
บทที่ 4

ผอการฑดอองแอะวิจารณ์ผอการฑดออง

4.1 ราเอนโดไฟต์ที่แยกจากพลูคาว
ผลการแยกราเอนโดไฟต์จากพลูคาวทังหมด 5 จังหวัดได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย 

ราชบุรีและนครปฐม ได้ราเอนโดไฟต์ทังหมด 64 ไอโซเลต ผลแสดงดังตารางท่ี 4.1

ตารางที่ 4.1 จำนวนราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากพลูคาว

จังหวัด จำนวนราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ 
(ไอโซเลต)

เชียงใหม่ (50) 11
เชียงราย (57) 18
ราชบุรี (70) 18
นครปฐม (73) 17

รวม (ไอโซเลต) 64

นำราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ท้ังหมดมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแข็งท่ีแตกต่างกัน 5 ชนิด คือ 
CMA (Com Meal Agar), MEA (Malt Extract Agar), PDA (Potato Dextrose Agar), SDA 
(Sabouraud’s Dextrose Agar) และ YEA (Yeast Extract Sucrose Agar) จากนันบ่มไว้ที 
อุณหภูมิห้อง นานจนกระท่ังราเจริญเต็มจานเพาะเช้ือ (เน่ืองจากเช้ือราแต่ละชนิดมีระยะเวลาการ 
เจริญเติบโตท่ีแตกต่างกัน) และปล่อยท้ิงไว้นาน 30 วัน เพ่ือดูลักษณะของราเอนโดไฟต์ในอาหาร 
เล้ียงเช้ือชนิดต่างๆท่ีแยกได้ เช่นลักษณะของรา สีของเห้นใย สีรงควัตถุ การสร้างสปอร์ ซ่ึง
ลักษณะต่างๆของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ (ภาคผนวก ข ตารางท่ี 4.2-4.5) และรูปตัวอย่างราเอนโด 
ไฟต์ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆ(ภาคผนวก ข รูป 4.1-4.16)

จากการทดลองเล้ียงราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีต่างชนิดกัน พบว่าอาหารจะ 
มีผลต่ออัตราการเจริญเติบโต ลักษณะของโคโลนีและสีของเห้นใย รวมไปถึงการสร้างสีรงควัตถุ 
(pigment^นอาหารเล้ียงเช้ือแแต่ละชนิดได้ไม่เท่ากัน เน่ืองจากในอาหารแต่ละชนิดน้ันจะมีธาตุ
อาหารท่ีแตกต่างกัน ซ่ึงอาจส่งผลต่อการสร้างสารเมแทบอไลต์ทุติยคูมิท่ีต่างกันด้วย



5 2

จากการจัดจำแนกราเอนโดไฟต์ทังหมดท่ีแยกได้โดยการทำ slide culture แล้วย้อมด้วยแลค 
โตฟนอลคอตตอนบลู (Lactophenol Cotton Blue) พบว่าราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ทังหมดแบ่งได้ 
เป็น 6 ประเภทดังแสดงในตารางท่ี4.6และลักษณะราเอนโดไฟต์ท่ีได้แสดงดังรูปท่ี4.17-4.22

ตารางท่ี 4.6 การจัดจำแนกราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากพลูคาว

ชนิดราเอนโดไฟต์ Isolates* จำนวนท่ีพบ % ท่ีพบ

Mycelia Sterilia 50MLY-1, 50MLY-3, 50MLM-3, 
50MLM-4, 50CLM-1, 50S-1, 50S-2, 
50S-4, 50S-6, 57CLM-3, 57S-1, 
57S-3, 57S-4, 57S-6, 57S-7, 57S-9, 
57S-10, 57MLM-4, 57MLM-7 
57MLM-9, 57MLM-10, 57MLM-12, 
57MLM-13,57MLM-14, 70MLM-1, 
70CLY-1, 70S-1,70 ร-4, 70 S-6,
70 ร-?, 70 ร-ร,70S-9, 70S-11, 
70MLM-11,70CLM-1, 70CLM-3, 
70CLM-5,70CLM-6, 70MLY-1, 
73MLM-1/73MLM-3, 73S-1, 73S-2, 
73CLY-1J3CLY-2, 73CLY-5, 
73CLM-2,73CLM-35 73CLM-5, 
73CLM-6,73CLM-7, 73CLM-8, 
73CLM-10,73CLM-11, 73CLM-12

55 85.94

Fusarium sp. 57S-8, 70S-2 2 3.13
Phomopsis sp. 57MLY-1, 57MLM-10, 57MLM-11, 

70CLY-2
4 6.25

Nodulisporium sp. 73MLM-5 1 1.56
Bipolans sp. 50MLM-2 1 1.56
Alternaria sp. 50MLY-5 1 1.56

หมายเหดุ * รหัสไอโซเลต ตัวอย่างเช่น 50MLY-1 มีความหมายดังนี รหัส 2 ตัวแรก (50) หมายถึง 
รหัสจังหวัด, รหัส 3 ตัว (MLY) หมายถึง รหัสตำแหน่งของใบ และ ตัวเลข (1) หมายถึง ลำดับท่ี
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A. ลักษณะโคโลนีเจริญบน PDA อายุ 14 วัน B. mycelia

รูปท 4.17 ราเอนโดไฟต Mycelia Sterilia isolate 50MLM-2

A. ลักษณะโคโลนีเจริญบน PDA อายุ 14 วัน B. Macrospore และ Microspore

รูปที 4.18 ราเอนโดไฟต Fusarium sp. isolate 57S-8
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A. ลักษณะโคโลนีเจริญบน MEA อายุ 18 วัน B. Alpha and beta conidia

รูปท 4.19 ราเอนโดไฟต Phomopsis sp. isolate 57MLM-11

A. ลักษณะโคโลนีเจริญบน PDA อายุ 16 วัน B. conidia

รูปทื 4.20 ราเอนโดไฟต Nodulisporium sp. isolate 73MLM-5



55

A. ลักษณะโคโลนีเจริญบน PDA อายุ 16 วัน B. conidia

รูปที่ 4.21 ราเอนโดไฟต์ Bipolaris sp. isolate 50MLM-2

A. ลักษณะโคโลนีเจริญบน PDA อายุ 16 วัน 

รูปที่ 4.22 ราเอนโดไฟต์

B. conidia

Alternaria sp. isolate 50MLY-5

4.2 การคัดเลือกราเอนโดไฟต์ท่ีมีฤทฺธ่ิยับย้ังจุลินฑรีย์
โดยการคัดเลือกราเอนโดไฟต์ท่ีมีฤทธิย,บยังเชือจุลินทรีย์ท่ีดีท่ีสุด โดยเลียงในอาหารเลียง

เช้ือแข็งท่ีแตกต่างคัน 5 ชนิด คือ CMA, MEA, PDA, SDA และ YEA จากน้ันนำไปทดสอบฤทธ 
การยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคโดยวิธี Agar well diffusion ซ่ึงผลการยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์ของราเอน 
โดไฟต์ท้ังหมดท่ีแยกได้แสดงในตารางท่ี 4.7
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ตารางที่ 4.7 แสดงฤทธิทางชีวภาพของราเอนโดไฟต์ที่แยกได้ในการยับยั้งจุลินทรีย์ในอาหาร
ต่างชนิดกัน*

ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลางของวงใสล้อมรอบจุสินทรีย์ทดสอบ
(มิลลิเมตร)

ราเอนโดไฟต์ อาหาร B. subtilis c . albicans E. coli P. ร. aureus
เล๋ึยงเช้ือ ATCC ATCC ATCC aeruginosa ATCC

6633 10231 25922 ATCC 25923
27853

50CLM-1 MEA 9 - - - 8
50MLY-5 MEA 10

YEA 9 - 13 - -
57MLM-10 PDA 8.5 - 9 - -

MEA 9 - - - -
57MLM-13 PDA - - 9 - -

SDA - 9 - - -
57S-4 MEA 9 - - - -

YEA 9.5 - - - -
SDA 8 - - - -

57S-7 CMA 8 - - - -
YEA 10 - - - -
SDA 8.5 - - - -

57S-8 MEA 9.5 8 - - -
YEA 9 9 - - -

70CLY-2 MEA - - - 8 9
YEA - - - 7.5 8

70S-2 MEA 9 - 8 - 8
70S-3 YEA - - 9 - 8

PDA - - 9.5 - 8
70S-9 MEA - ■ - - 8.5 -

PDA - - - 8 -
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ตารางท่ี 4.7 แสดงฤทธทางชีวภาพของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ในการยับย้ังจุลินทรีย์ในอาหาร 
ต่างชนิดกัน*

ขนาดเส์,นผ่านศูนย์กลางของวงใสล้อมรอบจุลินทรีย์ทดสอบ
(มิลลิเมตร)

ราเอนโดไฟต์ อาหาร B. subtilis c .  albicans E. coli P. ร. aureus
เล๋ึยงเช๋ือ ATCC ATCC ATCC aeruginosa ATCC

6633 10231 25922 ATCC 25923
27853

73MLM-1 MEA 10 - - - -
YEA 8 - - - -

73MLM-5 PDA 9 - - - -
73S-1 YEA 10 - - - -
73S-2 MEA 9 - 8 - -

หมายเหตุ (- ) ไม่มีฤทธยับย้ังชุลินทรีย์
CMA (Com Meal Agar), MEA (Malt Extract Agar), PDA (Potato Dextrose Agar) 
SDA (Sabouraud’s Dextrose Agar) และ YEA (Yeast Extract Sucrose agar)

* ทดสอบด้วยวิธี Dual culture agar diffusion method

พบว่าราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 มีฤทธยับย้ังจุลินทรีย์ก่อโรคได้ดีท่ีสุดในการทดลอง โดย 
สามารถยับย้ังเช้ือ E. coli ได้เป็นวงใส 13 มิลลิเมตร และ B.subtilis ได้ 9 มิลลิเมตร ในอาหาร 
แข็งชนิด YEA (รูปท่ี 4.22) และยังยับย้ังเช้ือ B.subtilis ได้ 10 มิลลิเมตร ในอาหารแข็งชนิด 
MEA รองลงมาคือราเอนโดไฟต์ 57 ร-ร ในอาหารแข็ง MEA และ YEA สามารถยับย้ังเช้ือ B. 
subtilis 9.5, 9 มิลลิเมตร และ c .  albican 8, 9 มิลลิเมตร ราเอนโดไฟต์ 70CLY-2 ในอาหารแข็ง 
YEA และ MEA สามารถยับย้ังเช้ือ p . aeruginosa และ ร. aureus ได้ 8, 7.5 มิลลิเมตร และ 9, 8 
มิลลิเมตร ตามลำดับ

ดังน้ันจึงเลือกราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 มาใช้ในการทดลองข้ันต่อไป เน่ืองจากมีฤทธใน 
การยับย้ังชุลินทรีย์ได้ดีท่ีสุดในอาหารแข็ง YEA
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รูปท่ี 4.23 แสดงฤทธิ'การยับย้ังจุลินทรีย์1ทดสอบ Escherichia coli และ Bacillus suhtilis ของ 
ราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ในอาหารแข็ง YEA

จากผลการทดลองเม่ือคำนวณหา % ของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ท้ังหมดว่ามีฤทธยับย้ังจุลิน 
ทรีย์ใดได้ดีท่ีสุด พบว่าราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้สามารถยับย้ังเช้ือ B. subtilis 49 % , E. Coli 18 %,
S.aureus 15 % , p. aeruginosa 10 % และ c. albican 8 % ตามลำดับ (แผนภาพท่ี 4.1) และชนิด 
ของอาหารเลียงเชือท่ีใช้เลียงราเอนโดไฟต์ท่ีเหมาะสมในการสร้างสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิท่ียับยัง 
เช้ือจุลินทรีย์ได้ดีท่ีสุดในการทดลองคร้ังน้ีคือ MEA 35%, YEA 28%, PDA 24%, SDA 10% 
และ CMA 3 % ตามลำดับ (แผนภาพท่ี 4.2)
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% ราเอนโดไฟต์ที่ยับยั้งจุลินทรีย์

ร. sub tills p.aeruginosa ร. aureus E. coli

จุลินทรีย์ทดสอบ

I
c. albicans

แผนภาพท่ี 4.1 แสดงผลการการยับย้ังจุลินทรีย์ของราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้
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% การยับยั้งธุลินทรีย์ฃองราเอนโดไฟต์

CMA MEA PDA SDA YES

ชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ

แผนภาพท่ี 4.2 แสดงชนิดของอาหารเลียงเชือท่ีเหมาะสมในการยับย้ังจุลินทรีย์ก่อโรคจาก 
ราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้ท้ังหมด

4.3 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์และการจัดจำแนกราเอนโดไฟต์ 50MLY-5
4.3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5
เม่ือเลียงราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแตกต่างกันในระยะเวลา 14 วัน 

(รูปท่ี 4.23) พบว่าลักษณะของราเอนโดไฟต์ เช่นสีของเลันใยและลักษณะของเสันใย สีของ 
อาหารเล้ียงเช้ือ และ อัตราการเจริญเติบโตจะแตกต่างกัน โดยสีของอาหารแข็ง CMA และ YES 
จะเปล่ียนเป็นสีนำตาลเข้มช้ืน ส่วนในอาหาร PDA ราเอนโดไฟต์จะมีอัตราการเจริญเร็วท่ีสุด
สำหรับลักษณะของเช้ือราแสดงในตารางท่ี 4.2 (ภาคผนวก ข)
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รูปท่ี 4.24 ภาพแสดงลักษณะโคโลนีของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 อายุ 14 วัน ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
แข็งชนิดต่างๆ

นำราเอนโดไพ่ต 50MLY-5 มาทำ slide culture เทคนิคย้อมด้วย lactophenol blue เพอดู 
ลักษณะของเล้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

พบว่าราเอนโดไพ่ต์ 50MLY-5 สร้างสปอร์ได้ในอาหาร PDA เม่ือเล้ียงนาน 7 เดือน ผล 
แสดงดังรูปท่ี 4.25 ซ่ึงลักษณะของสปอร์จะมีลักษณะต่อกันเป็นสายยาว

รูปท่ี 4.25 ลักษณะสปอร์ของราเอนโดไพ่ต์ 50MLY-5
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จากการพิสูจน์ทางอณูชีววิทยา เม่ือเทียบส่วน ITS region ของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 
กับข้อมูลใน GenBank พบว่า เหมือนกับราเอนโดไฟต์ A ltem ana  sp. 100% ดังน้ันจึงจัดรา 
เอนโดไฟต์ 50MLY-5 เป็น Alternaria sp. (แผนภาพท่ี 4.3)

10 20  30 4 0  50
CGTAGGTGAA CCTGCGGAGG GATCATTACA CAAATATGAA GGCGGGCTGG
AATCTCTCGG GGTTACAGCC TTGCTGAATT ATTCACCCTT GTCTTTTGCG
TACTTCTTGT TTCCTTGGTG GGTTCGCCCA CCACTAGGAC AAACATAAAC
CTTTTGTAAT TGCAATCAGC GTCAGTAACA AATTAATAAT TACAACTTTC
AACAACGGAT CTCTTGGTTC TGGCATCGAT GAAGAACGCA GCGAAATGCG
ATAAGTAGTG TGAATTGCAG AATTCAGTGA ATCATCGAAT CTTTGAACGC
ACATTGCGCC CTTTGGTATT CCAAAGGGCA TGCCTGTTCG AGCGTCATTT
GTACCCTCAA GCTTTGCTTG GTGTTGGGCG TCTTGTCTCT AGCTTTGCTG
GAGACTCGCC TTAAAGTAAT TGGCAGCCGG CCTACTGGTT TCGGAGCGCA
GCACAAGTCG CACTCTCTAT CAGCAAAGGT CTAGCATCCA TTAAGCCTTT
TTTCAACTTT TGACCTCGGA TCAGGTAGG

แผนภาพท่ี 4.3 ลำดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5

ข้อมูลลำดับ DNA ส่วน ITS1-5.8S-ITS2 ของราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 อยู่ใน GenBank 
หมายเลข DQ459367

รายงานวิจัยเก่ียวกับสารเมแทบอไลต์ทุติภูมิท่ีสร้างจาก A ltem ana  sp. ท่ีเคยรายงานไว้แล้ว 
ตัวอย่างเช่น

Suemitsu และคณะ, 1995 รายงานการพบ Zinnimidine and 5-(3',3'-Dimethylallyloxy)-7- 
methoxy-6-methylphalide จากนำเลยงรา Alternaria po rri สารทัง 2 ชนดนมคุณสมบตเปีน 
phytotoxins

Thomas และคณะ, 2003 รายงานการพบสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิชนิดใหม่คือ
Infectopyrone ซงได้จากเส้นใยรา Alternaria infectoria โดยสารนมคุณสมบัตเปีน mycotoxin

Michele และคณะ, 2004 แยกสาร Radicinols and Radicinin จาก Alternaria radicina ซง 
สาร 2 ชนิดน้ีจะลดการงอกของรากแครอท
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Zhang, H.L. และคณะ, 2005 แยกสารเมแทบอไลต์ทุติภูมิจาทนาเล้ียงรา A ltem aria sp. ท่ี 
สกัดด้วยเอธิลอะซีเตตและ n-butanol แล้วแยกโดยใช้คอลัมน์โครมาโทรกราฟฟได้สาร 6 ชนิดคือ 
p-benzyloxy-phenol (I), p-hydroxy phenyl ethylamine (II), 3-hydroxymethyl-8-hydroxyl- 
pyrrolopiperazine-2, 5-dione (III), 3-isobutyl-6-secbutyl-piperazine-2,5-dione (IV), 5alpha, 
8alpha-epidioxy-ergosta-6, 22-diene-3beta-ol (V) และ 3beta-hydroxy-cholesta-5-ene (VI) 
โดยสาร (I), (II) และ (III) พบเป็นคร้ังแรกในราจีนัสน้ี

4.4 ผลการศึกษาช่วงเวลาการสร้างสารเมแทบอไลฑ์ทุติยภูมิที่มีอุฑธิ่ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
ของราเอนโดไฟต A ltem aria  sp.

เม่ือทำการคัดเลือกราเอนโดไฟต์ท่ีมีฤทธิการยับย้ังจุลินทรีย์ได้ดีท่ีสุด คือ ราเอนโดไฟต์ 
A ltem aria  sp. ในอาหาร YEB ได้แล้ว จากน้ันนำมาหาอัตราการเจริญเติบโต (รูปท่ี 4.25) พบว่า 
ในช่วงวันแรกถึงวันท่ี 6 รามีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนเร่ือย  ๆ จนถึงวันท่ี 8 รามีอัตราการเจริญสูงสุด 
แล้วเร่ิมลดลงจนถึงวันท่ี 12 เน่ืองจากปริมาณอาหารท่ีใช้เร่ิมลดลงหลังจากน้ันรามีอัตราการเจริญ 
คงท่ีแสดงว่าเช้าสู่ระยะ stationary phase ซ่ึงเป็นระยะท่ีราจะมีการสร้างสารเมแทบอไลต์ข้ึนมาเพ่ือ 
ป็องกันตัวเองจากส่ิงแวดล้อมภายนอกซ่ึงสารท่ีสร้างข้ึนมาเป็นสารท่ีมีประโยชน์

เม่ือนำราเอนโดไฟต์ Altem aria sp. ท่ีเลียงในอาหาร YEB มาหาช่วงเวลาการสร้างสาร 
ออกฤทธทางชีวภาพโดยการทดสอบฤทธในการยับย้ังจุลินทรีย์ก่อโรค ผลแสดงตังตารางท่ี 4.8

ตารางท่ี 4.8 ช่วงเวลาต่อการสร้างสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิท่ีมีฤทธยับย้ังจุลินทรีย์ฃองน้ัาเล้ียงรา 
เอนโดไฟต Altem aria sp.

เวลา
วัน

ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลางของวงใสล้อมรอบจุลินทรีย์ทดสอบ (มิลลิเมตร)
B. subtilis 

ATCC 6633
c .  albicans 

ATCC 10231
E. coli

ATCC 25922
p. aeruginosa 
ATCC 27853

ร. aureus 
ATCC 
25923

0 - - - - -
2 - - - - -
4 - - - - -
6 - - - - -
8 - - - - -
10 7.5 - - - -
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ตารางที่ 4.8 ช ่วงเวลาต ่อการสร้างสารเมแทบอไลต ์ท ุต ิยภ ูม ิท ี่ม ีฤทธยับย ั้งเช ื้อจ ุล ินทรีย ์ของนา
เล ี้ยงราเอนโดไฟต ์ 50MLY-5 (ต่อ)

เวลา
วัน

ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลางของวงใสล้อมรอบจุลินทรีย์ทดสอบ (มิลลิเมตร)
B. subtilis 

ATCC 6633
c .  albicans 

ATCC 10231
E. coli

ATCC 25922
p . aeruginosa 
ATCC 27853

ร. aureus 
ATCC 
25923

12 8 - - - -
14 8 - - - -
16 9 - 10.5 - -
18 9 - 11 - -
2 0 1 0 - 13 - -

22 - - - - -
24 - - - - -
26 - - - - -
28 - - - - -
30 - - - - -
32 - - - - -

หมายเหตุ (-) ไม่มีฤทธยับย้ังจุลินทรีย์

พบว่าช่วงเวลาต่อการสร้างสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิท่ีมีฤทธิย’บย้ังเช้ือจุลินทรีย์ได้ดีท่ีสุค 
คือเม่ือรามีอายุ 20 วัน โดยจะออกฤทธ๋ึได้ดีท่ีสุดกับเชือ E. coll ATCC 25922 และ B. subtilîs 
ATCC 6633 ตามลำดับ (รูปท่ี 4.26)
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รูปท่ี 4.26 ภาพแสดงการทดสอบการออกฤทธยับย้ังจุลินทรีย์ของน้ําเล้ียงราเอนโดไฟต์ 
Alternaria sp. ท่ีลียงในอาหาร YEB ในระยะเวลาต่างกัน

เม่ือนำอัตราการเจริญของราเอนโดไฟต์มาเปรียบเทียบช่วงเวลาท่ีมีฤทธในการยับย้ังจุลินท- 
รีย์ (รูปท่ี 4.27) พบว่าราอายุ 10-14 วัน เร่ิมมีฤทธยับย้ัง B. subtilis พอราอายุ 16- 20 วัน จะมี 
ฤทธิ”ย,บยัง B. subtilis และ E. coli โดยวันท่ี 20 จะมีฤทธิทดีท่ีสุดในการยับย้ังจุลินทรีย์
ดังนํนจึงเลือกเลียงราเอนโตไฟต์ Alternaria sp. ท่ีอายุ 20 วันในอาหาร YEB
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รูปท่ี 4.27 แสดงเวลาต่อการสร้างสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิของราเอนโดไฟต์ Alternaria sp.lนการ 
ยับย้ังจุลินทรีย์ทดสอบ

นอกจากน้ันได้ทำการการตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีอย่างคร่าวๆของอาหารเล้ียงเช้ือ 
YEB ของราเอนโดไฟต์ Alternaria sp. ท่ีคัดเสือกได้ท่ีอายุแตกต่างกันคือ 7 วัน 14 วัน 20 วัน 
และ 28 วัน โดยเทคนิค NMR พบว่าราเอนโดไฟต์ Alternaria sp. เม่ือมีอายุ 20 วัน มีสารท่ี 
น่าสนใจและสามารถแยกออกเป็นสารบริสุทธได้ ซ่ึงสอดคล้องคับการออกฤทธ๋ึiยับย้ังเช้ือจุลินทรีย์ 
ได้ดีท่ีสุดท่ีอายุ 20 วัน ดังน้ันจึงเสือกท่ีจะเล้ียงราเอนโดไฟต์ Alternaria sp. ท่ีอายุ 20 วัน
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4.5 ผลการสกัดและการแยกสารประกอบของสารสกัดท่ีได้จากราเอนโดไฟต์ Alternaria sp.
4.5.1 การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟต์ Alternrria sp.
ลักษณะราเอนโดไฟต์ Alternaria sp. ท่ีเล้ียงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร ใน 

อาหารเลียงเชือ YEB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (รูปท่ี 4.28) อายุ 20 วัน พบว่าสีของน้ําเล้ียงราจะ 
สีนำตาลเข้มจนถึงดำและเล้นใยราสีดำลอยอยู่บนผิวอาหาร

รูปที่4.28 ภาพแสดงการเจริญ1ของราเอนโดไฟต์ Alternaria sp-ในอาหารเล้ียงเช้ือ YEB

4.5.2 การสกัดสารชีวภาพจากราเอนโดไฟต์ Alternaria sp.
นำราเอนโดไฟต์ Alternaria sp. ท่ีเพาะเล้ียงไว้ในข้อ 4.5.1 มาทำการกรองแยกด้วย 

กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ซ่ึงจะได้ส่วนของเสันใยราและส่วนของนํ้าเล้ียงรา แล้วนำท้ัง 2 
ส่วนท่ีแยกได้มาสกัดต่อด้วยตัวทำละลายชนิดต่าง  ๆ ได้แก่ เฮกเซน เอธิลอะซิเตต และเมธานอล 
ตังแผนภาพท่ี 4.4 และลักษณะและปริมาณของสารสกัดหยาบท่ีได้แสดงตังตารางท่ี 4.9
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ตารางท่ี 4.9 ลักษณะและปริมาณส่วนสกัดหยาบของราเอนโดไฟต์ Altem aria sp.ในตัวทำละลาย 
ต่างๆ

ตัวทำละลาย เล้นใย นาเล้ียงเช้ือ
ลักษณะ นาหนัก % yield ลักษณะส่วน นาหนัก % yield

ส่วนสกัด (กรัม) (พ/v) สกัดหยาบ (กรัม) (w/v)
หยาบ หยาบ

เฮกเซน สีนาตาลสัม 6.93 3.15% สีน้ําตาลล้ม 1.03 0.47 %
เหนียวคล้าย เหนียวคล้าย
นาม'น นามัน

เอธิลอะซิเตด สีเหลืองล้ม 0.79 0.35 % สีนาตาลล้ม 11.66 5.3 %
เหนียวหนืด 
คล้ายท้ัามัน

เหนียวคล้าย 
น้ํามัน

เมธานอล ส ีดำ 4.64 2.11 % สีดำเหนียว 182.20 82.82 %
ข้นหนืด

ส่วนท่ีเหลือ สีน้ําตาลเข้ม 31.72 14.42 % สีดำ ข้นหนืด 40.99 18.63%
ข้นหนืด

4.6 ฤฑธ่ิยับย้ังชุอินทรีย์ของส่วนสกัดหยาบท่ีได้จากราเอนโดไฟต์ A ltem aria  sp.
เม่ือนำส่วนสกัดหยาบท่ีได้จากเสันใยและน้ําเล้ียงราเอนโดไฟต์ท้ังหมดมาทดสอบฤทธการ 

ยับยังจุลนทรยทัง 5 ชนด คอ B. subtilis, c .  albican, E. coli, p  .aeruginosa และ s .  aureus ทำ 
3 ซ้ํา ผลแสดงในตาราง 4.10 พบว่า ครูดเฮกเซนจากเล้นใย ครูดเมธานอลจากเล้นใย ครูดเมธา 
นอลจากน้ําเล้ียงรา ส่วนท่ีเหลือจากเล้นใย ส่วนท่ีเหลือจากท้ัาเล้ียงราท่ีความเข้มข้น 200 pg มีฤทธ 
ยับย้ังเช้ือ B. subtilis ส่วนครูดเฮกเซนจากน้ําเล้ียงรา ครูดเอธิลอะซีเตดจากเลันใยและน้ําเล้ียงราท่ี 
ความเข้มข้น 200 pg สามารถยับย้ังเช้ือ B. subtilis และ E. coli ได้ ผลแสดงตังรูปท่ี 4.29
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ตารางท่ี 4.10 ฤทธิการยับยังจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบจาณส้นใยและน้ําเล้ียงราเอนโดไฟต์ 
Altem aria sp. ความเข้มข้น 200 pg

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (Inhibition Zone) (มิลลิเมตร)
ส่วนสกัดหยาบ B. subtilis c .  albicans E. coli p . aeruginosa ร. aureus
ความเข้มข้น ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC

6633 10231 25922 27853 25923
เฮกเซนจากเส้นใย 8 - - - -
เฮกเซนจากน้ําเล้ียงรา 8 - 8 - -
เอธิลอะซิเตดจากเส้นใย 7.5 - 8 - -
เอธิลอะซิเตดจากนาเล้ียงรา 8 - 10 - -
เมธานอลจากเส้นใย 8 - - - -
เมธานอลจากน้ิาเล้ียงรา 7.5 - - - -
ส่วนท่ีเหลือจากเส้นใย 8 - - - -
ส่วนท่ีเหลือจากน้ําเล้ียงรา 8.5 - - - -

หมายเหตุ (-) ไม่มีฤทธยับยังจุลินทรีย์ท่ีความเข้มข้น 200 pg
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รูปท่ี 4.29 ภาพแสดงการทดสอบการออกฤทธในการยับย้ังแบคทีเรียทดสอบของส่วนสกัด 
หยาบจากราเอนโดไฟต์ฬ/tez-nriasp. ความเข้มข้น 200 pg เทียบกับ negative 
control (10 % DMSO ในนำ) และ positive control (Penicillin และ Streptomycin 
ความเข้มข้น 10 pg ในน้ํา)

หมายเหตุ ก (1), (2) และ (3) : ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตดจากน้ําเล้ียง (ความเข้มข้น 200 pg) 
ข (1), (2) และ (3) : ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตดจาณสันใย (ความเข้มข้น 200 pg) 
ค (1), (2) และ (3) : negative control (10 % DMSO ในนำ)

รวมทังได้ทดสอบเชอราก่อโรคพช 4 ชนิด คอ Phytoptora palmivola, Alternaria 
brasiicola, Collectotrichum gloeosporiodides และ Fusarium oxysporum โดยใช Captane, 
Iprodine และ Ketokonazole ความเข้มข้น 10 pg เปน positive control และใช้ 10% DMSO ใน 
น้ํา เป็น negative control พบว่าส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเสันใยและนำเลียงราท่ีความ 
เข้มข้นความเข้มข้น 200 pg มีฤทธยับยังราก่อโรคพืช Phytoptera palm ivola (รูปท่ี 4.30) และ 
Alternaria brasiicola (รูปท่ี 4.31) ได้ตามลำดับ จากการทดลองน้ีจึงเลือกส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิ 
เตตจากส่วนเสันใยและน้ีาเล้ียงราเอนโดไฟต์ 50MLY-5 มาลงคอลัมน์โครมาโทกราฟพืเน่ืองจาก
คาดว่าน่าจะมีสารท่ีออกฤทธยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ได้
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รูปท่ี 4.30 ภาพแสดงการทดสอบการออกฤทธยับย้ังราท่ีก่อโรคพืช Phytoptera palm ivola ของ 
ส่วนสกัดหยาบจากราเอนโดไฟต ์AIternaria sp. ความเข้ม'ข้น 200 Mg เทียบกับ 
Captane ความเข้มข้น 10 pg (positive control)

หมายเหตุ ก (1) และ (2) : ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากนาเล้ียง (ความเข้มข้น 200 pg)
ข (1) และ (2) : ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจาณสันใย (ความเข้มข้น 200 pg)
ค (1) และ (2) : negative control (10 % DMSO ในนำ)
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รูปท่ี 4.31 ภาพแสดงการทดสอบการออกฤทธิ*การยับย้ังราท่ีก่อโรคพืช Alternaria brasiicola ของ 
ส่วนสกัดหยาบจากราเอน V  /  A .ernaria brasiicola ความเข้มข้น 200 pg เทียบ 
กับ Ketokonazole ความเข้มขน 1 U pg (positive control)

หมายเหตุ ก (1) และ (2) ะ ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากน้ําเล้ียง (ความเข้มข้น 200 pg)
ข (1) และ (2) : ส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตดจากเสันใย (ความเข้มข้น 200 pg)
ค (1) และ (2) ะ negative control (10 % DMSO ในนำ)

จากผลการทดลองได้เลือกส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากส่วนเลันใยและน้ําเล้ียงราเอน 
โดไฟต์ Alternaria sp. มาลงคอลัมน์โครมาโทกราฟฟ เน่ืองจากคาดว่าน่ามีสารท่ีออกฤทธยับย้ัง 
จุลินทรีย์ โดยมีซิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ ตัวชะท่ีใช้ได้แก่ เฮกเซน, เฮกเซน-ไดคลอโรมีเธน, ได 
คลอโรมีเทน,ไดคลอโรมีเทน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำดับ ได้สารทังหมด 5 ชนิด ได้แก่ 
สารประกอบ1 สารประกอบ2_สารประกอบ3 สารประกอบ4 และสารประกอบ5
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4.7 ผลการเพกองค์ประกอบทางเคมีของส่วนสกัดหยาบจากนํ้าเอี้ยงราการทำให้บริสูทธิแกะ 
สมบ้ต๊ทางเคมีของสารประกอบที่ได้จากราเอนโดไฟต์ A ltern aria  sp.
4.7.1 การเพกองค์ประกอบทางเคมีของส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซีเตดจากนํ้าเอี้ยงรา

นำส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซีเตตจากน้ําเล้ียงรา นาหนัก 11.66 กรัม มาทำ partition ด้วย 
เมธานอล ได้สารสกัดหยาบ 6.95 กรัม และส่วนตะกอนท่ีไม,ละลายในเมธานอลปริมาณ 4.41 
กรัม (uracil) จากนิ'นนำส่วนสกัดหยาบมาแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟ (แผนภาพท่ี
4.5) ปริมาณ 5.30 กรัม โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ (320 กรัม) โดยใช้คอลัมน์ขนาดเลน์ผ่าน 
ศูนย์กลาง 5.0 เซนติเมตร สูง 80.0 เซนติเมตร ตัวชะท่ีใช้ ได้แก่ เฮกเซน-ไดคลอโรมีเธน, ได 
คลอโรมีเธน, ไดคลอโรมีเธน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำดับ ได้สารผ่านคอลัมน์ท้ังหมด
55.3 %

ตารางที่ 4.11 การแยกส่วนสกัดหยาบเอธิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงราเอนโดไฟต์ Alternaria sp.

ลำดับส่วนท่ี 
(ก่อน)

ลำดับส่วนท่ี 
(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนัก 

(มีลลิกรัม)
1-11 BE01 50 % เฮกเซนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 4.08
12-21 BE02 50 % เฮกเชนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 2.68
22-34 BE03 50 % เฮกเชนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 3.64
35-69 BE04 50-40 % เฮกเชนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 4.41
70-110 BE05 40-30 % เฮกเชนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 4.28
111-148 BE06 30-10 % เฮกเซนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 3.37
149-195 BE07 10 % เฮกเชนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 3.86
196-230 BE08 10-0 % เฮกเชนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 3.75
231-243 BE09 100 %ไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 33.70
244-274 BE010 100 % ไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีลัม 88.63
275-294 BE011 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีดำ 4.07
295-354 BE012 2 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีดำ 3.52
355-372 BE013 2 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีดำ 19.7
373-402 BE014 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองปน 

ของแข็งสีขาว 135.0

403-428 BE015 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองปน 
ของแข็งสีขาว 80.3
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ตารางท่ี 4.11 การแยกส่วนสกัดหยาบเอธิลแอซิเตตจากน้ําเล้ียงราเอนโดไฟต์ A ltem aria  sp. (ต่อ)

ลำดับส่วนท่ี 
(ก่อน)

ลำดับส่วนท่ี 
(หอัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนัก 

(มิลอิกรัม)
429-529 BE016 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสืล้ม 79.0
530-736 BE017 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 677.2
737-900 BE018 2-4 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้มปน 

ของแข็งสีขาว 900.0
901-980 BE019 4 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 409.8
981-1044 BE020 4-6 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 233.7
1045-1064 BE021 6 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 137.0
1065-1120 BE022 6 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 146.3
1121-1174 BE023 6-10 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้มผสม 

ของแข็งสีขาว 127.2
1175-1189 BE024 10-15 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 88.1
1190-1250 BE025 15 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 280.1
1251-1264 BE026 15-20 % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 69.0
1265-1370 BE027 20-40% เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้มอมนำตาล 315.7
1371-1387 BE028 40-100% เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 339.1

4.7.1.1 การทำให้บริลุ[ทธิแอะสมบ้ติทางเคมีของสารประกอบ 1
สารประกอบ 1 เป็นผลึกสีขาว ซ่ึงไค้มาจากลำดับส่วนท่ี BE014-BE015 ของ 

สารสกัดหยาบเอธิลอะซิเตดจากน้ําเล้ียงรา ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ โดยใช้ 2 % เมธานอล 
ในไดคลอโรมีเทนเป็นตัวชะจะไค้ครูดสีเหลืองปนของแข็งสีขาวแล้วนำมาล้างน้ํามันสีเหลืองออก 
ด้วยเฮกเซน จากน้ันนำไปตกผลึกชาด้วยตัวทำะลายผสมเฮกเซน-ไดคลอโรมีเทน จะได้ผลึกสีขาว 
หนัก 44.33 มิลลิกรัม (0.20 % w/v) (สารประกอบ 1) ซ่ึงสามารถละลายได้ในคลอโรฟอร์ม
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Rf = 0.36 (10 % MeOH ใน CH2C12) 
mp= 156-157 °c
mp = 157-158 °c  (Nitechi และคณะ, 1967)
[(X]20d -132 (c 0.024, CH2C12)
[(X]2°d -133 (c 1.0, EtOH) (Nitechi และคณะ, 1967)
[a]24D -124°c (c 0.4, ethanol)(Pei-Sheng Yan, 2004)

จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปีของสารประกอบ 1 (รูปท่ี 1 
ภาคผนวก ค ) ดังแสดงใน ตารางท่ี 4.12

ตารางที่ 4.12 ตำแหน่งการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ 1

แถบการลูดกลืนแสง (cm 1) ความเข้ม แสดงสักษณะ
3213 ต่ํา N-H ส่ันแบบยืดของ Amine
2966 ต่ํา C-H ส่ันแบบยืดของ Alkane
1677 สูง c=o ส่ันแบบยืดของ Aldehyde
1558 ปานกลาง N-H ส่ันแบบงอของ Amine
1430 ปานกลาง C-H ส่ันแบบงอของ CHj

ÔH (CDC13, 400 MHz): 0.99 (3H, d, J  = 6.8 Hz, 13-H), 1.04 (3H, d, J =  6.8 Hz, 12-H),
l. 56 (1H, ddd, 7=4.8, 9.9 และ 10 Hz, 10-Hb), 1.76 (lH,m, 11-H), 1.94 (1H, m, 4-H ,̂ 2.10 (1H,
m, 4-Ha), 2.10 (1H, m, 10-Ha), 2.17 (1H, m, 5-H,,), 2.39 (1H, ddd, J =  2.8, 7.2 และ 13.2 Hz, 5- 
Ha), 3.61 (2H, m, 3-H), 4.06 (1H, dd, J =  3.2 และ 10 Hz, 9-H) และ 4.10 (1H, dd, J =  8.0 และ 8.8 
Hz, 6-H) ppm (รูปท่ี 3 ในภาคผนวก ค)

Ôc (CDClj, 100 MHz): 21.2 (C-13), 22.8 (C-4), 23.4 (C-12), 24.7 (C-ll), 28.2 (C-5),
38.6 (C-10), 45.6 (C-3), 53.4 (C-9), 59.0 (C-6), 166.2 (C-l) และ 170.2 (C-7) ppm (รูปท่ี 4 ใน 
ภาคผนวก ค)

ผลการวิเคราะห์ 2D-NMR ของสารประกอบ 1 ประกอบด้วย gHSQC, gHMBC, 
gCOSYและ gNOESY (รูปท่ี 5-8 ในภาคผนวก ค)
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จากข้อมูลแมสสเปกตรัม (HRÆS-TOF MS spectrum) ของสารประกอบ 1 (รูปท่ี 2 
ภาคผนวก ค) พบว่าสารประกอบ 1 m/z: 211.1443 [M+H]+; cal 211.1446 ทำให้ทราบสูตรโมเลกุล 
ของ สารประกอบ 1 คือ CnH1 8N2 0 2  ซ่ึงมีค่า DBE เท่ากับ 4 จากข้อมูล 1 3 C-NMR พบ 2 
สัญญาณของคาร์บอนคาร์บอนิลท่ี 5C 166.2 และ 170.22 ppm และทำให้ทราบว่า สารประกอบ I  
ประกอบด้วยวง 2  วง

จากผลของ HSQC พบ 21.2 และ 23.4 2 สัญญาณของหมู่เมทิล (d ,/=  6 . 8  Hz) ÔH 0.55 
และ 1.04 ppm ซ่ึงเป็นของคาร์บอนท่ี ôc 21.2และ 23.4 ppm ตามลำดับ และคาร์บอนท่ีตำแหน่ง 
ค่าเคมิคอลชิพท์ ôc 2 2 . 8  ppm เป็นสัญญาณของเมทิลีนคาร์บอน (methylene carbon) ซ่ึงปรากฎ 
สัญญาณโปรตอนท่ี 5„ 1.97 และ 2.07 ppm จากคาร์บอน-13 นิวเคลียร์แมคเนติกเรโชแนนช์
สเปกตรัม (1 3 C-NMR spectrum, CDClj, 100 MHz ) พบว่าคาร์บอนท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ ôc 28.6 ppm 
เป็นสัญญาณของเมทิลีนคาร์บอน (methylene carbon) ซ่ึงมีสัญญาณท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ (0 H, ppm) ท่ี 
ตำแหน่ง 2.17 และ 2.39 ppm คาร์บอนท่ีตำแหน่ง 38.6 ppm เป็นสัญญาณของเมทิลีนคาร์บอน 
(methylene carbon) ซ่ึงมีสัญญาณท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ (0H, ppm) ท่ีตำแหน่ง 1.56 และ 2.10 ppm 
คาร์บอนท่ีตำแหน่ง 45.6 ppm เป็นสัญญาณของเมทิลีนคาร์บอน (methylene carbon) ท่ีต่ออยู่กับ 
ไนโตรเจนซ่ึงมีสัญญาณท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ (8 „, ppm) ท่ีตำแหน่ง 3.60 ppm คาร์บอนท่ีตำแหน่ง
22.7, 53.6 และ 59.0 ppm เป็นสัญญาณของเมไทน์คาร์บอน (methine carbon) ซ่ึงมีสัญญาณท่ีค่าเคมิ 
คอลชิพท์ (0H, ppm) ท่ีตำแหน่ง 1.82, 4.06 และ 4.16 ppm ตามลำดับโดยคาร์บอนท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ 
(Ôc, ppm) ท่ีตำแหน่ง 53.6 และ 59.0 ppm เป็นคาร์บอนท่ีต่อกับไนโตรเจน

จากผลของ ‘h-NMR และ COSY พบว่าโปรตอน H-3 และ Ha -4, Hb -4 ซ่ึงมีค่าเคมิคอล 
ชิพท์ (ÔH, ppm) 3.61 และ 1.94,2.06 ตามลำดับ อยู่บนคาร์บอนท่ีอยู่ติดกันและยังพบว่าโปรตอน 
H-4 และ H-5 ซ่ึงมีสัญญาณท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ (ÔH, ppm) 2.70 และ 2.17 ppm ตามลำดับ

จาก'ข้อมูล1 3 C-NMR และ HSQC (รูปท่ี 5 ภาคผนวก- ค) พบ 2 สัญญาณของหมู่คาร์บอ 
นิลของเอไมด์ คาร์บอนท่ีค่าเคมีคอลชิพท์ (ôc, ppm) 170.2 และ 166.2 ppm พบ 3 สัญญาณของ 
เมไทน์คาร์บอนท่ี 24.7, 53.4 และ 59.0 ppm พบ 4 สัญญาณของ methylene sp3  - carbon ท่ี
22.8, 28.2, 38.6 แลฺะ 45.6 ppm และพบ 2 สัญญาณของ methyl carbon ท่ี 21.2 และ 23.4 
ppm ดังน้ันสารประกอบ L มีหมู่คาร์บอนิล 2  หมู่ และมีวง2  วง

จากผลของ COSY ยังพบความสัมพันธ์ระหว่าง H-5 และ H- 6  ซ่ึงมีสัญญาณท่ีค่าเคมีคอล 
ชิพท์ (ÔH, ppm) 2.17 และ 4.16 ppm ซ่ึงอยู่บนคาร์บอนท่ีอยู่ติดกัน

จากผลของ HMBC จะเห็นความสัมพันธ์ระหว่าง H-5 และ H- 6  กับหมู่คาร์บอนิลของเอ 
ไมด์ท่ี 172.2 ppm จึงทำให้ทราบว่า สารประกอบ 1 มีลิวซีนเป็นส่วนประกอบ
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จากผลของ ของ ‘h-NMR และ COSY พบว่า โปรตอน H-12 และ H-13 ท่ีมีค่าเคมี 
คอลชิพท์ (§11, ppm) 1.04 และ 0.99 ppm อยู่บนคาร์บอนท่ีอยู่ติดกับ H-11 กับ H-10 ท่ีมีค่าเคมี 
คอลชิพท์ (8 H, ppm) 2.10 ppm แสดงว่า H-11 กับ H-10 อยู่บนคาร์บอนท่ีอยู่ติดกัน

และจากความสัมพันธ์ของ COSY ยังพบว่า H-9 ท่ีติดกับไนโตรเจนอะตอม และ H-10 
ท่ีมีค่าเคมีคอลชิพท์ (8 h, ppm) 4.06และ2.10 ppm ตามลำดับท่ีอยู่บนคาร์บอนท่ีอยู่ติดกัน

จากข้อมูล HMBC และความสัมพันธ์ระหว่าง H-10 และ H-9 กับคาร์บอนของหมู่คาร์ 
บอนิลของเอไมด์ท่ีค่าเคมีคอลชิพท์ (ôc, ppm) 166.2 ppm ข้อมูลท่ีกล่าวข้างต้นทำให้พบว่า 
สารประกอบ 1 มีโพรลีนเป็นองค์ประกอบ

จากข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีท้ังหมดกล่าวไต้ว่าสารประกอบ I  เป็น cyclic ของ 
dipeptide ของกรดอะมีโนลิวซีนและโพรลีนเป็นองค์ประกอบ

รวมท้ังแสดงผลแสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 1 ดังตารางท่ี 4.13

ตารางท่ี 4.13 แสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 1

ตำแหน่ง 13c -n m r

(ôc)
'h -NMR

(8,,)
gHMBC gCOSY gNOESY

1 166.2 - - - -
2 NH - - - -
3 45.6 3.61 (2H, m, 3-H) C-2, C-3, N-4 H-3 H-4

4 2 2 . 8

2.06 (1H, m, 4-H) C-3 H-3, H-5 H-3, H-5

1.94 (1H, m, 4-H) C-3 H-3, H-5 H-3

5 28.2 2.39 (1H, ddd, 7=2.8, 
7.2 และ 13.2 Hz, 5-H) C-4, C-5 H-4 H-4, H-6

2.17 (1H, m, 5-H) C-4, C-5 H-4 H-4

6 59.0 4.10 (1H, dd,7= 8.0 
และ 8 . 8  Hz, 6 -H) C-3, C-4, C-7 - -

7 170.2 - - - -
8 NH 5.9 - - -
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ตารางท่ี 4.13 แสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 1 (ต่อ)

ตำแหน่ง 1 3 c-nmr
(8 C)

'h-nm b
(ร .)

gHMBC gCOSY gNOESY

9 53.4 4.06 (1H, dd, 7= 3.2 
และ 10 Hz, 9-H) C-l, C-10, c - 1 1 Ha -10 H-10, H-13

1 0 38.6

2.10 (1H, m, 10-Ha) C-l, C-9, C-11, 
C-12, C-l 3

H-9, H-ll H-9, H-13

1.56 (1H, ddd, 7= 
4.8,9.9 และ 10 Hz, 

10-Hb)

C-l, C-9, C-11, 
C-12, C-l 3

H -ll
H-9, H-13

1 1 24.7 1.76 (1H, m, 11-H) C-12, C-13
H-10,

H-12, H-13
H-12, H-13

1 2 23.4 1.04 (3H, d, 7= 6 . 8  

Hz, 12-H) C-10, C-11, C-13 H -ll H-10, H -ll, 
H-13

13 2 1 . 2

0.99 (3H,d, 7=6.8 
Hz, 13-H) C-10, C-11, C-12 H -ll H-9, H-10, 

H -ll, H-12

เม่ือค้นหาข้อมูลการวิจัยของสารชนิดน้ีพบว่าเคยมีรายงานแล้ว จึงเปรียบเทียบกับข้อมูลท่ี 
ไค้รายงานแล้ว ดังแสดงในตารางท่ี 4.14

ตารางท่ี 4.14 แสดงค่า ‘h-NMR (ÔH), 1 3 C-NMR (ôc) ของสารประกอบ1 เทียบกับ
cyclo(L-Leu-L-Pro) (Pei-Sheng และคณะ, 2004 และ Madeline และคณะ, 1995)

ตำแหน่ง สารประกอบ 1 (CDCIj, 400 MHz) Cyclo(L-Leu-L-Pro) (CDCIj, 500 MHz)
!h -n m r ,3c-n m r 'h -NMR ,3c -n m r

1 - 166.2 - 166.1
2 - NH - -
3 3.61 (2H, m, 3-H) 45.6 3.56 (2H, m, 3-H) 45.4

4 2.06 (1H, m, 4-H)
2 2 . 8

1.98-2.09 (2H, m, 4-H) 22.71.94(1 H, m, 4-H) 1.90 (1H, m, 4-H)
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ตารางที่ 4.14 แสดงค่า 'H-NMR (ôh), 1 3 C-NMR (8 c) ของสารประกอบ 1 เทียบกับ
cyclo(L-Leu-L-Pro) (Pei-Sheng และคณะ, 2004 และ Madeline และคณะ, 1995) 
(ต่อ)

ตำแหน่ง
สารประกอบ 1 (CDClj, 400 MHz) Cyclo(L-Leu-L-Pro) (CDClj, 500 MHz)

'h-NMR 1 3 c-nmr ‘h-NMR ,3 C-
NMR

5
2.39 (1H, ddd, 7= 2.8, 7.2 

และ 13.2 Hz, 5-H) 28.2
2.35 (1H, dddd, 7 = 3.2,8.0, 

8.0 และ 12.8 Hz, 5-H) 28.1
2.17 (1H, m, 5-H) 2.13 (1H, m, 5-H)

6

4.10 (1H, dd, 7= 8.0 และ 
8 . 8  Hz, 6 -H) 59.0 4.11 (1H, t, 7= 8.0 Hz, 6 -H) 59.0

7 - 170.2 - 170.1
8 - NH - -

9 4.06 (1H, dd, J  = 3.2และ 
10 Hz, 9-H) 53.4 4.01 (1H, dd, 7 = 3.4 และ 

9.6 Hz, 9-H) 53.4

1 0

2.10 (1H, m, 10-H)
38.6

1.98-2.09 (2H, m, 10-H)
38.61.56 (1H, ddd, 7= 4.8,9.9 

และ 10 Hz, 10-H)
1.52 (1H, ddd, 7= 5.0,9.6 

และ 14.8 Hz, 10-H)
1 1 1.76 (1H, m, 11-H) 24.7 - 24.7

1 2

1.04 (3H, d, 7= 6 . 8  Hz, 12- 
H) 23.4 1.00 (3H, d, 7= 6.4 Hz, 12- 

H) 23.3

13 0.99 (3H,d, 7= 6 . 8  Hz, 13- 
H) 2 1 . 2

0.96 (3H,d, 7=6.8 Hz, 13- 
H) 2 1 . 2

จากข้อมูล 2D-NMR ผลจากการวิเคราะห์ด้วย gHSQC, gHMBC และ gCOSY (รูปท่ี 5-8 
ในภาคผนวก ค) ประกอบกับข้อมูล 'h-NMR และ nC-NMR ท่ีสรุปไว้ดังตารางท่ี 4.14 ข้อมูล 
จากแบสสเปกตรัม (HRÆS-TOF MS spectrum) และการเปรียบเทียบ 'h-NMR และ 1 3 C-NMR ของ 
สารประกอบ 1 กับ Cyclo(L-Leu-L-Pro) (Pei-Sheng และคณะ, 2004 และ Madeline และคณะ, 
1995) พบว่าสารท้ังสองมีค่าเคมิคอลชิฟท์ใกล้เคียงกัน ทำให้สามารถสรุปได้ว่าสารประกอบ I  คือ



80

Cyclo(L-Leu-L-Pro) หรือ 3-isobutyl-hexahydropyrolo [1, 2-a] pyrazine-1, 4-dione ท่ีมีโครงสร้างดัง 
รูปท่ี 4.32-4.35

เปที่ 4.32 โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ 1

รูปฑ 4.33 gHMBC ของสารประกอบ!
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รูปท่ี 4.34 gCOSY ของสารประกอบ1

รูปที่4.35 gNOESY ของสารประกอบ1

นอกจากน้ันเพ่ือเป็นการยืนยันว่าสารประกอบ 1  เป็น cyclo(L-Leu-L-Pro) จึงได้ทำ 
X-ray ซ่ึงผลแสดงดังรูปท่ี 4.36
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รูปที 4.36 โครงสร้าง X-ray ของสารประกอบ 1

จาการทดลองนีพบสาร cyclo(L-Leu-L-Pro) เป็นคร้ังแรกในราจีนัส Alternaria sp. 
นอกจากนันเป็นรายงานการพบสาร cyclo(L-Leu-L-Pro) จากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ตัวอย่างเช่น

ในปี 2002 Yongcheng Lin และคณะ ได้รายงานการพบ Cyclo(L-Leu-L-Pro) จากเช้ือ 
รา Veruculina enalia No. 2606 จากตนโกงการในทะเลสาบ Bahamas (Yongcheng Lin และ 
คณะ, 2 0 0 2 )

Cyclo(L-Leu-L-Pro) เป็นสารออกฤทธึทางชีวภาพในการยับย้ังการผลิต aflatoxin จากเช้ือ 
รา Aspergillus parasiticus ชนิดใหม่สามารถพบได้ในเชือแบคทีเรีย (Pei-Sheng และคณะ, 2004) 
โดยสารชนิดนีจะไปยับยังการผลิตสาร norsolorinic acid ท่ีเป็นสารต้ังด้นในการสร้าง aflatoxin 
จากเชอรา A. parasiticus

มีรายงานว่า Cyclo(L-Leu-L-Pro) สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือ vancomycin-resistance 
enterococci (VRE) และ pathogenic yeasts รวมทังยังมีคุณสมบัติเป็น anti-mutagenic activity 
ใน Samonella typhimurium TA 98 และ TA 100 (Ki-Hyeong, 2004)

นอกจากน้ันในปี 2005 มีรายงานการพบ Diketopiperazines จากส่วนสกัดของน้ัาเล้ียงรา 
Aspergillus fumigatus โดยพบสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของราได้ (Niege A.
J. c . Furtado และคณะ, 2005)



83

4.7.1.2 การทำให้บริสูฑธิ่แอะสมฟ้ติทางเคมีของสารประกอบ 2
สารประกอบ 2 เป็นผลึกสีขาว ซ่ึงได้มาจากลำดับส่วนท่ี BE017 ของสารสกัด 

หยาบเอธิลอะซิเตตจากนำเลียงรา ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ และใช้ 2 % เมธานอลในได 
คลอโรมีเธนเป็นตัวชะ จากนันนำมาลงคอลัมน์โครมาโทกราฟอีกคร้ังโดยใช้ 1 0 0 % ไดคลอโรมี 
เธน-เมธานอลเป็นตัวชะ พบว่าส่วนท่ี 129-132 โดยใช้ 5 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธนเป็นตัว 
ชะ มีผลึกสีขาวปนกับนำมันสีล้ม จากนันล้างนำมันสีล้มออกด้วยไคคลอโรมีเธนและเมธานอล
แล้วกรองแยกผลึกออกมา แล้วนำมาตกผลึกซ้ําด้วยตัวทำละลายผสมไดคลอโรมีเธน-เมธานอล ได้ 
ผลึกสีขาวหนัก 21.2 มิลลิกรัม ( 0.0964% ) ละลายได้ในดิวเทอร์เรียมออกไซด์ 
สารประกอบ2  มีค่า mp= 314-315 °c

[a f°D - 6 (c 0.05, H2 ๐)
^  CH2 C12  (8 ): 264.06 นาโนเมตร (รูปท่ี 9 ในภาคผนวก ค) 
\nax H 2°  (£): 263.75 นาโนเมตร (Fashman, G.D.,1975) 
V^KBr),: 3449 (m), 2925 (m), 1670 (ร), 1448 (m)
และ 770 (m) cm1 (รูปท่ี 10 ในภาคผนวก ค)

ตารางท่ี 4.15 ตำแหน่งการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ 2

แถบการดูดกลืนแสง (cm 1) ความเข้ม แสดงลักนณะ
3259 ปานกลาง N-H ส่ันแบบยืดของ Amine
2954 ปานกลาง C-H ส่ันแบบยืดของ Alkane
1677 สูง ๐ = 0 ส่ันแบบยืดของ Ketone
1439 ปานกลาง C-H ส่ันแบบงอของ CH3

จากข้อมูลแมสสเปกตรัม (HRÆS-TOF MS spectrum) ของสารประกอบ 2 (รูปท่ี 11 
ภาคผนวก ค) พบว่าสารประกอบมีมวลโมเลกุล [M+H]+ mJzะ 127.0521; cal 127.0507 ทำให้รู้สูตร 
โมเลกุล1ของ สารประกอบ 2 คือ C5H6N2 ๐ 2  ซ่ึงมีค่า DBE เท่ากับ 4

ôH (DMSO, 400 MHz): 2.48 (3H, ร, CH3), 7.22 (1H, ร, 6 -H) , 10.57 (1H, ร, 1-H) และ
10.96 (1H, ร, 3-H) ppm (รูปท่ี 12 ในภาคผนวก ค)

ôc(DMSO, 100 MHz ): 12.2 (C-5), 108.1 (C-5), 138.2 (06) ), 151.9 (C-4) และ 165.3 
(02) ppm (รูปท่ี 13 ในภาคผนวกค)



84

จากข้อมูล I3 C-NMR (รูปท่ี 13 ภาคผนวก ค) พบสัญญาณ carbonyl carbons ท่ีค่าเคมิคอล 
ชพท รc 151.9 และ 165.3 ppm พบสัญญาณ olefenic methine carbon ทค่าเคมคอลชพท 8 C 137.8 
ppm และ พบสัญญาณ methyl carbon ท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ ôc 1 2 . 2  ppm ดัง'น้ันสารประกอบ 2  มีหมู่ 
คาร์บอนิล 2  หมู่ พันธะคู่ 1  พันธะ และมีวง 1  วง

จากข้อมูลทางสเปกโทรสโกปีพบว่าสารประกอบ 2 คือ Thymine ซ๋ึงมีข้อมูล 1 3 C-NMR 
และ‘h-NMR ของสารประกอบ 2 เทียบกับ Thymine แสดงดังตารางท่ี 4.16 และโครงสร้างของ 
สารประกอบ 2 แสดงดังรูปท่ี 4.37

ตารางท่ี 4.16 เปรียบเทียบ I3 C-NMR และ ‘h-NMR ของสารประกอบ 2 กับ Thymine

ตำแหน่ง สารประกอบ2 Thymine (Pretsch, 2000)
ôc (100 MHz) 8h (400 MHz) 8C (125 MHz) ÔH (500 MHz)

1 - 10.57 - ไม่รายงาน
2 165.3 (ร) - 162.5 (ร) ไม่รายงาน
3 - 10.98 - ไม่รายงาน
4 151.9 (ร) - 151.6 (ร) ไม่รายงาน
5 107.8 (ร) - 108.1 (ร) ไม่รายงาน
6 137.8 (ร) 7.22 138.1 (ร) ไม่รายงาน
7 12.2 (ร) 2.48 11.9 (ร) ไม,รายงาน

เปที่ 437 โครงสร้างของสารประกอบ 2
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4.7.1.3 การทำให้บริสูทธิและสมบ้ติทางเคมีของสารประกอบ 3
สารประกอบ 3 เป็นผงสีขาว ซ่ึงได้มาจากสารสกัดหยาบเอธิลอะชีเตตจากส่วนน้ําเล้ียง 

ปริมาณ 4.41 กรัม และได้จากลำดับส่วนท่ี BE 018 ของสารสกัดหยาบเอธิลอะซีเตตจากน้ําเล้ียง 
เชือ ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ และใช้ 2-4 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธนเป็นตัวชะ 
กรองแยกผงสีขาวออกมาโดยล้างด้วยไดคลอโรมีเธน-เมธานอล ได้ผงสีขาวหนัก 149 มิลลิกรัม 
(รวม 4.559 กรัม)(20.72 % พ/v)

สารประกอบ3 mp = 326-329 °c
[a]20D -10 (c 0.075, Et0Ac+H20 )
m̂ax (EtOH :H2O) (ธ): 256.97 nm ; (รูปท่ี 14 ในภาคผนวก ค) 

V^KBr): 3420 (m), 1738(s), 1671 (m) และ 854 (ร) cm'1 (รูป 
ท่ี 15 ในภาคผนวก ค)

ตารางที่ 4.17 ตำแหน่งการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ 3

แถบการดูดกลืนแสง (cm 1) ความเข้ม แสดงลักษณะ
3420 ปานกลาง N-H ส่ันแบบยืดของ Amine
1738 สูง C-H ส่ันแบบยืดของ Alkane
1671 ปานกลาง c = 0 ส่ันแบบยืดของ Ketone
858 สูง C-H ส่ันแบบงอนอกระนาบ

จากข้อมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum) ของสารประกอบ 3 (รูปท่ี 16 
ภาคผนวก ค) พบว่าสารประกอบมีมวลโมเลกุล [M+H]+ m/z: 113.0370; cal 113.0351 ทำให้รู้สูตร 
โมเลกุลของ สารประกอบ 3 คือ C4 H4 N2 0 2  ซ่ึงมีค่า DBE เท่ากับ 4

ÔH (DMSO, 400 MHz): 3.73 (1H, dd, /=  3.6 และ 4.8 Hz, 6 -H) และ4.13 (1H, dd, J =  4.4 
และ 6.0 Hz, 3-H) ppm (รูปท่ี 17 ในภาคผนวก ค)

ôc(DMSO, 100 MHz ): 100.7 (C-5), 142.7 (C-6 ), 152.2 (C-2) และ 164.3 (C-4) ppm (รูป 
ท่ี 18 ในภาคผนวกค)
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ผลการวิเคราะห์2D-NMR ของสารประกอบ 3 ประกอบด้วย gHSQC, gHMBC, gCOSY 
และ gNOESY (รูปท่ี 19-22 ในภาคผนวก ค)

โดยอาศัยข้อมูลจากคาร์บอน-!ร นิวเคลียร์แมคเนติกเรโซแนนช์สเปกตรัมและ HSQC 
(รูปท่ี 19 ภาคผนวก ค) พบสัญญาณ amide carbonyl carbons ท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ ôc 152.0 และ
164.3 ppm และเมไทนคารบอน (methine carbon) ทค่าเคมคอลชพท ôc 100.7 และ 142.7 ppm 
ดังนิ'นสารประกอบ 3 มีหมู่คาร์บอนิล 2 หมู่ พันธะคู่ 1 พันธะ และมีวง 1 วง

จากผลของ HSQC พบว่า C ท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ Ôc 142.7 และ 100.7 ppm แสดงถึง 
คาร์บอนท่ีเป็น CH ของโอเลหิเนิกคาร์บอน (olefïnic carbon) ซ่ึงคาร์บอนท่ีตำแหน่งดังกล่าวจะมี 
สัญญาณท่ีค่าเคมีคอลชิพท์ (ร11, ppm) ท่ีตำแหน่งโปรตอน 7.40 และ 5.46 ppm

จากผลของ 'h-NMR และ COSY พบว่า โปรตอน H-5 และ H- 6  ท่ีค่าเคมีคอลชิพท์ ÔH 7.40 
และ 5.46 ppm ตามลำดับ อยู่บนคาร์บอนท่ีอยู่ติดกันและมีค่า coupling constant = 2.4 Hz และ 
สัญญาณท่ีค่าเคมีคอลชิพท์ ÔH 11.04และ 10.88 ppm เป็นของไนโตรเจน

จากผลของ HMBC แสดงให้เห็นว่าโปรตอน H-5 มีความสัมพันธ์กับคาร์บอน C-4 และ 
C- 6  ส่วนโปรตอน H- 6  มีความสัมพันธ์กับคาร์บอน C-2, C-4 และ C-5 จากความสัมพันธ์ของ 
HMBC นี้ แสดงให้เห็นว่าควรมีลักษณะโครงสร้างดังน้ี

จากผลของสเปกโตรสโคปีท้ังหมดสรุปได้ว่าสารประกอบ 3 มีโครงสร้างดังรูปท่ี 4.38 คือ 
pyrimidine-2,4(lH, 3H)-dione หรือ uracil
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ตารางท่ี 4.18 แสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 3

ตำแหน่ง 1 3 c-nmr
(Sc)

'h-NMR
(ร,.)

gHMBC gCOSY gNOESY

1 NH 1 0 . 8 8 - H- 6 H- 6

2 152.0 - - - -
3 NH 11.04 - - H- 6

4 164.3 - - - -

5 100.7
5.46 (1H, dd, J=  

0.60 และ 2.6 Hz, 5- 
H)

C-4,C-6 H- 6 H- 6

6 142.7 7.40 (1H, d, J = 5.6, 
6 -H) C-2, C-4,C-5 H-l, H-5 H-l,H-3,H-5

จากข้อมูล 2D-NMR ผลจากการวิเคราะห์ด้วย gHSQC, gHMBC และ gCOSY (รูปท่ี 19-
22ในภาคผนวกค)ประกอบกับข้อมูล 'h-NMR (รูป'ท่ี17) และ1 3 C-NMR (รูปที่18) ท่ีสรุปไว้ดัง 
ตารางท่ี 4.16 และข้อมูลจากแมสสเปกตรัม (HRÆS-TOF MS spectrum) สามารถสรุปได้ว่า 
สารประกอบ 3 คือ Uracil หรือ pyrimidine-2,4(17/,3//)-dione ท่ีมีโครงสร้างดังรูปท่ี 4.38-4.41

ร ูป ท ี่4 .3 8  โค รงส ร ้างท างเค ม ีข อ งส ารป ระ ก อ บ  3



8 8

รูปท่ี 4.39 gHMBC ของสารประกอบ 3

O

รูปที่4.40 gCOSY ของสารประกอบ3
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O

รูปท่ี 4.41 gNOESY ของสารประกอบ3

Alyssa และ คณะ พบว่า Lactic Acid Bacteria (Lactobacillus brevis sp. Lactobacillus 
fermentum, Lactobacillus plantarum, Pediococcus sp. และ Leuconostoc mesenteroides) ยีสต์

ร '

(1Saccharomyces cerevisiae และ Debaryomyces hansenii) และเชือรา (Alternaria solani และ 
Cladosporium  sp.) สามารถเปล่ียน Uridine ท่ีมีอยู่ในมะเขือเทศสุกให้เป็น Uracil ได้ (Alyssa และ 
คณะ, 2005)

จากงานวิจัยของ Rajendra, P. M. และคณะ, 2001 สามารถแยก Uracil ได้จากสารสกัด 
หยาบเอธิลอะซีเตตจาก Limnic bacteria เม่ือเล้ียงในอาหาร Luria-Bertani เป็นเวลา 3 วัน ท่ี 28 °c

4.7.1.4 การทำให้มริสุทธิ่และสมบ้ดิทางเคมีของสารประกอบ 4
สารประกอบ 4 เป็นผลึกสีขาว ซ่ึงได้มาจากลำดับส่วนท่ี BE023 ของสารสกัดหยาบ

เอธิลอะชิเตดจากน้ําเล้ียงรา ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ และใช้ 6 - 1 0  % เมธานอลในได 
คลอโรมีเธนเป็นตัวชะ ล้างน้ํามันสีห้มออกด้วยเมธานอลแล้วกรองแยกผลึกออกมา ได้ผลึกสีขาว 
หนัก 31.9 มิลลิกรัม (สารประกอบ 4J ละลายได้ในไดเมธิลชัลฟอกไซด์

สารประกอบ4 MW =158
mp = 229-230 ๐C 
[a]20° -7(c 0.05,EtOH:H2O, 1:1)
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สารประกอบ 4 ละลายได้ในไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และ EtOH ะ H20  ใน 
อัตราส่วน 50:50 มีจุดหลอมเหลว 229-230 °c

FT-IR สเปกตรัม (KBr), Vmax (cm'1): 3438 (ร), 1720 (m), 1529 (ร) และ 1181 (ร) cm' 1 

(รูปท่ี 23 ในภาคผนวก ค)

ตารางที่ 4.19 ตำแหน่งการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ 4

แถบการดูดกลืนแสง (cm1) ความเข้ม แสดงลักษณะ
3438, 3337 สูง N-H ส่ันแบบยืดของ Amine
3061,3186 สูง nh 2 ส่ันแบบยืดของ Amine
1781,1720 ปานกลาง CO ส่ันแบบยืดของ Ketone

2762 สูง C-H ส่ันแบบยืดของ Ketone
1666 สูง C-N ส่ันแบบงอนอกระนาบ

จากข้อมูลแมสสเปกตรัม (HR/ES-TOF MS spectrum) ของสารประกอบ 4 (รูปท่ี 24 
ภาคผนวก ค) พบว่าสารประกอบมีมวลโมเลกุล [M+Naf m /z :  181.0038; cal 181.0036 ทำให้รู้ 
สูตรโมเลกุลของสารประกอบ4 คือ C4 H6N4 0 3  ซ่ึงมีค่า DBE เท่ากับ 4

จากผลของ COSY พบว่า ÔH 5.21 ppm มีความสัมพันธ์กับ ÔH 6.92 ppm ทำให้ทราบว่า 
ตำแหน่ง N-3 อยู่ใกล้เคียงกับ C-2

จากผลของ HMBC พบว่า H-4 มีความสัมพันธ์กับ C-2, C-3, C-5 และ H-3 มี 
ความสัมพันธ์กับ C -2 และ C-5 ทำให้ทราบว่า C-3 และ C-4 อยู่ใกล้เคียงกับหมู่คาร์บอนิล และ H-7 
มีความสัมพันธ์กับ C-3 ทำให้ทราบว่า N-7 ใกล้เคียงกับ C-3 และ H-9 มีความสัมพันธ์กับ C- 6  ทำ 
ให้ทราบว่า 0-9 อยู่ใกล้เคียงกับ C- 6

จากข้อมูล 2D-NMR (รูปท่ี 27-30 ในภาคผนวก ค) ประกอบกับข้อมูล ‘h-NMR (รูปท่ี 25) 
และ l3 C-NMR (รูปท่ี 26) ท่ีสรุปไว้ดังตารางท่ี 4.19 และข้อมูลจากแมสสเปกตรัม (HRÆS-TOF 
MS spectrum) สามารถสรุปได้ว่าสารประกอบ 4 คือ 3-amino-6-(hydroxyamino)piperazine-2,5- 
dione ท่ีมีโครงสร้างดังรูปท่ี 4.42-4.45
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ตารางท่ี 4.20 แสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 4

ตำแหน่ง 1 3 c-nmr
(8 c)

‘h-nm r
(8 ,)

gHMBC gCOSY gNOESY

1-NH - 8.04 (ร) C-2, C-3, C- 6 - -
2 174.0 - - - -
3 62.8 5.21 (2H, d, 

J= 8 Hz)
C-2, C-5 H-4 H-4

4-NH - 6.92 (1H, d, 
J=8 Hz)

C-2, C-3, C-5 H-3 H-3, H-7

5 157.9 - - - -
6 157.2 - - - -

7-NH2 - 5.79 (ร) - - H-4
8 - - - - -

9-OH - 10.56 (ร) C- 6 - -

รูปที่4.42 โ ค รงส ร ้างท างเค ม ีข อ งส ารป ระ ก อ บ  4
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รูปท่ี 4.43 gHMBC ของสารประกอบ 4

ร ูปท ี่4.44 gCOSY ของสารประกอบ4

5.21 O

10.56

รูปท่ี 4.45 gNOESY ของสารประกอบ 4
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4.7.2 การเฒกองค์ประกอบทางเคมีของส่วนสกัดหย-ฌเอธิออะชิเตดจากเส้นใย
นำส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเส้นใย น้ําหนัก 700 บิลลิกรัม มาแยกด้วยเทคนิค 

คอลัมน์โครมาโทกรา  ̂ โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ (81.40 กรัม) คอลัมน์มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 2.0 เซนติเมตร สูง 50.0 เซนติมตร ตัวชะท่ีใช้ ได้แก่ เฮกเซน-ไดคลอโรมีเธน, ได 
คลอโรมีเธน, ไดคลอโรมีเธน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำดับ

ตารางท่ี 4.21 การแยกส่วนสกัดหยาบเอธิลอะซิเตตจากเส้นใยราเอนโคไฟต์ Alternaria sp.

อำดับส่วนท่ี 
(ก่อน)

อำดับส่วนท่ี 
(หอัง) ตัวชะ อักษณะของสาร น้ําหนัก 

(มีออิกรัม)
1 - 8 ME01 50 % เฮกเชนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองใส 3.72

9-14 ME02 50 % เฮกเชนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 4.75
15-40 ME03 50 % เฮกเชนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 22.6

41-50 ME 04 40 % เฮกเชนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองปน 
ของแข็งสีขาว 31.9

51-60 ME05 40 % เฮกเชนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองส้ม 
ปนน้ํามัน 19.8

61-89 ME06 40-30 % เฮกเซนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองปน 
น้ิามัน 2.25

90-143 ME07 30-25 % เฮกเซนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองอ่อน 
เหนียว 7.87

144-229 ME08 25-20% เฮกเชนในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีส้ม 2.63
230-260 ME09 20-15% เฮกเชนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน์าตาล 10.5
261-464 ME010 15-0% เฮณซนในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน้ําตาล 22.7
465-505 ME011 100% ไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน์าตาล 30.1
506-514 ME012 2 % เมธานอลในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 1 2 . 1

515-549 ME013 2 % เมธานอลในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 23.1
550-569 ME014 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองปน 

ของแข็งสีขาว 17.0

570-634 ME015 2 % เมธานอดในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองส้ม 
ปนน์ามัน 23.3

635-669 ME016 2 % เมธานอลในไดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลืองปน 
นามัน 21.9
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ต าร างท ี่ 4 .21  ก ารแ ยก ส ่ว น ส ก ัด ห ย าบ เอ ธ ิล อ ะ ซ ิเต ต จ าก เส ัน ใย ร าเอ น โด ไ ฟ ต ์ A lte m a r ia  sp. (ต ่อ )

ลำดับส่วนท่ี 
(ก่อน)

ลำดับส่วนท่ี 
(หลัง) ตัวชะ ลักษณะของสาร น้ําหนัก 

(นิลลิกรัม)
670-719 ME017 2-2. % เมธานอลในไคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีเหลือง 

อ่อนเหนียว 2 2 . 2

720-815 ME018 2.5 % เมธานอดในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีล้ม 19.9
816-894 ME019 2.5-3 % เมธานอลในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน์าตาล 11.3
895-995 ME020 4-6 % เมธานอลในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน้ําตาล 

เข้ม 2 1 . 2

956-970 ME021 6 % เมธานอลในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีนำตาล 
เข้ม 23.4

971-10 ME022 6-8 % เมธานอลในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีนำตาล 
เข้ม 15.5

1061-1127 ME023 8-15 % เมธานอลในดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน์าตาล 28.3
1128-1150 ME024 15 % เมธานอลในคคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน์าตาล 

ล้ม 28.5
1151-1187 ME025 15-20 % เมธานอลในดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน้ําตาล 16.5
1188-1209 ME026 20-30 % เมธานอลในดคลอโรมีเธน สารสกัดหยาบสีน์าตาล 

เข้ม 1 0 . 2

1210-1217 ME027 50-100% เมธานอลในคคลอโรมี 
เธน น้ํามันสีเหลืองใส 79.8

4.7.2.1 การทำให้บริอุ[ทธิแล ะสมฟ้คิทางเคมีของสารประกอบ 5
สารประกอบ 5 เป็นของแข็งสีขาว ซ่ึงได้มาจากลำดับส่วนท่ี ME04 ของส่วนสกัดหยาบ 

เอธิลอะซิเตตจากเล้นใย ท่ีแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราหีเ โดยใช้ 40 % เฮกเซนในไดคลอโรมีเทน 
เป็นตัวชะ ได้น้ํามันสีเหลืองปนของแข็งสีขาว แล้วนำล้างส่วนน้ํามันออกด้วยเฮกเซนจะได้ของแข็ง 
สีขาวหนัก 21.4 มิลลิกรัม (0.0973%)
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Rf = 0.65 (50 % Hexane ใน CHjCl2) 
mp = 182-183°c
V^OCBr): 3424 (br), 2953 (ร), 2863(s), 1703 (m), 1633 (m), 1555 (m), 1450 (m), 

1365(m), 1267 (พ), 1225 (พ), 1155 (พ), 1038 (m) และ 960 (m) cm1 ดังแสดงในตารางที 4.22 
(รูปท่ี 31 ภาคผนวก ค)
ตารางท่ี 4.22 ตำแหน่งการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารประกอบ 5

แสบการดูดกลืนแสง (cm 1) Vความเข้ม แสคงลักษณะ
3424 กว้าง 0-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

จากข้อมูลแมสสเปกตรัม (HRÆS-TOF MS spectrum) ของสารประกอบ 5 (รูปท่ี 32 
ภาคผนวก ค) พบว่าสารประกอบมีมวลโมเลกุล [M+Naf m/z: 433.1627; cal 433.1627 ทำให้รู้ 
สูตรโมเลกุลของ สารประกอบ 5 คือ € 2 8 H4 4 ๐ 3

จากข้อมูล 'h-NMR ของสารประกอบ 5 (รูปท่ี 33 ภาคผนวก ค) พบตำแหน่งของ
โปรตอนท่ี สัญญาณท่ีค่าเคมิคอลชิพท์ ÔH 6.53 (1H, d, J  =  4.8, H-6 ), 6.27 (1H, d, J =  8.4, H-7)
5.25 (lH,dd, J; = 7.6 และ J2 = 14.8, H-22), 5.18 (1H, dd, J  1=  7.6 และ J2 = 14.8, H-23), 4.00 (1H, 
m, H-3), 2.14 (1H, m, H-l), 2.07 (1H, m, H-20), 2.04 (1H, m, H-12), 1.98 (1H, m,H-4), 1.95 
(1H, m, H-l), 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
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(1H, เท, H-l 1), 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-ll), 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 
(3H, ร, H-l9), 0.87 (3H, d, /=  6.0, H-26), 0.85 (3H, ร, H-18) และ 0.84 (3H, d, J  =  6.0, H-21) ppm

ท่ีตำแหน่งของโปรตอน 6.53, 6.27, 5.25 และ 5.18 ppm แสดงโปรตอนของคาร์บอนท่ีมี
พันธะคู่

ท่ีตำแหน่งโปรตอน 2.07, 1.89, 1.60, 1.53, 1.52 และ 1.26 ppm แสดงโปรตอนของเทอร์- 
เชียรีคาร์บอน (-CH)

ท่ีตำแหน่งโปรตอน2.14,2.04, 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 แสดงโปรตอนของเมทิลีนคาร์บอน (-CH2)

ท่ีตำแหน่งโปรตอน 1.03, 0.95, 0.91, 0.87, 0.85 และ 0.84 ppm แสดงโปรตอนของเมทิล
คาร์บอน

จาก I3 C-NMR ของสารประกอบ 5 (รูปท่ี 34 ภาคผนวก ค) พบตำแหน่ง 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 (C-13), 42.79 (CH-24), 39.77 (CH-20), 39.35 (CH-12), 
36.98 (C-10), 36.92 (CH2 -1), 34.70 (CH2-4), 33.08 (CH-25), 30.10 (0^-2), 28.68 (CH2-15), 
23.42 (CH2-16), 20.90 (CH3 -2 7 ), 20.65 (CT^-ll), 19.98 (CHj-26), 19.67 (CH3 -2 D, 18.21 (CH3 - 
19), 17.59 (CH3 -2 8 ) และ 12.89 (CH3 -I8 ) ppm

ท่ีตำแหน่งคาร์บอน 135.44, 135.22, 132.31 และ 130.75 ppm แสดงถึงคาร์บอนท่ีมีพันธะคู่ 
ท่ีตำแหน่งคาร์บอน 82.20, 79.46, 44.58 และ 36.98 ppm แสดงถึงควอเทอนารีคาร์บอน 
ท่ีตำแหน่งคาร์บอน 56.19, 51.69, 51.08, 42.79, 39.77 และ 33.08 ppm แสดงถึงเทอร์เชียรี

คาร์บอน
ท่ีตำแหน่งคาร์บอน 39.35, 36.92, 34.70, 30.10, 28.68, 23.42 และ 20.65 ppm แสดงถึง 

เมทิลีนคาร์บอน
ท่ีตำแหน่งคาร์บอน 20.90, 19.98, 19.67, 18.21, 17.59 และ 12.89 ppm แสดงถึงเมทิล

คาร์บอน
ผลการวิเคราะห์ 2D-NMR ของสารประกอบ 5 ประกอบด้วย gHSQC, gHMBC, gCOSY 

และ gNOESY (รูปท่ี 35-38 ในภาคผนวก ค)
รวมท้ังแสดงผลแสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 5 ดังตารางท่ี 4.23
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ตารางที่ 4.23 แสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 5

ตำแหน่ง
13c -n m r 'h -n m r

(5C) (ร»)
gHMBC gCOSY gNOESY

2.14 (1H, เท), C2, C-3, C-8, C-10 H-19 H-191 36.92
1.95 (1H, m) C-3 - -
1.87 (1H, m), C-4 _ H-92 30.10
1.58 (1H, เท) - H-3 -

3 66.46 4.00 (1H, เท) - H-2 -
1.98 (1H, เท), - _ _

4 34.70
1.74 (1H, เท) - -

5 79.46 - - - -
6.53

6 130.75 (1H, d, J = C-5, C-8, C-9 H-7 H-7
4.8)
6.27

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

8 82.20 - - - -
9 51.08 1.53 (1H, เท) C-5, C -7,0 1 4 - H-2, H-19
10 36.98 - - - -

1.64(1 H, เท), C-9 - -

11 20.65
1.42 (1H, เท) 0 1 4 - H-14
2.04 (1H, เท), 0 1 7 - -

12 39.35
1.28 (1H, เท) C-9 - -

13 44.58 - - - -
14 51.69 1.60 (1H, เท) 0 1 1 ,0 1 3 ,0 1 5 - H-11

1.78 (1H, เท), - - H-1115 28.68
1.38 (1H, เท) 0 1 4 , 0 1 7 - -
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ตารางท่ี 4.23 แสดงข้อมูล 1D และ 2D ของสารประกอบ 5 (ต่อ)

ตำแหน่ง ,!c-nmr
(8 c)

'h-nmk
(8 .) gHMBC gCOSY gNOESY

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

C-13, C-14 
C-13, C-15

H-17 H-21, H-18

17 56.19 1.26 (1H, m) C-13, C-15 H-16 H-16
18 12.89 0.85 (3H, ร) C-14, C-17 - H-16, H-17

19 18.21 0.93 (3H, ร) C-l, C-4, C-8 , 
C-9, C-10 - H-l, H-9

2 0 39.77 2.07 (1H, m) C-17 - -

2 1 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

2 2

132.3113
2.31

5.25 (1H, dd, 
I  1=  7.6 และ^ 

= 14.8)
C-20, C-24, C-26 H-23 H-23

23 135.22
5.18 (1H, dd, 

I  1=  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,y 
= 6 .0 )

C-24, C-27 H-25 -

27 20.90 1.03 (3H, d, J  
= 6 .0 )

C-23, 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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เม่ือทำการค้นหาข้อมูลการวิจัยของสารชนิดนีพบว่าเคยมีรายงานแล้ว จึงทำการ
เปรียบเทียบกับข้อมูลท่ีไค้รายงานแล้ว ดังแสดงในตารางท่ี 4.24

ฅารางท่ี 4.24 เปรียบเทียบ 1 3 C-NMR และ ‘h-NMR ของสารประกอบ 5 กับ Ergosterol peroxide

ตำแหน่ง สารประกอบร Ergosterol peroxide (Bok, 1999)
ôc (100 MHz) ÔH (400 MHz) 8 C (50 MHz) ÔH (500 MHz)

1 36.92 (t) 2.14 (m), 1.95 (m) 39.4 (t) ไม่รายงาน
2 30.10 (t) 1.87 (m),1.58 (m) 30.1 (t) ไม่รายงาน
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) ไม่รายงาน
5 79.46 (ร) - 79.4 (ร) -

6 130.75 (d) 6.53 (d, .7=4.8) 130.7 (d) 5.95 (d, 7=4.8)
7 135.44 (d) 6.27 (d, .7=8.4) 135.4 (d) 6.29 (d,7= 8.4)
8 82.20 (ร) - 82.7 (ร) -
9 51.08(d) 1.53 (m) 34.7 (d) ไม่รายงาน

1 0 36.98 (ร) - 36.9 (ร) -
1 1 20.65 (t) 1.64 (m), 1.42 (m) 20.9 (t) ไม่รายงาน
1 2 39.35 (d) 2.04 (m), 1.28 (m) 39.4 (d) ไม่รายงาน
13 44.58 (ร) - 44.6 (ร) -
14 51.69(d) 1.60 (m) 51.7 (d) ไม่รายงาน
15 28.68 (t) 1.78 (m), 1.38 (m) 28.6 (t) ไม่รายงาน
16 23.42 (t) 1.53 (m), 1.26 (m) 23.4 (t) ไม่รายงาน
17 56.19(d) 1.26 (m) 56.3 (d) ไม่รายงาน
18 12.89 (q) 0.85 (ร) - 12.9 (q) 0.61 (ร)
19 18.21 (q) 0.93 (ร) 18.7 (q) 0.67 (ร)

2 0 39.77 (d) 2.07 (m) 39.7 (d) ไม่รายงาน
2 1 19.67 (q) 0.84 (d, 7= 6.0) 19.6 (q) 1.00 (d, 7=6.49)
2 2 132.31 (d) 5.25 (dd, J  1= 7.6 และ J 2 =  14.8) 132.3 (d) 5.25 (dd,/7=7.6 และ J 2 =  15.3)
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ตารางที่ 4.24 เปรียบเทียบ 13C-NMR และ ‘h -NMR ของสารประกอบ 5 กับ Ergosterol peroxide 
(ต่อ)

ตำแหน่ง สารประกอบ 5 Ergosterol peroxide (Bok, 1999)
5C (100 MHz) ÔH (400 MHz) ôc (50 MHz) ÔH (500 MHz)

23 135.22(d) 5.18 (dd, J  1= 7.6 และ./; = 14.8) 135.2 (d) 5.14 (dd,/,= 8.4 และ /;= 15.3)
24 42.79 (d) 1.89 (m) 42.8 (d) ไม่รายงาน
25 33.08 (d) 1.52 (m) 33.0 (d) ไม่รายงาน
26 19.98 (q) 0.87 (d, 7=6.0) 19.9 (q) 0.91 (d, 7 =  6.8)
27 20.90 (q) 1.03 (d, 7 =  6.0) 20.7 (q) 0.91 (d, 7=6.7)
28 17.59 (q) 0.95 (d, 7 =  6.8) 17.5 (q)

จากข้อมูลทางสเปกโทสโกปี และการเปรียบเทียบค่าเคมีคอลชิฟท์ของคาร์บอน-!รและ
โปรตอนของสารประกอบ 5 กับ ergosterol peroxide (Bok, 1999) พบว่า สารท้ังสองมีค่าเคมีคอล 
ชิฟทใกล้เคียงกัน ทำให้สามารถสรุปได้ว่าสารประกอบ 5 คือ ergosgterol peroxide (5a,8 a- 
epidioxy-24(R)-methyl-cholesta-6,22-dien-3P-ol) ซ่ึงสารชนิดน้ีมีรายงานเคยพบในรา Alternaria 
sp. (Zhang, H.L. และคณะ, 2005) มีโครงสร้างดังรูปท่ี 4.46-4.49

28

รูปที่ 4.46 โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ 5



101

0.94

0.87

CH3

รูปท่ี 4.47 gHMBC ของสารประกอบ 5

0.94

0.87 

X H 3
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0.94

Ergosterol peroxide เป็นสารท่ีมีฤทธิทางชีวภาพท่ีสามารถพบได้ในราและพืชบางชนิด 
มีรายงานการศึกษาฤทธทางชีวภาพของสารดังกล่าว โดยสกัดและทำให้บริสุทธด้วยเทคนิคทางโคร 
มาโทรกราชีเ และทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์และทดสอบความเป็น 
พิษต่อเซลล์มะเร็งหลายชนิดตัวอย่างเช่น

Kahlos และ คณะ ได้สกัดและแยก ergosterol peroxide จากรา Inonotus rariatus และ 
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเด้านม (MCF-7) และเซลล์มะเร็งซาร์โคมา (Walker 256) โดย 
มีค่า IC5 0  เท่ากับ 42 และ 35 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ (Kahlos และคณะ 5 1989)

Bok และ คณะ สกัดและแยก ergosterol peroxide จากเชือรา Cordyceps sinensis และ 
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (K526, Jurkat, HL-60 และRPMI-8226), 
เซลล์มะเร็งผิวหนัง (WM-1341) โดยมีค่า IC5 0  เท่ากับ 65,48, 60, 63 และ 49 ไมโครกรัม/มิล"ลิลิตร 
ตามลำดับ ( Bok และ คณะ 5 1999)

Cantrell และคณะ สกัดและแยก ergosterol peroxide จากต้น Ajuga remota Benth. และ 
ทดสอบความเป็นพิษต่อ Mycobacterium tuberculosis โดยมีค่า MIC เท่ากับ 1.0 ไมโครกรัม/ 
มิลลิลิตร (Cantrell และคณะ, 1999)
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Nam และ คณะ สกัดและแยก ergosterol peroxide จากเชือรา Paecilomyces tenuipes และ 
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (SNU-1), เซลล์มะเร็งตับ (SNU-354) และ 
เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่(SNU-C4) โดยมีค่า IC5 0  เท่ากับ 1.2, 2.2 และ 4.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลำดับ (Nam และ คณะ , 2001)

Takei และ คณะ สกัดและแยก ergosterol peroxide จากเห็ด Sarcodon asparatus และ 
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (HL-60) โดยมีค่า IC5 0  เท่ากับ 25 ไมโครกรัม/ 
มิลลิลิตร ตามลำดับ (Takei และ คณะ, 2005)

4.8 ผอการทดสอบอุฑธิ่ยับยั้งชุอินทรีย์ของสารประกอบด้วยวิธี Minimum Inhibitory 
Concentration Method (MIC) (Jorgensen และคณะ, 1999)
จากสารประกอบท่ีทำการแยกได้ คือ Cyclo(L-Leu-L-Pro), Thymine, Uracil, 3-amino-6- 

(hydroxyamino)piperazine-2,5-dione (สารประกอบ 4) และ ergosterol peroxide นำมาทดสอบ 
ฤทธิทางชีวภาพโดยการทดสอบฤทธ้ิยับย้ังจุลินทรีย์ด้วยวิธี Minimum Inhibitory Concentration 
Method (MIC) โดยใช้ Penicillin G, Erythromycin, Sulfadimidine และ Streptomycin เป็น positive 
control สำหรับแบคทีเรีย ใช้ Iprodine และ Kétoconazole เป็น positive control สำหรับยีสต์ 
ได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 4.25



104

ตารางท่ี 4.25 ค่า MIC ของสารประกอบท่ีมีฤทธยับย้ังจุลินทรีย์

สาร
ค่า MIC ของสารประกอบที่มีอุฑธิ่ยับยั้งธุเนทรีย์ [pg / ml ( pM)]

B. subtilis 
ATCC 6633

ร. aureus 
ATCC 25923

E. coli 
ATCC 25922

p. aeruginosa 
ATCC 27853

c. albicans 
ATCC 10231

Cyclo(L-Leu-L-Pro) 1.96 (9.28) - 62.5 (296.0) - 31.25(148)
Thymine - - - - -

Uracil - - - - -
สารประกอบ 4 15.63 (98.92) - - - 1.96(12.40)

ergosterol peroxide 7.82 (23.84) - 31.25 (95.27) - 62.5 (190.55)
Penicillin G 0.5(1.40) 0.5(1.40) - - -

Erythromycin 0.025 (0.034) 0.025
(0.034)

- - -

Sulfadimidine 0.5(1.797) 0.5 (1.797) - - -
Streptomycin 0.5 (0.343) 0.5 (0.343) 0.5 (0.343) 0.5 (0.343) -

Iprodine - - - - 50 (30.29)
Kétoconazole - - - - 50(18.82)

หมายเหตุ (-) หมายถึงไม่มีฤทธยับย้ังจุลินทรีย์ท่ีความเข้มข้นสูงสุด 125 pg/ml

จากตารางท่ี 4.25 จะเห็นได้ว่า สารประกอบ 4 มีฤทธยับย้ังเช้ือ B. subtilis ATCC 6633 และ 
C. albicans ATCC 10231 ได้ทค่า MIC 1.96 pg/ml (12.40 pM) และ 15.63 |ig / ml (98.92 นM) 
รองลงมาคือ Cyclo(L-Leu-L-Pro) มีฤทSiยับย้ังเช้ือ B. subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC 25922 
และ c .  albicans ATCC 10231 ได้ทค่า MIC 1.96 (Ig / ml (9.28 pM), 62.5 pg/ml (296.0 |iM) 
และ 31.25 pg/ml (31.25 pM) ตามลำดับ และ ergosterol peroxide มีฤทธิเยับย้ังเช้ือ B. subtilis 
ATCC 6633, E. coli ATCC 25922 และ c .  albicans ATCC 10231 ได้ท่ีค่า MIC 7.82 pg / ml 
(23.84 pM), 31.25 pg / ml (95.27 pM), และ 62.5 pg / ml (190.55 pM) ตามลำดับ ในขณะท่ี 
Thymine และ Uracil ไม่มีความสามารถในการยับย้ังจุลินทรีย์
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