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การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สรางจากราเอนโดไฟตที่แยกจากใบกระทอม Mitragyna speciosa 

Korth. โดยนําใบกระทอมจากจังหวัดปทุมธานี, อยุธยา และสุราษฎรธานี มาคัดแยกราโดยผานวิธีฆาเชื้อที่ผิวนอก
และวางบน potato dextrose agar สามารถแยกราไดทั้งหมด 39 ไอโซเลต ทําการทดสอบฤทธิ์ของราเอนโดไฟต
ดวย        วิธี dual-culture agar diffusion พบวาราเอนโดไฟต ไอโซเลต P03 สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในการยับยั้ง   จุลินทรียทดสอบไดดีที่สุด เมื่อนํามาจัดจําแนกสายพันธุโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
วิเคราะหลําดับ         นิวคลีโอไทดในบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) ของ rDNA พบวาราเอนโดไฟต 
P03 คือ Glomerella cingulata จากนั้นทําการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยนําราเอนโดไฟต P03 มาเลี้ยงใน
อาหารเหลว sabouraud dextrose ทําการแยกสารบริสุทธิ์จากน้ําหมักและเสนใยของราดวยวิธีโครมาโทกราฟและ
การตกผลึก และหาสูตรโครงสรางของสารดังกลาวโดยอาศัยสมบัติทางกายภาพและเทคนิคทางสเปกโทสโกป 
พบวา เมื่อแยกสวนสกัดเอทิลแอซิเตตจากเสนใยไดของผสม 1 ชนิดคือ น้ํามัน (ของผสม 1) และสารบริสุทธิ์ 1 
ชนิดคือ ergosterol peroxide (สารบริสุทธิ์ 1) เมื่อแยกสวนสกัดเมทานอลจากเสนใย ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิดคือ 
ursolic acid (สารบริสุทธิ์ 2) นําสารบริสุทธิ์ที่แยกไดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งจุลินทรียและทดสอบ
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งคน  5 ชนิด พบวาสารบริสุทธิ์ 1 มีฤทธิ์ตานจุลินทรีย Bacillus subtilis ATCC 6633, 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
และ Candida albican ATCC 10231 ดวยคา MIC เทากับ 15.6 (36.4), 15.6 (36.4), 15.6 (36.4), 15.6 (36.4) และ 
61.25 (143.1) ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ไมโครโมลาร) ตามลําดับ และมีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งตับ              
(HEP-G2),เซลลมะเร็งปอด (CHAGO), เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) 
และ เซลลมะเร็งเตานม (BT474)โดยมีคา IC50 เทากับ  5.0 (11.7), 6.3 (14.7), 5.2 (12.1), 5.8 (13.6)  และ 8.5 (19.2) 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ไมโครโมลาร) ตามลําดับ สําหรับสารบริสุทธิ์ 2 มีฤทธิ์ตานจุลินทรีย Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC และ Candida albican ATCC 10231 27853 ดวยคา MIC เทากับ 125 (274.1), 125 (274.1), 250 (548.2), 
125 (274.1) และ 125 (274.1) ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ไมโครโมลาร) ตามลําดับ และมีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 
เซลลมะเร็งตับ (HEP-G2),เซลลมะเร็งปอด(CHAGO),เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW620),เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATO-3)และ เซลลมะเร็งเตานม (BT474) โดยมีคา IC50 เทากับ 5.4 (11.8),    5.6 (12.3), 0.8 (1.7), 0.5 (1.1)  และ 
0.7 (1.5) ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ไมโครโมลาร) ตามลําดับ 
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                  The purpose of this research was to isolate bioactive compounds from endophytic fungi isolated 
from Mitragyna speciosa Korth. Plant samples were collected from 3 provinces; Pathumthani, Ayuthaya and 
Surathani. Fungal endophytes were isolated from leaves by surface sterilization and placed on potato dextrose 
agar. Thirty-nine fungal isolates were obtained and tested for the production of antimicrobial compounds by 
dual culture agar diffusion technique. Fungal isolate P03 was chosen for the study of bioactive compounds 
because this isolate produced the compounds that were against a large number of test microorganisms. Based on 
morphology and nucleotide sequencing of internal transcribed spacer (ITS) regions of rDNA, isolate P03 was 
identified as Glomerella cingulata. Chromatographic techniques and crystallization were used to isolate 
bioactive compounds from sabouraud dextrose broth ethyl acetate crude, mycelium ethyl acetate crude and 
mycelium methanol crude. Structure elucidations of the pure compounds were investigated using physical 
properties and spectroscopic techniques. Mycelium ethyl acetate crude gave oil (mixture 1) and ergosterol 
peroxide (compound 1). Mycelium methanol crude gave ursolic acid (compound 2). Antimicrobial activities and 
cytotoxicity of the pure compound were tested. Ergosterol peroxide (compound 1) was found to exhibit activity 
against Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Candida albican ATCC 10231 with the MIC value of 15.6 (36.4), 
15.6 (36.4), 15.6 (36.4), 15.6 (36.4) and 61.25 (143.1) µg/ml (µM), respectively; and exhibit cytotoxic activity 
against HEP-G2, CHAGO, SW620, KATO-3 and BT474 with IC50 5.0 (11.7), 6.3 (14.7), 5.2 (12.1), 5.8 (13.6) 
and 8.5 (19.2) µg/ml (µM), respectively. Ursolic acid (compound 2) was found to exhibit activity against 
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Candida albican ATCC with the MIC value of 125 (274.1), 125 
(274.1), 250 (548.2), 125 (274.1) and 125 (274.1) µg/ml (µM),  respectively; and exhibit cytotoxic activity 
against HEP-G2, CHAGO, SW620, KATO-3 and BT474 with IC50 5.4 (11.8), 5.6 (12.3), 0.8 (1.7), 0.5 (1.1)  
and 0.7 (1.5) µg/ml (µM), respectively.   
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คํายอ 
  

[α]D
20 = Specific rotation at 20° and Sodium D line (589 nm) 

ATCC = American Type Culture Collection, Maryland, U.S.A 
br s = broad singlet (for NMR spectral data) 
13C-NMR =  carbon-13 nuclear magnatic resonace 
CDCl3 = deuterated chloroform 

 CHCl3 =  chloroform 
 CD3OD =  deuterated methanol 
 COSY =  1H-1H correlation spectrosopy 
 δ =  chemical shift 
 d = doublet (for NMR spectral data) 
 dd = doublet of doublet (for NMR spectral data) 
 dt = doublet of triplets (for NMR spectral data) 
 ε = molar absorptivity 
 EI-MS = electron impect mass spectroscopy 
 Eq = equatorial 
 EtOAc =  ethylacetate 
 HMBC = 1H-13C hetronuclear corration 
 HSQC = 1H- detected heteronuclear single quantum coherence 
 1H-NMR =  proton nuclar magnetic resonace 
 Hz = hertz 
 IR = infared spectroscopy 
 ITS = internal transcribed spacer 
 µl =  microliter 
 λmax =  wavelength of maximum absorption 
 
  
 
 
  



 

คํายอ (ตอ) 
  

 [M+H]+ =  protonated molecular ion 
 m =  multiplet (for NMR spectral data) 
 MEA =  Malt extract agar 
 MHB =  Mueller- Hinton broth 
 MeOH =  methanol 
 MIC =  Minimum inhibitory concentration 
 µg =  microgram 
 MHz =  megahertz 
 ml =  mililitre 
 mm =  milimeter 
 νmax =  wave number at maximum absorption 
 NMR =  nuclear magnetic resonance 
 N. =  Number 
 ppm =  part per million 
 s =  singlet (for NMR spectral data) 
 SEM =  scaning electron microscope 
 t =  tripet (for NMR spectral data) 
 TLC =  thin layer chromatography 
 UV =  Ultraviolet 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 ปจจุบันการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อจุลินทรียตางๆ มีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น ดังนั้นจึงมี     
ความพยายามในการหายาปฏิชีวนะชนิดใหมๆที่มีประสิทธิภาพมากกวาเดิมเพื่อใชตอตานการเจริญ
ของเชื้อจุลินทรียกอโรค  ราเปนส่ิงมีชีวติที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูงและเปนแหลงสําคัญที่
สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวามีราอยูจําพวกหนึ่งที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชที่มีชีวิตโดยไม
กอใหเกิดโรคกับพืช นอกจากนี้ราบางชนิดยังสามารถสรางสารชนิดเดียวกันกับพืชที่ราอาศัยอยู 
เรียกราชนิดนี้วาราเอนโดไฟต  

จากการศึกษาสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟต พบวามีสารที่นาสนใจและสามารถ
นํามาพัฒนาเพื่อใชเปนยาชนิดใหมๆได เชนสารที่ฤทธิ์กดภูมิคุมกัน (Immunosuppressive agents), 
สารที่มีฤทธิ์ตานมะเร็ง (Anticancer agents) และสารที่มีฤทธ์ิตานเชื้อจุลินทรีย (Antimicrobial 
agents) ตัวอยางเชน ราเอนโดไฟต Acremonium sp. ที่อาศัยอยูในตน European yew (Taxus 
baccata) สามารถสรางสารกลุม Leucino statins ซ่ึงเปนเปปไทดที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
และเซลลมะเร็ง (Strobel และคณะ, 1996) และจากการศึกษาราเอนโดไฟตที่พบในตน Taxus mairei 
และ Torreya grandis พบราเอนโดไฟต 2 ชนิดคือ  Paecilomyces sp. และ Aspergillus clavatus ที่
สามารถสรางสาร Brefeldin A ที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งหลายชนิด(Wang และ
คณะ, 2002)  ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจในการศึกษาราเอนโดไฟตจากพืชสมุนไพรไทยเพื่อเปนแหลง
ของสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 
 ตนกระทอม (Mitragyna speciosa Korth.) เปนพืชที่มีคุณสมบัติในการรักษาโรคหลายชนิด
เชน รักษาอาการปวดทอง แกทองเสีย โรคบิด นอกจากนี้ใบกระทอมยังเปนแหลงของสารอินโดล
แอลคาลอยดหลายชนดิ โดยเฉพาะ Mitragynine ที่มีคุณสมบัติในการระงับปวด โดยมีการทดลอง
เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสารดังกลาวโดยทําการทดลองในหนูขาวและหนูตะเภา พบวา Mitragynine 
จาก ใบกระทอมมีฤทธิ์ในการระงับปวดในลักษณะเดียวกับแอลคาลอยดที่ไดจากยางฝน             เชน 
มอรฟน (Opiate-like action) โดยไปออกฤทธิ์ตอ Opioid receptor (Agonistic effects) แตมีความ
รุนแรงนอยกวามอรฟน 10 เทา (Watanabe และคณะ, 1997) 
 ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจทําการศึกษาแยกราเอนโดไฟตจากใบกระทอม ซ่ึงอาจจะทําใหพบ
สารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียและสารที่ใกลเคียงหรือเปนสารชนิด
เดียวกันกับสารที่พบในใบกระทอม เพื่อนําไปพัฒนาใหเกิดประโยชนตอไปในอนาคตได 
 



 

วัตถุประสงค 
1. แยกราเอนโดไฟตจากใบของตนกระทอม (Mitragyna speciosa Korth.)  
2. ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตที่แยกได 
3. พิสูจนเอกลักษณของราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
4. ทําการสกัดและแยกสารจากราเอนโดไฟต ใหบริสุทธิ์  

 5. ระบุชนิดและโครงสรางของสารที่แยกไดจากราเอนโดไฟตและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทท่ี 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรมที่เก่ียวของ   
 

2.1     ราเอนโดไฟต (Endophytic fungi) 
 ราเอนโดไฟต เปนราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชที่มีชีวิตบริเวณทั้งในและชองวางระหวางเซลล

พืช ในสวนของเปลือกไม, เนื้อไม, กานใบ, ใบ และรากของพืชช้ันสูง โดยมีความสัมพันธกับพืช   
ในลักษณะที่เปนภาวะพึ่งพากัน (mutualism symbiotic) เชน การที่ราเอนโดไฟตสรางสารพิษ
ปองกันแมลงและสัตวใหแกพืช ในขณะที่พืชใหที่อยูอาศัยและอาหารแกรา (Ju และคณะ,1998 และ       
Daisy และคณะ, 2002 ) และ ภาวะอิงอาศัย (commensalisms) จนถึงกระทั่งทําใหเกิดโรคกับพืชได  
ถาตนพืชมีภาวะออนแอหรือมีความเครียดเกิดขึ้น ราเอนโดไฟตอาจจะอาศัยอยูในชวงใดชวงหนึ่ง
หรือทั้งหมดของวงชีวิตพืช และเปนสาเหตุของการติดเชื้อที่ไมปรากฏอาการในเนื้อเยื่อพืช ทั้งนี้    
ไมรวมราไมคอรไรซา แตรวมราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืช ในระยะเวลาที่ยาวนานกอนที่จะเปน
สาเหตุใหเกิดอาการของโรคในพืชที่ราอาศัยอยู ถึงแมวาราเหลานี้จะถูกจัดเปนราที่กอใหเกิดโรคแต
ก็ยังสามารถดํารงชีวิตแบบเอนโดไฟตไดในวงชีวิต 

 เมื่อจัดกลุมราเอนโดไฟตในทางนิเวศวิทยา แบงไดเปน 2 กลุมดังนี้ (กฤต เพชสุวรรณ, 2543)   
 1. Clavicipitaceous grass endophyte คือราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญาซ่ึงเปนราในวงศ  

Clavicipitaceae การคนพบราในเอนโดไฟตในกลุมนี้  เร่ิมตนจากการพบราในเมล็ดของหญาชนิด
หนึ่ง (Lolium tumulentum L.) ซ่ึงเปนวัชพืชที่เกิดในแปลงโดย Vogl ในปค.ศ.1989 นับจากนั้นจึงมี
รายงานการศึกษา ซ่ึงทําใหเห็นวาราในกลุมนี้ มีแหลงที่อยูอาศัยในพืชอีกมาก ซ่ึงทั้งหมดจะเปนพวก
หญาไดแกหญาตระกูล Poaceae, หญาจําพวกหญาแหวหมู (Sedge)  ตระกูล Cryperaceae และ     
หญาทรงสูงชนิดหนึ่ง (rush)  ตระกูล Jancaceae โดยมีหญากวา 80 สกุลและหลายรอยชนิดที่รา
อาศัยอยู  

 2. Non- Clavicipitaceous grass endophyte คือราเอนโดไฟตในไมยืนตนหรือไมพุมแตรวมรา
เอนโดไฟตในหญาที่ไมไดอยูในวงศ Clavicipitaceae ราเอนโดไฟตในกลุมนี้ไดแกในราในดิวิชัน
ยอย Ascomycotina, Deuteromycotina, Zygomycotina และ Basidiomycotina ราเอนโดไฟตของพืช
ตระกูลหญาเปนที่รูจักกันมานานกวา 70 ปแลว แตการศึกษาราเอนโดไฟตของไมยืนตนและไมพุม
เพิ่งเริ่มศึกษาเมื่อประมาณ 20 ปที่ผานมา โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป หลังจากนั้นมีรายงานที่
รวบรวมรายชื่อของพืชที่มีราเอนโดไฟต เพื่อสรุปถึงราเอนโดไฟตที่กระจายอยู ในอาณาจักรของพืช 
และพบวาพืชที่มีเนื้อไมพวกจิมโนสเปรม และแองจิโดสเปรมทั้งหมดที่ถูกตรวจสอบมีราเอนโด
ไฟตอาศัยอยูและพบวาราเหลานี้  มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง 



 

2.2    การศึกษาสารทุติยภูมิทีม่ีฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟตที่นาสนใจ 
          การศึกษาสารทุติยภูมิจากราเอนโดไฟต ผูทําการวิจัยสวนใหญมักเลือกตนไมที่เปนพืชประจํา
ถ่ินของประเทศตางๆ สวนมากเปนพืชเขตรอนและพืชสมุนไพร เนื่องจากผูทําการวิจัยคาดวาราเอน
โดไฟตที่อาศัยอยูรวมกับตนพืชดังกลาวอาจสรางสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพไดเชนเดียวกับพืชที่รา
อาศัยอยู จากงานวิจัยตางๆสามารถแยกประเภทของสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ราเอนโดไฟตสรางขึ้น
ออกเปน 3 ประเภทไดแก สารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย, สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งและสารที่มี
ฤทธ์ิทางชีวภาพอื่นๆ เชน ยับยั้งการเจริญของไวรัส หรือ ฆาแมลงได 
 
         2.2.1 สารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย (antimicrobial agents) 
                     การออกฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรียของสารที่ราเอนโดไฟตผลิตได จัดเปนฤทธิ์เบื้องตนของ
ราการทดสอบ นิยมทดสอบกับจุลินทรียที่กอโรคโดยวัดจากขนาดของวงใสที่เกิดขึ้น, คา MIC 
(minimum inhibitory concentrations) หรือคา IC (inhibition concentration) มีรายงานการศึกษาสาร
ที่มีฤทธ์ิตานเชื้อจุลินทรียที่นาสนใจของราเอนโดไฟตชนิดตางๆ ดังนี้ (รูปโครงสรางของสารตางๆ 
ที่แยกไดจากราเอนโดไฟตแสดงรูปที่ ข1 ภาคผนวก ข) 
 
 Horn และคณะ (1995) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis sp.จาก Salix gracilostyla var. 
melanostachys ซ่ึงสามารถผลิตสาร Phomopsichalasin ศึกษาโครงสรางสารดังกลาวดวยเทคนิคทาง 
สเปกโทสโกป พบวาอยูในกลุมของ Cytochalasin ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของ Bacillus 
subtilis, Salmonella gallinarum, Staphylococcus aureus และ Candida tropicalis ได 
  

Munday-Finch และคณะ (1998) ศึกษาราเอนโดไฟต Neotyphodium lolli.จาก Lolium 
perenne ซ่ึงสามารถผลิตสาร Lolicine A และ B ศึกษาโครงสรางสารดังกลาวดวยเทคนิคทาง     
สเปกโทสโกป พบวาอยูในกลุมของ indole-diterpenoidsที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
หลายชนิด 

 
Strobel และคณะ (1999) ศึกษาราเอนโดไฟต Cryptosporiopsis cf. quercina จาก

Tripterigeum wilfordii ซ่ึงสามารถผลิตสารCryptocandin ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของ 
Candida albicans โดยมีคา MIC อยูในชวง 0.03 – 0.07 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถยับยั้ง        
การเจริญของรากอโรคพืชไดหลายชนิด 

  



 

Brandy และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Fusarium sp. จากตน Selaginella pallescens 
ซ่ึงสามารถผลิตสาร CR377 ซ่ึงเปนสารในกลุม pentaketide ชนิดใหม ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ
ของ Candida albicans โดยเกิดวงใสขนาดเสนผานศูนยกลาง 19 – 24 มิลลิเมตร 

 
Li และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Cryptosporiopsis cf. quercina จากตน 

Triptergyium wilfordii ซ่ึงสามารถผลิตสาร  Cryptocin ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของรา 
Pythium ultimum, Phytophthora cinnamoni,  Phytophthora citrophthora,  Sclerotinia sclerotiorum 
และ Pyricularia oryzae โดยมีคา MIC นอยกวา 0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
Lu และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Colletotrichum sp. จากตน Artemisia annua ซ่ึง

สามารถผลิตสาร ในกลุม ergosterol 7 ชนิด, indole-3-acetic acid (IAA) ที่เปนฮอรโมนพืชและสาร
ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 3 ชนิดไดแก 6-isoprenylindole-3-carboxylic acid, 3β,5α-dihydroxy-
6β-acetoxy-ergosta-7,22-diene และ 3β,5α-dihydroxy-6β-phenylacetyloxy-ergosta-7,22-diene ที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียหลายชนิด (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 
Sarcina lutea และPseudomonas sp.) โดยมีคา MIC อยูในชวง 25 – 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราCandida albicans และ Aspergillus niger โดยมีคา MIC อยู
ในชวง 50 – 100  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
Zou และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Colletotrichum gloeosporioides จากตน 

Artemisia mongolica ซ่ึงสามารถผลิตสาร colletotric acid ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ 
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea  และ Helminthosporium sativumโดยมีคา 
MIC (Minimum Inhibitory Concentrations) อยูในชวง 25 - 50ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
Krohn และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟต Mycelia sterila จากตน Atropa belladonna ซ่ึง

สามารถผลิตสาร preussomerins J, K และ L และศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ Bacillus 
megaterium, Microbotryum violaceum, Mycotypha microspora และ Chlorella fusca ดวยวิธี agar 
diffusion 

 
Li และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalotiopsis sp. และ Monochaetia sp .จากพืช

เขตรอนหลายชนิดซึ่งสามารถผลิตสาร amburic acid มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช
เชน Fusarium cubense, Helminthosporium sativum, Diplodia natelensis และ pythium ultimum ได 



 

Liu และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟตหลายชนิดจากตน Artemisia annua ที่เปนแหลง
ของยาตานมาเลเรีย artemisinin พบวาราเอนโดไฟต IV403 สามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้ง
การเจริญของรากอโรคพืชไดมากที่สุด 

 
Harper และคณะ (2003) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalotiopsis microspora จากตน 

Terminalia morobensis ซ่ึงสามารถผลิตสาร Pestacin และจัดอยูในกลุม Isobenzofuran ที่มีนอกจาก
จะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียหลายชนดิแลวและยังมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

 
Stinson และคณะ (2003) ศึกษาราเอนโดไฟต Gliocladium sp.จากตน Eucryphia cordifolia 

ซ่ึงสามารถผลิต 1,3,5,7 cyclooctatetraene และสารอินทรียที่ระเหยไดหลายชนิด ที่มีฤทธ์ิในการ
ยับยั้งการเจริญและฆารากอโรคเชน Sclerotinia sclerotiorum และ Pythium ultimum โดยมีคา IC100 
อยูในชวง 0.18 – 0.66 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
Kim และคณะ (2004) ศึกษาราเอนโดไฟต Periconia sp.จากตน Taxus cuspidata. ซ่ึง

สามารถผลิตสาร periconicins A และ B ที่เปนสารชนิดใหมในกลุม fusicoccane diterpenes ทั้ง 2 
ชนิดและมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียหลายชนิดเชน Bacillus subtilis ATCC 6633 
และ Klebsiella pneumoniae IFO 1354 โดยมีคา MIC ตั้งแต 3.12 จนถึงมากกวา 100 ไมโครกรมัตอ
มิลลิลิตร ขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย 

 
Liu และคณะ (2004) ศึกษาราเอนโดไฟต Aspergillus fumigatus CY018 จากตน Cynodon 

dactylon ซ่ึงสามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด  และมีสารชนิดใหม 2 ชนิดคือ
asperfumoid และ asperfumin และมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของราหลายชนิดเชน Candida 
albicans, Trichophyton rubrum และ Aspergillus niger  โดยมีคา MIC ตั้งแต 75 จนถึงมากกวา 300 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
Weber และคณะ (2004) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis species จากตน Erythrina crista-

galli ซ่ึงสามารถผลิตสาร phomol ที่เปนสารปฏิชีวนะชนิดใหม โดยจัดเปนสารในกลุม polyketide 
lactone และมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและราหลายชนิด 
 
 
 
 



 

         2.2.2 สารที่มีฤทธิ์ยังยั้งเซลลมะเร็ง (anticancer agents) 
                     นอกจากฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียที่เปนฤทธิ์ทั่วไปของราเอนโดไฟตที่สามารถ
สรางสารที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดแลว การออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งนับเปนสิ่งที่นาสนใจใน
การศึกษาราเอนโดไฟตเปนอยางยิ่ง เนื่องจากสถิติของผูปวยดวยโรคมะเร็งชนิดตางๆ ของประชากร
โลกมีแนวโนมเพิ่มข้ึนทุกป และสารเคมีและยาที่ใชในการรักษาผูปวยมีราคาคอนขางสูง ดังนั้นการ
ทดสอบและสกัดสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจึงเปนแนวทางที่นาสนใจ 
สําหรับรายงานการศึกษาสารที่มีฤทธิ์ยังยั้งเซลลมะเร็ง ที่นาสนใจของราเอนโดไฟตชนิดตางๆ มี
ดังนี้ (รูปโครงสรางของสารตางๆ ที่แยกไดจากราเอนโดไฟตแสดงรูปที่ ข2 ภาคผนวก ข) 
 
 Stierle และคณะ (1995) ศึกษาราเอนโดไฟต Taxmyces andreanae จากตน               
Taxus brevifolia และวิธีการสกัดสาร Taxol ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจาก        
ราเอนโดไฟต 
 
 Lee และคณะ (1996) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalotiopsis microspora จากตน Torreya 
taxifolia ซ่ึงสามารถผลิตสาร Torreyanic acid พบวาสารดังกลาวมีฤทธ์ิในการทําลายเซลลมะเร็ง
หลายชนิด โดยมีคา IC50 อยูในชวง 9.4 – 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 
 Stroble และคณะ (1997) พบวา Acremonium sp. ที่อาศัยอยูในตน European yew (Taxus 
baccata) สามารถสรางสารกลุม Leucino statins ซ่ึงเปนเปปไทดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อราและเซลลมะเร็ง 
 
 Stierle และคณะ (1999) ศึกษาราเอนโดไฟต Aspergillus parasiticus จากตน Sequoia 
sempervirens ซ่ึงสามารถผลิตสาร Sequoiatones A and B ศึกษาโครงสรางสารดังกลาวดวยเทคนิค
ทาง สเปกโทสโกป นอกจากนี้พบวาสารดังกลาวมีฤทธิ์ในการทําลายเซลลมะเร็งหลายชนิด 
 
 Metz และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalotiopsis microspora จาก Taxus 
wallichiana เปรียบเทียบกับราเอนโดไฟตสายพันธุตางๆในพืชชนิดอื่นๆที่สามารถสราง taxol ได
เชนเดียวกัน พบวา ราเอนโดไฟต Pestalotiopsis microspora จากตน Taxus wallichiana สามารถ
ผลิตไดมากที่สุดปริมาณ 2.92 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
 



 

 Wagenaar และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Rhinocladiella sp. จากตน 
Tripterygium wilfordii ซ่ึงสามารถผลิตสาร cytochalasin ชนิดใหม 3 ชนิด ที่มีฤทธ์ิในการทําลาย
เซลลมะเร็ง 3 ชนิดไดแก A2780S (ovarian tumor cell line), SW-620 (colon tumor cell line) และ 
HCT-116 (colon tumor cell line) เปรียบเทียบกับ cytochalasin E พบวา IC100(µg/ml) ของ 
cytochalasin ทั้ง 3 ชนิด มีคามากกวา IC100 ของ cytochalasin E โดยมีคาอยูในชวง 3.91 – 62.5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 Wang และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Tubercularia sp. สายพันธุ TF5 จากตน 
Taxus mairei ซ่ึงสามารถผลิตสาร Taxol ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 2 ชนิดคือ 
KB (เซลลมะเร็งในชองปาก) และ P388 (เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว) โดยมีคา ID50 1/2400 และ 
1/38,400 ตามลําดับ 
 
 Shrestha และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟตจากตน Taxus wallichiana พบวามีราเอน
โดไฟตชนิดใหม 3 ชนิดที่สามารถผลิตยา paclitaxel ที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง ที่มี
มูลคาสูงทางการคา 
 
 Wagenaar และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis longicolla จากตน 
Dicerandra frutescens ซ่ึงสามารถผลิตสาร Dicerandrols A, B และ C ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการ
เจริญของ Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis และมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 2 
ชนิดคือA549 and HCT-116 โดยมีคา IC100 อยูในชวง 1.8 - 7.0ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 Wang และคณะ (2002) ศึกษาราเอนโดไฟตจากตน Taxus mairei และ Torreya grandis  
พบราเอนโดไฟต 2 ชนิดคือ Paecilomyces sp. และ Aspergillus clavatus ที่สามารถสราง Brefeldin 
A ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเซลลมะเร็งหลายชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

         2.2.3 สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอืน่ๆ  
                     ราเอนโดไฟตสามารถสรางสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลาย นอกจากฤทธิ์
ตานการเจริญของเชื้อจุลินทรียและยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งแลว ยังมีราเอนโดไฟตอีกหลาย
ชนิดที่สามารถสรางสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของไวรัสตางๆ หรือมี
คุณสมบัติในการฆาแมลงได มีรายงานการศึกษาสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆที่นาสนใจของราเอน
โดไฟตชนิดตางๆ ดังนี้ (รูปโครงสรางของสารตางๆ ที่แยกไดจากราเอนโดไฟตแสดงรูปที่ ข3 
ภาคผนวก ข) 
 
 Lee และคณะ (1995) ศึกษาราเอนโดไฟต Fusarium subglutinans ที่อาศัยอยูใน 
Tripterygium wilfordii ที่สามารถผลิตสาร Subglutinol A และ B จัดอยูในกลุม diterpene ที่มีฤทธิ์
เปน Immonosuppressive 
 
 McBrien และคณะ (1996) ศึกษาราเอนโดไฟต Fusarium sp.จากตน Oxydendron 
arborcum ซ่ึงสามารถผลิตสาร Fusaricide ศึกษาโครงสรางสารดังกลาวดวยเทคนิคทางสเปกโทรส
โกป นอกจากนี้พบวาสารดังกลาวมีฤทธิ์ในการยับยั้งไวรัส HIV 
 
 Ju และคณะ (1998) ศึกษาสารทุติยภูมิ จากราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูใน Blue grass (Poa 
ampla) พบสาร ฟลาโวนอยดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 3 ชนิด คือ Tricin, 7-o-(β-D-glucopyranosyl)tricin 
และ Isoorientin ซ่ึงมีคุณสมบัติในการฆาลูกน้ํายุง 
 
 Guo และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Cytonaema sp. ที่สามารถผลิตสาร Cytonic 
Acids A และ B ซ่ึงเปนสารในกลุม tridepside ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของไวรัส human 
cytomegalovirus (hCMV) 
 
 Daisy และคณะ (2002) ศึกษาราเอนโดไฟต Muscodor vitigenus จากตน Paullinia 
paullinioides ซ่ึงสามารถผลิตสาร Naphthalene ที่มีฤทธิ์ในการฆาแมลง Cephus cinctus 
 
 Popay และคณะ (2003) ศึกษาสารสกัดราเอนโดไฟต Neotyphodium uncinatum จากตน 
Festuca pratensis พบวามีฤทธิ์ในการฆาแมลง Grass grub (Costelytra zealandica) 
 
 
 



 

 Singh และคณะ (2003) ศึกษาราเอนโดไฟต Penicillium chrysogenum ที่สามารถผลิต
สาร Xanthoviridicatin Eและ F  มีฤทธิ์ในการยับยั้งไวรัส HIV โดยทําหนาที่ยับยั้งเอนไซม integrase 
ของไวรัส นอกจากนี้ยังพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นเชน  8-O-methylanthrogallol, xerocomic 
acid, deoxyfunicone, altenusin และ rugulosin 
 
 Kumar และคณะ (2004) ศึกษาสารสกัดของราเอนโดไฟตจากตน Tripterygium 
wilfordii พบราเอนโดไฟต 3 ชนิดคือ Acremonium sp. A, C และ Pestalotiopsis suffocata ที่
สามารถสรางสารที่มีคุณสมบัติในการกดภูมิคุมกัน 
 
 Schwarz และคณะ (2004) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis phaseoli ที่อาศัยอยูในตน 
Quercus suber ที่สามารถผลิตสาร 3-Hydroxypropionic acid ที่มีฤทธิ์ในการฆาปรสิตพืช 
Meloidogyne incognita ดวยคา LD50 ในชวง 12.5–15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

2.3     ตนกระทอม (Kratom) 
          2.3.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
                       ตนกระทอม (Mitragyna speciosa Korth.) อยูในวงศ Rubiaceae เปนไมยืนตนขนาด
กลางสูง 10-15 เมตร ใบเปนใบเดี่ยวเรียงตัวเปนคูตรงขามและมีหูใบ 1 คู (interpetiolar stipules) ใบมี
รสขมเฝอน แผนใบสีเขียว เปนรูปไขรี แกนขอบขนาน ปลายแหลมมีขนาด กวางประมาณ                       
5-10 เซนติเมตร ยาวประมาณ 8-14 เซนติเมตร ปลายใบแหลม ขอบใบเรียบ ฐานใบมน กานใบออก
จากฐานใบ มีความยาวประมาณ 2-4 เซนติเมตร เสนใบเรียงตัวแบบขนนก เสนกลางใบและเสนแข
นงใบ มีสีแดงเรื่อ มีขนออนสั้นๆ บริเวณเสนใบที่อยูดานทองใบ มีเสนแขนงใบ 10-15 คู ดอกออกเป
นชอ ตุมกลม (head) ขนาด 3-5 เซนติเมตร ใน 1 ชอประกอบดวยดอกยอยขนาดเล็กสีขาวอมเหลือง
จํานวนมาก ดอกยอยสมบูรณเพศ (รูปที่ 2.1) ผลเปนรูปไขขนาดเล็กประมาณ 5-7 มิลลิเมตร กระทอม
พบไดในบางจังหวัดของภาคกลาง เชน ปทุมธานี แตจะพบมากในปาธรรมชาติบริเวณภาคใต เชน                   
สุราษฎรธานี นครศรีธรรมราช ตรัง สตูล พัทลุง สงขลา ยะลา ปตตานี นราธิวาส และตอนบนของ
ประเทศมาเลเซีย กระทอมเปนพืชเสพติดใหโทษประเภท 5 ตาม พ.ร.บ. ยาเสพติดใหโทษ พ.ศ. 2522 
             
 

 
 

รูปที่ 2.1 ตนกระทอม (ซาย) และ ดอกกระทอม (ขวา) 
 
 
 
 
 
 



 

             2.3.2   สรรพคุณทางยา 
                     ใบกระทอมมีรสขมเฝอนเมา ใชเปนยาแกปวดทอง แกบิด ทองเสีย แกปวดเมื่อยรางกาย 
ระงับประสาท ชวยใหทํางานทนไมหิวงาย วิธีใชใหนําใบสด 3-4 ใบ มาลอกเอากานใบและเสนใบ
ออก เคี้ยวใหละเอียด ดื่มนํ้าอุนกล้ัวกลืนลงไป หรือนําใบมาตากแดดใหแหง บดเปนผง รับประทาน
กับนํ้าอุนครั้งละ 1ชอน กาแฟพูนๆ แกทองเสีย บรรเทาอาการปวดเมื่อยกลามเนื้อและทําใหเกดิอาการ
เคลิบเคลิ้มสบายตัวไดนานประมาณ 4-5 ชั่วโมง การรับประทานใบกระทอมชวยใหทํางานไดทน
เวลามีแสงแดดจัด แตจะเกิดอาการหนาวสั่นเวลาอากาศครึ้มฟาครึ้มฝน (เสงี่ยม พงษบุญรอด, 2514)  
 
          2.3.3 สารเคมีที่สําคัญ  
       ใบกระทอมประกอบดวยแอลคาลอยดทั้งหมดประมาณ 0.5 เปอรเซ็นต ในจํานวนนี้เปน 
mitragynine คร่ึงหนึ่ง ที่เหลือสวนมากเปนspeciogynine และ paynanthine สวน speciogynine           
พบปริมาณนอย พบ oxindole alkaloid ปริมาณนอยมาก ใบกระทอมสด 1 ใบ มีน้ําหนักเฉลี่ย 1.7 กรัม 
(ใบแหงหนัก 0.43 กรัม) ใบสด 20 ใบ จะได mitragynine ประมาณ 17 มิลลิกรัมหรือ  850 
ไมโครกรัมตอใบ  ชนิดและปริมาณแอลคาลอยดที่พบ แตกตางกันตามสถานที่และเวลาที่เก็บเกี่ยว 
แอลคาลอยดที่พบในใบแกของกระทอมมีประมาณ 40 ชนิด สวนใบออนพบแอลคาลอยดปริมาณ
นอยมาก           แอลคาลอยดที่มีการตรวจสอบหาสูตรโครงสรางไดแลว แบงออกเปน 2 ประเภทคือ 
Indole alkaloid และ oxindole alkaloid นอกจากนี้ยังพบ flavonoid, phytosteoid และ taninin 
โครงสรางสารเคมี          ชนิดตางๆ ที่พบในใบกระทอมแสดงดังรูปที่ 2.2 (นิวัติ แกวประดับ, 2533) 

  
      
 
 
 
mitragynine       mitragynine pseudoindoxyl 
          
 
 
 
 
mitragynaline (R = OMe)     9-methoxymitralactonine 

               corynantheidaline (R = H)  
รูปที่ 2.2 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารชนิดตางๆที่พบในตนกระทอม 
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                 ursolic acid               quercetin 
 

 
 
 
 
 
 

                           akuammigine                  rutin 
 

รูปที่ 2.2 แสดงโครงสรางทางเคมีของสารชนิดตางๆที่พบในตนกระทอม (ตอ) 



 

           2.3.4  งานวิจยัเกีย่วกบัตนกระทอม 
         งานวิจัยที่เกี่ยวกับตนกระทอมและสาร mitragynine ยังมีไมมากนักทั้งที่พืชชนิดนี้เปน
ที่รูจักกันมากมากกวา 100 ปแลว ทั้งนี้เนื่องจาก ตนกระทอมเปนพืชเฉพาะถิ่นที่พบบริเวณเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใตเทานั้น รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับตนกระทอมมีดังนี้  
 
 Grewel (1932) ศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ mitragynine ตอเนื้อเยื่อสัตวทดลองและ
รายงานวา mitragynine ลดแรงบีบ (tone) และความกวาง (amplitude) ของการบีบตัวของกลามเนื้อ
เรียบ จึงมีฤทธ์ิทําใหเกิดการชาเฉพาะที่ได และยังมีฤทธ์ิฆาโปรโตซัวทั่วไปได แตไมฆาแบคทีเรีย
และโปรโตซัวที่ทําใหเกิดโรคในมนุษย รวมถึงมีฤทธิ์กระตุนระบบประสาทสวนกลางคลายโคเคน 
และใหขอสังเกตดวยวา คนไทยบริโภคกันแพรหลายมานานแลว เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการทํางาน
กลางแจง 
 
 Marcan (1934) ศึกษาเปรียบเทียบผลทางจิตวิทยากับชาย 6 คน โดยให mitragynine 
acetate 50 - 100 มิลลิกรัม และผงบดใบกระทอมแหง 650 – 1300 มิลลิกรัม พบวา การใหทั้งสอง
รูปแบบใหผลเหมือนกัน คือ ลดเวลาการเกิดปฏิกิริยาตอส่ิงเรา เพิ่มความอดทนตอส่ิงเรา เพิ่ม
สมรรถภาพในการทํางาน ผิวหนังเปนสีแดง เนื่องจากผลการขยายหลอดเลือดบริเวณผิวหนัง 
 
 Macko และคณะ (1972) รายงานฤทธิ์ระงับปวดและแกไอไดดีพอๆกับโคดีอีนในข
นาดเทากันแตไมทําใหอาเจียนหรือหายใจขัดและไมทําใหเกิดอาการติดเหมือนฝน ซ่ึงสามารถยับยั้ง
ฤทธิ์ของฝนได เมื่อให mitragynine ในขนาดสูงจะกดระบบทางเดินหายใจนอยกวาโคเดอีนมาก 
นอกจากนั้นยังทําการทดสอบในหนูพบวา การให mitragynineทาง subcutaneous ใหผลในการแก
ปวดไดนอยกวา การใหทางปาก แสดงวาสาร metabolite ของ mitragynine นาจะออกฤทธิ์แกปวด
ไดดีกวาตัว mitragynine เอง 
 
 วิเชียร ลีลาสงาลักษณ (1996) ทดสอบหากลไกออกฤทธิ์แกปวดของสาร mitragynine 
ที่สกัดจากใบกระทอม 3 วิธี โดยใชหนูถีบจักรสรุปไดวากลไกการออกฤทธิ์เกิดขึ้นในระบบ
ประสาทสวนกลาง โดยที่อาจมีการเขาจับตัวรับใน 2 ตําแหนงคือที่ตัวรับ 5- HT2 หรือ α2 
 
 Watanabe และคณะ (1997) ทําการทดลองในหนูขาวและหนูตะเภาพบวา mitragynine 
จากใบกระทอมมีฤทธิ์ในการระงับปวด ในลักษณะเดียวกับ alkaloid ที่ไดจากยางฝนเชนมอรฟน 
(opiate-like action) โดยไปออกฤทธิ์ตอ opioid receptor (agonistic effects) แตมีความรุนแรงนอย
กวามอรฟน 10 เทา 



 

 Yamamoto และคณะ (1999) ทดสอบโดยใช ileum ของหนูตะเภาเพื่อแสดงวา 
mitragynine pseudoindoxyl สามารถลดแรงบีบตัวของ ileum ซ่ึงถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาได
ดีกวา mitragynine 100 เทา และดีกวามอรฟน 20 เทา และฤทธิ์นี้ถูกยับยั้งไดดวย naloxone (non-
selective opioid receptor antogonist) และ naloxonazine (µ-antogonist) 
 
 Tsuchiya และคณะ (2002) ทําการทดลองฉีด mitragynine ขนาด 3 – 30 ไมโครกรัม 
เขาที่โพรงสมองที่ 4 ของหนูที่ถูกวางยาสลบ พบวาสามารถยับยั้งการหลั่งกรดในกระเพาะอาหารได
เชนเดียวกับมอรฟน 
 
 Horie และคณะ (2005) สกัดแยกสารจากใบกระทอมพบ mitragynine, speciogynine, 
paynantheine และ speciociliatine จากนั้นนําไปทดสอบฤทธิ์กับลําไสหมู พบวาสารกลุมนี้สามารถ
ลดแรงบีบตัวของลําไสไดดีเทียบเทากับมอรฟน  
 
 จะเห็นไดวาใบกระทอมเปนแหลงของแอลคาลอยดและสารที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
หลายชนิด ดังนั้นจึงเปนที่นาใจในการแยกราเอนโดไฟตจากใบกระทอม ที่เปนพืชเฉพาะถิ่นในแถบ
ประเทศทางเอเชียตะวันออกเฉียงใต ซ่ึงอาจจะทําใหพบสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพและสารที่เปนชนิด
เดียวกันหรือใกลเคียงกันกับสารที่พบในใบกระทอม เพื่อนําไปพัฒนาใหเปนประโยชนตอไปได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทท่ี 3 
 

วิธีการทดลอง 
 

3.1  การเก็บตวัอยางใบกระทอม 
        เก็บใบแกจากตนกระทอมที่แข็งแรง ไมเปนโรค จากประเทศไทย 3 แหลงคือ อําเภอสามโคก  
จังหวัดปทุมธานี อําเภอเสนา จังหวัดอยุธยา และอําเภอเมือง จังหวัดสุราษฎรธานี ในชวง         
เดือนกรกฎาคม ป พ.ศ. 2546 จํานวน 20 ใบ/จังหวัด นําใบกระทอมที่ไดมาเก็บใสในถุงพลาสติกที่
ปดมิดชิด นําเขาตูเย็น ใบพืชที่จะนํามาใชในการทดลอง ตองเก็บจากตนมาไมนานกวา 48 ชั่วโมง 
  
3.2    การแยกราเอนโดไฟต 
         การแยกราเอนโดไฟตใชเทคนิค surface sterilization (Blodett, 2000) โดยนําใบกระทอมที่
เก็บตัวอยางมาลางน้ําทําความสะอาด ตัดออกเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร 
บริเวณตางๆของใบ  นําชิ้นสวนของใบพืชที่ตัดมาฆาเชื้อดวยเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต 
เปนเวลา 1 นาที ตามดวยสารละลายโซเดียมไฮเปอรคลอไรดที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต                
นาน 5 นาที และแชในเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต อีกเปนเวลา 30 วินาที ลางดวยน้ํากล่ัน
ที่ผานการฆาเชื้อแลว  2 คร้ัง แลวซับใหแหงบนกระดาษที่ผานการฆาเชื้อ 
        นําสวนใบกระทอมที่ผานการฆาเชื้อท่ีผิวแลวไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar 
(PDA) บมที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการยายไป
วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อจานใหม เพื่อใหแนใจวาราที่แยกไดเปนราเอนโดไฟต ไมใชราที่ปนเปอนมา
จากผิวใบ สังเกตการงอกของเชื้อราออกมาจากเนื้อเยื่อสวนใบกระทอม เมื่อพบวามีเสนใยของ      
ราเอนโดไฟตเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อใบกระทอม จึงเขี่ยสวนปลายเสนใยของเชื้อราไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แยกจนไดเปนเชื้อบริสุทธิ์  เชื้อราบริสุทธิ์ที่แยกไดเก็บ เพื่อทําการทดลอง
ตอไป 
 
3.3  การคัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
        นําราเอนโดไฟตที่แยกใหบริสุทธิ์แลว มาเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MCA (malt czapek agar), 
MEA (malt extract agar), PDA (potato dextrose agar), SDA (sabouraud dextrose agar) และ YES 
(yeast extract sucrose agar)  เปนเวลา 21 วัน จากนั้นตัดชิ้นวุนของเชื้อราขนาดเสนผานศูนยกลาง  
7 มิลลิเมตร ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรค ดวยการสังเกตุวงใสที่
เกิดขึ้นรอบโคโลนี  



 

        เชื้อจุลินทรียที่กอโรคที่ใชในการทดลองมี 5 ชนิด แบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดคือ 
Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 แบคทีเรียแกรมลบ 2 
ชนิดคือ Escherichia coli ATCC 25922 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และเชื้อยีสต 
Candida albican ATCC 10231 กอนการทดสอบนําแบคทีเรียมาเลียงใน nutrient broth (NB)          
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 - 6 ชั่วโมง ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของน้ําเล้ียงเชื้อแบคทีเรียที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหไดประมาณ 
0.1 (ความเขมขนของแบคทีเรีย ประมาณ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร) สําหรับเชื้อยีสต เล้ียงในอาหาร 
SGB (sabouraud glucose broth) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 - 6 ชั่วโมง ขึ้นอยูกับอัตรา                  
การเจริญเติบโตของยีสต โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของน้ําเลี้ยงเชื้อยีสต ที่ความยาวคลื่น                   
625 นาโนเมตร ใหไดประมาณ 0.1   (ความเขมขนของยีสตประมาณ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร) 
         นําไมพันสําลีที่ผานการฆาเชื้อแลวมาจุมลงในน้ําเลี้ยงเชื้อจุลินทรียกอโรค และนํามาทา 
(swab) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 3 ครั้ง โดยในแตละครั้งจะทําการหมุนจานเลี้ยงเชื้อไปประมาณ 
60 องศา เพื่อใหเชื้อจุลินทรียกระจายตัวอยางสม่ําเสมอทั่วจานเลี้ยง จากนั้นนําชิ้นวุนของเชื้อรา  
เอนโดไฟตมาวางทับลงบนอาหารแข็ง บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 – 24 ชั่วโมง 
วัดวงใสที่เกิดขึ้นในหนวยมิลลิเมตรดวยไมบรรทัด ทําการเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ
สูงสุดเพื่อใชในการศึกษาขั้นตอไป 
 
3.4 การพิสูจนทางเอกลักษณของราเอนโดไฟต P03 
       3.4.1  การพิสูจนทางสัณฐานวิทยา 

    ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราเอนโดไฟต P03 โดยนํารามาเลี้ยงในอาหารแข็ง   
ทั้ง 5ชนิด ไดแก MCA, MEA, PDA, SDA และ YES บมราที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน             
ดูลักษณะของเสนใย และการผลิต fruitng body ภายใตกลองจุลทรรศน จากนั้นนําเชื้อรามายอมดวย 
lactophenol blue เพื่อดูการผลิตสปอรภายใตกลองจุลทรรศน 

 
3.4.2  การพิสูจนทางอณูชีววิทยา 
    วิเคราะหลําดับเบสบริเวณ ITS (internal transcribe spacer) ของ rDNA (รูปที่ 3.1) ของ  

ราเอนโดไฟต P03 โดยสงไปวิเคราะหที่ บริษัท Macrogen จํากัด กรุงโซล ประเทศเกาหลีใต ซ่ึงมี
วิธีการวิเคราะหดังนี้ 

 
 
 
 



 

   3.4.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
  การเตรียมจีโนมิกดีเอ็นเอทําไดโดยการนําเสนใยของราเอนโดไฟตมาทําใหเปน

เนื้อเดียวดวย FastPrep FP120 homogenizer (Savant, faxmingdale, NY, USA) จากนั้นนํามา      
สกัดดวย cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ตามวิธีของ Zhou และคณะ (1991) นําสาร
เนื้อเดียวที่ไดมาเติม CTAB buffer ( 2% CTAB,0.1 M Tris-HCl (pH 8.0),20mM EDTA (pH 8.0), 
1.4 M NaCl และ 0.5% 2-mercaptoethanol) นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา            
1 ช่ัวโมงจากนั้นนําไปสกัดดวยphenol chloroform และ isoamyl alcohol ในอัตราสวน 25:24:1 
(ปริมาตร/ปริมาตร) และสกัดซํ้าดวย chloroform-isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 (ปริมาตร/
ปริมาตร) 2 ครั้ง ตกตะกอนดีเอ็นเอของราดวย isopropanol และนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว        
8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดีเอ็นเอของราเอนโดไฟต P03 ที่ได นํามาละลายใน                
TE buffer(10mM Tris-HCl (pH8.0) และ 1mM EDTA)  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปเก็บที่
อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 

 
3.4.2.2 การเพิ่มลําดับเบสบริเวณ ITS1f-4  
              ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟต P03 นํามาเพิ่มจํานวน ดวยไพรเมอร 

ITS1f (Gardes และ Bruns, 1993) และ ITS4 (White และคณะ, 1990) ในหลอดทําปฏิกิริยา ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร ประกอบดวย template DNA 5 นาโนกรัม, dNTP อยางละ 0.2 mM, 1xPCR buffer, 
1.5mM Mg2+, Ampli Taq Gold 0.5 ยูนิต (Ampli Taq Gold kit; Perkin Elmer, Branchburg, NJ, 
USA) และ 0.5 µM ของ primer pair เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย thermal cycler (TP 3000; Takara 
Shuzo, Tokyo,Japan) ปฏิกิริยา เริ่มตนที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 นาที จากนั้น          
ทําปฏิกิริยาซํ้า จํานวน 38 รอบ โดยในแตละรอบประกอบดวย ขั้นตอนการแยกคูสายดีเอ็นเอ                     
(denaturing step) ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที,  การจับเขาคูกันใหมของดีเอ็นเอ 
(annealing step) ที่อุณหภูมิ 51 องศาเซลเซียส เปนเวลา1 นาที และ การเพิ่มความยาวสายดีเอ็นเอ       
(extension step) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และส้ินสุดปฏิกิริยาดวยการเพิ่ม  
ความยาวสายดีเอ็นเอ  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที (Kanchanaprayudh และคณะ, 
2003) 

 
3.4.2.3 การหาลําดับดีเอ็นเอ  

              นําลําดับเบสบริเวณ ITS1f-4 ที่เพิ่มจาํนวนได มาเชือ่มเขากับพลาสมิด pT7 Blue (Novagen, 
Madison, WI, USA) และนําไปทรานสฟอรมเขาไปใน Escherichia coli สายพันธุ XL1-Blue MFR 
นํา Escherichia coli ที่ไดรับพลาสมิดไปเลี้ยง จากนั้นสกดัพลาสมิดและนํามาหาลําดบัเบสดวย 



 

Thermo Sequence Pre-mixed Cycle Sequencing kit (Hitachi) ที่มี T7 and M13 เปน     ไพรเมอรที่ติด
ฉลากดวย Texus red (Hitachi) ดวยเครื่อง SQ-5500E sequencer  (Kanchanaprayudh และคณะ, 2003) 
 ลําดับเบสบริเวณ ITS1f-4 นําไปเปรียบเทยีบกับลําดับเบส บริเวณ ITS1f-4 ของราสายพันธุตางๆ กับ
ฐานขอมูลดีเอน็เอใน GenBank (http:// www.ddbj.nig.ac.jp) 

ลําดับเบสของไพรเมอร ITS1f คือ CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA และ 
ITS4 คือ TCCTCCGCTTATTGATATGC 

 

 
รูปที่ 3.1 บริเวณ ITS ของ rDNA (Kanchanaprayudthและคณะ, 2003) 

 
3.5   การเลี้ยงเชื้อและสกัดสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ จากราเอนโดไฟต P03 
         นําราเอนโดไฟต P03 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง SDA ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 วัน ตัดช้ิน    
เชื้อราจากอาหารแข็งออกเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร นําชิ้นเชื้อราจํานวน     
5 ช้ิน ถายใสลงในอาหารเหลว SDB ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด         
250 มิลลิลิตร เตรียมใหไดน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร14 ลิตร บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 21 วัน 
เนื่องจากเปนระยะเวลาที่ราเอนโดไฟตมีฤทธิ์ทางชีวภาพสูงสุด เมื่อครบกําหนดนําอาหารเลี้ยงเชื้อ
มากรอง ดวยผาขาวบาง 4 ช้ัน จะไดสวนของน้ําเล้ียงเชื้อราและสวนเสนใย สวนของน้ําเล้ียงเชื้อ
นํามาสกัดดวยเอทิลอะซิเตต ปริมาตรเทากับน้ําเลี้ยงเชื้อ สกัดซํ้า 4 คร้ัง สารสกัดที่ไดนําไประเหย
ตัวทําละลายดวยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สารสกัดที่ไดเปนของเหลว
หนืดสีน้ําตาลเหลือง ปริมาณ 5.30 กรัม          
        สวนเสนใยนําไปฉีกเปนชิ้นเล็กๆ จากนั้นนํามาสกัดดวยเอทิลแอซิเตต ทําการสกัดซํ้า 5 คร้ัง 
กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 รวมสารสกัดที่ไดไดนําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่อง 
rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สารสกัดที่ไดเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลเหลือง 
ปริมาณ 3.45 กรัม จากนั้นนําเสนใยมาทําการสกัดซ้ําดวยเมทานอล กรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 4 รวมสารสกัดที่ไดไดนําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่อง rotary evaporator         
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สารสกัดที่ไดเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลดํา ปริมาณ 10.18 กรัม     
การสกัดสารจากน้ําเล้ียงเชื้อและเสนใยแสดงในรูปที่ 3.2         
 



 

 
  
 

  
 
                                                             กรอง 
 
 
 
 
                  
                     สกัดดวย 
 สกัดดวยเอทิลแอซิเตต                  เอทิลแอซิเตต 
  
      

 
            สกัดซ้ําดวย 

            เมทานอล 
 
 
 
 

รูปที่ 3.2 แผนภาพแสดงการสกัดสารจากน้าํเล้ียงเชื้อและเสนใย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เล้ียงราเอนโดไฟต P03 ในอาหาร 
SDB ปริมาตร 14 ลิตร เปนเวลา 21 วัน 

เสนใย 
(น้ําหนักแหง 121.81 g) 

สารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตต 
จากเสนใย (3.45 กรัม) 

สารสกัดหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อ 
(5.30 กรัม) 

น้ําเล้ียงเชื้อ 
(12.23 ลิตร) 

เสนใยที่เหลือ 
จากการสกัด 

สารสกัดหยาบเมทานอล 
จากเสนใย (10.18 กรัม) 



 

3.6  การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบ  
 3.6.1 การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อ 

นําสารสกัดหยาบที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟต P03 (5.30 กรัม) มาแยกดวยคอลัมน
โครมาโทกราฟ  ที่มีซิลิกาเปนตัวดูดซับ  คอลัมนมีขนาดเสนผานศูนยกลาง  5 เซนติเมตร                      
สูง 35 เซนติเมตร ใชตัวชะหลายชนิด โดยการเพิ่มขั้วของตัวชะ เร่ิมจาก เฮกเซน, เฮกเซน-เอทิล      
แอซิเตต, เอทิลแอซิเตต, เอทิลแอซิเตต – เมทานอล และ เมทานอล ผลการทดลองที่ไดแสดงใน
ตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 การแยกสารสกัดหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อราเอนโดไฟต P03 
 

ตัวชะ 
แฟรกชันที ่

เฮกเซน : เอทิลอะซิเตต 
ลักษณะ น้ําหนกั(มิลลิกรัม) 

B1 (1-19) 100 : 0 ถึง 90 : 10 ไมพบสาร 0 
B2 (20-24) 90 : 10 ถึง 85 : 15 ของเหลวหนืดสีเหลือง 114.1 
B3 (25-46) 85 : 15 ถึง 55 : 45 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 371.2 
B4 (47-58) 55 : 45 ถึง 40 : 60 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 145.8 

B5 (59-67) 40 : 60 ถึง 20 : 80 ของแข็งสีขาว ปนกับ 
ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 85.5 

B6 (68-80) 20 : 80 ถึง 0 : 100 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 119.3 
 เอทิลอะซิเตต : เมทานอล  

B7  
(81-101) 100 : 0 ถึง 100 : 0 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 168.1 

B8  
(102-120) 100 : 0 ถึง 80 : 20 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 2530.6 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

        3.6.2   การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใย 
   นําสารสกัดหยาบที่ไดจากเสนใยเชื้อราเอนโดไฟต P03 (3.45 กรัม) มาแยกดวยคอลัมน

โครมาโทกราฟ  ที่มีซิลิกาเปนตัวดูดซับ  คอลัมนมีขนาดเสนผานศูนยกลาง  5 เซนติเมตร                
สูง 35 เซนติเมตร ใชตัวชะหลายชนิด โดยการเพิ่มขั้วของตัวชะ เร่ิมจาก เฮกเซน, เฮกเซน-เอทิล      
แอซิเตต, เอทิลแอซิเตต, เอทิลแอซิเตต – เมทานอล และ เมทานอล ผลการทดลองที่ไดแสดงใน
ตารางที่ 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 การแยกสารสกัดหยาบเอทิลแอซิเตตจากเสนใยเชื้อราเอนโดไฟต P03 
 

ตัวชะ แฟรกชันที ่
เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต 

ลักษณะ น้ําหนกั(มิลลิกรัม) 

ME1 (1-11) 100 : 0 ถึง 98 : 2 ไมพบสาร 0 

ME2 (12-13) 98 : 2 ถึง 98 : 2 ของเหลวสีเหลืองใส  
คลายน้ํามัน 

1250.1 

ME3 (14-23) 98 : 2 ถึง 80 : 20 ของเหลวสีน้ําตาล  252.4 
ME4 (24-38) 80 : 20 ถึง 65 : 35 ของเหลวสีเหลือง หนืด 102.6 
ME5 (39-53) 65 : 35 ถึง 40 : 60 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 195.8 

ME6 (54-59) 40 : 60 ถึง 35 : 65 ผลึกรูปเข็มสีขาว ปนกับ 
ของแข็งสีเหลือง หนืด 250.2 

ME7 (60-71) 35 : 65 ถึง 25 : 75 ของแข็งสีเหลือง 117.3 

ME8 (72-90) 27 : 75 ถึง 5 : 95 ของแข็งไมมีสี  
คลายพาราฟลม  82.4 

ME9 (91-100) 5 : 95 ถึง 0 : 100 ของแข็งสีเหลือง หนืด 320.2 
 เอทิลแอซิเตต : เมทานอล  

ME10  
(101-115) 100 : 0 ถึง 97 : 3 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 225.3 

ME11  
(116-140) 97 : 3 ถึง 80 : 20 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 1203.5 

 
 
 
 



 

3.6.3   การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบเมทานอลจากเสนใย 
             นําสารสกัดหยาบเมทานอลที่ไดจากเสนใยเชื้อราเอนโดไฟต P03 (10.18 กรัม) มาแยกดวย
คอลัมนโครมาโทกราฟ ที่มีซิลิกาเปนตัวดูดซับ คอลัมนมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร        
สูง 35 เซนติเมตร ใชตัวชะหลายชนิด โดยการเพิ่มขั้วของตัวชะ เร่ิมจาก เฮกเซน, เฮกเซน-เอทิล   
แอซิเตต, เอทิลแอซิเตต, เอทิลแอซิเตต – เมทานอล และ เมทานอล ผลการทดลองที่ไดแสดงใน
ตารางที่ 3.3 
 
ตารางที่ 3.3 การแยกสารสกัดหยาบเมทานอลจากเสนใยเชื้อราเอนโดไฟต P03 
 

ตัวชะ แฟรกชันที ่
เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต 

ลักษณะ น้ําหนกั(มิลลิกรัม) 

MM1 (1-12) 100 : 0 ถึง 95 : 5 ของแข็งสีขาว 81.9 
MM2 (13-33) 95 : 5 ถึง 80 : 20 ของแข็งสีดํา 185.1 

MM3 (34-52) 80 : 20 ถึง 60 : 40 ของแข็งสีขาวปนกับ
ของเหลวสีเหลือง 820.2 

MM4 (53-80) 60 : 40 ถึง 10 : 90 ของเหลวหนืดสีเหลือง 415.3 
MM5 (81-100) 10 : 90 ถึง 0 : 100 ของเหลวหนืดสีเหลือง 95.0 

 เอทิลแอซิเตต : เมทานอล  
MM6  

(101-140) 
100 : 0 ถึง 80 : 20 ของแข็งสีน้ําตาล หนืด 2818.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

3.7 การทําใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารบริสุทธิ์ที่ไดจากราเอนโดไฟต P03 
3.7.1 การทําใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 1 จากแฟรกชัน ME6 
           ผลึกรูปเข็มสีขาว ที่ไดจากแฟรกชัน ME6 ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ และใช     

เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 40:60 ถึง 35:65 เปนตัวชะ สารที่ไดนํามาตกผลึกใหมดวย
เอทิลแอซิเตต จากนั้นลางผลึกดวยเฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 50 : 50 ที่เย็น 5 – 8 ครั้ง   
จะไดผลึกรูปเข็มสีขาว ปริมาณ 178 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 1) สารบริสุทธิ์ที่ไดมีจุดหลอมเหลวที่  
181 - 183  องศาเซลเซียส  เมื่อนําไปแยกดวยโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง (thin layer 
chromatography: TLC) โดยใช เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 50 : 50 เปนตัวชะ แลวยอม
ดวย vanillin และทําใหแหง พบวามีจุดเดียว ที่มีคา Rf เทากับ 0.63 สารบริสุทธิ์ 1 ที่ไดละลายได    
ในคลอโรฟอรม, เอทิลแอซิเตตและเมทานอล 

  สารบริสุทธิ์ 1 เปนผลึกรูปเข็มสีขาว (178 มิลลิกรัม), UV λmax, CHCl3 (ε ): 273 นาโนเมตร 
(รูปที่ ค1 ในภาคผนวก ค.) 
   FT-IR สเปกตรัม (KBr), νmax(cm-1): 3424 (br), 2953 (s), 2863 (s), 1633 (m), 1535 (m), 
1450 (m), 1365 (m), 1267 (w), 1225 (w), 1155 (w), 1038 (m), 960 (m). (รูปที่ ค2 ในภาคผนวก ค.) 

โปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) (CDCl3, 400 
MHz.) δ (ppm): 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 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, 
d, J = 6.0, H-26), 0.85 (3H, s, H-18), 0.84 (3H, d, J = 6.0, H-21). (รูปที่ ค3 ในภาคผนวก ค.) 

คารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) (CDCl3, 100 
MHz) δ (ppm): 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), 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), 12.89 (CH3-18). (รูปที่ ค4 ในภาคผนวก ค.) 

EI-MS สเปกตรัม(m/z) 428.3 (2%), 410.3 (12%), 396.2 (100%) (รูปที่ ค9 ในภาคผนวก ค.)        
 
 



 

3.7.2 การทําใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 2 จาก MM3 
           ผงสีขาว ที่ไดจากแฟรกชัน MM3 ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ และใช                 

เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 40 : 60 ถึง 20 : 80 เปนตัวชะ สารที่ไดนํามาลางดวยเอทิล    
แอซิเตต 7 คร้ัง และเมทานอล 3 – 4 คร้ัง จะไดผงสีขาว ปริมาณ 622.6  มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 2)   
สารบริสุทธิ์ที่ไดมีจุดหลอมเหลวที่ 260 - 262  องศาเซลเซียส  เมื่อนําไปแยกดวยโครมาโทรกราฟ
แบบแผนบาง (thin layer chromatography: TLC)โดยใช เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน        
50 : 50 เปนตัวชะ แลวยอมดวย vanillin และทําใหแหง พบวามีจุดเดียว ที่มีคา Rf เทากับ 0.68        
สารบริสุทธิ์ 2 ที่ได  ละลายไดนอยในเมทานอล ละลายไดดีใน DMSO  

  สารบริสุทธ์ิ 2 เปนผงสีขาว (622.6 มิลลิกรัม), UV λmax, DMSO (ε ): - นาโนเมตร. (รูปที่ 
ค10 ในภาคผนวก ค.) 
   FT-IR สเปกตรัม (KBr), νmax(cm-1) : 3444 (br), 2937 (s), 2816 (s), 1962 (s), 1565 (m), 
1451 (s), 1380 (m), 1238 (s), 1140 (s), 1097 (s), 1031 (s). (รูปที่ ค11 ในภาคผนวก ค.) 

โปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) (DMSO,400 
MHz.) δ (ppm) : 5.14 (1H, s, H-12), 4.32 (1H, d, J = 4.8, OH), 3.01 (1H, t, H-3), 2.52 (1H, d,       
J = 2.0, OH), 2.12 (1H, d , J = 10.8, H-18), 1.86 (1H, m, H-11), 1.84 (1H, s, H-11), 1.56 (2H, m, 
H-1), 1.53 (1H, m, H-16), 1.50 (2H, m, H-6), 1.47 (2H และ 1H, m และ m, H-2 และ H-9), 1.46 
(1H และ 1H, m และ m, H-7 และ H-21), 1.33 (1H, m, H-20), 1.30 (1H, m, H-21), 1.28 (1H, m,  
H-7), 1.06 (1H, s, H-16), 1.05 (3H, s, H-27), 1.03 (1H, m, H-15), 0.99 (1H, m, H-15), 0.93 (1H 
และ 3H, m และ m, H-19 และ H-30), 0.92 (2H, m, H-1), 0.91 (3H, s, H-23), 0.88 (3H, s, H-25), 
0.83 (3H, d, J = 6.4, H-29), 0.76 (3H, s, H-26), 0.69 (3H และ 3H, s และ s, H-5 และ H-24). (รูปที่   
ค12 ในภาคผนวก ค.) 

คารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) (DMSO, 100 
MHz) δ (ppm): 178.78 (C-28), 138.65 (C-13), 125.05 (CH-12), 77.30 (CH-3), 55.26 (CH3-5), 
52.84 (CH-18), 47.49 (CH-9), 47.23 (C-17), 42.11 (C-14), 39.57 (C-8), 39.32 (C-4), 38.99 (CH-
19), 38.85 (CH-20), 38.72 (CH2-1), 37.00 (C-10), 36.80 (CH2-22), 33.19 (CH2-7), 30.68 (CH2-21), 
28.73 (CH3-23), 28.02 (CH2-15), 27.46 (CH2-2), 24.29 (CH2-16), 23.74 (CH3-27), 23.32 (CH2-11), 
21.56 (CH3-30), 18.48 (CH2-6), 17.50 (CH3-29), 17.38 (CH3-26), 16.56 (CH3-24), 15.71 (CH3-25). 
(รูปที่ ค13 ในภาคผนวก ค.) 

EI-MS สเปกตรัม (m/z) 456 (2%), 300.2(2%), 248.2 (71%) (รูปที่ ค19 ในภาคผนวก ค.)        
         
 
 



 

3.7.3 การทําใหบริสุทธิ์และสมบัติทางเคมีของของผสม 1 จาก ME2 
           ของเหลวสีเหลือง ใส ลักษณะคลายน้ํามัน ปริมาณ 1.25 กรัม (ของผสม 1) ที่ไดจาก     

แฟรกชัน ME2 แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ และใชเฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน          
98 : 2 เปนตัวชะ เมื่อนําไปแยกดวยโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง (thin layer chromatography: 
TLC) โดยใช เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 95 : 5 เปนตัวชะ แลวยอมดวย vanillin และ    
ทําใหแหง พบวามจีุดเดียว ที่มีคา Rf เทากับ 0.85  ของผสม 1 ที่ไดละลายไดดีในเฮกเซนและเอทิล 
แอซิเตต   

  ของผสม 1 เปนของเหลวสีเหลือง ใส ลักษณะคลายน้ํามัน (1.25 กรัม) 
   FT-IR สเปกตรัม (KBr), νmax(cm-1) : 2927 (s), 2856 (s), 1739 (s), 1462 (m), 1363 (m), 
1167 (s), 1091 (m). (รูปที่ ค20 ในภาคผนวก ค.) 

โปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) (CD3CO,400 
MHz.) δ (ppm) : 5.39 (s), 4.16 (d, J = 6.8), 2.81 (s), 2.33 (s), 2.08 (s), 1.65 (s), 1.30 (s), 0.92 (s). 
(รูปที่ ค21 ในภาคผนวก ค.) 

คารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) (CD3CO,100 
MHz) δ (ppm):173.89, 130.17, 130.02, 129.97, 129.74, 128.03, 127.91, 68.88, 62.08, 60.15, 
34.37, 34.19, 34.04, 31.95, 31.54, 29.79, 29.73, 29.69, 29.60, 29.56, 29.50, 29.40, 29.37, 29.30, 
29.19, 29.13, 27.21, 25.63, 24.92, 24.87, 22.72, 22.59, 14.25, 14.13, 14.08. (รูปที่ ค22ใน
ภาคผนวก ค.) 

  ของผสม 1 วิเคราะหดวยเทคนิคกาซโครมาโทรกราฟ ไดผลดังรูปที่ ค23 ในภาคผนวก ค. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

3.8   การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
        3.8.1 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารบริสุทธิ์ 
                ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารบริสุทธิ์ ดวยวธีิ micro dilution (Wood and 
Washington, 1995) โดยทดสอบกับเชื้อจลิุนทรีย 5 ชนิด แบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดคือ 
Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด
คือ Escherichia coli ATCC 25922 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และเชื้อยสีต 
Candida albican ATCC 10231 
 
                3.8.1.1 การเตรียมสารบริสุทธิ์ 
                             นําสารบริสุทธิ์ และ ยาปฏิชีวนะ อยางละ 2 มิลลิกรัม มาละลายใน 2 มิลลิลิตรของ 
10 เปอรเซ็นต DMSO ในน้ํากลั่นฆาเชื้อ ยาปฏิชีวนะ (penicillin G, streptomycin และ 
ketoconazole) ใชเปนชุดควบคุมบวก 
 
                3.8.1.2 การเตรียมเชื้อจุลินทรียตัง้ตนในการทดสอบฤทธิ์ 
                            การเตรียมเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดสอบฤทธิ์ ทําตามขั้นตอนในหัวขอ 3.3       
โดยความเขมขนของยีสตและแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ ประมาณ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร  
               
                3.8.1.3 การทดสอบฤทธิ์ 
                              นําสารละลายของสารบริสุทธิ์มาเจือจางดวย Mueller-Hinton Broth (MHB) และ  
YEB สําหรับใชในการทดสอบฤทธิ์ที่มีตอเชื้อแบคทีเรียและยีสตตามลําดับ นําสารที่ตองการทดสอบ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสลงในแตละหลุมของ microtiter plates (96 well bottom well)               
เติมเชื้อจุลินทรียที่ตองการทดสอบ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามลงไป สําหรับหลุมที่เติมอาหาร 
เล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เปนชุดควบคุมลบ และ หลุมที่ไมเติมสารทดสอบ 
เปนชุดควบคุมบวก นํา microtiter plates ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิหอง 
สําหรับเชื้อแบคทีเรียและยีสตตามลําดับ 
 
                3.8.1.4 การอานผลการทดสอบฤทธิ์ 
                              การวัดผลการทดสอบฤทธิ์ที่มีตอเชื้อจุลินทรีย ทําไดโดยการวัดความขุนของหลุม 
microtiter plates แตละหลุม ดวยเครื่อง Sunrise microplate reader (Tecan, Austria) กอนและหลัง
การบม วัดคา MIC (minimal inhibitory concentration) โดยวัดจากคาความเขมขนที่นอยที่สุดของ
สารบริสุทธิ์ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดทั้งหมด  
 



 

         3.8.2 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งของสารบริสุทธิ์ 
                  การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งของสารบริสุทธิ์ ไดรับความอนุเคราะหจาก   
สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร ทําการทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง      
5 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งตับ (HEP-G2), เซลลมะเร็งปอด (CHAGO), เซลลมะเร็งลําไสใหญ       
(SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) และเซลลมะเร็งเตานม (BT474) ในหลอดทดลอง 
ดวยวิธี colorimetric โดยใชสาร MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) (Carmichael และคณะ, 1987) ซ่ึงมีหลักการคือ จํานวนเซลลที่รอดชีวิต/หลุม จะเปน
สัดสวนโดยตรงกับปริมาณการผลิตสาร formazan ที่สามารถวัดไดโดยการนํา สวนใสมาวัดคา    
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
                  นําเซลลมะเร็งมาเลี้ยง และเก็บเซลลในชวงที่มีการเจริญเติบโตไดดีที่สุด (exponential-
phase) นับจํานวนเซลลดวย trypan blue exclusion นําเซลลมะเร็งที่ทราบจํานวนมาใสลงในหลุม  
ทั้ง 96 หลุมของ microtiter plates หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมเซลลในบรรยากาศที่มี                        
กาซคารบอนไดออกไซดความเขมขน 5 เปอรเซ็นต และความชื้นสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีสารที่ตองการทดสอบอยูลงไป
ในแตละหลุม (ในกลุมควบคุม N เทากับ 6 และในกลุมทดลอง N เทากับ 3)  สวนหลุมที่อยูรอบๆ 
microtiter plates (lacking cells) ใชสําหรับชุดควบคุม (N เทากับ 2) และกลุมควบคุมลบ ท่ีเติมสาร 
tetrazolium (N เทากับ 6) จากนั้นนําไปบมตอเปนเวลา 4 วัน กอนที่จะเติมสารละลาย terazolium  
MTT stock solution มีวิธีการเตรียมดังนี้ นํา MTT 5 มิลลิกรัมมาละลายใน 1 มิลลิลิตรของ PBS 
นําไปอบนึ่งฆาเชื้อแลวกรองผาน0.45-µl filter units สําหรับ MTT working solutions เตรียมโดยนํา 
MTT stock solution มาเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่อุนในอัตราสวน  1:5 (ปริมาตร/ปริมาตร)     
นํา MTT working solution  ปริมาตร50 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมแตละหลุม จากนั้นบมตอไปอีก    
4 – 24 วัน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขึ้นอยูกับการทดลอง นําสารในหลุมไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบตํ่า เปนเวลา 5 นาที ถาในหลุมดังกลาวมีสารที่แขวนลอยอยู  ดูดสวนน้ําใสในแตละหลุมออก
ประมาณ 10 – 20 ไมโครลิตร แลวเติม DMSO ปริมาตร 150 ไมโครลิตร นําสวนใสที่ไดไปวัดคา  
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  
                  การวัดอัตราการเจริญและอัตราการยับยั้งการเจริญ  คํานวณจากเปอร เซ็นตของ              
คาการดูดกลืนแสงที่เปล่ียนแปลงไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุม   
 
 
 
 
 



 

3.9 การพิสูจนเอกลักษณสารบริสุทธิ์ดวยเทคนิคสเปกโทรสโกป 
          3.9.1 UV – Visible spectrometry 
       นําสารบริสุทธิ์ที่ได มาละลายในตัวทําละลายอินทรียที่สารดังกลาวละลายไดดี ใหได
ความเขมขนที่เหมาะสม โดยดูจากคาการดูดกลืนแสง ใหอยูในชวง 0.2 -0.8 จากนั้นสแกนตั้งแต
ความยาวคลื่น 400 ถึง 200 นาโนเมตรดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร Varian Cary 50 Probe 
 
          3.9.2 Fourier transform infrared spectrophotometry (FT-IR) 
     เตรียมสารตัวอยางใหเปนของแข็งโดยนําตัวอยางมาผสมกับโพแทสเซียมโบรไมด  
(KBr) บดใหละเอียดเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นนําไปอัดใหเปนแผนบางๆ แลวนําไปทดสอบ FT-IR 
ดวยเครื่อง Perkin-Elmer Model 1760x Fourier Transform Infrared Spectrophometer ตั้งแตเลขคลืน่ 
4000 ถึง 400 ซม-1 
 
         3.9.3 Mass spectrometry (MS) 

     วัดมวลโมเลกุลของสารบริสุทธิ์ดวยเครื่อง Polaris Q finnigan Mass Spectrometer    
โดยใช EI mode  
 
         3.9.4 Nuclear magnetic resonance spectrometry (NMR) 

       วัด  1H-NMR,13C-NMR, gCOSY, gHSQC, gHMBC, gNOESY และ gTOCSY spectra 
ดวย Varian Spectrometer ที่ความถี่ 400 MHz สําหรับโปรตอนและความถี่ 100 MHz สําหรับ
คารบอน-13 ปริมาณเคมิคัลชิฟท วัดในหนวยพีพีเอ็ม (ppm) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 
protonated chloroform ที่ เคมิคัลชิฟท เทากับ 7.26 ppm. 

 
         3.9.5 Gas chromatography (GC) 
                  นํา mixture 1 มาวิเคราะหดวยคอลัมนขนาด 15 มิลลิเมตร ของ 15 เปอรเซ็นต DEGS  
บน 60/80 Chromasorb S AW ที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส ของเครื่อง Shimazu 15A Gas 
Chromatograph ซ่ึงนําไปวิเคราะหที่ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ แหงจุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
 
         3.9.6 เครื่องวัดจุดหลอมเหลว 

    นําสารบริสุทธิ์มาบดใหละเอียด จากนั้นบรรจุลงในหลอดแกวสําหรับตรวจหาจุด
หลอมเหลว (capillary tube) ใหไดความสูงพอประมาณ นําไปหาจุดหลอมเหลวดวย เครื่อง Stuart 
scientific melting point SMP1    



 

บทท่ี 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 การเก็บตวัอยางและแยกราเอนโดไฟตจากใบกระทอม 
      ราเอนโดไฟตจํานวน 39 ชนิด ที่แยกไดจากใบแกจากตนกระทอมที่แข็งแรง ไมเปนโรค       
จากจังหวัดตางๆ ในประเทศไทย 3 แหลงคือ อําเภอสามโคก  จังหวัดปทุมธานี อําเภอเสนา จังหวัด
อยุธยา และอําเภอเมือง จังหวัดสุราษฎรธานี ในชวงเดือนกรกฎาคม ป พ.ศ. 2546 แสดงในตาราง   
ที่ 4.1 ราเอนโดไฟตที่แยกได นําเลี้ยงในอาหารแข็ง PDA เก็บไวเพื่อทําการทดลองตอไป สําหรับ
รูปราเอนโดไฟตทั้ง 39 ชนิด แสดงในรูปที่ 4.1 ถึง 4.3 
 
ตารางที่ 4.1 จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบกระทอม จากแหลงตางๆของประเทศไทย 
 

แหลงใบกระทอม จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกได ไอโซเลต 
จังหวดัปทุมธานี 6 P01 - P06 
จังหวดัอยุธยา 15 A07 – A21 

จังหวดัสุราษฎรธานี 18 S22 – S39 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

รูปที่ 4.1 ราเอนโดไฟตชนดิตางๆที่แยกไดจากใบกระทอม จังหวดัปทุมธานี 

 
รูปที่ 4.2 ราเอนโดไฟตชนดิตางๆที่แยกไดจากใบกระทอม จังหวดัอยุธยา 



 

 

 
 
 

 
 

รูปที่ 4.2 ราเอนโดไฟตชนดิตางๆที่แยกไดจากใบกระทอม จังหวดัอยุธยา (ตอ)  
 



 

 

 
 
 

 
 

รูปที่ 4.3 ราเอนโดไฟตชนดิตางๆที่แยกไดจากใบกระทอม จังหวดัสุราษฎรธานี 
 



 

 

 
 

รูปที่ 4.3 ราเอนโดไฟตชนดิตางๆที่แยกไดจากใบกระทอม จังหวดัสุราษฎรธานี (ตอ) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

จากการแยกรา เอนโดไฟต จ ากใบกระทอมพบว าร า เอนโดไฟตทั้ ง  3 9  ชนิด                            
มีความหลากหลายทางชีวภาพ เมื่อนํามาจัดจําแนกราตามลักษณะของราเชนลักษณะโคโลนี, สี, 
รงควัตถุที่สรางในอาหารเลี้ยงเชื้อ และจากการสองดูเสนใยภายใตกลองจุลทรรศน สามารถจัด
จําแนกราเอนโดไฟตที่แยกจากใบกระทอม ไดดังตารางที่ 4.2 
 
ตารางที่ 4.2 ลักษณะและการจัดจําแนกของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบกระทอม 
 

ลักษณะของราเอนโดไฟตบนอาหาร PDA 
ไอโซเลต 

ลักษณะโคโลนี สีโคโลนี รงควัตถุที่สรางในอาหารเลี้ยงเชื้อ
การจัดจําแนก 

P01 ขอบเรียบ ไมฟู ขาว ไมสราง เสนใย 
P02 ขอบเรียบ ไมฟู ดํา ไมสราง เสนใย 
P03 ขอบเรียบ ฟ ู ขาว ไมสราง Colletotrichum sp.
P04 ขอบเรียบ ไมฟู ดํา ไมสราง เสนใย 
P05 ขอบเรียบ ฟ ู เทา ไมสราง เสนใย 
P06 ขอบเรียบ ไมฟู ขาวและมวง ไมสราง Fusarium sp. 
A07 ขอบไมเรียบ ไมฟู ขาว ไมสราง เสนใย 
A08 ขอบเรียบ ไมฟู ขาว ไมสราง เสนใย 
A09 ขอบเรียบ ไมฟู  น้ําตาล น้ําตาล Phomopsis sp. 
A10 ขอบเรียบ ไมฟู เทา ไมสราง Phomopsis sp. 
A11 ขอบเรียบ ไมฟู น้ําตาล น้ําตาล เสนใย 
A12 ขอบไมเรียบ ไมฟู ขาว ไมสราง เสนใย 
A13 ขอบเรียบ ไมฟู เทาอมชมพู ไมสราง Phomopsis sp. 
A14 ขอบเรียบ ไมฟู  ดํา ไมสราง เสนใย 

A15 แผเปนรูปขนนก 
มี stroma  ขาวและดํา ไมสราง Xylariaceae 

A16 ขอบเรียบ ไมฟู ขาว ไมสราง เสนใย 
A17 ขอบเรียบ ไมฟู ขาว ไมสราง เสนใย 
A18 ขอบเรียบไมฟ ู ขาว ไมสราง เสนใย 
A19 ขอบเรียบ ไมฟู น้ําตาล น้ําตาล Phomopsis sp. 

A20 แผเปนรูปขนนก 
มี stroma ขาว ไมสราง Xylariaceae 



 

ตารางที่ 4.2 ลักษณะและการจัดจําแนกของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบกระทอม (ตอ) 
 

ลักษณะของราเอนโดไฟตบนอาหาร PDA ไอโซเลต 
ลักษณะโคโลนี สีโคโลนี รงควัตถุที่สรางในอาหารเลี้ยงเชื้อ

การจัดจําแนก 

A21 แผเปนรูปขนนก ขาว ไมสราง Xylariaceae 
S22 ขอบเรียบ ไมฟู  น้ําตาล ไมสราง Phomopsis sp. 
S23 ขอบเรียบ ฟ ู น้ําตาล ไมสราง เสนใย 
S24 ขอบเรียบ ไมฟู น้ําตาลเขม ไมสราง เสนใย 
S25 ขอบเรียบ ฟ ู ขาว ไมสราง เสนใย 
S26 ขอบเรียบ ไมฟู ขาวและเขยีว ไมสราง เสนใย 
S27 ขอบเรียบ ฟ ู ขาว ไมสราง เสนใย 

S28 แผเปนรูปขนนก 
มี stroma ขาว ไมสราง Xylariaceae 

S29 ขอบเรียบ ไมฟู  เขียวขอบขาว ไมสราง Cladosporium sp. 
S30 ขอบเรียบ ฟ ู ขาว เขียว เทา ไมสราง เสนใย 
S31 ขอบไมเรียบ ไมฟู ขาว ไมสราง เสนใย 
S32 ขอบเรียบ ฟ ู ขาว ไมสราง เสนใย 
S33 ขอบเรียบ ไมฟู ดํา ไมสราง เสนใย 
S34 ขอบเรียบ ไมฟู  น้ําตาล ไมสราง เสนใย 
S35 ขอบเรียบ ไมฟู  ขาว ไมสราง เสนใย 
S36 แผเปนรูปขนนก ขาว ไมสราง เสนใย 
S37 ขอบเรียบ ฟ ู น้ําตาล ไมสราง เสนใย 
S38 แผเปนรูปขนนก ขาว ไมสราง Xylariaceae 
S39 ขอบเรียบ ไมฟู น้ําตาล ไมสราง เสนใย 

 
 จากการจัดจําแนกพบวาราเอนโดไฟตที่แยกจากใบกระทอมจังหวัดปทุมธานีพบ  
Fusarium sp. 1 ชนิด และ Colletotrichum sp. 1 ชนิด จากจังหวัดอยุธยาพบ Phomopsis sp. 4 ชนิด 
และ Xylariaceae 3 ชนิด จากจังหวัดสุราษฎรธานีพบ Phomopsis sp. 1 ชนิด, Xylariaceae 2 ชนิด 
และ Cladosporium sp. 1 ชนิด นอกนั้นเปนราที่ยังไมสามารถจัดจําแนกกลุมได เนื่องจากสรางเสน
ใยเพียงอยางเดียว ไมมีการสรางสปอร (spore) และคอนิเดีย (conidia) 
 



 

4.2  การคัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
        คัดเลือกราเอนโดไฟตที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยนําราเอนโดไฟตแตละชนิดมาเลี้ยงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ 5 ชนิด ไดแก MCA (malt czapek agar), MEA (malt extract agar), PDA (potato dextrose 
agar), SDA (sabouraud dextrose agar) และ YES (yeast extract sucrose agar) เปนเวลา 21 วัน 
จากนั้นตัดชิ้นวุนของเชื้อราขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร จากไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพใน
การตานเชื้อจุลินทรียกอโรค ดวยการสังเกตุวงใสที่เกิดขึ้น สําหรับเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดลองมี 
5 ชนิด แบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดคือ Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิดคือ Escherichia coli ATCC 25922 และ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และเชื้อยีสต Candida albican ATCC 10231 ความเขมขน
ของเชื้อจุลินทรียที่ใชทดสอบแสดงในตารางที่ 4.2 สําหรับผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของรา
เอนโดไฟตแสดงในตารางที่ 4.3 

ผลการทดลองพบวามีราเอนโดไฟต  4 ชนิด ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย 
ไดแก ราเอนโดไฟตไอโซเลต P03, A16, A19 และ S 31โดยราเอนโดไฟต P03 มีฤทธิ์ทางชีวภาพ
สูงสุด โดยเฉพาะในอาหาร SDA จึงคัดเลือกราเอนโดไฟต P03 มาใชในการทดลองตอไป เนื่องจาก
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบทุกชนิดและมีวงใสในการยับยั้งเช้ือจุลินทรีย
ขนาดใหญที่สุด  

สําหรับรูปวงใสในการยับยั้ง E .coli ของราเอนโดไฟต P03 และราเอนโดไฟต P03 ในอาหาร
เล้ียงเชื้อแข็งชนิดตางๆ แสดงในรูปที่ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.3 ความเขมขนของเชื้อจุลินทรียชนิดตางๆที่ใชทดสอบฤทธิ์ 
 

เชื้อจุลินทรีย ความเขมขน (จํานวนโคโลนี/มิลลิลิตร) 
Bacillus subtilis ATCC 6633   8.70 x 107 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3.53 x 107 
Escherichia coli ATCC 25922  1.41 x 107 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1.38 x 107 
Candida albican ATCC 10231 4.32 x 107 
 
ตารางที่ 4.4 วงใส (มิลลิเมตร) จากราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย 
 

วงใส (มิลลิเมตร) ที่มีตอเชื้อจุลินทรีย ราเอนโดไฟต อาหารเลี้ยงเชือ้ 
B.S. S.A. E.C. P.A. C.A. 

MCA  7.5 10.0 11.0 9.0 8.0 
MEA 7.3 8.9 8.7 7.4 8.5 
PDA 7.3 7.7 8.0 7.5 7.3 
SDA 9.0 12.0 16.0 10.0 12.0 

P03 

YES 8.0 8.5 8.2 7.4 7.8 
A16 MCA 8.0 - - - - 

MCA - 9.5 10.0 - - 
MEA - 8.0 9.0 - - A19 
YES - 9.0 9.0 - - 
MCA 8.0 - - - - S31 
MEA 9.0 - - - - 

 
  
 
 
 
         
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูป 4.4 วงใสจากราเอนโดไฟต P03 ในการยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli 

 
 
 

 
 

รูปที่ 4.5 ราเอนโดไฟตไอโซเลต P03 ในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งชนิดตางๆ 
 
 



 

4.3 การพิสูจนทางเอกลักษณของราเอนโดไฟต P03 
       คัดเลือกราเอนโดไฟต P03 เนื่องจากเปนราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อจุลินทรียไดดีที่สุด และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทั้ง 5 ชนิดที่ใชในการทดลองได 
 
      4.3.1 การพิสูจนทางสัณฐานวิทยา                
   จากการสองภายใตกลองจุลทรรศน  พบวาเชื้อราสรางแอสโคคารปเพอริธิเซียม 
(perithecium) ที่มีรูปรางคลายขวดรูปชมพู ภายในเพอริธิเซียม บรรจุแอสคัส (ascus)และภายใน
แอสโคคารปมี 8 แอสโคสปอร (ascospore) แอสโคสปอรมีรูปรางกลม รี ไมมีสี (hyaline) สวนเสน
ใยมีลักษณะตรง ไมแผกิ่งกาน มีผนังกั้น ดังรูปที่ 4.6 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6 ลักษณะของเพอริธิเซียม (บน) และเสนใย (ลาง) ของราเอนโดไฟต P03  



 

       4.3.2  การพิสูจนทางอณชีูววิทยา 
                    ลําดับเบสบริเวณ ITS (internal transcribe spacer) ของ rDNA ที่ประกอบดวยสวนของ 
18S, ITS1, 5.8S และ 28S นํามาเพิ่มจํานวน ดวย ไพรเมอร ITS1f และ ITS4 มีความยาว 726 คูเบส 
แสดงดังรูปที่ 4.7 

 จากการพิสูจนทางอณูชีววิทยา พบวาราเอนโดไฟต P03 มีความคลายคลึงกับรา
Glomerrella cingulata 95 เปอรเซ็นต และสอดคลองกับผลทางสัณฐานวิทยา 

 
 

GGCTCGCTGG TGACCAGCGG CAGGGATCAT TACTGAGTTT 
ACCCTTTGTG AACATACCTA TAACTGTTGCT TCGGCGGGTA 
GGGTCTCCGT GACCCTCCCG GCCTCCCGCCC CCGGGCGGGT 
CGGCGCCCGC CGGAGGATAA CCAAACTCTGA TTTAACGACGT 
TTCTTCTGAGT GGTACAAGCA AATAATCAAA ACTTTTAACAA 
CGGATCTCTTG GTTCTGGCATC GATGAAAAAN GCAGCGAAAT 
GCGATAAGTA ATGTGAATTG CAGAATTCAG TGAATCATCN 
AATCCGGCGC CCGCCGGAGG ATAACCAAAC TCTGATTTAAC 
GACGTTTCTTC TGAGTGGTACA AGCAAATAATC AAAACTTTTAA 
CAACGGATCTC TTGGTTCTGGC ATCGATGAAA AANGCAGCGAA 
ATGCGATAAG TAATGTGAAT TGCAGAATTC AGTGAATCAT 
CNAATCTTTG AACNCACATT GCGCCCGCCA GCATTCTGGC 
GGGNATGCCT GTTNGAGCGT NATTTNAACC CTCAAGCTCT 
GCTTGGTGTN GGGGCCCTAC AGCTGATGTA GGCCCTCAAA 
GGTAGTGGCG GACCCTCCCG GAGCCTCCTTT GCNNAGTAAC 

     TTTACGTCTC GCACTGGGAT CCGGAGGGAC TCTTGNCNTA 
AAACCCCCAA TTCTNCAAAG GTTGACCTCG GATCAGGNA 
NGAATACCC GCTGAANTT AANNNTATC AANAAGNAG 

GAGGAA    
 

รูปที่ 4.7 ลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟต P03 
 
 
 



 

                  นําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank พบวาราเอนโดไฟต P03 มี
ความใกลเคียงกับ Glomerella cingulata 95 เปอรเซ็นต จากนั้นนําลําดับดีเอ็นเอมาเปรียบเทียบกัน
ดวยโปรแกรม Clustal W ไดผลดังรูปที่ 4.8 
 
CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment 
  
  
 P03             ---------------------GGCTC-GCTGGTGA-CCAGCGGCAGGGATCATTACTGAG 
 Glomerella      GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGG-AGGGATCATTACTGAG 
                                      * *** * ****** ******* **************** 
  
 P03             TTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCT 
 Glomerella      TTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCT 
                 ************************************************************ 
  
 P03             CCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAA 
 Glomerella      CCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAA 
                 ************************************************************ 
  
 P03             CTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAAC 
 Glomerella      CTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAAC 
                 ************************************************************ 
  
 P03             GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAAAANGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT 
 Glomerella      GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT 
                 *************************** ** ***************************** 
  
 P03             GCAGAATTCAGTGAATCATCNAATCTTTGAACNCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCG 
 Glomerella      GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCG 
                 ******************** *********** *************************** 
  
 P03             GGNATGCCTGTTNGAGCGTNATTTNAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTNGGGGCCCTACA 
 Glomerella      GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACA 
                 ** ********* ****** **** *********************** *********** 
  
 P03             GCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCNNAGTAAC 
 Glomerella      GCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC 
                 ****************************************************  ****** 
  
 P03             TTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGNCNTAAAACCCCCAATTCTNCAAAG 
 Glomerella      TTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAG 
                 *********************************** * ************** * ***** 
  
 P03             GTTGACCTCGGATCAGGNANGAATACCCGCTGAANTTAANNNTATCAANAAGNAGGAGGA 
 Glomerella      GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC-GGAGGA 
                 ***************** * ************** ****   ****** ***  ****** 
  
 P03             A 
 Glomerella      -                    

 
รูปที่ 4.8 การเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ ITS ของราเอนโดไฟต P03 กับฐานขอมูล GenBank 

 
 Glomerrella cingulata จัดอยูในไฟลัม Ascomycota ช้ันSordariomycetes อันดับ 
Phyllachorales วงศ Phyllachoraceae สกุล Glomerella ไดมีผูทําการวิจัยเกี่ยวกับสารที่ราชนิดนี้
สรางไดและฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ แสดงในตารางที่ 4.4 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.5 งานวิจยัตางๆ ที่เกี่ยวกับ Glomerella cingulata (anamorph: Colletotrichum sp.) 
 

ผูวิจัย งานวิจยั 
Walker 
(1962) 

ศึกษาแอคติวิตี, ความจําเพาะตอสับสเตรทและตัวยับยั้งของ diphenol oxidase 
(laccase)ที่ไดจากเสนใยของ Glomerella cingulata 

Burwood 
และคณะ 
(1970)  

ศึกษาความสามารถในการยอยสลาย hydroxybenzoic acid (salicylic acid)ของ  
Glomerella cingulata 

Young 
และคณะ  
(1982) 

สกัดและแยก mycosporine ที่เปนสารปองกันแสงอัลตราไวโอเลตและสารปองกัน
การเกิดออกซิเดชั่น จาก Glomerella cingulata 

Gomaa 
และคณะ 
(1992) 

สกัดและแยก 1→3/1→6 glucan จากGlomerella cingulata ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
เซลลมะเร็ง P815 โดยมีคา IC50 เทากับ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

Abou-zaid 
และคณะ 
(1997) 

สกัดและแยกสารจากน้ําเลี้ยงเชื้อรา Collectotrichum sp. พบสารกลุม flavone ชนิด
ใหม 2 ชนิดคือ 5,4’-dihydroxy-3,7,8-trimethoxy-6-C-methylflavone และ                 
5,4’-dihydroxy-3,6,7-trimethoxy-8-C-methylflavone  

Lu 
และคณะ 
(2000)  

ศึกษาราเอนโดไฟต Colletotrichum sp. จากตน Artemisia annua ซ่ึงสามารถผลิต
ส า ร ใ น ก ลุ ม  ergosterol แ ล ะ ส า ร ที่ มี ฤ ท ธิ์ ท า ง ชี ว ภ า พ  ชนิ ด ใ ห ม  คื อ  
6-Isoprenylindole-3-carboxylic acid, ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
หลายชนิด เชน Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea และ
Pseudomonas sp.  โดยมีคา MIC อยูในชวง 25 – 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

Zou 
และคณะ 
(2000)  

ศึกษาราเอนโดไฟต Colletotrichum gloeosporioides จากตน Artemisia mongolica 
ซ่ึงสามารถผลิตสาร colletotric acid ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของ Bacillus 
subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea  และ Helminthosporium sativum
โดยมีคา MIC (Minimum Inhibitory Concentrations) อยูในชวง 25 - 50ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร  

Lumyong 
และคณะ 
(2002) 

ศึกษาราเอนโดไฟตที่แยกจากตนไมหลายชนิดในอุทยานแหงชาติ ดอยสุเทพ พบรา
เอนโดไฟตหลายชนิดที่มีความสามารถในการสราง cellulase, xylanase และ 
protease โดย 19.7  เปอรเซ็นตของราเอนโดไฟตที่พบคือ Glomerella cingulata  

 
 



 

4.4  การเลี้ยงเชื้อ, สกัดและแยกสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ จากราเอนโดไฟต P03 
        นําราเอนโดไฟต P03 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง SDA เนื่องจากเปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําใหรา
สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสูงสุด โดยนํามาเลี้ยงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 วัน ตัดชิ้น
เชื้อราจากอาหารแข็งออกเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร นําชิ้นเชื้อราจํานวน 5 
ช้ิน ถายใสลงในอาหารเหลว SDB ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร เตรียมใหไดน้ําเล้ียงเชื้อปริมาตร14 ลิตร บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 21 วัน เนื่องจาก
เปนระยะเวลาที่ราเอนโดไฟตมีฤทธ์ิทางชีวภาพสูงสุด โดยพิจารณาจากวงใสในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรียทดสอบและการทําโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง (thin-layer chromatography: TLC) 
พบวาเมื่อรามีอายุครบ 3 สัปดาห ราจะสามารถสรางสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพสูงสุด เมื่อครบกําหนด
นําอาหารเลี้ยงเชื้อมากรอง ดวยผาขาวบาง 4 ชั้น จะไดสวนของน้ําเลี้ยงเชื้อราและสวนเสนใย    
สวนของน้ําเลี้ยงเชื้อนํามาสกัดดวยเอทิลแอซิเตต ปริมาตรเทากับน้ําเลี้ยงเชื้อ สกัดซ้ํา 4 คร้ัง        
สารสกัดที่ไดนําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
สารสกัดที่ไดเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลเหลือง ปริมาณ 5.30 กรัม          
        สวนเสนใยนําไปฉีกเปนชิ้นเล็กๆ จากนั้นนํามาสกัดดวยเอทิลแอซิเตต ทําการสกัดซํ้า 5 คร้ัง 
กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 รวมสารสกัดที่ไดไดนําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่อง 
rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สารสกัดที่ไดเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลเหลือง 
ปริมาณ 3.45 กรัม จากนั้นนําเสนใยมาทําการสกัดซ้ําดวยเมทานอล กรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 4 รวมสารสกัดที่ไดไดนําไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่อง rotary evaporator         
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สารสกัดที่ไดเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลดํา ปริมาณ 10.18 กรัม       
นําสารสกัดหยาบที่ไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อราและเสนใย มาแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ ที่มีซิลิกา
เปนตัวดูดซับ คอลัมนมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตร สูง 35 เซนติเมตร ใชตัวชะหลายชนิด 
โดยการเพิ่มขั้วของตัวชะ เร่ิมจาก เฮกเซน, เฮกเซน-เอทิลแอซิเตต, เอทิลแอซิเตต, เอทิลแอซิเตต – 
เมทานอล และ เมทานอล ไดสาร 5 ชนิด (สารบริสุทธิ์ 1 – 4 และ ของผสม 1 ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

4.5 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ที่ไดจากราเอนโดไฟต P03 
4.5.1 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของ สารบริสุทธิ์ 1 
           ผลึกรูปเข็มสีขาว ที่ไดจากสวน ME6 ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟและ                  

ใชเฮกเซน: เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 40:60 ถึง 35:65 เปนตัวชะ สารที่ไดนํามาตกผลึกใหมดวย
เอทิลแอซิเตต จากนั้นลางผลึกดวยเฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 50 : 50 ที่เย็น 5 – 8 ครั้ง     
จะไดผลึกรูปเข็มสีขาว ปริมาณ 178 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 1) สารบริสุทธิ์ที่ไดมีจุดหลอมเหลวที่ 
181 – 183 องศาเซลเซียส  เมื่อนําไปแยกดวยโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง (thin layer 
chromatography: TLC)โดยใช เฮกเซน :   เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 50 : 50 เปนตัวชะ แลวยอม
ดวย vanillin และทําใหแหง พบวามีจุดเดียว ที่มีคา Rf เทากับ 0.63 สารบริสุทธิ์ 1 ที่ไดละลายไดใน
คลอโรฟอรม, เอทิลแอซิเตตและเมทานอล 

 จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปไดผลดังรูปที่ ค2 ในภาคผนวก ค. 
พบวามีการดูดกลืนแสงที่เลขคลื่น 3424 (br), 2953 (s), 2863 (s), 1633 (m), 1555 (m), 1450 (m), 
1365 (m), 1267 (w), 1225 (w), 1155 (w), 1038 (m) และ 960 (m) ซม-1 ดังแสดงในตาราง      ที่ 4.5 

 
ตารางที่ 4.6 ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริสุทธิ์ 1 
 

เลขคลื่น (ซม-1) ความเขม ลักษณะ 
3424 กวาง O-H stretching vibration of alcohol 

2953, 2863 สูง C-H stretching vibration of –CH3 and -CH2 
1633, 1555 ปานกลาง C=C stretching vibration of double bond 
1450, 1365 ปานกลาง C-H bending vibration of CH3 and CH2 

1267, 1225, 1155 ต่ํา C-O stretching vibration  
1038 ปานกลาง C-O stretching vibration 
960 ปานกลาง CH out of plane bending 

 
 
 
 
 
 
 



 

 จากโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) ของ           สาร
บริสุทธิ์ 1 แสดงในรูปที่ ค3 ภาคผนวก ค. พบตําแหนงของโปรตอนที่ 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 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, d, J = 6.0, H-26), 0.85 (3H, s, H-18) และ 0.84 (3H, d, 
J = 6.0, H-21) ppm 

 ที่ตําแหนงของโปรตอน 6.53, 6.27, 5.25 และ 5.18 ppm แสดงโปรตอนของคารบอนที่มี
พันธะคู  

 ที่ตําแหนงโปรตอน 2.07, 1.89, 1.60, 1.53, 1.52 และ 1.26 ppm แสดงโปรตอนของเทอร-
เชียรีคารบอน (-CH)  

 ที่ตําแหนงโปรตอน 2.14, 2.04, 1.98, 1.95, 1.87, 1.78, 1.74, 1.64, 1.58, 1.53, 1.42, 1.38, 
1.28 และ 1.26 ppm แสดงโปรตอนของเมทิลีนคารบอน (-CH2) 

 ที่ตําแหนงโปรตอน 1.03, 0.95, 0.91, 0.87, 0.85 และ 0.84 ppm แสดงโปรตอนของเมทิล
คารบอน 

 
 จากคารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) ของ      

สารบริสุทธิ์ 1 แสดงในรูปที่ ค4 ภาคผนวก ค. พบตําแหนง 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 (CH2-2), 28.68 (CH2-15), 23.42 (CH2-16), 20.90 
(CH3-27), 20.65 (CH2-11), 19.98 (CH3-26), 19.67 (CH3-21), 18.21 (CH3-19), 17.59 (CH3-28) และ 
12.89 (CH3-18) ppm 

  
 
 
 
 
 



 

 ที่ตําแหนงคารบอน 135.44, 135.22, 132.31 และ 130.75 ppm แสดงถึงคารบอนที่มีพันธะคู 
 ที่ตําแหนงคารบอน 82.20, 79.46, 44.58 และ 36.98 ppm แสดงถึงควอเทอนารีคารบอน 
 ที่ตําแหนงคารบอน 56.19, 51.69, 51.08, 42.79, 39.77 และ 33.08 ppm แสดงถึงเทอรเชียรี

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

เมทิลีนคารบอน 
 ที่ตําแหนงคารบอน 20.90, 19.98, 19.67, 18.21, 17.59 และ 12.89 ppm แสดงถึงเมทิล

คารบอน 
 จากแมสสเปกตรัม (LC-MS spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 1 แสดงในรูปที่ ค9 ภาคผนวก ค. 

พบวาสารบริสุทธิ์ 1 มีมวลโมเลกุล 428.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.7 HSQC spectra ของสารบริสุทธิ์ 1 
 

13C-NMR (ppm) 1H-NMR (ppm), coupling constant (Hz) 
135.44 6.27 (1H, d, J = 8.4, H-7)  
135.22 5.18 (1H, dd, J1 = 7.6 และ J2 = 14.8, H-23) 
132.31 5.25 (1H, dd, J1 = 7.6 และ J2 = 14.8, H-22) 
130.75 6.53 (1H, d, J = 4.8, H-6) 

82.20, 79.46 - 
66.46 4.00 (1H, m, H-3) 
56.19 1.26 (1H, m, H-17) 
51.69 1.60 (1H, m, H-14) 
51.08 1.53 (1H, m, H-9) 
44.58 - 
42.79 1.89 (1H, m, H-24) 
39.77 2.07 (1H, m, H-20) 
39.35 2.04 (1H, m, H-12), 1.28 (1H, m, H-12) 
36.98 - 
36.92 2.14 (1H, m, H-1), 1.95 (1H, m, H-1) 
34.70 1.98 (1H, m, H-4), 1.74 (1H, m, H-4) 
33.08 1.52 (1H, m, H-25) 
30.10 1.87 (1H, m, H-2), 1.58 (1H, m, H-2) 
28.68 1.78 (1H, m, H-15), 1.38 (1H, m, H-15) 
23.42 1.53 (1H, m, H-16), 1.26 (1H, m, H-16) 
20.90 1.03 (3H, d, J = 6.0, H-27) 
20.65 1.64 (1H, m, H-11), 1.42 (1H, m, H-11) 
19.98 0.87 (3H, d, J = 6.0, H-26) 
19.67 0.84 (3H, d, J = 6.0, H-21) 
18.21 0.93 (3H, s, H-19) 
17.59 0.95 (3H, d, J = 6.8, H-28) 
12.89 0.85 (3H, s, H-18) 

 



 

ตารางที่ 4.8 เปรียบเทียบ 13C-NMR และ 1H-NMR ของสารบริสุทธิ์ 1 กับ Ergosterol peroxide 
สารบริสุทธิ์ 2 Ergosterol peroxide (Bok, 1999) Position 

δC δH δC (50 MHz) δH (500 MHz) 
1 36.92 (t) 2.14 (m), 1.95 (m) 39.4 (t) ไมรายงาน 
2 30.10 (t) 1.87 (m),1.58 (m) 30.1 (t) ไมรายงาน 
3 66.46 (d) 4.00 (m) 66.3 (d) 3.92 (m) 
4 34.70 (t) 1.98 (m), 1.74 (m) 51.2 (t) ไมรายงาน 
5 79.46 (s) - 79.4 (s) - 

6 130.75 (d) 6.53 (d, J = 4.8) 130.7 (d) 5.95 (d, J = 4.8) 
7 135.44 (d) 6.27 (d, J = 8.4) 135.4 (d) 6.29 (d, J = 8.4) 
8 82.20 (s) - 82.7 (s) - 
9 51.08 (d) 1.53 (m) 34.7 (d) ไมรายงาน 
10 36.98 (s) - 36.9 (s) - 
11 20.65 (t) 1.64 (m), 1.42 (m) 20.9 (t) ไมรายงาน 
12 39.35 (d) 2.04 (m), 1.28 (m) 39.4 (d) ไมรายงาน 
13 44.58 (s) - 44.6 (s) - 
14 51.69 (d) 1.60 (m) 51.7 (d) ไมรายงาน 
15 28.68 (t) 1.78 (m), 1.38 (m) 28.6 (t) ไมรายงาน 
16 23.42 (t) 1.53 (m), 1.26 (m) 23.4 (t) ไมรายงาน 
17 56.19 (d) 1.26 (m) 56.3 (d) ไมรายงาน 
18 12.89 (q) 0.85 (s) 12.9 (q) 0.61 (s) 
19 18.21 (q) 0.93 (s) 18.7 (q) 0.67 (s) 
20 39.77 (d) 2.07 (m) 39.7 (d) ไมรายงาน 
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 = 8.4 และ J2 = 15.3) 
24 42.79 (d) 1.89 (m) 42.8 (d) ไมรายงาน 
25 33.08 (d) 1.52 (m) 33.0 (d) ไมรายงาน 
26 19.98 (q) 0.87 (d, J = 6.0) 19.9 (q) 0.91 (d, J = 6.8) 
27 20.90 (q) 1.03 (d, J = 6.0) 20.7 (q) 0.91 (d, J = 6.7) 
28 17.59 (q) 0.95 (d, J = 6.8) 17.5 (q) 0.99 (d, J = 6.6) 



 

ตารางที่ 4.9 ขอมูล HSQC, HMBC, COSY และ NOESY ของสารบริสุทธิ์ 1  
 

Position δC δH HMBC (H to C) COSY NOESY 

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

C2, C-3, C-8, C-10 
C-3 

- 
- 

H-19 
- 

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

C-4 
- 

- 
H-3 

H-9, H-16 (1.53) 
- 

3 66.46 4.00 (1H, m) - H-2 (1.58) - 

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

- 
- 

- H-4, H-16, H-17, H-27 
- 

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-4, H-16, 
H-17, H-19 

10 36.98 - - - - 

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

C-9 
C-14 

- 
H-18 

- 
H-14, H-15 

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

C-17 
C-9 

- 
- 

H-18 
- 

13 44.58 - - - - 
14 51.69 1.60 (1H, m) C-11, C-13, C-15 - 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, C-15 

H-18, H-21 
- 

H-2, H-4 
H-4, H-9, H-18, H-19 

 
 



 

ตารางที่ 4.9 ขอมูล HSQC, HMBC, COSY และ NOESY ของสารบริสุทธิ์ 1 (ตอ) 
 

Position δC δH HMBC (H to C) COSY NOESY 

17 56.19 1.26 (1H, m) C-13, C-15 - H-4, H-9,  
H-18, H-19 

18 12.89 0.85 (3H, s) C-14, C-17 H-11 (1.42), 
H-16 (1.53) 

H-12, H-16,  
H-17, H-25 

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

- H-1, H-9,  
H-16, H-17 

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 (1.53) - 

22 132.31 
5.25 (1H, dd, J1 = 7.6

และ J2 = 14.8) 
C-20, C-24, C-26 H-23 - 

23 135.22 
5.18 (1H, dd, J1 = 7.6

และ J2 = 14.8) 
C-20, C-24 H-22, H-24 - 

24 42.79 1.89 (1H, m) C-22, C-23 H-23, H-28 - 
25 33.08 1.52 (1H, m) C-22, C-24, C-26, C-28 H-26 H-18 
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, C-23 - H-4 
28 17.59 0.95 (3H, d, J = 6.8) C-22, C-24, C-25 H-24 - 

 
 จากขอมูลทางสเปกโทสโกป และการเปรียบเทียบคาเคมิคัลชิฟทของคารบอน-13และ
โปรตอนของสารบริสุทธิ์ 1 กับ ergosterol peroxide (Bok, 1999) พบวา สารทั้งสองมีคาเคมิคัลชิฟท
ใกลเคียงกัน ทําใหสามารถสรุปไดวาสารบริสุทธิ์ 1 คือ ergosgterol peroxide (5α,8α-epidioxy-
24(R)-methyl-cholesta-6,22-dien-3β-ol)  ที่มีโครงสรางดังรูปที่ 4.10 
 
 
 
 
 



 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.9 โครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 1 

 
 
 

 
 

รูปที่ 4.10 คารบอนเคมิคัลชิฟทของสารบริสุทธิ์ 1 
 
 
 



 

รูปที่ 4.11 HMBC ของสารบริสุทธิ์ 1 
 
 

 รูปที่ 4.12 COSY ของสารบริสุทธิ์ 1 



 

 
รูปที่ 4.13 NOESY ของสารบริสุทธิ์ 1 

 
 Ergosterol peroxide เปนสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถพบไดในราและพืชบางชนิด    
มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารดังกลาว โดยสกัดแยกและทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทาง
โครมาโทรกราฟ และทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียและทดสอบ
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งหลายชนิดดังตารางที่ 4.9 นอกจากนี้ยังเปรียบเทียบปริมาณของ 
ergosterol peroxide ที่ราและพืชผลิตได กับงานวิจัยช้ินนี้ จะเห็นไดวาราเอนโดไฟต P03 สามารถ
ผลิต ergosterol peroxide ไดในปริมาณมาก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.10 การศึกษาฤทธิท์างชีวภาพของ Ergosterol peroxide ที่พบในราและพืชชนิดตางๆ 
 

ผูวิจัย งานวิจยั 
ปริมาณที่ได 

(มิลลิกรัม/กรัม 
น้ําหนกัแหง) 

Kahlos 
และคณะ 
(1989) 

สกัดและแยก ergosteol peroxide จากเชื้อรา Inonotus rariatus 
และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) และ
เซลลมะเร็งซารโคมา (Walker 256) โดยมีคา IC50 เทากับ 42 และ 
35 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

0.0075 

Bok      
และคณะ 
(1999) 

สกัดและแยก ergosteol peroxide จากเชื้อรา Cordyceps sinensis 
และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (K526, 
Jurkat, HL-60 และRPMI-8226), เซลลมะเร็งผิวหนัง (WM-1341) 
โดยมีคา IC50 เทากับ 65, 48, 60, 63 และ 49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ 

0.69 

Cantrell 
และคณะ 

(1999) 

สกัดและแยก ergosteol peroxide จากตน Ajuga remota Benth. 
และทดสอบความเปนพิษตอ Mycobacterium tuberculosis โดยมี
คา MIC เทากับ 1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

0.031 

Nam     
และคณะ 

(2001) 

สกัดและแยก ergosteol peroxide จากเชื้อรา Paecilomyces 
tenuipes และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(SNU-1), เซลลมะเร็งตับ (SNU-354) และ เซลลมะเร็งลําไสใหญ
(SNU-C4) โดยมีคา IC50 เทากับ 1.2, 2.2 และ 4.0 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามลําดับ 

- 

Takei    
และคณะ  
(2005)    

สกัดและแยก ergosteol peroxide จากเห็ด Sarcodon asparatus 
และทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (HL-60) 
โดยมีคา IC50 เทากับ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

0.51 

งานวิจยันี ้
สกัดและแยก ergosteol peroxide (สารบริสุทธิ์ 2)จากราเอนโด
ไฟต P03 (Glomerella cingulata) ที่แยกไดจากใบกระทอม 
(Mitragyna speciosa Korth.)  

1.47 

 
 
 
 



 

4.5.2 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 2 
          ผงสีขาว ที่ไดจากสวนMM3 ที่แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ และใชเฮกเซน : เอทิล 

แอซิเตต ในอัตราสวน 40 : 60 ถึง 20 : 80 เปนตัวชะ สารที่ไดนํามาลางดวยเอทิลแอซิเตต 7 ครั้ง  
และเมทานอล 3 – 4 ครั้ง จะไดผงสีขาว ปริมาณ 622.6  มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 2)   สารบริสุทธิ์ที่ได
มีจุดหลอมเหลวท่ี 260 - 262  องศาเซลเซียส  เมื่อนําไปแยกดวยโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง    
(thin layer chromatography: TLC)โดยใช เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 50 : 50 เปนตัวชะ 
แลวยอมดวย vanillin และทําใหแหง พบวามีจุดเดียว ที่มีคา Rf เทากับ 0.68  สารบริสุทธิ์ 2 ที่ได  
ละลายไดนอยในเมทานอล ละลายไดดีใน DMSO   

            จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปไดผลดังรูปที่ ค11 ในภาคผนวก 
ค. พบวามีการดูดกลืนแสงที่เลขคลื่น 3444 (br), 2937 (s), 2816 (s), 1962 (s), 1565 (m), 1451 (s), 
1380 (m), 1238 (s), 1140 (s), 1097 (s) และ 1031 (s) ซม-1 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 

 
ตารางที่ 4.11 ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารบริสุทธิ์ 2 
 

เลขคลื่น (ซม-1) ความเขม ลักษณะ 
3444 กวาง O-H stretching vibration of alcohol 

2937, 2861 สูง C-H stretching vibration of –CH3 and -CH2 
1685 สูง C=O stretching vibration of double bond 
1565 ปานกลาง C=C stretching vibration of double bond 
1451 สูง C-H bending vibration of CH3 and CH2 
1380 ปานกลาง C-H bending vibration of CH3 and CH2 

1238, 1140, 1097, 1031 สูง C-O stretching vibration  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  จากโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) ของ           สาร
บริสุทธิ์ 2 แสดงในรูปที่ ค12 ภาคผนวก ค. พบตําแหนงของโปรตอนที่ 5.14 (1H, s, H-12), 4.32 
(1H, d, J = 4.8, OH), 3.01 (1H, t, H-3), 2.52 (1H, d, J = 2.0, OH), 2.12 (1H, d , J = 10.8, H-18), 
1.86 (1H, m, H-11), 1.84 (1H, s, H-11), 1.56 (2H, m, H-1), 1.53 (1H, m, H-16), 1.50 (2H, m, H-6), 
1.47 (2H and 1H, m and m, H-2 and H-9), 1.46 (1H and 1H, m and m, H-7 and H-21), 1.33 (1H, 
m, H-20), 1.30 (1H, m, H-21), 1.28 (1H, m, H-7), 1.06 (1H, s, H-16), 1.05 (3H, s, H-27), 1.03 (1H, 
m, H-15), 0.99 (1H, m, H-15), 0.93 (1H and 3H, m and m, H-19 and H-30), 0.92 (2H, m, H-1), 
0.91 (3H, s, H-23), 0.88 (3H, s, H-25), 0.83 (3H, d, J = 6.4, H-29), 0.76 (3H, s, H-26) และ 0.69 
(3H and 3H, s and s, H-5 and H-24) ppm 

 ที่ตําแหนงโปรตอน 5.14 ppm แสดงโปรตอนของคารบอนที่มีพันธะคู 
 ที่ตําแหนงโปรตอน 3.01 ppm แสดงโปรตอนของคารบอนที่ติดกับหมูไฮดรอกซิล 
 ที่ตําแหนงโปรตอน 2.12, 1.47, 1.33 0.93 และ 0.69 ppm แสดงโปรตอนของเทอรเชียรี

คารบอน (-CH)  
 ที่ตําแหนงโปรตอน 1.86, 1.84, 1.56, 1.53, 1.50, 1.47, 1.46, 1.29, 1.30, 1.06, 0.99 และ 

0.92 ppm แสดงโปรตอนของเมทิลลีนคารบอน (-CH2) 
 ที่ตําแหนงโปรตอน 1.06, 0.93, 0.91, 0.88, 0.83, 0.76 และ 0.69 ppm แสดงโปรตอนของ

เมทิลคารบอน 
 
 จากคารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) ของ     

สารบริสุทธิ์ 2 แสดงในรูปที่ ค13 ภาคผนวก ค. พบตําแหนง178.78 (C-28), 138.65 (C-13), 125.05   
(CH-12), 77.30 (CH-3), 55.26 (CH3-5), 52.84 (CH-18), 47.49 (CH-9), 47.23 (C-17), 42.11 (C-14), 
39.57 (C-8), 39.32 (C-4), 38.99 (CH-19), 38.85 (CH-20), 38.72 (CH2-1), 37.00 (C-10), 36.80 
(CH2-22), 33.19 (CH2-7), 30.68 (CH2-21), 28.73 (CH3-23), 28.02 (CH2-15), 27.46 (CH2-2), 24.29 
(CH2-16), 23.74 (CH3-27), 23.32 (CH2-11), 21.56 (CH3-30), 18.48 (CH2-6), 17.50 (CH3-29), 17.38 
(CH3-26), 16.56 (CH3-24) และ 15.71 (CH3-25) ppm 

 
 
 
 
 
 
 



 

 ที่ตําแหนงคารบอน 178.78 ppm แสดงถึงคารบอนของหมูคารบอกซิล 
 ที่ตําแหนงคารบอน 138.65 และ 125.05  ppm แสดงถึงคารบอนที่มีพันธะคู 
 ที่ตําแหนงคารบอน 77.30 ppm แสดงถึงคารบอนที่อยูติดกับหมูไฮดรอกซิล 
 ที่ตําแหนงคารบอน 47.23, 42.11, 39.57, 39.32 และ 37.00 ppm แสดงถึงควอเทอนารี

คารบอน 
 ที่ตําแหนงคารบอน 55.26, 52.84, 47.49, 38.99 และ 38.85  ppm แสดงถึงทอรเชียรีคารบอน 
 ที่ตําแหนงคารบอน 38.72, 36.80, 33.19, 30.68, 28.02, 27.46, 24.29, 23.32 และ 18.48 ppm 

แสดงถึงเมทิลีนคารบอน 
 ที่ตําแหนงคารบอน 28.73, 23.74, 21.50, 17.50, 17.38, 16.56 และ 15.71 ppm แสดงถึง

เมทิลคารบอน 
 จากแมสสเปกตรัม (LC-MS spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 2 แสดงในรูปที่ ค19 ภาคผนวก ค. 

พบวาสารบริสุทธิ์ 2 มีมวลโมเลกุล 456 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.12 HSQC spectra ของสารบริสุทธิ์ 2 
13C-NMR (ppm) 1H-NMR (ppm), coupling constant (Hz) 
178.78, 138.65 - 

125.05 5.14 (1H, s, H-12) 
77.30 3.01 (1H, t, H-3) 
60.24 - 
55.26 0.69 (3H, s, H-5) 
52.84 2.12 (1H, d , J = 10.8, H-18) 
47.49 1.47 (1H, m, H-9) 

47.23, 42.11, 39.57, 39.32  - 
38.99 0.93 (1H, s, H-19) 
38.85 1.33 (1H, m, H-20) 
38.72 0.92 (2H, m, H-1) 
37.00 - 
36.80 1.56 (2H, m, H-22) 
33.19 1.46 (1H, m, H-7), 1.28 (1H, m, H-7) 
30.68 1.46 (1H, m, H-21), 1.30 (1H, m, H21) 
28.73 0.91 (3H, s, H-23) 
28.02 1.03 (1H, m, H-15), 0.99 (1H, m, H-15) 
27.46 1.47 (2H, m, H-2) 
24.29 1.53 (1H, m, H-16), 1.06 (1H, m, H-16) 
23.74 1.05 (3H, s, H-27) 
23.32 1.86 (1H, m, H-11), 1.84 (1H, m, H-11) 
21.56 0.93 (3H, m, H-30) 
18.48 1.50 (2H, m, H-6) 
17.50 0.83(3H, d , J = 6.4, H-29) 
17.38 0.76 (3H, s, H-26) 
16.56 0.69 (3H, s, H-24) 
15.71 0.88 (3H, s, H-25) 

 4.32 (1H, d , J = 4.8) OH (COOH) 
 2.52 (1H, d , J = 2.0) OH 



 

ตารางที่ 4.13 เปรียบเทียบ 13C-NMR และ 1H-NMR ของสารบริสุทธิ์ 2 กับ Ursolic acid 
 

สารบริสุทธิ์ 2 Ursolic acid (Reher, 1992) Position 
δC δH δC (125.7 MHz) δH (500 MHz) 

1 38.72 (t) 0.92 (2H,m)  39.8 (t) ไมรายงาน 
2 27.46 (t) 1.47 (2H, m) 27.9 (t) ไมรายงาน 
3 77.30 (d) 3.01 (1H, t) 79.7 (d) 3.15 (dd, J1 = 10.4, J2 = 5.9) 
4 39.32 (s) - 40.0 (s) - 
5 55.26 (q) 0.69 (3H, s) 56.8 (q) ไมรายงาน 
6 18.48 (t) 1.50 (2H, m) 19.5 (t) ไมรายงาน 
7 33.19 (t) 1.46 (1H, m), 1.28 (1H, m) 34.4 (t) ไมรายงาน 
8 39.57 (s) - 40.8 (s) - 
9 47.49 (d) 1.47 (1H, m) - ไมรายงาน 
10 37.00 (s) - 38.1 (s) - 
11 23.32 (t) 1.86 (1H, m), 1.84 (1H, s) 24.4 (t) ไมรายงาน 
12 125.05 (d) 5.14 (1H, s) 128.9 (d) 5.22 (1H, t) 
13 138.65 (s) - 139.7 (s) - 
14 42.11 (s) - 43.3 (s) - 
15 28.02 (t) 1.03 (1H, m), 0.99 (1H, m) 29.2 (t) ไมรายงาน 
16 24.29 (t) 1.53 (1H, m), 1.06 (1H, s) 25.3 (t) ไมรายงาน 
17 47.23 (s) - - - 
18 52.84 (d) 2.12 (1H, d, J = 10.8) 54.4 (d) 2.20 (1H, br s) 
19 38.99 (d) 0.93 (1H, m) 40.5 (d) ไมรายงาน 
20 38.85 (d) 1.33 (1H, m) 40.4 (d) ไมรายงาน 
21 30.68 (t) 1.46 (1H, m), 1.30 (1H, m) 31.8 (t) ไมรายงาน 
22 36.80 (t)  1.58 (2H, m) 38.1 (t)  ไมรายงาน 
23 28.73 (q) 0.91 (3H, s) 28.8 (q) 0.97 (3H, s) 

 
 
 
 



 

ตารางที่ 4.13 เปรียบเทียบ 13C-NMR และ 1H-NMR ของสารบริสุทธิ์ 4 กับ Ursolic acid (ตอ) 
 

สารบริสุทธิ์ 2 Ursolic acid (Reher, 1992) Position 
δC δH δC (125.7 MHz) δH (500 MHz) 

24 16.56 (q) 0.69 (3H, s) 16.4 (q) 0.78 (3H, s) 
25 15.71 (q) 0.88 (3H, s) 16.0 (q) 0.85 (3H, s) 
26 17.38 (q) 0.76 (3H, s) 17.7 (q) 1.12 (3H, s) 
27 23.74 (q) 1.06 (3H, s) 24.8 (q) 0.96 (3H, s) 
28 178.78 (s) - 178.6 (s) - 
29 17.50 (q) 0.83 (3H, d , J = 6.4) 17.8 (q) 0.96 (3H, d , J = 6.5) 
30 21.56 (q) 0.93 (3H, m) 21.6 (q) 0.88 (3H, d , J = 6.3) 

 
 
ตารางที่ 4.14 ขอมูล HSQC, HMBC, COSY และ NOESY ของสารบริสุทธิ์ 2  

 
Position δC δH  HMBC (H to C) COSY NOESY TOCSY 

1 38.72 (t) 0.92 (2H,m)  - - H-3 - 
2 27.46 (t) 1.47 (2H, m) C-8, C-10, C-26 H-3, H-11 - - 
3 77.30 (d) 3.01 (1H, t) - H-2 H-1 - 
4 39.32 (s) - - - - - 
5 55.26 (q) 0.69 (3H, s) C-3 ,C-5, C-6, C-9  - - - 
6 18.48 (t) 1.50 (2H, m) - - - - 

7 33.19 (t) 1.46 (1H, m) 
1.28 (1H, m) 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

8 39.57 (s) - - - - - 
9 47.49 (d) 1.47 (1H, m) - - H-25 - 
10 37.00 (s) - - - - - 

11 23.32 (t) 1.86 (1H, m) 
1.84 (1H, s) 

- 
- 

- 
H-12 

- 
H-25 

- 
H-12 

 
ตารางที่ 4.14 ขอมูล HSQC, HMBC, COSY และ NOESY ของสารบริสุทธิ์ 2 (ตอ) 



 

 
Position δC δH  HMBC (H to C) COSY NOESY TOCSY 

12 125.05 (d) 5.14 (1H, s) - H-11 H-26 H-11 
13 138.65 (s) - - - - - 
14 42.11 (s) - - - - - 

15 28.02 (t) 1.03 (1H, m) 
0.99 (1H, m) 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

16 24.29 (t) 1.53 (1H, m) 
1.06 (1H, s) 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

17 47.23 (s) - - - - - 

18 52.84 (d) 
2.12  

(1H, d, J = 10.8) 
C-1, C-14, C-16, C-17, 

C-20, C-28, C-29 - H-29 H-29 

19 38.99 (d) 0.93 (1H, m) C-21 - - - 
20 38.85 (d) 1.33 (1H, m) - - - - 

21 30.68 (t) 1.46 (1H, m) 
1.30 (1H, m) 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

22 36.80 (t)  1.58 (2H, m) - - - - 
23 28.73 (q) 0.91 (3H, s) C-3, C-5 - - H-24 
24 16.56 (q) 0.69 (3H, s) - - H-25 H-23 

25 15.71 (q) 0.88 (3H, s) C-5, C-10, C-20, 
C-21, C-24 

- 
- 

H-9, H-
11, H-24 

- 
- 

26 17.38 (q) 0.76 (3H, s) C-7, C-8, C-9, C-14 - H-12 - 
27 23.74 (q) 1.06 (3H, s) C-8, C-13, C-14, C-15 - - - 
28 178.78 (s) - - - - - 

29 17.50 (q) 
0.83 

(3H, d , J = 6.4) 
C-18, C-20 - H-18 H-18, H-30 

30 21.56 (q) 0.93 (3H, m) - - - H-29 
 
 
 



 

จากขอมูลทางสเปกโทสโกป และการเปรียบเทียบคาเคมิคัลชิฟทของคารบอน-13และ
โปรตอนของสารบริสุทธิ์ 2 กับ ursolic acid (Reher, 1992) พบวา สารทั้งสองมีคาเคมิคัลชิฟท
ใกลเคียงกัน ทําใหสามารถสรุปไดวาสารบริสุทธิ์ 2 คือ ursolic acid (3β-hydroxy-urs-12-en-28-oic 
acid)  ที่มีโครงสรางดังรูปที่ 4.10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.14 โครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.15 คารบอนเคมิคัลชิฟทของสารบริสุทธิ์ 2 



 

รูปที่ 4.16 HMBCของสารบริสุทธิ์ 2 

รูปที่ 4.17 COSY ของสารบริสุทธิ์ 2 



 

รูปที่ 4.18 NOESY ของสารบริสุทธิ์ 2 

รูปที่ 4.19 TOCSY ของสารบริสุทธิ์ 2 



 

 Ursolic acid เปนสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถพบไดในพืชบางชนิด มีรายงาน
การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารดังกลาว โดยสกัดแยกและทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทาง          
โครมาโทรกราฟ และทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียและทดสอบ
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งหลายชนิดดังตารางที่ 4.15 นอกจากนี้ยังเปรียบเทียบปริมาณของ 
ursolic acid ที่พืชผลิตได กับงานวิจัยช้ินนี้ จะเห็นไดวาราเอนโดไฟต P03 สามารถผลิต ursolic acid 
ไดในปริมาณมาก 
 
ตารางที่ 4.15 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ Ursolic acid ที่พบในพืชชนดิตางๆ 

ผูวิจัย งานวิจยั 
ปริมาณที่ได 

(มิลลิกรัม/กรัม 
น้ําหนกัแหง) 

Collins 
และคณะ 
(1987) 

สกัดและแยก Ursolic acid จากใบ Rosmarinus officinalis และ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Staphulococcus 
aureus และ Escherichai coli โดยมีคา MIC เทากับ 18.1 และ 
20.3 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

- 

Hamzah    
และคณะ 
(1998) 

สกัดและแยก Ursolic acid จากตนHedyotis herbacea ดวยเทคนิค
ทางโครมาโทรกราฟและวิเคราะหหาสูตรโครงสรางดวยเทคนิค
ทางสเปกโทรสโกป 

0.07 

Kashiwada 
และคณะ 

(2000) 

สกัดและแยก Ursolic acid จากตนPotentilla glandulosa และ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งไวรัส HIV และเซลลที่ติด
ไวรัส (H-9) โดยมีคา EC50 และ IC50 เทากับ 4.4 และ 14.3ไมโคร
โมลาร ตามลําดับ 

- 

Tapondjou   
และคณะ 

(2002) 

สกัดและแยก Ursolic acid จากตน Mitragyna stipulosa และ
ทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (HL-60 และ 
U-937), เซลลมะเร็งปอด (A-549 และ 3LL) โดยมีคา IC50 เทากับ 
22.5, 31.8, 42.6 และ 31.3 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

0.107 

Liu        
และคณะ  
(2004)    

สกัดและแยก Ursolic acid จากตน Engelhardtia serrata และ
ทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (K-562) โดยมี
คา IC50 เทากับ 12.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

0.003 

งานวิจยันี ้
สกัดและแยก Ursolic acid (สารบริสุทธิ์ 4) จากราเอนโดไฟต 
P03 (Glomerella cingulata) ที่แยกไดจากใบกระทอม 
(Mitragyna speciosa Korth.)  

5.124 



 

4.5.3 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของของผสม 1   
           ของเหลวสีเหลือง ใส ลักษณะคลายน้ํามัน ปริมาณ 1.25 กรัม (ของผสม 1) ที่ไดจาก     

สวน ME2 แยกดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ และใชเฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 98:2    
เปนตัวชะ เมื่อนําไปแยกดวยโครมาโทรกราฟแบบแผนบาง (thin layer chromatography: TLC)   
โดยใช  เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 95 : 5 เปนตัวชะ แลวยอมดวย vanillin และทําใหแหง 
พบวามีจุดเดียว ที่มีคา Rf เทากับ 0.85  ของผสม 1  ที่ไดละลายไดดีในเฮกเซนและเอทิลแอซิเตต   

จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโกปไดผลดังรูปที่ ค20 ในภาคผนวก ค. 
พบวามีการดูดกลืนแสงที่เลขคลื่น 2927 (s), 2856 (s), 1739 (s), 1462 (m), 1363 (m), 1167 (s) และ 
1091(m) ซม-1 ดังแสดงในตารางที่ 4.16 

 
ตารางที่ 4.16 ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของของผสม 1 
 

เลขคลื่น (ซม-1) ความเขม ลักษณะ 
2927, 2856 สูง C-H stretching vibration of –CH3 and -CH2 

1739 สูง C=O stretching vibration of double bond 
1423, 1363 ปานกลาง C-H bending vibration of CH3 and CH2 

1167 สูง C-O stretching vibration  
1091 ปานกลาง C-O stretching vibration  

 
  จากโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) ของของผสม 1 

แสดงในรูปที่ ค21 ภาคผนวก ค. พบตําแหนงของโปรตอนที่ 5.39 (s), 4.16 (d, J = 6.8), 2.81 (s), 
2.33 (s), 2.08 (s), 1.65 (s), 1.30 (s) และ 0.92 (s) ppm  

 จากคารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) ของ     
ของผสม 1 แสดงในรูปที่ ค22 ภาคผนวก ค. พบตําแหนง173.89, 130.17, 130.02, 129.97, 129.74, 
128.03, 127.91, 68.88, 62.08, 60.15, 34.37, 34.19, 34.04, 31.95, 31.54, 29.79, 29.73, 29.69, 29.60, 
29.56, 29.50, 29.40, 29.37, 29.30, 29.19, 29.13, 27.21, 25.63, 24.92, 24.87, 22.72, 22.59, 14.25, 
14.13 และ 14.08 ppm 

 ที่ตําแหนงคารบอน 173.89 ppm แสดงถึงคารบอนของหมูคารบอกซิล 
 ที่ตําแหนงคารบอน 130.17, 130.02, 129.97, 129.74, 128.03 และ 127.91 ppm แสดงถึง

คารบอนที่มีพันธะคู 
 



 

 ที่ตําแหนงคารบอน 68.88, 62.08, 60.15, 34.37, 34.19, 34.04, 31.95, 31.54, 29.79, 29.73, 
29.69, 29.60, 29.56, 29.50, 29.40, 29.37, 29.30, 29.19, 29.13, 27.21, 25.63, 24.92, 24.87, 22.72, 
22.59, 14.25, 14.13 และ 14.08 ppm แสดงถึงเมทิลลีนและเมทิลคารบอน 

 จากผลทางสเปกโทสโกปพบวาของผสม 1 คือ น้ํามันที่ประกอบดวยกรดไขมันหลายชนิด 
จึงนํามาวิเคราะหกรดไขมันชนิดตางๆในน้ํามัน ดวยเทคนิคกาซโครมาโทรกราฟ ไดผลดังรูปที่ ค23 
ในภาคผนวก ค. เปรียบเทียบกับเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันมาตรฐาน เพื่อคํานวณหาปริมาณกรด
ไขมันที่ไดจากพื้นที่ใตกราฟ ปริมาณกรดไขมันชนิดตางๆ พบวากรดไขมันชนิดอิ่มตวัที่พบมากทีสุ่ด
ในของผสม 1 คือ palmitic acid และกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวที่พบมากที่สุดคือ oleic acid แสดงดัง
ตารางที่ 4.17 และ 4.18 

 
ตารางที่ 4.17 ปริมาณกรดไขมันชนิดตางๆในน้ํามัน (ของผสม 1) 

 
ชนิดกรดไขมัน ปริมาณกรดไขมัน (เปอรเซน็ต) น้ําหนกั (มิลลิกรัม)/น้ําหนักเสนใยแหง (กรมั) 

C14:0 1.76 0.18 
C16:0 58.96 6.05 
C18:0 27.13 2.78 
C18:1 7.10 0.73 
C18:3 1.25 0.13 
 

ตารางที่ 4.18 โครงสรางและชื่อทางเคมีของกรดไขมันชนิดตางๆที่พบในของผสม 1 
            

ช่ือทางเคมี ชื่อทั่วไป สัญลักษณ โครงสรางทางเคมี 
กรดไขมันชนิดอ่ิมตัว 
Tetradecanoic acid 
Hexadecanoic acid 
Octadecanoic acid 

 
Myristic acid 
Palmitic acid 
Stearic acid 

 
C14:0 
C16:0 
C18:0 

 
CH3(CH2)12COOH 
CH3(CH2)14COOH 
CH3(CH2)16COOH 

กรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว 
9-Octadecanoic acid 
9,12,15-octadecadienoic acid 

 
Oleic acid 

α-linolenic acid 

 
C18:1 
C18:3 

 
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 
CH3(CH2)7[CH=CH(CH2)]3COOH 

 
 
 



 

4.6   การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
        4.6.1 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารบริสุทธิ์ 
                ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารบริสุทธ์ิ ดวยวิธี micro dilution (Wood and 
Washington, 1995) โดยทดสอบกับเชื้อจุลินทรีย 5 ชนิด แบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดคือ 
Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด
คือ Escherichia coli ATCC 25922 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และเชื้อยีสต 
Candida albican ATCC 10231 หาคา MIC (minimal inhibitory concentration) โดยวัดจากคาความ
เขมขนที่นอยที่สุดของสารบริสุทธิ์ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดทั้งหมด แสดงในตาราง       
ที่ 4.19 ความเขมขนของสารบริสุทธิ์ที่ใชอยูในชวง 0.48 – 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 4.19 MIC ของสารบริสุทธิ์ที่มีตอเชื้อจุลินทรียชนิดตางๆ 
 

MIC ของสารบริสุทธิ์ที่มีตอเชื้อจุลินทรียชนิดตางๆ  [µg/ml (µM)] 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ สาร 

B. subtilis 
ATCC 6633 

S. aureus 
ATCC 25923 

E. coli 
ATCC 25922 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

เชื้อยีสต 
C. albicans 

ATCC 10231 
สารบริสุทธิ์ 1 15.6 (36.4) 15.6 (36.4) 15.6 (36.4) 15.6 (36.4) 61.25 (143.1) 
สารบริสุทธิ์ 2 125 (274.1)  125 (274.1)  250 (548.2)  125 (274.1)  125 (274.1) 
Penicillin G 15.6 (43.8) 15.6 (43.8) - - - 
Streptomycin - - 1.95 (1.3) 7.81 (5.4) - 
Ketoconazole - - - - 125 (235.2) 

 
  จากตารางที่ 4.19 จะเห็นไดวา สารบริสุทธิ์ 1 (ergosterol peroxide) และสารบริสุทธิ์ 2 
(ursolic acid) มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ 
ตลอดจนเชื้อยีสต โดยที่สารบริสุทธิ์ 1 มีฤทธิ์ในการยับยั้งไดดีกวา สารบริสุทธ์ิ 2 และยังมี
ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีเทียบเทากับ penicillin G และยับยั้งเชื้อยีสต         
C. albicans ATCC 10231 ไดดีกวา Ketoconazole  

 
 
 
 
 



 

       4.6.2 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งของสารบริสุทธิ์ 
   นําสารบริสุทธิ์ที่ไดมาทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง 5 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งตับ
(HEP-G2), เซลลมะเร็งปอด (CHAGO), เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะ
อาหาร (KATO-3) และเซลลมะเร็งเตานม (BT474) ในหลอดทดลองดวยวิธี colorimetric ไดผลดัง
ตารางที่ 4.20  
 
ตารางที่ 4.20 ฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆ ของสารบริสุทธิ์ที่ไดจากราเอนโดไฟต 
 

IC50 [µg/ml (µM)] สาร 
HEP-G2 CHAGO SW 620 KATO-3 BT474 

สารบริสุทธิ์ 1 5.0 (11.7) 6.3 (14.7)  5.2 (12.1) 5.8 (13.6)  8.5 (19.2) 
สารบริสุทธิ์ 2 5.4 (11.8) 5.6 (12.3) 0.8 (1.7) 0.5 (1.1)   0.7 (1.5) 
Doxorubicin 0.7 (1.2) 0.7 (1.2) 0.09 (0.2) > 10 (17.2) > 10 (17.2) 

 
 จากผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆ พบวาสารบริสุทธิ์ 1 
(ergosterol peroxide) มีความสามารถในการยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบไดทุกชนิด โดยมีคา IC50      
อยูในชวง 11 – 19 ไมโครโมลาร เมื่อเปรียบเทียบกับ Doxorubicin พบวาสารบริสุทธิ์ 1 มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) ไดดีกวา และเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการวิจัยที่
ผานมาพบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งตับ (SNU-354), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(SNU-1) และเซลลมะเร็งลําไสใหญ (SNU-C4) ดวยคา IC50 เทากับ 5.1, 2.8 และ 9.3 ไมโครโมลาร 
(Nam และคณะ, 2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งอื่นๆ ดังตาราง
ที่ 4.10 (หนา 55)  
 สําหรับสารบริสุทธิ์ 2 (ursolic acid) มีความสามารถในการยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบไดทุก
ชนิด โดยสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) 
และเซลลมะเร็งเตานม (BT474) ไดดีโดยมีคา IC50 อยูในชวง 1.1 – 1.7 ไมโครโมลาร เมื่อ
เปรียบเทียบกับ Doxorubicin พบวา สารบริสุทธิ์ 2 มีฤทธ์ิในการยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATO-3) และเซลลมะเร็งเตานม (BT474) ไดดีกวา และเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการวิจัยที่ผาน
มาพบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งปอด (A549, K562 และ 3LL) ดวยคา IC50 เทากับ 
93.4, 27.4 และ 68.6 ไมโครโมลาร ตามลําดับ (Tapondjou และคณะ, 2002) และฤทธิ์ในการยับยั้ง
เซลลมะเร็งลําไสใหญ (HCT15) ดวยคา IC50 เทากับ 30.0 ไมโครโมลาร  (Li และคณะ, 2002)
นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งอื่นๆ ดังตารางที่ 4.15 (หนา 66)  
 



 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟตที่แยกจากใบกระทอม สามารถ
แยกราเอนโดไฟตไดทั้งหมด 39 ชนิด ในจํานวนนี้มีราเอนโดไฟต 4 ชนิดที่สามารถสรางสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ โดยราเอนโดไฟต ไอโซเลต P03 ที่เล้ียง
ดวยอาหาร sabouraud dextrose สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูงสุด และ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด 
 เมื่อนําราเอนโดไฟตไอโซเลต P03 มาจําแนกสายพันธุดวยการศึกษาทางสัณฐานวิทยาและ
เทคนิคทางอณูวิทยาพบวา ราเอนโดไฟต ไอโซเลต P03 คือ Glomerella cingulata  
 เมื่อทําการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยนําราเอนโดไฟต ไอโซเลต P03 มาเลี้ยงใน
อาหารเหลว sabouraud dextrose ทําการแยกสารบริสุทธิ์จากน้ําหมักและเสนใยของราดวยวิธี     โคร
มาโตกราฟและการตกผลึก และหาสูตรโครงสรางของสารดังกลาวโดยอาศัยสมบัติทางกายภาพและ
เทคนิคทางสเปกโตสโกป พบวา เมื่อแยกสวนสกัดเอทิลแอซิเตตจากเสนใยไดของผสม 1 ชนิดคือ 
น้ํามัน และสารบริสุทธิ์ 1 ชนิดคือ ergosterol peroxide (สารบริสุทธิ์ 1) และเมื่อแยกสวนสกัดเมทา
นอลจากเสนใย ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิดคือ ursolic acid (สารบริสุทธิ์ 2) 

  นําสารบริสุทธ์ิที่แยกไดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งจุลินทรียและทดสอบ   
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งคน 5 ชนิด พบวาสารบริสุทธิ์ 1 มีฤทธ์ิตานจุลินทรีย Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 และ Candida albican ATCC 10231 ดวยคา MIC เทากับ 15.6 (36.4),   
15.6 (36.4), 15.6 (36.4), 15.6 (36.4) และ 61.25 (143.1) ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ไมโครโมลาร) 
ตามลําดับ และมีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งตับ (HEP-G2),เซลลมะเร็งปอด (CHAGO), เซลลมะเร็ง
ลําไสใหญ (SW620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) และ เซลลมะเร็งเตานม (BT474)โดยมี
คา IC50 เทากับ  5.0 (11.7), 6.3 (14.7), 5.2 (12.1), 5.8 (13.6)  และ 8.5 (19.2) ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
(ไมโครโมลาร) ตามลําดับ สําหรับสารบริสุทธิ์ 2 มีฤทธ์ิตานจุลินทรีย Bacillus subtilis ATCC 6633, 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC และ Candida albican ATCC 10231 27853 ดวยคา MIC เทากับ 125 (274.1), 125 (274.1), 250 
(548.2), 125 (274.1) และ 125 (274.1) ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ไมโครโมลาร) ตามลําดับ และ      มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งเซลลมะเร็งตับ (HEP-G2),เซลลมะเร็งปอด(CHAGO),เซลลมะเร็งลําไส
ใหญ (SW620),เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3)และ เซลลมะเร็งเตานม (BT474) โดยมีคา IC50 



 

เทากับ 5.4 (11.8),    5.6 (12.3), 0.8 (1.7), 0.5 (1.1)  และ 0.7 (1.5) ไมโครกรัม/มิลลิลิตร      (ไมโคร
โมลาร) ตามลําดับจากผลการทดลองจะเห็นไดวาสารบริสุทธิ์ 1 (ergosterol peroxide) และสาร
บริสุทธิ์ 2 (ursolic acid) มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแก
รมลบ ตลอดจนเชื้อยีสต โดยท่ีสารบริสุทธิ์ 1 มีฤทธิ์ในการยับยั้งไดดีกวา สารบริสุทธ์ิ 2 และยังมี
ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดเทียบเทากับ penicillin G และยับยั้งเชื้อยีสต           
C. albicans ATCC 10231 ไดดีกวา Ketoconazole  

จากผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆ พบวาสารบริสุทธิ์ 1 
(ergosterol peroxide) มีความสามารถในการยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบไดทุกชนิด โดยมีคา IC50      
อยูในชวง 11 – 19 ไมโครโมลาร เมื่อเปรียบเทียบกับ Doxorubicin พบวาสารบริสุทธิ์ 1 มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) ไดดีกวา สําหรับสารบริสุทธิ์ 2 (ursolic acid) มี
ความสามารถในการยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบไดทุกชนิด โดยสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไสใหญ 
(SW 620), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) และเซลลมะเร็งเตานม (BT474) ไดดีโดยมีคา 
IC50 อยูในชวง 1.1 – 1.7 ไมโครโมลาร เมื่อเปรียบเทียบกับ Doxorubicin พบวา สารบริสุทธ์ิ 2        มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-3) และเซลลมะเร็งเตานม (BT474) ไดดีกวา 

ergosterol เปนสารที่ราหลายชนิดสามารถสรางได แต ergosterol peroxide เปนสารทุติยภูมิ
ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่พบในราบางชนิดเทานั้น ในขณะที่ ursolic acid เปนสารที่สามารถพบไดใน
พืชบางชนิดและสามารถพบในตนกระทอมไดแตในปริมาณที่นอยมาก เมื่อเทียบกับปริมาณที่       
ราเอนโดไฟต P03 ผลิตได จากงานวิจัยช้ินนี้จะเห็นไดวา ergosterol peroxide และ ursolic acid        
ที่ราเอนโดไฟต P03 ผลิตได นอกจากจะมีฤทธิ์ทางชีวภาพแลว ยังมีปริมาณมากเมื่อเทียบกับงานวิจัย
ที่ผานมา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

รายการอางองิ 
 
ภาษาไทย 
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นิวัติ แกวประดับ. 2533 แอลคาลอยดจากใบสดของตนกระทอม  วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต 
สาขาวิชาเภสัชเวท บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย.  

พิมพกมล นวลศรีฉาย. 2544. การคัดกรองสารยับยั้งจุลินทรียจากราเอนโดไฟท โครงการการเรียน
การสอนเสริมประสบการณ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย.  

วิเชียร ลีลาสงาลักษณ. 2539. ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของมิตรากัยนีน วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต 
สาขาวิชาเภสัชศาสตรชีวภาพ บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย.  

เสงี่ยม พงษบุญรอด. 2514. ไมเทศเมืองไทย เกษมบรรณกิจ, กรุงเทพฯ หนา 22-24. 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน           

15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

1.   Malt czapek agar (MCzA) 
 Czapek stock solution A   50.0 มิลลิลิตร 
 Czapek stock solution B   50.0 มิลลิลิตร 
 Malt extracts      40 กรัม 

Sucrose       30 กรัม 
 Agar                 15.0 กรัม 

น้ํากลั่น                1000 มิลลิลิตร 
    Czapek stock solution A 
   NaNO3        4.0 กรัม 
   KCl        1.0 กรัม 
   MgSO4.7H2O     10.0 กรัม 
   FeSO4.7H2O     0.02 กรัม 
   น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
   เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   Czapek stock solution B 
   K2HPO4                  20.0 กรัม 
   น้ํากลั่น    1000 มิลลิลิตร 
   เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2.    Malt extract agar (MEA) 
 Malt extracts     20.0 กรัม 
 Glucose      20.0 กรัม 

Peptone        1.0 กรัม 
 Agar      15.0 กรัม 

น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร   
 
 



 

3.    Nutrient agar (NA) 
 Beef extract      3.0 กรัม   

Peptone       5.0 กรัม 
 Agar        15.0 กรัม 

น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
4.    Sabouraud’s dextrose agar (SDA) 
 Dextrose    40.0 กรัม 
 Peptone     10.0 กรัม 
 Agar        15.0 กรัม 

น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
5. Potato dextrose agar (PDA) 
 มันฝรั่งปอกเปลือก หั่นเปนชิน้เล็กๆ           200.0 กรัม 
 Dextrose      20.0 กรัม 
 Agar          15.0 กรัม 

น้ํากลั่น      1000 มิลลิลิตร 
 ตมมันฝร่ังปอกเปลือก หั่นเปนชิ้นเล็กๆ 200 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เปน

เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นกรองและปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร เติม dextrose และ agar จากนั้น
นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา     
15 นาที 
6. Yeast extract sucrose agar (YES) 
 Yeast extracts     20.0 กรัม 

Sucrose                 150.0 กรัม 
Agar      20.0 กรัม 
น้ํากลั่น                  1000 มิลลิลิตร 

7. Yeast-malt extract medium (YMA) 
 Yeast extracts      3.0 กรัม 
 Malt extracts     3.0 กรัม 

Glucose     10.0 กรัม 
 Peptone       5.0 กรัม 
 Agar     15.0 กรัม  

น้ํากลั่น                  1000 มิลลิลิตร 
 



 

ภาคผนวก ข 
โครงสรางทางเคมีของสารที่แยกจากราเอนโดไฟต 

 

      
 Phomopsichalasin       Lolicine A และ B 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Cryptocandin      CR377 
  

 
 
 
 
 

 Cryptocin      Colletotric acid 
 

รูป ข1 โครงสรางสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรียของราเอนโดไฟตชนดิตางๆ 



 

 
 

       
 Isoprenylindole- 3-carboxylic acid   

 
 
 2 = 3β, 5α-Dihydroxy- 6b-acetoxy-ergosta- 7, 22-diene 
  3 = 3β, 5α-Dihydroxy- 6b-phenylacetyloxyergosta-7, 22-diene 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 Preussomerins J, K และ L ตามลําดับ (จากซายไปขวา) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

     Amburic acid      Artemisinin 
 
 

รูป ข1 โครงสรางสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรียของราเอนโดไฟตชนดิตางๆ (ตอ) 



 

 
 
 
 
 
 

 
 
Pestacin     1,3,5,7 cyclooctatetraene 

 
 

 
 

 
 
 
Periconicins A      Periconicins B 

 
 

 
 
 
 
 
 
Asperfumoid      Asperfumin 
 

รูป ข1 โครงสรางสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรียของราเอนโดไฟตชนดิตางๆ (ตอ) 
 
 
 
 



 

                                          

 
            Taxol                               Torreyanic acid 

 
 
 
 
 
 

Leucino statin 
 
 
 
 

 

 
Sequoiatones A      Sequoiatones B 

 
รูป ข2 โครงสรางสารที่มีฤทธิ์ยังยั้งเซลลมะเร็ง ของราเอนโดไฟตชนดิตางๆ  

 
 
 
 



 

 
Cytochalasin ชนิดใหม 3 ชนิด 

 
 
 
 
 
 

 
     Cytochalasin E            Paclitaxel 

 
 
 

1 = Dicerandrols A 
2 = Dicerandrols B  
 3 = Dicerandrols C 

 
 
 

 
 
 
 
 

Brefeldin A 
 

รูป ข2 โครงสรางสารที่มีฤทธิ์ยังยั้งเซลลมะเร็ง ของราเอนโดไฟตชนดิตางๆ (ตอ) 
 



 

 
 
 
 
 
 

Subglutinol      Fusaricide   
 
 
 
 
 
 

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

 
 
 

        
  Isoorientin      Naphthalene 

 

 
Cytonic Acids A                Cytonic Acids B 

 
รูป ข3 โครงสรางสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอืน่ๆ ของราเอนโดไฟตชนิดตางๆ  

 



 

 
 
 
 
 

            
     8-O-methylanthrogallol                Xerocomic acid 

 
 
 
 

 
 
 
Deoxyfunicone      Altenusin 

 
 
 
 
 
 
 
 

      Rugulosin 
 

รูป ข3 โครงสรางสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอืน่ๆ ของราเอนโดไฟตชนิดตางๆ (ตอ)  
 
 
 
 
 
 



 

 
 

                             
 

รูปที่ ค1 อัลตราไวโอเลตสเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 

สารบริสุทธิ์ 2 ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

273.05, 0.1092
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ภาคผนวก ค 



    
  

  

รูปที่ ค2 อินฟราเรดสเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 



     
                           

 

รูปที่ ค3 โปรตอนนิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 1 



   
  

   

รูปที่ ค4 คารบอน-13 นิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 1 



     

รูปที่ ค5 HSQC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 



       

รูปที่ ค6  HMBC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 



     

    

รูปที่ ค7 COSY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 



      

รูปที่ ค8  NOESY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 



     

รูปที่ ค9 แมสสเปกตรัม (EI-MS) ของสารบริสุทธิ์ 1 



  
  

                        

สารบริสุทธิ์ 4 ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

319.93, 0.2137
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รูปที่ ค10 อัลตราไวโอเลตสเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 



     

รูปที่ ค11 อินฟราเรดสเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 



  

รูปที่ ค12 โปรตอนนิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 2 



      

รูปที่ ค13 คารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) ของสารบริสุทธิ์ 2 



   

     
 

รูปที่ ค14 HSQC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 



      

รูปที่ ค15 HMBC สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 



      

รูปที่ ค16 COSY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 



     

รูปที่ ค17 NOESY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 



    

รูปที่ ค18 TOCSY สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 



        

รูปที่ ค19  แมสสเปกตรัม (EI-MS) ของสารบริสุทธิ์ 2 



        

รูปที่ ค20 อินฟราเรดสเปกตรัมของของผสม 1 



       

รูปที่ ค21 โปรตอนนิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (1H-NMR spectrum) ของของผสม 1 



   

 
    

รูปที่ ค22 คารบอน-13 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัม (13C-NMR spectrum) ของของผสม 1 



 

 

 
 

รูปที่ ค23 กาซโครมาโทรกราฟสเปกตรัมของของผสม 1 
 
 
 
 
 



 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

          นายสินทวี สิงหวงศวัฒนะ เกิดเมื่อวันที่ 24 กุมภาพันธ พ.ศ.2524 สําเร็จการศึกษาระดับชั้น
มัธยมศึกษาจากโรงเรียนสตรีวิทยา 2 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีวเคมี) 
จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิยาลัย เมื่อปการศึกษา 2544 และไดเขาศึกษาตอท่ีสาขาวิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 
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