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บทคัดย่อ 
 Aspergillus sp. SSPB4332 เป็นราชอบเกลือสามารถเจริญได้บนอาหาร potato dextrose agar ที่มีความเค็ม
สงูสดุ 250 ppt  ในการศึกษาได้เพาะเลีย้งราสายพนัธุ์นีใ้นอาหาร potato dextrose broth (PDB/DW) และ potato dextrose 
broth ที่มีความเค็ม 30 ppt (PDB/SW) จากนัน้น าส่วนของอาหารเลีย้งเชือ้ที่กรองเส้นใยออกแล้วไปสกัดด้วย  ethyl acetate 
และน าสารสกัดหยาบไปทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้จุลินทรีย์ด้วยวิธี disk diffusion จุลินทรีย์ทดสอบประกอบด้วยแบคทีเรียแกรม
บวก ได้แก่ Bacillus cereus TISTR 008 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 แบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ Escherichia 
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Salmonella Typhimurium ATCC 13311 รวมถึงยีสต์ 
Candida albicans ATCC 90028 สารสกดัหยาบจากอาหารเลีย้งราทัง้ PDB/DW และ PDB/SW แสดงศกัยภาพการยบัยัง้
แบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่าการยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบและยีสต์ คา่ minimal inhibitory concentration (MIC) ของสารสกดั
อาหารเลีย้งรา PDB/SW ส าหรับ B. cereus และ S. aureus คือ 128 และ 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ขณะที่ค่า 
MIC สารสกดัหยาบจากอาหาร PDB/DW ส าหรับแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus TISTR 008 และ S. aureus ATCC 25923 
คือ 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเท่ากัน การวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดโดยวิธี Thin layer chromatography (TLC)             
ในระบบตวัท าละลาย toluene:methanol:acetone อตัราสว่น 6:1:3 (v/v) พบองค์ประกอบในสารสกดัหยาบทัง้ PDB/DW 
และ PDB/SW ตรงกัน จ านวน 7 สาร มีค่า Rf เท่ากับ 0.49, 0.53, 0.57, 0.61, 0.63, 0.68 และ 0.72  ตามล าดบั นอกจากนี ้           
ยงัพบว่า Aspergillus sp. SSPB4332  สามารถสร้างสารท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้ดี ประมาณการเทียบเทา่ ascorbic acid 
1.25  มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร 
ค าส าคัญ : ราชอบเกลอื    สารสกดั    ฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย    ฤทธ์ิต้านยีสต์    ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 
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Abstract 
 Aspergillus sp.  SSPB4332 is halophilic fungus growing on potato dextrose agar salinity up to 250 ppt.              
The fungal strain was cultured in potato dextrose broth (PDB/DW)  as well as 30 ppt salinity-potato dextrose broth 
(PDB/SW), and the culture filtrates were subjected to ethyl acetate extraction.  Disk diffusion assay was adopted to 
evaluate the inhibitory effect of crude extracts against Gram positive bacteria; Bacillus cereus TISTR 008 and 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Gram negative bacteria; Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 and Salmonella Typhimurium ATCC 13311, and yeast: Candida albicans ATCC 90028. 
The crude extracts of culture filtrates from PDB/DW and PDB/SW exhibited more potent inhibitory effect against 
Gram positive bacteria than Gram negative bacteria and yeast. The MIC of crude extracts from PDB/SW against            
B.  cereus and S.  aureus were 128 and 256 µg/ml, respectively, whereas the MIC of PDB/DW crude extracts                         
against all of these strains were 512 µg/ml.  The seven components with the Rf values of 0.49, 0.53, 0.57, 0.61,                    
0. 63, 0. 68 and 0. 72 respectively were separated from both crude extracts by thin layer chromatography in   
toluene: methanol: acetone solvent system at the ratio of 6: 1 : 3 ( v/ v) .  Besides antimicrobial substance(s),                          
the production of potent antioxidant(s) compared to 1.25 mg/ml ascorbic acid was also pronounced by                  
Aspergillus sp. SSPB4332. 
Keywords: halophilic fungi,   crude extract,    antibacterial,    anti-yeast,     antioxidant 
 

 
บทน า  
  ราชอบเกลือ (halophilic fungi) พบได้ในสิ่งแวดล้อมที่มีเกลือ Nazareth et al. (2012) แบ่งรากลุ่มนีไ้ด้เป็น 2  ประเภท 
ได้แก่ facultative halophiles คือราที่ไม่ต้องการเกลือในการเจริญแต่สามารถเจริญได้บนอาหารที่มีเกลือความเข้มข้นต่าง ๆ  
และ obligate halophiles คือ ราที่ต้องการเกลอืความเข้มข้น 2%-15% ในการเจริญ  Kushner (1993) นิยามไว้วา่ราที่เจริญได้
ในสิ่งแวดล้อมที่ความเข้มข้นเกลือ NaCl 15%-32% เป็นรากลุม่ extreme halophiles  เช่ือกนัว่าการท่ีราอยู่รอดภายใต้สภาวะ 
extreme saline น่าจะมีกลไกพิเศษเพื่อปรับตวัภายใต้สภาวะเครียดและสร้างสารที่มีประโยชน์ในการอยู่รอด (Sepcic et al., 
2011; Gunde-Cimerman and Zalar, 2014) โดยเฉพาะการสร้างสารทุติยภูมิ เช่น สารต้านจุลินทรีย์กลุ่มต่างๆ (Margesin 
and Schinner, 2001; Frisvad, 2005) และสารต้านอนมุลูอิสระ (Canturk et al., 2013) เป็นต้น  
 การดือ้ยาของจุลินทรีย์ก่อโรคเป็นปัญหาส าคญัทางสาธารณสขุ เนื่องจากมีแนวโน้มพบเพิ่มสงูขึน้เร่ือยๆ และไม่มียา
ปฏิชีวนะที่สามารถควบคมุเชือ้ดือ้ยาได้ทัง้หมด (Frieden, 2013)  สง่ผลให้ในปี พ.ศ. 2010  ประเทศไทยมีผู้ ป่วยเสียชีวติจาก
เชือ้ดือ้ยามากกว่าปีละ 19,000 ราย เมื่อเทียบกับ 23,000 รายต่อปีในประเทศที่มีจ านวนประชากรมากกว่ามากอย่าง
สหรัฐอเมริกา (Reuters, 2016) นอกจากนีปั้ญหาความเสื่อมที่เกิดจากร่างกายผลิตอนุมูลอิสระในสภาวะเครียดจากมลพิษ              
ในสิ่งแวดล้อม หรือรับจากสิ่งแวดล้อมภายนอก ท าให้ความต้องการทัง้สารอาหาร และ/หรือยาท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระเพ่ิมขึน้ 
เพื่อชะลอหรือลดความเสื่อม (Percival, 1996; Devasagayam et al., 2004) ดงันัน้ความต้องการสารต้านจุลินทรีย์และสาร
ออกฤทธ์ิชีวภาพชนิดใหม่ๆจึงเพ่ิมขึน้ และสารสกัดจากราก็เป็นอีกทางเลือกที่น่าสนใจในปัจจุบัน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง               
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ความต้องการราจากแหลง่ใหม่ ๆ มีรายงานการพบราหลายชนิดที่มีคณุค่าและความส าคญั ในการผลิตยารักษาทัง้โรคทัว่ไป
และโรคที่รักษายาก เช่น มาลาเรีย วัณโรค มะเร็ง (Mayer and Hamann, 2004) หรือโรคที่เกิดจากความเสื่อม (Percival, 
1996; Devasagayam et al., 2004) เนื่องจากราจากแหล่งใหม่ ๆ มักจะสร้างสารชนิดใหม่ๆที่จุลินทรีย์ก่อโรคยังไม่รู้จัก                 
จึงให้ผลดีในการรักษาเชือ้ดือ้ยา ปัจจบุนัความสนใจน าจลุนิทรีย์ชอบเกลอื หรือทนเกลอืสงูมาใช้ประโยชน์ทางเทคโนโลยีชีวภาพ 
จึงมีเพิ่มขึน้ในหลากหลายลักษณะโดยเฉพาะอย่างยิ่งความสนใจน ามาผลิตสารต้านจุลินทรีย์ และสารต้านอนุมูลอิสระ  
(Demain, 2007; Canturk et al., 2013; Ali et al., 2014)   แตก็่นบัวา่ยงัมีน้อยมากเมื่อเทียบกบัราจากแหลง่อื่นๆ การศกึษานี ้
จึงมีวตัถปุระสงค์ในการศึกษาความสามารถในการสร้างสารที่มีประโยชน์จากนาเกลือในการยบัยัง้จุลินทรีย์และอนมุลูอิสระ 
และศกึษาศกัยภาพในการน ามาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์  
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
สายพันธ์ุราที่ศึกษา 
  Aspergillus sp. SSPB4332 แยกได้จากดินนาเกลือ อ าเภอบ้านแหลม จังหวดัเพชรบุรี (13๐14’1”N 99๐58’02”E)                
ที่ระดบัความลกึ 5-10 เซนติเมตร  
สายพันธ์ุจุลินทรีย์ทดสอบ 

จุลินทรีย์ทดสอบเป็นสายพนัธุ์มาตรฐานประกอบด้วย แบคทีเรียจ านวน 5 สายพนัธุ์ และยีสต์ 1 สายพนัธุ์ 
แบคทีเรีย  Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 
25923 และ Salmonella Typhimurium ATCC 13311  รวมถึ งยีสต์  Candida albicans ATCC 90028  จัดซื อ้จากกรม
วิทยาศาสตร์ การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ สว่นแบคทีเรีย Bacillus cereus TISTR 121 จดัซือ้จากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย 
การทดสอบการชอบเกลอื 
 ทดสอบการชอบเกลือในจานเพาะเชือ้แบบ 24 หลมุ ด้วยวิธีดดัแปลงจาก Moubasher et al. (1990) โดยเลีย้งราบน
อาหาร potato dextrose agar ที่เตรียมจากน า้กลัน่ (PDA/DW) และ PDA/SW ที่ปรับความเค็มจนมีความเค็ม 15, 30, 50, 
100, 150, 200 และ 250 ppt บ่มในสภาวะ static ที่อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั  บนัทึกความสามารถในการ
เจริญของราบนอาหารเลีย้งเชือ้ที่ความเค็มต่างๆ  จากการที่ราสามารถงอกเส้นใยลงในอาหารที่มีความเค็มนัน้ บนัทึกช่วง             
ความเค็มที่พบวา่ราสามารถเจริญได้  
การสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากรานาเกลือ  
  ตดัขอบโคโลนีราที่เลีย้งบนอาหาร potato dextrose agar ความเค็ม 30 ppt (PDA/SW) จ านวน 3 ชิน้ ใสล่งในอาหาร
เลีย้งเชือ้ PDB/DW และ PDB/SW ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บ่มในสภาวะ static ที่อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา10 วนั             
(3 ซ า้) จากนัน้น าอาหารมากรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman No. 1) สว่นของอาหารเหลวจะน ามารวมกนั และสกดัด้วย ethyl 
acetate  2 ครัง้ ส่วนสกัดที่ได้จากการสกัดทัง้สองครัง้จะน ามารวมกัน ระเหยแห้งส่วนสกัดด้วยเคร่ือง  rotary  vacuum          
evaporator  จนตัวท าละลายระเหยจนหมด ละลายสารสกัดหยาบด้วยสารละลาย 50% dimethyl sulfoxide (50% DMSO) 
ปริมาตร 1.5 มิลลลิติร เก็บรักษาที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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การยบัยัง้จุลินทรีย์โดยวธีิ disk diffusion 
  การเตรียมแบคทีเรียส าหรับการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้ ใช้วิธี disk diffusion ตามวิธีของ NCCLS (2012) บนอาหาร Muller 
Hinton agar (MHA) สว่นการทดสอบ การยบัยัง้ยีสต์ใช้วิธี disk diffusion ตามวิธีของ NCCLS (2004) บนอาหาร MHA ที่เติม 
glucose 2% และ methylene blue dye 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (MHA-GMB) ชุดควบคุมคุณภาพส าหรับแบคทีเรียใช้             
ดิสก์ยามาตรฐาน ampicillin 10 ไมโครกรัม และ gentamycin 10 ไมโครกรัม ส าหรับยีสต์ใช้ดิสก์ยามาตรฐาน fluconazole              
25 ไมโครกรัม ชดุควบคมุผลลบใช้สารละลาย 50% DMSO  
การศึกษาความเข้มข้นต ่าสุดในการยบัยัง้ (minimum inhibitory concentration: MIC)  
  การหาค่า MIC ของสารสกัด ในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย และยีสต์ท าโดยวิธี broth micro dilution ตามวิธี              
ของ NCCLS (2006) และ NCCLS (2008) ตามล าดบั ทดสอบสารสกดัที่ความเข้มข้นของสารตัง้แต่ 1,024-4 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยชุดควบคมุคณุภาพส าหรับแบคทีเรียใช้ยามาตรฐาน ampicillin และ gentamycin ส าหรับยีสต์ใช้ยามาตรฐาน 
fluconazole กรณีชุดควบคุมผลลบใช้สารละลาย 1% DMSO หลุมอาหารเหลวที่ใสหรือไม่พบการเจริญของเชือ้ทุกหลุม                  
จะใช้ปิเปตดดูอาหารเหลว 10 ไมโครลิตร มาถ่ายลงบนอาหารแข็งชนิดเดิม ที่ไม่ผสมสารยบัยัง้จุลนิทรีย์ เพื่อศึกษาความเข้มข้น
ต ่าสดุที่สามารถฆา่เชือ้ได้ (minimal lethal concentration: MLC)  
การหาองค์ประกอบโดยวิธี thin layer chromatography (TLC) 
  การศกึษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัหยาบจากราด้วยวิธี TLC ทีด่ดัแปลงจาก Jois et al. (1986) ใช้ capillary 
tube ขนาดเล็กจุดสารลงบนแผ่น TLC Silica gel 60 F254 (1x10 เซนติเมตร) แยกองค์ประกอบออกจากกนัในตวัท าละลาย 
toluene:methanol:acetone อตัราสว่น 6:1:3 (v/v) บนัทกึการเรืองแสงและสขีองแถบสารภายใต้แสง UV ทีความยาวคลืน่ 312 
นาโนเมตร และวดัระยะที่สารแต่ละชนิดเคลื่อนที่บนแผ่น TLC ค านวณหาค่า retention factor (Rf) ของสารสกดัจากสตูร  
Rf  = ระยะทางที่ตวัอยา่งเคลือ่นท่ี/ระยะทางที่ตวัท าละลายเคลือ่นท่ี 
การทดสอบคุณสมบตัิการต้านอนุมูลอิสระ 
  ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากทัง้ PDA/DW และ PDA/SW โดยวิธี dot blot 
DPPH rapid staining ที่ดดัแปลงจาก Arora and Chandra (2010) ใช้ capillary tube ขนาดเล็กดดูสารสกดัหยาบที่เจือจาง
ลง 50 เท่า ไปจุดลงบนแผ่น TLC ขนาด 1x1 เซนติเมตร วางพกัไว้ให้แห้ง เป็นเวลา 3 นาที จากนัน้สเปรย์สารละลาย 0.4 mM               
DPPH ลงบนแผ่น TLC ซบัสีสว่นเกินออกด้วยกระดาษซบั และวางทิง้ไว้ให้แห้ง อ่านผลทนัที ถ้าสารสกดัสามารถต้านอนุมูล
อิสระ จุดของสารสกัดบนแผ่น TLC จะมีสีขาวถึงสีเหลือง ในการทดสอบใช้สาร ascorbic acid for injection (March 
Pharmaceutical, Thailand) (ความเข้มข้น 0.00025 - 250 มิลลิกรัมกรัมตอ่มิลลิลิตร) เป็นชุดควบคมุผลบวก และสารละลาย 
1% DMSO เป็นชดุควบคมุผลลบ   
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
การทดสอบความสามารถในการชอบเกลือ 
  รา Aspergillus sp. SSPB4332 สามารถเจริญได้บนอาหาร PDA ที่มีความเค็ม 15, 30, 50, 100, 150, 200 และ       
250 ppt จัดเป็นราชอบเกลือสงู (extreme halophile)  ตามเกณฑ์ ของ Kushner (1993) ซึ่งที่ผ่านมามีรายงาน Aspergillus                  
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ชอบเกลือและทนเกลือหลายสายพนัธุ์   จากนาเกลือในหลายประเทศ (Cantrell et al., 2006, Moubasher et al., 1990; Nayak             
et al., 2012)  
การยบัยัง้แบคทีเรียและยสีต์โดยวิธี disk diffusion 
 สารสก ัดหยาบของ  Aspergillus sp.  SSPB4332 เพาะเลี ย้งในอาหาร  PDB/SW และ PDB/DW ยบัยัง้
แบคทีเรียแกรมบวกได้ดี โดยสามารถยบัยัง้ B. cereus ด้วยขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณยบัยัง้ 21.33 และ 20.00 มิลลิเมตร 
ตามล าดบั และยบัยัง้ S. aureus ด้วยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยบัยัง้ 22.33 และ 19.33 มิลลิเมตร ตามล าดบั สารสกัด
หยาบจากอาหาร PDB/DW ยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบ P. aeruginosa ATCC 27853 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ได้ใน
ระดบัปานกลาง โดยมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณยบัยัง้เพียง 8.00 และ 7.00 มิลลิเมตร ตามล าดบั ขณะที่สารสกดัจาก 
PDB/SW สามารถยับยัง้ยีสต์ C. albicans ATCC 90028 ได้เล็กน้อย แสดงขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณยบัยัง้ 7.67 
มิลลิเมตร (ตารางที่ 1) การพบว่ารา Aspergillus จากนาเกลอืสร้างสารท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้จลุินทรีย์  คล้ายคลงึกบั
รายงานวิจยัก่อนหน้านีท้ี่มีรายงานการสร้าง secondary metabolites มากกว่า 120 ชนิดโดย Aspergillus sp.ในระบบนิเวศ
ทางทะเล ( marine derived Aspergillus sp.)  (Lee et al., 2013) การทดสอบ supernatant ของ Aspergillus หลายสายพนัธุ์ 
จาก saltpans ใน Botswana ให้ผลยบัยัง้แบคทีเรียแกรมบวก Bacillus megaterium และ S. aureus ได้ดีที่สดุ (Lebogang    
et al., 2009) นอกจากนี ้Ali et al. (2014) รายงานว่าการทดสอบ supernatant ของ Aspergillus 5 สายพันธุ์  จากนาเกลือ
จังหวัดเพชรบุรี แสดงฤทธ์ิยับยัง้ B. subtilis และ E. coli บนจานอาหารให้ผลท านองเดียวกัน คือสามารถยับยัง้จุลินทรีย์               
แกรมบวกและแกรมลบได้  การที่ประสิทธิภาพของสารสกดัในการยบัยัง้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบแตกตา่งกนัแสดงวา่ 
รานีอ้าจสร้างสารยบัยัง้ที่มีกลไกยบัยัง้ต่างกนั   สารที่สร้างขึน้น่าจะมีเป้าหมายตรงผนงัเซลที่แตกต่างกนัระหว่างแบคทีเรีย       
แกรมบวกและแกรมลบ ส่วนการยับยัง้ยีสต์มีความเป็นไปได้ที่สารนีไ้ม่ได้ออกออกฤทธ์ิท่ีผนังเซลของยีสต์ หรือราอาจมี             
การสร้างสารยบัยัง้ยีสต์ด้วยกลไกที่ต่างจากการสร้างสารยบัยัง้แบคทีเรีย สารที่สร้างขึน้จึงมีคุณสมบตัิต่างกัน นอกจากนี ้
เป็นไปได้ว่า ethyl acetate อาจยงัไม่ใช่ตวัท าละลายที่เหมาะสมส าหรับการสกดัสารยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบ และยีสต์จาก            
รานาเกลือ จากความรู้และการทดลองที่ผ่านมาของผู้วิจยั ความสามารถของราในการสร้างสารยบัยัง้จุลินทรีย์ที่ระดบัความ
เค็มต่างกนัเป็นคณุสมบตัิเฉพาะตวั แม้ว่าจะมีรายงานวา่ราทะเลสว่นใหญ่สร้างสารออกฤทธ์ิชีวภาพได้ดีในน า้กลัน่ เน่ืองจาก
ไมต้่องสิน้เปลอืงพลงังานในการควบคมุแรงดนัออสโมซิสในเซล (Bugni and Ireland, 2004) 
การศึกษาความเข้มข้นต ่าสุดในการยบัยัง้ (MIC) และท าลาย (MLC) จุลินทรีย์ 
 สารสกดัสามารถยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบและยีสต์ได้เลก็น้อย MIC และ MLC ต่อแบคทีเรียแกรมลบ P. aeruginosa 
ATCC 27853 และ S. Typhimurium ATCC 13311 มีค่าเท่ากันคือ MIC > 1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MLC > 1024 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดั PDB/SW เลีย้งรา Aspergillus sp. SSPB4332 มีประสิทธิภาพดีกว่า PDB/DW ในการยบัยัง้
และท าลายแบคทีเรียแกรมบวก  ค่า MIC ต่อแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus และ S. aureus  ของสารสกดัจาก PDB/SW คือ 
128 และ 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ขณะที่สารสกดัจาก PDB/DW มีค่า MIC ต่อแบคทีเรียแกรมบวกทัง้ 2 ชนิด 
เท่ากบั 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  สว่นค่า MIC ต่อยีสต์มีค่าต ่าสดุ 1,024 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ตารางที่ 2)  สารสกดัจากรา 
Aspergillus sp. SSPB4332 มีฤทธ์ิยบัยัง้ค่อนข้างต ่า เมื่อเทียบกบัสารสกดั ethyl acetate จากราเอนโดไฟท์ในสาหร่ายทะเล             
3 ชนิด ของประเทศไทย ซึ่งรายงานค่า MIC ของรา 5 สายพันธุ์  ต่อ S. aureus  ATCC 25923 และรา 3 สายพันธุ์  ต่อ                 
C. albicans  ATCC 90028 ระหว่าง 8  ถึง >200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Supaphon et al., 2013) อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี ้        
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เป็นครัง้แรกที่มีการรายงานค่า MIC ของสารสกัดจากรานาเกลือประเทศไทย ที่ผ่านมา Ali et al. (2014) รายงานไว้เพียง
ประสทิธิภาพของ crude filtrate ในการยบัยัง้แบคทีเรียเบือ้งต้นเทา่นัน้  เป็นไปได้วา่สารก่อฤทธ์ิทตุิยภมูิจากรานาเกลอือาจเป็น
คนละประเภทกบัราเอนโดไฟท์และ ethyl acetate อาจไมใ่ช่ตวัท าละลายที่เหมาะสม 
 
ตารางที่ 1 การยบัยัง้แบคทเีรียของสารสกดัจากรานาเกลอื Aspergillus sp. SSPB4332 โดยวิธี disk diffusion 
 

แหล่งของสารสกดั  
Aspergillus  
(SSPB4332) 

 ขนาดของโซนยบัยัง้ (Inhibition zone) (mm) 
 จุลินทรีย์ทดสอบ 

B. cereus   
TISTR  
121 

S. aureus  
ATCC 
25923 

E. coli  
ATCC  
25922 

P. 
aeruginosa 

ATCC 27853 

S. 
Typhimurium 
ATCC 13311 

C. albicans  
 ATCC 
 90028 

PDB/DW 20.00+0.00 19.33+0.57 - 8.00+0.00 7.00+0.00 - 
PDB/SW 21.33+0.58 22.33+1.15 - - - 7.67+0.58 

10 µg Ampicillin  9-10 27-30 17-19 20-22 20-24  
10 µg Gentamycin  21-25 20.21 20-21 19-20 18-19  
25 µg Fluconazole      30-31 

หมายเหตุ – คือไมพ่บโซนยบัยัง้ 
 
 
ตารางที่ 2  MIC และ MLC ตอ่แบคทีเรียและยีสต์ของสารสกดัจากรานาเกลอื Aspergillus sp. (SSP4332)  
 

 
แหล่ง
ของ 

สารสกัด 
 

จุลินทรีย์ทดสอบ 

แบคทเีรียแกรมบวก แบคทเีรียแกรมลบ ยีสต์ 
B. cereus 
TISTR 121 

S. aureus 
ATCC 25923 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

S. Typhimurium 
ATCC 13311 

C. albicans 
ATCC 90028 

MIC 
(µg/ml) 

MLC 
(µg/ml) 

MIC 
(µg/ml) 

MLC 
(µg/ml) 

MIC 
(µg/ml) 

MLC 
(µg/ml) 

MIC 
(µg/ml) 

MLC 
(µg/ml) 

MIC 
(µg/ml) 

MLC 
(µg/ml) 

PDB/DW 512 512 512 1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 
PDB/SW 128 256 256 1,024 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 1,024 >1,024 

 
 

การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากราด้วยวิธี Thin layer chromatography 

  การศกึษาองค์ประกอบทางเคมขีองสารสกดั Aspergillus SSPB4332 จาก PDB/DW และ PDB/SW ด้วยวิธี TLC 

ในระบบตวัท าละลาย toluene:methanol:acetone อตัราสว่น 6:1:3 (v/v) พบสารองค์ประกอบ 7 สาร เท่ากนั มีค่า Rf เท่ากนั 

คือ เทา่กบั 0.49, 0.53, 0.57, 0.61, 0.63, 0.68 0.72 ตามล าดบั (ภาพท่ี 1)  
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ภาพที่ 1  องค์ประกอบทางเคมทีี่แยกได้โดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) ของสารสกดัหยาบจากอาหารเลีย้งรา  
  Aspergillus sp. SSPB4332, 1: อาหารทีไ่มม่ีความเคม็ (PDB/DW), 2: อาหารทีไ่มม่คีวามเค็ม (PDB/SW) 
 
การทดสอบคุณสมบตัิของสารสกัดในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  
  ในการศึกษาครัง้นีพ้บว่าสารสกดัหยาบทัง้สองชุดที่เจือจางลง  50  เท่า มีความสามารถในการเป็นสารต้านอนมุลู
อิสระในระดบัปานกลาง (2+) เทียบเท่า ascorbic acid ความเข้มข้น 0.025 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นสารควบคมุ  นัน่คือ
สารสกดัที่ความเข้มข้นตัง้ต้นมีประสิทธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระได้เทียบเท่ากบั ascorbic acid 1.25 มิลลิกรัมตอ่มิลลลิติร                  
มีรายงานว่าฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จาก Eugenia jambolana ประเทศอินเดีย อยู่ที่                
ร้อยละ 50-80  ขณะทีฤ่ทธ์ิของ ascorbic acid อยูท่ี่ร้อยละ 90 (Yadav et al., 2014)   

 

       
 

 
ภาพที่ 2   ลกัษณะสทีี่เกิดกิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระบนแผน่ TLC siliga gel 60F254 โดย Dot blot DPPH rapid staining 

A, B: สารสกดั SSPB 4332 จาก PDB/DW และ PDBSW ตามล าดบั (ความเข้มระดบั 2+); C, D และ E เป็นชดุควบคมุ 
                ผลบวก ascorbic acid ที่ความเข้มข้น: 0.00025 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร (ความเข้มระดบั 1+),  0.025 มิลลกิรัมตอ่ 
               มิลลลิติร (ความเข้มระดบั 2+ และ 250 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร (ความเข้มระดบั 3+) ตามล าดบั; F เป็นตวัควบคมุผลลบ 
 
สรุปผลการวิจัย 
  Aspergillus sp. สายพนัธุ์ SSPB4332 ที่แยกได้จากนาเกลือ สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้แบคทีเรียแกรมบวก 
B. cereus TISTR 121, S. aureus ATCC 25923 ได้ดี กว่าแบคทีเรียแกรมลบ และยีสต์ C. albicans ATCC 90028 และยงัสร้าง
สารท่ีมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระได้ด ีจึงมีความเป็นไปได้ที่จะน าราสายพนัธุ์นีม้าศกึษาและพฒันาเพื่อการใช้ประโยชน์ในระยะตอ่ไป 
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