
บทท่ี 4

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง

4.1 การพิสูจน์เอกลักษณ์แอะการจัดจำแนกราเอนโดไฟต์สายพันธุ KBLM13

4.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ก. ผอฃองการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการเพาะเอี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง 

ที่ต่างกัน 5 ชนิด
จากการศ ึกษาลักษณะทางส ัณฐานวิทยาของราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13 เมื่อ 

เล ียงบนอาหารเล ียงเช ือแข็ง 5 ชนิด ได ้แก ่ Glucose Yeast Extract Agar (GYA), Malt Extract 
Agar (MEA), Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA) และ Yeast 
Extract Sucrose Agar (YEA) พ บว ่าล ักษณ ะของโคโลน ี ส ีของเส ันใย และส ีของอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ 
ราสร ้างข ึ้นจะม ีล ักษณ ะท ี่แตกต ่างก ันออกไปในแต ่ละอาหารเล ียงเช ือ ด ังตารางท ี่4 .1 แ ล ะ ร ูป ท ี่4.1

ตารางที่ 4.1 ล ักษณะทางส ัณฐานวิทยาของราเอ ็นโดไฟต์สายพันธุ KBLM13 เม ื่อเล ี้ยงบนอาหาร 
เล ี้ยงเช ื้อแข็งท ี่ต ่างก ัน 5 ชนิด

อาหารเอี้ยงเชื้อ ลักษณะโลโลนิ สีฃองเส้นใย สีของอาหารเอี้ยงเชื้อ ลักษณะสปอร์
GYA ฟู ขาว แดงเข้ม ไม ่สร ้างสป อร ์
MEA ฟู ขาว แดงอ่อน ไม ่สร ้างสป อร ์
PDA ฟู ขาว ไม ่สร ้างส ี ไม ่สร ้างสป อร ์
SDA ฟู ขาวอมชมพู แดงเข ้มปานกลาง ไม ่สร ้างสป อร ์
YEA ไม่ฟู ขาวอมชมพู เหลืองปนแดง ไม ่สร ้างสป อร ์
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Potato Dextrose Agar (PDA) Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA)

Yeast Extract Sucrose Agar (YEA)

รูปที่ 4.1 ล ักษณ ะโคโลน ีของราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 เม ื่อเล ี้ยงบนอาหารเล ี้ยงเช ื้อแข็ง
5 ช'นิด
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จากผลการศ ึกษาถ ึงล ักษณะทางส ัณฐานวิทยา (ด ังแสดงไว ้ในตารางท ี่ 4.1 และร ูปท ี่ 4.1) 
เม ื่อส ังเกตด้วยตาเปล่า ส ่องค ูด ้วยกล้อง และทำ slide culture พบว ่าไม ่ม ีสปอร ์ (รูปที 4.2) จึง 
เป ีนไปได ้ท ี่ราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 เป ็นราท ี่ไม ่ม ีการสร้างสปอร์หร ือย ังไม ่อย ู่ในสภาวะท ี ่
เหมาะสมท ี่จะม ีการสร ้างสปอร์ และในอาหาร PDA (รูปที่ 4.3) ยังพบว่า หากเล ียงเช ือไว ้เป ็นเวลา 
ที่นานขึ้นจะมีเส ันส ีดำงอกขึ้นมาจากผิวหน ้าอาหารเล ียงเช ือ ซ ึ่งเป ็นท ี่งอกขึนมาน ัน เรียกว่า สโตร  
มา ด ังน ั้นจ ึงได ้นำราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13 นี ไปเล ียงบนท ่อนไม ้เพ ื่อค ูล ักษณ ะของสโตร  
มาท ี่สมบ ูรณ ์เพ ื่อเป ็นข ้อม ูลในการจ ัดจำแนกชน ิดของเช ื้อต ่อไป

นอกจากน ีอาหารเล ียงเช ือท ี่ต ่างชน ิดก ัน ได ้แก ่ GYA, MEA, PDA, SDA และ YEA จะม ี
ผลต ่อล ักษณ ะของโคโลน ีและส ีของเส ัน ใย รวมไปถ ึงการสร ้างสารส ี (pigment) ในอาหารเล ียงเช ือ  
ด้วย ท ั้งน ี้เน ื่องจากในอาหารเล ี้ยงเช ื้อแต ่ละชน ิดน ั้นจะม ีธาต ุอาหารท ี่ไม ่เหม ือนกัน เช่น อาหาร 
เล ี้ยงเช ื้อส ูตร GYA, MEA, SDA และ YEA ซึ่งม ีส ่วนผสมของ peptone และ yeast extract ที่เช ื้อ 
ใช ้เป ็นแห ล ่งไนโตรเจน ม ีผลต ่อการสร ้างสารส ีในอาหารท ี่ม ีความเข ้มต ่างก ันออกไป แต ่สำหร ับใน  
อาหารเล ี้ยงเช ื้อส ูตร PDA ไม ่ม ีส ่วนผสมของ peptone และ yeast extract ทำให ้เช ือไม ่ม ีการสร ้าง  
สารส ีในอาหารเล ี้ยงเช ื้อ นอกจากน ี้การท ี่อาหารเล ี้ยงเช ื้อแต ่ละชน ิดม ีธาต ุอาหารท ี่ไม ่เหม ือนก ัน
อาจส ่งผลต่อการสร้างสารเมแทบอไลต์ท ุต ิยฎม ิท ี่ต ่างก ันด ้วย

ข. ผลของการศ ึกษาล ักษณะทางส ัณฐานวิทยาโดยการเพาะเล ี้ยงเช ื้อบนอาหารแข ็ง 
ในขวดทรงส ูง

อ ันเน ื่องมาจากราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13 เมื่อสังเกตคูด ้วยตาเปล่าและทำ 
slide culture ไม ่พบการสร ้างสปอร์ ทำให ้ไม,สามารถจ ัดจำแนกได ้ว ่าราชน ิดน ี้เป ็นราเอ ็นโดไฟต ์ 
ชน ิดใด จ ึงต ้องม ีการเล ี้ยงใหม ่ในสภาวะแวดล ้อมท ี่เปล ี่ยนไปจากการเล ี้ยงในจานเพาะเช ื้อแบบ
ธรรมดา ค ือการเพาะเล ี้ยงเช ื้อในขวดทรงส ูงท ี่ม ีการใส ่ก ิ่งไม ้ลงไปเพ ื่อให ้เช ื้อได ้ม ีการเจร ิญ ไปย ังก ิ่ง  
ไม ้และช ักนำให ้เช ื้อม ีการสร ้างสโตรมาหร ือสปอร ์เก ิดช ื้น

จากการศ ึกษาการศ ึกษาลักษณะทางส ัณฐานวิทยาโดยการเพาะเล ียงเช ือบนอาหาร  
แข็งในขวดทรงส ูงพบว่า ราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13 จะม ีการสร้างสโตรมาเก ิดช ื้นท ั้ง
บร ิเวณ ก ิ่งไม ้ท ี่ใส ่ลงไปและบริเวณ ผ ิวหน ้าอาหารแข ็ง ล ักษณะของสโตรมาท ี่สร ้างช ื้นมาน ั้นจะเป ็น  
เสันสีดำ ม ีปมขนาดเล ็กส ีขาวอย ู่ท ี่ปลายของสโตรมาแต ่ละเส ัน และจะม ีเส ันใยส ีขาวช ื้นปกคล ุมก ิ่ง 
ไม ้ท ี่ใส ่ลงไปด ้วย ด ังแสดงไว ้ในร ูปท ี่ 4.4
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รูปที่ 4.2 ล ักษณะของเส ันใยราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 (xlOO)

รูปที่ 4.3 ล ักษณ ะโคโลน ีแสดงสโตรมาของราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 เมื่อเจริญบนอาหาร 
เลยงเชอแขง Potato Dextrose Agar (PDA)
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รูปที่ 4.4 การสร ้างสโตรมาของราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 เม ื่อเพาะเล ี้ยงเช ื้อบนกิ่งไม ้ 
ในขวดทรงส ูง
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จากการสร ้างสโตรมาของราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 สามารถจัดจำแนกได ้ว ่ารา
ชน ิดน ี้เป ีนราเอ ็นโดไฟ ต ์ Xylaria sp. [128] ซ ึ่งเป ีนจ ีน ัสหน ึ่งของราเอ ็นโดไฟต ์ในตระก ูล
Xylariaceae หรืออาจเรียกว่า Endophytic Xylariaceae [128] ราชน ิดน ีจะม ีล ักษณะที่ต ่างจากรา 
ชนิดอื่นอย่างช ัดเจน คือ ราเอ ็นโดไฟต ์ส ่วนใหญ ่จะไม ่ม ีการสร ้างสโตรมา แต ่ราเอ ็นโดไฟ ต ์ใน
ตระกูล Xylariaceae น ี้ จะม ีการสร้างของสโตรมาอย่างช ัดเจนและสามารถมองเห ็นได ้ด ้วยตาเปล่า

รา Xylariaceae น ี้เป ีนราตระก ูลหน ึ่งในคลาส Ascomycètes ท ี่จ ัดอยู่ในกล ุ่ม  Non- 
Clavicipitaceous grass endophyte ซ ึ่งประกอบด้วยจีน ัสประมาณ 40 จ ีน ัส แม้ว ่าราตระกูลน ี้จะ  
สามารถพบได ้เก ือบท ุกประเทศในโลก แตกยังพบว่า รา Xylariaceae จะม ีความหลากหลายทาง 
ชีวภาพมากในเขตประเทศแถบโซนร้อน ในเร ิ่มแรกของการศ ึกษาการจ ัดแบ ่งรากล ุ่ม  Xylariaceae 
มักจะเก ิดความสับสนอ ันเน ื่องมาจากรากล ุ่มน ี้ม ีความหลากหลายทางรูปร ่างล ักษณะมาก และ
บ ัญ หาอ ีกอย ่างก ็ค ือความขาดแคลนสป ีช ีส ์ท ี่ได ้จากประเทศแถบโชนร้อน รากล ุ่มน ี้ม ีสก ูลท ี่เจ ักก ัน  
ดี คือ Xylaria, Hypoxylon และ Daldinia ม ีรายงานถึง 11 สกุล ของรา Xylariaceae ที่พบว่า 
เป ีน ราเอน โดไฟ ต ์ ซ ึ่งจะมีการรวม Camillea เข ้าเป ีนสกุลท ี่ 12 ท ี่พบว ่าเป ีนราเอนโดไฟ ต ์ สกูลท ี่ 
เป ็นต ัวแทนของราเอนโดไฟต คือ Biscogniauxia, Daldinia, Hypoxylon, Kretzscmaria, Nemania, 
Rosellinia และ Xylaria [129-131] (รูปที่ 4.5) โดยค ุณ สมบ ัต ิท ี่น ่าสนใจของราในกล ุ่มน ี้ คือ รา 
Xylariaceae จะสามารถผลิตสารเมแทบอไลต์ท ุต ิยภ ูม ิท ี่ม ีความหลากหลายอยู่หลายชน ิด ซึ่งจะต่าง 
จากเช ือรา Ascomycètes ท ั่วๆ ไป สารประกอบหลักท ี่รา Xylariaceae สร้างขึ้น เช่น ได ไฮโด รไอ  
โซกูมาร ิน (Dihydroisocoumarins) พ ังตาโพโรน ิน  (Punctaporonins) ไซ โตชาลาช ิน
(Cytochalasins) บ ัวไท โรแลคโตน  (Butyrolactones) และอน ุพ ันธ ุของกรดซัคช ิน ิค (Succinic acid 
Derivatives) [132] เป็นด้น
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(ช.)

รูปที่ 4.5 ต ัวอย ่างราเอ ็นโดไฟต ์ในตระก ูล Xylariaceae
(ก.) Biscogniauxia marginata (แหล่งท ีมา: http://www.grzyby.strafa.pl/Biscogniauxia_magmato.html)
(ข.) Daldinia concentrica (แหลงทมา: http://www.mykoweb.com/photos/Daldinia_concentrica(ms-01).jpg) 
(ค.) Hypoxylon sp. (แหล่งทมา: http://www.mycokey.com/AAU/WestAfrica/Hypoxylon.htm)
(ง.) Kretzscmaria sp. (แหลงทมา: http://www.nifg.org.uk/species/photoes/Kretzscmana_deusta2.jpg)
(จ.) Nemania sp. (แหล่งทมา: http://mycology.smica.edu.tw/xylariaceae/Genus Nemaria.asp)
(ฉ.) Rosellinia sp. (แหล่งทมา: http://www.mycokey.com/AAU/WestAfrican/Rosellinia.htm)
(ช.) Xylaria polymorpha (แหล่งทมา: http://www.kki.pl/zenit/grzyby_spyt/gal81.htm)

http://www.grzyby.strafa.pl/Biscogniauxia_magmato.html
http://www.mykoweb.com/photos/Daldinia_concentrica(ms-01).jpg
http://www.mycokey.com/AAU/WestAfrica/Hypoxylon.htm
http://www.nifg.org.uk/species/photoes/Kretzscmana_deusta2.jpg
http://mycology.smica.edu.tw/xylariaceae/Genus
http://www.mycokey.com/AAU/WestAfrican/Rosellinia.htm
http://www.kki.pl/zenit/grzyby_spyt/gal81.htm
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4.2 ผอฃองอาหารเอี้ยงเชื้อต่อการสร้างสารที่ม ีอุฑธิ่ยับยั้งธุสชีพของราเอ็นโดไฟ ต์สายพันธุ
KBLM13

การค ืกษาการสร้างสารท ี่ม ีฤทธยับย ั้งจ ุลช ีพของราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13 ในอาหาร  
เสียงเชือเหลว 5 ชนิด ได ้แก ่ Glucose Yeast Extract Broth (GYB), Malt Extract Broth (MEB), 
Potato Dextrose Broth (PDB), Sabouraud’s Dextrose Broth (SDB) และ Yeast Extract Sucrose 
Broth (YEB) แล ้วทดสอบฤทธ ึ๋iการยับยั้งด้วย'วิธี Agar-Well Diffusion พบว่า การสร้างสารท ี่ม ีฤทธ  
ยับยั้งจ ุลช ีพของราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13 ม ีความแตกต่างก ันระหว่างอาหารเส ียงเช ือแต ่ละ  
ชน ิดโดยพ ิจารณาจากขนาดของวงใสรอบรูท ี่เจาะไว ้ (ด ังแสดงไว ้ในตารางท ี่ 4.2) และจำนวนสารท ี ่
เคลื่อนที่เม ื่อตรวจสอบด้วยการทำ TLC

อาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13 สามารถสร้างสารท ี่ม ีฤทธ iิยับยั้งจุลชีพ 
ได ้ด ี คือ อาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลว SDB และ GYB ท ี่สามารถสร้างสารย ับย ั้งเช ื้อจ ุลช ีพทดสอบได้ท ั้ง 5 
ชนิดด้วยกัน ได ้แก ่ Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Candida albicans
ATCC 10231 แต ่เม ื่อเปรียบเท ียบความแรงของฤทธด้านจ ุลช ีพโดยวัดจากวงใสรอบๆ รุ.ที่เจาะไว้

ไ  J  Jg I  A  Z  T a  "  ' ]  îพบว่า อาหารเส ียงเชอเหลว SDB สามารถสรางสารท ีออกฤฑธิย ับย ังท ีด ีกว ่าในอาหารเส ียงเช ือเหลว
GYB โดยที่เช ื้อท ี่สามารถยับยั้งได ้ด ีท ี่ฤ[ด คือ C. albicans ATCC 10231 รองลงมาคือ E. coli
ATCC 25922, ร. aureus ATCC 25923, p. aeruginosa ATCC 27853 และ B. subtilis ATCC
6633 ตามลำดับ

และในอาหารเล ี้ยงเช ื้อบางชน ิดราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 ก ็ไม ่ม ีการสร ้างสารท ี่ม  ี
ฤทธยับยังจ ุลช ีพได้เลย คือ อาหารเส ียงเช ือเหลว PDB ท ั้งน ี้อาจเป ีนเพราะเม ื่อเพาะเล ี้ยงเช ื้อราใน  
อาหารเส ียงเช ือท ี่ม ีส ่วนประกอบท ี่แตกต่างก ัน ราก ็จะม ีความสามารถในการสร ้างสารได ้ไม ่เท ่าก ัน  
สังเกตได ้จากความแรงในการยับย ั้งเช ื้อทดสอบ ในตารางท ี่ 4.2 ท ั้งน ี้อาจเน ื่องจากว่าสารท ี่ราสร้าง 
ชื้นมาน ันมีฤทธยับยังเช ือทดสอบอย่างเฉพาะเจาะจงกับเช ือบางชนิดเท ่าน ั้น
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ราเอ ็นโดไฟต์สามารถสร้างสารย ับย ั้งจ ุลช ีพซ ึ่งเป ็นเมแทบอไลต ์ท ุต ิยภ ูม ิได ้เม ื่ออย ู่ในสภาวะ  
ที่เหมาะสมและปริมาณสารตั้งด ้นท ี่พอเหมาะ ซ ึ่งส ิ่งเหล่าน ีเป ีนข้อจำก ัดของการผลิตสารยับยังจ ุล 
ชีพตามธรรมชาต ิของราเอ ็นโดไฟต์ นอกจากน ี้อาจม ีการทำลายสารท ี่ผล ิตข ึ้นมาในระยะเวลาอ ัน
ส ั้นๆ ก ่อนท ี่จะถ ูกค ้นพ บและนำมาใช ้ประโยชน ์ได ้ [133] ด ังบ ันในการหาสภาวะท ี่เหมาะสม
เพ ื่อให ้ราสร้างสารท ี่ม ีฤทธยับยั้งจ ุลช ีพ โดยทำการเล ี้ยงราเอ ็นโดไฟต ์ในอาหารเล ี้ยงเช ื้อต ่างชน ิดก ัน  
จึงเป ็นการเปล ี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อมและปริมาณซ ับสเตรทให ้เหมาะสม เน ื่องจากสิ่งเหล่าน ีม ีผล  
ต่อการสร้างสารทางชีวภาพของรา [134]

ต ารางท ี่4.2 ผลของอาหารเล ี้ยงเช ื้อต ่อการสร้างสารท ี่ม ีฤทธยับย ั้งจ ุลช ีพของราเอ ็นโดไฟต์ 
สายพันธุ KBLM13

ขนาดเสนฝานสูนย์กลางของวงใส (มิลลิเมตร)
อาหารเล้ียงเข้ือ B. su btilis c. albicans E . co li p . aeruginosa ร. aureus

ATCC 6633 ATCC 10231 ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 25923
GYB 9 10 15 9 12
MEB - - 8 - 11
PDB - - - - -
SDB 9 12 15 11 13
YEB - - 9 9 10

- = ไม่มีฤทธิยับยั้งหมายเห?)
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4.3 อัตราการเจริญเติบโต (growth curve) และช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการสร้างสาร
เมแทบอไลต์ทุติยภูมิของราเอ็นโดไฟต์สายพันธุ KBLM13

4.3.1 ผลของการหาอัตราการเจริญเติบโต (growth curve)
จากการว ัดอ ัตราการเจร ิญ เต ิบโตของราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ KBLM13 เม ื่อนำไปเล ียงใน  

อาหารเล ียงเช ือ เห ลวท ี่ม ีความเหมาะสมต ่อการสร ้างสารเมแทบอไลต ์ท ุต ิยภ ูม ิท ี่ม ีฤทธย ับย ังจ ุลช ีพ  
คือ อาหารเล ียงเช ือเหลว Sabouraud’s Dextrose Broth (SDB) ทำการเก ็บว ันเว ้นว ัน  ครังละ 3 flask 
เป ็นเวลา 35 วัน นำมากรองแยกเส ัน ใยราก ับน ํ้าเล ี้ยงออกจากก ัน  เก ็บน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อไว ้ทดสอบฤทธ  
และน ำเส ัน ใยราม าห าน ำห น ักแห ้ง  ช ั่งนำหน ัก เข ียนกราฟเส ัน เพ ื่อด ูอ ัตราการเจร ิญ เต ิบโตของรา  
เอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13 ด ังแสดงในรูปท ี่ 4.6

0 5 10 15 20 25 30 35

เว ล า (ว ัน )

รูปที่ 4.6 กราฟแสดงอัตราการเจร ิญเต ิบโตของราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธ ุ KBLM13

จากรูปที่ 4.6 จะเห ็นได้ว ่า เม ื่อเล ี้ยงราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13 ในช ่วง 5-15 วัน จะ 
มีการเจร ิญเต ิบโตอย่างรวดเร ็วและเม ื่อเข ้าส ู่ช ่วงหลังจากวันท ี่ 15 การเจริญเต ิบโตจะเริ่มน ้อยลงเข ้า 
สู่ระยะ stationary phase ซ ึ่งเป ็นระยะท ี่ราจะม ีการสร้างสารเมแทบอไลต์ข ึนมาเพ ื่อป ็องก ันต ัวเอง 
จากส ิ่งแวดล ้อมภายนอกหล ังจากท ี่ราใช ้อาหารไปก ับการเจร ิญ เต ิบโตในช ่วง 15 วันแรก
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4.3.2 ช่วงทอาที่เหมาะสมต่อการสร้างสารเมแทบอไอต่ชุติยฎมิ
จากข ้อ 4.3.1 ห ล ังจ าก ท ี่ท ำก ารก รอ งแย ก เส ัน ใย ราแ ล ะน ำเล ีย ง เช ือ อ อ ก จ าก ก ัน  

โดยท ี่เส ัน ใยราน ำไปห าน ํ้าห น ักแห ้งเพ ื่อหาอ ัตราการเจร ิญ เต ิบโตแล ้วน ั้น  สำหร ับน ั้าเล ี้ยงเช ื้อท ี่เก ็บ  
ไว ้ในแต ่ละครั้งนำมาทดสอบฤทธยับย ั้งจ ุลช ีพ แสดงผลดังตารางที่ 4.3 และรูปท ี่ 4.7

ตารางที่ 4.3 ช่วงทอใที่เหมาะสมต่อการสร้างสารเมแทบอไอต่ทุติยฎมิที่มิอุฑธิ๋ยับยั้งชุอชีพของนั้า 
เอี้ยงเชื้อราเอ็นโดไฟต์สายพันธุ KBLM13

ท อ ใ  
(วัน)

ขนาดเส ้นผ ่านส ูนย ์กอางของวงใส (ม ิออเมตร)
B. subtilis 

ATCC 6633
c. albicans 

ATCC 10231
E. coll

ATCC 25922
p. aeruginosa 
ATCC 27853

ร. aureus 
ATCC 25923

1 - - - - -
3 - - - - -
5 - - - - -
7 - - - - -
9 - - - - -

1 1 - - - - -
13 - - - - -
15 1 0 9 - - -
17 1 0 1 0 1 2 - 1 1

19 1 1 13 13 - 13
2 1 1 2 15 13 1 1 13
23 1 2 15 15 1 2 14
25 1 2 15 15 1 2 15
27 13 14 15 13 14
29 13 13 15 13 14
31 13 13 13 13 13
33 1 2 1 2 13 1 2 13
35 1 2 1 2 13 1 0 1 2

หมายเห?) - = ไม,มีฤทธิยับย้ัง
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เป ท ี่ 4.7 วงใส (Inhibition Zone), แสดงช่วงเวลาท ี่เหมาะสมต่อการส!'างสารเมแทบอไลต์ท ุต ิยภ ูม ิ 
ที่ม ีฤทธยับยั้งจ ุลช ีพของน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13
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รูปที่ 4.7 (ต่อ)

จากผลการทดลองในตารางท ี่ 4.2 และรูปท ี่ 4.7 พบว่าช ่วงเวลาท ี่เหมาะสมต่อการสร้างสาร  
เมแทบอไลต์ท ุต ิยภ ูม ิท ี่ม ีฤทธยับยั้งจ ุลช ีพของน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อราเอ ็นโดไฟต์สายพ ันธุ KBLM13 ที่ดีคือ 
ช่วงระยะเวลาเม ื่อเล ี้ยงได ้ 23-35 วัน ซ ึ่งส ังเกตได ้จากวงใสรอบๆ หลุมท ี่หยอดน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อลงไป  
โดยจะออกฤทธ ใด ้ด ีท ี่ส ุดก ับเช ื้อ c. albicans ATCC 10231 รองลงมาคือ E. coli ATCC 25922, 
ร. aureus ATCC 25923, p. aeruginosa ATCC 27853 และ B. subtilis ATCC 6633 ตามลำดับ

ดังนัน ในการเล ียงเพ ื่อนำมาสก ัดแยกสารเมแทบอไลต ์ท ุต ิยภ ูม ิจากราเอ ็นโดไฟต ์สายพ ันธ ุ 
KBLM13 ช ่วงเวลาท ี่เห มาะสมท ี่ส ุด  คือ ต ้องเล ียงเช ือไว ้นาน ประมาณ  28 วัน หรือ 4 ส ัป ดาห ์
เพราะเป ็นช่วงท ี่ราสร้างสารท ี่ม ีฤทธยับยั้งได ้ด ีท ี่ส ุด
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4.4 กไรเอ ี้ยงเช ื้อ การสกัด แอะการแยกสารท ี่ม ีอ ุฑธ ิ๋ย ับย ั้งจ ุลช ีพจากราเอ ็นโดไฟด์สายพ ันธุ
KBLM13

น ำราเอ ็น โดไฟ ต ์สายพ ัน ธ ุ KBLM13 ม าเล ี้ยงด ้วยอาหารเล ี้ยงเช ื้อ เห ลว SDB
ปริมาตร 2 0  ลิตร บ ่มไว ้ท ี่อ ุณหภูม ิห ้องเป ็นเวลา 28 วัน เม ื่อบ ่มเช ื้อไว ้ครบ 28 วัน จ ึงนำมากรอง 
แยกส ่วนจะได ้ส ่วนของท ั้าเล ียงเช ือและเส ันใยรา

นำส ่วนเส ันใยราท ี่ทำให ้แห ้งแล ้วหน ัก 207.57 กรัม ม าแช ่ในตวัทำละลายเฮกเซน  
5 ครั้ง ระ เห ยต ัวท ำละลายเฮกเซ น ออกได ้ส ารส ก ัด ห ยาบ เฮกเซ น ข องเส ัน ใยรา (MH) หน ัก 2.68 

กรัม จากน ั้น น ำเล ้น ใยราท ี่เห ล ือม าสก ัดต ่อด ้วยเอธ ิลแอซ ิเตต แ ล ้วน ำไป ระเห ยให ้แห ้งจ ะได ้ส าร  
สกัดหยาบเอธิลแอซ ิเตตจากเส ันใยราหน ัก 2.67 กรัม (ME) ส ุดท ้ายนำเส ันใยราท ี่เหล ือมาทำการ  
สก ัดต ่อด ้วยเมธาน อล แ ล ้ว น ำไป ระเห ยให ้แห ้งจ ะได ้ส ารส ก ัด ห ย าบ เม ธาน อ ลจาก เส ัน ใย ราห น ัก
51.09 กรัม (MM) จากน ั้น เส ันใยราท ี่เหล ือสก ัดต ่อด ้วยเอธ ิลแอซ ิเตต 5 ครั้ง ระเหยต ัวทำละลาย  
ให ้แห ้งได ้สารสก ัดห ยาบเอธ ิลแอซ ิเตตของเส ัน ใยรา (ME) หน ัก 2.67 กรัม ส ุดท ้ายนำเส ันใยราท ี ่
เหลือมาสกัดต ่อด ้วยเมธานอล แล ้วนำไประเหยตัวทำละลายให ้แห ้ง จะได ้สารสก ัดหยาบเมธานอล  
ของเส ันใยรา (MM) หนัก 51.09 กรัม

ส ่วน ข องน าเล ี้ยง เช ื้อน ำม าระเห ยน าออกด ้วย เคร ื่องระเห ยส ุญ ญ ากาศ แบ บ ห บ ุน  
(Rotary Vacuum Evaporator) ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 3 5 °c  จนได ้น ํ้าเล ี้ยงเช ื้อ เข ้มข ้นหน ัก 127.34 กรัม 
จากน ัน นำส ่วน ของน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อ เข ้มข ้น ท ี่ได ้มาสก ัดต ่อด ้วยเอธ ิลแอซ ิเตต แ ล ้ว ระ เห ย ให ้แห ้งจ ะได  ้
สารสก ัดหยาบเอธ ิลแอซ ิเตตของนาเล ี้ยงเช ื้อ  (BE) หน ัก 7.5 กรัม นำสารสก ัดหยาบท ี่เหล ือสก ัด  
ต่อด ้วยเมธานอล แล ้วระเห ยให ้แห ้งจะได ้สารสก ัดห ยาบ เม ธาน อลของน ํ้าเล ี้ยงเช ื้อ  (BM) หนัก 
63.41 กรัม

นำส ่วนของสารสก ัดหยาบท ี่ได ้ท ั้งหมด คือ MH, ME, MM, BE และ BH มา 
ทดสอบฤทธยับย ังจ ุลช ีพด ้วยเทคน ิค Paper Disc Method พ บว ่าส ่วนของสารสก ัดหยาบ ME และ 
BE ม ีฤทธยับย ังจ ุลช ีพได ้ด ี (ตารางที่ 4.4) นำสารสก ัดหยาบท ั้ง 2 ส ่วนมาแยกด ้วยคอล ัมน ์โครมา 
โทรกราพ ัท ี่ม ีซ ิล ิกาเจลเป ็นตัวด ูดซ ับ ต ัวชะท ี่ใชได ้แก ่ เฮกเซน, เฮกเซ น -ไดคลอโรม ีเธน ,ไดคลอโร  
ม ีเทน,ไดคลอโรม ีเทน-เมธานอล และเมธานอล ตามลำด ับ ได ้สารท ั้งหมด 3  ชนิด ได ้แก ่ สาร 
บริส ุทธ 1 สารบริส ุทธ 2_ และสารบริส ุทธ 3
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ตใรางที่ 4.4 ฤทธยับยั้งจุลชีพของสารสกัดหยาบจากเสันใยและนาเลี้ยงเชื้อราเอ็นโคไฟต์
สายพันธุ KBLM 13

สารสกัดหยาบ 
(5 mg / ml)

ขนาดเส้นผ่านถูนย์กลางของวงใส (Inhibition Zone) (น ิลล ิผฅร)

B. subtilis 
ATCC 6633

c. albicans 
ATCC 10231

E. coli
ATCC 25922

p. aeruginosa  
ATCC 27853

ร. aureus 
ATCC 25923

MH - - - - -
ME 16 18 16 8 17
MM - 3 - - -
BE 17 19 16 15 16
BM - 9 - - 7

หมายเหตุ - = ไม่มีฤทธยับย้ัง
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4.5 การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสูท®ท!ด้อากรา»©นโดไฟต์สายพันธุ
KBLM13

4.5.1 การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสูทธิ1
ลำดับส่วนท่ี ME02 ของสารสกัดหยาบเอธิลแอชิเตตของเสันใย (ME) ท่ีได้จาก 

การชะด้วย 50 % ไดคลอโรมีเธนใน เฮกเซน ลักษณะของสารที่ได้จะเปีนของเหลวหนืดสีเหลือง
นำมาทำการแยกสารด้วยวิธี Preparative TLC โดยใช ้ 5% เมธานอลในคลอโรฟอร์มเปีนวัฎภาค 
เคล่ือนท่ี จะได้ผงสีขาวหนัก 18.2 มิลลิกรัม (สารบริสุทธ 1) ซึ่งสามารถละลายได้ในคลอโรฟอร์ม 
และเมธานอล มีธุคหลอมเหลวเท่ากับ 83-86° C และมีค่า [ar] ^ 5  +253 (cO.10, CHClj) จาก 
การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค TLC โดยใช ้ 5% เมธานอลในคลอโรฟอร์มเป็นวัฎภาคเคลื่อนท่ี และ 
ตรวจสอบตำแหน่งของสารด้วยแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ที่ค่าความยาวคลื่น 254 และ 365 นา 
โนเมตร และด้อมด้วย Vanillin /แ2ร04 จะได้สารบริสุทธ! ท่ีมีค่า Rf เท่ากับ 0.75(5% MeOH 
ใน  CHClj)

จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปีของสารบริสุทธ 1 (ภาคผนวก ข. 
เปที่ 2) พบว่ามีการดูดกลืนแสงที่ความถี่ 2925 (พ), 1710 (m), 1643 (m), 1563 (ร), 1419 (ร), 1244 
(m) และ 808 (m) cm'1 ดังแสดงในตารางที่ 4.5

ตารางที่ 4.5 ตำแหน่งการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริสุทธ 1

-at „ -K Vแลบการด ูดกสนแสง (cm ) ความเข้ม แสดงส ัค»ณะ
2925 ตํ่า C-H สั่นแบบยืด
1710 ปานกลาง C O สั่นแบบยืดของ Ester
1643 ปานกลาง c=c สั่นแบบยืดของ Aromatic
1563 สูง c=c สั่นแบบยืดของ Aromatic
1419 สูง C-H สั่นแบบงอของ CH 2, C H 3

1244 ปานกลาง C -0 สั่นแบบยืด
808 ปานกลาง C-H ส ั่นแบบงอนอกระนาบ
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จากข้อมูลโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกตรัม ( ‘h -NMR spectrum, CDC13, 
400 MHz) และ gCOSY ของสารบรสิทุธ I  (ภาคผนวก ข. รูปท่ี 8 ) ปรากฎสัญญาณที่ค่าเคมิ
คอลชิพท์ (ร11, ppm) ของ 3 aromatic proton ที 8 H 6.83, 6.95 และ 7.48 ppm ; 3 methyl proton ที ÔH 
1.52 ppm; 1 สัญญาณ singlet ของ methoxy proton ที ÔH 3.98 ppm; 1 proton ท ีค ู่ควบกับ methyl 
proton (ÔH 1.52) ด้วย J  = 3.6 Hz ที ÔH 4.59 ppm และ 2 geminal proton ท ÔH 2.29 และ 2.88 ppm 
ที่ค ู่ควบกับ proton (ÔH 4.59) ด้วย y  = 10.8 และ 6.0 Hz

จากข ้อม ูลคาร ์บอน-13 น ิวเคล ียร ์แมคเนติกเรโซแนนซ์สเปกตรัม ( 1 3C-NMR spectrum, 
CDClj, 100 MHz ) และ gHSQC ข องส ารบ ร ิส ุท ธ1  (ภ าค ผ น ว ก ข .ร ูป ท ี่6 ) พ บ ส าร บ ร ิส ุท ธ !
ม ีจำนวนคาร์บอนทั้งหมด 10 อะตอม ซ ึ่งประกอบด้วย 1 methoxy carbon ที่ ô c 74.14 ppm;
3 aromatic methine carbon ที 8 C 110.88, 119.20 และ 134.46 ppm; 1 methylene carbon ที 8 C 

20.72 ppm; 3 quartemary carbon ท ีร c 113.50, 141.99 และ 161.19 ppm; 1 methyl group ที 8 C
56.19 ppm และ 1 carbonyl group ท 8 C 162.80 ppm

จากค่าเคมีคอลชิพท์1ของ 'h -NMR  และ 1 3C-NMR จะได ้ว ่าส ูตรโมเลก ุลของสารบร ิส ูทธ 1  
น่าจะเป็น € 1 1H 1 2๐ 3  ซึ่งมีค่า DBE เท ่าก ับ 6  และทำให ้ทราบว ่าโครงสร ้างของสารบริส ุทธ 1 
ประกอบด้วย aromatic 1  วง และ วง 1  วง

จากข้อมูล 2D-NMR ผลจากการวิเคราะห์ด ้วย gHSQC, gHMBC และ gCOSY ประกอบ  
กับข้อม ูล 'h -NMR และ l3 C-NMR ท ี่สร ุปไว ้ด ังตารางท ี่ 4.6 และ4.7 จะได ้ว ่าสารบร ิส ุทธ 1 คือ 
Mellein [135] ด ังแสดงในรูปท ี่ 4.8 ซ ึ่งเป ็นสารที่เคยมีรายงานว่า (-)-m ellein  { [ a fê  -259 (c 0.50, 
CHCI3 )} [135] แยกได ้จาก Phytophathogen Septoria nodorum และ (+)-m ellein ได ้มาจากการ 
ส ังเคราะห ์ [135] ด ังน ั้นสารบริส ุทธ 1  คือ s-mellein หรือ (ร)-(+)-ร-methoxy-3-methyl- 
isochroman- 1  -one ซึง่เป ็นสารใหม ่ท ี่พบรายงานการแยกได ้จากธรรมชาต ิ

นอกจากนยัีงพบว่าไม ่ม ีการรายงานถึงฤทธยับยั้งจ ุลช ีพของสารชน ิดน ี้
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ดารไงที่ 4.6 แสดงค ่า ‘h -NMR  (ร11), l3 C-NMR (รc), gHSQC, gHMBC และ gCOSY 
ข อ งส ารบ ร ิส ุท ธ !

ตำแหน่ง
i3 c -n m r

(Sc),

‘h -NM R

(ร„)
gHMBC gCOSY

1 162.80 - - -

2 20.72
1.52

(3H, d , / =  6.0 Hz, 3-Me)
0 1 , 0 3 , 0 4 H-3

3 74.14
4.59 (1H, ddq, J=  3.6, 10.8 

และ 6.0 Hz, 3-H)
0 8 H-4, Me

4 36.12

2.88 (2H, dd, J  =  3.6 และ 
16.0 Hz, 4-H)

0 3 , 0 5 , 0 6 , 0 7 ,  
0 8 ,0 9 ,  Me H-3

2.29 (2H, dd, J  =  10.8 และ 
16.0 Hz, 4-H)

- -

5 110.38 6.95 (1H, d, J=  8.4 Hz, 5-H) O l, 0 7 ,0 9 ,  OlO H-6 , H-7

6 134.46
7.48 (1H, d d ,y =  8.4 และ7.6 

Hz, 6 -H
0 5 , 0 8 , 0 9 ,  OlO H-5, H-7

7 119.20 6.83 (1 H, d, J = 7 .6 H z ,7 -H ) 0 5 , 0 6 , 0 8 , 0 9 ,  
OlO H-5, H- 6

8 141.99 - - -
9 113.50 - - -

1 0 161.19 - - -
1 1 56.19 3.98 (3H, ร, OMe) 0 5 ,0 1 0 -
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ตารางที่ 4.7 แสดงค่า 'h -NMR (§11), 1 3C-NMR (Ôc) ของสารบร ิล ุ[ทธบท ียบก ับ  Mellein [135]

ตำแหน่ง
สารบริธุ[ทธิ1 (CDClj, 400 MHz) Mellein [135] (CDC1,, 300 MHz)

‘h -NMR 1 3c -n m r 'h -NMR 1 3C-NMR
1 - 162.80 - 162.7

Me
1.52

(3H, d, J =  6.0 Hz,Me)
20.72

1.48
(3H, d, y =  6.1 Hz,Me)

20.7

3
4.59 (1H, ddq, J=  3.6, 10.8 

และ 6.0 Hz, 3-H)
74.14 4.55 (1H, m, 3-H) 74.1

4

2.88 (2H,dd, 7 = 3 .6  และ 
16.0 Hz, 4-H)

36.12
2.87 (2H, m, 4-H) 36.1

2.29 (2H, dd, y  =  10.8 และ 
16.0 Hz, 4-H)

ไม่รายงาน
ไม่

รายงาน
5 6.83 (1H, d, 7 = 7 .6  Hz,5-H) 119.20 6.80 (1H, d, J=  7.3 Hz,5-H) 119.1

6

7.48 ( lH ,d d ,J =  8.4 และ7.6 
Hz, 6 -H)

134.46 7.45 (1H, m, 6 -H) 134.4

7 6.95 (1H, d, J — 8.4 Hz, 7-H) 1 1 0 . 8 8 6.92 (1H, d , J =  8.5 Hz, 7-H) 1 1 0 . 8

8 - 141.99 - 141.9
9 - 113.50 - 113.6

1 0 - 161.19 - 161.1
OMe 3.98 (3H, ร, OMe) 56.19 3.95 (3H, ร, OMe) 56.1
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รูปที่ 4.8 โครงสร้างทางเคม ีของสารบริส ุทธ 1

รูปที่ 4.9 โครงสร้งทางเคม ีของ Mellein
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4.5.2 การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสูทธิ2
ลำด ับส่วนที่ BE08 ของสารสกัดหยาบเอธิลแอซ ิเตตของนำเล ียงเช ือ (BE) ท ี่ได ้ 

จากการชะด้วย 2 % เมธานอลในไดคลอโรม ีเธน ล ักษณะของสารท ี่ได ้เป ีนผล ึกส ีขาว ทำการ
แยกผล ึกออกมาโดยการตกผลึกซ ํ้าด ้วยต ัวทำละลายผสม เฮกเซน - ไดคลอโรม ีเธน ได ้ผล ึกส ีขาว  
หนัก 31.3 ม ิลลิกรัม (สารบริส ุทธ 2 ) ละลายได ้ในไดคลอโรม ีเธน คลอโรฟอร์ม และเมธานอล  
มีจ ุดหลอมเหลวเท ่าก ับ 147-149 ° C และมีค ่า [a ]o  -189 (cO.10 ใน CHClj) จากการวิเคราะห  ์
ด้วยเทคนิค TLC โด ย ใช ้ 10%  เมธานอลในคลอโรฟอร์มเป ีนว ัฎภาคเคล ื่อนท ี่ และตรวจสอบ  
ตำแหน ่งของสารด ้วยแสงอ ัลตราไวโอเลต (UV) ที่ค ่าความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร และ 
ย้อมด้วย Vanillin /  H2 S 0 4  จะได ้สารบริส ุทธ 2 ที่ม ีค ่า Rf เท ่าก ับ 0.46 (5% MeOH ใน CHClj)

จากการวิเคราะห ์ด ้วยเทคน ิคอ ินฟราเรดสเปกโตรสโคป ีของสารบริส ูทธ 2  (ภาคผนวก ข. 
เป ท ี่ 10) พบว่าม ีการด ูดกลืนแสงท ี่ความถ ี่ 3216 (m), 2963 (พ), 2875 (พ), 1674 (ร), 1419 (ร), 645 
(พ) และ 528 (พ) cm ' 1 ด ังแสดงในตารางท ี่ 4.8

ตารางที่ 4.8 ตำแหน่งการด ูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริส ุทธ 2

แถบการดูดกลืนแสง (cm 1) ความเข้ม แสดงลักษณะ
3216 ปานกลาง N-H สั่นแบบยืดของ N-H

2875-2963 ต่ํา C-H สั่นแบบยืดของ CH2, CH3
1674 สูง c = o สั่นแบบยืดของ N-H
1419 สูง C-H สั่นแบบงอของ CH2, c h 3
645 ตํ่า N-C=0 ส่ันแบบงอ
528 ต่ํา c -c = o สั่นแบบงอนอกระนาบ
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จากข ้อม ูลโปรตอนน ิวเคล ียร ์แมกเนต ิกเรโซแนนซ ์สเปกตรัม ( ‘h -NMR  spectrum, CDClj, 
400 MHz) และ gCOSY ของสารบริช ุทธ 2 (ภาคผนวก ข. รูปที่ 16) ปรากฏสัญญาณที่ค ่าเคมิ 
คอลชิพ (ร11, ppm) ของ 3 methine proton ที ÔH 2.62, 3.93 และ 4.07 ppm; 6  methylene proton ที 
ÔH 1 .90 ,2 .0 3 ,2 .04 ,2 .37 ,3 .6 0  และ 3.64 ppm และ 2 methyl proton ที่ ÔH 0.90 และ 1.06 ppm

จากข ้อม ูลคาร ์บอน-13 น ิวเคล ียร ์แมคเนต ิกเรโชแนนซ ์สเปกตรัม ( l3O N M R  spectrum, 
CDC13, 100 MHz ) และ gHSQC ของสารบริส ุทธ 2 (ภาคผนวก ข. รูปที่ 14) พบสารบริส ุทธ 2 
มีจำนวนคาร์บอนทังหมด 10 อะตอม ซ ึ่งประกอบด้วย 2 methine carbon ที่ ô c 5 8 .8 1 และ 
60.37 ppm; 3 methylene carbon ท ôc 22.36, 28.52 และ 45.14 ppm; 2 methyl cabon ท ô c
16.03 และ 19.23 ppm; 1 quaternary carbon ที ôc 28.34 ppm และ 2 carbonyl group ที ô c 
164.92 และ 170.06 ppm

จากค่าเคมิคอลชิพท์ของ ‘h -NMR และ 1 3C-NMR จะได ้ว ่าส ูตรโมเลก ุลของสารบร ิช ุทธ 2 
น่าจะเป็น C 1 0H 16N 2 O2  ซึ่งมีค่า DBE เท ่าก ับ 4 และทำให ้ทราบว ่าโครงสร ้างสารบร ิส ุทธ 2 
ประกอบด ้วยวง 2 วง

จากข้อมูล 2D-NMR ผลจากการวิเคราะห์ด ้วย gHSQC, gHMBC และ gCOSY ประกอบ  
กับข้อม ูล ‘h -NMR  และ 13C-NMR ท ี่สรูปไว ้ด ังตารางท ี่ 4.9 และ 4.10 จะได ้ว ่าสารบร ิส ุทธ 2 คือ 
Cyclo(L)-Pro-(L)-Val {[ûr]o -157 (c l.o , CDClj)} [136] ด ังแสดงในรูปท ี่ 4.10 ซ ึ่งเป ็นสารที่เคยมี 
รายงานว่า Cyclo(L)-Pro-(L)-Val น ี้ แยกได ้มาจากแบคทีเร ีย Halobacillus litoralis YS3106 ซ ึ่งใช  ้
เป ็นสารต ั้งด ้นในการส ังเคราะห ์ Halolitoralin A ท ี่ม ีฤทธ ิiยับยั้งเชื้อรา Candida albicans, 
Tricophyton rubrum, Gaeumannomyces graminis, Rhziotonia cerealis, Helminthosporium sivum  
และ Fusarium graminearum  ทีค่า MIC เท ่าก ับ 20, 25, 300, 200, 300 และ 350 ตามลำดับ [136] 
นอกจากน ี้ย ังพบสารในกลุ่มเด ียวก ันก ับ Cyclo(L)-Pro-(L)-Val คือ Cyclo(D)-Pro-(D)-Val { [ « ^ 6  

-157 (c l.o , CDClj)} [137] ท ี่แยกได ้มาจากแบคท ีเร ีย สายพันธุ CF-20 (CECT5719) และ C-148 
(CECT5718) ซึ่งเป็น marine bacteria ชนิดหนึ่ง เม ื่อได ้ทำการทดสอบฤทธยับย ังเช ื้อ Vibrio 
anguillarum  พบว่า Cyclo(L)-Pro-(L)-Val มีฤทธยับยังการเจริญของเชื้อ V. anguillarum  ที่ค่า 
MIC เท ่าก ับ 0.05 pg / ml [137]

นอกจากน ี้ ในการว ิจ ัยน ี้เป ็นครั้งแรกท ี่แยก Cyclo(L)-Pro-(L)-Val ได ้จากรา Xylaria sp.
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ตารางที่ 4.9 แสดงค ่า 'h -NMR  (ร11), 1 3C-NMR (ôc), gHSQC, gHMBC และ gCOSY 
ของสารบริส ุทธ 2

ตำแหน่ง
UC -N M R

(Ôcx
‘h -NMR

(ô „ )
g H M B C g C O S Y

1 170.06 - - -
2 - 6.08 C-4 -

3 60.37 3.93 (1H, brs, 3-H) C-8, C-10, C-ll.C-12 H-6, H-10
4 164.92 - - -
N - - - -

45.14
3.64 (2H, m, 6 -H) C-7 C-8 C-10 H-6, H-7, H-8

6

3.60 (2H, m, 6 -H) C-7, C-8 H-6, H-7, H-8

22.36
2.03 (2H, 7-H)

C-l, C-7 C-8C-9 
C-10 H-6, H-7, H-8, H-9

7

1.90 (2H, 7-H)
C-3, C-6, C-8,C-9, 

C-10 H-6, H-7, H-8

8 28.52
2.37 (2H, 8 -H) C-6, C-7, C-8, C-9 H-7, H-8, H-9
2.04 (2H, 8 -H) C-l, C-7, C-8, C-10 H-6, H-7, H-8, H-9

9 58.81 4.07 (1 H ,J =  4.0 Hz, 9-H) C-8, C-10 H-3, H-7, H-8

1 0 28.34 2.62 (1H, 10-H) C-3, C-4, C-l 1, C-12 H-3, H-10, 
H-ll, H-12

1 1 19.23
0.90

(3H, d ,J = 4 .0  Hz, 12-H))
C-3, C-8, C-10, C-12 H-10

12 16.03
1.06

(3H, d , J=  4.0 Hz, 11-H)
C-3, C-8, C-10, C-l 1 H-10, H-l !
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ตารางที่ 4.10 แสดงค่า lH -N M R (5H) , l3C-NMR(Ôc) ของสารบริส ุทธ 2 เทียบกับ  
Cyclo(L)-Pro-(L)-V al [136]

ตำแหน่ง
สารบริสุทธิ 2 (CDCIj, 400 MHz) Cyclo(L)-Pro-(L)-Val [136] (CDCI„ 300 MHz)

'h -n m r ,3c -n m r 'h -n m r l3C-NMR
1 - 170.06 - 170.2
2 - - - -

6
3.64 (2H, m, 6-H)

45.14
3.55

45.0
3.60 (2H, m, 6-H) 3.63

7
2.03 (2H, 7-H)

22.36
2.02-1.99

22.2
1.90 (2H, 7-H) 1.93-1.88

8
2.37 (2H, 8-H)

28.52
2.40-2.30

28.4
2.04 (2H, 8-H) 2 .11-2.01

9 4.07 (1H, J  = 4.0 Hz, 9-H) 58.81 4.09 58.7
4 - 164.92 - 164.9
N 6.08 (1H, ร, NH) - 5.72 -
3 3.93 (1H, brs, 3-H) 60.37 3.94 60.3
10 2.62 (1H, 10-H) 28.34 2.64 28.4

11
0.90

(3H, d, J  = 4 .0  Hz, 12-H)
19.23 0.91 19.0

12
1.06

(3H, d, .7 = 4 .0  Hz, 11-H)
16.03 1.06 15.9
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รูปท่ี 4.10 โครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ 2
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4.5.3 การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสูท® 3
ลำด ับส ่วนที่ BE13 ของสารสกัดหยาบเอธิลแอซ ิเตตของน ํ่าเล ี้ยงเช ื้อ (BE) ท ี่ได ้ 

จากการชะด้วย 5 % เมธานอลในไดคลอโรม ีเธน ล ักษณะของสารท ี่ได ้เป ็นผล ึกส ีขาว ทำการแยก  
ผล ึกให ้บร ิส ุทธ โดยการตกผลึกซาด ้วยต ัวทำละลายผสมเฮกเซน-คลอโรฟอร์ม ได ้ผล ึกส ีขาวหน ัก
243.8 ม ิลลิกรัม (สารบร ิส ุทธ 3) ละลายได ้ในไดคลอโรม ีเธน คลอโรฟอร์ม และเมธานอล มีธุด 
หลอมเหลวเท ่าก ับ 210-212 ° C และมีค ่า [a ]o  -198 (cO.10 ใน MeOH) จากการวิเคราะห  ์
ด้วยเทคนิค TLC โด ย ใช ้ 10 % เมธานอลในคลอโรฟอร์ม เป็นวิ'ฎภาคเคลื่อนที่ และตรวจสอบ  
ตำแหน ่งของสารด ้วยแสงอ ัลตราไวโอเลต (UV) ที่ค ่าความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร
และย้อมด้วย V a m llm /H ^ o 4 จะได ้สารบริส ุทธ 3 ที่ม ีค ่า Rf เท ่าก ับ 0.30 (5% MeOH ใน  CHC13)

จากการวิเคราะห ์ด ้วยเทคน ิคอ ินฟราเรดสเปกโตรสโคป ีของสารบริส ุทธ ิ๙3 (ภาคผนวก ข. 
รูปที่ 18) พบว่าม ีการด ูดกลืนแสงท ี่ความถ ี่ 3482 (m), 2871-3089 (พ), 1683 (ร), 1646 (ร), 1561 
(m), 14212 (ร), และ 793 (ร) cm'1 ด ังแสดงในตารางท ี่ 4.11

ตารางที่ 4.11 ตำแหน ่งการด ูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริส ุทธ 3

แถบการด ูดกล ืนแสง (cm 1) ความเข้ม แสดงล ักษณะ
3482 ปานกลาง N-H ส ั่นแบบยืด

2871-3089 ตํ่า C-H ส ั่นแบบยืดของ CH 2 5 C H 3
1683 สูง c=0 สั่นแบบยืดของ Ester
1646 สูง c=c สั่นแบบยืดของ Aromatic
1561 ปานกลาง N-H ส ั่นแบบยืด
1412 สูง C-H ส ั่นแบบงอของ C H 2,C H 3
793 สูง N -C =0 ส ั่นแบบงอ
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จากข ้อม ูลโปรตอนน ิวเคล ียร ์แมกเนต ิกเรโซแนนซ ์สเปกตรัม ( ‘h -NMR  spectrum, CDClj, 
400 MHz) และ gCOSY ของสารบริส ุทธ 3 (ภาคผนวก ข. รูปที่ 24) ปรากฎสัญญาณที่ค ่าเคมิ 
คอลช ิพท ์ (0H, ppm) ของ 1 methine proton ที ÔH 4.08 ppm และ 8 methylene proton ที ÔH 1.91,
2 .0 3 ,2 .0 6 ,2 .3 7 ,3 .5 5 ,3 .6 1 ,3 .8 9  และ 4.08 ppm

จากข ้อม ูลคาร ์บอน-13 น ิวเคล ียร ์แมคเนต ิกเรโซแนนช์สเปกตรัม (°C -N M R spectrum, 
CDClj, 100 MHz ) และ gHSQC ของสารบริส ุทธ 3 (ภาคผนวก ข. รูปที่ 22) พบสารบริส ุทธ 3 มี

จำนวนคาร์บอนทั้งหมด 7 อะตอม ซ ึ่งประกอบด้วย 2 carbonyl group ที่ ô c 163.51 และ 
169.97 ppm; 1 methine carbon ที 8C 58.5 ppm และ 4 methylene carbon ที 8 C 22.4, 28 .4 ,45 .3  
และ 46.62 ppm

จากค่าเคมีคอลชิพท์ของ 'h -NMR และ 13C-NMR จะได ้ว ่าส ูตรโมเลก ุลของสารบร ิส ุทธ 3 
น่าจะเป็น C7H 10N 2O2 ซึ่งมีค่า DBE เท ่าก ับ 4 และทำให ้ทราบว ่าโครงสารสารบร ิส ุทธ 3
ประกอบด ้วยวง 2 วง

จากข้อมูล 2D-NMR ผลจากการวิเคราะห์ด ้วย gHSQC, gHMBC และ gCOSY ประกอบ  
กับข้อม ูล 'h -NMR  และ 13C-NMR ท ี่สร ุปไว ้ด ังตารางท ี่ 4.12 และ 4.13 จะได ้ว ่าสารบร ิส ุทธ 3 คือ 
Cyclo[Gly-(S)-Pro] [138] ด ังแสดงในรูปท ี่ 4.14-4.16 ซ ึ่งเป ็นสารที่เคยมีรายงานว่า Cyclo[Gly-(5)- 
Pro] น ี้ เป ็นสารท ี่ได ้ส ังเคราะห ์ข ึ้นมาจาก Desferrioxamine B ซ ึ่งเป ็นยาท ี่ช ื่อว ่า Desferal ท ี่ใข ้ก ับ  
ผู้ป ่วยท ี่เป ็นโรคธาลัสซ ีเม ีย [138] ด ังน ั้นสารบริส ุทธ 3 ซึ่งก ็ค ือ Cyclo[Gly-(5)-Pro] หรือ
hexahydro-pyrrolo[ 1,2-a]pyrazine-1,4-dione เป ็นสารใหม ่ท ี่พบการรายงานการแยกจากผลิตภ ัณฑ  ์
ธรรมชาติ
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ตารางที่ 4.12 แสดงค่า 'h -NMR (8h), 13C-NMR (8c), gHSQC, gHMBC และ gCOSY  
ของสารบริส ุทธ 3

ตำแหน่ง
13c -n m r

(ร ^
'h -NMR

(8„)
gHM BC gCOSY

1 169.97 - - -
2 - 6.90 - -

3 46.62

3.89 (2H, dd, J =  4.4 และ 
16.4 Hz, 3-H)

C-l,C-3, C-4 H-3, H-9

4.08
(2H, à , J =  15.2 Hz, 3-H)

c-l, C-3, C-4,C-7, 
C-8 H-3, H-7,H-8, H-9

4 163.51 - - -
5 - - - H-3

6 45.32
3.61 (2H, m, 6-H) 07 , C-8, C-9 H-6, H-7, H-8
3.55 (2H, m, 6-H) C-7, C-8, C-9 H-6, H-7, H-8

7 22.40
2.03 (2H, m, 7-H) C-7, C-9 H-3, H-6, H-7,H-8, 

H-9
1.91 (2H, m, 7-H) C-6, C-9 H-6, H-7, H-8

8 28.44
2.37 (2H, m, 8-H) C-3, C-6, C-7, C-9 H-3, H-7,H-8, H-9

2.06 (2H, m, 8-H) C-l, C-7,C-9 H-3, H-6, H-7,H-8, 
H-9

9 58.53
4.08 (1H, dd, J  = 5.2 และ 

15.6 Hz, 9-H)
C-l, C-3, C-4,C-7, 

C-8 H-3, H-7,H-8, H-9



95

ตารางที่ 4.13 แสดงค่า ‘h -NMR (ÔH), 13C-NMR(Ôc) ของสารบริส ุทธ 3 เท ียบกับ
Cyclo[Gly-(S)-Pro] [138]

ตำแหน่ง
สารบริสุทธิ3 (CDClj, 400 MHz) Cyclo[GIy-(5)-Pro] [138] (CDClj, 300 MHz)

'h -n m r l3C-NMR 'h -n m r i3C-NMR
1 - 169.97 169.93
2 6.90 - 6.8 -

3

3.89 (2H, d d ,J =  4.4 และ 
16.4 Hz, 3-H)

46.62
3.2-4.2

46.01
4.08

(2H, d, J =  15.2 Hz, 3-H)
3.2-4.2

4 - 163.51 - 163.54
5 - - - -
6 3.61 (2H, m, 6-H) 45.32 3.2-4.2 45.02

3.55 (2H, m, 6-H) 3.2-4.2
7 2.03 (2H, m, 7-H) 22.40 1.5-2.55 22.14

1.91 (2H, m, 7-H) 1.5-2.55
8 2.37 (2H, m, 8-H) 28.44 1.5-2.55 28.16

2.06 (2H, m, 8-H) 1.5-2.55
9 4.08 (1H, dd, J  = 5.2 และ 

15.6 Hz, 9-H)
58.53 3.2-4.2 58.33
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รูปที่ 4.11 โครงสร้างทางเคม ีของสารบริส ุทธ 3
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4.6 การทดสอบอุทธิ่ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ

4.6.1 ผลการทดสอบฤทธิ่ยับยั้งเชื้อจุลชีพของสารบริสุทธิด้วยวิธี Minimum 
Inhibitory Concentration Method (MIC)

จากสารบริส ุทธ ิททำการแยกได ้ ค ือ ส าร บ ร ิส ุท ธ !,ส าร บ ร ิส ุท ธ 2 แล ะส ารบ ร ิส ุท ธ ิ3 
นำมาทดสอบฤทธทางชีวภาพโดยการทดสอบฤทธยับยังจ ุลช ีพด ้วย วิธี Minimum Inhibitory 
Concentration Method (MIC) ได ้ผลด ังแสดงในตารางท ี่ 4.11

ตารางที่ 4.11 ค่า MIC ของสารบริส ุทธที่ม ีฤทธิ!ยับยั้งจ ุลชีพ

ค่า MIC ของสารบริสุทธิที่มีอุทธิยับยั้งจุลชีพ [fig /  ml (fiM)]
สาร B. subtilis c. albicans E. coli p. aeruginosa ร. aureus

ATCC 6633 ATCC 10231 ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 25923
สารบริส ุทธ 1 62.5 (325.18) 250 (1300.73) 250 (1300.73) 0 62.5(325.18)
สารบริส ุทธ 2 7.82 (39.86) 0 62.5(318.55) 125(637.10) 250 (1274.21)
สารบริส ุทธ 3 125 (811.16) 0 0 0 125 (811.16)
Streptomycin - - 15.63 (10.71) 62.5 (42.81) -
Penicillin G 15.63 (43.88) - - - 7.82(21.96)

Kétoconazole - 3 1 .25 (5 8 .8 0 ) - - -

หมายเหตุ - = ไม,ได้ทดสอบ 0 = ไม่มีฤทธิยับย๋ัง
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