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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ และต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากราเอนโดไฟต์ ท่ี 
คัดแยกจากบัวเผื่อน (Nymphaea nouchali) โดยสกัดสารจากราเอนโดไฟต์แต่ละไอโซเลตด้วยเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และ 
เอทานอล จากน้ันน าไปทดสอบฤทธิ์ ยับยั้งจุลินทรีย์  และต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด โดยวิธี  colorimetric broth 
microdilution และ DPPH free radical scavenging ตามล าดับ จุลินทรีย์ก่อโรค จ านวน 6 สายพันธุ์ ท่ีใช้ในการทดสอบฤทธิ์
ยับยั้งจุลินทรีย์ ประกอบด้วย Staphylococcus aureus ATCC25923, Methicillin resistant Staphylococcus aureus 
SK1, Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Candida albicans ATCC90028 และ 
Cryptococcus neoformans ATCC90112 ผลการทดสอบพบว่าสารสกัด cell ethanol (CE) จากราไอโซเลต EFN 016  
มีฤทธิ์ยับยั้ง S. aureus ดีท่ีสุด โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถยับยั้งเชื้อ (MIC) เท่ากับ 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
ค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ีสามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) เท่ากับ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีสารสกัด broth ethyl 
acetate (BE) จากราไอโซเลต EFN 022 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุด โดยมีค่าความเข้มข้นท่ีมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล
อิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) เท่ากับ 0.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยผลการจัดจ าแนกราเอนโดไฟต์  ไอโซเลต EFN 016 และ EFN 
022 ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่า เป็นราในจีนัส Nigrospora และ Pestalotiopsis ตามล าดับ จากผลการศึกษาน้ี
ชี้ให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต์เป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชี วภาพท่ีน่าสนใจส าหรับการน าไปใช้ประโยชน์ 
ในอนาคต 
  

ค าส าคัญ: ราเอนโดไฟต์  บัวเผื่อน  จุลินทรีย์ก่อโรค  อนุมูลอิสระ 
 

Abstract 
This research aims to study the antimicrobial and antioxidant activities of extracts from endophytic 

fungi isolated from Nymphaea nouchali. Each fungal isolate was extracted with hexane, ethyl acetate and 
ethanol.  All crude extracts were evaluated for their antimicrobial and antioxidant activities by using a 
colorimetric broth microdilution test and DPPH free radical scavenging assay, respectively.  Six pathogenic 
microorganisms were used in the antimicrobial test including Staphylococcus aureus ATCC25923, Methicillin 
resistant Staphylococcus aureus, Escherichia coli ATCC2 5 9 2 2 , Pseudomonas aeruginosa ATCC2 7 8 5 3 , 
Candida albicans ATCC90028  and Cryptococcus neoformans ATCC90112 . The results revealed that cell 
ethanol extract (CE)  from fungal isolate EFN 016 was the most active against S. aureus with the minimal 
inhibitory concentration (MIC) of 31.25 µg/ml and minimal bactericidal concentration (MBC) of 125 µg/ml. 
On the other hand, broth ethyl acetate extract ( BE)  from fungal isolate EFN 02 2  gave the strongest 
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antioxidant activity with the half maximal inhibitory concentration ( IC5 0 )  of 0.75 mg/ ml.  In addition, the 
active fungal isolates (EFN 016 and EFN 022) were identified by using their morphological characteristics as 
genus Nigrospora and Pestalotiopsis, respectively.  These results suggest that crude extracts from 
endophytic fungi are sources of interesting active metabolites for future application. 
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1. บทน า  

ปัญหาสุขภาพเป็นปัญหาส าคัญของประเทศไทย
และท่ัวโลก โดยปัญหาเหล่าน้ีนอกจากจะส่งผลกระทบต่อ
คุณภาพชีวิตทางด้านสุขภาพอนามัยของประชาชนโดยตรง
แล้ว ยังส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจ และสังคมของประเทศอีก
ด้วย ปัจจุบันโรคติดเชื้อและโรคไม่ติดเชื้อ เช่น โรคมะเร็ง 
และโรคเบาหวาน ได้มีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้น ส าหรับโรคติด
เชื้ อ พบว่าในช่วงสองทศวรรษท่ีผ่านมามีจ านวนของ
แบคทีเรียดื้ อยาเพิ่ มมากขึ้น ได้แก่  Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus ( MRSA) , Vancomycin-resistant 
Enterococcus faecium ( VRE) , Penicillin-resistant 
Streptococcus pneumoniae (PRSP) และแบคทีเรียอื่น ๆ 
ท่ีดื้อยาปฏิชีวนะอีกหลายชนิด การดื้อยาปฏิชีวนะของ
จุลินทรีย์มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นทุกปี [1] มีการพัฒนายาปฏิชีวนะ
ชนิดใหม่ ๆ ขึ้นมา เพื่อให้การรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย
ดื้อยาเพื่อให้ได้ผลดียิ่งขึ้น เช่น การค้นพบยาแวนโคมัยซิน 
(Vancomycin) ในปี ค.ศ. 1956 เพื่อใช้ในการรักษาโรคติด
เชื้อท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีดื้อยาเพนนิซิลลิน (Penicillin) แต่
อย่างไรก็ตามเห็นได้ว่าแบคทีเรียก็พัฒนาหรือเกิดการกลาย
พันธุ์เพิ่มขึ้น และสามารถดื้อยาปฏิชีวนะได้หลายชนิด ท าให้
เป็นปัญหาในการรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียกลุ่มน้ี 
ต่อมาแนวโน้มการค้นพบหรือพัฒนายาใหม่ ๆ ท่ีจะน ามาใช้
ในการรักษาโรคติดเชื้อเริ่มลดลง [2] มีผู้เสียชีวิตจากโรคติด
เชื้อประมาณ 23,000 ต่อปี โดยมีรายงานว่ายาปฏิชีวนะใหม่ 
เ ช่ น ไ ล นิ โ ซ ลิ ด  ( Linezolid)  แ ล ะ แ ด ป โ ต มั ย ซิ น 
(Daptomycin)  ก็มีการดื้อยาแล้ว [3] นอกจากน้ีพบว่า
ผู้ป่วยอาจมีภาวะความเครียดจากอาการเจ็บป่วยและจาก
ผลข้างเคียงของการรักษา ซ่ึงภาวะความเครียดส่งผลให้เกิด
อนุมูลอิสระขึ้นในร่างกาย โดยทราบดีว่าอนุมูลอิสระส่งผล
และก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ และหากไม่สามารถ
ควบคุมหรือก าจัดอนุมูลอิสระได้จะส่งผลให้เกิดโรคอื่น ๆ 
ตามมา ท้ังโรคหัวใจและหลอดเลือด และโรคมะเร็ง ส าหรับ
โรคมะเร็ง พบว่ามีผู้ป่วยมะเร็งมากกว่า 12 ล้านคนท่ัวโลก 
ในปี ค.ศ. 2008 และประมาณการณ์ว่าในปี ค.ศ. 2025 
แนวโน้มของจ านวนผู้ป่วยมะเร็งจะเพิ่มขึ้นถึง 19.3 ล้านคน 
[4] ดังน้ันอุตสาหกรรมยาพยายามมองหาสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพจากแหล่งต่าง ๆ โดยเฉพาะจากทรัพยากรธรรมชาติ
เพื่ อพัฒนาการผลิตและค้นหายาใหม่ทดแทนยาเดิม 
เน่ืองจากยาส่วนใหญ่มีผลข้างเคียงของการใช้ [5] วิธีการ
รักษาท้ังกลุ่มโรคติดเชื้อและโรคไม่ติดเชื้อในปัจจุบัน นิยมใช้
ยาหรือสารสังเคราะห์ โดยมีการสังเคราะห์สารจ านวนมาก
ถึงกว่า 10,000 สาร และเริ่มถึงจุดท่ีปรับโครงสร้างหรือ
สังเคราะห์สารใหม่ ๆ ได้ยากขึ้น ดังนั้นอุตสาหกรรมยาจึงหัน
มาใช้จุลินทรีย์ เป็นแหล่งผลิตสาร โดยพบว่าสารหรือยา
ปฏิชีวนะจากจุลินทรีย์มีความเป็นพิษต่ า และประสบ
ความส าเร็จในการน ามาประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์ 
นอกจากน้ีหลาย ๆ หน่วยงานยังให้ความสนใจและตระหนัก
ถึงปัญหาสุขภาพของประชากร จึงมีความจ าเป็นเร่งด่วนใน
การศึกษาและค้นหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ท้ังสารยับยั้ง
จุลินทรีย์และสารต้านอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะจากกลุ่ม
จุลินทรีย์ เนื่องจากจุลินทรีย์มีความหลากหลาย สามารถเพิ่ม
จ านวนได้ง่าย และท่ีส าคัญจากงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า
จุ ลิ น ท รี ย์ มี ศั ก ย ภ าพ ใน ก ารผ ลิ ต ส าร เม แ ท บ อ ไล ต์ 
(Metabolites) ท่ีมีประสิทธิภาพท้ังฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ ต้าน
อนุมูลอิสระ และต้านมะเร็ง โดยเฉพาะราเอนโดไฟต์ 
(Endophytic fungi) [1], [6] มีการคาดการณ์ว่าจุลินทรีย์
เป็นแหล่งของสารเมแทบอไลต์ท่ีมีศักยภาพ และสารจาก
จุลินทรีย์มีจ านวนประมาณ 22,500 ชนิด โดยสารท่ีผลิตได้
จากรามีประมาณ 9,000 ชนิด คิดเป็น 40 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึง
เป็นสัดส่วนเกือบครึ่งหน่ึงของสารเมแทบอไลต์ท้ังหมดจาก
จุลินทรีย์ [7] 

จากงานวิจัยท่ีผ่านมาชี้ให้เห็นว่าสารเมแทบอไลต์
ทุติยภูมิ  (Secondary metabolites) จากราเอนโดไฟต์
หลายชนิดมีความสามารถยับยั้งจุลินทรีย์และต้านอนุมูล
อิสระได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากราเอนโดไฟต์สามารถ
ผลิตสารได้หลากหลาย เช่น สเตียรอยด์ (Steroids), แซน
โท น  (Xanthone) , ฟี น อ ล  (Phenol) , ไอ โซ โค ม า ริ น 
( Isocoumarine) , เ พ อ ริ ลี น  ( Perylene derivative) ,  
ค วิ โ น น  (Quinone) , ฟู แ ร น ไ ด โ อ น  ( Furandione) ,  
เ ท อ ร์ พี น อ ย ด์  ( Terpenoid) , เ ด ป สิ เ พ บ ไ ท ด์ 
( Depsipeptide) , ไ ซ โ ต ซ า ล า ซี น  ( Cytochalasine) ,  
โพลีคีไทด์ (Polyketide), อัลคาลอยด์ (Alkaloid), เพปไทด์ 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ปีท่ี 23 ฉบับท่ี 3 เดือนกันยายน-ธันวาคม 2564 

36 

(Peptide) , โป ร ตี น  (Protein) , ลิ พิ ด  (Lipid), ชิ คิ เม ท 
(Shikimate), ไกลโคไซด์ (Glycoside) และไอโซพีนอยด์ 
(isoprenoid) เป็นต้น [8], [9] จากการรวบรวมข้อมูลการ
วิจัยท่ีผ่านมาตั้งแต่ปี ค.ศ. 1990-2019 พบว่ามีการตีพิมพ์
ผลงานและรายงานศักยภาพของราเอนโดไฟต์จากพืชชาย
เลน โดยสัดส่วนของฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต์สูงสุด  
2 อันดับแรก คือ ฤทธิ์ ยั บยั้ งจุลินทรีย์  คิด เป็น  48.9 
เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ ฤทธิ์ต้านมะเร็ง 33.3 เปอร์เซ็นต์ 
นอกจากน้ันมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 12.2 เปอร์เซ็นต์ และ
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 4.4 เปอร์เซ็นต์  ซ่ึงสอดคล้องกับ
รายงานของ El-Bondkly และคณะ [10] รายงานว่าจ านวน
ผู้ป่วยด้วยโรคติดเชื้อและโรคมะเร็งก าลังเพิ่มสูงขึ้น และเป็น
เรื่องท่ีวิกฤตท่ัวโลก โดยราเอนโดไฟต์ในตัวอย่างจากทะเลท่ี
แยกได้จากสาหร่าย หญ้าทะเล และพืชชายเลน พบสารใหม่
ในกลุ่มต่าง ๆ จ านวนมาก เมื่อเทียบกับสารท้ังหมดท่ีพบใน
แต่ละกลุ่ม  พบสารใหม่ ในกลุ่ม  phenylpropanoids (50 
เปอร์เซ็นต์) สารในกลุ่มmacrocyclic lactones, azaphilones 
แ ล ะ  terpenoids (ก ลุ่ ม ล ะ  4 0  เป อ ร์ เซ็ น ต์ ) ใน ก ลุ่ ม 
anthraquinones, steroids, peptides และ alkaloids (กลุ่ ม
ละ 20 เปอร์ เซ็ นต์ ) และ phenyl ether derivatives (10 
เปอร์ เซ็นต์ ) และเมื่อไม่นานน้ี  Supaphon และคณะ [11] 
พบว่าราเอนโดไฟต์  (Fusarium sp., Apodus oryzae และ 
Eupenicillium levitum) ท่ีแยกได้จากบัวหลวง(Nymphaea 
lotus) มีศักยภาพในการผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์ท่ีดีโดยสามารถ
ยับยั้งได้ท้ังแบคทีเรียแกรมบวก (S.aureus และMRSA) ยีสต์
( C.albicans แ ล ะ  Cr.  neoformans)  แ ล ะ ร า  ( M. 
gypseum และ T. marneffei) ให้ ค่า MIC ในช่วง 0.5-64 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เห็นได้ว่าราเอนโดไฟต์จากพืชบริเวณ
ชายฝั่งหรือพืชน้ า โดยเฉพาะบัว มีศักยภาพในการยับยั้ง
จุลินทรีย์และสามารถผลิตสารใหม่ ซ่ึงอาจน าไปสู่การค้นพบ
สารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีน่าสนใจ ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงสนใจ
ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากบัวเผื่อนซ่ึงเป็นพืชน้ า
ท่ีพบได้ท่ัวไป ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค และต้านอนุมูล
อิสระ ซ่ึงอาจเป็นแหล่งทางเลือกของการศึกษาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพและอาจสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอนาคต  
 
 
 
 
 
 
 
 

2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  
2.1. การแยกราเอนโดไฟต์ 
เก็บตัวอย่างดอกและใบของบัวเผื่อนจากพื้นท่ีใน

บริเวณอ าเภอป่าพะยอม จังหวัดพัทลุง พิกัดทางภูมิศาสตร์ 
ละติจูด 7° 50′ 24″ ลองติจูด 99° 55′ 6″ จากน้ันน าตัวอย่าง
มาท าความสะอาดด้วยน้ าประปา และผึ่งตัวอย่างให้แห้ง ตัด
ตัวอย่างให้มีขนาด 5 ตารางเซนติเมตร น าชิ้นตัวอย่างมาจุ่ม
ในชุดสารละลายเพื่อก าจัดจุลินทรีย์บริเวณผิวของตัวอย่าง
ออก [11] ดังน้ี จุ่มตัวอย่างในสารละลายเอทานอล ความ
เข้มข้น 10 เปอร์ เซ็นต์  เป็นเวลา 3 นาที  สารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรต์ ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 
นาที และจุ่มในสารละลายเอทานอล ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 นาที จากน้ันน าตัวอย่างไปจุ่มในน้ า
กลั่นปราศจากเชื้อ 1 นาที เพื่อล้างสารละลายออกจาก
ตัวอย่าง ซับตัวอย่างด้วยกระดาษทิชชูปราศจากเชื้อ และตัด
ตัวอย่างให้มีขนาด 0.5 ตารางเซนติเมตร น าชิ้นตัวอย่างไป
วางบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ท่ี เติมยา
ปฏิชีวนะเพนนิซิลิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จ านวน 5 ชิ้น จากนั้นน าจานอาหารไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 7-14 วัน หรือจนกว่าจะไม่สามารถแยกราเอนโดไฟต์
ได้ แยกราเอนโดไฟต์ภายใต้กล้องสเตอริโอซูม โดยใช้เทคนิค 
hyphal tip isolation ลงในจานอาหาร PDA จานใหม่ หรือ
จนกว่าจะได้ราบริสุทธิ์เพื่อน าราไปใช้ในการทดลองต่อไป 
แ ล ะ ค าน วณ ค่ า isolation rate ห รื อ อั ต ร าก า รแ ย ก 
ราเอนโดไฟต์จากบัวเผื่อนจากจ านวนราเอนโดไฟต์ท้ังหมดท่ี
แยกไดต้่อจ านวนชิ้นตัวอย่างทั้งหมด 
 

2.2. การเพาะเลี้ยงราเอนโดไฟต์  และการการ
เตรียมสารสกัดหยาบ 

น าราบริสุทธิ์ท่ีเพาะเลี้ยงได้บนจานอาหาร PDA มา
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Potato dextrose agar (PDB) 
เป็นเวลา 3 สัปดาห์ จากน้ันกรองแยกส่วนของเส้นใยราและ
ของเหลวออกจากกัน ส่วนของเส้นใย สกัดด้วยเอทานอล
แ ล ะ เฮ ก เซ น  แ ล ะ ส่ ว น ข อ ง เห ล ว ส กั ด ด้ ว ย เอ ทิ ล 
อ ะ ซิ เตท  ท า ให้ แห้ งด้ วย  anhydrous sodium sulphate 
(Na2SO4) แ ล ะ  rotary vacuum evaporator ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  
50 องศาเซลเซียส จะได้สารสกัดหยาบในส่วน cell ethanol 
(CE) และ cell hexane (CH) และ broth ethyl acetate 
(BE) [13] น าสารสกัดหยาบท่ีผ่านการสกัดด้วยตัวท าละลาย
ชนิดต่าง ๆ มาละลายด้วย dimethyl sulfoxide (DMSO) 
ให้ได้ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อน าไป
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพต่อไป 
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2.3 . การทดสอบ ฤทธิ์ ยั บ ยั้ งจุ ลิ น ท รี ย์ ข อ ง 
สารสกัดจากราเอนโดไฟต์ด้ วยวิธี  colorimetric broth 
microdilution tests 

2.3.1. จุลินทรีย์ทดสอบ 
จุ ลิ น ท รี ย์ ท ด ส อ บ ท่ี ใช้ ใน ก า ร ศึ ก ษ า น้ี 

ประกอบด้ วย แบคที เรี ยแกรมบวก 2 สายพั นธุ์  คื อ  
Staphylococcus aureus ATCC25923  แ ล ะ methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) SK1 แบ ค ที เรี ย 
แกรมลบ 2 สายพันธุ์ คือ Escherichia coli ATCC25922 และ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 และยีสต์ 2 สายพันธุ์ 
คื อ  Candida albicans ATCC90028 แ ล ะ  Cryptococcus 
neoformans ATCC90112 

2.3.1.1. การเตรียมแบคทีเรีย  
ขีดเชื้อแบคทีเรียทดสอบลงบนอาหาร 

nutrient agar (NA) จ าก น้ั น น า ไป บ่ ม ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  35  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จะสังเกตเห็นโคโลนี
ของแบคทีเรียขึ้นบนจานอาหาร จากน้ันท าการเตรียมเชื้อ
เริ่มต้นโดยเขี่ยแบคทีเรีย 3-5 โคโลนี ลงในอาหาร nutrient 
broth (NB) ปรับความขุ่ นของเชื้ อด้ วย น้ าเกลือ  0.85 
เป อ ร์ เซ็ น ต์  ท่ี ป ร าศ จ าก เชื้ อ  ให้ ได้  0.5 McFarland 
standard (เชื้อประมาณ 1.5×108 CFU/ml) และเจือจาง
ต่อท่ีอัตราส่วน 1:200 ด้วยอาหาร Mueller-Hinton Broth 
(MHB) 

2.3.1.2. การเตรียมยีสต์  
ขี ด เชื้ อ ยี ส ต์ ท ด ส อ บ ล ง บ น อ า ห า ร 

sabouraud’s dextrose agar (SDA) จาก น้ันน าไปบ่ม ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ส าหรับ C. albicans และบ่มท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ส าหรับ Cr. neoformans เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง จะสังเกตเห็นโคโลนีของยีสต์ขึ้นบนจาน
อาหาร จากน้ันท าการเตรียมเชื้อเริ่มต้นโดยเขี่ยยีสต์ 3-5 
โคโลนี ลงในอาหาร Sabouraud dextrose broth (SDB) 
ปรับความขุ่ นของเชื้ อด้ วย น้ า เกลือ  0.85 เปอร์ เซ็นต์  
ท่ีปราศจากเชื้อ ให้ได้ 2 McFarland standard และเจือจาง
ต่อท่ีอัตราส่วน 1:20 ด้วยอาหาร SDB  

2.3.2. การทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดใน
การยับยั้ งจุลินทรีย์ ท่ีความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

น าสารสกัดหยาบท่ีเตรียมไว้ท่ีความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาเจือจางต่อด้วย DMSO ให้ได้ความ
เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดูดใส่ใน sterile 96-well 
microtiter plates หลุมละ 12 ไม โครลิตร จาก น้ันดูด
อาหาร MHB ส าหรับแบคทีเรีย และดูดอาหาร SDB ส าหรับ
ยีสต์  ลงไปหลุมละ 88 ไมโครลิตร และดูดเชื้อทดสอบท่ี

เต รี ยม ไว้ ซ่ึ งป รับความขุ่ น แล้ ว ใส่ ใน  sterile 96-well 
microtiter plates ท่ีมีสารสกัดและอาหารอยู่ หลุมละ 100 
ไมโครลิตร โดยท าการทดสอบ 3 ซ้ า จากน้ันน าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 ชั่วโมง ส าหรับ
แบคที เรีย  และยีสต์  C. albicans และบ่ ม ท่ีอุณ หภู มิ  
25 อ ง ศ า เซ ล เ ซี ย ส  เป็ น เว ล า  45 ชั่ ว โม ง ส า ห รั บ  
Cr. neoformans ห ย ด  resazurin indicater ( 0.18% )  
ลงในหลุมทดสอบหลุมละ 30 ไมโครลิตร และน าไปบ่มต่อ
เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท่ีก าหนดอ่านผลการ
ทดสอบโดยสังเกตสีของ resazurin หากยังคงเห็นเป็นสีน้ า
เงินให้ผลเป็นบวกแสดงว่าสารสกัดสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อทดสอบได้ และหากเปลี่ยนเป็นสีชมพูให้ผลเป็นลบ
แสดงว่าสารสกัด ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ
ได้ [11] 

2.3.3. การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของ
สารสกัดท่ีสามารถยับยั้ งเชื้อทดสอบ (The minimum 
inhibitory concentrations; MICs) และการหาค่าความ
เข้มขั้นต่ าสุดของสารสกัดท่ีสามารถฆ่าเชื้อทดสอบ (The 
minimum bactericidal concentration; MBCs ห รื อ 
minimum fungicidal concentration; MFC)  

น าสารสกัดท่ีให้ผลการยับยั้งเชื้อทดสอบท่ีความ
เข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบหาค่า MIC 
ในช่วงความเข้มข้น 500-0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย
การดูดอาหารเหลว MHB ส าหรับแบคทีเรีย และอาหาร
เห ล ว  SDB ส า ห รั บ ยี ส ต์  ใ ส่ ล ง ใน  sterile 96-well 
microtiter plates หลุมละ 89 ไมโครลิตร แล้วดูดสารสกัด
หยาบใส่ sterile 96-well microtiter plates หลุมเดียวกัน
กับอาหารเหลวอยู่ หลุมละ 11 ไมโครลิตร แล้วท าการเจือ
จางแบบ 2-fold dilution เพื่อให้ได้ความเข้มข้นของสาร
สกัดหยาบอยู่ในช่วง 512-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วดูด
อาหารและสารสกัดท่ีความเข้มข้นสุดท้ายท้ิง 50 ไมโครลิตร 
โดยทดสอบความเข้มข้นละ 3 ซ้ า จากน้ันดูดเชื้อทดสอบท่ีมี
อัตราส่วน 1:200 ส าหรับแบคทีเรีย และเชื้อท่ีมีอัตราส่วน 
1:20 ส าห รั บ ยี ส ต์  ท่ี เต รี ย ม ไว้ ใส่ ใน  sterile 96-well 
microtiter plates ห ลุ ม ล ะ  50 ไม โค รลิ ต ร  น า ไป บ่ ม  
ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 ชั่วโมง ส าหรับ
แบคทีเรีย และยีสต์ C. albicans และบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 
อ ง ศ า เซ ล เ ซี ย ส  เป็ น เ ว ล า  45 ชั่ ว โ ม ง  ส า ห รั บ 
Cr. neoformans จากน้ันหยด resazurin indicater (0.18 
เปอร์เซ็นต์) ลงในหลุมทดสอบหลุมละ 30 ไมโครลิตร และ
น าไปบ่มต่อท่ี 35 องศาเซลเซียส ส าหรับแบคทีเรีย และ  
ยี ส ต์  C. albicans แ ละ  25  อ งศา เซ ล เซี ย ส  ส าห รั บ  
Cr. neoformans เป็ น เวลา 3 ชั่ ว โมง เมื่ อครบ เวลา ท่ี
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ก าหนดอ่านผลการทดสอบ บันทึกค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ี
สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได้เป็นค่า MIC จากน้ันน าผลท่ี
ระดับความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งเชื้อได้ในการทดสอบ MIC 
มาขีดบนอาหาร NA ส าหรับแบคทีเรีย และขีดบนอาหาร 
SDA ส าหรับยีสต์ จากน้ันน าจานอาหารไปบ่มท่ีสภาวะ
เดียวกับการทดสอบข้างต้น อ่านค่าความเข้มข้นต่ าสุดท่ี
สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้เป็นค่า MBC และอ่านค่าความ
เข้มข้นต่ าสุด ท่ีสามารถฆ่ าเชื้อยีสต์ ได้ เป็น ค่า MFC ใน
การศึกษาน้ีใช้ vancomycin และ amphotericin B เป็น
ตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) ส าหรับการศึกษา
การยับยั้งแบคทีเรีย และยีสต์ ตามล าดับ และใช้ DMSO 
เป็นตัวควบคุมเชิงลบ (negative control) 

2.4. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี 
DPPH ( 2 ,2 -diphenyl-1 -picrylhydrazyl)  radical 
scavenging activity 

น าสารสกัดหยาบท่ีเตรียมไว้ท่ีความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายใน DMSO ดูดใส่ใน sterile 
96-well microtiter plates ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ
เติมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 1 มิลลิโมล่าร์ ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ลงไป บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 
นาโนเมตร โดยใช้กรดแอสคอร์บิก หรือวิตามินซี (ascorbic 
acid) เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) และใช้ 
DMSO เป็นตัวควบคุมเชิงลบ (negative control) จากน้ัน
ค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และ
ค านวณประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยน าสาร
ท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ มาเตรียม
ใหม่ท่ีระดับความเข้มข้นสุดท้ายเริ่มต้น 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ไปเจือจางต่อแบบ 2 fold dilution ให้ได้ความ
เข้มข้นของสารสกัดในช่วง 10-0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เพื่อน าไปหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพใน
การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 (IC50) [12] 
 

3. ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย  
3.1. ผลการแยกราเอนโดไฟต์จากบัวเผื่อน 
แยกราเอนโดไฟต์จากส่วนดอกและใบของบัวเผื่อน 

สามารถแยกราได้ท้ังหมด 50 ไอโซเลต จากชิ้นตัวอย่าง
ท้ั ง ห ม ด  1 2 5  ชิ้ น  คิ ด เป็ น  isolation rate เ ท่ า กั บ  
40 เปอร์เซ็นต์ โดยผลการแยกราเอนโดไฟต์ พบอัตราการรา
เอนโดไฟต์ (isolation rate) จากกลีบดอก (0.16) และใบ 
(0.24) ราเอนโดไฟต์ 20 ไอโซเลต ราเอนโดไฟต์ จ านวน 12 
ไอโซเลท จากเชื้ อราเอนโดไฟ ต์ ท้ังหมด 50 ไอโซเลต 
สามารถจัดจ าแนกได้โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา คิดเป็น 

24 เปอร์ เซ็นต์  จั ดจ าแนก ได้ ท้ั งหมด  3 จี นั ส  ได้ แก่ 
Nigrospora spp. 5 ไอโซเลต Curvularia spp. 4 ไอ โซ
เลท และ Pestalotiopsis spp. 3 ไอโซเลท และท่ีเหลืออีก 
38 ไอโซเลต ไม่พบโครงสร้างในการสืบพันธุ์ จึงจัดเป็นกลุ่ม 
unidentified endophytic fungi โดยราเอนโดไฟต์ท้ังหมด 
50 ไอโซเลท น ามาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในการศึกษาต่อไป 

3.2. ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ของสาร
สกัดหยาบโดยวิธี colorimetric broth microdilution
ผลจากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์เบื้องต้นของสารสกัด
หยาบท่ีระดับความเข้มข้นสุดท้าย 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรจ านวน 150 สาร จากราเอนโดไฟต์จ านวน 50  
ไอ โซ เล ต  ท่ี สกั ด ด้ วย ตั วท าละล ายอิ น ท รี ย์  3 ช นิ ด 
ประกอบด้วย เอทานอล เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน ในการ
ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 4 สายพันธุ์ และยีสต์ 2 สายพันธุ์ 
พบว่าสารสกัดท้ัง 3 สาร สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบได้
ท้ั งหมด ยก เว้น  แบคที เรียแกรมลบ  E. coli และ  P. 
aeruginosa และเมื่อน าสารสารสกัดท่ีมีศักยภาพในการ
ยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบไปหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสาร
สกัดท่ีสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ (MIC) และค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดของสารสกัดท่ีสามารถฆ่าจุลินทรีย์ (MBC หรือ MFC) 
พบว่าสารสกัดจากราเอนโดไฟต์ ไอโซเลต EFN 016 มีฤทธิ์
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกท้ัง 2 สายพันธุ์ (S. aureus และ 
MRSA) และมีฤทธิ์ยับยั้งยีสต์ท้ัง 2 สายพันธุ์ (C. albicans 
ATCC90028 แ ล ะ  Cr.  neoformans ATCC90112) 
โดยสารสกัดจากเส้นใยของราเอนโดไฟต์ท่ีสกัดด้วยเอทา
นอล (CE) สามารถยับยั้ง S. aureus ได้ดีท่ีสุด ให้ค่า MIC 
เท่ากับ 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MBC เท่ากับ 
125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกัดดังกล่าวให้ผล
การยับยั้งยีสต์ท้ัง 2 สายพันธุ์ (C. albicans ATCC90028 
และ Cr. neoformans ATCC90112) ได้ต่ า โดยให้ค่า MIC 
เท่ากับ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MFC มากกว่า 
500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Table 1) 

3.3. ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี 
DPPH radical scavenging activity  

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสาร
สกัดหยาบจากราเอนโดไฟต์จ านวน 150 สาร ท่ีสกัดด้วยตัว
ท าละลายอินทรีย์ 3 ชนิด คือ เอทานอล เอททิลอะซิเตท 
และ เฮกเซน โดยใช้กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) เป็น
สารมาตรฐาน ในการทดสอบเบื้องต้นท่ีระดับความเข้มข้น 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
สกัดด้วยเอทิลอะซิเตท (BE) ของราเอนโดไฟต์ ไอโซเลต 
EFN 022 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุด มีค่าเท่ากับ 80 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนสารสกัดเอทานอล (CE) และเฮกเซน (CH) 
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ไม่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ขณะท่ีกรดแอสคอร์บิกให้ค่าการ
ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดท้ัง 3 กลุ่ม คิดเป็น 93.01 
เปอร์เซ็นต์ จากน้ันหาค่าความเข้มข้นท่ีมีประสิทธิภาพใน
การต้านอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) พบว่าสารสกัดเอทา
นอล และกรดแอสคอร์บิกมี ค่า IC50 เท่ากับ 0.75 และ 
0.005 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (Table 2) 

 
Table 1 MIC, MBC and MFC of extracts from 
endophytic fungi ( isolate EFN016) against pathogenic 
microorganisms  
 

Extracts 
MIC/MBC or MFC values (µg/ml) 

SA MRSA CA28 CA12 
BE  500/ 

250 
500/ 
>500 

500/ 
>500 

500/ 
>500 

CE 31.25/ 
125 

250/ 
500 

500/ 
>500 

500/ 
>500 

CH 500/ 
>500 

500/ 
>500 

500/ 
>500 

500/ 
>500 

Positive 
control 

    

Vancomycin 1/2 1/2   

Amphotericin B   0.5/1 0.5/1 
BE = Broth ethyl acetate, CE = Cell ethanol, CH = Cell hexane, SA 
= Staphylococcus aureus ATCC25923, MRSA = methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus SK1, CA28 =  Candida albicans 
ATCC90028, CA12 = Cryptococcus neoformans ATCC90112     
 
Table 2 Antioxidant activity of extracts from 
endophytic fungi (isolate EFN 022)  
 
Extracts 

Antioxidant activity 
% Inhibition IC50  

(mg/ml) 
BE 80 0.75 

CE - - 

CH - - 

Positive control   

Ascorbic acid 93.1 0.005 

 
จากการแยกราเอนโดไฟต์จากบัวเผื่อนท่ีเก็บในพื้นท่ี

ของจังหวัดพัทลุง พบว่าราเอนโดไฟต์กระจายอยู่ในส่วน  
ต่าง ๆ ของบัวเผื่อนท้ังกลีบดอกและใบ สามารถแยกราเอน
โดไฟต์ได้มากท่ีสุดจากส่วนใบ (isolation rate เท่ากับ 

0.2 4 ) แ ล ะก ลี บ ดอ ก  ( isolation rate เท่ ากั บ  0.1 6 ) 
ตามล าดับ การกระจายของราเอนโดไฟต์ในส่วนต่าง ๆ ของ
พืช อาจมาจากหลายปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องด้วยกัน เช่น สถานท่ี
เก็บตัวอย่าง อุณหภูมิ อายุของพืช ฤดูกาล และสารอาหารท่ี
มีอยู่ในแต่ละส่วนของพืช [14] ความสัมพันธ์ของราเอนโด
ไฟต์กับพืชเจ้าบ้านค่อนข้างมีความซับซ้อน ในช่วงหน่ึงของ
วงจรชีวิตของราท่ีอาศัยในเน้ือเยื่อพืช ราอาจอาศัยกับพืช
โดยมีความสัมพันธ์แบบพึ่งพาอาศัยกัน แต่ในบางช่วงของ
วงจรชีวิต ราอาจเป็นราก่อโรคพืชได้ ท้ังน้ีขึ้นกับปัจจัยของ
สภาพแวดล้อมภายนอก พืช และราเอนโดไฟต์ แต่อย่างไรก็
ตามจากความหมายของราเอนโดไฟต์ ท าให้เข้าใจได้ว่า
รูปแบบความสัมพันธ์ของราเอนโดไฟต์และพืชต่างอยู่ร่วมกัน
ในรูปแบบความสัมพันธ์ท่ีต่างฝ่ายต่างได้ประโยชน์ โดยพืชท่ี
มีราเอนโดไฟต์อาศัยอยู่ภายในเน้ือเยื่อพืช พบว่าสามารถ
ส่งเสริมให้พืชสามารถทนต่อแมลงและจุลินทรีย์ก่อโรคพืชได้
ดี เน่ืองจากราเอนโดไฟต์สามารถผลิตสารเมแทบอไลต์
ภายในพืชได้หลายชนิดซ่ึงสามารถยับยั้งหรือช่วยป้องกันพืช
จากแมลงและจุลินทรีย์ก่อโรคพืชได้ นอกจากนี้ยังพบว่าพืชท่ี
มีราเอนโดไฟต์อยู่ สามารถท าให้พืชทนต่อความร้อนและ
ความแห้งแล้งได้อีกด้วย [15] อัตราการแยกเชื้อ (isolation 
rate) ของราเอนโดไฟต์จากบัวเผื่อน พบว่ามีค่า isolation 
rate เท่ากับ 0.4 ใกล้เคียงกับ isolation rate จากพืชบก 
แต่หากเปรียบเทียบ isolation rate กับกลุ่มพืชน้ า เช่น 
หญ้าทะเล พบว่า isolation rate ของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้
จากหญ้าทะเลมีค่าเท่ากับ 0.03 ซ่ึงต่ ากว่า isolation rate 
จากบัวเผื่อน อาจเป็นไปได้ว่าเน่ืองจากหลายปัจจัยด้วยกัน 
ท้ังลักษณะทางภายภาพ และชีวภาพของสถานท่ีเก็บ
ตัวอย่าง และสารอาหารของพื ช ท่ีต่ างกัน  [11], [12]  
ราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ในการศึกษาน้ี สามารถจัดจ าแนกโดย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้  3 จี นัส คือ Nigrospora, 
Curvularia แ ละ  Pestalotiopsis ซ่ึ งจั ด เป็ น  common 
genus ท่ีพบเป็นราเอนโดไฟต์ในพืช [16], [17] แต่อย่างไรก็
ตาม ในการศึกษาน้ีใช้เพียงลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการ
จัดจ าแนกราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ โดยพบว่าราส่วนใหญ่ไม่
สร้างโครงสร้างสืบพันธุ์ โดยรากลุ่มน้ีควรจัดจ าแนกโดยใช้วิธี
ทางชีวโมเลกุลต่อไป นอกจากน้ีสารสะลายท่ีใช้ท าความ
สะอาดผิวตัวอย่างก็มีผลต่ออัตราการแยกเชื้อได้เช่นกัน 
เนื่องจากพืชแต่ละชนิดมีลักษณะทางสรีระวิทยาแตกต่างกัน 
ในการศึกษาน้ีใช้ความเข้มข้นของชุดสารละลายและเวลา 
ดังน้ี 10 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล เวลา 3 นาที, 3 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ เวลา 1 นาที และ 10 เปอร์เซ็นต์ เอ
ทานอล เวลา 3 นาที และล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้ อ 
อ้างอิงตามงานวิจัยของ Supaphon และคณะ [17] ศึกษา
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ราเอนโดไฟต์จากหญ้าทะเลท่ีเป็นพืชน้ า เน่ืองจากพบว่าพืช
น้ าเหล่าน้ีมีลักษณะทางสรีระของใบและล าต้นท่ีอวบน้ าและ
บางกว่าพืชบก โดยการแยกราเอนโดไฟต์จากพืชบก ใช้ชุด
ความเข้มข้นท่ีสูงและเวลาในการฆ่าเชื้อผิวใบนานกว่าชุดของ
สารละลายในพืชน้ า ดังน้ี 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล เวลา  
30 วินาที, 5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมไฮโปคลอไรท์ เวลา 5 นาที,  
95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล เวลา 30 วินาที และล้างในน้ ากลั่น
ปราศจาก เชื้ อ  จ ากก าร ศึกษ าก่ อนห น้ า น้ี  ผู้ วิ จั ย ได้
เปรียบเทียบและอัตราการแยกราเอนโดไฟ ต์จากชุด
สารละลายท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ และเวลาในการฆ่าเชื้อท่ี
ต่างกัน พบว่าหากเลือกใช้สารละลายในการฆ่าเชื้อผิวใบไม่
เหมาะกับลักษณะของพืชอาจมีผลต่อจ านวนไอโซเลตของรา
เอนโดไฟต์และอัตราการแยกราเอนโดไฟต์จากพืชน้ัน ๆ ได้  

เนื่องจากปัญหาการดื้อยาปฏิชีวนะของจุลินทรีย์ก่อ
โรคมีเพิ่มมากขึ้น และยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการรักษายังมี
ผลข้างเคียงต่อผู้ป่วย เช่น เป็นอันตรายต่อไต เป็นผื่น และ
กระเพาะอาหารเป็นแผล เป็นต้น [5], [15] รวมท้ังปัญหา
ความเครียดและส่งผลต่อปริมาณของอนุมูลอิสระในร่างกาย 
ซ่ึงอาจส่งผลให้เกิดโรคอื่น ๆ ตามมา มีรายงานการศึกษารา
เอนโดไฟต์จากกลุ่มพืชน้ าและพบว่าสารสกัดจากราเอนโด
ไฟต์ท่ีแยกได้จากพืชน้ ามีศักยภาพในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อ
โรคและต้านอนุมูลอิสระได้ดี นอกจากนี้รายงานการศึกษารา
เอนโดไฟต์จากพืชน้ ายังไม่แพร่หลายมากนักเมื่อเทียบกับพืช
บก [14], [17], [18], [19] การศึกษาน้ีจึงมุ่งเน้นศึกษาราเอน
โดไฟต์จากพืชน้ า คือ บัวเผื่อน เน่ืองจากเป็นทรัพยากรใน
ท้องถิ่นและยังไม่มีรายงานการศึกษาศักยภาพของราเอนโด
ไฟต์จากบัวเผื่อนในภาคใต้มาก่อน บัวเผื่อนเป็นพืชน้ าท่ีมี
สรรพคุณทางยาท้ังต้านการอักเสบ รักษาเบาหวาน และ
กระเพาะปัสสาวะอักเสบเป็นต้น โดยพบสารพฤกษเคมีเป็น
องค์ประกอบหลากหลายกลุ่มท้ังในส่วนใบ ล าต้น ดอก และ
ราก ได้แก่ อัลคาลอยด์ และฟลาโวนอยด์ โดยสารสกัดจาก
ดอกมีฤทธิ์ ในการยับยั้ งจุลินทรีย์  Bacillus cereus, P. 
aeruginosa และ S. aureus และต้านมะเร็ง [20], [21], 
[22] จากรายงานการวิจัยข้างต้นเห็นได้ว่าบัวเผื่อนมีสรรคุณ
ทางยาท่ีน่าสนใจ แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษาโดยการสกัด
สารจากพืชอาจต้องใช้พืชจ านวนมาก จึงเป็นการท าลาย
ทรัพยากรธรรมชาติทางอ้อม ดังน้ันจากการค้นพบราท่ีอาศัย
อยู่ภายในเน้ือเยื่อของพืช หรือท่ีเรียกว่าราเอนโดไฟต์ โดย
พบว่าราเอนโดไฟต์ในพืชสามารถผลิตสารส าคัญท่ีมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพได้เหมือนพืชเจ้าบ้าน โดยการค้นพบท่ีส าคัญ คือ  
การค้นพบสารเมแทบอไลต์จากราเอนโดไฟต์ท่ีอาศัยในพืช 
pacific yew (Taxus brevifolia) พบว่าราเอนโดไฟต์ท่ีแยก
ได้จากพืชชนิดน้ีสามารถผลิตสาร taxol ซ่ึงมีฤทธิ์ในการต้าน

มะเร็ง [3], [6] ต่อมาพบว่าราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากพืชอื่น
สามารถผลิตสารต้านมะเร็งชนิดน้ีได้เช่นเดียวกัน จากการ
ค้นพบดังกล่าว ราเอนโดไฟต์จึงเป็นแหล่งทางเลือกท่ีนิยม
น ามาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพต่าง ๆ ท้ังฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ 
ต้านอนุมูลอิสระ และต้านมะเร็ง เป็นต้น 

จากผลการศึกษาในงานวิจัยน้ี พบว่าราเอนโดไฟต์  
2  ไอ โซเลต  คือ  ไอ โซ เลต  EFN 016 และ  EFN 022 มี
ศักยภาพสูงสุด ในการยับยั้งจุลินทรีย์และต้านอนุมูลอิสระ 
ตามล าดับ โดยสารสกัดจากราไอโซเลต EFN 016 ซ่ึงจัด
จ าแนกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้เป็นเป็นราในจีนัส 
Nigrospora สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus 
ได้ดี ท่ีสุด (MIC 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MBC 
125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แต่สารสกัดท้ังหมดไม่มีฤทธิ์
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ อาจเน่ืองจากโครงสร้างเซลล์ของ
แบคทีเรียมีความแตกต่างกัน ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากแบคทีเรีย
แกรมลบมีเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกซ่ึงช่วยป้องกันการซึมผ่าน
และการถูกท าลายของสารสกัด [23] นอกจากน้ีพบว่าสาร
สกัดจากราเอนโดไฟต์ไอโซเลต EFN 022 จัดจ าแนกได้เป็น
ราในจีนัส Pestalotiopsis  มีศักยภาพในการต้านอนุมูล
อิสระ DPPH (IC50 0.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ได้ดี ท่ีสุด 
Rajagopal และคณะ [24] ศึกษาความหลากหลายของรา
เอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากบัวเผื่อน (N. nouchli) พบราในจีนัส 
Alternaria, Aspergillus, Bipolaris, Cladosporium, 
Drechslera, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, 
Chaetomium, Curvularia, Sporormiella, 
Colletotrichum, Pestalotiopsis แ ล ะ  Nigrospora    แ ล ะ
รายงานว่าราในจีนัส Chaetomium, Curvularia, Nigrospora 
และ Pestalotiopsis มีความหลากหลายของสารพฤกษเคมี
สูงท่ีสุด พบสารในกลุ่มอัลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ ไดเทอร์พี
นอยด์ และฟีนอล ซ่ึงสารส าคัญท่ีรายงานเหล่าน้ีมีฤทธิ์ยับยั้ง
จุลินทรีย์และต้านอนุมูลอิสระได้ดี นอกจากน้ีราเอนโดไฟต์
ในจีนัส Nigrospora และ Pestalotiopsis เป็นราเอนโด
ไฟต์ท่ีพบได้บ่อยในพืชหลากหลายสปีชีส์ท้ังในพืชบกและพืช
น้ า [25] สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ukwatta และคณะ 
[26] พบว่าราเอนโดไฟต์ในจีนัส Nigrospora ซ่ึงแยกได้จาก
พืชป่าชายเลน (Bruguiera gymnorrhyza) โดยราเอนโด
ไฟต์ ท่ีพบ คือ Nigrospora sphaerica นอกจากน้ีพบว่า
ราสปี ชี ส์ น้ี ส ามารถผลิ ตสาร  Nigronapthaphenyl ซ่ึ ง
สามารถยับยั้ ง S. aureus ATCC43300 โดยให้ ค่า MIC 
เท่ากับ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และจากรายงานการวิจัย
ของ Dissanayake และคณะ [27] ท่ีศึกษาศักยภาพของ 
ราเอนโดไฟต์ท่ีแยกจาก N. nouchli ในประเทศศรีลังกา 
พบว่าราเอนโดไฟต์ Chaetomium globosum มีศักยภาพ
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สู งสุดในการยับยั้ งจุ ลินทรีย์ทดสอบ โดยราผลิตสาร 
chaetoglobosin A และ C ซ่ึง chaetoglobosin A ยับยั้ง 
S. aureus ATCC43300 ให้ค่า MIC เท่ากับ 32 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร จากรายงานก่อนหน้าน้ีและจากผลการศึกษาใน
งานวิจัยน้ี เห็นได้ชัดว่าราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากบัวเผื่อนมี
ศักยภาพในการยับยั้ ง S. aureus แต่อย่างไรก็ตาม ใน
งานวิจั ย น้ี ราเอนโด ไฟต์ ท่ี มี ศักยภาพ คือ  ราในจี นั ส 
Nigrospora ซ่ึงสามารถยับยั้ง S. aureus ได้ใกล้เคียงกับ 
ราเอนโดไฟต์ C. globosum ท่ีแยกจากบัวเผื่อนในประเทศ
ศรีลังกา แต่ราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้เป็นราต่างจีนัสกัน รวมท้ัง
สายพันธุ์ของ S. aureus ท่ีใช้ในการทดสอบแตกต่างกันจึง
ไม่สามารถเปรียบเทียบศักยภาพในการยับยั้งจุลินทรีย์ของ
สารสกัดจากราเอนโดไฟต์ในงานวิจัยน้ีกับงานวิจัยท่ีผ่านมา
ได้ และส าหรับศักยภาพของราเอนโดไฟต์ในการต้านอนุมูล
อิสระ DPPH ในการศึกษาน้ีพบว่าราเอนโดไฟต์  จี นัส 
Pestalotiopsis มีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีท่ีสุด 
(IC50 0.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ซ่ึงสอดคล้องกับรายงาน
การวิจัยก่อนหน้าน้ีของ Tejesvi และคณะ [28] พบว่า 
ราเอนโดไฟต์  Pestalotiopsis ท่ี แยกจากพื ชสมุน ไพร 
สามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยให้ค่า IC50 ในช่วง 14-
27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีมีรายงานพบว่าราเอน
โดไฟต์หลายจีนัสท่ีแยกจากบัวหลวง (Nelumbo nucifera) 
มีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดี ได้แก่ ราใน
จี นั ส  Curvularia, Fusarium แ ละ  Penicillium ซ่ึ งสาร
สกัดท่ีมีศักยภาพสูงสุดในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH คือ 
สารสกัดจากเส้นใยของราเอนโดไฟต์ท่ีสกัดด้วยเมทานอลให้
ค่า IC50 ในช่วง 0.02-0.65 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร [28] จาก
การตรวจหาสารพฤกษเคมีจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพส่วน
ใหญ่  พบว่าสารท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระส่วนใหญ่  คือ 
สารประกอบฟีนอลลิก ฟลาโวนอยด์ แอนโธไซยานิน และ 
แคโรทีนอยด์ เป็นต้น ซ่ึงสารเหล่าน้ีมีบทบาทส าคัญในการ
ดักจับอนุมูลอิสระไม่ให้ไปกระตุ้นหรือก่อให้เกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันได้ [29] จากผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์
และต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากราเอนโดไฟต์ใน
งานวิจัยน้ีกับงานวิจัยก่อนหน้าน้ี อาจไม่สามารถเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพดังกล่าวได้ 
เน่ืองจากมีปัจจัยอื่นท่ีอาจส่งผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพของ 
ราเอนโดไฟต์และสารสกัดจากราเอนโดไฟต์ เช่น แหล่งของ
พืช ฤดูกาล องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเราเอนโดไฟต์ รวม
ท้ังตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีใช้ในการสกัดหรือวิธีในการสกัด 
เป็นต้น โดยปัจจัยเหล่าน้ีเกี่ยวข้องกับศักยภาพของสารออก
ฤทธ์ิดังกล่าว [30], [31] 

 

4. บทสรุป  
จากการศึกษาศักยภาพของสารสกัดจากราเอนโด

ไฟต์ (Nigrospora sp.) ท่ีแยกได้จากบัวเผื่อนในการยับยั้ง
จุลินทรีย์และต้านอนุมูลอิสระ พบว่าสารสกัดมีศักยภาพใน
การยับยั้งจุลินทรีย์ได้ดีโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก  
(S. aureus) ให้ ค่ า  MIC เท่ ากั บ  31.25 ไม โครกรัมต่ อ
มิลลิลิตร MBC เท่ากับ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะท่ี
ยาปฏิชีวนะมาตรฐาน (vancomycin) ให้ค่า MIC เท่ากับ 1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร MBC เท่ากับ 2 ไมโครกรัมต่อ
มิ ล ลิ ลิ ต ร  น อ ก จ าก น้ี ส า ร ส กั ด จ าก ร า เอ น โด ไฟ ต์ 
(Pestalotiopsis sp.) ยั งมีฤทธิ์ ในการต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ได้ดี ให้ค่า IC50 0.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะท่ี
กรดแอสคอร์บิก ให้ค่า IC50 0.005 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัด อาจยังไม่สามารถน ามา
เปรียบเทียบผลการทดสอบกับสารบริสุทธิ์ท่ีเป็นชุดควบคุม
เชิงบวกได้ เน่ืองจากสารสกัดท่ีทดสอบเป็นสารสกัดหยาบ 
แต่อย่างไรก็ตามเห็นได้ว่าสารสกัดจากราเอนโดไฟต์มีฤทธิ์
ทางชีวภาพท่ีหลากหลาย ท้ังสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค
และสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดี ท่ีระดับความเข้มข้นท่ี
ทดสอบ จึงอาจใช้เป็นแหล่งทางเลือกเพื่อน าไปศึกษาฤทธิ์
ทางชีวภาพอื่น ๆ ในอนาคต 
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