผลของความเค็ม (0, 10, 15, 20 และ 30 ppt) ของอาหารเหลว PDB มีค่าความเป็น           
กรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขยา่ 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ต่อการผลิต
สารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830 (ตารางท่ี 34) พบว่าสารสกดัจากอาหาร
เหลวความเค็ม 10 ppt และ 15 ppt  มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง A. brassicicola และ C. gloeosporiodes ไดดี้           
ไมแ่ตกต่างกนั ขณะท่ีสารสกดัจากอาหารเหลวระดบัความเค็ม 0, 20 และ 30 ppt  ไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้ง                            
F. oxysporum และ Pestalotiopsis  sp. เน่ืองจากจ าเป็นตอ้งคดัเลือกค่าความเค็มเดียวไปใชใ้นการศึกษาขั้น
ต่อไป จึงคดัเลือกความเค็มท่ี 10 ppt  เพราะหากไมค่  านึงถึงนยัส าคญัทางสถิติ  สารสกดัเตรียมจากความ
เค็ม 10 ppt  ใหค่้าเฉล่ียระยะยบัย ั้งสูงกว่า 15 ppt   
 
ตำรำงที่  34  ผลของความเค็มต่อความสามารถของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ในการผลิตสาร 
ยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

ควำมเคม็ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(ppt) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 0.10±0.07 1 - - - 
10 0.23±0.05 a, 2 0.21±0.03 a, 1 - - 

15 0.18±0.06 a, 2 0.17±0.08 a, 1 - - 

20 0.11±0.06 1 - - - 
30 0.10±0.07 1 - - - 
หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

  
การศึกษาชนิดของอาหารเหลว (0.5xPDB, PDB,YMB, LNB และ SDB) ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเล

ความเค็ม 10 ppt มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูม ิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ในการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUEN 830 ใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตาราง 
ท่ี 35) พบว่าอาหารเหลว SDB ส่งผลใหส้ารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดสูงสุด และฤทธ์ิยบัย ั้งท่ี
พบแตกต่างจากฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีไดจ้ากอาหารเหลวชนิดอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ สารสกดั
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จากอาหารเหลว SDB เท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. จึงคดัเลือกอาหารเหลว SDB ไปใชใ้น
การศึกษาขั้นต่อไป  
   
ตำรำงที่ 35  ผลของชนิดของอาหารเหลวเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ต่อความสามารถในการ
ผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 
  การศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ (5, 6, 7, 8 และ 9) ของอาหารเหลว SDB เตรียม
ดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10 ppt เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ใน
การเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์ BUEN 830 ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 36) พบว่าสารสกดัท่ี
ไดจ้ากอาหารเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 และ 7 มีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชไดดี้  แต่สาร
สกดัจากอาการเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 เท่านั้นท่ีพบฤทธ์ิยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. 
ประกอบกบัค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 6 ใกลเ้คียงกบัค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว 
SDB จึงเลือกค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป เพื่อใหก้ารเตรียมอาหาร
เหลวสะดวกยิง่ข้ึน 
 
 
 
 
 

อำหำรเหลว 
ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0.5xPDB - - - - 
PDB 0.10±0.05 a, 1 0.12±0.06 a, 1 - - 
YMB 0.16±0.05 a, 2 0.19±0.07 a, 2 0.17±0.08 a, 1 - 
LNB - - - - 
SDB 0.27±0.05 b, 3 0.28±0.04 b, 3 0.03±0.09 b, 2 0.11±0.06 a 
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ตำรำงที่ 36 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830  
ต่อความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพชื 
 

ค่ำควำมเป็น ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

กรด-ด่ำง A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

5 0.32±0.08 b, 3 0.17±0.07 a, 2 0.29±0.10 b, 2 - 
6 0.37±0.07 c, 3 0.26±0.05 b, 3 0.37±0.05 c, 2 0.11±0.07 a 

7 0.34±0.07 c, 3 0.31±0.09 a, 3 03.6±0.10 a, 2 - 
8 0.21±0.06 b, 2 0.10±0.07 a, 12 0.12±0.08 a, 1 - 
9 0.10±0.07 a, 1 0.09±0.06 a, 1 0.13±0.08 a, 1 - 

หมายเหตุ - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
 

  การศึกษาความเร็วของการเขยา่ (0, 50, 100, 150 และ 200 รอบ/นาที) เล้ียงราเอนโดไฟท ์สายพนัธุ์ 
BUEN 830 ในอาหารเหลว SDB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10 ppt  ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้
เท่ากบั 6 เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ต่อการผลิตสารยบัย ั้งรา
ก่อโรคพืช (ตารางท่ี 37) พบว่าเม่ือเล้ียงราเอนโดไฟทโ์ดยเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที สารสกดัยบัย ั้ง
การเจริญของราก่อโรคพืชไดทุ้กชนิด และพบว่าสารสกดัท่ีไดโ้ดยการเขยา่ท่ีความเร็ว 100 และ 200 รอบ/
นาที มีฤทธ์ิยบัย ั้ง C. gloeosporiodes และ F. oxysporumไดดี้ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ  แต่เน่ืองจากสาร
สกดัท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที ยบัย ั้งราโรคพืชไดทุ้กชนิด จึงคดัเลือกความเร็ว 150 รอบ/นาที ไปใชใ้น
การทดลองขั้นต่อไป  
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ตำรำงที่ 37 ผลของความเร็วในการเขยา่เล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ในการผลิตสารยบัย ั้ง 
การเจริญราก่อโรคพืช 
 

กำรเขย่ำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(รอบ/นำท)ี A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 - - - - 
50 - 0.10±0.05 1 - - 
100 0.29±0.06 a, 2 0.29±0.09 a, 2 0.28±0.08 a, 1 - 
150 0.36±0.05 b, 3 0.32±0.06 b, 2 0.38±0.08 b, 2 0.10±0.09 a 

200 0.20±0.07 a, 1 0.26±0.05 ab, 2 0.31±0.07 b, 1 - 
หมายเหตุ   - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

  
 การศึกษาผลของอุณหภูมิ (22, 25, 28 และ 30 องศาเซลเซียส) ท่ีใชบ่้มราราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ์ 
BUEN 830 ในอาหารเหลว SDB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10 ppt  มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 
6 เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 4 วนั ในการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 38) พบว่าอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชแต่ละชนิดต่างกนั สารสกดัจากการบ่มราเอนโดไฟทท่ี์ 25 
และ 28 องศาเซลเซียส มีฤทธ์ิยบัย ั้ง A. brassicicola, C. gloeosporiodes  และ  F. oxysporum  ดี ขณะท่ีสาร
สกดัจากการบ่มท่ีอุณหภูม ิ 22 องศาเซลเซียส ยบัย ั้งเฉพาะ C. gloeosporiodes ไดดี้ ไม่แตกต่างจากสาร
สกดัจากการบ่มรา 25 และ 28 องศาเซลเซียส 
 จะเห็นไดว้่าสารสกดัท่ีไดจ้ากการบ่ม 25 และ 28 องศาเซลเซียส มีผลต่อฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืช
ส่วนใหญ่ไดสู้งสุด และฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนัทางสถิติ แต่ไดค้ดัเลือกการบ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส 
ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไปเน่ืองจากช่วยประหยดัพลงังานจากการปรับอุณหภูมิของเคร่ือง incubator 
shaker 
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ตำรำงที่ 38 ผลของอุณหภูมิในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ต่อความสามารถในการผลิต 
สารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

อุณหภูม ิ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(องศำเซลเซียส) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

22 0.22±0.08 b, 1 0.29±0.10 b, 12 0.11±0.06 a, 1 - 
25 0.36±0.08 b, 2 0.32±0.08 b, 2 0.33±0.05 b, 2 - 

28 0.33±0.05 a, 2 0.29±0.07 a, 12 0.31±0.07 a, 2 - 

30 0.18±0.04 b, 1 0.20±0.08 b, 1 0.10±0.05 a, 1 - 
หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

  
  การศึกษาผลของระยะเวลา (2, 4, 7, 10 และ 14 วนั) ท่ีใชบ่้มราเอนโดไฟท ์BUEN 830 ในอาหาร
เหลว SDB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเคม็ 10 ppt  มีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6  เขยา่ 150                  
รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส ใหผ้ลสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 39) พบว่าการบ่มราเอนโดไฟท์
เป็นเวลา 4 วนั และ 7 วนั มีสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพชืทุกชนิด การยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. พบฤทธ์ิ
ยบัย ั้งสูงสุดจากการทดสอบสารสกดัของราเอนโดไฟทท่ี์เล้ียงเป็นเวลา 7 วนัเท่านั้น จึงคดัเลือกระยะเวลา
ในการบ่มราเอนโดไฟทใ์นการบ่มท่ี 7 วนั ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  

ภาพท่ี 9 และ ตารางท่ี 40 แสดงสภาวะทางกายภาพเหมาะสมในการเล้ียงราเอนโดไฟท ์สายพนัธุ ์
BUEN 830 ท่ีส่งผลใหส้ารยบัย ั้งท่ีไดมี้ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชเพ่ิมข้ึน สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสาร
ยบัย ั้งราก่อโรคพืชแต่ชะชนิดมีความแตกต่างกนัค่อนขา้งนอ้ย และพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
สารยบัย ั้งท่ีใหผ้ลของสารสกดัดีต่อราก่อโรคพืชส่วนใหญ่ คือ ความเค็ม 10 ppt อาหารเหลว SDB ค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                
7 วนั 

เม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีไดจ้ากสภาวะตั้งตน้ (Static หรือ Shaking) และภายหลงั
จากการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830 ในสภาวะเหมาะสม (ภาพท่ี 9 และตารางท่ี 41 ) พบว่า
ฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีไดภ้ายหลงัจากการศึกษาสภาวะเหมาะสมส่วนใหญ่ เพ่ิมข้ึนประมาณ 1-3 เท่า 
และ 1.5-4.5 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัท่ีไดจ้ากสภาวะตั้งตน้ท่ีมีการเขยา่และตั้งท้ิงไว ้ตามล าดบั  
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ตำรำงที่ 39 ผลของระยะเวลาในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ต่อความสามารถในการผลิต 
สารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-2 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
 

 

ภำพที่ 9 ระยะยบัย ั้งของสารสกดัจากราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 จากการศึกษาสภาวะตั้งตน้โดย

ตั้งท้ิงไว ้(Static) และ เขยา่ (Shaking) ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที และภายหลงัการศึกษาสภาวะท่ี

เหมาะสม (After optimization) ในการยบัย ั้งราก่อโรคพืช A. brassicicola (Ab), C. gloeosporiodes (Cg), 

F. oxysporum (Fo) และ Pestalotiopsis sp. (Ps)
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ระยะเวลำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(วนั) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

2 0.16±0.08 a, 1 0.10±0.07 a, 1 - - 
4 0.33±0.07 b, 2 0.30±0.07 b, 2 0.29±0.06 b, 1 0.12±0.04 a, 1 
7 0.37±0.09 b, 2 0.36±0.05 b, 2 0.34±0.07 b, 1 0.19±0.03 a, 2 

10 0.17±0.07 a, 1 0.13±0.05 a, 1 - - 
14 - - - - 
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ตำรำงที่ 40  สภาวะทางกายภาพท่ีเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830  เมื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
 

สภำวะทำงกำยภำพ 
สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืช สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้ง 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. รำก่อโรคพืชส่วนใหญ่ 

ความเค็ม (ppt) 10, 15 10, 15 - - 10, 15 

ชนิดอาหารเหลว SDB SDB SDB SDB SDB 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5, 6, 7 6, 7 5, 6, 7 6 6,7 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 100, 150, 200 150 150 150 

อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) 25, 28 22, 25, 28 25, 28 - 25, 28 

ระยะเวลา (วนั) 4, 7 4, 7 4, 7 7 7 
หมายเหตุ SDB: Sabouraud dextrose broth; ระดบัสภาวะท่ีใชต้วัหนาเป็นระดบัสภาวะท่ีเลือกใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป;  - สภาวะทางกายภาพท่ีศึกษาไม่มีผล
ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
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สภำวะทำงกำยภำพ 

สภำวะที่ศึกษำ   ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืชที่เพิม่ขึน้ (เท่ำ) 

สภำวะ สภำวะที่ 
 A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum   Pestalotiopsis sp. 

ตั้งต้น เหมำะสม   

สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 0 10 
 

2.36 2.60 2.78 0.73 

ตั้งท้ิงไว ้ อาหารเหลว PDB SDB 
 

 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 

 

 
การเขยา่ (รอบ/นาที) 0 150 

 

 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 28 

   ระยะเวลา (วนั) 4 7 
 สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 0 10 
 

3.63 4.14 4.67 1.38 

เขยา่ใหอ้ากาศ อาหารเหลว PDB SDB 
 

 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 
 

 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 150 
 

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 28 
 

  ระยะเวลา (วนั) 4 7   

หมายเหตุ ฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีเพ่ิมข้ึน (เท่า) = (ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะท่ีเหมาะสม/ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะตั้งตน้) -1; PDB: Potato dextrose broth;                  
SDB: Sabouraud dextrose broth

ตำรำงที่ 41   เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกดัราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 เมื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
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   3.6 สภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลติสำรยบัยั้งรำก่อโรคพืชของรำเอนโดไฟท์จำกพืชป่ำชำยเลน
สำยพนัธ์ุ BUEN 834  

การศึกษาผลของความเค็ม (0, 10, 15, 20 และ 30 ppt) ของอาหารเหลว PDB มีค่าความเป็น              
กรด-ด่างเร่ิมตน้ เท่ากบั 5 เขยา่ 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ต่อการ 
ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 834 ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
(ตารางท่ี 42) พบว่าสารสกดัจากอาหารเหลว PDB ความเค็ม 10 ppt ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง A. brassicicola และ                             
C. gloeosporiodes  ดีท่ีสุด แตกต่างจากฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีระดบัความเค็มอ่ืน ๆ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ยกเวน้
การยบัย ั้ง F. oxysporum  การยบัย ั้ง F. oxysporum  ในช่วงความเค็ม 0-20 ppt ไมต่่างกนัและท่ีความเค็ม     
30 ppt ไม่พบการยบัย ั้งของสารสกดั สารสกดัจากอาหารเหลวทุกระดบัความเค็ม ไม่มีผลในการยบัย ั้ง 
Pestalotiopsis  sp. จึงคดัเลือกความเค็มท่ี 10 ppt ใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป เน่ืองจากใหผ้ลของสารสกดั
ดีต่อการยบัย ั้งราก่อโรคพืชส่วนใหญ่ไดดี้ 

 
ตำรำงที่ 42 ผลของความเค็มต่อความสามารถของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 ในการผลิตสาร 
ยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

ควำมเคม็ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(ppt) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 0.21±0.06 b, 2 - 0.14±0.06 a, 1 - 
10 0.31±0.07 c, 3 0.24±0.05 b, 2 0.16±0.05 a, 1 - 

15 0.10±0.06 b, 2 0.10±0.07 a, 1 0.13±0.07 a, 1 - 
20 0.14±0.05 a, 1 0.11±0.06 a, 1 0.10±0.05 a, 1 - 
30 0.12±0.06 a, 1 0.10±0.05 a, 1 - - 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
 การศึกษาชนิดของอาหารเหลว (0.5xPDB, PDB,YMB, LNB และ SDB) ท่ีเตรียมดว้ยน ้ าทะเล
ความเค็ม 10 ppt มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 5 เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที บ่มท่ีอุณหภูม ิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 834 ต่อการผลิตสารยบัย ั้งรา                
ก่อโรคพืช (ตารางท่ี 43) พบว่าสารสกดัจากการเล้ียงราเอนโดไฟทใ์นอาหารเหลว YMB เท่านั้นท่ียบัย ั้งรา
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ก่อโรคพืชท่ีศกึษาไดทุ้กชนิด YMB ใหผ้ลยบัย ั้งดีต่อ A. brassicicola และ Pestalotiopsis sp. สูงสุด                           
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ สารสกดัจากอาหารเหลว 0.5xPDB  และ PDB ใหผ้ลการยบัย ั้งดีต่อราก่อโรคพืช
รองลงมา จึง คดัเลือกอาหารเหลว YMB ไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป  

 
ตำรำงที่ 43 ผลของชนิดของอาหารเหลวเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 ต่อความสามารถในการ 
ผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

หมายเหตุ 0.5xPDB: Half-strength of potato dextrose broth, PDB: potato dextrose broth, YMB: Yeast 
malt glucose broth, LNB: Low nutrient broth, SDB: Sabouraud dextrose broth;  
- :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
การศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ (5, 6, 7, 8 และ 9) ของอาหารเหลว YMB ท่ีเตรียม

ดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10 ppt เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ใน
การเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 834 ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 44) พบว่า             
สารสกดัท่ีไดจ้ากอาหารเหลว YMB ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 และ 7 มีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อ
โรคพืชไดทุ้กชนิด สูงสุด สารสกดัจากอาหารเหลว YMB ท่ีมค่ีาความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6 
เท่านั้นท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp.จึงคดัเลือกค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวเท่ากบั 6 
ใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
 
 
 

อำหำรเหลว 
ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0.5xPDB 0.38±0.04 c, 2 0.28±0.06 b,2 0.22±0.04 a, 2 - 
PDB 0.33±0.08 b, 2 0.28±0.10 b, 2 0.13±0.05 a, 1 - 
YMB 0.44±0.10 c, 3 0.16±0.09 b, 2 0.20±0.09 a, 1 0.11±0.07 a 

LNB 0.20±0.07 a, 1 0.16±0.12 a, 1 - - 
SDB 0.20±0.05 1 - - - 
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ตำรำงที่ 44 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 834 
ต่อความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพชื 
 

ค่ำควำมเป็น ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

กรด-ด่ำง A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

5 0.31±0.06 c, 3 0.24±0.05 c, 2 0.18±0.06 a, 1 - 
6 0.33±0.07 c, 3 0.26±0.05 b, 23 0.22±0.04 b, 12 0.10±0.07 a 

7 0.36±0.07 b, 3 0.30±0.07 ab, 3 0.24±0.05 a, 2 - 
8 0.22±0.04 b, 2 0.16±0.05 a, 1 - - 
9 0.16±0.05 b, 1 0.01±0.03 a, 1 - - 

หมายเหตุ - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
  การศึกษาความเร็วของการเขยา่ (0, 50, 100, 150 และ 200 รอบ/นาที) เล้ียงราเอนโดไฟท ์สายพนัธุ์ 
BUEN 834 ในอาหารเหลว YMB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10 ppt  ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้
เท่ากบั 6 บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 45) พบว่า
เมือ่เล้ียงราเอนโดไฟทโ์ดยเขยา่ท่ีความเร็วรอบเท่ากบั 100 รอบ/นาที มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของรา           
ก่อโรคพืชทุกชนิด และสารสกดัท่ีไดจ้ากการเล้ียงราเอนโดไฟทโ์ดยการเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที 
เท่านั้นมีฤทธ์ิยบัย ั้ง A. brassicicola สูงสุด จึงคดัเลือกการเขยา่เล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834  ท่ี
ความเร็ว 150 รอบ/นาที ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  
 การศึกษาผลของอุณหภูมิ (22, 25, 28 และ 30 องศาเซลเซียส) ท่ีใชบ่้มราราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ์ 
BUEN 834 ในอาหารเหลว YMB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10 ppt  มีความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 6  
เขยา่ท่ี 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 4 วนั ในการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 46) พบว่าสารสกดัท่ีได้
จากการบ่มราเอนโดไฟทท่ี์อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ใหผ้ลการยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิด จึงคดัเลือก
การบ่มราเอนโดไฟทท่ี์ 28 องศาเซลเซียส ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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ตำรำงที่ 45  ผลของความเร็วในการเขยา่เล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 ในการผลิตสารยบัย ั้ง 
การเจริญราก่อโรคพืช 
 

กำรเขย่ำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(รอบ/นำท)ี A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

0 - - 0.12±0.06 1 - 
50 0.16±0.05 a, 12 - 0.14±0.05 a, 12 - 
100 0.19±0.06 a, 2 0.37±0.08 b, 2 0.24±0.07 a, 3 - 
150 0.39±0.06 c, 3 0.32±0.08 c, 12 0.19±0.06 b, 23 0.11±0.07 a, 1 

200 0.13±0.05 b, 1 0.29±0.06 a, 1 - - 
หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 

ตำรำงที่ 46 ผลของอุณหภูมิในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 ต่อความสามารถในการผลิต 
สารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 

 
อุณหภูม ิ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(องศำเซลเซียส) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

22 0.19±0.06 1 - - - 
25 0.32±0.06 b, 2 0.21±0.06 a, 1 - - 
28 0.30±0.07 c, 2 0.29±0.06 bc, 2 0.23±0.05 b 0.16±0.07 a, 1 

30 0.14±0.05 a, 1 - - 0.21±0.06 b, 1 
หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
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        การศึกษาผลของระยะเวลา (2, 4, 7, 10 และ 14 วนั) ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของรา                   
เอนโดไฟท ์BUEN 834 ในอาหารเหลว YMB เตรียมดว้ยน ้ าทะเลความเค็ม 10 ppt  มีค่าความเป็นกรด-
ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6  เขยา่ 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 47) พบว่าการบ่มรา                   
เอนโดไฟทเ์ป็นเวลา 4, 7 และ 10 วนั ยบัย ั้งราก่อโรคพืชไดทุ้กชนิด แต่ท่ี 7 วนัยบัย ั้งไดสู้งสุด โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่กบั A. brassicicola และ C. gloeosporiodes ต่างจากการบ่มท่ีระยะเวลาอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ จึงคดัเลือกระยะเวลาในการบ่มราเอนโดไฟทใ์นการบ่มท่ี 7 วนั ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  
  
ตำรำงที่ 47  ผลของระยะเวลาในการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 ต่อความสามารถในการ 
ผลิตสารยบัย ั้งการเจริญราก่อโรคพืช 
 

หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-c ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-3 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 

 
 ตารางท่ี 48 แสดงสภาวะทางกายภาพเหมาะสมในการเล้ียงราเอนโดไฟท ์สายพนัธุ ์BUEN 834 ให้
ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิด คือ  ความเค็ม 10 ppt อาหารเหลว YMB ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้
เท่ากบั 6 เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที บ่มท่ี 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
 
 
 

ระยะเวลำ ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

(วนั) A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

2 0.12±0.06 1 - - - 
4 0.28±0.06 b, 2 0.27±0.07 b, 2 0.19±0.06 a, 2 0.17±0.05 a, 1 
7 0.33±0.07 b, 2 0.33±0.07 b, 3 0.27±0.05 a, 3 0.22±0.04 a, 2 

10 0.14±0.07 a, 1 0.12±0.04 a, 1 0.13±0.05 a, 1 0.18±0.06 a, 1 
14 - - - - 
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ตำรำงที่ 48  สภาวะทางกายภาพท่ีเพ่ิมฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 เมื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
 

สภำวะทำงกำยภำพ 
สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืช สภำวะทำงกำยภำพที่เพิม่ฤทธิ์ยบัยั้ง 

A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. รำก่อโรคพืชส่วนใหญ่ 

ความเค็ม (ppt) 10 10 0, 10, 15, 20 - 10 

ชนิดอาหารเหลว YMB 0.5xPDB, PDB,YMB 0.5xPDB YMB YMB 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5, 6, 7 6, 7 6, 7 6 6 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 100, 150 100, 150 100 100, 150 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 25, 28 28 28 28, 30 28 

ระยะเวลา (วนั) 4, 7 7 7 7 7 
หมายเหตุ  PDB: Potato dextrose broth, 0.5x PDB: Haft strength PDB, YMB: Yeast malt glucose broth,; ระดบัสภาวะท่ีใชต้วัหนาเป็นระดบัสภาวะท่ีเลือกใชใ้น
การศึกษาขั้นต่อไป;   - สภาวะทางกายภาพท่ีศึกษาไม่มีผลต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช 
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เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีไดจ้ากสภาวะตั้งตน้ (Static หรือ Shaking) กบัฤทธ์ิของสาร
สกดัท่ีไดภ้ายหลงัจากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม (ภาพท่ี 10 และตารางท่ี 49) จากการเปรียบเทียบระยะ
ยบัย ั้งท่ีไดภ้ายหลงัจากการศึกษาสภาวะเหมาะสม กบัสารสกดัจากสภาวะตั้งตน้ ท่ีตั้งท้ิงไว ้ พบว่าฤทธ์ิ         
C. gloeosporiodes ของสารสกดัจากราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 834 เพ่ิมข้ึนสูงสุดถึง 10 เท่า ส่วน
ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชชนิดอ่ืนเพ่ิมข้ึนประมาณ 2-4.5 เท่า และเม่ือเปรียบเทียบกบัฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดั
จากสภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 250 รอบ/นาที พบว่าฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดเพ่ิมข้ึน
ประมาณ 1-3.5 เท่า ยกเวน้ฤทธ์ิยบัย ั้ง Pestalotiopsis sp. ท่ีเพ่ิมข้ึนจากไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งเป็นมีฤทธ์ิยบัย ั้ง  
 
  

 

 

ภำพที่ 10 ระยะยบัย ั้งของสารสกดัจากราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 จากการศึกษาสภาวะตั้งตน้โดย

ตั้งท้ิงไว ้(Static) และ เขยา่ (Shaking) ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที และภายหลงั การศึกษาสภาวะท่ี

เหมาะสม (After optimization) ในการยบัย ั้งราก่อโรคพืช A. brassicicola (Ab), C. gloeosporiodes (Cg), 

F. oxysporum (Fo) และ Pestalotiopsis sp. (Ps) 
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สภำวะทำงกำยภำพ 

สภำวะที่ศึกษำ 
 

ฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืชที่เพิม่ขึน้ (เท่ำ) 

สภำวะ สภำวะที่ 
 A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

ตั้งต้น เหมำะสม 
 

สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 0 10 
 

3.71 10.00 2.00 4.50 

ตั้งท้ิงไว ้ อาหารเหลว PDB YMB 
 

 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 

 

 
การเขยา่ (รอบ/นาที) 0 100 

 

 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 28 

   ระยะเวลา (วนั) 4 7 
 สภาวะท่ี ความเค็ม (ppt) 0 10 
 

0.94 3.71 1.25 UC 

เขยา่ใหอ้ากาศ อาหารเหลว PDB YMB 
 

 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 5 6 
 

 

การเขยา่ (รอบ/นาที) 150 100 
 

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28 28 
 

  ระยะเวลา (วนั) 4 7   

หมายเหตุ ฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีเพ่ิมข้ึน (เท่า) = (ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะท่ีเหมาะสม/ฤทธ์ิของสารสกดัจากสภาวะตั้งตน้) -1;  PDB: Potato dextrose broth,                      
YMB: Yeast malt glucose broth;  UC (Uncalculated): ไม่สามารถค านวณได ้เน่ืองจากไม่พบการยบัย ั้งในสภาวะตั้งตน้  

ตำรำงที่ 49  เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกดัราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 834 เมื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยวิธี disc diffusion 
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   3.7 กำรศึกษำกำรเปรียบเทียบสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลติสำรยบัยั้งรำก่อโรคพืชของรำจำก
ป่ำชำยเลนสำยพนัธ์ุต่ำง ๆ  
   ตารางท่ี 50 เปรียบเทียบสภาวะเหมาะสมท่ีคดัเลือกจากผลของสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อ
โรคพืชทั้ง 4 ชนิดท่ีดี พบว่าความเค็มท่ีเหมาะสมในการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราทะเลส่วนใหญ่ 
คือ 15 ppt ขณะท่ีราเอนโดไฟทส่์วนใหญ่ชอบความเค็ม 10 ppt และพบว่าราเอนโดไฟท ์  สายพนัธุ์      
BUEN 121 ผลิตสารยบัย ั้งประสิทธิภาพสูงเม่ือเล้ียงในอาหารเหลวท่ีไม่มีความเค็ม (0 ppt) และ                
อาหารเหลวท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราทะเลและราเอนโดไฟท ์ เป็นอาหารท่ีมี
ความสมบูรณ์ (Rich nutrient media) ไดแ้ก่ PDB, YMB และ SDB ส่วนอาหารเหลวท่ีมีสารอาหารต ่า 
(Low nutrient media) ไม่เหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราจากป่าชายเลน ค่าความเป็น
กรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชส่วนใหญ่คือ 6 ความเร็วรอบของการเขยา่ท่ี
เหมาะสมอยูร่ะหว่าง 100-150 รอบ/นาที โดยราทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์
BUEN 121 การเขยา่ท่ีเหมาะสมคือดว้ยความเร็ว 100 รอบ/นาที อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้ง
ราก่อโรคพืชของราป่าชายเลนส่วนใหญ่คือ 28 องศาเซลเซียส ยกเวน้ราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ใช้
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมเท่ากบั 25 องศาเซลเซียส และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 ใชอุ้ณหภูมิท่ี
เหมาะสมเท่ากบั 22 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการบ่มท่ีเหมาะสมเท่ากบั 7 วนั มีผลต่อการเพ่ิมฤทธ์ิ
ยบัย ั้งราสาเหคุโรคพืชของราจากป่าชายเลนส่วนใหญ่ ยกเวน้ราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 มี
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมเท่ากบั 4 วนั 
 

3.8 กำรเปรียบเทยีบฤทธิ์ยบัยั้งรำก่อโรคพืชของสำรสกดัทีไ่ด้จำกรำป่ำชำยเลนแต่ละ 
 สำยพนัธ์ุ 
   เม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสกดั ท่ีไดภ้ายหลงัการเล้ียงราจากป่าชายเลน
แต่ละสายพนัธุใ์นสภาวะเหมาะสมท่ีไดจ้ากการศกึษา (ตารางท่ี 51) พบว่าราทะเลสายพนัธุB์USK 055-1 
ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดไดดี้เป็นอนัดบัแรก เมื่อเปรียบเทียบกบัฤทธ์ิของสารสกดัท่ีไดจ้ากรา
ป่าชายเลนสายพนัธุอ่ื์นๆ สารสกดัท่ีไดฤ้ทธ์ิยบัย ั้ง A. brassicicola และ C. gloeosporiodes สูงสุด และรา                    
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 และ BUEN 830 ผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชไดดี้ใกลเ้คียงกนัเป็นอนัดบั
ท่ีสองรองจากสายพนัธุ ์ BUSK 055-1  แต่สายพนัธุ ์ BUEN 830 ยบัย ั้ง C. gloeosporiodes  ซ่ึงเป็นรา            
ก่อโรคส าคญัไดดี้กว่า จึงคดัเลือกราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 
ไปศึกษารูปแบบการเจริญ ขยายขนาดการหมกัและหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดต่อการเจริญของราก่อโรคพืช 
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ตำรำงที่  50 สภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราจากป่าชายเลน 
แต่ละสายพนัธุ ์
 

 
รำจำกป่ำชำยเลน 

สภำวะทำงกำยภำพ รำทะเล 
 

รำเอนโดไฟท์ 

ที่เหมำะสม BUCS  BUSK 
 

BUEN BUEN BUEN 

 
004  055-1 

 
121 830 834 

ความเค็ม (ppt) 15  15 
 

0 10 10 
ชนิดอาหารเหลว YMB  PDB 

 
PDB SDB YMB 

ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ 6  6 
 

5 6 6 
การเขยา่ (รอบ/นาที) 100  150 

 
100 150 150 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 28  25 
 

22 28 28 
ระยะเวลา (วนั) 7  7 

 
4 7 7 

 
 

ตำรำงที่ 51 ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของสารสดัจากราจากป่าชายเลนแต่ละสายพนัธุ ์เม่ือเล้ียงราจาก   
ป่าชายเลนภายหลงัการศึกษาสภาวะเหมาะสม 
 

สำรสกดัจำก ระยะยบัยั้งรำก่อโรคพืช (ค่ำเฉลีย่ ± ค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน, เซนตเิมตร) 

รำป่ำชำยเลน A. brassicicola C. gloeosporiodes F. oxysporum Pestalotiopsis sp. 

BUCS 004 0.17±0.05 a, 1 0.20±0.07 a, 1 0.17±0.07 a, 1 0.14±0.05 a, 1 
BUSK 055-1 0.58±0.10 ab, 4 0.62±0.09 b, 3 0.52±0.08 a, 4 0.49±0.07 a, 2 
BUEN 121 0.31±0.09 b, 23 0.23±0.09 a, 1 0.28±0.06 ab, 23 0.22±0.07 a, 2 
BUEN 830 0.31±0.07 b, 3 0.36±0.05 b, 2 0.34±0.07 b,3 0.19±0.03 a, 1 
BUEN 834 0.33±0.07 b, 23 0.33±0.07 b, 2 0.27±0.05 a, 2 0.22±0.04 a, 1 
หมายเหตุ  - :ไม่พบระยะยบัย ั้ง; 
a-b ท่ีแตกต่างกนัในแนวนอน แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05); 
1-4 ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P ≤0.05) 
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2. กำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ของกำรเจริญกบัควำมสำมำรถในกำรผลติสำรยบัยั้งรำก่อโรคพืชของรำจำก
ป่ำชำยเลน 

จากการศึกษาความสมัพนัธข์องการเจริญ โดยการหาน ้ าหนกัเซลแหง้ (กราฟเสน้) กบัฤทธ์ิยบัย ั้ง
ของสารสกดัท่ีไดภ้ายหลงัการหาสภาวะเหมาะสม ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ (กราฟแท่ง) ของราทะเลสายพนัธุ์ 
BUSK 055-1 (ภาพท่ี 11) พบว่าราทะเลมีน ้ าหนกัเซลลแ์หง้เพ่ิมข้ึน หลงัจากบ่มเป็นเวลา 7 วนัและสูงสุดท่ี
เวลา 10 วนั เมื่อบ่มราทะเลมากกว่า 10 วนั พบน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ลดลงเลก็นอ้ยก่อนจะคงท่ีเมื่อบ่มเป็น
เวลา 14-28 วนั ส่วนฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัพบว่าเม่ือบ่มราทะเลเป็นเวลา 7-10 วนัพบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อ
โรคพืชสูงสุด โดยท่ีเวลา 7 วนัเป็นระยะเวลาเดียวกบัท่ีราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 มีน ้ าหนกัเซลลแ์หง้
สูง สารสกดัท่ีไดจ้ากการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 มากกว่า 10 วนั ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชท่ีได้
ลดลงเลก็นอ้ย 
   จากการศึกษาความสมัพนัธข์องการเจริญ โดยการหาน ้ าหนกัแหง้ กบัฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดั
ท่ีไดภ้ายหลงัการหาสภาวะเหมาะสมท่ีระยะเวลาต่างๆ ของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830                       
(ภาพท่ี 12) พบว่าราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 มีน ้ าหนกัเซลลแ์หง้สูงข้ึนต่อเน่ืองในระยะแรก และ
พบน ้ าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดท่ีระยะเวลา 7 วนั หลงัจากนั้นน ้ าหนกัเซลลแ์หง้เร่ิมลดลงเลก็นอ้ยก่อนท่ีจะ
คงท่ีเม่ือเล้ียงราเอนโดไฟทเ์ป็นเวลา 10-14 วนั ส่วนฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ีระยะเวลาต่างๆ พบว่าฤทธ์ิ
ยบัย ั้งราก่อโรคพืชเพ่ิมข้ึนมากหลงัจากการบ่มนานกว่า 4 วนั สารสกดัจากราเอนโดไฟทม์กิีจกรรมยบัย ั้ง
และน ้ าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุด เมื่อบ่มเป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนั้นฤทธ์ิยบัย ั้งลดลงเลก็นอ้ยและคงท่ี  
   จะเห็นไดว้่าการเจริญของราจากป่าชายเลน มีผลต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและ
พบว่าเม่ือราจากป่าชายเลนมีการเจริญสูง เป็นช่วงเวลาเดียวดบัท่ีราจากป่าชายเลนผลิตสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราก่อโรคพืชสูง 
 
3.    กำรศึกษำผลของกำรใช้สภำวะเหมำะสมกบักำรเลีย้งรำจำกป่ำชำยเลนในกำรขยำยขนำดกำรหมกั 
      (Scale up) 

 การศึกษาผลผลิตในรูปของสารสกดัจากการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 และเอนโดไฟท์
สายพนัธุ ์BUEN 830 ดว้ยสภาวะเหมาะสมในอาหารเหลวปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ก่อนการขยายขนาดการ
หมกั) และในอาหารเหลวปริมาตร 1000 มิลลิลิตร (ภายหลงัขยายขนาดการหมกั) ค  านวณผลผลิตท่ีไดต่้อ
ปริมาตรของอาหารเหลวท่ีใช ้ (น ้ าหนกั/ปริมาตร) (ตารางท่ี 52) พบว่าสารสกดัท่ีไดก่้อนขยายขนาด        
การหมกัแตกต่างจากภายหลงัการขยายขนาดการหมกัโดยพบว่า ราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 ให้
ผลผลิตก่อนและหลงัขยายขนาดการหมกัประมาณ 240 มิลลิกรัม/ลิตร และ 274 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดบั 
ส่วนราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830 ใหผ้ลผลิตก่อนและหลงัขยายขนาดการหมกัประมาณ 211 
มิลลิกรัม/ลิตร และ 236 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ภำพที่ 11 ระยะยบัย ั้งราก่อโรคพืช (เซนติเมตร) และน ้ าหนกัแหง้เซลล ์(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) จากการ 
เล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ในสภาวะท่ีเหมาะสม (15 ppt, PDB, pH 6, 150 rpm, 25ºC) เป็น 
เวลา 7, 10, 14, 21 และ 28 วนั 

 

 
ภำพที่ 12 ระยะยบัย ั้งราก่อโรคพืช (เซนติเมตร) และน ้ าหนกัแหง้เซลล ์(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากการ 
เล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ในสภาวะท่ีเหมาะสม (10 ppt, SDB, pH 6, 150 rpm, 28ºC)   เป็น 
เวลา 2, 4 , 7, 10 และ 14 วนั 
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ตำรำงที่ 52  ผลผลิต (Yield) ของราป่าชายเลนจากการศกึษาก่อนและหลงัขยายขนาดการหมกั 
 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

ภาพท่ี 13 และภาพท่ี 14 แสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชชนิดต่างๆ ของสารสกดั            

ท่ีไดก่้อนและภายหลงัการขยายขนาดการหมกั พบว่าภายหลงัจากขยายขนาดการหมกัสารสกดัท่ีไดม้ี

ฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชทุกชนิดเพ่ิมข้ึน ยกเวน้ Pestalotiopsis sp. ท่ีใหผ้ลยบัย ั้งใกลเ้คียงกนั โดยสาร

สกดัท่ีไดภ้ายหลงัการขยายขนาดการหมกัราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืช

ทุกชนิดไดม้ากข้ึนประมาณ 0.2-0.4 เท่า ของสารสกดัท่ีไดก่้อนขยายขนาดการหมกั  

สารสกดัท่ีไดก่้อนและภายหลงัการขยายขนาดการหมกัราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830 มี

ฤทธ์ิยบัย ั้งใกลเ้คียงกนั ในกรณี A. brassicicola และ C. gloeosporiodes ขณะท่ีฤทธ์ิยบัย ั้ง F. oxysporum 

และ Pestalotiopsis sp.ของสารสกดัท่ีไดภ้ายหลงัการขยายขนาดการหมกัสูงกว่าฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีไดก่้อน

การขยายขนาดการหมกัเลก็นอ้ย  

4. กำรหำค่ำ Minimum inhibition concentration (MIC) ของสำรสกดัภำยหลงักำรขยำยขนำดกำร
หมกั ในกำรยบัยั้งรำก่อโรคพืช 

ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 และเอนโดไฟทส์ายพนัธุ์ 
BUEN 830 เปรียบเทียบกบัยา fluconazole ดว้ยวิธี agar dilution แสดงในตารางท่ี 53 ในการยบัย ั้งการ
เจริญเสน้ใยของราก่อโรคพืช 4 สายพนัธุ ์ พบค่า MIC ของยา fluconazole ต่อการยบัย ั้งการเจริญของ                       
A. brassicicola และ C. gloeosporiodes เท่ากบั 256 และ 1024 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั การยบัย ั้ง 
F. oxysporum และ Pestalotiopsis sp. มีค่า MIC เท่ากบั 2048 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 

 

สภำวะเหมำะสมที่ศึกษำ 
 

รำจำกป่ำชำยเลน 
 

น ำ้หนักสำร (มลิลกิรัม/ลติร) 

ก่อนขยายขนาดการหมกั 
 

BUSK 055-1 
 

240±11 

   
BUEN 830 

 
211±9 

หลงัขยายขนาดการหมกั 
 

BUSK 055-1 
 

274±0 

   
BUEN 830 

 
236±0 
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ภำพที่ 13 ระยะยบัย ั้ง A. brassicicola (Ab), C. gloeosporiodes (Cg), F. oxysporum (Fo) และ  
Pestalotiopsis sp. (Ps) ของสารสกดัจากการเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 ในสภาวะท่ีเหมาะสม 
ก่อน (Mini scale) และภายหลงัการขยายขนาดการหมกั (Scale up) 
 

 
 
ภำพที่ 14 ระยะยบัย ั้ง A. brassicicola (Ab), C. gloeosporiodes (Cg), F. oxysporum (Fo) และ 
 Pestalotiopsis sp. (Ps) ของสารสกดัจากการเล้ียงราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ในสภาวะท่ี 
เหมาะสมก่อน (Mini scale) และภายหลงัการขยายขนาดการหมกั (Scale up) 
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เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกดัจากราป่าชายเลนกบัฤทธ์ิยบัย ั้งของยา fluconazole ต่อ

ราก่อโรคพืช พบว่าสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากบัยา 
fluconazole เมื่อทดสอบกบั C. gloeosporiodes คือ 1024 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกดัจากราทะเล
สายพนัธุ ์ BUSK 055-1 มีประสิทธิภาพเป็นคร่ึงหน่ึงของยา fluconazole เมื่อทดสอบกบั F. oxysporum 
และ Pestalotiopsis sp. ส่วนสารสกดัจากราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830 มีประสิทธิภาพนอ้ยว่ายา 
fluconazole  อยา่งนอ้ย  2 เท่า ข้ึนกบัชนิดราก่อโรคพืชท่ีทดสอบ 
 
ตำรำงที่  53 ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัจากราป่าชายเลนและยา fluconazole ใน การยบัย ั้งการ
เจริญของราก่อโรคพืช 
 

รำก่อโรคพืช 

ค่ำ MIC (ไมโครกรัม/มลิลลิติร) และประสิทธิภำพของสำรสกดั 

เทียบกบัยำ fluconazole 

Fluconazole BUSK 055-1 BUEN 830 

MIC MIC ประสิทธิภำพ MIC ประสิทธิภำพ 

A. brassicicola 256 2048 1/8 4096 1/16 
C. gloeosporiodes 1024 1024 1 4096 1/4 
F. oxysporum 2048 4096 1/2 >4096 >1/2 
Pestalotiopsis sp. 2048 4096 1/2 4096 1/2 

หมายเหตุ ทดสอบดว้ยวิธี agar dilution บนอาหาร PDA/DW เมื่อบ่มเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ค่า
ประสิทธิภาพค านวณไดจ้ากค่า MIC ของยา fluconazole/ ค่า MIC ของสารสกดัท่ีไดจ้ากราในระบบนิเวศ
ป่าชายเลน 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรำยผล 

 
สรุปผลกำรทดลอง 
 จากการทดสอบยนืยนัประสิทธิภาพของราจากป่าชายเลนในการยบัย ั้งราก่อโรคพืชบนอาหาร
ทดสอบ PDA/DW และ PDA/SW ดว้ยวิธีการเล้ียงเช้ือร่วมกนั แสดงใหเ้ห็นว่าราจากป่าชายเลนทุก                    
สายพนัธุท่ี์น ามาศึกษามีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งราก่อโรคพืช และแต่ละสายพนัธุส์ามารถยบัย ั้งราก่อ
โรคพืชแต่ละชนิดไดต่้างกนั เม่ือศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัจากราป่าชายเลนโดยใชส้ภาวะตั้งตน้
สองสภาวะ คือสภาวะตั้งตน้ท่ีตั้งท้ิงไว ้ (Static) และสภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ (Shaking) ดว้ยความเร็ว 150 
รอบ/นาที พบว่าสารสกดัจากราป่าชายเลนส่วนใหญ่มีฤทธ์ิยบัย ั้งราสาเหคุโรคพืชเพ่ิมข้ึนเมื่อมีการเขยา่ 
 จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงราจากป่าชายเลนใหผ้ลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช โดย
ใชส้ภาวะทางกายภาพต่างๆ ไดแ้ก่ ความเค็มของอาหารเหลว ชนิดของอาหารเหลว ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เร่ิมตน้ของอาหารเหลว ความเร็วในการเขยา่ อุณหภูมิ และระยะเวลาท่ีเหาะสม ตามล าดบั    พบว่าความ
เค็มท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งของราจากป่าชายเลนแต่ละสายพนัธุแ์ตกต่างกนั โดยราทะเลมีความ
เค็มท่ีเหมาะสม 15 ppt ขณะท่ีราเอนโดไฟทช์อบความเคม็ในช่วงต ่ากว่า ระหว่าง 0-10 ppt  ชนิดของ
อาหารเหลวท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชเป็นอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ์ ไดแ้ก่ PDB, 
YMB และ SDB  ราจากป่าชายเลนส่วนใหญ่ท่ีศึกษายกเวน้ราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 121 ค่าความ
เป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 6 ความเร็วในการเขยา่ท่ีเหมาะสมอยูร่ะหว่าง 100-150 รอบ/นาที 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 25-28 องศาเซลเซียส และระยะเวลาท่ีเหมาะสมคือ 7 วนั  
  ภายหลงัการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมพบว่าสารสกดัจากราทะเลสายพนัธุ ์ BUSK 055-1 และรา
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 830 มีฤทธ์ิสูงสุดสองอนัดบัแรก  เม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัท่ี
ไดก้บัสารสกดัจากการศึกษาสภาวะตั้งตน้ พบว่าสภาวะทางภาพท่ีเหมาะสมส่งผลใหร้าจากป่าชายเลน
ผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเพ่ิมข้ึน พบฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชเพ่ิมข้ึนสูงสุดถึง 10 เท่า จากสารสกดัของรา               
เอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830   
 เม่ือใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมเล้ียงราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 
830 ในอาหารเหลวปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ก่อนการขยายขนาดการหมกั) และ 200 มิลลิลิตร (ภายหลงัการ
ขยายขนาดการหมกั) พบว่าใหผ้ลต่างกนัเพียงเลก็นอ้ย 
 การศึกษาค่า MIC ของสารสกดัต่อราก่อโรคพืชพบว่าอยูใ่นช่วง 1024 - >4096 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยยบัย ั้ง C. gloeosporiodes DOAC 0786 ก่อโรคแอนแทรกโนสไดดี้ท่ีสุด  
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อภิปรำยผลกำรทดลอง 
 ราจากป่าชายเลนเป็นแหล่งของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพขนาดใหญ่ (Lin et al., 2001; Sridhar, 

2004; Bugni & Ireland, 2004) และเป็นรากลุ่มหน่ึงท่ีถูกน ามาประยกุตใ์ชใ้นการเกษตรเพ่ือควบคุมราก่อ
โรคพืช (Elavarasi, Sathiya, Rathna, & Kalaiselvam, 2012) การยบัย ั้งราก่อโรคพืชอาจเกิดจาก 2 กลไก 
ไดแ้ก่  การผลิตเอนไซมอ์อกมายบัย ั้งการเจริญของราก่อโรคพืช  หรือการผลิตสารทุติยภูมิเพ่ือยบัย ั้งการ
เจริญของราก่อโรคพืช (Pal & Garderner, 2006; Mishra et al., 2011) ซ่ึงราจากป่าชายเลน และราในระบบ
นิเวศทางทะเลอ่ืนๆ จะขบัสารทุติยภูมิออกมานอกเซลล ์ (Secondary metabolite) เพื่อป้องกนัตนเองจาก
สภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลงหรือป้องกนัตนเองจากส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ ในระบบนิเวศนั้น (Rodrigues et al., 
2011; Kansoh et al., 2010; Li, Lan, Lam, Yang, & Zhu, 2011)  
 จากการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากราจากป่าชายเลนท่ีเล้ียงโดยใชส้ภาวะตั้งตน้ท้ิงไว ้ (Static) 
และสภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ (Shaking) ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที พบว่าสารสกดัของราจากป่าชายเลน              
ส่วนใหญ่มีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชเพ่ิมข้ึนเม่ือเล้ียงในสภาวะตั้งตน้ท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบ/นาที 
ปัจจยัท่ีแตกต่างระหวา่งสองสภาวะตั้งตน้น้ีคือ ความเร็วรอบในการเขยา่ท าใหป้ริมาณออกซิเจนท่ีละลาย
ในอาหารเหลวแตกต่างกนั  

 จากการศึกษาสภาวะความเค็มท่ีเหมาะสมของอาหารเหลว พบว่าความตอ้งการความเค็มในการ
สร้างสารยบัย ั้งเป็นความตอ้งการเฉพาะตวั  สามารถแบ่งกลุ่มของราจากป่าชายเลนท่ีตอ้งการความเค็มท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิของราจากป่าชายเลนออกเป็น 3 ลกัษณะไดแ้ก่ ราท่ีผลิตสารออกฤทธ์ิ
ไดดี้ในน ้ าจืด (0 ppt)   ราทะเลจากตน้จากท่ีผลิตสารออกฤทธ์ิดีเม่ือมีความเค็มต ่าในช่วง 0-10 ppt   และรา
เอนโดไฟทจ์ากพืชชายเลนท่ีผลิตสารออกฤทธ์ิดีเมื่อความเค็มอยูใ่นช่วง 10-20 ppt ราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์
BUEN 121 เป็นราเพียงสายพนัธุเ์ดียวในการศึกษาคร้ังน้ี ท่ีผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชไดดี้ในอาหารเหลว
ท่ีไม่มีความเค็ม การท่ีราป่าชายเลนตอ้งการความเค็มในการผลิตสารออกฤทธ์ิแตกต่างกนั สอดคลอ้งกบั 
Masuma et al. (2001) และ Bugni & Ireland (2004) ท่ีรายงานไวว้่าค่าความเค็มท่ีส่งผลใหร้าทะเลผลิต
สารออกฤทธ์ิท่ีมีประสิทธิภาพสูง คือการเล้ียงในอาหารท่ีผสมน ้ าทะเลร้อยละ 20-60  Kerzaon et al. 
(2007) รายงานการผลิต gliotoxin ปริมาณสูงจากการเล้ียง Aspergillus fumigatus ในอาหารเหลวท่ีเตรียม
ดว้ยน ้ าทะเล (30 ppt) ขณะท่ี Huang et al. (2011b) รายงานว่าราจากระบบนิเวศทางทะเลส่วนใหญ่                  
(ร้อยละ 61.7  จากทั้งหมด 47 สายพนัธุ)์ สามารถผลิตสารยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดดี้ในอาหารท่ีไม่มีความเค็ม 
Motti et al. (2007)  รายงานราในระบบนิเวศทางทะเล Emericella niduland ผลิต unguinol ท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงต่อการยบัย ั้ง pyruvate phosphate dikinase ของพืช C4 ในอาหารท่ีไม่มีความเค็ม การท่ีรา
ในระบบนิเวศทางทะเล ผลิตสารออกฤทธ์ิไดดี้ในอาหารท่ีไม่มีความเค็ม อาจเน่ืองจากในสภาพแวดลอ้ม
ทางทะเลราตอ้งใชพ้ลงังานส่วนหน่ึงไปควบคุมออกไมซีส ท าใหป้ระสิทธิภาพในการผลิตสารทุติยภูมิ
ลดลงหรือมีอตัราการผลิตชา้ลง (Bugni & Ireland, 2004) 
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 จากการศึกษาพบว่าอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ์ (Rich nutrient media) เป็นอาหารท่ีเหมาะสม
ต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช สอดคลอ้งกบัการผลิต unguinol ประสิทธิภาพสูงจากการเล้ียงราใน
ระบบนิเวศทางทะเล Emericella niduland ในอาหารท่ีมีอาหารสมบูรณ์ (Motti et al., 2007)       ราทะเล
สายพนัธุ ์BUSK 055-1 และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 121 ใชอ้าหาร PDB เป็นอาหารท่ีเหมาะสม รา
ทะเลสายพนัธุ ์ BUCS 004 และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEN 834 ใชอ้าหาร YMB เป็นอาหารท่ี
เหมาะสม ส่วนราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 เป็นราสายพนัธุเ์ดียวจากการศึกษาในคร้ังน้ีท่ีใชอ้าหาร 
SDB เป็นอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืช อยา่งไรก็ตามอาหารทั้งสามชนิดน้ี
จดัเป็น rich media มีรายงานว่าอตัราส่วนของ Carbon : Nitrogen ในอาหารมีผลโดยตรงต่อการผลิตสาร
ออกฤทธ์ิของราในแง่ของประสิทธิภาพ จ านวนชนิด หรือปริมาณของสารออกฤทธ์ิท่ีได ้ (Kumar et al., 
200; Casas LÓpez et al., 2003; Miao et al., 2006) อาหารเหลวท่ีเหมาะสมทั้ง 3 ชนิด มีแหล่งคาร์บอนเป็น
น ้ าตาล glucose ซ่ึงเหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Gogoi et al., 2008) เมื่อพิจารณาจาก
สูตรอาหารพบว่าอาหารเหลวแต่ละชนิดมีปริมาณแหล่งคาร์บอนสูง คือ อาหาร PDB และ SDB มีปริมาณ 
glucose เท่ากบั 20 กรัม/ลิตร และ YMB มีเท่ากบั 10 กรัม/ลิตร จากปริมาณของแหล่งคาร์บอนขา้งตน้
น่าจะมากเพียงพอต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของราจากป่าชายเลน จากการส ารวจรายงานการ
ผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของราในระบบนิเวศทางทะเล พบขอ้มูลเก่ียวกบัปริมาณของแหล่งคาร์บอน
ท่ีเหมาะสมส่งผลใหร้าจากระบบนิเวศทางทะเลผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดม้ากกว่าหน่ึงชนิด และถา้
ปริมาณของแหล่งคาร์บอนต ่า จะส่งผลใหร้าในระบบนิเวศทางทะเลผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดน้อ้ย
ชนิด หรือท าใหอ้ตัราการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพลดลง (Miao et al., 2006; Xiong et al., 2009) 
เป็นไปไดว้่าการใชป้ริมาณของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม ท าใหก้ระบวนการเมทาบอลิซึมของ glucose 
สร้าง ATP เพียงพอต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Xiong et al., 2009) 
 อาหารเหลวท่ีมีสารอาหารสมบูรณ์ทั้ง 3 ชนิด คือ PDB, YMD และ SDB มีแหล่งไนโตรเจนเป็น 
peptone 5 กรัม/ลิตร และ tryptone 5 กรัม/ลิตร PDB มี potato starch เป็นแหล่งไนโตรเจน เน่ืองจากชนิด
ของแหล่งไนโตรเจนในอาหารทั้ง 3 ชนิด แตกต่างกนัท าใหไ้ม่สามารถระบุไดว้่าปริมาณไนโตรเจนมี                
มากนอ้ยกว่ากนัเพียงใด อยา่งไรกต็ามปริมาณไนโตรเจนท่ีมีเพียงพอต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ของราจากป่าชายเลน  มีรายงานการใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรีย ์ชนิดของแหล่งไนโตรเจน และอตัราส่วน
ของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส่งผลดีต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยตรง ท าใหร้าผลิตสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดม้ากกว่าหน่ึงชนิด (Xiong et al., 2009; Kiran et al., 2009) นอกจากน้ียงัมีรายงาน
ถึงการใช ้ peptone หรือ yeast extracts ในสดัส่วน 5 กรัม/ลิตร ซ่ึงเท่ากบัแหล่งไนโตรเจนของอาหาร 
YMB และ SDB ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี ว่าเหมาะสมต่อการผลิต 3-methyl-N-(2-phenylethyl)-
butanamide และ cyclo (D-pro-D-phe) ของราจากระบบนิเวศทางทะเล Letendraea helminthicola และ
ส่งผลใหร้าสายพนัธุด์งักล่าวมีการเจริญสูงสุดอีกดว้ย (Yang et al., 2007) 
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 ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ (Inilial pH) ของอาหารเหลวท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพเป็นปัจจยัส าคญัอีกประการหน่ึงท่ีส่งผลต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Singh, 2003; 
Chen, Zhao, Chen, & Li., 2008) ค่า pH เร่ิมตน้มีผลโดยตรงต่อหนา้ท่ีของเซลลเ์มมเบรน รวมถึงรูปร่าง
และโครงสร้างของเมมเบรน การขนส่งไอออน โดยเฉพาะการขนส่งสารอาหารผา่นเซลล ์ รวมถึงสาร            
ตั้งตน้ของการผลิตสารชีวโมเลกุลของเซลล ์(Shu & Lung, 2004; Arora & Chandra, 2010) นอกจากน้ียงั
พบว่าค่า pH ท่ีจ  าเป็นต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของรามีค่าอยูร่ะหว่าง 5-6 (Wahlker & White, 2011) 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาในคร้ังน้ี การท่ีค่า pH เร่ิมตน้ของอาหารเหลวใกลเ้คียงกบั 6 ส่งผลดีต่อการผลิต
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพนั้นอาจเก่ียวขอ้งกบัสมดุลของโปรตรอนในเซลล ์และเป็นค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อ
การด าเนินกิจกรรมของเอนไซมใ์นกระบวนการเมแทบอลิซึม ดงัการศกึษากิจกรรมของกลุ่มเอนไซมท่ี์
ยอ่ยเซลลูโลส ไดแ้ก่ exoglucanase, endoglucanase และ ß-glucosidase จากราบก Paecilomyces variotii 
ท่ีศึกษาผลของค่า pH เร่ิมตน้ 3-8 ของอาหารเหลวเล้ียงรา P. variotii ต่อการด าเนินกิจกรรมของเอนไซม ์               
ทั้ง 3 ชนิด พบว่าอยูร่ะหว่าง 5-6  กิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเมื่อค่า pH เร่ิมตน้อยูร่ะหว่าง 7-8 และไม่พบ
กิจกรรมของเอนไซมเ์มื่อค่า pH เร่ิมตน้อยูร่ะหว่าง 3-4 (Hussaina et al., 2012) ค่า pH เร่ิมตน้ท่ี 6 ใกลเ้คียง
กบัสภาวะท่ีเป็นกลาง สอดคลอ้งกบัการศึกษาในคร้ังน้ี มีรายงานการผลิตสารออกฤทธ์ิท่ีมีประสิทธิภาพ
หรือการผลิตสารในปริมาณสูง เม่ือเล้ียงราในสภาวะท่ีมีค่า pH ใกลเ้คียงกบัสภาวะท่ีเป็นกลาง (Rubini                  
et al., 2005; Kiran et al., 2009) นอกจากน้ียงัมีรายงานการผลิตสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพสูงจาก
การเล้ียงราในระบบนิเวศทางทะเล Penicillium viridicatum ดว้ยอาหารเหลวท่ีมีค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6 
(Kansoh et al., 2010) เช่นเดียวกบัการผลิตสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพสูงจากการเล้ียงเช้ือราใน
ระบบนิเวศทางทะเล Dothideomycete sp. HQ 316564 ท่ีพบว่าค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6 ส่งผลใหร้าทะเล            
สายพนัธุน้ี์ผลิตสารในปริมาณสูง (Liu, Lei, & Li, 2013)   พบการผลิตสารออกฤทธ์ิในปริมาณสูงจากรา
เอนโดไฟทใ์นพืชบก Fusarium sp. DF2 โดยการเล้ียงดว้ยอาหารท่ีมีค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6 เช่นกนั และ
ยงัพบการเจริญของราเอนโดไฟทส์ายพนัธุน้ี์สูงสุดท่ีค่า pH ดงักล่าวอีกดว้ย (Gogoi et al., 2008) จาก
รายงานท่ีส ารวจมาจะเห็นว่าอาหารเหลวท่ีเหมาะสมมีค่า pH เร่ิมตน้ 6 หรือใกลเ้คียงกบั 6  

 ความเร็วรอบท่ีเหมาะสมในการเขยา่ เป็นปัจจยัส าคญัประการหน่ึงในการเล้ียงราจากระบบนิเวศ
ทางทะเลใหผ้ลิตสารทุติยภูมิ ความเร็วรอบในการเขยา่มคีวามสมัพนัธก์บัปริมาณออกซิเจนท่ีละลายลงสู่
อาหารเหลวท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือ อาหารเหลวท่ีมีปริมาณออกซิเจนละลายอยูเ่พียงพอส่งผลใหร้าจากระบบนิเวศ
ทางทะเล สามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชเพ่ิมข้ึน ซ่ึงในกระบวนการ
หมกัเพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์เป็นสารปฏิชีวนะนั้น จุลินทรียต์อ้งการออกซิเจนในปริมาณสูง (Stanbury, 
Whitaker, & Hall, 1995) ส่วนใหญ่รามีกระบวนการหายใจแบบใชอ้อกซิเจน ในเซลลร์าทัว่ไปออกซิเจน
ท าหนา้ท่ีร่วมกบั oxidative enzumes ในกระบวนการ oxidation ของแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ โดยเฉพาะ 
glucose ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนหลกั (Walker & White, 2011) ท าใหเ้ซลลไ์ดรั้บพลงังาน ไดส้ารตั้งตน้เพ่ือ
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ใชใ้นการสงัเคราะห์สารปฐมภูมิ (Primary metabolite) ท่ีจ  าเป็นต่อการเจริญ รวมทั้งสารตั้งตน้ในการ
สงัเคราะห์สารทุติยภูม ิ(Secondary metabolite) (Stanbury et al., 1995) ดงัเช่นสารท่ีสกดัไดใ้นการศึกษา
คร้ังน้ี มีรายงานว่าการละลายของออกซิเจนท่ีเหมาะสมในอาหารเหลวและอตัราการขนส่งออกซิเจน        
เขา้สู่เซลล ์ นอกจากจะส่งผลต่อการเจริญแลว้ยงัส่งผลต่อการผลิตสารทุติยภูมขิองราอีกดว้ย (Garcia-
Ochoa & Gomez, 2009) จากการส ารวจรายงานในกลุ่มของราทะเล ไม่พบการรายงานปริมาณออกซิเจน
ในอาหารเหลวท่ีเหมาะสมต่อการเจริญหรือการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ พบเพียงขอ้มูลทัว่ไปท่ี
กล่าวถึงปริมาณท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมกั ท่ีส่งผลดีต่อการผลิตสารทุติยภูมขิองจุลินทรียใ์น
หอ้งปฏิบติัการ คือการเล้ียงจุลินทรียใ์นขวดรูปชมพู่ขนาด 250-500 มิลลิลิตรท่ีมีอาหารเหลวปริมาตร              
50-100 มิลลิลิตร และบ่มดว้ยเคร่ืองเขยา่ (Stanbury et al., 1995) การขยายขนาดของการหมกัจาก            
50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรเป็น 200 มิลลิลิตร ในการศึกษาน้ีไม่ท าใหค้วามสามารถ
ในการยบัย ั้งราก่อโรคพืชลดลงแต่พบการยบัย ั้งเพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ย  เน่ืองจากออกซิเจนเขา้ไปละลายใน
อาหารเหลวท่ีใชเ้ล้ียงราไดม้ากข้ึน ดงันั้นการเพ่ิมก าลงัการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมจึงจ าเป็นตอ้ง
ค านึงถึงปัจจยัส าคญัน้ี จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าราจากป่าชายเลนมีความเร็วรอบของการเขยา่ท่ีเหมาะสม
อยูร่ะหว่าง 100-150 รอบ/นาที สอดคลอ้งกบัความเร็วรอบท่ีเหมาะสมในการศึกษาอ่ืนๆท่ีมีรายงานอยู่
ระหว่าง 100-150 รอบ/นาที เช่นกนั (Maria et al., 2005; Lin et al., 2005; Miao et al., 2006; Malpure, 
Shah, & Juvekar, 2006; Yang et al., 2007; Chen et al., 2008; Xiong et al., 2009; Jeon et al., 2013; 
Wijesekara et al., 2013) อยา่งไรก็ตามมีรายงานส่วนนอ้ยท่ีแสดงผลการศึกษาของความเร็วรอบต ่าไดแ้ก่ 
การศึกษาความเร็วในการเขยา่ท่ีเหมาะสมของราในระบบนิเวศทางทะเล Varicosporina ramulosa ท่ี               
65 รอบ/นาที ส่งผลใหร้าสายพนัธุน้ี์ผลิตสารออกฤทธ์ิบางชนิดสูงสุด (Mabrouk et al., 2008) 

 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราจากป่าชายเลน ส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง 
22-28 องศาเซลเซียส ราทะเลสายพนัธุ ์BUSK 055-1 และราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์BUEN 830 ใชอุ้ณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 25 องศาเซลเซียส สอดคลอ้งกบัการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตสารยบัย ั้ง
แบคทีเรียของราจากระบบนิเวศทางทะเล Arthrinium c. f. sacchaicola ท่ีพบว่าท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ส่งผลใหร้าสายพนัธุน้ี์ผลิตสารยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด (Miao et al., 2006)  และ
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เหมาะสมต่อการผลิต 3-methyl-N-(2-phenylethyl)-butanamide ในปริมาณ
สูงของราระบบนิเวศทางทะเล Letendraea helminthicola (Yang et al., 2007) เม่ือเล้ียงดว้ยอุณหภูมิ           
25 องศาเซลเซียส ยงัส่งผลใหร้าเอนโดไฟทจ์ากพืชบก Fusarium sp. DF2 ผลิตสารออกฤทธ์ิปริมาณสูง 
แตกต่างจากการบ่มราเอนโดไฟทท่ี์อุณหภูมิอ่ืนๆ (Gogoi et al., 2008) ราทะเลสายพนัธุ ์BUCS 004 และ
ราเอนโดไฟทส์ายพนัธุ ์ BUEM 834 ใชอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสม 28 องศาเซลเซียส ซ่ึงจากการศึกษาของ  
Huang et al. (2011b) ท่ีไม่ไดท้  าการศกึษาผลของอุณหภูมิโดยตรง แต่ใชอุ้ณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ใน
การศึกษาผลของความเค็มท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากราทะเล จากผลการศกึษาท่ี
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ไดใ้นคร้ังน้ีราเอนโดไฟทจ์ากพืชป่าชายเลนสายพนัธุ ์ BUEN 121 ใชอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสม 22 องศา
เซลเซียส ค่อนขา้งแตกต่างจากการศกึษาในราจากระบบนิเวศทางทะเลส่วนใหญ่ แต่สอดคลอ้งกบั
การศึกษาผลของอุณหภูมต่ิอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพของราจะระบบนิเวศทางทะเล Aspergillus 
ustus MSF23 ท่ีรายงานว่าอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ส่งผลใหร้าทะเลสายพนัธุน้ี์ ผลิตสารลดแรงตึงผวิ
ชีวภาพของราจากป่าชายเลน จากการศึกษาผลอขงอุณหภูมิ (15, 20, 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส) 
ในการบ่มรา P. variotii ต่อการด าเนินกิจกรรมของกล่มเอนไซมย์อ่ยเซลลูโลส พบกิจกรรมของเอนไซม์
ดงักล่าวสูงเมื่อบ่มรา P. variotii ท่ีอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส และพบกิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดเมื่อ
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ส่วนอุณหภูมิ 15-20 องศาเซลเซียส ไม่พบกิจกรรมของกลุ่มเอนไซมย์อ่ย
สลายเซลลูโลส (Hussaina et al., 2012) 

ค่า MIC ของสารสกดัท่ีพบในการศึกษาน้ี  (1024 - >4096 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) นบัว่าสูง
พอสมควร  เมื่อเทียบกบัสารสกดัจากรานาเกลือ  มีรายงานว่า ค่า MIC ในการยบัย ั้ง C. gloeosporioides 
DOAC 0782 ของสารสกดัจากรานาเกลือ อยูร่ะหว่าง  512->2048 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (unpublished )
อยา่งไรก็ตามหากพิจารณาเฉพาะการยบัย ั้ง C. gloeosporioides DOAC 0782  ค่า MIC  1024  ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากบัยา fluconazole  แต่เน่ืองจากการทดลองน้ีไม่ไดท้ดสอบกบัสารเคมี 
เช่น benomyl หรือ mancozep ท่ีเกษตรกรนิยมใชฆ่้าเช้ือรา (Ambang et al., 2011; Bahraminejad, Abasi, 
& Fazlali, 2011)  จึงยงับอกไม่ไดแ้น่ชดัถึงประสิทธิภาพท่ีแทจ้ริง ประกอบกบัการท่ีราท่ีทดสอบไม่สร้าง
สปอร์หรือสร้างสปอร์ยาก ผูว้ิจยัจึงดดัแปลงวิธีมาตรฐานท่ีใชส้ปอร์แขวนลอยในการทดสอบมาเป็นการ
ใชช้ิ้นวุน้ท่ีมีสายใยราแทน ท าใหก้ารเปรียบเทียบประสิทธิภาพกบังานวิจยัอ่ืน ซ่ึงมีอยูน่อ้ยยากยิง่ข้ึน  
 
5.3. สรุปและข้อเสนอแนะ 

       โดยสรุปจากการศกึษาพบว่าการผลิตสารทุติยภูมิท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งราก่อโรคพืชของราทะเลทั้งท่ีอยูใ่นรูป

อิสระในตน้จากและเอนโดไฟทใ์นใบพืชชายเลน สามารถถถูกกระตุน้ใหส้ร้างเพ่ิมข้ึนและออกฤทธ์ิ

เพ่ิมข้ึนได ้ โดยการเล้ียงในอาหารเหลวท่ีสภาวะเหมาะสม ราทะเลทั้ง 2 ประเภทน้ีตอ้งการสารอาหารท่ี

สมบูรณ์ และออกซิเจนเป็นสภาวะหลกั ส่วนสภาวะอ่ืนๆ เช่นความเค็ม ความเป็นกรด-ด่าง แตกต่างกนั

ไปข้ึนกบัสายพนัธุ ์ ดงันั้นการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตผลิตภณัฑชี์วภาพจากราสายพนัธุใ์หม่ๆ 

ก่อนจะน าไปใชเ้พ่ือการผลิตใหไ้ดส้ารออกฤทธ์ิปริมาณสูงๆ จึงเป็นขั้นตอนจ าเป็น และหากสามารถลด

ตน้ทุนการผลิตโดยใชห้างนมหรือกากน ้ าตาลท่ีราคาถูกกวา่อาหารเล้ียงเช้ือทางการคา้ก็จะดียิง่ข้ึน 

5.4. ผลผลติ 
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ภำคผนวก 

สารเคมีและยาปฏิชีวนะ 
 

1. กำรเตรียมสำรยำ fluconazole ที่ระดับควำมเข้มข้นต่ำง ๆ 
ชัง่ยา fluconazole ชนิดผง 40.96 มิลลิกรัม ละลายยาใน 100% DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะไดย้า 

fluconazole ความเขม้ขน้ 40.96 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน 100% DMSO เป็นความเขม้ขน้ส าหรับการใชง้าน 
(working stock) และเจือจางต่อดว้ยอาหารทดสอบ (PDA) ดว้ยอตัราส่วน 1 : 10 ในจานเพาะเช้ือ 24 หลุม 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จะไดอ้าหารทดสอบท่ีมีความเขม้ขน้ของยา 4096 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (หลุมท่ี 1) 
ดูดอาหารหลุมท่ี  1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงหลุมท่ี 2 และเจือจางดว้ยอาหารทดสอบในอตัราส่วน 1 : 1 
ท าใหไ้ดอ้าหารทดสอบท่ีมีความเขม้ขน้ของยา 4096 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เจือจางดว้ยอาหารทดสอบใน
อตัราส่วน 1: 1 ในหลุมถดัไปเร่ือย ๆ และใหอ้าหารทดสอบหลุมสุดทา้ยมีความเขม้ขน้เท่ากบั                                
32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

 
2. กำรเตรียมสำรสกดัที่ระดบัควำมเข้มข้นต่ำง ๆ   

 น ้ าหนกัของสารสกดัท่ีไดจ้ากการขยายขนาดการหมกัราทะเล BUSK 055-1 และราเอนโดไฟท์
จากพืชป่าชายเลน BUEN 830 ในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลิตร พบน ้ าหนกัสารสกดัเท่ากบั 274.20 และ 
235.50 มิลลิลิตร ตามล าดบั เน่ืองจากสารสกดัท่ีไดค่้อนขา้งเหนียว ยากต่อการแบ่งเพ่ือชัง่น ้ าหนกัใน
ปริมาณนอ้ย จ  าเป็นตอ้งละลายสารทั้งหมดใน 100% DMSO ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (เป็นปริมาตรต ่าสุดท่ี
ละลายสารสกดัใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั) จะไดส้ารสกดัราทะเล BUSK 055-1 และราเอนโดไฟทจ์ากพืชป่า
ชายเลน BUEN 830 ในตวัท าละลาย 100% DMSO ท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ (Stock solution) 68.550 และ 
58.875 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั จากนั้นเจือจางสารสกดัใหมี้ความเขม้ขน้ส าหรับการใชง้าน 
(working stock) ใน 100% DMSO ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 40.96 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ความเขม้ขน้
ส าหรับการใชง้านเป็น 10 เท่า ของค่าความเขม้ขน้สูงสุดท่ีใชห้าค่า MIC) โดยใชส้มการ C1V1 = C2V2 
และเจือจางต่อดว้ยอาหารทดสอบ (PDA/DW) ดว้ยอตัราส่วน 1:10 ในจานเพาะเช้ือ 24 หลุม ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร จะไดอ้าหารทดสอบท่ีมีความเขม้ขน้ของสารสกดั 4096 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เจือจางดว้ย
อาหารทดสอบในอตัราส่วน 1:1 ในหลุมถดัไปเร่ือย ๆ และใหอ้าหารทดสอบสุดทา้ยมีความเขม้ขน้เท่ากบั 
32 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
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