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(95.27 μM)  and  62.5  μg/ml (190.55 μM), respectively. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันราเปนแหลงผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สําคญัแหลงหนึง่  เนื่องจากสามารถ
เจริญเติบโตไดเร็วจึงสามารถเพิ่มการผลิตไดงายกวาการแยกสารจากพืชโดยตรง  จึงมีประโยชนมาก
ทั้งในทางการแพทย  เภสัชกรรม และเกษตรกรรม    ราเปนสิง่มีชีวติที่มีความหลากหลายทางชวีภาพ
มาก  สามารถพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอมทัง้ในน้าํจืด  น้าํทะเล  ดิน  ซากพืช  ซากสัตว  มูลสัตว  หรือใน
เนื้อเยื่อของพืชและสัตวที่ยงัมีชีวิต   โดยราที่อาศยัในเนื้อเยื่อพืช  และไมกอใหเกิดโรคและความ
ผิดปกติตอพืชปรากฏใหเห็น  เรียกวา  ราเอนโดไฟต   
 ราเอนโดไฟตอาจจะอาศัยอยูภายในเซลลหรือชองวางระหวางเซลลในเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของ
พืช  ไดแก  ใบ  กานใบ  ลําตน  หรือราก  สามารถพบราเอนโดไฟตไดในพืชแทบทกุชนิด  และมีความ
เกี่ยวของกับพชืในลักษณะทีอ่ยูรวมกนัแบบพึ่งพาอาศัยกัน  โดยพืชใหที่อยูอาศัย  เปนแหลงอาหาร 
และปกปองเชือ้ราจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม  เชนความรอน ความแหงแลง   สวนราเอนโดไฟต
ก็จะตอบแทนโดยการสรางสารเมทาบอไลตทุติยภูมิบางชนิดที่เปนประโยชนตอพืช เชน  ทําใหพืชมี
ความสามารถในการเจริญเติบโตและอยูรอดไดมากข้ึน  โดยอาจชวยในการยับยั้งการเจริญของเชือ้กอ
โรคพืช  สัตวกินพืช  ภาวะทีห่นาวหรือรอนและแหงแลงเกนิไป (Gregory, 2004) หรือทําใหพืชมี
ความสามารถในการตานทานตอภาวะขาดสารอาหารมากขึ้น  (Dariusz, Malinowski และ  Belesky, 
2000) 

โดยมีรายงานยืนยนัวา เอนโดไฟตสามารถสรางสารเมทาบอไลตทุตยิภูมิมีฤทธิ์ในการยับยัง้รา
ที่กอใหเกิดโรคในพืช    ยับยั้งเซลลมะเร็ง    และยับยัง้เชื้อจุลินทรีย   และโปรโตซัวที่เปนสาเหตุของโรค
หลายชนิด  เชน  โรคมาลาเรีย  วัณโรค  และแอนแทรกซ (Palangpol  Kongsaeree, 2003)   ทั้งยัง
พบวาสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพที่สรางโดยเอนโดไฟต  จะมฤีทธิ์คลายคลึงหรือเหมือนกับสารทีพ่ืชชนิด
น้ันผลิตได   (Petrini, 1991) 
 Schwarz  และคณะ  พบวาราเอนโดไฟต  Phomopsis  phaseoli  ซ่ึงแยกไดจากพืชที่ข้ึนได
ในเขตรอน  และ  Melanconium  betulunum  ซ่ึงแยกไดจากกิ่งของตน  Betula  pendula   กับ  B. 
pubescens  สามารถสรางสารประกอบ  3-Hydroxypropionic acid  ซ่ึงเปนสารทีม่ีฤทธิ์ในการ
ทําลายสิ่งมีชีวติพวก nematode  กลุมทีเ่ปนปรสิตตอพชื เชนพวก  Meiloidogyne  incognita  ได
อยางมีประสิทธิภาพ  (Schwarz  และ  Kopcke,  2004) 
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 Lu  และคณะ  รายงานวา  Colletotrichum sp.  ซ่ึงเปนราเอนโดไฟต  ที่แยกไดจากตน  
Artemisia annua                ซ่ึงเปนพืชสมุนไพรของประเทศจีนสามารถสรางสารชนิดใหม   ซ่ึงไดแก 
6-isoprenylindole-3-carboxylic acid, 3β,5-dihydroxy-6β-acetoxy-ergosta-7,22-diene  และ  
3β,5-dihydroxy-6β-phenylacetyloxy-ergosta-7,22-diene   ที่มีฤทธิท์างชวีภาพในการยับยัง้เชื้อ
แบคทีเรีย (Lu  และคณะ, 2000)      

 Palangpol  และคณะ  พบวาราเอนโดไฟต  Geotrichum sp.  ทีพ่บใน  Crassocephalum 
crepidioides  สามารถสรางสารตัวใหม 3  ชนิดที่เปนอนพุันธของ  dihydroisocoumarin คือ  7-
butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one,  7-butyl-15-enyl-6,8- -dihydroxy-
3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one  และ  7-butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pentylisochroman-1-
one        ซ่ึงมปีระสิทธิภาพในการตานเชื้อที่กอใหเกิดโรคมาลาเรีย  วณัโรค  และเชือ้ราได   (Palangpol  
Kongsaeree  และคณะ, 2003)   
  Blankenship  และคณะ  รายงานวาราเอนโดไฟต  Neotyphodium uncinatum  ซ่ึงเปนเอน
โดไฟตที่อยูในพืชตระกูลหญาสามารถผลิตสาร alkaloids ช่ือ Lolines ซ่ึงเปน   saturated 1-
aminopyrrolizidines with an oxygen bridge  ที่สามารถออกฤทธิ์เปนยาฆาแมลงได (Blankenship 
และคณะ, 2001) 

Thongchai  Taechowisan, Peberdy  และ  Saisamorn  Lamyong   ไดทําการแยกเชื้อ   
เอนโดไฟตจากพืชทั้งหมด  36  ชนิดโดยพบวาพืชท่ีมีเหงาจะสามารถแยกเชื้อจากสวนเหงาไดมากที่สุด
เมื่อเทียบกับสวนอื่นๆ ของตนพืช  และเชือ้บางชนิดสามารถออกฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรคในพืชไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  (Thongchai และคณะ, 2003) 

จากที่กลาวมาแลวจะเหน็ไดวา ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพชืสมุนไพรบางชนิดสามารถสราง
สารที่มีฤทธิย์บัยั้ง จุลินทรียและสารที่ออกฤทธิท์างชวีภาพทีน่าสนใจ   และอาจพฒันาไปใชประโยชน
ในทางเภสัชกรรมหรือเกษตรกรรมได    ดังนัน้จึงนาสนใจที่จะศึกษา  ราเอนโดไฟตจากขมิน้ชนัซึ่งเปน
พืชสมนุไพรที่มีสารออกฤทธิ์ทีน่าสนใจ 
 จากการศึกษาทางเภสัชวทิยา  พบวาขมิน้ชันมีสรรพคุณในการฆาเชือ้แบคทีเรีย  ชวยตาน
มะเร็ง วัณโรค  ทัง้ยงัมีสารทีย่ับยั้งการหลั่งของกรดจึงใชในการรักษาแผลในกระเพาะอาหาร และลาํไส  
มีฤทธิ์ลดการอักเสบ  ขับน้าํดี  และฤทธิค์ลายกลามเนือ้เรียบ  แกทองอืดทองเฟอ  ชวยใหเจริญอาหาร  
ท้ังยังมีผลดีตอผิวหนัง คือ  ชวยรักษาโรคผิวหนัง  แกอาการผืน่คัน  รักษากลากเกลือ้น  แผลสด  รักษา
พิษโลหิต  แกบิดเปนมกูเลอืด  นอกจากนี้ยงัสามารถใชในการลดไข  บรรเทาอาการวิงเวียน  ดมแก
หวัด  ระงับอาการชัก  รักษาฟน  ตาแดง  ปวดเมื่อย  และบํารุงผวิ  
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 จากการศึกษาทางพฤกษเคมี  พบวา  ขมิน้มีสารประกอบทางเคมีทีห่ลากหลายและมี
ประสิทธิภาพสูงในการรักษาโรค ดังนัน้จึงเปนไปไดวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากขมิ้นชันจะสามารถ
สรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีน่าสนใจ  โดยเฉพาะอยางยิ่งสารยับยัง้เชื้อจุลินทรีย ที่นาสนใจและอาจ
พัฒนาไปใชประโยชนได 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
    
1.  เพื่อแยกราเอนโดไฟตทีย่บัยั้งจุลินทรียจากเหงาขมิ้น 
2.  แยกองคประกอบทางเคมีของสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ยบัยั้งจุลินทรียที่ราเอนโดไฟตสรางขึ้น 

 



บทที่  2   
 

เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วของ 
 

ผลิตภัณฑจากธรรมชาติเปนสิ่งที่กาํลังไดรับความสนใจอยางกวางขวางในปจจุบัน   เนื่องจาก 
สามารถใชในการยับยัง้เชื้อกอโรคที่เปนปญหาในทางการแพทย และการเกษตรได   ทั้งยังมีความ
ปลอดสูงกวาสารที่ไดมาจากการสังเคราะหโดยกระบวนการทางเคมี โดยสวนใหญจะมุงเนนผลิตภณัฑ 
ธรรมชาติที่ไดจากพืชชนิดตางๆ     แตก็มกีารพบวาในพชืนั้นจะมีจุลินทรียบางชนิดที่เรียกวาเอนโดไฟต    
ซ่ึงอาจเปนเชือ้ราหรือแบคทเีรียที่อาศัยอยูภายในเซลล  หรือชองวางระหวางเซลลพชื  โดยไมกอใหเกิด
โรคหรือความผิดปกติตอพืช    มีความสัมพนัธระหวางจุลินทรียและพืชในลกัษณะที่อยูรวมกนัแบบ
พึ่งพาอาศัยกนั   และสามารถพบไดในทกุสวนของพืช   โดยมีรายงานยืนยนัวาเอนโดไฟตสามารถสราง
สารเมทาบอไลตทุติยภูมิมีฤทธิ์ในการยับยัง้ราทีก่อใหเกดิโรคในพืช    ยับยัง้เซลลมะเร็ง    และยับยั้ง
เช้ือจุลินทรีย และโปรโตซัวที่เปนสาเหตุของโรคหลายชนิด เชน  โรคมาลาเรีย  วัณโรค  และแอนแทรกซ   
โดยพบวาสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สรางโดยเอนโดไฟต  จะมฤีทธิค์ลายคลึงหรือเหมือนกับสารที่พืช
ชนิดนั้นผลิตได   
 
2.1 คําจํากัดความของเอนโดไฟต   

ในป  1986   Petrini    ไดใหคําจํากัดความวา  เอนโดไฟต  หมายถงึจุลินทรียทั้งหมดที่ใน
ชวงหนึง่ของวงจรชีวิตจะส้ันหรือยาวก็แลวแตมาอาศัยอยูภายในพืชในภาวะพึง่พากัน  (mutualism 
simbiotic) และกอใหเกิดโรคดวย (pathogen) ดวยแตอยูแบบพักในพืชที่เปนพืชใหอาศัย ( Petrini, 
1986 )    แตขอมูลของเอนโดไฟตที่กอใหเกิดโรคหรือความผิดปกติของพืชนั้นยังมีนอยสวนใหญจะเปน
รูปแบบที่เอ้ือประโยชนซ่ึงกนัและกนั 

ราเอนโดไฟตเปนกลุมราที่อาศัยอยูกนัพชื โดยอาจจะอาศัยอยูภายในเซลลหรือชองวาง
ระหวางเซลลในเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของพืช  ไดแก ใบ กานใบ ลําตน  หรือราก  สามารถพบราเอนโดไฟต
ไดในพืชแทบทุกชนิด  และมีความเกี่ยวของกับพชืในลกัษณะที่อยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยกนั  โดยพืช
ใหที่อยูอาศัย  เปนแหลงอาหาร และปกปองเชื้อราจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม  เชนความรอน 
ความแหงแลง   สวนราเอนโดไฟตก็จะตอบแทนโดยการสรางสารเมทาบอไลตทุติยภูมิบางชนิดที่เปน
ประโยชนตอพชื เชน  ทาํใหพืชมีความสามารถในการเจริญเติบโตและอยูรอดไดมากขึ้น  โดยอาจชวย
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคพืช (Hawksworth, 1991) สัตวกนิพืช 
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ภาวะที่หนาวหรือรอนและแหงแลงเกนิไป    หรือทําใหพืชมีความสามารถในการตานทานตอภาวะขาด
สารอาหารมากขึ้น  (Petrini,1991)  ราเอนโดไฟตเปนกลุมราทีม่ีความหลากหลายมากโดยจะมคีวาม
แตกตางกนัทัง้ชนิดและนิเวศวิทยา ซ่ึงสวนใหญจะอยูในไฟลัม   Ascomycota และ Deuteromycota    
วิธีการแยกเชือ้จะมีผลตอราเอนโดไฟตทีม่ใีนพืช  โดยราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพชืแตละชนิดจะมี
ปริมาณแตกตางกนั   โดยความหลากหลายนีจ้ะข้ึนกับแตละสวนของพืชทีท่ําการศกึษาและแหลงทีพ่ืช
เจริญเติบโต  ทั้งนี้ยงัพบวาพืชแตละชนิดจะมีกลุมรา        เอนโดไฟตที่จําเพาะเจาะจง   ซึง่จะเกีย่วของ
กับการสรางเอนไซมที่จําเปนในการรวมกลุมในเนื้อเยื่อพืช  
 
2.2    ความสัมพันธระหวางราเอนโดไฟตกับพืชในทางนิเวศวิทยา 

ราเอนโดไฟตจะอาศัยอยูภายในตนพืช  โดยไมกอใหเกิดโรคแกตนพืชที่ราอาศัยอยู (Strobel 
และคณะ, 2001)  โดยอาศัยอยูในชองวางระหวางเซลล  )intercellular  spaces    ของสวนลําตน 
(stem)  เปลือกไม (bark)  ทอลําเลียงนํ้า (xylem)  ใบ (leaves)  เสนใบ (petioles) ราก (root)  และ
เมล็ด (seed) ของพืชช้ันสูง (รูปที่ 2.1)  ราเอนโดไฟตจะมีความเกี่ยวของกับพืชในลักษณะที่เปนภาวะ
พึ่งพากัน  (mutualistic)   ภาวะที่ตองอาศัยซึ่งกันและกัน (symbiotic)  และ ภาวะที่อยูรวมกันโดยฝาย
หนึ่งไดประโยชนแตอีกฝายไมไดประโยชนแตไมไดรับอันตราย(commensal)    แตบางครั้งอาจจะทํา
ใหเกิดพยาธิสภาพกับตนพืชไดถาตนพืชมีภาวะออนแอหรือมีความเครียดเกิดข้ึน (Dariusz  และคณะ, 
2000)  โดยจะพบราเอนโดไฟตไดในพืชจําพวกหญา  ไมผลัดใบ  ไมยืนตน  และไมพุม  เปนตน 
(Strobel และคณะ, 2002) 
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                         รูปที ่2.1    ความสัมพันธระหวางราเอนโดไฟตกบัพืช 
   ก . การแทรกตัวของเสนใยราเอนโดไฟตในชองวางระหวางเซลล(intercellular space) 

    ข.  รูปแสดงเสนใยของราเอ็นโดไฟตที่เจริญอยูระหวางเซลลใบของพชื  
        ค.  รูปแสดงเสนใยของราเอ็นโดไฟตที่เจริญอยูในเนื้อเยื่อในเมล็ดพืช 
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  2.3   การจัดกลุมราเอนโดไฟตในทางนิเวศวิทยา 
 เม่ือจัดกลุมของราเอนโดไฟตในทางนิเวศวิทยาแบงเปน 2   กลุมดังนี้ (Strobel และคณะ, 
1996)  
 

2.3.1   Clavicipitaceous  grass  endophyte 
          ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญา  ซ่ึงเปนราในตระกูล  Clavicipitaceae   การคนพบรา

เอนโดไฟตในกลุมน้ี เร่ิมตนจากการที่ในป 1999   Strobel (Strobel และคณะ, 1999) พบราเอนโดไฟต 
ในเมล็ดของหญาชนิดหนึง่  (Lolium  tumulentum  L.)  ซ่ึงเปนวัชพืชที่เกิดในแปลงธัญพืช  จากนัน้จึง
มีรายงานการศึกษาอีกมากมายที่แสดงใหเห็นวารากลุมนี้มีแหลงที่อยูอาศัยในพืชอีกหลายชนิด ซ่ึงสวน
ใหญจะเปนหญา  ไดแก  หญาตระกูล Poaceae   หญาจาํพวกหญาแหวหมู (Sedge) ตระกูล  
Cyperaceae  และหญาทรงสูงชนิดหนึง่ (Rush)  ตระกูล Jancaceae โดยมีหญากวา 80    สกุลและ
อีกหลายรอยชนิดที่ราเอนโดไฟตอาศัยอยู 

 
2.3.2   Non-Clavicipitaceous  grass  endophyte 
           ราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในไมยนืตนหรือไมพุม      แตรวมราเอนโดไฟตในหญาที่ไมใช

ตระกูล Clavicipitace   ราเอนโดไฟตในกลุมนี้ไดแกราในไฟลัมยอย Ascomycota, Deuteromycota, 
Zygomycota  และ  Basidiomycota    

ราเอนโดไฟตของพืชตระกูลหญาเปนที่รูจักกันมานานกวา  70    ปแลว  แตการศึกษาราเอนโด
ไฟตของไมยืนตนและไมพุมเพิ่งเริ่มเมื่อ  15      ปที่ผานมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป หลังจาก
น้ันมีรายงานที่รวบรวมรายช่ือของพืชท่ีมีราเอนโดไฟตเพื่อสรุปถึงการกระจายของราเอนโดไฟตใน
อาณาจักรพืชและพบวาพืชที่มีเนื้อไมพวกจิมโนสเปรมและแองจิโดสเปรมทั้งหมดที่ถูกตรวจสอบมีรา
เอนโดไฟตอาศัยอยู  และพบวาราเอนโดไฟตเหลานี้มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง 
 
2.4   การศึกษาสารทุติยภูมิทีมี่ฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต 

การศึกษาสารทุติยภูมิจากราเอนโดไฟต โดยมากมักศึกษาจากพืชสมุนไพรพรือพืชที่มีฤทธิท์าง
ชีวภาพ  เนือ่งจากคาดวาราเอนโดไฟตที่อาศัยรวมกบัพืชดังกลาวอาจจะสรางสารที่มีฤทธิท์างชีวภาพ
ไดเชนเดียวกบัพืชที่อาศัย 
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 2.4.1   สารทีม่ีฤทธิ์ตานเชือ้จุลินทรยี (antimicrobial agent) 
การออกฤทธิต์านเชื้อจุลินทรียจัดเปนฤทธิเ์บื้องตนที่มีการทดสอบ  โดยมักทดสอบกบัจุลินทรีย

ท่ีกอโรคแลววดัความสามารถในการออกฤทธิ์จากขนาดวงใสที่เกิดขึ้น หรืออาจรายงานเปนคา MIC 
(minimum inhibitory concentration)  หรือคา  IC (inhibition concentration)  โดยมีรายงาน
การศึกษาทีน่าสนใจดังนี้   

Munday และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟต  Neotyphodium lolli  จาก  Lolium perenne  ซ่ึง
สามารถผลิตสาร  Lolicine  A และ  B  โดยเมื่อศึกษาโครงสรางและสมบัติของสารดังกลาวพบวาเปน
สารที่อยูในกลุมของ  indole-diterpenoids   ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียหลายชนิด (Munday และ
คณะ, 1998) 

                     

N
H

O

O
OH

R

O

OH

 
 

Lolicine  A:   R = CH3                 Lolicine  B:  R = CHO 
รูปที ่ 2.2 โครงสรางทางเคมีของ Lolicine  A และ  B 

    
 
Lu  และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟต  Colletotrichum sp.  ซ่ึงเปนราเอนโดไฟตที่แยกไดจากตน 

Artemisia annua   ซ่ึงเปนพชืสมุนไพรของจีน  พบวาสามารถสรางสารชนิดใหมซ่ึงไดแก  6-
isoprenylindole-3-carboxylic acid, 3β,5α-dihydroxy-6β-acetoxy-ergosta-7,22-diene    และ  
3β,5α-dihydroxy-6β-phenylacetyloxy-ergosta-7,22-diene ซ่ึงเปนสารในกลุม steroids ที่มีฤทธิ์
ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (Lu  และคณะ, 1999)   
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HO

OH
OAc                

OH
O

O  
 
  ก.      ข. 
         รูปที ่ 2.3 โครงสรางทางเคมีของ 3β,5α-dihydroxy-6β-acetoxyergosta-7,22-diene   (ก.) 
                 และ  3β,5α-dihydroxy-6β-phenyl-acetoxyergosta-7,22-diene (ข.) 
 

Strobel  และคณะ  ศกึษาราเอนโดไฟต  Cryptosporiopsis cf. quercina  จาก  
Tripterigeum wilfordii  ซึ่งสามารถผลิตสาร  cryptocandin ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้ Candida albicans  
โดยมีคา  MIC  อยูในชวง  0.03-0.07  µg/ml  และสามารถยับยัง้รากอโรคพืชไดหลายชนิด (Strobel  
และคณะ, 1999) 

รูปที ่ 2.4   โครงสรางทางเคมีของ Cryptocandin 
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Brandy และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟต  Fusarium sp.  จากตน  Selaginella pallescens   
ซ่ึงสามารถผลติสาร  CR377  ซ่ึงเปนสารในกลุม  pentaketide  ชนดิใหม  ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้การ
เจริญของ Candida albicans  โดยเกิดวงใสขนาดเสนผานศนูยกลาง  19-24 มิลลิเมตร (Brandy และ
คณะ, 2000) 

                                                

O

OH

O

 
    

รูปที ่ 2.5   โครงสรางทางเคมีของ  pentaketide 
 
Liu  และคณะ  ศึกษาราเอนโดไฟตหลายชนิดจากตน  Artemisia annua  ที่เปนแหลงของยา

ตานมาลาเรีย Artemisinin  พบวาราเอนโดไฟต  IV403   สามารถผลิตสารที่มฤีทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของรากอโรคพืชไดมากที่สุด (Liu  และคณะ,2001)  
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รูปที ่2.6  โครงสรางทางเคมีของ  Artemisinin 
 
Strobel ศึกษาราเอนโดไฟต Streptomyces sp.   ที่แยกไดจากตน  Kennedia  nigriscans   

ซ่ึงเปนพืชสมนุไพรของประเทศออสเตรเลีย พบวาสามารถสรางสารปฏิชีวนะ   munumbicins  A , B  
และ D ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อกอโรคแอนแทรกซ  วัณโรค  และมาลาเรียได  (Strobel, 2003) 
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Strobel ศึกษาราเอนโดไฟต  Pseudomonas viridiflara   ซึ่งสามารถพบไดในใบหญาหลาย
ชนิดสามารถสรางสาร  Ecomycin  ซ่ึงเปนlkir;d  polypeptide   มีผลกับเช้ือ  Cryptococcus  
neoformans   และ   Candida  albicans  (Strobel, 2003) 

Wang และคณะ  ศกึษาราเอนโดไฟต  Neoplaconema napellum IFB-E016  ซ่ึงแยกไดจาก
ใบของตน  Hopea hainanensis   พบวาสามารถสรางสารชนิดใหม  1  ชนิด  คือ  Neoplaether  ซ่ึง
เปนสารในกลุม diphenyl ether  และสารอีก  4  ชนิดคือ  monomethylsulochrin, physcion, 
helvolic acid, ergosterol  และ  ergosterol peroxide  โดยสาร Neoplaether  ที่มฤีทธิ์ในการยับยั้ง 
Candida albicans  โดยมคีา  MIC  6.2  µg/ml       และสามารถยับยัง้เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก  
(KB cell) โดยมีคา IC50  13.0   µg/ml  (Wang และคณะ, 2006) 
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O NH2 O OCH3

OH
OCH3

CH3

H3CO

 
 

รูปที ่2.7  โครงสรางทางเคมีของ Neoplaether 
 

2.4.2   สารที่มีฤทธิ์ยบัยั้งมะเร็ง (cytotoxic activity) 
Srinivasa  และคณะไดศึกษาพบสาร  taxol    ที่เปนสารประกอบพวก  diterpenoid  แยกได

จากเปลือกของตน  Taxus  sp.   มีสมบัตเิปนยาตานมะเร็งหลายชนิด เชน  มะเร็งรังไข  มะเร็งเตานม  
และมะเร็งปอด    โดยจะยบัยั้งและทําลายโมเลกุลของ    microtubulin    ในระหวางการแบงตัวแบบ
ไมโทซิสของเซลลมะเร็ง  (Srinivasa  และคณะ,1995).  

Paclitaxel (Taxol®) (รูปที่ 2.8)  เปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่สรางจากราเอนโดไฟต  
Taxomyces  andreanae  ที่แยกไดจากตน Pacific  yew (Taxus  brevifolia)     โดย Taxol  น้ีจะ
ปองกนัการเกดิการ  depolymerization ของ  tubulin  ในระหวางกระบวนการแบงเซลล   เมื่อทาํการ
ทดสอบพบวามีผลยับยัง้การเจริญและเพิ่มจํานวนของ  P-388, P-1534  และ L-1210  murine 
leukemia  นอกจากนี้ยงัสามารถยับยั้งการเจริญของ  Walker 256 carcinosarcoma และ sarcoma 
180  ไดอีกดวย (Stierle และคณะ, 1993)   นอกจากนี้แลวยังมีราเอนโดไฟตชนิดอื่นๆ เชน   
Pestalotiopsis  micospora   ที่แยกไดจากตน Himayalan  yew) Taxus  wallachiana) และ 
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Tubercularia sp. สายพนัธุ  TF 5 จากตน Chinese  Southern  yew (Taxus  mairei)  ก็สามารถ
สรางสาร  Taxol  ไดเชนเดียวกนั (Strobel และคณะ, 1996)  ปจจุบนันี้มกีารนํา  Taxol  มาใชเปนตัว
ยาในการรักษาโรคมะเร็งแลว    และ  Taxol  นี้เองก็เปนสารเมแทบอไลตทุติยภูมิสําคัญที่สรางจากรา
เอนโดไฟตทีม่ฤีทธิ์เหมือนกบัพืชที่ราเอนโดไฟตอาศัยอยูได (Strobel และคณะ, 2004) และมีฤทธิ์ตาน
มะเร็งไดเหมือนกับพืช 
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O OH
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รูปที ่2.8 โครงสรางทางเคมขีอง  Taxol 
 

 จากการศึกษาของ  Lee  และคณะ  ที่ศึกษาราเอนโดไฟต  Pestalotiopsis microspora  ซ่ึง
สามารถผลิตสาร  Torreyanic  acid   พบวาสารดังกลาวมีฤทธิ์ในการทาํลายเซลลมะเร็งหลายชนิด  
โดยมีคา  IC50  อยูในชวง  9.4-25  µg/ml  (Lee  และคณะ, 1996) 
                                

 
รูปที ่2.9   โครงสรางทางเคมีของ Torreyanic  acid 
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2.4.3   สารตานเนื้องอก (Antitumor  Agents) 
ราเอนโดไฟต  Aspergillus  parasiticus  ที่เจริญอยูในพืชจําพวกไมเนื้อแดง (Redwood)  

สามารถสรางสาร  Sequoiatones  A และ B  (รูปที่ 2.9 ก. และ ข.)       ที่จัดเปนเอสเทอรชนิดหนึ่ง  ซ่ึง
เมื่อนํามาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพแลวพบวา  มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดเซลลเนื้องอกได (Noble และ
คณะ, 1991)    

O

H3CO
O

H3C

O

O

OH

CH3

CH3  
    ก.    Sequoiatones  A   
 

O

H3C

H3CO O

OH

CH3

O
H3C  

   ข.   Sequoiatones B 
 
รูปที่  2.10   โครงสรางทางเคมีของ Sequoiatones  A และ Sequoiatones B 

 
 

2.4.4   สารสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส (Antiviral Agents)         
ราเอนโดไฟต  Cytonaema sp.  ซ่ึงสรางสารที่มีฤทธิ์ในการตานไวรัสที่เปน  cytomegalovirus 

protease inhibitors, cytonic acid  A  และ B  (Gou และคณะ, 2000).   
  สารเมแทบอไลตทุติยภูมิอีกชนิดหนึ่งที่สกัดไดมาจากการหมักแบบ Solid-State  ของราเอนโด
ไฟต Cytonaema  sp. แยกไดจากตนโอค  (Quercus  sp.)  สารที่ไดคือ Cytonic acids A และ B  จะ
มีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส human cytomegalovirus (hCMV) ที่เปนเชื้อไวรัสที่กอโรคในคนได (Kantorova 
และคณะ, 2002)   
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cytonic acid A R1 = Et, R2 = H
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รูปที ่ 2.11  โครงสรางทางเคมีของ Cytonic acid  A และ B 

 
 ราเอนโดไฟต  Penicillium chrysogenum  ที่สามารถผลิตสาร  Xanthoviridicatin  E  และ  F  
ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อไวรัส   HIV  โดยทําหนาที่ยับยั้งเอน็ไซม  integrase  ในไวรัส (Singh และ
คณะ, 2003) 
 

2.4.5  สารที่มีฤทธิ์กดภูมิคุมกัน (Immunosuppressive Agents) 
ปจจุบันยาที่ใหแกผูปวยที่มกีารปลูกถายอวัยวะ ผูปวยที่เปนโรคเกี่ยวกับขอตอ  เชน  โรคปวด

ขอปวดกลามเนื้อ  โรคไขขออักเสบ   หรือผูปวยที่รางกายอยูในภาวะทีต่องการอินซูลิน  จะเปนยาที่มี
สวนประกอบของสาร Subglutinol A และ B  ซ่ึงเปนสารที่ไดจากราเอนโดไฟต Fusarium  
subglutinans  จากตน Taxus wilfordii  โดยสารตัวนี้จะมีฤทธิ์ในการทําใหเกิด Immunosuppression  
คือเปนสารกดภูมิคุมกันที่ไมเปนอันตรายตอเซลล    (Lee และคณะ, 1995) 
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รูปที ่2.12 โครงสรางทางเคมีของ  Subglutinol  A 
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2.4.6   สารตานการเกิดออกซิเดชัน  (Antioxidant Agents) 
พบราเอนโดไฟต Pestalotiopsis  microspora  ที่แยกไดจากตน Terminalia  morobensis 

ซ่ึงเปนพืชในเขตปาฝนทางตอนเหนือของประเทศปาปวนิวกินี (Strobel และคณะ, 2002)        สามารถ
สรางสารในกลุม Isobensofuranone   คือ  Isopestacin    โดยสารนี้นอกจากจะมีฤทธิ์ในการตาน   
จุลชีพจําพวกราและแบคทีเรียแลว  ยังพบวามีฤทธิ์ตานการเกิดกระบวนการออกซิเดชัน  โดยจะไปจับ
กับอนุมูลอิสระซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดเซลลมะเร็งไดอีกดวย    
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O HO

                          
 

รูปที ่2.13 โครงสรางทางเคมีของ Isopestacin 
 

2.4.7   สารที่มีฤทธิ์เปนพิษตอเซลลประสาท (Neurotoxicity Agents)  
สารที่แยกไดจากราเอนโดไฟตในกลุมนี้สวนใหญแลวจะเปนสารในกลุมของอัลคาลอยด  เชน  

Ergot  alkaloid   โดยสารชนิดนี้จะมีฤทธิ์เปนพิษตอเนื้อเยื่อประสาทของแมลงและสัตวเล้ียงลกูดวยนม  
 )Bush และคณะ, 1997)  ที่แยกไดจากราเอนโดไฟต  Neotyphodium  coenophialum  และ 
Clavicaeps  purpurea ที่อาศัยอยูในตน Festusa  arundinacea  และ Zizinia  aquqtica (Powell  
และPetroski, 1992) 

 
รูปที ่2.14  โครงสรางทางเคมีของสารในกลุมของ Ergot  alkaloid 
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2.4.7   สารทีอ่อกฤทธิ์ไลแมลง  (Insect repellent ) 
Nodulisporic acid  ที่สรางจาก   Nodulisporium sp.  ที่แยกไดจาก Bontia daphnoides ซ่ึง

มีฤทธิ์ในการยบัยั้งตัวออนของแมลงบางชนิด   หรือ  Muscodor vitigenus  ที่แยกไดจาก Paullina 
paullinioides  มีแนฟทาลนีเปนองคประกอบหลัก  มีฤทธิ์ไลแมลง  (Bryn  และคณะ, 2002) 

 
2.4.8   ยารักษาโรคเบาหวาน  (Antidiabetic agent) 
สารเมแทบอไลตที่สรางจาก   Pseudomassaria sp.  ที่ไดจากพืชในเขตปาฝนของประเทศ

คองโก  จะออกฤทธิ์เหมือน insulin  ไมทําใหเกิดการแพ  และไมถูกยอยในระบบทางเดินอาหาร  จึง
สามารถใหยาโดยการกนิได    (Strobel and Daisy, 2003) 

 
2.4.9   สารทีม่ีฤทธิ์ตานเชือ้มาลาเรีย  (Antimalarial agent) 
มีการศึกษาพบวาราเอนโดไฟต  Colletotrichum sp. ทีพ่บใน  Crassocephalum 

crepidioides  สามารถสรางสารตัวใหม  3  ชนิด  ที่เปนอนพุันธของ  dihydroisocoumarin  คือ  7-
butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one,  7-butyl-15-enyl-6,8-dihydroxy-
3(R)-pent-11-enylisochroman-1-one  และ  7-butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pentylisochroman-1-
one  ซ่ึงมฤีทธิต์านเชื้อที่กอใหเกิดโรคมาลาเรีย  วัณโรค  และเชื้อราได (Palangpol และคณะ, 2003) 

 
2.4.10  การนํามาใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพ  (Biological control) 
จากการศกึษาราเอนโดไฟต  Phomopsis phaseoli  ที่แยกไดจากตน  Quercus suber  ที่

สามารถผลิตสาร  3-Hydroxypropionic acid  ที่มีฤทธิฆ์าปรสิตของพืช  Meloidogyne incognita  
โดยมีคา  LD50  ในชวง    12.5-15  µg/ml  (Schwarz และคณะ, 2004) 

 
จากรายงานการพบสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟตที่กลาว

มาแลว   หากเราสามารถสกัดสารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเชนเดียวกับพืชที่ราเอนโด
ไฟตชนิดนั้นๆ อาศัยอยูได  โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชสมุนไพรไทย  เชนขมิ้นชัน  ที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ที่นาสนใจ   ก็จะมีประโยชนอยางมากตอการพัฒนาดานการแพทยและดานอื่นๆ ที่จะนําสารที่ได
พัฒนามาใชประโยชนไดในอนาคต 
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2.5  ขมิ้นชนั 
ขมิ้นชัน  มีช่ือวิทยาศาสตรวา  Curcuma longa  จัดอยูในวงศ  Zingiberaceae  จําพวก

เดียวกับ  ขิง ขา ไพล   มีช่ือเรียกไปตามภาษาทองถิน่  เชน  ขมิ้นแกง,  ขมิ้นชัน, ขมิ้นหยอก,  ขมิ้นหัว,  
ข้ีมิ้น, หม้ิน(ใต), ตายอ(กะเหรี่ยง-กําแพงเพชร), สะยอ(กะเหรี่ยง-แมฮองสอน), หมิ้น  ช่ือภาษาอังกฤษ  
คือ  Tumeric,  Curcuma และ Yellow Root   เปนพืชสมุนไพรทีพ่บทั่วทุกภาคของประเทศไทย  มีถิ่น
กําเนิดในเขตรอนของทวีปเอเชีย  ประเทศอินเดีย จนี  และหมูเกาะอินเดียตะวันออก ปจจุบันมีการ
ปลูกเปนพืชเศรษฐกิจอยางแพรหลายในเขตรอน  ขมิน้ชันเปนพืชที่มอีายุยืนมีลําตนใตดินเรียกวาเหงา 
( รูปท่ี 2.15 )  เนื้อในของเหงาขมิ้นชนัสีเหลืองเขมจนสแีสดจัดมีกลิ่นหอมเฉพาะตวั   ใบมีขนาดใหญ
เรียวยาวเกิดมาจากเหงา    ออกแบบตรงขาม ( รูปที่ 2.16  )    ใบจะแหงเม่ือถึงฤดูแลง   เจริญงอกงาม
ในฤดูฝน           ดอกเปนดอกชอแบบชอเชิงลด (spike) เรียงอัดติดกนัแนนบนแกนกลาง มีกานชอแทง
จากเหงาโดยตรง       ดอกยอยมีสีเหลอืงออนมกีลีบประดับสีเขียวอมชมพู  ( รูปที่ 2.17)   ดอกบาน
คร้ังละ 3-4 ดอก  ผลรูปกลม มี 3 พู   ชอบอากาศคอนขางรอนและมีความชุมช้ืน  ชอบดินรวนซุยที่
ระบายน้ําไดดี    โดยมากปลกูไวเปนพืชสวนครัว  หรือไวประกอบยา  โดยสวนที่ใชคอืเหงาแหงและสด 
 สามารถใชขมิน้เปนเครื่องเทศในการประกอบอาหาร  สีผสมอาหารหรอืสียอมผา  นอกจากนี้
ยังนิยมใชเหงาที่แกจัดทั้งสดและแหงเปนยาสมนุไพร  ในการรักษาโรคหรืออาการตาง ๆ  เชน มีฤทธิ์ลด
การอักเสบ  ขบัน้ําด ี  และฤทธิ์คลายกลามเนื้อเรียบ  แกทองอืดทองเฟอ  ชวยใหเจริญอาหาร ฆาเชื้อ
แบคทีเรีย  ชวยตานมะเร็ง วัณโรค  ทัง้ยงัมีสารที่ยับยัง้การหลั่งของกรดจึงใชในการรักษาแผลใน
กระเพาะอาหาร และลําไส  ทั้งยังมีผลดีตอผิวหนัง คือ  ชวยรักษาโรคผิวหนัง  แกอาการผืน่คัน  รักษา
กลากเกลื้อน  แผลสด  รักษาพิษโลหิต  แกบิดเปนมูกเลือด  นอกจากนี้ยงัสามารถใชในการลดไข  
บรรเทาอาการวิงเวียน  ดมแกหวัด  ระงับอาการชกั  รักษาฟน  ตาแดง  ปวดเมื่อย และบํารุงผวิ เปนตน 
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รูปแสดงลักษณะของขมิน้ชนั (Curcuma longa) 

 
 

                                
 
       รูปที ่ 2.15   แสดงลักษณะของเหงาขม้ินชัน        รูปที ่ 2.16   แสดงลักษณะของใบขมิ้นชัน 
 
 

                                                                                                                          
  

รูปที ่2.17   แสดงลักษณะของดอกขมิ้นชนั 
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2.6  องคประกอบทางเคมขีองขมิน้ชนั 
 จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของขมิ้นชนั  พบวามีองคประกอบที่สําคัญ คือ 

2.6.1  สารประกอบ (essential oil )  หรือน้ํามนัขมิ้น (turmeric oil)  มีประมาณ  1.5-6.0%   
ซ่ึงประกอบดวย 

 2.6.1.1  ketone  เปนองคประกอบหลกั  (65%)  ไดแก  turmerone     และ            
ar- turmerone 

                                                                                                          

O

     or    
O

                                         
 
                                  turmerone                                                 ar- turmerone 

 
รูปที ่2.18   องคประกอบหลักในน้าํมนัหอมระเหยของขมิ้นชันในกลุม ketone 

 
2.6.1.2  hydrocarbons    (25%)  ไดแก  zingiberene,  β-sesqui-phellandrene, 

ar-curcumene,  bisabolene  และ  1,8-cineole 
 

           

O

                                                    
                                           

          cineole                              zingiberene                            ar-curcumene    
 

รูปที ่2.19  องคประกอบหลักในน้ํามนัหอมระเหยของขมิ้นชันในกลุม hydrocarbons 
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ในน้าํมันหอมระเหยที่สกัดไดจะมีกลิ่นหอมของเครื่องเทศ  สีเหลืองออน ลักษณะใสไม
ละลายน้ํา  แตละลายในแอลกอฮอล  จากการทดสอบพบวา  เมื่อใชเอธานอล 70% เปนตัวทาํละลาย
จะสามารถละลายไดในอัตราสวน  1:10  เมื่อใชเอธานอล 80% เปนตวัทาํละลายจะสามารถละลายได
ในอัตราสวน  1:4    คาความเปนกรดดาง (pH) 5.0,  relative density 0.916-0.937, refractive index 
1.502-1.514  และ   optical rotation  0°-( -45° ) 

 
 2.6.2  สาร  curcuminoids   เปนสารผงสีเหลือง  มีประมาณ  3-6%  เปนสารผสมของ
อนุพนัธของ   feruloyl methane   ประกอบดวยสารเคม ี 3  ชนิด  คือ 

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

O O

HO OH

R1 R2

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

   Bisdesmethoxycurcumin  R1 = R2 = H 
 

รูปที ่2.20  โครงสรางทางเคมีของ Curcumin 
  
 

ในขมิ้นนอกจากจะมี  turmeric oil   และ  curcumin  เปนองคประกอบหลกัแลว  ยังมี
สารอาหารอื่น  เชน  โปรตีน  ไขมัน  แรธาตุ  และคารโบไฮเดรต    
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ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั    (อรัญญา, 2005) 
 

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 1. Borneol Endo-1,7,7-

trimethylbicyclo 
[2.2.1] heptan-2-ol 
 

 

H

H3C

CH3

OH

CH3

 

- ใชเปนน้ําหอม 
- ใชทําเครื่อง
หอม 

 2. Bisdesmethoxy 
    curcumin 

Bis (p-hydroxy 
cinnamoyl) methane 
 

 
O O

HO OH

H H

 

 
- 

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

 
HO

COOH

HO  

 
- 

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

 

CH3

HCH3

HO
H H

H3C CH3

CH3

CH3

 

 
- 

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

 
CH3

CH3

CH2  

 
- 

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

                     

H3C
CH3

CH3

O

   

H3C
CH3

H3C O  
 
       l-form                 d-form 

- เปนสารตั้งตน 
- สารใหกลิน่ รส 
- สวนประกอบใน
เครื่องสําอางและ
สารกันเสยี 
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ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั (ตอ) 
 

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 7. Cholesterol 
 
 

(3β) –cholest-5-en-
3-ol 
 

 
CH3

HCH3

HO

H

H3C CH3

CH3
H

 

- ใชในการผลิต
ยา(เปนตวัชวย
ผสมเนื้อยา) 

 8. p-coumaric acid 
 
 

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

 

           HO

COOH

 

 
- 

 9. Curcumin 
 
 

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

 
 

O O

HO OH

H3CO OCH3

 

- ตานการอักเสบ 
- ตานอนุมูล
อิสระ 

 10. Desmethoxy 
    curcumin 
 

-  
O O

HO OH

H3CO H

 

 
- 

11.p,α-
dimethylbenzyl 
alcohol 
 

α,4 –
dimethylbenzene 
methanol 

 
 

H3C
CH3

CH3  
 

 
- 

12. Eucalyptol 
 
 

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

       

             

CH3

H3C CH3

O

 

- ใชในการผลิต
ยา 

13. Eugenol 
 
 

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

 

                 

OH

CH2

OCH3

 

- ใชเปนน้ําหอม 
- แกปวด(ฟน) 
- สารลอแมลง 
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ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั  (ตอ) 
 

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 19. β-Pinene 
 
 

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

H3C CH3

CH2  

 
- 

20.Protocatechchuic 
acid 

 

3,4-
dihydroxybenzoic 
acid 

       

                

COOH

OH

OH

 
 

 
- 

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

     

CH3

HCH3

H H

H3C CH3

CH3

H

HO

CH3

 

 
- 

 

 22. Stigmasterol 
 
 
 

(3β,22E)-stigmasta-
5,22-diene-3-ol 

 

   

CH3

HCH3

H H

H3C CH3

CH3

HO

CH3

H

 

 
- 

 23. α-Terpineol 
 
 

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

         

               

CH3

H3C CH3
OH  

 

-ใชเปนน้าํหอม 
 

 24. ar-Turmerone 
 
 

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

 

  H3C

CH3

CH3CH3 O

 

- ใชเปนยาฆา
เชื้อ 

 
 25. Tybamate 
 
 
 

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

 
 

H2N O O N
H

CH3

O O

CH3
H3C  

- คลายเครียด 
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ตารางที ่ 2.1   ตัวอยางสารที่แยกไดจากขม้ินชนั  (ตอ) 

 
 
2.7  การนําไปใช      (อรัญญา, 2005) 
 2.7.1  ปองกนัยุงกัดและกําจัดลูกน้าํ 

นํ้ามนัขมิน้  2.5%  ผสมในโลชนัสามารถปองกนัยงุ  หรือใชน้าํมนัขมิ้นที่สกัดดวย
เอธานอล 20%  ทาปองกนัยงุ  หรือหยดน้ํามันขมิน้ลงในแหลงเพาะพนัธุยุงจะชวยไลยุงและกาํจัด
ลูกน้ําได 

 
2.7.2  รักษาโรคผิวหนงัผ่ืนคนั  แผลพุพอง  หรืออาการแพจากแมลงสัตวกัดตอย 
 ใชน้ํามนัขมิน้ที่สกัดดวยแอลกอฮอล  ผงขมิ้น  หรือสารสกัดจากขมิน้ที่ผสมในครีม  ใช

ทาบริเวณแผลจากผืน่คัน  และชวยฆาแบคทีเรียและเชื้อราได 
 
2.7.3 รักษาอาการทองอดื ทองเฟอ จุกเสียดแนน โรคกระเพาะและรกัษาแผลใน

กระเพาะอาหารและลําไส 
นําขมิน้มาบดผสมกับน้าํผึ้งหรือน้ําตมสุกในอัตราสวน  1:1   จะชวยรักษาอาการได

โดยจากการศกึษาของกองวจิัยและพัฒนาสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
ไดศึกษาวา ขมิ้นชันไมมีพษิที่รุนแรง ทัง้ในการใชระยะสั้นและระยะยาว และน้าํมันหอมระเหย เปน
สารสําคัญในการออกฤทธิ์รักษาอาการทองอืด ทองเฟอ โดยไดทําการศึกษา ทดลองในโรงพยาบาล
ชุมชน 5 แหง และโรงพยาบาล ทั่วไป 1 แหง ในผูปวยที่มีอาการตาง ๆ ไดแก ปวดแสบทองเวลาหวิ   

ช่ือสาร ช่ือในระบบ  IUPAC โครงสรางทางเคมี การนาํไปใช 
 26. Vanillic acid 
 

4-hydroxy-3- 
methoxybenzoic 
acid 

            

                

COOH

OH

OCH3

 

 
- 

 27. Zingerone 
 
 

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

 

      HO

CH3

O

H3CO

 

 
- 
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จุกแนนบริเวณลิ้นป เนื่องจากมีลมในกระเพาะอาหาร จุกเสยีดทอง เนื่องจากมีลมในกระเพาะอาหาร
และลําไส ผลจากการศึกษาเปนทีน่าพอใจ ผูปวยที่ไดรับขมิ้นชันมีอาการดีข้ึน และไมพบ ผลแทรกซอน
ในการใช 

 
2.7.4  ชวยลดการอักเสบ 
 นําสารสกัดจากขมิ้นผสมในยาสีฟน  ชวยลดการอักเสบของเนื้อเยื่อในชองปาก  และ

รักษาอาการเหงือกอักเสบ  นอกจากนีน้้าํมันขมิน้ผสมในยานวด  จะชวยคลายเสน  แกเคล็ดขัดยอก  
และแกน้ํากัดเทา 

 
 2.7.5  ใชในเครื่องสําอาง ไดแก 
  - ผสมสารสกดัในครีมขัดผิว  ชวยขจัดเซลลผิวที่เส่ือมสภาพ  และบํารุงผิวใหเนียนนุม 
  - ผสมในครีมอาบน้าํ สบูอาบน้ํา และโลชนัทาผิวเพื่อบํารุงผิวพรรณ 
 
2.8  การศึกษาฤทธิท์างเภสัชวทิยา 
 การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวทิยาของขมิน้ชนั  ไดมีการศึกษากนัในวงกวาง   ไดแก  ฤทธิ์ตานการ
อักเสบ  ยบัยัง้การสรางหลอดเลือด(ในเซลลมะเร็ง)  ตานอนุมูลอิสระ  รักษาบาดแผล  และตานมะเร็ง
เปนตน  โดยไดมีการศึกษาทั้งทางพยาธิวทิยา  การใชสัตวทดลอง  กลไกในระดับเซลล  เพื่อใหเขาใจ
ถึงการออกฤทธิ์ของสาระสาํคัญในขมิ้นชนั  โดยมีการศึกษาที่นาสนใจและอาจจะเปนประโยชนในการ
นําไปพฒันาตอไป   ตัวอยางเชน 
 
 2.8.1  ฤทธิท์างเภสัชวทิยาและการทดสอบทางคลนิกิของสารสกัดจากขมิน้ (turmeric 
oil และ curcuminoids) 
  2.8.1.1  ฤทธิ์ในการตานการเกิดออกซิเดชนั 
  จากการศึกษาพบวาสาร  curcumin  ที่พบไดในขมิ้นชันมีความสามารถสูงในการตาน
การเกิดอนมุูลอิสระเมื่อเทียบกับวิตามินซ ี  และอี  (Toda และคณะ, 1985)  ทั้งยงัมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
การเกิด  lipid peroxidation จากการศึกษาในโมเดลของสัตวชนิดตางๆ  (Roddy และ Lokesh, 1992)  
หรือการศึกษาความสามารถในการปองกนัเซลลไต(LLC-PK1) ผิดปกติ  โดยการยับยั้งกระบวนการ  
lipid degradation,  lipid peroxidation   และ  cytolysis  (Cohly  และคณะ, 1998)   
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2.8.1.2  ฤทธิ์ในการตานการเกิดอนุมูลอิสระ 
มีคุณสมบัติในการตานการเกิดอนุมูลอิสระ  โดยการยับยั้งการเกิดอนมุูลอิสระ  ซ่ึง

เปนสาเหตุของการลดปริมาณและการสรางคอลลาเจน (Manikanda  และคณะ, 2004) 
 

  2.8.1.3  ฤทธิ์ในการฆาแบคทีเรีย  
  สารสกัดจากขมิ้นมีฤทธิ์ในการฆาเชื้อแบคทีเรียชนิด  Lactobacillus acidophilus  
และ L. plantarum    ยับยั้งการเจริญเติบโตของ  Staphylococcus aureus,  Bacillus subtibis, 
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli,  Salmonella paratyphi,  Erwinia carotovora,  
Pseudomonas solacearem  และ  Xanthomonas citri    และการศึกษาของ  Gianni และคณะ  
พบวาน้าํมนัทีส่กัดไดจากขมิน้ชันมีฤทธิ์ตอเช้ือราและแบคทีเรียมากที่สุดเมื่อเทียบกับพืช  11  ชนิด  
โดยสามารถออกฤทธิ์กับเชื้อ   Candida   albican  ATCC  48274, Rhodotorula glutinis ATCC 
16740, Schizosaccharomyces pombe ATCC 60232,  Saccharomyces serevisiae ATCC 3265   
และ  Yarrowia lypolitica  ATCC 16617   (Gianni และคณะ, 2004) 
 

2.8.1.4  ฤทธิ์ในการฆารา 
น้ํามนัขมิน้ที่สกัดดวยแอลกอฮอล  อีเธอรและคลอโรฟอรม  มีฤทธิใ์นการตานเชือ้ที่

แยกจากผูปวยติดเชื้อเอดสชนิด  Candida albican,  Cryptococcus neoformans  และ Penicillium 
marneffei   และเชื้อราที่เปนสาเหตุของโรคกลากเกลือ้น  และมีฤทธิ์ในการฆา  Aspergillus niger,  
Penicillium citrinum,  Chaelonmium globosum  และ  Neurosrora crassa (Damrihanunt และ
คณะ, 1990) 

 
2.8.1.5  ฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็ง 
ขมิ้นชันลดจาํนวนและขนาดของมะเร็ง  เมื่อทดลองกับหน ู  female Swiss mice  ที่

เหนีย่วนําใหเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหาร   ยับยัง้เซลลมะเร็งมดลูกหนูแฮมสเตอรและเซลลมะเร็งตอม
นํ้าเหลือง  นอกจากนี้ข้ีผ้ึง  curcumin  ยังชวยลดกลิน่เนา  ลดอาการคันแผล  ทําใหแผลแหงเร็วและ
อาการปวดนอยลงในแผลมะเร็งภายนอก   โดยจากการศึกษาพบวาสาร  curcumin  สามารถลดการ
เกิดมะเร็งที่เกดิในลําไสใหญ  ลําไสเล็ก  กระเพาะอาหาร  ทางเดินอาหาร  และในชองปาก  ที่เกดิจาก
การชักนําของสาร  benz(a) pyrene  และ  7,12-dimethyl benz(a) anthracene  (Singh  และคณะ, 
1998) 
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2.8.1.6  ฤทธิ์ในการลดการอกัเสบ 
สารสกัดจากขมิ้นชวยรักษาถุงน้ําดีอักเสบ   มีฤทธิ์ตานสาร  histamine  ที่กอใหเกดิ

การอักเสบ มฤีทธิ์ตานการอกัเสบตอ  Freund’s adjuvant-induce arthritis   ในหนขูาว  มฤีทธิ์ในการ
ลดการบวมอกัเสบ  โดย curcumin  สามารถลดการอักเสบไดดีในคนไขหลังการผาตัดไสเล่ือน  
และ  ไดมีผูทดลองรักษาแผลหลังผาตัด 40 ราย พบวาใหผลลดการอกัเสบไดเหมือน phenylbutazone  
(Satoskar  และ  Shenoy, 1986) 

 
2.8.1.7  ฤทธิ์ในการรักษาโรคเบาหวาน  
จากการศึกษาของ  Kumar  และคณะ  พบวาขมิ้นชันสามารถยับยั้งการเกิด

โรคเบาหวานที่เกิดจากการชักนาํของสาร  streptozotocin  ในหน ู  โดยพบวาหนทูีเ่ปนโรคจะมีอาการ
น้ําหนกัลด  แตเมื่อใหหนูกนิขมิ้นชนัก็จะมีน้ําหนักตัวเพิ่มข้ึน  และมรีะดับของน้ําตาลในเลือดปกติมาก
ข้ึน  (Kumar  และคณะ, 2005) 

 
2.8.1.8  ฤทธิ์ในการขับน้ําด ี

สารสกัดจากขมิ้นผสมกบั  camphoric acid  และ diethanolamine   มีฤทธิ์ในการเพิ่มการขับ
น้ําดีไดมากกวาปกติถงึสองเทา  จะชวยลดการทาํลายเซลลตับในคนไขเปนโรคตับ  และชวยลด
ปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด   สารสําคัญในการออกฤทธิ์นี ้ คือ curcumin (Ramaprasad   และ  
Sirsi, 1956)  และ p-tolyl-methylcarbinol (Rumpel, 1954)    ซ่ึงสามารถขับน้ําดี และกระตุนการ
สรางน้าํด ี   Sodium curcuminate    เม่ือฉีดเขาหลอดเลือดในขนาด 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีฤทธิ์เพิ่ม
น้ําดีเกือบ 100%   โดยไมมผีลตอความดนัโลหิต และการหายใจ (Jentzsch, Gonda  และ  Holler, 
1959)    เมื่อฉีด sodium curcuminate เขาหลอดเลือดในขนาด 5, 10, 25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม พบวา
เพิ่มปริมาณน้าํดี แตลดปริมาณของแข็ง เพิ่มการขับ bile salt, billirubin และ cholesterol แตกรด
ไขมันไมเปล่ียนแปลง (Ramaprasad   และ  Sirsi, 1957 )    นอกจากนี ้ cineole ที่พบในน้าํมันหอม
ระเหย ยังมีฤทธิ์กระตุนการขับน้ําดีดวย (Bell  และคณะ, 1981)     จึงทาํใหการยอยดีข้ึนเปนผลให
อาการจุกเสียดบรรเทาลง  
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2.8.1.9  ฤทธิ์ในการตอตานปรสิต 
สารสกัดจากขมิ้นดวยแอลกอฮอลและน้ําในความเขมขน  125  µg/ml   มีผลในการ

ฆาเชื้อ  Entamoeba histolytica  ที่เปนสาเหตุของโรคบิดมีตัว  และที่ความเขมขน  0.2%  สามารถฆา
พยาธิไสเดือนและพยาธิตัวตืดได 

 
2.8.1.10  ฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกัน 
ฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกัน  พบวาสาร  curcumin  สามารถลดการสรางภูมิคุมกันในหนู

ไดอยางมีประสิทธิภาพในการทดลองที่ตอเนื่องเปนเวลา  14  วัน   (Xu และคณะ, 2005)  
 
2.8.1.11  ฤทธิ์ในการฆาและไลแมลง 
พบวาสารสกดัจากขมิ้นมีฤทธิ์ในการไลมอดแปงและดวงงวง  และมีประสิทธิภาพใน

การกําจัดลูกน้าํ  ปองกนัการวางไข  และกนัยงุไดนาน  1.5-7.7  ช่ัวโมง 
 
2.8.1.12 ฤทธิล์ดการบีบตัวของลําไส 
ในบางรายโดยเฉพาะผูเปนโรคกระเพาะมกัมีอาการปวดเกร็งรวมดวย  ขมิ้นชันมีฤทธิ์

คลายกลามเนือ้เรียบ  โดยออกฤทธิ์ตาน acetylcholine, barium choride และ serotonin 
(Permpiphat  และคณะ, 1990)  และยังมีผูพบการลดการหดตัวกลามเนื้อเรียบมดลูก จึงชวยบรรเทา
อาการปวดเกร็ง (Goto  และคณะ, 1957) 

 
2.8.1.13  การไมกอการกลายพนัธุ    
พบวาสารสกดัดวยเมธานอลและน้ํารอนในความเขมขน  50  mg/disc  ไมทาํให 

Salmonella typhimurium TA 100  กลายพนัธุ        ทัง้ขมิ้นและ curcumin ไมกอกลายพันธุเมื่อผสม
ในอาหารหนู 0.5 และ 0.015% ตามลําดบั  (Vijayalaxmi, 1980) 

 
2.8.1.14  ฤทธิ์ในผลิตภัณฑเครื่องสําอางที่มีสารสกัดขมิ้นเปนสวนประกอบหลัก  
ใชในการทําความสะอาดผิวและกําจัดอนมูุลอิสระได     
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 2.8.2  ฤทธิท์างเภสัชวทิยาและการทดสอบทางคลนิกิของ Curcumin (curcuminoids) 
2.8.2.1  ฤทธิ์ในการตานการอักเสบ  Curcumin  มีกลไกดังนี ้
- ยับยัง้การสงัเคราะห  leukotrine B4 
- ยับยัง้การเกดิ  pellet aggregation 
- ยับยัง้  fibrinolysis 
- ยับยัง้การตอบสนองของneutrophileตอส่ิงเราที่เกี่ยวของกับกระบวนการการอักเสบ 
- ปองกับการปลดปลอย  inflammatory mediators     
สาร curcumin   ลดการอักเสบไดดี เมื่อเปรียบเทียบกับ phenylbutazone   และ

cortisone  พบวามฤีทธิ์พอ ๆ กันในกรณีการอักเสบเฉียบพลัน    สวนกรณีการอักเสบเร้ือรังมีฤทธิ์เพียง
คร่ึงเดียว แตฤทธิท์ําใหเกิดแผลนอยกวา   phenylbutazone     

- ปองกนัการอักเสบของตับทีเ่กิดจาก carbon tetrachloride และ D-galactosamine 
- ตานการอักเสบของถุงน้ําดี 
- ตานการอักเสบของขอมีฤทธิ์ตาน histamineโดยยับยัง้ trypsin หรือhyaluronidase 
 

  2.8.2.2  ฤทธิ์ในการรักษาแผล 
  Curcumin  เปนตัวเพิ่ม  mucin  ซ่ึงเปนสารเคลือบกระเพาะ  จึงชวยในการรักษาแผล
ในกระเพาะอาหาร   และยบัยั้งการหลัง่น้าํยอยตางๆ      (Rafatullah และคณะ, 1999) 

 
2.8.2.3  ฤทธิต์อระบบไหลเวียนโลหิต 
Curcumin  ในขนาด  7.5 mg/kg ทาํใหความดันโลหิตลดลงชั่วขณะและกดการ

ทํางานของหัวใจ  ในการทดลองที่ตัดแยกจากลําตวั 
 
2.8.2.4  ฤทธิต์านมะเร็ง 
2.8.2.5  ฤทธิ์ในการฆาเชื้อแบคทีเรีย 
2.8.2.6  ฤทธิช์วยขับลมและชวยใหระบบยอยอาหารดีข้ึน 
2.8.2.7  ฤทธิช์วยลดปริมาณโคเลสเตอรอลในเลือด 

 
 จากรายงานการวิจัยองคประกอบทางเคมีของขมิ้นชัน  วามีความหลากหลายสูงและ     มี
รายงานการพบราเอนโดไฟตที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได (Thongchai  และคณะ, 2003)   
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ดังนัน้ในงานวจัิยนี้ไดสนใจศกึษาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากสวนเหงาของขมิ้นชนั  ซ่ึงจากการ
วิจัยกอนหนานี้พบวาในพืชที่มีเหงาจะพบราเอนโดไฟตจากสวนเหงา มากกวาสวนอืน่ๆ ของตนพืช
(Thongchai, Peberdy และ Saisamorn, 2003)   ขมิ้นชนัเปนสมุนไพรไทยที่มีสรรพคุณในการชวย
ตานมะเร็ง   ตานวัณโรค  ปองกนัโรคหัวใจ  ฆาเชื้อแบคทีเรีย   รักษาแผลในกระเพาะอาหารและลําไส 
แกทองอืด ทองเฟอ รักษาโรคผิวหนัง  ทองรวง  ลดไข  แกหวัด ปวดเมื่อยและบํารุงผิว จึงอาจเปนไปได
วา ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากสวนเหงาของขมิ้นชนันีจ้ะสรางสารที่มีฤทธิท์างชวีภาพทีน่าสนใจซึง่อาจ
เปนประโยชนตอไปในอนาคต   

 
 



บทที่  3 
 

วิธีการทดลอง 
 

3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
3.1.1  เครื่องหาจุดหลอมเหลว 
 สําหรับการหาจุดหลอมเหลวใชเคร่ือง  Fisher - John  Melting Point Apparatus  

ของบริษทั Fisher  Sciencetific   ประเทศสหรัฐอเมริกา        ทําไดโดยการนําสารตัวอยางมาบดให
ละเอียด  จากนั้นบรรจุลงในหลอดแกวสําหรับตรวจหาจดุหลอมเหลว (capillary tube)   ใหไดความสูง
พอประมาณแลวนาํไปหาจุดหลอมเหลวดวยเครื่องวัดจุดหลอมเหลว 

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

Nicolet Impact รุน  410  สําหรับวัดอนิฟราเรดสเปกตราของสาร  สารตัวอยางที่ใชการตรวจวัดเตรียม
โดยบดผสมกบัโปแตสเซียมโบรไมด (KBr) อัดเม็ด  อัดเปนแผน (pellet)  เสนผานศนูยกลาง  1  
เซนติเมตร  หนาประมาณ  1  มิลลิเมตร 

 
3.1.3  Mass  Spectrometer (MS) 
 สําหรับใชในการหามวลโมเลกุลของสารประกอบวิเคราะหดวยเทคนคิ   High 

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

 
3.1.4  Nuclear Magnetic Resonance  Spectrometer (NMR) 
 เครื่อง   Nuclear Magnetic Resonance  Spectrometer (NMR)   รุน  Varian 

Mercury  400  NMR  สําหรับการหาโปรตอนและคารบอนนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรา  
โดยวัดคาเคมิคอลชิฟทเปนพีพีเอ็ม (ppm)   สารตัวอยางที่ใชตรวจวดัเตรียมโดยละลายใน
คลอโรฟอรม-ดี(CDCl3), เมธานอล-ดี4  (CD3OD), ดิวเทอรเรียมออกไซด (D2O)   และ     ไดเมธิลซัล 
ฟอกไซด-ด6ี  (DMSO-d6)     1H-NMR  สเปกตรัมวิเคราะหที ่ 400  MHz    สําหรับ   1H   nuclei    โดย
อางอิงกับคาเคมิคอลชิฟทของตัวทําละลายที่เหลืออยู   คาเคมิคอลชิฟท (δ)  7.26  ppm  สําหรับ 
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CDCl3 , 4.87 ppm   สําหรับ CD3OD  ,  4.80  ppm  สําหรับ   D2O    และ  2.50  ppm  สําหรับ  
DMSO-d6     และวิเคราะห  13C-NMR  ที่ 100   MHz    สําหรับ    13C   nuclei    มีคาเคมิคอลชิฟท 
(δ) 77.1  ppm   สําหรับ CDCl3  

 
3.1.5  Rotary Vacuum Evaporator     
 เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมนุ  (Rotary Vacuum Evaporator)   ของบริษทั   

Buchi  ประเทศสวิสเซอรแลนด 
 
3.1.6  Specific Optical Rotation 
 Polarimeter  รุน  341  โดยใช   sodium lamp  ที่ความยาวคลืน่ 589  นาโนเมตรของ

บริษทั  Perkin-Elmer 
 
3.1.7  Ultraviolet-visible Spectrophotometer  (UV-VIS)   
 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer)   รุน  Varian Cary  50  Probe  

ทําไดโดยนําสารที่ตองการวดัมาละลายตวัทาํละลายอนิทรียที่สารนัน้ละลายไดดี  แลวนํามาเจือจางให
ไดความเขมขนที่เหมาะสมกอนการนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสง 

 
3.1.8  CombiFlash Graduate   
 เครื่อง  Isco  CombiFlash™  Graduate™   ของบรษิทั  Isco   ใชแยกสารตัวอยาง

โดยใช  flash chromatography   โดยมีอัตราเร็วระหวาง  10-100   มิลลิเมตร/นาที   โดยใชคอลัมน
ขนาด  30x2.5   เซนติเมตร  บรรจุตัวดูดซับ  Silica gel   60   No.109385.1000   หรือ   Sephadex  
LH-20   ลงในคอลัมนขนาดตางๆ ขึ้นกับปริมาณสารทีต่องการแยก  ซ่ึงเคร่ืองนี้จะมีปมชวย   ทําใหตัว
ทําละลายชะสารที่ตองการแยกลงมาไดเร็วขึ้น 
 
 3.1.9  Sunrise Microtiter Plate  Reader 
  เครื่อง Sunrise Microtiter Plate  Reader  ใชในการอานคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลืน่   625  นาโนเมตร    
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3.2  สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 3.2.1  ตัวทําละลายอินทรยี 
  ตัวทําละลายที่ใชในการทดลองเปนตัวทําละลาย  Commercial Grade   และ   
Analytical Grade   โดยตัวทําละลาย   Commercial Grade   นั้นจะตองทําใหบริสุทธิ์ดวยการกลั่น
กอนนํามาใชทุกครั้ง    ตัวทําละลายที่ใชไดแก   เฮกเซน, คลอโรฟอรม, ไดคลอโรมีเธน, เอธิลอะซิเตต, 
เมธานอล, แอซิโตน, บิวทานอล  และเอธานอล 
 3.2.2  สารเคมีชนิดอื่นๆ   
  1.  ตัวดูดซับ ใช  Silica gel   60   No.109385.1000    (230-400  Mesh  ASTM)  
ของบริษัท  Merck, Damstadt ประเทศเยอรมนี    
  2.  แผนธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ (Thin Layer Chromatography)  สําเร็จรูปชนิด  
Art. 5554  TLC  Aluminium sheets Silica gel  60F254 (1.05554.0001)   ของบริษทั  Merck, 
Damstadt ประเทศเยอรมนี    
  3.  Sephadex  LH-20   ของบริษัท  Pharmacia ประเทศสวีเดน 
 
3.3 เทคนิคทางโครมาโตกราฟที่ใชในการทดลอง 

  3.3.1  ธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ  (Thin Layer Chromatography, TLC)   
 ใชแผน  TLC  สําเร็จรูปแตมสารดวยหลอดขนาดเล็ก (capillary tube)  แลวทําใหเกิดการแยก 
(develop)  ในขวดแกวปลอยใหวัฏภาคเคลื่อนทีไ่ปจนถึงแนวเสนตัวทําละลาย  (solvent front)  
ทําใหแหง  จากนัน้นาํไปตรวจหาตาํแหนงของสารบนแผน  TLC  โดยสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต  ที่ความยาวคลื่น  254  และ   365   นาโนเมตร   หรือโดยใชรีเอเจนท   Vanillin / 
H2SO4  (ซ่ึงประกอบดวย วานิลิน 0.50  กรัม, เอธานอล  95  มิลลิลิตร  และกรดซัลฟวริกเขมขน  
4.5  มิลลิลิตร)    หรือใช   Ninhydrin  (20%  Ninhydrin  ในเอธานอล)   พอใหสารซึมเขาแผน  
TLC   จนทัว่จากนั้นนําแผน  TLC   ไปใหความรอนจนปรากฏจุดของสารขึ้นบนแผน  TLC 
 

3.3.2  คอลัมนโครมาโตกราฟ  (Column Chromatography)   
 บรรจุตัวดูดซับ  Silica gel   60   No.109385.1000     หรือ   Sephadex  LH-20   ลงใน
คอลัมนขนาดตางๆ ขึ้นกับปริมาณสารที่ตองการแยก  โดยอาจใชปมชวย   เพื่อใหตัวทําละลายชะ
สารที่ตองการแยกลงมาไดเร็วขึน้  

 
3.4 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลอง  (ดูรายละเอียดสูตรในตารางที ่ 3.1  ภาคผนวก ก) 
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3.5  การเกบ็ตัวอยางเหงาขมิน้ชนั 
  การเก็บตัวอยางเหงาขมิ้นชนัจาก  7  จังหวัด ในประเทศไทย  คือ จังหวัดเชียงใหม  (รหัส CM)  
จังหวัดมหาสารคาม  (รหัส MS)   จังหวัดรอยเอ็ด (รหัส RE)  จังหวัดอยุธยา  (รหัส AY)   จังหวัดชลบุรี  
(รหัส CB)   จังหวัดราชบุรี  (รหัส RB)  จังหวัดนครศรีธรรมราช (รหัส NK)  โดยเลือกเก็บตัวอยางเหงา
จากตนขมิน้ชนัที่มีความสมบูรณแข็งแรงไมเปนโรค    โดยเก็บตัวอยางในถุงพลาสติกที่อุณหภมูิ  4  
องศาเซลเซียส  จนกวาจะนํามาแยกราเอนโดไฟต 
 
3.6  การแยกราเอนโดไฟต 

นําสวนเปลือกเหงาขมิ้นชันทีเ่ก็บตัวอยางมาทาํการแยกราเอนโดไฟตโดยใชเทคนิคการฆาเชื้อ
ที่ผิว  (surface sterilization)   ที่ดัดแปลงมาจากวธิีของ Petrini  (Petrini, 1986) ดังนี ้

1.  นําสวนเหงาที่ลางน้าํทาํความสะอาดแลวมามาตัดเปนชิ้นขนาดใหญโดยใหมีเนื้อติดอยูกับ
เปลือก   แชในเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นตนาน  1 นาท ี  ตามดวยสารละลาย  โซเดียม
ไฮเปอรคลอไรทที่มีความเขมขน  10 เปอรเซ็นตนาน  1 นาที  และสุดทายแชในเอทานอลความเขมขน 
95 เปอรเซ็นตนาน  30  วินาที    ลางดวยน้าํกลั่นสองครั้ง   แลวซับใหแหงบนกระดาษที่ผานการฆาเชื้อ 

2. นําสวนเปลือกเหงาขมิน้ชันที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวแลว มาตัดเปนชิ้นเล็กๆขนาดประมาณ 
5x5x2 มิลลิเมตร   แลวนําไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  Potato Dextrose Agar (PDA)  บมที่
อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30  ํC)  แลวสังเกตการงอกของเสนใยของเชื้อราออกมาจากเนื้อเยื่อสวน
เปลือกเหงาขมิ้น  ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ 

3.  เมื่อพบวามีเสนใยของราเอนโดไฟตเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อสวนเปลือกเหงาขมิน้ชัน  จึง
เขี่ยสวนปลายเสนใยของเชื้อราไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA)  จนได
เชื้อบริสุทธิ์  ภายใตกลองจุลทรรศน    แลวเก็บรักษาราเอนโดไฟตเปน  stock  เชื้อไว (ขอ  3.6  
ภาคผนวก  ก) 
 
3.7  การคัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ยังยัง้จุลินทรีย 
 นําราเอนโดไฟตที่แยกไดบริสุทธิแ์ลวมาทดสอบฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียโดยวิธี  Dual Culture 
Method   โดยนําราเอนโดไฟตที่แยกไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  5  ชนิด  คือ  Potato Dextrose 
Agar (PDA),   Malt Extract Agar (MEA),  Corn Meal Agar (CMA), Sabouraud’ s Dextrose Agar 
(SDA)   และ  Yeast  Extract Sucrose Agar  (YES)   บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  14   วัน     
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จากนั้นใช   sterile cork borer  ที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง  7  มิลลิเมตร ตัดชิ้นวุนของเชื้อราไป
ทดสอบฤทธิ์ในการยังยั้งจุลินทรียกอโรค  สังเกตวงใสที่เกิดขึน้รอบโคโลนี   

จุลินทรียกอโรคที่ใชในการทดลองมี  5  ชนิด แบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด คือ  
Bacillus subtilis  ATCC  6633,  Staphylococcus aureus  ATCC  25923  แบคทีเรียแกรมลบ 2 
ชนิด คือ  Escherichia coli  ATCC  25922 และ Pseudomonas aeruginosa  ATCC  9027 และ รา
ท่ีเจริญในรูปของยีสต  คอื  Candida albicans      กอนการทดสอบนําแบคทีเรียมาเลี้ยงใน  Nutrient 
Broth (NB)  บมไวที่อุณหภูมิ  37   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   2-6   ช่ัวโมง  ขึ้นกับอัตราการ
เจริญเติบโต  อานคาการดดูกลืนแสงจากเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ของน้าํ
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความยาวคลื่น  625  นาโนเมตรใหไดประมาณ  0.10  (ความเขมขนของแบคทีเรีย
ประมาณ   107  CFU/ml)   สําหรับเชื้อยีสตวัดคาการดูดกลืนแสงของน้ําเลี้ยงเชื้อที่ความยาวคลื่น  
620  นาโนเมตรใหไดประมาณ  0.10  (ความเขมขนของแบคทีเรียประมาณ   107  CFU/ml) 
นําไมพันสาํลทีี่ผานการฆาเชื้อแลวจุมลงในน้าํเลี้ยงเชื้อจุลินทรียกอโรค  และนํามาทา  (swab)  ลงบน 
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  NA  จนทั่ว  หมุนจานเพาะเชื้อ  60  องศา  ปายใหทั่ว  หมุนอีก  60  องศา  
ปายซ้าํอีกคร้ังใหทัว่จานเพื่อใหเชื้อจุลินทรียกระจายตัวอยางสม่ําเสมอทั่วจานเพาะเชื้อ  ปลอยทิ้งไวให
แหง  จากนัน้นําชิน้วุนของเชื้อราเอนโดไฟตมาวางทับลงบนอาหารแข็ง  บมที่อุณหภูมิ  37   องศา
เซลเซียส  เปนเวลา   12-18   ช่ัวโมง แลววัดวงใสที่เกดิขึ้นรอบโคโลนี  และเลือกราเอนโดไฟตทีม่ีฤทธิ์
ยังยั้งเชื้อจุลินทรียดีที่สุด  มาวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีอยางคราวๆ  โดยนําสารสกัดมา
วิเคราะหโดยเทคนิคธนิเลเยอรโครมาโตกราฟ  (TLC)  และ  NMR 

  
3.8  การพิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟต 
 3.8.1  การศึกษาลักษณะโครงสรางทางสัณฐานวทิยา 
  ศึกษาลักษณะโครงสรางทางสัณฐานวทิยาของราเอนโดไฟต   NK9  โดยนํารามา
เลี้ยงบนอาหารเแข็งทั้ง  5  ชนิด  คือ  PDA   MEA  CMA   SDA  และ  YES   เปนเวลา  1  เดือนที่
อุณหภูมิหอง  เพื่อศึกษาลักษณะตางๆ  เชนลักษณะของโคโลนีหรือสีของเสนใยภายใตกลองจุลทรรศน  
จากนั้นนํารามายอมดวย  แลคโตฟนอลบลู (lactophenol blue)  เพื่อดูการสรางสปอรภายใตกลอง
จุลทรรศน   
 
 
 



 36

 3.8.2  การทาํ  slide culture 
  การทาํ  slide culture  (รูปที3่.1)  เพื่อศึกษาลกัษณะของเสนใยสปอร  กานชูสปอร 
หรือลักษณะอืน่ๆของราภายใตกลองจุลทรรศน  ซึ่งมีวิธีการทําดังนี ้
  1.  นํากระดาษกรองวางลงในจานเพาะเชื้อ  แลววางแทงแกวรูปตวัวีและแผนสไลด
บนแทงแกว  แลวนําไปฆาเชื้อ 
  2.  ตัดชิ้นวุนขนาดประมาณ   1 x 1 x 0.2   เซนติเมตร  วางลงบนแผนสไลด  เขี่ยเชื้อ
ราที่ตองการศึกษามาแตะทีด่านขางของชิน้วุนทั้ง  4  ดาน  จากนั้นปดทับดวยกระจกปดสไลดทีฆ่าเชื้อ
โดยการจุมแอลกอฮอลแลวลนไฟ 
  3.  เติมนํ้ากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวลงในจานเพาะเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  4-5 วัน    
หรือจนกวาเชือ้ราจะเจริญเต็มที่  สังเกตการเจริญของราใตกลองจุลทรรศนทุกวนั 
  4.  ตรวจสอบลักษณะโครงสรางสปอร โดยการหยดสยีอมแลคโตฟนอลบลู   ลงบน
แผนสไลที่เตรียมไว  ปดทับดวยกระจกปดสไลดที่มีเสนใยของราเจริญอยู    นําไปศึกษาลักษณะตางๆ
ภายใตกลองจุลทรรศน    จากนั้นทาขอบกระจกปดสไลดดวยน้าํยาทาเล็บเพ่ือปองกันสียอมแหงหาก
ตองการเก็บไวศึกษาตอไป 
 
 
 

                 
 
  
                                               รูปที ่3.1  การทาํ  slide culture 
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 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟต   NK9  ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 
 scanning electron microscope  (SEM)   ซึ่งมีวิธีการเตรียมตัวอยางดังนี้ 
 เลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MEA เปนเวลา  2  สัปดาห  ตัดชิ้นสวนโคโลนแีละนํามาตรึง
ตัวอยางใน  glutaraldehyde  2% (v/v)  ใน   sodium cadodelate buffer  0.1 M  ที ่ 
pH  7.2  เปนเวลา  2  ช่ัวโมง จากนั้นจึงดึงน้ําออกจากเซลลโดยการแชในเอธานอลที่ระดบัความ
เขมขนตั้งแต  70-95%   ทําใหแหงดวยเครื่อง critical point drying machine  เคลือบดวยทองแลวแช
ในเอธานอลบริสุทธิ์  2  ครั้ง  ครั้งละ  30  นาที   จากนัน้จึงนํามาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบ 
 SEM 
 

3.8.3  การพิสูจนเอกลักษณะทางอณชูีววทิยา 
  เปนการพิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟตโดยการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณ  ITS 
(internal transcribe spacer)   ของ   ribosomal RNA  ทําโดยการเลี้ยงราเอนโดไฟต  NK9  ใน
อาหาร  MEB  จากนั้นสกัด  DNA  จากเสนใยดวย  cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)  
ตามวิธกีารของ  Zhou et al. (1999)   จากนัน้เพ่ิมจํานวนลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต  
NK9  ในโดยในปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ประกอบดวย  DNA  100  นาโนกรัม, 1xPCR Master Mix 
(fermentas, California, USA)  และไพรเมอร  ITS1f  (Grades and Bruns,1993)  และ  ITS4 (White 
et al., 1990)  เพิ่มปริมาณ  DNA  ดวย  thermocycler (TGradient; Biometra, Germany) โดย
เริ่มตนปฏิกิริยาที่  94 °C  เปนเวลา  5  นาที  จากนัน้ทาํปฏิกิริยาซ้ํา  38  รอบ  โดยในแตละรอบ
ประกอบดวย  ขั้นตอนการแยกคูสาย  DNA  (denaturing step)  ที่อุณหภูมิ  94 °C  เปนเวลา  1  นาที
, การจับเขาคูกันใหมของ  DNA  (annealing step) ทีอุ่ณหภูมิ  51 °C   1  นาที  และการเพิ่มความ
ยาวสาย  DNA  (extension step) ที่อุณหภูมิ  72 °C  เปนเวลา  1  นาท ีและสิ้นสดุปฏิกิริยาดวยการ
เพิ่มความยาวสาย  DNA ที่อุณหภูมิ  72 °C  เปนเวลา  5  นาท ี  นํา DNA  ที่ไดมาทําใหบริสุทธิด์วย 
NucleoSpin® (Macherey-Nagel Inc., Easton, USA)  วิเคราะหลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอน
โดไฟต  NK9  โดยสงไปวิเคราะหที่บริษทั Macrogen  จํากัด  กรุงโซล  ประเทศเกาหลีใต 
  ลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต  NK9  ไดมีการนําไปบันทึกไวใน  GenBank  
โดยมี accession number  คือ  AB 277550  และลําดับเบสนี้ไดนาํไปเปรียบเทียบความเหมอืนของ
สาย  DNA  บริเวณไพรเมอร  ITS1f   และ  ITS4  กับขอมูลลําดับเบสของราสายพันธุตางๆโดยการ 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)  กับฐานขอมูลใน website                 
 http:// www.ncbi.nml.nih.gov/BLAST.cgi 
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3.9  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตออัตราการเจรญิเตบิโตของราของราเอนโดไฟต  NK9 
โดยการเพาะเลี้ยงราบนอาหารแข็งทีแ่ตกตางกัน  5  ชนิด คือ  PDA,   MEA, CMA, SDA   

และ  YES   บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  14   วัน    ศึกษาและบันทกึลักษณะการเจริญของราใน
แตละอาหาร 
 
3.10  ศึกษาการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภมูิของราเอนโดไฟต  NK9 

3.10.1  การหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภูมิของราเอนโด
ไฟต  NK9 

นําราเอนโดไฟต  NK9  ที่คัดเลือกได (เนื่องจากมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียไดดีที่สุดจากการ
ทดลองขางตน)  นํามาเลี้ยงบนอาหารแขง็  MEA  ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  10  วัน    ใช   cork borer  
ขนาดเสนผานศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร  เจาะราเอนโดไฟตเพ่ือใหแตละชิ้นมีขนาดเทากัน  นําชิ้นเชื้อรา
จํานวน  5  ชิ้น  ใสลงในอาหารเหลว  MEB  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพู  ขนาด  250  
มิลลิลิตร   เตรียมใหไดน้ําเลี้ยงเชื้อ  5.1  ลิตร  บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  46  วนั  เก็บตัวอยางราทุก 
2-3 วัน   ทํา 3 ซํ้า   นํามากรองแยกสวนของเสนใยและน้ําเลี้ยงเชื้อราดวยกระดาษกรอง Whatman   
เบอร 1  จากนั้นนําสวนของเสนใยไปอบที่อุณหภูมิ  70  องศาเซลเซียส  แลวชั่งน้ําหนกัแหง  เขียน
กราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟต  NK9  ระหวางน้าํหนกัแหง (กรมั)  และระยะเวลา
การเจริญเติบโตของรา (วนั) 

 
3.10.2  การทดสอบฤทธิย์บัยั้งจุลินทรีย 
นําน้ําเลี้ยงเชื้อราที่กรองไดจากขอ  3.10.1   ซ่ึงแยกเก็บในขวดแกวขนาดเล็กมาทดสอบฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรีย  ดวยวิธี   Agar–well Diffusion (Jorgensen,J.H.,1999)  เพื่อศึกษาวาชวงเวลาใด  ที่
ราเอนโดไฟตที่คัดเลือกมามีฤทธิ์ยับยั้งจลิุนทรียไดดีทีสุ่ด    ซ่ึงมีวิธีการดังนี้  คือ  ใช   cork borer  เจาะ
รูอาหารเลี้ยงเชื้อ  ที่เตรียมไวตามขอ  3.7.1.3  และ  3.7.1.4  (ภาคผนวก ก)    ใชเข็มเขี่ยชิน้วุนทิง้ใน
นํ้ายาฆาเชื้อ   หยอดน้ําเลี้ยงราที่ตองการทดสอบฤทธิ์ลงในหลุมที่เจาะไวดวย  micropipette  หลุมละ  
10  ไมโครลิตร  ทํา 3  ซ้ํา   วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ  1  ช่ัวโมง  เพ่ือใหสารแพรเขาในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ   จากนัน้จึงนําไปบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  12 -24    ช่ัวโมง   วัดผลการ
ยับยั้งจุลินทรียทีไ่ด    โดยวัดความกวางของวงใสที่เกิดรอบรูที่เจาะไว   หาคาเฉลี่ยและบันทึกผล 
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3.11  การเล้ียงเชื้อและสกัดสารที่มีฤทธิ์ยบัย้ังจุลินทรียจากราเอนโดไฟต  NK9 
 3.11.1  การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟต  NK9 

 ใช   cork borer  ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง  7  มลิลิเมตร   เจาะชิ้นวุนทีม่ีเสนใย
ของราเอนโดไฟต  NK9  อาย ุ  14  วัน   ที่เจริญบนอาหารแข็ง  MEA  มาเลี้ยงในอาหารเหลว  MEB  
ปริมาตร  100   มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด  250   มิลลิลิตร   จํานวน  5  ช้ินตอ  1  ขวด  เลี้ยง
ท้ังหมดปริมาตร   25   ลิตร   บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา   31   วัน 

 
3.11.2  การสกัดสารทีมี่ฤทธิ์ยบัย้ังจุลินทรียของราเอนโดไฟต  NK9 

นําราเอนโดไฟต  NK9  ที่เพาะเลี้ยงไวในขอ  3.11.1   มากรองแยกดวยผาขาวบาง 4 
ช้ัน   จะไดสวนของเสนใยราและสวนของน้ําเลี้ยงรา   สวนของน้ําเลี้ยงรานํามาระเหยน้ําออกดวย
เครื่อง  rotary evaporator  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีน้าํตาล   นํามาสกัด
ดวยตัวทําละลายเอธิลอะซเิตต  และเมธานอลสกัดซ้าํอยางละ 7 คร้ัง(จนไมมีสารออกมา ทดสอบโดย
การทาํ TLC)  นําสารสกัดที่ไดไประเหยตัวทําละลาย   จะไดสารละลายเปนของเหลวหนืดสนี้าํตาล
(จากตัวทําละลายเอธิลอะซเิตต)  และสีน้าํตาลเขม(จากตัวทาํละลายเมธานอล) 

สวนเสนใยนํามาตัดเปนชิ้นเล็กๆ  สกัดดวยตัวทาํละลายเอธิลอะซิเตต และเมธานอล
อยางละ 7 ครั้ง  กรองดวยกระดาษกรอง  Whatman เบอร  1  รวมสารสกัดทีไ่ดนําไประเหยตวัทํา
ละลายดวยเครื่อง  rotary evaporator  ทีอุ่ณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีสม  (จาก
ตัวทําละลายเอธิลอะซิเตต)  และสีน้ําตาลเขม(จากตัวทาํละลายเมธานอล)   ดังแสดงไวในแผนภาพที่  
3.1 
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ราเอนโดไฟต  NK9    ในอาหาร  MEB 
ปริมาตร  25  ลิตร  เปนเวลา  31  วัน 

เสนใยรา หนัก  1,485.77 กรัม 
  (น้ําหนักแหง  227.18 กรัม) 

น้ําเลี้ยงเชื้อรา 
18.86 ลิตร 

สวนของน้ําเลี้ยงเชื้อรา 
ที่เหลือจากการระเหย 

สวนที่เหลือ  
จากการสกดั
100.05  กรัม 

สวนที่เหลือ  
จากการสกดั 

สวนสกัดหยาบ MeOH   
79.83  กรัม 

สวนสกัดหยาบ EtOAc 
8.12  กรัม สวนที่เหลือ  

จากการสกดั 
45.17  กรัม 

สวนสกัดหยาบ 
 EtOAc  (2) 
5.31  กรัม 

สวนที่เหลือ  
จากการสกดั 

สวนสกัดหยาบ MeOH   
53.01  กรัม 

สวนสกัดหยาบ 
EtOAc  (1) 

10.82  กรมั 

สกดัดวย  MeOH ระเหยน้ําออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ 

กรองแยกสวน 

สกดัดวย  EtOAc 

สกดัดวย  MeOH 

สวนสกัดหยาบ MeOH   
74.50  กรัม 

Column Chromatography 

Column Chromatography 

สกดัดวย  EtOAc 
สกดัดวย  EtOAc 

แผนภาพที่  3.1   แสดงขั้นตอนการสกัดสารจากเสนใยและน้าํเลี้ยงราเอนโดไฟต   NK9 
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3.12   การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรียของสวนสกัดหยาบที่ไดจากราเอนโดไฟต   NK9  
โดยใชวธิี  Paper disk Diffusion Method (Wood,1995   และ  Joseph  และคณะ, 1998) 
 3.12.1   การเตรียมตัวอยางทดสอบ 

 นําสวนสกัดหยาบทั้ง  6  สวน   ที่ไดจากการสกัดลําดบัสวน  คือ    สวนสกัดหยาบ
เมธานอล   สวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  และสวนทีเ่หลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใยและน้าํเลี้ยง
ของราเอนโดไฟต  มาตัวอยางละ  5  มิลลิกรัม  ผสมกับตัวทําละลายที่สามารถละลายไดหมดคือ  สวน
สกัดหยาบเมธานอลละลายในเมธานอล    สกัดหยาบเอธิลอะซิเตตละลายในเอธิลอะซิเตต  และสวนที่
เหลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใยและน้าํเลี้ยงละลายใน  10% DMSO  ในน้าํปรมิาตร  1  มิลลิลิตร  
จะไดสารละลายที่ความเขมขน   5  mg/ml      แลวนําไปเจือจางตอดวยตัวทําละลายใหไดระดบัความ
เขมขน   1   mg/ml    และ   0.5   mg/ml   ตามลําดับ 

 
  3.12.2   การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุม 
ชุดควบคุมบวก (Positive Control)   ไดแก 
 -  สารละลาย  Streptomycin            0.5,  1   และ   5      mg/ml        
 -  สารละลาย  Chloramphenicol      0.5,  1   และ   5      mg/ml         
ชุดควบคุมลบ (Negative Control)   ไดแก 
 -  เมธานอล    
 -  เอธิลอะซิเตต   
 - 10% DMSO  ในน้ํา 
 
นําสวนสกัดทีไ่ดทั้ง  6   สวน   ไปทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย  โดยหยดสารตวัอยางลงบน 

Paper disc   ขนาดเสนผานศูนยกลาง  6   มิลลิเมตร (ของบริษัท  Merck, ประเทศเยอรมน)ี   ที่อบฆา
เชื้อแลว   ปริมาตร  20  ไมโครลิตร   ทําทั้งหมด  3 ซํ้า  โดยวิธีการเตรียมจุลินทรยีเหมือนกับขอ 3.7.1 
(ภาคผนวก ก)  โดยบมเชื้อไวนาน  12-18  ชั่วโมง  นาํ Paper disc  ท่ีหยดสารทดสอบลงไปวางบน
อาหารแข็งที่ swob เช้ือแลว โดยบมเชื้อไวนาน  12-18  ช่ัวโมง   แลวบันทกึผลทีไ่ด 

นอกจากนีย้ังทดสอบฤทธิ์การยับยั้งรากอโรคพืช จากกรมวิชาการเกษตร 4 ชนิด คือ  
Phytophthora  parasitica, Alternaria  brasiicola, Collectitrichum  gloeosporiodides  และ  
Fusarium oxysporum   โดยเลี้ยงเชื้อราใน  PDA  ใหมอีายุ  4   วัน  จากนั้นนําสวนสกัดละลายในตัว
ทําละลาย  หยดลงบน    Paper disc     ขนาดเสนผานศูนยกลาง   6   มิลลิเมตร (ของบริษทั  Merck, 
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ประเทศเยอรมน)ี ที่อบฆาเชื้อแลว  ปริมาตรและความเขมขนของสารเหมือน  3.12.1  ทําทั้งหมด 3 ซ้ํา 
โดยใช  Ketoconazole   ความเขมขน   0.5,  1  และ  5   mg/ml   เปน Positive Control  นําไปบม 
สองวันที่อุณหภูมิหองแลวอานและบนัทกึผลการทดลอง 

 
3.13  การแยกองคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบของเสนใยและน้าํเล้ียงราของราเอน
โดไฟต   NK9   ใหบริสุทธิ์  และการพสูิจนเอกลักษณของสารบริสุทธิท์ี่แยกได 
 
 3.13.1  การแยกองคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้าํเล้ียงรา 
 สวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้าํเลี้ยงราทีไ่ดมีลักษณะเปนของเหลวหนืดสีน้าํตาล น้ําหนกั  
8.12   กรัม  มาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ (Column Chromatography)     โดยใชคอลัมน
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5  เซนติเมตร  สูง  80  เซนติเมตร  และใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (350  กรัม)  
ใชตัวทําละลายเปนตัวชะ   ซ่ึงไดแก    เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- 
เมธานอล,  เมธานอล  และเมธานอล-น้ํา  ตามลําดับ  ผลการทดลองที่ไดแสดงไวในตารางที่ 4.7   
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แผนภาพที่  3.2   แสดงขั้นตอนการแยกสารของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  จากน้ําเลี้ยงรา

เอนโดไฟต   NK9  โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 
 
3.13.1.1  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่65-70  (ETBR  F5) 

 สารประกอบ  1   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F5  ของสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวทาํละลาย  30%  เอธิลอะซิเตต ในเฮกเซน
เปนตัวชะ  จะไดของเหลวสีเหลืองออน  นาํมาลางน้ํามันสีเหลืองออกดวยเฮกเซน   กรองแยกจะไดผงสี
ขาวน้าํหนัก  35.7  มิลลิกรัม    ซึ่งสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 
 
 

สวนสกัดหยาบ 
เอธิลอะซิเตตจากน้าํเล้ียงรา 

8.12  กรัม 

20  fractions 
Column Chromatography 

Compound 1 Compound 2 

ETBR  5 ETBR 8 

Compound 4  

ETBR  17 ETBR 13 

Compound 3 

ETBR  18.4 

Compound 5  
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3.13.1.2  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่116-124  (ETBR  F8) 
 สารประกอบ  2   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F8  ของสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  

จากน้ําเลี้ยงรา โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวทาํละลาย  50%  เอธิลอะซิเตต ในเฮกเซน
เปนตัวชะ  จะไดผงสีเหลืองออน  นํามาลางน้ํามนัสีเหลืองออกดวยเฮกเซน  แลวนําไปตกผลึกซ้ําดวย
ตัวทําละลายเอธิลอะซิเตต-เฮกเซน  จะไดผลึกสีขาวน้ําหนกั  51 มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดใน
เอธิลอะซิเตต 

 
3.13.1.3  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่ 224-319  (ETBR  F13) 

 สารประกอบ  3   ไดจากลําดับสวนที่  ETBR  F13  ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ   โดยใชตัวทาํละลาย   70-85%   เอธิลอะซิเตต ใน
เฮกเซนเปนตัวชะ จะไดผงสีเหลือง  จากนัน้นาํมาลางน้าํมันสีเหลืองออกดวยเฮกเซน   แลวกรองแยก
จะไดผงสีขาวน้ําหนกั  22.1  มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 

 
3.13.1.4  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่404-418  (ETBR  F17) 

 สารประกอบ  4   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F17 ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา     โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ        โดยใชตัวทําละลาย 10-15%    เมธานอลใน
เอธิลอะซิเตต เปนตัวชะ จะไดผงสีเหลืองออน  แลวกรองแยกจะไดผงสีขาวน้ําหนัก  627.4  มิลลิกรัม    
ซ่ึงสามารถละลายไดในเมธานอล 
 
3.13.1.5  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่419-436  (ETBR  F18) 

 สารประกอบ  4   ไดจากลาํดับสวนที่  ETBR  F18 ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  
จากน้ําเลี้ยงรา     โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ        โดยใชตัวทําละลาย 15-17%    เมธานอลใน
เอธิลอะซิเตต เปนตัวชะ จะไดของเหลวหนดืสีน้ําตาลน้ําหนกั  1293  มิลลิกรัม      นํามาลงคอลัมนโคร
มาโทกราฟอีกครั้งโดยใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 2  เซนติเมตร  สูง  60  เซนติเมตร  และใชซิลิ
กาเจลเปนตัวดูดซับ (130  กรัม) เก็บสารลําดับสวนละ  10  ml  ใชตัวชะคือ  ไดคลอโรมีเทน,  ไดคลอโร
มีเทน-เมธานอล และ เมธานอล ไดมารจากลําดับสวนที่  4  ที่ชะดวย ไดคลอโรมีเทน-เมธานอล  เปน
ของเหลวใส  นํามาตกผลกึดวยเมธานอลในไดคลอโรมีเทน     จะไดผลึกใสไมมีสีน้าํหนัก  8.3  
มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 
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3.13.2  การแยกองคประกอบทางเคมขีองสวนสกดัหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใย 
 นําสวนสกัดหยาบเอธิลอะซเิตตจากเสนใย   16.13  กรัม  มาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมา
โท-กราฟ (Column Chromatography)         โดยใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง  5   เซนติเมตร  
สูง  80   เซนติเมตร  และใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (370  กรัม)  ใชตัวทําละลายเปนตัวชะ   ซ่ึงไดแก    
เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- เมธานอล,  และ เมธานอล  ตามลําดับ  
ผลการทดลองที่ไดแสดงไวในตารางที่ 4.13   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพที่  3.3   แสดงขั้นตอนการแยกสารของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจาก 
เสนใยราเอนโดไฟต   NK9  โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 
 
 

สวนสกัดหยาบ 
เอธิลอะซิเตตจากเสนใย   

16.13  กรัม   

26  fractions 

Column Chromatography 

ETMY  9 

Compound 6 
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3.13. 2.1  การแยกองคประกอบทางเคมีของลําดบัสวนที ่ 81-96 (ETMY  12) 
 
 สารประกอบ  1   ไดจากลาํดับสวนที่  ETMY  12  ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต

จากเสนใย โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวทาํละลาย 30-35%  เอธิลอะซิเตต ในเฮกเซน
เปนตัวชะ  จะไดของแข็งสีสม  นํามาลางน้ํามนัสีเหลืองออกดวยเฮกเซน   กรองแยกจะไดของแขง็สีขาว 
นํ้าหนกั 1,847.7  มิลลิกรัม    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต 

  
3.14  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรยีของสารประกอบที่แยกได 
3.14.1  การทดสอบฤทธิก์ารยบัย้ังจุลินทรียของสารทีไ่ดจากแตละลําดับสวน 

นําสารทีไ่ดจากแตละลาํดับสวนมาทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี Disk Diffusion Method   โดยใชสาร
ปริมาณ  100  µg/disc ทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย 
 
3.14.2 การทดสอบฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียของสารประกอบที่แยกไดโดยใชวธิ ี Disk Diffusion 
Method 
 3.14.1.1   การเตรียมตัวอยางทดสอบ 

 นําสารประกอบที่แยกได  ละลายในเอธิลอะซิเตต     ไดสารละลายทีค่วามเขมขน   5  
mg/ml      แลวนาํไปเจือจางตอดวยตัวทาํละลายใหไดระดับความเขมขน   1   mg/ml    และ   0.5   
mg/ml   ตามลําดับ 

 
  3.12.2   การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุม  
ชุดควบคุมบวก (Positive Control)   ไดแก 
 -  สารละลาย  Streptomycin            0.5,  1   และ   5    mg/ml        
 -  สารละลาย  Chloramphenicol      0.5,  1   และ   5    mg/ml         
ชุดควบคุมลบ (Negative Control)   ไดแก  
 -  เอธิลอะซิเตต 
นําสารประกอบที่แยกได ไปทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย  โดยหยดสารตัวอยางลงบน 

Paper disc   ขนาดเสนผานศูนยกลาง  6   มิลลิเมตร (ของบริษัท  Merck, ประเทศเยอรมน)ี   ที่อบฆา
เชื้อแลว   ปริมาตร  20  ไมโครลิตร   ทําทั้งหมด  3 ซํ้า  โดยวิธีการเตรียมจุลินทรยีเหมือนกับขอ 3.7.1 
(ภาคผนวก ก) นํา Paper disc  ที่หยดสารทดสอบลงไปวางบนอาหารแข็งที่ swob เช้ือแลว โดยบมเชื้อ
ไวนาน  12-18  ช่ัวโมง   แลวบันทึกผลที่ได 
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3.14.3  การทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี  The Minimum Inhibitory Concentration Method (MIC) 
 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียของสารประกอบทีแ่ยกไดดวยวธิ ี  The Minimum 
Inhibitory Concentration Method (MIC)  (Jorgensen, J.H.,1999)  ซ่ึงเปนการหาระดับความ
เขมขนต่ําสุดทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดโดยใช  Microtiter  Plate Broth Dilution 
Technique  ซ่ึงมีขั้นตอนการทดสอบดังนี ้
 
 3.14.3.1  การเตรียมสารละลายสารประกอบ 
 นําสารประกอบที่แยกได   ละลายในตัวทาํละลายเอธิลอะซิเตต ในอาหารเลี้ยงเชื้อ    จะได
สารละลายสารประกอบที่ความเขมขน   125 µg/ml    ซ่ึงเปนความเขมขนแรกในระดับความเขมขนที่
เราตองการ จากนัน้จึงเจือจางใหไดระดับความเขมขน   125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.813, 3.906, 
1.953, 0.977  และ 0.488  µg/ml        

 ระดับความเขมขนของสารละลายสารประกอบ  คือ   
  
 ความเขมขนสดุทาย      125   µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย      62.5  µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย     31.25  µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย   15.625  µg/ml   
 ความเขมขนสดุทาย    7.813  µg/ml   

ความเขมขนสดุทาย    3.906  µg/ml   
ความเขมขนสดุทาย    1.953  µg/ml   
ความเขมขนสดุทาย    0.977  µg/ml   

 ความเขมขนสดุทาย    0.488  µg/ml   
  
ความเขมขนสดุทาย   คือ  ความเขมขนสุดทาย ของสารละลายสารประกอบทีว่ัดไดใน  96  

well microtiter plate  หลังจากเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว และจุลินทรียแขวนลอยทดสอบลงไป 
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3.14.3.2  การเตรียมสารละลายสารชุดควบคุมบวก (Positive Control)   ไดแก 
Streptomycin, Chloramphenicol, และ Ketoconazole  เปนสารชุดควบคุมบวก โดยเจือจาง

สารละลายเชนเดียวกับการเจือจางสารละลายสารประกอบในขอ  3.12.1   
 3.14.3.3  การเตรียมเชื้อจุลินทรีย 

จุลินทรียสําหรับการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพของสารประกอบประกอบดวย  แบคทีเรียแกรม
บวก  2  ชนิด คือ Bacillus   subtilis  ATCC  6633 และ  Staphylococcus   aureus  ATCC  25923 
แบคทีเรียแกรมลบ  2  ชนดิ  คือ  Escherichia    coli  ATCC  25922  และ Pseudomonas   
aeruginosa  ATCC  9027  และราที่เจริญในรูปของยสีต  1  ชนิด  คือ Candida   albican  ATCC  
10231  ดังแสดงไวในตารางที่ 3.2   (ภาคผนวก ก)   สวนการเตรียมเชื้อแบคทเีรียจะเตรียมตามขอ  
3.7.1.3   และ  3.7.1.4   โดยแบคทีเรียทดสอบจะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  Mueller-Hinton Broth 
(MHB)  และราจะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  Yeast-Malt Extract Broth (YMB)   โดยที่ความ
เขมขนของเชื้อทดสอบแสดงไวในตารางที ่   3.3   (ภาคผนวก ก)     

 
3.14.3.4   การทดสอบฤทธิ์การยบัยัง้จลิุนทรยี  
การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียจะทําการทดสอบใน  96  well microtiter plate  โดยกอน

การหยอดสารละลายสารประกอบและสารชุดควบคุมบวก  ใหทาํแผนผังระบุชนิดและตําแหนงของสาร
ที่จะหยอดลงไปใน   96  well microtiter plate   เสียกอนเพื่อความถูกตองของการแปลผลทดสอบทีไ่ด 
โดยสารที่จะหยอดลงใน  96  well microtiter plate  มีดังนี ้
 
Blank    - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

   - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ 
Negative control  - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ  +  เอธิลอะซิเตต  
Positive Control             - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ +  ระดับความเขมขน

ของยา 
ตัวอยางทดสอบ              - อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจลิุนทรียแขวนลอยทดสอบ +  ระดับความเขมขน

ของสารละลายสารประกอบ 
 
ปริมาตรที่ใชคือ  จุลินทรียแขวนลอยทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  50  µl  +  สารละลาย

สารประกอบ  50  µl  ปริมาตรรวมตอหลุมจึงเปน  100  µl  
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3.14.3.5   การแปลผล 
อานผลการทดลองเปนคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  Sunrise Microtiter Plate  Reader   ที่

ความยาวคลืน่   625  นาโนเมตร           เปรียบเทียบคาการดูดกลนืแสงของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและ 
จุลินทรียแขวนลอยทดสอบของเชื้อกอนการบมเชื้อกับ  คาการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
และสาร ละลายสารประกอบตามระดับความเขมขน    โดยใหเปรียบเทียบกับคาการดูดกลืนแสงของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและจุลินทรียแขวนลอยทดสอบ + ระดับความเขมขนของสารละลายสารประกอบ
หลังจากบมเชือ้แลว  24   ช่ัวโมง 

หากคาการดูดกลืนแสง  ของตัวอยางทดสอบหรือ  Positive Control  มีคาสูงกวา  แสดงวา
สารละลายสารประกอบหรือยาในความเขมขนนัน้ๆ ไมสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได 

แตถาคาการดูดกลืนแสง  ของตัวอยางทดสอบหรือ  Positive Control  มีคาต่ํากวา  แสดงวา
สารละลายสารประกอบหรือยาในความเขมขนนัน้ๆ สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได 

ความเขมขนของสารละลายสารประกอบตัวสุดทายทีม่ีคาต่ํากวา  คานั้นคือคา  MIC  
(Minimum Inhibitory Concentration)  

 
3.15  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได    

การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได      ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบัน
เทคโนโลยีชวีภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ซ่ึงไดทดสอบความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็ง  5  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งตับ(HEP-G2), เซลลมะเร็งปอด(CHAGO), เซลลมะเร็งลําไส
ใหญ(SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III)  และ เซลลมะเร็งเตานม(BT 474)  และ
สถาบนัวิจัยจฬุาภรณซ่ึงไดทดสอบความเปนพษิตอเซลลมะเร็ง  10  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งทอน้ําดี
(Hucca-1), เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก (KB),  เซลลมะเร็งปากมดลูก(HeLa),  เซลลมะเร็งเตานม: 
Hormone independent(MDA-MB 231),  เซลลมะเร็งเตานม: Hormone dependent(T47D),  
เซลลมะเร็งปอด(A549),  เซลลมะเร็งปอด: Multidrug resistance (H69AR),  เซลลมะเร็งตับ: 
Hepatoblastoma carcinoma(HepG2) ,  เซลลมะเร็งตับ: Hepatocellular carcinoma (S102),  
Mouse lymphoid neoplasm (P388)  และ  Human promyelocytic leukemia cell (HL-60)    

โดยทาํการทดลองในหลอดทดลองดวยวิธ ี  colorimitric  โดยใชสาร MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Carmichael และคณะ, 1987) ซึ่งมี
หลักการคือ จํานวนเซลลที่รอดชีวิต/หลุม  จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณการผลติสาร  formazan  
ที่สารมวัดไดโดยการนาํสวนใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  540  นาโนเมตร 
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นําเซลลมะเร็งมาเลี้ยง  และเก็บเซลลในชวงที่มกีารเจริญเติบโตไดดีที่สุด (exponential 
phase) นับจํานวนเซลลดวย trypan exclusion นําเซลลมะเร็งที่ทราบจํานวนมาใสลงในหลุมทัง้  96 
หลุมของ microtiter plates  หลุมละ  100  ไมโครลิตร  บมเซลลในบรรยากาศทีมี่กาซ
คารบอนไดออกไซดความเขมขน  5  เปอรเซ็นต  และความชืน้สัมพัทธ  100  เปอรเซ็นต  ที่อุณหภูมิ  
37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  จากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารที่ตองการทดสอบอยูลง
ไปในแตละหลุม (ในกลุมควบคุม N เทากบั  6  และในกลุมทดลอง  N เทากับ 3)  สวนหลุมที่อยูรอบๆ 
microtiter plates(lacking cells) ใชสําหรับชุดควบคุม(N เทากับ 2)  และกลุมควบคุมลบท่ีเติมสาร  
tetrazolium  (N เทากับ  6)  จากนั้นนาํไปบมตอเปนเวลา  4  วัน  กอนที่จะเติมสารละลาย 
tetrazolium  MTT stock solution  มีวิธกีารเตรียมดังนี้  นํา MTT 5 มิลลิกรัม มาละลายใน 1 มิลลิลิตร
ของ  PBS  นําไปอบนึ่งฆาเชื้อแลวกรองผาน  0.45-µl filter units  สําหรับ  MTT working solutions  
เตรียมโดยนํา MTT stock solution  มาเจอจางดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่อุนในอัตราสวน  1:5  (ปริมาตร/
ปริมาตร)  นํา MTT working solutions  ปริมาตร  50  ไมโครลิตร  เติมลงในหลุมแตละหลุม  จากนัน้
บมตอไปอีก  4-24  วัน  ที่  37 องศาเซลเซียส  ขึ้นอยูกับการทดลอง  นําสารในหลุมไปปนเหวีย่งที่
ความเร็วรอบต่ํา เปนเวลา  5  นาที  ถาในหลุมดังกลาวมีสารทีแ่ขวนลอยอยู ดูดสวนน้ําในในแตละ
หลุมออกปริมาณ  10-20  ไมโครลิตร  แลวเติม  DMSO ปริมาตร 150 ไมโครลิตร  นําสวนใสทีไ่ดไปวัด
คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  540  นาโนเมตร 

การวัดอัตราการเจริญและอัตราการยับยั้งการเจริญคํานวณจากเปอรเซ็นตของคาการดูดกลืน
แสงที่เปล่ียนแปลงไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
 
3.16  การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชันของสารทีแ่ยกได   
 การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชัน  มีการวิเคราะหไดหลายวิธี   เชน 
1.)  Diphenyl–pioryl-hydrazyl (DPPH) Assay 
 DPPH Assay  เปนการใหสารที่ตองการทดสอบทําปฏิกิริยากับ   1,1-diphenyl-2–pioryl-
hydrazyl (DPPH)  สารที่จะหยดลงใน  96 well plate  มีดังนี้ 
 Blank     สารละลาย  DPPH 100 µM  ปริมาตร 195  µl  +  DMSO  5  µl 

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

 ตัวอยางทดสอบ    สารละลาย  DPPH 100 µM  ปริมาตร 195  µl  +  สารตัวอยาง  5  µl 
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ผสมใหเขากนัแลวบมที่อุณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา   30  นาที   แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่  515  nm  โดยเครื่อง  microplate reader 

เปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยากับ DPPH  (% scavenging) คํานวณไดจากสมการตอไปนี ้            
 
 
 
 

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

การเกิด Differentiation ของ  human promyelocytic leukemia cell (HL-60)  ไปเปน
granulocyte cell   โดยใช  HL-60    2.5 x 105  cells/ml  กับอาหารเลี้ยง cells  ที่ผสม DMSO  1.3 
%  แลวบมในตู  CO2   ที่อุณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา   4  วัน    จากนั้นนาํไปปนเหวี่ยงและลางดวย  
สารละลาย  Hank ’s balance salt, pH  7.8   2  รอบ   
 
 2.2)  HL-60 Antioxidant Assay   
 การยับยั้ง  TPA  ที่หนาที่เปนตัวชักนาํใหเกิด  superoxide radical  ใน  differentiate  HL-60  
จะพิจารณาจากการเกิดปฏิกิริยา  reduction  ของ   cytochrome c    โดยทดสอบใน  96 well plate 
ผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

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

Positive control  cell suspension 1x106 cells/ml ปริมาตร 100 µl 
ตัวอยางทดสอบ      cell suspension  1x106 cells/ml   ปริมาตร 100 µl +  สารตัวอยางที ่

เจือจาง 10 เทา (10-fold dilution)   ปริมาตร  25  µl 
 
บมที่อุณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา  5  นาที  แลวเติม  HBSS  25 µl  ลงในตัวอยางทดสอบและ 

Negative control   สวน  Positive control  เติม SOD  600  U/ml  25 µl  จากนั้นเติม cytochrome c  
ความเขมขน  4.17  mg/ml   ปริมาตร  75  µl     แลวเริ่มตนปฏิกิริยาดวย การเติม TPA  0.55 mg/ml  
ปริมาตร  25  µl  นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ  37 °C   เปนเวลา  30  นาท ีแลวหยุดปฏิกิริยา จากนัน้ปนเหวี่ยง 

% scavenging  =  100 – (OD sample)  x 100 
                                        (OD control) 
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ท่ี   2,000  rpm   10  นาที   ดูดสวน  supernatant  มาวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น  
550  nm   ดวย   microplate reader   

เปอรเซ็นตการยับยั้ง  TPA ที่เปนตัวชักนําใหเกิด superoxide radical    (% Inhibition) 
คํานวณไดจากสมการตอไปนี ้
 
 

 
 
 
2.3)  Cell Viability Assay 
 เนื่องจากสารบางชนิดมีความเปนพิษสูง  การทดสอบ  cell viability จึงเปนการทดสอบเพื่อ
ปองกันความผิดพลาดของผลที่ได     มีวิธีการคือ  หลังจากที่ทํา  HL-60 Antioxidant Assay 
นําเซลลทีไ่ดมาปนเหวีย่งและลางดวย  PBS  2  รอบ  แลวเติม  calcein AM  ความเขมขน  0.25  µM  
ปริมาตร  50 µl   วัดสัญญาณ  fluorescence โดยใช 
  - excitation wavelength  ที่  485  nm 
  - emission wavelength   ที ่  520  nm  โดยตัดสัณญาณที ่ 515 nm  ออกไป  
ดวยเคร่ือง  microplate fluorescence reader  คาเปอรเซ็นตของ cell viability) % cell viability)  
คํานวณจากคา  Vmax  ตามสมการตอไปนี ้
 
 
 
 
 
3.)  Scavenging of Superoxide Anion by Reduction of XTT  (XXO) 
 superoxide anion radical เกิดจาก  xanthine / xanthine oxidase system  โดย 
superoxide anion  สามารถทําปฏิกิริยากับ  XTT เกิดเปน  formazan ที่ละลายไดในน้าํ  ปริมาณของ 
superoxide anion  จะตรวจวัดไดโดยตรงจากการวัด  formazan   
 3.1)  Measuring of the XTT-reduction  
 มีวิธีการทดลองโดย  การผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

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

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

Negative control  สารผสมกลุม  A   +   DMSO  ปริมาตร  10  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +   Allopurinol 2 mM   ปริมาตร 10 mM              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A   +  สารตัวอยาง  ปริมาตร  10  µl 
  

หลังจากหยดสารดังกลาวลงใน  96 well plate  แลว  เริ่มตนปฏิกิริยาดวย การเติม xanthine 
oxidase  150  mU/ml   ปริมาตร  20  µ l   แลววัดผลการเกิดปฏิกิริยาทันทีดวย    microplate reader 
ที่ความยาวคลื่น  480 nm  ทุก  20  วินาทเีปนเวลา   5  นาที      

เปอรเซ็นตของ   Scavenging of superoxide anion  (% Scavenging) คํานวณไดจาก
สมการตอไปนี ้ 

 
 
 
 
3.2)  Measuring of the uric formation 
 xanthine oxidase activity  จะสามทารถตรวจวัดไดจากปริมาณของ  uric acid   ที่เกิดจาก  
xanthine   ใน  96 well plate   มีวิธีการทดลองโดย  การผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากนัซึ่ง
ประกอบดวย 

1)   NaHCO3  buffer, pH  9.4  ความเขมขน   50  mM  ปริมาตร  130  µ l 
2)   Xanthine  0.5  mM  ปริมาตร  20  µ l  
3) EDTA  ปริมาตร  20  µ l 

Negative control  สารผสมกลุม  A   +  DMSO  ปริมาตร  10  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +  Allopurinol  2 mM   ปริมาตร 10 mM              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A  +  สารตัวอยาง  ปริมาตร  10  µl 
  

% Scavenging   =  100 - (Vmax of sample)   x  100 
                                         (Vmax of DMSO) 
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เร่ิมตนปฏิกิริยาดวย การเติม  xanthine oxidase  150  mU/ml   ปริมาตร  20  µ l   แลววัดผล
การเกิดปฏิกิริยาทนัทีดวย    microplate reader   ที่ความยาวคลื่น  295  nm  ทุก  30  วินาทีเปนเวลา   
5  นาที      

เปอรเซ็นตของ  uric formation inhibition (% Inhibition)   คํานวณไดจากสมการตอไปน้ี 
 

   
 
 
 
4.)  Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay (ORAC) 
 The oxygen radical absorbance capacity assay (ORAC)  มีวิธกีารคือ  การผสมสารกลุม
แรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

1)   Phosphate  buffer, pH  7.0  ความเขมขน   75  mM  ปริมาตร  175  µ l 
2) Fluorescein  7x105  mM  ปริมาตร  10  µ l  

Negative control  สารผสมกลุม  A   +  DMSO  ปริมาตร  10  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +  Trolox  2 mM   ปริมาตร 10 mM              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A   +  สารตัวอยางเจือจาง  1/80  ปริมาตร  10  µl 
 

บมที่อุณหภูม ิ  37 °C   เปนเวลา  10  นาที  เริ่มตนปฏิกิริยาดวย การเติมสาร  AAPH  255  
mM   ปริมาตร  15  µ l  (เพ่ือใหเกิดเปน  ROO°  ) แลววัดผลการเกิดปฏิกิริยาทนัทดีวย    microplate 
fluorescence reader    

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

อานผล  ทุก  2  นาทีเปนเวลา   45  นาที     หาพ้ืนที่ใตกราฟ (area under curve: AUC)  โดย
ผลจะเปนคา  ORAC unit   โดย  1  ORAC  จะเทากบั  คาการปองกัน  fluorescein   ที่จะเกิดจาก 
Trolox  1 mM     ที่จะทําหนาที่คลายกับวติามินอี 

 คา  ORAC  คํานวณไดจากสมการตอไปนี ้
 
  

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

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

Lipoxygenase  คือ  dioxygenase enzyme  ที่สามารถเรงปฏิกิริยาของกรดไขมันไลโนเลอิก  
หรือไขมนัไมอ่ิมตัวชนิดอืน่  ท่ีประกอบดวย  cis,cis–1,4-pentadiene  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นสามารถ
ตรวจสอบไดโดยการทาํปฏิกิริยาใน 96 well plate  แลววัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่   234  nm   
วิธีการทดลองคือการผสมสารกลุมแรก (A) ใหเขากันซึ่งประกอบดวย 

1)   PBS, pH  7.4  ความเขมขน   10  mM  ปริมาตร  120  µ l 
2) LOX   ความเขมขน  2500  U/ml  ปริมาตร  20  µ l  

Negative control  สารผสมกลุม  A   +   10% DMSO  ปริมาตร  20  µl 
Positive control    สารผสมกลุม  A   +   NDGA   ปริมาตร 20 ml              

 ตัวอยางทดสอบ     สารผสมกลุม  A  +    สารตัวอยางเจือจาง  1/10  ปริมาตร  20  µl 
 
 เขยาใหเขากนัที่อุณหภูมหิองเปนเวลา  10  นาที  แลวเริ่มดวยการเติม  arachidonic 

acid  0.5  mM ปริมาตร 40 ml (เจือจางใน  PBS buffer)  จากนั้นเขยาที่อุณหภูมิหองอีก  10  นาท ี 
กอนนํามาวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่   234  nm    การยับยั้ง  LOX  คํานวณไดจากสมการ
ตอไปน้ี 

   
 
 
 
 

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

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



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1  ราเอนโดไฟตที่แยกจากเหงาขมิน้ชนั 
 ผลการแยกราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชนัจากทั้งหมด   7  จังหวัด  ไดแก  จังหวัด
เชียงใหม  (รหัส CM)  จังหวัดมหาสารคาม  (รหัส MS)   จังหวดัรอยเอ็ด (รหัส RE)  จังหวดัอยุธยา  
(รหัส AY)   จังหวัดชลบุรี  (รหัส CB)   จงัหวัดราชบุรี  (รหัส RB)  และจังหวัดนครศรีธรรมราช (รหัส 
NK)   ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด  47   ไอโซเลต  ผลแสดงดังตารางที่  4.1   
   
 ตารางที่  4.1  แสดงจํานวนราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิ้นชนั 
 

จังหวัด จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกได (ไอโซเลต) 
   เชียงใหม  (รหัส CM)   4 
   มหาสารคาม  (รหัส MS)    3 
   รอยเอ็ด (รหัส RE)   4 
   อยุธยา  (รหสั AY)    3 
   ชลบุรี  (รหัส CB) 8 
   ราชบุรี  (รหัส RB)   9 
   นครศรีธรรมราช (รหัส NK)    16 

รวม  (ไอโซเลต) 47 
 
 นําราเอนโดไฟตที่แยกไดทั้งหมดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที ่  5  ชนิด  คือ Corn Meal 
Agar (CMA), Malts Extract Agar (MEA), Sabouraud’ Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose 
Agar (PDA)  และ  Yeast Extract Sucrose Agar (YEA)   จากนัน้บมไวทีอุ่ณหภูมิหอง  นาน
จนกระทั่งราแตละชนิดเจริญเต็มจานเพาะเชื้อ (เนื่องจากราแตละชนิดมีอัตราการเจริญที่ตางกัน)  
จากนั้นศึกษาลักษณะของราเอนโดไฟตที่เลี้ยงในอาหารชนิดตางๆ   เชน   ลักษณะของรา   สีของเสน
ใย   สีรงควัตถุ   การสรางสปอร   หรือลักษณะพิเศษบางอยาง    ลักษณะตางๆของราเอนโดไฟตทีแ่ยก
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ไดทั้งหมด (ภาคผนวก ข ตารางที่  5.1 - 5.7)  และรูปตัวอยางราเอนโดไฟตที่เลี้ยงในอาหารชนดิตางๆ  

(ภาคผนวก ข รูป   5.1- 5.5)   
 จากการทดลองที่เลี้ยงราเอ็นโดไฟตที่แยกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน  พบวาอาหารจะมีผล
ตออัตราการเจริญเติบโต  ลักษณะของโคโลนี   สีของเสนใยสีรงควัตถุ   การสรางสปอร   หรือลักษณะ
พิเศษบางอยาง  เนื่องจากในอาหารแตละชนิดมีสารอาหารทีแ่ตกตางกัน  ซ่ึงอาจจะสงผลตอการสราง
สารเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ตางกันดวย 
 จากการจัดจําแนกราเอ็นโดไฟตที่แยกไดโดยการทํา  slide culture  แลวยอมดวยแลคโต
ฟนอลบลู (lactophenol blue)  เพ่ือดูการสรางสปอรภายใตกลองจุลทรรศน  พบวาราเอ็นโดไฟตที่แยก
ไดสามารถแบงไดเปน  6  ประเภท  ดังแสดงในตารางที่  4.2   และลักษณะราเอ็นโดไฟตที่แยกไดแสดง
ดังรูปที่  4.1.1-4.1.6   
 
ตารางที่  4.2   การจัดจําแนกราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิ้นชนั 
 
ชนิดราเอนโดไฟต ไอโซเลต จํานวนที่พบ % ที่พบ 

Mycelia Sterilia 

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

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

30 63.83 

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

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

Acremonium sp. MS1 1 2.13 
 
หมายเหต ุ     รหัสไอโซเลตตัวอยางเชน    NK9       มีความหมายดังนี้   รหัส   2  ตัวแรก (NK)  

หมายถึง  รหัสจังหวัด   สวน ตัวเลข (9 )  หมายถึงลําดับที ่  
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รูปที ่ 4.1    แสดงตัวอยางของราเอนโดไฟตในกลุมตางๆ ที่สามารถแยกได 
 
 

                   
 
 
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อาย1ุ5  วัน                          B.เสนใยรา 
 

รูปที ่ 4.1.1    ราเอนโดไฟต Mycelia Sterilia  ไอโซเลต  MS2 
 
 

                           
 
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA อายุ 15 วัน                     B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.2    ราเอนโดไฟต Fusarium sp.  ไอโซเลต  NK9 
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A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ 20  วัน                         B. เสนใยรา 
 

รูปที ่ 4.1.3    ราเอนโดไฟต Xylaria sp.  ไอโซเลต CM4 
 
 

                             
           
                                                                                           
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ 15  วัน                    B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.4    ราเอนโดไฟต Phomopsis sp.  ไอโซเลต RB6 
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A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ 15  วัน                     B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.5    ราเอนโดไฟต Alternaria sp.  ไอโซเลต  NK12 
 
 
 

                         
 
 
A.  ลักษณะโคโลนีของราทีเ่จริญบน PDA  อายุ  15  วัน                  B. เสนใยและสปอร 
 

รูปที ่ 4.1.6    ราเอนโดไฟต Acremonium sp.  ไอโซเลต  MS1 
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4.2  การคัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์การยบัยัง้จลิุนทรยี 
 โดยเปนการคดัเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรียที่ดทีี่สุด  ซ่ึงทําโดย  การเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทั้ง   5    คือชนิด  CMA, MEA, PDA, YES  และ SDA   จากนั้นนาํไปทดสอบฤทธิ์
การยับยั้งจุลินทรียกอโรคโดยวิธี  Dual Culture Method  จากนัน้ใช   sterile cork borer  ที่มีขนาด
เสนผานศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร ตัดชิ้นวุนของเชื้อราไปทดสอบฤทธิ์ในการยงัยั้งจุลินทรียกอโรค  
สังเกตวงใสที่เกิดขึน้รอบโคโลนี    ซ่ึงผลการยับยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟตทั้งหมดที่แยกไดแสดงใน
ตารางที ่ 4.3 
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ตารางที ่  4.3  ผลแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟตในอาหารตางชนิดกัน โดยวธิ ี Dual 
Culture   Method 
 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสลอมรอบจุลินทรียทดสอบ  (มิลลิเมตร) 

ราเอนโดไฟต อาหาร 
เลี้ยงเชื้อ 

B.  subtilis  
ATCC  
6633 

S.  aureus  
ATCC  
25923 

E   coli  
ATCC  
25922 

P.   
aeruginosa  

ATCC 
9027 

C. albican  
ATCC  
10231 

NK7 CMA 14 - - - - 
 YES 12 - - - - 
NK9 PDA 14 14 - - 15 
 MEA 20 16 - - 24 
 CMA 12 10 - - 12 
 SDA 20 - - - 18 
NK12 MEA - 12 - - - 
 CMA 14 - - - - 
 YES 12 - - - - 
 SDA 12 - - - - 
NK13 MEA 12 22 - - - 
 YES 21 - - - - 
 SDA 22 - - - - 
NK15 CMA 16 - 11 - - 
 YES 13 - - - - 
CB5 PDA 9 - 11 - - 
 MEA 9 - - 9 - 
CB13 PDA 20 12 - - - 
 YES 22 14 - - - 
NP1 PDA 25 19 - - - 
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ตารางที ่  4.3  ผลแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟตในอาหารตางชนิดกัน โดยวธิ ี Dual 
Culture Method  (ตอ) 

 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสลอมรอบจุลินทรียทดสอบ  (มิลลิเมตร) 

ราเอนโดไฟต อาหาร 
เลี้ยงเชื้อ 

B.  subtilis  
ATCC  
6633 

S.  aureus  
ATCC  
25923 

E   coli  
ATCC  
25922 

  ATCC 
9027 

ATCC  
10231 

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

 
หมายเหต ุ (-)  ไมมฤีทธิ์ยงัยั้งจุลินทรีย 

PDA (Potato Dextrose Agar),   MEA (Malt Extract Agar),  CM (Corn Meal 
Agar), SDA Agar (Sabouraud’ s Dextrose)   และ    YES (Yeast  Extract 
Sucrose Agar) 
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ผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟต  14  ชนิดที่มฤีทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคได  ไดแก  รา
เอนโดไฟต ไอโซเลต  NK7, NK9, NK12, NK13, NK15, CB5, CB13, NP1, NP4, AY1, RB2, RB3 
CM4,  และ  CM5  โดยราเอนโดไฟต ไอโซเลต  NK9  สามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคไดดีที่สุด  
โดยเฉพาะในอาหาร MEA  สวนราเอนโดไฟตที่เหลือไมแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค  จึง
คัดเลือกราเอนโดไฟต  NK9  มาใชในการทดลองตอไป  เนื่องจากมีฤทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียกอโรคได
หลายชนิดและมีวงใสในการยับยั้งจุลินทรยีขนาดใหญทีสุ่ด  
 สําหรับรูปวงใสในการยับยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟต  NK9  แสดงในรูปที่  4.2 
                     

                           
                              A                                                              B 
 
   รูปที่  4.2  แสดงตัวอยางวงใสในการยบัยั้งจุลินทรียของราเอนโดไฟต    ในเชื้อ Bacillus   subtilis 
(A) และ Staphylococcus  aureus (B) ในอาหาร  PDA, MEA และ  CMA  ของราเอนโดไฟตไอโซเลต  
NK9 
 

จากผลการยับยั้งจุลินทรียพบวาของราเอนโดไฟตทีม่ีฤทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียกอโรค  
สามารถยับยั้งเชื้อแตละชนิดโดยคิดเปนเปอรเซ็นตไดดังนี ้

- Bacillus   subtilis   29  %,   
- Staphylococcus   aureus   17 %,  
- Escherichia   coli   23.08 %, 
- Pseudomonas  aeruginosa   7.69 %,    และ  
- Candida   albican   7.69 %                
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% ราเอนโดไฟตทีย่บัยัง้จุลินทรีย
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                   รปูที่  4.3   แสดงผลการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบของราเอนโดไฟตที่แยกได 
 
 
 



 66

4.3  การพิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟต 
 4.3.1  การพิสูจนทางสัณฐานวทิยา 
 จากการศึกษาลักษณะของภายใตกลองจุลทรรศนแบบ  light microscope  พบวาราเอนโด
ไฟต   NK9  สรางสปอรที่มีลักษณะยาวเรียว ปลายโคงคลายรูปเคียว 
 
 และจากการศึกษาเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศนแบบ  scanning electron microscope  
(SEM)   จะเห็นลักษณะของ  microconidia อยางชัดเจน  โดย microconidia  จะมีลักษณะยาวรีมี
รอยหยักที่ผิวภายนอก และมีรองตามแนวยาวดังรูป 
 
 

      
 
   ก.             ข. 
 
         รูปที ่ 4.5  แสดงลักษณะของสปอรภายใตกลองจุลทรรศนของราเอนโดไฟต   NK9 
                            ก.  ลักษณะของ macroconidia ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ  light microscope     
     ข.  ลักษณะของ microconidia  ภายใตกลองจุลทรรศน  SEM 
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4.3.2  การพสูิจนทางอณชูีววทิยา 
 ลําดับเบสบริเวณ  ITS (internal transcribe spacer)   ของ   ribosomal RNA  ที่
ประกอบดวยสวนของ  18S, ITS1, 5.8S  และ  28S  มีความยาว  542  คูเบส   แสดงดังรูปท่ี  4.4 
 จากการพิสูจนทางอณูชีววทิยา  พบวาราเอนโดไฟต   NK9 มีความคลายคลึงกับรา  
Fusarium  equiseti  99%  โดยลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต  NK9  ไดนาํไปบนัทกึไวใน  
GenBank  โดยมี accession number  คือ  AB 277550  โดยผลสอดคลองกับผลทางสัณฐานวิทยา 
 
 

                   10          20            30  40     50 
AAGTCGTAAC AAGGTCTCCG TTGGTGAACC AGCGGAGGGA TCATTACCGA 

GTTTACAACT CCCAAACCCC TGTGAACATA CCTATACGTT GCCTCGGCGG 

ATCAGCCCGC GCCCCGTAAA ACGGGACGGC CCGCCCGAGG ACCCCTAAAC 

TCTGTTTTTA GTGGAACTTC TGAGTAAAAC AAACAAATAA ATCAAAACTT 

TCAACAACGG ATCTCTTGGT TCTGGCATCG ATGAAGAACG CAGCAAAATG 

CGATAAGTAA TGTGAATTGC AGAATTCAGT GAATCATCGA ATCTTTGAAC 

GCACATTGCG CCCGCCAGTA TTCTGGCGGG CATGCCTGTT CGAGCGTCAT 

TTCAACCCTC AAGCTCAGCT TGGTGTTGGG ACTCGCGGTA ACCCGCGTTC 

CCCAAATCGA TTGGCGGTCA CGTCGAGCTT CCATAGCGTA GTAATCATAC 

ACCTCGTTAC TGGTAATCGT CGCGGCCACG CCGTAAAACC CCAACTTCTG 

AATGTTGACC TCGGATCAGG TAGGAATACC CGCTGAACTT AA 

 
รูปที ่ 4.6  แสดงลําดับเบสบริเวณ  ITS  ของราเอนโดไฟต   NK9 

 
 

ลําดับเบสของราเอนโดไฟต   NK9  บริเวณ  ITS (internal transcribe spacer)   ของ   
ribosomal RNA  ประกอบดวยสวนของ  rRNA (18S rRNA) ลําดับเบสที่  1-47 , misc RNA (ITS1)  
ลําดับเบสที่  48-196,  rRNA (5.8S rRNA) ลําดับเบสที่   197-404, misc RNA (ITS2) ลําดับเบสที่  
405-508  และ rRNA (28S rRNA)   ลําดับเบสที่  509-542 
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จากลักษณะทีแ่สดงขั้นตนนัน้แสดงวาราเอนโดไฟต   NK9   คือรา Fusarium  sp. และเมื่อได
ทําการวิเคราะหผลทางเทคนิคทางพันธุกรรม  เพ่ือตรวจสอบผลอีกครั้งพบวาราชนดินี้คือ Fusarium  
equiseti  ซึ่งจัดอยูในคิงดอม  Mycetae     ดิวิชัน  Deuteromycota (Fungi Imperfecti)  อันดับ 
Melanconia (conidia)       

 สําหรับเช้ือราชนิดนีก้อนหนานีไ้ดมีผูศึกษาพอสมควร  โดยเปนราที่สามารถพบไดในดินทั่ว
โลก   และเคยมีรายงานพบในพืชที่เก็บเกี่ยวแลว 

มีการศึกษาแยกสาระสาํคญัตางๆที่มฤีทธิ์ทางชวีภาพและสารชนิดใหมจากราชนิดนี้นัน้ มา
เปนเวลานาน  โดยมีการศึกษาทั้งราที่ไดจากดิน  และราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชดังนี้ 

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

มีการศึกษาพบวามีรา Fusarium  sp.  ในขาวโพดที่ใชบริโภคที่มาจากรัฐในแถบตะวนัตกเฉียง
ใตของประเทศไนจีเรีย  โดยพบวามีสาร  trichothecenes, diacetoxyscirpenol (DAS), MAS-
monoacetoxyscirpenol (MAS)  และ  fusarenone-X  จึงทําใหทราบวาในประเทศไนจีเรียมีการ
บริโภคสารพิษเหลานี้เขาไปโดยตรง (Adejumo, Hettwer   Karlovsky,2007) 

มีการศึกษาพบวารา Fusarium  equiseti  และ   F.  acuminatum   สามารถผลิตสาร 
pyruvate  โดยจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ   แตการผลิตเอธานอล  และ alcohol 
dehydrogenase  จากราชนิดนี้จะลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของความเขมขนของ yeast extract  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (Kayali, Tarhan และ Soran, 2005) 
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4.4  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตออัตราการเจรญิเตบิโตของราของราเอนโดไฟต  NK9 
โดยการเพาะเลี้ยงราบนอาหารแข็งทีแ่ตกตางกัน  5  ชนิด คือ  PDA,   MEA, CMA, SDA   

และ  YES   บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  14   วัน   พบวาราเอนโดไฟต  NK9  เจริญเติบโตใน
อาหารแข็ง  MEA  ไดดีที่สุดคือ เจริญไดเร็วและมีความหนามากกวาในอาหารชนิดอื่น  ดังรูปที่ 4.5 

    
          รปูที่  4.7  แสดงการเจริญเติบโตในอาหารแข็งชนิดตางๆของราเอนโดไฟต  NK9 
 

                         
                         
 

รูปที ่ 4.7.1  การเจริญในอาหารPDA 
 
 

                               
 

รูปที ่ 4.7.2   การเจริญในอาหาร  MEA 
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รูปที ่ 4.7.3   การเจริญในอาหาร CMA 
 
 

                                                
 
 

รูปที ่ 4.7.4  การเจริญในอาหาร SDA 
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รูปที ่ 4.7.5  การเจริญในอาหาร YES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 72

4.5  ศึกษาการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภมิูของราเอนโดไฟต  NK9 
4.5.1  การศึกษาการเจรญิเตบิโตของราเอนโดไฟต  NK9 
นําราเอนโดไฟต  NK9  ที่คัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารเหลว  MEB  เนื่องจากเปนอาหารเลี้ยง

เชื้อท่ีทําใหราสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีที่สุดโดยใช   cork borer  ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร  เจาะราเอนโดไฟตเพื่อใหแตละชิ้นมขีนาดเทากัน  นําชิ้นเชื้อราจํานวน  5  ช้ิน  
ใสลงในอาหารเหลว  MEB  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพู  ขนาด  250  มิลลิลิตร   เตรียม
ใหไดน้ําเลี้ยงเชื้อ  5.1  ลิตร  บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา  46  วัน  เก็บตัวอยางราทกุ 2-3 วัน   ทํา 3 ซ้ํา   
นํามากรองแยกสวนของเสนใยและน้ําเลี้ยงเชื้อราดวยกระดาษกรอง Whatman   เบอร 1  จากนั้นนํา
สวนของเสนใยไปอบที่อุณหภูมิ  70  องศาเซลเซียส  แลวชั่งน้ําหนกัแหง  ซ่ึงสามารถเขียนกราฟแสดง
อัตราการเจริญเติบโตของราเอนโดไฟต  NK9  ระหวางน้ําหนกัแหง (กรัม)  และระยะเวลาการ
เจริญเติบโตของรา (วัน)  ไดดังนี้ 
 

         

กราฟการเจริญของเช้ือ  NK9
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           รูปที ่ 4.8  กราฟแสดงการเจริญเติบโต ในอาหารเหลว  MEB 
 
 นอกจากนีไ้ดมีการศึกษาองคประกอบทางเคมีอยางคราวๆ ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  MEB  
ของราเอนโดไฟต  NK9  ท่ีอายแุตกตางกนั  คือ  6  วัน  10  วัน  16  วัน   25  วนั 31  วัน  และ  40  วัน   
โดยเทคนิค  NMR  พบวาราเอนโดไฟต  NK9  เร่ิมสรางสารในวนัที ่ 10  และเริ่มมีสารที่นาสนใจในชวง
วันที ่ 16  และมีปริมาณมากขึ้นเรื่อยๆ  แตจะลดลงในชวงวันที่   40    
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4.5.2  การหาชวงเวลาที่เหมาะสมตอการสรางสารเมแทบอไลตทุติยภูมิของราเอนโด
ไฟต  NK9 

และจากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย  ดวยวิธี   Agar–well Diffusion  เพื่อศึกษาวา
ชวงเวลาใด  ที่ราเอนโดไฟตที่คัดเลือกมามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรียไดดีที่สุด       พบวาในวันที่ 31  รา
เอนโดไฟต  NK9  สามารถยบัยั้งเชื้อจุลินทรียไดมากที่สุด 
 
ตารางที ่  4.4  ผลแสดงฤทธิย์ังยั้งจุลินทรียกอโรคของราเอนโดไฟตที่มีระยะเวลาในการเลี้ยงตางกัน 

โดยวิธ ี Agar–well Diffusion 
วงใส (มม.) ทีม่ีตอเชื้อจุลินทรียทดสอบ วันที ่

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

         
           หมายเหตุ กอนวนัที่  13  ไมมีวงใสเกิดขึ้น  
 
 จากการทดลองพบวา ราเอนโดไฟตสามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียกอโรคไดตั้งแต
วันที่ 13  โดยขนาดของวงใสที่มีตอเช้ือจุลินทรียทดสอบทั้ง  Bacillus  subtilis   และ 
Staphylococcus   aureus  มีขนาดกวางขึ้นเร่ือยๆ จนกวางที่สุดในวนัที่  31  และจากนั้นขนาดของวง
ใสก็จะเล็กลงเรื่อยๆ   ดังนั้นจึงเลือกเลี้ยงราเอนโดไฟต  ที่อายุ  31  วันในอาหารเลี้ยงเชื้อ  MEB   
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4.6  การเล้ียงเชื้อและสกัดสารที่มฤีทธิ์ยบัยัง้เชื้อจลิุนทรยีจาก 
4.6.1  การเลีย้งเช้ือราเอนโดไฟต  NK9  
ใช   cork borer  ที่มขีนาดเสนผานศูนยกลาง  7  มิลลิเมตร     เจาะชิ้นวุนทีม่ีเสนใยของราเอน

โดไฟต  NK9  อายุ  14  วนั   ที่เจริญบนอาหารแข็ง  MEA  มาเลี้ยงในอาหารเหลว  MEB  ปริมาตร  
100   มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด  250   มิลลิลิตร   จํานวน  5  ชิ้นตอ  1  ขวด  เลี้ยงทั้งหมด
ปริมาตร   25   ลิตร   บมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา   31   วัน    โดยสีของน้าํเลี้ยงราจะเปนสีน้าํตาล
และมีเสนใยราสีสมออนลอยอยูบนผวิอาหารเหลว 
 

                                        
 
  รูปที่  4.9  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  NK9  ที่เล้ียง ในอาหารเหลว  MEB 
 
4.6.2  การสกัดสารชีวภาพจากราเอนโดไฟต  NK9 
  กรองแยกราเอนโดไฟต  NK9  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว  MEB ดวยผาขาวบาง 4 ช้ัน   จะไดสวน

ของเสนใยราและสวนของน้าํเลี้ยงรา   สวนของน้ําเลี้ยงรานํามา ระเหยน้ําออกดวยเคร่ือง  rotary 
evaporator  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีน้าํตาล   นํามาสกดัดวยตัวทาํละลาย
เอธิลอะซิเตต  และเมธานอลสกัดซ้ําอยางละ 7 ครั้ง(จนไมมีสารออกมา ทดสอบโดยการทาํ TLC)  นํา
สารสกัดทีไ่ดไประเหยตัวทาํละลาย   จะไดสารละลายเปนของเหลวหนืดสีน้าํตาล(จากตัวทําละลาย
เอธิลอะซิเตต)น้ําหนกั 8.12  กรัม  และของเหลวหนืดสีน้าํตาลเขม(จากตวัทาํละลายเมธานอล) 
น้ําหนกั  53.01  กรัม 

สวนเสนใยนํามาตัดเปนชิ้นเล็กๆ  สกัดดวยตัวทาํละลายเอธิลอะซิเตต และเมธานอลอยางละ 
7 ครั้ง  กรองดวยกระดาษกรอง  Whatman เบอร  1  รวมสารสกดัที่ไดนําไประเหยตัวทาํละลายดวย
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เครื่อง  rotary evaporator  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส    ไดของเหลวหนืดสีสม  (จากตัวทําละลาย
เอธิลอะซิเตต) น้ําหนัก  16.13 กรัม และของเหลวหนืดสีน้าํตาลเขม(จากตัวทําละลายเมธานอล)
นํ้าหนกั  74.50  กรัม  ดังตารางที่   4.5 
 
ตารางที่  4.5  แสดงลักษณะและปริมาณสวนสกัดหยาบของจากราเอนโดไฟต   NK9  ในตัวทํา  

ละลายตางๆ 
 

เสนใย น้ําเลี้ยงเชื้อ 
ตัวทําละลาย ลักษณะสวน

สกัดหยาบ 
น้ําหนกั 
(กรัม) 

% yield 
(w/w) 

ลักษณะสวน
สกัดหยาบ 

น้ําหนกั 
(กรัม) 

% yield 
(w/v) 

เอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืด
สีสม 16.13 7.10 ของเหลวหนืด

สีน้ําตาลเขม 8.12 0.04 

เมธานอล ของเหลวหนืด
สีน้ําตาลเขม 74.50 32.79 ของเหลวหนืด

สีน้ําตาลเขม 53.01 0.28 

สวนที่เหลือ ของเหลวหนืด
สีดํา 45.17 19.82 ของเหลวหนืด

สีดํา 100.05 0.53 

 
4.7  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรยีของสวนสกัดหยาบทีไ่ดจากราเอนโดไฟต   NK9  
โดยใชวธิี  Paper disk Diffusion Method 

นําสวนสกัดหยาบทั้ง  6  สวน   ที่ไดจากการสกัดลําดบัสวน  คือ    สวนสกัดหยาบเมธานอล   
สวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตต  และสวนทีเ่หลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใยและน้าํเลี้ยงของราเอนโด
ไฟต  มาตัวอยางละ  5  มิลลิกรัม  ผสมกับตัวทาํละลายที่สามารถละลายไดหมดคือ สวนสกัดหยาบ
เอธิลอะซิเตต  ละลายในเอธิลอะซิเตต  สวนสกัดหยาบเมธานอล ละลายในเมธานอล  และสวนที่เหลือ
จากการสกัดทัง้จากเสนใยและน้ําเลี้ยงละลายใน 10% DMSO  ในน้าํปริมาตร  1  มิลลิลิตร  จะได
สารละลายที่ความเขมขน   5  mg/ml      แลวนําไปเจอจางตอดวยตัวทําละลายใหไดระดับความ
เขมขน   1   mg/ml    และ   0.5   mg/ml   ตามลําดับ  โดยชุดควบคมุบวก (Positive Control)  ไดแก
สารละลาย  Chloramphenicol (C1) และ  Streptomycin (C2)  ชุดควบคุมลบ (Negative Control)   
ไดแก    10% DMSO  ในน้าํ    ซึ่งผลในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค พบวาสารสกัดหยาบบางชนดิทําให
เกิดวงใสไดกวางกวาตวัควบคุม  ไดแสดงใน  ตารางที่  4.5 
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ตารางที ่  4.6  ผลแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรียกอโรคของสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต โดยวิธี Agar–
well Diffusion 

 
วงใส (มม.) ทีม่ีตอเช้ือจุลินทรียทดสอบ 

Bacillus   subtilis Escherichia   coli 
ปริมาณ
สาร 

(mg/ml) C1 C2 Broth 
EtOAc 

Mycelium 
MeOH 

Broth 
MeOH C1 C2 Broth 

EtOAc 
Mycelium 

MeOH 
Broth 
MeOH 

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

 
หมายเหต ุ สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยและสวนที่เหลือจากการสกัดของทั้งจากเสนใย

และน้ําเลี้ยง   ไมมวีงใสเกิดขึ้น 

    C1 = Chloramphenicol    และ    C2 = Streptomycin  
 
 จากการศึกษาพบวา สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยและสวนที่เหลือจากการสกัดของ
ทั้งจากเสนใยและน้ําเลี้ยง   ไมแสดงฤทธิ์ยังยั้งจุลินทรยีทดสอบ  แตสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจาก
น้ําเลี้ยงสามารถยังยั้งจุลินทรียทดสอบ  Bacillus   subtilis  ไดดีเทากบัสารที่ใชเปนตัวควบคุมไดแก 
Chloramphenicol    และ  Streptomycin   ที่ความเขมขน  1 และ 5 mg/ml    และพบวาสารสกัด
หยาบเอธิลอะซิเตตจากน้ําเลี้ยง   และสารสกัดหยาบเมธานอลของทั้งจากเสนใยและน้ําเลี้ยง  มีฤทธิ์
ยังยั้งจุลินทรียทดสอบ  Escherichia   coli   ไดดีกวาสารที่ใชเปนตัวควบคุมไดแก Chloramphenicol    
และ  Streptomycin   ที่ความเขมขน 0.5,  1 และ 5 mg/ml 
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นอกจากนีย้ังทดสอบฤทธิ์การยับยั้งรากอโรคพืช  4  ชนิด  คือ  Phytophthora  parasitica,   
Alternaria brasiicola, Collectitrichum  gloeosporiodides  และ  Fusarium oxysporum   โดยใช 
Ketoconazole    ความเขมขน   100  mg   เปน  ตัวควบคุมบวก   และใช  เอธิลอะซิเตต   เมธานอล  
และ  10% DMSO  ในน้ําเปนตัวควบคุมลบ  พบวาสารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้ําเลี้ยงรา    ที่
ความเขมขน  100  µg  มีฤทธิ์ยับยั้งรากอโรคพืช  Collectitrichum  gloeosporiodides ได   

 

                 
    ก.              ข. 
                       
รูปที่  4.10  แสดงการออกฤทธิย์ับยั้งรากอโรคพืชของสวนสกัดหยาบของ ราเอนโดไฟต  NK9  ความ

เขมขน 100   µg (รูป ข) เทียบกับ  ketokonazole  100  µg (รูป ก) (positive control) 
 

หมายเหต ุ 1: ketokonazole  100  µg 
   2: 10% DMSO 
   3: เมธานอล 
   4: เอธิลอะซิเตต 
   5: สารสกัดหยาบเมธานอลจากเสนใย 
    6: สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใย  
   7: สารสกัดหยาบเมธานอลจากน้าํเลี้ยง 
    8: สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้าํเลี้ยง 
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จากผลการทดลองไดสวนสกดัหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้าํเลี้ยง  และเสนใยราเอนโดไฟต   
NK9   มาลงคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยคาดวาจะมีสารออกฤทธิย์ับยั้งจุลินทรีย  โดยมีซิลิกาเจลเปน
ตัวดูดซับ  ตัวชะทีไ่ชไดแก  เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- เมธานอล,  
เมธานอล  และเมธานอล-น้ํา  ตามลําดบั  ไดสารประกอบจากลําดับสวนทั้งหมด  คือ ETBR  F5, 
ETBR F8, ETBR F13, ETBR F17, ETBR F18.4 (ไดจากการลงคอลัมนโครมาโทกราฟซํ้า)  และ  
ETMY  9  แตจากการศึกษาในภายหลังทราบวา  สาร ETBR F13,  ETBR  F17,  ETBR  F18.4   และ  
ETMY  9   เปนสารเดียวกนั    ดังนั้นจึงไดสารประกอบทั้งหมด 3  ชนิด  คือ ETBR  F5, ETBR F8,  
และ ETMY  9 (ปริมาณมากที่สุด)  

 
4.8  ผลการแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเอธลิอะซิเตตจากสวนน้ําเล้ียงและ
เสนใยรา  การทําใหบริสุทธ์ิ  และสมบัติทางเคมีของสารประกอบที่ไดจากราเอนโดไฟต  NK9   
 4.8.1 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้าํเล้ียง 
  นําสวนสกัดหยาบเอธิลอะซเิตตจากสวนน้าํเลี้ยงรา  น้ําหนกั   8.12  กรัม  มาแยก
ดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (350 กรัม)   โดยใชคอลัมนขนาด
เสนผานศูนยกลาง  5.0  เซนติเมตร   สูง  80.0  เซนติเมตร และเก็บลําดับสวนครั้งละ  50 ml   ตัวชะที่
ใชไดแก  เฮกเซน, เฮกเซน- เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต- เมธานอล,  เมธานอล  และ
เมธานอล-น้ํา  ตามลําดับ   ไดสารผานคอลัมนทั้งหมด   58.055 %          
 
ตารางที ่ 4.7  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้ําเลี้ยงราเอนโดไฟต  NK9 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร 
น้ําหนกั  

(มิลลิกรัม) 
1-16 ETBR 1 100% เฮกเซน สารใสใมมสี ี 54.6 

17-40 ETBR 2 5% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน สารใสใมมสี ี 33.9 
41-52 ETBR 3 15% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลืองสม 768 
53-64 ETBR 4 20-25% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลือง 49.6 

65-70 ETBR 5 30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนขาวในของเหลวสี

เหลือง 72.9 

71-82 ETBR 6 32-35% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของแข็งสีน้ําตาลออน 18 
83-115 ETBR 7 35-50% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีสม 273.8 
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ตารางที ่ 4.7  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากสวนน้าํเล้ียงราเอนโดไฟต  NK9  (ตอ) 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนกั  
(มิลลิกรัม) 

116-124 ETBR 8 50% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ผลกึสสีมออน 59 

125-135 ETBR 9 50% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนขาวในของเหลวสี

น้ําตาล 
91.1 

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

179-223 ETBR 12 65% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนเหลืองในของเหลวสี

เหลือง 
234.7 

224-319 ETBR 13 70-85% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนเหลืองในของเหลวสี

เหลือง 105.3 

320-325 ETBR 14 85% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนเหลืองในของเหลวสี

น้ําตาลเขม 318.1 

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

404-418 ETBR 17 
10-15%  เมธานอลในเอธิล       

อะซิเตต 
ตะกอนขาวในของเหลวสี

เหลืองออน 345.6 

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

437-477 ETBR 19 17-50%   เมธานอลในเอธิล      
อะซิเตต ของเหลวสีน้ําตาลเขม 253.9 

478-516 ETBR 20 50-100%   เมธานอลในเอธิล     
อะซิเตต 

ของเหลวสีน้ําตาลเขม 349.3 
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4.8.1.1  การทาํสารใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารประกอบ 1 
 สารประกอบ 1  เปนผงสีขาวแยกไดจากลาํดับสวนที่  ETBR 5  ของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิ
เตตจากสวนน้าํเลี้ยงรา   ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใช  30%   เอธิลอะซิเตตใน เฮกเซน
เปนตัวชะจะไดสารสกัดหยาบมีลักษณะเปนตะกอนขาวในของเหลวสีเหลือง  นํามาลางน้าํมันสีเหลือง
ออกดวยเฮกเซน  จะไดผงสีขาวหนัก  46  มิลลิกรัม ( 0.975 %  yield)    (สารประกอบ 1) 
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                      รปูที ่ 4.10  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 1 
 
  Rf   =  0.65 ( 50% Hexane  ใน  CH2Cl2 )  

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

แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3424 กวาง   O-H   ส่ันแบบยืดของ  alcohol 

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

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

 จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum)  ของสารประกอบ 1  (รูปที่  2 
ภาคผนวก  ค)  พบวาสารประกอบมีมวลโมเลกุล  [ M+Na]+ m/z:  433.1627; cal 433.1627  ทาํใหรู
สูตรโมเลกุลของสารประกอบ 1  คือ  C28H44O3 
 จากขอมูล  1H-NMR  ของสารประกอบ 1  (รูปที่ 3  ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของโปรตอนที่  
สัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท (δH) 6.53 (1H, d, J = 4.8, H-6), 6.27 (1H, d, J = 8.4, H-7), 5.25 (1H, 
dd, J1 = 7.6  และ J2 = 14.8, H-22), 5.18 (1H, dd, J1 = 7.6  และ J2 = 14.8, H-23), 4.00 (1H, m, 
H-3), 2.14 (1H, m, H-1), 2.07 (1H, m, H-20), 2.04 (1H, m, H-12), 1.98 (1H, m, H-4), 1.95 (1H, 
m, H-1), 1.89 (1H, m, H-24), 1.87 (1H, m, H-2), 1.78 (1H, m, H-15), 1.74 (1H, m, H-4), 1.64 
(1H, m, H-11), 1.60 (1H, m, H-14), 1.58 (1H, m, H-2), 1.53 (1H  และ 1H, m และ  m, H-9  และ  
H-16 ), 1.52 (1H, m, H-25), 1.42 (1H, m, H-11), 1.38 (1H, m, H-2), 1.28 (1H, m, H-12), 1.26 
(1H  และ  1H, m และ  m,  H-16  และ  H-17 ), 1.03 (3H, d, J = 6.0, H-27), 0.95 (3H, d, J = 6.8, 
H-28), 0.93 (1H, s, H-19), 0.87 (3H, d, J = 6.0, H-26), 0.85 (3H, s, H-18)  และ  0.84 (3H, d, J 
= 6.0, H-21) ppm 
 ที่ตําแหนงของโปรตอน  6.53, 6.27, 5.25  และ  5.18 ppm  แสดงโปรตอนของคารบอนที่มี
พันธะคู  
 ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.07, 1.89, 1.60, 1.53, 1.52  และ  1.26 ppm แสดงโปรตอนของ
เทอรเชียรีคารบอน (-CH) 
 ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.14, 2.04, 1.98, 1.95, 1.87, 1.78, 1.74, 1.64, 1.58, 1.53, 1.42, 
1.38, 1.28  และ 1.26 ppm แสดงโปรตอนของเมทิลีนคารบอน (-CH2) 
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 ที่ตําแหนงของโปรตอน  1.03, 1.95, 0.91, 0.87, 0.85  และ  0.84 ppm   แสดงโปรตอนของ
เมทิลคารบอน (-CH3) 
 จากขอมูล  13C-NMR  ของสารประกอบ 1  (รูปที่  4  ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของคารบอน
ที่สัญญาณทีค่าเคมิคอลชิพท  (δC) 135.44 (CH-7), 135.22 (CH-23), 132.31 (CH-22), 130.75 
(CH-6), 82.20 (C-8), 79.46 (C-5), 66.46 (CH-3), 56.19 (CH-17), 51.69 (CH-14) , 51.08 (CH-9), 
44.58 (CH-13), 42.79 (CH-24), 39.77 (CH-20), 39.35 (CH-12), 36.98 (CH-10), 36.92 (CH2-1), 
34.70 (CH2-4), 33.08 (CH-25), 30.10 (CH2-2), 28.68 (CH2-15), 23.42 (CH2-16), 20.90 (CH3-
27), 20.65 (CH2-11), 19.98 (CH3-26), 19.67 (CH3-21), 18.21 (CH3-19), 17.59 (CH3-28)  และ  
12.89 (CH3-18) ppm 

ที่ตําแหนงคารบอน 135.44, 135.22, 132.31 และ 130.75 ppm แสดงถึงคารบอนทีม่ีพันธะคู 
ที่ตําแหนงคารบอน  82.20, 79.46, 44.58  และ  36.98 ppm  แสดงถึงควอเทอรนารีคารบอน 
ที่ตําแหนงคารบอน  56.19, 51.69, 51.08, 42.79, 39.77 และ  33.08 ppm   แสดงถึงเทอร

เชียรีคารบอน 
ที่ตําแหนงคารบอน  39.35, 36.92, 34.70, 30.10, 28.68, 23.42  และ  20.65 ppm  แสดงถึง 

เมทิลีนคารบอน 
ที่ตําแหนงคารบอน  20.90, 19.98, 19.67, 18.21, 17.59  และ  12.89  ppm แสดงถึง เมทิล

คารบอน 
ผลการวิเคราะห  2D-NMR  ของสารประกอบ 1  ประกอบดวย gHSQC, gHMBC, gCOSY, 

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

ตารางที่  4.9  แสดงขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 1 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

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

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

H-19 
- 

H-19 
- 

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

C-4 
- 

- 
H-3 

H-9 
- 
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ตารางที่  4.9  แสดงขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 1  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

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

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

- 
- 

- - 
- 

5 79.46 - - - - 

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

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

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

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

C-9 
C-14 

- 
- 

- 
H-14 

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

C-17 
C-9 

- 
- 

- 
- 

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

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

- 
C-14, C-17 

- 
- 

H-11 
- 

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

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

H-17 
- 

H-21, H-18  
 

17 56.19 1.26 (1H, m) C-13, C15 H-16 H-16 
18 12.89 0.85 (3H, s) C-14, C-17 -  
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ตารางที่  4.9  แสดงขอมูล  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 1  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

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

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

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

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

C-26 
- H-16 

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

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

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

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

H-22 

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

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

H-26 - 

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

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

28 17.59 0.95 (3H, d, 
J=6.8)  C-22, C-24,C-25 H-24 H-24 
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 จากการคนหาขอมูลงานวิจัยของสารชนิดนีพ้บวาเคยมีรายงานแลว  จึงไดนําขอมูลของที่เคย
รายงานมาเปรียบเทียบกันดังตาราง  ตารางที่  4.9  ดังนี ้  
 
ตารางที่  4.10  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ  13C-NMR และ  1H-NMR   ของสารประกอบ 1 กับ  

Ergosterol Peroxide 
 

สารประกอบ 1 Ergosterol Peroxide  (Box, 1999) 
ตําแหนง 

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

 
สารประกอบ 1 Ergosterol peroxide  (Box, 1999) 

ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (50 MHz) δH  (500 MHz) 

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

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

และ J2= 15.3) 

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

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

 
จากขอมูลทางสเปกโทรสโกป  และการเปรียบเทียบคาเคมิคอลชิฟทของคารบอน-13  และ

โปรตอนของสารประกอบ 1 กับ  Ergosterol peroxide  (Box, 1999)  พบวา  สารทั้งสองมีคาเคมิคอล
ชิฟทใกลเคียงกัน  ทําใหสามารถสรุปไดวาสารประกอบ 1  คือ Ergosterol peroxide (5α,8α-
epidioxy-24(R)-methyl-cholesta-6,22-diene-3β-ol)  ซ่ึงสารชนิดนี้มีรายงานเคยพบในราและเห็ด
หลายชนิด    มีโครงสรางดังรูปที่  รูปที่  4.10 - 4.14 
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รูปที ่ 4.11  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 1 
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  รูปที ่ 4.12   gHMBC   ของสารประกอบ 1 
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รูปที ่ 4.13    gCOSY   ของสารประกอบ 1 
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รูปที ่ 4.14    gNOESY   ของสารประกอบ 1 
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 Ergosterol peroxide   เปนสารที่มีฤทธิ์ทางชวีภาพที่สามารถพบไดในราและเห็ดหลายชนิด  
มีการรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางชวีภาพของสารดังกลาวโดยสกัด     และทําใหบริสุทธิ์โดยเทคนคิทาง
โครมาโทกราฟ  และทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็งหลายชนิด  และฤทธิ์ตานออกซิเดชัน ไดแก  
 Noelia และคณะสกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากสารสกัดหยาบเมธานอลของ  
Euphorbia lagascae   และทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย  พบวาสามารถ
ยับยั้งเชื้อ  Staphylococcus   aureus   และ    Mycobacterium tuberculosis   ได (Noelia และ
คณะ, 2006) 
 Box  และคณะ สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเชื้อรา  Cordyceps sinensis และ
ทดสอบความเปนพษิตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (K526, Jarkat, HL-60  และ  RPMI-8226), 
เซลลมะเร็งผิวหนัง (WM-1341) โดยมีคา IC50   65, 48, 60, 63   และ  49    µg/ml  ตามลําดับ (Box  
และคณะ, 1999) 
 Nam และคณะ  สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเชื้อรา Paecilomyces tenuipes   
และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (SNU-1),  เซลลมะเร็งตับ (SNU-354)  และ
เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SNU-C4)   โดยมีคา IC50   1.2,  2.2   4.0  µg/ml ตามลําดับ (Nam และคณะ, 
2001) 
 Takei  และคณะ  สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเห็ด  Sarcodon aasparatus  
และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (HL-60) โดยมคีา IC50   25 µg/ml  (Takei  และ
คณะ, 2005) 

Kim  และคณะ  สกัดและแยก Ergosterol peroxide  จากเห็ด  Armillariella mellea  และ
ทดสอบฤทธิ์ตานการเกิด  oxidation   พบวาสามารถยับยั้งการเกิด  lipid peroxidation  ใน   
microsome  ในตับของหนูไดดี  และยับยัง้การเกิด  oxidation   ไดดีกวาสารที่ใชในการตานการเกิด  
oxidation  คือ  α-tocopherol  และ  thiourea  (Kim  และคณะ, 1999) 
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4.8.1.2  การทาํสารใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารประกอบ 2 
 สารประกอบ 2  เปนผลึกสีขาวแยกไดจากลําดับสวนที ่  ETBR 8  ของสวนสกัดหยาบเอธิล   
อะซิเตตจากสวนน้ําเลี้ยงรา  ท่ีแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใชตัวทําละลาย  50%      เอธิลอะ
ซิเตตใน เฮกเซนเปนตัวชะจะไดสารสกัดหยาบมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง  นํามาลางน้าํมันสีเหลือง
ออกดวยเฮกเซน    แลวนาํไปตกผลกึซ้ําดวยตัวทําละลายเอธิลอะซิเตต-เฮกเซน  จะไดผลึกสีขาว
น้ําหนกั  51 มิลลิกรัม  ( 1.082 %  yield)    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต    (สารประกอบ 2) 
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   รูปที่  4.15  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 2 
 
  Rf         =    0.275      ( 10%  EtOAc   in  Hehane ) 

  mp       =   176 - 177   íC 

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

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

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

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

แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3361 กวาง    O-H   ส่ันแบบยืดของ  alcohol 
2990 ต่ํา    C-H    ส่ันแบบยืดของ  aromatics 
2925 ปานกลาง    C-H    ส่ันแบบยืดของ  alkane 
1707 ปานกลาง    C=O   ส่ันแบบยืดของ  ketone 
1637 สูง    C=C   ส่ันแบบยืดของ  alkene 
1252 สูง    C-C    ส่ันแบบยืดของ  ketone 
1018 สูง    C-O    ส่ันแบบยืดของ  alcohol 

  
จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum)  ของสารประกอบ 2  (รูปที่  11 

ภาคผนวก  ค)  พบวาสารประกอบมีมวลโมเลกุล  [ M+Na]+ m/z: 357.15  ทําใหรูสูตรโมเลกุลของ
สารประกอบ  2   คือ  C18H22O6 
  

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

ที่ตําแหนงของโปรตอน  6.73, 6.34, 6.19 และ 5.69 ppm  แสดงโปรตอนของคารบอนที่มี
พันธะคู 

ที่ตําแหนงของโปรตอน  5.15  และ  3.97  ppm แสดงโปรตอนของเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.63, 2.46, 2.39, 2.20-2.14, 2.17, 2.03, 1.79, 1.63, 1.53  และ

1.48  ppm แสดงโปรตอนของเมทิลีนคารบอน (-CH2)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  1.28  ppm   แสดงโปรตอนของเมทิลคารบอน (-CH3) 
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จากขอมูล  13C-NMR  ของสารประกอบ 2  (รูปที่  13 ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของ
คารบอนท่ีสัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท  (δC) (DMSO, 100 MHz): 208.87 (C-6’), 170.45 (C-11’), 
162.94, (C-2), 162.34, (C-4’), 141.92 (C-6), 132.41 (CH-2’), 132.32 (CH-1’), 107.51 (CH-5), 
105.03 (C-1), 102.13 (CH-3), 69.62 (CH-10’), 63.98 (CH-8’), 53.72 (CH2-7’), 43.21 (CH2-9’), 
39.27 (CH2-5’), 31.00 (CH2-3’), 21.30 (CH2-4’)  และ  20.85 (CH3-12’)  ppm 

ที่ตําแหนงคารบอน   208.87  และ  170.45  ppm แสดงถึงคารบอนทีม่ีพันธะคู 
ที่ตําแหนงคารบอน  162.94, 162.34, 141.92, 132.41, 132.32, 107.51, 105.03   และ  

102.13    ppm  แสดงถึงควอเทอรนารีคารบอน (C) 
ที่ตําแหนงคารบอน   69.62   และ  63.98   ppm   แสดงถึงเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงคารบอน  53.72, 43.21, 39.27, 31.00,  และ 21.30 ppm  แสดงถงึ เมทิลีน

คารบอน (-CH2) 
ที่ตําแหนงคารบอน  20.85  ppm แสดงถึง เมทิลคารบอน (-CH3) 
ผลการวิเคราะห  2D-NMR  ของสารประกอบ 2  ประกอบดวย gHSQC, gHMBC, gCOSY, 

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

 
ตารางที่  4.12  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 2 

 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

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

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

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

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

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

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

6 141.92 - - - - 
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ตารางที่  4.12  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 2  (ตอ) 

 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

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

2’ 132.41 

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

8.8 และ  
J3= 5.2) 

C-6, C-3’, C-4’ H-3’ - 

2.03  (1H, m) 
3’ 31.00 2.20-2.14 

(1H, m) 
C-1’, C-2’ H-2’ - 

1.53 (1H, m) 
4’ 21.30 

1.79 (1H, m) 
- H-5’ - 

2.46 (1H, m) 
5’ 39.27 

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

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

J2= 4.8) 
7’ 53.72 

2.63 (1H,dd, 
J1=10.8  และ 

J2= 9.2) 

C-5’, C-6’,  
C-8’,C-9’ H-8’  

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

H-9’ H-12’ 
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ตารางที่  4.12  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 2  (ตอ) 

 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1.63 (1H,dd, 
J1=13.2  และ 

J2= 12) 
9’ 43.21 

1.48 (1H,dd, 
J1=13.6  และ 

J2= 10.4) 

C-8’,C-10’ H-8’, 
H-10’ H-12’ 

10’ 69.92 
5.15(1H,dq, 
J1=12.4  และ 

J2= 6) 
C-8’,C-11’ H-9’ - 

11’ 170.45 - - - - 

12’ 20.85 1.28 (3H, d, 
J=6) C-9’,C-10’ - H-8’, H-9’ 
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จากการคนหาขอมูลงานวิจัยของสารชนิดนีพ้บวาเคยมีรายงานแลว  จึงไดนําขอมูลของที่เคย

รายงานมาเปรียบเทียบกันดังตารางที่  4.13 ดังนี้   
 
ตารางที่  4.13  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  2    กับ  

8’-epi-hydroxyzearalenone 
 

สารประกอบ 2 (Bolliger and Tamm,1972) ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (100 MHz) 

1 105.03 - ไมรายงาน ไมรายงาน 
2-OH 162.94 11.4 (br, s) ไมรายงาน 11.90 (s) 

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

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

2’ 132.41 

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

และ  
J3= 5.2) 

ไมรายงาน 5.86 (m) 

2.03  (1H, m) 
3’ 31.00 2.20-2.14 

(1H, m) 
ไมรายงาน ไมรายงาน 

1.53 (1H, m) 
4’ 21.30 

1.79 (1H, m) 
ไมรายงาน ไมรายงาน 

2.46 (1H, m) 
5’ 39.27 

2.39 (1H, m) 
ไมรายงาน ไมรายงาน 

6’ 208.87 - ไมรายงาน ไมรายงาน 
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ตารางที่  4.13  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  2    กับ  
8’-epi-hydroxyzearalenone    (ตอ) 

 
สารประกอบ 2  (Bolliger and Tamm,1972) 

ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (100 MHz) 

2.17 (1H,dd, 
J1=10.8  และ J2= 

4.8) 
7’ 53.72 

2.63 (1H,dd, 
J1=10.8  และ J2= 

9.2) 

ไมรายงาน 3.2 - 2.8 (d) 

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

1.63 (1H,dd, 
J1=13.2  และ J2= 12) 

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

10.4) 

ไมรายงาน ไมรายงาน 

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

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

 
 จากขอมูลทางสเปกโทรสโกป  การเปรียบเทียบ คาเคมิคอลชิฟทของโปรตอนของสารประกอบ  
2 กับ  8’-epi-hydroxyzearalenone  (Bolliger and Tamm,1972) พบวาสารทั้งสองมีคาเคมิคอลชิฟท 
ใกลเคียงกัน  และจากลักษณะโครงสราง  และสมบัติทางเคมี  ทําใหสามารถสรุปไดวาสารประกอบ 2  
คือ 8’-epi-hydroxyzearalenone   ซ่ึงสารชนิดนี้มีรายงานเคยพบในรา  Giberella zeae  มีโครงสราง
ดังรูปที่  รูปท่ี  4.15   
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    รูปที ่ 4.16  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ  2 
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รูปที ่ 4.17   gHMBC   ของสารประกอบ 2 
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รูปที ่ 4.18    gCOSY   ของสารประกอบ 2 
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     รูปที ่ 4.19    gNOESY   ของสารประกอบ 2 
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สาร  8’-epi-hydroxyzearalenone   เปนสารเมแทบอไลทของสาร  zearalenone   โดยสาร
ชนิดนี้มีรายงานเคยพบในรา   Giberella zeae   (Bolliger and Tamm,1972)  ซ่ึงพบวามีลักษณะ
และสมบัตทิางเคมีคลายกันมากกบัสาร   8’-hydroxyzearalenone   ตางกันเพียงจุดหลอมเหลว (mp)  

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

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

ทดลองพบวา  สาร  8’-epi-hydroxyzearalenone  เมื่อหลอมเหลวทีอุ่ณหภูมิ 176-177  íC  แลวทิ้งไว

จนเย็นจะไดสารที่มีผลึกคลายเดิม  แตจะมีจุดหลอมเหลวที่สูงขึน้ คือ  203-204   íC   จึงมีความ
เปนไปไดที่ความรอนจะทาํใหมีการเปลี่ยนรูปของสารจาก  8’-epi-hydroxyzearalenone  ไปเปนสาร    
8’-hydroxyzearalenone   
 
 4.8.2 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใย 
  นําสวนสกัดหยาบเอธิลอะซเิตตจากเสนใย   16.13  กรัม  มาแยกดวยเทคนิคคอลัมน
โครมาโทกราฟ  โดยใชซิลิกาเจลเปนตัวดูดซับ (370 กรัม)   โดยใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง  
5.0  เซนติเมตร   สูง  80.0  เซนติเมตร   และเก็บสารลําดับสวนละ  50  ml    ตัวชะที่ไชไดแก  เฮกเซน, 
เฮกเซน-เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต, เอธิลอะซิเตต-เมธานอล, เมธานอล และเมธานอล-น้ํา  ตาม 
ลําดับ   ไดสารผานคอลัมนทั้งหมด 10.646 %          
ตารางที ่ 4.14  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยราเอนโดไฟต  NK9 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) 
ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนกั  

(มิลลิกรัม) 

1-31 ETMY 1 
100% เฮกเซน - 5% เอธิล 

อะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสใมมสีี 774.8 

32-36 ETMY 2 10% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสใมมสีี 5,495.8 
37-42 ETMY 3 15-20% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสสีสมออน 3,901.7 
43-46 ETMY 4 20% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวใสสีสมแดง 203.1 

47-61 ETMY 5 20-25% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ตะกอนขาวในของเหลวสี
เหลืองสม 

625.8 

62-70 ETMY 6 25-30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ผงสีขาว 501.1 
71-78 ETMY 7 30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของเหลวสีเหลืองขุน 248.2 
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ตารางที ่ 4.14  การแยกสวนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสนใยราเอนโดไฟต  NK9  (ตอ) 
 
ลําดับสวนที ่

(กอน) 
ลําดับสวนที่ 

(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนกั  
(มิลลิกรัม) 

79-80 ETMY 8 30% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน 
ตะกอนขาว 

ในของเหลวสีสม 
13.3 

81-96 ETMY 9 30-35% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน ของแข็งสีสมออน 1,892.4 
97-115 ETMY 10 35-40% เอธิลอะซิเตตในเฮกเซน สารหนืดสสีมใส 58.9 

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

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

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

110.6 

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

ผลกึใสในของเหลวสีเหลือง 17.3 

260-270 ETMY 18 10-20% เมธานอลใน 
เอธิลอะซิเตต สารหนืดสีน้ําตาลออน 171.7 

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

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

สารหนืดสีน้ําตาลเขม 1,577.4 
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4.8.1.3  การทาํสารใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารประกอบ  3 

 สารประกอบ  3  เปนผลึกสีขาวแยกไดจากลําดับสวนที่     ETMY 9     ของสวนสกัดหยาบ
เอธิลอะซิเตตจากจากเสนใยรา  ทีแ่ยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยใชตัวทาํละลาย  30-35%  
เอธิลอะซิเตตในเฮกเซนเปนตัวชะ     จะไดสารสกัดหยาบมีลักษณะเปนของแข็งสีสม      นํามาลางดวย 
เฮกเซนแลวนาํไปตกผลกึซ้ําดวยตัวทําละลายเอธิลอะซเิตต-เฮกเซน  จะไดผลึกสขีาวน้าํหนัก  1,834.4  
มิลลิกรัม  ( 11.02 %  yield)    ซ่ึงสามารถละลายไดในเอธิลอะซิเตต    (สารประกอบ 3) 
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รูปที ่ 4.20  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ 3 
 

  Rf         =    0.525      ( 10%  EtOAc   in  Hehane ) 

  mp       =    160-161   íC 

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

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

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

และ 839 (m)    cm-1   ดังตารางที ่ 4.7   (รูปที่  19  ภาคผนวก  ค)  



 102

ตารางที ่ 4.15  ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ  3  
 

แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3353 กวาง    O-H    ส่ันแบบยืดของ  alcohol 
2972 ต่ํา    C-H    ส่ันแบบยืดของ  aromatics 
2918 ปานกลาง    C-H    ส่ันแบบยืดของ  alkane 
1692 ปานกลาง    C=O   ส่ันแบบยืดของ  ketone 
1645 สูง    C=C   ส่ันแบบยืดของ  alkene 
1256 สูง    C-C    ส่ันแบบยืดของ  ketone 
839 ปานกลาง    C-O    ส่ันแบบยืดของ  alcohol 

  
จากขอมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum)  ของสารประกอบ 3  (รูปที่  20 

ภาคผนวก  ค)  พบวาสารประกอบมีมวลโมเลกุล  [ M+Na]+ m/z: 341.136  ทําใหรูสูตรโมเลกุลของ
สารประกอบ  2   คือ  C18H22O5 
  

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

ที่ตําแหนงของโปรตอน  7.00, 6.43, 6.37   และ 5.66  ppm  แสดงโปรตอนของคารบอนที่มี
พันธะคู 

ที่ตําแหนงของโปรตอน   4.89    ppm แสดงโปรตอนของเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  2.88, 2.62, 2.35, 2.23, 2.18, 2.14, 2.13, 1.72-1.80, 1.59-1.65  

และ  1.49  ppm แสดงโปรตอนของเมทิลีนคารบอน (-CH2)  
ที่ตําแหนงของโปรตอน  1.35  ppm   แสดงโปรตอนของเมทิลคารบอน (-CH3) 



 103

จากขอมูล  13C-NMR  ของสารประกอบ 3  (รูปที่  22 ภาคผนวก  ค)  พบตําแหนงของ
คารบอนท่ีสัญญาณที่คาเคมิคอลชิพท  (δC) (DMSO, 100 MHz): 212.547 (C-6’), 171.39 (C-11’), 
165.30, (C-2), 160.99, (C-4), 143.91 (C-6), 133.24 (CH-1’), 132.32 (CH-2’), 108.65 (CH-5), 
103.59 (C-1), 102.45 (CH-3), 73.43 (CH-10’), 42.98 (CH-7’), 36.75 (CH2-5’), 34.71 (CH2-9’), 
30.99 (CH2-3’), 20.98 (CH2-4’), 22.31 (CH2-8’)  และ  20.82 (CH3-12’)  ppm 

ที่ตําแหนงคารบอน  212.547  และ  171.39  ppm แสดงถึงคารบอนทีม่ีพันธะคู 
ที่ตําแหนงคารบอน    165.30, 160.99, 143.91    และ 103.59    ppm  แสดงถึงควอเทอรนารี

คารบอน (C) 
ที่ตําแหนงคารบอน   133.24, 132.32, 108.65, 102.45, 73.43   และ 42.98     ppm   แสดง

ถึงเทอรเชียรีคารบอน (-CH)  
ที่ตําแหนงคารบอน   36.75, 34.71, 30.99, 20.98    และ 22.31    ppm  แสดงถึง เมทิลีน

คารบอน (-CH2) 
ที่ตําแหนงคารบอน  20.82   ppm แสดงถึง เมทิลคารบอน (-CH3) 
ผลการวิเคราะห  2D-NMR  ของสารประกอบ 3  ประกอบดวย gHSQC, gHMBC, gCOSY, 

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

ตารางที่  4.16  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 3 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

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

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

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

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

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

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

6 143.91 - - - - 
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ตารางที่  4.16  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 3  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

1’ 133.24 
7.00 (1H,dd, 

J1=15.2 และ J2 
= 0.8) 

C-1, C-5, C-6, C-3’ H-2’ H-5, H-2’ 

2’ 132.32 

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

10.4 และ  
J3= 3.2) 

C-6, C-3’, C-4’ H-1’ H-5, H-1’ 

2.35 (1H, m) 
3’ 30.99 

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

2.13 (1H, m) 
4’ 20.98 

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

2.88 (1H, m) 
5’ 36.75 

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

6’ 212.54 - - - - 
2.62 (1H, m) 

7’ 42.98 
2.14 (1H, m) 

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

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

9’ 34.71 1.59-1.65 
(2H, m) 

C-7’ C-8’,  
C-10’ C-12’ 

H-8’, H-10’ 
, H-12’ H-12’ 

10’ 73.43 
4.98(1H,dq, 
J1=11.6 และ  

J2 = 6.4) 

C-8’,  
C-9’ C-11’ 

H-9’, H-12’ - 

11’ 171.39 - - - - 
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ตารางที่  4.16  แสดงขอมลู  1D  และ  2D  ของสารประกอบ 3  (ตอ) 
 

ตําแหนง 
13C-NMR 

(δC) 

1H-NMR 
(δH) gHMBC gCOSY gNOESY 

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

 
 

จากการคนหาขอมูลงานวิจัยของสารชนิดนีพ้บวาเคยมีรายงานแลว  จึงไดนําขอมูลของที่เคย
รายงานมาเปรียบเทียบกันดังตารางที่  4.1 ดังนี้   
 
ตารางที่  4.17  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  3    กับ  

zearalenone 
 

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

δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (300 MHz) 
1 103.59 - 103.90 ไมรายงาน 

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

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

1’ 133.24 
7.00 (1H,dd, 

J1=15.2 และ J2 = 
0.8) 

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

2’ 132.32 

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

และ  
J3= 3.2) 

132.54 5.88(1H, m,  
J=15.5 ) 
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ตารางที่  4.17  แสดงขอมลู  เปรียบเทียบ     13C-NMR และ     1H-NMR   ของสารประกอบ  3    กับ  
zearalenone  (ตอ) 

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

ตําแหนง 
δC  (100 MHz) δH  (400 MHz) δC  (100 MHz) δH  (300 MHz) 

2.35 (1H, m) 
3’ 30.99 

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

2.13 (1H, m) 
4’ 20.98 

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

2.88 (1H, m) 
5’ 36.75 

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

6’ 212.54 - 211.82 ไมรายงาน 
2.62 (1H, m) 

7’ 42.98 
2.14 (1H, m) 

43.03 2.60 (2H, m) 

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

9’ 34.71 1.59-1.65 
(2H, m) 34.79 ไมรายงาน 

10’ 73.43 
4.98(1H,dq, J1=11.6 

และ  
J2 = 6.4) 

74.55 5.01 (1H, m) 

11’ 171.39 - 171.37 ไมรายงาน 
12’ 20.82 1.35 (3H, d, J=6.4) 21.07 1.36 (3H, d) 
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จากขอมูลทางสเปกโทรสโกป  การเปรียบเทียบ คาเคมิคอลชิฟทของโปรตอนของสารประกอบ  
3 กับ  zearalenone   (S.H. EI-Sharkawy,1987) พบวา  สารทั้งสองมีคา เคมิคอลชิฟทใกลเคียงกัน  
และจากลักษณะโครงสราง  และสมบตัิทางเคมี  ทําใหสามารถสรุปไดวาสารประกอบ 3  คือ 
zearalenone   ซ่ึงสารชนิดนี้มีรายงานเคยพบในรา  Fusarium  equiseti, F. graminearum, F. 
culmorum, F. semitectum, F. moniliforme,  (Bresler, 1994), Giberella zeae  (Bolliger and 
Tamm,1972)        มีโครงสรางดังรูปท่ี  รูปที่  4.20   
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       รปูที่  4.21  แสดงโครงสรางทางเคมีของสารประกอบ  3 
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165.30 171.39 73.43
34.71

42.99

22.31

212.54
36.7530.99 20.98

133.24

132.32

143.91
108.65

106.99

102.45

20.89
1.35

4.98

1.59-1.65

2.62

2.14

2.882.232.35 2.18

5.66

6.37

6.43

7.00 1.72-1.80

1.49 2.13

103.59

 
 

 
รูปที ่ 4.22   gHMBC   ของสารประกอบ 3 
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165.30 171.39 73.43
34.71

42.99

22.31

212.54
36.7530.99 20.98

133.24

132.32

143.91
108.65

106.99

102.45

20.89
1.35

4.98

1.59-1.65

2.62

2.14

2.882.232.35 2.18

5.66

6.37

6.43

7.00 1.72-1.80

1.49 2.13

103.59

 
 
 

รูปที ่ 4.23    gCOSY   ของสารประกอบ 3 
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34.71

42.99

22.31

212.54
36.7530.99 20.98

133.24

132.32

143.91
108.65

106.99

102.45

20.89
1.35

4.98

1.59-1.65

2.62

2.14

2.882.232.35 2.18

5.66

6.37

6.43

7.00 1.72-1.80

1.49 2.13

103.59

 
 
 

         รูปที ่ 4.24    gNOESY   ของสารประกอบ 3 
 
 สาร  zearalenone   เปนสารที่สรางขึน้โดยราหลายชนิดในกลุม Fusarium  เชน   F.  
equiseti, F. graminearum, F. culmorum, F. semitectum, F. moniliforme,  (G. Bresler, 1994),
หรือ  Giberella zeae  (Bolliger and Tamm,1972)   zearalenone   เปนสารที่ทนความรอนและมัก
พบในธัญพืชตางๆ ที่มีการปนเปอนจากรากลุมนี้  เชนขาว  ขาวโพด  ขาวฟาง  ขาวบารเลย  ขาวโอต 
(Kuiper-Goodman et al., 1987; Tanaka et al., 1988)   และสามารถพบในน้าํนมไดถาโคไดรับสาร
เขาไปในปริมาณมาก (ใหโดยการกนิ zearalenone 6000 mg ซ่ึงเทียบเทากับ  12 mg/kg  ของโค)  
หรือพบไดในเบียรที่มขีั้นตอนการผลิตที่ไมไดมาตรฐาน 

จากการศึกษากอนหนาพบวา  zearalenone   เปนสารที่ออกฤทธิท์ําใหเกิดความผดิปกติของ
ระบบฮอรโมนในรางกาย เพราะเปนสารพิษทีม่ีฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน (hyperestrogenism)    
โดยพบวาสามารถชักนําใหเซลลสืบพันธุของหนูเพศผูตายได (Kim, 2002)   หรือเกิดการบวมโตของ
อวัยวะสืบพันธุและมีความผิดปกตขิองระบบสืบพันธุ เชน สุกรที่ผสมพบวากลับสัดมากขึ้น, ขนาด
ครอกลดลง, แทง เปนตน (Friend et al, 1990)    แตเมื่อใหโดยการกินทั้งในหนู  กระตาย  และ  คน
พบวาไมสามารถวัดการดูดซมึไดโดยตรง เนื่องจากรางกายจะมีการขับออกมาโดยระบบตางๆ   
(Kuiper-Goodman et al., 1987).         



 110

 
สาร   zearalenone   สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลง (Biotransform) ไปเปนสารเมแทบอไลท

ซ่ึงไดแก alpha- และ beta-zearalenol  โดยจุลินทรียบางชนิด เชน Aspergillus niger  ATCC 
11394Y,  Streptomyces griseus  ATCC 13273,  Streptomyces  rutgersensis NRRL B1256 
(EI-Sharkawy,1987) 
 
4.9  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งจุลินทรยีของสารที่ไดจากแตละลําดับสวน 

นําสารทีไ่ดจากแตละลาํดับสวนมาทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี Disk Diffusion Method   โดยใชสาร
ปริมาณ  100  µg/disc ทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งจุลินทรีย  ไดผลดังนี้คือ 

 
ตาราง  4.18   แสดงคาการยับยั้งจุลินทรียของสารทีไ่ดจากแตละลําดับสวน 

ลําดับสวนที ่ วงใส (มม.) ทีม่ีตอเช้ือ Bacillus   subtilis 
ETBR 13 12 
ETBR 15 12 
ETBR 16 13 
ETBR 17 11 
ETBR 18 10 

 หมายเหตุ ที่ลําดับสวนอืน่ๆไมเกิดวงใสตอเช้ือทดสอบ 
  
 จากการการทดลองพบวา  สารสกัดหยาบทีไ่ดจากแตละลําดับสวนของสวนสกัดหยาบเอธิล 
อะซิเตตจากน้าํเลี้ยงมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียเพียงบาง ลําดับสวน คือ  ETBR 13, ETBR 15,  
ETBR 16,   ETBR 17  และ ETBR 18  สวนลาํดับสวนของสวนสกัดหยาบเอธิล อะซิเตตจากเสนใยไม
แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย 
 
 

4.10  การทดสอบฤทธิโ์ดยใชวธิี  The Minimum Inhibitory Concentration Method (MIC) 
 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียของสารประกอบทีแ่ยกไดดวยวธิ ี  The Minimum 
Inhibitory Concentration Method (MIC)  (Jorgensen, J.H.,1999)  ซ่ึงเปนการหาระดับความ
เขมขนต่ําสุดทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดโดยใช  Microtiter  Plate Broth Dilution 
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Technique  โดยใช  streptomycin  และ chloramphenicol  เปนสารชุดควบคุมบวกสําหรับแบคทีเรีย  
และ  ketoconazole  สําหรับยีสต  ไดผลการทดสอบดงัตาราง  4.19 
ตาราง  4.19  แสดงคา  MIC  ของสารประกอบทีม่ีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรีย 
 

คา  MIC  ของสารประกอบทีม่ีฤทธิ์ยับยั้งจลิุนทรีย  [(µg/ml) / (µM)] 

สาร B.  subtilis  
ATCC  6633 

S.  aureus  
ATCC 25923 

E.  coli  ATCC 
25922 

P. 
aeruginosa  
ATCC  9027 

C.  albican  
ATCC 10231 

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

8’-epi-
hydroxyzearalenone 

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

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

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

 
หมายเหต ุ (-)  หมายถึง  ไมมฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรียที่ความเขมขน  125 µg/ml    
 

จากตารางที่ 4.19  จะเห็นวาสาร zearalenone (3) มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดดทีี่สุด คือสามารถ
ยับยั้ง B. subtilis  ATCC  6633,  S.  aureus  ATCC  25923  และ  E.  coli  ATCC  25922   ไดที่
คา MIC 1.95 µg/ml (6.13 µM) , 7.81 µg/ml (24.56 µM)  และ 7.81 µg/ml(24.56 µM)   ตามลําดับ   
สาร  8’-epi-hydroxyzearalenone (2)  มีฤทธิ์ยับยั้งรองลงมา คือสามารถยับยั้ง B. subtilis  ATCC  
6633, S.  aureus  ATCC  25923  และ E. coli  ATCC  25922  ไดที่คา MIC  7.81 µg/ml (23.28 
µM) , 7.81 µg/ml(23.28 µM)  และ 15.62  µg/ml(46.76)  ตามลําดบัและ ergosterol Peroxide (1) 
มีฤทธิ์ยับยั้ง S.  aureus  ATCC  25923, E.  coli  ATCC  25922  และ C.  albican  ATCC  10231  
ไดที่คา MIC  7.81 µg/m l(23.84 µM)  , 31.25  µg/m(95.27 µM)  และ  62.5  µg/ml  (190.55 µM)
ตามลําดับ   
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4.11  การทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได    
การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารที่แยกได      ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบัน

เทคโนโลยีชวีภาพและวิศกรรมพันธุศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  ซึ่งไดทดสอบความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็ง  5  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งตับ(HEP-G2), เซลลมะเร็งปอด(CHAGO), เซลลมะเร็งลําไส
ใหญ(SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III)  และ เซลลมะเร็งเตานม(BT 474)  ไดผลดัง
ตาราง  4.20 
ตารางที ่ 4.20   ผลการทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งเซลลมะเร็ง  1 
 

IC50  (µg/ml)    
สาร 

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

hydroxyzearalenone 
(2) 

>10 >10 0.05 4.94 >10 

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

  
ผลการทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งเซลลมะเร็งพบวาสาร 8’-epi-hydroxyzearalenone (2) สามารถ

ยับยั้งเซลลมะเร็งตับ(HEP-G2)  ไดดีกวา  doxorubicine  ที่ใชเปนตัวควบคุมบวก 9.8 เทา โดยมีคา 
IC50    0.05  µg/ml  และสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III) โดยมีคา IC50  4.94   
µg/ml  สวนสาร zearalenone (3)  สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม(BT 474) ,เซลลมะเร็งตับ(HEP-
G2) และเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III)   ไดดีกวา  doxorubicine 9.3, 490 และ 72 เทา
ตามลําดับ โดยมีคา IC50    0.1  µg/ml ,  0.001  µg/ml และ  0.02  µg/ml  ตามลําดับ  และสามารถ
ยับยั้งเซลลมะเร็งปอด(CHAGO)  และเซลลมะเร็งลําไสใหญ(SW 620) ได 
 

และจากผลการทดสอบฤทธิก์ารยับยั้งเซลลมะเร็ง จากสถาบันวจัิยจุฬาภรณซึ่งไดทดสอบ
ความเปนพษิตอเซลลมะเร็ง  10  ชนิด  คือ  เซลลมะเร็งทอน้ําด(ีHucca-1), เซลลมะเร็งเยื่อบุชองปาก 
(KB),  เซลลมะเร็งปากมดลูก(HeLa),  เซลลมะเร็งเตานม: Hormone independent(MDA-MB 231),  
เซลลมะเร็งเตานม: Hormone dependent(T47D),  เซลลมะเร็งปอด(A549),  เซลลมะเร็งปอด: 
Multidrug resistance (H69AR),  เซลลมะเร็งตับ: Hepatoblastoma carcinoma(HepG2) ,  
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เซลลมะเร็งตับ: Hepatocellular carcinoma (S102),  Mouse lymphoid neoplasm (P388)  และ  
Human promyelocytic leukemia cell (HL-60)   ไดผลดังตาราง  4.21 
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   4.21    2 

IC50  (μg/ml) 

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

8’-epi-
hydroxyzearalenone 

(2)

20.0 3.5 4.0 8.0 3.2 14.0 15.0 33.0 28.5 14.78 4.81 

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

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

  10   8’-

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

carcinoma (S102)  zearalenone  (A549)   etoposide   

114
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4.12  การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชัน 
การทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชัน มกีารวิเคราะหหลายวธิี คือ   Diphenyl–

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

 
Assay / IC50 (µM) 

สาร 
DPPH HL-60 

Antiox XXO IXO ORAC 
(unit)** 

8’-epi-
hydroxyzearalenone (2) 

>250  
(3%) toxic >500  

(7%) 116.6 µM 6.9 

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

(6%) 109.0 µM 6.2 

 
**ORAC unit เปนคาคํานวณของสารตัวอยาง 1 µM, final conc.เทียบกับ 1 µM Trolox (water 
soluble analog of vitamin E).  
 

จากการทดสอบความสามารถในการตานออกซิเดชันพบวา สาร 8’-epi-
hydroxyzearalenone  และ  zearalenone  ไมมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันเมือ่ทดสอบดวยวธิ ี
Diphenyl–pioryl-hydrazyl (DPPH) Assay,  HL-60 Antioxidant by Reduction of Cytochrome  
C, Scavenging of Superoxide Anion by Reduction of XTT  (XXO)  และสามารถตาน
ออกซิเดชันไดเพียงเล็กนอยเมื่อทดสอบดวยวิธ ี Inhibition of Xanthine Oxidase (IXO)  และ  
Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay (ORAC)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 116

4.13  การทดสอบความสามารถในการตานการอกัเสบ 
การทดสอบความสามารถในการตานการอักเสบ คือ Lipoxygenase Inhibition Assay     

(LOX)   โดยผลการทดสอบแสดงดังตาราง  
 

ตารางที ่ 4.23   ผลการทดสอบฤทธิก์ารตานการอักเสบ 
 

Assay / IC50 (µM) สาร 
LOX 

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

 
 จากการทดสอบความสามารถในการตานการอักเสบพบวา สาร 8’-epi-
hydroxyzearalenone  และ  zearalenone  ไมมีฤทธิ์ตานการอักเสบเมือ่ทดสอบดวยวิธี 
Lipoxygenase Inhibition Assay     (LOX) 
 
 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 จาการศึกษาหาสารปฏิชีวนะจากราเอนโดไฟตที่แยกจากเหงาขมิ้นชนั  สามารถแยกราเอนโด
ไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิ้นชนัจากทัง้หมด   7  จังหวดั  ไดแก  จังหวัดเชียงใหม   มหาสารคาม     
รอยเอ็ด อยุธยา   ชลบุรี   ราชบุรี    และนครศรีธรรมราช ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด  47   ไอโซเลต  ใน
จํานวนนี้ราเอนโดไฟตทัง้หมด  14  ไอโซเลต ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งที ่ 5  ชนิด  คือ Corn Meal 
Agar (CMA), Malts Extract Agar (MEA), Sabouraud’ Dextrose Agar (SDA), Potato Dextrose 
Agar (PDA)  และ  Yeast Extract Sucrose Agar (YEA)  มฤีทธิ์การยับยัง้จุลินทรียทดสอบ  โดยรา
เอนโดไฟตไอโซเลต  NK9  สามารถยบัยั้งจุลินทรียกอโรคไดดีที่สุดโดยเฉพาะในอาหาร MEA  คือ
สามารถยับยัง้ B.  subtilis  ATCC  6633, S.  aureus  ATCC  25923  และ  C. albican  ATCC  
10231   โดยมีขนาดวงใส  20,  16  และ  24   มิลลิเมตร  ตามลาํดับ 
 เม่ือนําราเอนโดไฟต  NK9  มาศกึษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  โดยการเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เช้ือตางกนั  5  ชนิด  พบวามีลักษณะการเจริญแตกตางกนัไปตามชนิดของอาหาร  เชน  ลักษณะ
โคโลนี  สีและความหนาของเสนใย การสรางสปอร  รงควัตถทุี่ราสรางขึ้น  และอตัราการเจริญเติบโต  
จากนั้นนําราเอนโดไฟต  NK9  มาทํา  slide culture  เทคนิค  พบสปอรของรามีลักษณะยาวเรียว 
ปลายโคงคลายรูปเคียว   และจากการพสูิจนทางอณูชีววทิยา บริเวณ ITS1 ITS2 และ 5.8S rRNA 
พบวาราเอนโดไฟต   NK9 มีความคลายคลึงกับรา  Fusarium  equiseti  99%    โดยผลสอดคลองกับ
ผลทางสัณฐานวทิยา    
 จากนั้นจงึนาํราเอนโดไฟต  NK9  มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  MEB  ซ่ึงพบวาในวนัที ่31  
ราเอนโดไฟต  NK9  สามารถยับยัง้เชื้อจุลินทรียไดมากที่สุด  นาํมาแยกสารที่มีฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย
ดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ  และตกผลึกไดสาร  3  ชนิด  คือ  8’-epi-hydroxyzearalenone, 
zearalenone    และ   ergosterol peroxide    โดยสารทั้ง  3  ชนิด  ไดมาจากสารสกัดหยาบเอธิล   
อะซิเตตจากสวนน้ําเลีย้งและเสนใยรา       

นําสารประกอบที่แยกไดทัง้  3  ชนิดมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรยีของสารประกอบที่แยก
ไดดวยวิธี  The Minimum Inhibitory Concentration Method (MIC)  พบวาสารทัง้  3  ชนิดมีสามารถ
ยับยั้งจุลินทรียได คือ zearalenone  มฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรียไดดีที่สุด คือสามารถยับยั้ง  B. subtilis  
ATCC  6633,  S.  aureus  ATCC  25923  และ  E. coli  ATCC  25922   ไดที่คา MIC 1.95 µg/ml, 
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7.81 µg/ml  และ 7.81 µg/ml  ตามลําดบั  สาร 8’-epi-hydroxyzearalenone  มีฤทธิ์ยับยั้งรองลงมา 
คือสามารถยบัยั้ง B. subtilis  ATCC  6633 S.,  aureus  ATCC  25923  และ E. coli  ATCC  
25922  ไดที่คา MIC  7.81 µg/ml , 7.81 µg/ml  และ 15.62  µg/ml  ตามลําดับและ ergosterol 
peroxide  มฤีทธิย์ับยัง้ S.  aureus  ATCC  25923, E.  coli  ATCC  25922  และ C.   albican  
ATCC  10231  ไดที่คา MIC  7.81 µg/m , 31.25  µg/m  และ  62.5  µg/ml  ตามลําดับ 

และจากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารทีแ่ยกได  พบวาสาร สาร 8’-epi-
hydroxyzearalenone  สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งตบั(HEP-G2)  และเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร
(KATO-III) ไดโดยมีคา  IC50   0.05  µg/ml  และ 4.94 µg/ml ตามลําดับ สวนสาร zearalenone  
สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งเตานม(BT 474) เซลลมะเร็งตับ(HEP-G2) เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร
(KATO-III) เซลลมะเร็งปอด(CHAGO)  และเซลลมะเรง็ลําไสใหญ(SW 620)ไดโดยมีคา   IC50   0.1  
µg/ml,  0.001  µg/ml  0.02  µg/ml  5.89  µg/ml  และ 4.78 µg/ml  ตามลาํดับ   
 นอกจากนีย้ังไดทดสอบความสามารถในการตานออกซเิดชัน ของสาร   zearalenone  และ
สาร 8’-epi-hydroxyzearalenone  พบวามีฤทธิ์ตานออกซิเดชันไดโดยสามารถยับยั้งเอน็ไซม  
xanthine oxidase (IXO) ไดโดยมีคา IC50 109.0 µM สําหรับสาร zearalenone   และ  116.6 µM
สําหรับสาร 8’-epi-hydroxyzearalenone  และมีความสามารถในการตาน ROO⋅ (Oxygen radical 
absorbance capacity:  ORAC)   6.2 unit  สําหรับสาร zearalenone  และ 6.9 unit สําหรับสาร 8’-
epi-hydroxyzearalenone 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง 
อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส   ภายใตความดัน  

15  ปอนดตอตารางนิ้ว   เปนเวลา   15  นาท ี
 

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

นํามนัฝรั่งที่ปอกเปลือกแลวหั่นเปนชิน้เล็กๆ  200  กรัม   ตมในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000   
มิลลิลิตร  จนเดือด  จากนัน้กรองและปรบัปริมาตรใหได  1,000   มิลลิลิตร  เติม Dextrose  และ  
Agar  เทใสขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร   ขวดละ 200 มิลลิลิตร   จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส   ภายใตความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว   เปนเวลา   15  นาท ี

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

Sucrose     150.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  น้ํากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
7.  Yeast-Malt Extract Agar (YMA) 
  Yeast Extract     3.0  กรัม 
  Malts Extract     3.0  กรัม 
  Glucose     10.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  Agar      15.0  กรัม 
  น้ํากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
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อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว 
 
1.  Nutrient Broth (NB) 
  Beef Extract     3.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
2.  Yeast-Malt Extract Broth (YMB) 
  Yeast Extract     3.0  กรัม 
  Malts Extract     3.0  กรัม 
  Glucose     10.0  กรัม 
  Peptone     5.0  กรัม 
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
3.  Mueller-Hinton Broth (MHB) 
  Mueller-Hinton     34  กรัม  
  นํ้ากลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 
 เมื่อตองการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  ใหนําสวนประกอบตางๆ  มาผสมจนเปนเนื้อเดียวกนัแลว
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ  121   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   15  นาท ี
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ตารางที่  3.1   อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  ที่ใชในการทดลอง 
 

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

3.6  การแยกและเก็บรกัษาราเอนโดไฟต 
ในการวิจัยไดเก็บรักษา ตัวอยางราเอนโดไฟต  2  วิธี  คือ 
1.  ตัดราเอนโดไฟตที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  หรือ   MEA  ขนาดประมาณ   

0.3x0.3  เซนติเมตร   จํานวน  8-10  ช้ิน  เขี่ยใสลงในขวดบรรจุน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ   แลวเก็บที่
อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  

2.  เพาะราเอนโดไฟต ลงในขวดเก็บเช้ือ (Vial)   ซ่ึงมีอาหารแข็ง  PDA  หรือ   MEA  ที่เตรียม
แบบวางเอียง  (Slant)  แลวบนที่อุณหภูมิหองจนเชือ้เจรญิเต็มผิวหนาอาหาร ราดทับดวยพาราฟน
เหลว  (liquid paraffin)  สูงจากผิวหนาอาหารประมาณ  1   เซนติเมตร   จากนั้นพันขวดดวยพาราฟน
แลวเก็บที่อุณหภูมิหอง 
 

3.7.1  การทดสอบฤทธิก์ารยบัย้ังจุลินทรยีของราเอนโดไฟต 
 3.7.1.1  การเตรียมวัสดุอุปกรณ 
-  เครื่องแกวทกุชนิดที่ใชในการทดลอง  ทําใหปราศจากเชื้อโดยความรอนดวย  Hot Air Oven 

โดยนาํไปอบทีอุ่ณหภูมิ   180  องศาเซลเซียส  นาน  3  ชั่วโมง    
 -  อุปกรณอ่ืนๆทีไ่มใชเครื่องแกว  ทําใหปราศจากเชื้อโดยความรอน  โดยนําไปนึ่งดวยหมอนึง
ความดันไอ (Autoclave)  ที่อุณหภูมิ  121   องศาเซลเซียส  ความดัน 15  ปอนด  เปนเวลา   15  นาท ี
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3.7.1.2  จุลินทรยีที่ใชในการทดสอบฤทธิท์างชีวภาพ 
 

ตารางที่  3.2  จุลินทรียท่ีใชในการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ 
 

เชื้อจุลินทรียทดสอบ สายพนัธุ 
Bacillus   subtilis  ATCC  6633 

แบคทีเรียแกรมบวก 
Staphylococcus   aureus  ATCC  25923 
Escherichia   coli  ATCC  25922 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรียแกรมลบ 

Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  9027 
ยีสต ราที่เจริญในรูปของยีสต Candida   albican  ATCC  10231 

 
เชื้อแบคทีเรียและเชื้อยีสตที่นํามาใชในการทดสอบ  ตองวัดความขุนของเชื้อกอนนาํมา

ทดสอบ   โดยปรับความขุนของเชื้อเทียบกับ  0.5  McFarland  standard  และอานคาจากเครื่องวัด
คาการดูดกลนืแสง(spectrophotometer)   ที่ความยาวคลื่น  625  นาโนเมตร  ใหมีคาการดูดกลืนแสง
อยูในชวงระหวาง  0.05-0.10  จะมีเชื้อประมาณ  106 – 107  CFU/ml   ซ่ึงเปนคามาตรฐานสําหรับใช
เปรียบเทียบกับราเอนโดไฟตที่นาํมาทดสอบฤทธิ ์     และจํานวนโคโลนขีองจุลินทรียทดสอบที่อานคา
ไดจะมหีนวยเปน   CFU/ml      ดังแสดงในตารางที่    3.3 
  
ตารางที่    3.3   จํานวนจุลินทรียทดสอบ  (CFU/ml)  ความขุนเทียบเทา  0.5  McFarland  standard   
 

จุลินทรียทดสอบ จํานวนจุลินทรยีทดสอบ  (CFU/ml)   
Bacillus   subtilis  ATCC  6633 4.7 x 106 
Staphylococcus   aureus  ATCC  25923 3.1 x 106 
Escherichia    coli  ATCC  25922 2.8 x 107 
Pseudomonas   aeruginosa  ATCC  9027 2.3 x 107 
Candida   albican  ATCC  10231 3.4 x 106 
 
หมายเหต ุ     0.5  McFarland  standard   คือ คาความขุนมาตรฐานของจุลินทรยีทดสอบ  ที่มี

จํานวนเชื้ออยูประมาณ   1 x 106   CFU/ml    
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3.7.1.3   การเตรียมแบคทเีรียทดสอบ 
 นําแบคทีเรียทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง  NA  (Nutrient Agar )   ใหเปนโคโลนีเดี่ยว  
นําไปบมไวที่อุณหภูมิ  37   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   24   ช่ัวโมง  ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย
ท่ีบมไวมาใสลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  NB  ปริมาตร  10   มิลลิลิตร  แลวบมตอที่
อุณหภูมิ  37   องศาเซลเซียส  เปนเวลา   6-8   ช่ัวโมง   จากนัน้ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบ
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  NB  ใหมีความขุนเทียบเทา  0.5  McFarland  standard    แลวทําการอาน
คาความขุนของเชื้อดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)   ที่ความยาวคลื่น  625  
นาโนเมตร  ใหมีคาการดูดกลืนแสงใหไดประมาณ  0.10  เพื่อใหมีเช้ือประมาณ   107  CFU/ml   เมื่อ
ทําการทดสอบใชสําลีพันปลายไมที่ปราศจากเชื้อจุมลงในเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไว   กดสําลีพันปลาย
ไมกับดานขางของหลอดเพื่อไมใหเชื้อมีปริมาณมากเกินไป   แลวปายลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  
NA  จนทั่ว  หมุนจานเพาะเชื้อ  60  องศา  ปายใหทั่ว  หมุนอีก  60  องศา  ปายซ้ําอีกครั้งใหทั่วจาน
เพาะเชื้อแลวปลอยทิ้งไวใหแหง  นําไปใชเพื่อการทดสอบตอไป 
 
3.7.1.4   การเตรียมยีสตทดสอบ 
 ปฏิบัติเชนเดียวกับการเตรียมแบคทีเรียทดสอบในขอ  3.7.1.3   แตเปลี่ยนชนดิจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง  NA  และอาหารเหลว   NB   มาทําการเพาะเลี้ยงดวยอาหารแข็ง   YMA  และอาหาร
เหลว YMBตามลําดับ 
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ภาคผนวก  ข 
 

ลักษณะและการจัดจาํแนกราเอนโดไฟต 
 

ตารางที่ 5.1   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ.เชียงใหม    ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 

Isolates 
ชนิดรา 

เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงค
วัตถ ุ
ที่สราง
ขึ้น 

CM1 
 
 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยักเลก็นอย 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CM2 
 
 
 

 

Xylaria sp. PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 

ขาว-ดํา 
ขาว-ดํา 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
เหลือง 

- 
- 
- 

CM3 
 
 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CM4 
 
 
 

 

Xylaria sp. PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 
เสนใยปลายแหลมชี้ขึ้นเหนืออาหาร 

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

- 
เทา 

- 
เทา 

- 
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ตารางที่  5.2   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. มหาสารคาม   ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควตัถ ุ
ที่สรางข้ึน 

MS1 
 
 
 

 

Acremonium 
sp. 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
 

YES 
 

SDA 

0.6 เสนใยเรียบ โคโลนีกลม ตรงกลาง
สีน้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 
เสนใยเรียบ โคโลนีกลมตรงกลางสี
น้ําตาลเขมกวาขอบ 

น้ําตาล 
 
น้ําตาล 
 
น้ําตาล 
 
น้ําตาล 
 
น้ําตาล 

- 
 
- 
 
- 
 
- 
 
- 

MS2 
 
 

 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.55 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

MS3 
 
 

 
 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
YES 

 
SDA 

0.7 เสนใยฟู  โคโลนกีลมดานหลังเปน
สีเหลืองออน 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมดานหลังเปน
สีเหลือง 
เสนใยฟู  โคโลนกีลม 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมดานหลังเปน
สีเหลือง 
เสนใยฟู  โคโลนกีลม 
 

เหลือง 
 
เหลือง 
 
เหลือง 
เหลือง 
 
เหลือง 

- 
 
- 
 
- 
- 
 
- 
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ตารางที่  5.3   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. รอยเอ็ด   ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

RE1 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.55 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

RE2 
 
 
 

 

Phomopsis 
sp. 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
YES 
SDA 

0.6 เสนใยจับเปนกอน ขอบโคโลนีเปน
ช้ันๆ 
เสนใยจับเปนกอน  ขอบโคโลนี
เปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ ขอบ โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  ขอบโคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยจับเปนกอน ขอบโคโลนีเปน
ช้ันๆ 

ครีม 
 
ครีม 
 
ครีม 
แดงออน 
ครีม 

- 
 
- 
 
- 
- 
- 

RE3 
 
 
 

 

Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.72 เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว  
เสนใยฟู  กลมตรงกลางสีขาว 

มวง 
มวง 
มวง 
มวง 
มวง 

มวง 
มวง 
มวง 
มวง 
มวง 

RE4 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยักเลก็นอย 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยักเลก็นอย 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

สีขาว 
เหลือง 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.4   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ.อยุธยา    ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 

Isolates 
ชนิดรา 

เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงค
วัตถ ุ
ที่สราง
ขึ้น 

AY1 Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  ตรงกลางโคโลน ี

เหลือง 
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง 

AY2 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 
เสนใยเรียบตรงกลางสีน้ําตาลเขม 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

- 
เหลือง 

- 
- 
- 

AY3 Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CM 
YES 
SDA 

0.8 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลน ีขอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.5   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ชลบุรี   ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

CB1 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.55 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CB 2 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.62 เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 
เสนใยเรียบโคโลนีกลมขอบหยัก 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

 CB 3 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.74 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 

- 
- 
- 
- 
- 

CB 4 
 
 
 

 

Alternaria 
sp. 

PDA 
 

MEA 
 

CMA 
YES 
SDA 

0.45 เสนใยฟตูรงกลาง บางสวนฟอรม
เปนกอนกลม 
เสนใยฟตูรงกลาง บางสวนฟอรม
เปนกอนกลม 
เสนใยเรียบโคโลนีขอบเปนชั้นๆ 
เสนใยเรียบโคโลนีขอบเปนชั้นๆ 
เสนใยเรียบโคโลนีขอบเปนชั้นๆ 

เขียวเขม 
 

เขียว 
 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

- 
 
- 
 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.5   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ชลบุรี   ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

CB5 
 
 
 

 

.Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.42 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู

ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู
ชมพ ู

CB 6 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia  

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.6 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

CB7 
 
 
 

 

Phomopsis 
sp 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.72 เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

CB8 
 
 
 

 

Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

สีขาว 
เหลือง 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

 
 
 
 
 



 138

ตารางที่  5.6   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ราชบุรี  ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

RB1 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

RB2 Xylaria sp.  PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 

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

- 
- 
- 
- 
- 

RB3 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.64  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

RB4 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ
เสนใยฟตูรงกลางโคโลนีขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.6   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. ราชบุรี  ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

RB5 .Fusarium 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.84 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

มวง 
มวง 
มวง 
มวง 
มวง 

- 
- 
- 
- 
- 

RB6 Phomopsis 
sp 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.6 เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

RB7 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.7 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง
เหลือง 

- 
- 
- 
- 
- 

RB8 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.45 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

RB9 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.62 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

สีขาว 
เหลือง 
สีขาว 
สีขาว 
สีขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ   
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK1 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

NK2 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.78 สนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
สนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

NK3 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.52  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK4 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.65 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK5 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล
น้ําตาล 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

NK6 Xylaria sp.  PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 

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

- 
- 
- 
- 
- 

NK7 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.64  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK8 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  ตรงกลางโคโลน ี

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK9 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยฟู  โคโลนกีลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลมขอบหยกั 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟสูีสมตรงกลาง โคโลนีหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

สมออน 
สมออน 
สมออน 
สมออน 
สมออน 

- 
- 
- 

เหลือง
เหลือง 

NK10 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.72 เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 
เสนใยแหลมชี้ข้ึนเหนืออาหาร 

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

- 
- 
- 
- 
- 

NK11 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.53  เสนใยฟู  โคโลนีไมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 
เสนใยฟู  โคโลนไีมกลม 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK12 Alternaria 
sp. 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.43 เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 
เสนใยฟู  โคโลนกีลมขอบเรียบ 

เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 
เขียว 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่  5.7   แสดงลักษณะของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากเหงาขมิน้ชันจาก  จ. นครศรีธรรมราช  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ  (ตอ) 
 

ลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต 
Isolates 

ชนิดรา 
เอนโดไฟต 

ชนิด
อาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

อัตรา 
การเจริญ 
(ซม./วัน) ลักษณะโคโลนทีี่ปรากฏ 

สีของ 
โคโลน ี

สีรงควัตถุ 
ที่สรางขึน้ 

NK13 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.67 เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ
เสนใยเรียบ  โคโลนีกลมขอบเรียบ 

เหลือง 
สม 

เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

- 
- 
- 
- 
- 

NK14 Mycelia 
sterilia.  

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.35 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 
ดํา 

- 
- 
- 
- 
- 

NK15  PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.64  เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 
เสนใยเรียบ  โคโลนีเปนช้ันๆ 

เหลือง
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 
เหลือง 

- 
เหลืองออน 

- 
- 
- 

NK16 Mycelia 
sterilia 

PDA 
MEA 
CMA 
YES 
SDA 

0.4 เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 
เสนใยฟู  โคโลนขีอบหยัก 

ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 
ขาว 

- 
- 
- 
- 
- 

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

Agar), SDA Agar (Sabouraud’ s Dextrose)   และ    YES (Yeast  Extract 
Sucrose Agar) 
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ตัวอยางราเอนโดไฟตชนิดตางๆ ทีแยกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตางชนิดกัน 
 

        
            PDA               MEA 

          
          CM   YES          SDA 

รูปที่  5.1  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Alternaria sp.  ไอโซเลต  CB4 
 
 

     
      PDA               MEA 

           
        CM           YES             SDA 

 
รูปที่  5.2  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Xylaria sp. ไอโซเลต  CM2 
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PDA               MEA 

      
       CM           YES             SDA 

รูปที่  5.2  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Fusarium sp.  ไอโซเลต  NK9 
 
 

    
  PDA               MEA 

       
     CM                        YES               SDA 

รูปที่  5.3  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต Phomopsis sp. ไอโซเลต  RE2 
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  PDA               MEA 

        
  CM                        YES               SDA 

รูปที่  5.4  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Acremonium sp. ไอโซเลต  MS1 
 

     
PDA               MEA 

       
CM                        YES               SDA 

รูปที่  5.5  แสดงลักษณะของราเอนโดไฟต  Mycelia Sterilia  ไอโซเลต AY2 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวปทมา   บัวเพ็ชร  เกิดเมื่อวนัที่ 12  ธันวาคม พ.ศ. 2524 ที่จังหวัดนครศรีธรรมราช 
สําเร็จการศึกษาระดับชั้นมธัยมศึกษาจากโรงเรียนกัลยาณีศรีธรรมราช  จังหวัดนครศรีธรรมราช  
และไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร  มหาวทิยาลัย 
มหิดล เมื่อปการศึกษา  2546  และเขาศึกษาตอในระดับปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ
สาขาวิชาเทคโนโลชวีภาพ  คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา  2547  
และสําเร็จการศึกษาขั้นปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติในปการศึกษา  2549   
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