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(95.27 μM)  and  62.5  μg/ml (190.55 μM), respectively. 
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[ ]20
Dα      =  Specific rotation at 20 oC  and Sodium D line (589 nm) 

AAPH   = 2,2‘-Azobis(2-amidinopropane)hydrochloride  
 (for cancer chemoprevention data) 
ATCC  =  American Type Culture Collection, Maryland, U.S.A 
br s  =  broad singlet (for NMR spectral data) 
br t  = broad triplet (for NMR spectral data) 
oC  =  degree Celsius 
13C-NMR =  carbon-13 nuclear magnetic resonance 
CDCl3  =  deuterated chloroform 
CD3OD  =  deuterated methanol-d4 
CHCl3  =  chloroform 
CH2Cl2  =  dichloromethane 
cm  =  centimeter 
CMA   = Corn Meal Agar  
gCOSY  =  Gradient  1H-1H correlation spectroscopy 
CFU  =  Colony forming unit 
δ  =  chemical shift 
d  =  doublet (for NMR spectral data) 
dd  =  doublet of doublet (for NMR spectral data) 
dt  =  doublet of triplets (for NMR spectral data) 
DMSO  = Dimethylsulfoxide 

DPPH   = 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl radical  
(for cancer chemoprevention data) 

ε  =  molar absorptivity 
eq  =  equatorial 
EDTA               = Ethylenediaminetetraacetic acid  

(for cancer chemoprevention data) 
EtOAc  =  ethyl acetate 
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g  =  gram 
G-6-P   = Glucose-6-phosphate (for cancer chemoprevention data) 

G-6-PDH  = Glucose-6-phosphate dehydrogenase  

   (for cancer chemoprevention data) 

gHMBC =  Gradient Heteronuclear Multiple Bond Correlation 
gHSQC =  Gradient Heteronuclear Single Quantum Coherence 
1H-NMR =  Proton Nuclear Magnetic Resonance 
HBSS  = Hank’s balanced salt solution (for cancer chemoprevention data) 
Hz  =  hertz 
IR  =  infrared spectroscopy 
L  =  liter 
LOX    Lipoxygenase (soybean) (for cancer chemoprevention data) 
λmax  =  wavelength of maximum absorption 
[M+H]+  =  protonated molecular ion 
m  =  multiple (for NMR spectral data) 
MEA  =  Malt extract agar 
MgCl2  = Magnesium chloride  

MHB  =  Mueller-Hinton Broth 
MeOH  =  methanol 
MIC  =  Minimum inhibitory concentration 
mg  =  milligram 
MHz  =  megahertz 
min  = Minute 

ml  =  milliliter 
mm  =  millimeter 
MORAC = Microplate oxygen radical absorbance capacity 

   (for cancer chemoprevention data) 
NA   = Nutrient Agar 



 ณ

NADP  = β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

   (for cancer chemoprevention data) 
NaHCO3 = Sodium hydrogen carbonate (for cancer chemoprevention data) 

NaOH  = Sodium hydroxide(for cancer chemoprevention data) 
NDGA   = Nordihydroguaiaretic acid (for cancer chemoprevention data) 
nm  = Nanometer 
NMR  =  nuclear magnetic resonance 
No.  =  Number 
ORAC  = Oxygen radical absorbance capacity 

   (for cancer chemoprevention data) 
PBS  = Phosphate buffer saline (for cancer chemoprevention data) 
PDA  =  Potato Dextrose Agar 
ppm  =  part per million 
q  =  quartet (for NMR spectral data) 
ROO•  = Peroxyl radical (for cancer chemoprevention data) 
rpm   Round per minute 

s  =  singlet (for NMR spectral data) 
SDA  =  Sabouraud’s Dextrose Agar  
SOD                 = Superoxide dismutase (for cancer chemoprevention data) 
t  =  triplet (for NMR spectral data) 
TLC  =  thin layer chromatography 
TPA   = 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

   (for cancer chemoprevention data) 
Trolox  = 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid 

   (for cancer chemoprevention data) 
UV  =  Ultraviolet 
XTT                  = (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5- 

carboxanilide) (for cancer chemoprevention data) 
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YES  =  Yeast Extract Agar 
YMA   = Yeast-Malt Extract Agar  
µg  =  microgram 
µl  =  micro liter 
µM  = Micromolar 

νmax  =  wave number at maximum absorption 
 



บทที่  1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันราเปนแหลงผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สําคญัแหลงหนึง่  เนื่องจากสามารถ
เจริญเติบโตไดเร็วจึงสามารถเพิ่มการผลิตไดงายกวาการแยกสารจากพืชโดยตรง  จึงมีประโยชนมาก
ทั้งในทางการแพทย  เภสัชกรรม และเกษตรกรรม    ราเปนสิง่มีชีวติที่มีความหลากหลายทางชวีภาพ
มาก  สามารถพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอมทัง้ในน้าํจืด  น้าํทะเล  ดิน  ซากพืช  ซากสัตว  มูลสัตว  หรือใน
เนื้อเยื่อของพืชและสัตวที่ยงัมีชีวิต   โดยราที่อาศยัในเนื้อเยื่อพืช  และไมกอใหเกิดโรคและความ
ผิดปกติตอพืชปรากฏใหเห็น  เรียกวา  ราเอนโดไฟต   
 ราเอนโดไฟตอาจจะอาศัยอยูภายในเซลลหรือชองวางระหวางเซลลในเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของ
พืช  ไดแก  ใบ  กานใบ  ลําตน  หรือราก  สามารถพบราเอนโดไฟตไดในพืชแทบทกุชนิด  และมีความ
เกี่ยวของกับพชืในลักษณะทีอ่ยูรวมกนัแบบพึ่งพาอาศัยกัน  โดยพืชใหที่อยูอาศัย  เปนแหลงอาหาร 
และปกปองเชือ้ราจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม  เชนความรอน ความแหงแลง   สวนราเอนโดไฟต
ก็จะตอบแทนโดยการสรางสารเมทาบอไลตทุติยภูมิบางชนิดที่เปนประโยชนตอพืช เชน  ทําใหพืชมี
ความสามารถในการเจริญเติบโตและอยูรอดไดมากข้ึน  โดยอาจชวยในการยับยั้งการเจริญของเชือ้กอ
โรคพืช  สัตวกินพืช  ภาวะทีห่นาวหรือรอนและแหงแลงเกนิไป (Gregory, 2004) หรือทําใหพืชมี
ความสามารถในการตานทานตอภาวะขาดสารอาหารมากขึ้น  (Dariusz, Malinowski และ  Belesky, 
2000) 

โดยมีรายงานยืนยนัวา เอนโดไฟตสามารถสรางสารเมทาบอไลตทุตยิภูมิมีฤทธิ์ในการยับยัง้รา
ที่กอใหเกิดโรคในพืช    ยับยั้งเซลลมะเร็ง    และยับยัง้เชื้อจุลินทรีย   และโปรโตซัวที่เปนสาเหตุของโรค
หลายชนิด  เชน  โรคมาลาเรีย  วัณโรค  และแอนแทรกซ (Palangpol  Kongsaeree, 2003)   ทั้งยัง
พบวาสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพที่สรางโดยเอนโดไฟต  จะมฤีทธิ์คลายคลึงหรือเหมือนกับสารทีพ่ืชชนิด
น้ันผลิตได   (Petrini, 1991) 
 Schwarz  และคณะ  พบวาราเอนโดไฟต  Phomopsis  phaseoli  ซ่ึงแยกไดจากพืชที่ข้ึนได
ในเขตรอน  และ  Melanconium  betulunum  ซ่ึงแยกไดจากกิ่งของตน  Betula  pendula   กับ  B. 
pubescens  สามารถสรางสารประกอบ  3-Hydroxypropionic acid  ซ่ึงเปนสารทีม่ีฤทธิ์ในการ
ทําลายสิ่งมีชีวติพวก nematode  กลุมทีเ่ปนปรสิตตอพชื เชนพวก  Meiloidogyne  incognita  ได
อยางมีประสิทธิภาพ  (Schwarz  และ  Kopcke,  2004) 
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 Lu  และคณะ  รายงานวา  Colletotrichum sp.  ซ่ึงเปนราเอนโดไฟต  ที่แยกไดจากตน  
Artemisia annua                ซ่ึงเปนพืชสมุนไพรของประเทศจีนสามารถสรางสารชนิดใหม   ซ่ึงไดแก 
6-isoprenylindole-3-carboxylic acid, 3β,5-dihydroxy-6β-acetoxy-ergosta-7,22-diene  และ  
3β,5-dihydroxy-6β-phenylacetyloxy-ergosta-7,22-diene   ที่มีฤทธิท์างชวีภาพในการยับยัง้เชื้อ
แบคทีเรีย (Lu  และคณะ, 2000)      

 Palangpol  และคณะ  พบวาราเอนโดไฟต  Geotrichum sp.  ทีพ่บใน  Crassocephalum 
crepidioides  สามารถสรางสารตัวใหม 3  ชนิดที่เปนอนพุันธของ  dihydroisocoumarin คือ  7-
butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one,  7-butyl-15-enyl-6,8- -dihydroxy-
3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one  และ  7-butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pentylisochroman-1-
one        ซ่ึงมปีระสิทธิภาพในการตานเชื้อที่กอใหเกิดโรคมาลาเรีย  วณัโรค  และเชือ้ราได   (Palangpol  
Kongsaeree  และคณะ, 2003)   
  Blankenship  และคณะ  รายงานวาราเอนโดไฟต  Neotyphodium uncinatum  ซ่ึงเปนเอน
โดไฟตที่อยูในพืชตระกูลหญาสามารถผลิตสาร alkaloids ช่ือ Lolines ซ่ึงเปน   saturated 1-
aminopyrrolizidines with an oxygen bridge  ที่สามารถออกฤทธิ์เปนยาฆาแมลงได (Blankenship 
และคณะ, 2001) 

Thongchai  Taechowisan, Peberdy  และ  Saisamorn  Lamyong   ไดทําการแยกเชื้อ   
เอนโดไฟตจากพืชทั้งหมด  36  ชนิดโดยพบวาพืชท่ีมีเหงาจะสามารถแยกเชื้อจากสวนเหงาไดมากที่สุด
เมื่อเทียบกับสวนอื่นๆ ของตนพืช  และเชือ้บางชนิดสามารถออกฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรคในพืชไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  (Thongchai และคณะ, 2003) 

จากที่กลาวมาแลวจะเหน็ไดวา ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพชืสมุนไพรบางชนิดสามารถสราง
สารที่มีฤทธิย์บัยั้ง จุลินทรียและสารที่ออกฤทธิท์างชวีภาพทีน่าสนใจ   และอาจพฒันาไปใชประโยชน
ในทางเภสัชกรรมหรือเกษตรกรรมได    ดังนัน้จึงนาสนใจที่จะศึกษา  ราเอนโดไฟตจากขมิน้ชนัซึ่งเปน
พืชสมนุไพรที่มีสารออกฤทธิ์ทีน่าสนใจ 
 จากการศึกษาทางเภสัชวทิยา  พบวาขมิน้ชันมีสรรพคุณในการฆาเชือ้แบคทีเรีย  ชวยตาน
มะเร็ง วัณโรค  ทัง้ยงัมีสารทีย่ับยั้งการหลั่งของกรดจึงใชในการรักษาแผลในกระเพาะอาหาร และลาํไส  
มีฤทธิ์ลดการอักเสบ  ขับน้าํดี  และฤทธิค์ลายกลามเนือ้เรียบ  แกทองอืดทองเฟอ  ชวยใหเจริญอาหาร  
ท้ังยังมีผลดีตอผิวหนัง คือ  ชวยรักษาโรคผิวหนัง  แกอาการผืน่คัน  รักษากลากเกลือ้น  แผลสด  รักษา
พิษโลหิต  แกบิดเปนมกูเลอืด  นอกจากนี้ยงัสามารถใชในการลดไข  บรรเทาอาการวิงเวียน  ดมแก
หวัด  ระงับอาการชัก  รักษาฟน  ตาแดง  ปวดเมื่อย  และบํารุงผวิ  
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 จากการศึกษาทางพฤกษเคมี  พบวา  ขมิน้มีสารประกอบทางเคมีทีห่ลากหลายและมี
ประสิทธิภาพสูงในการรักษาโรค ดังนัน้จึงเปนไปไดวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากขมิ้นชันจะสามารถ
สรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีน่าสนใจ  โดยเฉพาะอยางยิ่งสารยับยัง้เชื้อจุลินทรีย ที่นาสนใจและอาจ
พัฒนาไปใชประโยชนได 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
    
1.  เพื่อแยกราเอนโดไฟตทีย่บัยั้งจุลินทรียจากเหงาขมิ้น 
2.  แยกองคประกอบทางเคมีของสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ยบัยั้งจุลินทรียที่ราเอนโดไฟตสรางขึ้น 

 



บทที่  2   
 

เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วของ 
 

ผลิตภัณฑจากธรรมชาติเปนสิ่งที่กาํลังไดรับความสนใจอยางกวางขวางในปจจุบัน   เนื่องจาก 
สามารถใชในการยับยัง้เชื้อกอโรคที่เปนปญหาในทางการแพทย และการเกษตรได   ทั้งยังมีความ
ปลอดสูงกวาสารที่ไดมาจากการสังเคราะหโดยกระบวนการทางเคมี โดยสวนใหญจะมุงเนนผลิตภณัฑ 
ธรรมชาติที่ไดจากพืชชนิดตางๆ     แตก็มกีารพบวาในพชืนั้นจะมีจุลินทรียบางชนิดที่เรียกวาเอนโดไฟต    
ซ่ึงอาจเปนเชือ้ราหรือแบคทเีรียที่อาศัยอยูภายในเซลล  หรือชองวางระหวางเซลลพชื  โดยไมกอใหเกิด
โรคหรือความผิดปกติตอพืช    มีความสัมพนัธระหวางจุลินทรียและพืชในลกัษณะที่อยูรวมกนัแบบ
พึ่งพาอาศัยกนั   และสามารถพบไดในทกุสวนของพืช   โดยมีรายงานยืนยนัวาเอนโดไฟตสามารถสราง
สารเมทาบอไลตทุติยภูมิมีฤทธิ์ในการยับยัง้ราทีก่อใหเกดิโรคในพืช    ยับยัง้เซลลมะเร็ง    และยับยั้ง
เช้ือจุลินทรีย และโปรโตซัวที่เปนสาเหตุของโรคหลายชนิด เชน  โรคมาลาเรีย  วัณโรค  และแอนแทรกซ   
โดยพบวาสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สรางโดยเอนโดไฟต  จะมฤีทธิค์ลายคลึงหรือเหมือนกับสารที่พืช
ชนิดนั้นผลิตได   
 
2.1 คําจํากัดความของเอนโดไฟต   

ในป  1986   Petrini    ไดใหคําจํากัดความวา  เอนโดไฟต  หมายถงึจุลินทรียทั้งหมดที่ใน
ชวงหนึง่ของวงจรชีวิตจะส้ันหรือยาวก็แลวแตมาอาศัยอยูภายในพืชในภาวะพึง่พากัน  (mutualism 
simbiotic) และกอใหเกิดโรคดวย (pathogen) ดวยแตอยูแบบพักในพืชที่เปนพืชใหอาศัย ( Petrini, 
1986 )    แตขอมูลของเอนโดไฟตที่กอใหเกิดโรคหรือความผิดปกติของพืชนั้นยังมีนอยสวนใหญจะเปน
รูปแบบที่เอ้ือประโยชนซ่ึงกนัและกนั 

ราเอนโดไฟตเปนกลุมราที่อาศัยอยูกนัพชื โดยอาจจะอาศัยอยูภายในเซลลหรือชองวาง
ระหวางเซลลในเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของพืช  ไดแก ใบ กานใบ ลําตน  หรือราก  สามารถพบราเอนโดไฟต
ไดในพืชแทบทุกชนิด  และมีความเกี่ยวของกับพชืในลกัษณะที่อยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยกนั  โดยพืช
ใหที่อยูอาศัย  เปนแหลงอาหาร และปกปองเชื้อราจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม  เชนความรอน 
ความแหงแลง   สวนราเอนโดไฟตก็จะตอบแทนโดยการสรางสารเมทาบอไลตทุติยภูมิบางชนิดที่เปน
ประโยชนตอพชื เชน  ทาํใหพืชมีความสามารถในการเจริญเติบโตและอยูรอดไดมากขึ้น  โดยอาจชวย
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคพืช (Hawksworth, 1991) สัตวกนิพืช 
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ภาวะที่หนาวหรือรอนและแหงแลงเกนิไป    หรือทําใหพืชมีความสามารถในการตานทานตอภาวะขาด
สารอาหารมากขึ้น  (Petrini,1991)  ราเอนโดไฟตเปนกลุมราทีม่ีความหลากหลายมากโดยจะมคีวาม
แตกตางกนัทัง้ชนิดและนิเวศวิทยา ซ่ึงสวนใหญจะอยูในไฟลัม   Ascomycota และ Deuteromycota    
วิธีการแยกเชือ้จะมีผลตอราเอนโดไฟตทีม่ใีนพืช  โดยราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพชืแตละชนิดจะมี
ปริมาณแตกตางกนั   โดยความหลากหลายนีจ้ะข้ึนกับแตละสวนของพืชทีท่ําการศกึษาและแหลงทีพ่ืช
เจริญเติบโต  ทั้งนี้ยงัพบวาพืชแตละชนิดจะมีกลุมรา        เอนโดไฟตที่จําเพาะเจาะจง   ซึง่จะเกีย่วของ
กับการสรางเอนไซมที่จําเปนในการรวมกลุมในเนื้อเยื่อพืช  
 
2.2    ความสัมพันธระหวางราเอนโดไฟตกับพืชในทางนิเวศวิทยา 

ราเอนโดไฟตจะอาศัยอยูภายในตนพืช  โดยไมกอใหเกิดโรคแกตนพืชที่ราอาศัยอยู (Strobel 
และคณะ, 2001)  โดยอาศัยอยูในชองวางระหวางเซลล  )intercellular  spaces    ของสวนลําตน 
(stem)  เปลือกไม (bark)  ทอลําเลียงนํ้า (xylem)  ใบ (leaves)  เสนใบ (petioles) ราก (root)  และ
เมล็ด (seed) ของพืชช้ันสูง (รูปที่ 2.1)  ราเอนโดไฟตจะมีความเกี่ยวของกับพืชในลักษณะที่เปนภาวะ
พึ่งพากัน  (mutualistic)   ภาวะที่ตองอาศัยซึ่งกันและกัน (symbiotic)  และ ภาวะที่อยูรวมกันโดยฝาย
หนึ่งไดประโยชนแตอีกฝายไมไดประโยชนแตไมไดรับอันตราย(commensal)    แตบางครั้งอาจจะทํา
ใหเกิดพยาธิสภาพกับตนพืชไดถาตนพืชมีภาวะออนแอหรือมีความเครียดเกิดข้ึน (Dariusz  และคณะ, 
2000)  โดยจะพบราเอนโดไฟตไดในพืชจําพวกหญา  ไมผลัดใบ  ไมยืนตน  และไมพุม  เปนตน 
(Strobel และคณะ, 2002) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 6

 
    
                               

 
 
 
  
                                   
                                                                  ก. 
 
 

         
   
          ข.             ค. 
 
 

                         รูปที ่2.1    ความสัมพันธระหวางราเอนโดไฟตกบัพืช 
   ก . การแทรกตัวของเสนใยราเอนโดไฟตในชองวางระหวางเซลล(intercellular space) 

    ข.  รูปแสดงเสนใยของราเอ็นโดไฟตที่เจริญอยูระหวางเซลลใบของพชื  
        ค.  รูปแสดงเสนใยของราเอ็นโดไฟตที่เจริญอยูในเนื้อเยื่อในเมล็ดพืช 
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  2.3   การจัดกลุมราเอนโดไฟตในทางนิเวศวิทยา 
 เม่ือจัดกลุมของราเอนโดไฟตในทางนิเวศวิทยาแบงเปน 2   กลุมดังนี้ (Strobel และคณะ, 
1996)  
 

2.3.1   Clavicipitaceous  grass  endophyte 
          ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญา  ซ่ึงเปนราในตระกูล  Clavicipitaceae   การคนพบรา

เอนโดไฟตในกลุมน้ี เร่ิมตนจากการที่ในป 1999   Strobel (Strobel และคณะ, 1999) พบราเอนโดไฟต 
ในเมล็ดของหญาชนิดหนึง่  (Lolium  tumulentum  L.)  ซ่ึงเปนวัชพืชที่เกิดในแปลงธัญพืช  จากนัน้จึง
มีรายงานการศึกษาอีกมากมายที่แสดงใหเห็นวารากลุมนี้มีแหลงที่อยูอาศัยในพืชอีกหลายชนิด ซ่ึงสวน
ใหญจะเปนหญา  ไดแก  หญาตระกูล Poaceae   หญาจาํพวกหญาแหวหมู (Sedge) ตระกูล  
Cyperaceae  และหญาทรงสูงชนิดหนึง่ (Rush)  ตระกูล Jancaceae โดยมีหญากวา 80    สกุลและ
อีกหลายรอยชนิดที่ราเอนโดไฟตอาศัยอยู 

 
2.3.2   Non-Clavicipitaceous  grass  endophyte 
           ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในไมยนืตนหรือไมพุม      แตรวมราเอนโดไฟตในหญาที่ไมใช

ตระกูล Clavicipitace   ราเอนโดไฟตในกลุมนี้ไดแกราในไฟลัมยอย Ascomycota, Deuteromycota, 
Zygomycota  และ  Basidiomycota    

ราเอนโดไฟตของพืชตระกูลหญาเปนที่รูจักกันมานานกวา  70    ปแลว  แตการศึกษาราเอนโด
ไฟตของไมยืนตนและไมพุมเพิ่งเริ่มเมื่อ  15      ปที่ผานมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป หลังจาก
น้ันมีรายงานที่รวบรวมรายช่ือของพืชท่ีมีราเอนโดไฟตเพื่อสรุปถึงการกระจายของราเอนโดไฟตใน
อาณาจักรพืชและพบวาพืชที่มีเนื้อไมพวกจิมโนสเปรมและแองจิโดสเปรมทั้งหมดที่ถูกตรวจสอบมีรา
เอนโดไฟตอาศัยอยู  และพบวาราเอนโดไฟตเหลานี้มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง 
 
2.4   การศึกษาสารทุติยภูมิทีมี่ฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต 

การศึกษาสารทุติยภูมิจากราเอนโดไฟต โดยมากมักศึกษาจากพืชสมุนไพรพรือพืชที่มีฤทธิท์าง
ชีวภาพ  เนือ่งจากคาดวาราเอนโดไฟตที่อาศัยรวมกบัพืชดังกลาวอาจจะสรางสารที่มีฤทธิท์างชีวภาพ
ไดเชนเดียวกบัพืชที่อาศัย 
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 2.4.1   สารทีม่ีฤทธิ์ตานเชือ้จุลินทรยี (antimicrobial agent) 
การออกฤทธิต์านเชื้อจุลินทรียจัดเปนฤทธิเ์บื้องตนที่มีการทดสอบ  โดยมักทดสอบกบัจุลินทรีย

ท่ีกอโรคแลววดัความสามารถในการออกฤทธิ์จากขนาดวงใสที่เกิดขึ้น หรืออาจรายงานเปนคา MIC 
(minimum inhibitory concentration)  หรือคา  IC (inhibition concentration)  โดยมีรายงาน
การศึกษาทีน่าสนใจดังนี้   

Munday และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟต  Neotyphodium lolli  จาก  Lolium perenne  ซ่ึง
สามารถผลิตสาร  Lolicine  A และ  B  โดยเมื่อศึกษาโครงสรางและสมบัติของสารดังกลาวพบวาเปน
สารที่อยูในกลุมของ  indole-diterpenoids   ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียหลายชนิด (Munday และ
คณะ, 1998) 

                     

N
H

O

O
OH

R

O

OH

 
 

Lolicine  A:   R = CH3                 Lolicine  B:  R = CHO 
รูปที ่ 2.2 โครงสรางทางเคมีของ Lolicine  A และ  B 

    
 
Lu  และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟต  Colletotrichum sp.  ซ่ึงเปนราเอนโดไฟตที่แยกไดจากตน 

Artemisia annua   ซ่ึงเปนพชืสมุนไพรของจีน  พบวาสามารถสรางสารชนิดใหมซ่ึงไดแก  6-
isoprenylindole-3-carboxylic acid, 3β,5α-dihydroxy-6β-acetoxy-ergosta-7,22-diene    และ  
3β,5α-dihydroxy-6β-phenylacetyloxy-ergosta-7,22-diene ซ่ึงเปนสารในกลุม steroids ที่มีฤทธิ์
ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (Lu  และคณะ, 1999)   
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  ก.      ข. 
         รูปที ่ 2.3 โครงสรางทางเคมีของ 3β,5α-dihydroxy-6β-acetoxyergosta-7,22-diene   (ก.) 
                 และ  3β,5α-dihydroxy-6β-phenyl-acetoxyergosta-7,22-diene (ข.) 
 

Strobel  และคณะ  ศกึษาราเอนโดไฟต  Cryptosporiopsis cf. quercina  จาก  
Tripterigeum wilfordii  ซึ่งสามารถผลิตสาร  cryptocandin ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้ Candida albicans  
โดยมีคา  MIC  อยูในชวง  0.03-0.07  µg/ml  และสามารถยับยัง้รากอโรคพืชไดหลายชนิด (Strobel  
และคณะ, 1999) 

รูปที ่ 2.4   โครงสรางทางเคมีของ Cryptocandin 
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Brandy และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟต  Fusarium sp.  จากตน  Selaginella pallescens   
ซ่ึงสามารถผลติสาร  CR377  ซ่ึงเปนสารในกลุม  pentaketide  ชนดิใหม  ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้การ
เจริญของ Candida albicans  โดยเกิดวงใสขนาดเสนผานศนูยกลาง  19-24 มิลลิเมตร (Brandy และ
คณะ, 2000) 

                                                

O

OH

O

 
    

รูปที ่ 2.5   โครงสรางทางเคมีของ  pentaketide 
 
Liu  และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟตหลายชนิดจากตน  Artemisia annua  ที่เปนแหลงของยา

ตานมาลาเรีย Artemisinin  พบวาราเอนโดไฟต  IV403   สามารถผลิตสารที่มฤีทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของรากอโรคพืชไดมากที่สุด (Liu  และคณะ,2001)  
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รูปที ่2.6  โครงสรางทางเคมีของ  Artemisinin 
 
Strobel ศึกษาราเอนโดไฟต Streptomyces sp.   ที่แยกไดจากตน  Kennedia  nigriscans   

ซ่ึงเปนพืชสมนุไพรของประเทศออสเตรเลีย พบวาสามารถสรางสารปฏิชีวนะ   munumbicins  A , B  
และ D ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อกอโรคแอนแทรกซ  วัณโรค  และมาลาเรียได  (Strobel, 2003) 
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Strobel ศึกษาราเอนโดไฟต  Pseudomonas viridiflara   ซึ่งสามารถพบไดในใบหญาหลาย
ชนิดสามารถสรางสาร  Ecomycin  ซ่ึงเปนlkir;d  polypeptide   มีผลกับเช้ือ  Cryptococcus  
neoformans   และ   Candida  albicans  (Strobel, 2003) 

Wang และคณะ  ศกึษาราเอนโดไฟต  Neoplaconema napellum IFB-E016  ซ่ึงแยกไดจาก
ใบของตน  Hopea hainanensis   พบวาสามารถสรางสารชนิดใหม  1  ชนิด  คือ  Neoplaether  ซ่ึง
เปนสารในกลุม diphenyl ether  และสารอีก  4  ชนิดคือ  monomethylsulochrin, physcion, 
helvolic acid, ergosterol  และ  ergosterol peroxide  โดยสาร Neoplaether  ที่มฤีทธิ์ในการยับยั้ง 
Candida albicans  โดยมคีา  MIC  6.2  µg/ml       และสามารถยับยัง้เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก  
(KB cell) โดยมีคา IC50  13.0   µg/ml  (Wang และคณะ, 2006) 
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รูปที ่2.7  โครงสรางทางเคมีของ Neoplaether 
 

2.4.2   สารที่มีฤทธิ์ยบัยั้งมะเร็ง (cytotoxic activity) 
Srinivasa  และคณะไดศึกษาพบสาร  taxol    ที่เปนสารประกอบพวก  diterpenoid  แยกได

จากเปลือกของตน  Taxus  sp.   มีสมบัตเิปนยาตานมะเร็งหลายชนิด เชน  มะเร็งรังไข  มะเร็งเตานม  
และมะเร็งปอด    โดยจะยบัยั้งและทําลายโมเลกุลของ    microtubulin    ในระหวางการแบงตัวแบบ
ไมโทซิสของเซลลมะเร็ง  (Srinivasa  และคณะ,1995).  

Paclitaxel (Taxol®) (รูปที่ 2.8)  เปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่สรางจากราเอนโดไฟต  
Taxomyces  andreanae  ที่แยกไดจากตน Pacific  yew (Taxus  brevifolia)     โดย Taxol  น้ีจะ
ปองกนัการเกดิการ  depolymerization ของ  tubulin  ในระหวางกระบวนการแบงเซลล   เมื่อทาํการ
ทดสอบพบวามีผลยับยัง้การเจริญและเพิ่มจํานวนของ  P-388, P-1534  และ L-1210  murine 
leukemia  นอกจากนี้ยงัสามารถยับยั้งการเจริญของ  Walker 256 carcinosarcoma และ sarcoma 
180  ไดอีกดวย (Stierle และคณะ, 1993)   นอกจากนี้แลวยังมีราเอนโดไฟตชนิดอื่นๆ เชน   
Pestalotiopsis  micospora   ที่แยกไดจากตน Himayalan  yew) Taxus  wallachiana) และ 
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Tubercularia sp. สายพนัธุ  TF 5 จากตน Chinese  Southern  yew (Taxus  mairei)  ก็สามารถ
สรางสาร  Taxol  ไดเชนเดียวกนั (Strobel และคณะ, 1996)  ปจจุบนันี้มกีารนํา  Taxol  มาใชเปนตัว
ยาในการรักษาโรคมะเร็งแลว    และ  Taxol  นี้เองก็เปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิสําคัญที่สรางจากรา
เอนโดไฟตทีม่ฤีทธิ์เหมือนกบัพืชที่ราเอนโดไฟตอาศัยอยูได (Strobel และคณะ, 2004) และมีฤทธิ์ตาน
มะเร็งไดเหมือนกับพืช 
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รูปที ่2.8 โครงสรางทางเคมขีอง  Taxol 
 

 จากการศึกษาของ  Lee  และคณะ  ที่ศึกษาราเอนโดไฟต  Pestalotiopsis microspora  ซ่ึง
สามารถผลิตสาร  Torreyanic  acid   พบวาสารดังกลาวมีฤทธิ์ในการทาํลายเซลลมะเร็งหลายชนิด  
โดยมีคา  IC50  อยูในชวง  9.4-25  µg/ml  (Lee  และคณะ, 1996) 
                                

 
รูปที ่2.9   โครงสรางทางเคมีของ Torreyanic  acid 
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2.4.3   สารตานเนื้องอก (Antitumor  Agents) 
ราเอนโดไฟต  Aspergillus  parasiticus  ที่เจริญอยูในพืชจําพวกไมเนื้อแดง (Redwood)  

สามารถสรางสาร  Sequoiatones  A และ B  (รูปที่ 2.9 ก. และ ข.)       ที่จัดเปนเอสเทอรชนิดหนึ่ง  ซ่ึง
เมื่อนํามาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพแลวพบวา  มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดเซลลเนื้องอกได (Noble และ
คณะ, 1991)    

O

H3CO
O

H3C

O

O

OH

CH3

CH3  
    ก.    Sequoiatones  A   
 

O

H3C

H3CO O

OH

CH3

O
H3C  

   ข.   Sequoiatones B 
 
รูปที่  2.10   โครงสรางทางเคมีของ Sequoiatones  A และ Sequoiatones B 

 
 

2.4.4   สารสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส (Antiviral Agents)         
ราเอนโดไฟต  Cytonaema sp.  ซ่ึงสรางสารที่มีฤทธิ์ในการตานไวรัสที่เปน  cytomegalovirus 

protease inhibitors, cytonic acid  A  และ B  (Gou และคณะ, 2000).   
  สารเมแทบอไลตทุติยภูมิอีกชนิดหนึ่งที่สกัดไดมาจากการหมักแบบ Solid-State  ของราเอนโด
ไฟต Cytonaema  sp. แยกไดจากตนโอค  (Quercus  sp.)  สารที่ไดคือ Cytonic acids A และ B  จะ
มีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส human cytomegalovirus (hCMV) ที่เปนเชื้อไวรัสที่กอโรคในคนได (Kantorova 
และคณะ, 2002)   
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cytonic acid A R1 = Et, R2 = H
cytonic acid B R1 = H, R2 = Et  

 
รูปที ่ 2.11  โครงสรางทางเคมีของ Cytonic acid  A และ B 

 
 ราเอนโดไฟต  Penicillium chrysogenum  ที่สามารถผลิตสาร  Xanthoviridicatin  E  และ  F  
ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อไวรัส   HIV  โดยทําหนาที่ยับยั้งเอน็ไซม  integrase  ในไวรัส (Singh และ
คณะ, 2003) 
 

2.4.5  สารที่มีฤทธิ์กดภูมิคุมกัน (Immunosuppressive Agents) 
ปจจุบันยาที่ใหแกผูปวยที่มกีารปลูกถายอวัยวะ ผูปวยที่เปนโรคเกี่ยวกับขอตอ  เชน  โรคปวด

ขอปวดกลามเนื้อ  โรคไขขออักเสบ   หรือผูปวยที่รางกายอยูในภาวะทีต่องการอินซูลิน  จะเปนยาที่มี
สวนประกอบของสาร Subglutinol A และ B  ซ่ึงเปนสารที่ไดจากราเอนโดไฟต Fusarium  
subglutinans  จากตน Taxus wilfordii  โดยสารตัวนี้จะมีฤทธิ์ในการทําใหเกิด Immunosuppression  
คือเปนสารกดภูมิคุมกันที่ไมเปนอันตรายตอเซลล    (Lee และคณะ, 1995) 
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รูปที ่2.12 โครงสรางทางเคมีของ  Subglutinol  A 
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2.4.6   สารตานการเกิดออกซิเดชัน  (Antioxidant Agents) 
พบราเอนโดไฟต Pestalotiopsis  microspora  ที่แยกไดจากตน Terminalia  morobensis 

ซ่ึงเปนพืชในเขตปาฝนทางตอนเหนือของประเทศปาปวนิวกินี (Strobel และคณะ, 2002)        สามารถ
สรางสารในกลุม Isobensofuranone   คือ  Isopestacin    โดยสารนี้นอกจากจะมีฤทธิ์ในการตาน   
จุลชีพจําพวกราและแบคทีเรียแลว  ยังพบวามีฤทธิ์ตานการเกิดกระบวนการออกซิเดชัน  โดยจะไปจับ
กับอนุมูลอิสระซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดเซลลมะเร็งไดอีกดวย    
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O HO

                          
 

รูปที ่2.13 โครงสรางทางเคมีของ Isopestacin 
 

2.4.7   สารที่มีฤทธิ์เปนพิษตอเซลลประสาท (Neurotoxicity Agents)  
สารที่แยกไดจากราเอนโดไฟตในกลุมนี้สวนใหญแลวจะเปนสารในกลุมของอัลคาลอยด  เชน  

Ergot  alkaloid   โดยสารชนิดนี้จะมีฤทธิ์เปนพิษตอเนื้อเยื่อประสาทของแมลงและสัตวเล้ียงลกูดวยนม  
 )Bush และคณะ, 1997)  ที่แยกไดจากราเอนโดไฟต  Neotyphodium  coenophialum  และ 
Clavicaeps  purpurea ที่อาศัยอยูในตน Festusa  arundinacea  และ Zizinia  aquqtica (Powell  
และPetroski, 1992) 

 
รูปที ่2.14  โครงสรางทางเคมีของสารในกลุมของ Ergot  alkaloid 
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2.4.7   สารทีอ่อกฤทธิ์ไลแมลง  (Insect repellent ) 
Nodulisporic acid  ที่สรางจาก   Nodulisporium sp.  ที่แยกไดจาก Bontia daphnoides ซ่ึง

มีฤทธิ์ในการยบัยั้งตัวออนของแมลงบางชนิด   หรือ  Muscodor vitigenus  ที่แยกไดจาก Paullina 
paullinioides  มีแนฟทาลนีเปนองคประกอบหลัก  มีฤทธิ์ไลแมลง  (Bryn  และคณะ, 2002) 

 
2.4.8   ยารักษาโรคเบาหวาน  (Antidiabetic agent) 
สารเมแทบอไลตที่สรางจาก   Pseudomassaria sp.  ที่ไดจากพืชในเขตปาฝนของประเทศ

คองโก  จะออกฤทธิ์เหมือน insulin  ไมทําใหเกิดการแพ  และไมถูกยอยในระบบทางเดินอาหาร  จึง
สามารถใหยาโดยการกนิได    (Strobel and Daisy, 2003) 

 
2.4.9   สารทีม่ีฤทธิ์ตานเชือ้มาลาเรีย  (Antimalarial agent) 
มีการศึกษาพบวาราเอนโดไฟต  Colletotrichum sp. ทีพ่บใน  Crassocephalum 

crepidioides  สามารถสรางสารตัวใหม  3  ชนิด  ที่เปนอนพุันธของ  dihydroisocoumarin  คือ  7-
butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one,  7-butyl-15-enyl-6,8-dihydroxy-
3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one  และ  7-butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pentylisochroman-1-
one  ซ่ึงมฤีทธิต์านเชื้อที่กอใหเกิดโรคมาลาเรีย  วัณโรค  และเชื้อราได (Palangpol และคณะ, 2003) 

 
2.4.10  การนํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพ  (Biological control) 
จากการศกึษาราเอนโดไฟต  Phomopsis phaseoli  ที่แยกไดจากตน  Quercus suber  ที่

สามารถผลิตสาร  3-Hydroxypropionic acid  ที่มีฤทธิฆ์าปรสิตของพืช  Meloidogyne incognita  
โดยมีคา  LD50  ในชวง    12.5-15  µg/ml  (Schwarz และคณะ, 2004) 

 
จากรายงานการพบสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟตที่กลาว

มาแลว   หากเราสามารถสกัดสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเชนเดียวกับพืชที่ราเอนโด
ไฟตชนิดนั้นๆ อาศัยอยูได  โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชสมุนไพรไทย  เชนขมิ้นชัน  ที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ที่นาสนใจ   ก็จะมีประโยชนอยางมากตอการพัฒนาดานการแพทยและดานอื่นๆ ที่จะนําสารที่ได
พัฒนามาใชประโยชนไดในอนาคต 
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2.5  ขมิ้นชนั 
ขมิ้นชัน  มีช่ือวิทยาศาสตรวา  Curcuma longa  จัดอยูในวงศ  Zingiberaceae  จําพวก

เดียวกับ  ขิง ขา ไพล   มีช่ือเรียกไปตามภาษาทองถิน่  เชน  ขมิ้นแกง,  ขมิ้นชัน, ขมิ้นหยอก,  ขมิ้นหัว,  
ข้ีมิ้น, หม้ิน(ใต), ตายอ(กะเหรี่ยง-กําแพงเพชร), สะยอ(กะเหรี่ยง-แมฮองสอน), หมิ้น  ช่ือภาษาอังกฤษ  
คือ  Tumeric,  Curcuma และ Yellow Root   เปนพืชสมุนไพรทีพ่บทั่วทุกภาคของประเทศไทย  มีถิ่น
กําเนิดในเขตรอนของทวีปเอเชีย  ประเทศอินเดีย จนี  และหมูเกาะอินเดียตะวันออก ปจจุบันมีการ
ปลูกเปนพืชเศรษฐกิจอยางแพรหลายในเขตรอน  ขมิน้ชันเปนพืชที่มอีายุยืนมีลําตนใตดินเรียกวาเหงา 
( รูปท่ี 2.15 )  เนื้อในของเหงาขมิ้นชนัสีเหลืองเขมจนสแีสดจัดมีกลิ่นหอมเฉพาะตวั   ใบมีขนาดใหญ
เรียวยาวเกิดมาจากเหงา    ออกแบบตรงขาม ( รูปที่ 2.16  )    ใบจะแหงเม่ือถึงฤดูแลง   เจริญงอกงาม
ในฤดูฝน           ดอกเปนดอกชอแบบชอเชิงลด (spike) เรียงอัดติดกนัแนนบนแกนกลาง มีกานชอแทง
จากเหงาโดยตรง       ดอกยอยมีสีเหลอืงออนมกีลีบประดับสีเขียวอมชมพู  ( รูปที่ 2.17)   ดอกบาน
คร้ังละ 3-4 ดอก  ผลรูปกลม มี 3 พู   ชอบอากาศคอนขางรอนและมีความชุมช้ืน  ชอบดินรวนซุยที่
ระบายน้ําไดดี    โดยมากปลกูไวเปนพืชสวนครัว  หรือไวประกอบยา  โดยสวนที่ใชคอืเหงาแหงและสด 
 สามารถใชขมิน้เปนเครื่องเทศในการประกอบอาหาร  สีผสมอาหารหรอืสียอมผา  นอกจากนี้
ยังนิยมใชเหงาที่แกจัดทั้งสดและแหงเปนยาสมนุไพร  ในการรักษาโรคหรืออาการตาง ๆ  เชน มีฤทธิ์ลด
การอักเสบ  ขบัน้ําด ี  และฤทธิ์คลายกลามเนื้อเรียบ  แกทองอืดทองเฟอ  ชวยใหเจริญอาหาร ฆาเชื้อ
แบคทีเรีย  ชวยตานมะเร็ง วัณโรค  ทัง้ยงัมีสารที่ยับยัง้การหลั่งของกรดจึงใชในการรักษาแผลใน
กระเพาะอาหาร และลําไส  ทั้งยังมีผลดีตอผิวหนัง คือ  ชวยรักษาโรคผิวหนัง  แกอาการผืน่คัน  รักษา
กลากเกลื้อน  แผลสด  รักษาพิษโลหิต  แกบิดเปนมูกเลือด  นอกจากนี้ยงัสามารถใชในการลดไข  
บรรเทาอาการวิงเวียน  ดมแกหวัด  ระงับอาการชกั  รักษาฟน  ตาแดง  ปวดเมื่อย และบํารุงผวิ เปนตน 
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รูปแสดงลักษณะของขมิน้ชนั (Curcuma longa) 

 
 

                                
 
       รูปที ่ 2.15   แสดงลักษณะของเหงาขม้ินชัน        รูปที ่ 2.16   แสดงลักษณะของใบขมิ้นชัน 
 
 

                                                                                                                          
  

รูปที ่2.17   แสดงลักษณะของดอกขมิ้นชนั 
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2.6  องคประกอบทางเคมขีองขมิน้ชนั 
 จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของขมิ้นชนั  พบวามีองคประกอบที่สําคัญ คือ 

2.6.1  สารประกอบ (essential oil )  หรือน้ํามนัขมิ้น (turmeric oil)  มีประมาณ  1.5-6.0%   
ซ่ึงประกอบดวย 

 2.6.1.1  ketone  เปนองคประกอบหลกั  (65%)  ไดแก  turmerone     และ            
ar- turmerone 

                                                                                                          

O

     or    
O

                                         
 
                                  turmerone                                                 ar- turmerone 

 
รูปที ่2.18   องคประกอบหลักในน้าํมนัหอมระเหยของขมิ้นชันในกลุม ketone 

 
2.6.1.2  hydrocarbons    (25%)  ไดแก  zingiberene,  β-sesqui-phellandrene, 

ar-curcumene,  bisabolene  และ  1,8-cineole 
 

           

O

                                                    
                                           

          cineole                              zingiberene                            ar-curcumene    
 

รูปที ่2.19  องคประกอบหลักในน้ํามนัหอมระเหยของขมิ้นชันในกลุม hydrocarbons 
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ในน้าํมันหอมระเหยที่สกัดไดจะมีกลิ่นหอมของเครื่องเทศ  สีเหลืองออน ลักษณะใสไม
ละลายน้ํา  แตละลายในแอลกอฮอล  จากการทดสอบพบวา  เมื่อใชเอธานอล 70% เปนตัวทาํละลาย
จะสามารถละลายไดในอัตราสวน  1:10  เมื่อใชเอธานอล 80% เปนตวัทาํละลายจะสามารถละลายได
ในอัตราสวน  1:4    คาความเปนกรดดาง (pH) 5.0,  relative density 0.916-0.937, refractive index 
1.502-1.514  และ   optical rotation  0°-( -45° ) 

 
 2.6.2  สาร  curcuminoids   เปนสารผงสีเหลือง  มีประมาณ  3-6%  เปนสารผสมของ
อนุพนัธของ   feruloyl methane   ประกอบดวยสารเคม ี 3  ชนิด  คือ 

2.10.2.1  Curcumin (diferuloymethane)  70-75%    
2.10.2.2  Desmethoxycurcumin (hydroxycinnamoyl feruloyl methane)15-20%    
1.10.2.3  Bisdesmethoxycurcumin (dihydroxydicinnamoyl methane)  3%    
 
 

O O

HO OH

R1 R2

 
 
 
Curcumin  R1 = R2 = OCH3 
Desmethoxycurcumin  R1 = H,  R2 = OCH3 

   Bisdesmethoxycurcumin  R1 = R2 = H 
 

รูปที ่2.20  โครงสรางทางเคมีของ Curcumin 
  
 

ในขมิ้นนอกจากจะมี  turmeric oil   และ  curcumin  เปนองคประกอบหลกัแลว  ยังมี
สารอาหารอื่น  เชน  โปรตีน  ไขมัน  แรธาตุ  และคารโบไฮเดรต    
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ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั    (อรัญญา, 2005) 
 

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 1. Borneol Endo-1,7,7-

trimethylbicyclo 
[2.2.1] heptan-2-ol 
 

 

H

H3C

CH3

OH

CH3

 

- ใชเปนน้ําหอม 
- ใชทําเครื่อง
หอม 

 2. Bisdesmethoxy 
    curcumin 

Bis (p-hydroxy 
cinnamoyl) methane 
 

 
O O

HO OH

H H

 

 
- 

 3. Caffeic acid 3-(3,4-
dihydroxyphenyl)- 
2-propenoic acid 

 
HO

COOH

HO  

 
- 

 4. Campesterol (3β,24R) –ergost-5-
en-3-ol 
 
 

 

CH3

HCH3

HO
H H

H3C CH3

CH3

CH3

 

 
- 

 5. Camphene 2,2-dimethyl-3-
methylenebicycol 
[2.2.1] heptane 
 

 
CH3

CH3

CH2  

 
- 

 6. Camphor 1,7,7- 
trimethylbicyclo 
[2.2.1] heptan-2-one 
 
 
 

                     

H3C
CH3

CH3

O

   

H3C
CH3

H3C O  
 
       l-form                 d-form 

- เปนสารตั้งตน 
- สารใหกลิน่ รส 
- สวนประกอบใน
เครื่องสําอางและ
สารกันเสยี 
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ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั (ตอ) 
 

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 7. Cholesterol 
 
 

(3β) –cholest-5-en-
3-ol 
 

 
CH3

HCH3

HO

H

H3C CH3

CH3
H

 

- ใชในการผลิต
ยา(เปนตวัชวย
ผสมเนื้อยา) 

 8. p-coumaric acid 
 
 

3-(4-hydroxyphenyl) 
-2-propenoic acid 

 

           HO

COOH

 

 
- 

 9. Curcumin 
 
 

(1E,6E)-1,7-bis 
(4-hydroy-3-
methoxyphenyl)- 
1,6-heptadiene- 
3,5-dione 

 
 

O O

HO OH

H3CO OCH3

 

- ตานการอักเสบ 
- ตานอนุมูล
อิสระ 

 10. Desmethoxy 
    curcumin 
 

-  
O O

HO OH

H3CO H

 

 
- 

11.p,α-
dimethylbenzyl 
alcohol 
 

α,4 –
dimethylbenzene 
methanol 

 
 

H3C
CH3

CH3  
 

 
- 

12. Eucalyptol 
 
 

1,3,3-trimethyl-2-
oxabicyclo [2.2.2] 
octane 
 

       

             

CH3

H3C CH3

O

 

- ใชในการผลิต
ยา 

13. Eugenol 
 
 

2-methoxy-4-(2-
propenyl) phenol 
 

 

                 

OH

CH2

OCH3

 

- ใชเปนน้ําหอม 
- แกปวด(ฟน) 
- สารลอแมลง 



 23

ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั  (ตอ) 
 

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 19. β-Pinene 
 
 

6,6-dimethyl-2-
methylene-bicyclo-
[3.1.1] heptane               

H3C CH3

CH2  

 
- 

20.Protocatechchuic 
acid 

 

3,4-
dihydroxybenzoic 
acid 

       

                

COOH

OH

OH

 
 

 
- 

 21. Stigmastanol (3β,5α) 
stigmastan-3-ol 

     

CH3

HCH3

H H

H3C CH3

CH3

H

HO

CH3

 

 
- 

 

 22. Stigmasterol 
 
 
 

(3β,22E)-stigmasta-
5,22-diene-3-ol 

 

   

CH3

HCH3

H H

H3C CH3

CH3

HO

CH3

H

 

 
- 

 23. α-Terpineol 
 
 

α,α,4-trimethyl-
3-cyclohexane-1-
methanol 

         

               

CH3

H3C CH3
OH  

 

-ใชเปนน้าํหอม 
 

 24. ar-Turmerone 
 
 

(6s)-2-methyl-6- 
(4-methylphenyl)-2-
heptane-4-one 

 

  H3C

CH3

CH3CH3 O

 

- ใชเปนยาฆา
เชื้อ 

 
 25. Tybamate 
 
 
 

butylcarbamic acid-
2-[[(aminocarbonyl) 
oxy]methyl]-2-
methylpentyl ester 

 
 

H2N O O N
H

CH3

O O

CH3
H3C  

- คลายเครียด 
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ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั  (ตอ) 

 
 
2.7  การนําไปใช      (อรัญญา, 2005) 
 2.7.1  ปองกนัยุงกัดและกําจัดลูกน้าํ 

นํ้ามนัขมิน้  2.5%  ผสมในโลชนัสามารถปองกนัยงุ  หรือใชน้าํมนัขมิ้นที่สกัดดวย
เอธานอล 20%  ทาปองกนัยงุ  หรือหยดน้ํามันขมิน้ลงในแหลงเพาะพนัธุยุงจะชวยไลยุงและกาํจัด
ลูกน้ําได 

 
2.7.2  รักษาโรคผิวหนงัผ่ืนคนั  แผลพุพอง  หรืออาการแพจากแมลงสัตวกัดตอย 
 ใชน้ํามนัขมิน้ที่สกัดดวยแอลกอฮอล  ผงขมิ้น  หรือสารสกัดจากขมิน้ที่ผสมในครีม  ใช

ทาบริเวณแผลจากผืน่คัน  และชวยฆาแบคทีเรียและเชื้อราได 
 
2.7.3 รักษาอาการทองอดื ทองเฟอ จุกเสียดแนน โรคกระเพาะและรกัษาแผลใน

กระเพาะอาหารและลําไส 
นําขมิน้มาบดผสมกับน้าํผึ้งหรือน้ําตมสุกในอัตราสวน  1:1   จะชวยรักษาอาการได

โดยจากการศกึษาของกองวจิัยและพัฒนาสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
ไดศึกษาวา ขมิ้นชันไมมีพษิที่รุนแรง ทัง้ในการใชระยะสั้นและระยะยาว และน้าํมันหอมระเหย เปน
สารสําคัญในการออกฤทธิ์รักษาอาการทองอืด ทองเฟอ โดยไดทําการศึกษา ทดลองในโรงพยาบาล
ชุมชน 5 แหง และโรงพยาบาล ทั่วไป 1 แหง ในผูปวยที่มีอาการตาง ๆ ไดแก ปวดแสบทองเวลาหวิ   

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 26. Vanillic acid 
 

4-hydroxy-3- 
methoxybenzoic 
acid 

            

                

COOH

OH

OCH3

 

 
- 

 27. Zingerone 
 
 

4-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2-
butanone 
 

 

      HO

CH3

O

H3CO

 

 
- 
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จุกแนนบริเวณลิ้นป เนื่องจากมีลมในกระเพาะอาหาร จุกเสยีดทอง เนื่องจากมีลมในกระเพาะอาหาร
และลําไส ผลจากการศึกษาเปนทีน่าพอใจ ผูปวยที่ไดรับขมิ้นชันมีอาการดีข้ึน และไมพบ ผลแทรกซอน
ในการใช 

 
2.7.4  ชวยลดการอักเสบ 
 นําสารสกัดจากขมิ้นผสมในยาสีฟน  ชวยลดการอักเสบของเนื้อเยื่อในชองปาก  และ

รักษาอาการเหงือกอักเสบ  นอกจากนีน้้าํมันขมิน้ผสมในยานวด  จะชวยคลายเสน  แกเคล็ดขัดยอก  
และแกน้ํากัดเทา 

 
 2.7.5  ใชในเครื่องสําอาง ไดแก 
  - ผสมสารสกดัในครีมขัดผิว  ชวยขจัดเซลลผิวที่เส่ือมสภาพ  และบํารุงผิวใหเนียนนุม 
  - ผสมในครีมอาบน้าํ สบูอาบน้ํา และโลชนัทาผิวเพื่อบํารุงผิวพรรณ 
 
2.8  การศึกษาฤทธิท์างเภสัชวทิยา 
 การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาของขมิน้ชนั  ไดมีการศึกษากนัในวงกวาง   ไดแก  ฤทธิ์ตานการ
อักเสบ  ยบัยัง้การสรางหลอดเลือด(ในเซลลมะเร็ง)  ตานอนุมูลอิสระ  รักษาบาดแผล  และตานมะเร็ง
เปนตน  โดยไดมีการศึกษาทั้งทางพยาธิวทิยา  การใชสัตวทดลอง  กลไกในระดับเซลล  เพื่อใหเขาใจ
ถึงการออกฤทธิ์ของสาระสาํคัญในขมิ้นชนั  โดยมีการศึกษาที่นาสนใจและอาจจะเปนประโยชนในการ
นําไปพฒันาตอไป   ตัวอยางเชน 
 
 2.8.1  ฤทธิท์างเภสัชวทิยาและการทดสอบทางคลนิกิของสารสกัดจากขมิน้ (turmeric 
oil และ curcuminoids) 
  2.8.1.1  ฤทธิ์ในการตานการเกิดออกซิเดชนั 
  จากการศึกษาพบวาสาร  curcumin  ที่พบไดในขมิ้นชันมีความสามารถสูงในการตาน
การเกิดอนมุูลอิสระเมื่อเทียบกับวิตามินซ ี  และอี  (Toda และคณะ, 1985)  ทั้งยงัมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
การเกิด  lipid peroxidation จากการศึกษาในโมเดลของสัตวชนิดตางๆ  (Roddy และ Lokesh, 1992)  
หรือการศึกษาความสามารถในการปองกนัเซลลไต(LLC-PK1) ผิดปกติ  โดยการยับยั้งกระบวนการ  
lipid degradation,  lipid peroxidation   และ  cytolysis  (Cohly  และคณะ, 1998)   
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2.8.1.2  ฤทธิ์ในการตานการเกิดอนุมูลอิสระ 
มีคุณสมบัติในการตานการเกิดอนุมูลอิสระ  โดยการยับยั้งการเกิดอนมุูลอิสระ  ซ่ึง

เปนสาเหตุของการลดปริมาณและการสรางคอลลาเจน (Manikanda  และคณะ, 2004) 
 

  2.8.1.3  ฤทธิ์ในการฆาแบคทีเรีย  
  สารสกัดจากขมิ้นมีฤทธิ์ในการฆาเชื้อแบคทีเรียชนิด  Lactobacillus acidophilus  
และ L. plantarum    ยับยั้งการเจริญเติบโตของ  Staphylococcus aureus,  Bacillus subtibis, 
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli,  Salmonella paratyphi,  Erwinia carotovora,  
Pseudomonas solacearem  และ  Xanthomonas citri    และการศึกษาของ  Gianni และคณะ  
พบวาน้าํมนัทีส่กัดไดจากขมิน้ชันมีฤทธิ์ตอเช้ือราและแบคทีเรียมากที่สุดเมื่อเทียบกับพืช  11  ชนิด  
โดยสามารถออกฤทธิ์กับเชื้อ   Candida   albican  ATCC  48274, Rhodotorula glutinis ATCC 
16740, Schizosaccharomyces pombe ATCC 60232,  Saccharomyces serevisiae ATCC 3265   
และ  Yarrowia lypolitica  ATCC 16617   (Gianni และคณะ, 2004) 
 

2.8.1.4  ฤทธิ์ในการฆารา 
น้ํามนัขมิน้ที่สกัดดวยแอลกอฮอล  อีเธอรและคลอโรฟอรม  มีฤทธิใ์นการตานเชือ้ที่

แยกจากผูปวยติดเชื้อเอดสชนิด  Candida albican,  Cryptococcus neoformans  และ Penicillium 
marneffei   และเชื้อราที่เปนสาเหตุของโรคกลากเกลือ้น  และมีฤทธิ์ในการฆา  Aspergillus niger,  
Penicillium citrinum,  Chaelonmium globosum  และ  Neurosrora crassa (Damrihanunt และ
คณะ, 1990) 

 
2.8.1.5  ฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็ง 
ขมิ้นชันลดจาํนวนและขนาดของมะเร็ง  เมื่อทดลองกับหน ู  female Swiss mice  ที่

เหนีย่วนําใหเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหาร   ยับยัง้เซลลมะเร็งมดลูกหนูแฮมสเตอรและเซลลมะเร็งตอม
นํ้าเหลือง  นอกจากนี้ข้ีผ้ึง  curcumin  ยังชวยลดกลิน่เนา  ลดอาการคันแผล  ทําใหแผลแหงเร็วและ
อาการปวดนอยลงในแผลมะเร็งภายนอก   โดยจากการศึกษาพบวาสาร  curcumin  สามารถลดการ
เกิดมะเร็งที่เกดิในลําไสใหญ  ลําไสเล็ก  กระเพาะอาหาร  ทางเดินอาหาร  และในชองปาก  ที่เกดิจาก
การชักนําของสาร  benz(a) pyrene  และ  7,12-dimethyl benz(a) anthracene  (Singh  และคณะ, 
1998) 
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2.8.1.6  ฤทธิ์ในการลดการอกัเสบ 
สารสกัดจากขมิ้นชวยรักษาถุงน้ําดีอักเสบ   มีฤทธิ์ตานสาร  histamine  ที่กอใหเกดิ

การอักเสบ มฤีทธิ์ตานการอกัเสบตอ  Freund’s adjuvant-induce arthritis   ในหนขูาว  มฤีทธิ์ในการ
ลดการบวมอกัเสบ  โดย curcumin  สามารถลดการอักเสบไดดีในคนไขหลังการผาตัดไสเล่ือน  
และ  ไดมีผูทดลองรักษาแผลหลังผาตัด 40 ราย พบวาใหผลลดการอกัเสบไดเหมือน phenylbutazone  
(Satoskar  และ  Shenoy, 1986) 

 
2.8.1.7  ฤทธิ์ในการรักษาโรคเบาหวาน  
จากการศึกษาของ  Kumar  และคณะ  พบวาขมิ้นชันสามารถยับยั้งการเกิด

โรคเบาหวานที่เกิดจากการชักนาํของสาร  streptozotocin  ในหน ู  โดยพบวาหนทูีเ่ปนโรคจะมีอาการ
น้ําหนกัลด  แตเมื่อใหหนูกนิขมิ้นชนัก็จะมีน้ําหนักตัวเพิ่มข้ึน  และมรีะดับของน้ําตาลในเลือดปกติมาก
ข้ึน  (Kumar  และคณะ, 2005) 

 
2.8.1.8  ฤทธิ์ในการขับน้ําด ี

สารสกัดจากขมิ้นผสมกบั  camphoric acid  และ diethanolamine   มีฤทธิ์ในการเพิ่มการขับ
น้ําดีไดมากกวาปกติถงึสองเทา  จะชวยลดการทาํลายเซลลตับในคนไขเปนโรคตับ  และชวยลด
ปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด   สารสําคัญในการออกฤทธิ์นี ้ คือ curcumin (Ramaprasad   และ  
Sirsi, 1956)  และ p-tolyl-methylcarbinol (Rumpel, 1954)    ซ่ึงสามารถขับน้ําดี และกระตุนการ
สรางน้าํด ี   Sodium curcuminate    เม่ือฉีดเขาหลอดเลือดในขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีฤทธิ์เพิ่ม
น้ําดีเกือบ 100%   โดยไมมผีลตอความดนัโลหิต และการหายใจ (Jentzsch, Gonda  และ  Holler, 
1959)    เมื่อฉีด sodium curcuminate เขาหลอดเลือดในขนาด 5, 10, 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม พบวา
เพิ่มปริมาณน้าํดี แตลดปริมาณของแข็ง เพิ่มการขับ bile salt, billirubin และ cholesterol แตกรด
ไขมันไมเปล่ียนแปลง (Ramaprasad   และ  Sirsi, 1957 )    นอกจากนี ้ cineole ที่พบในน้าํมันหอม
ระเหย ยังมีฤทธิ์กระตุนการขับน้ําดีดวย (Bell  และคณะ, 1981)     จึงทาํใหการยอยดีข้ึนเปนผลให
อาการจุกเสียดบรรเทาลง  
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2.8.1.9  ฤทธิ์ในการตอตานปรสิต 
สารสกัดจากขมิ้นดวยแอลกอฮอลและน้ําในความเขมขน  125  µg/ml   มีผลในการ

ฆาเชื้อ  Entamoeba histolytica  ที่เปนสาเหตุของโรคบิดมีตัว  และที่ความเขมขน  0.2%  สามารถฆา
พยาธิไสเดือนและพยาธิตัวตืดได 

 
2.8.1.10  ฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกัน 
ฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกัน  พบวาสาร  curcumin  สามารถลดการสรางภูมิคุมกันในหนู

ไดอยางมีประสิทธิภาพในการทดลองที่ตอเนื่องเปนเวลา  14  วัน   (Xu และคณะ, 2005)  
 
2.8.1.11  ฤทธิ์ในการฆาและไลแมลง 
พบวาสารสกดัจากขมิ้นมีฤทธิ์ในการไลมอดแปงและดวงงวง  และมีประสิทธิภาพใน

การกําจัดลูกน้าํ  ปองกนัการวางไข  และกนัยงุไดนาน  1.5-7.7  ช่ัวโมง 
 
2.8.1.12 ฤทธิล์ดการบีบตัวของลําไส 
ในบางรายโดยเฉพาะผูเปนโรคกระเพาะมกัมีอาการปวดเกร็งรวมดวย  ขมิ้นชันมีฤทธิ์

คลายกลามเนือ้เรียบ  โดยออกฤทธิ์ตาน acetylcholine, barium choride และ serotonin 
(Permpiphat  และคณะ, 1990)  และยังมีผูพบการลดการหดตัวกลามเนื้อเรียบมดลูก จึงชวยบรรเทา
อาการปวดเกร็ง (Goto  และคณะ, 1957) 

 
2.8.1.13  การไมกอการกลายพนัธุ    
พบวาสารสกดัดวยเมธานอลและน้ํารอนในความเขมขน  50  mg/disc  ไมทาํให 

Salmonella typhimurium TA 100  กลายพนัธุ        ทัง้ขมิ้นและ curcumin ไมกอกลายพันธุเมื่อผสม
ในอาหารหนู 0.5 และ 0.015% ตามลําดบั  (Vijayalaxmi, 1980) 

 
2.8.1.14  ฤทธิ์ในผลิตภัณฑเครื่องสําอางที่มีสารสกัดขมิ้นเปนสวนประกอบหลัก  
ใชในการทําความสะอาดผิวและกําจัดอนมูุลอิสระได     
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 2.8.2  ฤทธิท์างเภสัชวทิยาและการทดสอบทางคลนิกิของ Curcumin (curcuminoids) 
2.8.2.1  ฤทธิ์ในการตานการอักเสบ  Curcumin  มีกลไกดังนี ้
- ยับยัง้การสงัเคราะห  leukotrine B4 
- ยับยัง้การเกดิ  pellet aggregation 
- ยับยัง้  fibrinolysis 
- ยับยัง้การตอบสนองของneutrophileตอส่ิงเราที่เกี่ยวของกับกระบวนการการอักเสบ 
- ปองกับการปลดปลอย  inflammatory mediators     
สาร curcumin   ลดการอักเสบไดดี เมื่อเปรียบเทียบกับ phenylbutazone   และ

cortisone  พบวามฤีทธิ์พอ ๆ กันในกรณีการอักเสบเฉียบพลัน    สวนกรณีการอักเสบเร้ือรังมีฤทธิ์เพียง
คร่ึงเดียว แตฤทธิท์ําใหเกิดแผลนอยกวา   phenylbutazone     

- ปองกนัการอักเสบของตับทีเ่กิดจาก carbon tetrachloride และ D-galactosamine 
- ตานการอักเสบของถุงน้ําดี 
- ตานการอักเสบของขอมีฤทธิ์ตาน histamineโดยยับยัง้ trypsin หรือhyaluronidase 
 

  2.8.2.2  ฤทธิ์ในการรักษาแผล 
  Curcumin  เปนตัวเพิ่ม  mucin  ซ่ึงเปนสารเคลือบกระเพาะ  จึงชวยในการรักษาแผล
ในกระเพาะอาหาร   และยบัยั้งการหลัง่น้าํยอยตางๆ      (Rafatullah และคณะ, 1999) 

 
2.8.2.3  ฤทธิต์อระบบไหลเวียนโลหิต 
Curcumin  ในขนาด  7.5 mg/kg ทาํใหความดันโลหิตลดลงชั่วขณะและกดการ

ทํางานของหัวใจ  ในการทดลองที่ตัดแยกจากลําตวั 
 
2.8.2.4  ฤทธิต์านมะเร็ง 
2.8.2.5  ฤทธิ์ในการฆาเชื้อแบคทีเรีย 
2.8.2.6  ฤทธิช์วยขับลมและชวยใหระบบยอยอาหารดีข้ึน 
2.8.2.7  ฤทธิช์วยลดปริมาณโคเลสเตอรอลในเลือด 

 
 จากรายงานการวิจัยองคประกอบทางเคมีของขมิ้นชัน  วามีความหลากหลายสูงและ     มี
รายงานการพบราเอนโดไฟตที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได (Thongchai  และคณะ, 2003)   
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ดังนัน้ในงานวจัิยนี้ไดสนใจศกึษาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากสวนเหงาของขมิ้นชนั  ซ่ึงจากการ
วิจัยกอนหนานี้พบวาในพืชที่มีเหงาจะพบราเอนโดไฟตจากสวนเหงา มากกวาสวนอืน่ๆ ของตนพืช
(Thongchai, Peberdy และ Saisamorn, 2003)   ขมิ้นชนัเปนสมุนไพรไทยที่มีสรรพคุณในการชวย
ตานมะเร็ง   ตานวัณโรค  ปองกนัโรคหัวใจ  ฆาเชื้อแบคทีเรีย   รักษาแผลในกระเพาะอาหารและลําไส 
แกทองอืด ทองเฟอ รักษาโรคผิวหนัง  ทองรวง  ลดไข  แกหวัด ปวดเมื่อยและบํารุงผิว จึงอาจเปนไปได
วา ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากสวนเหงาของขมิ้นชนันีจ้ะสรางสารที่มีฤทธิท์างชวีภาพทีน่าสนใจซึง่อาจ
เปนประโยชนตอไปในอนาคต   

 
 



บทที่  3 
 

วิธีการทดลอง 
 

3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
3.1.1  เครื่องหาจุดหลอมเหลว 
 สําหรับการหาจุดหลอมเหลวใชเคร่ือง  Fisher - John  Melting Point Apparatus  

ของบริษทั Fisher  Sciencetific   ประเทศสหรัฐอเมริกา        ทําไดโดยการนําสารตัวอยางมาบดให
ละเอียด  จากนั้นบรรจุลงในหลอดแกวสําหรับตรวจหาจดุหลอมเหลว (capillary tube)   ใหไดความสูง
พอประมาณแลวนาํไปหาจุดหลอมเหลวดวยเครื่องวัดจุดหลอมเหลว 

 
3.1.2  Fourier Transform Infrared  Spectrophotometer (FT-IR) 
 เครื่อง Fourier Transform Infrared  Spectrophotometer (FT-IR)  ของบริษทั  

Nicolet Impact รุน  410  สําหรับวัดอนิฟราเรดสเปกตราของสาร  สารตัวอยางที่ใชการตรวจวัดเตรียม
โดยบดผสมกบัโปแตสเซียมโบรไมด (KBr) อัดเม็ด  อัดเปนแผน (pellet)  เสนผานศนูยกลาง  1  
เซนติเมตร  หนาประมาณ  1  มิลลิเมตร 

 
3.1.3  Mass  Spectrometer (MS) 
 สําหรับใชในการหามวลโมเลกุลของสารประกอบวิเคราะหดวยเทคนคิ   High 

resolution electrospray true of  flight (HRES/TOF)  โดยเครื่อง  Mass  Spectrometer (MS)  รุน 
LCT   ของบริษทั  Micromass UK Limited 

 
3.1.4  Nuclear Magnetic Resonance  Spectrometer (NMR) 
 เครื่อง   Nuclear Magnetic Resonance  Spectrometer (NMR)   รุน  Varian 

Mercury  400  NMR  สําหรับการหาโปรตอนและคารบอนนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรา  
โดยวัดคาเคมิคอลชิฟทเปนพีพีเอ็ม (ppm)   สารตัวอยางที่ใชตรวจวดัเตรียมโดยละลายใน
คลอโรฟอรม-ดี(CDCl3), เมธานอล-ดี4  (CD3OD), ดิวเทอรเรียมออกไซด (D2O)   และ     ไดเมธิลซัล 
ฟอกไซด-ด6ี  (DMSO-d6)     1H-NMR  สเปกตรัมวิเคราะหที ่ 400  MHz    สําหรับ   1H   nuclei    โดย
อางอิงกับคาเคมิคอลชิฟทของตัวทําละลายที่เหลืออยู   คาเคมิคอลชิฟท (δ)  7.26  ppm  สําหรับ 
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CDCl3 , 4.87 ppm   สําหรับ CD3OD  ,  4.80  ppm  สําหรับ   D2O    และ  2.50  ppm  สําหรับ  
DMSO-d6     และวิเคราะห  13C-NMR  ที่ 100   MHz    สําหรับ    13C   nuclei    มีคาเคมิคอลชิฟท 
(δ) 77.1  ppm   สําหรับ CDCl3  

 
3.1.5  Rotary Vacuum Evaporator     
 เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมนุ  (Rotary Vacuum Evaporator)   ของบริษทั   

Buchi  ประเทศสวิสเซอรแลนด 
 
3.1.6  Specific Optical Rotation 
 Polarimeter  รุน  341  โดยใช   sodium lamp  ที่ความยาวคลืน่ 589  นาโนเมตรของ

บริษทั  Perkin-Elmer 
 
3.1.7  Ultraviolet-visible Spectrophotometer  (UV-VIS)   
 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer)   รุน  Varian Cary  50  Probe  

ทําไดโดยนําสารที่ตองการวดัมาละลายตวัทาํละลายอนิทรียที่สารนัน้ละลายไดดี  แลวนํามาเจือจางให
ไดความเขมขนที่เหมาะสมกอนการนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสง 

 
3.1.8  CombiFlash Graduate   
 เครื่อง  Isco  CombiFlash™  Graduate™   ของบรษิทั  Isco   ใชแยกสารตัวอยาง

โดยใช  flash chromatography   โดยมีอัตราเร็วระหวาง  10-100   มิลลิเมตร/นาที   โดยใชคอลัมน
ขนาด  30x2.5   เซนติเมตร  บรรจุตัวดูดซับ  Silica gel   60   No.109385.1000   หรือ   Sephadex  
LH-20   ลงในคอลัมนขนาดตางๆ ขึ้นกับปริมาณสารทีต่องการแยก  ซ่ึงเคร่ืองนี้จะมีปมชวย   ทําใหตัว
ทําละลายชะสารที่ตองการแยกลงมาไดเร็วขึ้น 
 
 3.1.9  Sunrise Microtiter Plate  Reader 
  เครื่อง Sunrise Microtiter Plate  Reader  ใชในการอานคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลืน่   625  นาโนเมตร    
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3.2  สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 3.2.1  ตัวทําละลายอินทรยี 
  ตัวทําละลายที่ใชในการทดลองเปนตัวทําละลาย  Commercial Grade   และ   
Analytical Grade   โดยตัวทําละลาย   Commercial Grade   นั้นจะตองทําใหบริสุทธิ์ดวยการกลั่น
กอนนํามาใชทุกครั้ง    ตัวทําละลายที่ใชไดแก   เฮกเซน, คลอโรฟอรม, ไดคลอโรมีเธน, เอธิลอะซิเตต, 
เมธานอล, แอซิโตน, บิวทานอล  และเอธานอล 
 3.2.2  สารเคมีชนิดอื่นๆ   
  1.  ตัวดูดซับ ใช  Silica gel   60   No.109385.1000    (230-400  Mesh  ASTM)  
ของบริษัท  Merck, Damstadt ประเทศเยอรมนี    
  2.  แผนธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ (Thin Layer Chromatography)  สําเร็จรูปชนิด  
Art. 5554  TLC  Aluminium sheets Silica gel  60F254 (1.05554.0001)   ของบริษทั  Merck, 
Damstadt ประเทศเยอรมนี    
  3.  Sephadex  LH-20   ของบริษัท  Pharmacia ประเทศสวีเดน 
 
3.3 เทคนิคทางโครมาโตกราฟที่ใชในการทดลอง 

  3.3.1  ธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ  (Thin Layer Chromatography, TLC)   
 ใชแผน  TLC  สําเร็จรูปแตมสารดวยหลอดขนาดเล็ก (capillary tube)  แลวทําใหเกิดการแยก 
(develop)  ในขวดแกวปลอยใหวัฏภาคเคลื่อนทีไ่ปจนถึงแนวเสนตัวทําละลาย  (solvent front)  
ทําใหแหง  จากนัน้นาํไปตรวจหาตาํแหนงของสารบนแผน  TLC  โดยสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต  ที่ความยาวคลื่น  254  และ   365   นาโนเมตร   หรือโดยใชรีเอเจนท   Vanillin / 
H2SO4  (ซ่ึงประกอบดวย วานิลิน 0.50  กรัม, เอธานอล  95  มิลลิลิตร  และกรดซัลฟวริกเขมขน  
4.5  มิลลิลิตร)    หรือใช   Ninhydrin  (20%  Ninhydrin  ในเอธานอล)   พอใหสารซึมเขาแผน  
TLC   จนทัว่จากนั้นนําแผน  TLC   ไปใหความรอนจนปรากฏจุดของสารขึ้นบนแผน  TLC 
 

3.3.2  คอลัมนโครมาโตกราฟ  (Column Chromatography)   
 บรรจุตัวดูดซับ  Silica gel   60   No.109385.1000     หรือ   Sephadex  LH-20   ลงใน
คอลัมนขนาดตางๆ ขึ้นกับปริมาณสารที่ตองการแยก  โดยอาจใชปมชวย   เพื่อใหตัวทําละลายชะ
สารที่ตองการแยกลงมาไดเร็วขึน้  

 
3.4 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลอง  (ดูรายละเอียดสูตรในตารางที ่ 3.1  ภาคผนวก ก) 
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3.5  การเกบ็ตัวอยางเหงาขมิน้ชนั 
  การเก็บตัวอยางเหงาขมิ้นชนัจาก  7  จังหวัด ในประเทศไทย  คือ จังหวัดเชียงใหม  (รหัส CM)  
จังหวัดมหาสารคาม  (รหัส MS)   จังหวัดรอยเอ็ด (รหัส RE)  จังหวัดอยุธยา  (รหัส AY)   จังหวัดชลบุรี  
(รหัส CB)   จังหวัดราชบุรี  (รหัส RB)  จังหวัดนครศรีธรรมราช (รหัส NK)  โดยเลือกเก็บตัวอยางเหงา
จากตนขมิน้ชนัที่มีความสมบูรณแข็งแรงไมเปนโรค    โดยเก็บตัวอยางในถุงพลาสติกที่อุณหภมูิ  4  
องศาเซลเซียส  จนกวาจะนํามาแยกราเอนโดไฟต 
 
3.6  การแยกราเอนโดไฟต 

นําสวนเปลือกเหงาขมิ้นชันทีเ่ก็บตัวอยางมาทาํการแยกราเอนโดไฟตโดยใชเทคนิคการฆาเชื้อ
ที่ผิว  (surface sterilization)   ที่ดัดแปลงมาจากวธิีของ Petrini  (Petrini, 1986) ดังนี ้

1.  นําสวนเหงาที่ลางน้าํทาํความสะอาดแลวมามาตัดเปนชิ้นขนาดใหญโดยใหมีเนื้อติดอยูกับ
เปลือก   แชในเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นตนาน  1 นาท ี  ตามดวยสารละลาย  โซเดียม
ไฮเปอรคลอไรทที่มีความเขมขน  10 เปอรเซ็นตนาน  1 นาที  และสุดทายแชในเอทานอลความเขมขน 
95 เปอรเซ็นตนาน  30  วินาที    ลางดวยน้าํกลั่นสองครั้ง   แลวซับใหแหงบนกระดาษที่ผานการฆาเชื้อ 

2. นําสวนเปลือกเหงาขมิน้ชันที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวแลว มาตัดเปนชิ้นเล็กๆขนาดประมาณ 
5x5x2 มิลลิเมตร   แลวนําไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  Potato Dextrose Agar (PDA)  บมที่
อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30  ํC)  แลวสังเกตการงอกของเสนใยของเชื้อราออกมาจากเนื้อเยื่อสวน
เปลือกเหงาขมิ้น  ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ 

3.  เมื่อพบวามีเสนใยของราเอนโดไฟตเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อสวนเปลือกเหงาขมิน้ชัน  จึง
เขี่ยสวนปลายเสนใยของเชื้อราไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA)  จนได
เชื้อบริสุทธิ์  ภายใตกลองจุลทรรศน    แลวเก็บรักษาราเอนโดไฟตเปน  stock  เชื้อไว (ขอ  3.6  
ภาคผนวก  ก) 
 
3.7  การคัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ยังยัง้จุลินทรีย 
 นําราเอนโดไฟตที่แยกไดบริสุทธิแ์ลวมาทดสอบฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียโดยวิธี  Dual Culture 
Method   โดยนําราเอนโดไฟตที่แยกไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  5  ชนิด  คือ  Potato Dextrose 
Agar (PDA),   Malt Extract Agar (MEA),  Corn Meal Agar (CMA), Sabouraud’ s Dextrose Agar 
(SDA)   และ  Yeast  Extract Sucrose Agar  (YES)   บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  14   วัน     
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จากนั้นใช   sterile cork borer  ที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง  7  มิลลิเมตร ตัดชิ้นวุนของเชื้อราไป
ทดสอบฤทธิ์ในการยังยั้งจุลินทรียกอโรค  สังเกตวงใสที่เกิดขึน้รอบโคโลนี   

จุลินทรียกอโรคที่ใชในการทดลองมี  5  ชนิด แบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด คือ  
Bacillus subtilis  ATCC  6633,  Staphylococcus aureus  ATCC  25923  แบคทีเรียแกรมลบ 2 
ชนิด คือ  Escherichia coli  ATCC  25922 และ Pseudomonas aeruginosa  ATCC  9027 และ รา
ท่ีเจริญในรูปของยีสต  คอื  Candida albicans      กอนการทดสอบนําแบคทีเรียมาเลี้ยงใน  Nutrient 
Broth (NB)  บมไวที่อุณหภูมิ  37   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   2-6   ช่ัวโมง  ขึ้นกับอัตราการ
เจริญเติบโต  อานคาการดดูกลืนแสงจากเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของน้าํ
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความยาวคลื่น  625  นาโนเมตรใหไดประมาณ  0.10  (ความเขมขนของแบคทีเรีย
ประมาณ   107  CFU/ml)   สําหรับเชื้อยีสตวัดคาการดูดกลืนแสงของน้ําเลี้ยงเชื้อที่ความยาวคลื่น  
620  นาโนเมตรใหไดประมาณ  0.10  (ความเขมขนของแบคทีเรียประมาณ   107  CFU/ml) 
นําไมพันสาํลทีี่ผานการฆาเชื้อแลวจุมลงในน้าํเลี้ยงเชื้อจุลินทรียกอโรค  และนํามาทา  (swab)  ลงบน 
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  NA  จนทั่ว  หมุนจานเพาะเชื้อ  60  องศา  ปายใหทั่ว  หมุนอีก  60  องศา  
ปายซ้าํอีกคร้ังใหทัว่จานเพื่อใหเชื้อจุลินทรียกระจายตัวอยางสม่ําเสมอทั่วจานเพาะเชื้อ  ปลอยทิ้งไวให
แหง  จากนัน้นําชิน้วุนของเชื้อราเอนโดไฟตมาวางทับลงบนอาหารแข็ง  บมที่อุณหภูมิ  37   องศา
เซลเซียส  เปนเวลา   12-18   ช่ัวโมง แลววัดวงใสที่เกดิขึ้นรอบโคโลนี  และเลือกราเอนโดไฟตทีม่ีฤทธิ์
ยังยั้งเชื้อจุลินทรียดีที่สุด  มาวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีอยางคราวๆ  โดยนําสารสกัดมา
วิเคราะหโดยเทคนิคธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ  (TLC)  และ  NMR 

  
3.8  การพิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟต 
 3.8.1  การศึกษาลักษณะโครงสรางทางสัณฐานวทิยา 
  ศึกษาลักษณะโครงสรางทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟต   NK9  โดยนํารามา
เลี้ยงบนอาหารเแข็งทั้ง  5  ชนิด  คือ  PDA   MEA  CMA   SDA  และ  YES   เปนเวลา  1  เดือนที่
อุณหภูมิหอง  เพื่อศึกษาลักษณะตางๆ  เชนลักษณะของโคโลนีหรือสีของเสนใยภายใตกลองจุลทรรศน  
จากนั้นนํารามายอมดวย  แลคโตฟนอลบลู (lactophenol blue)  เพื่อดูการสรางสปอรภายใตกลอง
จุลทรรศน   
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 3.8.2  การทาํ  slide culture 
  การทาํ  slide culture  (รูปที3่.1)  เพื่อศึกษาลกัษณะของเสนใยสปอร  กานชูสปอร 
หรือลักษณะอืน่ๆของราภายใตกลองจุลทรรศน  ซึ่งมีวิธีการทําดังนี ้
  1.  นํากระดาษกรองวางลงในจานเพาะเชื้อ  แลววางแทงแกวรูปตวัวีและแผนสไลด
บนแทงแกว  แลวนําไปฆาเชื้อ 
  2.  ตัดชิ้นวุนขนาดประมาณ   1 x 1 x 0.2   เซนติเมตร  วางลงบนแผนสไลด  เขี่ยเชื้อ
ราที่ตองการศึกษามาแตะทีด่านขางของชิน้วุนทั้ง  4  ดาน  จากนั้นปดทับดวยกระจกปดสไลดทีฆ่าเชื้อ
โดยการจุมแอลกอฮอลแลวลนไฟ 
  3.  เติมนํ้ากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวลงในจานเพาะเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  4-5 วัน    
หรือจนกวาเชือ้ราจะเจริญเต็มที่  สังเกตการเจริญของราใตกลองจุลทรรศนทุกวนั 
  4.  ตรวจสอบลักษณะโครงสรางสปอร โดยการหยดสยีอมแลคโตฟนอลบลู   ลงบน
แผนสไลที่เตรียมไว  ปดทับดวยกระจกปดสไลดที่มีเสนใยของราเจริญอยู    นําไปศึกษาลักษณะตางๆ
ภายใตกลองจุลทรรศน    จากนั้นทาขอบกระจกปดสไลดดวยน้าํยาทาเล็บเพ่ือปองกันสียอมแหงหาก
ตองการเก็บไวศึกษาตอไป 
 
 
 

                 
 
  
                                               รูปที ่3.1  การทาํ  slide culture 
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 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟต   NK9  ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 
 scanning electron microscope  (SEM)   ซึ่งมีวิธีการเตรียมตัวอยางดังนี้ 
 เลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MEA เปนเวลา  2  สัปดาห  ตัดชิ้นสวนโคโลนแีละนํามาตรึง
ตัวอยางใน  glutaraldehyde  2% (v/v)  ใน   sodium cadodelate buffer  0.1 M  ที ่ 
pH  7.2  เปนเวลา  2  ช่ัวโมง จากนั้นจึงดึงน้ําออกจากเซลลโดยการแชในเอธานอลที่ระดบัความ
เขมขนตั้งแต  70-95%   ทําใหแหงดวยเครื่อง critical point drying machine  เคลือบดวยทองแลวแช
ในเอธานอลบริสุทธิ์  2  ครั้ง  ครั้งละ  30  นาที   จากนัน้จึงนํามาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 
 SEM 
 

3.8.3  การพิสูจนเอกลักษณะทางอณชูีววทิยา 
  เปนการพิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟตโดยการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ  ITS 
(internal transcribe spacer)   ของ   ribosomal RNA  ทําโดยการเลี้ยงราเอนโดไฟต  NK9  ใน
อาหาร  MEB  จากนั้นสกัด  DNA  จากเสนใยดวย  cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)  
ตามวิธกีารของ  Zhou et al. (1999)   จากนัน้เพ่ิมจํานวนลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต  
NK9  ในโดยในปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ประกอบดวย  DNA  100  นาโนกรัม, 1xPCR Master Mix 
(fermentas, California, USA)  และไพรเมอร  ITS1f  (Grades and Bruns,1993)  และ  ITS4 (White 
et al., 1990)  เพิ่มปริมาณ  DNA  ดวย  thermocycler (TGradient; Biometra, Germany) โดย
เริ่มตนปฏิกิริยาที่  94 °C  เปนเวลา  5  นาที  จากนัน้ทาํปฏิกิริยาซ้ํา  38  รอบ  โดยในแตละรอบ
ประกอบดวย  ขั้นตอนการแยกคูสาย  DNA  (denaturing step)  ที่อุณหภูมิ  94 °C  เปนเวลา  1  นาที
, การจับเขาคูกันใหมของ  DNA  (annealing step) ทีอุ่ณหภูมิ  51 °C   1  นาที  และการเพิ่มความ
ยาวสาย  DNA  (extension step) ที่อุณหภูมิ  72 °C  เปนเวลา  1  นาท ีและสิ้นสดุปฏิกิริยาดวยการ
เพิ่มความยาวสาย  DNA ที่อุณหภูมิ  72 °C  เปนเวลา  5  นาท ี  นํา DNA  ที่ไดมาทําใหบริสุทธิด์วย 
NucleoSpin® (Macherey-Nagel Inc., Easton, USA)  วิเคราะหลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอน
โดไฟต  NK9  โดยสงไปวิเคราะหที่บริษทั Macrogen  จํากัด  กรุงโซล  ประเทศเกาหลีใต 
  ลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต  NK9  ไดมีการนําไปบันทึกไวใน  GenBank  
โดยมี accession number  คือ  AB 277550  และลําดับเบสนี้ไดนาํไปเปรียบเทียบความเหมอืนของ
สาย  DNA  บริเวณไพรเมอร  ITS1f   และ  ITS4  กับขอมูลลําดับเบสของราสายพันธุตางๆโดยการ 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)  กับฐานขอมูลใน website                 
 http:// www.ncbi.nml.nih.gov/BLAST.cgi 
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3.9  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตออัตราการเจรญิเตบิโตของราของราเอนโดไฟต  NK9 
โดยการเพาะเลี้ยงราบนอาหารแข็งทีแ่ตกตางกัน  5  ชนิด คือ  PDA,   MEA, CMA, SDA   

และ  YES   บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  14   วัน    ศึกษาและบันทกึลักษณะการเจริญของราใน
แตละอาหาร 
 
3.10  ศึกษาการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภมูิของราเอนโดไฟต  NK9 

3.10.1  การหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภูมิของราเอนโด
ไฟต  NK9 

นําราเอนโดไฟต  NK9  ที่คัดเลือกได (เนื่องจากมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียไดดีที่สุดจากการ
ทดลองขางตน)  นํามาเลี้ยงบนอาหารแขง็  MEA  ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  10  วัน    ใช   cork borer  
ขนาดเสนผานศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร  เจาะราเอนโดไฟตเพ่ือใหแตละชิ้นมีขนาดเทากัน  นําชิ้นเชื้อรา
จํานวน  5  ชิ้น  ใสลงในอาหารเหลว  MEB  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพู  ขนาด  250  
มิลลิลิตร   เตรียมใหไดน้ําเลี้ยงเชื้อ  5.1  ลิตร  บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  46  วนั  เก็บตัวอยางราทุก 
2-3 วัน   ทํา 3 ซํ้า   นํามากรองแยกสวนของเสนใยและน้ําเลี้ยงเชื้อราดวยกระดาษกรอง Whatman   
เบอร 1  จากนั้นนําสวนของเสนใยไปอบที่อุณหภูมิ  70  องศาเซลเซียส  แลวชั่งน้ําหนกัแหง  เขียน
กราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟต  NK9  ระหวางน้าํหนกัแหง (กรมั)  และระยะเวลา
การเจริญเติบโตของรา (วนั) 

 
3.10.2  การทดสอบฤทธิย์บัยั้งจุลินทรีย 
นําน้ําเลี้ยงเชื้อราที่กรองไดจากขอ  3.10.1   ซ่ึงแยกเก็บในขวดแกวขนาดเล็กมาทดสอบฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรีย  ดวยวิธี   Agar–well Diffusion (Jorgensen,J.H.,1999)  เพื่อศึกษาวาชวงเวลาใด  ที่
ราเอนโดไฟตที่คัดเลือกมามีฤทธิ์ยับยั้งจลิุนทรียไดดีทีสุ่ด    ซ่ึงมีวิธีการดังนี้  คือ  ใช   cork borer  เจาะ
รูอาหารเลี้ยงเชื้อ  ที่เตรียมไวตามขอ  3.7.1.3  และ  3.7.1.4  (ภาคผนวก ก)    ใชเข็มเขี่ยชิน้วุนทิง้ใน
นํ้ายาฆาเชื้อ   หยอดน้ําเลี้ยงราที่ตองการทดสอบฤทธิ์ลงในหลุมที่เจาะไวดวย  micropipette  หลุมละ  
10  ไมโครลิตร  ทํา 3  ซ้ํา   วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ  1  ช่ัวโมง  เพ่ือใหสารแพรเขาในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ   จากนัน้จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  12 -24    ช่ัวโมง   วัดผลการ
ยับยั้งจุลินทรียทีไ่ด    โดยวัดความกวางของวงใสที่เกิดรอบรูที่เจาะไว   หาคาเฉลี่ยและบันทึกผล 
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3.11  การเล้ียงเชื้อและสกัดสารที่มีฤทธิ์ยบัย้ังจุลินทรียจากราเอนโดไฟต  NK9 
 3.11.1  การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟต  NK9 

 ใช   cork borer  ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง  7  มลิลิเมตร   เจาะชิ้นวุนทีม่ีเสนใย
ของราเอนโดไฟต  NK9  อาย ุ  14  วัน   ที่เจริญบนอาหารแข็ง  MEA  มาเลี้ยงในอาหารเหลว  MEB  
ปริมาตร  100   มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด  250   มิลลิลิตร   จํานวน  5  ช้ินตอ  1  ขวด  เลี้ยง
ท้ังหมดปริมาตร   25   ลิตร   บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา   31   วัน 

 
3.11.2  การสกัดสารทีมี่ฤทธิ์ยบัย้ังจุลินทรียของราเอนโดไฟต  NK9 

นําราเอนโดไฟต  NK9  ที่เพาะเลี้ยงไวในขอ  3.11.1   มากรองแยกดวยผาขาวบาง 4 
ช้ัน   จะไดสวนของเสนใยราและสวนของน้ําเลี้ยงรา   สวนของน้ําเลี้ยงรานํามาระเหยน้ําออกดวย
เครื่อง  rotary evaporator  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีน้าํตาล   นํามาสกัด
ดวยตัวทําละลายเอธิลอะซเิตต  และเมธานอลสกัดซ้าํอยางละ 7 คร้ัง(จนไมมีสารออกมา ทดสอบโดย
การทาํ TLC)  นําสารสกัดที่ไดไประเหยตัวทําละลาย   จะไดสารละลายเปนของเหลวหนืดสนี้าํตาล
(จากตัวทําละลายเอธิลอะซเิตต)  และสีน้าํตาลเขม(จากตัวทาํละลายเมธานอล) 

สวนเสนใยนํามาตัดเปนชิ้นเล็กๆ  สกัดดวยตัวทาํละลายเอธิลอะซิเตต และเมธานอล
อยางละ 7 ครั้ง  กรองดวยกระดาษกรอง  Whatman เบอร  1  รวมสารสกัดทีไ่ดนําไประเหยตวัทํา
ละลายดวยเครื่อง  rotary evaporator  ทีอุ่ณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีสม  (จาก
ตัวทําละลายเอธิลอะซิเตต)  และสีน้ําตาลเขม(จากตัวทาํละลายเมธานอล)   ดังแสดงไวในแผนภาพที่  
3.1 
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ราเอนโดไฟต  NK9    ในอาหาร  MEB 
ปริมาตร  25  ลิตร  เปนเวลา  31  วัน 

เสนใยรา หนัก  1,485.77 กรัม 
  (น้ําหนักแหง  227.18 กรัม) 

น้ําเลี้ยงเชื้อรา 
18.86 ลิตร 

สวนของน้ําเลี้ยงเชื้อรา 
ที่เหลือจากการระเหย 

สวนที่เหลือ  
จากการสกดั
100.05  กรัม 

สวนที่เหลือ  
จากการสกดั 

สวนสกัดหยาบ MeOH   
79.83  กรัม 

สวนสกัดหยาบ EtOAc 
8.12  กรัม สวนที่เหลือ  

จากการสกดั 
45.17  กรัม 

สวนสกัดหยาบ 
 EtOAc  (2) 
5.31  กรัม 

สวนที่เหลือ  
จากการสกดั 

สวนสกัดหยาบ MeOH   
53.01  กรัม 

สวนสกัดหยาบ 
EtOAc  (1) 

10.82  กรมั 

สกดัดวย  MeOH ระเหยน้ําออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ 

กรองแยกสวน 

สกดัดวย  EtOAc 

สกดัดวย  MeOH 

สวนสกัดหยาบ MeOH   
74.50  กรัม 

Column Chromatography 

Column Chromatography 

สกดัดวย  EtOAc 
สกดัดวย  EtOAc 

แผนภาพที่  3.1   แสดงขั้นตอนการสกัดสารจากเสนใยและน้าํเลี้ยงราเอนโดไฟต   NK9 
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3.12   การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรียของสวนสกัดหยาบที่ไดจากราเอนโดไฟต   NK9  
โดยใชวธิี  Paper disk Diffusion Method (Wood,1995   และ  Joseph  และคณะ, 1998) 
 3.12.1   การเตรียมตัวอยางทดสอบ 

 นําสวนสกัดหยาบทั้ง  6  สวน   ที่ไดจากการสกัดลําดบัสวน  คือ    สวนสกัดหยาบ
เมธานอล   สวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  และสวนทีเ่หลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใยและน้าํเลี้ยง
ของราเอนโดไฟต  มาตัวอยางละ  5  มิลลิกรัม  ผสมกับตัวทําละลายที่สามารถละลายไดหมดคือ  สวน
สกัดหยาบเมธานอลละลายในเมธานอล    สกัดหยาบเอธิลอะซิเตตละลายในเอธิลอะซิเตต  และสวนที่
เหลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใยและน้าํเลี้ยงละลายใน  10% DMSO  ในน้าํปรมิาตร  1  มิลลิลิตร  
จะไดสารละลายที่ความเขมขน   5  mg/ml      แลวนําไปเจือจางตอดวยตัวทําละลายใหไดระดบัความ
เขมขน   1   mg/ml    และ   0.5   mg/ml   ตามลําดับ 

 
  3.12.2   การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุม 
ชุดควบคุมบวก (Positive Control)   ไดแก 
 -  สารละลาย  Streptomycin            0.5,  1   และ   5      mg/ml        
 -  สารละลาย  Chloramphenicol      0.5,  1   และ   5      mg/ml         
ชุดควบคุมลบ (Negative Control)   ไดแก 
 -  เมธานอล    
 -  เอธิลอะซิเตต   
 - 10% DMSO  ในน้ํา 
 
นําสวนสกัดทีไ่ดทั้ง  6   สวน   ไปทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย  โดยหยดสารตวัอยางลงบน 

Paper disc   ขนาดเสนผานศูนยกลาง  6   มิลลิเมตร (ของบริษัท  Merck, ประเทศเยอรมน)ี   ที่อบฆา
เชื้อแลว   ปริมาตร  20  ไมโครลิตร   ทําทั้งหมด  3 ซํ้า  โดยวิธีการเตรียมจุลินทรยีเหมือนกับขอ 3.7.1 
(ภาคผนวก ก)  โดยบมเชื้อไวนาน  12-18  ชั่วโมง  นาํ Paper disc  ท่ีหยดสารทดสอบลงไปวางบน
อาหารแข็งที่ swob เช้ือแลว โดยบมเชื้อไวนาน  12-18  ช่ัวโมง   แลวบันทกึผลทีไ่ด 

นอกจากนีย้ังทดสอบฤทธิ์การยับยั้งรากอโรคพืช จากกรมวิชาการเกษตร 4 ชนิด คือ  
Phytophthora  parasitica, Alternaria  brasiicola, Collectitrichum  gloeosporiodides  และ  
Fusarium oxysporum   โดยเลี้ยงเชื้อราใน  PDA  ใหมอีายุ  4   วัน  จากนั้นนําสวนสกัดละลายในตัว
ทําละลาย  หยดลงบน    Paper disc     ขนาดเสนผานศูนยกลาง   6   มิลลิเมตร (ของบริษทั  Merck, 
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ประเทศเยอรมน)ี ที่อบฆาเชื้อแลว  ปริมาตรและความเขมขนของสารเหมือน  3.12.1  ทําทั้งหมด 3 ซ้ํา 
โดยใช  Ketoconazole   ความเขมขน   0.5,  1  และ  5   mg/ml   เปน Positive Control  นําไปบม 
สองวันที่อุณหภูมิหองแลวอานและบนัทกึผลการทดลอง 

 
3.13  การแยกองคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบของเสนใยและน้าํเล้ียงราของราเอน
โดไฟต   NK9   ใหบริสุทธิ์  และการพสูิจนเอกลักษณของสารบริสุทธิท์ี่แยกได 
 
 3.13.1  การแยกองคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้าํเล้ียงรา 
 สวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้าํเลี้ยงราทีไ่ดมีลักษณะเปนของเหลวหนืดสีน้าํตาล น้ําหนกั  
8.12   กรัม  มาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ (Column Chromatography)     โดยใชคอลัมน
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5  เซนติเมตร  สูง  80  เซนติเมตร  และใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (350  กรัม)  
ใชตัวทําละลายเปนตัวชะ   ซ่ึงไดแก    เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- 
เมธานอล,  เมธานอล  และเมธานอล-น้ํา  ตามลําดับ  ผลการทดลองที่ไดแสดงไวในตารางที่ 4.7   
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แผนภาพที่  3.2   แสดงขั้นตอนการแยกสารของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  จากน้ําเลี้ยงรา

เอนโดไฟต   NK9  โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 
 
3.13.1.1  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่65-70  (ETBR  F5) 

 สารประกอบ  1   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F5  ของสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวทาํละลาย  30%  เอธิลอะซิเตต ในเฮกเซน
เปนตัวชะ  จะไดของเหลวสีเหลืองออน  นาํมาลางน้ํามันสีเหลืองออกดวยเฮกเซน   กรองแยกจะไดผงสี
ขาวน้าํหนัก  35.7  มิลลิกรัม    ซึ่งสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 
 
 

สวนสกัดหยาบ 
เอธิลอะซิเตตจากน้าํเล้ียงรา 

8.12  กรัม 

20  fractions 
Column Chromatography 

Compound 1 Compound 2 

ETBR  5 ETBR 8 

Compound 4  

ETBR  17 ETBR 13 

Compound 3 

ETBR  18.4 

Compound 5  
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3.13.1.2  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่116-124  (ETBR  F8) 
 สารประกอบ  2   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F8  ของสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  

จากน้ําเลี้ยงรา โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวทาํละลาย  50%  เอธิลอะซิเตต ในเฮกเซน
เปนตัวชะ  จะไดผงสีเหลืองออน  นํามาลางน้ํามนัสีเหลืองออกดวยเฮกเซน  แลวนําไปตกผลึกซ้ําดวย
ตัวทําละลายเอธิลอะซิเตต-เฮกเซน  จะไดผลึกสีขาวน้ําหนกั  51 มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดใน
เอธิลอะซิเตต 

 
3.13.1.3  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่ 224-319  (ETBR  F13) 

 สารประกอบ  3   ไดจากลําดับสวนที่  ETBR  F13  ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ   โดยใชตัวทาํละลาย   70-85%   เอธิลอะซิเตต ใน
เฮกเซนเปนตัวชะ จะไดผงสีเหลือง  จากนัน้นาํมาลางน้าํมันสีเหลืองออกดวยเฮกเซน   แลวกรองแยก
จะไดผงสีขาวน้ําหนกั  22.1  มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 

 
3.13.1.4  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่404-418  (ETBR  F17) 

 สารประกอบ  4   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F17 ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา     โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ        โดยใชตัวทําละลาย 10-15%    เมธานอลใน
เอธิลอะซิเตต เปนตัวชะ จะไดผงสีเหลืองออน  แลวกรองแยกจะไดผงสีขาวน้ําหนัก  627.4  มิลลิกรัม    
ซ่ึงสามารถละลายไดในเมธานอล 
 
3.13.1.5  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่419-436  (ETBR  F18) 

 สารประกอบ  4   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F18 ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา     โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ        โดยใชตัวทําละลาย 15-17%    เมธานอลใน
เอธิลอะซิเตต เปนตัวชะ จะไดของเหลวหนดืสีน้ําตาลน้ําหนกั  1293  มิลลิกรัม      นํามาลงคอลัมนโคร
มาโทกราฟอีกครั้งโดยใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 2  เซนติเมตร  สูง  60  เซนติเมตร  และใชซิลิ
กาเจลเปนตัวดูดซับ (130  กรัม) เก็บสารลําดับสวนละ  10  ml  ใชตัวชะคือ  ไดคลอโรมีเทน,  ไดคลอโร
มีเทน-เมธานอล และ เมธานอล ไดมารจากลําดับสวนที่  4  ที่ชะดวย ไดคลอโรมีเทน-เมธานอล  เปน
ของเหลวใส  นํามาตกผลกึดวยเมธานอลในไดคลอโรมีเทน     จะไดผลึกใสไมมีสีน้าํหนัก  8.3  
มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 
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3.13.2  การแยกองคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใย 
 นําสวนสกัดหยาบเอธิลอะซเิตตจากเสนใย   16.13  กรัม  มาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมา
โท-กราฟ (Column Chromatography)         โดยใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง  5   เซนติเมตร  
สูง  80   เซนติเมตร  และใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (370  กรัม)  ใชตัวทําละลายเปนตัวชะ   ซ่ึงไดแก    
เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- เมธานอล,  และ เมธานอล  ตามลําดับ  
ผลการทดลองที่ไดแสดงไวในตารางที่ 4.13   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพที่  3.3   แสดงขั้นตอนการแยกสารของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจาก 
เสนใยราเอนโดไฟต   NK9  โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 
 
 

สวนสกัดหยาบ 
เอธิลอะซิเตตจากเสนใย   

16.13  กรัม   

26  fractions 

Column Chromatography 

ETMY  9 

Compound 6 
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3.13. 2.1  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่ 81-96 (ETMY  12) 
 
 สารประกอบ  1   ไดจากลาํดับสวนที่  ETMY  12  ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต

จากเสนใย โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวทาํละลาย 30-35%  เอธิลอะซิเตต ในเฮกเซน
เปนตัวชะ  จะไดของแข็งสีสม  นํามาลางน้ํามนัสีเหลืองออกดวยเฮกเซน   กรองแยกจะไดของแขง็สีขาว 
นํ้าหนกั 1,847.7  มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 

  
3.14  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรยีของสารประกอบที่แยกได 
3.14.1  การทดสอบฤทธิก์ารยบัย้ังจุลินทรียของสารทีไ่ดจากแตละลําดับสวน 

นําสารทีไ่ดจากแตละลาํดับสวนมาทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี Disk Diffusion Method   โดยใชสาร
ปริมาณ  100  µg/disc ทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย 
 
3.14.2 การทดสอบฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียของสารประกอบที่แยกไดโดยใชวธิ ี Disk Diffusion 
Method 
 3.14.1.1   การเตรียมตัวอยางทดสอบ 

 นําสารประกอบที่แยกได  ละลายในเอธิลอะซิเตต     ไดสารละลายทีค่วามเขมขน   5  
mg/ml      แลวนาํไปเจือจางตอดวยตัวทาํละลายใหไดระดับความเขมขน   1   mg/ml    และ   0.5   
mg/ml   ตามลําดับ 

 
  3.12.2   การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุม  
ชุดควบคุมบวก (Positive Control)   ไดแก 
 -  สารละลาย  Streptomycin            0.5,  1   และ   5    mg/ml        
 -  สารละลาย  Chloramphenicol      0.5,  1   และ   5    mg/ml         
ชุดควบคุมลบ (Negative Control)   ไดแก  
 -  เอธิลอะซิเตต 
นําสารประกอบที่แยกได ไปทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย  โดยหยดสารตัวอยางลงบน 

Paper disc   ขนาดเสนผานศูนยกลาง  6   มิลลิเมตร (ของบริษัท  Merck, ประเทศเยอรมน)ี   ที่อบฆา
เชื้อแลว   ปริมาตร  20  ไมโครลิตร   ทําทั้งหมด  3 ซํ้า  โดยวิธีการเตรียมจุลินทรยีเหมือนกับขอ 3.7.1 
(ภาคผนวก ก) นํา Paper disc  ที่หยดสารทดสอบลงไปวางบนอาหารแข็งที่ swob เช้ือแลว โดยบมเชื้อ
ไวนาน  12-18  ช่ัวโมง   แลวบันทึกผลที่ได 
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3.14.3  การทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี  The Minimum Inhibitory Concentration Method (MIC) 
 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียของสารประกอบทีแ่ยกไดดวยวธิ ี  The Minimum 
Inhibitory Concentration Method (MIC)  (Jorgensen, J.H.,1999)  ซ่ึงเปนการหาระดับความ
เขมขนต่ําสุดทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดโดยใช  Microtiter  Plate Broth Dilution 
Technique  ซ่ึงมีขั้นตอนการทดสอบดังนี ้
 
 3.14.3.1  การเตรียมสารละลายสารประกอบ 
 นําสารประกอบที่แยกได   ละลายในตัวทาํละลายเอธิลอะซิเตต ในอาหารเลี้ยงเชื้อ    จะได
สารละลายสารประกอบที่ความเขมขน   125 µg/ml    ซ่ึงเปนความเขมขนแรกในระดับความเขมขนที่
เราตองการ จากนัน้จึงเจือจางใหไดระดับความเขมขน   125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.813, 3.906, 
1.953, 0.977  และ 0.488  µg/ml        

 ระดับความเขมขนของสารละลายสารประกอบ  คือ   
  
 ความเขมขนสดุทาย      125   µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย      62.5  µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย     31.25  µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย   15.625  µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย    7.813  µg/ml   

ความเขมขนสดุทาย    3.906  µg/ml   
ความเขมขนสดุทาย    1.953  µg/ml   
ความเขมขนสดุทาย    0.977  µg/ml   

 ความเขมขนสดุทาย    0.488  µg/ml   
  
ความเขมขนสดุทาย   คือ  ความเขมขนสุดทาย ของสารละลายสารประกอบทีว่ัดไดใน  96  

well microtiter plate  หลังจากเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว และจุลินทรียแขวนลอยทดสอบลงไป 
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3.14.3.2  การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุมบวก (Positive Control)   ไดแก 
Streptomycin, Chloramphenicol, และ Ketoconazole  เปนสารชุดควบคุมบวก โดยเจือจาง

สารละลายเชนเดียวกับการเจือจางสารละลายสารประกอบในขอ  3.12.1   
 3.14.3.3  การเตรียมเชื้อจุลินทรีย 

จุลินทรียสําหรับการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพของสารประกอบประกอบดวย  แบคทีเรียแกรม
บวก  2  ชนิด คือ Bacillus   subtilis  ATCC  6633 และ  Staphylococcus   aureus  ATCC  25923 
แบคทีเรียแกรมลบ  2  ชนดิ  คือ  Escherichia    coli  ATCC  25922  และ Pseudomonas   
aeruginosa  ATCC  9027  และราที่เจริญในรูปของยสีต  1  ชนิด  คือ Candida   albican  ATCC  
10231  ดังแสดงไวในตารางที่ 3.2   (ภาคผนวก ก)   สวนการเตรียมเชื้อแบคทเีรียจะเตรียมตามขอ  
3.7.1.3   และ  3.7.1.4   โดยแบคทีเรียทดสอบจะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  Mueller-Hinton Broth 
(MHB)  และราจะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  Yeast-Malt Extract Broth (YMB)   โดยที่ความ
เขมขนของเชื้อทดสอบแสดงไวในตารางที ่   3.3   (ภาคผนวก ก)     

 
3.14.3.4   การทดสอบฤทธิ์การยบัยัง้จลิุนทรยี  
การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียจะทําการทดสอบใน  96  well microtiter plate  โดยกอน

การหยอดสารละลายสารประกอบและสารชุดควบคุมบวก  ใหทาํแผนผังระบุชนิดและตําแหนงของสาร
ที่จะหยอดลงไปใน   96  well microtiter plate   เสียกอนเพื่อความถูกตองของการแปลผลทดสอบทีไ่ด 
โดยสารที่จะหยอดลงใน  96  well microtiter plate  มีดังนี ้
 
Blank    - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

   - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ 
Negative control  - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ  +  เอธิลอะซิเตต  
Positive Control             - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ +  ระดับความเขมขน

ของยา 
ตัวอยางทดสอบ              - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจลิุนทรียแขวนลอยทดสอบ +  ระดับความเขมขน

ของสารละลายสารประกอบ 
 
ปริมาตรที่ใชคือ  จุลินทรียแขวนลอยทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  50  µl  +  สารละลาย

สารประกอบ  50  µl  ปริมาตรรวมตอหลุมจึงเปน  100  µl  
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3.14.3.5   การแปลผล 
อานผลการทดลองเปนคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  Sunrise Microtiter Plate  Reader   ที่

ความยาวคลืน่   625  นาโนเมตร           เปรียบเทียบคาการดูดกลนืแสงของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและ 
จุลินทรียแขวนลอยทดสอบของเชื้อกอนการบมเชื้อกับ  คาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
และสาร ละลายสารประกอบตามระดับความเขมขน    โดยใหเปรียบเทียบกับคาการดูดกลืนแสงของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ + ระดับความเขมขนของสารละลายสารประกอบ
หลังจากบมเชือ้แลว  24   ช่ัวโมง 

หากคาการดูดกลืนแสง  ของตัวอยางทดสอบหรือ  Positive Control  มีคาสูงกวา  แสดงวา
สารละลายสารประกอบหรือยาในความเขมขนนัน้ๆ ไมสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได 

แตถาคาการดูดกลืนแสง  ของตัวอยางทดสอบหรือ  Positive Control  มีคาต่ํากวา  แสดงวา
สารละลายสารประกอบหรือยาในความเขมขนนัน้ๆ สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได 

ความเขมขนของสารละลายสารประกอบตัวสุดทายทีม่ีคาต่ํากวา  คานั้นคือคา  MIC  
(Minimum Inhibitory Concentration)  

 
3.15  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได    

การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได      ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบัน
เทคโนโลยีชวีภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ซ่ึงไดทดสอบความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็ง  5  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งตับ(HEP-G2), เซลลมะเร็งปอด(CHAGO), เซลลมะเร็งลําไส
ใหญ(SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III)  และ เซลลมะเร็งเตานม(BT 474)  และ
สถาบนัวิจัยจฬุาภรณซ่ึงไดทดสอบความเปนพษิตอเซลลมะเร็ง  10  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งทอน้ําดี
(Hucca-1), เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก (KB),  เซลลมะเร็งปากมดลูก(HeLa),  เซลลมะเร็งเตานม: 
Hormone independent(MDA-MB 231),  เซลลมะเร็งเตานม: Hormone dependent(T47D),  
เซลลมะเร็งปอด(A549),  เซลลมะเร็งปอด: Multidrug resistance (H69AR),  เซลลมะเร็งตับ: 
Hepatoblastoma carcinoma(HepG2) ,  เซลลมะเร็งตับ: Hepatocellular carcinoma (S102),  
Mouse lymphoid neoplasm (P388)  และ  Human promyelocytic leukemia cell (HL-60)    

โดยทาํการทดลองในหลอดทดลองดวยวิธ ี  colorimitric  โดยใชสาร MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Carmichael และคณะ, 1987) ซึ่งมี
หลักการคือ จํานวนเซลลที่รอดชีวิต/หลุม  จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณการผลติสาร  formazan  
ที่สารมวัดไดโดยการนาํสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  540  นาโนเมตร 
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นําเซลลมะเร็งมาเลี้ยง  และเก็บเซลลในชวงที่มกีารเจริญเติบโตไดดีที่สุด (exponential 
phase) นับจํานวนเซลลดวย trypan exclusion นําเซลลมะเร็งที่ทราบจํานวนมาใสลงในหลุมทัง้  96 
หลุมของ microtiter plates  หลุมละ  100  ไมโครลิตร  บมเซลลในบรรยากาศทีมี่กาซ
คารบอนไดออกไซดความเขมขน  5  เปอรเซ็นต  และความชืน้สัมพัทธ  100  เปอรเซ็นต  ที่อุณหภูมิ  
37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  จากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารที่ตองการทดสอบอยูลง
ไปในแตละหลุม (ในกลุมควบคุม N เทากบั  6  และในกลุมทดลอง  N เทากับ 3)  สวนหลุมที่อยูรอบๆ 
microtiter plates(lacking cells) ใชสําหรับชุดควบคุม(N เทากับ 2)  และกลุมควบคุมลบท่ีเติมสาร  
tetrazolium  (N เทากับ  6)  จากนั้นนาํไปบมตอเปนเวลา  4  วัน  กอนที่จะเติมสารละลาย 
tetrazolium  MTT stock solution  มีวิธกีารเตรียมดังนี้  นํา MTT 5 มิลลิกรัม มาละลายใน 1 มิลลิลิตร
ของ  PBS  นําไปอบนึ่งฆาเชื้อแลวกรองผาน  0.45-µl filter units  สําหรับ  MTT working solutions  
เตรียมโดยนํา MTT stock solution  มาเจอจางดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่อุนในอัตราสวน  1:5  (ปริมาตร/
ปริมาตร)  นํา MTT working solutions  ปริมาตร  50  ไมโครลิตร  เติมลงในหลุมแตละหลุม  จากนัน้
บมตอไปอีก  4-24  วัน  ที่  37 องศาเซลเซียส  ขึ้นอยูกับการทดลอง  นําสารในหลุมไปปนเหวีย่งที่
ความเร็วรอบต่ํา เปนเวลา  5  นาที  ถาในหลุมดังกลาวมีสารทีแ่ขวนลอยอยู ดูดสวนน้ําในในแตละ
หลุมออกปริมาณ  10-20  ไมโครลิตร  แลวเติม  DMSO ปริมาตร 150 ไมโครลิตร  นําสวนใสทีไ่ดไปวัด
คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  540  นาโนเมตร 

การวัดอัตราการเจริญและอัตราการยับยั้งการเจริญคํานวณจากเปอรเซ็นตของคาการดูดกลืน
แสงที่เปล่ียนแปลงไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
 
3.16  การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชันของสารทีแ่ยกได   
 การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชัน  มีการวิเคราะหไดหลายวิธี   เชน 
1.)  Diphenyl–pioryl-hydrazyl (DPPH) Assay 
 DPPH Assay  เปนการใหสารที่ตองการทดสอบทําปฏิกิริยากับ   1,1-diphenyl-2–pioryl-
hydrazyl (DPPH)  สารที่จะหยดลงใน  96 well plate  มีดังนี้ 
 Blank     สารละลาย  DPPH 100 µM  ปริมาตร 195  µl  +  DMSO  5  µl 

Positive control   สารละลาย  DPPH 100 µM  ปริมาตร 195  µl  +   vitamin C  10 mM             
5 µl 

 ตัวอยางทดสอบ    สารละลาย  DPPH 100 µM  ปริมาตร 195  µl  +  สารตัวอยาง  5  µl 
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ผสมใหเขากนัแลวบมที่อุณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา   30  นาที   แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่  515  nm  โดยเครื่อง  microplate reader 

เปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยากับ DPPH  (% scavenging) คํานวณไดจากสมการตอไปนี ้            
 
 
 
 

 
2.)  HL-60 Antioxidant by Reduction of Cytochrome  C 
 2.1) Differentiation of HL-60 

การเกิด Differentiation ของ  human promyelocytic leukemia cell (HL-60)  ไปเปน
granulocyte cell   โดยใช  HL-60    2.5 x 105  cells/ml  กับอาหารเลี้ยง cells  ที่ผสม DMSO  1.3 
%  แลวบมในตู  CO2   ที่อุณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา   4  วัน    จากนั้นนาํไปปนเหวี่ยงและลางดวย  
สารละลาย  Hank ’s balance salt, pH  7.8   2  รอบ   
 
 2.2)  HL-60 Antioxidant Assay   
 การยับยั้ง  TPA  ที่หนาที่เปนตัวชักนาํใหเกิด  superoxide radical  ใน  differentiate  HL-60  
จะพิจารณาจากการเกิดปฏิกิริยา  reduction  ของ   cytochrome c    โดยทดสอบใน  96 well plate 
ผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

Negative control  cell suspension 1x106 cells/ml ปริมาตร 100 µl + 10% DMSO    
ปริมาตร   25  µl 

Positive control  cell suspension 1x106 cells/ml ปริมาตร 100 µl 
ตัวอยางทดสอบ      cell suspension  1x106 cells/ml   ปริมาตร 100 µl +  สารตัวอยางที ่

เจือจาง 10 เทา (10-fold dilution)   ปริมาตร  25  µl 
 
บมที่อุณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา  5  นาที  แลวเติม  HBSS  25 µl  ลงในตัวอยางทดสอบและ 

Negative control   สวน  Positive control  เติม SOD  600  U/ml  25 µl  จากนั้นเติม cytochrome c  
ความเขมขน  4.17  mg/ml   ปริมาตร  75  µl     แลวเริ่มตนปฏิกิริยาดวย การเติม TPA  0.55 mg/ml  
ปริมาตร  25  µl  นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา  30  นาท ีแลวหยุดปฏิกิริยา จากนัน้ปนเหวี่ยง 

% scavenging  =  100 – (OD sample)  x 100 
                                        (OD control) 
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ท่ี   2,000  rpm   10  นาที   ดูดสวน  supernatant  มาวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น  
550  nm   ดวย   microplate reader   

เปอรเซ็นตการยับยั้ง  TPA ที่เปนตัวชักนําใหเกิด superoxide radical    (% Inhibition) 
คํานวณไดจากสมการตอไปนี ้
 
 

 
 
 
2.3)  Cell Viability Assay 
 เนื่องจากสารบางชนิดมีความเปนพิษสูง  การทดสอบ  cell viability จึงเปนการทดสอบเพื่อ
ปองกันความผิดพลาดของผลที่ได     มีวิธีการคือ  หลังจากที่ทํา  HL-60 Antioxidant Assay 
นําเซลลทีไ่ดมาปนเหวีย่งและลางดวย  PBS  2  รอบ  แลวเติม  calcein AM  ความเขมขน  0.25  µM  
ปริมาตร  50 µl   วัดสัญญาณ  fluorescence โดยใช 
  - excitation wavelength  ที่  485  nm 
  - emission wavelength   ที ่  520  nm  โดยตัดสัณญาณที ่ 515 nm  ออกไป  
ดวยเคร่ือง  microplate fluorescence reader  คาเปอรเซ็นตของ cell viability) % cell viability)  
คํานวณจากคา  Vmax  ตามสมการตอไปนี ้
 
 
 
 
 
3.)  Scavenging of Superoxide Anion by Reduction of XTT  (XXO) 
 superoxide anion radical เกิดจาก  xanthine / xanthine oxidase system  โดย 
superoxide anion  สามารถทําปฏิกิริยากับ  XTT เกิดเปน  formazan ที่ละลายไดในน้าํ  ปริมาณของ 
superoxide anion  จะตรวจวัดไดโดยตรงจากการวัด  formazan   
 3.1)  Measuring of the XTT-reduction  
 มีวิธีการทดลองโดย  การผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

      % cell viability =   (Vmax of sample)   x  100 
                                    (Vmax of DMSO) 

      % Inhibition  =  100 – (OD saple)  x  100 
                               (OD DMSO) 
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1)   NaHCO3  buffer, pH  9.4  ความเขมขน   50  mM  ปริมาตร  110  µ l 
2)   Hypoxanthine  0.5  mM  ปริมาตร  20  µ l  
3) EDTA  ปริมาตร  20  µ l 
4) XTT  ความเขมขน   0.25  mM  ปริมาตร  20  µ l 

Negative control  สารผสมกลุม  A   +   DMSO  ปริมาตร  10  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +   Allopurinol 2 mM   ปริมาตร 10 mM              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A   +  สารตัวอยาง  ปริมาตร  10  µl 
  

หลังจากหยดสารดังกลาวลงใน  96 well plate  แลว  เริ่มตนปฏิกิริยาดวย การเติม xanthine 
oxidase  150  mU/ml   ปริมาตร  20  µ l   แลววัดผลการเกิดปฏิกิริยาทันทีดวย    microplate reader 
ที่ความยาวคลื่น  480 nm  ทุก  20  วินาทเีปนเวลา   5  นาที      

เปอรเซ็นตของ   Scavenging of superoxide anion  (% Scavenging) คํานวณไดจาก
สมการตอไปนี ้ 

 
 
 
 
3.2)  Measuring of the uric formation 
 xanthine oxidase activity  จะสามทารถตรวจวัดไดจากปริมาณของ  uric acid   ที่เกิดจาก  
xanthine   ใน  96 well plate   มีวิธีการทดลองโดย  การผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากนัซึ่ง
ประกอบดวย 

1)   NaHCO3  buffer, pH  9.4  ความเขมขน   50  mM  ปริมาตร  130  µ l 
2)   Xanthine  0.5  mM  ปริมาตร  20  µ l  
3) EDTA  ปริมาตร  20  µ l 

Negative control  สารผสมกลุม  A   +  DMSO  ปริมาตร  10  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +  Allopurinol  2 mM   ปริมาตร 10 mM              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A  +  สารตัวอยาง  ปริมาตร  10  µl 
  

% Scavenging   =  100 - (Vmax of sample)   x  100 
                                         (Vmax of DMSO) 
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เร่ิมตนปฏิกิริยาดวย การเติม  xanthine oxidase  150  mU/ml   ปริมาตร  20  µ l   แลววัดผล
การเกิดปฏิกิริยาทนัทีดวย    microplate reader   ที่ความยาวคลื่น  295  nm  ทุก  30  วินาทีเปนเวลา   
5  นาที      

เปอรเซ็นตของ  uric formation inhibition (% Inhibition)   คํานวณไดจากสมการตอไปน้ี 
 

   
 
 
 
4.)  Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay (ORAC) 
 The oxygen radical absorbance capacity assay (ORAC)  มีวิธกีารคือ  การผสมสารกลุม
แรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

1)   Phosphate  buffer, pH  7.0  ความเขมขน   75  mM  ปริมาตร  175  µ l 
2) Fluorescein  7x105  mM  ปริมาตร  10  µ l  

Negative control  สารผสมกลุม  A   +  DMSO  ปริมาตร  10  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +  Trolox  2 mM   ปริมาตร 10 mM              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A   +  สารตัวอยางเจือจาง  1/80  ปริมาตร  10  µl 
 

บมที่อุณหภูม ิ  37 °C   เปนเวลา  10  นาที  เริ่มตนปฏิกิริยาดวย การเติมสาร  AAPH  255  
mM   ปริมาตร  15  µ l  (เพ่ือใหเกิดเปน  ROO°  ) แลววัดผลการเกิดปฏิกิริยาทนัทดีวย    microplate 
fluorescence reader    

- excitation wavelength  ที่  485  nm  
  - emission wavelength   ที ่  530  nm  โดยตัดสัณญาณที ่ 530  nm  ออกไป  

อานผล  ทุก  2  นาทีเปนเวลา   45  นาที     หาพ้ืนที่ใตกราฟ (area under curve: AUC)  โดย
ผลจะเปนคา  ORAC unit   โดย  1  ORAC  จะเทากบั  คาการปองกัน  fluorescein   ที่จะเกิดจาก 
Trolox  1 mM     ที่จะทําหนาที่คลายกับวติามินอี 

 คา  ORAC  คํานวณไดจากสมการตอไปนี ้
 
  

% Inhibition   =   100 -   (Vmax of sample)   x  100   
                                       (Vmax of DMSO) 

       ORAC (unit)  =   [ ( AUC sample – AUC blank ) / (AUC Trolox – AUC blank ) ] 
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3.17  การทดสอบความสามารถในการตานการอกัเสบของสารทีแ่ยกได   
1.)  Lipoxygenase Inhibition Assay (LOX) 

Lipoxygenase  คือ  dioxygenase enzyme  ที่สามารถเรงปฏิกิริยาของกรดไขมันไลโนเลอิก  
หรือไขมนัไมอ่ิมตัวชนิดอืน่  ท่ีประกอบดวย  cis,cis–1,4-pentadiene  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นสามารถ
ตรวจสอบไดโดยการทาํปฏิกิริยาใน 96 well plate  แลววัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่   234  nm   
วิธีการทดลองคือการผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

1)   PBS, pH  7.4  ความเขมขน   10  mM  ปริมาตร  120  µ l 
2) LOX   ความเขมขน  2500  U/ml  ปริมาตร  20  µ l  

Negative control  สารผสมกลุม  A   +   10% DMSO  ปริมาตร  20  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +   NDGA   ปริมาตร 20 ml              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A  +    สารตัวอยางเจือจาง  1/10  ปริมาตร  20  µl 
 
 เขยาใหเขากนัที่อุณหภูมหิองเปนเวลา  10  นาที  แลวเริ่มดวยการเติม  arachidonic 

acid  0.5  mM ปริมาตร 40 ml (เจือจางใน  PBS buffer)  จากนั้นเขยาที่อุณหภูมิหองอีก  10  นาท ี 
กอนนํามาวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่   234  nm    การยับยั้ง  LOX  คํานวณไดจากสมการ
ตอไปน้ี 

   
 
 
 
 

       ∆OD sample  =  OD (sample with enzyme) - OD (sample without enzyme) 
   ∆OD DMSO   =  OD (DMSO with enzyme) - OD (DMSO without enzyme) 

      % Inhibition  =  100 -  ( ∆OD sample  )  x  100 
                                          ( ∆OD DMSO )      



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1  ราเอนโดไฟตที่แยกจากเหงาขมิน้ชนั 
 ผลการแยกราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชนัจากทั้งหมด   7  จังหวัด  ไดแก  จังหวัด
เชียงใหม  (รหัส CM)  จังหวัดมหาสารคาม  (รหัส MS)   จังหวดัรอยเอ็ด (รหัส RE)  จังหวดัอยุธยา  
(รหัส AY)   จังหวัดชลบุรี  (รหัส CB)   จงัหวัดราชบุรี  (รหัส RB)  และจังหวัดนครศรีธรรมราช (รหัส 
NK)   ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด  47   ไอโซเลต  ผลแสดงดังตารางที่  4.1   
   
 ตารางที่  4.1  แสดงจํานวนราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิ้นชนั 
 

จังหวัด จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกได (ไอโซเลต) 
   เชียงใหม  (รหัส CM)   4 
   มหาสารคาม  (รหัส MS)    3 
   รอยเอ็ด (รหัส RE)   4 
   อยุธยา  (รหสั AY)    3 
   ชลบุรี  (รหัส CB) 8 
   ราชบุรี  (รหัส RB)   9 
   นครศรีธรรมราช (รหัส NK)    16 

รวม  (ไอโซเลต) 47 
 
 นําราเอนโดไฟตที่แยกไดทั้งหมดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที ่  5  ชนิด  คือ Corn Meal 
Agar (CMA), Malts Extract Agar (MEA), Sabouraud’ Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose 
Agar (PDA)  และ  Yeast Extract Sucrose Agar (YEA)   จากนัน้บมไวทีอุ่ณหภูมิหอง  นาน
จนกระทั่งราแตละชนิดเจริญเต็มจานเพาะเชื้อ (เนื่องจากราแตละชนิดมีอัตราการเจริญที่ตางกัน)  
จากนั้นศึกษาลักษณะของราเอนโดไฟตที่เลี้ยงในอาหารชนิดตางๆ   เชน   ลักษณะของรา   สีของเสน
ใย   สีรงควัตถุ   การสรางสปอร   หรือลักษณะพิเศษบางอยาง    ลักษณะตางๆของราเอนโดไฟตทีแ่ยก
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ไดทั้งหมด (ภาคผนวก ข ตารางที่  5.1 - 5.7)  และรูปตัวอยางราเอนโดไฟตที่เลี้ยงในอาหารชนดิตางๆ  

(ภาคผนวก ข รูป   5.1- 5.5)   
 จากการทดลองที่เลี้ยงราเอ็นโดไฟตที่แยกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน  พบวาอาหารจะมีผล
ตออัตราการเจริญเติบโต  ลักษณะของโคโลนี   สีของเสนใยสีรงควัตถุ   การสรางสปอร   หรือลักษณะ
พิเศษบางอยาง  เนื่องจากในอาหารแตละชนิดมีสารอาหารทีแ่ตกตางกัน  ซ่ึงอาจจะสงผลตอการสราง
สารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ตางกันดวย 
 จากการจัดจําแนกราเอ็นโดไฟตที่แยกไดโดยการทํา  slide culture  แลวยอมดวยแลคโต
ฟนอลบลู (lactophenol blue)  เพ่ือดูการสรางสปอรภายใตกลองจุลทรรศน  พบวาราเอ็นโดไฟตที่แยก
ไดสามารถแบงไดเปน  6  ประเภท  ดังแสดงในตารางที่  4.2   และลักษณะราเอ็นโดไฟตที่แยกไดแสดง
ดังรูปที่  4.1.1-4.1.6   
 
ตารางที่  4.2   การจัดจําแนกราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิ้นชนั 
 
ชนิดราเอนโดไฟต ไอโซเลต จํานวนที่พบ % ที่พบ 

Mycelia Sterilia 

CM1, MS2, MS3, RE1, RE4, AY2, CB1, 
CB2, CB3, CB6, CB8, RB1, RB3, RB4, 
RB7,RB8, RB9, NK1, NK2, NK3, NK4, 

NK5, NK6, NK7, NK8, NK10, 
 NK11, NK13, NK14 

30 63.83 

Fusarium sp. RE3, AY1, AY3, CB5, RB5, NK9 6 12.77 
Xylaria sp. CM2, CM4, RB2, 3 6.38 

Phomopsis sp. RE2, CB7, RB6, NK15 4 8.51 
Alternaria sp. CM3, CB4, NK12 3 6.38 

Acremonium sp. MS1 1 2.13 
 
หมายเหต ุ     รหัสไอโซเลตตัวอยางเชน    NK9       มีความหมายดังนี้   รหัส   2  ตัวแรก (NK)  

หมายถึง  รหัสจังหวัด   สวน ตัวเลข (9 )  หมายถึงลําดับที ่  
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รูปที ่ 4.1    แสดงตัวอยางของราเอนโดไฟตในกลุมตางๆ ที่สามารถแยกได 
 
 

                   
 
 
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อาย1ุ5  วัน                          B.เสนใยรา 
 

รูปที ่ 4.1.1    ราเอนโดไฟต Mycelia Sterilia  ไอโซเลต  MS2 
 
 

                           
 
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA อายุ 15 วัน                     B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.2    ราเอนโดไฟต Fusarium sp.  ไอโซเลต  NK9 
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A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ 20  วัน                         B. เสนใยรา 
 

รูปที ่ 4.1.3    ราเอนโดไฟต Xylaria sp.  ไอโซเลต CM4 
 
 

                             
           
                                                                                           
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ 15  วัน                    B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.4    ราเอนโดไฟต Phomopsis sp.  ไอโซเลต RB6 
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A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ 15  วัน                     B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.5    ราเอนโดไฟต Alternaria sp.  ไอโซเลต  NK12 
 
 
 

                         
 
 
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ  15  วัน                  B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.6    ราเอนโดไฟต Acremonium sp.  ไอโซเลต  MS1 
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4.2  การคัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์การยบัยัง้จลิุนทรยี 
 โดยเปนการคดัเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรียที่ดทีี่สุด  ซ่ึงทําโดย  การเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทั้ง   5    คือชนิด  CMA, MEA, PDA, YES  และ SDA   จากนั้นนาํไปทดสอบฤทธิ์
การยับยั้งจุลินทรียกอโรคโดยวิธี  Dual Culture Method  จากนัน้ใช   sterile cork borer  ที่มีขนาด
เสนผานศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร ตัดชิ้นวุนของเชื้อราไปทดสอบฤทธิ์ในการยงัยั้งจุลินทรียกอโรค  
สังเกตวงใสที่เกิดขึน้รอบโคโลนี    ซ่ึงผลการยับยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟตทั้งหมดที่แยกไดแสดงใน
ตารางที ่ 4.3 
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ตารางที ่  4.3  ผลแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟตในอาหารตางชนิดกัน โดยวธิ ี Dual 
Culture   Method 
 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสลอมรอบจุลินทรียทดสอบ  (มิลลิเมตร) 

ราเอนโดไฟต อาหาร 
เลี้ยงเชื้อ 

B.  subtilis  
ATCC  
6633 

S.  aureus  
ATCC  
25923 

E   coli  
ATCC  
25922 

P.   
aeruginosa  

ATCC 
9027 

C. albican  
ATCC  
10231 

NK7 CMA 14 - - - - 
 YES 12 - - - - 
NK9 PDA 14 14 - - 15 
 MEA 20 16 - - 24 
 CMA 12 10 - - 12 
 SDA 20 - - - 18 
NK12 MEA - 12 - - - 
 CMA 14 - - - - 
 YES 12 - - - - 
 SDA 12 - - - - 
NK13 MEA 12 22 - - - 
 YES 21 - - - - 
 SDA 22 - - - - 
NK15 CMA 16 - 11 - - 
 YES 13 - - - - 
CB5 PDA 9 - 11 - - 
 MEA 9 - - 9 - 
CB13 PDA 20 12 - - - 
 YES 22 14 - - - 
NP1 PDA 25 19 - - - 
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ตารางที ่  4.3  ผลแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟตในอาหารตางชนิดกัน โดยวธิ ี Dual 
Culture Method  (ตอ) 

 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสลอมรอบจุลินทรียทดสอบ  (มิลลิเมตร) 

ราเอนโดไฟต อาหาร 
เลี้ยงเชื้อ 

B.  subtilis  
ATCC  
6633 

S.  aureus  
ATCC  
25923 

E   coli  
ATCC  
25922 

  ATCC 
9027 

ATCC  
10231 

NP4 MEA 12 - - - - 
AY1 SDA 14 - - - - 
RB2 SDA 13 13 - - - 
RB3 MEA 18 - - - - 
 YES 24 - - - - 
 SDA 21 10 - - - 
CM4 PDA 25 26 - - - 
 MEA 19 17 - - - 
 SDA - - 13 - - 
CM5 PDA 10 - - - - 
 YES 13 - - - - 
 SDA 12 - - - - 

 
หมายเหต ุ (-)  ไมมฤีทธิ์ยงัยั้งจุลินทรีย 

PDA (Potato Dextrose Agar),   MEA (Malt Extract Agar),  CM (Corn Meal 
Agar), SDA Agar (Sabouraud’ s Dextrose)   และ    YES (Yeast  Extract 
Sucrose Agar) 
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ผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟต  14  ชนิดที่มฤีทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคได  ไดแก  รา
เอนโดไฟต ไอโซเลต  NK7, NK9, NK12, NK13, NK15, CB5, CB13, NP1, NP4, AY1, RB2, RB3 
CM4,  และ  CM5  โดยราเอนโดไฟต ไอโซเลต  NK9  สามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคไดดีที่สุด  
โดยเฉพาะในอาหาร MEA  สวนราเอนโดไฟตที่เหลือไมแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค  จึง
คัดเลือกราเอนโดไฟต  NK9  มาใชในการทดลองตอไป  เนื่องจากมีฤทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียกอโรคได
หลายชนิดและมีวงใสในการยับยั้งจุลินทรยีขนาดใหญทีสุ่ด  
 สําหรับรูปวงใสในการยับยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟต  NK9  แสดงในรูปที่  4.2 
                     

                           
                              A                                                              B 
 
   รูปที่  4.2  แสดงตัวอยางวงใสในการยบัยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟต    ในเชื้อ Bacillus   subtilis 
(A) และ Staphylococcus  aureus (B) ในอาหาร  PDA, MEA และ  CMA  ของราเอนโดไฟตไอโซเลต  
NK9 
 

จากผลการยับยั้งจุลินทรียพบวาของราเอนโดไฟตทีม่ีฤทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียกอโรค  
สามารถยับยั้งเชื้อแตละชนิดโดยคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี ้

- Bacillus   subtilis   29  %,   
- Staphylococcus   aureus   17 %,  
- Escherichia   coli   23.08 %, 
- Pseudomonas  aeruginosa   7.69 %,    และ  
- Candida   albican   7.69 %                
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                   รปูที่  4.3   แสดงผลการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบของราเอนโดไฟตที่แยกได 
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4.3  การพิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟต 
 4.3.1  การพิสูจนทางสัณฐานวทิยา 
 จากการศึกษาลักษณะของภายใตกลองจุลทรรศนแบบ  light microscope  พบวาราเอนโด
ไฟต   NK9  สรางสปอรที่มีลักษณะยาวเรียว ปลายโคงคลายรูปเคียว 
 
 และจากการศึกษาเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศนแบบ  scanning electron microscope  
(SEM)   จะเห็นลักษณะของ  microconidia อยางชัดเจน  โดย microconidia  จะมีลักษณะยาวรีมี
รอยหยักที่ผิวภายนอก และมีรองตามแนวยาวดังรูป 
 
 

      
 
   ก.             ข. 
 
         รูปที ่ 4.5  แสดงลักษณะของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนของราเอนโดไฟต   NK9 
                            ก.  ลักษณะของ macroconidia ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ  light microscope     
     ข.  ลักษณะของ microconidia  ภายใตกลองจุลทรรศน  SEM 
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4.3.2  การพสูิจนทางอณชูีววทิยา 
 ลําดับเบสบริเวณ  ITS (internal transcribe spacer)   ของ   ribosomal RNA  ที่
ประกอบดวยสวนของ  18S, ITS1, 5.8S  และ  28S  มีความยาว  542  คูเบส   แสดงดังรูปท่ี  4.4 
 จากการพิสูจนทางอณูชีววทิยา  พบวาราเอนโดไฟต   NK9 มีความคลายคลึงกับรา  
Fusarium  equiseti  99%  โดยลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต  NK9  ไดนาํไปบนัทกึไวใน  
GenBank  โดยมี accession number  คือ  AB 277550  โดยผลสอดคลองกับผลทางสัณฐานวิทยา 
 
 

                   10          20            30  40     50 
AAGTCGTAAC AAGGTCTCCG TTGGTGAACC AGCGGAGGGA TCATTACCGA 

GTTTACAACT CCCAAACCCC TGTGAACATA CCTATACGTT GCCTCGGCGG 

ATCAGCCCGC GCCCCGTAAA ACGGGACGGC CCGCCCGAGG ACCCCTAAAC 

TCTGTTTTTA GTGGAACTTC TGAGTAAAAC AAACAAATAA ATCAAAACTT 

TCAACAACGG ATCTCTTGGT TCTGGCATCG ATGAAGAACG CAGCAAAATG 

CGATAAGTAA TGTGAATTGC AGAATTCAGT GAATCATCGA ATCTTTGAAC 

GCACATTGCG CCCGCCAGTA TTCTGGCGGG CATGCCTGTT CGAGCGTCAT 

TTCAACCCTC AAGCTCAGCT TGGTGTTGGG ACTCGCGGTA ACCCGCGTTC 

CCCAAATCGA TTGGCGGTCA CGTCGAGCTT CCATAGCGTA GTAATCATAC 

ACCTCGTTAC TGGTAATCGT CGCGGCCACG CCGTAAAACC CCAACTTCTG 

AATGTTGACC TCGGATCAGG TAGGAATACC CGCTGAACTT AA 

 
รูปที ่ 4.6  แสดงลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต   NK9 

 
 

ลําดับเบสของราเอนโดไฟต   NK9  บริเวณ  ITS (internal transcribe spacer)   ของ   
ribosomal RNA  ประกอบดวยสวนของ  rRNA (18S rRNA) ลําดับเบสที่  1-47 , misc RNA (ITS1)  
ลําดับเบสที่  48-196,  rRNA (5.8S rRNA) ลําดับเบสที่   197-404, misc RNA (ITS2) ลําดับเบสที่  
405-508  และ rRNA (28S rRNA)   ลําดับเบสที่  509-542 
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จากลักษณะทีแ่สดงขั้นตนนัน้แสดงวาราเอนโดไฟต   NK9   คือรา Fusarium  sp. และเมื่อได
ทําการวิเคราะหผลทางเทคนิคทางพันธุกรรม  เพ่ือตรวจสอบผลอีกครั้งพบวาราชนดินี้คือ Fusarium  
equiseti  ซึ่งจัดอยูในคิงดอม  Mycetae     ดิวิชัน  Deuteromycota (Fungi Imperfecti)  อันดับ 
Melanconia (conidia)       

 สําหรับเช้ือราชนิดนีก้อนหนานีไ้ดมีผูศึกษาพอสมควร  โดยเปนราที่สามารถพบไดในดินทั่ว
โลก   และเคยมีรายงานพบในพืชที่เก็บเกี่ยวแลว 

มีการศึกษาแยกสาระสาํคญัตางๆที่มฤีทธิ์ทางชวีภาพและสารชนิดใหมจากราชนิดนี้นัน้ มา
เปนเวลานาน  โดยมีการศึกษาทั้งราที่ไดจากดิน  และราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชดังนี้ 

การศึกษารา Fusarium  equiseti  ที่แยกไดจาก tall fescue (Festuca arundinacea 
Schreb.)  ไดสาร  equisetin  ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ  Bacillus subtilis, Mycobacterium 
phlei, Staphylococcus aureus  และ  Neisseria perflava  ได (Burmeister  และคณะ, 1974) 

มีการศึกษาพบวามีรา Fusarium  sp.  ในขาวโพดที่ใชบริโภคที่มาจากรัฐในแถบตะวนัตกเฉียง
ใตของประเทศไนจีเรีย  โดยพบวามีสาร  trichothecenes, diacetoxyscirpenol (DAS), MAS-
monoacetoxyscirpenol (MAS)  และ  fusarenone-X  จึงทําใหทราบวาในประเทศไนจีเรียมีการ
บริโภคสารพิษเหลานี้เขาไปโดยตรง (Adejumo, Hettwer   Karlovsky,2007) 

มีการศึกษาพบวารา Fusarium  equiseti  และ   F.  acuminatum   สามารถผลิตสาร 
pyruvate  โดยจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ   แตการผลิตเอธานอล  และ alcohol 
dehydrogenase  จากราชนิดนี้จะลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของความเขมขนของ yeast extract  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (Kayali, Tarhan และ Soran, 2005) 
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4.4  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตออัตราการเจรญิเตบิโตของราของราเอนโดไฟต  NK9 
โดยการเพาะเลี้ยงราบนอาหารแข็งทีแ่ตกตางกัน  5  ชนิด คือ  PDA,   MEA, CMA, SDA   

และ  YES   บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  14   วัน   พบวาราเอนโดไฟต  NK9  เจริญเติบโตใน
อาหารแข็ง  MEA  ไดดีที่สุดคือ เจริญไดเร็วและมีความหนามากกวาในอาหารชนิดอื่น  ดังรูปที่ 4.5 

    
          รปูที่  4.7  แสดงการเจริญเติบโตในอาหารแข็งชนิดตางๆของราเอนโดไฟต  NK9 
 

                         
                         
 

รูปที ่ 4.7.1  การเจริญในอาหารPDA 
 
 

                               
 

รูปที ่ 4.7.2   การเจริญในอาหาร  MEA 
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รูปที ่ 4.7.3   การเจริญในอาหาร CMA 
 
 

                                                
 
 

รูปที ่ 4.7.4  การเจริญในอาหาร SDA 
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รูปที ่ 4.7.5  การเจริญในอาหาร YES 
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4.5  ศึกษาการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภมิูของราเอนโดไฟต  NK9 
4.5.1  การศึกษาการเจรญิเตบิโตของราเอนโดไฟต  NK9 
นําราเอนโดไฟต  NK9  ที่คัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลว  MEB  เนื่องจากเปนอาหารเลี้ยง

เชื้อท่ีทําใหราสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีที่สุดโดยใช   cork borer  ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร  เจาะราเอนโดไฟตเพื่อใหแตละชิ้นมขีนาดเทากัน  นําชิ้นเชื้อราจํานวน  5  ช้ิน  
ใสลงในอาหารเหลว  MEB  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพู  ขนาด  250  มิลลิลิตร   เตรียม
ใหไดน้ําเลี้ยงเชื้อ  5.1  ลิตร  บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา  46  วัน  เก็บตัวอยางราทกุ 2-3 วัน   ทํา 3 ซ้ํา   
นํามากรองแยกสวนของเสนใยและน้ําเลี้ยงเชื้อราดวยกระดาษกรอง Whatman   เบอร 1  จากนั้นนํา
สวนของเสนใยไปอบที่อุณหภูมิ  70  องศาเซลเซียส  แลวชั่งน้ําหนกัแหง  ซ่ึงสามารถเขียนกราฟแสดง
อัตราการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟต  NK9  ระหวางน้ําหนกัแหง (กรัม)  และระยะเวลาการ
เจริญเติบโตของรา (วัน)  ไดดังนี้ 
 

         

กราฟการเจริญของเช้ือ  NK9
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           รูปที ่ 4.8  กราฟแสดงการเจริญเติบโต ในอาหารเหลว  MEB 
 
 นอกจากนีไ้ดมีการศึกษาองคประกอบทางเคมีอยางคราวๆ ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  MEB  
ของราเอนโดไฟต  NK9  ท่ีอายแุตกตางกนั  คือ  6  วัน  10  วัน  16  วัน   25  วนั 31  วัน  และ  40  วัน   
โดยเทคนิค  NMR  พบวาราเอนโดไฟต  NK9  เร่ิมสรางสารในวนัที ่ 10  และเริ่มมีสารที่นาสนใจในชวง
วันที ่ 16  และมีปริมาณมากขึ้นเรื่อยๆ  แตจะลดลงในชวงวันที่   40    
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4.5.2  การหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภูมิของราเอนโด
ไฟต  NK9 

และจากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย  ดวยวิธี   Agar–well Diffusion  เพื่อศึกษาวา
ชวงเวลาใด  ที่ราเอนโดไฟตที่คัดเลือกมามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียไดดีที่สุด       พบวาในวันที่ 31  รา
เอนโดไฟต  NK9  สามารถยบัยั้งเชื้อจุลินทรียไดมากที่สุด 
 
ตารางที ่  4.4  ผลแสดงฤทธิย์ังยั้งจุลินทรียกอโรคของราเอนโดไฟตที่มีระยะเวลาในการเลี้ยงตางกัน 

โดยวิธ ี Agar–well Diffusion 
วงใส (มม.) ทีม่ีตอเชื้อจุลินทรียทดสอบ วันที ่

Bacillus  subtilis Staphylococcus  aureus 
13 14 12 
16 18 20 
19 18 26 
22 14 26 
25 16 28 
28 18 32 
31 22 32 
34 22 30 
37 22 30 
40 20 30 
43 18 24 
46 18 24 

         
           หมายเหตุ กอนวนัที่  13  ไมมีวงใสเกิดขึ้น  
 
 จากการทดลองพบวา ราเอนโดไฟตสามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียกอโรคไดตั้งแต
วันที่ 13  โดยขนาดของวงใสที่มีตอเช้ือจุลินทรียทดสอบทั้ง  Bacillus  subtilis   และ 
Staphylococcus   aureus  มีขนาดกวางขึ้นเร่ือยๆ จนกวางที่สุดในวนัที่  31  และจากนั้นขนาดของวง
ใสก็จะเล็กลงเรื่อยๆ   ดังนั้นจึงเลือกเลี้ยงราเอนโดไฟต  ที่อายุ  31  วันในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB   
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4.6  การเล้ียงเชื้อและสกัดสารที่มฤีทธิ์ยบัยัง้เชื้อจลิุนทรยีจาก 
4.6.1  การเลีย้งเช้ือราเอนโดไฟต  NK9  
ใช   cork borer  ที่มขีนาดเสนผานศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร     เจาะชิ้นวุนทีม่ีเสนใยของราเอน

โดไฟต  NK9  อายุ  14  วนั   ที่เจริญบนอาหารแข็ง  MEA  มาเลี้ยงในอาหารเหลว  MEB  ปริมาตร  
100   มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด  250   มิลลิลิตร   จํานวน  5  ชิ้นตอ  1  ขวด  เลี้ยงทั้งหมด
ปริมาตร   25   ลิตร   บมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา   31   วัน    โดยสีของน้าํเลี้ยงราจะเปนสีน้าํตาล
และมีเสนใยราสีสมออนลอยอยูบนผวิอาหารเหลว 
 

                                        
 
  รูปที่  4.9  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  NK9  ที่เล้ียง ในอาหารเหลว  MEB 
 
4.6.2  การสกัดสารชีวภาพจากราเอนโดไฟต  NK9 
  กรองแยกราเอนโดไฟต  NK9  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว  MEB ดวยผาขาวบาง 4 ช้ัน   จะไดสวน

ของเสนใยราและสวนของน้าํเลี้ยงรา   สวนของน้ําเลี้ยงรานํามา ระเหยน้ําออกดวยเคร่ือง  rotary 
evaporator  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีน้าํตาล   นํามาสกดัดวยตัวทาํละลาย
เอธิลอะซิเตต  และเมธานอลสกัดซ้ําอยางละ 7 ครั้ง(จนไมมีสารออกมา ทดสอบโดยการทาํ TLC)  นํา
สารสกัดทีไ่ดไประเหยตัวทาํละลาย   จะไดสารละลายเปนของเหลวหนืดสีน้าํตาล(จากตัวทําละลาย
เอธิลอะซิเตต)น้ําหนกั 8.12  กรัม  และของเหลวหนืดสีน้าํตาลเขม(จากตวัทาํละลายเมธานอล) 
น้ําหนกั  53.01  กรัม 

สวนเสนใยนํามาตัดเปนชิ้นเล็กๆ  สกัดดวยตัวทาํละลายเอธิลอะซิเตต และเมธานอลอยางละ 
7 ครั้ง  กรองดวยกระดาษกรอง  Whatman เบอร  1  รวมสารสกดัที่ไดนําไประเหยตัวทาํละลายดวย
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เครื่อง  rotary evaporator  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีสม  (จากตัวทําละลาย
เอธิลอะซิเตต) น้ําหนัก  16.13 กรัม และของเหลวหนืดสีน้าํตาลเขม(จากตัวทําละลายเมธานอล)
นํ้าหนกั  74.50  กรัม  ดังตารางที่   4.5 
 
ตารางที่  4.5  แสดงลักษณะและปริมาณสวนสกัดหยาบของจากราเอนโดไฟต   NK9  ในตัวทํา  

ละลายตางๆ 
 

เสนใย น้ําเลี้ยงเชื้อ 
ตัวทําละลาย ลักษณะสวน

สกัดหยาบ 
น้ําหนกั 
(กรัม) 

% yield 
(w/w) 

ลักษณะสวน
สกัดหยาบ 

น้ําหนกั 
(กรัม) 

% yield 
(w/v) 

เอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืด
สีสม 16.13 7.10 ของเหลวหนืด

สีน้ําตาลเขม 8.12 0.04 

เมธานอล ของเหลวหนืด
สีน้ําตาลเขม 74.50 32.79 ของเหลวหนืด

สีน้ําตาลเขม 53.01 0.28 

สวนที่เหลือ ของเหลวหนืด
สีดํา 45.17 19.82 ของเหลวหนืด

สีดํา 100.05 0.53 

 
4.7  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรยีของสวนสกัดหยาบทีไ่ดจากราเอนโดไฟต   NK9  
โดยใชวธิี  Paper disk Diffusion Method 

นําสวนสกัดหยาบทั้ง  6  สวน   ที่ไดจากการสกัดลําดบัสวน  คือ    สวนสกัดหยาบเมธานอล   
สวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  และสวนทีเ่หลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใยและน้าํเลี้ยงของราเอนโด
ไฟต  มาตัวอยางละ  5  มิลลิกรัม  ผสมกับตัวทาํละลายที่สามารถละลายไดหมดคือ สวนสกัดหยาบ
เอธิลอะซิเตต  ละลายในเอธิลอะซิเตต  สวนสกัดหยาบเมธานอล ละลายในเมธานอล  และสวนที่เหลือ
จากการสกัดทัง้จากเสนใยและน้ําเลี้ยงละลายใน 10% DMSO  ในน้าํปริมาตร  1  มิลลิลิตร  จะได
สารละลายที่ความเขมขน   5  mg/ml      แลวนําไปเจอจางตอดวยตัวทําละลายใหไดระดับความ
เขมขน   1   mg/ml    และ   0.5   mg/ml   ตามลําดับ  โดยชุดควบคมุบวก (Positive Control)  ไดแก
สารละลาย  Chloramphenicol (C1) และ  Streptomycin (C2)  ชุดควบคุมลบ (Negative Control)   
ไดแก    10% DMSO  ในน้าํ    ซึ่งผลในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค พบวาสารสกัดหยาบบางชนดิทําให
เกิดวงใสไดกวางกวาตวัควบคุม  ไดแสดงใน  ตารางที่  4.5 
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ตารางที ่  4.6  ผลแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียกอโรคของสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต โดยวิธี Agar–
well Diffusion 

 
วงใส (มม.) ทีม่ีตอเช้ือจุลินทรียทดสอบ 

Bacillus   subtilis Escherichia   coli 
ปริมาณ
สาร 

(mg/ml) C1 C2 Broth 
EtOAc 

Mycelium 
MeOH 

Broth 
MeOH C1 C2 Broth 

EtOAc 
Mycelium 

MeOH 
Broth 
MeOH 

0.5 25 22 17 10 11 13 12 16 20 17 
1 25 24 25 18 17 15 16 21 30 23 
5 31 27 31 19 17 20 23 28 33 30 

 
หมายเหต ุ สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยและสวนที่เหลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใย

และน้ําเลี้ยง   ไมมวีงใสเกิดขึ้น 

    C1 = Chloramphenicol    และ    C2 = Streptomycin  
 
 จากการศึกษาพบวา สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยและสวนที่เหลือจากการสกัดของ
ทั้งจากเสนใยและน้ําเลี้ยง   ไมแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรยีทดสอบ  แตสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจาก
น้ําเลี้ยงสามารถยังยั้งจุลินทรียทดสอบ  Bacillus   subtilis  ไดดีเทากบัสารที่ใชเปนตัวควบคุมไดแก 
Chloramphenicol    และ  Streptomycin   ที่ความเขมขน  1 และ 5 mg/ml    และพบวาสารสกัด
หยาบเอธิลอะซิเตตจากน้ําเลี้ยง   และสารสกัดหยาบเมธานอลของทั้งจากเสนใยและน้ําเลี้ยง  มีฤทธิ์
ยังยั้งจุลินทรียทดสอบ  Escherichia   coli   ไดดีกวาสารที่ใชเปนตัวควบคุมไดแก Chloramphenicol    
และ  Streptomycin   ที่ความเขมขน 0.5,  1 และ 5 mg/ml 
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นอกจากนีย้ังทดสอบฤทธิ์การยับยั้งรากอโรคพืช  4  ชนิด  คือ  Phytophthora  parasitica,   
Alternaria brasiicola, Collectitrichum  gloeosporiodides  และ  Fusarium oxysporum   โดยใช 
Ketoconazole    ความเขมขน   100  mg   เปน  ตัวควบคุมบวก   และใช  เอธิลอะซิเตต   เมธานอล  
และ  10% DMSO  ในน้ําเปนตัวควบคุมลบ  พบวาสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้ําเลี้ยงรา    ที่
ความเขมขน  100  µg  มีฤทธิ์ยับยั้งรากอโรคพืช  Collectitrichum  gloeosporiodides ได   

 

                 
    ก.              ข. 
                       
รูปที่  4.10  แสดงการออกฤทธิย์ับยั้งรากอโรคพืชของสวนสกัดหยาบของ ราเอนโดไฟต  NK9  ความ

เขมขน 100   µg (รูป ข) เทียบกับ  ketokonazole  100  µg (รูป ก) (positive control) 
 

หมายเหต ุ 1: ketokonazole  100  µg 
   2: 10% DMSO 
   3: เมธานอล 
   4: เอธิลอะซิเตต 
   5: สารสกัดหยาบเมธานอลจากเสนใย 
    6: สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใย  
   7: สารสกัดหยาบเมธานอลจากน้าํเลี้ยง 
    8: สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้าํเลี้ยง 
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จากผลการทดลองไดสวนสกดัหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้าํเลี้ยง  และเสนใยราเอนโดไฟต   
NK9   มาลงคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยคาดวาจะมีสารออกฤทธิย์ับยั้งจุลินทรีย  โดยมีซิลิกาเจลเปน
ตัวดูดซับ  ตัวชะทีไ่ชไดแก  เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- เมธานอล,  
เมธานอล  และเมธานอล-น้ํา  ตามลําดบั  ไดสารประกอบจากลําดับสวนทั้งหมด  คือ ETBR  F5, 
ETBR F8, ETBR F13, ETBR F17, ETBR F18.4 (ไดจากการลงคอลัมนโครมาโทกราฟซํ้า)  และ  
ETMY  9  แตจากการศึกษาในภายหลังทราบวา  สาร ETBR F13,  ETBR  F17,  ETBR  F18.4   และ  
ETMY  9   เปนสารเดียวกนั    ดังนั้นจึงไดสารประกอบทั้งหมด 3  ชนิด  คือ ETBR  F5, ETBR F8,  
และ ETMY  9 (ปริมาณมากที่สุด)  

 
4.8  ผลการแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเอธลิอะซิเตตจากสวนน้ําเล้ียงและ
เสนใยรา  การทําใหบริสุทธ์ิ  และสมบัติทางเคมีของสารประกอบที่ไดจากราเอนโดไฟต  NK9   
 4.8.1 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้าํเล้ียง 
  นําสวนสกัดหยาบเอธิลอะซเิตตจากสวนน้าํเลี้ยงรา  น้ําหนกั   8.12  กรัม  มาแยก
ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (350 กรัม)   โดยใชคอลัมนขนาด
เสนผานศูนยกลาง  5.0  เซนติเมตร   สูง  80.0  เซนติเมตร และเก็บลําดับสวนครั้งละ  50 ml   ตัวชะที่
ใชไดแก  เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- เมธานอล,  เมธานอล  และ
เมธานอล-น้ํา  ตามลําดับ   ไดสารผานคอลัมนทั้งหมด   58.055 %          
 
ตารางที ่ 4.7  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟต  NK9 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร 
น้ําหนกั  

(มิลลิกรัม) 
1-16 ETBR 1 100% เฮกเซน สารใสใมมสี ี 54.6 

17-40 ETBR 2 5% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน สารใสใมมสี ี 33.9 
41-52 ETBR 3 15% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลืองสม 768 
53-64 ETBR 4 20-25% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลือง 49.6 

65-70 ETBR 5 30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนขาวในของเหลวสี

เหลือง 72.9 

71-82 ETBR 6 32-35% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของแข็งสีน้ําตาลออน 18 
83-115 ETBR 7 35-50% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีสม 273.8 
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ตารางที ่ 4.7  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้าํเล้ียงราเอนโดไฟต  NK9  (ตอ) 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนกั  
(มิลลิกรัม) 

116-124 ETBR 8 50% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ผลกึสสีมออน 59 

125-135 ETBR 9 50% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนขาวในของเหลวสี

น้ําตาล 
91.1 

136-151 ETBR 10 55% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีน้ําตาล 77.2 
152-178 ETBR 11 60% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลือง 207.6 

179-223 ETBR 12 65% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนเหลืองในของเหลวสี

เหลือง 
234.7 

224-319 ETBR 13 70-85% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนเหลืองในของเหลวสี

เหลือง 105.3 

320-325 ETBR 14 85% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนเหลืองในของเหลวสี

น้ําตาลเขม 318.1 

326-376 ETBR 15 90-100%เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีน้ําตาลแดง 28.3 
377-403 ETBR 16 2-7% เมธานอลในเอธิลอะซิเตต ของเหลวสีน้ําตาล 751.8 

404-418 ETBR 17 
10-15%  เมธานอลในเอธิล       

อะซิเตต 
ตะกอนขาวในของเหลวสี

เหลืองออน 345.6 

419-436 ETBR 18 15-17%  เมธานอลในเอธิล       
อะซิเตต ของเหลวหนืดสนี้ําตาล 627.4 

437-477 ETBR 19 17-50%   เมธานอลในเอธิล      
อะซิเตต ของเหลวสีน้ําตาลเขม 253.9 

478-516 ETBR 20 50-100%   เมธานอลในเอธิล     
อะซิเตต 

ของเหลวสีน้ําตาลเขม 349.3 
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4.8.1.1  การทาํสารใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารประกอบ 1 
 สารประกอบ 1  เปนผงสีขาวแยกไดจากลาํดับสวนที่  ETBR 5  ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิ
เตตจากสวนน้าํเลี้ยงรา   ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใช  30%   เอธิลอะซิเตตใน เฮกเซน
เปนตัวชะจะไดสารสกัดหยาบมีลักษณะเปนตะกอนขาวในของเหลวสีเหลือง  นํามาลางน้าํมันสีเหลือง
ออกดวยเฮกเซน  จะไดผงสีขาวหนัก  46  มิลลิกรัม ( 0.975 %  yield)    (สารประกอบ 1) 
 
 

                          
HO
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                      รปูที ่ 4.10  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 1 
 
  Rf   =  0.65 ( 50% Hexane  ใน  CH2Cl2 )  

  mp =  182 -183 íC 
  Vmax(KBR):  3424 (br), 2953 (s), 2863 (s), 1703 (m), 1633 (m), 1555 (m), 
1450 (m), 1365 (m), 1267 (w), 1225 (w), 1155(w), 1038 (m) และ 960 (m) cm-1   ดังตารางที่  4.7   
(รูปท่ี  1 ภาคผนวก  ค) 
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ตารางที ่ 4.8  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอนิฟราเรดของสารประกอบ 1   
 

แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3424 กวาง   O-H   ส่ันแบบยืดของ  alcohol 

2953, 2863 สูง   C-H    ส่ันแบบยืดของ  alkane 
1633, 1555 ปานกลาง   C=C   ส่ันแบบยืดของ  double bond 
1450, 1365 ปานกลาง   C-H    ส่ันแบบยืดของ  alkane 

1267, 1225, 1155 ต่ํา   C-O   ส่ันแบบยืดของ  ketone 
1038 ปานกลาง   C-O   ส่ันแบบยืดของ  ketone 
960 ปานกลาง   C-H   ส่ันแบบงอนอกระนาบ 

 จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum)  ของสารประกอบ 1  (รูปที่  2 
ภาคผนวก  ค)  พบวาสารประกอบมีมวลโมเลกุล  [ M+Na]+ m/z:  433.1627; cal 433.1627  ทาํใหรู
สูตรโมเลกุลของสารประกอบ 1  คือ  C28H44O3 
 จากขอมูล  1H-NMR  ของสารประกอบ 1  (รูปที่ 3  ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของโปรตอนที่  
สัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท (δH) 6.53 (1H, d, J = 4.8, H-6), 6.27 (1H, d, J = 8.4, H-7), 5.25 (1H, 
dd, J1 = 7.6  และ J2 = 14.8, H-22), 5.18 (1H, dd, J1 = 7.6  และ J2 = 14.8, H-23), 4.00 (1H, m, 
H-3), 2.14 (1H, m, H-1), 2.07 (1H, m, H-20), 2.04 (1H, m, H-12), 1.98 (1H, m, H-4), 1.95 (1H, 
m, H-1), 1.89 (1H, m, H-24), 1.87 (1H, m, H-2), 1.78 (1H, m, H-15), 1.74 (1H, m, H-4), 1.64 
(1H, m, H-11), 1.60 (1H, m, H-14), 1.58 (1H, m, H-2), 1.53 (1H  และ 1H, m และ  m, H-9  และ  
H-16 ), 1.52 (1H, m, H-25), 1.42 (1H, m, H-11), 1.38 (1H, m, H-2), 1.28 (1H, m, H-12), 1.26 
(1H  และ  1H, m และ  m,  H-16  และ  H-17 ), 1.03 (3H, d, J = 6.0, H-27), 0.95 (3H, d, J = 6.8, 
H-28), 0.93 (1H, s, H-19), 0.87 (3H, d, J = 6.0, H-26), 0.85 (3H, s, H-18)  และ  0.84 (3H, d, J 
= 6.0, H-21) ppm 
 ที่ตําแหนงของโปรตอน  6.53, 6.27, 5.25  และ  5.18 ppm  แสดงโปรตอนของคารบอนที่มี
พันธะคู  
 ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.07, 1.89, 1.60, 1.53, 1.52  และ  1.26 ppm แสดงโปรตอนของ
เทอรเชียรีคารบอน (-CH) 
 ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.14, 2.04, 1.98, 1.95, 1.87, 1.78, 1.74, 1.64, 1.58, 1.53, 1.42, 
1.38, 1.28  และ 1.26 ppm แสดงโปรตอนของเมทิลีนคารบอน (-CH2) 
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 ที่ตําแหนงของโปรตอน  1.03, 1.95, 0.91, 0.87, 0.85  และ  0.84 ppm   แสดงโปรตอนของ
เมทิลคารบอน (-CH3) 
 จากขอมูล  13C-NMR  ของสารประกอบ 1  (รูปที่  4  ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของคารบอน
ที่สัญญาณทีค่าเคมิคอลชิพท  (δC) 135.44 (CH-7), 135.22 (CH-23), 132.31 (CH-22), 130.75 
(CH-6), 82.20 (C-8), 79.46 (C-5), 66.46 (CH-3), 56.19 (CH-17), 51.69 (CH-14) , 51.08 (CH-9), 
44.58 (CH-13), 42.79 (CH-24), 39.77 (CH-20), 39.35 (CH-12), 36.98 (CH-10), 36.92 (CH2-1), 
34.70 (CH2-4), 33.08 (CH-25), 30.10 (CH2-2), 28.68 (CH2-15), 23.42 (CH2-16), 20.90 (CH3-
27), 20.65 (CH2-11), 19.98 (CH3-26), 19.67 (CH3-21), 18.21 (CH3-19), 17.59 (CH3-28)  และ  
12.89 (CH3-18) ppm 

ที่ตําแหนงคารบอน 135.44, 135.22, 132.31 และ 130.75 ppm แสดงถึงคารบอนทีม่ีพันธะคู 
ที่ตําแหนงคารบอน  82.20, 79.46, 44.58  และ  36.98 ppm  แสดงถึงควอเทอรนารีคารบอน 
ที่ตําแหนงคารบอน  56.19, 51.69, 51.08, 42.79, 39.77 และ  33.08 ppm   แสดงถึงเทอร

เชียรีคารบอน 
ที่ตําแหนงคารบอน  39.35, 36.92, 34.70, 30.10, 28.68, 23.42  และ  20.65 ppm  แสดงถึง 

เมทิลีนคารบอน 
ที่ตําแหนงคารบอน  20.90, 19.98, 19.67, 18.21, 17.59  และ  12.89  ppm แสดงถึง เมทิล

คารบอน 
ผลการวิเคราะห  2D-NMR  ของสารประกอบ 1  ประกอบดวย gHSQC, gHMBC, gCOSY, 

และ  gNOESY  (รูปที่ 5-8  ภาคผนวก  ค)  
รวมทั้งแสดงผลขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 1  ดังตารางที่  4.8   

ตารางที่  4.9  แสดงขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 1 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1 36.92 2.14 (1H, m), 
1.95 (1H, m) 

C-2, C-3, C-8, C10  
C-3 

H-19 
- 

H-19 
- 

2 30.10 1.87 (1H, m), 
1.58 (1H, m) 

C-4 
- 

- 
H-3 

H-9 
- 
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ตารางที่  4.9  แสดงขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 1  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

3 66.46 4.00 (1H, m) - H-2 - 

4 34.70 1.98 (1H, m), 
1.74 (1H, m) 

- 
- 

- - 
- 

5 79.46 - - - - 

6 130.75 6.53 
(1H,d, J=4.8) C-5, C-8, C-9 H-7 H-7 

7 135.44 6.27 
(1H,d, J=8.4) C-5, C-8 H-6 H-6 

8 82.20 - - - - 
9 51.08 1.53 (1H, m) C-5, C-7, C-14 - H-2, H-19 
10 36.98 - - - - 

11 20.65 1.64 (1H, m), 
1.42 (1H, m) 

C-9 
C-14 

- 
- 

- 
H-14 

 12 39.35 2.04 (1H, m), 
1.28 (1H, m) 

C-17 
C-9 

- 
- 

- 
- 

13 44.58 - - - - 
14 51.69 1.60 (1H, m) C-11, C-13, C15 - H-11 

15 28.68 1.78 (1H, m),  
1.38 (1H, m) 

- 
C-14, C-17 

- 
- 

H-11 
- 

16 23.42 1.53 (1H, m), 
1.26 (1H, m) 

C-13, C-14 
C-13, C15 

H-17 
- 

H-21, H-18  
 

17 56.19 1.26 (1H, m) C-13, C15 H-16 H-16 
18 12.89 0.85 (3H, s) C-14, C-17 -  
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ตารางที่  4.9  แสดงขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 1  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

19 18.21 0.93 (3H, s) C-1, C-4, C-8, 
C-9, C-10 - H-1, H-9 

20 39.77 2.07 (1H, m) C-17 - - 

21 19.67 0.84 (3H, d, 
J=6.0) 

C-13, C-14, C-17, 
C-20, C-24, C-25, 

C-26 
- H-16 

22 132.3113 
5.25 (1H,dd, 
J1=7.6  และ 
J2= 14.8) 

C-20, C-24, C-26 H-23 H-23 

23 135.22 
5.18(1H,dd, 
J1=7.6  และ 
J2= 14.8) 

C-20, C-24 H-22,   
H-24 

H-22 

24 42.79 1.89 (1H, m) C-22, C-23 H-23, 
H-28 H-28 

25 33.08 1.52 (1H, m)  C-22, C-24,       
C-26,C-28 

H-26 - 

26 19.98 0.87 (3H, d, 
J=6.0) C-24, C-27 H-25 - 

27 20.90 1.03 (3H, d, 
J=6.0) C-23 - - 

28 17.59 0.95 (3H, d, 
J=6.8)  C-22, C-24,C-25 H-24 H-24 

 
 

 



 85

 จากการคนหาขอมูลงานวิจัยของสารชนิดนีพ้บวาเคยมีรายงานแลว  จึงไดนําขอมูลของที่เคย
รายงานมาเปรียบเทียบกันดังตาราง  ตารางที่  4.9  ดังนี ้  
 
ตารางที่  4.10  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ  13C-NMR และ  1H-NMR   ของสารประกอบ 1 กับ  

Ergosterol Peroxide 
 

สารประกอบ 1 Ergosterol Peroxide  (Box, 1999) 
ตําแหนง 

δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (50 MHz) δH  (500 MHz) 
1 36.92 (t) 2.14 (m), 1.95 (m) 39.4 (t) ไมรายงาน 
2 30.10 (t) 1.87 (m) , 1.58 (m) 30.1 (t) ไมรายงาน 
3 66.46 (d) 4.00 (m) 66.3 (d) 3.92 (m) 
4 34.70 (t) 1.98 (m), 1.74 (m) 51.2 (t) ไมรายงาน 
5 79.46 (s) - 79.4 (s) - 
6 130.75 (d)  6.53 (d, J=4.8) 130.7 (d) 5.95 (d, J=4.8) 
7 135.44 (d) 6.27 (d, J=8.4) 135.4 (d) 6.29 (d, J=8.4) 
8 82.20 (s) - 82.7 (s) - 
9 51.08 (d) 1.53 (m) 34.7 (d) ไมรายงาน 
10 36.98 (s) - 36.9 (s) - 
11 20.65 (t) 1.64 (m), 1.42 (m) 20.9 (t) ไมรายงาน 
12 39.35 (d) 2.04 (m), 1.28 (m) 39.4 (d) ไมรายงาน 
13 44.58 (s) - 44.6 (s) - 
14 51.69 (d) 1.60 (m) 51.7 (d) ไมรายงาน 
15 28.68 (t) 1.78 (m), 1.38 (m) 28.6 (t) ไมรายงาน 
16 23.42 (t) 1.53 (m), 1.26 (m) 23.4 (t) ไมรายงาน 
17 56.19 (d) 1.26 (m) 56.3 (d) ไมรายงาน 
18 12.89 (q) 0.85 (s) 12.9 (q) 0.61 (s) 
19 18.21 (q) 0.93 (s) 18.7 (q) 0.67 (s) 
20 39.77 (d) 2.07 (m) 39.7 (d) ไมรายงาน 
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ตารางที่  4.10  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ  13C-NMR และ  1H-NMR   ของสารประกอบ 1 กับ  
Ergosterol peroxide  (ตอ) 

 
สารประกอบ 1 Ergosterol peroxide  (Box, 1999) 

ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (50 MHz) δH  (500 MHz) 

21 19.67 (q) 0.84 (d, J=6.0) 19.6 (q) 1.00 (d, J=6.49) 

22 132.31 (d) 5.25 (dd, J1=7.6  
และ J2= 14.8) 132.3 (d) 5.25 (dd, J1=7.6  

และ J2= 15.3) 

23 135.22 (d) 5.18 (dd, J1=7.6  
และ J2= 14.8) 135.2 (d) 5.14 (dd, J1=7.6  

และ J2= 14.8) 
24 42.79 (d) 1.89 (m) 42.8 (d) ไมรายงาน 
25 33.08 (d) 1.52 (m) 33.0 (d) ไมรายงาน 
26 19.98 (q) 0.87(d, J=6.0) 19.9 (q) 0.91(d, J=6.8) 
27 20.90 (q) 1.03(d, J=6.0) 20.7 (q) 0.91(d, J=6.7) 
28 17.59 (q) 0.95(d, J=6.8) 17.5 (q) - 

 
จากขอมูลทางสเปกโทรสโกป  และการเปรียบเทียบคาเคมิคอลชิฟทของคารบอน-13  และ

โปรตอนของสารประกอบ 1 กับ  Ergosterol peroxide  (Box, 1999)  พบวา  สารทั้งสองมีคาเคมิคอล
ชิฟทใกลเคียงกัน  ทําใหสามารถสรุปไดวาสารประกอบ 1  คือ Ergosterol peroxide (5α,8α-
epidioxy-24(R)-methyl-cholesta-6,22-diene-3β-ol)  ซ่ึงสารชนิดนี้มีรายงานเคยพบในราและเห็ด
หลายชนิด    มีโครงสรางดังรูปที่  รูปที่  4.10 - 4.14 
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รูปที ่ 4.11  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 1 
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  รูปที ่ 4.12   gHMBC   ของสารประกอบ 1 
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รูปที ่ 4.13    gCOSY   ของสารประกอบ 1 
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รูปที ่ 4.14    gNOESY   ของสารประกอบ 1 
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 Ergosterol peroxide   เปนสารที่มีฤทธิ์ทางชวีภาพที่สามารถพบไดในราและเห็ดหลายชนิด  
มีการรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางชวีภาพของสารดังกลาวโดยสกัด     และทําใหบริสุทธิ์โดยเทคนคิทาง
โครมาโทกราฟ  และทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็งหลายชนิด  และฤทธิ์ตานออกซิเดชัน ไดแก  
 Noelia และคณะสกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากสารสกัดหยาบเมธานอลของ  
Euphorbia lagascae   และทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย  พบวาสามารถ
ยับยั้งเชื้อ  Staphylococcus   aureus   และ    Mycobacterium tuberculosis   ได (Noelia และ
คณะ, 2006) 
 Box  และคณะ สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเชื้อรา  Cordyceps sinensis และ
ทดสอบความเปนพษิตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (K526, Jarkat, HL-60  และ  RPMI-8226), 
เซลลมะเร็งผิวหนัง (WM-1341) โดยมีคา IC50   65, 48, 60, 63   และ  49    µg/ml  ตามลําดับ (Box  
และคณะ, 1999) 
 Nam และคณะ  สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเชื้อรา Paecilomyces tenuipes   
และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (SNU-1),  เซลลมะเร็งตับ (SNU-354)  และ
เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SNU-C4)   โดยมีคา IC50   1.2,  2.2   4.0  µg/ml ตามลําดับ (Nam และคณะ, 
2001) 
 Takei  และคณะ  สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเห็ด  Sarcodon aasparatus  
และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (HL-60) โดยมคีา IC50   25 µg/ml  (Takei  และ
คณะ, 2005) 

Kim  และคณะ  สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเห็ด  Armillariella mellea  และ
ทดสอบฤทธิ์ตานการเกิด  oxidation   พบวาสามารถยับยั้งการเกิด  lipid peroxidation  ใน   
microsome  ในตับของหนูไดดี  และยับยัง้การเกิด  oxidation   ไดดีกวาสารที่ใชในการตานการเกิด  
oxidation  คือ  α-tocopherol  และ  thiourea  (Kim  และคณะ, 1999) 
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4.8.1.2  การทาํสารใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารประกอบ 2 
 สารประกอบ 2  เปนผลึกสีขาวแยกไดจากลําดับสวนที ่  ETBR 8  ของสวนสกัดหยาบเอธิล   
อะซิเตตจากสวนน้ําเลี้ยงรา  ท่ีแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใชตัวทําละลาย  50%      เอธิลอะ
ซิเตตใน เฮกเซนเปนตัวชะจะไดสารสกัดหยาบมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง  นํามาลางน้าํมันสีเหลือง
ออกดวยเฮกเซน    แลวนาํไปตกผลกึซ้ําดวยตัวทําละลายเอธิลอะซิเตต-เฮกเซน  จะไดผลึกสีขาว
น้ําหนกั  51 มิลลิกรัม  ( 1.082 %  yield)    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต    (สารประกอบ 2) 
 
 

                          

O

O

OOH

HO

H3C

H

H

H

H

HO

 
 
 

   รูปที่  4.15  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 2 
 
  Rf         =    0.275      ( 10%  EtOAc   in  Hehane ) 

  mp       =   176 - 177   íC 

mp       =   172 - 174   íC   (Bolliger and Tamm,1972) 
  MW      =    334  
  [α]20

D   =    -9   ( c = 0.1, Methanol ),   -11  ( c = 0.1, Chloroform )   และ  
                                           -16  ( c = 0.1,  Acetone ) 

[α]24
D   =    - 53.1  ( c = 1,000,  Acetone )  (Bolliger and Tamm,1972) 

Vmax(KBR):  3361(br),  2990 (s), 2925 (s), 1707 (m), 1637 (m),  1252 (m) 
และ 1018 (m)  cm-1   ดังตารางที ่ 4.10   (รูปที่  10  ภาคผนวก  ค) 
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ตารางที ่ 4.11  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ  2   
 

แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3361 กวาง    O-H   ส่ันแบบยืดของ  alcohol 
2990 ต่ํา    C-H    ส่ันแบบยืดของ  aromatics 
2925 ปานกลาง    C-H    ส่ันแบบยืดของ  alkane 
1707 ปานกลาง    C=O   ส่ันแบบยืดของ  ketone 
1637 สูง    C=C   ส่ันแบบยืดของ  alkene 
1252 สูง    C-C    ส่ันแบบยืดของ  ketone 
1018 สูง    C-O    ส่ันแบบยืดของ  alcohol 

  
จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum)  ของสารประกอบ 2  (รูปที่  11 

ภาคผนวก  ค)  พบวาสารประกอบมีมวลโมเลกุล  [ M+Na]+ m/z: 357.15  ทําใหรูสูตรโมเลกุลของ
สารประกอบ  2   คือ  C18H22O6 
  

จากขอมูล  1H-NMR  ของสารประกอบ 2 (รูปท่ี 12 ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของโปรตอนที่  
สัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท (δH)  (DMSO, 400 MHz): 11.40 (br, s, -OH), 6.73 (1H, d, J = 15.2, 
H-1’), 6.34(1H, d, J = 2.4, H-5), 6.19 (1H, d, J = 2.4, H-3), 5.69 (1H, ddd, J1 = 14.4,  J2 = 8.8   
และ  J3 = 5.2, H-2’), 5.15 (1H, dq, J1 = 12.4  และ J2 =6, H-10’), 4.95 (br, s, -OH), 3.97 (1H, 
br, s, J = 10, -OH), 2.63 (1H, dd, J1 = 10.8,  และ J2 = 9.2 H-7’), 2.46 (1H, m, H-5’), 2.39 (1H, 
m, H-5’), 2.20-2.14 (1H, m, H-3’), 2.17 (1H, dd, J1 = 10.8,  และ J2 = 4.8, H-7’), 2.03 (1H, m, 
H-3’), 1.79 (1H, m, H-4’), 1.63 (1H, dd, J1 = 13.2,  และ J2 = 12, H-9’), 1.53 (1H, m, H-4’), 1.48 
(1H, dd, J1 = 13.6,  และ J2 = 10.4, H-9’), 1.28 (3H, d, J = 6, H-12’)  ppm 

ที่ตําแหนงของโปรตอน  6.73, 6.34, 6.19 และ 5.69 ppm  แสดงโปรตอนของคารบอนที่มี
พันธะคู 

ที่ตําแหนงของโปรตอน  5.15  และ  3.97  ppm แสดงโปรตอนของเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.63, 2.46, 2.39, 2.20-2.14, 2.17, 2.03, 1.79, 1.63, 1.53  และ

1.48  ppm แสดงโปรตอนของเมทิลีนคารบอน (-CH2)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  1.28  ppm   แสดงโปรตอนของเมทิลคารบอน (-CH3) 
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จากขอมูล  13C-NMR  ของสารประกอบ 2  (รูปที่  13 ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของ
คารบอนท่ีสัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท  (δC) (DMSO, 100 MHz): 208.87 (C-6’), 170.45 (C-11’), 
162.94, (C-2), 162.34, (C-4’), 141.92 (C-6), 132.41 (CH-2’), 132.32 (CH-1’), 107.51 (CH-5), 
105.03 (C-1), 102.13 (CH-3), 69.62 (CH-10’), 63.98 (CH-8’), 53.72 (CH2-7’), 43.21 (CH2-9’), 
39.27 (CH2-5’), 31.00 (CH2-3’), 21.30 (CH2-4’)  และ  20.85 (CH3-12’)  ppm 

ที่ตําแหนงคารบอน   208.87  และ  170.45  ppm แสดงถึงคารบอนทีม่ีพันธะคู 
ที่ตําแหนงคารบอน  162.94, 162.34, 141.92, 132.41, 132.32, 107.51, 105.03   และ  

102.13    ppm  แสดงถึงควอเทอรนารีคารบอน (C) 
ที่ตําแหนงคารบอน   69.62   และ  63.98   ppm   แสดงถึงเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงคารบอน  53.72, 43.21, 39.27, 31.00,  และ 21.30 ppm  แสดงถงึ เมทิลีน

คารบอน (-CH2) 
ที่ตําแหนงคารบอน  20.85  ppm แสดงถึง เมทิลคารบอน (-CH3) 
ผลการวิเคราะห  2D-NMR  ของสารประกอบ 2  ประกอบดวย gHSQC, gHMBC, gCOSY, 

และ  gNOESY  (รูปที่  14-17  ภาคผนวก  ค)  
รวมทั้งแสดงผลขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 2  ดังตารางที่  4.12   

 
ตารางที่  4.12  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 2 

 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1 105.03 - - - - 
2 162.94 11.4 (br, s) - - - 

3 102.13 6.19 (1H, d, 
J=2.4) 

C-1, C-2, C-4, C-5 H-5 - 

4-OH 162.34 4.95 (br, s) - - - 

5 107.51 6.34 (1H, d, 
J=2.4) 

C-1, C-3, C-4, C-6 H-3 - 

6 141.92 - - - - 
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ตารางที่  4.12  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 2  (ตอ) 

 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1’ 132.32 6.73 (1H, d, 
J=15.2) C-1, C-5, C-6, C-3’ - - 

2’ 132.41 

5.69 (1H,ddd, 
J1=14.2, J2 = 

8.8 และ  
J3= 5.2) 

C-6, C-3’, C-4’ H-3’ - 

2.03  (1H, m) 
3’ 31.00 2.20-2.14 

(1H, m) 
C-1’, C-2’ H-2’ - 

1.53 (1H, m) 
4’ 21.30 

1.79 (1H, m) 
- H-5’ - 

2.46 (1H, m) 
5’ 39.27 

2.39 (1H, m) 
C-3’, C-4’, C-6’ H-4’ - 

6’ 208.87 - - - - 
2.17 (1H,dd, 
J1=10.8  และ 

J2= 4.8) 
7’ 53.72 

2.63 (1H,dd, 
J1=10.8  และ 

J2= 9.2) 

C-5’, C-6’,  
C-8’,C-9’ H-8’  

8’-OH 63.98 3.97(1H, br, s, 
J=10) - H-7’,  

H-9’ H-12’ 
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ตารางที่  4.12  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 2  (ตอ) 

 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1.63 (1H,dd, 
J1=13.2  และ 

J2= 12) 
9’ 43.21 

1.48 (1H,dd, 
J1=13.6  และ 

J2= 10.4) 

C-8’,C-10’ H-8’, 
H-10’ H-12’ 

10’ 69.92 
5.15(1H,dq, 
J1=12.4  และ 

J2= 6) 
C-8’,C-11’ H-9’ - 

11’ 170.45 - - - - 

12’ 20.85 1.28 (3H, d, 
J=6) C-9’,C-10’ - H-8’, H-9’ 
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จากการคนหาขอมูลงานวิจัยของสารชนิดนีพ้บวาเคยมีรายงานแลว  จึงไดนําขอมูลของที่เคย

รายงานมาเปรียบเทียบกันดังตารางที่  4.13 ดังนี้   
 
ตารางที่  4.13  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  2    กับ  

8’-epi-hydroxyzearalenone 
 

สารประกอบ 2 (Bolliger and Tamm,1972) ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (100 MHz) 

1 105.03 - ไมรายงาน ไมรายงาน 
2-OH 162.94 11.4 (br, s) ไมรายงาน 11.90 (s) 

3 102.13 6.19 (1H, d, J=2.4) ไมรายงาน 6.51 (s, J=2.5) 
4-OH 162.34 4.95 (br, s) ไมรายงาน 9.11 (s) 

5 107.51 6.34 (1H, d, J=2.4) ไมรายงาน 6.32 (s, J=2.5) 
6 141.92 - ไมรายงาน ไมรายงาน 
1’ 132.32 6.73 (1H, d, J=15.2) ไมรายงาน 7.08 (d) 

2’ 132.41 

5.69 (1H,ddd, 
J1=14.2, J2 = 8.8 

และ  
J3= 5.2) 

ไมรายงาน 5.86 (m) 

2.03  (1H, m) 
3’ 31.00 2.20-2.14 

(1H, m) 
ไมรายงาน ไมรายงาน 

1.53 (1H, m) 
4’ 21.30 

1.79 (1H, m) 
ไมรายงาน ไมรายงาน 

2.46 (1H, m) 
5’ 39.27 

2.39 (1H, m) 
ไมรายงาน ไมรายงาน 

6’ 208.87 - ไมรายงาน ไมรายงาน 
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ตารางที่  4.13  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  2    กับ  
8’-epi-hydroxyzearalenone    (ตอ) 

 
สารประกอบ 2  (Bolliger and Tamm,1972) 

ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (100 MHz) 

2.17 (1H,dd, 
J1=10.8  และ J2= 

4.8) 
7’ 53.72 

2.63 (1H,dd, 
J1=10.8  และ J2= 

9.2) 

ไมรายงาน 3.2 - 2.8 (d) 

8’-OH 63.98 3.97(1H, br, s, 
J=10) ไมรายงาน 3.84 (d, J=4) 

1.63 (1H,dd, 
J1=13.2  และ J2= 12) 

9’ 43.21 1.48 (1H,dd, 
J1=13.6  และ J2= 

10.4) 

ไมรายงาน ไมรายงาน 

10’ 69.92 5.15(1H,dq, J1=12.4  
และ J2= 6)  5.60 

11’ 170.45 - ไมรายงาน ไมรายงาน 
12’ 20.85 1.28 (3H, d, J=6) ไมรายงาน ไมรายงาน 

 
 จากขอมูลทางสเปกโทรสโกป  การเปรียบเทียบ คาเคมิคอลชิฟทของโปรตอนของสารประกอบ  
2 กับ  8’-epi-hydroxyzearalenone  (Bolliger and Tamm,1972) พบวาสารทั้งสองมีคาเคมิคอลชิฟท 
ใกลเคียงกัน  และจากลักษณะโครงสราง  และสมบัติทางเคมี  ทําใหสามารถสรุปไดวาสารประกอบ 2  
คือ 8’-epi-hydroxyzearalenone   ซ่ึงสารชนิดนี้มีรายงานเคยพบในรา  Giberella zeae  มีโครงสราง
ดังรูปที่  รูปท่ี  4.15   
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    รูปที ่ 4.16  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ  2 
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H
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6.19

162.94
105.03

141.92
107.51

162.34

6.34

132.32

6.73

132.41

5.69

102.13
107.45

31.00

2.03 2.20-2.14

1.53 1.79

2.46 2.39

69.62

5.1520.85

43.21

1.63

1.48

63.98
3.97

53.72

2.63

2.17

208.87
39.27

21.30

 
 
 

รูปที ่ 4.17   gHMBC   ของสารประกอบ 2 
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162.94
105.03

141.92
107.51

162.34

6.34

132.32

6.73

132.41
5.69

102.13
107.45

31.00

2.03 2.20-2.14

1.53 1.79

2.46 2.39

69.62

5.1520.85

43.21

1.63

1.48

63.98
3.97

53.72

2.63

2.17

208.87
39.27

21.30

 
 

รูปที ่ 4.18    gCOSY   ของสารประกอบ 2 
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6.34

132.32
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132.41

5.69

102.13
107.45

31.00

2.03 2.20-2.14

1.53 1.79

2.46 2.39

69.62

5.1520.85

43.21

1.63

1.48

63.98
3.97

53.72

2.63

2.17

208.87
39.27

21.30

 
  

     รูปที ่ 4.19    gNOESY   ของสารประกอบ 2 
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สาร  8’-epi-hydroxyzearalenone   เปนสารเมแทบอไลทของสาร  zearalenone   โดยสาร
ชนิดนี้มีรายงานเคยพบในรา   Giberella zeae   (Bolliger and Tamm,1972)  ซ่ึงพบวามีลักษณะ
และสมบัตทิางเคมีคลายกันมากกบัสาร   8’-hydroxyzearalenone   ตางกันเพียงจุดหลอมเหลว (mp)  

คือ   สาร  8’-epi-hydroxyzearalenone   มีจุดหลอมเหลว  172-174   íC  ขณะที ่  สาร    8’-

hydroxyzearalenone  มีจุดหลอมเหลว  210-212   íC  (Bolliger and Tamm,1972)  และจากการ

ทดลองพบวา  สาร  8’-epi-hydroxyzearalenone  เมื่อหลอมเหลวทีอุ่ณหภูมิ 176-177  íC  แลวทิ้งไว

จนเย็นจะไดสารที่มีผลึกคลายเดิม  แตจะมีจุดหลอมเหลวที่สูงขึน้ คือ  203-204   íC   จึงมีความ
เปนไปไดที่ความรอนจะทาํใหมีการเปลี่ยนรูปของสารจาก  8’-epi-hydroxyzearalenone  ไปเปนสาร    
8’-hydroxyzearalenone   
 
 4.8.2 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใย 
  นําสวนสกัดหยาบเอธิลอะซเิตตจากเสนใย   16.13  กรัม  มาแยกดวยเทคนิคคอลัมน
โครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (370 กรัม)   โดยใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง  
5.0  เซนติเมตร   สูง  80.0  เซนติเมตร   และเก็บสารลําดับสวนละ  50  ml    ตัวชะที่ไชไดแก  เฮกเซน, 
เฮกเซน-เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต-เมธานอล, เมธานอล และเมธานอล-น้ํา  ตาม 
ลําดับ   ไดสารผานคอลัมนทั้งหมด 10.646 %          
ตารางที ่ 4.14  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยราเอนโดไฟต  NK9 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) 
ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนกั  

(มิลลิกรัม) 

1-31 ETMY 1 
100% เฮกเซน - 5% เอธิล 

อะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสใมมสีี 774.8 

32-36 ETMY 2 10% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสใมมสีี 5,495.8 
37-42 ETMY 3 15-20% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสสีสมออน 3,901.7 
43-46 ETMY 4 20% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสสีสมแดง 203.1 

47-61 ETMY 5 20-25% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ตะกอนขาวในของเหลวสี
เหลืองสม 

625.8 

62-70 ETMY 6 25-30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ผงสีขาว 501.1 
71-78 ETMY 7 30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลืองขุน 248.2 
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ตารางที ่ 4.14  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยราเอนโดไฟต  NK9  (ตอ) 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนกั  
(มิลลิกรัม) 

79-80 ETMY 8 30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนขาว 

ในของเหลวสีสม 
13.3 

81-96 ETMY 9 30-35% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของแข็งสีสมออน 1,892.4 
97-115 ETMY 10 35-40% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน สารหนืดสสีมใส 58.9 

116-126 ETMY 11 40-45% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน สารหนืดสีน้ําตาลใส 54.2 
127-150 ETMY 12 45-55% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลือง 236 
151-163 ETMY 13 60-65% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน สารหนืดสีเหลือง 2.2 
164-174 ETMY 14 65-70% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ผลกึใสในสารหนืดสีเหลือง 40.1 

175-189 ETMY 15 70-75% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ตะกอนขาวในของเหลว 
สีเหลือง 55.4 

190-220 ETMY 16 75-90% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ตะกอนขาวในของเหลว 
สีน้ําตาล 

110.6 

221-259 ETMY 17 90% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน -
10% เมธานอลในเอธิลอะซิเตต 

ผลกึใสในของเหลวสีเหลือง 17.3 

260-270 ETMY 18 10-20% เมธานอลใน 
เอธิลอะซิเตต สารหนืดสีน้ําตาลออน 171.7 

271-286 ETMY 19 20-60% เมธานอลใน 
เอธิลอะซิเตต สารหนืดสีน้ําตาล 1,222.9 

287-310 ETMY 20 80% เมธานอลใน 
เอธิลอะซิเตต -100% เมธานอล 

สารหนืดสีน้ําตาลเขม 1,577.4 

 
 
 
 
 
 



 101

 
4.8.1.3  การทาํสารใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารประกอบ  3 

 สารประกอบ  3  เปนผลึกสีขาวแยกไดจากลําดับสวนที่     ETMY 9     ของสวนสกัดหยาบ
เอธิลอะซิเตตจากจากเสนใยรา  ทีแ่ยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใชตัวทาํละลาย  30-35%  
เอธิลอะซิเตตในเฮกเซนเปนตัวชะ     จะไดสารสกัดหยาบมีลักษณะเปนของแข็งสีสม      นํามาลางดวย 
เฮกเซนแลวนาํไปตกผลกึซ้ําดวยตัวทําละลายเอธิลอะซเิตต-เฮกเซน  จะไดผลึกสขีาวน้าํหนัก  1,834.4  
มิลลิกรัม  ( 11.02 %  yield)    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต    (สารประกอบ 3) 
 
 

                          

O

O
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HO

H3C

H

H

H

H

H

 
    

รูปที ่ 4.20  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 3 
 

  Rf         =    0.525      ( 10%  EtOAc   in  Hehane ) 

  mp       =    160-161   íC 

mp       =    163-164   íC   (Bolliger and Tamm,1972) 
  MW      =    318  
  [α]20

D   =    -141 ( c = 0.1, Methanol ) 
              =    -30  ( c = 0.1, Chloroform  ) 
              =    -11  ( c = 0.1,  Acetone ) 
                   [α]24

546 =    -173.8  ( c = 1,000, MeOH ),  (Bolliger and Tamm,1972) 
Vmax(KBR):  3353 (br), 2972 (s),  2918 (s), 1692 (m), 1645 (m),  1256 (m) 

และ 839 (m)    cm-1   ดังตารางที ่ 4.7   (รูปที่  19  ภาคผนวก  ค)  
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ตารางที ่ 4.15  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ  3  
 

แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3353 กวาง    O-H    ส่ันแบบยืดของ  alcohol 
2972 ต่ํา    C-H    ส่ันแบบยืดของ  aromatics 
2918 ปานกลาง    C-H    ส่ันแบบยืดของ  alkane 
1692 ปานกลาง    C=O   ส่ันแบบยืดของ  ketone 
1645 สูง    C=C   ส่ันแบบยืดของ  alkene 
1256 สูง    C-C    ส่ันแบบยืดของ  ketone 
839 ปานกลาง    C-O    ส่ันแบบยืดของ  alcohol 

  
จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum)  ของสารประกอบ 3  (รูปที่  20 

ภาคผนวก  ค)  พบวาสารประกอบมีมวลโมเลกุล  [ M+Na]+ m/z: 341.136  ทําใหรูสูตรโมเลกุลของ
สารประกอบ  2   คือ  C18H22O5 
  

จากขอมูล  1H-NMR  ของสารประกอบ 3 (รูปท่ี  21  ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของโปรตอน
ที่  สัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท (δH)  (DMSO, 400 MHz): 12.1 (br, s, -OH), 7.00 (1H, dd, J1 = 
15.2 และ J2 =0.8, H-1’), 6.89 (br, s, -OH), 6.43 (1H, d, J = 2.4, H-5), 6.37 (1H, d, J = 2.4, H-
3), 5.66 (1H, ddd, J1 = 14.8,  J2 =10.4   และ  J3 = 3.2, H-2’), 4.98(1H, dq, J1 = 11.6  และ J2 
=6.4, H-10’), 2.88 (1H, m, H-5’), 2.62 (1H, m, H-7’), 2.35 (1H, m, H-3’), 2.23 (1H, m, H-5’), 
2.18 (1H, m, H-3’), 2.14 (1H, m, H-7’), 2.13 (1H, m, H-4’), 1.72-1.80 (2H, m, H-8’),1.59-1.65   
(2H, m, H-9’), 1.49 (1H, m, H-4’), 1.35 (3H, d, J = 6.4, H-12’)  ppm 

ที่ตําแหนงของโปรตอน  7.00, 6.43, 6.37   และ 5.66  ppm  แสดงโปรตอนของคารบอนที่มี
พันธะคู 

ที่ตําแหนงของโปรตอน   4.89    ppm แสดงโปรตอนของเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.88, 2.62, 2.35, 2.23, 2.18, 2.14, 2.13, 1.72-1.80, 1.59-1.65  

และ  1.49  ppm แสดงโปรตอนของเมทิลีนคารบอน (-CH2)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  1.35  ppm   แสดงโปรตอนของเมทิลคารบอน (-CH3) 
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จากขอมูล  13C-NMR  ของสารประกอบ 3  (รูปที่  22 ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของ
คารบอนท่ีสัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท  (δC) (DMSO, 100 MHz): 212.547 (C-6’), 171.39 (C-11’), 
165.30, (C-2), 160.99, (C-4), 143.91 (C-6), 133.24 (CH-1’), 132.32 (CH-2’), 108.65 (CH-5), 
103.59 (C-1), 102.45 (CH-3), 73.43 (CH-10’), 42.98 (CH-7’), 36.75 (CH2-5’), 34.71 (CH2-9’), 
30.99 (CH2-3’), 20.98 (CH2-4’), 22.31 (CH2-8’)  และ  20.82 (CH3-12’)  ppm 

ที่ตําแหนงคารบอน  212.547  และ  171.39  ppm แสดงถึงคารบอนทีม่ีพันธะคู 
ที่ตําแหนงคารบอน    165.30, 160.99, 143.91    และ 103.59    ppm  แสดงถึงควอเทอรนารี

คารบอน (C) 
ที่ตําแหนงคารบอน   133.24, 132.32, 108.65, 102.45, 73.43   และ 42.98     ppm   แสดง

ถึงเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงคารบอน   36.75, 34.71, 30.99, 20.98    และ 22.31    ppm  แสดงถึง เมทิลีน

คารบอน (-CH2) 
ที่ตําแหนงคารบอน  20.82   ppm แสดงถึง เมทิลคารบอน (-CH3) 
ผลการวิเคราะห  2D-NMR  ของสารประกอบ 3  ประกอบดวย gHSQC, gHMBC, gCOSY, 

และ  gNOESY  (รูปที่  23-26  ภาคผนวก  ค)  
รวมทั้งแสดงผลขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 3  ดังตารางที่  4.16  

ตารางที่  4.16  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 3 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1 103.59 - - - - 
2-OH 165.30 12.1 (br, s) C-1,C-3, C-4 - - 

3 102.45 6.37 (1H, d, 
J=2.4) 

C-1, C-2, C-5 H-5 - 

4-OH 160.99 6.89 (br, s) C-3, C-5 - H-5 

5 108.65 6.43 (1H, d, 
J=2.4) 

C-1,C-3, C-4, C-1’ H-3 H-4- H-1’,  H-2’ 

6 143.91 - - - - 
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ตารางที่  4.16  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 3  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1’ 133.24 
7.00 (1H,dd, 

J1=15.2 และ J2 
= 0.8) 

C-1, C-5, C-6, C-3’ H-2’ H-5, H-2’ 

2’ 132.32 

5.66 (1H,ddd, 
J1=14.8, J2 = 

10.4 และ  
J3= 3.2) 

C-6, C-3’, C-4’ H-1’ H-5, H-1’ 

2.35 (1H, m) 
3’ 30.99 

2.18 (1H, m) 
C-2’ C-4’, C-5’ H-4’,H-5’ H-7’ 

2.13 (1H, m) 
4’ 20.98 

1.49 (1H, m) 
C-3’, C-6’ H-3’,H-5’ H-5 

2.88 (1H, m) 
5’ 36.75 

2.23 (1H, m) 
C-3’, C-4’, C-6’ H-3’,H-4’ H-4’, H-7’, H-8’ 

6’ 212.54 - - - - 
2.62 (1H, m) 

7’ 42.98 
2.14 (1H, m) 

C-6’, C-8’, C-9’ H-8’ H-3’, H-5’, H-8’ 

8’ 22.31 
1.72-1.80  
(2H, m) C-6’,C-7’ H-7’,H-9’ H-7’ 

9’ 34.71 1.59-1.65 
(2H, m) 

C-7’ C-8’,  
C-10’ C-12’ 

H-8’, H-10’ 
, H-12’ H-12’ 

10’ 73.43 
4.98(1H,dq, 
J1=11.6 และ  

J2 = 6.4) 

C-8’,  
C-9’ C-11’ 

H-9’, H-12’ - 

11’ 171.39 - - - - 
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ตารางที่  4.16  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 3  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

12’ 20.82 1.35 (3H, d, 
J=6.4) C-9’ H-9’, H-10’ H-9’ 

 
 

จากการคนหาขอมูลงานวิจัยของสารชนิดนีพ้บวาเคยมีรายงานแลว  จึงไดนําขอมูลของที่เคย
รายงานมาเปรียบเทียบกันดังตารางที่  4.1 ดังนี้   
 
ตารางที่  4.17  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  3    กับ  

zearalenone 
 

สารประกอบ  3 (S.H. EI-Sharkawy,1987) 
ตําแหนง 

δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (300 MHz) 
1 103.59 - 103.90 ไมรายงาน 

2-OH 165.30 12.1 (br, s) 165.46 ไมรายงาน 
3 102.45 6.37 (1H, d, J=2.4) 102.96 6.44 (1H, d, J=2.5) 

4-OH 160.99 6.89 (br, s) 160.05 5.01 
5 108.65 6.43 (1H, d, J=2.4) 108.96 6.40 (1H, d, J=2.5) 
6 143.91 - 144.05 ไมรายงาน 

1’ 133.24 
7.00 (1H,dd, 

J1=15.2 และ J2 = 
0.8) 

133.10 7.01 (1H, d, J=14) 

2’ 132.32 

5.66 (1H,ddd, 
J1=14.8, J2 = 10.4 

และ  
J3= 3.2) 

132.54 5.88(1H, m,  
J=15.5 ) 
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ตารางที่  4.17  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  3    กับ  
zearalenone  (ตอ) 

 
สารประกอบ  3 (S.H. EI-Sharkawy,1987) 

ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (300 MHz) 

2.35 (1H, m) 
3’ 30.99 

2.18 (1H, m) 
31.08 2.10 (2H, m) 

2.13 (1H, m) 
4’ 20.98 

1.49 (1H, m) 
22.39 1.81(2H, m) 

2.88 (1H, m) 
5’ 36.75 

2.23 (1H, m) 
36.76 2.50 (2H, m) 

6’ 212.54 - 211.82 ไมรายงาน 
2.62 (1H, m) 

7’ 42.98 
2.14 (1H, m) 

43.03 2.60 (2H, m) 

8’ 22.31 1.72-1.80  
(2H, m) 21.09 1.67 (2H, m) 

9’ 34.71 1.59-1.65 
(2H, m) 34.79 ไมรายงาน 

10’ 73.43 
4.98(1H,dq, J1=11.6 

และ  
J2 = 6.4) 

74.55 5.01 (1H, m) 

11’ 171.39 - 171.37 ไมรายงาน 
12’ 20.82 1.35 (3H, d, J=6.4) 21.07 1.36 (3H, d) 
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จากขอมูลทางสเปกโทรสโกป  การเปรียบเทียบ คาเคมิคอลชิฟทของโปรตอนของสารประกอบ  
3 กับ  zearalenone   (S.H. EI-Sharkawy,1987) พบวา  สารทั้งสองมีคา เคมิคอลชิฟทใกลเคียงกัน  
และจากลักษณะโครงสราง  และสมบตัิทางเคมี  ทําใหสามารถสรุปไดวาสารประกอบ 3  คือ 
zearalenone   ซ่ึงสารชนิดนี้มีรายงานเคยพบในรา  Fusarium  equiseti, F. graminearum, F. 
culmorum, F. semitectum, F. moniliforme,  (Bresler, 1994), Giberella zeae  (Bolliger and 
Tamm,1972)        มีโครงสรางดังรูปท่ี  รูปที่  4.20   
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       รปูที่  4.21  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ  3 
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รูปที ่ 4.22   gHMBC   ของสารประกอบ 3 
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รูปที ่ 4.23    gCOSY   ของสารประกอบ 3 
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         รูปที ่ 4.24    gNOESY   ของสารประกอบ 3 
 
 สาร  zearalenone   เปนสารที่สรางขึน้โดยราหลายชนิดในกลุม Fusarium  เชน   F.  
equiseti, F. graminearum, F. culmorum, F. semitectum, F. moniliforme,  (G. Bresler, 1994),
หรือ  Giberella zeae  (Bolliger and Tamm,1972)   zearalenone   เปนสารที่ทนความรอนและมัก
พบในธัญพืชตางๆ ที่มีการปนเปอนจากรากลุมนี้  เชนขาว  ขาวโพด  ขาวฟาง  ขาวบารเลย  ขาวโอต 
(Kuiper-Goodman et al., 1987; Tanaka et al., 1988)   และสามารถพบในน้าํนมไดถาโคไดรับสาร
เขาไปในปริมาณมาก (ใหโดยการกนิ zearalenone 6000 mg ซ่ึงเทียบเทากับ  12 mg/kg  ของโค)  
หรือพบไดในเบียรที่มขีั้นตอนการผลิตที่ไมไดมาตรฐาน 

จากการศึกษากอนหนาพบวา  zearalenone   เปนสารที่ออกฤทธิท์ําใหเกิดความผดิปกติของ
ระบบฮอรโมนในรางกาย เพราะเปนสารพิษทีม่ีฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน (hyperestrogenism)    
โดยพบวาสามารถชักนําใหเซลลสืบพันธุของหนูเพศผูตายได (Kim, 2002)   หรือเกิดการบวมโตของ
อวัยวะสืบพันธุและมีความผิดปกตขิองระบบสืบพันธุ เชน สุกรที่ผสมพบวากลับสัดมากขึ้น, ขนาด
ครอกลดลง, แทง เปนตน (Friend et al, 1990)    แตเมื่อใหโดยการกินทั้งในหนู  กระตาย  และ  คน
พบวาไมสามารถวัดการดูดซมึไดโดยตรง เนื่องจากรางกายจะมีการขับออกมาโดยระบบตางๆ   
(Kuiper-Goodman et al., 1987).         
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สาร   zearalenone   สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลง (Biotransform) ไปเปนสารเมแทบอไลท

ซ่ึงไดแก alpha- และ beta-zearalenol  โดยจุลินทรียบางชนิด เชน Aspergillus niger  ATCC 
11394Y,  Streptomyces griseus  ATCC 13273,  Streptomyces  rutgersensis NRRL B1256 
(EI-Sharkawy,1987) 
 
4.9  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรยีของสารที่ไดจากแตละลําดับสวน 

นําสารทีไ่ดจากแตละลาํดับสวนมาทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี Disk Diffusion Method   โดยใชสาร
ปริมาณ  100  µg/disc ทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย  ไดผลดังนี้คือ 

 
ตาราง  4.18   แสดงคาการยับยั้งจุลินทรียของสารทีไ่ดจากแตละลําดับสวน 

ลําดับสวนที ่ วงใส (มม.) ทีม่ีตอเช้ือ Bacillus   subtilis 
ETBR 13 12 
ETBR 15 12 
ETBR 16 13 
ETBR 17 11 
ETBR 18 10 

 หมายเหตุ ที่ลําดับสวนอืน่ๆไมเกิดวงใสตอเช้ือทดสอบ 
  
 จากการการทดลองพบวา  สารสกัดหยาบทีไ่ดจากแตละลําดับสวนของสวนสกัดหยาบเอธิล 
อะซิเตตจากน้าํเลี้ยงมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียเพียงบาง ลําดับสวน คือ  ETBR 13, ETBR 15,  
ETBR 16,   ETBR 17  และ ETBR 18  สวนลาํดับสวนของสวนสกัดหยาบเอธิล อะซิเตตจากเสนใยไม
แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย 
 
 

4.10  การทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี  The Minimum Inhibitory Concentration Method (MIC) 
 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียของสารประกอบทีแ่ยกไดดวยวธิ ี  The Minimum 
Inhibitory Concentration Method (MIC)  (Jorgensen, J.H.,1999)  ซ่ึงเปนการหาระดับความ
เขมขนต่ําสุดทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดโดยใช  Microtiter  Plate Broth Dilution 
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Technique  โดยใช  streptomycin  และ chloramphenicol  เปนสารชุดควบคุมบวกสําหรับแบคทีเรีย  
และ  ketoconazole  สําหรับยีสต  ไดผลการทดสอบดงัตาราง  4.19 
ตาราง  4.19  แสดงคา  MIC  ของสารประกอบทีม่ีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรีย 
 

คา  MIC  ของสารประกอบทีม่ีฤทธิ์ยับยั้งจลิุนทรีย  [(µg/ml) / (µM)] 

สาร B.  subtilis  
ATCC  6633 

S.  aureus  
ATCC 25923 

E.  coli  ATCC 
25922 

P. 
aeruginosa  
ATCC  9027 

C.  albican  
ATCC 10231 

ergosterol Peroxide 
(1) 7.81(23.84) - 31.25(95.27) - 62.5(190.55) 

8’-epi-
hydroxyzearalenone 

(2) 
7.81(23.28) 7.81(23.28) 15.62(46.76) - - 

zearalenone (3) 1.95(6.13) 7.81(24.56) 7.81(24.56) - - 
streptomycin 0.48(0.83) 0.48(0.83) 0.48(0.83) 0.48(0.83) - 

chloramphenicol 0.48(1.49) 0.48(1.49) 0.48(1.49) 0.48(1.49) - 
ketoconazole - - - - 50(18.82) 

 
หมายเหต ุ (-)  หมายถึง  ไมมฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรียที่ความเขมขน  125 µg/ml    
 

จากตารางที่ 4.19  จะเห็นวาสาร zearalenone (3) มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดดทีี่สุด คือสามารถ
ยับยั้ง B. subtilis  ATCC  6633,  S.  aureus  ATCC  25923  และ  E.  coli  ATCC  25922   ไดที่
คา MIC 1.95 µg/ml (6.13 µM) , 7.81 µg/ml (24.56 µM)  และ 7.81 µg/ml(24.56 µM)   ตามลําดับ   
สาร  8’-epi-hydroxyzearalenone (2)  มีฤทธิ์ยับยั้งรองลงมา คือสามารถยับยั้ง B. subtilis  ATCC  
6633, S.  aureus  ATCC  25923  และ E. coli  ATCC  25922  ไดที่คา MIC  7.81 µg/ml (23.28 
µM) , 7.81 µg/ml(23.28 µM)  และ 15.62  µg/ml(46.76)  ตามลําดบัและ ergosterol Peroxide (1) 
มีฤทธิ์ยับยั้ง S.  aureus  ATCC  25923, E.  coli  ATCC  25922  และ C.  albican  ATCC  10231  
ไดที่คา MIC  7.81 µg/m l(23.84 µM)  , 31.25  µg/m(95.27 µM)  และ  62.5  µg/ml  (190.55 µM)
ตามลําดับ   
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4.11  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได    
การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได      ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบัน

เทคโนโลยีชวีภาพและวิศกรรมพันธุศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  ซึ่งไดทดสอบความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็ง  5  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งตับ(HEP-G2), เซลลมะเร็งปอด(CHAGO), เซลลมะเร็งลําไส
ใหญ(SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III)  และ เซลลมะเร็งเตานม(BT 474)  ไดผลดัง
ตาราง  4.20 
ตารางที ่ 4.20   ผลการทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งเซลลมะเร็ง  1 
 

IC50  (µg/ml)    
สาร 

BT 474 Chaco Hep-G2 KATO-III SW 620 
8’-epi-

hydroxyzearalenone 
(2) 

>10 >10 0.05 4.94 >10 

zearalenone (3) 0.1 5.89 0.001 0.01 4.74 
doxorubicine 0.93 0.62 0.49 0.72 0.86 

  
ผลการทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งเซลลมะเร็งพบวาสาร 8’-epi-hydroxyzearalenone (2) สามารถ

ยับยั้งเซลลมะเร็งตับ(HEP-G2)  ไดดีกวา  doxorubicine  ที่ใชเปนตัวควบคุมบวก 9.8 เทา โดยมีคา 
IC50    0.05  µg/ml  และสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III) โดยมีคา IC50  4.94   
µg/ml  สวนสาร zearalenone (3)  สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม(BT 474) ,เซลลมะเร็งตับ(HEP-
G2) และเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III)   ไดดีกวา  doxorubicine 9.3, 490 และ 72 เทา
ตามลําดับ โดยมีคา IC50    0.1  µg/ml ,  0.001  µg/ml และ  0.02  µg/ml  ตามลําดับ  และสามารถ
ยับยั้งเซลลมะเร็งปอด(CHAGO)  และเซลลมะเร็งลําไสใหญ(SW 620) ได 
 

และจากผลการทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งเซลลมะเร็ง จากสถาบันวจัิยจุฬาภรณซึ่งไดทดสอบ
ความเปนพษิตอเซลลมะเร็ง  10  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งทอน้ําด(ีHucca-1), เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก 
(KB),  เซลลมะเร็งปากมดลูก(HeLa),  เซลลมะเร็งเตานม: Hormone independent(MDA-MB 231),  
เซลลมะเร็งเตานม: Hormone dependent(T47D),  เซลลมะเร็งปอด(A549),  เซลลมะเร็งปอด: 
Multidrug resistance (H69AR),  เซลลมะเร็งตับ: Hepatoblastoma carcinoma(HepG2) ,  
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เซลลมะเร็งตับ: Hepatocellular carcinoma (S102),  Mouse lymphoid neoplasm (P388)  และ  
Human promyelocytic leukemia cell (HL-60)   ไดผลดังตาราง  4.21 
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   4.21    2 

IC50  (μg/ml) 

HuCCA-1 KB HeLA MDA-MB 231 T47D H69AR HepG2 A549 S102 HL-60 P388 

8’-epi-
hydroxyzearalenone 

(2)

20.0 3.5 4.0 8.0 3.2 14.0 15.0 33.0 28.5 14.78 4.81 

zearalenone (3) 23.0 3.5 3.7 16.0 4.0 18.0 14.5 30.5 30.0 13.76 4.45 

etoposide 5.0 0.5 0.4 0.2 0.05 35.0 12.0 32.0 >50 0.99 0.10 

  10   8’-

epi-hydroxyzearalenone (2)  zearalenone (3) : Multidrug resistance (H69AR), : Hepatocellular 

carcinoma (S102)  zearalenone  (A549)   etoposide   

114
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4.12  การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชัน 
การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชัน มกีารวิเคราะหหลายวธิี คือ   Diphenyl–

pioryl-hydrazyl (DPPH) Assay,  HL-60 Antioxidant by Reduction of Cytochrome  C,  
Scavenging of Superoxide Anion by Reduction of XTT และ  Microplate–Oxygen Radical 
Absorbance Capacity Assay (MORAC)  โดยผลการทดสอบแสดงดังตาราง  
 
ตารางที ่ 4.22  ผลการทดสอบฤทธิก์ารตานออกซเิดชัน 

 
Assay / IC50 (µM) 

สาร 
DPPH HL-60 

Antiox XXO IXO ORAC 
(unit)** 

8’-epi-
hydroxyzearalenone (2) 

>250  
(3%) toxic >500  

(7%) 116.6 µM 6.9 

zearalenone (3) >250  
(2%) toxic >500  

(6%) 109.0 µM 6.2 

 
**ORAC unit เปนคาคํานวณของสารตัวอยาง 1 µM, final conc.เทียบกับ 1 µM Trolox (water 
soluble analog of vitamin E).  
 

จากการทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชันพบวา สาร 8’-epi-
hydroxyzearalenone  และ  zearalenone  ไมมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันเมือ่ทดสอบดวยวธิ ี
Diphenyl–pioryl-hydrazyl (DPPH) Assay,  HL-60 Antioxidant by Reduction of Cytochrome  
C, Scavenging of Superoxide Anion by Reduction of XTT  (XXO)  และสามารถตาน
ออกซิเดชันไดเพียงเล็กนอยเมื่อทดสอบดวยวิธ ี Inhibition of Xanthine Oxidase (IXO)  และ  
Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay (ORAC)  
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4.13  การทดสอบความสามารถในการตานการอกัเสบ 
การทดสอบความสามารถในการตานการอักเสบ คือ Lipoxygenase Inhibition Assay     

(LOX)   โดยผลการทดสอบแสดงดังตาราง  
 

ตารางที ่ 4.23   ผลการทดสอบฤทธิก์ารตานการอักเสบ 
 

Assay / IC50 (µM) สาร 
LOX 

8’-epi-hydroxyzearalenone (2) >100  (0%) 
zearalenone (3) >100  (3%) 

 
 จากการทดสอบความสามารถในการตานการอักเสบพบวา สาร 8’-epi-
hydroxyzearalenone  และ  zearalenone  ไมมีฤทธิ์ตานการอักเสบเมือ่ทดสอบดวยวิธี 
Lipoxygenase Inhibition Assay     (LOX) 
 
 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 จาการศึกษาหาสารปฏิชีวนะจากราเอนโดไฟตที่แยกจากเหงาขมิ้นชนั  สามารถแยกราเอนโด
ไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิ้นชนัจากทัง้หมด   7  จังหวดั  ไดแก  จังหวัดเชียงใหม   มหาสารคาม     
รอยเอ็ด อยุธยา   ชลบุรี   ราชบุรี    และนครศรีธรรมราช ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด  47   ไอโซเลต  ใน
จํานวนนี้ราเอนโดไฟตทัง้หมด  14  ไอโซเลต ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งที ่ 5  ชนิด  คือ Corn Meal 
Agar (CMA), Malts Extract Agar (MEA), Sabouraud’ Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose 
Agar (PDA)  และ  Yeast Extract Sucrose Agar (YEA)  มฤีทธิ์การยับยัง้จุลินทรียทดสอบ  โดยรา
เอนโดไฟตไอโซเลต  NK9  สามารถยบัยั้งจุลินทรียกอโรคไดดีที่สุดโดยเฉพาะในอาหาร MEA  คือ
สามารถยับยัง้ B.  subtilis  ATCC  6633, S.  aureus  ATCC  25923  และ  C. albican  ATCC  
10231   โดยมีขนาดวงใส  20,  16  และ  24   มิลลิเมตร  ตามลาํดับ 
 เม่ือนําราเอนโดไฟต  NK9  มาศกึษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  โดยการเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เช้ือตางกนั  5  ชนิด  พบวามีลักษณะการเจริญแตกตางกนัไปตามชนิดของอาหาร  เชน  ลักษณะ
โคโลนี  สีและความหนาของเสนใย การสรางสปอร  รงควัตถทุี่ราสรางขึ้น  และอตัราการเจริญเติบโต  
จากนั้นนําราเอนโดไฟต  NK9  มาทํา  slide culture  เทคนิค  พบสปอรของรามีลักษณะยาวเรียว 
ปลายโคงคลายรูปเคียว   และจากการพสูิจนทางอณูชีววทิยา บริเวณ ITS1 ITS2 และ 5.8S rRNA 
พบวาราเอนโดไฟต   NK9 มีความคลายคลึงกับรา  Fusarium  equiseti  99%    โดยผลสอดคลองกับ
ผลทางสัณฐานวทิยา    
 จากนั้นจงึนาํราเอนโดไฟต  NK9  มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  MEB  ซ่ึงพบวาในวนัที ่31  
ราเอนโดไฟต  NK9  สามารถยับยัง้เชื้อจุลินทรียไดมากที่สุด  นาํมาแยกสารที่มีฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย
ดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ  และตกผลึกไดสาร  3  ชนิด  คือ  8’-epi-hydroxyzearalenone, 
zearalenone    และ   ergosterol peroxide    โดยสารทั้ง  3  ชนิด  ไดมาจากสารสกัดหยาบเอธิล   
อะซิเตตจากสวนน้ําเลีย้งและเสนใยรา       

นําสารประกอบที่แยกไดทัง้  3  ชนิดมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรยีของสารประกอบที่แยก
ไดดวยวิธี  The Minimum Inhibitory Concentration Method (MIC)  พบวาสารทัง้  3  ชนิดมีสามารถ
ยับยั้งจุลินทรียได คือ zearalenone  มฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรียไดดีที่สุด คือสามารถยับยั้ง  B. subtilis  
ATCC  6633,  S.  aureus  ATCC  25923  และ  E. coli  ATCC  25922   ไดที่คา MIC 1.95 µg/ml, 
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7.81 µg/ml  และ 7.81 µg/ml  ตามลําดบั  สาร 8’-epi-hydroxyzearalenone  มีฤทธิ์ยับยั้งรองลงมา 
คือสามารถยบัยั้ง B. subtilis  ATCC  6633 S.,  aureus  ATCC  25923  และ E. coli  ATCC  
25922  ไดที่คา MIC  7.81 µg/ml , 7.81 µg/ml  และ 15.62  µg/ml  ตามลําดับและ ergosterol 
peroxide  มฤีทธิย์ับยัง้ S.  aureus  ATCC  25923, E.  coli  ATCC  25922  และ C.   albican  
ATCC  10231  ไดที่คา MIC  7.81 µg/m , 31.25  µg/m  และ  62.5  µg/ml  ตามลําดับ 

และจากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารทีแ่ยกได  พบวาสาร สาร 8’-epi-
hydroxyzearalenone  สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งตบั(HEP-G2)  และเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร
(KATO-III) ไดโดยมีคา  IC50   0.05  µg/ml  และ 4.94 µg/ml ตามลําดับ สวนสาร zearalenone  
สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งเตานม(BT 474) เซลลมะเร็งตับ(HEP-G2) เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร
(KATO-III) เซลลมะเร็งปอด(CHAGO)  และเซลลมะเรง็ลําไสใหญ(SW 620)ไดโดยมีคา   IC50   0.1  
µg/ml,  0.001  µg/ml  0.02  µg/ml  5.89  µg/ml  และ 4.78 µg/ml  ตามลาํดับ   
 นอกจากนีย้ังไดทดสอบความสามารถในการตานออกซเิดชัน ของสาร   zearalenone  และ
สาร 8’-epi-hydroxyzearalenone  พบวามีฤทธิ์ตานออกซิเดชันไดโดยสามารถยับยั้งเอน็ไซม  
xanthine oxidase (IXO) ไดโดยมีคา IC50 109.0 µM สําหรับสาร zearalenone   และ  116.6 µM
สําหรับสาร 8’-epi-hydroxyzearalenone  และมีความสามารถในการตาน ROO⋅ (Oxygen radical 
absorbance capacity:  ORAC)   6.2 unit  สําหรับสาร zearalenone  และ 6.9 unit สําหรับสาร 8’-
epi-hydroxyzearalenone 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง 
อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส   ภายใตความดัน  

15  ปอนดตอตารางนิ้ว   เปนเวลา   15  นาท ี
 

1.  Corn Meal Agar (CMA) 
  Glucose     20.0  กรัม 
  Yeast Extract     3.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  น้ํากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
2.  Malts Extract Agar (MEA) 
  Malts Extract     20.0  กรัม 
  Glucose     20.0  กรัม 
  Peptone     1.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  น้ํากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
3.  Nutrient Agar (NA) 
  Beef Extract     3.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
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4.  Sabouraud’ Dextrose Agar (SDA) 
  Dextrose     40.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
5.  Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มันฝรั่งปอกเปลือก  หั่นเปนชิ้นเล็กๆ  200.0  กรัม 
  Dextrose     20.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 

นํามนัฝรั่งที่ปอกเปลือกแลวหั่นเปนชิน้เล็กๆ  200  กรัม   ตมในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000   
มิลลิลิตร  จนเดือด  จากนัน้กรองและปรบัปริมาตรใหได  1,000   มิลลิลิตร  เติม Dextrose  และ  
Agar  เทใสขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร   ขวดละ 200 มิลลิลิตร   จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส   ภายใตความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว   เปนเวลา   15  นาท ี

 
6.  Yeast Extract Sucrose Agar (YES) 
  Yeast Extract     20.0  กรัม 

Sucrose     150.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  น้ํากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
7.  Yeast-Malt Extract Agar (YMA) 
  Yeast Extract     3.0  กรัม 
  Malts Extract     3.0  กรัม 
  Glucose     10.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  น้ํากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
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อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว 
 
1.  Nutrient Broth (NB) 
  Beef Extract     3.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
2.  Yeast-Malt Extract Broth (YMB) 
  Yeast Extract     3.0  กรัม 
  Malts Extract     3.0  กรัม 
  Glucose     10.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
3.  Mueller-Hinton Broth (MHB) 
  Mueller-Hinton     34  กรัม  
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
 เมื่อตองการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  ใหนําสวนประกอบตางๆ  มาผสมจนเปนเนื้อเดียวกนัแลว
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ  121   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   15  นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 129

ตารางที่  3.1   อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  ที่ใชในการทดลอง 
 

อาหารแข็ง อาหารเหลว 
   1.  Corn Meal Agar (CMA)    1.  Nutrient Broth (NB) 
   2.  Malts Extract Agar (MEA)    2.  Yeast-Malt Extract Broth (YMB) 
   3.  Nutrient Agar (NA)    3.  Mueller-Hinton Broth (MHB) 
   4.  Sabouraud’ Dextrose Agar (SDA)    4.  Malts Extract Broth (MEB) 
   5.  Potato Dextrose Agar (PDA)  
   6.  Yeast Extract Sucrose Agar (YES)  
   7.  Yeast-Malt Extract Agar (YMA)  
 

3.6  การแยกและเก็บรกัษาราเอนโดไฟต 
ในการวิจัยไดเก็บรักษา ตัวอยางราเอนโดไฟต  2  วิธี  คือ 
1.  ตัดราเอนโดไฟตที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  หรือ   MEA  ขนาดประมาณ   

0.3x0.3  เซนติเมตร   จํานวน  8-10  ช้ิน  เขี่ยใสลงในขวดบรรจุน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ   แลวเก็บที่
อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  

2.  เพาะราเอนโดไฟต ลงในขวดเก็บเช้ือ (Vial)   ซ่ึงมีอาหารแข็ง  PDA  หรือ   MEA  ที่เตรียม
แบบวางเอียง  (Slant)  แลวบนที่อุณหภูมิหองจนเชือ้เจรญิเต็มผิวหนาอาหาร ราดทับดวยพาราฟน
เหลว  (liquid paraffin)  สูงจากผิวหนาอาหารประมาณ  1   เซนติเมตร   จากนั้นพันขวดดวยพาราฟน
แลวเก็บที่อุณหภูมิหอง 
 

3.7.1  การทดสอบฤทธิก์ารยบัย้ังจุลินทรยีของราเอนโดไฟต 
 3.7.1.1  การเตรียมวัสดุอุปกรณ 
-  เครื่องแกวทกุชนิดที่ใชในการทดลอง  ทําใหปราศจากเชื้อโดยความรอนดวย  Hot Air Oven 

โดยนาํไปอบทีอุ่ณหภูมิ   180  องศาเซลเซียส  นาน  3  ชั่วโมง    
 -  อุปกรณอ่ืนๆทีไ่มใชเครื่องแกว  ทําใหปราศจากเชื้อโดยความรอน  โดยนําไปนึ่งดวยหมอนึง
ความดันไอ (Autoclave)  ที่อุณหภูมิ  121   องศาเซลเซียส  ความดัน 15  ปอนด  เปนเวลา   15  นาท ี
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3.7.1.2  จุลินทรยีที่ใชในการทดสอบฤทธิท์างชีวภาพ 
 

ตารางที่  3.2  จุลินทรียท่ีใชในการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ 
 

เชื้อจุลินทรียทดสอบ สายพนัธุ 
Bacillus   subtilis  ATCC  6633 

แบคทีเรียแกรมบวก 
Staphylococcus   aureus  ATCC  25923 
Escherichia   coli  ATCC  25922 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรียแกรมลบ 

Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  9027 
ยีสต ราที่เจริญในรูปของยีสต Candida   albican  ATCC  10231 

 
เชื้อแบคทีเรียและเชื้อยีสตที่นํามาใชในการทดสอบ  ตองวัดความขุนของเชื้อกอนนาํมา

ทดสอบ   โดยปรับความขุนของเชื้อเทียบกับ  0.5  McFarland  standard  และอานคาจากเครื่องวัด
คาการดูดกลนืแสง(spectrophotometer)   ที่ความยาวคลื่น  625  นาโนเมตร  ใหมีคาการดูดกลืนแสง
อยูในชวงระหวาง  0.05-0.10  จะมีเชื้อประมาณ  106 – 107  CFU/ml   ซ่ึงเปนคามาตรฐานสําหรับใช
เปรียบเทียบกับราเอนโดไฟตที่นาํมาทดสอบฤทธิ ์     และจํานวนโคโลนขีองจุลินทรียทดสอบที่อานคา
ไดจะมหีนวยเปน   CFU/ml      ดังแสดงในตารางที่    3.3 
  
ตารางที่    3.3   จํานวนจุลินทรียทดสอบ  (CFU/ml)  ความขุนเทียบเทา  0.5  McFarland  standard   
 

จุลินทรียทดสอบ จํานวนจุลินทรยีทดสอบ  (CFU/ml)   
Bacillus   subtilis  ATCC  6633 4.7 x 106 
Staphylococcus   aureus  ATCC  25923 3.1 x 106 
Escherichia    coli  ATCC  25922 2.8 x 107 
Pseudomonas   aeruginosa  ATCC  9027 2.3 x 107 
Candida   albican  ATCC  10231 3.4 x 106 
 
หมายเหต ุ     0.5  McFarland  standard   คือ คาความขุนมาตรฐานของจุลินทรยีทดสอบ  ที่มี

จํานวนเชื้ออยูประมาณ   1 x 106   CFU/ml    
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3.7.1.3   การเตรียมแบคทเีรียทดสอบ 
 นําแบคทีเรียทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง  NA  (Nutrient Agar )   ใหเปนโคโลนีเดี่ยว  
นําไปบมไวที่อุณหภูมิ  37   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   24   ช่ัวโมง  ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย
ท่ีบมไวมาใสลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  NB  ปริมาตร  10   มิลลิลิตร  แลวบมตอที่
อุณหภูมิ  37   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   6-8   ช่ัวโมง   จากนัน้ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบ
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  NB  ใหมีความขุนเทียบเทา  0.5  McFarland  standard    แลวทําการอาน
คาความขุนของเชื้อดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)   ที่ความยาวคลื่น  625  
นาโนเมตร  ใหมีคาการดูดกลืนแสงใหไดประมาณ  0.10  เพื่อใหมีเช้ือประมาณ   107  CFU/ml   เมื่อ
ทําการทดสอบใชสําลีพันปลายไมที่ปราศจากเชื้อจุมลงในเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไว   กดสําลีพันปลาย
ไมกับดานขางของหลอดเพื่อไมใหเชื้อมีปริมาณมากเกินไป   แลวปายลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  
NA  จนทั่ว  หมุนจานเพาะเชื้อ  60  องศา  ปายใหทั่ว  หมุนอีก  60  องศา  ปายซ้ําอีกครั้งใหทั่วจาน
เพาะเชื้อแลวปลอยทิ้งไวใหแหง  นําไปใชเพื่อการทดสอบตอไป 
 
3.7.1.4   การเตรียมยีสตทดสอบ 
 ปฏิบัติเชนเดียวกับการเตรียมแบคทีเรียทดสอบในขอ  3.7.1.3   แตเปลี่ยนชนดิจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง  NA  และอาหารเหลว   NB   มาทําการเพาะเลี้ยงดวยอาหารแข็ง   YMA  และอาหาร
เหลว YMBตามลําดับ 
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ภาคผนวก  ข 
 

ลักษณะและการจัดจาํแนกราเอนโดไฟต 
 

ตารางที่ 5.1   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ.เชียงใหม    ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 

Isolates 
ชนิดรา 

เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงค
วัตถ ุ
ที่สราง
ขึ้น 

CM1 
 
 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยักเลก็นอย 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CM2 
 
 
 

 

Xylaria sp. PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 

ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
เหลือง 

- 
- 
- 

CM3 
 
 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CM4 
 
 
 

 

Xylaria sp. PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 

ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 

- 
เทา 

- 
เทา 

- 
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ตารางที่  5.2   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. มหาสารคาม   ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควตัถ ุ
ที่สรางข้ึน 

MS1 
 
 
 

 

Acremonium 
sp. 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
 

YES 
 

SDA 

0.6 เสนใยเรียบ โคโลนีกลม ตรงกลาง
สีน้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 

น้ําตาล 
 
น้ําตาล 
 
น้ําตาล 
 
น้ําตาล 
 
น้ําตาล 

- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 

MS2 
 
 

 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.55 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

MS3 
 
 

 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
YES 

 
SDA 

0.7 เสนใยฟู  โคโลนกีลมดานหลังเปน
สีเหลืองออน 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมดานหลังเปน
สีเหลือง 
เสนใยฟู  โคโลนกีลม 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมดานหลังเปน
สีเหลือง 
เสนใยฟู  โคโลนกีลม 
 

เหลือง 
 
เหลือง 
 
เหลือง 
เหลือง 
 
เหลือง 

- 
 
- 
 
- 
- 
 
- 
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ตารางที่  5.3   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. รอยเอ็ด   ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

RE1 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.55 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

RE2 
 
 
 

 

Phomopsis 
sp. 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
YES 
SDA 

0.6 เสนใยจับเปนกอน ขอบโคโลนีเปน
ช้ันๆ 
เสนใยจับเปนกอน  ขอบโคโลนี
เปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ ขอบ โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  ขอบโคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยจับเปนกอน ขอบโคโลนีเปน
ช้ันๆ 

ครีม 
 
ครีม 
 
ครีม 
แดงออน 
ครีม 

- 
 
- 
 
- 
- 
- 

RE3 
 
 
 

 

Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.72 เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว  
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 

มวง 
มวง 
มวง 
มวง 
มวง 

มวง 
มวง 
มวง 
มวง 
มวง 

RE4 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยักเลก็นอย 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยักเลก็นอย 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

สีขาว 
เหลือง 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.4   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ.อยุธยา    ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 

Isolates 
ชนิดรา 

เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงค
วัตถ ุ
ที่สราง
ขึ้น 

AY1 Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  ตรงกลางโคโลน ี

เหลือง 
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง 

AY2 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

- 
เหลือง 

- 
- 
- 

AY3 Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.8 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลน ีขอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง 

- 
- 
- 
- 
- 

 
 
 
 
 
 
 
 



 136

ตารางที่  5.5   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ชลบุรี   ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

CB1 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.55 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CB 2 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.62 เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

 CB 3 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.74 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 

- 
- 
- 
- 
- 

CB 4 
 
 
 

 

Alternaria 
sp. 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
YES 
SDA 

0.45 เสนใยฟตูรงกลาง บางสวนฟอรม
เปนกอนกลม 
เสนใยฟตูรงกลาง บางสวนฟอรม
เปนกอนกลม 
เสนใยเรียบโคโลนีขอบเปนชั้นๆ 
เสนใยเรียบโคโลนีขอบเปนชั้นๆ 
เสนใยเรียบโคโลนีขอบเปนชั้นๆ 

เขียวเขม 
 

เขียว 
 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

- 
 
- 
 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.5   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ชลบุรี   ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

CB5 
 
 
 

 

.Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.42 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู

ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู

CB 6 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia  

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.6 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

CB7 
 
 
 

 

Phomopsis 
sp 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.72 เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CB8 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

สีขาว 
เหลือง 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.6   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ราชบุรี  ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

RB1 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

RB2 Xylaria sp.  PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 

ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

RB3 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.64  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

RB4 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.6   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ราชบุรี  ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

RB5 .Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.84 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

มวง 
มวง 
มวง 
มวง 
มวง 

- 
- 
- 
- 
- 

RB6 Phomopsis 
sp 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.6 เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

RB7 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.7 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง 

- 
- 
- 
- 
- 

RB8 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.45 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

RB9 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.62 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

สีขาว 
เหลือง 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK1 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

NK2 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.78 สนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
สนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

NK3 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.52  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK4 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.65 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

 
 
 
 
 



 141

ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK5 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

NK6 Xylaria sp.  PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 

ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK7 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.64  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK8 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  ตรงกลางโคโลน ี

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK9 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลมขอบหยกั 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟสูีสมตรงกลาง โคโลนีหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

สมออน 
สมออน 
สมออน 
สมออน 
สมออน 

- 
- 
- 

เหลือง
เหลือง 

NK10 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.72 เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 

ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK11 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.53  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK12 Alternaria 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.43 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK13 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

เหลือง 
สม 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

- 
- 
- 
- 
- 

NK14 Mycelia 
sterilia.  

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK15  PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.64  เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 

เหลือง
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

- 
เหลืองออน 

- 
- 
- 

NK16 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

 
หมายเหต ุ PDA (Potato Dextrose Agar),   MEA (Malt Extract Agar),  CM (Corn Meal 

Agar), SDA Agar (Sabouraud’ s Dextrose)   และ    YES (Yeast  Extract 
Sucrose Agar) 
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ตัวอยางราเอนโดไฟตชนิดตางๆ ทีแยกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตางชนิดกัน 
 

        
            PDA               MEA 

          
          CM   YES          SDA 

รูปที่  5.1  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Alternaria sp.  ไอโซเลต  CB4 
 
 

     
      PDA               MEA 

           
        CM           YES             SDA 

 
รูปที่  5.2  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Xylaria sp. ไอโซเลต  CM2 
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PDA               MEA 

      
       CM           YES             SDA 

รูปที่  5.2  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Fusarium sp.  ไอโซเลต  NK9 
 
 

    
  PDA               MEA 

       
     CM                        YES               SDA 

รูปที่  5.3  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต Phomopsis sp. ไอโซเลต  RE2 
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  PDA               MEA 

        
  CM                        YES               SDA 

รูปที่  5.4  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Acremonium sp. ไอโซเลต  MS1 
 

     
PDA               MEA 

       
CM                        YES               SDA 

รูปที่  5.5  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Mycelia Sterilia  ไอโซเลต AY2 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวปทมา   บัวเพ็ชร  เกิดเมื่อวนัที่ 12  ธันวาคม พ.ศ. 2524 ที่จังหวัดนครศรีธรรมราช 
สําเร็จการศึกษาระดับชั้นมธัยมศึกษาจากโรงเรียนกัลยาณีศรีธรรมราช  จังหวัดนครศรีธรรมราช  
และไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร  มหาวทิยาลัย 
มหิดล เมื่อปการศึกษา  2546  และเขาศึกษาตอในระดับปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ
สาขาวิชาเทคโนโลชวีภาพ  คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา  2547  
และสําเร็จการศึกษาขั้นปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติในปการศึกษา  2549   
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