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บทคัดย่อ 
 

การวิจัยนี้เป็นการศึกษาคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการเป็นสารต้านแบคทีเรียก่อ
โรคในสัตว์น้้าและคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ และกลุ่มสารทุติยภูมิจาก
เห็ดแครงในตัวท้าละลายอินทรีย์ที่แตกต่างกัน รวมทั้งการประยุกต์ใช้สารสกัดจากเห็ดแครงเหลือทิ้งต่อ
การต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชั่นในการเพาะเลี้ยงปลาเศรษฐกิจ ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า
สารสกัดจากเห็ดแครงที่ได้ด้วยตัวท้าลายต่าง ๆ กัน ประกอบด้วยเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน,เอทิลอะซีเตท, 
2-บิวทานอล, เอทิลแอลกอฮอล์, เมทานอลและน้้าและแยกสารทุติยภูมิด้วยวิธี TLC, HPLC, VLC และ 
GC-MS มีสารที่เหมือนกันที่พบอยู่ในชั้นตัวท้าละลายที่ต่างกันหลายชนิด เช่น กรดไขมัน โปรตีน แทนนิน 
เป็นต้น สามารถบ่งบอกได้ว่า ตัวท้าละลาย ที่มีข้ัวใกล้เคียงกัน สามารถใช้สกัดสารจากเห็ดแครงได้ โดยที่
ให้ผลการสกัดเหมือนกัน เช่น water กับ methanol หรือ ethanol กับ 2-butanol หรือ hexane กับ 
dichloromethaneเมื่อน้าสารสกัดการทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ2 ด้านคือการยับยั้ งเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรคในสัตว์น้้า 2 ชนิดคือ Aeromonas hydrophilaและ Streptococcu agalactiae
พบว่าสารสกัดหยาบ รวมถึงสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ หรือสารสกัดบริสุทธิ์จากการท้าละลายด้วยตัวท้าละลาย
ทั้ง 7 ชนิด ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 2 ชนิดได้ แสดงให้เห็นว่าเห็ดแครงไม่มี
คุณสมบัติในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรคแต่สารสกัดหยาบเห็ดแครงมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ
โดยเห็ดแครงที่สกัดด้วยเมทานอลมีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระสูงที่สุดแต่ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับคือเห็ดแครงที่สกัดด้วย 2-บิวทานอล รองลงมาคือเห็ดแครงที่สกัดด้วยได
คลอโรมีเทน เฮกเซน และน้้า ในขณะที่เห็ดแครงที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตท และเอทิลแอลกอฮอล์มี
ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระต่้าที่สุดเมื่อน้าสารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายต่างชนิด
ประกอบด้วย สารสกัดเมทานอล 2-บิวทานอล ไดคลอโรมีเทน และน้้า ผสมในอาหารเพ่ือศึกษาผลต่อ
การต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชันในอาหารปลาที่ระดับ 0.5% เปรียบเทียบกับปลาที่ได้รับอาหาร
ชุดควบคุม และอาหารทางการค้า รวมทั้งอาหารที่มีส่วนผสมของเห็ดแครงป่นที่ระดับ 1% ท้าการทดลอง
ในปลาดุก เป็นระยะเวลา 2 เดือน พบว่าปลาที่ได้รับสารสกัดเห็ดแครงด้วยเมทานอล มีผลลดการเกิด
ลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่น แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับปลาที่ได้รับสารสกัดจากเห็ดแครงที่สกัด
ด้วยบิวทานอล และไดคลอโรมีเทน นอกจากนั้นยังมีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์คะตะเลส โดยปลาที่ได้รับ
อาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยไดคลอโรมีเทน และน้้ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์คะตะเลสสูงสุด แต่ไม่มีผล
ต่อค่ากิจกรรมอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ การศึกษาในครั้งนี้ แสดงให้เห็นถึง
ศักยภาพของสารสกัดจากเห็ดแครงที่สามารถใช้เป็นสารป้องกันความเครียดแบบออกซิเดชันในการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้้าได้ อันจะเพ่ิมมูลค่าของวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตรกรได้ 
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Abstract 

This research was to investigate the biological activity against bacterial pathogen 
that causes important disease in fish culture and antioxidant activity of crude extract and 
secondary metabolites from split mushroom (Schizophyllum commune) extracted with 
different organic solvent. In addition, the utilization of crude split mushroom by-product 
extract for oxidative defense in economic fish culture was also studied. The results found 
that most fraction of the extract of split mushroom with different organic solvent 
(different polarity): hexane, dichloromethane, ethyl acetate, 2-butanol, ethanol, 
methanol and water followed by the secondary metabolite extraction by TLC, HPLC, VLC 
and GC-MS contained fatty acid, protein and tannin. This result indicated that the solvent 
having the similar polarity gave the same group of substance for example water similar 
to methanol, ethanol similar to 2-butanol and hexane similar to dichloromethane.  The 
extracts and secondary metabolite fraction were then examined the biological activity 
against bacterial pathogen that causes important disease in fish culture; Aeromonas 
hydrophilaandStreptococcus agalactiae and antioxidant activity. We found that all 
extracts and secondary metabolite fraction could not inhibit the growth of both 
pathogenic bacteria while, we found the antioxidant properties of split mushroom 
extracted. The antioxidant activity of split mushroom extracted with different solvent 
were significant (p<0.05). Split mushroom extracted with methanol showed the highest 
activity to radical scavenging activity with not significantly different to 2-butanol 
extraction followed by dichloromethane hexane and water. While ethylacetate and 
alcohol showed the lowest activity.  The in vivo testwas studied by feeding the catfish 
with the diet supplemented with split mushroom by-product extracted by methanol, 2-
butanol, dichloromethane and water at 0.5% compared to control and commercial diet 
fed group including native split mushroom meal diet at 1% for 2 months. Growth 
performance, survival rate and oxidative defense ability (lipid peroxidation, catalase 
activity, lysozyme activity, alkaline phosphatase activity) was analyzed at the end of 
experiment.The result found that growth performance and survival rate was not 
significantly different among the treatment (p>0.05). Fish fed split mushroom extracted 
with methanol decreased level of lipid peroxidation in liver which no significantly 
different to those fish fed split mushroom extracted with 2-butanol and 
dichloromethane. Inaddition, fish fed diet supplemented with split mushroom extracted 
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with dichloromethane and water showed the high level of catalase activity. However, the 
activity of lysozyme and alkaline phosphatase activity was not influenced by the 
treatment. This research reveals the efficiency of split mushroom by product extracted 
by methanol, 2-butanol or dichloromethane could be used as feed additive to increase 
the ability to oxidative defense that can be beneficial applied in aquacultureand 
increases the value of agricultural waste.  

Keywords : Split gill mushroom, Crude extract of split gill mushroom,  Anti-bacterial, 
Antioxidant activity,  Oxidative defense, Economic fish 
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บทที่ 1  
บทน้า 

1.1 ที่มาและความส้าคัญของงานวิจัย 
เห็ดเป็นอาหารพ้ืนบ้านที่มีคุณค่าทางโภชนาการมีคาร์โบไฮเดรต โปรตีน เส้นใย เกลือแร่สูง 

สามารถผลิตสารกลุ่ม polysaccharide ที่ละลายน้้าได้ ได้แก่ schizophyllan (Reyes et al., 2007) 
นอกจากนี้ยังมีสารทุติยภูมิที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น สารต้านอนุมูลอิสระ สารยั บยั้งแบคทีเรีย 
เชื้อรา และไวรัส สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน รวมถึงการยับยั้งเซลล์มะเร็ง(นฤมล, 2557 ; Mirfatet al., 2010; 
Teoh& Mat Don, 2013; Mirfatet al., 2014; Naz, 2014) 

เห็ดแครงหรือเห็ดตีนตุ๊กแก เป็นเห็ดที่ขึ้นอยู่ทั่วโลกและพบได้ตลอดปีในช่วงที่มีความชื้นพอ พบ
ขึ้นอยู่กับวัสดุหลายชนิดเช่น ท่อนไม้ กิ่งไม้ ใบไม้ ใบหญ้า ในภาคใต้ของไทยพบมากบนท่อนไม้ยางพารา 
เห็ดแครงเป็นเห็ดที่สามารถเพาะได้ง่ายและรวดเร็ว ใช้วัสดุเพาะที่มีความหลากหลาย สามารถเก็บรักษาเห็ด
สดได้ทนนาน โดยคงรูป คงรส และกลิ่น ท้าแห้งเก็บได้นานไม่เน่าเสีย อีกทั้งมีราคาสูงมากเมื่อเทียบกับเห็ด
นางรม นางฟ้า เห็ดฟางที่มีขายในท้องตลาด ราคาจ้าหน่ายดอกสด กิโลกรัมละ 80-150 บาท เห็ดแห้ง
กิโลกรัมละ 400-500 บาท  

ในการเพาะเห็ดแครงโดยใช้สูตรขี้เลื่อยไม้ยางพารา 100 กิโลกรัม ร้าละเอียด 50 กิโลกรัม ภูไมซ2์ 
กิโลกรัม ดีเกลือ 0.2 กิโลกรัม น้้า 80 ลิตร จะได้ก้อนเชื้อเห็ดแครง จ้านวน 385 ถุง (ถุงละ 600 กรัม) ซึ่ง
เมื่อคิดค่าใช้จ่ายแล้ว มีต้นทุนในการผลิตอยู่ที่ประมาณ 3.50 – 8.00 บาท และจะให้ผลผลิตต่อถุงเฉลี่ย
ประมาณ 100 กรัม (กาญจณี, 2556; ชัยสิทธิ์: ติดต่อด้วยวาจา) 

จากการที่ต้นทุนในการผลิตเห็ดแครงที่ค่อนข้างต่้า และผลผลิตที่ได้ในปริมาณสูง รวมถึงมี
คุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพมากมาย จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน้ามาประยุกต์ใช้ในวงการเพาะเลี้ยง
สัตว์น้้า ซึ่งจะเป็นแนวทางในการใช้ประโยชน์จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติในการป้องกัน รักษาโรคสัตว์น้้า 
รวมถึงเป็นสารเสริมสุขภาพสัตว์น้้าที่มีราคาถูก เพ่ือหลีกเลี่ยงการใช้ในการยาหรือสารเคมีสังเคราะห์ ซึ่ง
สอดคล้องกับการผลิตอาหารปลอดภัย และเป็นการใช้ผลผลิตทางการเกษตรอ่ืน ๆ ให้เกิดประโยชน์ร่วมกัน 
อย่างไรก็ดีแม้ว่าการศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารทุติยภูมิในเห็ดแครงจะได้รับการศึกษามากมาย 
แต่การศึกษาในโรคสัตว์น้้า โดยเฉพาะอย่างยิ่งการศึกษาในการคุ้มโรคต่อแบคทีเรียก่อโรคในสัตว์น้้า รวมถึง
การมีคุณสมบัติในการต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชั่นยังมีอยู่น้อย คณะผู้วิจัยจึงท้าการศึกษาใน
งานวิจัยครั้งนี้ 

 

1.2 วัตถุประสงค์งานวิจัย 

 
 1. ศึกษาองค์ประกอบของกลุ่มสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง ในตัวท้าละลายอินทรีย์ที่แตกต่างกัน 
 2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ คือการเป็นสารต้านแบคทีเรียก่อโรคในสัตว์น้้า 
 3. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และคุณสมบัติการเป็นสารต้านมะเร็ง  
 4. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากเห็ดแครงเหลือทิ้งต่อการต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชั่น  
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1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ในการศึกษา จะเลือกใช้ตัวท้าละลายอินทรีย์ต่าง ๆ ในการสกัดสารทุติยภูมิจากเห็ดแครงที่ได้จาก

วัสดุเพาะทั่วไป สารสกัดที่ได้จะน้าไปแยกกลุ่มสาร และท้าการวิเคราะห์ตามกรรมวิธีทางเคมี เช่น 
partition, TLC, HPLC เป็นต้น  

สารสกัดหยาบ พร้อมทั้งสารกึ่งบริสุทธิ์ที่เป็น major components ที่ได้จากข้ันตอนแรก จะน้าไป
ทดสอบคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้านต่าง ๆ เช่น การเป็นสารต้านแบคทีเรีย สารต้านเชื้อรา 
ต้านมะเร็ง ความสามารถในความคุ้มโรค และการกระตุ้นให้เกิดภูมิคุ้มกันในปลาเศรษฐกิจ ซึ่งจะน้าไปสู่
ข้อสรุปในการใช้ประโยชน์จากสารทุติยภูมิของเห็ดแครงในกระบวนการผลิตสัตว์น้้าเศรษฐกิจที่มีคุณภาพ
ต่อไป 

1.4 หลักการ ทฤษฎี สมมุติฐานและกรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 
 เนื่องจากเห็ดแครงเป็นเห็ดชนิดหนึ่งที่มีประโยชน์มาก เป็นที่ต้องการของตลาด ทั้งในสภาพเห็ดสด
และแห้ง และมีรายงานในต่างประเทศมากมายที่ระบุว่าเห็ดชนิดนี้มีสารทุติยภูมิ ที่มีความสามารถในการ
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้มากมาย แม้จะมีราคาจ้าหน่ายที่ค่อนข้างสูง (400 – 500 บาท / กิโลกรัมน้าหนัก
แห้ง) หากแต่ต้นทุนการผลิตที่ค่อนข้างต่้า (3.50 – 8 บาท / ถุง (600 กรัม)) เพ่ือหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมี
สังเคราะห์ในการป้องกันรักษา ซึ่งน้าไปสู่การเสี่ยงต่อการปนเปื้อนในสัตว์น้้า จึงมีความเป็นไปได้ที่จะ
น้ามาใช้ในกิจการทางด้านการเพาะ เลี้ยงสัตว์น้้า การใช้สารทุติยภูมิในรูปสารสกัดหยาบหรือสารสกัดกึ่ง
บริสุทธิ์จากเห็ดแครง นอกจากจะเป็นอีกทาง เลือกในการใช้ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ เพ่ือทดแทนสารเค มี
สังเคราะห์แล้ว ยังเป็นการประยุกต์ใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์ท้องถิ่นราคาถูกในการทดแทนการน้าเข้า
สารเคมี และลดต้นทุนการผลิตสัตว์น้้าเป็นอย่างดี 

 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
1. ทราบถึงองค์ประกอบทางเคมีขั้นพ้ืนฐานของสารสกัดหยาบ และสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ซึ่งเป็นสาร

ทุติยภูมิที่เห็ดแครงสร้างขึ้น ภายใต้เงื่อนไขของชนิดของตัวท้าละลายที่ต่างกัน  
2. ทราบถึงประสิทธิภาพของสารทุติยภูมิที่เห็ดแครงสร้างขึ้นต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในด้านต่าง 

ๆ 
3. ทราบถึงประสิทธิภาพในความคุ้มโรคติดเชื้อในปลาเศรษฐกิจ เพ่ือเป็นทางเลือกในการหลีกเลี่ยง

การใช้สารเคมีต่าง ๆ เพื่อลดการน้าเข้า และลดการปนเปื้อนในอาหารมนุษย์ 
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บทที่ 2 ตรวจเอกสาร 
 

ประโยชน์จากเห็ดแครง 

เนื่องจากเห็ดแครงเป็นเห็ดที่มีแร่ธาตุอาหารต่าง ๆ เป็นอาหารบ้ารุงร่างกายท้าให้สุขภาพดี อีกท้ังมี
สาร schizophyllan ที่มีสรรพคุณในด้านการรักษาโรคต่าง ๆ มากมาย เห็ดแครงสามารถปรุงอาหารได้
หลายชนิด ในประเทศจีนมีการแนะน้าให้คนไข้ที่เป็นโรคระดูขาว รับประทานเห็ดแครงที่ ปรุงกับไข่เพ่ือ
รักษาโรค และรับประทานร่วมกับใบชาโดยต้มเห็ดแครง 9 – 16 กรัม กับน้้ากินวันละประมาณ 3 ครั้ง ใช้
เป็นอาหารบ้ารุงร่างกาย ในประเทศญี่ปุ่นใช้เป็นยาเนื่องจาก พบสารประกอบที่ส้าคัญคือว่า schizophyllan 
(1,3 B-glucan: polysaccharidae) ซึ่งมีคุณสมบัติในการต่อต้านเชื้อไวรัส และยับยั้งเซลมะเร็งชนิด 
Sarcoma 180 และ Sarcoma 37 โดยทดลองใน หนูขาวยับยั้งได้ร้อยละ 70 – 100เห็ดแครงทีคุณค่าทาง
โภชนาการสูง จากการศึกษาพบว่าเห็ดแครง 100 กรัม ให้ โปรตีน 17.0 กรัม ไขมัน 0.5 กรัม แคลเซียม 90 
มิลลิกรัม ธาตุเหล็ก 280 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 640 มิลลิกรัม (สถาบันการแพทย์แผนไทย,2542)เห็ดแครงมี
อนุกรมวิธานดังนี้ 

ชื่อไทย : เห็ดแครง, เห็ดตีนตุ๊กแก เห็ดจิก เห็ดยาง   

ชื่อวิทยาศาสตร์: Schizophyllum commune Fr. 

ชื่อสามัญอังกฤษ :  Split Gill Fungus 

Division : Basidiomycota 

Class : Basidiomycetes 

Order : Agaricales 

Family : Schizophyllaceae 

Genus : Schizophyllum 

Species : commune 

 

สารทุติยภูมิในเห็ดแครงและการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Basidiomycota&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Basidiomycetes&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Agaricales&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Schizophyllaceae&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Schizophyllum&action=edit&redlink=1
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 การวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารทุติยภูมิจากเห็ดแครงมีอย่าง
แพร่หลาย ได้แก่ ความสามารถในการต้านเชื้อแบคทีเรีย โดยจากการศึกษาของ Joel and Bhimba 
(2013) พบว่าสารทุติยภูมิซึ่งเห็ดแครงที่แทรกอยู่ที่ใบของต้นแสมด้า (Avicenia officialnalis) สามารถ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Vibrio cholerae, Micrococcusluteus และStaphylococcus aureusทั้งนี้ตัวท้า
ละลายที่เลือกใช้คือ ethyl acetate ขณะที่ Mirfat et al. (2014) พบว่า สารทุติยภูมิที่ได้จากเห็ดแครง 
จะให้ผลในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบรวม 14 ชนิด โดยเมื่อเปรียบเทียบสารที่ได้
จากตัวท้าละลายอินทรีย์ที่ต่าง กัน พบว่าสารสกัดที่ได้จาก dichloromethane ได้ผลดีกว่า methanol, 
ethyl acetate และน้้า 

 ในด้านการออกฤทธิ์การต้านเชื้อรา Teoh and Mat Don (2013) ได้ศึกษาความเข้มข้นของ
สารสกัดหยาบจากเห็ดแครง ในตัวท้าละลาย 3 ชนิด คือ น้้า , ethanol และ ethanol ต่อเชื้อราที่ย่อย
เนื้อไม้ จ้านวน 6    สกุล 10 ชนิด โดยหาค่า MIC พบว่าสารสกัดที่ได้จากตัวท้าละลายทั้ง 3 ชนิด ให้ผล
ในการยับยั้งเชื้อราได้เพียง 2 ชนิด ได้แก่ Microporus affinisและ M. xanthopus 

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช้สารกสกัด ß-glucan จากยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) 
และเห็ดแครงSchizophyllum commune (ผลิตภัณฑ์ส้าเร็จรูป) เพื่อใช้ประโยชน์ในการเป็นส่วนผสม
ในอาหารเพ่ือเพ่ิมการเจริญเติบโต และกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์น้้า เช่น ปลาและกุ้งทะเล ซึ่งพบว่าให้ผล
ดี (ชยพร และคณะ, Burgents et al., 2004) 

 ทั้งนี้ งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการประยุกต์ใช้ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจากเห็ดแครงในสัตว์น้้ามี
เพียงรายงานเฉพาะในส่วนของการเป็นสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันเท่านั้น และยังเป็นไปในรูปแบบผลิตภัณฑ์
ส้าเร็จรูป ภายใต้เครื่องหมายการค้า และยังขาดในส่วนของการศึกษาด้านความคุ้มโรคเมื่อได้รับเชื้อโรค
ต่าง ๆ เข้าสู่ร่างกาย การศึกษาในครั้งนี้จะเป็นการเติมเต็มในส่วนของการศึกษาในวงการเพาะเลี้ยงสัตว์
น้้า ซึ่งถือเป็นอาชีพที่สร้างรายได้หลักของประเทศชาติเช่นกัน 
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บทที่ 3 วธิีการด้าเนินการวิจัย 

3.1 การเตรียมตัวอย่างเห็ดแครง 

น้าเศษเหลือเห็ดแครงที่เหลือจากการตัดแต่งก่อนจ้าหน่าย ที่ได้จากสาขาพืชศาสตร์ คณะ
เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขตนครศรีธรรมราช ซึ่งท้าการเพาะโดยใช้
ก้อนเห็ดที่เตรียมท้าจากการใช้สูตรขี้เลื่อยไม้ยางพารา 100 กิโลกรัม ร้าละเอียด 50 กิโลกรัม ภูไมซ์ 2 
กิโลกรัม ดีเกลือ 0.2 กิโลกรัม น้้า 80 ลิตร  

น้าเห็ดแครงที่รวบรวมได้ ล้างด้วยน้้าสะอาด น้าไปอบในตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิไม่เกิน 50 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะแห้ง น้ามาหั่นให้ละเอียด เพ่ือเตรียมการสกัดตามหัวข้อต่อไป 

3.2 กระบวนการสกัดสารสกัดจากเห็ดแครง 

3.2.1 การสกัดหยาบ 

น้าเห็ดแครงอบแห้งที่เตรียมไว้ มาแช่สกัดในตัวท้าละลายจ้านวน 6 ชนิด คือ น้้า, 100% 
methanol, 95% ethyl alcohol, ethyl acetate, dichloromethane และ hexane ในอัตราส่วนน้้าหนัก
ตัวอย่าง (กิโลกรัม) ต่อปริมาตรตัวท้าละลาย (ลิตร) 1: 2 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วน้าไปกรองด้วยกระดาษ
กรอง น้ากากมาแช่ซ้้าด้วยตัวท้าลายชนิดเดิมอีกจนกว่าจะได้สารละลายสกัดใส เพ่ือให้การสกัดเกิดขึ้นอย่าง
สมบูรณ์ จากนั้นน้าสารสกัด (ของเหลว) ที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ (rotaryevaporator) 
เพ่ือให้ได้สารสกัดหยาบที่แห้งที่สุด แล้วค้านวณผลผลิตที่ได้จากการสกัดเห็ดแครงที่ได้จากสารสกัดแต่ละ
ชนิด เกบ็สารสกัดหยาบที่ได้ใส่ภาชนะปิดสนิท เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ทดสอบการออกฤทธิ์
ทางชีวภาพต่อไป  (Natarajan et al., 2005) 

3.3. การศึกษาองค์ประกอบขั้นพื้นฐานทางเคมีของสารสกัดหยาบ 

 3.3.1น้าสารสกัดหยาบในแต่ละชั้น วิเคราะห์โดยวิธีโครมาโทรกราฟีแบบเยื่อบาง Thin Layer 
Chromatography(TLC) ละลายสิ่งสกัดในแต่ละตัวท้าละลายด้วยตัวท้าละลายที่เหมาะสมประมาณ 0.5 
มิลลิกรัม: ตัวท้าละลาย 1 มิลลิลิตร ในขวดแก้วเล็ก (vial) ใช้หลอดคาปิลลารี (capillary) ดูดสารละลายสิ่ง
สกัดหยาบแต้มลงบนแผ่น TLC รอจนแห้ง น้าไปแยกแถบสารในตัวท้าละลายอินทรีย์ที่ก้าหนด (mobile 
phase) เมื่อเคลื่อนที่ตามที่ก้าหนดแล้วเอาออกจากตัวท้าละลายอินทรีย์ (mobile phase) ตั้งทิ้งไว้จนแห้ง 
จากนั้นน้าไปตรวจสอบภายใต้เครื่อง Ultraviolet (UV) (Lambomed, รุ่น UV-VIS Auto, UV-2602) ที่
ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร พ่นด้วย Anisaldehyde ลงบนแผ่น TLC แล้วน้าไปให้ความร้อน
สังเกตสีที่เกิดข้ึน เพ่ือให้ทราบกลุ่มของสารที่มีอยู่ในสิ่งสกัดหยาบ 
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 3.3.2การวิเคราะห์ด้วย High-performance liquid chromatography (HPLC) หลังจากสกัด
สารด้วยวิธีการสกัดหยาบแล้วจากนั้นน้ามาวิเคราะห์การแยกสารเคมีภายใต้ความดันของเหลวเป็นเทคนิค
การวิเคราะห์สารเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) และปริมาณ (quantitative analysis) โดยสามารถ
วิเคราะห์เพื่อบอกชนิดของสารและปริมาณของสารเบื้องต้นได้และใช้กับงานด้านต่างๆ อย่างกว้างขวาง เพ่ือ
แสดงผลออกมาเป็น chromatogram  

 3.3.3 การศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมลอิสระของสารสกัดจากเห็ดแครง 

วิธีที่น้ามาใช้ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ วิธี DPPH radical Scavenging activity, วิธ ี
Scavenging activity of ABTS radical และวิธี Metal chelating activity โดยมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

1. วิธี DPPH radical Scavenging activity  

การตรวจวิเคราะห์การยับยั้งอนุมูล DPPH•โดยดัดแปลงจากวิธีของ (Shimada et al., 1992)  เป็น
การศึกษาความสามารถในการก้าจัดอนุมูลอิสระ โดยการทดสอบด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้สารที่มีคุณสมบัติเป็น
อนุมูลอิสระในที่นี้ก็คืออนุมูลอิสระ ดีพีพีเอช (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสาร
สังเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่คงตัวมีสีม่วง ซ่ึงสามารถทดสอบได้โดยการเติมสารสกัดที่ความเข้มข้น
ต่างๆ คือ 0.0000, 0.0125, 0.0250, 0.0500 และ 0.1000 ppm ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย 
DPPH ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลติร ผสมให้เข้ากันและทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาที เมื่อ 
DPPH•ได้รับ Hydrogen atom จากสารสกัดเห็ดแครงที่ใช้ในการทดสอบ  สารละลายสีม่วงจะเปลี่ยนเป็นสี
เหลือง  ซึ่งสามารถวัดค่าดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  โดยใช้BHT เป็น standard 
control น้าค่าดูดกลืนแสงที่ได้มาค้านวณ % การยับยั้ง (% inhibition)ตามสมการดังนี้ 

 

 

 

 

เมื่อ A517control    =  ค่าการดูดกลืนแสงของตัวท้าละลายควบคุม (ตัวท้าละลาย + DPPH)  

  A517sample =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง (สารสกัด + DPPH) 

 

 

 

 

% inhibition = (A517control – A517sample) x 100 

A517control 



7 
 

 
 

 

 

2.  วิธี Scavenging activity of ABTS radical             

เป็นวิธีการวัดความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+,2,2′-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห ์ดัดแปลงตามวิธีการของ Re et 
al.,(1999) โดยการผสมสารละลาย ABTS•+ความเข้มข้น 7มิลลิโมลาร์ปริมาตร 2 มิลลิลิตรกับสาร
โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ความเข้มข้น 140 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร35.5 ไมโครลิตรในขวดสีชาตั้งทิ้ง
ไว้ในที่มืด 16 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง จะได้ Stock ABTS radical cation ที่มีสีน้้าเงินอมเขียว ก่อนน้ามาท้า
การทดลองจะต้องเจือจาง Stock ABTS radical cation ด้วยน้้ากลั่นให้ได้ค่าดูดกลืนแสง เท่ากับ 
0.70±0.05 (ต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนการใช้งาน) เติมสารสกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 0.0000, 0.0125, 
0.0250, 0.0500 และ 0.1000 ppm ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง ผสมกับสารละลายABTS•+  
0.9 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากัน ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 6 นาที เมื่ออนุมูลอิสระได้รับ Hydrogen atom จากสาร
สกัดเห็ดแครงที่ใช้ในการทดสอบ จะท้าให้สี ABTS+•จางลง  สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความ
ยาวคลื่น 734 นาโนเมตร  โดยใช้น้้ากลั่นเป็นชุดควบคุม และใช้trolox เป็น standard control น้าค่าที่ได้
ไปค้านวณหา % การยับยั้ง ตามสมการดังนี้ 

 

 

 

 

เมื่อ A734control    =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารควบคุม (ABTS+•ที่เจือจางแล้ว)  

     A734sample=  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง (สารสกัด + ABTS+•) 

 

3.วิธี Metal chelating activity 

เป็นการวิเคราะห์กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระด้วยการทดสอบความสามารถในการแย่งจับโลหะ
ไอออน ตามวิธีของ Dinis et al., (1994) โดยเตรียมตัวอย่างสารสกัดท่ีเข้มข้นต่างๆปริมาตร 0.80 มิลลิลิตร
ในหลอดทดลองและใช้น้้ากลั่นปราศจากไอออนเป็นชุดควบคุม เติมสารละลาย   เฟอร์รัสคลอไรด์ (FeCl2)  
ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร และเติมเฟอร์โรซีน(Ferrozine) ความเข้มข้น 5 มิลลิโม
ลาร์ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตรเขย่าอย่างรวดเร็ว บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เมื่อเติมสาร Ferrozine 

 

% inhibition = (A734control – A734sample) x 100 

A734control 
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ลงไป จะไปจับกับ Fe2+แล้วจะให้สีม่วง  และถ้าสารสกัดสาหร่ายมีความสามารถในการแย่งจับโลหะ Fe2+จะ
ท้าให้สีม่วงจางลง สามารถวัดค่าดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยใช้EDTA เป็น 
standard controlน้าค่าที่ได้ไปค้านวณหา % inhibition ตามสมการดังนี้ 

 

 

 

 

 

เมื่อ A562control    =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารควบคุม (น้้ากลั่นปราศจากไอออน + FeCl2+ Ferrozine)  

A562sample     = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง (สารสกัด + FeCl2+ Ferrozine) 

 

3.4การวิเคราะห์การออกฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง 
โดยส่งตัวอย่างสารสกัดไปวิเคราะห์ ณ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติเพ่ือทด

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ประกอบด้วยเซลล์มะเร็ง 5 ชนิดคือ  
 1.HepG2 :  Cytotoxicity against human hepatocarcinoma ATCC HB-8065(มะเร็งตับ) 
2. Caco2 :  Cytotoxicity against human caucasian colon adenocarcinoma  ATCC HTB-
37(มะเร็งล้าไส้ใหญ่) 
3.  KB-Oral cavity cancer : Anti-Cancer(มะเร็งช่องปาก) 
4.MCF7-breast cancer : Anti-Cancer (มะเร็งเต้านม) 
5. NCI-H187-Small cell lung cancer:Anti-Cancer (มะเร็งปอด) 
และเซลล์ไข้หวัดนก 1 ชนิด คือเซลล์ NA:  Neuraminidase inhibition assayโดยเปรียบเทียบกับ
เซลล์ปกติคือ  African green monkey kidney : Cytotoxicity against Vero cells (ไตลิง) 
 

3.5. การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรค เพื่อหา
ค่า Minimum inhibitory concentration (MIC) โดยใช้วิธี broth dilution method และ disc 
diffusion method 
3.5.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียก่อโรค 

 

% inhibition = (A562control – A562sample) x 100 

A562control 
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           เชื้อ Aeromonas hydrophilaและ streptococcus agalactiae ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคในสัตว์น้้าที่ใช้
ในการศึกษาครั้งนี้ได้รับการเอ้ือเฟ้ือจากศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์น้้ากิจการ ศุภมาตย์ ภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ มาบ่มไว้ในอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 
จากนั้นน้าไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ trypticase soy agar (TSA) บ่มไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น้าเชื้อที่
เจริญเติบโตเต็มที่แล้วมาท้าสารละลายด้วยน้้าเกลือ 0.85% ในส่วนของเชื้อ Aeromonas hydrophila และ 
Streptococcus agalactiae ให้มีมีปริมาณเซลล์แบคทีเรีย 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตรโดยการวัดค่า Optical 
density (OD) เท่ากับ 0.15 ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ก่อนน้าไป
ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบ 

 3.5.2การเตรียมสารละลายสกัดหยาบ 

            น้าสารสกัดหยาบที่เตรียมได้จากขั้นตอนที่ 2.1 มาชั่งในปริมาณ 0.1 กรัม ละลายในตัวท้าละลาย 
(ชนิดนั้นๆ) 5 มิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงจนเนื้อสารละลาย เก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อน
น้าไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ด้วยวิธีวิธี broth dilution methodและ วิธี disc 
diffusion method เพ่ือคัดเลือกว่าสารสกัดชนิดไหนสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียก่อ
โรคในปลาเศรษฐกิจ โดยเปรียบเทียบกับการใช้สารปฏิชีวนะ ชนิด Oxytetracyclin และ Norfloxacin  

             การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อ
โรค เพ่ือหาค่า Minimum inhibitory concentration (MIC) โดยใช้วิธี broth dilution method และ 
disc diffusion method 

 I. Broth dilution method ส้าหรับการศึกษาแบคทีเรียก่อโรค 

   1. การเตรียม stock 

                           เตรียมสารสกัดหยาบ ให้ได้ความเข้มข้นในระดับต่าง ๆ ภายใต้ตัวละลายที่เหมาะสม 
ที่ให้ค่าสารทุติยภูมิสูงสุด (ตามผลการวิเคราะห์ทางเคมี: HPLC)  

    2. การทดสอบ 

                น้าสารละลายเชือ้แต่ละชนิดที่เตรียมไว้มาใส่ในอาหารเหลว Trypticase soy broth (TSB) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้นใส่สารสกัดหยาบตามปริมาณที่ก้าหนดจากความเข้มข้นต่้าไปสูง  น้าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง จากนั้นน้าสารละลายเชื้อ 100 
ไมโครลิตร มาเลี้ยงในอาหาร TSA น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 – 48 ชั่วโมง ประเมิน
ค่าความเข้มข้นของสิ่งสกัดที่ต่้าที่สุดที่สามารถก้าจัดเชื้อแบคทีเรียได้ (ESCMID, 2003) 

      II. Disc diffusion method ส้าหรับการศึกษาแบคทีเรีย  
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   1. การเตรียม stock 

       น้าสารกัดหยาบที่เตรียมไว้เตรียมให้ได้ความเข้มข้นจากน้อยไปมาก ประมาณ 6-7 
ความเข้มข้นโดยวิธี two-fold dilution method 

     2. การเตรียม sensitivity disc  

                น้าสารสกัดที่เตรียมไว้ในแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 25 ไมโครลิตร หยดลงบน
กระดาษทดสอบ ที่ปลอดเชื้อ ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร แล้วอบที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที จะได้ sensitivity disc ที่พร้อมจะใช้งาน  

 

     3. การด้าเนินการทดลอง 

                 น้าสารละลายเชื้อแบคทีเรีย หรือเชื้อรา ที่เตรียมไว้จากขั้นตอนที่ 3.1 -3.2 มาเกลี่ย 
(swap) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไว้จนหน้าอาหารแห้ง วาง sensitivity disc ลงบนอาหาร น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผลโดยการวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ inhibition zone 
(Islam et al., 2008) 

1. เปรียบเทียบขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ inhibition zone ที่ได้จากแต่ละความเข้มข้นของสาร
สกัด เพื่อประเมินค่า MIC 
 

3.6การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบในการออกฤทธิ์ต้านภาวะเครียดออกซิเดชันในปลา  
3.6.1 การเตรียมสารสกัดหยาบ 
3.6.1.1 คัดเลือกชนิดของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงที่ได้ผลผลิต (% yield) ของสารสกัดใน

ประมาณสูง  ประกอบกับชนิดของสารสกัดจากเห็ดแครงที่ให้มีคุณสมบัติการต่อต้านอนุมูลอิสระท้ัง 3 ชนิด 
ในระดับสูง 4 อันดับแรก เพ่ือน้ามาใช้ในการผสมในอาหารเพ่ือทดสอบในตัวปลาต่อไป โดยคัดเลือกสารสกัด
หยาบที่สกัดด้วยสารสกัด 4 ชนิดคือ น้้า เมทานอล 2-บิวทานอล และไดคลอโรมีเทน  

3.6.1.2 การเตรียมสารสกัดหยาบ 
ท้าการสกัดสารสกัดหยาบตามวิธีในข้อ 2.1 และท้าแห้งโดยใช้ Rotary evaporation ทีอุ่ณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส และเก็บสารสกัดหยาบไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอน้าไปใช้ผสมในอาหาร
ต่อไป 

3.6.2 การเตรียมอาหารทดลอง 
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3.6.2.1การวิเคราะห์องประกอบทางเคมีของวัตถุดิบที่น้ามาใช้ในการผลิตอาหารทดลอง และเศษ
เหลือเห็ดแครงประกอบด้วยคือ โปรตีน ไขมัน ความชื้น และเถ้า ตามวิธีของ AOAC (1990)เพ่ือใช้ในการ
ค้านวณสูตรอาหาร 

3.6.2.2การเตรียมอาหารทดลอง 

 สูตรอาหารทดลอง 

อาหารทดลองมี 7 สูตร ก้าหนดให้อาหารมีปริมาณโปรตีนและไขมันเท่ากันที่ระดับ 35% และ 6% 
ตามล้าดับ ประกอบด้วย 

อาหารสูตรที่ 1 อาหารสูตรควบคุม (อาหารที่ไม่มีการใช้สารสกัดจากเห็ดแครง) (Control) 

อาหารสูตรที่ 2 อาหารผสมเศษเหลือจากเห็ดแครงป่น ระดับ 1% (1% NS) 

อาหารสูตรที่ 3อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด้วยน้้า ระดับ 0.5%(0.5% WS) 

อาหารสูตรที่ 4 อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด้วยเมทานอล ระดับ 0.5%(0.5% MS) 

อาหารสูตรที่ 5 อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด้วย2-บิวทานอล ระดับ 0.5% (0.5% BS) 

อาหารสูตรที่ 6 อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด้วยไดคลอโรมีเทน ระดับ 0.5% (0.5% DS) 

อาหารสูตรที่ 7 อาหารทางการค้าที่มีระดับโปรตีนใกล้เคียงกับอาหารสูตรควบคุม(Ref) 

โดยมีองค์ประกอบของอาหารทดลองแสดงดังตารางที่ 5 
 
ตารางท่ี 5 องค์ประกอบของอาหารทดลองส้าหรับปลาดุก (กรัม/ 100 กรัม อาหาร) 
 

วัตถุดิบ สูตรควบคุม 1% NS 0.5% WS 0.5% MS 0.5% BS 0.5% DS 

ปลาป่น 15 15 15 15 15 15 

กากถั่วเหลือง 50 50 50 50 50 50 

เศษเหลือเห็ดเห็ดแครง 0 1 0 0 0 0 

สารสกัดจากเห็ดแครงแต่ละ
ชนิด 0 0 0.5 0.5 0.5 0.5 

ร้า 10 10 10 10 10 10 
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แป้งข้าวจ้าว 12 12 12 12 12 12 

แกลบ 7.45 6.45 6.95 6.95 6.95 6.95 

น้้ามันพืช 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

วิตามิน/แร่ธาตุผสม1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

โคลีนคลอไรด์ 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 

เกลือ 1 1 1 1 1 1 

โมโนแคลเซียมฟอสเฟต2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

รวม 100 100 100 100 100 100 

หมายเหตุ 1 ได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทไทยยูเนียนฟีดมิลล์ จ้ากัด (มหาชน) 
 2  ได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทไทยลักซ์เอนเตอร์ไพรส์ จ้ากัด (มหาชน) 
 

3.6.3การผลิตอาหารทดลอง 

1.เตรียมวัตถุดิบที่มีลักษณะหยาบคือ กากถั่วเหลือง แกลบ และร้า มาบดให้ละเอียดด้วยเครื่องโม่ 
และร่อนผ่านตะแกรงตาถี่ 

2. ชั่งวัตถุดิบอาหารแต่ละชนิดตามสูตรอาหารแต่ละสูตร ใส่ในถุงพลาสติก โดยผลิตอาหารสูตรละ 
3 กิโลกรัม 

  3. ผสมส่วนประกอบวัตถุดิบที่มีลักษณะแห้งในกะละมัง โดยผสมด้วยเครื่องผสมแบบแนวนอนให้
เข้ากัน นาน 15 นาที ผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ ในแป้งข้าวจ้าว เพ่ือให้สารสกัด
กระจายให้ทั่วอาหาร แล้วผสมในลงในถังผสม จากนั้นเติมน้้ามันพืชแล้วผสมต่อให้ส่วนผสมเข้ากันดี 
ประมาณ 10 นาที แล้วจึงเติมน้้าสะอาดประมาณ 30-35 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นท้าการผสมต่อจนเป็นเนื้อ
เดียวกนั ประมาณ 10นาที จึงน้าไปอัดเม็ดด้วยเครื่องอัดเม็ดอาหารแบบจม 

    4. น้าวัตถุดิบอาหารที่ผสมกันดีแล้วเข้าเครื่องอัดเม็ดอาหาร ผ่านหน้าแว่นที่ผ่านขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร โดยตัดเม็ดอาหารให้มีขนาดใกล้เคียงกัน 

   5. อบอาหารที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชั่วโมงความชื้นเม็ดอาหารไม่เกิน 10% 

   6. เก็บอาหารทดลองที่ผ่านกระบวนการอบแล้วร่อนเพ่ือก้าจัดเศษอาหารผงออกไป บรรจุ
ถุงพลาสติก เก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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 7. น้าอาหารที่เตรียมไปวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการ ได้แก่ ความชื้น โปรตีน ไขมัน และเถ้า ตาม
วิธีของ AOAC (1990) 

3.6.4การเตรียมปลาทดลอง และระบบการเลี้ยง 

    น้าลูกพันธุ์ปลาดุกจากฟาร์มปลาเอกชน ขนาด 3 นิ้วมาอนุบาลในถังไฟเบอร์กลาสขนาดความจุ 
1 ตัน จ้านวน 1 ถัง ให้อาหารวันละ 2 ครั้ง คือ ช่วงเช้า เวลา 08.00 น. และช่วงบ่าย เวลา 16.00 น.อนุบาล
จนได้น้้าหนักประมาณ 15 กรัม/ตัว  จากนั้น จึงคัดปลาขนาดใกล้เคียงกันจ้านวน 15ตัว/ตู้ ขึ้นตู้ทดลอง
ขนาดความจุน้้า 100ลิตรเติมน้้าปริมาตร 80 ลิตร ให้ออกซิเจนตลอดเวลา เพ่ือให้ปลาสามารถปรับตัวให้เข้า
กับสภาพแวดล้อม เป็นระยะเวลา 5 วัน หลังจากนั้นท้าการคัดขนาดปลาและชั่งปลาเริ่มต้นโดยคัดปลาที่มี
ขนาดใกล้เคียงกัน 12ตัว/ตู้ ชั่งน้้าหนักปลารายตัว โดยการสลบด้วยน้้ากานพลูท้าการทดลองจ้านวน 3 ซ้้า
ต่อทรีทเมนต์ บันทึกข้อมูลน้้าหนักเริ่มต้น และหาน้้าหนักเฉลี่ยเริ่มต้นของปลานิลด้าที่ทดลอง ในระหว่าง
การทดลองให้อาหารโดยให้กินจนอ่ิม และมีการเปลี่ยนถ่ายน้้าทุกวันในสัดส่วน 70% ของน้้าในตู้ ในช่วง
บ่ายก่อนการให้อาหารท้าการทดลองเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

 

 

 3.6.5การเก็บข้อมูลการเจริญเติบโต 

 1.  ตรวจสอบพฤติกรรมลักษณะอาการของปลา ในช่วงระหว่างการทดลองสังเกตพฤติกรรมการกิน
อาหารของปลา  และลักษณะผิดปกติภายนอกที่อาจเกิดขึ้น เช่น  การเป็นแผลจากการกัดกันเอง  การติด
เชื้อ  เป็นต้น 

    2.  การเจริญเติบโตของปลานิล  หลังจากที่ปลานิลได้รับอาหารจากการทดลองของแต่ละสูตรที่
แตกต่างกัน ท้าการตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา ทุกๆ 2 สัปดาห์ เป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์โดย
ค้านวณน้้าหนักปลาที่เพ่ิมขึ้น บันทึกจ้านวนปลาที่เหลือ เพ่ือค้านวณน้้าหนักเฉลี่ยต่อตัวน้้าหนักที่เพ่ิมขึ้ น 
อัตราการเจริญเติบโต และอัตราการรอดตาย บันทึกปริมาณการกินอาหารของปลาเพ่ือค้านวณหาอัตราการ
แลกเนื้อ และประสิทธิภาพการกินใช้โปรตีน ได้โดยค้านวณตามสูตรดังนี้ 

อัตรารอดตาย (เปอร์เซ็นต์) = จ้านวนปลาที่เหลือ x 100 
    จ้านวนปลาเริ่มต้น 
 
น้้าหนักปลาที่เพ่ิม  = น้้าหนักเฉลี่ยสุดท้าย – น้้าหนักเฉลี่ยเริ่มต้น 
     
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ = (ln น้้าหนักเฉลี่ยสุดท้าย – ln น้้าหนักเฉลี่ยเริ่มต้น) x 100 
(เปอร์เซ็นต์ต่อวัน)   จ้านวนวันทดลอง 
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อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ= น้้าหนักอาหารที่กินทั้งหมด (กรัม/ตัว) 
 (FCR)  น้้าหนักปลาที่เพ่ิมข้ึน (กรัม/ตัว) 
 

3.7  การเก็บตัวอย่างและวิธีการวิเคราะห์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง 
ๆ ต่อการป้องกันภาวะออกซิเดชัน 

3.7.1 การเก็บตัวอย่าง  
สุ่มเก็บตัวอย่างปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง ตู้ละ 2 ตัว (ทรีทเมนต์ละ 6 ตัว) เพ่ือศึกษาผลของ

สารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ ต่อการป้องการภาวะออกซิเดชั่นในตัวปลา โดยเจาะเลือด
ปลา และตั้งตัวอย่างเลือดให้เม็ดเลือดตกตะกอน แล้วน้าตัวอย่างไปหมุนเหวี่ยง แล้วจึงน้าซีรัม มาวิเคราะห์
กิจกรรมเอนไซม์ฟอสฟาเตส (alkaline / acid phosphatase)  และกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ และผ่าตัดตับ
ปลาใส่ใน microtube และแช่ในไนโตรเจนเหลว เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์ และกิจกรรม
เอนไซม์คะตาเลส 

3.7.2 วิธีการวิเคราะห์ 
1.  การวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์เพ่ือหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิ

เดชั่น (Buege and Aust, 1978) โดยสลบตัวอย่างปลาด้วยน้้ามันกานพลู และผ่าตัดน้าเนื้อเยื่อตับของปลา
ประมาณ 40 มก. ใส่ในสารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.5 และบดด้วยแท่งบด (ท้าการบดในสภาวะที่
เย็นตลอดเวลา)ท้าปฏิกิริยากับสารละลาย TBA (0.375 %  TBA ที่ละลายใน 15% trichloroacetic acid 
and 0.25 N HCl) น้าตัวอย่างไปต้มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีท้าตัวอย่างให้เย็นโดย
ผ่านน้้าไหล และน้าตัวอย่างหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,600 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที 
ดูดสารละลายส่วนใสวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์  
โดยเปรียบเทียบกับความเข้มข้นของสารมาลอนไดอัลดีไฮด์  (MDA) เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ TBARS 
(thiobarbituric reactive substances)  ในรูปของ malonaldehyde 

2. การวัดกิจกรรมเอนไซม์ Alkaline phosphatase 
 น้าซีรัมของปลาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์  Alkaline phosphatase ตามวิธีการของ 
Besseyet al. (1946)  โดยใช้ 7 mM p-nitro-phenyl-phosphate เป็นซับสเตรท โดยน้าตัวอย่างซีรัม
ผสมกับบัฟเฟอร์ (ที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสม) ปริมาตร 250 uL แล้วท้าปฏิกิริยากับซับเสตรทปริมาตร 
50 uL ใน 96 well  plate วัดปริมาณผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง microplate reader  โดยใช้วิธีวัดแบบ 
Kinetic ที่ความยาวคลื่น 407 นาโนเมตร ทุก 20 วินาที นาน 5 นาที น้าค่าที่ได้เปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ p-nitrophenol ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างซีรัมโดยวิธี 
Lowry’s method (Lowry et al., 1951)และรายงานกิจกรรมเอนไซม์ในหน่วยกิจกรรมจ้าเพาะของ
เอนไซม์ (Unit/mg protein) โดย 1 Unit ของเอนไซม์คือปริมาณผลผลิต (p-nitrophenol) ที่ได้ต่อนาที 
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3. การวัดกิจกรรมเอนไซม์คะตะเลส (Catalase activity)(Trasviña-Arenas et al. 2013) 
สกัดตัวอย่างตับปลาด้วย Tris-HCl บัฟเฟอร์pH 7.5บดด้วยแท่งบดให้ละเอียดภายใต้สภาวะเย็นและหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4oC วัดกิจกรรมเอนไซม์โดยใช้96 well-plateโดยเติม 
potassium phosphate buffer (0.1M, pH 7.0) 100 µLและเติม Abs. methanol 30 µL แล้วเติมสาร 
Formaldehydeมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ หลังจากนั้นเติมตัวอย่างสารสกัดหลุมละ 20 µL และเติม 
40mM hydrogen peroxide 20 µL (เตรียมแล้วใช้ทันที)  หลังจากนั้นซีลเพลสด้วย plastic film  น้าไป 
shake บน orbital shaker 20 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาเติม 10M KOH 30 µL จากนั้นเติม 
25mM Purpald®30 µL seal well plate ด้วย plastic film  น้าไป shake บน orbital shaker 10 นาที 
ที่อุณหภูมิห้องเมื่อครบเวลาเติม 62.5mM KIO3 10 µL และ seal well plate ด้วย plastic film  น้าไป 
shake บน orbital shaker 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง วัดค่า OD ที่ 540 nm)วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนใน
ตัวอย่างสารสกัดจากตับโดยวิธี Lowry’s method (Lowry et al., 1951)และรายงานกิจกรรมเอนไซม์ใน
หน่วยกิจกรรมจ้าเพาะของเอนไซม์ (Unit/mg protein) โดย 1 Unit ของเอนไซม์คือปริมาณผลผลิต 
formaldehyde  1 nmol ที่ได้ต่อนาท ี

4. การวัดกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ (Lysozyme activity) 
 วัดกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์จากพลาสมาตามวิธีการของ  (Demers and Bayne, 1997 
อ้างโดย Suwannasang et al., 2014) โดยน้าพลาสมา 25 uL เติมเชื้อ Micrococcus lysodeikticus 
ปริมาตร 175 mL น้าสารละลายวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 nm น้าค่าที่ได้เปรียบเทียบกับ Hen egg  
white lysozyme เป็นสารละลายมาตรฐาน  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างโดยวิธี Lowry’s method 
(Lowry et al., 1951) และรายงานกิจกรรมเอนไซม์ในหน่วยกิจกรรมจ้าเพาะของเอนไซม์ (Unit/mg 
protein) 

 

3.8การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
น้าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยวิเคราะห์การกระจายของข้อมูลโดยใช้  Shapiro-Wilk 

test และความแปรปรวนของข้อมูลโดยใช้ Levene`s test  แล้ววิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 
Vanance: ANOVA)และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT)ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% 
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บทที่ 4 ผลการศึกษา 

1. การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี และสารทุติยภูมิในเห็ดแครง 
1.1 การสกัดเห็ดแครง 

1.1.1 การเลือกตัวท้าละลาย 
เลือกตัวท้าละลายจ้านวน 7 ชนิด โดยค้านึงถึง Relative polarity ของตัวท้าละลาย โดยเริ่ม

จาก 1.0 ถึง 0.009 ดังตารางที่ 1   

ตารางท่ี1 ตัวท้าละลายที่ใช้ในการสกัดเห็ดแครง 

Solvent formula Relativepolarity 

Hexane C
6
H

14
 0.009 

Ethyl acetate C
4
H

8
O

2
 0.028 

Dichloromethane (Methylene chloride) CH
2
Cl

2
 0.309 

2-butanol C
4
H

10
O 0.506 

Ethanol C
2
H

6
O 0.654 

Methanol CH
4
O 0.762 

Water H
2
O 1.000 

 

  1.1.2 กระบวนการสกัด 

 เตรียมวัตถุดิบ คือเห็ดแครงอบแห้งปริมาณ 250 กรัม ชะด้วยตัวท้าละลาย แต่ละชนิด เพ่ือให้ได้สาร
สกัดหยาบในสภาพของเหลว จากนั้นน้าไประเหยแห้งเพ่ือให้ได้สารสกัดหยาบที่แห้งที่สุด (ภาพที่ 1)  

ผลการสกัดเห็นแครง น้้าหนัก 250 กรัม เพ่ือให้ได้สารสกัดหยาบ โดยใช้ตัวท้าละลาย 7 ชนิด ได้แก่ 
hexane, dichloromethane, ethyl acetate, 2-butanol, ethanol, methanol ปริมาตร 2,000 มล. 
และน้้า (ปริมาตร 3,000 มล.) หลังจากน้าไประเหยแห้ง ระเหยสุญญากาศ  ได้สารสกัดหยาบ รูปแบบต่าง ๆ  
และน้้าหนัก ดังตารางที่ 2 และภาพที่ 1 
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ภาพที่ 1 กระบวนการสกัด 

ก้อนเห็ดแครง เห็ดแครงสด เห็ดแครงที่ล้างท้าความสะอาด
แล้ว 

เกลี่ยให้ทั่วถาด 

อบในตู้อบลมร้อน แช่สกัดในตัวท้าละลาย สารสกัด (เหลว) ที่ได้ กรองโดยใช้ผ้าขาวบาง 

สารสกัด (เหลว) ระเหยแห้ง เตรียมการท้าระเหยแห้ง 

 

                     ผลผลิตที่ได ้
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ตารางที่2 ลักษณะเนื้อสารและปริมาณสารสกัดหยาบของเห็นแครง ที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทา้ละลายชนิดตา่งๆ  

ตัวท้าละลาย 
ปริมาตร  

(มล.) 

สารสกัด 
(เหลว) (มล.) 

สารสกัดจากการระเหย
แห้ง (ก.) 

ลักษณะ 

Hexane 2,000 1,670 1.102 หนืด สีน้า้ตาลเข้ม 

Dichloromethane 2,000 1,694 2.500 ครีม ก้อนเหนียว 

Ethyl acetate 2,000 1,580 1.103 แดง ผง 

2-butanol 2,000 1,721 3.410 น้้าตาล ก้อนเหนียว 

Ethyl Alcohol 2,000 
1,710 2.640 น้้าตาลอมด้า ก้อน

เหนียว 

Methanol 2,000 
1,610 7.966 น้้าตาลอมด้า ก้อน

เหนียว 

Water 3,000 2,360 44.963 ด้า ก้อนเหนียว 

 

1.2 การวิเคราะห์สารสกัดหยาบโดยวิธีโครมาโทกราฟีแบบเยื่อบาง (Thin-layer Chromatography : 
TLC) 

ผลจากการศึกษาพ่นด้วยสารเคมีทดสอบ 4 ชนิด คือanisaldehyde,vanilin, ninhydrin และ 
Dragendorff’sพบว่าสารสกัดหยาบมีการตอบสนองเฉพาะสารเคมีทดสอบดังกล่าวได้ดี โดยสารสกัดหยาบใน
ตัวท้าละลาย Hexane มีการตอบสนองanisaldehyde เกิดเป็นสีม่วงอมชมพูเช่นเดียวกับ dichloromethane, 
Ethyl acetate, 2-butanol, Ethyl Alcohol, methanol และ water  แสดงว่าสารดังกล่าวเป็นสารกลุ่ม 
สเตียรอยด์ และตอบสนองต่อสารทดสอบ vanillin เกิดเป็นสีแดงอมชมพู เช่นเดียวกับตัวท้าละลาย 
dichloromethane, 2-butanol, Ethyl Alcohol และ methanol แสดงว่าสารดังกล่าวเป็นสารกลุ่มของ
แทนนิน ตอบสนองต่อสารทดสอบninhydrin เกิดเป็นสีน้้าเงิน เช่นเดียวกับตัวท้าละลายอีก 6 ชนิด แสดงว่า
สารดังกล่าวเป็นสารกลุ่มกรดอะมิโนและโปรตีน นอกจากนี้ยังตอบสนองต่อสารทดสอบDragendorff’s 
เช่นเดียวกับตัวท้าละลาย Dichloromethane, 2-butanol, Ethyl Alcohol และ methanol ที่เกิดเป็นสีส้ม 
แสดงว่าสารดังกล่าวเป็นสารกลุ่มแอลคาลอยด์(ตารางท่ี 3, ภาพที ่2) 
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ตารางท่ี 3 การตอบสนองของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงต่อสารเคมีทดสอบในการศึกษา TLC  

 

 

 

สารทดสอบ 

 

สารสกัดหยาบจากตัวท้าละลาย 

Hexane Dichloromethane Ethyl acetate 2-butanol Ethyl Alcohol Methanol Water 

Anisaldehyde 
(สีม่วงอมชมพู) 

กลุ่มสเตียรอยด์ 

(สีม่วงอมชมพู) 

กลุ่มสเตียรอยด์ 

(สีม่วงอมชมพู) 

กลุ่มสเตียรอยด์ 

(สีม่วงอมชมพู) 

กลุ่มสเตียรอยด์ 

(สีม่วงอมชมพู) 

กลุ่มสเตียรอยด์ 

(สีม่วงอมชมพู) 

กลุ่มสเตียรอยด์ 

(สีม่วงอมชมพู) 

กลุ่มสเตียรอยด์ 

Vanilin 
(สีแดงอมชมพู) 

กลุ่มของแทนนิน 

(สีแดงอมชมพู) 

กลุ่มของแทนนิน 
- 

(สีแดงอมชมพู) 

กลุ่มของแทนนิน 

(สีแดงอมชมพู) 

กลุ่มของแทนนิน 

(สีแดงอมชมพู) 

กลุ่มของแทนนิน 
- 

Ninhydrin 

(สีน้้าเงิน) 

กรดอะมิโนและ
โปรตีน 

(สีน้้าเงิน) 

กรดอะมิโนและ
โปรตีน 

(สีน้้าเงิน) 

กรดอะมิโนและ
โปรตีน 

(สีน้้าเงิน) 

กรดอะมิโนและ
โปรตีน 

(สีน้้าเงิน) 

กรดอะมิโนและ
โปรตีน 

(สีน้้าเงิน) 

กรดอะมิโนและ
โปรตีน 

(สีน้้าเงิน) 

กรดอะมิโนและ
โปรตีน 

Dragendorff’s 
(สีส้ม) 

แอลคาลอยด์ 

(สีส้ม) 

แอลคาลอยด์ 
- 

(สีส้ม) 

แอลคาลอยด์ 

(สีส้ม) 

แอลคาลอยด์ 

(สีส้ม) 

แอลคาลอยด์ 
- 
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ภาพที่ 2 รูปแบบกลุ่มสารต่าง ๆ ของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครง ที่ปรากฏบน TLC  เมื่อพ่นด้วยสารทดสอบชนิดต่างๆ 

: A = Hexane, B = Dichloromethane, C = Ethyl acetate, D = 2-butanol, E = Ethyl Alcohol, F = Methanol, G = Water เมื่อI = anisaldehyde,  

II = Vanilin, III = Ninhydrin,  IV = Dragendorff’s 
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1.3 ผลการการวิเคราะห์ สารสกัดหยาบจากเห็ดแครงด้วยวิธีโครมาโทกราฟีเหลวสมรรถนะสูง (High-
performance liquid chromatography: HPLC) 

ในการวิเคราะห์สารสกัดหยาบในตัวท้าละลายทั้ง 7 ชนิด สามารถวิเคราะห์ได้ 5 ชนิดได้แก่ 
Dichloromethane, 2-butanol, Ethyl Alcohol, Methanol และ Water ในส่วนของ Hexane และ 
Ethyl acetate ไม่ละลาย MethanolHPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์  

จากผลการวิเคราะห์ พบว่า Dichloromethane ประกอบด้วยองค์ประกอบสารเด่น 5 ชนิด ที่ค่า 
Retention time 2.350, 6.070, 6.700, 9.903 และ9.287 นาท ีที่ความยาวคลื่น 285 และ 234 nm (ตาราง
ที ่4)ในตัวท้าละลาย 2-butanol พบองค์ประกอบสารเด่น 2 ชนิด ที่ค่า Retention time 2.583 และ 2.680 
นาท ี ที่ความยาวคลื่น 285 nm (ตารางที ่ 5) Ethyl Alcohol พบองค์ประกอบสารเด่น 5 ชนิด ที่ค่า 
Retention time 2.217, 2.503, 5.917, 6.300 และ9.140 นาท ี ที่ความยาวคลื่น 234 nm (ตารางที่ 
6)Methanol พบองค์ประกอบสารเด่น 7 ชนิด ที่ค่า Retention time 2.147, 2.267, 2.403, 2.657, 6.370, 
11.803 และ29.933 นาที ที่ความยาวคลื่น 285 nm (ตารางที ่7)ละลาย Water พบองค์ประกอบสารเด่น 2 
ชนิด ที่ค่า Retention time 2.147 และ 2.267 นาท ีที่ความยาวคลื่น 285 nm (ตารางที่ 8) 

ตารางท่ี4 ผลการวิเคราะห์ของสสารสกัดหยาบจากตัวท้าละลาย Dichloromethane ด้วย HPLC 

สารที่พบ Retention time (นาที) Detection (WL) 

1 2.350 285 

2 6.070 285 

3 6.700 258 

4 9.903 285 

5 9.287 234 

 

ตารางท่ี 5ผลการวิเคราะห์ของสสารสกัดหยาบจากตัวท้าละลาย 2-Butanol ด้วย HPLC 

สารที่พบ Retention time (นาที) Detection (WL) 

1 2.583 285 

2 2.680 285 
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  ตารางท่ี 6ผลการวิเคราะห์ของสสารสกัดหยาบจากตัวท้าละลาย Ethyl Alcohol ด้วย HPLC 

สารที่พบ Retention time (นาที) Detection (WL) 

1 2.217 234 

2 2.503 234 

3 5.917 234 

4 6.300 234 

5 9.140 234 

 

  ตารางท่ี7 ผลการวิเคราะห์ของสสารสกัดหยาบจากตัวท้าละลาย Methanol ด้วย HPLC 

สารที่พบ Retention time (นาที) Detection (WL) 

1 2.147 285 

2 2.267 285 

3 2.403 285 

4 2.657 285 

5 6.370 285 

6 11.803 285 

7 29.933 285 

 

  ตารางท่ี8 ผลการวิเคราะห์ของสสารสกัดหยาบจากตัวท้าละลาย Water ด้วย HPLC 

สารที่พบ Retention time (นาที) Detection (WL) 

1 2.147 285 

2 2.267 285 
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1.4 ผลการแยกสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ด้วยกระบวนการวิเคราะห์ Vacuum liquid column 
chromatography (VLC) เฟสเคลื่อนที่ส้าหรับการแยกด้วย VLC 
  

ในการน้าสารสกัดหยาบในตัวท้าละลายทั้ง 7 ชนิด คือ Hexane, Dichloromethane, Ethyl 
acetate, 2-butanol, Ethyl Alcohol, Methanol และ Water ในส่วนของ Hexane สามารถแยกสารกึ่ง
บริสุทธิ์ได้ 4 Fraction โดยที่ Fraction4 มีปริมาณสารมากสุด 1.115gมีลักษณะก้อนเหนียวสีส้มรองลงคือ 
Fractionที่ 1มีปริมาณสาร 0.959g มีลักษณะไข สีเหลืองและ Fractionที่ 3 มีปริมาณสารรองลงมาคือ 
0.154 g มีลักษณะก้อนเหนียวสีเหลือง (ตารางที่ 9, ภาพที่ 3) ในส่วนของ Dichloromethane สามารถ
แยกสารกึ่งบริสุทธิ์ได้ 4 Fraction โดยที่ Fraction4 มีปริมาณสารมากสุด คือ 1.100gมีลักษณะก้อนเหนียว
สีส้มรองลงคือ Fractionที่ 2 มีปริมาณสาร 0.665g มีลักษณะผงสีขาว และ Fractionที่ 1 มีปริมาณสาร
รองลงมาคือ 0.015 g มีลักษณะไขสีแดง (ตารางท่ี 9, ภาพที่ 4) Ethyl acetate สามารถแยกสารกึ่งบริสุทธิ์
ได้ 6 Fraction โดยที่ Fraction3 มีปริมาณสารมากสุด คือ 0.465gมีลักษณะก้อนเหนียวสีแดงรองลงคือ 
Fractionที่ 2 มีปริมาณสาร 0.325g มีลักษณะผงสีขาว และตามด้าย Fractionที่ 5 มีปริมาณสาร 0.313 g 
มีลักษณะก้อนเหนียวสีส้ม (ตารางท่ี 9, ภาพที่ 5) 2-butanolสามารถแยกสารกึ่งบริสุทธิ์ได้ 6 Fraction โดย
ที่ Fraction5 มีปริมาณสารมากสุด คือ 0.685gมีลักษณะไขเหลวสีแดงรองลงคือ Fractionที่ 2 มีปริมาณ
สาร 0.395g มีลักษณะผงสีขาว และตามด้าย Fractionที่ 3 มีปริมาณสาร 0.375 g มีลักษณะก้อนเหนียวสี
ครีม(ตารางที่ 9, ภาพที่ 6)Ethyl Alcohol สามารถแยกสารกึ่งบริสุทธิ์ได้ 6 Fraction โดยที่ Fraction5 มี
ปริมาณสารมากสุด คือ 1.253gมีลักษณะก้อนเหนียวสีน้้าตาลรองลงคือ Fractionที่ 2 มีปริมาณสาร 1.171g 
มีลักษณะผงสีขาว และตามด้าย Fractionที่ 6 มีปริมาณสาร 0.999 g มีลักษณะก้อนเหนียวสีด้า (ตารางที่ 
9, ภาพที่ 7)Methanol สามารถแยกสารกึ่งบริสุทธิ์ได้ 4 Fraction โดยที่ Fraction2 มีปริมาณสารมากสุด 
คือ 1.048 gมีลักษณะก้อนเหนียวสีน้้าตาลรองลงคือ Fractionที่ 4 มีปริมาณสาร 0.878g มีลักษณะก้อน
เหนียวสีด้า และตามด้าย Fractionที่ 3 มีปริมาณสาร 0.391 g มีลักษณะไขสีน้้าตาลและในส่วนของ (ตาราง
ที่ 9, ภาพที่ 8) Water สามารถแยกสารกึ่งบริสุทธิ์ได้ 4 Fraction เช่นเดียวกัน โดยที่ Fraction2 มีปริมาณ
สารมากสุด คือ 0.899 gมีลักษณะก้อนเหนียวสีน้้าตาลรองลงคือ Fractionที่ 3 มีปริมาณสาร 0.391g มี
ลักษณะก้อนเหนียวสีด้า และตามด้าย Fractionที่ 4 มีปริมาณสาร 0.306 g มีลักษณะก้อนเหนียวสีส้ม 
(ตารางท่ี 9, ภาพที่ 9) 
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ตัวท้าละลาย 

ลักษณะเนื้อสารและน้้าหนัก (g) 

Fraction ที ่

1 2 3 4 5 6 

Hexane ไข สีเหลือง (0.959) ผง สีขาว (0.024) ก้อนเหนียวสีเหลือง(0.154) ก้อนเหนียวสีส้ม (1.115) - - 

Dichloromethane ไขสีแดง (0.015) ผงสีขาว (0.665) ไขสีเหลือง (0.009) ก้อนเหนียวสีส้ม (1.100) - - 

Ethyl acetate ไขเหลวสีส้ม (0.085) ผงสีขาว (0.325) ก้อนเหนียวสีแดง (0.465) 
ก้อนเหนียวสีครีม 

(0.205) 
ก้อนเหนียวสีส้ม (0.313) 

ก้อนเหนียวสีด้า 
(0.215) 

2-butanol ไขเหลวสีส้ม (0.135) ผงสีขาว (0.395) ก้อนเหนียวสีครีม (0.375) ก้อนเหนียวสีส้ม (0.345) ไข เหลวสีแดง (0.685) 
ก้อนเหนียวสีด้า 

(0.295) 

Ethyl Alcohol ไข สีแดง (0.135) ผงสีขาว (1.171) ไข สีเหลือง (0.160) ไข สีส้ม (0.383) 
ก้อนเหนียวสีน้้าตาล 

(1.253) 
ก้อนเหนียวสีด้า 

(0.999) 

Methanol ไข สีเหลือง (0.186) 
ก้อนเหนียวสีน้้าตาล 

(1.048) 
ไขสีน้า้ตาล (0.391) ก้อนเหนียวสีด้า (0.878) - - 

Water 
ก้อนเหนียวสีขาวอม

เหลือง(0.293) 
ก้อนเหนียวสีน้้าตาล 

(0.899) 
ก้อนเหนียวสีด้า (0.391) ก้อนเหนียวสีส้ม (0.306) - - 

ตารางท่ี 9ลักษณะเนื้อสารและปริมาณสารสกัดก่ึงบริสุทธิ์หลังการแยกด้วยกระบวนการวิเคราะห์ VLC 
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ภาพที่ 4สารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย
Dichloromethane 

ภาพที่ 3สารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย Hexane 

ภาพท่ี 5สารสกัดก่ึงบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย Ethyl 
acetate 

ภาพท่ี 7สารสกัดก่ึงบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย Ethyl 
Alcohol 

ภาพที่  9สารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลายWater 

ภาพที ่ 6สารสกัดก่ึงบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย 2-
Butanol 

ภาพที่ 8สารสกัดก่ึงบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย 
Methanol 
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1.5การวิเคราะห์สารสกัดหยาบจากเห็ดแครงด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรมิทรี (Gas 
chromatography–mass spectrometry:GC-MS) 

จากการเลือกสารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดด้วยตัวท้าละลาย 3 ชนิดคือ Dichloromethane, 2-
Butanol และ methanol (เรียงจากปริมาณสารสกัดที่ได้) ไปทดสอบหาจ้านวนและชนิดของสารด้วยวิธ ี
GC-MS พบว่า Dichloromethane มีสารเด่นจ้านวน 6 ชนิด (ภาพที ่10, ตารางที่ 10) 2-Butanol มีสาร
เด่นจ้านวน 7 ชนิด (ภาพที่ 11, ตารางที ่11) และ Methanol มีสารเด่นจ้านวน 8 ชนิด (ภาพที ่12, ตาราง
ที่ 12)    

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 10โครมาโทแกรมของสารสกัดหยาบในตัวท้าละลาย dichloromethane 

 

ตารางท่ี 10ชนิดของสารที่พบในตัวท้าละลาย dichloromethane 

Peak 
retention 

time 
Molecular 

weight 
Formula Chemical name 

1 17.0181 86.00 C
5
H

10
O

2
 Pentanonic acid 

2 21.9924 121.00 C
8
H

10
O Benzeneethanol 

3 33.9762 162.00 C
10

H
13

NO Acetamide, N-(2-phenylethyl) 

4 38.8909 255.00 C
16

H
32

NO
7
 n-Hexadecanoic acid 

5 42.6148 148.00 C
28

H
25

O
2
 3,8,8’-Trimethoxy-3-piperidyl-2,2’-    

    binaphthalene-1,’4,4’-tetrone 
6 43.6487 279.00 C

18
H

32
O

2
 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 

 

 

1 2 

5 

3 

4 
 

6 
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ภาพที่ 11โครมาโทแกรมของสารสกัดหยาบในตัวท้าละลาย 2-butanol 

ตารางท่ี 11ชนิดของสารที่พบในตัวท้าละลาย 2-butanol 

 

 

 

 

 

 

 

Peak 
retention 

time 
Molecular 

weight 
Formula Chemical name 

1 11.7990 59.00 CH2H4O2 Acetic acid 
2 16.9078 86.00 C5H10O2 3-methyl Butanoic acid, 
3 21.9267 127.00 C7H12O2 5-ethyl furanone, dihydro-5-methyl- 
4 33.9062 162.00 C10H13NO Acetamide, N-(2-phenylethyl) 
5 38.8247 255.00 C16H32NO7 n-Hexadecanoic acid 
6 40.2820 137.00 C8H10O2 4-hydroxy-benzeneethanol, 

7 43.4768 191.00 C13H19NO4 
3-Carbomoyl-2-methylbutane-1,3,4-triol1-   
   o-benzyl ether 

1 
2 

3 

4 

5 

6 7 
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ภาพที่ 12โครมาโทแกรมของสารสกัดหยาบในตัวท้าละลาย Methanol 

ตารางท่ี 12ชนิดของสารที่พบในตัวท้าละลาย methanol 

 

 

 

 

Peak 
retention 

time 
Molecular 

weight 
Formula Chemical name 

1 17.0111 86.00 C
5
H

10
O

2
 Pentanonic acid 

2 24.5255 84.00 C
10

H
18

O
3
 2H-Pyran,tetrahydro-2-(tetrahydro-2-furanyl) 

methoxy)- 
3 27.8002 226 C

17
H

34
O

2
 Hexadecanoic acid, methyl ester 

4 32.5418 293.00 C
19

H
34

 O
2
 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-,methyl ester 

5 33.9815 162.00 C
10

H
13

NO Acetamide, N-(2-phenylethyl) 

6 38.9071 255.00 C
16

H
32

O
2
 n-Hexadecanoic acid 

7 42.5120 263.00 C
18

H
34

O
2
 Octadec-9-enoic acid 

8 43.6703 279.00 C
18

H
32

O
2
 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 

1 
2 3 

4 

5 6 

7 

8 



29 
 

 
 

 

 

2. การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบ และสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ ในการออกฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรคในสัตว์น้้า  

 

 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบและสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์จากเห็ดแครงในตัวท้า
ละลายทั้ง 7 ชนิด ในการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในสัตว์น้้า 2 ชนิด ได้แก่ A. hydrophilaและ S. 
agalactiaeพบว่าทั้งสารสกัดหยาบ และสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ จากตัวท้าลายละลายที่ศึกษาทุกชนิด ไม่
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด (ภาพท่ี 13 - 20) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      A             B 

      A             B 

ภาพที่ 13ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบในตัวท้าละลายต่าง ๆ (ความเข้มข้น 20,000 พีพีเอ็ม) ในการ
ต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A: A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: water, 2 methanol, 
3: ethanol, 4: 2-butanol,  5: dichloromethane, 6:  ethyl acetate, 7: hexane, OTC: 
oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

 

      A             B 

ภาพที่ 14 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย water ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ใน
การต้านเชื้อ  แบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A: A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: 20,000, 
2: 10,000, 3: 5,000 

 พีพีเอ็ม, OTC: oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

      A       B 
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ภาพที่ 16 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย ethanol ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในการ
ต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A:A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: 20,000, 2: 10,000, 
3: 5,000 พีพีเอ็ม, OTC: oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

      A             B 

      A

             B 

ภาพท่ี 15 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดก่ึงบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย methanol ที่ความเข้มข้นต่าง 
ๆ ในการต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A:A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: 
20,000, 2: 10,000, 3: 5,000 พีพีเอ็ม, OTC: oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

 

      A       B 
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ภาพที่ 18 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย ethyl acetate ที่ความเข้มข้นต่าง ๆใน
การต้าน  เชื้อแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A:A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: 20,000, 2: 10,000, 3: 

5,000 พีพีเอ็ม, OTC: oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

      A      B 

ภาพท่ี 17 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดก่ึงบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย 2-butanol ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ใน
การต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A:A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: 20,000, 2: 10,000, 3: 

5,000 พีพีเอ็ม, OTC: oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

      A             B 
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ภาพที่ 19ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย dichloromethane ที่ความเข้มข้น
ต่าง ๆในการต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A:A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: 20,000, 
2: 10,000, 3: 5,000พีพีเอ็ม, OTC: oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

      A      B 

ภาพที่ 20 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ในตัวท้าละลาย hexane ที่ความเข้มข้นต่างๆ ใน
การต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรคสัตว์น้้า, A:A. hydrophila, B: S. agalactiae; 1: 20,000, 2: 
10,000, 3: 5,000 พีพีเอ็ม, OTC: oxytetracycline, NOR: norfloxzacin 

      A      B 
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3. ผลการทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 
จากการน้าสารสกัดหยาบของตัวอย่างเห็ดแครงในตัวท้าละลาย 4 ชนิด ได้แก่ Dichloromethane, 

2- ButanolMethanolและWaterเพ่ือทดการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ประกอบด้วยเซลล์มะเร็ง 
5 ชนิดคือ  

 1.HepG2 :  Cytotoxicity against human hepatocarcinoma ATCC HB-8065(มะเร็งตับ) 
2. Caco2 :  Cytotoxicity against human caucasian colon adenocarcinoma  ATCC HTB-
37(มะเร็งล้าไส้ใหญ่) 
3.  KB-Oral cavity cancer : Anti-Cancer(มะเร็งช่องปาก) 
4.MCF7-breast cancer : Anti-Cancer (มะเร็งเต้านม) 
5. NCI-H187-Small cell lung cancer:Anti-Cancer (มะเร็งปอด) 
และเซลล์ไข้หวัดนก 1 ชนิด คือเซลล์ NA:  Neuraminidase inhibition assay 

โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ปกติคือ  African green monkey kidney : Cytotoxicity against Vero cells 
(ไตลิง)พบว่าสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงทั้ง 3 ชนิดไม่สามารถยับยั้งความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งและเซลล์
ไข้หวัดนกได้ แต่ในขณะเดียวกันตัวอย่างในตัวท้าละลาย Methanol มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติของ
African green monkey kidneyที่ค่า IC50  เท่ากับ 1.94μg/ml (ตารางท่ี 1) 
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ตารางท่ี 13 ผลทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครง 

 
ชนิดของตัวท้า
ละลาย 

ชนิดของเซลล์ที่ทดสอบ  
IC50 (μg/ml)  

1HepG2 
 

2Caco2 
 

3NA 

4African 
green 

monkey 
kidney 

5KB-Oral 
cavity 
cancer 

6MCF7-
breast 
cancer 

7NCI-H187-
Small cell 

lung cancer 

Dichloromethane        - 

2-butanol - - -     - 

Methanol    
 

   1.94 

Water         
หมายเหตุ คือ ไม่ยับยั้งความเป็นพิษของเซลล์คือ ยับยั้งความเป็นพิษของเซลล์ 

1HepG2:  Cytotoxicity against human hepatocarcinoma ATCC HB-8065(มะเร็งตับ) 
2Caco2:  Cytotoxicity against human caucasian colon adenocarcinoma  ATCC HTB-37(มะเร็งล้าไส้ใหญ่) 
3NA:  Neuraminidase  inhibition assay (ไข้หวัดนก) 
4African green monkey kidney: Cytotoxicity against Vero cells(ไตลิง) 
5KB-Oral cavity cancer: Anti-Cancer(มะเร็งช่องปาก)  
6MCF7-breast cancer: Anti-Cancer(มะเร็งเต้านม) 
7NCI-H187-Small cell lung cancer:Anti-Cancer(มะเร็งปอด) 
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4. ผลของคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

4.1 ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH method  

 จากผลการวิเคราะห์ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH method พบว่าเห็ด
แครงที่สกัดด้วยตัวท้าละลายแต่ละชนิดให้ค่าที่แตกต่างกันคือ เห็ดแครงที่สกัดด้วยเมทานอลมีความสามารถ
ในการดักจับอนุมูลอิสระสูงที่สุดโดยมีค่า IC 50 ที่  22.65 ± 0.31 ug/mL แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติกับคือ เห็ดแครงที่สกัดด้วย 2-บิวทานอล ที่มีค่า IC 50 ที่  24.34 ± 0.10 ug/mL 
รองลงมาคือเห็ดแครงที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน เฮกเซน และน้้า ในขณะที่เห็ดแครงที่สกัดด้วยเอทิลอะซิ
เตท และเอทิลแอลกอฮอล์มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH method ต่้าที่สุด โดยมี
ค่า IC 50 ที่  35.975 ± 0.26 ug/mL และ 36.45 ± 0.69 ug/mL ตามล้าดับ (ภาพที่ 21) 

 

ภาพที่ 21ความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (IC 50) โดยวิธี DPPH ของสารสกัดหยาบเห็ดแครงด้วยตัวท้า
ละลายแต่ละชนิด 

4.2 ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ โดย วิธี Scavenging activity of ABTS radical             

จากผลการวิเคราะห์ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ โดยวิธี Scavenging activity of 
ABTS radical พบว่าเห็ดแครงที่สกัดด้วยตัวท้าละลายแต่ละชนิดให้ค่าที่แตกต่างกันคือ เห็ดแครงที่สกัดด้วย
บิวทานอลมีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระสูงที่สุดโดยแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติกับคือ เห็ดแครงที่สกัดด้วยเมทานอล มีค่า IC 50 อยู่ในช่วง 19.60-20.65 ug/mL รองลงมาคือเห็ด
แครงที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน เฮกเซน และน้้า โดยสารสกัดด้วยเฮกเซนและน้้าให้ผลที่ไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ (p>0.05) ในขณะที่เห็ดแครงที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตท และเอทิลแอลกอฮอล์มีความสามารถในการดัก
จับอนุมูลอิสระต่้าที่สุด (ภาพที่ 22) 
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ภาพที่ 22ความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (IC 50) โดยวิธี Scavenging activity of ABTSของสารสกัด
หยาบเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายแต่ละชนิด 

4.3ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ โดยวิธี Metal chelating activity 

จากผลการวิเคราะห์ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ โดยวิธี Metal chelating activity
พบว่าเห็ดแครงที่สกัดด้วยตัวท้าละลายแต่ละชนิดให้ค่าที่แตกต่างกันคือ เห็ดแครงที่สกัดด้วยเมทานอลมี
ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระสูงที่สุดโดยแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับคือ เห็ด
แครงที่สกัดด้วยบิวทานอล และไดคลอโรมีเทน รองลงมาคือเห็ดแครงที่สกัดด้วย     เฮกเซน และน้้า 
โดยสารสกัดด้วยเฮกเซนและน้้าให้ผลที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) ในขณะที่เห็ดแครงที่สกัดด้วย
เอทิลอะซิเตท และเอทิลแอลกอฮอล์มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ ต่้าที่สุด (ภาพที่ 23) 

 

 

 

b 
a ab 

c c 

d d 
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ภาพที่ 23ความสามารถต้านอนุมูลอิสระ (IC 50) โดยวิธี Metal chelating activity ของสารสกัดหยาบ
เห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายแต่ละชนิด 

5. การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบในการออกฤทธิ์ต้านภาวะเครียดออกซิเดชันในปลา 
5.1 องค์ประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง 

อาหารทดลองที่ผลิตได้มีองค์ประกอบทางเคมีดังตารางที่ 3โดยอาหารทดลองมีโปรตีนอยู่ในช่วงที่
ใกล้เคียงกันกับที่ค้านวณสูตรอาหารไว้อยู่ในช่วง 34.79-35.13 % ไขมันอยู่ในช่วง 5.71-6.02%  โดยอาหาร
ทางการค้ามีไขมันต่้าที่สุดคือ 4.95 % ความชื้นอยู่ในระดับไม่เกิน 10% และเถ้า อยู่ในช่วง 7.28-9.69% 

ตารางท่ี 14  องค์ประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง(กรัม/ 100 กรัม) 1 

สูตรอาหาร โปรตีน ไขมัน ความชื้น เถ้า 

1 34.79±0.16 5.71±0.116 8.24±0.40 9.69±0.04 

2 35.01±0.17 5.98±0.21 8.12±0.13 8.38±0.26 

3 34.86±0.29 6.02±0.22 9.03±0.36 8.45±0.09 

4 34.97±0.23 5.78±0.19 8.73±0.61 8.72±0.31 

5 35.13±0.05 5.96±0.21 9.18±0.03 8.58±0.27 

6 34.97±0.02 5.87±0.20 8.38±0.36 8.13±0.14 

a 
a 

b 
a 

b 

c 
c 
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7 34.56±0.23 4.95±0.19 8.29±0.13 7.28±0.27 

1 ค่าท่ีน้าเสนอเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างจ้านวน 3 ซ้้า 

5.2การเจริญเติบโตและอัตรารอดของปลา 

เมื่อท้าการทดลองเลี้ยงปลาดุกด้วยอาหารทดลองที่มีส่วนผสมของสารสกัดจากเห็ดแครงด้วยตัว
ท้าละลายต่างชนิดกัน เปรียบเทียบกับปลาที่ได้รับอาหารที่ผสมเห็ดแครงป่น และอาหารทางการค้า พบว่า
น้้าหนักปลาสุดท้าย อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ และอัตราการรอดตาย
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยปลาที่ได้รับอาหารทางการค้ามีแนวโน้ม
น้้าหนักปลาสุดท้าย และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะสูงที่สุด และมีผลอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อต่้า
ที่สุด (p>0.05) 

 

ตารางท่ี15น้้าหนักปลาเริ่มต้น น้้าหนักปลาสุดท้าย อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ, อัตราการเปลี่ยนอาหาร
เป็นเนื้อ และอัตรารอดตายของปลาที่ได้รับอาหารสูตรต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 8สัปดาห์¹ 

ทรีทเมนต์ น้้าหนักปลา
เริ่มต้น 

(กรัม/ตัว) 

น้้าหนักปลา
สุดท้าย 

(กรัม/ตัว) 

อัตราการ
เจริญเติบโต
จ้าเพาะ(%/

วัน) 

อัตราการ
เปลี่ยนอาหาร
เป็นเนื้อ(FCR) 

อัตราการรอด
ตาย(%) 

1 (ควบคุม) 15.30±0.48 45.37±0.55 ns 1.98± 0.05ns 1.52±0.03 ns 100±0.00 ns 

2 (NS) 15.21±0.71 42.91±2.86 1.88±0.16 1.60±0.18 100±0.00 

3 (MS) 15.20±0.65 43.07±1.51 1.89±0.11 1.60±0.11 100±0.00 

4 (BS) 15.31±0.88 42.33±2.52 1.85±0.09 1.61±0.20 100±0.00 

5 (DS) 15.23±0.64 45.37±1.52 1.98±0.08 1.53±0.30 100±0.00 

6 (WS) 15.40±0.43 43.67±2.08 1.89±0.09 1.55±0.14 100±0.00 

7 (Ref) 15.41±0.58  48.04±2.58 2.07±0.08 1.28±0.06 100±0.00 

หมายเหตุ¹ตัวเลขที่น้าเสนอเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานโดยตัวอักษรที่ก้ากับที่แตกต่างกันในแนวตั้ง
มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) 

5.3 ผลของสารสกัดจากเห็ดแครงต่อการเป็นสารต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชั่น 
5.3.1 ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์เพ่ือหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่น 
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ปลาดุกที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆมีผลลดปริมาณมาลอน
ไดอัลดีไฮด์ลง เมื่อเทียบกับปลาที่ไม่ได้รับการผสมสารสกัดจากเห็ดแครง (ควบคุม และอาหารทางการ
ค้า) รวมทั้งอาหารที่ผสมเห็ดแครงป่น โดยปลาที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยเมทานอล และ
บิวทานอลมีปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์ต่้าสุด แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับปลาที่ได้รับอาหารที่ผสมสาร
สกัดเห็ดแครงด้วยไดคลอโรมีเทน ในขณะที่ปลาที่ได้รับสารสกัดจากเห็ดแครงด้วยน้้า ไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติกับปลาที่ได้รับอาหารสูตรควบคุม (ภาพท่ี 24)   

 

ภาพที่ 24ผลของสารสกัดเห็ดด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ ต่อระดับลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่นในปลาดุก 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่ต่างกันในแต่ละแท่งหมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% 

 

5.3.2 กิจกรรมเอนไซม์ Alkaline phosphatase 

กิจกรรมเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสของปลาดุกที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยตัว
ท้าละลายชนิดต่าง ๆ  เมื่อเทียบกับปลาที่ไม่ได้รับการผสมสารสกัดจากเห็ดแครง (ควบคุม และอาหาร
ทางการค้า) รวมทั้งอาหารที่ผสมเห็ดแครงป่น พบว่าอาหารที่แตกต่างกันไม่มีผลต่อระดับ กิจกรรม
เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์อยู่ในช่วง 20-22 Unit/mg protein (ภาพท่ี 25)   

 

5.3.3 กิจกรรมเอนไซม์คะตะเลส 

ปลาดุกที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆมีผลต่อกิจกรรมเอนไซม์
คะตะเลส เมื่อเทียบกับปลาที่ไม่ได้รับการผสมสารสกัดจากเห็ดแครง (ควบคุม และอาหารทางการค้า) 
รวมทั้งอาหารที่ผสมเห็ดแครงป่น โดยปลาที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยไดคลอโรมีเทน และน้้ามี

a a ab bc c c c 
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ค่ากิจกรรมเอนไซม์คะตะเลสสูงสุด รองลงมาคือ ปลาที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยบิวทานอล
และเมทานอล ในขณะที่ปลาที่ได้รับอาหารชุดควบคุม และอาหารทางการค้ารวมทั้งอาหารที่มีส่วนผสมของ
เห็ดแครงป่นมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ต่้า (ภาพท่ี 26)   

 

 

ภาพที่ 25ผลของสารสกัดเห็ดด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ ต่อระดับกิจกรรมเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส
ในปลาดุก 

 

ภาพที่ 26ผลของสารสกัดเห็ดด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ ต่อระดับกิจกรรมเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส
ในปลาดุก 
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5.3.4 กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ 

กิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ของปลาดุกที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายชนิด
ต่าง ๆ  เมื่อเทียบกับปลาที่ไม่ได้รับการผสมสารสกัดจากเห็ดแครง (ควบคุม และอาหารทางการค้า) รวมทั้ง
อาหารที่ผสมเห็ดแครงป่น พบว่าอาหารที่แตกต่างกันไม่มีผลต่อระดับกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์(ภาพท่ี 27)  

 

 

ภาพที่ 27ผลของสารสกัดเห็ดด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ ต่อระดับกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ในปลาดุก 

0

5

10

15

20

25

Control NS MS BS DS WS Ref

Ly
so

zy
m

e 
ac

tiv
ity

 (U
it/

m
g 

pr
ot

ei
n)



43 
 

 
 

 

บทที่ 5 วิจารณ์และสรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเห็ ดแครงในตัวท้าละลาย7 ชนิดได้แก่ Hexane, 
Dichloromethane, Ethyl acetate, 2-butanol, Ethyl alcohol, Methanol และ Water พบว่ า  น้้ า
สามารถสกัดได้ผลผลิตมากที่สุดรองลงมาคือ Methanol และ 2–butanolแต่เมื่อน้าไปวิเคราะห์กลุ่มสาร
ด้วย TLC พบว่า Hexane และ Dichloromethane มีกลุ่มสารที่คล้ายกัน เช่นเดียวกับ Ethyl Alcohol 
และ Methanol แต่มีกลุ่มสารต่างกันกับ Ethyl acetate, 2-butanolและ  Water และนอกจากนี้ยังพบ
สารกลุ่มสเตียรอยด์,กรดอะมิโนและโปรตีน พบมากที่สุดในเห็ดแครง รองลงมาคือกลุ่มของแทนนิน และ 
แอลคาลอยด์ เมื่อน้าไปตรวจสอบหาจ้านวนและความหลากหลายของสารที่ถูกสกัดออกมาด้วย HPLC 
พบว่า Dichloromethane สามารถสกัดสารได้หลากหลายที่สุด รองลงมาคือ Methanol, 2-butanol, 
Ethyl alcohol แล ะ  Water ต ามล้ า ดั บ  เ มื่ อ น้ า ไ ปแย ก ส า ร สกั ด กึ่ ง บ ริ สุ ท ธิ์  พบ ว่ า  Hexane, 
Dichloromethane, Methanol และ Water แยกได้ 4 Fraction ในส่วนของ Ethyl acetate, 2-butanol
และ Ethyl alcohol สามารถแยกได้ 6 Fraction ตามล้าดับ ทั้งนี้ เมื่อเลือกสารสกัดในตัวท้าละลาย 
Dichloromethane, 2-butanol, Methanol ไปท้าการวิเคราะห์หาจ้านวนและชนิดของสารที่พบในตัวท้า
ละลายดั งกล่ าว  พบว่ า  Dichloromethaneมีสาร เด่นจ้ านวน 6 ชนิด  ได้ แก่  Pentanonic acid, 
Benzeneethanol, Acetamide, N-(2-phenylethyl), n-Hexadecanoic acid, 3,8,8’-Trimethoxy-3-
piperidyl-2,2’-binaphthalene-1,’4,4’-tetrone, และ 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- โดยที่  2-
butanol มีสารเด่นจ้านวน 7 ชนิด Acetic acid, Butanoic acid 3-methyl-, Furanone,5-ethyldihydro-
5-methyl-, Acetamide N-(2-phenylethyl), n-Hexadecanoic acid, Benzeneethanol,4-hydroxy 
และ Carbomoyl-2-methylbutane-1,3,4-triol1-o-benzyl etherและ Methanol  มีสารเด่นจ้านวน 8 
ช นิ ด ไ ด้ แ ก่  2H- Pyran,tetrahydro- 2- ( tetrahydro- 2- furanyl)  methoxy) - , Hexadecanoic acid, 
methyl ester,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-,methyl ester, 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-
,methyl ester, Acetamide, N- ( 2- phenylethyl) , n- Hexadecanoic acid, Octadec- 9- enoic acid 
และ 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- ตามล้าดับ  

เมื่อน้าสารสกัดหยาบ รวมถึงสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ หรือสารสกัดบริสุทธิ์จากการท้าละลายด้วยตัวท้า
ละลายทั้ง 7 ชนิดมาทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้านการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในสัตว์น้้า 2 ชนิด
คือ A. hydrophilaและ S. agalactiaeพบว่า ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแต่อย่างใด  แสดงให้
สารสกัดจากเห็ดแครงไม่มีคุณสมบัติในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรค เมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะทาง
การค้า  

จากผลการทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้านการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคและสัตว์น้้า 2 ชนิด
คือ A. hydrophilaและ S. agalactiaeพบว่าสารสกัดหยาบรวมถึงสารสกัดก่ึงบริสุทธิ์ หรือสารสกัดบริสุทธิ์
จากการท้าละลายด้วยตัวท้าละลายทั้ง 7 ชนิด ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้และเมื่อ
ท้าการศึกษาผลของสารสกัดเห็ดแครงต่อการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ก็พบว่าไม่สามารถต้านทาน
เซลล์มะเร็งได้ คณะผู้วิจัยจึงได้ท้าการศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ) 
ด้วยวิธีต่าง ๆ กันประกอบด้วย DPPH, ATBS และ  Metal chelating activity  พบว่าสารสกัดจากเห็ด
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แครงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยตัวท้าละลายที่ต่างกันให้การออกฤทธิ์ต้านที่แตกต่างกัน โดยในการทดสอบ
ทั้ง 3 วิธีให้ผลการต้านอนุมูลอิสระไปในทิศทางเดียวกันคือเห็ดแครงที่สกัดด้วยเมทานอลมีความสามารถใน
การดักจับอนุมูลอิสระสูงที่สุดแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับคือเห็ดแครงที่สกัดด้วย 2-
บิวทานอล รองลงมาคือเห็ดแครงที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน เฮกเซน และน้้า ในขณะที่เห็ดแครงที่สกัดด้วย
เอทิลอะซิเตท และเอทิลแอลกอฮอล์มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระต่้าที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาโดย ประวีณา และคณะ (2557) ที่พบว่าเส้นใยจากเห็ดแครงมีศักยภาพในการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระได้ จึงคัดเลือกสารสกัดจากเห็ดแครงที่สกัดด้วยตัวท้าลาย 4 ชนิดประกอบกับปริมาณผลผลิตที่ได้ใน
ระดับสูง จึงคัดเลือกสารสกัดประกอบด้วย  เมทานอล บิวทานอล ไดคลอโรมีเทน และน้้า น้ามาผสมใน
อาหารเลี้ยงปลาดุกที่ระดับ 0.5% ซึ่งเป็นระดับที่ได้ผลต่อค่าการต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชั่น 
(Oxidative stress) ดีกว่าการใช้ที่ระดับ 1% ในปลานิล (Ahmed et al.,2014) เพ่ือเปรียบเทียบกับปลาที่
ได้รับอาหารสูตรควบคุม อาหารทางการค้า และอาหารที่ผสมเศษเหลือเห็ดแครงป่นที่ระดับ  1% ต่อการ
เจริญเติบโต อัตรารอด และการเปน็สารต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชั่นในปลาดุก โดยท้าการทดลอง
เป็นระยะเวลา 2 เดือน พบว่าปลาที่ได้รับอาหารที่มีส่วนผสมของเห็ดแครงต่าง ๆ ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโต
และอัตรารอดของปลาดุก แต่สารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายชนิดต่าง ๆ กันมีผลต่อค่าภาวะเครียดแบบ
ออกซิเดชั่นในตัวปลา ซึ่งเป็นภาวะที่เกิดจากความไม่สมดุลของปริมาณอนุมูลอิสระ และสารต้านอนุมูล
อิสระ ซึ่งมีสาเหตุมาจากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม การปนเปื้อนจากสารพิษหรือโลหะหนัก การได้รับ
สารอาหารที่ไม่เหมาะสม และโรครวมทั้งปรสิต (มนต์สรวง, 2557) ท้าให้เกิดการสร้างสารอนุมูลอิสระที่มี
ผลเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic effect) ท้าให้ปลาสุขภาพไม่ดี กินอาหารน้อย โตช้า และภูมิคุ้มกันต่้าลง 
(ดวงพร และคณะ, 2558) ซึ่งจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าการใช้สารสกัดจากเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลาย
ต่างกันมีผลต่อการลดระดับการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่นในตับลงได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ(p<0.05) โดย
ปลาที่ได้รับสารสกัดเห็ดแครงด้วยเมทานอล มีผลลดการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่นต่้าสุด แต่ไม่แตกต่างอย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติกับปลาที่ได้รับสารสกัดจากเห็ดแครงที่สกัดด้วยบิวทานอล และไดคลอโรมีเทน 
นอกจากนั้นยังมีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์คะตะเลสซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกับกระบวนการต้านทาน
อนุมูลอิสระของร่างกาย โดยปลาที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยไดคลอโรมีเทน และน้้ามีค่า
กิจกรรมเอนไซม์คะตะเลสสูงสุด ซึ่งจะส่งผลให้ปลามีความสามารถในการต้านทานสารอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึน
ได้ และท้าให้ปลามีภูมิคุ้มกันต่อสิ่งแปลกปลอมหรือต่อความเครียดที่อาจจะเกิดขึ้นได้สูงขึ้น แต่ไม่มีผลต่อค่า
กิจกรรมอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าการใช้สารสกัด
จากเห็ดแครงเหลือทิ้งด้วยตัวท้าละลายชนิด เมทานอล บิวทานอล และไดคลอโรมีเทนที่ระดับ 0.5% 
สามารถน้ามาใช้ในอาหารส้าหรับเลี้ยงปลาดุกได้อันจะส่งผลให้เ พ่ิมความสามารถในการป้องการ
ความเครียดแบบออกซิเดชันในตัวปลาได้ซึ่งจะส่งผลให้ปลามีภาวะสุขภาพที่แข็งแรงมากขึ้น และมีภูมิ
ต้านทานในการเปลี่ยนแปลงของสิ่งแวดล้อมได้ดีกว่าปลาที่ได้รับอาหารทางการค้า และปลาที่ ได้รับอาหาร
สูตรควบคุม แต่การที่ผสมเห็ดแครงป่นที่ระดับ 1 % อาจจะเป็นระดับที่น้อยเกินไปท้าให้ไม่ส่งผลต่อค่าต่าง 
ๆ ที่ท้าการศึกษา ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้สามารถเพ่ิมมูลค่าของวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตรกรได้ ซึ่งเป็น
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ทางเลือกในการใช้ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ เพ่ือทดแทนสารเคมีสังเคราะห์แล้ว ยังเป็นการประยุกต์ใช้ประโยชน์
จากจุลินทรีย์ท้องถิ่นราคาถูกในการทดแทนการน้าเข้าสารเคมี และลดต้นทุนการผลิตสัตว์น้้าเป็นอย่างดี 

 

สรุปผลการวิจัย 
 

1. สามารถตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี โดยได้สารกึ่งบริสุทธิ์ และสารบริสุทธิ์ จากการสกัดเห็ด
แครงด้วยตัวท้าละลาย 7 ชนิด ด้วยวิธี TLC, HPLC, VLC และ GC-MS มีสารที่เหมือนกันที่พบอยู่ในชั้นตัว
ท้าละลายที่ต่างกันหลายชนิด เช่น กรดไขมัน โปรตีน แทนนิน เป็นต้น สามารถบ่งบอกได้ว่า ตัวท้าละลาย ที่
มีข้ัวใกล้เคียงกัน สามารถใช้สกัดสารจากเห็ดแครงได้ โดยที่ให้ผลการสกัดเหมือนกัน เช่น water กับ 
methanol หรือ ethanol กับ 2-butanol หรือ hexane กับ dichloromethane  

2. จากผลการทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้านการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคและสัตว์น้้า 2 
ชนิดคือ A. hydrophilaและ S. agalactiaeพบว่าสารสกัดหยาบ รวมถึงสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ หรือสารสกัด
บริสุทธิ์จากการท้าละลายด้วยตัวท้าละลายทั้ง 7 ชนิด ไม่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 2 
ชนิดได้ แสดงให้เห็นว่าเห็ดแครงไม่มีคุณสมบัติในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรค 

3. สารสกัดหยาบเห็ดแครงมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ โดยเห็ดแครงที่สกัดด้วยเมทานอลมี
ความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระสูงที่สุดแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับคือเห็ด
แครงที่สกัดด้วย 2-บิวทานอล รองลงมาคือเห็ดแครงที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน เฮกเซน และน้้า ในขณะที่
เห็ดแครงที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตท และเอทิลแอลกอฮอล์มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระต่้าที่สุด 

4. สารสกัดเห็ดแครงด้วยตัวท้าละลายต่างชนิด มีผลต่อการต้านทานความเครียดแบบออกซิเดชัน 
โดยปลาที่ได้รับสารสกัดเห็ดแครงด้วยเมทานอล มีผลลดการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่น แต่ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติกับปลาที่ได้รับสารสกัดจากเห็ดแครงที่สกัดด้วยบิวทานอล และไดคลอโรมีเทน 
นอกจากนั้นยังมีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์คะตะเลสโดยปลาที่ได้รับอาหารผสมสารสกัดเห็ดแครงด้วยไดคลอ
โรมีเทน และน้้ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์คะตะเลสสูงสุด ซึ่งจะส่งผลให้ปลามีความสามารถในการต้านทานสาร
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นได้ และท้าให้ปลามีภูมิคุ้มกันต่อสิ่งแปลกปลอมหรือต่อความเครียดที่อาจจะเกิดขึ้นได้
สูงขึ้น แต่ไม่มีผลต่อค่ากิจกรรมอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ 
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