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บทคัดย่อ 
 
การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของจุลินทรีย์ในดินอินทรีย์ในพื้นที่พรุ จังหวัดนราธิวาส จ านวน 104 

ตัวอย่าง ซึ่งประกอบด้วยสารสกัดจากเชื้อ Trichoderma sp., Aspergillus sp., Gongronella sp., Penicillium 
sp. จ านวน 4, 12, 2 และ 83 ตัวอย่าง ตามล าดับ และอีก 3 ตัวอย่างที่ ขณะนี้ยังไม่สามารถพิสูจน์เอกลักษณ์ของ
เชื้อราได้ (unidentified) ว่าเป็นเชื้อชนิดใด โดยน าตัวอย่าง ทั้งหมดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 5 อย่าง ได้แก่ 
ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส (รักษาความผิดปกติของเม็ดสี) ฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส (รักษาเบาหวาน) 
ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส (รักษาโรคสมองเสื่อม, Alzheimer’s disease) ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเต้านม (รักษาโรคมะเร็ง) และฤทธิ์ต้านการอักเสบ (รักษาอาการอักเสบต่างๆ) 

 

จากผลการทดลอง พบว่ามี 3 ตัวอย่าง ซึ่งได้จากเชื้อ Penicillium sp. มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส  50% ที่ความเข้มข้น 20 g/ml) ได้แก่ SPSF0318BE, SPSF0318CE และ 
SPSF045BE (สารมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบนี้คือ ปวกหาด (water extract of Artocarpus lakoocha) และ 
kojic acid โดยมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนสเท่ากับ 98.82  3.97 และ 75.46  1.80% ตามล าดับ) 

 

และพบ 1 ตัวอย่างมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลิน
เอสเตอเรส  80% ที่ความเข้มข้น 100 g/ml) ได้แก่ SPSF013BE (Trichoderma sp.) (สารมาตรฐานที่ใช้ใน
การทดสอบนี้คือ Galantamine มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส 97.69  0.95%) 

 

พบ 14 ตัวอย่าง มีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ที่ดี (มีความเป็นพิษต่อ 
เซลล์มะเร็งเต้านม ที่ความเข้มข้น 25 g/ml  80%) โดยเป็นตัวอย่างจากสารสกัดเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp., 
Aspergillus sp. และ Trichoderma sp. จ านวน 10, 3 และ 1 ตัวอย่าง ตามล าดับ เมื่อน าตัวอย่าง ที่มีพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเต้านม มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (Human gingival fibroblast (HGF)) พบว่าทุกตัวอย่าง
มีพิษต่อเซลล์ปกติมากกว่า 20% (สารมาตรฐานในการทดสอบนี้ คือ Camptothecin โดยมีพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้า
นม เท่ากับ 94.01  0.17% และพิษต่อเซลล์ปกติ (HGF) 73.14  3.63%) 

 

ส าหรับฤทธิ์ต้านการอักเสบ ผลการทดสอบพบ 39 ตัวอย่าง มีฤทธิ์ต้านการอักเสบที่ดี (ยับยั้งการหลั่ง 
nitric oxide จาก macrophage cell (RAW 264.7) ที่ความเข้มข้น 25 g/ml  60%) โดยเป็นตัวอย่างจาก
สารสกัดจากเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. และ Aspergillus sp. จ านวน 34 และ 5 ตัวอย่าง ตามล าดับ โดยมี 18 
ตัวอย่าง ที่มีพิษต่อเซลล์ที่ใช้ทดสอบมากกว่า 20% ในการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ ใช้ Indomethacin เป็น
สารมาตรฐาน โดยมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ 61.08  0.68 % และมีพิษต่อเซลล์ที่ใช้ทดสอบ 25.42  2.99 % 

 

ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส พบ 62 ตัวอย่าง ที่มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟา
กลูโคซิเดสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ที่ความเข้มข้น 2 mg/ml  70%) โดยเป็นตัวอย่างจากสาร
สกัดจากเชื้อรา กลุ่ม Penicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp. และ Gongronella sp. จ านวน 54, 
4, 2 และ 2 ตัวอย่าง ตามล าดับ ในการทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ใช้ Acarbose เป็นสาร
มาตรฐาน โดยมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส 86.87 ± 0.66% 
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จากผลการทดลองทั้งหมด พบว่ามี 4 ตัวอย่างที่น่าสนใจ คือ SPSF318BE, SPSF318CE, 
SPSF224BE และ SPSF224CE โดยตัวอย่างทั้ง 4 ตัว มาจากเชื้อ 2 ชนิด คือ SPSF318 และ SPSF224 ซึ่งเชื้อรา
ทั้งสองเป็นเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. เหมือนกัน โดยเชื้อราทั้งสอง แยกเป็น 2 ตัวอย่าง คือ ส่วนที่เป็นสารสกัด
ชั้น ethyl acetate ของอาหารเลี้ยงเชื้อ (broth, BE) และ ส่วนของสารสกัดชั้น ethyl acetate ของเซลล์ (cell, 
CE) 

 

เนื่องจากตัวอย่างจากสารสกัดจากเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. (SPSF318) มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโร
ซิเนสที่ดี ซึ่งในปัจจุบันการศึกษาเพ่ือหาสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ที่ดีในการต้านเอนไซม์ดังกล่าว ค่อนข้างหาได้ยาก 
นอกจากนั้น ตัวอย่างจากส่วนของสารสกัดชั้น ethyl acetate ของเซลล์ (SPSF318CE) ยังมีฤทธิ์ที่ดีในการต้าน
การอักเสบ และฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม ดังนั้น Penicillium sp. (SPSF318) จึงน่าสนใจในการ
น ามาเลี้ยงเพิ่มปริมาณ เพื่อใช้ในการแยกสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ (active compound) ต่อไป 

 

นอกจากนั้นยังมีสารตัวอย่างที่น่าสนใจอีก 2 ตัวอย่าง คือ SPSF224BE และ SPSF224CE เนื่องจาก
มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสที่ดี และตัวอย่างทั้งสองได้จากเชื้อเดียวกัน คือ Penicillium sp. (SPSF224) 
และตัวอย่างทั้งสองยังมีฤทธิ์ที่ดีในการต้านการอักเสบ โดยไม่เป็นพิษกับเซลล์ที่ใช้ทดสอบ นอกจากนั้น 
SPSF224CE ยังมีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมปานกลาง โดยไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติ ดังนั้น 
Penicillium sp. (SPSF224) จึงเป็นอีกหนึ่งตัวอย่างที่น่าสนใจ ในการน ามาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ในการแยก
สารส าคัญที่ออกฤทธิ์ (active compound) ต่อไป 

 

เพราะฉะนั้นในการศึกษาครั้งนี้เราสามารถพบสารสกัดท่ีน่าสนใจ จากเชื้อ Penicillium sp. 2 ชนิด 
คือ SPSF318 และ SPSF224 ที่จะน าไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ในการแยกสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ (active 
compounds) ทางชีวภาพในโครงการต่อไป 

 
ค ำหลัก: ฤทธิ์ทางชีวภาพ  ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส   

ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส  ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม   
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ  เชื้อรา  พรุโต๊ะแดง  ดินอินทรีย์ 
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ค ำอธิบำยสัญลักษณ์และค ำย่อที่ใช้ในกำรวิจัย 
 
µl = Microliter 
AChE = Acetylcholinesterase 
BE = Broth ethyl acetate 
BSA  = Bovine serum albumin 
BT = Broth 
CE = Cell ethyl acetate 
CH = Cell hexane 
DMSO = Dimethyl sulfoxide 
EtOAc = Ethyl acetate 
IC50 = The half-maximal inhibitory concentration 
LPS  = Lipopolysaccharide (LPS) 
M = Molar 
MCF-7 = Human breast adenocarcinoma 
MeOH = Methanol 
ml = Milliliter 
Na2HPO4 = Disodium hydrogen phosphate, 
NaH2PO4.H2O = Sodium dihydrogen phosphate monohydrate, 
NaN3 = Sodium azide 
PDB = Potato Dextrose Broth (อาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อราซึ่งเตรียมมาจากมันฝรั่ง) 
SRB  = Sulphorhodamine B assay 
TLC = Thin layer chromatography 
U = Unit 
UV-Vis  = Ultraviolet Visible (UV-Vis) Spectroscopy,  
Vi  = Initial velocity (อัตราเร็วเริ่มต้น) 
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บทน ำ 
 

สืบเนื่องจากสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ได้มีพระราชด าริให้ท าการศึกษา 
จุลินทรีย์ทนกรดในพ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส เพ่ือให้ทราบชนิดของจุลินทรีย์ที่ทนต่อสภาพความเป็นกรดจัด 
ซึ่งอาจสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ท้ังในด้านการเกษตรและด้านการแพทย์ 
 

ทางกรมพัฒนาที่ดินได้ท าการแยก คัดเลือก และศึกษากิจกรรมจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อย 
สลายสารอินทรีย์ และจุลินทรีย์ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ในระดับห้องปฏิบัติการแล้ว และอยู่ ระหว่าง
การศึกษาในโรงเรือนกระจกและภาคสนาม เพ่ือพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ต่อไป 
 

ทั้งนี้ทางคณะผู้วิจัย ได้น าเชื้อจุลินทรีย์ที่น่าสนใจ มาเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจ านวน และน าสารสกัดท่ี
ได ้ อย่างน้อย 40 ตัวอย่าง มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้น โดยฤทธิ์ทางชีวภาพที่ศึกษา จะเป็นฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่น่าสนใจ 5 อย่าง ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ฤทธิ์ต้าน
เอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง และฤทธิ์ต้านการอักเสบ ซึ่งการศึกษาใน
ครั้งนี้ เป็นการศึกษาเพ่ือน าจุลินทรีย์มาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยอาจเป็นแหล่งผลิตสารที่สามารถน าไปพัฒนา 
เป็นยาใหม่ ต่อไปในอนาคตได้ 
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วัตถุประสงค ์
 
1. เพ่ือสนองพระราชด าริให้ท าการศึกษาจุลินทรีย์ทนกรดในพ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส 
2. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นที่น่าสนใจ 5 อย่าง ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านเอนไซม์

แอลฟากลูโคซิเดส ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ และ ฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ ของจุลินทรีย์ในดินเปรี้ยวและดินอินทรีย์ในพ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส 

3. เพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนการน าใช้จุลินทรีย์ในดินเปรี้ยวและดินอินทรีย์ในพ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส  
ในการน าไปใช้ให้เกิดประโยชน์ทั้งทางการแพทย์หรือการต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ 

4. เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมูลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของจุลินทรีย์ในดินเปรี้ยวและดินอินทรีย์ ในพ้ืนที่พรุ 
จังหวัดนราธิวาส 

5. เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนายาหรือเวชส าอางจากจุลินทรีย์ในดินเปรี้ยวและดินอินทรีย์ ในพ้ืนที่พรุ 
จังหวัดนราธิวาส 
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การทบทวนวรรณกรรม 
 
ในงานวิจัยชิ้นนี้เป็นการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นที่น่าสนใจ 5 อย่าง ได้แก่ ฤทธิ์ต้าน

เอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส ฤทธิ์ความ
เป็นพิษต่อเซลล์ และ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ของสารสกัดอย่างน้อย 100 ตัวอย่าง จากจุลินทรีย์ในดินอินทรีย์ใน
พ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส โดยมุ่งเน้นหาสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส ซึ่งหาได้ยาก และฤทธิ์ต้าน
เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ซึ่งสามารถน ามาพัฒนาเป็นยาต้นแบบส าหรับผู้ป่วยเบาหวาน ที่มีจ านวนสูงขึ้น
ตลอดเวลา 

 
การศึกษาฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส (Study on anti-tyrosinase activity) 

 

Melanin เป็น pigment ที่ส าคัญ พบใน แบคทีเรีย รา พืช สัตว์ และคน ถูกหลั่งโดยเซลล ์
melanocyte ในชั้นใต้ผิวหนัง ท าหน้าที่ปกป้องผิวจากรังสี UV โดยดูดกลืนแสง UV เอาไว้ ไม่ให้ท าลาย 
ผิวหนัง สีของ pigment ที่พบมีตั้งแต่สีเหลืองจนถึงสีด า ขึ้นกับปริมาณ และการกระจาย ของ melanin โดยที ่
melanin นั้นถูกสร้างโดยกระบวนการ melanogenesis ด้วย enzyme tyrosinase ซึ่งจะท าให้เกิดปฏิกิริยา 
oxidation ขึ้น เปลี่ยนสารตั้งต้นคือ amino acid tyrosine ไปเป็นสารตัวกลาง ที่จะเปลี่ยนไปเป็น melanin 
ต่อไป หากกระบวนการ melanogenesis เกิดมากเกินไป จะท าให้เกิดภาวะ hyperpigment น าไปสู่ความ 
ผิดปกติ เช่น ฝ้า กระ มะเร็งผิวหนัง ซึ่งการรักษาหรือแก้ไขภาวะผิดปกติ ที่เกิดจากการสร้าง melanin มาก
เกินไปนี้ ท าได้โดยการยับยั้งการสร้าง melanin ผ่านการยับยั้ง การท างานของเอนไซม์ tyrosinase ซึ่งมี 
บทบาทความส าคัญในกระบวนการสร้าง melanin และการยับยั้งเอนไซม์นี้ยังสามารถประยุกต์ใช้เป็น 
whitening agent ในด้านความสวยความงาม ส่วนในทางการเกษตร อาจน าไปประยุกต์ใช้ในการเพ่ิม 
คุณภาพผลิตผลทางการเกษตร ในการป้องกันการเกิดรอยคล้ า (browning) ของพืช ผัก ผลไม้ จากการถูก 
กระแทกได้ ซึ่งในปัจจุบันได้มีการศึกษาเพ่ือหา สารที่มีฤทธิ์ในการต้านเอนไซม์ tyrosinase (tyrosinase 
inhibitor) โดยส่วนใหญ่จะสกัดสารจากแหล่งธรรมชาติ เช่น พืช และจุลินทรีย์ต่างๆ หรือ สังเคราะห์สารใหม่ 
ขึ้นมา 

Tyrosinase inhibitor ซึ่งเป็นที่รู้จักกันดีและมีการน ามาใช้กันอย่างแพร่หลาย เช่น kojic acid และ 
arbutin โดยทั้ง 2 ชนิดนี้เป็นสารที่ได้มาจากธรรมชาติ ซึ่งมีการน ามาใช้เป็นส่วนผสมของผลิตภัณฑ์ เครื่อง 
ส าอาง เพ่ือผิวขาวและใช้เป็น positive control ในการทดสอบฤทธิ์การต้านเอนไซม์ tyrosinase (Kim and 
Uyama, 2005) สารทั้ง 2 ชนิดนี้เป็นสารที่ได้จากธรรมชาติ โดย kojic acid เป็นสารที่ได้จากเชื้อรา และ
น ามาใช้ในเวชส าอาง (Bentley, 2006) ในปัจจุบันมีการค้นคว้า วิจัยหาสารที่เป็น tyrosinase inhibitor กัน
มากขึ้นเพ่ือหาสารที่มีประสิทธิภาพที่ดี ปลอดภัยและสามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้ ส าหรับประเทศไทย
เครื่องส าอาง หรือยาที่มีคุณสมบัติเป็น whitening agent นั้น เป็นที่ต้องการของตลาดเป็นอย่างมาก ซึ่งสารที่
เป็น whitening agent ที่ปลอดภัย และมีคุณภาพดีนั้นมีอยู่ไม่กี่ชนิด ทั้งยังมีราคาแพงอีกด้วย ท าให้มีความ
สนใจที่จะศึกษาวิจัยหาสารที่เป็น tyrosinase inhibitor จากจุลินทรีย์ในดินเปรี้ยวและดินอินทรีย์ ในพ้ืนที่พรุ 
จังหวัดนราธิวาส ในการน าไปใช้ให้เกิดประโยชน์ทั้งทางการแพทย์หรือการต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ 

เนื่องจากในประเทศของเรานั้น มีสมุนไพรอยู่เป็นจ านวนมาก และมีเพียงบางชนิดเท่านั้น ที่ได้ 
ทดสอบฤทธิ์นี้แล้ว เช่น ปวกหาด (Tengamnuay et al., 2006) ซึ่งพบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ 
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tyrosinase ที่ดี โดยการทดสอบฤทธิ์นี้ในสมุนไพรไทยหรือจุลินทรีย์ จะท าให้เกิดองค์ความรู้ใหม่ๆ ขึ้น และ
หากพบสารที่มีฤทธิ์น่าสนใจ ก็สามารถน าไปพัฒนาประยุกต์ใช้ ต่อไปได้ 

 
งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
Melanin เป็นสารสีชนิดหนึ่งที่พบได้มาก สามารถพบได้ในพวกแบคทีเรีย รา พืช และสัตว์ เป็น 

heterogenous polyphenol-like biopolymer โครงสร้างเป็นสารประกอบมีสีตั้งแต่ สีเหลือง จนถึงสีด า 
ชนิดและปริมาณของ melanin ที่ถูกสร้างจากเซลล์ melanocyte ซึ่งกระจายรอบ ๆ เซลล์ keratinocyte จะ
เป็นตัวก าหนดสีที่แท้จริงของผิวหนัง ลักษณะลายของม้าลาย ยีราฟและสัตว์ที่มีลายต่างๆ เกิดจากการที่เซลล์ 
melanocyte กระจายไม่สม่ าเสมอ เช่นเดียวกับสีผิว และสีผมของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ที่ข้ึนกับปัจจัย หลาย
อย่าง ซึ่งปัจจัยที่ส าคัญที่สุดคือ ปริมาณและการกระจายของ melanin โดยถูกสร้างจากเซลล์ melanocyte 
ซึ่งกระจายอยู่ในชั้น dermis ของผิวหนัง บทบาทของ melanin คือ ปกป้องผิว จากรังสี UV และก าจัดสาร
อนุมูลอิสระพวก reactive oxygen species การที่มีการสร้างหรือมีการสะสม melanin มากเกิน ไปจะท าให้
เกิดภาวะผิดปกติเช่น ฝ้า กระ มะเร็งผิวหนัง เป็นต้น การสร้าง melanin นั้น สร้างผ่านกระบวน การ 
oxidation โดยมี amino acid tyrosine เป็นสารตั้งต้น (Riley, 1993) 

 

Melanin มี 2 ชนิด คือ 
Eumelanin: สีด าหรือสีน้ าตาล 
Pheomelanin: สีเหลืองหรือสีแดง 

 
รูปที่ 1 Pathway of melanin biosynthesis in mammalian (Riley, 1993) 

 
Pathway ในการสังเคราะห์ eumelanin (ดังรูปที่ 1) 

แบ่งเป็น 2 phase คือ proximal และ distal phaseใน proximal phase จะเกิดปฏิกิริยา 
oxidation ของ tyrosine หรือ L-DOPA ไปเป็น o-dopaquinone โดยอาศัยเอนไซม์ tyrosinase ซ่ึง o-
dopaquinone ที่เกิดขึ้นนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไปได้ 2 ทาง คือ 

- เกิด intramolecular 1,4 addition คือ amino group ที่เป็น side chain ของ o-
dopaquinone เกิด cyclization เข้ากับวง benzene ได้เป็น leukodopachrome ซึ่งจะเปลี่ยนไปเป็น 
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dopachrome อย่างรวดเร็วโดยอาศัย o-dopaquinone ตัวอ่ืนๆช่วยในการเร่งปฏิกิริยา ซึ่ง o-
dopaquinone เหล่านี้จะถูก reduce กลับไปเป็น L-DOPA 

- อีกปฏิกิริยาหนึ่ง คือ o-dopaquinone จะเกิดปฏิกิริยา water addition ที่วง benzene ได้เป็น 
2,4,5-trihydroxyphenylalanine (TOPA) ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยา oxidation ไปเป็น p-topaquinone ซึ่งก็
อาศัย o-dopaquinone ตัวอ่ืนๆในการเกิดปฏิกิริยาเช่นเดียวกัน ซึ่ง p-topaquinone นี้จะเกิดปฏิกิริยาต่อไป 
จนได้เป็น dopachrome 

ส่วน distal phase นั้น จะเป็นขั้นตอนที่เก่ียวกับการเกิดปฏิกิริยาของ dopachrome ซึ่งได้จาก 
proximal phase โดยจะอาศัยเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์จนได้เป็น eumelanin 

 

Pathway ในการสังเคราะห์ pheomelanin  
เกิดจากสารที่มี thiol group เช่น glutathione และ cysteine จับกับ o-dopaquinone ได้เป็น 

cysteinyldopa หรือ glutathionyldopa ซึ่งจะเกิด cyclization และ polymerization ต่อไปจนได้เป็น 
pheomelanin (Riley, 1993) 

 
Tyrosinase หรืออาจเรียกว่า phenolase, monophenol oxidase, catechol oxidase เป็น

เอนไซม์ที่มี copper อยู่ พบทั่วไปในพืชและสัตว์ มีความส าคัญในกระบวนการสร้าง melanin โดยเร่ง
ปฏิกิริยา 2 อย่างคือ 

- hydroxylation ของ tyrosine ได้เป็น 3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
- oxidation ของ 3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) ไปเป็น o-dopaquinone 
 

ในอุตสาหกรรมอาหาร tyrosinase เป็นเอนไซม์ที่มีผลต่อการเร่งปฏิกิริยา oxidation ของสาร กลุ่ม 
phenolic ในผักผลไม้ไปเป็นสารกลุ่ม quinones เมื่อเซลล์ของพืชถูกท าลาย ท าให้ผัก ผลไม้เกิด เป็นรอยช้ าสี
คล้ าและมีกลิ่น ท าให้เสียคุณค่าทางอาหารและเสียมูลค่าทางการค้า นอกจากนี้ tyrosinase ยังมีความส าคัญ
ในการเจริญเติบโตของแมลง ช่วยในเรื่องการพรางตัว การสร้างเปลือกแข็ง ของแมลง การหายของแผลและ
การสร้างแคปซูลของพวกแบคทีเรีย (Kim and Uyama, 2005) 

 

วิธีวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ tyrosinase ในปัจจุบันมีหลายวิธีอาทิ เช่น การวัดการใช ้
ออกซิเจนขณะเกิดปฏิกิริยา oxidation ของ enzyme tyrosinase การจับเวลาที่ใช้ใน การกระตุ้นปฏิกิริยา 
โดยจ ากัดปริมาณ enzyme tyrosinase แต่วิธีที่นิยมใช้ในการทดสอบคือ spectrophotometry ซึ่งเป็นการ
ประเมินการท างานของเอนไซม์ tyrosinase ที่เหลืออยู่จากการวัดปริมาณ ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นคือ 
dopachrome ซึ่งค่าจากการทดลองจะถูกค านวณและแสดงเป็น tyrosinase inhibition (%) (Sasaki and 
Yoshizaki, 2002) หรือ tyrosinase activity (%) (Lee et al., 2002) ซ่ึงมีหลักการทดลองเช่นเดียวกัน 
เพียงแต่ค านวณต่างกัน ดังนี้ 

 

Tyrosinase inhibition (%) 
แสดงค่าเป็น % ของเอนไซม์ tyrosinase ที่ถูกยับยั้งการท างาน ซึ่งค านวณจากปริมาณของเอนไซม์

ที่เหลือที่สามารถท างานได้อยู่ โดยวัดจากปริมาณ dopachrome ที่เกิดขึ้นซึ่งเป็น product จากการ 
เกิดปฏิกิริยาของ L-DOPA หรือ L-tyrosine และมีเอนไซม์ tyrosinase เร่งปฏิกิริยา ดังนั้นหากสารที่น ามา
ทดสอบมีฤทธิ์ที่ดีในการยับยั้งเอนไซม์ จะพบว่า dopachrome ก็จะเกิดขึ้นน้อย ซึ่งวัดได้จากค่าการดูดกลืน
แสง เมื่อค านวณเป็น % inhibition จะได้ค่า % ที่สูง 
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Tyrosinase activity (%) 
 

แสดงค่าเป็น % ของเอนไซม์ tyrosinase ที่ยังมี activity อยู่ หากสารที่น ามาทดสอบมีฤทธิ์ที่ดี ใน
การยับยั้งเอนไซม์ ค่า tyrosinase activity (%) ที่ได้จะมีค่าน้อย ซึ่งหลักการทดสอบคล้ายกันกับการทดสอบ
เพ่ือหาค่า tyrosinase inhibition (%) 

 
จากการทบทวนวรรณกรรม พบว่ามีรายงานสารที่แยกได้จากเชื้อราและมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ 

ไทโรซิเนส ดังแสดงในตารางที่ 1 และโครงสร้างของสารดังกล่าวแสดงในรูปที่ 2 
 
 

ตารางท่ี 1 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ได้จากเชื้อรา 
Fungus Compound IC50 (µM)* Reference 
Rhizopus stolonifer 6ß-Hydroxytibolone [1] 7.45 Choudhary et 

al., 2010 
 

∆4-Tibolone [2] 8.19 
Fusarium oxysporum 11α, 15ß -Dihydroxytibolone [3] 5.12 

11α, 15ß -Dihydroxy-∆5-tibolone [4] 7.10 
Phellinus linteus Protocatechualdehyde [5] 32.23 Kang et al., 

2004 
Phallus indusiatus 5-(Hydroxymethyl)-2-furfural [6] 45.0 Sharma et al., 

2004 
Paecilomyces gunnii Paecilomycones A [7] 0.11 Lu et al., 2014 

Paecilomycones B [8] 0.17 
Paecilomycones C [9] 0.14 

Metarhizium sp. 2-Hydroxytyrosol [10] 13.0 Uchida et al., 
2014 

* IC50 = The half-maximal inhibitory concentration 
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รูปที่ 2 โครงสร้างของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทซิเนสที่แยกได้จากเชื้อรา 
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การศึกษาฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส (Study on anti-- glucosidase activity) 
 

ปัจจุบันโรคเบาหวานถือเป็นปัญหาสุขภาพ ที่มีความส าคัญและมีอุบัติการณ์การเกิดโรคในทิศทางท่ี
เพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ ในปี พ.ศ. 2556 มีผู้เป็นเบาหวานทั่วโลกทั้งสิ้น 382 ล้านคน โดยมีประเทศจีน มาเป็น
อันดับหนึ่ง ตามด้วยอินเดียและสหรัฐอเมริกา เป็นอันดับ 2 และ 3 ตามล าดับ สาหรับประเทศไทย มีผู้เป็น
เบาหวานแล้วกว่า 3.5 ล้านคน และคาดว่าหากไม่มีการด าเนินการใดๆ ในปี พ.ศ. 2573 ผู้ป่วย เบาหวานจะ
เพ่ิมมากข้ึนเป็น 552 ล้านคน ดังนั้นโรคนี้จึงถือได้ว่าเป็นความเจ็บป่วยเรื้อรังอันดับต้นๆ ของประเทศ จึงมี
ความจ าเป็นในการคิดค้น และพัฒนาแนวทางการรักษาอย่างต่อเนื่อง เพ่ือลดความรุนแรง ของโรค และอัตรา
การเกิดผู้ป่วยโรคเบาหวาน (IDF, 2013) 

 

โรคเบาหวานเป็นภาวะเรื้อรังของการมีระดับน้ าตาลในเลือดสูง ซึ่งเกิดจากความบกพร่องของ 
ร่างกาย การผลิตฮอร์โมนอินซูลินหรือของการท างานของฮอร์โมนอินซูลินหรือทั้งสองกรณี โดยสาเหตุที่ ท าให้
เกิดอาการโรคเบาหวาน เกิดขึ้นเนื่องจากการที่ร่างกายไม่สามารถใช้น้ าตาลได้อย่างเหมาะสม ซึ่งโดย ปกติ
น้ าตาลจะเข้าสู่เซลล์ร่างกายเพ่ือใช้เป็นพลังงานภายใต้การควบคุมของฮอร์โมนอินซูลิน ซึ่งผู้ที่เป็นโรค 
เบาหวานร่างกายจะไม่สามารถน าน้ าตาลไปใช้งานได้อย่างมีประสิทธิภาพ ผลที่เกิดขึ้นท าให้ระดับน้ าตาลใน 
เลือดสูงขึ้น ในระยะยาวจะมีผลในการท าลายหลอดเลือด หากไม่ได้รับการรักษาอย่างเหมาะสม อาจน าไปสู่ 
สภาวะแทรกซ้อนที่รุนแรงได้ 

 

ยาที่ใช้เพื่อควบคุมระดับน้ าตาลในเลือดของผู้ป่วยเบาหวานในปัจจุบันมีหลายชนิด จ าแนก ตาม
กลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกัน โดยกลไกหนึ่งที่ส าคัญเกี่ยวข้องกับเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส (alpha-
glucosidase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีอยู่ในร่างกายผลิตจากตับอ่อนท าหน้าที่ ในการย่อยน้ าตาลโมเลกุลใหญ่ ให้
เป็นโมเลกุลเดี่ยว เพ่ือให้ร่างกายสามารถดูดซึมน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวนี้เข้าสู่กระแสเลือดได้ ดังนั้นจึงมีการ 
คิดค้นยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ alpha-glucosidase ที่ผนังล าไส้ ท าให้การดูดซึมกลูโคสจากทางเดิน 
อาหารเกิดขึ้นช้าลง ยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ acarbose, voglibose และ miglitol เป็นต้น ดังนั้นจึงมีความ 
พยายามในการคิดค้นหาสารอ่ืนๆที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ alpha-glucosidase เพ่ือควบคุมระดับน้ าตาล
ในเลือดและพัฒนายาในกลุ่มนี้ต่อไป โดยเฉพาะสารที่ได้จากธรรมชาติโดยแหล่งของสารส าคัญ ทางยาอาจมา
จากพืชสมุนไพร สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ตลอดจนจากเชื้อจุลินทรีย์ เช่น เชื้อรา ซึ่งมีรายงานการค้นพบสารที่แยกได้จาก
เชื้อราหลายชนิดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ alpha-glucosidase ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางท่ี 2  สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสที่ได้จากเชื้อรา 
No. Scientific name Compound name IC50 Reference 
1 Aspergillus aculeatus Aspergillusol A 465±2 µM Ingavat et al., 

2009 
2 Aspergillus sp. 16-5B 1H-2-benzopyran-1-one, 3,4-

dihydro-4,6,8-trihydroxy-3-
methoxy-3,7-dimethyl- 

90.4±2.9 µM 
Liu et al., 
2015b 

Aspergifuranone 9.05±0.60 µM 
Pestaphthalides A 69.6±3.5 µM 

3 Aspergillus terreus 
 

AspernolidesA 175.18±5.95 µM Dewi et al., 
2014 Butyrolactone I 52.17±5.68 µM 

Butyrolactone II 96.01±3.70 µM 
Butyrolactone I  4′,4′′-
triacetate 

84.18±8.98 µM 

4 Epicoccum sp. HS-1 11-deoxydiaporthein A 11.9±0.4 µM Xia et al., 
2015b Isopimarane diterpene 4.6±0.1 µM 

5 Ganoderma 
eucocontextum 

Ganoderone A 13.7±2.3 µM Wang et al., 
2015 Ganoleuconin E 12.7±2.1 µM 

Ganoleuconin M 13.6±3.1 µM 
Ganoleuconin N 2.5±0.7 µM 
Ganoleuconin P 5.9±2.2 µM 

6 Ganoderma lucidum Ganoderol B 48.5±6.2 µg/ml Fatmawati et 
al., 2011 

7 Inonotus obliquus 3ß-hydroxycinnamolide 3.39±0.07 mM Ying et al., 
2014 Inotolactones A 0.24±0.01 mM 

Inotolactones B 0.24±0.01 mM 
8 Nectria sp. HN001 Citreoisocoumarinol 392.5±1.7 µM Cui et al., 2016 

Citreoisocoumarin 538.7±4.3 µM 
Epicitreoisocoumarinol 343.7±1.0 µM 
Nectriacids A 121.8±0.4 µM 
Nectriacids B 23.5±0.3 µM 
Nectriacids C 42.3±0.2 µM 

9 Penicillium 
chermesinum 

3-hydroxy-6′-O-
desmethylterphenyllin 

4.9 µM Huang et al., 
2011 

3,3′′-dihydroxy-6′-O-
desmethylterphenyllin 

2.9 µM 

6′-O-desmethylterphenyllin 0.9 µM 
Chermesinones A 24.5 µM 
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ตารางท่ี 2  สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสที่ได้จากเชื้อรา (ต่อ) 
 

 
 
การศึกษาฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส 
(Study on anti-acetylcholinesterase activity) 

 

ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิติลโคลินเอสเตอเรส เกี่ยวข้องกับโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s Disease 
(AD)) หรือ Dementia of Alzheimer’s type (DAT) เป็นโรคที่ท าให้เกิดกลุ่มอาการทางสมองเสื่อมใน
ผู้สูงอายุที่พบบ่อยที่สุดในโลกทางตะวันตก ในประเทศสหรัฐอเมริกา ประมาณว่ามีผู้ป่วยเป็นโรคนี้กว่า 3-4 
ล้านคน ในประเทศไทยมีผู้ป่วยโรคนี้ ประมาณ 2-4 % ของผู้ที่มีอายุมากกว่า 60 ปี ยิ่งอายุมากข้ึนก็จะพบ
ผู้ป่วยด้วยโรคนี้มากขึ้น กล่าวคือ จะพบเพ่ิมข้ึน 2 เท่าทุก 5 ปี หลังอายุ 60 ปี โรคนี้นับวันจะเป็นปัญหา
เพ่ิมข้ึน โรคอัลไซเมอร์ เกิดจากการเสื่อมของเซลล์สมองทุกส่วน เป็นแล้วไม่มีวันหาย ผู้ป่วยจะไม่สามารถ
ควบคุมอารมณ์ตัวเอง ไม่สามารถแยกถูกผิด มีปัญหาในเรื่องการใช้ภาษา การประสานงานของกล้ามเนื้อเสียไป 
ความจ าเสื่อม ในระยะท้ายของโรคจะสูญเสียความจ าทั้งหมด 

 

ส าหรับยาแผนปัจจุบัน ที่ใช้ในการรักษาโรคอัลไซเมอร์ ได้แก่ Donepezil, Galantamine, 
Rivastigmine, Tacrine และ Memantine ซึ่งการออกฤทธิ์ของยาส่วนใหญ่มักจะไปเพ่ิมสาร acetylcholine 
หรือยับยั้งเอนไซม์ acetylcholinesterase ในสมอง ส าหรับอาการข้างเคียงที่พบได้แก่ คลื่นไส้ อาเจียน ปวด
ศีรษะ ปวดท้อง ท้องผูก ท าให้ตับและไตท างานผิดปกติ ดังนั้นผู้ป่วยที่ได้รับยา จะต้องตรวจวัด การท างานของ
ตับและไต นอกจากนี้มีผลิตภัณฑ์เสริมอาหารบางประเภท ที่น ามาใช้ในโรคนี้ เช่น สารสกัด จากใบแปะก๊วย 
น้ ามันปลา และ Lecithin เป็นต้น ซึ่งกลไกการออกฤทธิ์ของอาหารเสริมเหล่านี้ ได้แก่ การเพ่ิมเลือดไปเลี้ยง
สมองเพ่ิมสารโคลินเข้าสู่สมองเพ่ือใช้ผลิตสารสื่อประสาทในสมอง เป็นต้น (website: www.siamhealth.net;  
www.pharmacy.cmu.ac.th)  

ดังนั้นหากสารสกัดผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ เช่น จากสมุนไพรหรือเชื้อจุลินทรีย์ใด ช่วยยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase ได้ ก็สามารถ ลดความเสี่ยงในการเกิดโรคอัลไซเมอร์ได้ 
การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ในจุลินทรีย์ในดินเปรี้ยวและดินอินทรีย์ ในพ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส ก็จะเป็น
หนทางหนึ่งในการแสวงหายา หรืออาหารเสริม ที่ใช้ในการป้องกันโรคอัลไซเมอร์ได้ 

 
 

No. Scientific name Compound name IC50 Reference 
10 Penicillium 

pinophilum   
(±)-penifupyrone 14.4±0.5 µM Liu et al., 2015c 
6′-methyl-[1,1′-biphenyl]-
3,3′,4′,5-tetraol 

2.2±0.1 µM 

Pinazaphilones A 81.7±0.5 µM Liu et al., 2015c 
Pinazaphilones B 28.0±0.2 µM 
Sch1385568 16.6±0.5 µM 

11 Penicillium sp. F70614 Diketopiperazine  35 µg/ml Kwon et al., 2000 
12 Xylaria sp. BL321 07H239-A 6.54 µM Song et al., 2012b 

http://www.siamhealth.net/
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การศึกษาฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง (Study on cytotoxicity in cancer cells) 
 

ในปัจจุบันมะเร็งกลายเป็นโรคร้ายที่คุกคามคุณภาพชีวิตของผู้คนทั้งในประเทศและนอกประเทศ
ทั่วโลกเป็นจ านวนมาก ข้อมูลจาก Global cancer statistics 2008 ได้เปิดเผยตัวเลขของผู้ป่วยมะเร็งจ านวน 
12.7 ล้านคนทั่วโลก และมีผู้ที่ต้องเสียชีวิตจากโรคมะเร็งจ านวน 7.6 ล้านคน พบว่าในเพศหญิงมีอุบัติการณ์ 
เกิดโรคมะเร็งเต้านมมากที่สุด และโรคมะเร็งปอดพบมากที่สุดในเพศชาย จากการส ารวจของสถาบันมะเร็ง 
แห่งชาติในประเทศไทย ตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2542-2552 เป็นระยะเวลา 10 ปี แสดงให้เห็นถึงอุบัติการณ์ เกิด
โรคมะเร็งในคนไทย ซึ่งมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อย ๆ และในปี พ.ศ. 2553 สถิติการเกิดโรคมะเร็งใน ประชากร
ไทยเพ่ิมข้ึนจากปี พ.ศ. 2552 ร้อยละ 1.2 โดยประชากรในภาคกลางมีอุบัติการณ์เกิดโรค มะเร็งสูงสุด (51.6 
%) กรุงเทพมหานครฯ (24 %) ภาคอีสาน (10.3 %) ภาคเหนือ (9.6 %) และภาคใต้ (4.5 %) ตามล าดับ 
(Attasara, 2009) 

 

มะเร็ง คือ กลุ่มโรคที่เกิดเนื่องจากเซลล์ของร่างกายมีความผิดปกติ ที่ DNA หรือสารพันธุกรรม 
ส่งผลให้เซลล์มีการเจริญเติบโต มีการแบ่งตัวเพื่อเพ่ิมจ านวนเซลล์ รวดเร็ว และมากกว่าปกติ (National 
Cancer Institute, 2012) ซึ่งในเซลล์ปกติกระบวนการเพ่ิมจ านวนเซลล์ประกอบไปด้วย 3 กระบวนการย่อย 
คือ กระบวนการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell growth) กระบวนการแบ่งโครโมโซม (chromosome 
replication) กระบวนการแบ่งเซลล์ (cell division) กระบวนการทั้งหมดนี้รวมเรียกว่า วงจรชีวิตของเซลล์ 
หรือ cell cycle โดยปกติกระบวนการเหล่านี้จะอยู่ในภาวะที่สมดุลกัน และด าเนินไปด้วยกันอย่างเป็นระบบ 
(วรชัย รัตนธราธร, 2541) แต่ในกรณีของมะเร็งนั้นเกิดจากวงจรชีวิตของเซลล์ที่ผิดปกติ ท าให้เกิดการเจริญ 
เติบโตของเซลล์ที่มากผิดปกติ 

 

ปัจจุบันสาเหตุของการเกิดมะเร็งนั้นมีมากมาย และอาการแสดงของโรคมะเร็งนั้นมีความ 
แตกต่างกันออกไปขึ้นอยู่กับจุดก าเนิดโรค แต่มีบางอาการที่สามารถตรวจพบได้ทั่วไปเช่น น าหนักลดลง โดยไม่
ทราบสาเหตุ มีไข้ อ่อนเพลีย คล าพบก้อนและมีอาการปวด เป็นต้น การรักษามะเร็งนั้นส่วนใหญ่ จะใช้วิธี
ผ่าตัดน าก้อนมะเร็งออกให้มากท่ีสุด แต่ในกรณีท่ีเซลล์มะเร็งนั้นได้แพร่กระจายไปทั่วร่างกาย การรักษาจึงท า
ได้เพียงบรรเทาอาการแทรกซ้อนที่เกิดจากโรคเท่านั้น นอกเหนือจากการผ่าตัดน าก้อน มะเร็งออกแล้วนั้น ยังมี
วิธีการอ่ืนที่ใช้ในการรักษามะเร็ง เช่น การใช้รังสีรักษา เคมีบ าบัด ฮอร์โมนบ าบัด ภูมิคุ้มกันบ าบัด เป็นต้น แต่
ทั้งนี้ผลการรักษามะเร็งจะประสบผลส าเร็จมากน้อยเพียงใด ก็ข้ึนอยู่กับสภาพ ร่างกายของผู้ป่วยเป็นหลัก    
(สุรเกียรติ อาชานุภาพ, 2551) 

 

จากปัญหาโรคมะเร็งดังที่ได้กล่าวมาข้างต้น ท าให้คณะผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ความเป็นพิษ 
ต่อเซลล์มะเร็งที่ได้จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ โดยในภูมิปัญญาแพทย์แผนไทยมีประวัติการใช้สมุนไพรในการ 
รักษาโรคมะเร็งมายาวนาน ด้วยคุณสมบัติที่หลากหลากและองค์ประกอบทางเคมีจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ ท า
ให้เกิดการศึกษาค้นคว้า เพ่ือพัฒนาสารจากธรรมชาติมาใช้เป็นยารักษาโรค (Liu et al., 2009) ส าหรับ
ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ ที่ได้มีการศึกษาค้นคว้าโดยสถาบันมะเร็งแห่งชาติ ประเทศสหรัฐอเมริกา เพ่ือพัฒนา
เป็นยาต้านมะเร็งนั้นพบว่า พืชกว่า 35,000 สายพันธุ์ จาก 20 ประเทศท่ัวโลก ได้ถูกน ามา ทดสอบเพ่ือหาฤทธิ์
ต้านเซลล์มะเร็งและยังพบว่าในปี 1983-1994 ยาต้านมะเร็งที่มีการผลิตอยู่นั้นร้อยละ 60 มีต้นก าเนิดมาจาก
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ ซึ่งยาดังกล่าวได้ผ่านกระบวนการศึกษาค้นคว้า ปรับปรุงและพัฒนา จนเป็นยาต้านมะเร็ง 
ด้วยกระบวนการสังเคราะห์และก่ึงสังเคราะห์ การด าเนินการดังกล่าวนั้นมีรูปแบบ การพัฒนาโดยตั้งยึดสาร
จากธรรมชาติเป็นต้นแบบ (Shoeb, 2006)  
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ดังนั้นการศึกษาฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง ของจุลินทรีย์ในดินเปรี้ยวและดินอินทรีย์ ใน
พ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส จึงมีความน่าสนใจอย่างยิ่ง เพ่ือหาทางเลือกในการป้องกันหรือรักษามะเร็ง ซึ่งเป็น
คุกคามที่น่ากลัวในปัจจุบัน 

 
การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Study on anti-inflammatory activity) 

 

ส าหรับการอักเสบนั้น มีกลไกการเกิดการอักเสบจากการที่ activated macrophages และ 
eosinophils หลั่ง reactive oxygen species เช่น O2

, H2O2, HOCl, NO, และ OH ซ่ึง oxygen species 
เหล่านี้จะกระตุ้นให้ macrophages และ eosinophils เคลื่อนที่ไปยังบริเวณท่ีเกิดการอักเสบ แล้วกระตุ้นให้ 
มีการหลั่ง cytokines และกระตุ้นการท างานของ complements ที่ใช้ในการท าลายสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ 
ร่างกาย มีรายงานว่า reactive oxygens radicals เหล่านี้เหนี่ยวน าให้เนื้อเยื่อถูกท าลาย และมีบทบาทส าคัญ 
ในการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคต่างๆ เช่น โรคหัวใจ โรคมะเร็ง โรคตับ โรคไขข้ออักเสบ และ โรคชรา เป็นต้น ใน
การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ จะใช้การตรวจวัดหาปริมาณ nitric oxide ที่ macrophage สร้างข้ึน โดยการ
ตรวจวัดด้วยเทคนิค UV-Visible spectrophotometry  

 

ดังนั้นการวิจัยหาสารส าคัญจากสารสกัดจากธรรมชาติ หรือจากสมุนไพร ที่สามารถยับยั้งการ 
เกิด nitric oxide ซึ่งเป็นตัวการในการเกิดการอักเสบ จึงเป็นหนทางหนึ่งในการค้นคว้าหาสารส าคัญ ที่
สามารถรักษาและป้องกัน ไม่ให้เกิดโรคต่างๆ ดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้น โดยไม่เกิดอาการข้างเคียง หรือเกิด
อาการข้างเคียงน้อยที่สุด 

 
ศูนย์วิจัยและศึกษาธรรมชาติป่าพรุสิรินธร จังหวัดนราธิวาส (รูปที่ 3) 

 

 
รูปที่ 3 ศูนย์วิจัยและศึกษาธรรมชาติป่าพรุสิรินธร จังหวัดนราธิวาส 

ที่มา: https://www.google.com/search?q=ศูนย์วิจัยและศึกษาธรรมชาติป่า
พรุสิรินธร (สืบค้นวันที่ 16 พฤศจิกายน 2564) 

 

https://www.google.com/search?q=ศูนย์วิจัยและศึกษาธรรมชาติป่าพรุสิรินธร
https://www.google.com/search?q=ศูนย์วิจัยและศึกษาธรรมชาติป่าพรุสิรินธร
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ศูนย์วิจัยและศึกษาธรรมชาติป่าพรุสิรินธร หรือ ป่าพรุโต๊ะแดง เป็นป่าพรุที่มีเนื้อท่ีและอุดม
สมบรูณ์มากที่สุดที่ยังเหลืออยู่ในประเทศไทย ตั้งอยู่ ในอ าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส ป่าพรุแห่งนี้ถือ 
เป็นผืนสุดท้ายของภาคใต้ทีมีความอุดมสมบูรณ์ธรรมชาติร่มรื่น มีลักษณะเด่นที่ส าคัญ คือ ความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม ความหลากหลายของพันธุ์พืชและสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ในป่าดงดิบที่มีน้ าท่วมขังตลอดปี อุดม
สมบูรณ์ไปด้วยสัตว์ป่าและพรรณไม้ โดยมีล าน้ าส าคัญหลายสายไหลผ่าน ได้แก่ คลองสุไหงปาดี แม่น้ าบางนรา 
และคลองโต๊ะแดง อันเป็นที่มาของชื่อป่านั่นเอง เป็นป่าพรุที่สมเด็จพระกนิษฐาธิราชเจ้าฯ ทรงสนพระทัยและ
ทรงงานวิจัยป่าพรุด้วยพระองค์เอง โดยเสด็จมาทรงงานยังป่าพรุโต๊ะแดงหลายครั้ง จนคนนราธิวาสยกป่าพรุ
โต๊ะแดงให้เป็นของสมเด็จพระกนิษฐาธิราชเจ้าฯ และเรียกป่าพรุแห่งนี้ว่า “ป่าพรุสิรินธร” 

 

ศูนย์วิจัยและศึกษาธรรมชาติป่าพรุสิรินธรเป็นส่วนหนึ่งของป่าพรุโต๊ะแดง ป่าพรุแห่งสุดท้ายของ
ประเทศไทย ซึ่งครอบคลุมพ้ืนที่ของ 3 อ าเภอ คือ อ าเภอตากใบ อ าเภอสุไหงโกลก และอ าเภอสุไหงปาดี มี
พ้ืนที่ประมาณ 120,000 ไร่ แต่ส่วนที่สมบูรณ์โดยประมาณมีเพียง 50,000 ไร่ เป็นป่าที่ยังคงความอุดมสมบูรณ์
ด้วยสัตว์ป่าและพันธุ์ไม้นานาพรรณ และยังมีสัตว์ป่าที่พบหลายชนิด เช่น ค่าง ชะมด หมูป่า หมีขอ แมวป่าหัว
แบน ซึ่งเป็นสัตว์ป่าคุ้มครองที่หายากชนิดหนึ่งของไทย 

 

ความอุดมสมบูรณ์ของพ้ืนที่ป่าพรุโต๊ะแดง จึงเป็นแหล่งที่น่าสนใจในการศึกษาเชื้อราดินที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่ดี และความหลากหลายของสายพันธุ์เชื้อราดินชนิดใหม่ๆท่ีอาจจะพบได้ เพ่ือเป็นข้อมูลในการพัฒนา
งานวิจัยที่เกี่ยวกับผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติที่มีประโยชน์ต่อมนุษย์ ตลอดจนการวิจัยหาสารต้นแบบ (lead 
compound) ใหม่ๆ เพ่ือน ามาเป็นสารตั้งต้นในการพัฒนายาต่างๆ ต่อไป 
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ระเบียบวิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

1) เตรียมสำรสกัดจำกเชื้อรำ 
เชื้อราที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศ.ดร. เสาวลักษณ์ พงษ์ไพจิตร ภาควิชา

จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เป็นผู้แยกเชื้อและพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อรา ซ่ึง
เป็นเชื้อราที่ได้จากดินอินทรีย์ในพื้นที่พรุจังหวัดนราธิวาส โดยเชื้อราที่สนใจ จะส่งไปจ าแนกเชื้อราโดยใช้ข้อมูล
ทางพันธุกรรม (Molecular genetic identification) และเทคนิคอ่ืนๆ เพ่ือให้ทราบชื่อวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง 
หากเป็นเชื้อที่เคยค้นพบแล้ว ในกรณีที่เป็นเชื้อสายพันธุ์ใหม่ จะด าเนินการขอพระราชทานชื่อใหม่ นอกจากนั้น
เชื้อที่สนใจจะถูกน ามาเลี้ยงเพื่อเพ่ิมปริมาณในการเตรียมสารสกัดในล าดับต่อไป (รูปที่ 4) 

 
1.1 กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Broth (PDB) 

ส่วนผสม 
1. น้ าที่ได้จากการต้มมันฝรั่ง 3 ลิตร (มันฝรั่งปอกเปลือก 8 กิโลกรัมและน้ า 8 ลิตรหรืออัตราส่วน 1:1) 
2. น้ ากลั่น 12 ลิตร 
3. Dextrose 300 กรัม 
**หมายเหตุสูตรการเตรียม PDB 15 ลิตร (บรรจุ 250/1 flask; ได้จ านวน 65 flask) 

 

ขั้นตอนกำรเตรียมเตรียมน้ ำมันฝรั่งต้ม 
น ามันฝรั่งที่ปอกเปลือกมาหั่นเป็นลูกเต๋าน ามาต้มกับน้ าประมาณ 1 ชั่วโมง ปิดไฟและรอให้เย็น 

ประมาณ 15 นาท ีปรับปริมาตรให้ได้น้ าหนักที่ชั่งไว้ครั้งแรกด้วยน้ ากรองเอาส่วนที่เป็นน้ า บรรจุใส่ถุงพลาสติก
ทนความร้อน และน าไปแช่แข็งเพ่ือให้ส่วนที่เป็นแป้งเกาะตัว 
 

ขั้นตอนกำรท ำ 
1. ตวงน้ า 10 ลิตรใส่ภาชนะท่ีเตรียมไว้ 
2. ตวงน้ ามันฝรั่ง (ที่ได้จากการต้มแช่แข็งและกรองแล้ว) 3 ลิตร 
3. ชั่งน้ าตาล D-glucose 300 กรัม ต้มกับน้ ากลั่นที่เหลืออีก 2 ลิตร และเทรวมในภาชนะคนให้เข้ากัน 
4. ตวง 250 มิลลิลิตรลงใน Flask ที่เตรียมไว้และอุดจุกส าลีไว้ 
5. น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 120 C เป็นเวลา 15-30 นาท ี
6. น าออกมาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
หมายเหตุ: อาหารที่เตรียมไว้เก็บได้นานเป็นเดือนหรือจนกว่าจะ Contaminate แต่ส่วนใหญ่จะเตรียม PDB 

ก่อน subculture เชื้อ ประมาณ 1 วัน (ให้แน่ใจก่อนว่าเชื้อโตเต็มที่แล้ว แล้วค่อยเตรียมอาหาร 
ทั้งนี้ ก็เพ่ือป้องกันการเกิด Contaminate ของอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
 
1.2 กำรเตรียมอำหำร Potato Dextrose Agar (PDA); 400 ml / 1 ขวด  

วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ 
- Plate 5 cm 
- Plate 10 cm 
- Duran 500 ml 
- ถุงพลาสติกบรรจุ 
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วัตถุดิบ 
- Dextrose 
- Agar 
- น้ ากลั่น 
- หัวมันฝรั่งสด 

ขั้นตอนกำรท ำ 
1.  น ามันฝรั่งที่ได้มาท าความสะอาด และปอกเปลือกใส่ในถุง และชั่งน้ าหนักเปลือกท่ีได้ ลบกับน้ าหนักมันฝรั่ง 

ในตอนแรกได้เท่ากับ 8 กิโลกรัม  
2. หั่นมันฝรั่งที่ได้เป็นลูกเต๋า 1x1 cm2 ใส่ลงในหม้อที่บรรจุน้ าปริมาณ 8 ลิตร (ในอัตราส่วน 1:1) 
3. น าไปตั้งไฟ ประมาณ 1 ชั่วโมง ปิดไฟและรอประมาณ 15 นาที และกรองเอาแต่น้ าด้วยตะแกรง น าน้ าที่

กรองได้ ไปปรับปริมาณให้ได้น้ าหนักท่ีชั่งไว้ครั้งแรกด้วยน้ า คือ 8 ลิตร และบรรจุใส่ถุงพลาสติกทนความ
ร้อน และน าไปแช่แข็งที่ -20 oC เพ่ือให้ส่วนที่เป็นแป้งเกาะตัว ทิ้งไว้ 

4. น าน้ ามันฝรั่งออกจากช่องแช่แข็งอุณหภูมิ -20 oC น าไปท าให้ละลายด้วยไมโครเวฟ เวลา 8 นาท ี
5. น้ ามันฝรั่งที่ละลายเรียบร้อยแล้ว มากรองด้วยผ้าขาวบาง จนเป็นสารละลายใส พักไว้ 
6. ชั่งส่วนผสมอื่นๆเพ่ือท า Potato dextrose agar (PDA) คือ Dextrose 8 กรัม และ Agar 6 กรัม ใส่ในขวด

บรรจุ Duran ขนาด 500 ml น าน้ ามันฝรั่งที่กรองเรียบร้อยแล้ว มาใส่ในขวด Duran ปริมาณ 80 ml 
และน้ ากลั่น 320 ml 

7. น าขวด Duran ที่ผสมส่วนผสมเรียบร้อยแล้ว เข้าเครื่อง autoclave 121 oC เป็นเวลา 15 นาที และน า
ออก มาตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

8. เมื่อต้องการน า PDA มาใช้ อาจแข็งเป็นวุ้น ให้น ามาให้ความร้อนจนละลายเป็นสารละลายและน ามาเทใส่ 
plate ที่เตรียมไว้ โดยเทใส่ plate เล็ก (เส้นผ่านศูนย์กลาง (diameter, d) = 5 cm) จ านวน 3 plate, 
plate ใหญ่ (d = 10 cm) จ านวน 8 plate และรอจนอาหารใน plate แข็ง น าไปเก็บในตู้อุณหภูมิ 25 oC 

 

1.3 กำร subculture เชื้อจำก slant ลง plate มีวิธีกำรดังนี้: 
1. น าเชื้อที่แยกได้ มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ โดย subculture ลงใน plate เล็ก จ านวน 3 plate ที่บรรจุอาหาร 

PDA ไว้แล้ว 
2. โดยลน needle ให้ร้อนจนแดง และลนปากขวด slant ทุกครั้งที่เปิดปิด 
3. เขี่ยเชื้อใส่ตรงกลาง plate ปริมาณเล็กน้อย 
4. ทิ้งไว้ 5-7 วัน รอดูการเติบโตของเชื้อรา เพ่ือ subculture เชื้อลง plate ใหญ่ต่อไป 
5. น าเชื้อใน plate เล็ก subculture เชื้อลง plate ใหญ่ จ านวน 6 plate และรอเชื้อโตดูการเปลี่ยนแปลง 

5-7 วัน 
1.4 กำร subculture เชื้อจำก plate ลง flask 

1. น า PDB ที่เตรียมไว้ใน Erlenmeyer flask ขนาด 500 ml ปริมาตร 250 ml เตรียมไว้ จ านวน 6 flask 
2. น า plate ใหญ่ ที่เชื้อโตเต็มที่แล้ว มา subculture ลงใน flask เพ่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อ โดยใช้ใบมีดจุ่ม 95% 

ethanol น าไปผ่านเปลวไฟ แล้วรอให้เย็น 
3. หลังจากนั้นน าไปตัดชิ้นส่วนบริเวณขอบของ colony ให้มีขนาดชิ้นละ 1×1 ตารางเซนติเมตร จ านวน 5 

ชิ้น แล้วท าการถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลว potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 250 ml ที่บรรจุใน
ขวดรูปชมพู่ (flask) ขนาด 500 ml 

4. น าไป incubate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 สัปดาห์ 
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รูปที่ 4 การเลี้ยงและสกัดเชื้อรา 
 
 
1.5 กำรสกัดเชื้อรำ 

1. น าน้ าเลี้ยงเชื้อรา ไปสกัดด้วยตัวท าละลายทางเคมี เพ่ือหาสาร โดยการกรองเส้นใยของเชื้อราออกโดยกรอง 
ผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร ์1 

2. การสกัดน้ าเลี้ยงเชื้อราโดยใช้ ethyl acetate (EtOAc) โดยใช้อัตราส่วนน้ าเลี้ยงเชื้อรา ต่อEtOAc เท่ากับ 
2:1 ท าการสกัดท้ังหมด 2 ครั้ง แล้วน า EtOAc ที่ได้จากการสกัดท้ังสองครั้งมารวมกัน ส่วนที่เหลือน าไปท า
แห้ง ด้วยเครื่อง rotary evaporator จะได้สารสกัดจากน้ าเลี้ยงเชื้อรา (BT, Broth) 

3. น าน้ าเลี้ยงเชื้อราที่สกัดด้วย EtOAc มาใส่สารก าจัดน้ า (dehydrating agent) คือ sodium sulphate 
anhydrous ลงไป 

4. หลังจากนั้นกรอง แล้วน าสารละลายที่ได้ไปท าให้แห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator ที่ อุณหภูมิ 40 –50 
oC จนได้สารสกัดหยาบจากน้ าเลี้ยงเชื้อรา (BE, Broth EtOAc) 

5. การสกัดเส้นใยเชื้อราโดยน าเส้นใยของเชื้อราแช่ใน methanol (MeOH) เป็นเวลา 2 วัน  
6. น าสารละลาย MeOH ไปท าให้เข้มข้น โดยการระเหยตัวท าละลายบางส่วนออกไป จากนั้นเติมน้ าลงไป 

แล้วน าไปสกัดด้วย hexane ในอัตราส่วน 2:1 โดยท าการสกัดซ้ า 2 ครั้ง แล้วน า hexane ที่ได้จากการ
สกัดไปท าแห้ง หลังจากนั้นน าสารละลาย aqueous MeOH ที่ผ่านการสกัดด้วย hexane แล้ว น าไปสกัด
ต่อด้วย EtOAc ในอัตราส่วน 2:1 เช่นกัน โดยสกัดด้วย EtOAc 2 ครั้งซึ่งจากการสกัดดังกล่าวจะได้ สาร
สกัด 2 ส่วน คือ Cell hexane (CH) และ Cell EtOAc (CE) ตามล าดับ 
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2) กำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ 
2.1 กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนเอนไซม์ไทโรซิเนส (Study on anti-tyrosinase activity) 

หลักกำร 
หลักการที่นิยมใช้ในการทดสอบคือ spectrophotometry ซึ่งเป็นการประเมินการท างานของ

เอนไซม์ tyrosinase ที่เหลืออยู่ จากการวัดปริมาณผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึนคือ dopachrome (รูปที่ 5) ซึ่งเป็น
สารที่มีสีแดง สารตั้งต้นที่ใช้ในการท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ในการทดลองครั้งนี้คือ L-DOPA และในการทดสอบ
จะเปรียบเทียบผลกับ positive control 2 ชนิด คือ kojic acid ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธิ์ดีและมีการใช้อยู่ใน
ปัจจุบัน และ positive control อีกชนิด คือ ปวกหาด ซึ่งเป็นสารสกัดชั้นน้ าจากแก่นมะหาด ทีม่ีฤทธิ์ในการ
ยับยั้ง tyrosinase enzyme ได้ดี 

 

 
 

รูปที่ 5  ขั้นตอนการเกิด dopachrome 
 

ค่าท่ีค านวณได้สามารถแสดงเป็น 
-tyrosinase inhibition (%) (Sasaki and Yoshizaki, 2002) 
-tyrosinase activity (%) (Lee et al., 2002) 
 

ซึ่งทั้ง 2 วิธีมีหลักการทดลองเช่นเดียวกันเพียงแต่ค านวณต่างกัน โดยการทดลองในครั้งนี้จะค านวณ 
เป็น % tyrosinase inhibition ซึ่งหมายถึงความสามารถของสารสกัดที่สามารถยับยั้ง tyrosinase enzyme 
ได้ โดยวัดจากปริมาณ dopachrome ที่เกิดขึ้น ซึ่งเป็น product จากการเกิดปฏิกิริยาของ L-DOPA หรือ L-
tyrosine และมีเอนไซม์ tyrosinase เร่งปฏิกริิยา ดังนั้นหากสารที่น ามาทดสอบมีฤทธิ์ที่ดีในการยับยั้งเอนไซม์ 
จะพบว่า dopachrome ก็จะเกิดขึ้นน้อย ซึ่งวัดได้จากค่าการดูดกลืนแสง เมื่อค านวณเป็น % inhibition จะ
ได้ค่า % ที่สูง 

ค่าที่ค านวณได้จะเปรียบเทียบกับ positive control นอกจากนี้ยังสามารถหาค่า IC50 ได้ ซึ่งต้อง
เตรียมสารที่ต้องการทดสอบและ positive control เป็นความเข้มข้นต่างๆ ค านวณ tyrosinase inhibition 
(%) ของแต่ละความเข้มข้นแล้วน าค่า % ที่ได้มา plot กราฟความสัมพันธ์กับความเข้มข้น ก็จะสามารถหาค่า 
IC50 ได้ 
 

กำรเตรียมสำรเคมี 
1. การเตรียม 20 mM Phosphate buffer pH 6.8 

Solution A: NaH2PO42H2O (312 mg) ละลายในน้ ากลั่น 100 mL 
Solution B: Na2HPO4        (284 mg) ละลายในน้ ากลั่น 100 mL 
ผสมและปรับ pH ให้ได้เท่ากับ 6.8 

2. เตรียม Tyrosinase solution:  
ละลาย  Mushroom tyrosinase 0.5 mg 
ด้วย 20 mM Phosphate buffer ( pH 6.8 ) 5 mL 
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3. เตรียม L-DOPA  solution: 
ละลาย L-DOPA 0.8 mg 
ด้วย 20 mM Phosphate buffer ( pH 6.8 ) 5 mL 

4. เตรียม Kojic acid solution: ละลาย Kojic acid 1 mgใน solvent ทีเ่หมาะสม 5 mL 
5. การเตรียม test sample solution: ละลาย extract 1 mg ใน solvent ที่เหมาะสม 5 mL 

 

กำรทดลองและแปลผล 
1. ผสมสารลงใน microplate ลงในแต่ละ wells โดยแบ่งเป็น 

A (control) Mushroom tyrosinase solution 20 L 
Phosphate buffer (pH 6.8) 140 L 
Solvent ที่ใช้ 20 L 

B (blank ของ control) Phosphate buffer (pH 6.8) 160 L 
Solvent ที่ใช้ 20 L 

C (test sample) Mushroom tyrosinase solution 20 L 
Phosphate buffer (pH 6.8) 140 L 
20 L ของ test sample ใน solvent 

D (blank ของ test sample) Phosphate buffer (pH 6.8) 160 L 
20 L ของ test sample ใน solvent 

2. หลังจากผสมสารตามขั้นตอนที่ 1 แล้ววางไว้ที่อุณหภูมิห้อง (25 C) เป็นเวลา 10 นาที 
3. เติม L- DOPA ความเข้มข้น 0.85 mM จ านวน 20 L ในทุก wells  
4. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 492 nm ด้วย microplate reader  
5. วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง (25 C) เป็นเวลา 20 นาท ี
6. วัดค่าการดูดกลืนแสงอีกครั้ง 
7. บันทึกและแปลผลตามสูตรดังนี้ % inhibitory = [(A-B)-(C-D)] x 100/(A-B) 

 

2.2 กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนเอนไซม์แอลฟำกลูโคซิเดส (Study on anti--glucosidase activity) 
การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ -glucosidase เป็นการศึกษาท่ีอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสี (colorimetric 

method) ของผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึ้น โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไป ด้วยเครื่อง UV-
visible spectroscopy ในการติดตามผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซ์สาร p-nitrophenyl--D-
glucopyranoside ซึ่งเป็นสารละลายไม่มีสี ด้วยเอนไซม์ -glucosidase ไปเป็นผลิตภัณฑ์ p-nitrophenol 
ซึ่งเป็นสารละลายสีเหลืองใสที่ความยาวคลื่น 405 nm (รูปที่ 6) ซึ่งถ้าสารตัวอย่างมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์         
-glucosidase สีของผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึนจะน้อยและค่าการดูดกลืนแสงที่อ่านได้จะมีค่าต่ า (Walker et al., 
1995; Kim et al., 2008; You et al., 2011; Dej-adisai & Pitakbut, 2015) 
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รูปที่ 6 แสดงปฏิกิริยาไฮโดรไลซ์สาร p-nitrophenyl--D-glucopyranoside 
ด้วยเอนไซม์ -glucosidase ไปเป็นผลิตภัณฑ์ p-nitrophenol ที่มีสีเหลืองใส  
และน้ าตาล glucose (Rungporn et al., 2009) 

 

ขั้นตอนกำรเตรียม 
1. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 (0.01 M) 

สารละลาย A: เตรียมสารละลาย NaH2PO4.H2O ความเข้มข้น 0.02 M โดยน า NaH2PO4.H2O มา 
0.312 g มาละลายน้ า 100 ml 

สารละลาย B: เตรียมสารละลาย Na2HPO4 ความเข้มข้น  0.02 M โดยน า Na2HPO4 มา 0.284 g       
มาละลายน้ า 100 ml 

หลังจากนั้นน าสารละลาย A 19.5 ml และ B 30.5 ml ผสมกันจนได้สารละลาย AB ที่มี pH 7 แล้ว
น าสารละลายที่ได้มาปรับความเข้มข้นให้ได้ 0.01 M โดยการเติมน้ า 50 ml ลงไปใน สารละลาย AB 
จากนั้นน า Bovine serum albumin (BSA) 0.2 g และ NaN3 0.02 g มาละลายใน สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ที่เตรียมไว้ 100 ml 

 
2. การเตรียมสารละลายเอนไซม์ -glucosidase (1 Unit/ml) 

ชั่งเอนไซม์ –glucosidase 1 Unit (from Saccharomyces cerevisiae, Type I, lyophilized 
powder, Sigma, G5003-1KU) มาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เตรียมไว้ จ านวน 1 ml 

3. การเตรียมสารละลายสารตั้งต้น (4 mM) 
ชั่งสาร p-nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside 1.21 mg (เท่ากับ 4 µmole) มาละลาย ใน

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เตรียมไว้ จ านวน 1 ml 
4. ขั้นตอนการเตรียมสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน (8 mg/ml) 

ชั่งสารตัวอย่างและสารมาตรฐาน Acarbose อย่างละ 8 mg มาละลายในน้ าหรือ DMSO (ตาม
ความสามารถในการละลายของสารตัวอย่าง) จ านวน 1 ml 

 

ขั้นตอนกำรทดสอบ 
ในการทดลองจะน าสารละลายทั้งหมดที่เตรียมไว้มาท าปฏิกิริยาใน well-plate จ านวน 4 wells (A, 

B, C, D) โดยแต่ละ well จะมีปริมาตรเท่ากับ 200 µl โดยน าสารละลายที่เตรียมใส่ลงใน well-plate 
ดังต่อไปนี้ 

- Well A  100 µl ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.01 M pH 7  
(Control) 50µl สารละลายเอนไซม์ -glucosidase ที่ความเข้มข้น 1 U/ml 
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- Well B  50 µl ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.01 M pH 7  
(Blank) 50µl สารละลายเอนไซม์ -glucosidase ที่ความเข้มข้น 1 U/ml 

50µl น้ าหรือ DMSO (ตามความสามารถในการละลายของสารตัวอย่าง) 
 

- Well C  50 µl ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.01 M pH 7  
(Positive control) 50µl สารละลายเอนไซม์ -glucosidase ที่ความเข้มข้น 1 U/ml 

50µl สารละลายมาตรฐาน Acarbose ที่ความเข้มข้น 8 mg/ml 
(ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2 mg/ml) 

 

- Well D  50 µl ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.01 M pH 7  
(Test sample) 50µl สารละลายเอนไซม์ -glucosidase ที่ความเข้มข้น 1 U/ml 

50µl สารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 8 mg/ml 
(ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2 mg/ml) 

 

หลังจากใส่สารละลายต่าง ๆ ครบแล้ว จึงน าไป incubate ที่ 37 oC นาน 2 นาที หลังจากนั้นใส่
สารละลายสารตั้งต้นที่ความเข้มข้น 4 µmole/ml จ านวน 50µl ลงในแต่ละ well แล้วน าไปท า ปฏิกิริยาที่     
37 oC โดยท าการวัดปริมาณสาร p-nitrophenol ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 405 nm ทุก ๆ 30 
วินาที นาน 10 นาทีด้วยเครื่อง microplate reader 
 

ขั้นตอนกำรวิเครำะห์ผล 
1. การค านวณค่าเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งเอนไซม์  –glucosidase 

น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 nm (แกน Y) กับเวลา (แกน 
X) กราฟที่ได้จะเป็นเส้นตรงในช่วงแรกและเป็นเส้นโค้งในช่วงหลัง ค่าเปอร์เซ็นต์ในการ ยับยั้งจะค านวณจาก
อัตราเร็วเริ่มต้น (initial velocity, Vi) ซึ่งจะค านวณได้จากช่วงแรกที่เป็นเส้นตรง โดยค านวณหาค่าความชัน
จากการลากเส้นตรง (linerity line) โดยเลือกค่าการดูดกลืนแสงที่เกิดขึ้น จริงที่ใกล้เคียงกับเส้นตรงในอุดมคติ
มากที่สุด มาค านวณดังแสดงในสมการต่อไปนี้ 

 
อัตราเร็วเริ่มต้น (initial velocity,Vi) =slope= การเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสง∆Y 

การเปลี่ยนแปลงเวลา∆X 
 

จากนั้นน าค่าอัตราเร็วเริ่มต้นของกลุ่มควบคุมมาลบด้วยอัตราเร็วเริ่มต้นของกลุ่มทดลอง (สารละลาย
ตัวอย่างหรือสารละลายมาตรฐาน) น าผลต่างที่ได้หารด้วยอัตราเร็วเริ่มต้นของกลุ่มควบคุม และคูณ 100 จะได้
ค่าเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง ดังสมการต่อไปนี้ 

 

ค่าเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง = (Vi control –Vi treatment) x 100 
(% alpha-glucosidase inhibition) Vi control 

 

2. การค านวณค่าความเข้มข้นที่ท าให้เกิดการยับยั้งเอนไซม์  –glucosidase 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) 
ค านวณโดยการสร้างกราฟเส้นตรงระหว่างค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่าง และสารมาตรฐาน (แกน X) 

และค่าเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งเอนไซม์ –glucosidase (แกน Y) โดยใช้ความ เข้มข้นของสารตัวอย่างและ
สารมาตรฐานอย่างน้อย 5 ความเข้มข้น ค านวณค่า IC50 โดยแทนค่า y = 50 ลงในสมการเส้นตรง 
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2.3 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อจุลชีพ 
หลักกำร 

การตรวจสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นแบคทีเรียและรา มีวิธีหลัก 2 รูปแบบคือ วิธี ทดสอบ
ด้วยการให้สารซึมซ่านในอาหารวุ้น (agar diffusion method) และวิธีทดสอบด้วย การเจือจางสาร (dilution 
method) 

 
วิธีทดสอบด้วยกำรให้สำรซึมซ่ำนในอำหำรวุ้น (agar diffusion method) 

หลักการของวิธีนี้คือ กระจายเชื้อบนอาหารวุ้น แล้วใส่สารสกัดในสิ่งรองรับ เพ่ือให้ สามารถซึม
ซ่านเข้าในอาหารวุ้น หลังการบ่มเพาะ สารประกอบ ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ ในสารสกัด ทั้งชนิดยับยั้งการเจริญและ
ฆ่า จะก่อให้เกิดวงใสรอบสิ่งรองรับที่ใส่สารสกัด แล้ววัดขนาด บริเวณใสที่เกิดขึ้น ซึ่งจะวัดขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง บริเวณใสนี้เป็นหน่วยมิลลิเมตร วิธีการนี้ โดยทั่วไปมักท าการทดสอบยาเพียงความเข้มข้น
เดียว เพราะขนาดของเส้นผ่าศูนย์กลาง บริเวณใสที่ได้ พบว่าเป็นสัดส่วนโดยตรง กับความไวของเชื้อที่ทดสอบ 
ตัวอย่างที่ต้องการ ทดสอบ แต่ทั้งนี้วิธีการทดสอบชนิดนี้ขึ้นอยู่กับความสามารถในการแพร่ของสารผ่านเนื้อวุ้น 

วิธีนี้ท าได้หลายรูปแบบขึ้นกับชนิดของสิ่งรองรับ และมักเรียกชื่อวิธีการตามสิ่งรองรับที่ ใช้ เช่น 
- สิ่งรองรับที่เป็นหลุม ซึ่งได้จากการเจาะหลุมในอาหารวุ้น แล้วเติมสารละลายลงไป จะเรียกว่า

วิธี agar-well diffusion method 
- สิ่งรองรับเป็นกระดาษซับกลม ซึ่งใส่สารละลายก่อนวางบนอาหารวุ้น จะเรียกว่าวิธี agar 

disk diffusion method 
- สิ่งรองรับเป็นถ้วยโลหะไม่เป็นสนิมทรงกระบอก จะเรียกว่า cup-diffusion method  
ในขั้นต้น ของการตรวจสอบศักยภาพ ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ของสารสกัด ส่วนใหญ่จะ ใช้วิธี 

agar disk diffusion method ในการทดสอบ เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวกท่ีสุด และง่ายที่สุด 
 

วิธีทดสอบด้วยกำรเจือจำงสำร (dilution method) 
ท าโดยการเจือจางสารสกัดในอาหารเหลว (broth dilution method) หรืออาหารวุ้น (agar 

dilution method) ให้ได้ความเข้มข้นต่างๆ แล้วจึงใส่เชื้อที่ต้องการทดสอบ ลงใน หรือบนอาหารเหล่านี้ 
ภายหลังการบ่มเพาะ สังเกตความขุ่นใสในอาหารเหลว และมีหรือไม่มี เชื้อเจริญบนอาหารวุ้น จากนั้น ดูว่า
ความเข้มข้นใดท่ีต่ าที่สุด ที่ไม่มีเชื้อเจริญ ค่าท่ีได้ถือว่า เป็นค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
(minimal inhibitory concentration, MIC) กรณีต้องการรู้ว่าสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อเป็นชนิดยับยั้งหรือฆ่า
เชื้อ ให้ทดสอบ ต่อไป โดยการใช้ loop ปราศจากเชื้อแตะลงในอาหารเหลว หรือเขี่ยบริเวณท่ีไม่มีเชื้อเจริญ 
บน อาหารวุ้นตั้งแต่ช่วงค่า MIC ขึ้นไป แล้วแตะบนอาหารวุ้น ภายหลังการบ่มเพาะ สังเกตว่า มีหรือไม่มีเชื้อ
เจริญขึ้นมา และดูว่าความเข้มข้นใดต่ าที่สุดที่ไม่มีเชื้อเจริญ หรือเกือบไม่มี เชื้อเจริญ (99.9% ถูกฆ่า) ค่าท่ีได้ถือ
ว่าเป็นค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ฆ่าเชื้อ (minimal microbicidal concentration, MMC) ถ้าเจาะจงกับเชื้อ
แบคทีเรียจะเป็น minimal bactericidal concentration, MBC และถ้าเจาะจงกับเชื้อราจะเป็น minimal 
fungicidal concentration , MFC น าค่าที่ได้นี้ไปเปรียบเทียบกับค่า MIC ถ้าค่าทั้งสองเท่ากัน หรือไม่เกิน
สองความ เข้มข้น แสดงว่าสารสกัดมีศักยภาพฆ่าเชื้อ แต่ถ้าต่างกันหลายความเข้มข้น แสดงว่าสารสกัด มี
ศักยภาพเฉพาะยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

ส าหรับสารสกัดท่ีมีสีหรือมีความขุ่นถ้าทดสอบโดยวิธี เจือจางในอาหารเหลว อาจไม่ สามารถหา
ค่า MIC ได้ ต้องใช้วิธีการเจือจางในอาหารแข็ง 
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เชื้อจุลินทรีย์ที่น ำมำทดสอบประกอบด้วย 
(1) Gram positive bacteria: 

Staphylococcus   aureus 
Staphylococcus   epidermidis 
Cutibacterium   acnes 

(2) Gram negative bacteria: 
Pseudomonas   aeruginosa 
Escherichia   coli 

(3) Yeast 
Candida   albicans 

(4) Fungi 
Trichophyton    rubrum 
Trichophyton   mentagrophytes 
Microsporum   gypseum 

 
กำรทดสอบ ใช้วิธีกำรทดสอบ 2 วิธี 

1. กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อจุลินทรีย์เบื้องต้น 
โดยวิธี Agar disc diffusion method (Lorian, 2005) 
1.1 กำรเตรียมสำรสกัด 

เตรียมสารสกัดด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสม ที่ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 100-500 mg/ml 
บนแผ่น paper disc ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 mm จ านวน 10 l จะได้ ความเข้มข้นของสารเท่ากับ 1-5 
mg/disc โดยมี positive control  คือ ยา oxacillin (1 µg/disc) ส าหรับแบคทีเรีย เชื้อยีสต์ใช้ ยา 
amphotericin B (25 µg/disc), เชื้อราก่อโรคกลากใช้ ยา ketoconazole  (25 µg/disc) 

1.2 กำรเพำะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย S. aureus และ S. epidermidis บนอาหาร Mueller 

hinton agar (MHA) ที่อุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพาะเลี้ยงเชื้อ P. acnes บนอาหาร Brain heart 
infusion agar (BHIA) ที่อุณหภูมิ 35oC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  ใน anaerobic jar 

เพาะเลี้ยงเชื้อยีสต์ บนอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) ที่อุณหภูมิ 35O C 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อมา 2-3 โคโลนี ใส่ใน 0.85% NaCl ไร้เชื้อ และปรับ ความขุ่นของเชื้อให้เท่ากับ 
0.5 McFarland standard 

เพาะเลี้ยงเชื้อราก่อโรคกลากบนอาหาร SDA ที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา ประมาณ 10 วัน 
เติม 0.85 % NaCl ประมาณ 5 ml ล้างสปอร์ของเชื้อออกจากอาหาร SDA slant น าสารละลายของเชื้อรามา
กรองผ่านส าลีที่ฆ่าเชื้อแล้ว น าน้ าเลี้ยงเชื้อที่กรองได้ ปรับให้มี จ านวนสปอร์ประมาณ 106 spore/ml โดยวัด
ค่า O.D. ให้อยู่ในช่วง 0.14-0.17 ที่ความยาวคลื่น 530 nm 

1.3 วิธีกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเชื้อจุลินทรีย์ 
ใช้ cotton swab ไร้เชื้อ จุ่มแบคทีเรียและยีสต์ที่ปรับความขุ่นเสร็จแล้ว มาป้าย ให้ทั่วผิว

วุ้นอาหาร MHA, BHIA  และ SDA วางแผ่น disc ที่หยดสารสกัดไว้แล้ว และ ชุดควบคุม incubate ที่อุณหภูมิ 
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35 OC เป็นเวลา 18 ชั่วโมงส าหรับเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis และ 48 ชั่วโมง ส าหรับเชื้อ P. 
acnes และเชื้อยีสต์ตามล าดับ 

ดูดน้ าเลี้ยงเชื้อของเชื้อราก่อโรคกลากที่ปรับความขุ่นเสร็จแล้ว จ านวน 0.5 ml ใส่ลงใน 
อาหารเลี้ยงเชื้อ SDA ที่หลอมเหลว (45 OC) จ านวน 24.5 ml ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้จนวุ้นแข็งตัว วาง disc 
ที่หยดสารสกัดไว้ น าไป incubate ที่ อุณหภูมิ 30 OC เป็นเวลา 4 วัน 

สังเกตการเกิดวงใสรอบแผ่น disc และวัดขนาดวงใส ด้วย vernier caliper 
 

2. กำรทดสอบหำค่ำ Minimal inhibitory concentration (MIC),  
Minimal bactericidal concentration (MBC) และ 
Minimal fungicidal concentration (MFC) 
 

น าสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ โดยวิธ ีDisc diffusion มาหาค่า MIC, MBC และ MFC 
โดยวิธี micro broth dilution ซ่ึงดัดแปลงจากวิธขีอง Lorian, 1996, CLSI, 2000 และ CLSI, 2002 โดยมี
วิธีการดังนี้ 
 

2.1 วิธีกำรเตรียมเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ทดสอบ 
เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ ตามวิธี Disc diffusion เจือจางเชื้อต่อด้วยอาหาร Mueller 

hinton broth (MHB) ส าหรับเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis, Brain heart infusion broth (BHIB) 
ส าหรับเชื้อ P. acnes และ อาหาร Sabouraud dextrose broth (SDB) ส าหรับเชื้อยีสต์และเชื้อราก่อโรค
กลาก ในอัตราส่วน 1 : 100 เท่า 

 

วิธีกำรทดสอบ 
หำค่ำ MIC 

น าสารสกัดมาเตรียมความเข้มข้นเริ่มต้นมากกว่าที่ต้องการ 50 เท่า จากนั้น เจือจางใน
อาหารเหลว MHB, BHIB หรือ SDB   แบบล าดับสอง ใน microtiter plate ประมาณ 10 ความเข้มข้น ความ
เข้มข้นละ 3 ซ้ า ความเข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบคือ 2000 µg/ml แล้วเติมเชื้อ จุลินทรีย์ในข้อ 2.1 ลงไป ทุกหลุม 
(105 CFU/หลุม) น าไปเพาะเลี้ยง incubate ที่ 35 O C เป็น เวลา 18-24 ชั่วโมง ส าหรับแบคทีเรีย S. aureus 
และ  S. epidermidis, 48 ชั่วโมง ส าหรับ เชื้อ P. acnes และ C. albicans ส่วนเชื้อราก่อโรคกลาก 
incubate ที่ 30o C  เป็นเวลา 4-7 วัน 

อ่านผลค่า MIC คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด ของสารสกัดหรือยาปฏิชีวนะ ที่ยับยั้ง เชื้อได้ 
(well ใส) 

 

หำค่ำ MBC  หรือ MFC 
โดยการเพาะเชื้อจากทุกหลุมที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ เพาะเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Tryptic soy agar (TSA) ส าหรับเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis, BHIA ส าหรับเชื้อ P. acnes และ 
SDA ส าหรับเชื้อรา ท าความเข้มข้นละ 3 ซ้ า น าไปเพาะเลี้ยง ที่เวลา และ อุณหภูมิ เช่นเดียวกับวิธีการหาค่า 
MIC 

อ่านผล ค่า MBC หรือค่า MFC คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด ของสารสกัดและ ยา
ปฏิชีวนะท่ีสามารถฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ได้  
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Positive control: 
- แบคทีเรีย ใช้ยา oxacillin 
- เชื้อราก่อโรคกลาก  ใช้ยา ketoconazole 
- เชื้อยีสต์ใช้ยา amphotericin B 

 

หมำยเหตุ หากสารสกัดขุ่น เมื่อผสมในอาหารเหลว จะท าการทดสอบโดยวิธี agar 
dilution โดยผสมสารสกัดในวุ้นอาหารหลอมเหลว แล้วหยดเชื้อ 10 4 cfu/spot incubate ที่ อุณหภูมิและ
เวลาเช่นเดียวกับการทดสอบวิธี micro broth dilution อ่านผล ค่า MIC คือ ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ไม่มีเชื้อ
ขึ้นบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ การทดสอบโดยวิธีจะหาได้เฉพาะค่า MIC 
 

2.4 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส 
หลักกำร 

หลักการที่นิยมใช้ในการทดสอบคือ spectrophotometry ซึ่งเป็นการประเมินการท างานของ 
เอนไซม์ acetylcholinesterase (AChE) จากการวัดปริมาณผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น จากการท าปฏิกิริยา
ของ thiocholine กับ dithiobisnitrobenzoate ion ซึ่งเป็นสารที่มีสีเหลือง สารตั้งต้นที่ใช้คือ 
acethylthiocholine ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับ acethylcholine ดังปฏิกิริยาที่แสดงด้านล่าง 

 
Acethylthiocholine Thiocholine + acetate 
 
Thiocholine + Dithiobisnitrobenzoate Yellow color 

 
วิธีกำรทดลอง: Thin layer chromatography (TLC) with bioassay detection for AChE 

inhibition, modified from the study of Rhee et al., 2001 
 

1. ใช้แผ่น TLC ชนิดที่เป็น silica gel GF254 
2. เตรียม mobile phase 2 ระบบ (dichloromethane:ethanol:water 4:4:0.5 (v/v/v) 

และ chloroform: methanol 9:1 (v/v)) 
3. เตรียมตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 5 mg/ml โดยใช้ ethanol  
4. spot สารตัวอย่างที่เตรียมจ านวน 3 microliter ลงบน TLC-plate จากนั้นน าไป developed ใน tank 

ของ mobile phase ทั้งสองระบบ  
5. เมื่อตัวท าละลายขึ้นถึงที่ก าหนด น าออกมาท าให้แห้งที่ room temperature แล้วน าไป spray ด้วย 

30mM ATCI แล้ว spray ตามด้วย 20mM DTNB แล้วทิ้งไว้ที่ room temperature เป็นเวลา 45 นาท ี
6. น า plate ไป spray ด้วย 10.17 U/ml AChE ทิ้งไว้ 20 นาที แล้วดูสีที่เกิดข้ึน 

 

หมายเหตุ: 
- สังเกตุสีที่เกิดขึ้นด้วย visible light.  
- A positive spot indicating AChE inhibitor was a colorless spot on the yellow 

background 
- ใช้ galantamine เป็น positive test  

(Enzyme) 
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- The result was compared to that from the TLC analysis of the same sample after 
spraying with Anisaldehyde and Dragendroff reagents  

 
2.5 กำรศึกษำฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

Protocol for cytotoxic assay (Skehan, et al., 1990) 
1. เซลล์มะเร็งเต้านม (human breast adenocarcinoma, MCF-7) เป็น cell line ที่ได้จากสถาบัน

มะเร็ง กรุงเทพมหานคร  
2. เลี้ยงเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยงชนิด EMEM (with glutamine) ที่ supplement ด้วย 10%-

inactivated newborn calf serum, 50 IU/ml penicillin G sodium, 25 IU/ml 
streptomycin sulfate และ 0.125 g/ml amphotericin B (Fungizone®) น ามา เลี้ยงใน CO2 
incubator ที่ 37°C, 5% CO2 ที่ความชื้นสัมพัทธ์ประมาณ 95% 

3. หาอัตราการเจริญเติบโต (determination of growth profile) ของเซลล์ เพ่ือก าหนด จ านวน
เซลล์มะเร็งที่ใส่ต่อหลุมในการทดลองเพ่ือให้เซลล์อยู่ในช่วง exponential growth ตลอดการ
ทดลอง (culture period = 7 วัน) 

4. เตรียม cell suspension โดยการล้าง cell monolayer ด้วย phosphate buffer saline pH 7.4 
และย่อย monolayer ออกจากพ้ืนผิวของขวดเพาะเลี้ยงด้วย 0.1% trypsin-EDTA ให้ได้ single 
cells แขวนลอยอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง ค านวณหาจ านวนเซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยการนับ viable 
cells ด้วย haemocytometer (tryptan blue exclusion) ท า dilution ด้วยอาหารเพาะเลี้ยง 
ถ่ายเซลล์เลี้ยงใน 96-well microtiter plate หลุมละ 100 l เลี้ยงใน CO2 incubator นาน 18 
24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์ เกาะผิวก้นหลุมเป็น monolayer 

5. น า plate ออกมาเติมสารต้นแบบ และสารอนุพันธ์ที่สังเคราะห์ที่เตรียมเป็นสารละลายใน culture 
medium ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมจ านวน 5 ความเข้มข้น (two-fold concentrations) ลงไป
หลุมละ 100 l (ในกรณีท่ีใช้ DMSO เป็นตัวท าละลายเบื้องต้น เมื่อท าการเจือจางด้วย culture 
medium แล้วจะมีความเข้มข้นของ DMSO สูงสุดไม่เกิน 0.5% (ซึ่งความเข้มข้นนี้ไม่มีผลต่อการ
เจริญของเซลล์)  ท าซ้ าความเข้มข้นละ 6 หลุม (6 replicates) เลี้ยงใน CO2 incubator นาน 72 
ชั่วโมง จากนั้นค่อย ๆ ดูด culture medium ออก ล้างเซลล์ (monolayer) ด้วย 200 l ของ 
culture medium 1 ครั้ง หลังจากนั้นเติม culture medium ลงไปใหม่อีกหลุมละ 200 l น าไป
เลี้ยงต่อใน CO2 incubator นาน 72 ชั่วโมง [รวมเวลาในการเลี้ยง (culture period) ทั้งสิ้น 7 วัน] 

6. จากนั้นน ามาวิเคราะห์หาอัตราการรอดตายของเซลล์ (percent survival) ของเซลล์มะเร็ง เมื่อ
เทียบกับ non-treated control) โดยใช้วิธี Sulphorhodamine B assay (SRB assay) ซึ่งท าได้
โดย fixed live cell ที่มีอยู่ในแต่ละหลุมด้วยการเติม 40% trichloroacetic acid หลมุละ 100 l 
เก็บ plate ไว้ที่ 4 °C นาน 1 ชั่วโมง น า plate มาล้างน้ า 5 ครั้ง แล้วเติม 0.4% 
Sulphorhodamine B เตรียมใน 1% acetic acid ลงไปหลุมละ 50 ml ตั้งไว้ที่ อุณหภูมิห้อง 30 
นาที น ามาล้างด้วย 1% acetic acid 5 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ให้ plate แห้ง 

7. เติม 10 mM Tris base ลงไปหลุมละ 100 l น าไปเขย่าบน gyratory shaker ประมาณ 20 นาที 
น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสง UV-Visible light ด้วย plate reader (Power X: Bio-TEK 
Instrument, Inc.) ที่ความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร วัด OD ที่ได้ซึ่งแปรผันตรงกับ จ านวนของ
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เซลล์ที่ถูกยึด (fixed) ไว้ในแต่ละหลุม โดยก าหนดให้ค่า OD ของ non-treated control มีค่าเป็น 
100% survival 

8. น าค่า % survival ที่ได้มาค านวณทางสถิติหาค่าความเข้มข้นที่ให้เซลล์ตาย 50% (IC50) จาก dose-
response curve ซึ่งเป็นดัชนีบ่งถึงความเป็นพิษของเซลล์ (cytotoxic activity) 

 
2.6 กำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบ 

กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนกำรสร้ำง nitric oxide จำก cell macrophages  
(nitric oxide production inhibitory activity) (Banskota et al., 2003) 

เลี้ยง Cell macrophages, RAW 264.7 ใน 96 well-plate ที่มี RPMI medium ที่
ประกอบด้วย 10% fetal calf serum, penicillin (100 units/ml) และ streptomycin (100 
µg/mL) โดย incubate cells ใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 60 นาที ล้าง cells ด้วย 
PBS solution เติม RPMI medium ที่ประกอบด้วย 10 µg/ml lipopolysaccharide (LPS) 100 µl 
ลงในแต่ละ well เติม test sample ลงไป 100 µl incubate cells ใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 
37C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจวัดปริมาณ nitric oxide ที่ cell สร้างข้ึน ที่ความยาวคลื่น 570 nm 
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ผลและวิจารณ์ผล 
 

การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของจุลินทรีย์ในดินอินทรีย์ในพื้นที่พรุ จังหวัดนราธิวาส จ านวน 104 
ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางท่ี 3 ซึ่งประกอบด้วยสารสกัดจากเชื้อ Trichoderma sp., Aspergillus sp., 
Gongronella sp., Penicillium sp. จ านวน 4, 12, 2 และ 83 ตัวอย่าง ตามล าดับ และอีก 3 ตัวอย่างที่ 
ขณะนี้ยังไม่สามารถพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อราได้ (unidentified) ว่าเป็นเชื้อชนิดใด โดยน าตัวอย่าง ทั้งหมด
มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 5 อย่าง ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส (รักษาความผิดปกติของ เม็ดสี) ฤทธิ์
ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส (รักษาเบาหวาน) ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส (รักษาโรคสมอง
เสื่อม, Alzheimer’s disease) ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (รักษาโรคมะเร็ง) และฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ (รักษาอาการอักเสบต่างๆ) 

 
ตารางท่ี 3 ตัวอย่างสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง 

Lot. No. Extracts เชื้อ 
1 

(8/1/2559) 
1.  SPSF001BE Trichoderma  sp. 
2.  SPSF002BE Unidentified 
3.  SPSF003BE Aspergillus  sp. 
4.  SPSF004BE Unidentified 
5.  SPSF005BE Aspergillus  sp. 
6.  SPSF006BE Unidentified 
7.  SPSF007BE Gongronella  sp. 
8.  SPSF008BE Gongronella  sp. 
9.  SPSF009BE Aspergillus  sp. 
10.  SPSF0010BE Trichoderma  sp. 
11.  SPSF0011BE Penicillium  sp. 
12.  SPSF0012BE Trichoderma  sp. 
13.  SPSF0013BE Trichoderma  sp. 

2 
(4/4/2559) 

14.  SPSF028BE Penicillium  sp. 
15.  SPSF029BE Penicillium  sp. 
16.  SPSF030BE Penicillium  sp. 
17.  SPSF031BE Penicillium  sp. 
18.  SPSF032BE Penicillium  sp. 
19.  SPSF033BE Penicillium  sp. 
20.  SPSF034BE Penicillium  sp. 
21.  SPSF035BE Penicillium  sp. 
22.  SPSF037BE Penicillium  sp. 
23.  SPSF039BE Penicillium  sp. 

*CH = Cell Hexane, CE = Cell Ethyl acetate, BE = Broth Ethyl acetate และ BT = Broth 



28 
 

ตารางท่ี 3 ตัวอย่างสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 
 

Lot No. Extracts เชื้อ 
3 

(1/8/2559) 
24.  SPSF225CE Penicillium  sp. 
25.  SPSF225BE Penicillium  sp. 
26.  SPSF221CE Penicillium  sp. 
27.  SPSF221CH Penicillium  sp. 
28.  SPSF221BE Penicillium  sp. 
29.  SPSF211CE Penicillium  sp. 
30.  SPSF211BE Penicillium  sp. 
31.  SPSF234CE Penicillium  sp. 
32.  SPSF234BE Penicillium  sp. 
33.  SPSF244CE Penicillium  sp. 
34.  SPSF244BE Penicillium  sp. 
35.  SPSF248CH Penicillium  sp. 
36.  SPSF248CE Penicillium  sp. 
37.  SPSF248BE Penicillium  sp. 
38.  SPSF236BE Penicillium  sp. 
39.  SPSF236CE Penicillium  sp. 
40.  SPSF209CE Penicillium  sp. 
41.  SPSF209BE Penicillium  sp. 
42.  SPSF213BE Penicillium  sp. 
43.  SPSF238CE Penicillium  sp. 
44.  SPSF208BE Aspergillus  sp. 
45.  SPSF208CE Aspergillus  sp. 
46.  SPSF208CH Aspergillus  sp. 
47.  SPSF226BE Penicillium  sp. 
48.  SPSF226CE Penicillium  sp. 
49.  SPSF226CH Penicillium  sp. 
50.  SPSF227BE Penicillium  sp. 
51.  SPSF227CE Penicillium  sp. 
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ตารางท่ี 3 ตัวอย่างสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 
 

Lot No. Extracts เชื้อ 
3 

(1/8/2559) 
52.  SPSF240BE Penicillium  sp. 
53.  SPSF240CE Penicillium  sp. 
54.  SPSF240CH Penicillium  sp. 
55.  SPSF310BE Penicillium  sp. 
56.  SPSF310CE Penicillium  sp. 
57.  SPSF318BE Penicillium  sp. 
58.  SPSF318CE Penicillium  sp. 
59.  SPSF325BE Penicillium  sp. 
60.  SPSF325CE Penicillium  sp. 
61.  SPSF325CH Penicillium  sp. 
62.  SPSF329BE Penicillium  sp. 
63.  SPSF329CE Penicillium  sp. 
64.  SPSF329CH Penicillium  sp. 
65.  SPSF330BE Aspergillus  sp. 
66.  SPSF330CE Aspergillus  sp. 
67.  SPSF339BE Penicillium  sp. 
68.  SPSF339CE Penicillium  sp. 
69.  SPSF339BT Penicillium  sp. 
70.  SPSF358BE Penicillium  sp. 
71.  SPSF358CE Penicillium  sp. 

*CH = Cell Hexane, CE = Cell Ethyl acetate, BE = Broth Ethyl acetate และ BT = Broth  
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ตารางท่ี 3 ตัวอย่างสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 
Lot No. Extracts เชื้อ 
4 

(20/8/59) 
72.  SPSF206 CM Aspergillus  sp. 
73.  SPSF360 BE Aspergillus  sp. 
74.  SPSF360 CH Aspergillus  sp. 
75.  SPSF360 BT Aspergillus  sp. 
76.  SPSF206 BE Penicillium  sp. 
77.  SPSF209 BT Penicillium  sp. 
78.  SPSF219 BE Penicillium  sp. 
79.  SPSF224 BE Penicillium  sp. 
80.  SPSF224 CE Penicillium  sp. 
81.  SPSF227 BT Penicillium  sp. 
82.  SPSF234 BT Penicillium  sp. 
83.  SPSF241 BE Penicillium  sp. 
84.  SPSF250 BE Penicillium  sp. 
85.  SPSF304 BE Penicillium  sp. 
86.  SPSF304 CH Penicillium  sp. 
87.  SPSF304 BT Penicillium  sp. 
88.  SPSF310 BT Penicillium  sp. 
89.  SPSF312 BE Penicillium  sp. 
90.  SPSF312 CE Penicillium  sp. 
91.  SPSF328 BE Penicillium  sp. 
92.  SPSF347 BE Penicillium  sp. 
93.  SPSF358 BT Penicillium  sp. 
94.  SPSF038 BE Penicillium  sp. 
95.  SPSF040 BE Penicillium  sp. 
96.  SPSF042 BE Penicillium  sp. 
97.  SPSF043 BE Penicillium  sp. 
98.  SPSF044 BE Penicillium  sp. 
99.  SPSF045 BE Penicillium  sp. 

100.  SPSF046 BE Penicillium  sp. 
101.  SPSF047 BE Penicillium  sp. 
102.  SPSF048 CE Penicillium  sp. 
103.  SPSF049 BT Penicillium  sp. 
104.  SPSF051 BT Penicillium  sp. 

*CH = Cell Hexane, CE = Cell Ethyl acetate, BE = Broth Ethyl acetate และ BT = Broth  
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จากผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4 พบว่ามี 3 ตัวอย่างซึ่งได้จากเชื้อ Penicillium sp. มี
ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส  50% ที่ความเข้มข้น 20 g/ml) ได้แก่ 
SPSF0318BE, SPSF0318CE และ SPSF045BE (สารมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบนี้คือ ปวกหาด (water 
extract of Artocarpus lakoocha) และ kojic acid โดยมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนสเท่ากับ 98.82  3.97 
และ 75.46  1.80% ตามล าดับ) 

 

และพบ 1 ตัวอย่างมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิล 
คอลินเอสเตอเรส  80% ที่ความเข้มข้น 100 g/ml) ได้แก่ SPSF013BE (Trichoderma sp.) (สาร 
มาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบนี้คือ Galantamine มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส 97.69  
0.95%) 

 

พบ 14 ตัวอย่างมีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ที่ดี (มีความเป็นพิษต่อ 
เซลล์มะเร็งเต้านมที่ความเข้มข้น 25 g/ml  80%) โดยเป็นตัวอย่างจากสารสกัดเชื้อรากลุ่ม Penicillium 
sp., Aspergillus sp. และ Trichoderma sp. จ านวน 10, 3 และ 1 ตัวอย่าง ตามล าดับ เมื่อน าตัวอย่าง ที่มี
พิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (Human gingival fibroblast (HGF)) พบว่า
ทุกตัวอย่างมีพิษต่อเซลล์ปกติมากกว่า 20% (สารมาตรฐานในการทดสอบนี้ คือ Camptothecin โดยมีพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 94.01  0.17% และพิษต่อเซลล์ปกติ (HGF) 73.14  3.63%) 

 

ส าหรับฤทธิ์ต้านการอักเสบ ผลการทดสอบพบ 39 ตัวอย่าง มีฤทธิ์ต้านการอักเสบที่ดี (ยับยั้งการ
หลั่ง nitric oxide จาก macrophage cell (RAW 264.7) ที่ความเข้มข้น 25 g/ml  60%) โดยเป็น
ตัวอย่างจากสารสกัดจากเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. และ Aspergillus sp. จ านวน 34 และ 5 ตัวอย่าง 
ตามล าดับ โดยมี 18 ตัวอย่าง ที่มีพิษต่อเซลล์ที่ใช้ทดสอบมากกว่า 20% ในการทดสอบฤทธิ์ต้าน การอักเสบ 
ใช้ Indomethacin เป็นสารมาตรฐาน โดยมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ 61.08  0.68 % และมีพิษ ต่อเซลล์ที่ใช้
ทดสอบ 25.42  2.99 % 

 

ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส พบ 62 ตัวอย่าง ที่มีฤทธิ์ต้าน เอนไซม์
แอลฟากลูโคซิเดสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ที่ความเข้มข้น 2 mg/ml  70%) โดยเป็น
ตัวอย่างจากสารสกัดจากเชื้อรา กลุ่ม Penicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp. และ 
Gongronella sp. จ านวน 54, 4, 2 และ 2 ตัวอย่าง ตามล าดับ ในการทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิ
เดส ใช้ Acarbose เป็นสามาตรฐาน โดยมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส 86.87±0.66% 

 

จากผลการทดลองทั้งหมด พบว่ามี 4 ตัวอย่างที่น่าสนใจ คือ SPSF318BE, SPSF318CE, 
SPSF224BE และ SPSF224CE โดยตัวอย่างทั้ง 4 ตัว มาจากเชื้อ 2 ชนิด คือ SPSF318 และ SPSF224 ซึ่งเชื้อ
ราทั้งสองเป็นเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. เหมือนกัน โดยเชื้อราทั้งสอง แยกเป็น 2 ตัวอย่าง คือ ส่วนที่เป็น
สารสกัดชั้น ethyl acetate ของอาหารเลี้ยงเชื้อ (broth, BE) และ ส่วนของสารสกัดชั้น ethyl acetate ของ
เซลล์ (cell, CE) 

 

เนื่องจากตัวอย่างจากสารสกัดจากเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. (SPSF318) มีฤทธิ์ต้าน เอนไซม์
ไทโรซิเนสที่ดี ซึ่งในปัจจุบันการศึกษาเพ่ือหาสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ที่ดีในการต้านเอนไซม์ดังกล่าวค่อน ข้างหาได้ยาก 
นอกจากนั้นตัวอย่างจากส่วนของสารสกัดชั้น ethyl acetate ของเซลล์ (SPSF318CE) ยังมี ฤทธิ์ที่ดีในการ
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ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม ดังนั้น Penicillium sp. (SPSF318) จึงน่าสนใจ
ในการน ามาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ในการแยกสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ (active compound) ต่อไป 

 

นอกจากนั้นยังมีสารตัวอย่างที่น่าสนใจอีก 2 ตัวอย่าง คือ SPSF224BE และ SPSF224CE 
เนื่องจากมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสที่ดี และตัวอย่างทั้งสองได้จากเชื้อเดียวกัน คือ Penicillium sp. 
(SPSF224) และตัวอย่างทั้งสองยังมีฤทธิ์ที่ดีในการต้านการอักเสบ โดยไม่เป็นพิษกับเซลล์ที่ใช้ทดสอบ 
นอกจากนั้น SPSF224CE ยังมีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมปานกลาง โดยไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ปกติ 
ดังนั้น Penicillium sp. (SPSF224) จึงเป็นอีกหนึ่งตัวอย่างที่น่าสนใจ ในการน ามาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ใน
การแยกสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ (active compound) ต่อไป 

 

เพราะฉะนั้นในการศึกษาครั้งนี้เราสามารถพบสารสกัดท่ีน่าสนใจ จากเชื้อ Penicillium sp. 2 
ชนิด คือ SPSF318 และ SPSF224 ที่จะน าไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ในการแยกสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ 
(active compounds) ทางชีวภาพใน ล าดับต่อไป 



33 
 

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition  

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % acetylcholine 

esterase 
inhibition  

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast cancer 

(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

1.  SPSF001BE 9.23 ± 2.81 43.95 ± 3.65 35.39 ± 3.57 -2.13 ± 3.78 18.88 ± 5.36 - 0 
2.  SPSF002BE 41.42 ± 3.61 27.80 ± 3.73 43.63 ± 2.78 0.94 ± 1.30 59.42 ± 4.08 - 6.98 ± 4.03 
3.  SPSF003BE -2.80 ± 3.44 99.71 ± 0.29 37.73 ± 2.22 1.26 ± 4.89 11.24 ± 5.36 - 0 
4.  SPSF004BE 13.57 ± 4.95 63.98 ± 3.62 32.22 ± 4.55 0.46 ± 3.48 9.90 ± 5.97 - 3.88 ± 3.50 
5.  SPSF005BE 7.00 ± 6.84 18.19 ± 4.00 108.64 ± 2.04 85.23 ± 1.71 99.32 ± 0.22 98.47 ± 0.87 12.94 ± 0.68 
6.  SPSF006BE 8.41 ± 8.41 50.07 ± 4.29 56.57 ± 3.43 -2.94 ± 2.90 38.63 ± 2.57 - 14.51 ± 2.03 
7.  SPSF007BE 2.95 ± 3.24 100.20 ± 0.24 26.24 ± 2.80 2.69 ± 3.39 39.10 ± 1.30 - 7.25 ± 1.40 
8.  SPSF008BE -2.99 ± 5.53 99.55 ± 0.08 23.42 ± 3.15 1.12 ± 1.04 11.78 ± 5.60 - 2.47 ± 3.24 
9.  SPSF009BE 45.91 ± 7.53 99.75 ± 0.27 33.71 ± 2.37 3.56 ± 1.95 -3.90 ± 5.39 - 12.40 ± 3.07 
10.  SPSF0010BE 30.14 ± 2.16 7.18 ± 5.33 22.95 ± 1.21 3.86 ± 0.92 66.00 ± 4.00 - 43.51 ± 3.16 
11.  SPSF0011BE -10.14 ± 4.46 60.27 ± 2.15 67.69 ± 4.72 2.19 ± 2.64 58.51 ± 3.13 - 0 
12.  SPSF0012BE 5.86 ± 6.54 100.56 ± 2.86 51.01 ± 4.30 2.24 ± 2.13 0.85 ± 4.99 - 0 
13.  SPSF0013BE 11.64 ± 1.62 70.74 ± 2.30 30.45 ± 3.31 1.08 ± 2.93 85.14 ± 2.70 79.49 ± 0.49 82.50 ± 0.80 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast cancer 

(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

14.  SPSF028BE -2.21 ± 6.37 99.71 ± 0.29 123.29 ± 2.13 87.81 ± 0.76 92.18 ± 0.15 79.24 ± 2.33 21.39 ± 1.58 
15.  SPSF029BE 5.5 ± 4.50 83.63 ± 1.89 123.37 ± 2.04 78.21 ± 0.78 97.10 ± 0.18 89.02 ± 3.92 35.52 ± 1.89 

16.  SPSF030BE 
10.00 ± 3.96 68.62 ± 7.05 

(0.5 mg/mL) 
47.42 ± 3.37 10.07 ± 1.76 10.31 ± 2.43 - 22.64 ± 1.79 

17.  SPSF031BE 15.04 ± 5.29 98.55 ± 2.69 35.87 ± 1.76 11.89 ± 1.02 34.92 ± 2.62 - 18.69 ± 3.74 
18.  SPSF032BE 13.65 ± 1.57 98.05 ± 0.63 21.25 ± 0.86 11.99 ± 1.75 12.00 ± 4.68 - 27.59 ± 3.23 
19.  SPSF033BE 5.64 ± 4.71 99.50 ± 0.09 124.72 ± 2.27 76.14 ± 1.16 87.49 ± 1.15 58.22 ± 3.96 22.70 ± 2.69 
20.  SPSF034BE 3.50 ± 1.26 91.26 ± 0.65 28.02 ± 2.88 14.27 ± 2.50 4.43 ± 1.57 - 49.12 ± 2.94 
21.  SPSF035BE -4.26 ± 3.93 99.27 ± 0.34 35.93 ± 3.06 14.53 ± 2.47 7.98 ± 0.22 - 20.98 ± 3.17 

22.  SPSF037BE 
-18.95 ± 2.99 97.61 ± 28.28 

(1 mg/mL) 
19.86 ± 2.06 22.80 ± 2.69 74.12 ± 1.64 43.65 ± 1.19 22.58 ± 1.19 

23.  SPSF039BE 5.5 ± 4.60 76.91 ± 0.55 31.88 ± 2.13 15.02 ± 3.12 5.48 ± 1.90 49.44 ± 4.77 40.00 ± 2.27 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast 
cancer 
(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

24.  SPSF225CE 19.55 ± 1.45 51.23 ± 1.28 52.13 ± 4.25 16.59 ± 3.59 53.98 ± 0.97 - 23.18 ± 2.40 
25.  SPSF225BE 8.10 ± 4.19 88.02 ± 1.71 -2.74 ± 2.57 6.72 ± 2.72 19.33 ± 1.50 - 23.04 ± 0.77 
26.  SPSF221CE 18.95 ± 5.54 27.00 ± 2.80 69.44 ± 2.22 54.79 ± 1.63 86.15 ± 1.03 52.91 ± 4.83 24.21 ± 2.31 
27.  SPSF221CH 30.18 ± 3.91 18.90 ± 1.20 78.33 ± 1.48 59.95 ± 3.02 89.21 ± 1.18 67.73 ± 3.85 28.84 ± 0.30 
28.  SPSF221BE 22.19 ± 3.03 89.86 ± 4.55 81.60 ± 1.59 41.67 ± 1.99 34.61 ± 1.29 - 44.84 ± 3.64 
29.  SPSF211CE 5.62 ± 3.89 81.43 ± 3.26 43.32 ± 5.68 17.42 ± 2.90 7.63 ± 1.68 - 31.95 ± 1.35 
30.  SPSF211BE 6.45 ± 2.87 101.26 ± 1.73 -26.87 ± 3.20 11.987 ± 4.55 9.84 ± 3.43 - 21.21 ± 1.85 
31.  SPSF234CE 8.10 ± 4.19 100.32 ± 0.36 17.71 ± 2.50 18.94 ± 2.47 33.28 ± 1.01 - 22.91 ± 2.17 
32.  SPSF234BE -1.22 ± 3.08 99.97 ± 1.33 7.83 ± 2.73 13..57 ± 3.93 21.58 ± 3.44 - 17.70 ± 1.41 
33.  SPSF244CE 13.92 ± 4.20 44.84 ± 1.14 88.40 ± 2.66 22.00 ± 5.72 74.00 ± 0.80 87.68 ± 1.94 42.49 ± 1.45 
34.  SPSF244BE 12.51 ± 1.55 51.29 ± 1.87 27.26 ± 2.09 7.28 ± 0.22 16.22 ± 3.81 - 32.85 ± 2.44 
35.  SPSF248CH 17.78 ± 4.13 82.27 ± 2.24 41.81 ± 189 0.01 ± 5.91 19.57 ± 3.80 - 19.81 ± 1.02 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast cancer 

(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

36.  SPSF248CE 6.23 ± 3.60 69.61 ± 0.79 95.63 ± 2.32 -4.28 ± 5.95 61.16 ± 1.78 - 25.12 ± 2.71 
37.  SPSF248BE 4.15 ± 2.98 86.91 ± 1.94 103.34 ± 1.94 35.60 ± 0.45 81.46 ± 1.08 66.48 ± 4.04 18.23 ± 1.25 
38.  SPSF236BE 24.43 ± 5.01 61.00 ± 2.34 45.59 ± 1.35 16.54 ± 5.70 27.39 ± 1.34 - 38.59 ± 0.98 
39.  SPSF236CE 11.55 ± 1.39 52.05 ± 2.73 55.46 ± 4.41 15.75 ± 2.32 31.16 ± 2.54 - 52.72 ± 0.59 
40.  SPSF209CE -13.64 ± 1.26 60.34 ± 1.41 56.99 ± 0.99 4.97 ± 5.9 25.51 ± 1.83 - 35.74 ± 2.23 
41.  SPSF209BE 6.51 ± 1.71 84.76 ± 2.89 30.29 ± 5.10 14.50 ± 2.98 19.36 ± 1.96 - 27.04 ± 1.38 
42.  SPSF213BE 22.09 ± 3.88 64.55 ± 0.98 32.73 ± 2.66 11.35 ± 1.45 1.12 ± 2.28 - 35.71 ± 2.11 
43.  SPSF238CE 1.11 ± 0.89 54.05 ± 1.68 48.16 ± 1.83 22.35 ± 2.05 51.68 ± 1.10 - 27.00 ± 0.55 
44.  SPSF208BE 7.39 ± 4.50 98.31 ± 1.19 49.56 ± 1.84 3.63 ± 3.35 30.30 ± 3.79 - 7.94 ± 0.84 
45.  SPSF208CE -3.78 ± 2.84 56.45 ± 2.57 87.78 ± 4.80 47.18 ± 0.96 69.91 ± 2.07 - 0 ± 1.36 
46.  SPSF208CH -3.25 ± 3.56 69.61 ± 0.79 53.48 ± 0.87 8.58 ± 5.15 31.94 ± 1.39 - 16.86 ± 1.34 
47.  SPSF226BE 0.46 ± 4.19 86.91 ± 1.94 55.37 ± 1.36 18.10 ± 1.13 40.49 ± 2.47 - 5.90 ± 1.05 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast cancer 

(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

48.  SPSF226CE 4.10 ± 1.13 54.70 ± 4.90 55.82 ± 2.54 5.38 ± 2.55 28.49 ± 1.82 - 25.60 ± 1.61 
49.  SPSF226CH 30.88 ± 1.27 29.86 ± 3.83 47.69 ± 1.43 16.99 ± 1.99 30.81 ± 1.64 - 8.85 ± 2.47 
50.  SPSF227BE 11.61 ± 2.77 57.93 ± 1.11 59.60 ± 2.51 9.87 ± 3.11 35.95 ± 2.81 - 9.16 ± 2.13 
51.  SPSF227CE 5.07 ± 1.52 18.55 ± 0.16 79.97 ± 1.55 3.58 ± 0.07 43.53 ± 1.70 - 44.20 ± 0.22 
52.  SPSF240BE 36.63 ± 1.88 93.63 ± 2.19 37.60 ± 0.75 3.44 ± 2.64 14.99 ± 2.80 - 11.22 ± 1.89 
53.  SPSF240CE 17.83 ± 4.89 62.57 ± 3.85 68.24 ± 1.09 7.45 ± 3.44 60.05 ± 2.44 - 13.57 ± 1.46 
54.  SPSF240CH 11.70 ± 3.53 77.42 ± 4.69 84.38 ± 2.40 16.16 ± 2.69 67.47 ± 1.55 - 15.57 ± 2.67 
55.  SPSF310BE 0.29 ± 3.10 119.00 ± 2.91 40.05 ± 2.46 -24.76 ± 6.66 15.08 ± 2.77 - 8.69 ± 1.75 
56.  SPSF310CE 4.57 ± 2.92 67.96 ± 2.27 71.33 ± 3.08 -7.60 ± 7.98 20.42 ± 1.30 - 32.19 ± 1.25 
57.  SPSF318BE 78.83 ± 2.72 53.42 ± 1.51 53.16 ± 1.44 2.73 ± 2.20 21.58 ± 2.80 - 13.09 ± 2.56 
58.  SPSF318CE 72.45 ± 3.55 53.04 ± 1.44 84.00 ± 2.30 18.05 ± 1.50 84.27 ± 1.10 60.82 ± 4.86 22.42 ± 1.93 
59.  SPSF325BE 26.81 ± 4.71 100.00 ± 00 25.83 ± 1.72 4.16 ± 1.89 70.96 ± 4.20 45.06 ± 2.13 21.27 ± 1.46 

 
 
 
 



38 
 

ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast 
cancer 
(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

60.  SPSF325CE 7.31 ± 3.17 100.00 ± 00 25.98 ± 3.36 17.27 ± 2.27 34.52 ± 2.06 - 32.39 ± 1.37 
61.  SPSF325CH 0.06 ± 4.45 100.00 ± 00 31.76 ± 6.15 22.57 ± 1.83 17.53 ± 3.26 - 18.91 ± 3.91 
62.  SPSF329BE 12.26 ± 3.79 86.27 ± 3.19 27.53 ± 2.42 13.96 ± 3.06 -2.60 ± 1.63 - 37.64 ± 3.91 

63.  SPSF329CE 5.28 ± 1.96 100.00 ± 00 -0.92 ± 2.54 20.46 ± 5.41 78.68 ± 1.47 28.13 ± 1.49 21.06 ± 2.21 

64.  SPSF329CH 2.02 ± 4.68 100.00 ± 00 10.69 ± 1.47 35.15 ± 4.35 55.29 ± 2.21 - 24.37 ± 1.23 
65.  SPSF330BE 16.57 ± 4.92 55.29 ± 2.57 61.32 ± 1.49 16.57 ± 1.97 36.87 ± 4.10 - 7.77 ± 0.52 
66.  SPSF330CE 3.29 ± 2.62 98.49 ± 1.23 37.64 ± 1.56 11.59 ± 1.39 15.18 ± 1.16 - 11.31 ± 3.29 
67.  SPSF339BE 9.96± 2.36 94.35 ± 0.69 105.03 ± 0.62 57.78 ± 2.05 85.23 ± 0.23 73.88 ± 4.26 12.69 ± 1.83 
68.  SPSF339CE 2.90 ± 1.79 96.87 ± 0.60 98.44 ± 0.57 16.25 ± 3.11 24.43 ± 2.10 - 26.65 ± 0.63 
69.  SPSF339BT 4.58 ± 2.58 51.24 ± 0.25 70.23 ± 1.10 3.53 ± 2.59 78.80 ± 1.50 88.84 ± 3.20 5.05 ± 2.93 
70.  SPSF358BE -5.49 ± 1.99 59.77 ± 3.95 9.41 ± 1.05 9.31 ± 0.86 10.20 ± 1.39 - 0 ± 3.71 
71.  SPSF358CE 1.55 ± 0.82 98.90 ± 3.72 28.65 ± 1.01 5.22 ± 4.23 16.98 ± 2.24 - 8.47 ± 2.63 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast 
cancer 
(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

72.  SPSF206CM 10.48 ± 4.53 17.98 ± 2.89 29.19 ± 3.30 20.58 ± 2.08 10.60 ± 1.28 - 23.96 ± 1.41 
73.  SPSF360BE 31.11 ± 2.97 32.08 ± 0.15 105.04 ± 0.89 72.32 ±0.71 97.33 ± 0.10 79.00 ± 0.96 36.34 ± 1.59 
74.  SPSF360CH 24.38 ± 1.71 13.12 ± 4.26 105.22 ± 1.07 89.32 ± 0.29 98.90 ± 0.20 105.42 ± 0.96 16.35 ± 2.04 
75.  SPSF360BT -34.93 ± 2.96 64.63 ± 1.57 30.96 ± 1.57 27.93 ± 1.43 6.74 ± 1.61 - 8.12 ± 2.36 
76.  SPSF206BE 27.18 ± 2.53 79.43 ± 1.19 66.72 ± 1.47 12.77 ± 2.51 47.12 ± 1.08 - 43.62 ± 1.75 
77.  SPSF209BT -24.20 ± 1.87 27.98 ±3.35 23.05 ± 2.55 15.63 ± 2.04 3.10 ± 2.20 - 15.55 ± 3.76 
78.  SPSF219BE -32.06 ± 2.45 98.29 ± 3.64 72.42 ± 1.29 8.92 ± 1.74 61.34 ± 0.95 - 41.31 ± 3.04 
79.  SPSF224BE 22.17 ± 1.54 104.83 ± 3.40 76.13 ± 2.25 15.84 ± 1.85 46.84 ± 2.28 - 22.06 ± 2.20 
80.  SPSF224CE -3.75 ± 1.68 100.00 ± 0.00 91.07 ± 2.32 22.83 ± 1.79 76.62 ± 1.39 -12.90 ± 6.26 27.26 ± 0.91 
81.  SPSF227BT -7.96 ± 1.62 91.04 ± 0.19 21.39 ± 3.31 17.16 ± 2.36 0.29 ± 1.10 - 22.28 ± 1.96 
82.  SPSF234BT -47.56 ± 2.36 74.81 ± 2.17 21.58 ± 3.09 18.51 ± 2.54 -5.90 ± 1.40 - 14.08 ± 1.32 
83.  SPSF241BE -2.47 ± 1.79 85.43 ± 0.48 65.92 ± 1.54 11.48 ± 4.19 22.65 ± 2.12 - 30.34 ± 2.06 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast cancer 

(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

84.  SPSF250BE -4.19 ± 2.30 103.70 ± 2.01 56.98 ± 4.65 55.96 ± 0.61 3.42 ± 1.73 - 15.02 ± 1.87 
85.  SPSF304BE 22.76 ± 2.35 84.80 ± 0.74 82.98 ± 1.31 8.60 ± 3.55 59.79 ± 4.21 - 36.79 ± 1.73 
86.  SPSF304CH -9.09 ± 1.49 100.00 ± 0.00 92.93 ± 2.39 17.96 ± 2.27 69.50 ± 1.85 - 27.77 ± 261 
87.  SPSF304BT -3.05 ± 1.46 52.97 ± 1.23 51.44 ± 3.15 20.26 ± 1.69 6.56 ± 3.73 - 45.79 ± 2.58 
88.  SPSF310BT 10.21 ± 1.15 84.37 ± 2.21 62.61 ± 1.34 20.82 ± 3.09 11.83 ± 4.56 - 23.94 ± 2.56 
89.  SPSF312BE 35.05 ± 2.55 85.73 ± 1.09 85.23 ± 2.13 15.40 ± 2.22 86.36 ± 0.88 75.16 ± 4.30 27.86 ± 2.51 
90.  SPSF312CE -22.36 ± 3.58 79.36 ± 1.75 80.29 ± 5.31 26.00 ± 2.61 64.01 ± 2.36 - 12.74 ± 2.98 
91.  SPSF328BE 27.41 ± 3.50 100.00 ± 0.00 38.77 ± 2.39 4.96 ± 3.75 31.69 ± 4.20 - 23.60 ± 2.27 
92.  SPSF347BE -1.02 ± 4.21 77.16 ± 2.57 39.60 ± 3.54 16.07 ± 1.66 24.57 ± 3.57 - 42.84 ± 2.76 
93.  SPSF358BT 6.21 ± 0.95 83.21 ± 3.35 23.88 ± 2.73 10.81 ± 1.03 -2.36 ± 1.44 - 21.40 ± 2.60 
94.  SPSF038BE 23.12 ± 4.82 36.72 ± 1.52 29.12 ± 2.91 15.58 ± 1.68 3.40 ± 3.60 - 40.55 ± 2.57 
95.  SPSF040BE -13.86 ± 4.03 96.72 ± 0.82 36.10 ± 4.11 18.17 ± 0.53 5.27 ± 2.84 - 49.39 ± 2.43 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast 
cancer 
(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

96.  SPSF042BE 24.47 ± 1.91 66.24 ± 4.05 91.71 ± 5.17 11.45 ± 2.89 64.38 ± 4.08 - 48.07 ± 2.85 
97.  SPSF043BE 24.49 ± 2.73 96.87 ± 0.34 81.32 ± 1.14 7.58 ± 2.08 24.63 ± 1.65 - 29.21 ± 2.84 
98.  SPSF044BE 18.04 ± 2.63 61.11 ± 0.51 101.08 ± 1.85 47.26 ± 2.26 75.90 ± 0.76 39.00 ± 1.40 30.43 ± 3.63 
99.  SPSF045BE 58.04 ± 1.46 82.56 ± 0.96 47.38 ± 2.42 14.09 ± 3.07 19.99 ± 2.34 - 20.51 ± 1.46 
100.  SPSF046BE 14.65 ± 1.78 82.54 ± 2.91 36.26 ± 2.46 17.26 ± 0.64 2.76 ± 4.27 - 24.83 ± 2.52 
101.  SPSF047BE 14.94 ± 2.83 91.51 ± 0.68 67.22 ± 1.75 15.86 ± 2.28 17.17 ± 2.44 - 63.16 ± 1.00 
102.  SPSF048CE 5.05 ± 0.22 88.92 ± 1.42 45.87 ± 2.66 15.37 ± 1.10 1.48 ± 1.96 - 43.15 ± 2.94 
103.  SPSF049BT 4.51 ± 2.35 54.69 ± 3.32 100.73 ± 2.93 16.54 ± 0.58 73.93 ± 0.94 - 53.63 ± 0.43 
104.  SPSF051BT 6.24 ± 3.40 91.44 ± 2.23 95.85 ± 3.58 47.76 ± 2.91 95.54 ± 3.12 93.34 ± 2.48 65.41 ± 2.08 
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ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นจากสารสกัดเชื้อราจากดินพรุโต๊ะแดง จ านวน 104 ตัวอย่าง (ต่อ) 

No. Extract 

Screening activities 

% Tyrosinase 
inhibition 

at 20 µg/ml 

% Alpha-
glucosidase 
inhibition 

at 2 mg/ml 

Anti-inflammatory activity 
at 25 µg/ml 

Raw 264.7 cells 

Cytotoxic activity 
at 25 µg/ml % Acetylcholine 

esterase 
inhibition 

at 100 µg/ml 
Nitric oxide 
inhibitory 

effect 

Cytotoxic 
effect 

Human 
breast cancer 

(MCF-7) 

Human 
gingival 

fibroblast 
(HGF) 

Std. 

Acarbose  86.87 ± 0.66 - - - - - 
ปวกหาด 98.82 ± 3.97 - - - - - - 
Kojic acid 75.46 ± 1.80 - - - - - - 
Camptothecin - - - - 94.01 ± 0.17 73.14 ± 3.63 - 
Galantamine - - - - - - 97.69 ± 0.95 
Indomethacin - - 61.08 ± 0.68 25.42 ± 2.99 - - - 
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

จากผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของจุลินทรีย์ในดินอินทรีย์ในพื้นท่ีพรุ จังหวัดนราธิวาส จ านวน 
104 ตัวอย่าง ซึ่งประกอบด้วยสารสกัดจากเชื้อ Trichoderma sp., Aspergillus sp., Gongronella sp., 
Penicillium sp. จ านวน 4, 12, 2 และ 83 ตัวอย่าง ตามล าดับ และอีก 3 ตัวอย่างที่ ขณะนี้ยังไม่สามารถ
พิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อราได้ (unidentified) ว่าเป็นเชื้อชนิดใด โดยน าตัวอย่าง ทั้งหมดมาทดสอบฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ 5 อย่าง ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส (รักษาความผิดปกติของเม็ดสี) ฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟา
กลูโคซิเดส (รักษาเบาหวาน) ฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส (รักษาโรคสมองเสื่อม, Alzheimer’s 
disease) ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (รักษาโรคมะเร็ง) และฤทธิ์ต้านการอักเสบ (รักษาอาการ
อักเสบต่างๆ) 

 

จากผลการทดลอง พบว่ามี 3 ตัวอย่าง ซึ่งได้จากเชื้อ Penicillium sp. มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโร
ซิเนสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส  50% ที่ความเข้มข้น 20 g/ml) ได้แก่ SPSF0318BE, 
SPSF0318CE และ SPSF045BE (สารมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบนี้คือ ปวกหาด (water extract of 
Artocarpus lakoocha) และ kojic acid โดยมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนสเท่ากับ 98.82  3.97 และ 
75.46  1.80% ตามล าดับ) 

 

และพบ 1 ตัวอย่างมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะ
ซิทิลคอลินเอสเตอเรส  80% ที่ความเข้มข้น 100 g/ml) ได้แก่ SPSF013BE (Trichoderma sp.) (สาร 
มาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบนี้คือ Galantamine มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์อะซิทิลคอลินเอสเตอเรส 97.69  
0.95%) 

 

พบ 14 ตัวอย่างมีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ที่ดี (มีความเป็นพิษต่อ 
เซลล์มะเร็งเต้านมที่ความเข้มข้น 25 g/ml  80%) โดยเป็นตัวอย่างจากสารสกัดเชื้อรากลุ่ม Penicillium 
sp., Aspergillus sp. และ Trichoderma sp. จ านวน 10, 3 และ 1 ตัวอย่าง ตามล าดับ เมื่อน าตัวอย่าง ที่มี
พิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (Human gingival fibroblast (HGF)) พบว่า
ทุกตัวอย่างมีพิษต่อเซลล์ปกติมากกว่า 20% (สารมาตรฐานในการทดสอบนี้ คือ Camptothecin โดยมีพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 94.01  0.17% และพิษต่อเซลล์ปกติ (HGF) 73.14  3.63%) 

 

ส าหรับฤทธิ์ต้านการอักเสบ ผลการทดสอบพบ 39 ตัวอย่าง มีฤทธิ์ต้านการอักเสบที่ดี (ยับยั้งการ
หลั่ง nitric oxide จาก macrophage cell (RAW 264.7) ที่ความเข้มข้น 25 g/ml  60%) โดยเป็น
ตัวอย่างจากสารสกัดจากเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. และ Aspergillus sp. จ านวน 34 และ 5 ตัวอย่าง 
ตามล าดับ โดยมี 18 ตัวอย่าง ที่มีพิษต่อเซลล์ที่ใช้ทดสอบมากกว่า 20% ในการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ ใช้ 
Indomethacin เป็นสารมาตรฐาน โดยมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ 61.08  0.68 % และมีพิษต่อเซลล์ที่ใช้ทดสอบ 
25.42  2.99 % 

 

ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส พบ 62 ตัวอย่าง ที่มีฤทธิ์ต้าน เอนไซม์
แอลฟากลูโคซิเดสที่ดี (มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ที่ความเข้มข้น 2 mg/ml  70%) โดยเป็น
ตัวอย่างจากสารสกัดจากเชื้อรา กลุ่ม Penicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp. และ 
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Gongronella sp. จ านวน 54, 4, 2 และ 2 ตัวอย่าง ตามล าดับ ในการทดสอบฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโค
ซิเดส ใช้ Acarbose เป็นสารมาตรฐาน โดยมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส 86.87 ± 0.66% 

 

จากผลการทดลองทั้งหมด พบว่ามี 4 ตัวอย่างที่น่าสนใจ คือ SPSF318BE, SPSF318CE, 
SPSF224BE และ SPSF224CE โดยตัวอย่างทั้ง 4 ตัว มาจากเชื้อ 2 ชนิด คือ SPSF318 และ SPSF224 ซ่ึง
เชื้อราทั้งสองเป็นเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. เหมือนกัน โดยเชื้อราทั้งสอง แยกเป็น 2 ตัวอย่าง คือ ส่วนที่
เป็นสารสกัดชั้น ethyl acetate ของอาหารเลี้ยงเชื้อ (broth, BE) และ ส่วนของสารสกัดชั้น ethyl acetate 
ของเซลล์ (cell, CE) 

 

เนื่องจากตัวอย่างจากสารสกัดจากเชื้อรากลุ่ม Penicillium sp. (SPSF318) มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์
ไทโรซิเนสที่ดี ซึ่งในปัจจุบันการศึกษาเพ่ือหาสารสกัดท่ีมีฤทธิ์ที่ดีในการต้านเอนไซม์ดังกล่าวค่อน ข้างหาได้ยาก 
นอกจากนั้นตัวอย่างจากส่วนของสารสกัดชั้น ethyl acetate ของเซลล์ (SPSF318CE) ยังมี ฤทธิ์ที่ดีในการ
ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม ดังนั้น Penicillium sp. (SPSF318) จึงน่าสนใจ
ในการน ามาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ในการแยกสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ (active compound) ต่อไป 

 

นอกจากนั้นยังมีสารตัวอย่างที่น่าสนใจอีก 2 ตัวอย่าง คือ SPSF224BE และ SPSF224CE 
เนื่องจากมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสที่ดี และตัวอย่างทั้งสองได้จากเชื้อเดียวกัน คือ Penicillium sp. 
(SPSF224) และตัวอย่างทั้งสองยังมีฤทธิ์ที่ดีในการต้านการอักเสบ โดยไม่เป็นพิษกับเซลล์ที่ใช้ทดสอบ 
นอกจากนั้น SPSF224CE ยังมีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมปานกลาง โดยไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ปกติ 
ดังนั้น Penicillium sp. (SPSF224) จึงเป็นอีกหนึ่งตัวอย่างที่น่าสนใจ ในการน ามาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ใน
การแยกสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ (active compound) ต่อไป 

 

เพราะฉะนั้นจากการศึกษาครั้งนี้เราสามารถพบสารสกัดที่น่าสนใจ จากเชื้อ Penicillium sp. 2 
ชนิด คือ SPSF318 และ SPSF224 ที่จะน าไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ เพ่ือใช้ในการแยกสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ 
(active compounds) ทางชีวภาพในโครงการล าดับต่อไป (โครงการ องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารสกัดเชื้อรา จากดินอินทรีย์ในพื้นที่พรุ จังหวัดนราธิวาส) 

 

อนึ่ง จากผลของโครงการต่อเนื่องจากโครงการนี้ (โครงการองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารสกัดเชื้อรา จากดินอินทรีย์ในพื้นที่พรุ จังหวัดนราธิวาส) เมื่อน า SPSF318 ซึ่งมีฤทธิ์ต้าน
เอนไซม์ไทโรซิเนสที่ดี และ SPSF224 ซึ่งมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส ที่ดี ส่งจ าแนกชนิดจุลินทรีย์ 
โดยใช้ Molecular method พบว่า SPSF318 เป็นเชื้อราชนิด Aspergillus flavus (ซ่ึงต่างจากผลการศึกษา
ลักษณะทาง morphology เดิมคาดว่า SPSF318 เป็นเชื้อราในสกุล Penicillium) ส าหรับ SPSF224 เป็นเชื้อ
ราชนิด Penicillium maximae 

 

โดยสรุปพบว่า พ้ืนที่พรุ จังหวัดนราธิวาส เป็นแหล่งทีต่รวจพบเชื้อราที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดี 
ดังนั้นพื้นที่ดังกล่าวจึงมีความน่าสนใจ ที่จะใช้เป็นแหล่งศึกษาเก่ียวกับสารจากธรรมชาติ โดยเฉพาะการหาสาร
ใหมท่ี่สามารถน ามาพัฒนาเป็นยาต้นแบบ (lead compound) ในการรักษาโรคต่างๆต่อไป  

 

อุปสรรคส าคัญในการศึกษากลุ่มเชื้อราคือ การพิสูจน์เอกลักษณ์ชนิดของเชื้อรา เนื่องจากการใช้
ลักษณะทาง morphology อาจคลาดเคลื่อน ต้องใช้ molecular method ซึ่งเป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง 
หากใช้เทคนิคนี้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์เชื้อราทุกชนิด จึงแก้ปัญหาด้วยการใช้การพิสูจน์เอกลักษณ์เบื้องต้น 
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โดยการใช้ morphology และเม่ือมีเชื้อราที่น่าสนใจ ที่จะศึกษาต่อ จะต้องยืนยันชนิดของเชื้อราอีกครั้งโดย
การใช้ molecular method เพ่ือลดค่าใช้จ่ายในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อราทั้งหมดด้วยวิธีดังกล่าว 

 
หมายเหตุ: งานวิจัยชิ้นนี้ได้ตีพิมพ์เผยแพร่ผลงานทางวิชาการในวารสารระดับนานาชาติ ในฐานข้อมูล Web of 
Science 2 ฉบับ (ภาคผนวก) ดังนี้: 
 
- Dej-adisai, S.*, Basow, N., Wattanapiromsakul, C., Nuankaew, W., Kang, T.H. (2021) Effect of 

isolated soil fungi from Sirindhorn Peat Swamp Forest Narathiwat province, Thailand 
on tyrosinase enzyme and melanin content. Chiang Mai Journal of Science, 48(1): 27-
41. 

- Dej-adisai, S.*, Kaewchutima, N., Wattanapiromsakul, C. & Phoopha, S. (2021) Biological 
activities and chemical profiles of selected soil fungi isolated from Sirindhorn Peat 
Swamp Forest of Narathiwat, Thailand. Sains Malaysiana. 50(9): 2563-2577. 
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- เป็นผู้ทรงคุณวุฒิในการพิจารณาทะเบียนยา/สมุนไพร/ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติของ สนบ. อย. 
- เป็นคณะท างานพัฒนาคู่มือประเมินผลิตภัณฑ์สมุนไพร ของกองผลิตภัณฑ์สมุนไพร 

 
3. ผู้ร่วมวิจัย คนที่ 2 
1. ชื่อ-นามสกุล นางสุปรียา  ยืนยงสวัสดิ์ (Mrs. Supreeya Yuenyongsawad) 
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2. หมายเลขบัตรประจ าตัวประชาชน 3909800882363 
3. ประวัติการศึกษา  

ปริญญาตรีสาขา พฤกษศาสตร์ ปีที่จบ 2523 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ประเทศไทย 
ปริญญาโทสาขา  เภสัชศาสตร์ (เภสัชพฤกษศาสตร์) ปีที่จบ 2526 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประเทศไทย 
ปริญญาเอกสาขา เภสัชศาสตร์ ปีที่จบ 2550 มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ประเทศไทย 

4. ต าแหน่งปัจจุบัน ผู้ช่วยศาสตราจารย์ 
5. หน่วยงาน พนักงานมหาวิทยาลัย   ม. สงขลานครินทร์ อ. หาดใหญ่ จ. สงขลา  90112 

(ข้าราชการบ านาญ สาขาวิชาวิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์) 

6. โทรศัพท์/โทรสาร  0897387940 
e-mail : ysupreey@gmail.com  

7. ผลงานตีพิมพ์ 
1. สุนธร พิพิธแสงจันทร์ ทิวา บุตรผา ปาริชาติ ปาลินทร สุปรียา ยืนยงสวัสดิ์ และสนั่น ศภุธีรสกุล. 2543 

การศึกษาฤทธิ์ของพืชบางชนิดในท้องถิ่นภาคใต้ประเทศไทยต่อการตายของหนอนใยผัก. ว. สงขลา
นครินทร์ วทท. 22(4) : 447-455. 

2. Hiranyachattada,S., Nualplub, S. and Yuenyongsawad, S. 2000. Investigation of the 
diuretic effect of Ananas comosus rhizome extract in rat. Songklanakarin J.Sci. Technol. 
22 : 199-207. 

3. Panichayupakaranant, P., Yuenyongsawad, S. and Reanmongkol,W. 2000. Lawsone 
methyl ether in oral base and its chemical stability. Songklanakarin J. Sci. Technol. 22 : 
523-527 

4. Subhadhirasakul, S., Yuenyongsawad, S. Ketjinda, W., Phadungsombat, N. and 
Faroongsarng, D. 2001.  Study on tablet binding and disintegrating properties of 
alternative starches prepared from taro and sweet potato tubers. Drug Dev. Ind. 
Pharm. 27:81-88. 

5. Tewtrakul, S., miyashiro, H., Nakamura, N., Hattori, M., Kawahata, T., Otake,T., 
Yoshinaga, T., Fujiwara,  Supavita, T., Yuenyongsawad, S., Rattanasuwan, P., and Dej-
adisai, S. 2003. HIV-1 integrase inhibitory  substances from Coleus parvifolius. 
Phytother. Res. 17 :232-239. 

6. Okuyama, E., Shimamura, K., Nagamatsu, C., Fujimoto, H., Ishibashi, M., Shirota, O., 
Sekita, S., Satake, M., Ruiz, J., Flores, F.A. and Yuenyongsawad, S. 2003. Bioactive 
components of a Peruvian herbal medicine, Chucuhuasi (Maytenus amazonica). 
Biodiversity : Biomolecular aspects of Biodiversity and Innovative Utilization. Kluwer 
academic Pub. pp. 85-90. 

7. Plubrukarn, A., Yuenyongsawad, S., Thammasaroj, T., and Jitsue, A. 2003. Cytotoxic 
isoquinoline quinines from the Thai sponge Cribrochalina. Pharm. Biol. 41 :439-442. 
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8. Wonganuchitmeta, S., Yuenyongsawad, S., Keawpradub, N. and Plubrukarn, A. 2004. 
Antitubercular sesterterpenes from the Thai sponge Brachiaster sp. J. Nat. Prod. 67 
:1767-177. 

9. Tewtrakul, S., Yuenyongsawad, S., Kummee, S. and Atsawajaruwan,L. 2005. Chemical 
components and biological activities of volatile oil of Kaempferia galanga Linn. 
Songklanakarin J.Sci. Technol. 27 (supp.2) 503-507. 

10. Yuenyongsawad, S.,Tewtrakul, S. 2005. Essential oil components and biological 
activities of Coleus parvifolius Benth. Leaves. Songklanakarin J.Sci. Technol. 
27(supp.2) 497-502. 

11. Keawpradub, N. Yuenyongsawad, S., Dej-adisai, S. 2005. Cytotoxic activity of 
Arcangelisia flava, Coscinium blumeanum and Fibraurea tinctoria against tumor 
cells. Songklanakarin J.Sci. Technol. 27(supp.2) 455-467. 

12. Pipithsangchan,S., Subhadhirasakul, S., Palintorn, P., Yuenyongsawad, S. and 
Chantrapromma, K. 2005.  Effects of extract Tiam seeds on cotton leafworm. 
Songklanakarin J.Sci. Technol. 27(3): 511-521. 

13. Kornkanok Ingkaninan, Preeda phengpa, Supreeya Yuenyongsawad and Nantaka 
Khorana 2006. Acetylcholinesterase inhibitions from Stephania venosa tuber. Journal 
of Pharmacy and Pharmacology 58:695-700. 

14. Roosanee Langjae, Somchai Bussarawit, Supreeya Yuenyongsawad, Kornkanok   
Ingkaninan, Anuchit Plubrukarn 2007. Acetylcholinesterase-inhibiting steroidal alkaloid 
from the sponge Corticium sp. Steroids.72:682-685. 

15. Boonsin Tangtrakulwanich Vechasilp Jaruwat,Kwunchit Oungbho,Supreeya 
Yuenyongsawad 2007. The efficacy of methotrexate-impregnated hydroxyapatite 
composites on human mammary carcinoma Cells. J. Orthopaed. Surg. 15(1): 56-61. 

16. Sanan Subhadhirasakul, Niwat Keawpradub, Charuporn Promwong and Supreeya 
Yuenyongsawad. 2008.  Free radical Scavenging and Cytoprotective Activity of Salacia 
euphlebia Merr. Natural Product Communications. 3(2) 211-214. 

17. Yutthapong Sangnoi, Oraphan Sakulkeo, Supreeya Yuenyongsawad, Akkharawit 
Kanjana-opas, Kornkanok Ingkaninan, Anuchit Plubrukarn and Khanit Suwanborirux, 
2008. Acetylcholinesterase-inhibiting activity of pyrrole derivatives from a novel 
marine glinding bacterium, Rapidithrix  thailandica. Mar. Drugs 6: 578-586. 

18. Anuchit Plubrukarn, Supreeya Yuenyongsawad, Chatchanok Karalai, Sunan Jaisamut, 
Suriyan Thengyai, Khanit Suwanborirux 2009. Structure-activity relationships of 
antitubercular scalaranes: Heteronemin revisited. Pure and Applied Chemistry 
91:1019-1026. 

19. P. Panichayupakaranant, S. Tewtrakul, S. Yuenyongsawad 2010. Antibacterial, anti-
inflammatory and anti-allergic activities of standardized pomegranate rind extract. 
Food Chemistry 123: 400–403. 
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20. Abdul-Wahab Salae, Chatchanok Karalai, Chanita Ponglimanont, Akkharawit Kanjana-
Opas, and Supreeya  Yuenyongsawad 2010.  Naphthalene derivatives from Diospyros 
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21. Thanchanok Sirirak, Niwan Intaraksa, Sireewan Kaewsuwan, Supreeya Yuenyongsawad, 
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2238-2246. 
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heteronemin   Natural Product Communications, 9(3):359-60. 
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Product Communications 9(11):1559-1561 



61 
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Vehicle Lat. Am. J. Pharm. 36 (12): 2482-93 
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41. Apisada Jiso, Siriporn Kittiwisut, Ruttanaporn Chantakul, Supreeya Yuenyongsawad, 
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4. ผู้ร่วมวิจัย คนที่ 3 
1. ชื่อ  สกุล: รศ.ดร.สุภิญญา ติ๋วตระกูล (Assoc. Prof. Dr. Supinya Tewtrakul) 
2. หมายเลขบัตรประจ าตัวประชาชน: 31005 01447 869 
3. ประวัติการศึกษา 

 

ปีการศึกษาที่
จบ 

ระดับการศึกษา สถาบัน สาขาวิชา 

2534 ปริญญาตรี มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เภสัชศาสตร์ 
2536 ปริญญาโท จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เภสัชเวท 

2545 ปริญญาเอก  Toyama Medical and 
Pharmaceutical University 

Pharmaceutical 
Sciences 

 

4. ต าแหน่งปัจจุบัน: รองศาสตราจารย์ ระดับ 9 
5. ระยะเวลาตามสัญญาจ้าง ในกรณีที่เป็นพนักงานมหาวิทยาลัย: - 
6. สาขาวิชา/คณะ/หน่วยงาน 

สาขาวิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ 
คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  
อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 90112 

7. โทรศัพท์/โทรสาร/e-mail 
โทรศัพท์ 074-288888  โทรสาร 074-428220 
e-mail address:  supinya.t@psu.ac.th 

8. ประสบการณ์ในงานวิจัย 
-Biological activities of Thai plants including anti-inflammatory, antioxidant and 
wound healing effects. 

9. ผลงานวิจัยที่พิมพ์ออกเผยแพร่ 
1. Thanasakdecha, S., Tewtrakul, S*. 2021. Wound healing gel containing compound 2-

acetoxysandaracopimaradien-1-ol from Kaempferia marginata rhizome. Journal of 
Herbal Medicine. 28, Article number 100437. 

2. Tungcharoen, P., Wattanapiromsakul, C., Tansakul, P., Nakamura, S., Matsuda, M., and 
Tewtrakul, S*.  2020.  Antiinflammatory effect of isopimarane diterpenoids from 
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Kaempferia galanga.  Phytotherapy Research. 34 (3): 612-623. 
3. Srirod, S., and Tewtrakul, S*. 2019.  Anti-inflammatory and wound healing effects of 
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Article number 111828. 
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7. Sudsai, T., Wattanapiromsakul, C., and Tewtrakul, S*.  2016.  Wound healing propertry 
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8. Tewtrakul, S*., Tungcharoen, P., Sudsai, T., Karalai, C., Ponglimanont, C., and Yodsaoue, 
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Caesalpinia sappan L.  Phytotherapy Research.  29(6), 850-856. 

9. Tewtrakul, S*., Chaniad, P., Wattanapiromsakul, C., and Painwanit, S. 2015.  Anti-HIV-1 
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L.  Phytotherapy Research.  29(5), 724-729. 

10. Sudsai, T., Prabpai, S., Kongsaeree, P., Wattanapiromsakul, C. and Tewtrakul, S*. 2014. 
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Journal of Ethnopharmacology. 154(2), 453-461. 

11. Tupchiangmai,  W., Choksakulporn, S., Tewtrakul, S., Pianwanit, S. and  Sritana-anant, 
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Multivalent HIV-1 Integrase Inhibitors. Chemical and Pharmaceutical Bulletin. 62(8), 
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12. Suedee, A., Tewtrakul, S. and Panichayupakaranant, P. 2014. Anti-HIV-1 integrase 
activity of Mimusops elengi leaf extracts. Pharmaceutical Biology. 52(1), 58-61. 

13. Sudsai, T., Wattanapiromsakul, C., Nakpheng, T. and Tewtrakul, S*. 2013. Evaluation 
of the wound healing property of Boesenbergia longiflora rhizomes. Journal of 
Ethnopharmacology. 150(1), 223-231. 

14. Yuenyongsawad, S., Bunluepuech, K., Wattanapiromsakul, C. and Tewtrakul, S. 2013. 
Anti-cancer activity of compounds from Bauhinia strychnifolia stem. Journal of 
Ethnopharmacology. 150, 765-769. 
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15. Kaewkroek, K., Wattanapiromsakul, C., Kongsaeree, P. and Tewtrakul, S*. 2013. Nitric 
Oxide and Tumor Necrosis factor-alpha Inhibitory Substances from the Rhizomes of 
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ABSTRACT
		 Tyrosinase is the most important enzyme that can approach towards controlling melanin 

production for hyperpigmentation treatment. The 104 samples were extracted from 54 fungi which 
were isolated from organic soil at Sirindhorn peat swamp forest, Narathiwat province, Thailand. They 
were screened on tyrosinase inhibition. From the results, four samples as SPSF318BE, SPSF011BE, 
SPSF318CE and SPSF045BE showed the potent tyrosinase inhibitory activity with more than 
50% at 20 µg/ml. Their tyrosinase inhibitions were 78.83±2.72%, 75.80±2.65%, 72.45±3.55% and 
58.04±1.46%, respectively. While positive controls as the water extract of  Artocarpus lakoocha wood 
and kojic acid could inhibit this enzyme with 94.26±0.65% and 80.18±0.84%, respectively. The most 
active sample was selected for further study, the fungus SPSF318 was identified by using molecular 
method as Aspergillus flavus. The crude extracts of  A. flavus were evaluated for inhibition of  cellular 
tyrosinase, melanin synthesis on B16F1 melanoma cells, pigmentation inhibitory effects on zebrafish, 
antioxidant and anti-microbial activities against Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. In addition, A. flavus 
has to further study of  chemical constituents in order to figure out the active compound which 
might be the lead compound for whitening agent. Therefore, isolated soil fungi in this area could be 
considered as good sources of  various bioactive natural products, especially, to identify new inhibitor 
with drug-like properties on tyrosinase enzyme activity.

Keywords: fungal extracts, biological activities, anti-tyrosinase activity, Aspergillus flavus, Sirindhorn 
Peat Swamp Forest

1. INTRODUCTION
Human skin color occurs from the epidermis 

where the pigment producing cells, melanocytes, 
produce melanin [1]. Melanin plays a crucial role 

in protecting the skin against harmful effects 
from ultraviolet (UV) and oxidative stress from 
various environmental pollutants [2]. However, the 
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accumulation of  melanin in keratinocyte due to 
the overexpression of  tyrosinase leads to various 
dermatological disorders such as melasma, age 
spots, and sites of  actinic damage [3]. Fungi are 
universal sources of  various bioactive metabolites. 
A number of  these fungal metabolites have found 
significant commercial medicinal success, such as 
penicillin, cyclosporine, and lovastatin [4-5]. During 
recent years, many new secondary metabolites 
have been reported, and several compounds 
exhibited interesting biological activities such 
as anti-bacterial, anti-malarial, anti-oxidant, and 
anti-proliferation against NCI-H187 and KB 
cells, COX-2 inhibitory, cytotoxic against HL-60, 
BEL-7402 and A-549 cell lines, and HMG-CoA 
reductase inhibitory activities [6-7]. In addition, 
many tyrosinase inhibitors were isolated from fungi 
for example kojic acid. This compound could be 
produced by species of  Penicillium and Aspergillus 
[8]. 6β-Hydroxytibolone and 10β-hydroxy-4-
tibolone were isolated from Rhizopus stolonifer 
while paecilomycones A, B and C were isolated 
from Paecilomyces gunnii [9]. Thus, to seek the 
anti-tyrosinase inhibitor from fungi is interesting 
to provide a new source of  active compounds 
from nature to treat pigmentation disorder. This 
study was initiated to screen the anti-tyrosinase, 
anti-inflammatory, and cytotoxic activity against 
human breast adenocarcinoma, human gingival 
fibroblasts cells and anti-acetylcholinesterase of  
104 crude extracts from fifty-four isolate cultures 
which classified into two genera based on their 
morphology. The crude extracts which showed 
potential effects were selected for further study in 
B16F1 melanoma cells, intracellular anti-tyrosinase 
activity and melanin content. In addition, their 
pigmentation inhibitory effects on zebrafish 
were studied.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Fungal Material

Soil fungi were isolated from Sirindhorn peat 
swamp forest’s organic soil in Narathiwat Province, 
Thailand. The genus of  these fungi was identified 

by morphological characteristics and deposited 
at the Department of  Microbiology, Faculty 
of  Science, Prince of  Songkla University. The 
most effective sample on anti-tyrosinase activity 
screening tests was further identified the species 
by molecular method appertaining to an analysis 
of  their ITS sequences by BIOTEC, Thailand. 

2.2 Culture Conditions and Extractions
The soil fungi were cultured on potato dextrose 

agar incubated at 25 ºC for 5 days. Five pieces of  
mycelial agar plugs were inoculated into flasks that 
contained 250 ml potato dextrose broth (PDB; 
per liter involved potato water, 200 ml, distilled 
water, 800 ml, and glucose, 20 g) incubated for 
3 weeks. Broth media were filtered to divide the 
broth media and mycelia cell and most of  them 
were extracted with ethyl acetate [Table 1]. All 
broth media from selected fungus were extracted 
with ethyl acetate and were divided into two parts 
which were broth ethyl acetate (BE) and broth 
water (BW) after evaporation until they were dried 
using a rotary evaporator. The mycelia cells were 
macerated with methanol for two days, after that 
the methanol layer was partition with hexane to 
obtained hexane extract (CH). Then the remaining 
methanol layer after discharged the hexane part 
was further partition with ethyl acetate to obtain 
two extracts as methanol extract (CM) and ethyl 
acetate extract (CE). Finally, all extracts were 
evaporated until dried and were kept at 4°C until 
examination. 

2.3 Biological Activity Assays
2.3.1	Determination of  tyrosinase inhibition 
and melanin content
2.3.1.1 Extracellular experiment: anti-tyrosinase 
activity

The anti-tyrosinase activity was evaluated 
according to Dej-adisai et al. 2014 [10] using the 
dopachrome method with L-Dopa as a substrate. 
All samples were dissolved in dimethyl sulfoxide 
(DMSO). The reaction mixture (200 µl) contained 
with 140 µl of  phosphate buffer (20 mM, pH 6.8), 
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Table 1. Tyrosinase inhibitory activity at concentration 20 µg/ml of  fungal extracts from Sirindhorn 
Peat Swamp Forest Nature Research and Study Center Narathiwat province, Thailand. 

No.
Fungal 
isolate 

number
Sample code*

Fungal identification
by morphological 

characteristics

% Tyrosinase inhibition
± SD

at concentration 20 µg/ml

1. SPSF001 SPSF001BE Trichoderma sp. 9.23±2.81

2. SPSF002 SPSF002BE Unidentified species 41.42±3.61

3. SPSF003 SPSF003BE Aspergillus sp. -2.80±3.44

4. SPSF004 SPSF004BE Unidentified species 13.57±4.95

5. SPSF005 SPSF005BE Aspergillus sp. 7.00±6.84

6. SPSF006 SPSF006BE Unidentified species 8.41±8.41

7. SPSF007 SPSF007BE Gongronella sp. 2.95±3.24

8. SPSF008 SPSF008BE Gongronella sp. -2.99±5.53

9 SPSF009 SPSF009BE Aspergillus sp. 45.91±7.53

10. SPSF010 SPSF010BE Trichoderma sp. 30.14±2.16

11. SPSF011 SPSF011BE Penicillium sp. 75.80±2.65

12. SPSF012 SPSF012BE Trichoderma sp. 5.86±6.54

13. SPSF013 SPSF013BE Trichoderma sp. 11.64±1.62

14. SPSF028 SPSF028BE Penicillium sp. -2.21±6.37

15. SPSF029 SPSF029BE Penicillium sp. 5.5±4.50

16. SPSF030 SPSF030BE Penicillium sp. 10.00±3.96

17. SPSF031 SPSF031BE Penicillium sp. 15.04±5.29

18. SPSF032 SPSF032BE Penicillium sp. 13.65±1.57

19. SPSF033 SPSF033BE Penicillium sp. 5.64±4.71

20 SPSF034 SPSF034BE Penicillium sp. 3.50±1.26

21. SPSF035 SPSF035BE Penicillium sp. -4.26±3.93

22 SPSF037 SPSF037BE Penicillium sp. -18.95±2.99

23. SPSF038 SPSF038BE Penicillium sp. 23.12±4.82

24. SPSF039 SPSF039BE Penicillium sp. 5.5±4.60

25. SPSF040 SPSF040BE Penicillium sp. -13.86±4.03

26. SPSF042 SPSF042BE Penicillium sp. 24.47±1.91

27. SPSF043 SPSF043BE Penicillium sp. 24.49±2.73

28. SPSF044 SPSF044BE Penicillium sp. 18.04±2.63

29. SPSF045 SPSF045BE Penicillium sp. 58.04±1.46

30. SPSF046 SPSF046BE Penicillium sp. 14.65±1.78

31. SPSF047 SPSF047BE Penicillium sp. 14.94±2.83

32. SPSF048 SPSF048CE Penicillium sp. 5.05±0.22

*	 BE = Broth ethyl acetate extract; BW = Broth water extract;
	 CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol extract.
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Table 1. (Continued).

No.
Fungal 
isolate 

number
Sample code*

Fungal identification
by morphological 

characteristics

% Tyrosinase inhibition
± SD

at concentration 20 µg/ml

33. SPSF049 SPSF049BW Penicillium sp. 4.51±2.35

34. SPSF051 SPSF051BW Penicillium sp. 6.24±3.40

35. SPSF206 SPSF206CM Penicillium sp. 10.48±4.53

36. SPSF206 SPSF206BE Penicillium sp. 27.18±2.53

37. SPSF208 SPSF208BE Aspergillus sp. 7.39±4.50

38. SPSF208 SPSF208CE Aspergillus sp. -3.78±2.84

39. SPSF208 SPSF208CH Aspergillus sp. -3.25±3.56

40. SPSF209 SPSF209CE Penicillium sp. -13.64±1.26

41. SPSF209 SPSF209BE Penicillium sp. 6.51±1.71

42. SPSF209 SPSF209BW Penicillium sp. -24.20±1.87

43. SPSF211 SPSF211CE Penicillium sp. 5.62±3.89

44. SPSF211 SPSF211BE Penicillium sp. 6.45±2.87

45. SPSF213 SPSF213BE Penicillium sp. 22.09±3.88

46. SPSF219 SPSF219BE Penicillium sp. -32.06±2.45

47. SPSF221 SPSF221CE Penicillium sp. 18.95±5.54

48. SPSF221 SPSF221CH Penicillium sp. 30.18±3.91

49. SPSF221 SPSF221BE Penicillium sp. 22.19±3.03

50. SPSF224 SPSF224BE Penicillium sp. 22.17±1.54

51. SPSF224 SPSF224CE Penicillium sp. -3.75±1.68

52. SPSF225 SPSF225CE Penicillium sp. 19.55±1.45

53. SPSF225 SPSF225BE Penicillium sp. 8.10±4.19

54. SPSF226 SPSF226BE Penicillium sp. 0.46±4.19

55. SPSF226 SPSF226CE Penicillium sp. 4.10±1.13

56. SPSF226 SPSF226CH Penicillium sp. 30.88±1.27

57. SPSF227 SPSF227BE Penicillium sp. 11.61±2.77

58. SPSF227 SPSF227CE Penicillium sp. 5.07±1.52

59. SPSF227 SPSF227BW Penicillium sp. -7.96±1.62

60. SPSF243 SPSF234CE Penicillium sp. 8.10±4.19

61. SPSF234 SPSF234BE Penicillium sp. -1.22±3.08

62. SPSF234 SPSF234BW Penicillium sp. -47.56±2.36

63. SPSF236 SPSF236BE Penicillium sp. 24.43±5.01

64. SPSF236 SPSF236CE Penicillium sp. 11.55±1.39

65. SPSF238 SPSF238CE Penicillium sp. 1.11±0.89

*	 BE = Broth ethyl acetate extract; BW = Broth water extract;
	 CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol extract.
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Table 1. (Continued).

No.
Fungal 
isolate 

number
Sample code*

Fungal identification
by morphological 

characteristics

% Tyrosinase inhibition
± SD

at concentration 20 µg/ml

66. SPSF240 SPSF240BE Penicillium sp. 36.63±1.88

67. SPSF240 SPSF240CE Penicillium sp. 17.83±4.89

68. SPSF240 SPSF240CH Penicillium sp. 11.70±3.53

69. SPSF241 SPSF241BE Penicillium sp. -2.47±1.79

70. SPSF244 SPSF244CE Penicillium sp. 13.92±4.20

71. SPSF244 SPSF244BE Penicillium sp. 12.51±1.55

72. SPSF248 SPSF248CH Penicillium sp. 17.78 ±4.13

73. SPSF248 SPSF248CE Penicillium sp. 6.23±3.60

74. SPSF248 SPSF248BE Penicillium sp. 4.15±2.98

75 SPSF250 SPSF250BE Penicillium sp. -4.19±2.30

76. SPSF304 SPSF304BE Penicillium sp. 22.76±2.35

77. SPSF304 SPSF304CH Penicillium sp. -9.09±1.49

78. SPSF304 SPSF304BW Penicillium sp. -3.05±1.46

79. SPSF310 SPSF310BE Penicillium sp. 0.29±3.10

80. SPSF310 SPSF310CE Penicillium sp. 4.57±2.92

81. SPSF310 SPSF310BW Penicillium sp. 10.21±1.15

82. SPSF312 SPSF312BE Penicillium sp. 35.05±2.55

83. SPSF312 SPSF312CE Penicillium sp. -22.36±3.58

84. SPSF318 SPSF318BE Aspergillus sp. 78.83±2.72

85. SPSF318 SPSF318CE Aspergillus sp. 72.45±3.55

86. SPSF325 SPSF325BE Penicillium sp. 26.81±4.71

87. SPSF325 SPSF325CE Penicillium sp. 7.31±3.17

88. SPSF325 SPSF325CH Penicillium sp. 0.06±4.45

89. SPSF328 SPSF328BE Penicillium sp. 27.41±3.50

90. SPSF329 SPSF329BE Penicillium sp. 12.26±3.79

91. SPSF329 SPSF329CE Penicillium sp. 5.28±1.96

92. SPSF329 SPSF329CH Penicillium sp. 2.02±4.68

93. SPSF330 SPSF330BE Aspergillus sp. 16.57±4.92

94. SPSF330 SPSF330CE Aspergillus sp. 3.29±2.62

95. SPSF339 SPSF339BE Penicillium sp. 9.96±2.36

96. SPSF339 SPSF339CE Penicillium sp. 2.90±1.79

97. SPSF339 SPSF339BW Penicillium sp. 4.58±2.58

98. SPSF347 SPSF347BE Penicillium sp. -1.02±4.21

*	 BE = Broth ethyl acetate extract; BW = Broth water extract;
	 CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol extract.
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Table 1. (Continued).

No.
Fungal 
isolate 

number
Sample code*

Fungal identification
by morphological 

characteristics

% Tyrosinase inhibition
± SD

at concentration 20 µg/ml

99. SPSF358 SPSF358BW Penicillium sp. 6.21±0.95

100. SPSF358 SPSF358BE Penicillium sp. -5.49±1.99

101. SPSF358 SPSF358CE Penicillium sp. 1.55±0.82

102. SPSF360 SPSF360BE Aspergillus sp. 31.11±2.97

103. SPSF360 SPSF360CH Aspergillus sp. 24.38±1.71

104. SPSF360 SPSF360BW Aspergillus sp. -34.93±2.96

Std. - A. lakoocha Positive standard 80.18 ± 0.84

Std. - Kojic acid Positive standard 94.26 ± 0.65

*	 BE = Broth ethyl acetate extract; BW = Broth water extract;
	 CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol extract.

20 µl of  20 µg/ml fungal extract solution, 20 µl 
of  tyrosinase solution (Sigma-Aldrich, Germany; 
203.30 units/ml) and 20 µl of  L-Dopa solution 
(0.85 mM). After the addition of  L-Dopa, the 
reaction was immediately monitored at 492 nm 
by microplate reader for dopachrome formation 
in the reaction. Kojic acid (Fluka, Sigma-Aldrich, 
Germany) and water extract of Artocarpus lakoocha 
wood were utilized as an anti-tyrosinase standards 
for comparison.

2.3.1.2 Cell culture experiments
B16F1 murine melanoma cells were cultured 

in DMEM with 10% w/v fetal bovine serum in a 
humidified atmosphere containing 5% CO2 in air 
at 37ºC. When cells obtained 70-80% confluence, 
cell viability, cellular tyrosinase activity and melanin 
content were measured [11-13].

2.3.1.2.1 Determination of  cell viability
Cell viability was evaluated by sulforhodamine 

B (SRB) assay [14-15] with slight modification. 
The B16F1 melanoma cells (5 × 103 cells/well) 
were seeded in a 96-well plate for 24 h. On the 
next day, the cells were treated with test samples. 
After 48 h incubation, cells were fixed with 10% 
trichloroacetic acid and kept at 4°C. After 1 h., cells 

were stained with 0.45% SRB. Then, 10 mM Tris 
base was added onto the strained cells, and after 
that the SRB color was dissolved by shaking. The 
absorbance was determined at 492 nm. DMSO 
0.5% was used as a negative control in this study.

2.3.1.2.2 Intracellular anti‑tyrosinase activity 
and melanin content assays

B16F1 melanoma cells were seeded in 
12 well plates (3 × 105 cells/well) and incubated 
at 37°C for 12 h. Then, cells were treated with test 
samples, after 48 h incubation, cells were lysed 
with radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA 
buffer) and centrifuged 14,000 rpm for 20 min 
(4°C) to separate the supernatant.

Intracellular anti-tyrosinase activity
Cellular tyrosinase activity was determined by 

the Bradford method using bovine serum albumin 
as standard. The supernatant of  lysate cells and 
2 mg/ml L‑Dopa in phosphate‑buffered saline 
were added to 96‑well plate. The mixture was 
incubated at 25°C for 1 h, and the absorbance 
was measured at 492 nm.

Melanin content
Cells were dissolved with 1 M NaOH and 
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incubated at 55°C for 1 h. and the absorbance 
was determined at 475 nm using microplate 
reader. Anti-melanin activity was expressed by the 
percentage of  melanin content in crude extracts 
to that of  untreated melanoma cells. Arbutin and 
kojic acid, a widely used whitening agent, were 
used as references.

2.3.1.3 In vivo study: Pigmentation inhibitory 
activity on zebrafish

Zebrafish was used to evaluate the 
pigmentation inhibitory effect. Briefly, embryos at 
9 h postfertilization (hpf) were collected in 96‑well 
plates, 20 embryos/well, filled with 0.03% sea salt 
solution 100 μl/well and each sample solution. 
25 μM 1‑phenyl‑2‑thiourea (PTU) was used as 
a positive control. Phenotype-based evaluations 
of  body pigmentation were carried out at 72 hpf, 
after embryos hatched, the larvae were put on 
glass slides and embedded using 2% low melting 
agarose. The dorsal view of  the zebrafish fry was 
photographed, and the size of  black spots in the 
head-dorsal region at 81 hpf  was measured [16-17].

2.3.2 Anti-microbial assay
The agar disc diffusion method was used to 

determine the anti-microbial activity [18-19]. The 
samples were dissolved in DMSO and diluted to 
achieve a concentration of  200 mg/mL (2 mg/
disc). The positive controls (antibiotics) included 
oxacillin (1 µg/disc) for testing of  Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis and Propionibacterium acnes, 
norfloxacin (10 µg/disc) for Pseudomonas aeruginosa, 
vancomycin (30 µg/disc) for methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA), amphotericin B (25 
µg/disc) for Candida albicans and ketoconazole 
(25 µg/disc) for testing of  Trichophyton rubrum and 
Trichophyton mentagrophytes and Microsporum gypseum.

2.3.3	 Antioxidant activity (DPPH radical 
scavenging assay)

DPPH is a consistent free radical which has 
a blue color that could measure the absorbance 
at 515 nm. In the presence of  antioxidant, it was 

reduced to diphenyl-β-picrylhydrazine which is 
yellow in color. The DPPH radical scavenging 
assay estimates the capability of  samples to donate 
hydrogen or scavenge free radicals by evaluating 
the absorption change spectrophotometrically 
[20-21]. 2 ml of  stock solution was added into 
a vial, mixed well with 2 ml of  6x10-5 M DPPH 
and incubated for 20 min. 2 ml of  stock solution 
and ethanol were mixed and used as blank. 2 ml 
of  6x10-5 M DPPH and ethanol were mixed and 
used as control. Measurement of  absorbance at 
520 nm using UV-vis spectrophotometers and the 
percentage of  antioxidant activity was calculated 
by following equation 1:
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2.4 Determination of  Chemical Contents
2.4.1	Determination of  total phenolic content

Total phenolic content was evaluated using 
Folin-Ciocalteau method with some modifications 
[22]. The different concentrations of  gallic acid 
(4 - 80 µg/ml) were used to provide the standard 
curve. 100 µl of  each sample concentration was 
added into the vial. Then it was oxidized with 
500 µl Folin-Ciocalteu reagent, and incubated 
for 3 minutes. The reaction was started by adding 
sodium carbonate (400 µl, 75 g/l) and the mixture 
was incubated in the dark at room temperature 
for 30 min until it was measured the absorbance 
at 765 nm. Total phenolic content was expressed 
as gallic acid equivalent (GAE)/g dry weight of  
sample by extrapolation of  the gallic acid standard 
curve. The total phenolic content (mg/g) could 
be calculated by the following equation 2:

T = C × DF × (V/W)				 
						         Equation 2

	 T	 : Total phenolic content (mg/g)
	 C	 : The concentration of  sample by 
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extrapolation from the gallic acid standard 
curve (µg/ml).

	 DF : Dilution factor (50)
	 V 	 : Volume of  the extract solution (µl)
	 W	 : Weight of  sample (mg)

2.4.2	 Determination of  total flavonoid content
Total flavonoid was evaluated by Aluminum 

Chloride Colorimetric method [23]. 5 mg of  
quercetin was dissolved in 80 % ethanol and 
then diluted to 20, 40, 50, 80 and 100 µg/ml. The 
diluted standard solutions 500 µl were separately 
mixed with 1,500 µl of  95 % ethanol, 100 µl of  
10% aluminum chloride, 100 µl of  1M potassium 
acetate and 2,800 µl of  distilled water. After 30 
minutes, the absorbance was measured at 415 
nm against a blank. The total flavonoid content 
was evaluated by using a standard curve from 
quercetin (20 - 100 µg/ml). The results showed 
in mg quercetin equivalent (QE)/g dry weight 
of  sample. 

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Bioactivities of  Soil Fungal Extracts 

104 crude extracts from 54 fungi, consisting 
of  Penicillium sp. (38 isolates), Aspergillus sp. 
(7 isolates), Trichoderma sp. (4 isolates), Gongronella 
sp. (2 isolates) and unidentified species (3 isolates) 
of  fungi were screened on tyrosianse inhibition. 
From the results, four samples as SPSF318BE, 

SPSF011BE, SPSF318CE and SPSF045BE showed 
the potent tyrosinase inhibition with more than 
50% at 20 µg/ml. Their tyrosinase inhibitions 
were as 78.83±2.72%, 75.80±2.65%, 72.45±3.55% 
and 58.04±1.46%, respectively. The ethyl acetate 
extracts from broth (BE) and mycelia (CE) of  
isolate SPSF318 displayed strong anti-tyrosinase 
activity (as shown in Table 1). Thus, the crude 
extracts of  SPSF318 were selected for further study 
on biological activities for anti-hyperpigmentation 
by determination of  tyrosinase inhibition and 
melanin content via in vitro and in vivo studies.

3.2 Identification of  the Selected Fungus
The fungus SPSF318 was isolated in pure 

culture from organic soil. The colony was green, 
granular, velvety, and had a white peripheral 
apron. The microscopic observation of  the isolate 
revealed unbranched conidiophores arising from 
foot cells. The conidiophores were enlarged at the 
tip forming vesicle, and the vesicle was completely 
covered with phialides [Figure 1]. Based on these 
morphological and microscopic observations such 
as the color and margin of  the colonies, structure 
of  hyphae, and conidiophores, the isolate SPSF318 
was as species of  Aspergillus.

The fungus SPSF 318 was further identified 
based on an analysis of  their ITS sequences by 
BIOTEC, Thailand. The genomic DNA was 
extracted from mycelia and sequencing of  the 

22 
 

Positive standard Ascorbic acid 116.14 ± 0.76 

 388 

BE = Broth ethyl acetate extract; BW = Broth water extract; CE = Cell ethyl acetate extract; 389 

CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol extract. 390 

 391 

 392 

 393 

 394 

 395 

 396 

 397 

 398 

 399 

 400 

Figure 1 Morphological characteristics of the selected fungus, SFSF318, on PDA  401 

(A. Dorsal view, B. Ventral view, C. Microscopic characteristics) 402 

 403 

ACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTG 404 
CTTCGGCGGGCCCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCT 405 
GTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCAT 406 
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT 407 
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTC 408 
GTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTG 409 
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG 410 
GATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG 411 

Figure 2 Nucleotide region of ITS rDNA; Nucleotide sequence (5' -> 3') of SPSF318 412 
 413 

A B C 

Figure 1. Morphological characteristics of  the selected fungus, SFSF318, on PDA (A. Dorsal view, 
B. Ventral view, C. Microscopic characteristics).
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rDNA ITS fragment, it showed 100 % similarity 
with the members of  the genus Aspergillus. The 
nucleotide sequence data of  SPSF318 [Figure 2], 
belongs to Aspergillus flavus .

3.3 Anti-tyrosinase Activity of  SPSF318 Crude 
Extracts

Inhibitory effects of  five crude extracts; BE, 
CE, CH, CM and BW on mushroom tyrosinase 
activity is illustrated in Table 2. At a concentration 
of  20 µg/ml, BE could inhibit tyrosinase enzyme 
as 78.83 ± 2.72% while the positive controls, kojic 
acid and water extract of  Artocarpus lakoocha wood, 
could inhibit this enzyme with 80.18 ± 0.84% and 
94.26 ± 0.65%, respectively. 

3.4 Cytotoxicity Effect of  SPSF318 Crude 
Extracts

The cell viability was determined by SRB 
assay. The results showed that BE, BW and CM 
crude extracts of  A. flavus were not considered 

cytotoxic after incubation of  pigmented B16F1 
melanoma cells. More than 80% of  the cells were 
still viable at a dose 200 μg/ml. While CE and CH 
cell viability was more than 80% at concentrations 
of  50 μg/ml. At the same time, viable cells were 
decreased at 0.50% of  DMSO which was used 
as a negative control. 

3.5 Intracellular Anti-tyrosinase Activity and 
Melanin Content

The inhibitory effect of  crude extracts was 
evaluated at nontoxic doses; 200 μg/ml excluding 
CE and CH were prepared at 50 μg/ml. After 
the incubation of  pigmented melanoma B16F1 
cells with all sample extracts, the supernatant 
was measured anti-tyrosinase activity. The results 
showed that the extracts from SPSF318 exhibited 
the significant reduction in cellular tyrosinase 
activity; furthermore, CH at 50 μg/ml showed 
tyrosinase inhibition as 52.15 ± 1.88 % while 
BE showed 66.18 ± 1.35% at 200 μg/ml. The 
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Figure 2. Nucleotide region of  ITS rDNA; Nucleotide sequence (5’ -> 3’) of  SPSF318.

Table 2. Tyrosinase inhibitory activity of  SPSF318 crude extracts at 20 µg/ml.

No. Crude extracts Sample code % Tyrosinase inhibition ± SD

1. Broth ethyl acetate BE 78.83 ± 2.72

2. Broth water BW 48.33 ± 2.32

3. Cell ethyl acetate CE 72.45 ± 3.55

4. Cell hexane CH -11.98 ± 1.23

5. Cell methanol CM -9.10 ± 1.28

Std. A. lakoocha Positive standard 80.18 ± 0.84

Std. Kojic acid Positive standard 94.26 ± 0.65
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inhibition of  tyrosinase enzyme led to a reduction 
in the number of  melanin content as the results 
showed when they were compared with control 
that was without tyrosinase inhibition [Figure 3].

 
3.6 Pigmentation Inhibitory Activity on 
Zebrafish

Depigmentation effect of  crude extracts from 
SPSF318 was observed on zebrafish embryos by 
measuring the size of  the black spots. The results 
showed that at a concentration of  200 μg/ml 
crude extracts appeared significantly reduced 
pigmentation comparing with the untreated group 
[Figure 4a-4b] except CE and CH which showed 
toxicity to zebrafish embryos by the detection 
of  coagulation of  fertilize eggs, lack of  somite 
formation, lack of  detachment of  the tail, and 
lack of  heartbeat.

3.7 Anti-microbial Activity
Five crude extracts from SPSF318 were 

evaluated for their anti-microbial activity. The 

results found that BE, CE and BW had anti-bacterial 
effect against gram-positive bacteria as shown in 
Table 3. The BE showed strong inhibitory effect 
against S. aureus, MRSA, S. epidermidis, P. aeruginosa 
and E. coli with inhibition zone 13.75 ± 0.70, 10.85 
± 2.00, 15.10 ± 0.74, 18.50 ± 0.10 and 14.65 ± 
0.29 mm, respectively.

3.8 Antioxidant Activity
All five crude extracts showed some degree 

of  antioxidant activity [Table 4]. The percentages 
of  DPPH radical scavenging effect of  each sample 
ranged from 2.40 % to 97.30 %. The BW showed 
the highest scavenging effect (97.30 %), followed 
by BE, CE, CH, and CM, respectively.

3.9 Chemical Contents
3.9.1 Total phenolic content

In this study, total phenolic content in SPSF318 
crude extracts was evaluated by the Folin-Ciocalteu 
procedure, quantified using a standard curve of  
gallic acid. Total phenolic content of  SPSF318 23 
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Figure 3. The effects of  SPSF318 crude extracts on intracellular anti-tyrosinase activity and melanin 
content on B16F1 melanoma cells. BE = Broth ethyl acetate extract; CE = Cell ethyl acetate extract; 
CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol extract; BW = Broth water extract. Arbutin and Kojic 
acid = positive controls. 
Data were expressed as mean ± standard deviation from three independent experiments. *P < 0.05, 
**P < 0.01 and ***P < 0.001 compared to the untreated control.
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are expressed as mean ± standard deviation from three independent experiments. 432 
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control group 434 

b. Effect of melanogenic inhibitors on pigmentation in zebrafish embryos. 435 

Zebrafish pigmentation was evaluated using a microscope. (A) = A control group; 436 
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Figure 4. Pigmentation inhibitory effects on Zebrafish.
a. PTU (phenylthiourea) was used as positive control. Crude extracts from SPSF318: BE = Broth 
ethyl acetate extract; CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol 
extract; BW = Broth water extract. Data are expressed as mean ± standard deviation from three 
independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 indicate a significant difference 
from the control group
b. Effect of  melanogenic inhibitors on pigmentation in zebrafish embryos. Zebrafish pigmentation 
was evaluated using a microscope. (A) = A control group; untreated zebrafish embryos; (B) = PTU 
(phenylthiourea) as a positive control; (C, D, and E) = BE, CM and BW extracts of  SPSF318, respectively. 
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Table 3. Anti-microbial activity of  SPSF318 crude extracts at 2 mg/disc by agar disc diffusion method.

Microbes
Inhibition zone (mm)

Standard 
drugs* BE BW CE CH CM

Gram positive bacteria

S. aureus 23.05±0.85 13.75±0.70 13.50±0.85 8.45±0.86 - -

MRSA 22.35±0.40 10.85±2.00 11.85±1.48 10.65±0.90 - -

S. epidermidis 22.35±0.40 15.10±0.74 14.60±1.08 - - 11.55±0.98

P. acnes 38.80±0.35 - 9.40±0.60 - - -

Gram negative bacteria

P. aeruginosa 29.55±0.40 18.50±0.10 - 8.30±0.75 - -

E. coli 23.30±0.45 14.65±0.29 19.20±0.10 8.15±0.75 - -

* Standard drugs: Norfloxacin for P. aeruginosa and E. coli, concentration 10 µg/disc. Oxacillin for S. aureus, S. epidermidis and 
P. acnes, concentration 1 µg/disc. Vancomycin for MRSA, concentration 30 µg/disc. BE = Broth ethyl acetate extract; BW 
= Broth water extract; CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; CM = Cell methanol extract.

Table 4. DPPH radical scavenging activity of  SPSF318 crude extracts.

No. Sample Scavenging effect (%) at 100 µg/ml

1. BE 35.28±3.65

2. BW 97.37±1.88

3. CE 28.45±5.92

4. CH 6.47±3.61

5. CM 2.40±14.65

Positive standard Ascorbic acid 116.14 ± 0.76

BE = Broth ethyl acetate extract; BW = Broth water extract; CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; CM 
= Cell methanol extract.

crude extracts was shown in Figure 5 which 
ranged from 508.46 mg GAE/g to 12.88 mg 
GAE/g. The maximum value of  total phenolic 
content was observed to be 508.46 mg GAE/g 
of  broth ethyl acetate (BE) and minimum value 
was demonstrated in the methanol extract of  cell 
(CM) as 12.88 mg GAE/g.

3.9.2 Total flavonoid content
In this study, total flavonoid content was 

quantified by the aluminum chloride colorimetric 
assay; the total flavonoid content of  the extracts 
was calculated using a quercetin standard curve. 

The flavonoid content of  BW was observed to 
be highest, that is 23.40 mg QE/g [Figure 6] 
whereas the flavonoid content in CE, CM, CH 
and BE was 17.44 ± 1.18, 16.62 ± 1.00, 10.53 ± 
1.26, and 4.73 ± 0.84, respectively.

Since, crude extracts of  A. flavus SPSF318 
showed the potent tyrosinase inhibitory activity 
against tyrosinase enzyme both enzymatic and 
cellular assays. They also exhibited the inhibition 
of  melanin synthesis on B16F1 melanoma cells. 
Incidentally, they also significantly reduced 
pigmentation on zebrafish. Aspergillus sp. is the 
fungal genus of  greatest interesting for study 
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Figure 6.	Total flavonoids content (mg QE/g) of  five crude extracts from SPSF318.
BE = Broth ethyl acetate extract; CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; 
CM = Cell methanol extract; BW = Broth water extract.
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Figure 5. Total phenolic content (mg GAE/g) of  five crude extracts from SPSF318.
BE = Broth ethyl acetate extract; CE = Cell ethyl acetate extract; CH = Cell hexane extract; 
CM = Cell methanol extract; BW = Broth water extract.
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on biological activities, especially anti-tyrosinase 
activity because the members of  this family have 
long been known to produce phenolic compounds 
of  various structural types [15]. Since various 
reports have shown a close relationship between 
anti-tyrosinase activity and total phenolic content 
[24] then Aspergillus sp. will the good choice for 
further study in order to figure out the active 
compound to be the anti-hyperpigment agent.

4. CONCLUSIONS
A total of  104 crude extracts from 54 fungi, 

consisting of  Penicillium sp., Aspergillus sp., 
Trichoderma sp., Gongronella sp. and unidentified 
fungal species were evaluated the biological activity 
on tyrosinase inhibition. The most active sample 
as SPSF318 was selected for further study. Then, 
the SPSF318 was identified by molecular method 
as Aspergillus flavus. A. flavus extracts showed high 
potential activity against tyrosinase enzyme on both 
intracellular and extracellular enzymatic assays by 
significantly reduced pigmentation on zebrafish. 
Furthermore, they showed moderate potential 
effect on antioxidant and antibacterial activities.
Thus, A. flavus is potential fungus for further 
study of  chemical constituents in order to figure 
out the active compound which might be the lead 
compound for whitening agent. 

In addition, SPSF011BE and SPSF045BE 
which were identified by morphology as Penicillium 
sp. also exhibited tyrosinase inhibition. So, they are 
interesting for further study to seek the bioactive 
compounds from these species deeply. Therefore, 
fungal extracts isolated from organic soil in this 
area could be considered as good sources of  
various bioactive natural products, especially, to 
identify new inhibitor with drug-like properties 
on tyrosinase enzyme activity.
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Biological Activities and Chemical Profiles of Selected Soil Fungi Isolated from 
Sirindhorn Peat Swamp Forest of Narathiwat, Thailand

(Aktiviti Biologi dan Profil Kimia Kulat Tanah Terpilih yang Dipencilkan dari Hutan Paya Gambut Sirindhorn di 
Narathiwat, Thailand)

SUKANYA DEJ-ADISAI*, NARISORN KAEWCHUTIMA, CHATCHAI WATTANAPIROMSAKUL & SATHIANPONG PHOOPHA

ABSTRACT

A total of 54 soil fungi were collected from Sirindhorn peat swamp forest in Narathiwat Province which is the last peat 
swamp forests in Thailand. They were extracted using four different solvents and 104 crude extracts were obtained. 
The bioactivity screening of these samples was done employing alpha-glucosidase inhibition, anti-inflammation using 
nitric oxide inhibition and cytotoxicity using cancer cell line (MCF-7). The results showed that SPSF224 crude 
extract had the best biological activities in the screening tests and was then selected for further study. The SPSF224 was 
identified as Penicillium maximae. The crude extracts of P. maximae were determined for chemical profile, IC50 value 
of alpha-glucosidase inhibition, antioxidant and antimicrobial activities against Staphylococcus aureus, Trichophyton 
mentagrophytes, and T. rubrum. This was the first report of chemical investigation and biological activity evaluation 
of P. maximae. 
Keywords: Alpha-glucosidase inhibition; antidiabetic; anti-microbial; antioxidant; Penicillium maximae

ABSTRAK

Sebanyak 54 kulat tanah telah dikumpulkan daripada hutan paya gambut Sirindhorn di Wilayah Narathiwat yang 
merupakan hutan paya gambut terakhir di Thailand. Kesemuanya diekstrak menggunakan empat pelarut yang 
berbeza dan 104 ekstrak kasar diperoleh. Penyaringan bioaktiviti sampel ini dilakukan dengan menggunakan aktiviti 
perencatan alfa-glukosidase, anti-radang menggunakan perencatan nitrik oksida dan sitotoksisita menggunakan titisan 
sel kanser (MCF-7). Hasil kajian menunjukkan bahawa ekstrak kasar SPSF224 mempunyai aktiviti biologi terbaik 
dalam ujian saringan dan kemudian dipilih untuk kajian lebih lanjut. SPSF224 dikenal pasti sebagai Penicillium 
maximae. Ekstrak kasar P. maximae ditentukan untuk profil kimia, nilai IC50 perencatan alfa-glukosidase, aktiviti 
antioksida dan antimikrob terhadap Staphylococcus aureus, Trichophyton mentagrophytes dan T. rubrum. Ini 
adalah laporan pertama penyelidikan kimia dan penilaian aktiviti biologi P. maximae.
Kata kunci: Antidiabetik; antimikrob; antioksidan; Penicillium maximae; perencatan alfa-glukosidase

INTRODUCTION

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases 
characterised by hyperglycemia due to the lack of 
insulin secretion, action or both. DM is a major non-
communicable disease or NCDs in the world. The number 
of people with diabetes worldwide between the ages of 
20 and 79 in 2017 was 425 million peoples and will 

be increased to 629 million by 2045 (WHO 2019). The 
Bureau of Non-Communicable Diseases, Ministry of 
Public Health, Thailand showed the statistics of diabetic 
patients per 100,000 population per year in Thailand in 
2007 and 2015 were 500,347 and 802,017, respectively 
(Bureau of NCD 2019).
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A defect in insulin production is the primary cause 
of rising blood sugar levels. Alpha-glucosidase enzyme 
is a key enzyme located at the brush border of the small 
intestine used for delaying blood glucose absorption 
which hydrolyses 1, 4 alpha-glycosidase bonds in the 
terminal position of the polysaccharide chain (Gao et al. 
2008). The complex carbohydrates in the lumen of the 
small intestine have to be broken up by alpha-glucosidase 
before the resulting glucose molecules can be taken 
up and finally reach the bloodstream. Postprandial 
hyperglycemia can be improved by inhibition of small 
intestinal alpha-glucosidase activity (Hakamata et al. 
2009). The drugs currently being used for hyperglycemia 
treatment by alpha-glucosidase inhibitory mechanism 
include miglitol (Kalra 2014), voglibose (Horii et al. 1986) 
and acarbose (Bischoff 1994) which have been initially 
isolated from microorganisms. 

It is well known that long term DM is often 
associated with secondary complications due to over 
production of free radicals and malfunction of antioxidant 
process giving rise to increasing oxidative stress. From 
previous clinical studies, the results of antioxidant 
treatments showed that they could improve symptoms of 
diabetic polyneuropathy and increased glucose transport 
in skeletal muscle cells. The report also presented that 
the intake of antioxidant could reduce the risk of 
development on type 2 DM (Scott & King 2004). 

Moreover, DM patients are susceptible to be 
infected with pathogens such as Staphylococcus aureus, 
S. epidermidis, Mycobacterium tuberculosis, and 
Streptococcus pneumoniae because their immune 
systems are weak (Casqueiro & Alves 2012). Therefore, 
combination treatment with antioxidant and antibacterial 
agents could help to improve DM treatment effectively 
(Fuchs et al. 2013). The antimicrobial effects of some 
of active ingredients of Penicillium species including 
griseofulvin, is one of antifungal antibiotics currently 
used for systematic fungal infection treatment which was 
isolated from P. griseofulvum (MacMillan 1954). 

Fungi are found in a variety of habitats such as soil, 
associated with plants, water, associated with other fungi 
and ruminant guts (Dighton & White 2017). Secondary 
metabolites produced by fungi usually show inhibitory 
or toxicity effects on other organisms. Accordingly, 
fungal metabolites have been developed to be used in 
pharmaceuticals (Shwab & Keller 2008) due to their 
antibacterial, antifungal, anticancer (Zhao et al. 2013), 
anti-inflammatory (Deshmukh et al. 2009), antioxidant 

(Sadananda et al. 2014) and cytotoxic activities (Turbyville 
et al. 2006).

Peat swamp forests are tropical moist forests and 
they create a thick layer of acid soil (Thawai 2004) with 
high relative biodiversity and humidity (Boonyuen et 
al. 2012). The microbes living in this area can survive 
in this harsh environment. The Sirindhorn Peat Swamp 
Forest Nature Research and Study Centre is located in 
one of the last remaining peat swamp forests in Thailand. 
This forest area is reported to spread over 224 square 
kilometers (ORDPB 2019). Preliminary study showed 
that various fungi such as Aspergillus sp., Penicillium 
sp., Trichoderma sp., and Gongronella sp. have been 
isolated from soil obtained from Sirindhorn peat swamp 
forest. Pharmacological activities of these fungi such 
as antifungal (Wang et al. 2012), cytotoxic, insecticide 
(Rukachaisirikul et al. 2013), antibacterial (Cazar et al. 
2005), antioxidant (Trisuwan et al. 2011), antimalarial 
and anticancer (Trisuwan et al. 2014) have been reported.
This study aimed to search for the active substances 
for antidiabetic activity from fungi isolated from the 
soil of Sirindhorn peat swamp forest by assessing 
alpha-glucosidase inhibitory efficacy. The effective 
compound or extract could serve as a lead substance for 
further development of anti-diabetic drug. Additionally, 
bioactivity screening of alpha-glucosidase inhibition, 
antiinflammation and cytotoxicity of the fungal crude 
extracts from Sirindhorn peat swamp forest are herewith 
reported.

MATERIALS AND METHODS

FUNGAL MATERIALS

The 54 soil fungi were collected from Sirindhorn peat 
swamp forest, Narathiwat, Thailand. They were isolated 
by the researchers from Department of Microbiology, 
Faculty of Science, Prince of Songkla University, 
Songkhla, Thailand. The isolated fungi were cultivated 
and extracted using four different solvents to obtain 104 
sample extracts which were then screened for bioactivity 
determination. The bioactivity screening performed on 
these samples were alpha-glucosidase inhibition, anti-
inflammation (nitric oxide inhibition) and cytotoxicity 
using cancer cell line (MCF-7).

DETERMINATION OF ALPHA-GLUCOSIDASE INHIBITORY 
ACTIVITY

This assay was modified from previously reported 
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protocol using colorimetric method in 96-well plate (Dej-
adisai & Pitakbut 2015). Samples (2 mg/mL) were added 
to 50 μL of 10 mM phosphate buffer solution (pH7), 
which contained 2 mg/mL of bovine serum albumin and 
0.2 mg/mL of sodium azide, and then incubated at 37 °C 
for 2 min with 50 μL of α-glucosidase enzyme (1 unit/
mL). The result of α-glucosidase inhibition activity was 
processed using the following equations:
	

DETERMINATION OF ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY

Inhibitory effect on nitric oxide (NO) production by the 
104 fungal extracts (25 µg/mL) were carried out using 
RAW264.7 cells following Dej-adisai et al. (2018). 
NO production was determined by measuring the 
accumulation of nitrite in the culture supernatant using 
the Griess reagent. The reagent consisted of N-(1-
naphthalenediamine) and sulfanilic acid. Under acidic 
conditions, sulfanilic acid (sulfanilamide) was converted 
by nitrite to a diazonium salt. N-(1-naphthalenediamine) 
was added into diazonium salt to form a colored azo dye 
(red-pink color). The optical density was measured with 
a 570 nm using microplate reader. L-nitroarginine (L-NA), 
indomethacin and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) 
were used as positive controls. 

DETERMINATION OF CYTOTOXIC ACTIVITY

Cytotoxic activity against human cancer cells for 104 
fungal extract samples (25 µg/mL) were determined by 
performing sulforhodamine B (SRB) colorimetric assay. 
SRB assay was used for measuring the cellular protein 
content using two of the sulfonic groups to bind to basic 
amino acid in the cell under mild acid condition, which 
show pink color. Human cancer cells (human breast 
carcinoma cell line (MCF-7)) and a human normal cell 
(human gingival fibroblast cell line (HGF)) were used 
for cytotoxicity test. Camptothecin was used as a positive 
control. The experiment was tested in 96 well plates and 
detected using microplate reader at wavelength 492 nm 
(Dej-adisai et al. 2018).

FUNGAL IDENTIFICATION

Fifty-four soiled fungi were collected from Sirindhorn 
peat swamp forest in Narathiwat Province which is the 
last peat swamp forests in Thailand. They were extracted 
by 4 different solvents and obtained 104 crude extracts. 
The bioactivity screening of the 104 crude extracts 
showed that SPSF224 crude extract had the best biological 
activities. SPSF224 was selected for further species 
identification which was performed by Leibniz-Institut 
DSMZ-Deutsche Sammlungvon Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, Germany. The fungus was 
subjected to DNA extraction and sequencing of the 
rDNA ITS fragment (Schoch et al. 2012). Additionally, 
we amplified and sequenced the large subunit of rDNA 
(LSU) and partial calmodulin gene (Visagie et al. 2013). 
The fungus rDNA-ITS fragment showed two different 
operons and was therefore not useful for identification. 
Comparison of assembled calmodulin sequences was 
performed with GenBank, Myco ID and various databases 
as well as with the type species of Penicillium maximae 
(GenBank Accession: KC773821). P. maximae belongs 
to the section Sclerotiora within the genus Penicillium 
(Visagie et al. 2014).

FUNGAL FERMENTATION AND EXTRACTION OF SPSF224

SPSF224 was grown on potato dextrose agar (PDA) at 
25 °C for five days. Five pieces of 0.5 × 0.5 cm2 mycelial 
agar plugs were inoculated into 500 mL Erlenmeyer 
flasks containing 300 mL of PDA at room temperature for 
21 days.  The fungal culture (60 L) was filtered to separate 
into wet mycelia and the filtrate. The filtrated broth was 
transferred to a separatory funnel and the same volume of 
ethyl acetate was added each time. The organic layer was 
evaporated to dry under reduced pressure to provide 
broth ethyl acetate extract, BE (red-brown paste, 5.77 g). 
The fungal mycelium was soaked for 3 days in methanol. 
The MeOH layer was concentrated by an evaporator 
and added to 150 mL of distilled water. The mixture was 
then shaken with 500 mL of hexane. The aqueous layer 
was extracted three times with an equal volume of ethyl 
acetate and then evaporated to obtain cell hexane extract, 
CH (yellow-brown paste, 1.35 g), cell ethyl acetate extract, 
CE (red-brown paste, 2.47 g) and cell methanol extract, 
CM (black-brown paste, 3.59 g). Then these extracts from 
SPSF224 were further studied for chemical profiling and 
biological activities.

Velocity  = Δ Absorbance  at 405 nm
Δ Time

  

 

% Inhibition = 
V control-V sample 

V control 
 × 100 
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FUNGAL PURIFICATION 

The extract from SPSF224 BE (5.767 g) was loaded 
onto the quick column by dry-loading technique. Then, 
a gradient solvent system as a mobile phase was eluted 
through the column with a mixture of hexane, ethyl 
acetate, methanol and water from 100:0:0:0 to 0:50:40:10 
to yield 19 subfractions F1 to F19. F12 (0.972 g) was 
further purified using classical column chromatographic 
technique. The separation was carried out using a 
mixture of chloroform and methanol from 100:0 to 50:50 
to obtain 11 subfractions. F12-8 (0.121 g) was loaded on 
the surface of Sephadex® LH-20 column chromatography 
using methanol as eluent to produce 8 fractions. F12-
8-8 (68 mg) was purified by Sephadex® LH-20 column 
chromatography. The same elution protocol was repeated 
giving 7 subfractions. Fraction F12-8-8-4 was isolated 
and determined as semi-purified PM1 (30.2 mg).

GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Gas Chromatography-Mass Spectrometer (GC-MS) 
(5977A Series GC/MSD System, Agilent Technologies, 
USA) was used to analyse the crude extracts. The samples 
were chromatographed on capillary columns, size 30 
m × 250 μm × 0.25 μm. One microliter of extract was 
injected into an injector at 70 ºC and held for 3 min. The 
temperature was increased by 15 ºC/min until it reached 
200 ºC without holding. It was then increased with a 
program rate of 3 ºC/min to 300 ºC and was held for 10 
min. The identification of the components in the extract 
was carried out by comparison of their retention time and 
mass spectral fragmentation pattern with those stored in 
the computer library.

CHEMICAL SCREENING

The extracts from SPSF224 were further studied for its 
chemical profile by identification of the presence of 
tannin, alkaloids, steroid, triterpenoid, cardiac glycoside, 
saponin, anthraquinone, coumarin, and flavonoid. The 
chemical screening tests were performed according to 
previously reported methods (Farnsworth 1966; Harborne 
1984; Trease & Evans 1983) with some modifications.

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC CONTENT (TPC)

Total phenolic content of P. maximae extracts was 
estimated using the Folin-Ciocalteu colorimetric assay 
according to the method of Singleton and Rossi (1965) 
with some modifications. Stock solutions of samples and 

standard (gallic acid) at the concentration of 5 mg/mL were 
dissolved in absolute ethanol. Total phenolic contents were 
obtained from regression equation Y= 0.0101X + 0.0111 
with R² value of 0.999 and expressed as mg/g gallic acid 
equivalent using the equation below:

      Total phenolic content (mg/g) = 

where C is the concentration of gallic acid (µg/mL); 
DF is the dilution factor; V is the volume of fungal extract 
(mL); and W is the weight of fungal extract (mg).

DETERMINATION OF TOTAL FLAVONOID CONTENT

The total flavonoid content of P. maximae extracts 
was determined by aluminum chloride colorimetric 
method as described by Chang et al. (2002) with some 
modifications. The sample (500 μL of 1 mg/mL) was mixed 
well with 1.5 mL of 95% ethanol, 100 μL of 10% AlCl3, 
100 μL of 1M CH3COOK and 2.8 mL of distilled water. 
Five varying concentrations of quercetin were used in 
preparing the standard curve. Regression equation of the 
curve, Y=0.0033X+0.0072 with R2 value of 0.999 was 
obtained. The equation was used to calculate the quercetin 
content in 1 g of sample (mg quercetin equivalence (QE)/g 
of sample).

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY

The radical scavenging activity of the various extracts 
of P. maximae were determined using 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil free radical scavenging assay. The samples 
(200 µg/mL) or 2 mL of 200 μg/mL quercetin were mixed 
well with 2 mL of 6×10-5 M DPPH. Ethanol was used as 
blank. The mixtures were incubated for 20 min in the 
dark. Measurement of absorbance at 520 nm was done 
using UV-vis spectrometers and percentage of antioxidant 
activity was calculated using the following equation:

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY

The preliminary screening of antimicrobial activity was 
carried out using the agar disc diffusion assay (Lorian 
2005). Staphylococcus aureus (ATTC 25923), S. epidermis 
(TISTR 517), Propionibacterium acnes (DMTS 14916) 
and Methicillin-resistant S. aureus (MRSA 1350II06) 
were selected for Gram positive bacteria. Escherichia 

=  
𝑐𝑐 𝑥𝑥 𝐷𝐷𝐷𝐷 𝑥𝑥 𝑉𝑉

𝑊𝑊  

% inhibition = (𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂−𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂
𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 ) 𝑥𝑥 100  

 



	 	 2567

coli (ATCC35218) and Pseudomonas aeruginosa 
(ATCC10145) were selected for Gram negative bacteria. 
Candida albicans (TISTR 5779) was selected for yeast 
and Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum, and 
T. mentagrophytes were selected for fungi. Five fungal 
extracts of SPSF224 were dissolved in DMSO and 
diluted to achieve a concentration of 200 μg/mL and 
then 10 μL of samples were dropped on the sterile paper 
disc. All test plates were incubated for 24 h at 37 °C for 
bacteria, 24 to 48 h at 35 °C for yeast and 7 days at 30 
°C for fungi. The appearance of zone of inhibition on the 
plates was measured in diameter (mm). 

RESULTS AND DISCUSSION

BIOACTIVITY DETERMINATION OF FUNGAL EXTRACTS

A total of 104 crude extract samples from 54 fungi collected 
from Sirindhorn peat swamp forest were determined for 
their biological activities as anti-alpha-glucosidase, anti-
inflammatory and cytotoxic (Table 1). Thirty-eight samples 
showed anti-alpha-glucosidase activity of over 90% 
inhibition. Only two samples showed potential effects of 
anti-inflammatory and cytotoxic activities at 25 μg/mL 
which SPSF224BE and SPSF224CE. Hence, SPSF224 was 
selected for further studies.

TABLE 1.Bioactivity determination of 104 fungal extracts

No. Extract

Anti-alpha-glucosidase 

activity

 (% inhibition)

Anti-inflammation

(% inhibition) Cytotoxicity on MCF-7

(% inhibition)Nitric oxide 

inhibition
Cytotoxic effect

1. SPSF001BE 43.95±3.65 35.39±3.57 -2.13±3.78 18.88±5.36
2. SPSF002BE 27.80±3.73 43.63±2.78 0.94±1.30 59.42±4.08
3 SPSF003BE 99.71±0.29 37.73±2.22 1.26±4.89 11.24±5.36
4. SPSF004BE 63.98±3.62 32.22±4.55 0.46±3.48 9.90±5.97
5. SPSF005BE 18.19±4.00 108.64±2.04 85.23±1.71 99.32±0.22 
6. SPSF006BE 50.07±4.29 56.57±3.43 -2.94±2.90 38.63±2.57
7. SPSF007BE 100.20±0.24 26.24±2.80 2.69±3.39 39.10±1.30
8. SPSF008BE 99.55±0.08 23.42±3.15 1.12±1.04 11.78±5.60
9. SPSF009BE 99.75±0.27 33.71±2.37 3.56±1.95 -3.90±5.39
10. SPSF010BE 7.18±5.33 22.95±1.21 3.86±0.92 66.00±4.00
11. SPSF001BE 43.95±3.65 35.39±3.57 -2.13±3.78 18.88±5.36
12. SPSF012BE 100.56±2.86 51.01±4.30 2.24±2.13 0.85±4.99
13. SPSF013BE 70.74±2.30 30.45±3.31 1.08±2.93 85.14±2.70
14. SPSF028BE 99.71±0.29 123.29±2.13 87.81±0.76 92.18±0.15
15. SPSF029BE 83.63±1.89 123.37±2.04 78.21±0.78 97.10±0.18
16. SPSF030BE 68.62±7.05* 47.42±3.37 10.07±1.76 10.31±2.43
17. SPSF031BE 98.55±2.69 35.87±1.76 11.89±1.02 34.92±2.62
18. SPSF032BE 98.05±0.63 21.25±0.86 11.99±1.75 12.00±4.68
19. SPSF033BE 99.50±0.09 124.72± 2.27 76.14±1.16 87.49±1.15
20. SPSF034BE 91.26±0.65 28.02±2.88 14.27±2.50 4.43±1.57
21. SPSF035BE 99.27±0.34 35.93±3.06 14.53±2.47 7.98±0.22
22. SPSF037BE 97.61±2.82** 19.86±2.06 22.80±2.69 74.12±1.64
23. SPSF038BE 36.72±1.52 29.12±2.91 15.58±1.68 3.40±3.60
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24. SPSF039BE 76.91±0.55 31.88±2.13 15.02±3.12 5.48±1.90
25. SPSF040BE 96.72±0.82 36.10±4.11 18.17±0.53 5.27±2.84
26. SPSF042BE 66.24±4.05 91.71±5.17 11.45±2.89 64.38±4.08
27. SPSF043BE 96.87±0.34 81.32±1.14 7.58±2.08 24.63±1.65
28. SPSF044BE 61.11±0.51 101.08±1.85 47.26±2.26 75.90±0.76
29. SPSF045BE 82.56±0.96 47.38±2.42 14.09±3.07 19.99±2.34
30. SPSF046BE 82.54±2.91 36.26±2.46 17.26±0.64 2.76±4.27
31. SPSF047BE 91.51±0.68 67.22±1.75 15.86±2.28 17.17±2.44
32. SPSF048CE 88.92±1.42 45.87±2.66 15.37±1.10 1.48±1.96
33. SPSF049BW 54.69±3.32 100.73±2.93 16.54±0.58 73.93±0.94
34. SPSF051BW 91.44±2.23 95.85±3.58 47.76±2.91 95.54±3.12
35. SPSF206CM 17.98±2.89 29.19±3.30 20.58±2.08 10.60±1.28
36. SPSF206BE 79.43±1.19 66.72±1.47 12.77±2.51 47.12±1.08
37. SPSF208BE 98.31±1.19 49.56±1.84 3.63±3.35 30.30±3.79
38. SPSF208CE 56.45± 2.57 87.78±4.80 47.18±0.96 69.91±2.07
39. SPSF208CH 69.61±0.79 53.48±0.87 8.58±5.15 31.94±1.39
40. SPSF209CE 60.34±1.41 56.99±0.99 4.97±5.9 25.51±1.83
41. SPSF209BE 84.76±2.89 30.29±5.10 14.50±2.98 19.36±1.96
42. SPSF209BW 27.98±3.35 23.05±2.55 15.63±2.04 3.10±2.20
43. SPSF211CE 81.43±3.26 43.32±5.68 17.42±2.90 7.63±1.68
44. SPSF211BE 101.26±1.73 -26.87±3.20 11.987±4.55 9.84±3.43
45. SPSF213BE 64.55±0.98 32.73±2.66 11.35±1.45 1.12±2.28
46. SPSF219BE 98.29±3.64 72.42±1.29 8.92±1.74 61.34±0.95
47. SPSF221CE 27.00±2.80 69.44±2.22 54.79±1.63 86.15±1.03
48. SPSF221CH 18.90±1.20 78.33±1.48 59.95±3.02 89.21±1.18
49. SPSF221BE 89.86±4.55 81.60±1.59 41.67±1.99 34.61±1.29
50. SPSF224BE 104.83±3.40 76.13±2.25 15.84±1.85 46.84±2.28
51. SPSF224CE 100.00±00 91.07±2.32 22.83±1.79 76.62±1.39
52. SPSF225CE 51.23±1.28 52.13±4.25 16.59±3.59 53.98±0.97
53. SPSF225BE 88.02±1.71 -2.74±2.57 6.72±2.72 19.33±1.50
54. SPSF226BE 86.91±1.94 55.37±1.36 18.10±1.13 40.49±2.47
55. SPSF226CE 54.70±4.90 55.82±2.54 5.38±2.55 28.49±1.82
56. SPSF226CH 29.86±3.83 47.69±1.43 16.99±1.99 30.81±1.64
57. SPSF227BE 57.93±1.11 59.60±2.51 9.87±3.11 35.95±2.81
58. SPSF227CE 18.55±0.16 79.97±1.55 3.58±0.07 43.53±1.70
59. SPSF227BW 91.04±0.19 21.39±3.31 17.16±2.36 0.29±1.10
60. SPSF234CE 100.32±0.36 17.71±2.50 18.94±2.47 33.28±1.01
61. SPSF234BE 99.97±1.33 7.83±2.73 13..57±3.93 21.58±3.44
62. SPSF234BW 74.81±2.17 21.58±3.09 18.51±2.54 -5.90±1.40
63. SPSF236BE 61.00±2.34 45.59±1.35 16.54±5.70 27.39±1.34
64. SPSF236CE 52.05±2.73 55.46±4.41 15.75±2.32 31.16±2.54
65. SPSF238CE 54.05±1.68 48.16±1.83 22.35±2.05 51.68±1.10
66. SPSF240BE 93.63±2.19 37.60±0.75 3.44±2.64 14.99±2.80
67. SPSF240CE 62.57±3.85 68.24±1.09 7.45±3.44 60.05±2.44
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68. SPSF240CH 77.42±4.69 84.38±2.40 16.16±2.69 67.47±1.55
69. SPSF241BE 85.43±0.48 65.92±1.54 11.48±4.19 22.65±2.12
70. SPSF244CE 44.84±1.14 88.40±2.66 22.00±5.72 74.00±0.80
71. SPSF244BE 51.29±1.87 27.26±2.09 7.28±0.22 16.22±3.81
72. SPSF248CH 82.27±2.24 41.81±189 0.01±5.91 19.57±3.80
73. SPSF248CE 69.61±0.79 95.63±2.32 -4.28±5.95 61.16±1.78
74. SPSF248BE 86.91±1.94 103.34±1.94 35.60±0.45 81.46±1.08
75. SPSF250BE 103.70±2.01 56.98±4.65 55.96±0.61 3.42±1.73
76. SPSF304BE 84.80±0.74 82.98±1.31 8.60±3.55 59.79±4.21
77. SPSF304CH 100.00±00 92.93±2.39 17.96±2.27 69.50±1.85
78. SPSF304BW 52.97±1.23 51.44±3.15 20.26±1.69 6.56±3.73
79. SPSF310BE 119.00±2.91 40.05±2.46 -24.76±6.66 15.08±2.77
80. SPSF310CE 67.96±2.27 71.33±3.08 -7.60±7.98 20.42±1.30
81. SPSF310BW 84.37±2.21 62.61±1.34 20.82±3.09 11.83±4.56
82. SPSF312BE 85.73±1.09 85.23±2.13 15.40±2.22 86.36±0.88
83. SPSF312CE 79.36±1.75 80.29±5.31 26.00±2.61 64.01±2.36
84. SPSF318BE 53.42±1.51 53.16±1.44 2.73±2.20 21.58±2.80
85. SPSF318CE 53.04±1.44 84.00±2.30 18.05±1.50 84.27±1.10
86. SPSF325BE 100.00±00 25.83±1.72 4.16±1.89 70.96±4.20
87. SPSF325CE 100.00±00 25.98±3.36 17.27±2.27 34.52±2.06
88. SPSF325CH 100.00±00 31.76±6.15 22.57±1.83 17.53±3.26
89. SPSF328BE 100.00±00 38.77±2.39 4.96±3.75 31.69±4.20
90. SPSF329BE 86.27±3.19 27.53±2.42 13.96±3.06 -2.60±1.63
91. SPSF329CE 100.00±00 -0.92±2.54 20.46±5.41 78.68±1.47
92. SPSF329CH 100.00±00 10.69±1.47 35.15±4.35 55.29±2.21
93. SPSF330BE 55.29±2.57 61.32±1.49 16.57±1.97 36.87±4.10
94. SPSF330CE 98.49±1.23 37.64±1.56 11.59±1.39 15.18±1.16
95. SPSF339BE 94.35±0.69 105.03±0.62 57.78±2.05 85.23±0.23
96. SPSF339CE 96.87±0.60 98.44±0.57 16.25±3.11 24.43±2.10
97. SPSF339BW 51.24±0.25 70.23±1.10 3.53±2.59 78.80±1.50
98. SPSF347BE 77.16±2.57 39.60±3.54 16.07±1.66 24.57±3.57
99. SPSF358BW 83.21±3.35 23.88±2.73 10.81±1.03 -2.36±1.44
100. SPSF358BE 59.77±3.95 9.41±1.05 9.31±0.86 10.20±1.39
101. SPSF358CE 98.90±3.72 28.65±1.01 5.22±4.23 16.98±2.24
102. SPSF360BE 32.08±0.15 105.04±0.89 72.32±0.71 97.33±0.10
103. SPSF360CH 13.12±4.26 105.22±1.07 89.32±0.29 98.90±0.20
104. SPSF360BW 64.63±1.57 30.96±1.57 27.93±1.43 6.74±1.61

Acarbose 86.87±0.66 - - -

Camptothecin 94.01±0.17

Indomethacin 61.08±0.68 25.42±2.99

Values are mean±standard deviation of three replication (n=3); *0.5 mg/mL; **1 mg/mL; P= Positive control
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PRELIMINARY QUALITATIVE CHEMICAL SCREENING OF 
P. maximae EXTRACTS

The qualitative metabolite analysis of P. maximae 
extracts was obtained as shown in Table 2. The results 
showed that tannin and alkaloid were present in all the 
crude extracts while cardiac glycoside, steroid, saponin, 
and terpenoid were absent. Flavonoid was found in cell 
ethyl acetate extract (CE), broth ethyl acetate extract 
(BE), and cell hexane extract (CH). Coumarin and 
anthraquinone were absent in cell ethyl acetate extract 
(CE). 

This result showed that P. maximae produced 
various types of secondary metabolites. Moreover, 
the data were in accordance with previous reports 
that alkaloids, tannins, flavonoids, coumarins and 
anthraquinones had been found in Penicillium genus. 
Alkaloids were found in P. aurantiogriseum, P. terlikowskii, 
and P. citrinum, respectively (Kalinina et al. 2018; Lai 
et al. 2013; Waring et al. 1987). Tannins were found 
in P. frequentans (Bhardwaj et al. 2015). Flavonoids, 
coumarins and anthraquinones were obtained from P. 
setosum (George et al. 2019), P. oxalicum (Wang et al. 
2014), and P. chrysogenum (Brunati et al. 2009). 

TABLE 2.  Chemical screening of P. maximae

Chemicals
Extracts*

CE BE BW CM CH

Tannin / / / / /

Alkaloid / / / / /

Cardiac glycoside X X X X X

Steroid X X X X X

Saponin X X X X X

Flavonoid / / X X /

Triterpenoid X X X X X

Coumarin / X X X X

Anthraquinone / X X X X

/ = Present, X = Absent
*CE: cell ethyl acetate extract; BE: broth ethyl acetate extract; BW: broth water extract; CM: cell methanol extract; CH: cell hexane extract

SECONDARY QUANTITATIVE CHEMICAL SCREENING OF 
P. maximae EXTRACTS

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC CONTENT

The total phenolic content of P. maximae extracts were 
shown in Table 3. Broth water extract (BW) and cell 
methanol extract (CM) showed low amounts of total 
phenolic content at 1.83±0.41 and 0.97±0.20 mg GAE/g 
dry weight of sample, respectively. Meanwhile, cell ethyl 
acetate extract (CE) contained the highest amount of 

phenolic content up to 8.89±0.40 mg GAE/g dry weight 
of sample. 

DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC CONTENT 
Total flavonoid content of P. maximae extracts quantified 
using the aluminum chloride colorimetric method 
showed that the total flavonoid content was highest in CE 
(7.73 mg QE/g dry w.), while flavonoid was absent in BW 
and CM (Table 3). The maximum phenolic and flavonoid 
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content were found in CE at 8.89±0.40 mg GAE/g and 
7.73 mg QE/g, respectively. The results suggested that 
ethyl acetate was the most suitable solvent to isolate P. 
maximae secondary metabolites. This may be due to the 
low polarity property of ethyl acetate which selectively 
extracts low molecular weight phenol and flavonoid 
(Bhardwaj et al. 2015). Phenolic and flavonoid are major 
secondary metabolites of fungi and have been associated 

with antioxidative action in biological systems (Devi 
et al. 2012). The presence of phenolic and flavonoid 
compounds has been reported in Penicillium species 
including P. chrysogenum (Sikandar et al. 2020), P. 
granulatum (Chandra & Arora 2012), and P. fumiculosum 
(Jakovljević et al. 2014). Therefore, the phenolic and 
flavonoid compounds found in this study possibly 
possess antioxidant activity.

TABLE 3. Total phenolic and flavonoid contents of P. maximae extracts

Extracts*
Total phenolic content    (mg 

GAE/g)
SD Total flavonoid content (mg QE/g) SD

CE 8.89 0.40 7.73 0.19

BE 6.12 0.20 2.24 0.15

BW 1.83 0.41 n/d** n/d**

CM 0.97 0.20 n/d** n/d**

CH 5.33 0.40 1.36 0.18

*CE: cell ethyl acetate extract; BE: broth ethyl acetate extract; BW: broth water extract; CM: cell methanol extract; CH: cell hexane extract

CHEMICAL PROFILING OF CELL HEXANE EXTRACT OF P. 
maximae

From this investigation, CH of P. maximae showed 
the highest activity of alpha-glucosidase inhibition. 
Thus, CH was selected for further analysis. The GC-
MS chromatogram showed three dominant peaks at 
retention times of 15.9212, 26.6168, and 37.8967 min, 
respectively (Figure 1; Table 4). These peaks represented 
the n-Hexadecanoic acid (C16H32O2), 2,6-dimethyl-N-
(2-methyl-alpha-phenylbenzyl) aniline (C22H23N) and 
3Beta-acetoxy-6-nitroandrost-5-en-17-one (C21H29NO5), 

respectively. From the previous report (Artanti et al. 
2012), n-Hexadecanoic acid had a low activity of alpha-
glucosidase inhibition. Therefore, alpha-glucosidase 
inhibition potency of CH might be from 2,6-dimethyl-
N-(2-methyl-alpha-phenylbenzyl) aniline (C22H23N) and 
3Beta-acetoxy-6-nitroandrost-5-en-17-one (C21H29NO5). 
However, the anti-alpha-glucosidase efficacy of these 
two compounds should be further studied to determine 
whether the anti-alpha-glucosidase capacity of CH possibly 
was due to the effect of each individual constituent or 
the synergistic action of the components in the extract. 

FIGURE 1. GC-MS chromatogram of cell hexane extract of P. maximae

 

 

 

1 2 3 
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TABLE 4.  Dominant peaks from GC-MS chromatogram of cell hexane extract of P. maximae

No. Component RT Compound name CAS# Formula
Component 

Area

Match 

factor

1 15.9212 n-Hexadecanoic acid 57-10-3 C16H32O2 99116607.0 96.4

2 26.6168 2,6 dimethyl-N-(2 methyl-

alpha.- phenylbenzyl)aniline

119971-00-5 C22H23N 31006746.8 81.4

3 37.8967 3Beta-acetoxy-6-nitroandrost-

5-en-17-one

31559-86-1 C21H29NO5 54667640.7 71.4

FIGURE 2. GC-MS chromatogram of semi-purified PM1

CHEMICAL PROFILING OF SEMI-PURIFIED PM1

GC-MS analysis of semi-purified PM1 was shown in 
Figure 2. The chromatogram illustrated two dominant 
peaks at retention times (RT) of 14.1728 and 12.3793 
min, respectively (Table 5). The highest peak (RT 
14.1728) represented 3-(1-methylbutyl)-1,2,4-

cyclopentanetrione (C10H14O3) and the other (RT 12.3793) 
represented suberic dihydrazide (C8H18N4O2). Their alpha-
glucosidase inhibitory efficacies have not been reported 
yet. To the best of our knowledge, the exact active 
substances of semi-purified PM1 on anti-alpha-glucosidase 
are still undefined. Thus, anti-alpha-glucosidase efficacy 
of these two ingredients should be further evaluated.

TABLE 5. Dominant peaks from GC-MS chromatogram of semi-purified PM1

No. Component RT Compound name CAS# Formula
Component 

area

Match 

factor

1 12.3793 Suberic dihydrazide 20247-84-1 C8H18N4O2 4511271 68.4

2 14.1728
3-(1-methylbutyl)-1,2,4-

cyclopentanetrione
54644-19-8 C10H14O3 16922005 82.3

 

 

 

 

1 

2 



	 	 2573

BIOACTIVITIES OF P. maximae 
ALPHA-GLUCOSIDASE INHIBITORY ACTIVITY 

P. maximae extracts were determined for alpha-
glucosidase inhibition and the half maximal inhibitory 
concentration (IC50). The results showed that CH was 
the most active extract for alpha-glucosidase inhibition 
with IC50 of 490 µg/mL whereas acarbose as standard 
drug showed the IC50 value at 205 µg/mL (Table 6). 
The comparison of alpha-glucosidase inhibition from 

all SPSF224 extracts, CH, CE, and BE showed that their 
alpha-glucosidase inhibitory activities were higher than 
the others. Previous studies have reported that phenolic 
and flavonoid compounds could act as alpha-glucosidase 
inhibitors and regulators of hyperglycemia (Montefusco-
Pereira et al. 2013). Therefore, phenolic and flavonoid 
compounds present in CH, CE, and BE could be the 
chemical groups in these extracts that exhibited the 
alpha-glucosidase inhibition.

TABLE 6. The alpha-glucosidase inhibitory activity of P. maximae extracts

Extracts/Compound Anti-alpha-glucosidase activity (% inhibition) IC50 (µg/mL)

Broth ethyl acetate (BE) 97.12±1.01 1008

Broth water (BW) 45.63±0.21 -

Cell ethyl acetate (CE) 118.59±2.71 1080

Cell hexane (CH) 104.03±0.42 490

Cell methanol (CM) 27.77±0.11 -

Semi-purified PM1 91.83±1.59 -*

Acarbose p 87.66±0.21 205

Data were expressed as mean±SD
p = Positive control
* = insufficient amount

ANTIOXIDANT ACTIVITY

Antioxidant activities of P. maximae extracts were 
determined by the DPPH radical scavenging activity. 
The highest activity of antioxidant was found in CE. 
However, its ability was less than a standard quercetin 
(Table 7). Huang et al. (2005) reported that phenolic 
compounds were the major antioxidant constituents of 

the endophytes. In addition, previous report showed the 
correlation between the phenolic and flavonoid contents 
with antioxidant activity (Shweta et al. 2010). In this 
study, CE exerted highest DPPH radical scavenging 
activity. Hence, it was possibly due to the highest level 
of phenolic and flavonoid contents in the extract. 

TABLE 7. Inhibition of DPPH radical scavenging activity for P. maximae extracts

Samples* % inhibition at 200 µg/mL** SD

CE 31.25 5.89

BE 28.40 2.39

BW 2.66 0.33

CM 1.47 0.26

CH 11.69 2.14

quercetin 93.44 1.54
*CE: cell ethyl acetate extract; BE: broth ethyl acetate extract; BW: broth water extract; CM: cell methanol extract; 
CH: cell hexane extract.
**Values were represented with mean±standard deviation of three replications (n=3)
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Crude extracts of P. maximae were tested for antimicrobial 
activity using the disc diffusion method. Broth ethyl 
acetate extract (BE) showed inhibition zone against S. 
aureus, T. mentagrophytes, and T. rubrum at 8.1±0.1, 
6.4±0.5, and 11.2±2.6 mm, respectively. Cell methanol 
extract (CM) also exhibited inhibition against T. rubrum 
at 12.6±3.5 mm. However, all extracts did not inhibit the 
Gram-negative bacteria, E. coli, P. aeruginosa, and yeast 
(C. albicans) (Table 8). This study was consistent with 

previous report that the extracts from Penicillium species 
also have the antibacterial potency on Gram positive 
bacteria including griseofulvin from P. brasilianum 
(Tang et al. 2015) and scleroderolide from Penicillium 
sp. FO-5637 (Tomoda et al. 1998). The result suggested 
that the extracts were potent in killing Gram-positive 
bacteria. Nevertheless, the extracts from other Penicillium 
species such as P. Janthinellum (Do Rosário Marinho et 
al. 2005) and P. herquei (Marinho et al. 2013) possessed 
bactericidal activity on Gram negative bacteria.

TABLE 8. Anti-microbial activity of P. maximae

Organisms
Zone of inhibition (Diameter, mm)

Standard drug* CE** BE** BW** CM** CH**

P. aeruginosa 32.7±0.7 0 0 0 0 0

E. coli 23.1±0.1 0 0 0 0 0

S. aureus 22.0±1.8 0 8.1±0.1 0 0 0

S. epidermis 30.6±0.1 0 0 0 0 0

MRSA 21.3±1.0 0 0 0 0 0

P. acnes 25.4±1.1 0 0 0 0 0

C. albicans 13.5±0.4 0 0 0 0 0

T. mentagrophytes 42.4±1.5 0 6.4±0.5 0 0 0

T. rubrum 50.3±2.1 0 11.2±2.6 0 12.6 ±3.5 0

M. gypseum 27.0±1.0 0 0 0 0 0

* Standard drugs:	
Norfloxacin		  : P. aeruginosa, E. coli 10 µg/disc
Oxacillin		  : S. aureus, S. epidermidis and P. acnes 1 µg/disc
Vancomycin		 : MRSA 30 µg/disc
Amphotericin B	 : C. albicans 25 µg/disc
** Concentration at 200 mg/mL
CE: cell ethyl acetate extract; BE: broth ethyl acetate extract; BW: broth water extract; CM: cell methanol extract; CH: cell hexane extract

CONCLUSION

Fifty-four soil fungi were collected from Sirindhorn peat 
swamp forest in Narathiwat Province, Thailand and 104 
crude extracts were obtained from them. SPSF224 was 

selected for further study because of the potential effects 
on biological activities. SPSF224 was identified by 
molecular method as P. maximae. From phytochemical 
investigation, its crude extracts contained a variety of 
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secondary metabolites including tannins, alkaloids, 
flavonoids, coumarins and anthraquinones. P. maximae 
extracts also showed high potential effect on alpha-
glucosidase inhibition and moderate potential effect 
on antimicrobial, anti-inflammation, and antioxidant 
activities. This study was the first report of chemical 
investigation and biological activities of the isolated 
fungus, P. maximae. Hence, this information could be 
used as database for further study of the lead compound 
for antidiabetic drug from fungi in the future.
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