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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

พืชสมุนไพรถูกนํามาใชในการบําบัดรักษาโรคตางๆ มาตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน ไดมี
การศึกษาเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ที่มีอยูในพชืสมุนไพรหลายชนิด รวมทั้งมีการศึกษาเกีย่วกับราที่
อาศัยรวมกับพชืสมุนไพรและการสรางสารออกฤทธิ์ของราดังกลาว 

ราเปนสิ่งมีชีวติกลุมหนึ่งที่มคีวามหลากหลายทางชีวภาพมากและอาศยัอยูทัว่ไปใน
ส่ิงแวดลอม เชน ในน้ําจดื น้ําทะเล ดิน ซากพืช ซากสัตว มูลสัตว หรือในเนื้อเยือ่พืชและเนื้อเยื่อ
สัตวที่มีชีวิต (Hawksworth และคณะ, 1991) สําหรับราที่อาศัยอยูในเนือ้เยื่อพืชโดยไมทําใหพืชนั้นมี
อาการของโรคใด ๆ ปรากฏใหเหน็ เรียกวา ราเอ็นโดไฟต (Petrini และคณะ, 1991) ราเอ็นโดไฟต
อาศัยอยูภายในเซลลหรือระหวางเซลลในเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ ของพืช ไดแก ใบ กานใบ ลําตน หรือ
ราก มีรายงานวาพบราเอน็โดไฟตในพชืแทบทุกชนดิ สวนใหญแลวจะพบวาราเอ็นโดไฟตมี
ความสัมพันธแบบพึ่งพากับพืชโดยพืชใหที่อยูอาศัย เปนแหลงของสารอาหารใหรา สวนราเอ็นโด
ไฟตก็อาจจะผลิตสารเมแทบอไลตทุติยภูมบิางชนิดที่เปนประโยชนกบัพืชหรือมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่
นาสนใจ จึงมกีารศึกษาเกี่ยวกับราเอ็นโดไฟตอยางแพรหลายและที่สําคัญคือราเอ็นโดไฟตสรางสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพได  มีรายงานวาราเอ็นโดไฟต Taxomyces andreanae ที่แยกจากเปลือกในของ
ตนแปซิฟก ยวิ (Taxus brevifolia) สามารถสรางสาร Paclitaxel ไดเชนเดียวกับตนแปซิฟก ยิว ซ่ึง
เปนพืชสมุนไพรที่สวนเปลอืกมี Taxol ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งซึ่งมีชื่อทาง
การคาวา Taxol และในปจจุบันใชเปนยาตานมะเร็งแลว (Stierle และคณะ,1993)  ราเอ็นโดไฟต 
Neotyphodium coenophialum, Neotyphodium loli, Epichole festucae และ Epichloe typhina ซ่ึงพบ
ในหญาหลายชนิด เชน tall fescue หรือ perennial ryegrass เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
สามารถสรางสาร peramine ซ่ึงเปน pyrrolopyrazine alkaloid ที่เปนพิษ ตอแมลง (Schardl และ 
Philips,1997) และมีรายงานวาราเอ็นโดไฟต Crytosporiosis cf. quercina ที่แยกจากพืชสมุนไพร 
Tripterygium wilfordii เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสามารถสรางสาร cryptocandin 
ซ่ึงปนสารประเภท lipopeptide ที่มีฤทธิ์ตานการเจริญของเชื้อรากอโรคในคน (Strobel และคณะ, 
1999) 

จากที่กลาวมาแลวจะเหน็ไดวาราเอ็นโดไฟตจากพืชสมุนไพรบางชนิด สรางสารที่มีฤทธิ์
ทางชีวภาพไดเชนเดยีวกับทีส่รางโดยพืชสมุนไพรหรือไมก็สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แตกตาง
จากพืชสมุนไพรที่มันอาศัยอยูและมีความเปนไปไดในการนําสารเหลานั้นมาพัฒนาไปใชประโยชน
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ทางเภสัชกรรมหรือเกษตรกรรมได ดวยเหตุนี้งานวจิัยนี้จงึศึกษาราเอ็นโดไฟตจาก กระทอน ซ่ึงเปน
พืชสมุนไพรไทยที่มีสรรพคุณแกทองรวง บิดมูกเลือด ถอนพิษไข และดับพิษรอนใน โดยใชราก ใช
ขับเหงื่อ ตมน้าํอาบแกไข โดยใชใบ รักษาโรคผิวหนัง โดยใชเปลือก และใชผล เปนยาฝาดสมาน มี
การศึกษาองคประกอบทางเคมีของกระทอนพบวา มีสารกลุม sesquiterpenoid และ triterpenoid ซ่ึง
มีสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพเชน katonic acid และ 3-oxo-olean-12-en-29-oic acid มีฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็ง P-388 (murine lymphocytic leukemia) (Kaneda และคณะ,1992) สารกลุม pentacyclic 
triterpenoid มีฤทธิ์ยับยั้ง lymphocyte proliferation (Tanaka และคณะ, 2001) จึงคาดหวังวาจะไดรา
เอ็นโดไฟตทีแ่ยกจากใบกระทอนที่มีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่อาจสรางสารที่มีฤทธิ์เชนเดียวกับ
ตนกระทอน หรือสรางสารที่มีฤทธิ์อ่ืนๆ ที่นาสนใจ ในงานวิจยันี้ทําการแยกราเอน็โดไฟตจากสวน
ใบของกระทอน นําราที่แยกไดมาเพาะเลี้ยง สกัดสารทุติยภูมจิากน้ําเลี้ยงเชื้อและจากเสนใยดวยตวั
ทําละลายอินทรีย ศึกษาฤทธิท์างชีวภาพของสารทุติยภูมิและแยกองคประกอบทางเคมขีองสารทุติย
ภูมิโดยใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟ และศึกษาโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ที่แยกไดโดย
เทคนิคทางสเปกโตรสโคป และศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ รวมทั้งการพสูิจนเอกลักษณ
ของราเอ็นโดไฟต  
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย    
1. เพื่อแยกราเอ็นโดไฟตที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากใบกระทอน จังหวัดจนัทบุรี 
2. แยกองคประกอบทางเคมขีองสารทุติยภมูทิี่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ราเอ็นโดไฟตสรางขึ้น 
3. พิสูจนเอกลักษณของราเอน็โดไฟตที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
4. พิสูจนเอกลักษณของสารประกอบบริสุทธิ์ที่แยกได 
5. ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารประกอบบริสุทธิ์ที่แยกได 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 ไดราเอ็นโดไฟตจากใบกระทอนที่สรางสารอกฤทธิ์ทางชีวภาพทีน่าสนใจ ซ่ึงสามารถ
นําไปพัฒนาเพื่อใชประโยชนตอไปในอนาคต 

 
 

 
 
 



บทท่ี 2  
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
  
2.1 ความสัมพนัธระหวางราเอ็นโดไฟตกับพืช 
 ความสัมพันธระหวางสิ่งมีชวีิตที่มีการอาศยัอยูรวมกันพบไดทั่วไปในธรรมชาติซ่ึงมีอยู
มากมายหลายชนิด มีการศกึษาเกีย่วกับเรือ่งนี้มานานแลว อยางเชนการอาศัยอยูรวมกันระหวางจุล
ชีพและพืช โดยจุลชีพจะอาศัยอยูในสวนของเนื้อเยื่อพชื พบทั้งพืชที่อยูบนบกและพืชที่อยูในน้าํ 
(Bacon และ White, 2000) 
  เอ็นโดไฟต (endophyte fungi) หมายถึงสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในเนื้อเยือ่ของพืชที่มีชีวิต ซ่ึง
อาจจะอยูชวงหนึ่งของวงจรชีวิตหรือตลอดชีวิต ความหมายของราเอน็โดไฟต คือ ราที่เมื่อเขาไป
อาศัยในสวนของใบและเนื้อเยื่อพืชที่สมบูรณแลวไมทําใหพืชปรากฏอาการใดๆที่ผิดปกติหรือเปน
โรค ราเอ็นโดไฟตพบในพชืแทบทุกชนดิ รวมทั้ง มอส เฟรน และลิเวอรเวิรต (Petrini, 1986, 
Carroll, 1986, 1988) ในพืชที่เปนผูใหอาศยั (host) มีราหลายชนิดที่อาศยัอยูในขณะเดยีวกัน และยัง
ไมสามารถศึกษาลักษณะสันฐานวิทยาของราไดในขณะที่มันอาศัยอยูในเนื้อเยื่อของพืช ราเอ็นโด
ไฟตที่พบสวนใหญมีอยู 2 กลุมหลักๆ คือ Ascomycetes และ Deuteromycetes และยังพบกลุม 
Basidiomycetes และ Oomycetes อีกบางเล็กนอย  
 ราเอ็นโดไฟตเมื่ออาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชจะเจริญโดยการแทรกผานเสนใยไประหวางเซลล
ของพืชหรืออาจแทรกเขาไปในเซลลพืช และไดรับสารอาหารจากพืชที่มันอาศัย (Issac, 1992) 
ความสัมพันธระหวางราเอ็นโดไฟตและพชืเปนแบบ พึ่งพา ซ่ึงพืชจะปกปองราจากภาวะที่ไม
เหมาะสมตางๆ สวนราเอ็นโดไฟตสรางสารเมแทบอไลตทุติยภูมบิางชนิดที่เปนประโยชนกบัพืช
หรือมีฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแก สารที่ทําใหพืชเจริญเจริญเติบโตไดดีขึ้น สารตานแบคทีเรีย สารตาน
รา และสารฆาแมลง ซ่ึงมีประโยชนตอพืช (Strobel และ Long, 1998)   
 เมื่อจัดกลุมราเอ็นโดไฟตในทางนิเวศวิทยา แบงไดเปน 2 กลุมดังนี้ (Petrini, 1996) 
 1. Clavicipitaceous grass endophyte คือราเอ็นโดไฟตที่อาศัยอยูในหญาซึ่งเปนราในวงศ 
Clavicipitaceae การคนพบราเอ็นโดไฟตในกลุมนี้ เร่ิมตนจากการพบราในเมล็ดของหญาชนิดหนึ่ง 
(Lotium tumulentum L.) ซ่ึงเปนวัชพืชที่เกิดในแปลงโดย Vogl ในปค.ศ.1989 นับจากนัน้จึงมี
รายงานการศกึษาซึ่งทําใหเห็นวาราในกลุมนี้ มีแหลงที่อยูอาศัยในพชือีกมาก ทั้งหมดจะเปนพวก
หญาไดแกหญาตระกูล Poaceae หญาจําพวกหญาแหวหมู (Sedge) ตระกูล Cryperaceae และหญา
ทรงสูงชนิดหนึ่ง (rush) ตระกูล Jancaceae โดยมีหญากวา 80 สกุลและหลายรอยชนิดทีร่าอาศัยอยู   
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 2. Non-Clavicipitaceous grass endophyte คือราเอ็นโดไฟตในไมยืนตนหรือไมพุมแตรวม
ราเอ็นโดไฟตในหญาที่ไมไดอยูในวงศ Clavicipitaceae ราเอ็นโดไฟตในกลุมนีไ้ดแก ราในไฟลัม 
Ascomycota Deuteromycota Zygomycota และ Basidiomycota ราเอ็นโดไฟตของพืชตระกูลหญา
เปนที่รูจักกันมานานกวา 70 ปแลว แตการศึกษาราเอ็นโดไฟตของไมยนืตนและไมพุมเพิ่งเริ่มศึกษา
เมื่อประมาณ 20 ปที่ผานมา โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป หลังจากนั้นมีรายงานที่รวบรวม
รายช่ือของพืชที่มีราเอ็นโดไฟต เพื่อสรุปถึงราเอ็นโดไฟตที่กระจายอยูในอาณาจกัรของพืชและ
พบวาพืชที่มีเนื้อไมจําพวกจมิโนสเปรมและแองจิโอสเปรมทั้งหมดที่ถูกตรวจสอบมรีาเอ็นโดไฟต
อาศัยอยูและพบวาราเหลานี้ มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง 
 
2.2 การศึกษาเกี่ยวกับการผลติสารทุติยภูมิจากราเอ็นโดไฟต 
 ราเปนจุลชีพทีเ่ปนแหลงผลิตสารทุติยภูมิทีสํ่าคัญ ซ่ึงผลิตโดยราหลากหลายชนิด ราเอ็นโด
ไฟตเปนแหลงของสารทุติยภูมิที่มีความแตกตางในทางเคมีและชีววิทยาคือไมใชเพยีงแตนําสารที่
ไดมาเพื่อรักษามนุษยเทานั้น แตนํามาเพื่อใชรักษาสัตวและพืชไดดวย จากทีก่ลาวมาแลววาราเอน็
โดไฟตนั้นมีความสัมพันธแบบพึ่งพากับพชื จึงนาสนใจที่จะศึกษาราเอ็นโดไฟตจากพืชหลากหลาย
ชนิดซึ่งอาจจะผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์นาสนใจ (Tan และ Zou, 2001) จากงานวิจยัตางๆ สามารถ
แยกประเภทของสารทุติยภูมทิี่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ราเอน็โดไฟตสรางขึ้นไดแก สารที่มีฤทธิ์ตาน
เชื้อจุลินทรีย สารที่มีฤทธิ์ตานมะเร็ง สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของไวรัส สารที่มีฤทธิ์ฆาแมลง 
สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมาลาเรียและสารที่มีฤทธิ์กดภูมิคุมกนั เปนตน   
 

2.2.1 สารที่มีฤทธ์ิตานเชื้อจุลินทรีย (Antimicrobial Agent) 
 ในป 1995 มีรายงานการวิจยัวาราเอ็นโดไฟต Phomopsis sp., Salix gracilostyla var. 
melanostachys สามารถผลิตสาร Phomopsichalasin (รูปที่ 2.1) ซ่ึงเปนสารที่อยูในกลุมของ 
Cytochalasin มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญของ Salmonella gallinarum และ Candida tropicalis ได 
(Horn และคณะ, 1995)  
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รูปท่ี 2.1 Phomopsichalasin 
 
 ป 1999 มีรายงานการวจิัยวาราเอ็นโดไฟต Cryptosporiopsis cf. quercin จาก Tripterigeum 
wilfordii สามารถผลิตสาร Cryptocandin (รูปที่ 2.2) ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ Candida 
albicans (Strobel และคณะ, 1999)  
 

 
รูปท่ี 2.2 Cryptocandin 
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 ป 2000 มีรายงานการวิจยัวาราเอ็นโดไฟต Collectotrichum gloeosporioides จากตน 
Artemisia mongolica สามารถผลิตสาร collectotric acid (รูปที่ 2.3) ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ
ของ Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea และ Helminthosporium sativum (Zou 
และคณะ, 2000) 
 

HO

OH

O

O

O

O

O

OH

OH

OMe

 
 

รูปท่ี 2.3 collectotric acid 
 

 ป 2001 มีรายงานการวจิัยวาราเอ็นโดไฟตหลายชนิดจากตน Artemisia annua ที่เปนแหลง
ของยาตานมาลาเรีย artemisinin (รูปที่ 2.4) พบวาราเอ็นโดไฟต IV403 สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชไดมากที่สุด (Liu และคณะ, 2001) 
 

O

O

H3C
H

H3C

H

CH3

O O

H

O  
รูปท่ี 2.4 artemisinin 

 
2.2.2 สารที่มีฤทธ์ิตานมะเร็ง (Anticancer Agent) 
ในป 1993 มรีายงานการวิจยัวาสามารถแยกสาร Paclitaxel (รูปที่ 2.5) จากราเอ็นโดไฟต 

Taxomyces andreanae จากตน แปซิฟกยิว (Taxus brevifolia) ซ่ึงปจจุบันไดนํามาใชเปนยารักษา
มะเร็งและมีชือ่ทางการคาวา Taxol® (Strobel และคณะ, 1993) นอกจากนี้ยังพบสาร Paclitaxel ใน
ราเอ็นโดไฟตอีกหลายชนดิไดแก ราเอ็นโดไฟต Pestalotiopsis guepinii จาก Wollemia nobilis 
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(Strobel และคณะ, 1997) ราเอ็นโดไฟต Periconia sp. จาก Torreya grandifolia (Li และคณะ, 
1998) ราเอ็นโดไฟต Pestalotiopsis microspora จาก Taxus wallachina (Metz และคณะ 2000, Li 
และคณะ, 1998) ราเอ็นโดไฟต Tubercularia sp. Taxus mairei (Wang และคณะ, 2000) ราเอ็นโด
ไฟต Aspergillus niger จาก Taxus chinensis (Wang และคณะ, 2001) ราเอ็นโดไฟต Stegolerium 
kukenani จาก Stegolepis guianensis (Strobel และคณะ, 2001)  

NH
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O

OH

O OH

OHO O
HO

O
O

 
รูปท่ี 2.5 Paclitaxel 

 
 2.2.3 สารที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของไวรัส  (Antiviral Agents) 
 ในป 1996 มีรายงานการวิจยัวาสามารถแยกสาร Fusaricide (รูปที่ 2.6) จากราเอ็นโดไฟต 
Fusarium sp. จากตน Oxydendron arborcum ซ่ึงมีฤทธิ์ในการยับยั้ง HIV (McBrien และคณะ, 
1996)  

 
รูปท่ี 2.6 Fusaricide 

 
ป 2000 มีรายงานการวจิัยวาราเอ็นโดไฟต Cytonaema sp. สามารถผลิตสาร Cytonic acid A 

และ B (รูปที่ 2.7 ก และ ข) ซ่ึงเปนสารในกลุม tridepside มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของไวรัส 
human cytomegalovirus (hCMV) (Guo และคณะ, 2000)  

N

O

HO
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(ก) Cytonic acid A 
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(ข) Cytonic acid B 
รูปท่ี 2.7 (ก) Cytonic acid A และ (ข) Cytonic acid B 

 
 2.2.4 สารที่มีฤทธ์ิฆาแมลง (Insecticide Agent) 
 ในป 1998 มีรายงานการวิจยัวาพบสารฟลาโวนอยดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 3 ชนิดคือ 7-O-(β-

D-glucopyranosyl) (รูปที่ 2.8 ก)  Tricin (รูปที่ 2.8 ข) และ Isoorientin (รูปที่ 2.8 ค)  จากราเอ็นโด
ไฟตที่อาศัยอยูใน Blue grass (Poa ampla) ซ่ึงมีสมบัติในการฆาลูกน้ํายงุ (Ju และคณะ, 1998)  
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(ก) 7-O-(β-D-glucopyranosyl)     (ข) Tricin 
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(ค) Isoorientin 
รูปท่ี 2.8 สารฟลาโวนอยดที่มีฤทธิ์ฆาลูกน้ํายุงที่แยกไดจากราเอ็นโดไฟตใน Blue grass 
 

 ป 2002 มีรายงานการวิจยัวาราเอ็นโดไฟต  Muscodor vitigenus จากตน Paullinia 
paullinioides ซ่ึงสามารถผลิตสาร Naphthalene (รูปที่ 2.9) มีฤทธิ์ในการฆาแมลง Cephus cinctus 
(Daisy และคณะ, 2002) 
 

 
 

รูปท่ี 2.9 Naphthalene 
 
 2.2.5 สารที่มีฤทธ์ิกดภูมิคุมกัน (Immunosuppressive Agents) 
 ในป 1995 มีรายงานการวจิัยวาราเอ็นโดไฟต Fusarium subglutinans ที่อาศัยอยูใน 
Triptergium wilfordii สามารถผลิตสาร Subglutinol A (รูปที่ 2.9) และ B จัดอยูในกลุม diterpene มี
ฤทธิ์เปน Immunosuppressive (Lee และคณะ 1995)  
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รูปท่ี 2.10 Subglutinol A 
 

นอกจากฤทธิท์างชีวภาพและสารเมแทบอไลตทุติยภูมดิงัที่ไดกลาวมาเปนตัวอยางแลวนั้น 
ยังมีสารเมแทบอไลตทุติยภมูิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาสนใจที่ราเอ็นโดไฟตชนดิตางๆ  สรางขึ้นอีก
มากมายหลายชนิด  ดังแสดงขอมูลไวในตารางที่  2.1 และรูปโครงสรางทางเคมีแสดงในรูปที่ 2.11 
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ตารางที่ 2.1 สารประกอบที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอน็โดไฟต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
Taxomyces andreanae 
 
 
 

Taxus  brevifolia 
 
 
 

Anticancer 
 
 
 

Strobel และคณะ, 2003, 
Stierle และ Strobel,1995, 
Stierle และคณะ, 1993, 
Strobel และ Stierle, 1993 

Stegolerium kukenani Stegolepis guianensis Anticancer Strobel และคณะ, 2001 
Aspergillus niger Taxus chinensis Anticancer Wang และคณะ, 2001 
Tubercularia sp. Taxus mairei Anticancer Strobel และคณะ, 2003, 

Wang และคณะ, 2000 
Taxus wallachina 
 
 
 

Anticancer 
 

Strobel และคณะ, 2003, 
Metz และคณะ, 2000, 
Li และคณะ, 1998, 
Strobel และคณะ, 1996 

Pestalotiopsis microspora 
 
 
 
 Taxodium distichum Anticancer Li และคณะ, 1996 
Periconia sp. Torreya grandifolia  Anticancer Li และคณะ, 1998 

1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Taxol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pestalotiopsis guepinii Wollemia nobilis Anticancer Strobel และคณะ, 1997 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
2 1,3,5,7 cyclooctatetraene or 

[8]annulene 
Gliocladium sp. Eucryphia cordifolia Antimicrobial Stinson และคณะ, 2003 

3 
4 

Lactones 1893 A  
Lactones 1893 B 

Endophytic fungus No. 
1893 

Kandelia candel Cytotoxic Chen และคณะ, 2003 

5 Pestacin Pestalotiopsis microspora Rainforest Antioxidant and 
antimycotic 

Harper และคณะ, 2003 

6 
 
 

7 
 
 

8 

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 
7-Butyl-6,8-dihydroxy-
3(R)-pentylisochroman-1-
one  

Geotrichum sp. Crassocephalum 
crepidioides 

Antimalarial, 
antituberculous and 
antifungal 

Kongsaeree และคณะ, 
2003 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
9 Brefeldin A Paecilomyces sp. and 

Aspergillus clavatus 
Taxus mairei and 
Torreya grandis 

Cytotoxic Wang และคณะ, 2002 

10 Isopestacin Pestalotiopsis microspora Terminalia morobensis Antifungal and 
antioxidant 

Strobel และคณะ, 2002 

11 
12 
13 

Preaustinoid A 
Preaustinoid B 
Alkaloid verruculogen 

Penicillium sp. Melia azedarach Bacteriostatic Santos และ Rodrigues-Fo, 
2002 

14 
 

Ambuic acid 
 

Pestalotiopsis spp., 
Monochaetia sp. 

Rainforests 
 

Antifungal 
 

Li และคณะ, 2001 
 

15 
16 

Jesterone 
hydrosy-jesterone 

Pestalotiopsis jesteri 
 

Fragraea bodenii 
 

Antioomycete 
 

Li และคณะ, 2001 
 

17 
18 
19 

Preussomerin G 
Preussomerin H 
Preussomerin I 

Mycelia sterila Atropa belladonna Antibacterial, 
antifungal and 
antialgal 

Krohn และคณะ, 2001 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
20 
21 
22 

Preussomerin J 
Preussomerin K 
Preussomerin L 

Mycelia sterila Atropa belladonna Antibacterial, 
antifungal and 
antialgal 

Krohn และคณะ, 2001 

23 
24 
25 

Dicerandrols A 
Dicerandrols B 
Dicerandrols C 

Phomopsis longicolla 
 

Dicerandra frutescens 
 

Antibiotic and 
cytotoxic 

Wagenaar และ Clardy, 
2001 

26 
 

Microcarpalide Unidentified endophytic 
fungus 

Ficus microcarpa Microfilament 
disrupting agent 

Ratnayake และคณะ, 2001 

27 
 
 

Nomofungin 
 

Unidentified endophytic 
fungus 

Ficus microcarpa L. Microfilament 
disruptin agent and 
cytotoxic 

Ratnayake และคณะ, 2001 

28 Isoprenylindole-3-
carboxylic acid 

Collectotrichum sp. Artemisia annua Antibactirial and 
antifungal 

Lu และคณะ, 2000 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
29 
 
 

30 

3beta,5alpha-Dihydroxy-
6beta-acetoxy-ergosta-7,22-
diene 
3beta,5alpha-Dihydroxy-
6beta-phyenylacetyloxy-
ergosta-7,22-diene 

Collectotrichum sp. Artemisia annua Antibactirial and 
antifungal 

Lu และคณะ, 2000 

31 
32 
33 
 

34 
35 
36 

Indole-3-acetic acid (IAA) 
Indole-3-ethanol (IEtOH) 
Methylindole-3-carboxylate 
Indole-3-carboxaldehyde 
Diacetamide 
Cyclonerodiol 

Epichloe/Neotyphodium 
spp. 

Grasses Antifungal Yue และคณะ, 2000 

37 Colletotric acid 
 

Colletotrichum 
gloeosporioides 

Artemisia mongolica Antimicrobial Zou และคณะ, 2000 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
38 CR377, pentaketide Fusarium sp. Selaginella pallescens Antifungal Brady และ Clardy, 2000 
39 
40 
41 
42 

Cytochalasin 1 
Cytochalasin 2 
Cytochalasin 3 
Cytochalasin E 

Rhinocladiella sp. Tripterygium wilfordii Cytotoxic Wagenaar และคณะ, 2000 

43 Cryptocandin Cryptosporiopsis cf. 
quercina 

Tripterigeum wilfordii Antimycotic Strobel และคณะ, 1999 

44 
45 

Geniculol 
Cytochalasin F 

Geniculosporium sp. Teucrium scorodania Antialgal Konig และคณะ, 1999 

46 
47 

Sequoiatones A  
Sequoiatones B 

Aspergillus parasiticus Sequoia sempervirens Antitumor Stierle และคณะ, 1999 

48 Terpendole M Neotyphodium lolii Lolium perenne neurotoxins Gatenby และคณะ, 1999 

49 
50 
 

51 

Tricin (1) 
7-O-(β -D-glucopyranosyl) 
tricin  
Isoorientin (3) 

Neotyphodium typhnium Poa ampla Insecticidal Ju และคณะ, 1998 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
52 7-ο-[α-L-

Rhamnopyranosyl(1-6)-β-
D-glucopy-ranosyl]tricin 

Neotyphodium typhnium Poa ampla Insecticidal Ju และคณะ, 1998 

53 Lolitrem B Acremonium lolii Lolium perenne Neurotoxic  Berny และคณะ, 1997 
54 Leucinostatin A Acremoium sp. Taxus baccata Antifungal and 

anticacer 
Strobel และคณะ, 1997 

55 
56 
57 
58 

Oreganic acid (1) 
Trimethyester (2) 
Desulfated analog (3) 
Desulfated analog (4) 

Endophytic fungus (MF 
6046) 
 
 

Berberis oregana 
 
 

Anticancer 
 
 

Jayasuriya และคณะ, 1996 
 
 

59 
60 

Pestalotiopsins A 
Pestalotiopsins B 

Pestalotiopsis sp. Taxus brevifolia - Pulici และคณะ, 1996 

61 
62 

 

(R)-mellein 
(-)-mycorrhizin A 
 

Pezicula sp. Deciduous and 
coniferous trees 

Fungicidal, 
herbicidal, algicidal 
and antibacterial 

Schulz และคณะ, 1995 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 
63 
 
 

64 
65 

2-methoxy-4-hydroxy-6-
methoxymethyl-
benzaldehyde 
(+)-cryptosporiopsin 
4-epi-ethiosolide 

Pezicula sp. Deciduous and 
coniferous trees 

Fungicidal, 
herbicidal, algicidal 
and antibacterial 

Schulz และคณะ, 1995 

66 
67 
 

Altersolanol A 
2-hydroxy-6-methylbenzoic 
acid 

Phoma sp. 
 
 

Taxus wallachiana 
 
 

Antibacterial 
 
 

Yang และคณะ, 1994 
 
 

68 Preussomerin D Hormonema dematioides Conifer wood Antifungal Polishook และคณะ, 1993 
69 
70 
71 
72 
73 
74 

Lolitrem C 
Peramine R=H 
Diacetylperamine R=Ac 
Paxilline 
Loline alkaloid 
Ergovaline 

Acremonium lolii Lolium perenne Neurotoxic and 
insect antifeedant 
 

Rowan และคณะ, 1993 



 

19

ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 ลําดับ สารประกอบ ราเอ็นโดไฟต พืชที่ราอาศัย ฤทธิ์ทางชีวภาพ รายการอางองิ 

75 
76 
77 
78 
79 
80 
 

81 
 

Lysergic acid 
Isolysergic acid 
Pospalic acid  
Lysergol 
Lysergic acid amide 
Lysergic acid diethyl- 
amide 
Lycergic acid-2-
propanolamide or 
(Ergonovine) 

Acremonium coenophialun Festuca arundinacea Toxin Garner และคณะ, 1993  
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NH

O

O

O

OH

O OH

OHO O
HO

O
O

 
 

Taxol 
 

 
 

1,3,5,7 cyclooctatetraene or (8)-annulene 
 

O
O

O

H

H

H

H
O

O

O

H

H

H

H

H

H

O

O

 
 

Lactones 1893 A                                 Lactones 1893 B 
 

รูปท่ี 2.11 โครงสรางทางเคมขีองสารทุติยภูมิที่สรางโดยราเอ็นโดไฟตชนิดตางๆ 
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OH

H3C

HO OH

O

 
Pestacin 

HO

O

OH O  
7-Butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one  

HO

O

OH O  
7-Butyl-15-enyl-6, 8-dihydroxy-3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one  

HO

O

OH O  
7-Butyl-6, 8-dihydroxy-3(R)-pentylisochroman-1-one  

Dihydroisocumarins [6-8] 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O

OOH

H
OH

H
H

CH3

 
Brefeldin A 

 

O

OH

H3C

OH

HO

O

   
O

O
O

O

O

OH

 
Isopestacin                                         Preaustinoid A 

O

O
O

OH

O

O

  

H3CO N

N

HO HO N
O

O
H

OO

H
H

 
Preaustinoid B                                 Alkaloid verruculogen 

 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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H3C

H

H

OH
H H

O H

COOH

CH3

OH

H

H H

H

O

 
Ambuic acid 

 

O H

HO H
H

O

H

H

  

O H

HO H
H

O

OH

H

 
Jesterone                                           Hydroxy-jesterone 

 

OO O

O

O OH

O

OO O

O

O OH

O

OO O

O

O OH

O

OCH3

 
Preussomerin G               Preussomerin H               Preussomerin I  

 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 



 24

OO O

O

O OH

O

OO O

O

O OH

O

OO O

O

O OH

OCOCH3

HO

OH

 
Preussomerin J           Preussomerin K           Preussomerin L 

 
 

H3C O

O

OH

H3C O

O OH

OH

O

OHO

O

CH3

CH3

O

O
R1

O

R2  
Dicerandrols A, R1=R2=H 

Dicerandrols B, R1=Ac, R2=H 
Dicerandrols C, R1=R2=Ac 

 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O
O

OH

OH

OH

nC6H13

                                  

O
HN

CH3

N

O

N

O
 

                Microcarpalide                                                      Nomofungin 

N

COOH

H

 
Isoprenylindole-3-carboxylic acid  

HO
OH

H H

OR  
3beta, 5alpha-Dihydroxy-6beta-acetoxy-ergosta-7, 22-diene, R=COCH3 

3beta, 5alpha-Dihydroxy-6beta-phyenylacetyloxy-ergosta-7, 22-diene, R=COCH2C6H5 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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N
H

CH2COOH

   
N
H

CH2CH2OH

 
Indole-3-acetic acid (IAA)                    Indole-3-ethanol (IEtOH) 

 

    
N
H

COOCH3

       
N
H

CHO

 
Methylindole-3-carboxylate                       Indole-3-carboxaldehyde 

 

H3C N
H

O

CH3

O

     
Diacetamide                                                Cyclonerodiol 

HO

OH

O

O

O

O

O

OH

OH

OMe

 
Colletotric acid 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O

CH3

OH

CH2

O

H3C
O

CH3   
HN

O

O

O

OH

O   
CR377, pentaketide                          Cytochalasin 1 

 

HN
O

O

O

O
OH

O  
Cytochalasin 2 

HN
O

O

O

O

OH

O  
Cytochalasin 3 

 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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N
H O

O

O
H

O

OH
OO

 
Cytochanlasin E 

OH

N
H N

OHNH

O
O

NH

OH

OH
O

(CH2)14

NH
HO

HO
O

O

H
N

N O
H2N

O
OH

O

3,4-Dihydroxy-homotryosine

4-Hydroxy-proline
Glutamine

Threonine

Palmitic acid

4,5-Dihydroxy
ornithine

3-Hydroxy-4-hydro
xymethyl-proline

 
Cryptocandin 

O

O
O

O

H HH3C

H

H3C

CH3

HO

OH

 

O

O

HO

HN
O O

H
H

H
H H

 
Geniculol                                          Cytochalasin F 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O

H3CO
O

H3C

O

O

OH

CH3

CH3  
Sequoiatones A 

O

H3C

H3CO O

OH

CH3

O
H3C  

Sequoiatones B 

N
H

OH

OH O

O

O
O

 
Terpendole M 

O

OH

HO

OOH

OMe

OMe

   

O

OH

OOH

GlcO

OMe

OMe

 
Tricin                                7-O-(β-D-glucopyranosyl)tricin  

 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O

OH

HO

OOH

OMe

Glc

         

O

OH

OOH

Rha(1-6)GlcO

OMe

OMe

 
Isoorientin                                        7-ο-[α-L-Rhamnopyranosyl(1-6)-  

                                                                    β-D-glucopy-ranosyl]tricin                                                  

O

O

O

O

H

OH O

HH

H

H

N
H

H

 
Lolitrem B 

O

N
CONH CONH

OH

CONH CO

NH

H

NHCONHCO

CO

NH

CONH CONH
NMe2

OHO

 
Leucinostatin A 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O COOR2

R1O

COOR3

OR4

 
1: Oreganic acid, R1=R2=R3=H, R4=SO3H 

2: Trimethyester, R1=R2=R3=CH3, R4=SO3H 
3: Desulfated analog, R1=R2=R3=CH3, R4=H 

4: Desulfated analog, R1=R2=R3=R4=H  

CH3O
HO

OCH3

AcO

H3C

OH

CH3

   

H3C OH

CH3

CH3

HOH2C OCH3

AcO

 
Pestalotiopsins A                                      Pestalotiopsins B 

  O

O

CH3

OH    

O

O

Cl
O

O

 
 (R)-mellein                                                (-)-mycorrhizin A 

OH

OCH3

CHO

H3CO

 
2-methoxy-4-hydroxy-6-methoxymethyl-benzaldehyde 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O

OH
CO2CH3

ClCl

   

O
O

O

O

H

H
 

 (+)-cryptosporiopsin                                4-epi-ethiosolide 

 

OH

O

O

OH

OH

OH

OH

MeO
Me

   

COOH

HO CH3

 
 

                  Altersolanol A                      2-hydroxy-6-methyl benzoic acid 
 

OO O

O

OH

O

OH

 
Preussomerin D 

 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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O

O

O

O
OHO

HH

N

 
Lolitrem C 

O

N

NMe NHR

NHR

N

   
O

OH

OH

H H

O
N

  
       Peramine R=H                                     Paxilline 

     Diacetylperamine R=Ac 

R1 R2

N

O
N     

H
NO

NMe

HN

HO

R2

O

N

O N

O
H

R1

 
Loline alkaloid, R1=H, Me,                             Ergopeptine alkaloids 

          R2= H, HCO, Ac                                Ergovaline R1=Me, R2=i-Pr 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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N
CH3

N

H COOH

H

H

   

N
CH3

N

HOOC H

H

H

 
                Lysergic acid                                                               olysergic acid 

N
CH3

N
H

H

H

COOH

   

N
CH3

N

H CH2OH

H

H

 
                  Paspalic acid                                                                Lysergol          

 

 

N
CH3

N

H CONH2

H

H

   

N
CH3

N

H CON(C2H5)2

H

H

 
Lysergic acid amide                                  Lysergic acid diethyl amide  
 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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N
CH3

N

H CONHCH(CH3)CH2OH

H

H

 
 

Lysergic acid-2-propanolamide (Ergonovine) 

รูปท่ี 2.11 (ตอ) 
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2.3 ตนกระทอน (Santol) 
 
 2.3.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร 

กระทอน มีช่ือวิทยาศาสตรวา Sandoricum koetjape จัดอยูในวงศ Meliaceae กระทอนพบได
ท่ัวไปในประเทศไทย นอกจากนี้ยังพบในประเทศอื่นๆ ในเขตรอนของเอเชีย เชน อินเดียตอนใต ศรี
ลังกา พมา ภูมิภาคอินโดจีน และภูมิภาคมาเลเซีย กระทอนมีช่ือสามัญวา Santol, Sentul, Red Sentol 
และ Yellow Sentol มีช่ือเรียกตามทองถิ่นของไทยวา กระทอน เตียน ลอน สะทอน(ภาคใต) มะตอง
(ภาคเหนือ,อุดรธานี) มะติ๋น(ภาคเหนือ) สตียา สะตู(มลายู-นราธิวาส) สะโต(มลายู-ปตตานี) 

 กระทอน (รูปท่ี 2.11) เปน ไมยืนตนขนาดใหญ สูง 15-30 เมตร เรือนยอดเปนพุมกลมแนนทึบ 
แตกกิ่งต่ํา ปลายกิ่งลูลง เปลือกสีนํ้าตาลออนอมชมพู ใบประกอบ แบบขนนกมีใบยอยสามใบ เรียงเวียน
สลับ ใบยอยรูปไข หรือรูปรี ชอดอกแบบชอแยกแขนง ยาว 4-16 ซม. ออกตามงามใบใกลปลายกิ่ง มีขน
สีเหลืองท่ัวไป ดอกเล็กสีเขียวอมเหลือง มีจํานวนมาก กลีบเลี้ยง 5 กลีบ กลีบดอก 5 กลีบ รูปขอบขนาน 
ยาว 4-5 มม. แยกกันเปนอิสระ ผลใหญ กลมแปน ฉ่ําน้ํา เสนผานศูนยกลาง 6-10 ซม. เปลือกมีขนนุม 
เนื้อหนานุม มียางสีขาวเล็กนอย ผลสุกผิวสีเหลืองนวล กลิ่นหอม มี 3-4 เมล็ด เมล็ดมีเนื้อหนาเปนปุยสี
ขาวหุม รสเปรี้ยว หรือหวาน (สถาบันการแพทยแผนไทยกรมการแพทยกระทรวงสาธารณสุข, 2542) 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.12 ตนกระทอน 
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2.3.2 สรรพคณุทางยา 

 สรรพคุณของกระทอนที่ใชเปนสมุนไพรไทยคือ ราก มสีรรพคุณแกทองรวง บิดมกูเลือด ถอน
พิษไข ดับพษิรอนใน ใบสด ใชขับเหงื่อ ตมน้ําอาบแกไข เปลือก ใชรักษาโรคผิวหนัง ผล เปนยาฝาด
สมาน(สถาบนัการแพทยแผนไทยกรมการแพทยกระทรวงสาธารณสขุ, 2542) 
 
 2.3.3 สารเคมทีี่สําคัญ  
 มีการศกึษาองคประกอบทางเคมีของกระทอนพบวา ในเปลือกผลมสีาร bryononic acid, 
bryonolic acid, mesoinositol และ dimethyl mucate (Kim และ Lee,1972) ในแกนไมมีสาร triterpenoid 
acid, katonic acid และ indicic acid (King และ Morgan,1960)ในเมลด็มีสาร limonoids (Powell และ
คณะ,1991) ในเปลือกไมมีสาร koetjape acid, 3-oxo-olean-12-en-29-oic acid, (−)-alloaromadendrene, 
(−)-caryophyllene oxide และ (+)-spathulenol  (Kaneda และคณะ, 1992) และพบสาร triterpenoids 
ชนิด secomultiflorane อีกสองตัวคือ secobryononic acid และ secoisobryononic acid (Kosela และคณะ
, 1995) อีกดวย 
 
 2.3.4 งานวจิัยเกี่ยวกับตนกระทอน  

ป 1991 มีรายงานการวจิัยวาสารกลุม limonoids ไดแก sandoricin (รปูท่ี 2.13 ก)  และ 6-
hydroxysandoricin (รูปที่ 2.13 ข) ที่สกัดจากเมล็ดกระทอนมีฤทธิ์ยับยั้งการกนิ (antifeedants) เมื่อนํา
สารนี้ไปผสมในอาหารสังเคราะหใหของแมลง armyworm (Spodoptera frugiperda) และ ตวัออนของ
แมลง European corn borer (Ostrina nubilalis) (Richard และคณะ, 1991) 

O

O

OH
O

O

O

CO2Me

O

O

O

    

O

O

OH
O

O

O

CO2Me

O

O

O

OH

 
(ก) Sandoricin         (ข) 6-hydroxysandoricin 

รูปท่ี 2.13 แสดงโครงสรางของสาร (ก) Sandoricin และ (ข) 6-hydroxysandoricin 
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ป 1992 มรีายงานการวจิัยวาสามารถสกดัสารกลุม Triterpenes ไดแก secotriterpene (koetjapic 
acid) (รูปที่ 2.14 ก) 3-oxo-olean-12-en-29-oic acid (รูปที่ 2.14 ข) katonic acid (รูปที่ 2.14 ค)  
(−)-alloaromadendrene,  (−)-caryophyllene oxide และ (+)-spathulenol จากตนกระทอนและนําไป
ทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งเซลลมะเร็ง P-388 (murine lymphocytic leukemia) พบวามสีาร 2 ตวัคือ 3-oxo-
olean-12-en-29-oic acid และ katonic acid มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งดังกลาว (Kaneda และคณะ, 
1992) 

 

H

H

COOR

COOR

H

     

H

HOOC

H

H
O

 
(ก) koetjapic acid    (ข) 3-oxo-olean-12-en-29-oic acid 
 

H

HOOC

H

HHO

 
(ค) katonic acid 

รูปท่ี 2.14 แสดงโครงสรางของสาร (ก) koetjapic acid (ข) 3-oxo-olean-12-en-29-oic acid และ  (ค) 
katonic acid 

 
ป 1995 มีรายงานการวจิัยวา สามารถแยกสาร bryononic acid (รูปที่ 2.15 ก), secobryononic 

acid (รูปที่ 2.15 ข) และsecoisobryononic acid (รูปที่ 2.15 ค) จากเปลือกไมตนกระทอน (Kosela และ
คณะ, 1995) 
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H

COOH

O

  

H

COOH

COOH

H  
(ก) bryononic acid    (ข) secobryononic acid 

H

COOH

COOH

H

H

 
(ค) secoisobryononic acid 

รูปท่ี 2.15 แสดงโครงสรางของสาร (ก) bryononic acid (ข) secobryononic acid และ (ค) 
secoisobryononic acid 

 
ป 1999 มีรายงานการวิจยัวา สารอนุพันธของ 3-oxo-olean-12-en-29-oic acid ไดแก 3-

benzyloximo-olean-12-en-29-oic acid (รปูที่ 2.16 ก), 3-methyloximo-olean-12-en-29-oic acid (รูปที่ 
2.16 ข) และ 3-oximo-olean-12-en-29-oic acid (รูปที่ 2.16 ค) มีฤทธิ์ในการยับยั้ง DNA polymerase β 
(Sun และคณะ, 1999) 

 
COOH

C6H5H2CON

H

H

H   

COOH

H3CON

H

H

H  
(ก) benzyloximo-olean-12-en-29-oic acid  (ข) 3-methyloximo-olean-12-en-29-oic acid 
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COOH

HON

H

H

H  
(ค) 3-oximo-olean-12-en-29-oic acid 
รูปท่ี 2.16 แสดงโครงสรางของสาร (ก) Benzyloximo-olean-12-en-29-oic acid  
(ข) 3-Methyloximo-olean-12-en-29-oic acid และ (ค) 3-Oximo-olean-12-en-29-oic acid 

 
ป 2001 มีรายงานการวิจยัวา สามารถแยกสาร 12β-hydroxymultiflorane triterpenoid acids 

ไดแกสาร Sandorinic acids A, B และ C จากเปลือกไมตนกระทอน นําไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง
ปฏิกริิยา lymphocyte proliferation พบวามสีาร 2 ตัวคือ Sandorinic acids A และ B มีฤทธิ์ยับยั้งปฏิกริิยา
ดังกลาว (Tanaka และคณะ, 2001)  

ป 2003 มีรายงานการวจิัยวา สามารถแยกสาร Trijugin-type limonoids ไดแก sandrapins A, B 
และ C จากใบกระทอน (Intan และคณะ, 2003) 
 



บทท่ี 3 
 

         วิธีดําเนนิการวิจัย 
 

3.1 เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 
 

3.1.1 Ultraviolet-visible Spectrophotometer (UV-VIS) 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Varian Cary 50 Probe 
 

 3.1.2 Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) ของบริษัท Nicolet  

Impact รุน 410 สําหรับวัดอนิฟราเรดสเปกตราของสาร สารตัวอยางที่เปนของแข็งตรวจวดัโดยบด
ผสมกับโปตัสเซียมโบรไมด (KBr) แลวอัดเปนแผน (pellet) เสนผานศูนยกลาง 1 เซนติเมตร หนา
ประมาณ 1 มลิลิเมตร 
 
 3.1.3 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) 

เครื่องนิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซ (nuclear magnetic resonance, NMR) รุน Varian 
Mercury 400 NMR สําหรับการวิเคราะหโปรตอนและคารบอนนิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซ โดย
วัดคาเคมีคัลชิฟทเปนพีพเีอม็ (ppm) สารตัวอยางทีใ่ชตรวจวัดเตรยีมโดยละลายในสารละลาย 
deuterated chloroform (CDCl3) หรือเมทานอล-ด ี(MeOH-d4) โดยวิเคราะหสเปกตรมัของ 1H-NMR 
ที่ 400 MHz และอางอิงกับคาเคมิคัลชิฟทของตัวทําละลายที่ตกคางอยูใน CDCl3 ที่คาเคมีคัลชิฟท 
(δ) 7.26 (s) ppm และ 13C-NMR ที่ 100 MHz ที่อางอิงกับตัวทําละลายที่ตกคางอยูใน CDCl3 ที่มีคา
เคมีคัลชิฟท (δ) 77.1 (t) ppm  
 

3.1.4 Mass spectrometer 
 สําหรับใชในการหามวลโมเลกุลของสารประกอบวเิคราะหดวยเทคนคิ  High  resolution  
electrospay  true  of  flight (HRES/TOF)   Mass Spectrometer   รุน  LCT  บริษัท  Micromass  UK  
Limited    
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3.1.5 จุดหลอมเหลว (Melting Point) 
สําหรับการหาจุดหลอมเหลวใชเครื่อง Stuart scientific melting pointing point SMP1 apparatus 
 
 3.1.6 Rotary Vacuum  Evaporator 
 เครื่องระเหยสญุญากาศแบบหมุน (Rotary Vacuum Evaporator)  ของบริษัท Buchi  
ประเทศสวิสเซอรแลนด 
  

3.1.7 Specific Optical  Rotation 
 Polarimeter  รุน  341  โดยใช  sodium lamp  ที่ความยาวคลื่น  589  นาโนเมตร  ของบริษัท  
Perkin-Elmer 
 
3.2 สารเคมี 
 
 3.2.1 ตัวทําละลาย 

ตัวทําละลายทีใ่ชในการทดลอง ไดแก เฮกเซน คลอโรฟอรม ไดคลอโรมีเทน เอทิลแอซิ 
เตตและเมทานอล เปนตัวทาํละลายชั้นคณุภาพอตุสาหกรรม (commercial grade) โดยตัวทําละลาย
แตละชนิดนําไปกลั่นใหบริสุทธิ์กอนนํามาใชทุกครั้ง และใชตวัละลายชั้นคุณภาพหองแลปเพื่อทํา
การตกผลึกสาร 
 
 3.2.2 สารเคมีชนิดอ่ืนๆ 

1. ตัวดูดซับสําหรับ column chromatography ใชซิลิกาเจลชนิด 60G F254 Art. 7730 ของ
บริษัท E.Merck 

2. TLC aluminum sheets รุน silica gel 60G F254   ของบริษัท E.Merck ขนาด 20x20 ซม. 
หนา 0.2 มิลลิเมตร สําหรับเทคนิคทินแลเยอรโครมาโทกราฟ 

3. ตรวจหาตําแหนงของสารบนแผน TLC โดยสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว
คล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร หรือนําแผน TLC ใสลงในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน หรือ
พนดวย vanillin/H2SO4 พอใหสารซึมเขาแผน TLC จนทัว่ แลวนําแผน TLC ไปใหความรอนจน
ปรากฏจุดของสารบนแผน TLC (สารละลาย vanillin/H2SO4 ประกอบดวย เอธานอล 95 มิลลิลิตร 
และกรดซัลฟวริกเขมขน 4.5 มิลลิลิตร) 
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3.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
ราเอ็นโดไฟตที่แยกไดเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potatoes Dextrose Agar (PDA) 

และ Malt Extract Agar (MEA) สําหรับการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอ็นโดไฟตที่แยกไดตอ
เชื้อแบคทีเรียและราทดสอบนั้น จะเลีย้งราเอ็นโดไฟตที่แยกไดในอาหาร 6 ชนิดไดแก  Potatoes 
Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Yeast Extract Sucrose Agar (YES), Cornmeal 
Agar (CMA), Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA) และ Glucose Yeast Extract Agar (GYEA) สวน
เชื้อแบคทีเรียทดสอบจะเลี้ยงในอาหาร Nutrient agar (NA) and nutrient broth (NB) และอาหาร 
Yeast-malt extract medium agar (YMA) and Yeast-malt extract medium broth (YMB) สูตรอาหาร
เล้ียงเชื้อแสดงในภาคผนวก ก 
 
 
3.4 การเก็บตัวอยางใบกระทอน 

เก็บตัวอยางใบกระทอนที่มลัีกษณะสมบูรณ แข็งแรง ไมเปนโรค จากจงัหวัดจันทบุรี บรรจุ
ในถุงพลาสติกปดสนิท และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC ในตูเย็น กอนทาํการแยกเชื้อราภายใน 24-48 
ชั่วโมง 
 
3.5 การแยกราเอ็นโดไฟตจากใบกระทอน 

นําตัวอยางใบกระทอนที่เกบ็มาลางน้ําทําความสะอาด ตัดใบกระทอนใหเปนชิ้นขนาด 1x1 
ตารางเซนติเมตร แลวฆาเชื้อที่ผิวโดยวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Blodgett (2000) ดังนี้ นําสวนใบที่
ตัดเปนชิ้นแลวไปแชในเอธานอล 95 เปอรเซ็นต นาน 1 นาที ตามดวยสารละลายโซเดียมไฮเปอร
คลอไรทที่มีความเขมขน 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที และสุดทายแชในเอธานอล 95 เปอรเซ็นต 
อีก 30 วินาที ลางดวยน้ํากลัน่ 2 คร้ัง แลวซับใหแหงบนระดาษที่ฆาเชือ้แลว จากนั้นนําสวนใบ
กระทอนที่ผานการฆาเชื้อทีผิ่วแลวไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar (PDA) บมที่
อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 oC) แลวสังเกตการงอกของเสนใยของเชื้อราออกมาจากเนื้อเยื่อสวนใบ
กระทอน ทุกวนัภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ เมื่อพบวามีเสนใยของราเอ็นโดไฟตเจริญออกมา
จากเนื้อเยื่อสวนใบกระทอน จึงเขี่ยสวนปลายเสนใยของเชื้อราไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
potato dextrose agar (PDA) จนไดเชื้อบริสุทธิ์ตอไป 
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3.6 การคัดกรองหาราเอ็นโดไฟตท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อจุลินทรีย 
นําราเอ็นโดไฟตที่แยกไดบริสุทธิ์แลวมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและ

เชื้อราดังแสดงในตาราง 3.1 ดวยเทคนิค Agar-well Diffusion Method (Jorgensen และคณะ, 1999)  
 

ตาราง 3.1 จุลินทรียที่ใชในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

จุลินทรียทดสอบ สายพันธุ 
แบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอน Bacillus subtilis ATCC 6633 
แบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม Staphylococcus aureus ATCC 25923 
แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน Escherichia coli ATCC 25922 

แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
รา ยีสต (ราไมสรางเสนใย) Candida albicans  ATTC 10231 

 
   เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราที่นํามาใชทดลอง จะตองวัดความขุนของเชื้อกอนนํามาทดสอบ
โดยปรับความขุนเทียบกับ 0.5 McFarland standard อานคาจาก spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
625 นาโนเมตร ใหมีคาการดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.08-0.1 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 106-10 7CFU/ml 
เปนคามาตรฐานสําหรับใชเปรียบเทียบกับเชื้อราเอ็นโดไฟตที่นํามาทดสอบฤทธิ์ดวย ซ่ึงจํานวน
โคโลนีของเชื้อจุลินทรียทดสอบที่อานคาไดจะมีหนวยเปน (CFU/ml) ดังแสดงในตารางที่ 3.2 
 
ตาราง 3.2 จํานวนจุลินทรียทดสอบ (CFU/ml) ที่มีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland standard 
 

จุลินทรียทดสอบ จํานวนจุลินทรียทดสอบ (CFU/ml) 
Bacillus subtilis ATCC 6633 5.1x106 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 6.1 x106 
Escherichia coli ATCC 25922 2.3 x106 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2.1 x106 
Candida albicans  ATTC 10231 2.4 x106 
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3.6.1 การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ 
 นําแบคทีเรียทดสอบขีด (steak) บนอาหาร NA เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว บมที่อุณหภูมิ  
37 oC นาน 24 ชั่วโมง ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียลงในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว 
(Nutrient broth , NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oC  จนสังเกตเหน็วาในหลอดเชื้อ
มีความขุน (ประมาณ 2-8 ชั่วโมง) แลวปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB 
ใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland standard (ซ่ึงประกอบดวย BaCl3  0.048 M ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร และ NH2SO4 0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร) โดยอานคาจาก spectrophotometer ที่ความ
ยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร ใหมีคาการดูดกลนืแสงอยูในชวง 0.08-0.1 เพื่อใหมีเชื้อแบคทีเรียประมาณ 
106-107 CFU/ml 
 
 3.6.2 การเตรียมยีสตทดสอบ 

นํายีสตทดสอบขีด (steak) บนอาหาร Yeast-Malt Extract agar (YMA) เพื่อใหเปนโคโลนี
เดี่ยว บมที่อุณหภูมหิอง (25-30 oC) นาน 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นใชลูปเขีย่โคโลนีเดี่ยวของยีสตลงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลว Yeast-Malt Extract broth (YMB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรแลวนําไปบมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 6-8 ชั่วโมง ปรับความขุนของยีสตทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว Yeast-
Malt Extract broth (YMB) ใหมีความขุนเทยีบเทา 0.5 McFarland standard 
 
 3.6.3 การเตรียมราเอ็นโดไฟตเพื่อทดสอบฤทธิ์ 
 นําราเอ็นโดไฟตที่แยกไดแตละไอโซเลต (isolate) มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 6 ชนิด 
ไดแก  PDA, MEA, YES, CMA, SDA และ GYEA  บมเชื้อราใหเจริญที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 14 
วัน แลวใช cork borrer ที่มีเสนผานศูนยกลางขนาด 7 มิลลิเมตร เจาะตรงสวนที่มีเสนใยราเจริญแลว
ใชเข็มเขี่ยเชื้อราท่ีปลอดเชื้อเขี่ยช้ินราที่เจาะไวไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจลิุนทรียดังขอ 3.6.4 
 
 3.6.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อจุลินทรียจากราเอ็นโดไฟตท่ีแยกได 

นํากานสําลีที่ปลอดเชื้อมาจุมลงในเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่เตรียมไวแลวมากวาด (swab) ลง
บนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ที่มีผิวหนาอาหารแหงใหทั่วจานเลีย้งเชื้อ สวนยีสตใชอาหารเลี้ยง
เชื้อ YMA ทิ้งไวใหผิวหนาอาหารแหงประมาณ 3-5 นาที แลวนําราเอน็โดไฟตที่เตรยีมไว จากขอ 
3.6.3 มาวางลงบนผิวหนาอาหารดังกลาว นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวอาน
ผลการยับยั้งเชือ้จุลินทรีย โดยวัดบริเวณใสที่เกิดขึ้นรอบชิ้นของราที่ทดสอบ 
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3.7 การพิสูจนเอกลักษณและการจัดจําแนกราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 โดยการศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยาภายใตกลองจุลทรรศน 

 
3.7.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งท่ีตางกนั 5  

ชนิด 
นําราเอ็นโดไฟตมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้ 6 ชนิดไดแก PDA, MEA, YES, CMA, SDA 

และ GYEA  แลวสังเกตลักษณะของโคโลนี เสนใย สี สปอร และการสรางรงควัตถุของราดังกลาว  
 
3.7.2 การทํา slide culture 
การทํา slide culture เพื่อศกึษาลักษณะของเสนใย สปอร กานชูสปอร หรือลักษณะอื่นๆ 

ของเชื้อราสามารถเตรียมโดยทําดังนี ้
  1. นํากระดาษกรองหรือผากอชที่ฆาเชื้อแลววางลงในจานเพาะเชื้อที่ฆาเชื้อแลว
วางแทงแกวรูปตัววีหรือแทงไมที่มีความยาวพอเหมาะ 2 แทง ที่ฆาเชื้อแลวทับบนกระดาษกรอง
หรือผากอช จากนั้นวางแผนสไลดที่ฆาเชื้อแลวลงบนแทงแกวหรือแทงไมอีกที 
  2. ตัดชิ้นวุนขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร หนาประมาณ 1-2 มิลลิเมตรวางลงบน
แผนสไลด แลวเขี่ยเชื้อราที่ตองการศึกษาใสลงที่ดานขางของชิ้นวุนทั้ง 4 ดาน จากนั้นปดทับดวย
กระจกปดสไลดที่ฆาเชื้อแลว โดยการจุมแอลกอฮอลแลวลนไฟ 
  3. เติมน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวลงในจานเพาะเชื้อพอใหชุมกระดาษกรองหรือผากอช 
ปดฝาจานเพาะเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองหรือท่ี 30 oC เปนเวลา 3-5 วันหรือจนกวาเชื้อราจะเจริญเต็มที่
สังเกต การเจริญของเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศนทุกวัน โดยยกทั้งจานเพาะเชื้อขึ้นมาวางบนแทน
กลองจุลทรรศน เปดฝาออก แลวจึงสองดูดวยเลนสกําลังขยายต่ําสุด 

 4. เมื่อสังเกตเห็นวาเชื้อราเจริญเต็มที่แลว เชน มีโครงสรางของสปอร และกานชู 
สปอร หรือลักษณะอื่นๆ ตามที่ตองการแลว จึงหยดสียอมแลคโตฟนอลคอตตอนบลู (Lactophenol 
cotton blue) ลงบนแผนสไลดที่เตรียมไว ปดทับดวยกระจกปดสไลดที่เสนใยของเชื้อราเจริญอยู 
นําไปศึกษาลกัษณะเสนใยของสปอร หรือลักษณะอืน่ๆ ของเชื้อราภายใตกลองจลุทรรศน จากนั้น
ทาขอบสไลดดวยน้ํายาทาเล็บเพื่อปองกันสียอมแหงหากเก็บไวศึกษาตอไป 
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3.8 การวัดการเจริญเติบโตของราเอ็นโดไฟตสายพนัธุ CHB18 
เล้ียงราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 ในอาหาร MEA บนจานเพาะเชื้อเปนเวลา 14 วัน 

จากนั้นใช cork borrer ปลอดเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตรมาเจาะลงบนเสนใยรา 5 ช้ิน 
แลวเพาะเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MEB ปริมาตร 100 มิลลิลิตรตอ 1 ขวดขนาด 250 มิลลิลิตร 
บมที่อุณหภูมหิอง(25-30 oC) เปนเวลา 51 วัน ทําการชั่งน้ําหนกัของเสนใยราทกุๆ 3 วัน โดยกรอง
แยกจากน้ําเล้ียงเช้ือดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 93 ที่อบแหงทีอุ่ณหภูมิ 60 oC 48 ชั่วโมงชัง่
น้ําหนกักระดาษกรองที่อบแลวกอนนําไปกรอง จากนัน้นําเสนใยราที่ติดบนกระดาษกรองไปอบให
แหงที่อุณหภูม ิ60 oC 48 ชั่วโมง แลวนําไปชั่งน้ําหนกั  
 
3.9 การสกัดสารทุติยภูมิจากราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 
 
 3.9.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อราเอ็นโดไฟต 
 เล้ียงราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 ในอาหาร MEA บนจานเพาะเชื้อเปนเวลา 14 วัน 
จากนั้นใช cork borrer ปลอดเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตรเจาะลงบนเสนใยรา นําชิ้น
เสนใยราที่เจาะไว 5 ชิ้น ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MEB ปริมาตร 100 มิลลิลิตรตอ 1 ขวด
เพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวทั้งหมดปริมาตร 10 ลิตร บมที่อุณหภูมิหอง (25-30 oC) โดยการตั้งทิ้ง
ไวเปนเวลา 6 สัปดาห 
  

3.9.2 การสกัดสารทุติยภูมิจากราเอ็นโดไฟตสายพนัธุ CHB18 
 นําราเอ็นโดไฟตที่เล้ียงในอาหารเหลวจากขอ 3.9.1 มากรองแยกเสนใยราและน้ําเล้ียงเชื้อ
โดยใชกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ไดน้ําเล้ียงเชื้อ 7.2 ลิตรและเสนใยรา 1289 กรัม เติมตัวทํา
ละลายเอทิลแอซิเตตลงไปในน้ําเล้ียงเชื้อแลวเขยาเพื่อสกดัสารจากน้ําล้ียงเชื้อแลวระเหยตวัทํา
ละลายออกภายใตความดันดวยเครื่องระเหยแบบหมนุ สวนของน้ําเล้ียงเชื้อที่เหลือจากการสกัด
นําไปทําใหแหง 3.52 กรัม ไดสารสกัดจากน้ําเล้ียงเชื้อสวนเอทิลแอซิเตต 1.06 กรัม  

เสนใยรานําไปปนใหละเอียดดวยเครื่องปน (blender) เติมตัวตัวทําละลายเอทิลแอซิเตตลง
ไปเพื่อสกัดสารจากเสนใยราแลวระเหยตวัทําละลายออกภายใตความดนัดวยเครื่องระเหยแบบหมนุ 
ไดสวนสกดัจากเสนใยรา 2.37 กรัม กากที่เหลือของเสนใยราจะสกัดตอดวยเมทานอล ไดสวนสกดั
น้ําหนกั 2.43 กรัม ดังแสดงในภาพที่ 1 
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เล้ียงราเอ็นโดไฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว malt extract broth 10 ลิตร 

    บมที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 6 สัปดาห 
         กรอง 

 
 
น้ําเล้ียงเชื้อ 7.6 ลิตร       เสนใยรา 1289 กรัม 

   สกัดดวยเอทิลแอซิเตต            สกัดดวยเอทิลแอซิเตต 
 
 

สารสกัดหยาบเอทิล  กากที่เหลือ กากที่เหลือ          สารสกัดหยาบเอทิลแอซิ
แอซิเตตจากน้าํเล้ียงเชื้อ             เตตจากเสนใยรา(MeO1) 
(Be01)1.05 กรัม      สกัดดวย 2.37 กรัม 

      เมทานอล 
        สารสกัดหยาบเมทานอล 
           จากเสนใยรา(Me02) 

     2.43 กรัม  
 

ภาพที่ 3.1 แสดงขั้นตอนการสกัดสารทุติยภูมิจากน้ําเล้ียงเชื้อและเสนใยของราเอ็นโดไฟตสายพนัธุ   
CHB18 
 
3.10 การแยกสกัดสารทุติยภูมิจากราเอ็นโดไฟตใหบริสทุธ์ิ  
 
 3.10.1 การแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเลี้ยงเชื้อ (Be01) ใหบริสุทธ์ิ 

เตรียมตัวอยางโดยนําสารสกดัหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเลี้ยงเชื้อ(Be01) น้ําหนัก 1.05 
กรัม บดผสมกับซิลิกาเจลประมาณ 4 กรัมใหเปนเนื้อเดยีวกันบรรจุลงเหนือคอลัมน แลวชะดวยการ
เปล่ียนอัตราสวนตวัทําละลายดังนี้ เฮกเซน, เฮกเซน-คลอโรฟอรม, คลอโรฟอรม, คลอโรฟอรม-เม
ทานอล, เมทานอล ตามลําดับ ผลการแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชื้อ (Be01) แสดง
ในตาราง 3.3  
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ตารางที่ 3.3 แสดงผลการแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชื้อ (BeO1) 
 
ลําดับ
สวนที ่

(เร่ิมตน) 

ลําดับ
สวนที ่
(หลัง) 

ตัวทําละลาย 
 

ลักษณะสาร น้ําหนกั 
(มิลลิกรัม) 

1-21 BeO1.1 5-30%คลอโรฟอรมในเฮกเซน ครูดสีเหลือง 4.1 
22-32 BeO1.2 30-70%คลอโรฟอรมในเฮกเซน ครูดสีเหลือง 8.2 
33-41 BeO1.3 70-80%คลอโรฟอรมในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาล 2.8 
42-56 BeO1.4 90%คลอโรฟอรมในเฮกเซน ครูดสีเหลือง 20.1 
57-63 BeO1.5 90-95%คลอโรฟอรมในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาล 5.5 
64-70 BeO1.6 95-98%คลอโรฟอรมในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาล 41.2 
71-74 BeO1.7 99%คลอโรฟอรมในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาล 38.0 
75-90 BeO1.8 100%คลอโรฟอรม ผลึกสีขาวปนน้ํามัน 55.3 
91-114 BeO1.9 1-5%เมทานอลในคลอโรฟอรม ครูดสีน้ําตาล 28.4 
115-118 BeO1.10 8%เมทานอลในคลอโรฟอรม ครูดสีน้ําตาล 98.5 
119-129 BeO1.11 10-20%เมทานอลในคลอโรฟอรม ครูดสีน้ําตาล 73.4 
130-140 BeO1.12 20-30%เมทานอลในคลอโรฟอรม ครูดสีน้ําตาล 58.7 
141-158 BeO1.13 35-50%เมทานอลในคลอโรฟอรม ครูดสีน้ําตาล 158.8 
159-173 BeO1.14 50-100%เมทานอลใน

คลอโรฟอรม 
ครูดสีน้ําตาล 128.1 
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3.10.2 การแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) ใหบริสุทธ์ิ 
เตรียมตัวอยางโดยนําสารสกดัหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเลี้ยงเชื้อ(Me01) น้ําหนัก 2.37 

กรัม บดผสมกับซิลิกาเจลประมาณ 4 กรัมใหเปนเนื้อเดยีวกันบรรจุลงเหนือคอลัมนแลวชะดวยการ
เปล่ียนอัตราสวนตวัทําละลายดังนี้ เฮกเซน, เฮกเซน-ไดคลอโรมีเทน, ไดคลอโรมีเทน, ไดคลอโร
มีเทน-เมทานอล, เมทานอล ตามลําดับ ผลการแยกสารสกัดหยาบจากเสนใยรา (Me01) แสดงใน
ตาราง 3.4 
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ตารางที่ 3.4 แสดงผลการแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) 

ลําดับสวน
ที่ 

(เร่ิมตน) 

ลําดับสวน
ที่ 

(หลัง) 

ตัวทําละลาย ลักษณะสาร น้ําหนกั 
(มิลลิกรัม) 

1-11 MeO1.1 5-30%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน น้ํามันสีเหลือง 53.9 
12-14 MeO1.2 30%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน น้ํามันสีเหลือง 67.1 
15-16 MeO1.3 40%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ไขสีเหลือง 65.6 
17-20 MeO1.4 40%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ไขสีขาวเหลือง 409.5 
21-22 MeO1.5 40%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ไขสีสม 503.6 
23-25 MeO1.6 40-50%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน น้ํามันสีน้ําตาลแดง 747.9 
26-27 MeO1.7 50%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาลแดง 51 
28-29 MeO1.8 50%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ผลึกสีขาวปนน้ํามัน 20.1 

30 MeO1.9 50%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ผลึกสีขาวปนน้ํามัน 10.1 
31-33 MeO1.10 60%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน กึ่งของแข็งสีน้าํตาล 44.8 
34-41 MeO1.11 60%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน กึ่งของแข็งสีน้าํตาล 130.8 
42-46 MeO1.12 60%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน กึ่งของแข็งสีน้าํตาล 90.4 
47-50 MeO1.13 70%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน กึ่งของแข็งสีน้าํตาล 78.1 
51-53 MeO1.14 80%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน กึ่งของแข็งสีน้าํตาล 92.7 
54-57 MeO1.15 80%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาล 91.8 
58-61 MeO1.16 90%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาล 101.7 
62-65 MeO1.17 90%ไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน ครูดสีน้ําตาล 88.7 
66-71 MeO1.18 100%ไดคลอโรมีเทน ครูดสีน้ําตาล 120.5 
72-73 MeO1.19 10%เมทานอลในไดคลอโรมีเทน ของแข็งสีน้ําตาล 103 
74-80 MeO1.20 20%เมทานอลในไดคลอโรมีเทน ของแข็งสีน้ําตาล 352.4 
81-88 MeO1.21 30%เมทานอลในไดคลอโรมีเทน ของแข็งสีน้ําตาล

เขม 
773.4 

89-99 MeO1.22 30-50%เมทานอลในไดคลอโร
มีเทน 

ของแข็งสีน้ําตาล 103.2 

100-114 MeO1.23 50-100%เมทานอลในไดคลอโร
มีเทน 

ของแข็งสีน้ําตาล 33.9 
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 3.11 การทําใหบริสุทธ์ิและสมบัติทางเคมขีองสารบริสุทธ์ิท่ีไดจากราเอ็นโดไฟต CHB18 
 
 3.11.1 การทําใหบริสุทธ์ิและสมบัติทางเคมขีองสารบริสุทธ์ิ 1 จากลําดับสวนท่ี Be01.8 และ
จากลําดับสวน Me01.8  
 ผลึกสีขาวปนน้ํามันที่ไดจากลําดับสวนที่ Be01.8 และ Me01.8 ที่แยกดวยคอลัมน
โครมาโทกราฟและใช เฮกเซน: คลอโรฟอรม ในอัตราสวน 50:50 เปนตัวชะ สารที่ไดนํามาตกผลกึ
ซํ้าดวยคลอโรฟอรม จากนั้นลางผลึกดวยเฮกเซน: คลอโรฟอรม 80:20 ไดผลึกรูปเข็มสีขาวปริมาณ 
54.4 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 1) สารบริสุทธิ์ที่ไดมีสมบัติดังนี ้
 m.p. :  267 oC ; 
    λmax  (CHCl3, ) : 0.788, 0.656 nm ; 

[α]D  : -43 (1 mg/ml, CHCl3) ; 

 νmax(cm-1): 3412(s) 1746(m) 1696(m) 1567(s) 1408(s) 1271(w) 1007(w) cm-1 (รูปที่ 2 ใน
ภาคผนวก ข) ; 
 δH (CDCl3, 400 MHz.): 7.351 (2H, dd, J  = 6.8 และ 7.6 Hz, 3’- H และ 5’- H), 7.278 (1H, 
dd, J  = 8.8 และ 7.2 Hz, 4’- H), 7.167 (2H, d, J = 6.8 Hz, 2’- H และ 6’- H), 6.141 (1H, dd, J = 2.8 
และ 16 Hz, 20- H), 5.720 (1H, dd, J  = 9.6 และ 15.6 Hz, 13- H), 5.663 (1H, t, J  = 2.4 และ 2.4 Hz, 
21- H), 5.370 (1H, dd, J  = 5.2 และ 10.4 Hz, 14- H), 5.329 (2H, s, 12- H), 5.171 (1H, dd, J  = 2.8 
และ 16 Hz, H-19), 5.122 (2H, s, H-12), 3.841 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-7), 3.266 (1H, dt, J  = 4.4 
และ 8.8 Hz, 3- H), 2.885 (1H, dd, J  = 10 และ 9.6 Hz, 8- H), 2.853 (2H, dd, J  = 4.8 และ 12.4 Hz, 
10- H), 2.780 (1H,,16- H), 2.762 (1H, d, J = 5.6 Hz, 5- H), 2.707 (2H, dd, J  = 9.2 และ 13.2 Hz, 
10- H), 2.543 (2H, q, J  = 11.2 Hz, 15- H), 2.298 (3H, s, H-CH3(Ac)), 2.181 (1H, dd, J = 3.6 และ 
4.4 Hz, 4- H), 2.056 (2H, dd, J  = 5.6 และ 13.6 Hz, 15- H), 1.542 (3H, s, 23- H), 1.230 (3H, d, J = 
6.4 Hz, 22- H), 0.980 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-11) ppm (รูปที่ 3 ในภาคผนวก ข) ; 
 δC (CDCl3, 100 MHz): 210.319 (C-17), 173.712(C-1), 169.761(CH3C(O)), 147.545(C-6), 
137.272(C-1’), 134.161(C-14), 132.323(C-20), 130.630(C-13), 129.127(C-2’), 128.975(C-3’), 
127.617(C-19), 127.121(C-4’), 114.538(C-12), 77.732(C-18), 77.137(C-21), 69.854(C-9), 
53.587(C-3), 53.312(C-9), 50.010(C-4), 46.998(C-8), 45.327(C-10), 42.361(C-16), 37.754(C-15), 
32.690(C-5), 24.202(C-23), 20.885(C-CO), 19.420(C-22) และ 13.693(C-11) ppm (รูปที่ 4 ใน
ภาคผนวก ข) ; 
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 MS สเปกตรัม [M+Na]+ m/z: 507.2519  (รูปที่ 5 ในภาคผนวก ข);  
ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค 2D NMR (HSQC, HMBC, COSY) แสดงไวในรูป 6, 7 และ 8 

ในภาคผนวก ข 
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Cytochalasin D 
 

รูปท่ี 3.1 โครงสรางของสารบริสุทธิ์ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 54

 3.11.2 การทําใหบริสุทธ์ิและสมบัติทางเคมขีองสารบริสุทธ์ิ 2 จากลําดับสวนท่ี Be01.4 
 ครูดสีเหลืองที่ไดจากลําดับสวนที่ Be01.4 ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟและใช  
เฮกเซน: คลอโรฟอรม ในอัตราสวน 10: 90 เปนตัวชะ ครูดแลวนํามาทําการแยกสารตอดวยวิธี 
Preparative TLC โดยใช 100% เอทิลแอซิเตตเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ไดของแขง็สีขาวหนัก 1.0 
มิลลิกรัมที่คา Rf = 0.61 (สารบริสุทธิ์ 2) สารบริสุทธิ์ที่ไดมีสมบัติดังนี้ 
 m.p. :  133-134 oC ; 
    λmax  (CHCl3, ) :  310 nm ; 

[α]D 
25 : +10(1 mg/ml, MeOH) ; 

 νmax(cm-1) 3489(m), 2919(s), 2856(m), 1670(s), 1585(m), 1256(s) และ 1045(m) cm-1 (รูป
ที่ 10 ในภาคผนวก ข) ; 
 δH (CDCl3, 400 MHz.): 11.91(1H, s, H-O), 8.06(1H, d, J = 8.8 Hz, H-6), 6.99(1H, d, J = 
7.2 Hz, H-7), 5.03(1H, s, H-4), 4.98(1H, q, J = 6.4 Hz, H-3), 3.88(3H, s, H-1’), 1.28(3H, d, J = 
7.2 Hz, H-2’)ppm (รูปที่ 11 ในภาคผนวก ข) 
  δC (CDCl3, 100 MHz): 168(C-1), 167(C-OMe), 165.4(C-8), 142.0(C-4a), 138.5(C-6), 
121.5(C-5), 118.1(C-7), 79.5(C-3), 65.1(C-4), 52.7(C-1’), 18.7(C-2’)ppm (รูปที่ 12 ในภาคผนวก 
ข) ; 
 MS สเปกตรัม [M+Na]+ m/z: 252.0632 (รูปที่ 13 ภาคผนวก ข) ; 
 ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค 2D NMR (HSQC, HMBC, COSY) แสดงไวในรูป 14, 15 และ 
16 ในภาคผนวก ข 
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3.11.3 การทําใหบริสุทธ์ิและสมบัติทางเคมขีองสารบริสุทธ์ิ 3 จากลําดับสวนท่ี Be01.4 
 ครูดสีเหลืองที่ไดจากลําดับสวนที่ Be01.4 ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟและใช  
เฮกเซน: คลอโรฟอรม ในอัตราสวน 10: 90 เปนตัวชะ ครูดแลวนํามาทําการแยกสารตอดวยวิธี 
Preparative TLC โดยใช 100% เอทิลแอซิเตตเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ไดผลึกรูปเข็มไมมีสีหนัก 1.5 
มิลลิกรัมที่คา Rf= 0.49 (สารบริสุทธิ์ 3) สารบริสุทธิ์ที่ไดมีสมบัติดังนี้ 
 m.p. :  133-134 oC ; 
    λmax  (CHCl3, ) :  310 nm ; 

[α]D
25

 : +10(1 mg/ml, MeOH) ; 

 νmax(cm-1) 2939(w), 1705(m), 1610(s), 1464(w), 1220(m) และ 772 (w) cm-1(รูปที่ 18 ใน
ภาคผนวก ข); 

δH (CDCl3, 400 MHz.): 0.95(3H, d, J = 6.4 Hz, H-(6’-CH3)), 2.42(2H, dd, J = 4.8 and 
16.8 Hz, H-5’), 2.83(1H, m, J = 4.8, 14 and 6.4 Hz, H-6’), 3.02(2H, dd, J = 16.8 and 14 Hz, H-
5’), 3.61 (3H, s, H-(2’-OCH3)), 3.97 (3H, s, H-(6-OCH3)), 4.02 (3H, s, H-(4-OCH3)), 5.53(1H, s, 
H-3’), 6.12(1H, s, H-5)ppm (รูปที่ 19 ในภาคผนวก ข); 
 δC (CDCl3, 100 MHz): 197.0(C-4’), 192.5(C-3), 170.7(C-2’), 169.5(C-7a), 164.5(C-4), 
157.7(C-6), 105.1(C-3a), 104.8(C-3’), 97.2(C-7), 90.7(C-1’), 89.4(C-5), 56.9(C-(4-OCH3)), 
56.6(C-(2’-OCH3)), 56.3(C-(6-OCH3)), 40.0(C-5’), 36.4(C-6’), 14.2(C-(6’-CH3))ppm (รูปที่ 20 ใน
ภาคผนวก ข); 
 MS สเปกตรัม [M]+: 352.6011 (รูปที่ 21 ในภาคผนวก ข); 
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3.12 การทดสอบฤทธิ์ทางชวีภาพของสารประกอบที่แยกได 
  

3.12.1 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย 
  

  3.12.1.1 การทดสอบฤทธิ์การยับยัง้เชื้อจุลินทรียของสารสกัดหยาบจากราเอ็นโด
ไฟตสายพันธุ CHB18 
  นําสารที่สกัดไดจากราเอน็โดไฟตมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งชื้อจุลินทรีย ซ่ึง
เชื้อจุลินทรียทีใ่ชไดแก B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. 
aeruginosa ATCC 27853 และ C. albicans ATCC 10231 โดยใชวิธี Paper disk diffusion method 
(Jorgensen และคณะ, 1999) ซ่ึงมีวิธีดังนี ้
 
   3.12.1.1.1 การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ  
   การเตรียมแบคทีเรียทดสอบใชวิธีการเตรยีมเชนเดยีวกับขอ 3.6.1 
 
   3.12.1.1.2 การเตรียมยีสตทดสอบ  
   การเตรียมยีสตทดสอบใชวธีิการเตรียมเชนเดียวกับขอ 3.6.2 
 

3.12.1.1.3 การเตรียมสารสกดัหยาบเพื่อทดสอบ 
   นําสารสกัดหยาบมา 50 มิลลิกรัมมาละลายใน DMSO 0.1 มิลลิลิตร
จากนั้นนําสารละลายที่ไดมาเจือจางดวย 0.1% Tween 80 ในน้ํา  
 
   3.12.1.1.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยัง้เชื้อจุลินทรียของสารสกัดจากหยาบ
ราเอ็นโดไฟต 
    นํากานสําลีที่ปลอดเชื้อมาจุมลงในเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่เตรียมไวแลว
มากวาดลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ที่มีผิวหนาอาหารแหงใหทัว่จานเลีย้งเชื้อ สวนยีสตใช
อาหารเลี้ยงเชือ้ YMA ทิ้งไวใหผิวหนาอาหารแหงประมาณ 3-5 นาที นําสารสกัดหยาบที่เตรียมไว 
0.02 มิลลิลิตรหยดลงบน paper disk ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.6 เซนติเมตร จากนั้นนําไปวางลง
บนผิวหนาอาหารดังกลาว แลวนําจานเลีย้งเชื้อไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37o C เปนเวลา 24 ช่ัวโมงแลววัด
บริเวณใสที่เกดิรอบ paper disk 
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 3.12.1.2 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารแตละลําดับสวน 
 นําสารแตละลําดับสวนมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งชื้อจุลินทรีย ซ่ึงเชื้อจลิุนทรียที่ใช

ไดแก B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa 
ATCC 27853 และ C. albicans ATCC 10231 โดยใชวิธี Paper disk diffusion method โดยใชวิธีการ
ทดลองเชนเดยีวกับขอ 3.13.1.1 

 
 3.12.1.3 การทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรยีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได 

            วิธีการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจลิุนทรียของสารประกอบดวยวิธี The Minimum 
Inhibitory Concentration    Method (MIC) (Jorgensen, J.H., 1999)   เปนการหาระดบัความเขมขน
ต่ําสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดโดยใช  Microtiter Plate Broth Dilution Technique  
มีขั้นตอนการทดสอบ ดังนี ้
 
   3.12.1.3.1 การเตรียมสารละลายสารบริสุทธ์ิ 
   นําสารบริสุทธิ์  1.0 มิลลิกรัม  ผสมกับตัวทําละลาย 10 % DMSO ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ 4 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสารประกอบที่ความเขมขน    250 µg/ml ซ่ึงเปนความ
เขมขนแรกในระดับความเขมขนที่เราตองการ หลังจากนั้นก็เจือจางดวยอาหารเลี้ยงเชื้อใหไดระดบั
ความเขมขน 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81 และ 3.91 µg/ml  ตามลําดับ 
  ระดับความเขมขนของสารละลายสารประกอบ คือ 
  ความเขมขนสุดทาย  125     µg/ml 
  ความเขมขนสุดทาย  62.5    µg/ml 
  ความเขมขนสุดทาย  31.25  µg/ml 
  ความเขมขนสุดทาย  15.63  µg/ml 
  ความเขมขนสุดทาย  7.82    µg/ml 
  ความเขมขนสุดทาย  3.91    µg/ml 
  ความเขมขนสุดทาย  1.96    µg/ml 
  ความเขมขนสุดทาย  คือ  ความเขมขนสุดทายของสารละลายสารบริสุทธิ์ที่วัดได
ใน  96  well  microtiter  plate  หลังจากเตมิอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจลิุนทรียแขวนลอยทดสอบลง
ไป 
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   3.12.1.3.12 การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุมบวก (Positive Control) 
   ใช Penicillin G, Erythromycin, Sulfadimidine, Streptomycin, Iprodine 
และ Ketoconazole เปนสารชุดควบคุมบวก ในการเจือจางสารละลายทําเชนเดยีวกับการเจือจาง
สารละลายสารประกอบในขอ 3.13.1.3.1 
   
   3.12.1.3.3 การเตรียมเชื้อจุลินทรีย 
   จุลินทรียสําหรับทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ประกอบดวย 
แบคทีเรียแกรมบวก  2  ชนดิไดแก Bacillus subtilis และ  Staphylococcus aureus  แบคทีเรียแกรม
ลบ  2  ชนิดไดแก Escherichia  coli และ  Pseudomonas  aeruginosa และเชื้อรา  1  ชนิดไดแก 
Candida  albicans  การเตรียมเชื้อทดสอบจะเตรียมตามขอ 3.6.1 และ 3.6.2 โดยแบคทีเรียจะนํามา
เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mueller Hinton Broth (MHB)  และราจะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Yeast-Malt Extract Broth (YMB)  
   
   3.12.1.3.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยัง้จุลินทรีย 
   การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจลิุนทรียจะทําการทดสอบใน  96 well 
microtiter plate  โดยกอนการหยอดสารละลายสารบริสุทธิ์และสารชุดควบคุมบวก ใหทําแผนผัง
ระบุชนิดและตําแหนงของสารที่จะหยอดลงใน  96 well microtiter plate  เสียกอนเพื่อความถูกตอง
ของการแปลผลการทดสอบที่ไดสารที่จะหยอดลงใน 96 well microtiter plate  มีดังนี้ 
Blank       - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
             - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจลิุนทรียแขวนลอยทดสอบ 
                                      - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและสารละลายสารบริสุทธิ์ตามระดับความเขมขน 
ยา Positive  Control     - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจลิุนทรียแขวนลอยทดสอบ + ระดับความ 
                   เขมขนของยา  
Test  Sample            - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจลิุนทรียแขวนลอยทดสอบ + ระดับความ 
                   เขมขนของสารละลายสารบริสุทธิ์ 
ปริมาตรที่ใช คือ สารจุลินทรียแขวนลอย  50 µl และ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว+ สารละลายสารบริสุทธ์ิ  
50 µl  ซ่ึงจะรวมไดปริมาตรที่ใช  100 µl / หลุม 
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   3.12.1.3.5 การแปรผล 
   อานผลการทดลองเปนคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Sunrise Microtiter 
Plate Reader ที่ความยาวคลื่น 625  นาโนเมตร   เปรยีบเทียบคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเชือ้
เหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบของเชื้อกอนบมเชือ้กับคาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเชือ้
เหลวและสารละลายสารบริสุทธิ์ตามระดับความเขมขนโดยใหเปรียบเทียบกับคาการดูดกลืนแสง
ของเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ + ลําดับความเขมขนของสารละลายสารบริสุทธ์ิ
หลังจากบมเชือ้แลว 24  ช่ัวโมง 
  หากคาการดดูกลืนแสง ของ Test Sample หรือยา Positive Control  มีคาสูงกวา 
แสดงวาสารละลายสารบริสุทธิ์หรือยาในความเขมขนนัน้ๆ ไมสามารถยับยั้งการเจรญิของจุลิน 
ทรียได แตถาคาการดูดกลืนแสงของ Test Sample หรือยา Positive Control มีคาต่ํากวา แสดงวา
สารละลายสารบริสุทธิ์หรือยาในความเขมขนนั้นๆ สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดความ
เขมขนของสารละลายสารบริสุทธิ์ตัวสุดทายที่มีคาต่ํากวา  คานั้นคือคา MIC (Minimal Inhibitory 
Concentration) 
 
หมายเหต ุ อาจมีการเพิ่มระดับความเขมขน หรือลดระดับความของสารละลายสารบริสุทธิ์ 

เพื่อหาคา MIC 
 

3.12.2 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็ง   
การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารบริสุทธิ์ที่แยกไดตอเซลลมะเร็ง ไดรับความอนุเคราะห

จากสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร ทําการทดสอบความเปนพษิตอ
เซลลมะเร็งโดยเลี้ยงเซลลมะเร็ง 5 ชนดิ ไดแก เซลลมะเร็งตับ (HEP-G2) เซลลมะเร็งปอด 
(CHAGO) เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW 620) เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) และ
เซลลมะเร็งเตานม (BT474) ในหลอดทดลองดวยวิธี colorimetric โดยใชสาร MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Carmichael และคณะ, 1987) ซ่ึงมี
หลักการคือจํานวนเซลลที่รอดชีวิต/หลุม จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณการผลิตสาร formazan 
ที่สามารถวัดไดโดยการนําสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

นําเซลลมะเร็งมาเลี้ยงและเกบ็เซลลในชวงที่มีการเจริญเติบโตไดดีที่สุด (exponential 
phase) นับจํานวนเซลลดวย trypan blue exclusion นําเซลลมะเร็งที่ทราบจํานวนมาใสลงในหลุมทั้ง 
96 หลุมของ microtiter plates หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมเซลลในบรรยากาศที่มีกาซ
คารบอนไดออกไซดความเขมขน 5 เปอรเซ็นต และความชื้นสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 37 
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oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารที่ตองการทดสอบอยูลงไปในแตละหลุม 
(ในกลุมควบคมุ N เทากับ 6 และในกลุมทดลอง N เทากบั 3) สวนหลุมที่อยูรอบๆ microtiter plates 
(lacking cells) ใชสําหรับชุดควบคุม (N เทากับ 2) และกลุมควบคุมลบ tetrazolium (Nเทากับ 6) 
จากนั้นนําไปบมตอเปนเวลา 4 วัน กอนที่จะเติมสารละลาย tetrazolium MTT stock solution มี
วิธีการเตรียมดงันี้ นํา MTT 5 มิลลิกรัมมาละลายใน 1 มิลลิลิตรของ PBS นําไปอบนึ่งฆาเชื้อแลว
กรองผาน 0.45 µl filter units สําหรับ MTT working solutions เตรียมโดยนํา MTT stock solution 
มาเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่อุนในอัตราสวน 1:5 (ปริมาตร/ปริมาตร) นํา MTT working 
solution ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมแตละหลุม จากนั้นบมตอไปอีก 4-24 วัน ที่อุณหภูม ิ
37  oC ขึ้นอยูกับการทดลอง นําสารในหลุมไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบต่ํา เปนเวลา 5 นาที ถาใน
หลุมดังกลาวมีสารแขวนลอยอยู ดูดสวนน้ําใสในแตละหลุมออกประมาณ 10-20 ไมโครลิตร แลว
เติม DMSO ปริมาตร 150 ไมโครลิตร นําสวนใสที่ไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร 

การวัดอัตราการเจริญและอตัราการยับยั้งการเจริญ คํานวณจากเปอรเซ็นตของคาการ
ดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลงไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
  



 

บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ราเอ็นโดไฟตท่ีแยกไดจากใบกระทอน Sandoricum koetjape จากจังหวัดจันทบุรี 
 ในการทดลองนี้ไดเก็บตัวอยางใบกระทอนจากจังหวดัจันทบุรีทําการแยกราจากใบ
กระทอนไดทัง้หมด 20 สายพันธุ และไดทาํการพิสูจนเอกลักษณของราเอ็นโดไฟตทีแ่ยกไดโดยการ
ทํา slide culture เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใยสปอร กานชูสปอร หรือลักษณะอืน่ๆ ของเชื้อรา
ภายใตกลองจลุทรรศน รายละเอียดและลักษณะโคโลนีของราเอ็นโดไฟตที่แยกไดแสดงในตารางที่ 
4.1 รูปราเอ็นโดไฟตที่แยกไดลักษณะเสนใยและสปอรแสดงในรูปที่ 4.1 และ 4.2 
 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะของโคโลนีและการจดัจําแนกราเอน็โดไฟตทีแ่ยกไดจากใบกระทอนจาก
จังหวดัจันทบรีุ 

ลักษณะโคโลนีของราเอ็นโดไฟตบนอาหาร MEA สายพันธุ 
ลักษะโคโลนี สีของโคโลน ี สีท่ีสรางใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

ชนิดของรา 

CHB01 เรียบไมฟู ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB02 เรียบไมฟู ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB03 เรียบไมฟู เทา ไมสราง Colletotrichum sp. 
CHB04 เรียบไมฟู ขาวอมเหลือง น้ําตาลเขม Mycelia sterilia 
CHB05 ฟูคลายสําลี ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB06 สรางสโตรมา เทาดํา ไมสราง Xyralia sp. 
CHB07 สรางสโตรมา ขาว ไมสราง Xyralia sp. 
CHB08 ฟูคลายสําลี ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB09 ฟูคลายสําลี ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB10 สรางสโตรมา ขาว ไมสราง Xyralia sp. 
CHB11 เรียบไมฟู เหลืองอมเขียว เหลือง Mycelia sterilia 
CHB12 ฟูคลายสําลี ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB13 ฟูคลายสําลี ขาวอมสม สมออน Fusarium sp. 
CHB14 ผิวเรยีบไมฟู ขาวปนน้ําตาล เหลืองออน Mycelia sterilia 
CHB15 สรางสโตรมา ขาวปนดํา ไมสราง Xyralia sp. 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) ลักษณะของโคโลนีและการจัดจําแนกราเอ็นโดไฟตที่แยกไดจากใบกระทอนจาก
จังหวดัจันทบรีุ 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอ็นโดไฟตบนอาหาร MEA สายพันธุ 
ลักษณะโคโลนี สีของโคโลน ี สีท่ีสรางในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ 

ชนิดของรา 

CHB16 ผิวเรยีบไมฟู ขาว เหลืองออน Mycelia sterilia 
CHB17 ฟูคลายสําลี ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB18 สรางสโตรมา ขาวปนน้ําตาล น้ําตาล Xyralia sp. 
CHB19 ผิวเรยีบไมฟู ขาว ไมสราง Mycelia sterilia 
CHB20 ฟูคลายสําลี ขาว แดง Fusarium sp. 

 
 



 63

 
 

รูปท่ี 4.1 ลักษณะโคโลนีของราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB01-CHB09ที่แยกจากใบกระทอนที่เจรญิ 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA 
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รูปท่ี 4.1 (ตอ) ลักษณะโคโลนีของราเอ็นโดไฟตสายพนัธุ CHB10-CHB18 ที่แยกจากใบกระทอนที่
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA 
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รูปท่ี 4.1 (ตอ) ลักษณะโคโลนีของราเอ็นโดไฟตสายพนัธุ CHB19-CHB20 ที่แยกจากใบกระทอนที่
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA 
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รูปท่ี 4.2 ลักษณะโคโลนี เสนใยและสปอรของราเอ็นโดไฟตที่แยกได 
(a) แสดงลักษณะเสนใยของ Mycelia sterilia ราสายพันธุ CHB01 (40x) 
(b) แสดงลักษณะสปอรของ Colletotrichum sp. ราสายพนัธุ CHB03 (40x) 
(c) แสดงลักษณะสปอรของ Fusarium sp.  ราสายพันธุ CHB13 (40x) 
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4.2 ราเอ็นโดไฟตท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อจุลินทรยี 
  จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของราเอ็นโดไฟตทีแ่ยกได 
19 สายพันธุในอาหารเพาะเลี้ยง 6 ชนิด โดยใชเทคนิค Dual culture Agar diffusion พบวามีราเอน็
โดไฟตที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียจํานวน 8 สายพันธุ ไดแก CHB02, CHB03, CHB08, CHB10, 
CHB12, CHB13, CHB18 และ CHB20 ราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB02 สามารถยับยั้งเชื้อ B. 
subtilis วัดบริเวณใสรอบชิ้นราได 1.0 ซม สายพันธุ CHB03 สามารถยับยั้งเชื้อ P. aeruginosa วัด
บริเวณใสรอบชิ้นราได 1.1 ซม สายพันธุ CHB08 สามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis และ E. coli วัด
บริเวณใสรอบชิ้นราได 0.9 ซม และ 0.8 ซม ตามลําดับ สายพันธุ CHB10 สามารถยับยั้งเชื้อ P. 
aeruginosa และ S. aureus วัดบริเวณใสรอบชิ้นราได 0.8 ซม และ 0.8 ซม ตามลําดับ สายพนัธุ 
CHB12 สามารถยับยั้งเชื้อ C. albicans วัดบริเวณใสรอบชิ้นราได 0.9 ซม สายพันธุ CHB13 สามารถ
ยับยั้งเชื้อ B. subtilis และ S. aureus วดับรเิวณใสรอบชิ้นราได 1.0 ซม และ1.0 ซม ตามลําดับ สาย
พันธุ CHB18 สามารถยับยั้งเชื้อ C. albicans วัดบริเวณใสรอบชิ้นราได 1.2 ซม สายพันธุ CHB20 
สามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis และ S. aureus  วัดบริเวณใสรอบชิ้นราได  1.1 ซม และ 0.8 ซม 
ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงใน(ตารางที่ 4.2 ภาคผนวก ข) ราเอ็นโดไฟตทั้งหมดที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อ 
จุลินทรียแสดงในตารางที่ 4.2 และเปอรเซน็ตของราเอ็นโดไฟตที่มีฤทธิ์ทั้งหมดที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ 
จุลินทรียทดสอบแสดงในตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบราเอ็นโดไฟตทีแ่สดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบดวยเทคนิค Dual  
culture Agar diffusion 
 

บริเวณยับยั้งการเจริญ(เซนตเิมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
สายพันธุ 

B. subtilis 
ATCC 
6633 

S. aureus 
ATCC 
25923 

E. coli 
ATCC 
25922 

P. aeruginosa 
ATCC 
 27853 

C. albicans 
ATCC 
10231 

CHB02   1.0 - - - - 
CHB03 - - - 1.1 - 
CHB08 0.9 - 0.8 - - 
CHB10 - 0.8 - 0.8 - 
CHB12 - - - - 0.9 
CHB13 1.0 1.0 - - - 
CHB18 - - - - 1.2 
CHB20 1.1 0.8 - - - 

 
หมายเหต ุ

- หมายถึง ไมมฤีทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
 

ตารางที่ 4.3 เปอรเซ็นตของราเอ็นโดไฟตที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
 

 
จุลินทรียทดสอบ 

จํานวนสายพนัธุ
ราที่มีฤทธิ์  

 

เปอรเซ็นตของสาย
พันธุราเอนโดไฟตที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพ (%) 

B. subtilis ATCC 6633 4 20 แบคทีเรียแกรม
บวก S. aureus ATCC 25923 3 15 

E. coli  ATCC 25922 1 5 แบคทีเรียแกรมลบ 
P. aeruginosa ATCC 27853 2 10 

ยีสต C. albicans ATCC 10231 2 10 
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4.3 การพิสูจนเอกลักษณของราเอ็นโดไฟต CHB18 
 4.3.1 การพิสูจนทางสัณฐานวิทยา 
 นําราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB 18 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 6 ชนดิไดแก PDA, MEA, 
YES, CMA, SDA และ GYEA แลวสังเกตลักษณะของโคโลนี เสนใย สี สปอร และการสรางรงค
วัตถุของราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 (รูปที่ 4.3)  
 

   
 
รูปท่ี 4.3 ลักษณะของโคโลนี เสนใย สี และการสรางรงควัตถุของราเอ็นโดไฟต CHB18 เมื่อเล้ียง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 6 ชนิดไดแก PDA, MEA, YES, GYEA, SDA และ CMA 
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รูปท่ี 4.4 ลักษณะสโตรมาของราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
MEA 
 

จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (รูปที่ 4.3) เมื่อสังเกตดวยตาเปลา สองดูดวย
กลอง และทํา slide culture พบวาไมมีสปอร จึงเปนไปไดที่ราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 เปนราที่
ไมมีการสรางสปอรหรือยังไมอยูในสภาวะที่เหมาะสมที่จะสรางสปอร และเมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร
เหลว MEA จะพบเสนสีขาวปนดํางอกขึ้นมาจากเสนใยที่อยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 4.4) ซ่ึงสวนที่
งอกข้ึนมานั้นเรียกวา สโตรมา ดังนั้นจึงไดนําราเอนโดไฟตสายพันธุ CHB18 ไปเลี้ยงบนทอนไม
เพื่อดูลักษณะของสโตรมาที่สมบูรณเพื่อเปนขอมูลในการจัดจําแนกชนดิของเชื้อตอไป 
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รูปท่ี 4.5 การสรางสโตรมาของราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อบนกิ่งไมในขวด
ทรงสูง 
 จากรูป 4.5 เมือ่นําราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 มาเพาะเลี้ยงในขวดทรงสูงและใสกิ่งไม
ลงไปเพื่อใหเชื้อเจริญไปยังกิ่งไมและกระตุนใหเชื้อมกีารสรางสโตรมาหรือสปอรเกิดขึ้น พบวา เรา
เอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 จะมีการสรางสโตรมาเกิดขึ้นทั้งบริเวณกิ่งไมทีใ่สลงไปและบริเวณ
ผิวหนาอาหารแข็ง ลักษณะของสโตรมาที่สรางขึ้นมานั้นจะเปนเสนสีดํา มีปมสีขาวตรงปลายของ 
สโตรมาแตละเสน 
 จาการลักษณะการสรางสโตรมาของราเอ็นโดไฟตสายพนัธุ CHB18 สามารถจัดจําแนกได
วาราชนิดนีเ้ปนราเอ็นโดไฟตในตระกูล Xylariaceae (Christin และคณะ, 2003) หรืออาจเรียกวา 
Endophytic Xylariaceae ราชนิดนี้จะมลัีกษณะที่ตางจากราชนิดอืน่อยางชัดเจน คือ ราเอ็นโดไฟต
สวนใหญจะไมมีการสรางสโตรมา แตราเอ็นโดไฟตในตระกูล Xylariaceae นี้จะมกีารสรางของส
โตรมาอยางชัดเจนและสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 
 รา Xylariaceae นี้เปนราตระกูลหนึ่งในคลาส Ascomycetes ที่จัดอยูในกลุม Non-
Clavicipitaceous grass endophyte ซึ่งประกอบดวยจีนสัประมาณ 40 จีนัส แมวาราตระกูลนี้จะ
สามารถพบไดเกือบทุกประเทศในโลก แตก็ยังพบวารา Xylariaceae จะมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพมากในเขตประเทศแถบโซนรอน ในเริ่มแรกของการศึกษาการจัดแบงรากลุม Xylariaceae 
มักจะเกิดความสับสนอันเนือ่งมาจากรากลุมนี้มีความหลากหลายทางรูปรางลักษณะมาก และปญหา
อีกอยางก็คือการขาดแคลนสปชีสที่ไดจากประเทศแถบโซนรอน รากลุมนี้มีสกุลที่รูจักกันดีคอื 
Xylaria, Hypoxylon และ Daldinia มีรายงานถึง 11 สกุล ของรา Xylariaceae  ที่พบวาเปนราเอ็นโด
ไฟต ซ่ึงจะมกีารรวม Camillea เขาเปนสกลุที่ 12 ที่พบวาเปนราเอ็นโดไฟต สกุลที่เปนตัวแทนของ
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ราเอ็นโดไฟต คือ Biscogniauxia, Daldinia, Hypoxylon, Kretzscmaria, Nemania, Rosellinia และ 
Xylaria (Petrini, 1985 และ Whalley, 1993, 1996) โดยคุณสมบัติที่นาสนใจของราในกลุมนี้คือ รา 
Xylariaceae จะสามารถผลิตสารเมแทบอไลตทุติยภูมิทีม่ีความหลากหลายอยูหลายชนิด ซ่ึงจะตาง
เชื้อรา Ascomycetes ทั่งๆไป สารประกอบหลักที่รา Xylariaceae สรางขึ้นไดแก ไดไฮโดรไอโซคูมา
ริน (Dihydroisocoumarins) พังตาโพโรนิน (Punctaporonins) ไซโตคาลาซิน (Cytochalasins) 
บิวไทโรแลคโตน (Butyroactones) และอนุพันธุของกรดซักซินิก (Succinic acid Derivatives) 
(Whalley และ Edwards, 1995) เปนตน 
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4.4 การวัดการเจริญเติบโตและทดสอบฤทธิ์ของน้ําเลี้ยงเชื้อราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 
 การวัดการเจรญิเติบโตของราเอ็นโดไฟตสายพันธุ CHB18 โดยช่ังน้ําหนกัของเสนใยรา
ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 51 วัน พบวาในชวงวันที่ 1 ถึงวันที่ 21 ราเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว หลังจาก
วันที่ 21 การเจริญเติบโตจะเริ่มนอยลงเขาสูระยะ stationary phase ซ่ึงเปนระยะที่ราจะมีการสราง
สารเมแทบอไลตขึ้นมาเพื่อปองกันตัวเองจากสิ่งแวดลอมภายนอกหลังจากที่ราใชอาหารไปกับการ
เจริญเติบโตในชวง 21 วนัแรก ขอมลูน้ําหนกัของเสนใยราแสดงในตาราง 4.5 กราฟแสดงการ
เจริญเติบโตของราแสดงในรูปที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.4 ขอมูลน้ําหนักแหงของเสนใยรา 
 

วันที ่ น้ําหนกัแหงของเสนใยรา (กรัม) 
1 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 
27 
30 
33 
36 
39 
42 
45 
48 
51 

0.00 
0.54 
0.66 
0.88 
0.96 
1.01 
1.18 
1.21 
1.15 
1.13 
1.18 
1.20 
1.24 
1.17 
1.10 
1.10 
1.14 
1.08 
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รูปท่ี 4.6 กราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโตของราเอ็นโดไฟตสายพันธุ  CHB18 
 

4.5 เปอรเซ็นต (w/w) ของสารทุติภูมิท่ีสรางจากราเอ็นโดไฟต CHB18  
จากการแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชื้อ (Be01) ดวยคอลัมนโครมาโทก

ราฟไดสารทั้งหมด 12 ลําดบัสวน และแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) ดวย
คอลัมนโครมาโทกราฟไดสารทั้งหมด 23 ลําดับสวน นํามาคํานวณน้ําหนักสารที่แยกไดแตละลําดบั
สวนคิดเปนเปอรเซ็นตตอน้ําหนักสารสกัดหยาบ แสดงผลในตารางที่ 4.6 และ 4.7 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4.5 เปอรเซ็นต (w/v) ของสารแตละลําดับสวนที่แยกจากสารสกัดหยาบเอทลิแอซิเตตจาก 
น้ําเล้ียงเชื้อ (Be01) จากราเอน็โดไฟตสายพันธุ CHB18 
 

ลําดับสวนที ่ ลักษณะสาร น้ําหนกั(มิลลิกรัม) % w/v จากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
BeO1.1 ครูดสีเหลือง 4.1 0.00041 
BeO1.2 ครูดสีเหลือง 8.2 0.00082 
BeO1.3 ครูดสีน้ําตาล  2.8 0.00028 
BeO1.4 ครูดสีเหลือง 20.1 0.00201 
BeO1.5 ครูดสีน้ําตาล 5.5 0.00055 
BeO1.6 ครูดสีน้ําตาล 41.2 0.00412 
BeO1.7 ครูดสีน้ําตาล 38.0 0.0038 
BeO1.8 ผลึกสีขาวปนน้ํามัน 55.3 0.0053 
BeO1.9 ครูดสีน้ําตาล 28.4 0.00284 
BeO1.10 ครูดสีน้ําตาล 98.5 0.00985 
BeO1.11 ครูดสีน้ําตาล 73.4 0.00734 
BeO1.12 ครูดสีน้ําตาล 58.7 0.00587 
Be01.13 ครูดสีน้ําตาล 158.8 0.01588 
Be01.14 ครูดสีน้ําตาล 128.1 0.01281 
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ตารางที่ 4.6 เปอรเซ็นต (w/w) ของสารแตละลําดับสวนที่แยกจากสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจาก
เสนใยราเอ็นโดไฟตสายพนัธุ CHB18 
 

ลําดับสวนที ่ ลักษณะสาร น้ําหนกั(มิลลิกรัม) % w/w จากเสนใยรา 
MeO1.1 น้ํามันสีเหลือง 53.9 0.004 
MeO1.2 น้ํามันสีเหลือง 67.1 0.005 
MeO1.3 ไขสีเหลือง 65.6 0.005 
MeO1.4 ไขสีขาวเหลือง 409.5 0.031 
MeO1.5 ไขสีสม 503.6 0.039 
MeO1.6 น้ํามันสีน้ําตาลแดง 747.9 0.058 
MeO1.7 ครูดสีน้ําตาลแดง 51 0.003 
MeO1.8 ผลึกสีขาวปนน้ํามัน 20.1 0.001 
MeO1.9 ครูดสีน้ําตาล 10.1 0.0007 
MeO1.10 ครูดสีน้ําตาล 44.8 0.003 
MeO1.11 ครูดสีน้ําตาล 130.8 0.01 
MeO1.12 ครูดสีน้ําตาล 90.4 0.007 
MeO1.13 ครูดสีน้ําตาล 78.1 0.006 
MeO1.14 ครูดสีน้ําตาล 92.7 0.007 
MeO1.15 ครูดสีน้ําตาล 91.8 0.007 
MeO1.16 ครูดสีน้ําตาล 101.7 0.007 
MeO1.17 ครูดสีน้ําตาล 88.7 0.006 
MeO1.18 ครูดสีน้ําตาล 120.5 0.009 
MeO1.19 ของแข็งสีน้ําตาล 103.0 0.007 
MeO1.20 ของแข็งสีน้ําตาล 352.4 0.027 
MeO1.21 ของแข็งสีน้ําตาลเขม 773.4 0.06 
MeO1.22 ของแข็งสีน้ําตาล 103.2 0.008 
MeO1.23 ของแข็งสีน้ําตาล 33.9 0.002 
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4.6 การแยกสารสกัดหยาบใหบริสุทธ์ิและสมบัติทางเคมขีองสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจากราเอ็นโดไฟต
สายพันธุ CHB18  
 

 4.6.1 การแยกสารสกัดหยาบใหบริสุทธ์ิ 
 สารบริสุทธิ์ 1 เปนผลึกรูปเข็มสีขาว ซ่ึงไดมาจากลําดับสวนที่ Be01.8 ของสารสกัดหยาบ
เอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชือ้(Be01) ที่แยกดวยคอลัมนโทรกราฟโดยใช คลอโรฟอรม 100 %เปน
ตัวชะ และไดมาจากลําดับสวนที่ Me01.8 ของสารสกัดหยาบเอทิลแอซิแตตจากเสนใยรา(Me01) ที่
แยกดวยคอลัมนโทรกราฟโดยใชใช เฮกเซน: ไดคลอโรมีเทน ในอัตราสวน 50:50 เปนตัวชะ ได
ผลึกสีขาวปนน้ํามัน แลวนํามาตกผลึกซ้ําดวยคลอโรฟอรม จากนั้นลางผลึกดวยเฮกเซน: คลอโร 
ฟอรม 80:20 จะไดผลึกรูปเขม็สีขาวหนัก 52.8 มิลลิกรัมกรัม (สารบริสุทธิ์ 1)  

สารบริสุทธิ์ 2 เปนของแข็งสีขาว ซ่ึงไดมาจากลําดับสวน Be01.4 ของสารสกัดหยาบเอทิล
แอซิเตตจากน้าํเล้ียงเชื้อ(Be01) ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟโดยใช เฮกเซน: คลอโรฟอรมใน
อัตราสวน 10: 90 จะไดครูดสีเหลือง แลวนํามาทําการแยกสารตอดวยวิธี Preparative TLC โดยใช 
100% เอทิลแอซิเตตเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ไดของแข็งสีขาวหนกั 2.2 มลิลิกรัมที่คา Rf= 0.61 (สาร
บริสุทธิ์ 2) 

สารบริสุทธิ์ 3  เปนผลึกรูปเข็มไมมีสี ซ่ึงไดมาจากลําดับสวน Be01.4 ของสารสกัดหยาบ
เอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชือ้(Be01) ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟโดยใช เฮกเซน: 
คลอโรฟอรมในอัตราสวน 10: 90 จะไดครูดสีเหลือง แลวนํามาทําการแยกสารตอดวยวิธี 
Preparative TLC โดยใช 100% เอทิลแอซิเตตเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ไดผลึกรูปเข็มไมมีสีหนัก 1.6 
มิลลิกรัมที่คา Rf= 0.49 (สารบริสุทธิ์ 3) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 78

 
เล้ียงราเอ็นโดไฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว malt extract broth 10 ลิตร 

    บมที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 6 สัปดาห 
         กรอง 

 
 
น้ําเล้ียงเชื้อ 7.6 ลิตร       เสนใยรา 1289 กรัม 

 
 
     สารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตต              สารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตต 
   จากน้ําเล้ียงเชื้อ (Be01) 1.06กรัม            จากเสนใยรา (Me01) 2.37 กรัม 
        

         คอลัมนโครมาโทกราฟ             50%ไดคลอโรมีเทน 
          100%คลอโรฟอรมในเฮกเซน        90%คลอโรฟอรมในเฮกเซน       ในเฮกเซน 
สารบริสุทธิ์ 1     สารบริสุทธิ์ 2    สารบริสุทธิ์ 3  สารบริสุทธิ์ 1 
32.8 มิลลิกรัม     1.0 มิลลิกรัม  1.6 มิลลิกรัม  20.1 มิลลิกรัม 
 
 

ภาพที่ 4.1 แสดงการแยกสารสกัดหยาบใหไดสารบริสุทธิ์ 
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 4.6.2 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได 
 สารบริสุทธิ์ 1 เปนผลึกสีขาวสามารถละลายไดในคลอโรฟอรม และเมทานอล มีจุด
หลอมเหลว 267 oC โดยมีคา [α]25

  : -43 (c 0.10, CHCl3) , -42 (c 0.74, CHCl3) (Lebet และ Tamm, 
1974) 

จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปไดผลดังรูปที่ 2 ในภาคผนวก ข 
พบวามีการดดูกลืนแสงที่เลขคลื่น 3412(s), 1746(m), 1696(m), 1567(s), 1408(s), 1271(w) และ 
1007(w) ซม-1 ดังแสดงในตารางที่ 4.7 

 
ตารางที่ 4.7 ตาํแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริสุทธิ์  

 
จากขอมูลโปรตอนนิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซสเปกตรัม และ gCOSY ของสาร

บริสุทธิ์ 1 ดังแสดงไวในรูป 3 ภาคผนวก ข ปรากฏสัญญาณที่คาเคมิคอลชิพ δH ของ 3 aromatic 
proton ที่ δH 7.16, 7.35 และ 7.27 ppm; 11 methine proton ที่ δH 6.14, 5.72, 5.66, 5.37, 5.17, 3.841, 
3.26, 2.88, 2.78, 2.76 และ 2.18  ppm; 6 methylene proton ที่ δH 5.32, 5.12, 2.85, 2.70, 2.54 และ 
2.05 ppm และ 4 methyl proton ที่ δH   2.29, 1.54, 1.23 และ 0.98 ppm 
 จากขอมูลคารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัมและ gHSQC ของสาร
บริสุทธิ์ 1 แสดงในรูปที่ 4 ภาคผนวก ข พบวาสารบริสุทธิ์ 1 มีจํานวนคารบอนทั้งหมด 30 อะตอม 
ซ่ึงประกอบดวย 6 aromatic methine carbon ที่ δC  137.3, 129.1(C 2 อะตอม), 128.9(C 2 อะตอม) 
และ 127.1 ppm; 11 methine carbon ที่ δC 134.1, 132.3, 130.6, 127.6, 77.1, 69.8, 53.5, 50.0, 46.9, 
42.3 และ 32.6 ppm; 3 methylene carbon ที่ δC  114.5, 45.3 และ 37.7 ppm; 4 methyl carbon  ที่  

เลขคลื่น (ซม-1) ความเขม ลักษณะ 
3412 สูง O-H  stretching vibration   
1746 ปานกลาง C=O  stretching vibration   
1696 ปานกลาง C=O  stretching vibration   
1567 สูง N-H  stretching vibration   
1408 สูง C-H  bending vibration of CH3 and CH2 
1271 ต่ํา C-N  
1007 ต่ํา C-O  stretching vibration   
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δC 24.2, 20.8, 19.4 และ 13.6 ppm; 1 quarternary bon ที่ δC 53.3 ppm; 2 methoxy carbon ที่ δC 69.8 
และ 77.7 ppm; และ carbonyl group ที่ δC  210.3, 173.7 และ 169.7 ppm  

จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 1 (รูปที่ 5 
ภาคผนวก ข) พบวาสารประกอบ 1 m/z: 507.2519 [M+H]+; cal 507.2519 ทําใหทราบสูตรโมเลกุล
ของ สารประกอบ 1 คือ C30H37NO6 ซ่ึงมีคา DBE เทากับ  13 

จากขอมูล 2D-NMR ผลจาการวิเคราะหดวย gHSQC, gHMBC และ gCOSY ประกอบกับ
ขอมูล 1H-NMR และ 13C-NMR ที่สรุปไวในตารางที่ 4.8 และ 4.10 และขอมูลจาก MS สเปกตรัม
(m/z) (รูปที่ 9 ในภาคผนวก ข) จะไดวาสารบริสุทธิ์ 1 คือ cytochalasin D (Graf และคณะ, 1974) รูป
โครงสรางสารและ HMBC ของสารบริสุทธิ์ 1 แสดงในรูปที่ 4.7 และ 4.8 ตามลําดับ Cytochalasin 
เปนสารเมแทบอไลตของราซึ่งผลิตโดยราหลายชนิด เชน ราในจีนัส Phomopsis, Chaetomium, 
Hypoxylon, Xylaria และ Daldinia ซ่ึงมีการายงานครั้งแรกในป 1967 วาพบสารกลุม Cytochalasin 
ที่ผลิตโดยราหลายชนิด ไดแก รา Helminthosporium dematioideum สามารถผลิต Cytochalasin A 
และ B รา Metarrhizium anisopliae สามารถผลิต Cytochalasin C และ D ออกมาในน้ําเล้ียงเชื้อและ
มีฤทธิ์ทางชีวภาพกับเซลลสัตวที่เล้ียงลูกดวยนม (Aldridge และคณะ, 1967) ไดแก ฤทธิ์ยบัยั้ง
ปฏิกิริยาการเพิ่มสายของโปรตีน actin ในกระบวนการสรางโครงสรางของเซลลที่เรียกวา 
cytoskeleton ซ่ึงเปนตัวกําหนดตําแหนงของ organelle ตางๆ ในเซลลและเปนตวักําหนดรูปรางของ
เซลล (Schliwa, 1982) ฤทธิ์ยับยั้งไวรัส Autographa californica M nuclear polyhedrosis โดยไป
ยับยั้งทีก่ระบวนการ packaging ของไวรัส (Oppenheimer และคณะ, 1995) ฤทธิ์ยับยั้งการหลัง่ 
histamine ซ่ึงเปนสารที่ทําใหเกิดการอักเสบ (Shin และคณะ, 1997) ฤทธิ์กระตุนใหโปรตีน p53 
ทํางานเมื่อ actin filament ถูกทําลาย (Rubtsova และคณะ, 1998) ฤทธิ์ยับยั้งกระบวนเจริญเติบโต
ของ human colon adenocarcinoma cell line (HT29) (Cohen และคณะ, 1999) ฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนของโปรโตซัว Entamoeba invadens (Makioka และคณะ, 2000) ฤทธิ์ยับยั้งความสามารถใน
การหดตวัของกลามเนื้อเรียบ (Bruijns และ Bult, 2001) 
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ตารางที่ 4.8 gHSQC spectra ของสารบริสุทธิ์ 1 
 

13C-NMR (ppm) 1H-NMR (ppm) คาคงตัวการคูควบ (Hz) 
210.3 - 
173.7 - 
169.7 - 
147.5 - 
137.2 - 
134.1 5.37 (1H, dd, J  = 5.2  and 10.4 Hz, H-14) 
132.3 6.14 (1H, dd, J  = 2.8 and 16 Hz, H-20) 
130.6 5.72 (1H, dd, J  = 9.6 and 15.6 Hz, H-13) 
129.1 7.16 (1H, d, J = 6.8 Hz, H-2’,H-6’ ) 
128.9 7.35 (1H, dd, J  = 6.8 and 7.6 Hz, H-3’, H-5’) 
127.6 5.17 (1H, dd, J = 2.8 and 16 Hz, H-19) 
127.1 7.27 (1H, dd, J  = 8.8 and 7.2 Hz, H-4’) 
114.5 5.12 (2H, s, H-12), 5.329 (2H, s, H-12) 
77.7 - 
77.2 - 
77.1 5.66 (1H, t, J  = 2.4 and 2.4 Hz, H-21) 
69.8 3.84 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-7) 
53.5 3.26 (1H, dt, J  = 4.4 and 8.8 Hz, H-3) 
53.3 - 
50.0 2.18 (1H, dd, J  = 3.6 and 4.4 Hz, H-4) 
46.9 2.88 (1H, dd, J  = 10 and 9.6 Hz, H-8) 
45.3 2.85 (2H, dd, J  = 4.8 and 12.4 Hz, H-10) 

2.70 (2H, dd, J  = 9.2 and 13.2 Hz, H-10) 
42.3 2.78 (1H, s, H-16) 
37.7 2.54 (2H, q, J  = 11.2 Hz, H-15) 

2.05 (2H, dd, J  = 5.6 and 13.6 Hz, H-15) 
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ตารางที่ 4.8 (ตอ)  gHSQC spectra ของสารบริสุทธิ์ 1 
 

13C-NMR (ppm) 1H-NMR (ppm) คาคงตัวการคูควบ (Hz) 
32.6 2.76 (1H, d, J = 5.6 Hz, H-5) 
24.2 1.54 (3H, s, H-18(CH3)) 
20.8 2.29 (3H, s, H-CH3(Ac)) 
19.4 1.23 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-16(CH3)) 
13.6 0.98 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-11) 
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ตารางที่ 4.9 เปรียบเทียบ 13C-NMR และ 1H-NMR ของสารบริสุทธิ์ 1 เทียบกับ Cytochalasin D 
สารบริสุทธิ์ 1  Cytochalasin D Position  

δC(100 MHz)  δH(400 MHz) δH (100MHz) δC(100 MHz) 
1 C 173.712 - - 174.90 
2 N - 5.587 8.92 - 
3 C 53.587 3.266 3.54 54.00 
4 C 50.010 2.181 2.43 50.00 
5 C 32.690 2.762 2.70 33.12 
6 C 147.545 - - 151.40 
7 C 69.854 3.481 4.36 71.20 
8 C 46.998 2.885 3.34 48.70 
9 C 53.312 - - 54.37 
10 C 45.327 2.583 2.92 45.49 
11 C 13.693 2.707 0.97 13.65 
12 C 114.538 5.122 

5.329 
5.42 
5.07 

112.20 

13 C 130.630 5.720 6.23 132.10 
14 C 134.161 5.370 5.64 132.70 
15 C 37.754 2.543 

2.056 
2.70 
1.95 

38.58 

16 C 42.361 2.780 2.00 42.45 
17 C 210.319 - - 210.70 
18 C 77.732 - - 78.32 
19 C 127.617 5.171 5.55 127.70 
20 C 132.323 6.141 6.79 133.70 
21 C 77.137 5.663 5.98 77.92 
22 C 19.420 1.230 1.09 19.44 
23 C 24.202 1.542 1.54 24.64 
1’ C 137.272 - - 138.30 

2’, 6’ C 129.127 7.167 7.24 129.90 
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ตารางที่ 4.9 (ตอ) เปรียบเทยีบ 13C-NMR และ 1H-NMR ของสารบริสุทธิ์ 1 เทียบกับ Cytochalasin 
D 

สารบริสุทธิ์ 1 Cytochalasin D Position  
δC(100 MHz) δH(400 MHz) δH(100 MHz) δC(100 MHz) 

3’, 5’ C 128.975 7.351 7.24 128.70 
4’ C 127.121 7.278 7.24 126.80 

C=O(Ac) C 169.761 - - 170.30 
CH3(Ac) C 20.885 2.298 2.35 20.61 
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ตารางที่ 4.10 ขอมูล gHMBC และ gCOSY ของสารบริสุทธิ์ 1 
 
Position  δC δH gHMBC (H to C) gCOSY 

1 C 173.712 - - - 
2 N - 5.587 C-3, C-4, C-12 - 
3 C 53.587 3.266 C-1, C-4, C-5, C-10 H-4, H-10 
4 C 50.010 2.181 C-1, C-2, C-5, C-6, C-9, 

CH3(Ac) 
H-3, H-5, H-16 

5 C 32.690 2.762 C-4, C-7, C-11 H-4, H-15 
6 C 147.545 - - - 
7 C 69.854 3.841 C-5, C-6, C-12, C-13 H-8, H-10 
8 C 46.998 2.885 C-1, C-7, C-13, C-14, 

 C-16, C-21 
H-7, H-10 

9 C 53.312 - - - 
10 C 45.327 2.853 

2.707 
C-3, C-4, C-7, C-9, C-1’ 

C-3, C-4, C15, C-1’ 
H-3, H-7, H-8, 

H-10 
H-3, H-10 

11 C 13.693 0.980 C-4, C-5, C-6 H-16 
12 C 114.538 5.122 

5.329 
C-4, C-5, C-6, C-7, C-12 
C-4, C-5, C-6, C-7, C-8,  

C-12, C-15 

H-13, H-19 

13 C 130.630 5.720 C-4, C-5, C-7, C-8, C-9 H-12, H-14 
14 C 134.161 5.370 C-6, C-7, C-8, C-15 H-13 
15 C 37.754 2.543 

2.056 
C-13, C-14, C-16, C-17 

C-13, C-14, C-17,  
C-16(CH3) 

H-5, H-16 

16 C 42.361 2.78 C-3, C-6, C-12, C-14, 
C-15, C-16(CH3) 

H-4, H-11, H-
15, H-16(CH3) 

17 C 210.319 - - - 
18 C 77.732 - - - 
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ตารางที่ 4.10 (ตอ) ขอมูล gHMBC และ gCOSY ของสารบริสุทธิ์ 1 
 
Position  δC δH gHMBC (H to C) gCOSY 

19 C 127.617 5.171 C-18, C-20, C-21,  
C-18(CH3) 

H-12, H-20, H-
21 

20 C 132.323 6.141 C-18, C-19, C21 H-19, H-21 
21 C 77.137 5.663 C-8, C-9, C-16, C-20, 

C=O(CH3) 
H-19, H-20 

22 C 19.420 1.230 C-15, C-16, C-17 H-16 
23 C 24.202 1.542 C-17, C-18, C-19, C-20, C-

21,  
C-2’, C-3’, C-4’ 

 

1’ C 137.272 - - - 
2’, 6’ C 129.127 7.167 C-10, C-4’ H-3’ 
3’, 5’ C 128.975 7.351 C-1’,C-2’, C-3’ H-2’, H-4’ 

4’ C 127.121 7.278 C-2’, C-3’ H-3’ 
C C=O(Ac) 169.761 - - - 

CH3(Ac) C 20.885 2.298 C-21, C=O(CH3)  
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รูปท่ี 4.7 โครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 1 
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รูปท่ี 4.8 HMBC ของสารบริสุทธิ์ 1 
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สารบริสุทธิ์ 2 เปนของแข็งสีขาวสามารถละลายไดในคลอโรฟอรม และเมทานอล มจีุด
หลอมเหลว 133-134  oC โดยมีคา [α]D

25
  : +10 ( c 0.10, MeOH) 

จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปไดผลดังรูปที่ 10 ในภาคผนวก ข 
พบวามีการดดูกลืนแสงที่เลขคลื่น 2939(w), 1705(m), 1610(s), 1464(w), 1220(m) และ 772 (w) 
ซม-1 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 
 
ตารางที่ 4.11 ตําแหนงการดดูกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริสุทธิ์ 2 

 
จากขอมูลโปรตอนนิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซสเปกตรัม และ gCOSY ของสาร

บริสุทธิ์ 2 ดังแสดงไวในรูป 11 และ 15 ภาคผนวก ข ปรากฏสัญญาณที่คาเคมิคอลชิพ δH ของ 2 
aromatic proton ที่ δH 8.06 และ 6.99 ppm; 2 methine proton ที่ δH 5.03 และ 4.98 ppm; และ 2 
methyl proton ที่ δH  3.88 และ 1.28 ppm 
 จากขอมูลคารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซสเปกตรัมและ gHSQC ของสาร
บริสุทธิ์ 2 แสดงในรูปที่ 12 และ 14 ภาคผนวก ข พบวาสารบริสุทธิ์ 2 มีจํานวนคารบอนทั้งหมด 12 
อะตอม ซ่ึงประกอบดวย 4 aromatic methine carbon ที่ δC 165.4, 138.5, 121.5 และ 118.0 ppm; 2 
quarternary bon ที่ δC 142.0 และ 108.0 ppm; 2 methine carbon ที่ δC 79.5 และ 65.1 ppm; 1 methyl 
carbon  ที่ δC 18.7 ppm; 1 methoxy carbon ที่ δC 52.7 ppm; และ 2 carbonyl group ที่ δC  167.0 และ 
168.0 ppm  

จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 2 (รูปที่ 13 
ภาคผนวก ข) พบวาสารประกอบ 1 m/z: 252.0532 [M+H]+; cal 252.0532 ทําใหทราบสูตรโมเลกุล
ของ สารประกอบ 2 คือ C12H16O6 ซ่ึงมีคา DBE เทากับ 5 

เลขคลื่น (ซม-1) ความเขม ลักษณะ 
2939 ต่ํา O-H  stretching vibration 
1705 ปานกลาง C=O  stretching vibration  
1610 สูง C=C stretching vibration 
1464 ต่ํา C-H  bending vibration of CH3 
1220 ปานกลาง C-O  stretching vibration 
772 ต่ํา C-Cl stretching vibration 
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 จากขอมูล 2D-NMR ผลจาการวิเคราะหดวย gHSQC, gHMBC และ gCOSY ประกอบกับ
ขอมูล 1H-NMR และ 13C-NMR ที่สรุปไวในตารางที่ 4.12 และ 4.13 และขอมูลจาก MS สเปกตรัม
(m/z) (รูปที่ 13, 14, 15 และ 16 ในภาคผนวก ข) จะไดสารบริสุทธิ์ 2 มีชื่อวา 4-hydroxy-5-
methoxycarbonylmellein พบวาไมมกีารรายงานถึงการคนพบสารนี้ และมีรายงานวาพบสารทีม่ี
โครงสรางใกลเคียงกับสารนี้คือ 5-methoxycarbonylmellein ผลิตโดยรา Hypoxylon mammatum 
และ 5-carboxymellein ผลิตโดยรา H. mammatum, H.illitum และ Numularia discreta ซ่ึงรา
ทั้งหมดนี้อยูใน Family Xylariaceae (Anderson และคณะ, 1983) สาร 5-carboxymellein มีฤทธิ์
ยับยั้ง Human epidermoid carcinoma in the mouth และ Human breast cancer cells โดยมีคา IC50 

เทากับ 3 และ 3 µg/ml ตามลําดับ(Chinworrungsee และคณะ, 2001)  ดังนัน้สารบริสุทธิ์ 2 คือ 4-
hydroxy-5-methoxycarbonylmellein หรือ methyl-4,8-dihydroxy-3-methyl-1-oxoisochroman-5-
carboxylate ซ่ึงเปนสารใหมที่แยกไดจากผลิตภัณฑธรรมชาติโครงสรางทางเคมีของ 
 5-methoxycarbonylmellein เปรียบเทียบกบั สารบริสุทธิ์ 2 แสดงในรูปที่ 4.9 และ 4.10 ตามลําดับ  
 

ตารางที่ 4.12 gHSQC spectra ของสารบริสุทธิ์ 2 
 

13C-NMR (ppm) 1H-NMR (ppm) คาคงตัวการคูควบ (Hz) 
168.0 - 
167.0 - 
165.4 - 
142.0 - 
138.5 8.06 (1H, d, J = 8.8 Hz, 6-H) 
121.5 - 
118.5 6.99 (1H, d, J =7.2 Hz, 7-H) 
108.0 - 
79.5 4.98 (1H, q, J = 6.4 Hz, 3-H) 
65.1 5.03 (1H, s, 4-H) 
52.7 3.88 (3H, s, (OCH3)-H) 
18.7 1.28 (3H, d, J= 7.2 Hz, 2’-H) 

- 11.91 (1H, s, O-H) 
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ตารางที่ 4.13 ขอมูล gHMBC และ gCOSY ของสารบริสุทธิ์ 2 
 
Position  δC δH gHMBC (H to C) gCOSY 

1 C 168.0 - - - 
2 O - - - - 
3 C 79.5 4.98 C-1, C-4a, C-4 H-4 
4 C 65.1 5.03 C-8a, C-4a, C-7 H-3 
5 C 121.5 - - - 
6 C 138.5 8.06 C-1, C-8, C-OMe, C-4a H-7 
7 C 118.1 6.99 C-5, C-8a H-6 
8 C 165.4 - - - 
4a C 142.0 - - - 
8a C 108.0 - - - 
1’ C 52.7 3.88 C-1, C-OMe - 
2’ C 18.7 1.285 C-3, C-4 H-4 

OMe C 167.0 - - - 
OH - - 11.91 C-8, C-7, C-8a - 
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รูปท่ี 4.10 โครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 2 
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สารบริสุทธิ์ 3 เปนผลึกรูปเข็มไมมีสี สามารถละลายไดในคลอโรฟอรม และเมทานอล โดย
มีคา [α]D

25
 : +19(c 0.10, MeOH), +104(c 0.0035, Acetone) (Cafeu และคณะ, 2005) 

จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปไดผลดังรูปที่ 18 ในภาคผนวก ข 
พบวามีการดดูกลืนแสงที่เลขคลื่น 3489(m), 2919(s), 2856(m), 1670(s), 1585(m), 1256(s) และ 
1045(m) ซม-1 ดังแสดงในตารางที่ 4.14 

 
ตารางที่ 4.14 ตําแหนงการดดูกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริสุทธิ์ 3 

 
จากขอมูลโปรตอนนิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซสเปกตรัม และ gCOSY ของสาร

บริสุทธิ์ 3 ดังแสดงไวในรูป  19 และ 24 และ  ภาคผนวก ข ปรากฏสัญญาณที่คาเคมิคอลชิพ δH ของ 
1 aromatic proton ที่ δH 6.07 ppm; 1 methine proton ที่ δH 2.83 ppm; 2 methylene proton ที่ δH 

3.02 และ 2.42 ppm; 1 methyl proton ที่ δH  0.95 ppm; 3 methoxy proton ที่ δH 4.02, 3.97 และ 3.61 
ppm 
 จากขอมูลคารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนตกิเรโซแนนซสเปกตรัมและ gHSQC ของสาร
บริสุทธิ์ 3 แสดงในรูปที่ 20 และ 22 ภาคผนวก ข พบวาสารบริสุทธิ์ 3 มีจํานวนคารบอนทั้งหมด 17 
อะตอม ซ่ึงประกอบดวย 6 aromatic carbon ที่ δC 169.5, 165.4, 157.7 และ 105.1 ppm; 1 
quarternarybon ที่ δC  90.0 ppm; 1 methine carbon ที่ δC 36.4 ppm; 1 methylene1 carbon ที่ δC 

40.0; methyl carbon  ที่ δC 14.2 ppm; 3 methoxy carbon ที่ δC 56.9, 56.6 และ 56.3 ppm; และ 2 
carbonyl group ที่ δC  197.0 และ 192.5 ppm  

เลขคลื่น (ซม-1) ความเขม ลักษณะ 
3489 ปานกลาง O-H  stretching vibration 
2919 สูง C-H   stretching vibration 
2856 ปานกลาง C-H  stretching vibration 
1670 สูง C=O  stretching vibration 
1585 ปานกลาง C-H  bending vibration of CH3 
1256 สูง C-O  stretching vibration 
1045 ปานกลาง C-O  stretching vibration 
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จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 3 (รูปที่ 21 
ภาคผนวก ข) พบวาสารประกอบ 1 m/z: 352.0611 [M+H]+; cal 352.0611 ทําใหทราบสูตรโมเลกุล
ของ สารประกอบ 3 คือ C17H17ClO6  ซ่ึงมีคา DBE เทากบั 6 
 จากขอมูล 2D-NMR ผลจาการวิเคราะหดวย gHSQC, gHMBC และ gCOSY ประกอบกับ
ขอมูล 1H-NMR และ 13C-NMR เปรียบเทยีบกับสาร griseofulvin ที่สรุปไวในตารางที่ 4.15, 4.16 
และ 4.17 และขอมูลจาก MS สเปกตรัม(m/z) (รูปที่ 21, 22, 23 และ 24 ในภาคผนวก ข) จะไดสาร
บริสุทธิ์ 3 มีชื่อ griseofulvin (Sato และ Oda, 1976) มีรายงานวาพบสารนี้คร้ังแรกในป 1939 จากน้าํ
เล้ียงเชื้อของราในจีนัส Penicillium ไดแก P. griseofulvum, P. janczewski และ P. patulum ซ่ึงมี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรากลุม Dermatophytic ไดแกราในจนีัส Microsporum, Trychophyton และ 
Epidermophyton (Carli และ Larizza, 1988) และยังพบสารนี้ในรา Xylaria sp. ซ่ึงเปนราเอ็นโดไฟต 
ของ Palicourea marcgravii (Cafeu และคณะ, 2005)  
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ตารางที่ 4.15 gHSQC spectra ของสารบริสุทธิ์ 3 
 

13C-NMR (ppm) 1H-NMR (ppm) คาคงตัวการคูควบ (Hz) 
197.0 - 
192.5 - 
170.7 - 
169.5 - 
164.5 - 
157.7 - 
105.1 - 
104.8 5.539(1H, s, H-3a) 
97.2 - 
90.7 - 
89.4 6.125(1H, s, H-5) 
56.9 4.02(3H, s, H-(2’-OCH3)) 
56.6 3.61(3H, s, H-(6-OCH3)) 
56.3 3.97(3H, s, H-(4-OCH3)) 
40.0 2.42(2H, dd, J = 4.8 and 16.8 Hz, H-5’) 

3.02(2H, dd, J = 16.8 and 14 Hz, H-5’) 
36.4 2.83(1H, m, J = 4.8, 14 and 6.4 Hz, H-6’) 
14.2 0.95(3H, d, J = 6.4 Hz, H-6-CH3)) 
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ตารางที่ 4.16 เปรียบเทียบ 13C-NMR และ 1H-NMR ของสารบริสุทธิ์ 3 เทียบกับ Griseofulvin 
 

สารบริสุทธิ์ 3 Griseofulvin Position 
δC(100 MHz) δH(400 MHz) δH(500 MHz) δC(125 MHz) 

3 192.5 - - 192.6 
4 164.5 - - 164.8 
5 89.5 6.12 6.07 89.8 
6 157.7 - - 158.0 
7 97.2 - - 97.6 
3a 105.1 - - 105.4 
7a 169.5 - - 169.8 

4-OCH3 56.9 4.02 3.97 57.2 
6- OCH3 56.3 3.97 3.92 56.6 
2’- OCH3 56.6 3.61 3.56 56.9 

1’ 90.7 - - 91.0 
2’ 170.7 - - 171.0 
3’ 104.8 5.53 5.48 105.1 
4’ 197.0 - - 197.2 
5’ 40.0 

 
2.42 
3.02 

2.37 
2.97 

40.3 

6’ 36.4 2.83 2.68 36.7 
6’-CH3 14.2 0.95 0.89 14.4 
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ตารางที่ 4.17 ขอมูล gHMBC และ gCOSY ของสารบริสุทธิ์ 3 
 
Position  δC δH gHMBC (H to C) gCOSY 

4 C 164.5 - - - 
5 C 89.5 6.12 6’-CH3, 5’, 6’, 3a H-(4-OCH3) 
6 C 157.7 - - - 
7 C 97.2 - - - 
3a C 105.1 - - - 
7a C 169.5 - - - 

4-OCH3 C 56.9 4.02 4 H-6 
6- OCH3 C 56.3 3.97 6 H-(6- OCH3),  

H-(2’- OCH3) 
2’- OCH3 C 56.6 3.61 7a H-3a, H-(4-OCH3) 

3 C 192.5 - - - 
1’ C 90.7 - - - 
2’ C 170.7 - - - 
3’ C 104.8 5.53 7a, 5, 5’ H-(2’- OCH3) 
4’ C 197.0 - - - 
5’ C 40.0 2.42 

3.02 
3, 5, 6’ 
4’, 6’ 

H-6’, H-(6’- CH3) 
 H-6’ 

6’ C 36.4 2.83 3, 5 H-5’, H-(6’- CH3) 
6’- CH3 C 14.2 0.95 5, 5’, 6’ H-(4-OCH3),  

H-(6- OCH3), H-6’ 
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O

OCH3
H3CO

Cl

O

O

H3CO
H3C

 
 

รูปท่ี 4.11 โครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 3 
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4.7 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
  

4.7.1 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย 
  
 4.7.1.1 การทดสอบฤทธิ์การยับยัง้เชื้อจุลินทรียของสารสกัดหยาบจากราเอ็นโด

ไฟตสายพันธุ CHB18 
  เล้ียงราเอ็นโดไฟต CHB18 ในอาหารเหลว MEB 10 ลิตร ไดสารสกัดหยาบจากน้ํา
เล้ียงเชื้อสวนเอทิลแอซิเตต (Be01) 1.06 กรัม สารสกัดหยาบจากเสนใยราสวนเอทิลแอซิเตต 
(Me01) 2.37 กรัม และสารสกัดหยาบจากเสนใยราสวนเมทานอล (Me02) 2.43 กรัม จากนั้นนําสาร
สกัดหยาบทั้ง 3 สวนมาทําการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อจุลินทรียโดยใชวิธี Paper disk diffusion 
method พบวาสารสกัดหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อสวนเอทิลแอซิเตต และสารสกัดหยาบจากเสนใยรา
สวนเอทิลแอซิเตต มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชือ้จุลินทรียแสดงผลในตารางที่ 4.18 และรูปที่ 4.12 
 
ตารางที่ 4.18 ผลการทดสอบการยับยั้งเชือ้จุลินทรียของสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชื้อ 
(Be01) สารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) และสารสกัดหยาบเมทานอลจากเสนใย
รา (Mm01) เปรียบเทียบกับตวัควบคุมบวก Streptomysin 
 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
 

สาร 

 
ความเขมขน

สาร 
(มก./มล.) 

B. subtilis 
ATCC 
6633 

S. aureus 
ATCC 
25923 

E. coli 
ATCC 
25922 

P. 
aeruginosa 

ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 
10231 

Be01 1 1.2 - - - - 
Me01 1 1.1 - - - - 
Me02 1 - - - - - 

Streptomycin 1 2.3 2.2 2.3 1.8 - 
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รูปท่ี 4.12 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบของสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจาก
น้ําเล้ียงเชื้อ (Be01) สารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) และสารสกัดหยาบเมทานอล
จากเสนใยรา (Mm01) เปรียบเทียบกับตวัควบคุมบวก Streptomysin 

 
 4.7.1.2 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารแตละลําดับสวน 
 นําสารแตละลําดับสวนมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งชื้อจุลินทรีย ซ่ึงเชื้อจลิุนทรียที่ใช

ไดแก B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa 
ATCC 27853 และ C. albicans ATCC 10231 โดยใชวิธี Paper disk diffusion method ผลการ
ทดลองแสดงในตารางที่ 4.19 และ 4.20 และรูปที่ 4.13 
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ตารางที่ 4.19 ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยัง้เชื้อจุลินทรียของสารแตละลําดับสวนที่แยกจากสารสกัด
หยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชื้อ (Be01) จากราเอ็นโดไฟต CHB18โดยใชวิธี Paper disk 
diffusion method เปรียบเทยีบกับตวัควบคุมบวก Streptomysin 
 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
 

ลําดับสวนที่ B. subtilis 
ATCC 
6633 

S. aureus 
ATCC 
25923 

E. coli 
ATCC 
25922 

P. 
aeruginosa 

ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 
10231 

BeO1.1 - - - - - 
BeO1.2 - - - - - 
BeO1.3 - - - - - 
BeO1.4 0.8 - - - - 
BeO1.5 0.7 - - - - 
BeO1.6 - - - - - 
BeO1.7 - - - - - 
BeO1.8 - - - - - 
BeO1.9 - - - - - 

BeO1.10 - - - - - 
BeO1.11 - - - - - 
BeO1.12 - - - - - 

Streptomysin 2.6 2.4 2.4 2.6 - 
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ตารางที่ 4.20 ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยัง้เชื้อจุลินทรียของสารแตละลําดับสวนที่แยกจากสารสกัด
หยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) จากราเอ็นโดไฟต CHB18โดยใชวิธี Paper disk diffusion 
method เปรียบเทียบกับตวัควบคุมบวก Streptomysin 
 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
 

ลําดับสวนที่ B. subtilis 
ATCC 
6633 

S. aureus 
ATCC 
25923 

E. coli 
ATCC 
25922 

P. 
aeruginosa 

ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 
10231 

MeO1.1 - - - - - 
MeO1.2 1.0 - - - - 
MeO1.3 1.1 - - - - 
MeO1.4 1.2 - - - - 
MeO1.5 - - - - - 
MeO1.6 - - - - - 
MeO1.7 - - - - - 
MeO1.8 - - - - - 
MeO1.9 0.8 - - - - 

MeO1.10 - - - - - 
MeO1.11 - - - - - 
MeO1.12 0.8 - - - - 
MeO1.13 - - - - - 
MeO1.14 - - - - - 
MeO1.15 - - - - - 
MeO1.16 - - - - - 
MeO1.17 - - - - - 
MeO1.18 - - - - - 
MeO1.19 - - - - - 
MeO1.20 - - - - - 
MeO1.21 - - - - - 
MeO1.22 - - - - - 
MeO1.23 - - - - - 

Streptomysin 2.6 2.4 2.4 2.6 - 
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   (ก)        (ข) 

 

                   
      (ค)       (ง) 

 
รูปท่ี 4.13 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบของสารแตละลําดับสวน  
(ก) แยกจากสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชื้อ (Be01)ลําดับสวนที่ Be01.1-Be01.8 
(ข) แยกจากสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงเชื้อ (Be01)ลําดับสวนที่ Be01.9-Be01.14 
(ค) แยกจากสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) ลําดับสวนที่ Me01.1-Me01.13 
(ง) แยกจากสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยรา (Me01) ลําดับสวนที่ Me01.14-Me01.23 
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4.7.1.3 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้เชื้อจุลินทรียของสารบริสุทธ์ิ  
นําสารบริสุทธิ์มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจลิุนทรียเพื่อหาคาความเขมขนนอยที่สุดที่

สารสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียได (Minimum Inhibitory concentration, MIC) เชื้อจุลินทรียทีใ่ช
ไดแก B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa 
ATCC 27853 และ C. albicans ATCC 10231 โดยใชวิธี microdilution broth susceptibility testing 
ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.21 
 
ตารางที่ 4.21 ผลการทดสอบฤทธิ์เพื่อหาคาความเขมขนนอยที่สุดที่สารสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรยี
ได (MIC) 
 

MIC µg/ml(µM) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
 

สาร B. subtilis 
ATCC 6633 

S. aureus 
ATCC 
25923 

E. coli 
ATCC 
25922 

P. 
aeruginosa 

ATCC 
27853 

C. albicans 
ATCC 
10231 

Cytochalasin D 7.81(15.37) - - - - 
4-hydroxy-5-

methoxycarbonylmellein 
 
- 

 
- 

 
- 

 
7.81(30.98) 

 
7.81(30.98) 

Griseofulvin - - - 7.81(22.18) 7.81(22.18) 
Streptomycin - - 15.63(10.71) 62.5(42.81) - 
Penicillin G 15.63(43.88) 7.82(21.96) - - - 

Ketoconazole - - - - 31.25(58.80) 
 
หมายเหตุ  - หมายถึงไมมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียที่ความเขมขน ≥ 125 µg/ml 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียเพื่อความเขมขนนอยที่สุดที่สารสามารถยับยั้ง
เชื้อจุลินทรียไดพบวา Cytochalasin D (สารบริสุทธิ์ 1) สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ B. subtilis 
ATCC 6633 ไดโดยมีคา MIC เทากับ 7.81(15.37) µg/ml(µM) สาร 4-hydroxy-5-
methoxycarbonylmellein สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aeruginosa ATCC 27853 และ C. 
albicans ATCC 10231 ไดโดยมีคา MIC เทากับ 7.81(30.98) และ 7.81(30.98) ตามลําดับ สาร 
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Griseofulvin  สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aeruginosa ATCC 27853 และ C. albicans ATCC 
10231 ไดโดยมีคา MIC เทากับ 7.81(22.18) และ 7.81(22.18) ตามลําดับ 
 

 4.7.1.4 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้เซลลมะเร็งของสารบริสุทธ์ิ  
นําสารบริสุทธิ์มาทดสอบความเปนพษิตอเซลลมะเร็ง 5 ชนิดไดแก เซลลมะเร็ง

ลําไสใหญ (SW620) เซลลมะเร็งเตานม (BT474) เซลลมะเร็งกระเพาะ (KATO-3) เซลลมะเร็งตับ 
(HEP-G2) และเซลลมะเร็งปอด (CHAGO) ในหลอดทดลองดวยวิธี colorimetric ไดผลดังตารางที่ 
4.22 

 
ตารางที่ 4.22 ฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารบริสุทธิ์ 1 
 

IC50, µg/ml(µM)  
สารบริสุทธิ์ SW620 

(colon) 
HEP-G2 

(hepatoma) 
CHAGO 

(lung) 
BT474 
(breast) 

KATO-3 
(gastric) 

1 9.9(19.49) 8.8(17.32) >10 >10 8.2(16.14) 
Doxorubicin 0.09(0.15) 0.7(1.21) 0.7(1.21) >10 >10 

 
จากผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆ พบวาสารบริสุทธิ์ 1 

(cytochalasin D) มีความสามารถในการยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบ 3 ชนิด  ไดแก เซลลมะเร็งตบั 
(HEP-G2) เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW 620) และเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) โดยมีคา 
IC50 เทากับ 9.9(19.49), 8.8(17.32) และ 8.2(16.14) µg/ml(µM) ตามลําดับ มีการทดลองวา สาร 
cytochalasin D สามารถยับยั้งเซลลมะเร็ง human colon adenocarcinoma cell line (HT29) (Cohen 
และคณะ, 1999) 

ในการทดลองนี้ไมไดทดสอบฤทธิ์การยับยัง้เซลลมะเร็งของสารบริสุทธิ์ 2 และสารบริสุทธ์ิ 
3 เนื่องจากมีปริมาณสารไมเพียงพอในการทดสอบ 



บทท่ี 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากราเอน็โดไฟตท่ีแยกจากใบกระทอนจากจงัหวัด
จันทบรุี สามารถแยกราเอ็นโดไฟตไดท้ังหมด 20 ไอโซเลต มรีาเอ็นโดไฟตที่สามารถออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อจลุินทรียทดสอบทั้งหมด 8 ไอโซเลต ราเอ็นโดไฟตสายพันธุ 
CHB18 ที่เลีย้งดวยอาหาร malt extract สามารถผลิตสารทุติยภูมิไดมากท่ีสุดเมื่อเทียบกับราตัวอ่ืนๆที่มี
ฤทธิเ์ชนเดียวกัน และสามารถยับยั้งการเจรญิของ Candida albicans  ATTC 10231  

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอ็นโดไฟตไอโซเลต CHB18 พบวาเปนราใน
ตระกลู Xylariaceae  

เมื่อนําราเอ็นโดไฟตไอโซเลต CHB18 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว malt extract เปนเวลา 6
สัปดาห ทําการแยกสารบริสุทธิ์จากน้ําหมักและเสนใยของราดวยวธิีทางโครมาโทกราฟและการตกผลึก 
และหาสูตรโครงสรางของสารดังกลาวโดยอาศัยสมบัตทิางกายภาพและเทคนิคทางสเปกโตรสโคป 
พบวาสวนสกดัจากน้าํเลีย้งเชื้อและสวนสกัดจากเสนใยราไดสารบริสุทธิ์ 3 ชนิดคือ Cytochalasin D 
(สารบริสุทธิ์ 1) 4-hydroxy-5-methoxycarbonylmellein(สารบริสุทธิ์ 2) และ griseofulvin(สารบรสิุทธิ์ 3 

นําสารบริสุทธิ์ท่ีแยกไดมาทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งการเจรญิของเชื้อจลุนิทรยีพบวา Cytochalasin 
D มีฤทธิย์ับยั้งเชื้อจุลินทรยี B. subtilis ATCC 6633 โดยมีคา MIC เทากับ 7.81(15.37) µg/ml(µM)  

4-hydroxy-5-methoxycarbonylmellein สามารถยับยั้งการเจรญิของเชือ้ P. aeruginosa ATCC 
27853 และ C. albicans ATCC 10231 ไดโดยมีคา MIC เทากับ 7.81(30.98) และ 7.81(30.98) ตามลําดับ  

Griseofulvin สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aeruginosa ATCC 27853 และ C. albicans 
ATCC 10231 ไดโดยมีคา MIC เทากับ 7.81(22.18) และ 7.81(22.18) ตามลําดับ 

และนําสารบรสุิทธิ์มาทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งคน 3 ชนดิ ไดแก เซลลมะเร็งตบั 
(HEP-G2) เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW 620) และเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) โดยมีคา IC50 

เทากับ 9.9(19.49), 8.8(17.32) และ 8.2(16.14) µg/ml(µM) ตามลําดับ ไมไดทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง
เซลลมะเร็งของสารบริสุทธิ์ 2 และสารบรสุิทธิ์ 3 เนื่องจากมีปริมาณสารไมเพียงพอในการทดสอบ 



รายการอางองิ 
 

ภาษาไทย 
สถาบันการแพทยแผนไทย กรมการแพทย กระทรวงสาธารณสุข. 2542. ผักพื้นบานภาคใต.  
            องคการสงเคราะหทหารผานศึก กรุงเทพฯ. หนา 16-17. 
ภาษาองักฤษ 
Aldridge, D.C., Armstrong, J.J., Speake, R.N., and Turner, W.B. 1967. The cytochalasins, a new    

 class of biologically active mould metabolites. Chemical Communication. 26-27. 
Anderson, J. R., Edwards, R.L., and Whalley A.J.S. 1983. Metabolites of the higher fungi. Part  

21. 3-methyl-3,4-dihydroisocoumarins and related compounds from the Ascomycete  
family Xalariaceae. Journal of chemical society Perkin Trans I. 2185-2192. 
Bacon, C. W. and White, J. F., Jr. 2000. Microbial endophytes. New York: Marcel  Dekker,  

Berny, P., Jaussaud, P., Durix, A., Ravel, C. and Bony, S. 1997. Rapid determination of the  
mycotoxin lolitrem B in endophyte-infected perennial ryegrass by high-performance    

           thin-layer chromatography a validated assay. Journal of Chromatography A 769: 343-348. 
Berny, P., Jaussaud, P., Durix, A., Ravel, C., and Bony, S. 1997. Rapid determination of the 

mycotoxin loliterm B in endophyte-infected perennial ryegrass by high-performance thin-
layer chromatography a validated assay. Journal of Chromatography A. 769: 343-348.  

Blodgett, J.T., Swart, W.J., Louw., and Weeks, W.J. 2000. Species composition of endophytic  
fungi in Amaranthus hybridus leaves, petioles, stem, and roots. Mycologia. 92(5): 853-859. 

Brady, S.F., and Clardy, J. 2000. CR377, a new pentaketide antifungal agent isolated from an  
endophytic fungus. Journal of Natural Product. 63: 1447-1448. 

Bruijns, R.H.J., and Bult, H. 2001. Effects of local cytochalasin D delivery on smooth muscle cell  
migration and on collar-induce intimal hyperplasia in the rabbit carotid artery. British  
Journal of Phamarcology. 134: 473-483.  

Cafeu, M.C., Silva, G.H., Teles, and Araujo, R.A. 2005. Substancias antifungicas de Xylaria sp.,  
um fungo endofitico isolado de Palicourea marcgravii(Rubiaceae). Quim. Nova. 28: 991-
995   

Carli, L.D., and Larizza, L. 1988. Griseofulvin. Mutation Research. 195: 91-126. 
 



 108

Carmichael, J., Park, J.G., Kramer, B.S., Steinberg, S.M., Collins, J.M., Minna, J.D., and Gazdar,  
A.F. 1987. Chemosensitivity testing of human colorectal carcinoma cell lines using a 
tetrazolium-based colorimetric assays. Cancer Research. 47: 5875-5879. 

Carroll, G.C. 1988. Fungal endophytes in stems and leaves: from latent pathogen to  mutualistic  
           symbiot. Ecology 69: 2-9. 
Carroll, G.C. 1986. The biology of endophytism in plants with particular reference to woody  

perennials. pp. 205-222. In Microbiology of the Phyllosphere (eds N.J. Fokkema and J. 
Van den Heuvel). Cambridge: Cambridge University Press. 

Chen, G., Lin, Y., Wen, L., Vrijmoed, L.L.P. and Gareth Jones, E.B. 2003. Two new metabolites 
of a marine endophytic fungus (No. 1893) from an estuarine  mangrove on the south china 
sea coast. Tetrahedron 59: 4907-4909. 

Chinworrungsee, M., Kittakoop, P., Isaka, M., Rungrod, A., Tantichareon, M., and 
Thebtaranonth, Y. 2001. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 11: 1965-1969. 

Christine Davis, E., Franklin, J.B., Jonathan Shaw, A., and Vilgalys, R. 2003. Endophytic Xylaria 
(Xylariacae) among Liverworts and Angiosperm: Phylogenetics, Distribution and 
Symbiosis. American Journal of Botany. 90(11): 1661-1667.  

Cohen, E., Ophir, I., and Shaul, Y.B. 1999. Induced differentiation in HT29, a human 
adenocarcinoma cell line. Journal of cell science. 112: 2657-2666. 

Daisy, B.H., Strobel, G.A., Castillo, U., Ezra, D., Sears, J., Weaver, D., and Runyon, J.B. 2002.  
Naphthalene, an insect repellant, is produced by Muscodor vitigenus, a novel endophytic 
fungus. Microbiology. 148: 3737-3741. 

Ganer, G.B., Rottinghaus, G.E., Cornell, C.N. and Testereci, H. 1993. Chemistry of  compounds  
associated with endophyte/grass interaction: ergovaline- and  ergopeptine-related alkaloids. 
Agriculture, Ecosystems and Enviroment 44: 65-80. 

Gatenby, W.A., Munday-Finch, S.C., Wilkins, A.L. and Miles, C. O. 1999.  Terpendole M,  
a novel indole-diterpenoid isolated from Lolium perenne infected with the endophytic 
fungus Neotyphodium lolii. Journal of Agricultural & Food Chemistry. 47: 1092-1097. 

Graf, W., Robert, J.L., Vederas, J.C., and Tamm, C. 1974. Biosynthesis of the cytochalasans part  
III 13C-NMR of cytochalasin B (Phomin) and cytochalasin D incorporation of [1-13C]-and  
[2-13C]-sodium acetate. Helvetica Chimica Acta. 57: 1801-1815. 



 109

Guo, B., Dai, J., Ng. S., Huang, Y., Leong, C., Ong, W., and Carte, B.K. 2000. Cytonic acid A  
and B : novel tridepside inhibitors of hCMV protease from the endophytic fungus  
Cytonaema sp. Journal of Natural Product. 63: 602-604. 

Harper, J.K., Arif, A.M., Ford, E.J., Strobe, G.A., Porco, J.A., Tomor, D.P., Oneill,  K.L., 
Heider, E. M. and Grant, D. M. 2003. Pestacin: a 1,3-dihydro isobenzofuran  from 
Pestalotiopsis microspora possesing antioxidant and antimycotic activities. Tetrahedron 
59: 2471-2476. 

Hawksworth, D. L. 1991. Presidential Address 1990. The fungal dimension of diversity:  
magnitude, significance and conservation. Mycological Research. 95: 641-655. 

Horn, W.S., Simmonds, M.S.J., Schwartz, R.E., and Blaney, W.M., 1995. Phomopsichalasin, a  
Novel Antimicrobial Agent from and Endophytic Phomopsis sp. Tetrahedron. 51: 3969. 

Intan, S.I., Hideyuki, I., Tsuyomu, H., Shoko, T., and Takashi, Y. 2003. Modified limonoids from  
the leaves of Sandoricum koetjape.   

Issac, S. 1992. Fungal-Plant Interaction. 1st ed. London: Chapman & Hall. 
Jayasuriya, H., Bills, G.F., Cascales, C., Zink, D.L., Goetz, M.A., Jenkins, R.G., Silverman,  

K.C., Lingham, R.B. and Singh, S.B. 1996. Oreganic acid: a potent  novel inhibitor of ras  
farnesyl-protein transferase from an endophytic fungus. Bioorganic and Medicinal  
Chemistry Letters 6(17): 2081-2084. 

Jorgensen, J.H., Turnidge, J.D., and Washington, J.A. 1999. Antibacterial susceptibility tests:  
dilution and disc diffusion method. In P.R. Murray; E.J. Baron; M.A. Pfaller; F.C.  
Tenover and R.H. Yollken (eds.) Manual of clinical microbiology (7th edition). Washington 
D.C., ASM press. pp. 1526-1542.   

Ju, Y., Sacalis, J.N. and Still, C.C. 1998. Bioactive flavonoids from endophyte-infected blue  
Grass (Poa ampla). Journal of Agricultural & Food Chemistry. 46: 3785-3788. 

Kaneda, N., Pezzuto, J.M., Kinghorn, A.D., Farnsworth, N. R., Santisuk, T., Tuchida, P.,  
Udchachon, J. and Reutrakul, V. 1992. Journal of Natural Product. 55: 654. 

King, F. E. and Morgan, J. W. W. 1960. Journal of the Chemical Society. 4738. 
Kongsaeree, P., Prabpai, S., Sriubolmass, N., Vongvein, C. and Wiyakrutta, S. 2003. Antimalarial  

dihydroisocoumarins produced by Geotrichum sp., an endophytic fungus of  
Crassocephalum crepidiodes. Journal of Natural Product. 66: 709-711. 















 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 117

ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ทุกสูตรที่เตรียมสวนประกอบตางๆ ครบถวน ใหนํามาผสมกันและละลาย
เขากันดี นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที 
 
1. สูตรอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มันฝรั่ง   200 กรัม 
  Dextrose  20 กรัม 
  Agar   15  กรัม 
  Distilled water  1,000  มิลลิลิตร 
  ตมมันฝรั่งที่หั่นเปนชิ้นเล็กๆ ในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร จนมันฝรั่งสุก กรองชิ้นมัน
ฝร่ังออกดวยผาขาวบางเอาแตน้ําตมมันฝรั่ง ผสมสวนประกอบตางๆ ละลายใหเขา ปรับปริมาตรให
ครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ เปนเวลา 15 นาที 
 
2. สูตรอาหาร Malt Extract Agar (MEA) 
  Malt extract  20  กรัม 
  Glucose   20 กรัม 
  Peptone   1 กรัม 
  Agar   15 กรัม 
  Distilled water  1,000 มิลลิลิตร 
 
3. สูตรอาหาร Cornmeal Agar (CMA) 
  Cornmeal  30 กรัม 
  Peptone   20 กรัม 
  Dextrose  20 กรัม 
  Agar   15 กรัม 
  Distilled water    1,000 มิลลิลิตร 
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4. สูตรอาหาร Yeast-Malt Extract Agar (YMA) 
  Yeast extracts  3 กรัม 
  Malt extracts  3 กรัม 
  Glucose   10 กรัม 
  Peptone   5 กรัม 
  Agar   15 กรัม 
  Distilled water  1,000 มิลลิลิตร 
 
5. สูตรอาหาร Nutrient Agar (NA) 
  Beef extract  3 กรัม 
  Peptone   4 กรัม 
  Agar   15 กรัม 
  Distilled water   1,000 มิลลิลิตร 
 
6. สูตรอาหาร Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA) 
  Dextrose  40  กรัม 
  Peptone   10 กรัม 
  Agar   15 กรัม 
  Distilled water   1,000 มิลลิลิตร 
 
7. สูตรอาหาร Yeast  Extract  Sucrose Agar (YES) 
  Yeast  Extract    20 กรัม 
  Sucrose   15 กรัม 
  Agar   15 กรัม 
  Distilled water   1,000 มิลลิลิตร 
 
8. Mueller-Hinton Broth (MHB) 
  Mueller-Hinton  34 กรัม 
  Distilled water   1,000 มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 1 ผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบจากชิ้นราราเอน็โดไฟตทีแ่ยกจากใบ
กระทอนดวยเทคนิค Dual culture Agar diffusion 
 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
สายพันธุ 

 
อาหารเลี้ยง

เช้ือ B. subtilis 
ATCC 6633 

S. aureus 
ATCC 25923 

E. coli 
ATCC 25922 

P.aeruginosa 
ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 10231 

CHB01 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB02 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 

1.0 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB03 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 

1.1 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB04 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

หมายเหต ุ
- หมายถึง ไมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
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ตารางที่ 1 (ตอ) ผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบจากชิ้นราราเอ็นโดไฟตที่แยกจากใบ
กระทอนดวยเทคนิค Dual culture Agar diffusion 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
สายพันธุ 

 
อาหารเลี้ยง

เช้ือ B. subtilis 
ATCC 6633 

S. aureus 
ATCC 25923 

E. coli 
ATCC 25922 

P.aeruginosa 
ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 10231 

CHB05 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB06 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB07 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB08 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
0.9 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
0.8 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

หมายเหต ุ
- หมายถึง ไมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
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ตารางที่ 1 (ตอ) ผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบจากชิ้นราราเอ็นโดไฟตที่แยกจากใบ
กระทอนดวยเทคนิค Dual culture Agar diffusion 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
สายพันธุ 

 
อาหารเลี้ยง

เช้ือ B. subtilis 
ATCC 6633 

S. aureus 
ATCC 25923 

E. coli 
ATCC 25922 

P.aeruginosa 
ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 10231 

CHB09 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB10 PDA 
MEA 
SGA 
CMA  
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

0.8 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

0.8 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB11 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB12 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 

0.9 
- 
- 

 
หมายเหต ุ
- หมายถึง ไมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
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ตารางที่ 1 (ตอ) ผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบจากชิ้นราราเอ็นโดไฟตที่แยกจากใบ
กระทอนดวยเทคนิค Dual culture Agar diffusion 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
สายพันธุ 

 
อาหารเลี้ยง

เช้ือ B. subtilis 
ATCC 6633 

S. aureus 
ATCC 25923 

E. coli 
ATCC 25922 

P.aeruginosa 
ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 10231 

CHB13 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
1.0 
- 
- 
- 
- 

- 
1.0 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB14 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB15 PDA 
MEA 
SGA 
CMA  
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB16 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

 
หมายเหต ุ
- หมายถึง ไมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
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ตารางที่ 1 ผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียทดสอบจากชิ้นราราเอน็โดไฟตทีแ่ยกจากใบ
กระทอนดวยเทคนิค Dual culture Agar diffusion 

บริเวณยับยั้งการเจริญ (เซนติเมตร) 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

 
สายพันธุ 

 
อาหารเลี้ยง

เช้ือ B. subtilis 
ATCC 6633 

S. aureus 
ATCC 25923 

E. coli 
ATCC 25922 

P.aeruginosa 
ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 10231 

CHB17 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB18 PDA 
MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
1.2 
- 
- 
- 

1.0 
CHB19 PDA 

MEA 
SGA 
CMA 
YES 
GYE 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

CHB20 PDA 
MEA 
SGA 
CMA  
YES 
GYE 

- 
1.1 
- 
- 
- 
- 

- 
0.8 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

 
หมายเหต ุ
- หมายถึง ไมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
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รูปที่ 1 UV สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 
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รูปที่ 2  IR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 
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รูปที่ 3 1H-NMR  สเปกตรัมของสารบริสทุธิ์ 1 
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รูปที่ 4  13C-NMR สเปกตรัมของสารบริสทุธิ์ 1 
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รูปที่ 5 MS สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1  
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รูปที่ 6 HSQC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 
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รูปที่ 7 HMBC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 
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รูปที่ 8 COSY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 
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รูปที่ 9 UV สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 10 IR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 11 1H-NMR สเปกตรัมของสารบริสทุธิ์ 2 
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รูปที่ 12 13C-NMR สเปกตรัมของสารบริสทุธิ์ 2 
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รูปที่ 13 MS สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 14 HSQC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 15 HMBC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 16 COSY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 17 UV สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 18 IR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 3 
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รูปที่ 19 1H-NMR สเปกตรัมของสารบริสทุธิ์ 3 
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รูปที่ 20 13C-NMR สเปกตรัมของสารบริสทุธิ์ 3 
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รูปที่ 21 MS สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 3 
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รูปที่ 22 HSQC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 3 



 145

 
รูปที่ 23 HMBC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 3 
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รูปที่ 24 COSY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 3 
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวทัศวรรณ สมสีมี เกิดเมื่อวันที่ 3 มนีาคม พ.ศ. 2523 ที่จังหวดัอดุรธานี จบการศึกษา
ระดับปริญญาตรีจากมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร เมื่อป พ.ศ. 2545 เขาศึกษาระดับ
ปริญญาโทที่คณะวิทยาศาสตร สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมือ่ป พ.ศ. 2545 
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