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บทคดัย่อ 

จากการรายงานท่ีผานมาพบวาราทะเลมีศักยภาพในการผลิตสารทุติยภูมิท่ีมีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพท่ีนาสนใจ อีกท้ังยังมีโครงสรางท่ีพิเศษและหลากหลาย งานวิจัยน้ีจึงมีจุดประสงคใน

การศึกษาศักยภาพการผลิตสารทุติยภูมิของราทะเลท่ีมีอยูใน Biotec Culture Collection (BCC) 

เพื่อคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซ่ึงมีศักยภาพในการเปน lead compounds สําหรับนําไปพัฒนา

ตอยอดเพื่อใชเปนยา หรือสารเคมีทางการเกษตร 

สําหรับผลงานวิจัย ไดพบสารในกลุม spirodioxynaphthalene ท้ังหมด 13 ตัว จากเช้ือรา

ทะเล BCC 25093 (KH00100) ใน order Pleosporales ซ่ึงแยกไดจากไมโกงกางท่ีเก็บจากอุทยาน

แหงชาติหาดขนอม-หมูเกาะทะเลใต จ.สุราษฎรธานี โดยสาร 5 ตัวเปนสารท่ียังไมเคยมีการรายงาน

มากอน (ใชช่ือวา palmarumycins P1-P5) สาร palmarumycin P1 และสารท่ีเคยมีการรายงาน คือ 

decaspirones A และ C, และ palmarumycin CP3 แสดงฤทธิ์ตานมาลาเรียในระดับหลอดทดลอง

ดวยคา IC50 = 2.23-2.36 µg/mL และแสดงฤทธิ์ตานวัณโรคในระดับหลอดทดลองดวยคา MIC = 

1.56-3.13 µg/mL นอกจากน้ียังแสดงความเปนพิษตอเซลล Vero ดวยคา IC50 = 0.10-0.91 µg/mL  

เช้ือราทะเล Astrosphaeriella nypae BCC 5335 ซ่ึงแยกไดจากตนจาก (Nypa fruticans) จ. 

สมุทรปราการ พบสารท่ียังไมเคยมีการรายงานมากอน 3 ตัว คือ astronypyrone, astronyquinone 

และ astronyurea โดยสาร astronyquinone แสดงฤทธิ์อยางออนในการยับย้ังเช้ือกอใหเกิดวัณโรค

ดวยคา MIC = 50 µg/mL สวนสารท่ีเคยมีการรายงานแลว คือ dimethoxy-O-methylpulvinone 

แสดงฤทธิ์ยับย้ังเช้ือกอใหเกิดโรคมาลาเรียดวยคา IC50 = 5.7 µg/mL  

นอกจากน้ียังพบสาร mycotoxin ในกลุม trichothecene จากเช้ือราทะเล Acremonium 

crotocinigenum  BCC 20012 ซ่ึงแยกไดจากกานใบของตนจาก (Nypa fruticans) ท่ีเก็บจากอุทยาน

แหงชาติหมูเกาะชาง จ.ตราด จํานวน 7 ตัว โดยเปนสารใหมจํานวน 3 ตัว จากสารท่ีแยกไดและสง

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ สาร 7-dehydro-8-dehydroxytrichothecinol แสดงฤทธิ์ยับย้ังเช้ือมาลาเรีย

ดวยคา IC50 = 3.28 µg/mL และแสดงความเปนพิษตอเซลล Vero ดวยคา IC50 = 11.37 µg/mL 

สวน crotocin ซ่ึงเปนสารท่ีเคยมีการรายงานแลว แสดงฤทธิ์ยับย้ังเช้ือมาลาเรียไดดีท่ีสุดดวยคา IC50 

= 0.05 µg/mL และแสดงความเปนพิษตอเซลล Vero ดวยคา IC50 = 0.13 µg/mL  

พบสารในกลุม eremophilane ท้ังหมด 13 ตัว ซ่ึงเปนสารใหม 9 ตัว จากเช้ือรา Nemania 

maritima BCC 64093 ท่ีแยกไดจากซากกิ่งไมหรือเศษไม ณ เกาะหัวตาจิว จ. ตราด สาร 11 ตัวใน

จํานวนน้ีไมแสดงฤทธิ์ยับย้ังเช้ือมาลาเรียและเช้ือแบคทีเรีย ณ ความเขมขนสูงสุดท่ีทําการทดสอบ  

จากงานวิจัยน้ีพบวาราทะเลท่ีเก็บและรวบรวมในประเทศไทย มีศักยภาพในการผลิตสาร

ใหม ๆ ซ่ึงโครงสรางและฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีนาสนใจ ดังน้ันจึงเปนแหลงทรัพยากรท่ีมีความสําคัญ 

เพื่อนําไปสูการศึกษาการนําใชประโยชนและการคนพบสารท่ีมีศักยภาพในการพัฒนาตอไป 

คาํสาํคญั: ราทะเล องคประกอบทางเคมี ฤทธิ์ทางชีวภาพ สารทุติยภูมิ เมตาบอไลท  
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Abstract 

 Marine fungi have been convincing as a promising source of bioactive natural 

compounds with diverse and complex chemical structures. This research aims to explore 

the potential of Thai marine fungi as producers of novel and useful bioactive metabolites 

that might have potential as lead compound against infectious diseases or agricultural 

fungal diseases.     

 The fungal strain BCC 25093, isolated from an unidentified mangrove wood, was 

identified as a member of the order Pleosporales. This fungus was found to produce five 

new spirodioxynaphthalenes, palmarumycins P1-P5. Palmarumycin P1 showed antimalarial 

activity against Plasmodium falciparum K1 with an IC50 value of 2.36 µg/ml, and exhibited 

antituberculosis activity against Mycobacterium tuberculosis H37Ra with a MIC value of 1.56 

µg/ml. Cytotoxicity to Vero cells was observed for this compound with IC50 = 0.79 µg/ml.  

 Study of the large scale fermentation of Astrosphaeriella nypae BCC 5335, isolated 

from Nypa fruticans, led to the isolation and structure elucidation of three new compounds, 

astronypyrone, astronyquinone, and astronyurea, together with four known compounds. The 

known compound, dimethoxy-O-methylpulvinone, displayed antimalarial activity with IC50 = 

5.7 µg/ml. Astronyquinone showed weak antituberculosis activity with MIC = 50 µg/ml, and 

exhibited cytotoxic activity against Vero cell lines with IC50 = 17.4 µg/ml. 

 Two new trichothecenes and a new chloroderivative of a trichothecene analogue 

together with four known trichothecenes were isolated from the fungus Acremonium 

crotocinigenum BCC 20012. A new trichothecene, 7-dehydro-8-dehydroxytrichothecinol B 

showed antimalarial activity with an IC50 value of 3.28 µg/ml, and displayed cytotoxic activity 

against Vero cell lines with an IC50 value of 11.37 µg/ml. 

 Chemical investigation of the fungus Nemania maritima BCC 64093 led to the 

isolation and identification of 9 new and 4 known eremophilanes. Of these, 11 compounds 

were evaluated for biological activities, but they are all inactive against Plasmodium 

falciparum K1, Bacillus cereus and Enterococcus faecium. 

 It has been demonstrated that Thai marine fungi are rich sources of novel natural 

products with interesting chemical structures and biological activities. Therefore, futher study 

on utilization and discovery of potential bioactive compounds from this bioresource become 

indispendable. 

Keyword: marine fungi, bioactive compound, secondary metabolite, spirodioxynaphthalene, 

Pleosporales, Astrosphaeriella nypae, antimalarial activity, antituberculosis activity
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Executive Summary 

1. Introduction to the research problem and its significance 

Infectious disease such as malaria, tuberculosis, and other bacterial infections kill 

more than 2.5 million peoples a year. It increases clinical and therapeutic problems due to 

widespread and intensification of multi-drug resistance. Accordingly, the discovery of new 

chemical entities as lead or drug candidates to combat these infectious diseases is 

indispensable.  

Rice and chilli are two major crops that are economically important to our country. 

The widespread of plant pathogenic fungi which cause rice blast, rice dirty panicle, and chili 

anthracnose diseases, can decrease seriously the quality and quantity of rice and chilli 

productions, resulting in an economic loss. Therefore, potential bioactive compounds which 

can be further developed as environment-friendly agrochemical, might be an alternative for 

Thai agriculture to fight against these plant pathogenic fungi diseases.  

Convincing by chemical and pharmacological importance of marine fungal 

metabolites, our research project will be focused on this resource. In BIOTEC Culture 

Collection (BCC), 5,000 strains from at least 220 genera of marine fungi have been 

deposited and preserved. Of these fungal strains, many of them are rare species. Therefore 

with our unique, diverse, and valuable resource, we expect to find new bioactive 

metabolites, which might serve as lead compounds for further utilization in therapeutic and 

agricultural approaches. Moreover, this research will also add value to Thai marine fungi 

and bioresources. 

2. Objectives 

- To explore the potential of marine fungi as producers of new secondary 

metabolites with unique and diverse chemical structures. 

- To find potential bioactive compounds, which might serve as lead compounds in 

drug discovery process or agrochemical development. 

 - To add up value for Thai marine fungi and biodiversity. 
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3. Methodology 

3.1. Selection of candidate strains from the 1
st
 screening 

- Selection based on biological activity data 

The crude extracts of marine fungi (approx. 10-20 strains/month) cultured in 6 

different fermentation conditions (25 ml), will be evaluated for in vitro biological activities 

including anti-bacterial activity, and anti-fungal activity against plant disease pathogens 

(e.g. Curvularia lunata, Colletotrichum capsici and Colletotrichum gloeosporioides). The 

fungal strains, that give good results on biological activities, will be the candidates for large 

scale fermentation. 

- Selection based on HPLC profile data 

From the previous study, 67 strains of marine fungi selected based on diversity were 

fermented in 8 different culture media (25 ml) under static condition. Thereafter, 35 strains 

of these 76 strains were further evaluated in additional 7 modified media. The crude extracts 

were subjected to HPLC analyses. The fungal strains, that gave good HPLC profile 

(containing several interesting peaks and excluding compounds in our chemical library), will 

be the candidates for large scale fermentation. 

3.2. Fermentation, Extraction, and Isolation 

The selected strains will be cultured in liquid media (5-20 l), and then extracted with 

organic solvent. The crude extracts will be purified by chromatographic method (e.g. 

sephadex column chromatography, silica gel column chromatography, and HPLC) in order 

to obtain pure compounds. Structures of isolated pure compounds will be elucidated based 

on mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopic data. 

3.3. Evaluation of biological activities  

Pure compounds will be evaluated for in vitro biological activities e.g. anti-malarial 

activity (against Plasmodium falciparum), anti-TB anti-malarial activity (against 

Mycobacterium tuberculosis), anti-bacterial activity (against both gram-negative and gram-

positive strains), and anti-fungal activities (against Colletotrichum capsici, and C. 

gloeosporioides causing chilli anthracnose disease; against Curvularia lunata causing rice 

dirty panicle disease; and against Alternaria brassicicola causing black spot disease in most 

Brassica species). 
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3.4. Media optimization of potential strains and chemical analyses 

Three fungal strains, whose large scale fermentations yield metabolites with 

interesting chemical structure and/or biological activity, will be selected for media 

optimization (with at least 15 culture conditions/strain). Large scale fermentation in the 

optimized media that give promising result (several additional new peaks in HPLC profile 

and/or stronger biological activity) will be further chemical investigated.  

4. Results and Discussion 

4.1. Isolation and structure elucidation of bioactive compounds 

4.1.1. Spirodioxynaphthalenes from the fungal strain BCC 25093 

 The fungal strain BCC 25093, isolated from an unidentified mangrove wood, was 

identified as a member of the order Pleosporales. This fungus was found to produce five 

new spirodioxynaphthalenes, palmarumycins P1–P5 (Figure 1.) and previously described 

decaspirones A and C, palmarumycins CP3, CP4, CP17, CR1, and M2, and a known diaryl 

ether. Palmarumycin P1 showed antimalarial activity against Plasmodium falciparum K1 with 

an IC50 value of 2.36 µg/ml, and exhibited antituberculosis activity against Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra with a MIC value of 1.56 µg/ml. Cytotoxicity to Vero cells was observed 

for this compound with an IC50 value of 0.79 µg/ml.  
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Figure 1. Structures of palmarumycins P1–P5. 

4.1.2. A pyrone, naphthoquinone, and cyclic urea from the marine-derived fungus 

Astrosphaeriella nypae BCC 5335  

 Study of the large scale fermentation of Astrosphaeriella nypae BCC 5335, isolated 

from Nypa fruticans, led to the isolation and structure elucidation of three new compounds, 

astronypyrone, astronyquinone, and astronyurea, together with four known compounds, 

xestodecalactones A and B, ent-coryoctalactone B, and dimethoxy-O-methylpulvinone 
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(Figure 2.). The known compound, dimethoxy-O-methylpulvinone, displayed antimalarial 

activity with an IC50 value of 5.7 µg/ml. Astronyquinone showed weak antituberculosis with a 

MIC value of 50 µg/ml, and exhibited cytotoxic activity against Vero cell lines with an IC50 

value of 17.4 µg/ml. 
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Figure 2. Structures of astronypyrone, astronyquinone, astronyurea, and a known 

dimethoxy-O-methylpulvinone. 

4.1.3. Trichothecenes from the fungus Acremonium crotocinigenum BCC 20012 

 Two new trichothecenes and a new chloroderivative of a trichothecene analogue 

(Figure 3.) together with four known trichothecenes, crotocin, trichothecin, 8-

deoxytrichothecinol B, and a trichothecene analogue, were isolated from the fungus 

Acremonium crotocinigenum BCC 20012. A new trichothecene, 7-dehydro-8-

dehydroxytrichothecinol B showed antimalarial activity with an IC50 value of 3.28 µg/ml, and 

displayed cytotoxic activity against Vero cell lines with an IC50 value of 11.37 µg/ml. Among 

the tested metabolites, a known trichothecin showed strongest antimalarial activity against 

Plasmodium falciparum K1, and cytotoxic activity against Vero cell lines with IC50 values of 

0.05 and 0.13 µg/mL, respectively. 

 



 

 

ฌ 

OH3C
H

H3C CH3

H

O

O O CH3

O
H

H3C CH3

H

O

O O CH3
HO OH3C

H

H3C CH3

H

O

O CH3O
Cl

OH

OH3C H

H3C CH3

H

O

O O CH3
O

trichothecin

7-dehydro-8-dehydroxytrichothecinol B 8-deoxy-16-hydroxytrichothecinol B a new chloroderivative of 
a trichothecene analogue

 

Figure 3. Two trichothecenes, a chloroderivative of a trichothecene analogue and a known 

trichothecin. 

4.1.4. Eremophilanes from the fungus Nemania maritima BCC 64093 

 Chemical investigation of the fungus Nemania maritima BCC 64093 led to the 

isolation and identification of 9 new (Figure 4.) and 4 known eremophilanes. Of these, 11 

compounds were evaluated for biological activities including antimalarial (against 

Plasmodium falciparum K1), and antibacterial (against Bacillus cereus and Enterococcus 

faecium) activities. Unfortunately, they were inactive for all assays. Only two compounds 

showed weak cytotoxic activity against Vero cell lines. 

O
OH

O

HHOO
OH

O

HO

OH

O
HO

O

OH

H

O
O

O

HOHO

OH

O
OH

O

HO H

HO

OO
O

H
O

OH

O

HO

OH

H

HO

OO
O

H

O
OH

O

HO H

HO
OH

 

Figure 4. Structures of nine new eremophilanes. 

4.2. Media optimization of potential strains and chemical analyses 

 Media optimization of three fungal strains including Trimmatostroma sp. (AK0101), 

Astrosphaeriella nypae (SPP27-1), and Platystomum scabridisporium (SAT01364), have 



 

 

ญ 

been investigated. Of these, only one fungus, Trimmatostroma sp. (AK0101), gave 

interesting result. Its HPLC profiles in solid media provided peaks that are different in 

retention times and UV spectra to those observed in the liquid media (including the original 

medium, LL). Therefore, large scale fermentation of this fungus in a solid medium will be 

further studied and compared with the result obtained from a liquid medium LL. 

5. Conclusion 

 Chemical investigation of four fungi, including the fungal strain BCC 25093 

belonging to the order Pleosporales, the marine-derived fungus Astrosphaeriella nypae BCC 

5335, the fungus Acremonium crotocinigenum BCC 20012, and the fungus Nemania 

maritima BCC 64093, led to the isolation and structure elucidation of  20 new and 20 known 

compounds. Among isolated new secondary metabolites, a new spirodioxynapthalene, 

palmarumycin P1, from the fungus BCC 25093 showed antimalarial activity, antituberculosis 

activity, and cytotoxicity to Vero cells with IC50 = 2.36 µg/ml, MIC = 1.56 µg/ml, and IC50 = 

0.79 µg/ml, respectively. A new naphthoquinone, astronyquinone, from Astrosphaeriella 

nypae BCC 5335 exhibited weak antituberculosis activity with a MIC value of 50 µg/ml, 

while a new trichothecene, 7-dehydro-8-dehydroxytrichothecinol B, from Acremonium 

crotocinigenum BCC 20012 showed antimalarial activity with an IC50 value of 3.28 µg/ml, 

and displayed cytotoxic activity against Vero cell lines with an IC50 value of 11.37 µg/ml. 

6. Future plan 

 Large scale fermentation of Trimmatostroma sp. (AK0101) in a rice (+ salt) medium 

will be chemically investigated and compared with that in a LL liquid medium. More marine 

fungal strains will be screened and explored for their potency to produce bioactive 

secondary metabolites. Some selected groups of marine fungi such as mangrove 

endophytic fungi and fungi associated with algae and corals will be focused.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาของโครงการ 

 องคประกอบเคมีของสารจากผลิตภัณฑธรรมชาติยังคงมีความสําคัญ สําหรับเปนสารตั้งตน

ในการนําไปพัฒนาเปนยา เน่ืองจากมีโครงสรางท่ีซับซอน หลากหลาย บางก็มีโครงสรางพิเศษซ่ึง

ยากแกการคาดเดา สารท่ีมีโครงสรางใหมๆ เหลาน้ี นาจะเปนตัวเลือกสําคัญในการพัฒนาสู

เปาหมายใหม ๆ ของยา  

 สิ่งมีชีวิตทางทะเลไดรับการพิสูจนวาเปนแหลงสําคัญในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
1-5

 

จากขอมูลในป พ.ศ. 2553 สารประกอบเคมี 4 ตัวท่ีไดจากสิ่งมีชีวิตทางทะเลไดรับการรับรองเปนยา 

และสารประกอบเคมีอีก 13 ตัวอยูระหวางการประเมินในการทดลองทางคลินิก จากสารเคมีท่ีแยกได

จากสิ่งมีชีวิตทางทะเล plinabulin เปนหน่ึงในสารท่ีอยูในข้ันตอนการทดลองทางคลินิกเฟส II
5
 โดย 

plinabulin เปนอนุพันธท่ีไดมาจากการสังเคราะห โดยการดัดแปลงโครงสรางจาก halimide ซ่ึงเปน

สารแยกไดจากเช้ือราทะเล Aspergillus sp.
6
 (หรือสาร phenylahistin ท่ีแยกไดจากเช้ือราทะเล 

Aspergillus ustus)
7
 นอกจาก plinabulin แลว เช้ือราทะเลยังไดรับการยอมรับวาเปนแหลงสําคัญใน

การผลิตสารทุติยภูมิใหม ๆ ท่ีมีโครงสรางท่ีหลากหลายและมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีนาสนใจ
8-10

 

โรคติดเช้ือ เชน โรคมาลาเรีย วัณโรค และโรคติดเช้ือจากแบคทีเรีย คราชีวิตมากกวา 2.5 

ลานคนตอป อีกท้ังยังเปนปญหาทางคลินิกและตองการการรักษาท่ีเพิ่มมากข้ึนเน่ืองจากการดื้อยา 

ดังน้ันการคนหาสารประกอบเคมีท่ีมีโครงสรางแบบใหม ๆ ซ่ึงโดยสวนใหญไดมาจากทรัพยากร 

ธรรมชาติเพื่อการรักษาโรคติดเช้ือเหลาน้ี จึงเปนเร่ืองท่ีขาดไมได 

ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ขาวและพริกเปนพืชหลัก 2 ชนิดท่ีมีความสําคัญตอ

เศรษฐกิจของประเทศ เช้ือรากอโรคพืช เชน Magnaporthe grisea (เช้ือรากอโรคไหมจากเมล็ด 

ขาว)
16,17

 Colletotrichum capsici และ Colletotrichum gloeosporioides (เช้ือรากอโรคแอนแทรค

โนสในพริก)
18,19

 สามารถลดคุณภาพและปริมาณของขาว รวมถึงผลผลิตของพริกเปนอยางมาก 

และสงผลใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ ดังน้ันงานวิจัยทางดานการหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซ่ึง

ผลิตจากจุลินทรียรวมท้ังเช้ือราทางทะเลท่ีมีฤทธิ์ยับย้ังเช้ือรากอโรคพืชเหลาน้ี จึงมีความสําคัญเพื่อ

พัฒนาเปนสารกําจัดศัตรูพืชซ่ึงเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม สําหรับเปนทางเลือกใหกับเกษตรกรตอไปใน

อนาคต 

จากความตระหนักในความสําคัญท้ังทางดานโครงสรางทางเคมีและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ

สารประกอบเคมีท่ีไดจากเช้ือราทางทะเล โครงการวิจัยของเราจึงมุงเนนไปท่ีแหลงทรัพยากรน้ี โดย

ทาง BIOTEC Culture Collection หรือ BCC ไดมีการเก็บรักษาและรวบรวมเช้ือราทะเลประมาณ 

5,000 สายพันธุ ซ่ึงมาจาก 220 จีนัสเปนอยางนอย ในบรรดาเช้ือราเหลาน้ี มีสายพันธุหายาก
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รวมอยูดวย เชน Astrosphaeriella nypae, Dendryphiella arenariae, Julella aviceniae, 

Platystomum scabridisporium และ Pyrenographa mangrovei และบางสายพันธุซ่ึงมีการรายงาน

วาพบไดเฉพาะในประเทศไทย เชน Aigialus mangrovis, Aigialus rhizophorae และ Aigialus 

stratispora 

เน่ืองจากเช้ือราทะเลบางชนิดสามารถเจริญเติบโตไดชาและนอย ซ่ึงการเจริญเติบโตของเช้ือ

อาจมีผลตอการสรางสารทุติยภูมิท้ังในดานปริมาณและจํานวนสารเมตาบอไลท ดังน้ันงานวิจัยกอน

หนาน้ีจึงไดทําการศึกษาเกี่ยวกับการพัฒนาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมกับการเจริญเติบโต และการผลิต

สารทุติยภูมิของราทะเล โดยไดคัดเลือกราทะเล 76 สายพันธุ ท่ีมีความหลากหลายทางอนุกรมวิธาน 

รวมถึงหลายชนิดท่ีหายากและมีการรายงานวาพบเฉพาะในประเทศไทย เปนตัวแทนในการศึกษา 

โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวจํานวน 8 ชนิด ในสภาวะน่ิง หลังจากน้ันคัดเลือกราตัวแทน 35 

สายพันธุจาก 76 สายพันธุดังกลาวขางตน มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลวเพิ่มเติมอีก 7 ชนิด ทําการ

เปรียบเทียบชีวมวลและ HPLC profile ของสารสกัดจากแตละอาหาร เพื่อเปรียบเทียบการสรางสาร

เมตาบอไลท ซ่ึงจากการศึกษาดังกลาวพบวาสารสกัดจากเช้ือหลาย ๆ สายพันธุ ซ่ึงรวมถึงสายพันธุ

หายาก เชน Julella avicenniae BCC 28357, Platystomum scabridisporium BCC 28357 และ 

Dendryphiella arenariae BCC 17999 ให HPLC profile ท่ีนาสนใจ ซ่ึงประกอบดวย peaks ท่ี

หลากหลาย และไมซํ้ากับสารท่ีเคยแยกไดและเก็บอยูใน chemical library ของหองปฏิบัติการ ดังน้ัน

ขอมูลจากการทดลองกอนหนาน้ี รวมท้ังเช้ือราทะเลท่ีเก็บและรวมรวมใน BCC จะเปนขอมูลและ

แหลงทรัพยากรท่ีสําคัญในการศึกษาคร้ังน้ี เพื่อคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ ท่ีมีศักยภาพ

ในการเปน lead compound สําหรับโรคติดเช้ือและ/หรือโรคในพืชท่ีเกิดจากเช้ือรา อีกท้ังงานวิจัยน้ี

ยังชวยเพิ่มการใชประโยชนและอาจสามารถเพิ่มมูลคาใหกับเช้ือราและทรัพยากรชีวภาพของไทยอีก

ดวย  

1.2 วัตถุประสงคของโครงการ 

1.2.1 เพื่อศึกษาศักยภาพของราทะเล ในการผลิตสารทุติยภูมิท่ีมีโครงสรางท่ีพิเศษและ

หลากหลาย 

1.2.2 เพื่อคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีศักยภาพในการเปน lead compounds สําหรับ

นําไปพัฒนาตอยอดเพื่อใชเปนยา หรือสารเคมีทางการเกษตร  

 1.2.3 เพื่อเปนการเพิ่มมูลคาในกับทรัพยากรชีวภาพและราทะเลของไทย 

1.3 แผนการดําเนินการ 

1.3.1. คัดเลือกเช้ือราทะเลซ่ึงสารสกัด มี HPLC profile ท่ีนาสนใจ จํานวน 8-10 สายพันธุ 

1.3.2. คัดเลือกเช้ือราทะเลซ่ึงสารสกัดแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีนาสนใจ จํานวน 7-10 สาย

พันธุ  

1.3.3. ทําการเลี้ยงเช้ือในขนาดขยาย (large scale fermentation) จํานวน 15-20 สายพันธุ 

1.3.4. แยกสารบริสุทธิ์ จํานวน 40 ตัว 
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1.3.5. หาโครงสรางของสารท่ีแยกได และสงทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยไดสารใหมจํานวน 

12 ตัว และไดสารท่ีเคยมีการรายงานแลวจํานวน 28 ตัว  

1.3.6. การปรับเปลี่ยนอาหาร สภาวะในการเลี้ยง สําหรับเช้ือราท่ีนาสนใจ 3 ตัว ไมนอยกวา 

15 conditions แลวเปรียบเทียบการสรางสารเมตาบอไลท โดยการวิเคราะหสารสกัด

ดวย HPLC 
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บทท่ี 2 

ความรู้พืน้ฐาน และวรรณกรรม (literature) ท่ีเก่ียวข้องกบัโจทยวิ์จยั 

นับจากการคนพบ penicillins cephalosporins และ cyclosporins องคประกอบทางเคมีจาก

เช้ือราดึงดูดความสนใจในการเปนแหลงใหมสําหรับการหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีศักยภาพ

เพื่อพัฒนาเปนยา สาร cephalosporin C ถูกคนพบจากรา Cephalosporium acremonium (ตอมา

ไดเปลี่ยนช่ือเปน Acremonium chrysogenus) ท่ีแยกไดจากตัวอยางนํ้าทะเลในซารดิเนียตั้งแต     

ป 1949
8,9 

หลังจากน้ัน การดัดแปลงโครงสรางและสังเคราะหอนุพันธของ cephalosporin ไดนําไปสู

การพัฒนายาปฏิชีวนะหลายชนิด นับตั้งแตการคนพบ cephalosporin C อีก 30 ปถัดมา จ่ึงเร่ิมมี

การคนหาสารฤทธิ์ทางชีวภาพจากเช้ือราทะเลอยางมีระบบ
8
 และนับจากป 2546 จํานวนของสาร

ใหมจากเช้ือราทะเลไดเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว โดยสิ้นป พ.ศ. 2553 สารใหมเกือบ 1,000 ตัวไดถูก

คนพบจากราทะเล
8
 

 

รูปท่ี 1. สารใหมท่ีถูกคนพบจากราทะเลในแตละป
9
 

ผลงานท่ีผานมาเกี่ยวกับการคนพบสารทุติยภูมิจากราทะเลไดถูกรวบรวมและตีพิมพใน

วารสารวิชาการหลายฉบับ โดยสารท่ีพบอยูในกลุมตาง ๆ เชน polyketides, prenylated 

polyketides, meroterpenoids, terpenoids, เปปไทด, อัลคาลอยด, สารประกอบท่ีมีไนโตรเจนเปน

องคประกอบ, สารท่ีไดจาก shikimate pathway และไขมัน โดยสารท่ีไดจากราทะเลมีความ

หลากหลายท้ังทางดานโครงสรางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพ
2,8-10

 สารท่ีแยกไดจากราทะเลท่ีนาสนใจ

ไดถูกคัดเลือกและสรุปไวในตารางท่ี 1  
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ตารางท่ี 1. รายช่ือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีแยกไดจากราทะเล และแหลงอางอิง 

สารประกอบเคมี แหล่งท่ีมา  
(เช้ือราท่ีผลิตสาร) 

ฤทธ์ิทางชีวภาพ เอกสาร
อ้างอิง 

 

O
Cl Cl

O

OHN
H

O

 
                                    a:b = 1:2 

                 gymnastatins A 

Gymnascella 

dankaliensis 

ความเปนพษิตอเซลล  

P-338 lymphocytic  

leukemia ดวยคา ED50 

18 ng/mL 

     20 

      
O

N
N
H

O
O

O

OCH3

OCH3OH

HO
H

Cl

 
               trichodermamide B 

Trichoderma virens ความเปนพษิตอเซลล 

HCT-116 human colon  

carcinoma ดวยคา  

IC50 = 0.32 µg/mL 

     21 

    

N
O

N

O

H3C
H3C H3C CH3

O

NH
O

H

 
                  avrainvillamide 

Aspegrillus sp. ความเปนพษิตอเซลล      22 

         

O
HO

OH Cl

OH
Cl

CH3OCHO
CH3  

                     pestalone 

Pestalotia sp. ฤทธิย์ับยัง้เชื้อแบคทีเรีย      23 

                  

O

OO

CH2OH

OH  
                     merulin C 

endophytic fungus 

ซ่ึงอยูใน family 

Meruliaceae 

- ความเปนพษิตอ human 

breast cancer cells และ 

colon cancer cell lines 

- ฤทธิ์ยบัยั้งการสรางหลอด

เลือดใหม 

   24,25 
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สารประกอบเคมี แหล่งท่ีมา  
(เช้ือราท่ีผลิตสาร) 

ฤทธ์ิทางชีวภาพ เอกสาร
อ้างอิง 

    

O NH

H3C O OH

O

O O
CH3  

                 cephalimysin A 

Aspergillus sp. 

 

 

ความเปนพษิตอเซลล P388 

cells (IC50 = 15.0 nM)  

และ HL-60 leukemia cells 

(IC50 = 9.5 nM)  

26 

       

O

O
O

O

HO

H H

 
                      brevione F 

Penicillium sp. HIV-1 replication inhibition 

with ED50 = 14.7 µM 

27 

  

N
H O

O

O

H

O

OHH
HO

 
                    shearinine D 

Penicillium sp. inhibition of calcium-

activated potassium  

channels)  

28 

           

O O

O

HO
 

                 shimalactone A 

Emericella variecolor ผลตอระบบเซลลประสาท 

บน neuroblastoma 

Neuro 2A cell lines 

29 

NHN
HNO

O

O
OH H

O

O

N

 
                     citrinadin A 

Penicillium citrinum ความเปนพษิตอเซลล

murine leukemia และ 

human epidermoid 

carcinoma KB cell lines 

30 

    

O

O OH

CH3H3C

H

H3C
H

H3C
O

O

HO

HO

CH3

CH3

 
                    pycnidione 

Phoma sp. - ฤทธิ์ยบัยั้งเชื้อมาลาเรีย  

- ความเปนพษิตอ

เซลลมะเร็ง 

31–33 
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สารประกอบเคมี แหล่งท่ีมา  
(เช้ือราท่ีผลิตสาร) 

ฤทธ์ิทางชีวภาพ เอกสาร
อ้างอิง 

          

NH O

HNNH H
N

O

O

O
O

O

 
                 zygosporamide 

Zygosporium 

masonii 

ความเปนพษิตอเซลลมะเร็ง 

54 cell lines 

34 

H
N

N
N

O

N
N

N
H

O

O O

O
O

O

O

O

N

O

N

 
                      IB-01212 

Clonostachys sp. ความเปนพษิตอเซลลมะเร็ง 35 

             

N
N

NH

O

H

H

O

O

 
               brevicompanine E 

Penicillium sp. ฤทธิย์ับยัง้การผลิต 

(LPS)-induced nitric oxide 

ใน BV2 microglial cells  

(IC50 = 27 µg/mL) 

36 

             

N

N
NH

N
N

O

O
O

H OH
H

H
 

             cottoquinazoline D 

Aspergillus 

versicolor 

ฤทธิย์ับยัง้เชื้อรา Candida 

Albicans (IC50 = 22.6 µM) 

37 
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สารประกอบเคมี แหล่งท่ีมา  
(เช้ือราท่ีผลิตสาร) 

ฤทธ์ิทางชีวภาพ เอกสาร
อ้างอิง 

          O
HO

OH

HH
HH H

 

                asperterpenoid A 

Aspergillus  

sp. 

ฤทธิย์ับยัง้การทํางานของ

เอนไซมที่เก่ียวของกับโรค

วัณโรค Mycobacterium 

Tuberculosis protein 

tyrosine phosphatase B 

(IC50 = 2.2 µM) 

38 

         

N
N

N

O

O

OH

SHO

H S

O
N

HN

CO2H

O
NH2

CO2H

 
            plectosphaeroic acid A 

Plectosphaerella 

cucumerina 

ฤทธิย์ับยัง้การทํางานของ

เอนไซม indoleamine 

2,3-dioxygenase 

(IC50 ≈ 2 µM) 

39 

O

O

OH

OH

H
HO  

epoxyphomalin A 

Phoma sp. ความเปนพษิตอ 36 human  

tumor cell lines 

(IC50 = 0.010-0.937 

µg/mL) 

40 

N

N

O

O

HN

O

N

NH
O

H

 
aniquinazoline A 

Aspergillus nidulans ความเปนพษิตอ brine 

shrimp  

(LD50 = 1.27 µM) 

41 
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สารประกอบเคมี แหล่งท่ีมา  
(เช้ือราท่ีผลิตสาร) 

ฤทธ์ิทางชีวภาพ เอกสาร
อ้างอิง 

               

O

O

HO
OH

OCH3

OHO

O

 

                  herqueidiketal 

Penicillium sp. - ฤทธิ์ยบัยั้งการทํางานของ

เอนไซม Straphylococcus  

aureus sortase A 

(IC50 = 23.6 µM)  

- ความเปนพษิตอ lung  

carcinoma A549 cell line 

(LC50 = 17.0 µM)  

42 

         

OH

OH
O

OH

H

H

HHO

O

 
                halorosellinic acid 

Halorosellinia 

oceanica 

ฤทธิย์ับยัง้เชื้อมาลาเรีย 

(IC50 = 23.6 µg/mL) 

43 

O

O CH3

HO

OH

OH
OH  

aigialomycin D 

Aigialus parvus - ฤทธิ์ยบัยั้งเชื้อมาลาเรีย 

(IC50 = 6.6 µg/mL) 

- ความเปนพษิตอเซลล 

44 

               

O N

N
O

O
O

OH

NH

O

H

 
                   notoamide A 

Aspergillus sp. ความเปนพษิตอเซลล 

HeLa และ L1210 cell lines 

(IC50 = 27 และ 29 µg/mL)  

 

45 
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ดังแสดงในตารางท่ี 1 สารเมตาบอไลทหลายชนิดจากเช้ือราทางทะเลเปนสารประกอบเคมีท่ี

มีศักยภาพในการเปน lead compounds โดยแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพอยางมีนัยสําคัญ ตัวอยางเชน  

- avrainvillamide ซ่ึงเปนสาร alkaloid ท่ีแยกไดจากเช้ือราทางทะเล Asperillus sp. 

CNC358 แสดงความเปนพิษในระดับปานกลางตอเซลลมะเร็งลําไสใหญ (HCT-116) โดยมีคา IC50 

เทากับ 2.0 µg/ mL แตพบวาแสดงความเปนพิษท่ีจําเพาะตอเซลลมะเร็งตอมนํ้าเหลือง (MALME-

3M) และมะเร็งเตานม ดวยคา IC50 ท่ีต่ํามาก คือ เทากับ 53, 34 และ 72 nM ตามลําดับ
22

 

- pestalone เปนสารในกลุม benzophenone ท่ีมี chlorine เปนองคประกอบ แยกไดจากรา

ทะเล Pestalotia sp. CNL-365 ซ่ึงเลี้ยงรวมกับแบคทีเรียทะเลเซลลเดียว CNJ-328 สาร pestalone 

แสดงฤทธิ์ยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus aureus สายพันธุท่ีดื้อตอยา methicillin ดวยคา 

MIC ท่ี 37 ng/mL และยับย้ัง enterococcus faecium สายพันธุท่ีดื้อตอยา vancomycin ดวยคา 

MIC ท่ี 78 ng/mL
23

  

- pycnidione เปนสาร bistropolone-sesquiterpene ซ่ึงแยกจากเช้ือรา Phoma sp. โดยมี

การรายงานวา pycnidione สามารถยับย้ังการแตกของ b-casein โดย stromelysin ดวยคา IC50 31 

µM
31

 ยับย้ังเช้ือมาลาเรีย Plasmodium falcipurum ดวยคา IC50 0.15-0.4 µM
32

 และมีฤทธิยั์บย้ัง

การแบงตัวเพิ่มจํานวนเซลลมะเร็งปอดของมนุษย A549 ผานการชักนําการหยุดวัฏจักรของเซลล

และการตายของเซลล
33

 

- zygosporamide เปนสาร cyclic pentadepsipeptide ซ่ึงแยกไดจากเช้ือราทะเล 

Zygosporium masonii สารน้ีแสดงฤทธิ์ความพิษอยางมีนัยสําคัญและมีฤทธิ์ท่ีจําเพาะตอเซลลมะเร็ง

ระบบประสาทสวนกลาง SF-268 (GI50 = 6.5 nM) และเซลลมะเร็งไต RXF 393 (GI50 ≤ 5.0 nM) 

เม่ือเทียบกับคามัธยฐานของความเปนพิษตอเซลลมะเร็งอื่น ๆ 54 เซลล (GI50 = 9.1 µM)
34

  

จากขอมูลท่ีกลาวมาท้ังหมดน้ี แสดงใหเห็นวาราทะเลมีศักยภาพในการเปนแหลงผลิตสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีสําคัญ โดยสารเมตาบอไลทจากราทะเลหลายตัวมีความเปนไปไดในการเปน 

lead compound ดังน้ันการศึกษาองคประกอบทางเคมีและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเช้ือราทะเล

ท่ีเก็บและรวบรวมอยูในประเทศไทย จึงเปนเร่ืองท่ีจําเปนและสําคัญ เพื่อคนหาสารเมตาบอไลท ซ่ึง

มีโครงสรางทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ ท่ีนาสนใจและมีศักยภาพในการพัฒนาเปนยาหรือ

สารมูลคาเพิ่มตอไป 
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บทท่ี 3 

ระเบยีบวิธีการวิจยั 

3.1 การเลือกเช้ือราทะเล 

3.1.1 จากการศึกษากอนหนาน้ีเกี่ยวกับการพัฒนาสูตรอาหารสําหรับการเจริญและการสรางสารเม

ตาบอไลททุติยภูมิของราทะเล เพื่อใหไดอาหารท่ีเหมาะสม 3 ชนิดสําหรับเปนพื้นฐานในการคัด

กรองราทะเลท่ีนาสนใจสําหรับคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของหนวยปฏิบัติการวิจัยทรัพยากร

ชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ โดยไดคัดเลือกเช้ือราสําหรับเปนตัวแทน

จํานวน 76 สายพันธุ เลี้ยงในอาหาร 25 mL ซ่ึงมีแหลงคารบอนและไนโตรเจนตาง ๆ กัน 8 ชนิด ใน

สภาวะไมเขยา ทําการสกัดราทะเลท่ีเลี้ยงได (ท้ังสวนเซลลและอาหารเลี้ยงเช้ือรวมเขาดวยกัน) ดวย

ตัวทําละลาย EtOAc + 0.01% acetic acid (25 mL) นําสวนตัวทําละลายอินทรียมาระเหยใหแหง 

จากน้ันละลายตัวอยางดวย MeOH (ท่ีความเขมขน 10 mg/mL) แลวทําการฉีดดวย injection 

volume 5 µL และวิเคราะหดวย high performance liquid chromatography (HPLC) โดยใชคอลัมน 

Purospher® RP-18 endcapped (3 µm) LiChroCART® 55-2 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใช 

mobile phase คือ H2O + 0.01% formic acid (solvent A) และ CH3CN + 0.01% formic acid 

(solvent B) โดยมีอัตราสวนของ mobile phase ดังตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2. อัตราสวนของ mobile phase ท่ีใชวิเคราะหตัวอยางสารสกัดดวย HPLC  

Time (min) Flow rate 

(mL/mim) 

Solvent A (%) Solvent B (%) 

0 0.5 100 0 

10 0.5 0 100 

12.2 0.5 0 100 

12.3 0.5 100 0 

15 0.5 100 0 

 

ทําการบันทึกขอมูลดวย Photodiode array detector ท่ีความยาวคลื่น 190-600 nm โดย

จํานวนของ peaks (ท่ี 210 nm) รวมท้ัง UV spectrum และตําแหนงของ peaks ท่ีนาสนใจจะถูก

นํามาวิเคราะห และเปรียบเทียบกับสารท่ีเคยแยกได เพื่อใชเปนขอมูลในการตัดสินใจเลือกเช้ือรา

ทะเลท่ีจะนํามาศึกษาและคนหาสารออกฤทธิ์ชนิดใหมท่ียังไมเคยแยกไดมากอน 

3.1.2 สายพันธุจุลินทรียท่ีมีความหลากหลายทางดานอนุกรมวิธานประมาณ 200 สายพันธุ ไดถกู

นําไปเลี้ยงในอาหารและสภาวะตาง ๆ กัน ในปริมาณ 25 mL ทําการสกัดราทะเลท่ีเลี้ยงได (ท้ังสวน
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เซลลและอาหารเลี้ยงเช้ือรวมเขาดวยกัน) ดวยตัวทําละลาย EtOAc + 0.01% acetic acid (25 mL) 

นําสวนตัวทําละลายอินทรียมาระเหยใหแหง นําสารสกัดท่ีไดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ซ่ึงรวมถึง

ฤทธิ์ตานเช้ือรากอใหเกิดโรคในพืช เชน โรคใบไหมในขาว โรคแอนแทรคโนสในพริก ฤทธิ์ยับย้ังเช้ือ

มาลาเรีย เช้ือวัณโรค เช้ือราและเช้ือแบคทีเรียกอโรค นอกจากน้ีสวนของสารสกัดยังไดถูกนํามาทํา

การฉีดและวิเคราะหดวย high performance liquid chromatography (HPLC) โดยใช condition ท่ี

กลาวไปขางตน  ขอมูลจาก HPLC และผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จะมีสวนในการเลือกสาย

พันธุเช้ือท่ีจะนําไปเลี้ยงในขนาดท่ีใหญข้ึนเพื่อแยกหาสารออกฤทธิ์ตอไป 

3.2 การเลี้ยงเช้ือในขนาดขยาย (large scale fermentation) 

 ทําการเพาะเช้ือราท่ีคัดเลือกบนอาหารแข็ง (PDA: Potato dextrose agar) ท่ี 25 °C 

จากน้ันทําการตัดช้ินวุนท่ีมีการเจริญของเช้ือขนาด 1 × 1 cm
2
 (จํานวน 4 หรือ 8 ช้ิน) ใหมีขนาดเล็ก 

ๆ ใสลงใน  Erlenmeyer flask ขนาด 250 mL (จํานวน 4 หรือ 8 flasks) ซ่ึงในแตละ flask มีอาหาร

เลี้ยงเช้ือ PDB (Potato dextrose broth) ในปริมาณ 25 mL หลังจากทําการบมในสภาวะเขยา เปน

เวลา 4–7 วัน (แลวแตการเจริญเติบโตของเช้ือแตละสายพันธุ) ทําการถายเช้ือแตละ flask (25 mL) 

ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 1 L ซ่ึงมีอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB ในปริมาณ 250 mL (จํานวน 4 หรือ 

8 flasks) หลังจากน้ัน ทําการบมในสภาวะเขยา เปนเวลา 4-7 วัน ทําการถายเช้ือท่ีไดทุก ๆ 25 mL 

ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 1 L ซ่ึงมีอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเหมาะสม (production medium ซ่ึงเปน

ชนิดเดียวกับตอนท่ีคัดเลือก) ในปริมาณ 250 mL ทําการบมเช้ือในสภาวะเดียวกันกับตอนท่ีเลี้ยง

ขนาดเล็กสําหรับคัดเลือกเช้ือรา ซ่ึงจะไดปริมาณเช้ือท้ังหมด 10 หรือ 20 L เพื่อทําการสกัดและแยก

ตอไป  

3.3 การสกัดและแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมาโตกราฟ 

3.3.1 การสกัด 

 ทําการกรองแยกสวนของอาหารเลี้ยงเช้ือและเซลล นําสวนของอาหารเลี้ยงเช้ือ มาสกัดดวย 

EtOAc (ดวยปริมาตรท่ีเทากันกับอาหารเลี้ยงเช้ือ) จํานวน 3 คร้ัง แลวทําการระเหยช้ัน EtOAc จะได

เปนสารสกัดในสวนของอาหารเลี้ยงเช้ือ สําหรับสวนของเซลลทําการแชใน MeOH กรองสวนของ

เซลลออก แลวสกัดดวย Hexane สวนของ Hexane นํามาระเหยใหแหงจะไดสวนของสารสกัดของ

เซลลในช้ัน Hexane สวนของช้ัน MeOH นําไประเหยใหแหง ละลายดวย EtOAc เติมนํ้า  และสกัด

แยก สวนของ EtOAc นํามาระเหยใหแหง จะไดสารสกัดจากเซลลในช้ัน EtOAc 

3.3.2 การแยกสารใหบริสุทธิ์ 

 นําสารสกัดในสวนท่ีสนใจ ทําการแยกดวย Sephadex LH-20 column chromatography, 

silica gel column chromatography และ/หรือ preparative-HPLC เพื่อใหไดสารบริสุทธิ์ สารบริสุทธิ์

ท่ีไดจะถูกนําไปตรวจวัด เพื่อใหไดขอมูล 1D (
1
H and 

13
C) และ 2D NMR (NOESY, COSY, 
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HMQC, HMBC) spectroscopy และ mass spectrometry เพื่อใชในการโครงสรางทางเคมี สวนสาร

ท่ีมีปริมาณมากพอก็จะถูกนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพตอไป 

3.4 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในระดับหลอดทดลอง ประกอบดวย  

- ฤทธิ์ตานเช้ือมาลาเรีย Plasmodium falciparum K1 

- ฤทธิ์ตานเช้ือวัณโรค Mycobacterium tuberculosis H37Ra 

- ฤทธิ์ตานเช้ือแบคทีเรีย เชน Enterococcus faecium และ Acinetobacter baumanii 

เปนตน 

- ฤทธิ์ตานเช้ือรา เชน Colletotrichum capsici และ Colletotrichum gloeosporioides 

(เช้ือรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก) Curvularia lunata (เช้ือรากอโรคเมล็ดดางในขาว) 

และ Alternaria brassicicola (เช้ือรากอโรคใบจุดในพืชคะนา) 

3.5 การปรับเปลี่ยนอาหาร สภาวะในการเลี้ยงเช้ือ และเปรียบเทียบการสรางสารเมตาบอไลท โดย

การวิเคราะหสารสกัดดวย HPLC 

 ทําการเลือกเช้ือราทะเล 3 สายพันธุ ท่ีมีการสรางสารทุติยภูมิท่ีนาสนใจ หรือสารสกัดมีฤทธิ์

ทางชีวภาพท่ีนาสนใจ ดังตารางท่ี 3  

ตารางท่ี 3. รายช่ือเช้ือท่ีเลือกสําหรับการปรับเปลี่ยนสูตรอาหาร 

No. 
Original 

code 
Scientific Name 

Culture

medium 

เวลาใน

การเลี้ยง 

(วนั) 

เหตผุลในการเลีอก 

1 SPP27-1 Astrosphaeriella nypae LCN 21 พบสารที่มโีครงสราง

หลากหลาย(รายละเอียดดังใน

ขอ 4.3.2) 

2 AK0101 Trimmatostroma sp. LL 27 สารสกัดจาก small scale 

culture แสดงฤทธิย์ับยัง้เชื้อ

แบคทีเรียแกรมบวก 

Enterococcus faecium ดวย

คา MIC = 12.5 µg/mL 

3 SAT01364 Platystomum scabridisporium MEB 30 พบสารที่มโีครงสรางที่นาสนใจ 

ไดแก phomoidride A 

(รายละเอียดดังในขอ 4.3.5) 
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ทําการปรับเปลี่ยนอาหาร สภาวะในการเลี้ยง โดยอาหารท่ีใชในการศึกษา ประกอบดวย 

3.5.1 อาหารเหลว โดยเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวปริมาตร 25 mL ใน erlenmeyer flask ขนาด 

250 mL 

3.5.1.1 อาหารเลี้ยงเช้ือซ่ึงอางอิงจากอาหารเดิม (รายละเอียดดังตารางท่ี 4) ประกอบดวย 

(1) อาหารเดิม (LL, LCN หรือ MEB) 

(2) อาหารเดิม + เกลือ (LLS, LCNS หรือ MEBS) 

     เน่ืองจากเช้ือราท่ีศึกษาเปนราทะเล ดังน้ันการใสเกลืออาจจะมีผลตอการเจริญ

และการสราง secondary metabolite ของเช้ือ 

(3) อาหารเดิม + nicotinamide (10 µM) (LLnico, LCNnico หรือ MEBnico) 

     โดย nicotinamide มีการรายงานวา เปน NAD
+
-dependent histone 

deacetylase inhibitor ซ่ึงการเติมลงในอาหารเลี้ยงเช้ืออาจมีผลตอ 

transcriptional upregulation ของ biosynthetic gene cluster และอาจเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการสรางสาร secondary metabolite ของเช้ือรา 

 3.5.1.2 อาหารเหลวมาตรฐาน 

(1) Potato Dextrose Broth (PDB: ประกอบดวย potato starch 4 g/L และ 

dextrose 20 g/L) 

(2) Potato Dextrose Broth + artificial sea salt (3 % หรือ 30 g/L) (PDBS) 

3.5.1.3 อาหารเลี้ยงเช้ือจาก literatures จํานวน 6 อาหาร ไดแก Jackson, Tekeuchi, 

Czapek malt (Czp malt), SDB, YOS และ YESD โดยมีสวนประกอบของอาหาร

ดังตารางท่ี 5 

3.5.1.4 อาหารเลี้ยงเช้ือซ่ึงมีปริมาณนํ้าตาลไมสูงมากนัก มีการเติม nitrogen source หลาย 

ๆ ชนิด หรือเติม vitamin และ trace element ตาง ๆ (สวนประกอบของอาหารดัง

ตารางท่ี 5)   

(1) นํ้าตาล glucose + nitrogen source หลาย ๆ ประเภท (GMixN)   

(2) นํ้าตาล maltose + nitrogen source หลาย ๆ ประเภท (MMixN) 

(3) นํ้าตาล glucose + monosodium glutamate (MSG) + trace element +  

vitamin (GMV)  

 3.5.2 อาหารแข็ง (รายละเอียดของสวนประกอบอาหารดังตารางท่ี 6) ประกอบดวย  

(1) ขาว (Rice)  

(2) ขาว + เกลือ (RiceS) 

(3) ขาว + เกลือ + nitrogen sources (RiceNS) 

(4) รําขาว (Bran) 
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(5) ขาวโพด (Corn) 

(6) กากถั่วเหลือง (Soy) 

ตารางท่ี 4. สวนประกอบของอาหารเดิม (จากขอ 3.5.1.1, หนวย g/L)   

  MEB LL LCN MEBS LLS LCNS 

C
-s

ou
rc

e 

Glucose - - 10 - - 10 

Malt extract 6 - - 6 - - 

Maltose 1.8 - - 1.8 - - 

Mannitol - 20 10 - 20 10 

Dextrose 6 - - 6 - - 

N
-s

ou
rc

e 

Yeast extract 1.2 1 5 1.2 1 5 

Cotton seed - 10 - - 10 - 

Soytone - 2 5 - 2 5 

NZ amine  type A - 2 - - 2 - 

Trace element1 - 0.25 mL/L 0.25 mL/L - 0.25 mL/L 0.25 mL/L 

 Arteficial sea salt - - - 30 30 30 

1 Trace element ประกอบดวย CaCl2·2H2O 4 g, ZnSO4·7H2O 2 g, Na2B4O7·10H2O 0.1 g, FeSO4·7H2O 5 

g, KI 0.05 g, CoCl2·6H2O 0.5 g, CuSO4·5H2O 0.2 g, MnCl2·4H2O 2 g, Na2MoO4·2H2O 0.05 g และ 

H2SO4 1 mL ในนํ้ากล่ัน 1 L 
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ตารางท่ี 5. สวนประกอบของอาหารเหลว (จากขอ 3.5.1.3 และ 3.5.1.4, หนวย g/L)   

   

Jackson1 Tekeuchi1 

Czp 

malt2 SDB3 YOS4  YESD5 GMixN MMixN GMV 

C
-s

ou
rc

e 

Glycerol 15 - - - - - - - - 

Sugar cane 15 - - - - - - - - 

Starch - 25 - - - - - - - 

Glucose - 20 30 40 20 - 10 - 10 

Malt extract - - 20 - - - - - - 

Maltose - - - - - - - 10 - 

Dextrose - - - - - 20 - - - 

N
-s

ou
rc

e 

Tryptone - - - 10 5 - 1 2 - 

Peptone  6 - - - - 20 1 2 - 

Yeast extract 1.5 - - - 3 5 1 2 - 

Casamino  - 10 - - - - - - - 

Soytone - - - - - - 1 2 - 

MSG - - - - - - 1 2 1 

M
et

al
 &

 E
le

m
en

t 

NaCl 3 - - - - - - - - 

NaNO3 - - 3 - - - - - - 

KH2PO4 0.6 5 1 - 3 - - - - 

K2HPO4.3H2O - - - -  - - - - 

MgSO4.7H2O 5 2.5 0.5 - 1 - - - - 

KCl - - 0.5 - - - - - - 

FeSO4·7H2O - - 0.01 - - - - - - 

Trace element6 0.5 mL/L - - - - - - - 0.25 mL/L 

  Vitamin7 - - - - - - - - 2 mL/L  

1 Elias, B. C.; Said, S.; de Albuquerque, S; Pupo, M. T. Microbiol. Res. 2006, 161, 273-280. 
2 Wang, M.; He, H.; Na, K.; Cai, M.; Zhou, X.; Zhao, W.; Zhang, Y. Process Biochem. 2015, 50, 2012-
2018. 
3 Pu, X.; Qu, X.; Chen, F.; Bao, J.; Zhang, G; Luo, Y. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2013, 97, 9365-9375. 
4 Hewage, R. T. ; Aree, T. ; Mahidol, C. ; Ruchirawat, S. ; Kittakoop, P. Phytochemistry, 2014, 108, 87-
94. 
5 VanderMolen, K. M.; Raja, H. A.; El-Elimat, T; Oberlies, N. H. AMB Express 2013, 3, 71. 
6 Trace element ประกอบดวย CaCl2·2H2O 4 g, ZnSO4·7H2O 2 g, Na2B4O7·10H2O 0.1 g,   FeSO4·7H2O 
5 g, KI 0.05 g, CoCl2·6H2O 0.5 g, CuSO4·5H2O 0.2 g, MnCl2·4H2O 2 g, Na2MoO4·2H2O 0.05 g และ 
H2SO4 1 mL ในนํ้ากล่ัน 1 L 

7 Vitamin ประกอบดวย BLACKMORES multivatamins + minerals จํานวน 3 เม็ด ในนํ้า 100 mL  
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ตารางท่ี 6. สวนประกอบของอาหารแข็ง (จากขอ 3.5.2, เลี้ยงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 mL)  

   Rice RiceS RiceNS Bran Corn  Soy 
C

&
N

-s
ou

rc
e 

ข้าว 50 g 50 g 50 g - - - 

ราํข้าว - - - 50 g - - 

เมลด็ขา้วโพด - - - - 50 g - 

กากถัว่เหลือง - - - - - 50 g 

N
-s

ou
rc

e Peptone - - 0.25 g - - - 

Yeast extract - - 0.25 g - - - 

 Arteficial sea salt - 1.25 g 1.25 g - - - 

 น้ํากลัน่ 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 

 โดยไดทําการเลี้ยงเช้ือราท้ัง 3 สายพันธุในอาหารดังกลาวขางตน สําหรับอาหารเหลวเลี้ยง

ในปริมาตร 25 mL สวนอาหารแข็งตามปริมาณในตารางท่ี 5 (ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 mL) 

โดยทุกอาหารทําการบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 21-30 วัน (ระยะเวลาในการเลี้ยง อางอิงจาก

อาหารเดิม ดังตารางท่ี 3) สําหรับอาหารเหลวทําการสกัดสวนของเซลลและอาหารเลี้ยงเช้ือรวมกัน

ดวยตัวทําละลาย EtOAc + 0.01% acetic acid (25 mL) สวนของอาหารแข็ง แชในตัวทําละลาย 

EtOAc + 0.01% acetic acid (25 mL) เปนเวลา 1-2 วัน แลวกรอง หลังจากน้ันท้ังสําหรับอาหาร

เหลวและอาหารแข็ง นําสวนตัวทําละลายอินทรียมาระเหยใหแหง ช่ังนํ้าหนักสารสกัด   แลวละลาย

สารสกัดดวย MeOH (ท่ีความเขมขน 10 mg/mL) แลวทําการวิเคราะหดวย high performance 

liquid chromatography (HPLC) โดยใชคอลัมน Purospher® RP-18 endcapped (3 µm) 

LiChroCART® 55-2 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดวย injection volume 5 µL ใช mobile phase 

คือ H2O + 0.01% formic acid (solvent A) และ CH3CN + 0.01% formic acid (solvent B) โดยมี

อัตราสวนของ mobile phase ดังตารางท่ี 1 

 ทําการเปรียบเทียบ HPLC profiles ของสารสกัด หลังจากการปรับเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

กับอาหารเดิม สําหรับเช้ือท่ีมีการสรางสารทุติยภูมิท่ีแตกตางออกไปจากเดิมและนาสนใจ จะมีการ

นําไปเลี้ยงในขนาดขยาย แลวทําการแยกใหไดสารบริสุทธิ์และหาโครงสรางทางเคมีตอไป  
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บทท่ี 4 

ผลการศึกษา และบทสรปุ 

4.1 การคัดเลือกเช้ือราทะเล  

4.1.1 จากการศึกษากอนหนาน้ีเกี่ยวกับการพัฒนาสูตรอาหารสําหรับการเจริญและการสรางสารเม

ตาบอไลททุติยภูมิของราทะเล สามารถคัดเลือกเช้ือราทะเลท่ีนาสนใจได 8 สายพันธุ ดังตารางท่ี 7 

จากจํานวนท้ังหมด 76 สายพันธุ โดยใชขอมูลจาก HPLC profile 

ตารางท่ี 7. รายช่ือราทะเลท่ีไดรับการคัดเลือกจากขอมูล HPLC 

No. Original code Scientific Name Culture medium 

1 SAT00832 Julella avicenniae PYGM 

2 JS00240 Periconia prolifica 4G 

3 SAT01364 Platystomum scabridisporium MEB 

4 SAT01366 Tirisporella beccariana GlyPy 

5 SPP27-1 Astrosphaeriella nypae LCN 

6 SAT00337 Phaeosphaeria macrosporidium LS2 

7 NBRC 30420 Zopfiella marina 4G 

8 SAT00815 Trematosphaeria mangrovis 4G 
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4.1.2 จากการคัดกรองพื้นฐานของหนวยปฏิบัติการวิจัยทรัพยากรชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและ

เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ซ่ึงทําการเลือกเช้ือราทะเลท่ีมีความหลากหลายทางดานอนุกรมวิธาน 

ประมาณ 200 สายพันธุ เลี้ยงในอาหาร 3 ชนิด ท้ังแบบเขยาและไมเขยา สามารถคัดเลือกเช้ือรา

ทะเลซ่ึงสารสกัดแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพและ HPLC profile ท่ีนาสนใจ 10 สายพันธุ ดังตารางท่ี 8 

ตารางท่ี 8. รายช่ือราทะเลท่ีไดรับการคัดเลือกจากฤทธิ์ทางชีวภาพและขอมูล HPLC 

No. 
Original 

code 
Scientific Name 

Culture 

medium 
Activity (IC50 or MIC, µg/mL) 

1 GR00235 Zalerion vari Bio27 BC:50|cyto:3.81|PF:0.645 

2 MD01920 Fusarium equiseti 4G EF:50|CL:50|CC:12.5|CG:12.5|cyto:17.11 

3 MD00972 Phomopsis sp. LL CC:12.5|CG:12.5 

4 MD01871 Unidentified PDB ABr:50 

5 MD00780 Unidentified PDB ABr:12.5|CL:50|CC:6.25|CG:6.25 

6 JS1006 Unidentified  Bio27 ABa:16.67|EF:6.25|CC:12.5 

7 AK0101 Trimmatostroma sp. LL EF:12.5|cyto:16.27 

8 MCR00056 Nemania maritima PDB EF:12.5 

9 AK0093 Halorosellinia oceanica PDB  EF:12.5 

10 MD01703 Rhizopycnis sp. LL EF:50|CC:6.25|CG:6.25 

Note:  ABa = ฤทธิ์ยบัยั้งเชื้อแบคทีเรีย Acinetobacter baumannii 

 ABr = ฤทธิ์ยบัยั้งเชื้อรากอโรคพืช Alternaria brassicicola  

 BC = ฤทธิย์ับยัง้เชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus 

 CC = ฤทธิ์ยบัยั้งเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก Colletotrichum capcisi 

 CG = ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสในพริก Colletotrichum gloeosporioides 

 CL = ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรากอโรคในขาว Curvularia lunata 

 cyto = ฤทธิย์ับยัง้การเจริญของเซลลปกติจากไตของลิง [African green monkey kidney fibroblast  

          (Vero) cells] 

 EF = ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Enterococcus faecium 

 PF = ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อมาลาเรีย Plasmodium falciparum 
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4.2 จากเช้ือราท้ังหมดท่ีไดทําการคัดเลือก สามารถทําการเลี้ยงเช้ือในขนาดขยายไดท้ังหมดจํานวน 

18 สายพันธุ ดังตารางท่ี 9 

ตารางท่ี 9. รายช่ือราทะเลท่ีเลี้ยงในขนาดขยาย (large scale fermentation) 

No. Original code Scientific Name Media Condition Volume 

1 SAT00832 Julella avicenniae PYGM static 20 L 

2 JS00240 Periconia prolifica 4G static 20 L 

3 SAT01364 Platystomum scabridisporium MEB static 20 L 

4 SAT01366 Tirisporella beccariana GlyPy static 20 L 

5 SPP27-1 Astrosphaeriella nypae LCN static 10 L 

6 SAT00337 Phaeosphaeria macrosporidium LS2 static 20 L 

7 NBRC 30420 Zopfiella marina 4G static 20 L 

8 SAT00815 Trematosphaeria mangrovis 4G static 20 L 

9 GR00235 Zalerion vari Bio27 static 20 L 

10 MD01920 Fusarium equiseti 4G static 10 L 

11 MD00972 Phomopsis sp. LL static 20 L 

12 MD01871 Unidentified fungus PDB static 10 L 

13 MD00780 Unidentified fungus PDB static 20 L 

14 JS1006 Unidentified fungus Bio27 static 10 L 

15 AK0101 Trimmatostroma sp. LL static 20 L 

16 MCR00056 Nemania maritima PDB static 20 L 

17 AK0093 Halorosellinia oceanica PDB static 15 L 

18 MD01703 Rhizopycnis sp. LL shake 20 L 

4.3 การแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมาโตกราฟ หาโครงสรางของสารท่ีแยกไดและสง

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

4.3.1 เช้ือราทะเล BCC 25093 (KH00100) ซ่ึงอยูใน order Pleosporales แยกจากไมโกงกางท่ีเกบ็

จากอุทยานแหงชาติหาดขนอม-หมูเกาะทะเลใต จ.สุราษฎรธานี ไดถูกนํามาเลี้ยงใน production 

medium คือ potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 10 ลิตร ในสภาวะเขยา เปนเวลา 20 วัน 

หลังจากทําการสกัด และแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมาโตกราฟ ไดสารท้ังหมด 13 ตัว ดัง

รูปท่ี 2 โดยสารใหม คือสาร 1-5 ซ่ึงใหช่ือวา palmarumycins P1-P5 พรอมดวยสาร known คอื 
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decaspirones A (6) และ C (7), palmarumycins CP3 (8), CP4 (9), CP17 (10), CR1 (11), และ 

M2 (12) รวมท้ังสาร diaryl ether (13)  
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8, palmarumycin CP37, decaspirone C

6, decaspirone A
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รูปท่ี 2. โครงสรางของสารท่ีแยกไดจากเช้ือราทะเล BCC 25093 ซ่ึงอยูใน order Pleosporales 
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ตารางท่ี 10. แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพของสารในกลุม spirodioxynaphthalene ซ่ึงแยกจากเช้ือราทะเล 

BCC 25093 

Compound P. falciparum 

(IC50, µg/mL) 

M. tuberculosis 

(MIC, µg/mL) 

B. cereus 

(MIC, µg/mL) 

Vero cell lines 

(IC50, µg/mL) 

1 2.36 1.56 25 0.79 

2     >10      >50        >25 0.18 

3     >10        12.5        >25 3.95 

5     >10      >50        >25     >50 

6 2.30 1.56   12.5 0.18 

7 2.28 3.13   12.5 0.91 

8 2.23 3.13   12.5 0.10 

10     >10      >50        >25     >50 

11     >10        12.5        >25 3.54 

dihydroartemisinina    0.0004 - - - 

isoniazidb - 0.023-0.047 - - 

vancomycinc - - 2.0 - 

ellipticined - - - 1.79-2.43 

a Standard anti-malarial drug against P. falciparum.  
b Standard ant-tuberculosis drug against M. tuberculosis.  
c Standard anti-bacterial drug against B. cereus. 
d Standard compound for cytotoxicity assay against African green monkey kidney fibroblast (Vero) 

cells. 

 ผลทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสาร 1-3, 5-8, 10 และ 11 แสดงดังตารางท่ี 10 สาร 

palmarumycin P1 (1), decaspirones A (6) และ C (7), และ palmarumycin CP3 (8) แสดงฤทธิ์

ตานมาลาเรียในระดับหลอดทดลองดวยคา IC50 = 2.23-2.36 µg/mL และแสดงฤทธิ์ตานวัณโรคใน

ระดับหลอดทดลองดวยคา MIC = 1.56-3.13 µg/mL นอกจากน้ียังแสดงความเปนพิษตอเซลล Vero 

ดวยคา IC50 = 0.10-0.91 µg/mL สารท้ัง 4 ตัวมีหมู α,b-unsaturated ketone ท่ีเหมือนกัน ดังน้ัน

เปนไปไดวา α,b-unsaturated ketone จะเปน functional group ท่ีสําคัญซ่ึงมีผลตอฤทธิ์ทางชีวภาพ

ของสารในกลุมน้ี 

โดยงานวิจัยน้ีไดรับการตีพิมพในหัวขอเร่ือง “Palmarumycins from the mangrove fungus 

BCC 25093” ในวารสารนานาชาติ “Tetrahedron” ป 2015 ฉบับท่ี 71 หนา 5572-5578 

4.3.2 เช้ือราทะเล Astrosphaeriella nypae BCC 5335 (SPP27-1) ซ่ึงแยกไดจากตนจาก (Nypa 

fruticans) จ. สมุทรปราการ ถูกนํามาเลี้ยงใน production medium ประกอบดวย manitol 10 กรัม 

glucose 10 กรัม yeast extract 5 กรัม และ soytone 5.0 กรัม ตอนํ้ากลั่น 1 ลิตร ทําการบมใน

สภาวะไมเขยา เปนเวลา 35 วัน ในปริมาตร 10 ลิตร หลังจากทําการสกัด สารสกัดหยาบท่ีไดถกู
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นํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมาโตกราฟ ไดสารบริสุทธิ์ 7 ตัว ดังรูปท่ี 3 โดยสาร 14-16 

เปนสารท่ียังไมเคยมีการรายงานมากอน และใหช่ือวา astronypyrone (14) astronyquinone (15) 

และ astronyurea (16) สวนสารท่ีเคยมีการรายงานแลว ไดแก xestodecalactone A และ B (17, 

18), coryoctalactone (19) และ dimethoxy-O-methylpulvinone (20) 
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รูปท่ี 3. โครงสรางของสารท่ีแยกไดจากเช้ือราทะเล Astrosphaeriella nypae BCC 5335 (SPP27-1) 

 ไดทําการสงทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพซ่ึงรวมถึงฤทธิ์ตานมาลาเรีย วัณโรค และความเปนพิษ

ตอเซลลของสาร 15, 17 และ 20 พบวาสาร 20 แสดงฤทธิ์ตานมาลาเรียในระดับหลอดทดลองตอ 

Plasmodium falciparum K1 ดวยคา IC50 = 5.7 µg/mL สาร 15 แสดงฤทธิ์ตานวัณโรคในระดับ

หลอดทดลองตอ Mycobacterium tuberculosis H37Ra ดวยคา MIC = 50 µg/mL และแสดงความ

เปนพิษตอเซลลไตของลิง (Vero cell lines) ดวยคา IC50 = 17.4 µg/mL สาร 17 ไมแสดงฤทธิ์ตาน

มาลาเรียและวณัโรค ณ ความเขมขน 10 และ 50 µg/mL ตามลําดับ 

 โดยงานวิจัยน้ีไดรับการตีพิมพในหัวขอเร่ือง “A pyrone, naphthoquinone, and cyclic urea 

from the marine-derived fungus Astrosphaeriella nypae BCC 5335” ในวารสารนานาชาติ 

“Tetrahedron Letters” ป 2016 ฉบับท่ี 57 หนา 1171-1173 
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4.3.3 เช้ือราทะเล BCC 20012 (GR00235) แยกไดจากกานใบของตนจาก (Nypa fruticans) ซ่ึงเก็บ

จากอุทยานแหงชาติหมูเกาะชาง จ.ตราด เช้ือ BCC 20012 ซ่ึงกอนหนาน้ีไดถูกจัดจําแนกเปน 

Halenospora varia ไดถกูนํามายืนยันการจัดจําแนกโดยการสกัด DNA หลังจากการทํา DNA 

sequencing และวิเคราะหผลของ DNA sequence ดวยวิธีทาง phylogeny พบวาเช้ือ BCC 20012 

มีผลการจัดจําแนกเปน Acremonium crotocinigenum เม่ือนําเช้ือ BCC 20012 มาเลี้ยง โดยมี 

production medium ซ่ึงประกอบดวย glucose 10 g, corn steep solid 10 g, KH2PO4 0.5 g, 

MgSO4
.
7H2O 0.5 g ตอนํ้ากลั่น 1 ลิตร ในสภาวะไมเขยา เปนเวลา 34 วัน เปนปริมาตร 20 L 

หลังจากทําการสกัด สารสกัดหยาบท่ีไดถูกนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมาโตกราฟ ไดสาร

บริสุทธิ์จํานวน 7 ตัว ดังรูปท่ี 4 โดยสาร 21-23 เปนสารใหม สวนสาร 24-27 เปนสารท่ีเคยมีการ

รายงานมาแลว คือ crotocin (24), trichothecin (25), 8-deoxytrichothecinol B (26), และอนุพันธ

ของ trichothecene (27)  

 ไดทําการสงทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสาร 21, 24, 25 และ 27 โดยผลการทดสอบแสดง

ดังตารางท่ี 11 สาร 21 แสดงฤทธิ์ยับย้ังเช้ือมาลาเรียในระดับหลอดทดลองตอ Plasmodium 

falciparum K1 ดวยคา IC50 = 3.28 µg/mL และแสดงความเปนพิษตอเซลลไตของลิง (Vero cell 

lines) ดวยคา IC50 = 11.37 µg/mL สําหรับสารท่ีสงทดสอบ สารท่ีเคยมีการรายงาน คือ 

trichothecin (25) แสดงฤทธิ์ย้ับย้ังเช้ือมาลาเรียดังคา IC50 ท่ีต่ําท่ีสุด คอื 0.05 µg/mL และแสดง

ความเปนพิษตอเซลลไตของลิง (Vero cell lines) ดวยคา IC50 = 0.13 µg/mL 
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รูปท่ี 4. โครงสรางของสาร trichothecenes ท่ีแยกไดจากเช้ือรา Acremonium crotocinigenum BCC 

20012 
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ตารางท่ี 11. แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพของสารท่ีแยกไดจากเช้ือรา Acremonium crotocinigenum BCC 

20012 

Compound P. falciparum 
(IC50, µg/ml) 

Vero cell lines 
(IC50, µg/ml) 

21 3.28 11.37 

24 0.26   0.58 

25 0.05   0.13 

27        >10         >50 

dihydroartemisinin
a
 0.0004 - 

ellipticine
b
 - 1.50-1.60 

a
 Standard antimalarial drug against P. falciparum.  

b
 Standard compound for cytotoxicity assay against African green monkey kidney 

fibroblast (Vero) cells. 

โดยงานวิจัยน้ีไดสงไปตีพิมพในหัวขอเร่ือง “Trichothecenes from the Fungus 

Acremonium crotocinigenum BCC 20012” ในวารสารนานาชาติ “Phytochemistry Letters” ป 

2016 ฉบับท่ี 18 หนา 39-43 

4.3.4 เช้ือรา Nemania maritima (MCR00056) ซ่ึงแยกไดจากซากกิ่งไมหรือเศษไม ณ เกาะหัวตา

จิว จ. ตราด ถูกนํามาเลี้ยงโดยมี production medium คือ potato dextrose broth (PDB) ทําการบม

ในสภาวะไมเขยา เปนเวลา 35 วัน ในปริมาตร 20 ลิตร ซ่ึงกอนหนาน้ีไดเคยรายงาน (ในรอบ 24 

เดือน) วาสามารถแยกสารบริสุทธิ์ได 10 ตัว หลังจากทําการแยกสารเพิ่มเติมและวิเคราะหโครงสราง

ทางเคมีของสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได โดยใชขอมูลจาก 1D (
1
H and 

13
C) และ 2D NMR (NOESY, 

COSY, HMQC, HMBC) Spectroscopy และ Mass spectrometry พบวาสารสวนใหญอยูในกลุม 

eremophilane โดยไดสารใหม 9 ตัว และสารท่ีเคยมีการรายงานแลว 4 ตัวไดแก สาร 29, 33, 39 

และ 40 ดังรูปท่ี 5 สําหรับ relative stereochemistry ของสารบางตัวอาจตองไดรับการยืนยันโดย 

NOESY หรือ NOE difference experiment สาร 11 ตัวในจํานวนน้ีไดถูกสงไปทดสอบฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ แตสารท้ังหมดไมแสดงฤทธิ์ยับย้ังเช้ือมาลาเรีย (Plasmodium falciparum K1) และเช้ือ

แบคทีเรีย (Bacillus cereus และ Enterococcus faecium) ณ ความเขมขนสูงสุดท่ีทําการทดสอบ 
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รูปท่ี 5. โครงสรางของสารท่ีแยกไดจากเช้ือรา Nemania maritima (MCR00056) 

4.3.5 เช้ือรา Platystomum scabridisporium (SAT01364) แยกไดจากไมท่ีแทรกตัวอยูใน

บริเวณเนินทราย ณ The Mornington Peninsula National Park ประเทศออสเตรเลีย ถูกนํามาเลี้ยง

โดยมี production medium ประกอบดวย malt extract 6 g, maltose 1.8 g, dextrose 6 g, yeast 

extract 1.2 g ตอนํ้ากลั่น 1 ลิตร ทําการบมในสภาวะไมเขยา เปนเวลา 30 วัน ในปริมาตร 20 ลิตร 

ซ่ึงในรายงานฉบับกอนหนาน้ี (รอบ 24 เดือน) ไดมีการรายงานวาสามารถแยกสารบริสุทธิ์ได 6 ตวั 

จากขอมูลจาก 1D (
1
H และ 

13
C) NMR, 2D NMR (NOESY, COSY, HMQC และ HMBC) 

spectroscopy และ Mass spectrometry พบวาหน่ึงในสารท่ีแยกได เปนสารท่ีเคยมีการรายงานแลว 

คือ phomoidride A สวนสารตัวอื่น ๆ นาจะเปนอนุพันธของ phomoidride A แตเน่ืองจากสาร

บริสุทธิ์ท่ีแยกไดมีความไมเสถียร เม่ือนํามาบันทึก 
1
H NMR spectra อีกคร้ัง พบวา 

1
H NMR 

spectra เปลี่ยนไปจากเดิม ดังน้ันจึงทําการเลี้ยงเช้ือในขนาดขยายใหมอีกคร้ัง เพื่อนําสารสกัดท่ี

ไดมาแยกสารใหไดสารบริสุทธิ์ตอไป 

O
O

OH H

O

HO2C

O O

O

HO

phomoidride A  

รูปท่ี 6. โครงสรางของ phomoidride A ท่ีแยกไดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 
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4.4 การปรับเปลี่ยนอาหาร สภาวะในการเลี้ยงเช้ือ และเปรียบเทียบการสรางสารเมตาบอไลท โดย

การวิเคราะหสารสกัดดวย HPLC 

 จากการเลือกเช้ือรา 3 สายพันธุ ไดแก 1. เช้ือ Trimmatostroma sp. (AK0101) 2. เช้ือ 

Astrosphaeriella nypae (SPP27-1) และ 3. เช้ือ Platystomum scabridisporium (SAT01364) มา

เลี้ยงในอาหารเหลวและอาหารแข็งท้ังหมด 20 ชนิด (รายละเอียดดังขอ 3.5) ไดสารสกัดในแตละ

อาหารดังนํ้าหนักตามตารางท่ี 12 หลังจากน้ันนําสารสกัดท่ีไดมาวิเคราะหดวย HPLC ไดผลดังรูปท่ี 

7–27
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ตารางท่ี 12. แสดงนํ้าหนักสารสกัดจากการปรับเปลี่ยนอาหาร สภาวะในการเลี้ยงเช้ือเทียบกับสาร 

สกัดจากการเลี้ยงคร้ังแรกในข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening) 

อาหาร 
นํ้าหนักสารสกัด (mg) 

control SPP27-1 AK0101 SAT01364 

LCN (1st screening) - 14.1 - - 

LCN - 1.5 - - 

LCNS - 0.9 - - 

LCNnico - 0.9 - - 

LL (1st screening) - - 7.3 - 

LL - - 4.3 - 

LLS - - 4.7 - 

LLnico - - 7.8 - 

MEB (1st screening) - - - 1.9 

MEB - - - 0.5 

MEBS - - - 0.8 

MEBnico - - - 0.9 

MEB_pH5 - - - 0.8 

MEB_pH8 - - - 0.7 

PDB - 1 0.9 0.4 

PDBS - 0.7 0.8 0.5 

Jackson - 0.7 1 1.1 

Tekeuchi - 0.4 0.9 0.4 

Czp malt - 1.7 0.2 0.5 

SDB - 1.6 2 1.5 

YOS - 0.7 0.6 1 

YESD - 2.1 2.3 1.6 

GMixN - 0.7 0.8 1 

MMixN - 1 1.8 1.6 

GMV - 0.4 0.7 0.4 

Rice 34.9 35 25.5 24.9 

RiceS 26.3 20.6 45.3 33 

RiceNS 30 19.2 43.5 22.2 

Bran 257.2 291.9 244.4 30.7 

Corn 64.1 49.9 226.3 81.1 

Soy 41.1 29.7 18.8 83.5 
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 รูปท่ี 7. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากอาหารแข็งเปลา ๆ เพื่อใชเปรียบเทียบ
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รูปท่ี 8. HPLC chromatogram ของสารสกัดจาก small scale fermentation ณ ข้ันตอนการเลือก 

(1
st
 screening; รูปบนสุด) เปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์ท่ีแยกไดจากเช้ือรา Astrosphaeriella nypae 

BCC 5335 (SPP27-1) ซ่ึงประกอบดวยสาร astronypyrone (14), astronyquinone (15), 

astronyurea (16), xestodecalactone (17), coryoctalactone (19) และ dimethoxy-O-methyl 

pulvinone (20).  
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รูปท่ี 9. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Astrosphaeriella nypae BCC 5335 

(SPP27-1) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร LCN ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

LCN ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร LCNS, (4) อาหาร LCNnico, (5) อาหาร PDB, (6) อาหาร PDBS 

(รูปลางสุด).  
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รูปท่ี 10. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Astrosphaeriella nypae BCC 5335 

(SPP27-1) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร LCN ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

LCN ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร Jackson, (4) อาหาร Tekeuchi, (5) อาหาร Cpz malt (รูป

ลางสุด).  
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รูปท่ี 11. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Astrosphaeriella nypae BCC 5335 

(SPP27-1) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร LCN ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

LCN ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร SDB, (4) อาหาร YOS, (5) อาหาร YESD (รูปลางสุด).  
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รูปท่ี 12. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Astrosphaeriella nypae BCC 5335 

(SPP27-1) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร LCN ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

LCN ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร GMixN, (4) อาหาร MMixN, (5) อาหาร GMV (รูปลางสุด).  
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รูปท่ี 13. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Astrosphaeriella nypae BCC 5335 

(SPP27-1) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร LCN ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

LCN ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (4) Rice, (5) RiceS, (6) RiceNS (รูปลางสุด) เปรียบเทียบกับ (3) Control-

Rice (ขาวเปลา ๆ ท่ีไมมีการเติมเช้ือลงไป).  
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รูปท่ี 14. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Astrosphaeriella nypae BCC 5335 

(SPP27-1) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร LCN ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

LCN ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดยีวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) Rice, (4) Bran, (5) Corn, (6) Soy (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 15. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Trimmatostroma sp. (AK0101) ท่ีเลี้ยง

ใน (1) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการ

ปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening), 

(3) อาหาร LLS, (4) อาหาร LLnico, (5) อาหาร PDB, (6) อาหาร PDBS (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 16. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Trimmatostroma sp. (AK0101) ท่ีเลี้ยง

ใน (1) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการ

ปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening), 

(3) อาหาร Jackson, (4) อาหาร Tekeuchi, (5) อาหาร Cpz malt (รูปลางสุด).  
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รูปท่ี 17. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Trimmatostroma sp. (AK0101) ท่ีเลี้ยง

ใน (1) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการ

ปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening), 

(3) อาหาร SDB, (4) อาหาร YOS, (5) อาหาร YESD (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 18. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Trimmatostroma sp. (AK0101) ท่ีเลี้ยง

ใน (1) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการ

ปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening), 

(3) อาหาร GMixN, (4) อาหาร MMixN, (5) อาหาร GMV (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 19. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Trimmatostroma sp. (AK0101) ท่ีเลี้ยง

ใน (1) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการ

ปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening), 

(4) Rice, (5) RiceS, (6) RiceNS (รูปลางสุด) เปรียบเทียบกับ (3) Control-Rice (ขาวเปลา ๆ ท่ีไม

มีการเตมิเช้ือลงไป). 
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รูปท่ี 20. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Trimmatostroma sp. (AK0101) ท่ีเลี้ยง

ใน (1) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร LL ณ ข้ันตอนการ

ปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening), 

(3) Rice, (4) Bran, (5) Corn, (6) Soy (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 21. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 

(SAT01364) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร MEB ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

MEB ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร MEBS, (4) อาหาร MEBnico, (5) อาหาร MEB pH5, (6) อาหาร 

MEB pH8 (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 22. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 

(SAT01364) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร MEB ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

MEB ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร PDB, (4) อาหาร PDBS (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 23. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 

(SAT01364) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร MEB ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

MEB ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร Jackson, (4) อาหาร Tekeuchi, (5) อาหาร Cpz malt (รูป

ลางสุด).  
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รูปท่ี 24. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 

(SAT01364) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร MEB ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

MEB ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร SDB, (4) อาหาร YOS, (5) อาหาร YESD (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 25. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 

(SAT01364) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร MEB ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

MEB ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) อาหาร GMixN, (4) อาหาร MMixN, (5) อาหาร GMV (รูปลางสุด). 
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รูปท่ี 26. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 

(SAT01364) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร MEB ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

MEB ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (4) Rice, (5) RiceS, (6) RiceNS  (รูปลางสุด) เปรียบเทียบกับ (3) Control-

Rice (ขาวเปลา ๆ ท่ีไมมีการเติมเช้ือลงไป). 
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รูปท่ี 27. HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา Platystomum scabridisporium 

(SAT01364) ท่ีเลี้ยงใน (1) อาหาร MEB ณ ข้ันตอนการเลือก (1
st
 screening; รูปบนสุด) (2) อาหาร 

MEB ณ ข้ันตอนการปรับเปลี่ยนอาหาร (เพื่อใชเปรียบเทียบและเปนสภาวะเดียวกับข้ันตอนการ

เลือก (1
st
 screening), (3) Rice, (4) Bran, (5) Corn, (6) Soy (รูปลางสุด). 
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 จากผลการวิเคราะหสารสกัดท่ีไดจากการปรับเปลี่ยนอาหาร สภาวะในการเลี้ยง สามารถตั้ง

ขอสังเกตุหรือสรุปไดดังน้ี คือ 

4.4.1 เช้ือราสายพันธุ Astrosphaeriella nypae BCC 5335 (SPP27-1) 

 - เช้ือไมสามารถผลิตสารไดดีเหมือนในคร้ังแรก (1
st
 screening) โดยนํ้าหนักของสารสกัดด

เม่ือเลี้ยงใน LCN ขณะทําการปรับเปลี่ยนอาหาร (1.5 mg) นอยกวานํ้าหนักสารสกัดใน LCN เม่ือ

เลี้ยงในคร้ังแรก (14.1 mg) (1
st
 screening) อยางมาก (ตามตารางท่ี 12) อีกท้ัง HPLC profile ขณะ

ทําการปรับเปลี่ยนอาหาร ยังไมเหมือนกับตอน 1
st
 screening (รูปท่ี 9) และไมมี peaks ของสารท่ี

นาสนใจ (ซ่ึง peaks ในชวง retention times ท่ีนาทีตน ๆ ดังใน HPLC chromatogram จะเปนสารท่ี

คอนขางมีข้ัว ซ่ึงอาจจะประกอบดวย สวนประกอบจากอาหารเลี้ยงเช้ือ และ common metabolite 

เชน diketopiperazine เปนตน) 

 - หลังจากการปรับเปลี่ยนอาหาร นํ้าหนักของสารสกัดในอาหารเหลวอื่น ๆ มีปริมาณต่ํา 

และไมมี peak ท่ีนาสนใจอยางเห็นไดชัด ใน HPLC chromatogram  

 - สําหรับอาหารแข็ง major peak ใน HPLC chromatograms จะเปน peak ท่ีพบไดใน

อาหารเปลา ๆ ท่ีไมมีการใสเช้ือลงไป ซ่ึงอาจจะเปนสารพวก fatty acid (เน่ืองจากคอนขางจะไมมีข้ัว 

และมี common UV spectrum) 

 - ดังน้ันสําหรับเช้ือราสายพันธุน้ี เช้ืออาจสูญเสียการสรางสาร metabolite เม่ือนํามาเลี้ยงอีก

คร้ัง หรือ สภาวะในการเลี้ยง ปริมาณและการเจริญเติบโตของหัวเช้ืออาจจะไมเหมาะสม ทําใหเช้ือ

ไมอยูในสภาวะท่ีสามารถสรางสารท่ีนาสนใจได  

4.4.2 เช้ือราสายพันธุ Trimmatostroma sp. (AK0101) 

 - เม่ือเปรียบเทียบนํ้าหนักและ HPLC chromatograms ของสารสกัดจากเช้ือรา 

Trimmatostroma sp. (AK0101) ในอาหาร LL ท้ังสองคร้ัง (ข้ัน 1
st
 screening และข้ันตอนการ

ปรับเปลี่ยนอาหาร) พบวาเช้ือมีการสรางสารเมตาบอไลทท่ีคลายกับคร้ังแรก แตมีปริมาณต่ํากวา 

(จากนํ้าหนักสารสกัดใน LL ตามตารางท่ี 12 และ HPLC chromatograms ดังรูปท่ี 15)     

 - การเติมเกลือ และ nicotinamide ซ่ึงมีการรายงานวาเปน NAD+-dependent histone 

deacetylase inhibitor ไมสงผลตอนํ้าหนักสารสกัดและ HPLC profiles มากนัก 

 - ในอาหารเหลวอื่น ๆ เชน Jackson, Tekeuchi, Czp malt และ อื่น ๆ พบวานํ้าหนักสาร 

สกัดท่ีไดมีปริมาณนอย และ HPLC profiles ไมคอยแตกตางจากอาหารเร่ิมตน คือ LL อีกท้ังบาง 

peaks จะมี intensities ลดลงเม่ือเทียบกับ LL (รูปท่ี 16–18) 

 - สําหรับอาหารแข็ง พบวาเช้ือท่ีเลี้ยงในอาหารแข็งมี HPLC profiles ท่ีแตกตางไปจาก

อาหารดั้งเดิม (LL) นอกจากน้ัน UV spectra ของ peaks ยังแตกตางจากไปจากเดิมอีกดวย (รูปท่ี 

19 และ 20) 
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 - สารสกัดจากอาหารแข็งซ่ึงใชเปนตัวเปรียบเทียบ (control) มีนํ้าหนักมากกวา อาหารแข็ง 

ท่ีมีการเลี้ยงเช้ือลงไป ทําใหไมสามารถทราบถึงนํ้าหนักของเมตาบอไลทซ่ึงสรางจากเช้ือราได  โดย 

อาจเปนเพราะเช้ือมีการยอยและใชอาหารสําหรับการเจริญเติบโต ทําใหอาหารมีปริมาณลดลงและ

สารสกัดจากอาหารก็ลดลงดวย หรืออาจเปนผลการผิดพลาดจากการสกัด หรือการช่ังสาร 

4.4.3 เช้ือราสายพันธุ Platystomum scabridisporium (SAT01364) 

 - เช้ือยังสามารถผลิตสารไดเหมือนในคร้ังแรก (1
st
 screening) แตจํานวนและปริมาณลดลง

อยางมาก (รูปท่ี 21) โดยนํ้าหนักของสารสกัดเม่ือเลี้ยงใน MEB ขณะทําการปรับเปลี่ยนอาหาร (0.5 

mg) นอยกวานํ้าหนักสารสกัดใน MEB เม่ือเลี้ยงในคร้ังแรก (1.9 mg) (1
st
 screening) (ตามตารางท่ี 

12) อีกท้ัง HPLC profile ขณะทําการปรับเปลี่ยนอาหาร และ peaks ของสารท่ีนาสนใจ มีจํานวน 

และ intensities ลดลงอยางมาก 

 - หลังจากการปรับเปลี่ยนอาหาร นํ้าหนักของสารสกัดในอาหารเหลวอื่น ๆ เชน Jackson, 

Tekeuchi, Czp malt และ อื่น ๆ มีปริมาณต่ํา สวน HPLC profiles คลายกับใน MEB ยกเวน 

Jackson ท่ีให HPLC profile คอนขางแตกตางจากอาหารเหลวชนิดอื่น แมวาจะมีจํานวน peaks 

มาก แต intensities ของแตละ peaks คอนขางต่ํา จึงไมไดถูกเลือกเพื่อนําไปศึกษาตอไป 

 - สําหรับอาหารแข็ง HPLC profiles ของสารสกัดจากเช้ือท่ีเลี้ยงในอาหารแข็ง (รูปท่ี 26 และ 

27) คอนขางคลายกับใน MEB เม่ือเลี้ยงในคร้ังแรก (1
st
 screening) แตใหจํานวน peaks ท่ีนอยกวา 

ซ่ึงการเลี้ยงในอาหารแข็ง เช้ือมีการผลิตสารท่ีดีกวาใน MEB ซ่ึงเลี้ยงในคร้ังเดียวกัน แตไมดีเทากับ

การเลี้ยงใน MEB ในคร้ังแรก (1
st
 screening) 

 - ดังน้ันสําหรับเช้ือราสายพันธุน้ี เช้ืออาจมีการสรางสาร metabolite ท่ีแยลงเม่ือเทียบกับคร้ัง

แรก ซ่ึงอาจเปนเพราะเช้ือไมคอย active หรือ สภาวะในการเลี้ยง ปริมาณและการเจริญเติบโตของ

หัวเช้ืออาจจะไมคอยเหมาะสม ทําใหเช้ือสามารถสรางสารท่ีนาสนใจไดในปริมาณต่ํา 

 จากผลการทดลองในการปรับเปลี่ยนอาหาร สภาวะในการเลี้ยงสําหรับเช้ือ Astrosphaeriel-

la nypae BCC 5335 (SPP27-1), Trimmatostroma sp. (AK0101) และ Platystomum 

scabridisporium (SAT01364) สรุปไดวา เฉพาะเช้ือราสายพันธุ Trimmatostroma sp. (AK0101) 

ใหผลท่ีแตกตางเม่ือมีการปรับเปลี่ยนอาหาร โดยเม่ือเลี้ยงในอาหารแข็ง สารสกัดท่ีไดมี HPLC 

profiles ท่ีแตกตางจากอาหารเหลวเดิม (LL) อีกท้ัง peaks ของสารซ่ึงเลี้ยงในอาหารแข็ง มี UV 

chromatogram ท่ีแตกตางจากเดิม (LL) ดวยเชนกัน ดังน้ันจึงไดทําการเลือกเช้ือสายพันธุน้ี เพื่อ

เลี้ยงในอาหารขาว + เกลือ (RiceS) ในขนาดขยายตอไป แลวจะไดทําการแยกสารใหบริสุทธิ์ เพื่อไป

เปรียบเทียบกับสารท่ีจะทําการแยกจากอาหารเดิม คือ LL ตอไป   
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บทท่ี 5 

ผลลพัธแ์ละประโยชน์ท่ีได้จากงานวิจยั 

5.1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ (ระบุช่ือผูแตง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ป เลมท่ี เลขท่ี 

และหนา) หรือผลงานตามท่ีคาดไวในสัญญาโครงการ 

(1). Bunyapaiboonsri, T.; Yoiprommarat, S.; Nopgason, R.; Intereya, K.; Suvannakad, 

R.; Sakayaroj, J. Palmarumycins from the Mangrove Fungus BCC 25093. 

Tetrahedron, 2015, 71, 5572-5578. 

(2). Chokpaiboon, S.; Unagul, P.; Kongthong, S.; Danwisetkanjana, K.; Pilantanapak, 

A.; Suetrong, S.; Bunyapaiboonsri, T. A pyrone, naphthoquinone, and cyclic urea 

from the marine-derived fungus Astrosphaeriella nypae BCC 5335. Tetrahedron 

Lett., 2016, 57, 1171-1173. 

(3). Bunyapaiboonsri, T.; Yoiprommarat, S.; Lapanun, S.; Balram, U.; Chanthaket, R.; 

Klaysuban, A.; Suetrong, S. Trichothecenes from the Fungus Acremonium 

crotocinigenum BCC  20012. Phytochem. Lett., 2016, 18, 39-43. 

5.2. ผลงานอื่นๆ (เชน ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในท่ีประชุม

วิชาการ หนังสือ การจดสิทธิบัตร) 

 การเสนอผลงานในท่ีประชุมวิชาการ 

 - การนําเสนอดวยวาจา ในการประชุมวิชาการนานาชาต ิ Pure and Applied Chemistry 

International Conference 2017 (PACCON 2017) ในหัวขอเร่ือง “Bioactive Secondary 

Metabolites from Marine Fungi” (วันท่ี 2 ก.พ. 2560) 

 - การเสนอผลงานแบบโปสเตอร ในการประชุมวิชาการนานาชาติ Pure and Applied 

Chemistry International Conference 2017 (PACCON 2017) ในหัวขอเร่ือง “Bioactive 

Secondary Metabolites from the Mangrove Fungus BCC 25093” (รายช่ือผูเสนอ

ผลงาน Seangaroon Yoiprommarat, Rujirek Nopgason, Kamolphan Intereya, Rapheephat 

Suvannakad, and Jariya Sakayaroj, Taridaporn Buajarern*) 
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