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บทคัดย่อ 

 แอคติโนมัยสีทไอโซเลต AA8 ซึ ่งแยกได้จากตัวอย่างดินที ่ เก ็บจากสวนผลไม้ในจังหวัด

กรุงเทพมหานครได้ถูกระบุชนิดโดยการศึกษาอนุกรมวิธานหลายส่วน  ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสาย

พันธุ ์ AA8 เป็นสมาชิกของสกุล Streptomyces และมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับ Streptomyces 

roseifaciens DSM 106196T ที่ระดับความคล้ายคลึงของยีนช่วง 16S rRNA สูงสุดที่ 99.9 เปอร์เซ็นต์ 

การระบุชนิดด้วยข้อมูลจีโนมแสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ AA8 มีความสมพันธ์ใกล้เคียงกับ Streptomyces 

roseifaciens DSM 106196T และมีค่า ANI ในระดับต่ำ (94.1 เปอร์เซ็นต์) การวิเคราะห์จีโนมด้วย

แพลตฟอร์ม antiSMASH พบว่าสายพันธุ์ AA8 ประกอบไปด้วยกลุ่มยีนสำหรับชีวสังเคาระห์สารทุติยภูมิ

หลายกลุ่มยีน ได้แก่ กลุ่มยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 และ 3 กลุ่มยีนสำหรับชีวสังเคราะห์เทอร์ปีน กลุ่ม

ยีนนัน-ไรโบโซมอลเปบไทด์ซินทีเทสและกลุ่มยีนที่คล้ายกับนัน-ไรโบโซมอลเปบไทด์ซินทีเทส สารสกัด

หยาบของสายพันธุ์ AA8 แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ระดับ IC50 7.03 ± 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ดังนั้นการตรวจสอบคุณลักษณะทางเคมีจึงถูกดำเนินการควบคู่กับวิธีการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพและ

นำไปสู ่การแยกสารบริสุทธิ ์จำนวน 9 สาร ได้แก่ สาร 3,4-dimethoxypropiophenone (A), 6,7,8- 

Trimethoxy-3 -methylisocoumarin (B), 3 , 4 - dimethoxybenzamide (C), 6 , 8 -dimethoxy-3 -

methylisocoumarin (D), 4-hydroxy-3-methoxybenzamide (E), 3 ,4-dihydroxybenzaldehyde 

(F), Nb- acetyltryptamine (G), 3 - Hydroxymethyl-6 ,7 ,8 - trimethoxyisocoumarin (H), 1 -

methoxy-1H-pyrrole-2-carboxamide (I) สารที่แยกได้เหล่านี้ถูกประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่า 

ทุกสารแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ในช่วง IC50 0.87–384.85 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้สาร 3,4-
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dihydroxybenzaldehyde และ 6,7,8- trimethoxy-3-methylisocoumarin มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้

ดีแสดงให้เห็นว่าเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีศักยภาพ 

คำสำคัญ : การต้านอนุมูอิสระ โครมาโทรกราฟี ลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA สเตรปโตมัยสีท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ค 

 

 

Thesis Title  Characterization and antioxidant compounds of 

novel Streptomyces sp. strain AA8 

Student Name    Onnicha Thayanuwadtanawong 

Student ID     60605054 

Degree    Master of science (Biotechnology) 

Department     Biology 

Year     2021 

Thesis Advisor   Assoc. Prof. Dr. Chitti Thawai 

Thesis Co-advisor    Dr. Pattama Pittayakhajonwut  

 

Abstract 
 An actinomycete, designated strain AA8, isolated from soil collected from the 

orchard in Bangkok province, was identified using a polyphasic taxonomic approach. The 

result showed that strain AA8 was a member of the genus Streptomyces and was closely 

related to Streptomyces roseifaciens DSM 1 0 6 1 9 6 T with the highest 16S rRNA gene 

sequence similarity (99.9 %). Genomic-based identification revealed strain AA8 was most 

closely related to Streptomyces roseifaciens DSM 106196T and shared the low values of 

average nucleotide identity (ANI) (94.1%). Genome analysis by antiSMASH platform 

revealed that strain AA8 contained several secondary metabolite biosynthetic gene 

clusters (smBGCs) i.e. type I and III polyketide synthase gene clusters, terpene biosynthesis 

gene clusters, non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) gene clusters, and NRPS-like gene 

clusters. The crude extract of strain AA8 exhibited antioxidant activity at IC50 7.03 ± 0.02 

mg/ml. Therefore, the chemical investigation was conducted by employing bioassay-

guided method and led to the isolation of 9 pure compounds, including 3,4-

dimethoxypropiophenone (A), 6,7,8-trimethoxy-3-methylisocoumarin (B), 3, 4-

dimethoxybenzamide (C), 6,8-dimethoxy-3-methylisocoumarin (D), 4-hydroxy-3-

methoxybenzamide (E), 3,4-dihydroxybenzaldehyde (F), Nb- acetyltryptamine (G), 3-

Hydroxymethyl-6,7,8-trimethoxyisocoumarin (H), 1-methoxy-1H-pyrrole-2-carboxamide (I). 
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These isolated compounds were evaluated for antioxidant activity. All compounds 

exhibited antioxidant activity in the range of IC50 0.87–384.85 mg/ml. Besides, compounds 

3,4-dihydroxybenzaldehyde and 6,7,8- trimethoxy-3-methylisocoumarin displayed strong 

antioxidant activity, indicating a potential for antioxidant agents.  

Keywords: Streptomyces, 16S rRNA gene sequence, secondary metabolites, antioxidant 

activity.
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วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ ที่ให้การอนุเคราะห์เรื่องอุปกรณ์ สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง และสิ่ง

อำนวยความสะดวกในการวิจัยของทางด้านการแยกสารสกัดของเชื้อแอคติโนมัยสีทรวมถึงการแยกสาร

บริสุทธิ์และระบุสารบริสุทธิ์แต่ละชนิดตลอดจนโครงสร้างของสารแต่ละตัวของงานวิจัยฉบับนี้ 
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แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีเบส กัวนีน (guanine; G) และ ไซโตซีน (cytosine; 

C) เป็นองค์ประกอบหลัก ส่วนมากสามารถพบมากที่สุดในดิน (Sykes and Skinner, 1973) เราสามารถ

พบแอคต ิ โ นม ั ย สี ท สก ุ ล  ( genus)  Streptomyces ไ ด ้ ม า กท ี ่ ส ุ ด ถ ึ ง  8 0  เ ปอร ์ เ ซ ็ น ต์  ข อ ง 

แอคติโนมัยสีททั้งหมด จึงจัดได้เป็นสกุลที่พบได้ทั่วไป (common) และมีความสามารถในการผลิตสาร

ทุติยภูมิ (secondary metabolite) สารทุติยภูมินั้นเป็นสารประกอบทางเคมีที่สำคัญมากต่อสิ่งมีชีวิตส่วน

ใหญ่ และมีประโยชน์หลากหลาย เช่น สามารถต้านการเจริญเติบโตของรา ต้านการเจริญของแบคทีเรีย

ก่อโรคบางชนิด กระตุ้นการทำงานของเซลล์สมอง ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ อีกทั้งสารทุติยภูมิบางชนิด

ปลอดภัยต่อการนำเอามาใช้ (Bugni and Ireland, 2004) ซ่ึงบางชนิดสามารถผลิตเอนไซม์ที่สามารถช่วย

เปลี่ยนน้ำตาลกลูโคสให้เป็นน้ำตาลฟรุกโทส และยังมีสารอื่น ๆ ที่สามารถนำไปใช้ในด้านต่าง ๆ เช่น 

อุตสาหกรรมเครื่องสำอาง อุตสาหกรรมเวชสำอาง อุตสาหกรรมยา และอุตสาหกรรมอาหาร เป็นต้น 

(Okami and Hotta, 1988)  

ในปัจจุบันสภาพแวดล้อมที่เราอาศัยอยู่นั้นมีมลพิษทางอากาศมากมาย ไม่ว่าจะเป็นค่าโอโซนที่

สูงขึ้น ฝุ่นละอองที่เกิดจากยานพาหนะ ควันที่เกิดจากโรงงานอุสาหกรรมหรือควันที่เกิดจากการเผาไหม้

ของบุหรี่  ซึ่งสิ่งที่กล่าวมาข้างต้นนั้นอาจจะทำให้เกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งอนุมูลอิสระนั้นคือ โมเลกุลหรือ

อะตอมที่เกิดจากการไม่เสถียรเนื่องจากขาดอิเล็กตรอน ซึ่งโดยปกติร่างกายของมนุษย์นั้นจะมีโมเลกุลหรือ

อิเล็กตรอนอยู่เป็นคู่ เมื่อถ้าเกิดการสูญเสียจะทำให้ร่างกายเกิดการเสียสมดุลได้ และส่งผลทำให้ร่างกาย

เกิดความเสียหาย แหล่งอาหารที ่สามารถพบสารต้านอนุมูลอิสระได้แก่ เบต้าแคโรทีน ไลโคปีน  

ฟลาโวนอยด์ เป็นต้น ดังนั ้นในงานวิจ ัยเร ื ่องนี ้จ ึงมุ ่งเน้นไปที ่เร ื ่องการศึกษา อนุกรมวิธานของ 

Streptomyces sp. AA8 โดยใช้เทคนิค Polyphasic taxonomy ในการศึกษาอนุกรมวิธาน หลังจาก

ศึกษาอนุกรมวิธานแล้วจะนำเชื ้อมาแยกสารทุติยภูมิที ่สามารถผลิตได้โดยใช้ เครื ่องโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูงเพื่อแยกให้ได้สารบริสุทธิ์ และนำสารบริสุทธิ์นั้นมาทำการทดสอบฤทธิ์การต้าน

อนุมูลอิสระโดยใช้วิธี free radical scavenging (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH) เพ่ือนำไปใช้

ในการวิจัยอื่น ๆ ต่อไป 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา

บทนำ
บทที่ 1



2 
 

 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1) ศึกษาอนุกรมวิธานของ Streptomyces sp. AA8  

2) ทำการแยกและศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบจาก Streptomyces sp. AA8   

3) ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารทุติยภูมิที่แยกได้  

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
1) ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญของ Streptomyces sp. AA8 โดยวิธีการ

วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA และการศึกษาจีโนมทั้งหมด (WGS) 

2) ศึกษาการแยกสารทุติยภูมิของ Streptomyces sp. AA8 โดยใช้โครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ 

และโครมาโทกราฟีเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

3) ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารทุติยภูมิที่แยกได้จาก Streptomyces sp. AA8 โดยเทคนิค

ทางสเปกโตรสโกปี 

4) ศึกษาฤทธ ิ ์การต ้านอนุม ูลอิสระของสารทุต ิยภ ูม ิท ี ่แยกได ้ โดยใช ้ว ิธี   free radical 

scavenging (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH) 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1) สามารถระบ ุ ชน ิ ดของ  Streptomyces sp. AA8 ว ่ า ใกล ้ เ ค ี ย งก ับ  Streptomyces 

roseifaciens DSM 106196T 

2) ทราบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบที่ได้จาก Streptomyces sp. AA8 

3) ทราบสารทุติยภูมิที่อยู่ในสารสกัดหยาบของ Streptomyces sp. AA8 ได ้
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 แอคติโนมัยสีท (actinomycetes) 

  2.1.1 ลักษณะโดยท่ัวไปของแอคติโนมัยสีท 

แบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยสีท เป็นแบคทีเรียที่นิยมนำมาศึกษามากกว่าแบคทีเรียทั่วไป

และจุลินทรีย์ทั่วไป เนื่องจากแอคติโนมัยสีทมีลักษณะความจำเพาะ และถูกจัดอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรีย

เนื่องจาก ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส และไมโตคอนเดรีย  และนอกจากนั้นยังถูกจัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียแกรม

บวก จัดอยู่ในคลาสของ (class) Actinobacteria ในซับคลาส (subclass) Actinobacteridae ถูกจัดไว้

ในอันดับ (order) Actinomycetales โดยส่วนมากมีลักษณะเป็นเส้นสายคล้ายเชื้อราต้องการอากาศใน

สภาวะของการเจริญเติบโต ผนังเซลล์ของแอคติโนมัยสีทประกอบด้วยมิวโคเพปไทด์ (เอ็น-อะซิติลกลูโค

ซา เชื่อมกับกรดเอ็น-อะซีติลมิวรามิก) กรด 2, 6-ไดอะมิโนพิเมลิก กรดกลูตามิค ไกลซีน และ แอลานีน 

(Witt and Stackebrandt, 1990) ดีเอ็นเอโดยทั่วไปของแอคติโนมัยสีทจะมี กัวนีน (guanine; G) และ  

ไซโตซีน (cytosine; C) ในดีเอ็นเอประมาณ 57 – 75 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมากกว่าแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป  

(Kieser et al., 2000) การสร้างเส้นใยของแอคติโนมัยสีทแบ่งเป็นเส้นใยอาหารและเส้นใยอากาศซึ่ง เส้น

ในอาหารจะเกิดขึ้นก่อนและจะทำการสร้างเส้นใยลงไปในอาหารเพื่อดูดซึมไปใช้ และเมื่อโคโลนีเจริญขึ้น

เส้นใยอากาศจะเกิดขึ้นภายหลัง หน้าที่หลักของเส้นใยอากาศคือการสืบพันธุ์ (Cross and Goodfellow, 

1973) เส้นใยอากาศจะมีลักษณะการเจริญแบบแตกกิ่งก้านยึดเกาะกัน ทำให้เห็นโคโลนีมีลักษณะเป็น

แผ่นและฝังแน่นลงไปในเนื้อของอาหาร ส่วนโคโลนีที่มีลักษณะอ่อนนุ่มและลักษณะร่วน เกิดจากการที่

เส้นใยเกิดการแตกหักเป็นรูปท่อนหรือทรงกลม และโดยส่วนใหญ่เราสามารถพบแอคติโนมัย สีทใน

สภาพแวดล้อมที่หลากหลาย เช่น แหล่งน้ำ ดิน โคลน ซากพืช ซากสัตว์ เป็นต้น ซ่ึงดินเป็นแหล่งที่สามารถ

พบจุลินทรีย์ชนิดนี้มากกว่าที่สุดมีประมาณ 10 – 50 เปอร์เซ็นต์ และยังสามารถพบในสภาพแวดล้อมทาง

ทะเล สภาพแวดล้อมทางน้ำ สภาพแวดล้อมที่รุนแรง สภาพแวดล้อมที่มีความอุดมสมบูรณ์ สภาพแวดล้อม

ตามแหล่งที่อยู่อาศัยของสิ่งมีชีวิต และอยู่ใกล้กับบริเวณเนื้อเยื่อพืช จำนวนที่พบนั้นขึ้นอยู่กับสภาพทาง

ภูมิศาสตร์ อุณหภูมิของแต่ละพ้ืนที่ว่าจะพบมากหรือน้อย สภาพการเลี้ยงในห้องทดลอง อาหารเลี้ยงเชื้อที่

ใช้ในการเลี้ยง สภาวะในการเพาะเลี้ยง รวมถึงเทคนิคการแยกและอ่ืน ๆ  
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แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีประโยชน์ในด้านต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมทาง

ยา อุตสาหกรรมอาหารเสริม ใช้สารทุติยภูมิที่แอคติโนมัยสีทสามารถผลิตได้นั้นมาทดลองในการต้าน

จุลินทรีย์ก่อโรคไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรีย รา ไวรัสและยังสามารถใช้ในการผลิตสารต้านมะเร็ง ทั้งยังสามารถ

ผลิตสารทุติยภูมิผลต่อการกดระบบภูมิคุ้มกันอีกด้วย ทางด้านการเกษตรกรรมและสภาพแวดล้อม เช่น 

การผลิตสารที่สามารถฆ่าวัชพืช การผลิตสารที่ฆ่าแมลง ผลิตสารที่ใช้ในการยับยั้งการเจริญของพืช และ

ผลิตสารที่ทำให้พืชบางชนิดเจริญเติบโตได้ดี นอกจากนี้ยังมีการใช้ Streptomyces lydicus WYEC 108 

ในการใช้ในการควบคุมโรคพืชและสามารถควบคุมเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคพืช และยังสามารถต้านเชื้อ

รา การยับยั ้งชื ้อแบคทีเรียก่อโรค การต้านมะเร็ง ผลิตยาปฏิชีวนะ ผลิตยาฆ่ามะเร็ง และ เร่งการ

เจริญเติบโตของพืช เป็นต้น (Shimiz et al., 2011)  

 2.1.2 การแยกแอคติโนมัยสีทจากดิน 

การคัดแยกแอคติโนมัยสีทจากดินนั้นขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมตามธรรมชาติที ่นำมา

ตัวอย่างดินมาแยก คือ การแยกจะขึ้นอยู่กับตัวอย่างดินนั้น ๆ ว่ามีความอุดมสมบูรณ์ที่สามารถทำให้ที่

ต้องการเจริญเติบโตได้มากน้อยเพียงใดและขึ้นอยู่กับประเภทของอาหารที่ใช้ในการคัดเลือก ใช้สารอาหาร

ที่แอคติโนมัยสีทเจริญเติบโตได้ดีลงไปในอาหารที่ใช้ในการแยก และอีกอย่างหนึ่งคือการใช้สารบางอย่าง

ในการแยกเช่น ยาปฏิชีวนะ เติมลงไปในอาหารที่ใช้ในการแยก เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียหรือรา

อื่น ๆ เหตุผลหลักที่แยกแอคติโนมัยสีทจากดินเพื่อใช้แอคติโนมัยสีทในการศึกษาความสามารถในการ

สร้างสารปฏิชีวนะ (Poter, 1960) 

องค์ประกอบหลักที่แอคติโนมัยสีทสามารถเจริญได้คือ อาหารที่ประกอบด้วย แหล่ง

ไนโตรเจน และแหล่งคาร์บอน นอกจากนั้นยังสามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่ซับซ้อน ได้แก่ เคซีน (casein) 

กรดฮิวมิค (humic acid) น้ำตาลดี-กลูโคส (D-glucose)  น้ำตาลดี-แมนโนส (D-mannose) เด็กซ์ทริน 

(dextrin) และ ไคทิน (chitin) เป็นต้น ซึ ่งการใช้อาหาร ขึ ้นอยู ่กับสายพันธ์ของแอคติโนมัยสีทว่ามี

ความสามารถในการเจริญเมื่อมีสารประกอบเหล่านั้น (Labeda and Shearer, 1990) 

การเตรียมตัวอย่างของดินก่อนนำไปใช้ในการแยกแอคติโนมัยสีท เป็นอีกหนึ ่งวิธีที่

สามารถลดการปนเปื้อนจากแบคทีเรียและรา รวมทั้งยังกระตุ้นการงอกของสปอร์ในระยะสงบ (dormant 

spore) วิธีการเตรียมตัวอย่างดินมีได้หลายวิธีแสดงในตารางที่ 2.1 โดยการแยกตัวอย่างออกจากดินนั้น

สามารถแยกโดยใช้ความร้อนในอุณหภูมิที่ต่างกัน ใช้สารเคมี หรือการใช้ยาปฏิชีวนะในการผสมลงไปใน

อาหารที่ใช้ในการแยก เป็นต้น  
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ตารางท่ี 2.1 การเตรียมตัวอย่างดินที่ใช้ในการนำไปแยกแอคติโนมัยสีท 

การจัดเตรียมตัวอย่างดิน เอกสารอ้างอิง 
ตากดินท่ีอุณหภูมิห้องจนกว่าดินจะแห้งสนิท Xu and Jiang, 1996 
นำดินไปให้ความร้อน 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที Seong et al., 2001 
นำดินไปให้ความร้อน 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที Sirivibool et al., 2004 
นำดินไปให้ความร้อน 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที Athalye et al., 1981 
ใช้โซเดียมคลอไรด์ 0.9 เปอร์เซ็นต์ ในขั้นตอนการเจือจาง Thakur et al., 2007 

ปั่นเหวี่ยงดินที่ความเร็วรอบ 4500 เป็นเวลา 1 นาที  Poter et al., 1960 

ใช้นิสตาตินความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ใส่ลงไปใน
อาหาร  

Porter et al., 1960 

 

 2.1.3. การจัดจำแนกแอคติโนมัยสีท  

การจัดจำแนกแอคติโนมัยสีทในระดับสกุล สามารถใช้ข้อมูลจากอนุกรมวิธานทางเคมีมา

ทำการคัดแยกสายพันธุ์ของแอคติโนมัยสีท ได้แก่ ชนิดของน้ำตาลภายในเซลล์ องค์ประกอบของฟอสโฟ

ลิพิด ชนิดของเมนาควิโนน ชนิดกรดไขมัน และองค์ประกอบของไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนไพมีลิก 

(diaminopimelic acid; DAP) (Boone and Pine, 1968; Lechevalier and Lechevalier, 1980) 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น การแตกกิ่งของเส้นใย การงอกของสปอร์ สีของ เส้นใยอากาศ

และเส้นใยอาหารโดยการรวมตัวของเส้นใยอากาศจะใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) 

ส่วนผิวของสปอร์และโครงสร้างของสปอร์ศึกษาโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 

electron microscope; SEM) และการสร ้างรงคว ัตถ ุละลายน ้ำ (Holt et al., 1994) การพิส ูจน์

เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีทสามารถพิสูจน์ได้อีกวิธีหนึ่ง คือข้อมูลทางด้านของสารพันธุกรรม (DNA) 

ของแอคติโนมัยสีท มีความสำคัญเป็นอย่างมากในการจัดระบบ (systematic) การศึกษาระบบของแต่ละ

ไอโซเลตนั้นมักจะนิยมศึกษา โดยอาศัยข้อมูลทางด้าน วิธีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S 

rRNA เป็นที่ยอมรับโดยทั่วไปของบุคคลที่ทำการศึกษา ดังนั้นจึงมีส่วนสำคัญเป็นอย่างมาก ซึ่งวิธีนี้

สามารถจัดจำแนกแอคติโนมัยสีทถึงระดับสปีชีส์จากข้อมูลของยีน 16S rRNA นำวิเคราะห์โดยการสร้าง

สายวิวัฒนาการด้วยการนำมาสร้างต้นไม้แห่งสายวิวัฒนาการ  (phylogenetic tree) และนิวคลีโอไทด์

ลายเซ็น (signature nucleotide) ซ่ึงปัจจุบันพบว่าสามารถแบ่งแอคติโนมัยสีทได้มากกว่า 150 สกุล (รูป

ที่ 2.1)   
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 รูปที่ 2.1 ความสัมพันธ์แอคติโนมัยสีทจากวิธีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA (Gao 

and Gupta, 2012) 
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คลาสของ Actinobacteria จะประกอบด้วย 15 อันดับ ที่มีความใกล้เคียงกัน (Zhi et 

al., 2009) ซึ่งมีหน่วยย่อยเป็น Actinomycetales เช่นเดียวกันกับ Bifidobacteriales ก่อนหน้าจะ

จำแนกเป็น ลำดับและมี Jiangellales ที่เป็นลำดับใหม่ที่สุดในปัจจุบัน (Tang et al., 2011)  

ตารางท่ี 2.2 แสดงไฟลัมของ Actinobacteria และคลาส Actinobacteria (Tang et al., 2011) 

Order I. Actinomycetales 
                     Family I. Actinomycetaceae 
              Order II. Actinopolysporales 
                    Family I. Actinopolysporaceae 
              Order III. Bifidobacteriales 
                     Family I. Bifidobacteriaceae 
              Order IV. Catenulisporales 
                     Family I. Catenulisporaceae 
                     Family II. Actinospicaceae 
              Order V. Corynebacteriales 
                     Family I. Corynebacteriaceae 
                     Family II. Dietziaceae 
                     Family III. Mycobacteriaceae 
                     Family IV. Nocardiaceae 
                     Family V. Segniliparaceae 
                     Family VI. Tsukamurellaceae 
              Order VI. Frankiales 
                     Family I. Frankiaceae 
                     Family II. Acidothermaceae 
                     Family III. Cryptosporangiaceae 
                     Family IV. Geodermatophilaceae 
                     Family V. Nakamurellaceae 
                     Family VI. Sporichthyaceae 
              Order VII. Glycomycetales 
                     Family I. Glycomycetaceae 
              Order VIII. Jiangellales 
                     Family I. Jiangellaceae 
              Order IX. Kineosporiales 

          Family I. Kineosporiaceae 

Order X. Micrococcales 
       Family I. Micrococcaceae 
       Family II. Beutenbergiaceae 
       Family III. Bogoriellaceae 
       Family IV. Brevibacteriaceae 
       Family V. Cellulomonadaceae 
       Family VI. Dermabacteriaceae 
       Family VII. Dermacoccaceae 
       Family VIII. Dermatophilaceae 
       Family IX. Intrasporangiacea 
       Family X. Jonesiaceae 
       Family XI. Microbacteriaceae 
       Family XII. Promicromonosporaceae 
       Family XIII. Rarobacteraceae 
       Family XIV. Ruaniaceae 
       Family XV. Sanguibacteraceae 
 Order XI. Micromonosporales 
       Family I. Micromonosporaceae 
 Order XII. Propionibacteriales 
       Family I. Propionibacteriaceae 
       Family II. Nocardioidaceae 
 Order XIII. Pseudonocardiales 
       Family I. Pseudonocardiaceae 
 Order XIV. Streptomycetales 
       Family I. Streptomycetaceae 
 Order XV. Streptosporangiales 
       Family I. Streptosporangiales 
       Family II. Nocardiopsaceae 
       Family III. Thermomonosporaceae 
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2.2 สกุล Streptomyces 

 2.2.1 ลักษณะทั่วไปของ Streptomyces 

Streptomyces เป็นแบคทีเรียแกรมบวกในวงศ์ Streptomycetaceae สกุล (genus) 

Streptomyces อันดับ (order) Actinomycetales มีลักษณะเป็นเส้นใยไม่มีผนังกั ้น (coenocytic 

hypha) สามารถสร้างเส้นใยอากาศและเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่จะสร้างสปอร์ได้ตั้งแต่ 3 สปอร์ขึ้นไป โดย

เส้นผ่านศูนย์กลางของสปอร์ประมาณ 0.5 - 2.0 ไมโครเมตร ซึ่งการสร้างสปอร์เป็นสายนั้นมี 4 รูปแบบ 

ได้แก่ สปอร์แบบเส้นตรง (recti flexible) สปอร์แบบลูป (retinaculiaperti) สปอร์แบบเวียนเกลียว 

(spiral) และสปอร์แบบเกล ียวก ้นหอย (Verticillate)  ในสายพ ันธ ุ ์  Streptomyces โคโลน ีของ 

Streptomyces จะกลายไปเป็นเส้นใยอากาศ ซึ่งเส้นใยอากาศเริ่มแรกจะมีสีขาวแต่พอเวลาผ่านไปสีของ

เส้นใยอากาศนั้นจะเริ่มปรากฏขึ้นตอนการเจริญของสปอร์สีของเส้นใยอากาศจะมีสีที่มีความจำเพาะขึ้นอยู่

กับสายพันธุ์นั ้น สปอร์นั้นจะมีลักษณะเหมือนแป้งหรือเหมือนกำมะหยี่ซึ ่งสามารถแยกออกได้อย่าง

ง่ายดาย ส่วนการเกิดโคโลนีนั้นเกิดปรากฏจากการซ้อนทับกันของเส้นใย ซึ่งลักษณะของผิวโคโลนีที่

ปรากฎออกมานั้นจึงจะมีลักษณะขรุขระ และ มีการสร้างเม็ดสีที่หลากหลาย สีที่พบตามธรรมชาติส่วน

ใหญ่ม ักพบสี แดง เหล ือง เข ียว ขาว เทา ม่วง ส ้ม และน้ ำเง ิน เป ็นต ้น (Cross et al., 1994) 

Streptomyces ถูกจัดว่าเป็นกลุ่มที่มีสามารถพบได้มากที่สุดและมีความสำคัญมากที่สุด โดยอัตราการพบ 

Streptomyces นั้นมีอยู่ถึง 90 เปอร์เซ็นต ์ของแอคติโนมัยสีททั้งหมด โดยองค์ประกอบทางเคมีของเซลล์

ของ Streptomyces จะประกอบด้วยเปปติโดไกลแคนชนิด A ที่จะมีกรดอะมิโนที่ตำแหน่งที่ 3 ของสาย

เอ ็น อะซ ิต ิลม ูราม ิก  แอซ ิด เป ็น LL-DAP ม ีฟอสโฟล ิป ิดประเภท II (PII type) ประกอบด ้วย 

phosphatidylethanolamine และ phosphatidylinositol มีอนุพันธ์ของมีนาควิโนนเป็น MK-9 (H8) 

และ MK-9 (H6) และน้ำตาลที่อยู่ภายในเซลล์ประกอบด้วยกาแลตโตส อะราบิโนส และไซโลส (Williams 

et al., 1989) มักจะผลิตรงค์วัตถุที่หลากหลายเช่น สีของโคโลนี สีเส้นใยอากาศและเส้นใยอาหาร เป็นต้น 

สีของเส้นใยอากาศและเส้นใยอาหารนั้นมักจะมีสีที่แตกต่างกันหรืออาจจะมีสีที่คล้ายกันได้เช่น สีของเส้น

ใยอากาศมีสีชมพูอมเทา แต่สีของเส้นใยอาหารเป็นสีแดง หรือสีของสีเส้นใยอากาศและเส้นใยอาหารเป็นสี

เทาทั้งคู่ (จิตติ, 2553) เป็นต้น โดยลักษณะการเจริญของ Streptomyces นั้นสามารถสร้างรงควัตถุที่

สามารถละลายได้ในน้ำได้ ซึ่งสีที่ได้นั้นได้มาจากสปอร์ของ  Streptomyces สีเส้นใยอากาศและเส้นใย

อาหารซึ่งรงควัตถุนี้เป็นจุดเด่นของสปีชีส์ Streptomyces ทำให้เราสามารถแยกได้เบื้องต้นว่าอาจจะเป็น 

Streptomyces โดยสังเขป 
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2.3 การศึกษาอนุกรมวิธานของ Streptomyces  

 การศึกษาอนุกรมวิธานของ Streptomyces เป็นวิธีการที่สำคัญมากสำหรับการระบุว่าเป็นสกุลที่

ได้รับมาศึกษานั้นมีลักษณะการเจริญเติบโตแบบใด และเป็นสายพันธุ์ใด การศึกษาอนุกรมวิธานจึงเป็นสิ่ง

ที่จำเป็นต้องศึกษาอย่างมาก ซึ่งการศึกษาอนุกรมวิธานหลายส่วน (Polyphasic taxonomy) ซ่ึงจะแยก

ไปตามแต่ละลักษณะที่จะทำการศึกษา ได้แก่ ลักษณะทางฟีโนไทป์ (Phenotype) ลักษณะอนุกรมวิธาน

ทางเคมี (chemotype) และลักษณะอนุกรมวิธานทางจีโนป์ไทป์ (genotype) โดยมีรายละเอียด

ดังต่อไปนี้  

  2.3.1 การศึกษาลักษณะทางด้านฟีโนไทป์ (Phenotypic characterization) 

การศึกษาลักษณะทางด้านฟีโนไทป์ (Phenotype) คือการศึกษาลักษณะที่ปรากฏขึ้น

ภายนอกที่สามารถมองเห็นได้หรือลักษณะที่แสดงออกมา เช่น ลักษณะทางสรีระวิทยา ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และลักษณะทางชีวเคมี มีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

2.3.1.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญ (Morphological and cultural 

characteristics) 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา คือการศึกษารูปร่าง โดยสังเกตจาก

ลักษณะของเส้นใยอาหาร เส้นใยอากาศ  และลักษณของสปอร์ ซึ ่งการศึกษาลักษณะของสปอร์นั้น

จำเป็นต้องใช้กล้องจุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกล (long working distance) ซึ่งจำเป็นต้องเป็นเลนส์

วัตถุ และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) (De man 

and Gupta, 1986)  

1. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (Electron microscope) 

เป็นกล้องจุลทรรศน์ชนิดหนึ่งที่ใช้แสงอิเล็กตรอนแทนแสงธรรมดา กล้องชนิดนี้มี

หลักการทำงานแบบกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงแต่กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้จะใช้แสงอิเล็กตรอนเป็นตัวที่ถูก

เร่งความเร็วแบบหนึ่งที่ทำให้เกิดแสงสว่าง ซึ่งลำแสงอิเล็กตรอนมีขนาดเล็กมากวิ่งผ่านวัตถุและจุดโฟกัส

ภาพบนจอเรืองแสง เลนส์ต่าง ๆ ความยาวคลื่นของอิเล็กตรอนสั้นกว่าโปรตอนของแสงที่มนุษย์สามารถ

มองเห็นถึง 100,000 เท่า หลักการคือเมื่อไฟฟ้าเกิดการไหลผ่านตัวกลางจะเกิดสนามแม่เหล็กขึ้น ซึ่ง

สนามแม่เหล็กจะสลับกับประจุอิเล็กตรอน ทำให้อิเล็กตรอนเบี่ยงเบนไปสู่เป้าหมายที่เราต้องการได้ เลนส์

ที่ทำการใช้ส่องสปอร์นั้นใช้เลนส์ส่องระยะไกล (long working distance) ที่มีกำลังขยาย 400 เท่า เพ่ือดู

ลักษณะพอสังเขปของสปอร์บนอาหาร 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope)  

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด นั้นเป็นกล้องจุลทรรศน์ที่ใช้ในการศึกษา

สภาพของพื้นผิวของตัวอย่างการทำงานของกล้องจุลทรรศน์นั้นจะควบคุมการทำงานโดยใช้ลำแสง

อิเล็กตรอนส่งกราดลงไปยังพื้นที่ผิวที่เรานำตัวอย่างไปศึกษากล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(Scanning Electron Microscope; SEM) จึงเป็นที่นิยมใช้ในการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาโดยเฉพาะ 

เช่น ลักษณะรูปร่างของสปอร์ต่าง ๆ ลวดลายบนพื้นผิวนั้น ๆ และสามารถบอกขนาดของตัวอย่างได้อีก

ด้วย  ทั้งนี้ยังสามารถศึกษาทั้งตัวอย่างที่เป็นทางชีวภาพและเป็นพวกวัตถุศาสตร์ได้อีกด้วย ภาพที่ได้รับ

จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด นั ้นจะได้รับภาพเป็นลักษณะ 3 มิติ (De man and 

Gupta, 1986)  

หลักการพื้นฐานของการทำงานของกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ศูนย์

เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย , 2542) ตัวกำเนิดแสงอิเล็กตรอนเกิด

จากส่วนที่อยู่ส่วนสุดท้ายของคอลัมน์ต่อกันกับสายของกระแสไฟฟ้าแรงสูงที่เกิดจากหม้อแปรงไฟฟ้า 

แหล่งกำเนิดอิเล็กตรอนจะประกอบด้วยขดลวดทังสเตนรูปตัววี เรียกว่า filament และรูปทรงกรวย 

(Weinel cylinder) เมื่อ filament เกิดความร้อนขึ้นทำให้ประจุของอิเล็กตรอนหลุดออกมาในสภาวะ

สุญญากาศภายในคอลัมน์โดยปกติแล้วอิเล็กตรอนเป็นประจุลบจึงจะถูกดึงดูดด้วยแผ่นเหล็กขั้วบวก ที่อยู่

บริเวณด้านล่างของแหล่งต้นกำเนิดอิเล็กตรอน ประจุของอิเล็กตรอนนั้นจะถูกดึงดูดผ่านช่องของกรวยเข้า

ไปสู่สนามแม่เหล็ก จึงจะสามารถรวมประจุของอิเล็กตรอนให้เกิดเป็นลำแสงอิเล็กตรอนทีมีความหนาแน่น

มากพอต่อการฉายแสงลงตัวอย่าง เลนส์แม่เหล็กและชุดขดลวดควบคุมลำแสงอิเล็กตรอน ทำหน้าที่

เกี ่ยวกับการรวบรวมอิเล็กตรอนให้อยู่ในกรวยแสงที่เล็กที่สุดไปตกลงบนตัวอย่าง และยังสามารถใช้

สนามแม่เหล็กผลักลำแสงอิเล็กตรอนเคลื่อนที่ไปตามทิศทางที่กำหนดบนตัวอย่าง โดยตัวหลักคือเลนส์

แม่เหล็กจะเป็นตัวที่กำหนดการเดินทางของลำแสงอิเล็กตรอนที่ ผ่านสนามแม่เหล็ก และนอกจากนี้ยัง

กำหนดปริมาณและขนาดของอิเล็กตรอนที่ตกกระทบตัวอย่างอีกด้วย ช่องของการใส่ตัวอย่างที่เตรียมไว้

นั้นจะวางในช่องว่างใต้เลนส์ของแม่เหล็ก มีบริเวณฐานที่เรียกว่า Goniometer stage โดยจะมีปุ่มควบคุม

การเลื่อนฐานได้ 6 ทิศทาง ภาพถ่ายที่ออกมานั้นจะเกิดจาก ตัวแปลงสัญญาณภาพ และจะทำให้ปรากฏ

ภาพบนบริเวณหน้าที่ทำหน้าที่รับภาพ (CRT) พร้อมทั้งจะทำการบันทึกภาพ อุปกรณ์การสร้างภาพนั้นจะ

ประกอบด้วยท่อนำแสง เครื ่องขยายสัญญาณและเครื ่องเปลี ่ยนสัญญาณอิเล็กตรอนให้เป็นแสง 

กระบวนการของการสร้างภาพนั้นเกิดจากประจุของอิเล็กตรอนถูกจับและรวบรวมไว้ เพ่ือนำไปสู่แท่งแก้ว

ใสและท่อนำแสง เพื่อเคลื่อนไปสู่เครื่องขยายแสง (Phot multiplier) ซึ่งจะทำการเปลี่ยนแสงชนิดของ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Photons กลายไปเป็นแสงของอิเล็กตรอน การเตรียมตัวอย่างของกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง

กราด นั้นไม่มีความซับซ้อนแต่มีการเตรียมตัวอย่างที่หลากหลายแล้วแต่ประเภทของตัวอย่าง  

2.3.1.2. ลักษณะของเส้นใย 

  โดยปกติลักษณะเส้นใยเดี่ยวมีความหนาประมาณ 0.4 – 1.2 ไมโครเมตร มี

ลักษณะผนังกัน และเจริญแบบแพร่ออกทำให้ลักษณะคล้ายเชื้อรา ทางด้านปลายของเส้นใยสามารถแตก

แขนงได้ เมื่อนำ Streptomyces ไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อเส้นใยของ Streptomyces ที่สามารถเจริญ

ลงไปในอาหารจะถูกเรียกว่าเส้นใยอาหาร (substrate mycelium) และเส้นใยที่บางส่วนที่อยู่บนอาหาร

จะถูกเรียกว่าเส้นใยอากาศ (aerial mycelium) ซ่ึงในระยะแรกของการสร้างโคโลนีจะมีลักษณะที่เรียบ

แบน แต่เมื่อมีการสร้าง เส้นใยอากาศทีม่ากขึ้นจนทำให้มีนิวเคลียสที่มากข้ึนไปด้วยและทำให้เกิดการสร้าง

ผนังกั้นภายในเส้นใยมากขึ้นจนได้เซลล์ที่หลากหลาย แต่ละเซลล์จะถูกพัฒนาไปเป็นสปอร์ในลำดับถัดไป

โดยจะต่อกันเป็นสายยาว (รูปที่ 2.5) การทีเ่ส้นใยอากาศซ้อนทับกันมากขึ้นนั้นทำให้ลักษณะของโคโลนีมี

ความคล้ายคลึงกับแป้ง หรือกำมะหยี่ สปอร์นั้นมีสีสันที่หลากหลายได้แก่ ม่วง เขียว แดง เหลือง  ดำ เป็น

ต้น แต่สีของสปอร์นั้นขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของ Streptomyces   

  2.3.1.3. ลักษณะของสปอร์ 

การสร้างสปอร์ของ Streptomyces นั้นจะมีลักษณะเป็นการสร้างแบบสาย

ยาว โดยมีจำนวนของสปอร์ที่ถูกสร้างนั้นจะต่อกันเป็นสายยาวประมาณ 50 สปอร์ สายสปอร์นี้มักจะถูก

เรียกว่า อาร์โทรสปอร์ (arthrospore) ลักษณะของสายสปอร์นั้นจะแตกต่างกันดังนั้นจึงสามารถจำแนก

กลุ่มให้เป็นมาตราฐานได้ การสร้างสปอร์ของ Streptomyces จึงสามารถแบ่งทั้งหมด 4 ชนิด (รูปที่ 2.2)  

   1. Rectiflexibiles: ลักษณะเป็นสายตรง หรือโค้งง้อ 

   2. Retinaculiaperti: สายโซม่ีลักษณะเป็นห่วง หรือหมุนเป็นวงกลมประมาณ 1-3 วง 

3. Spira: สายโซ่สปอร์มีลักษณะเป็นแบบเกลียว แบ่งออกเป็น 2 ชนิด a) แบบปิด และ 

    เกลียวอัดกันแน่น b) แบบเปิด เกลียวยาวและขยายออก 

   4. Verticillati: สายโซ่มีลักษณะเป็นแบบเกลียวก้นหอย และแตกกิ่งออกเหมือนร่ม  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 2.2 ลักษณะของสปอร์ที่ถูกสร้างโดย Streptomyces (1) Rectiflexibiles (2) Retinaculiaperti  

             (3) Spira (4) Verticillati (Vobis, 1987) 

  2 . 3 . 1 . 4  ล ั กษณะทา งสร ี ว ิ ท ย าและช ี ว เ คมี  (biological and physiological 

characteristics) 

2.3.1.4.1 ความสามารถของเชื้อในการเจริญที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
แต่ละสายพันธุ์มีความต้องการในการใช้อุณหภูมิที่ทำให้เจริญต่างกัน 

จึงทำให้สามารถจัดแบ่งได้ตามการเจริญที ่อุณหภูมิแตกต่างกันได้ 3 กลุ ่ม ได้แก่ กลุ ่มไซโครไฟล์ 
(psychrophile)  เจร ิญเต ิบโตอย ู ่ ในท ี ่อ ุณหภ ูม ิต ่ำ อ ุณหภ ูม ิท ี ่สามารถเจร ิญได ้โดยประมาณ  
0 – 20 องศาเซลเซ ียส กล ุ ่มม ีโซไฟล์ (mesophile) เจร ิญเต ิบโตอยู ่ ในที ่ม ีอ ุณหภูม ิปานกลาง  
อุณภูมิที ่สามารถเจริญโดยประมาณ 25 – 40 องศาเซลเซียส และกลุ ่มสุดท้าย คือ เทอร์โมไฟล์ 
(thermophile) กลุ่มที่สามารถเจริญเติบโตในที ่อ ุณหภูมิส ูง อุณหภูมิที ่สามารถเจริญเติบโตได้
โดยประมาณ 55 – 110 องศาเซลเซียส (Karp, 2010) แต่อุณหภูมิทีแ่ต่ละไอโซเลตสามารถเจริญเติบโตได้
ดีที่สุดอยู่ที่อุณหภูมิประมาณ 23 – 37 องศาเซลเซียส สายพันธุ์จะสามารถเจริญที่อุณหภูมิต่ำกว่านั้นได้ 
โดยประมาณ 20 องศาเซลเซียส บางสายพันธุ์ก็มักจะชอบที่อุณหภูมิมากกว่านั้นประมาณ 20 – 23 องศา
เซลเซียส และบางสายพันธุ์จะชอบอุณหภูมิที่สูงขึ้นไปอีกประมาณ 50 – 65 องศาเซลเซียส (Waksman, 
1940) 

2.3.1.4.2 ความสามารถของการเจริญบนอาหารที่มีกรด-ด่างในระดับต่าง ๆ 
เราสามารถแบ่งการเจริญตามความชอบปริมาณความเป็นกรด-ด่าง

ได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มแอซิโดไฟล์ (acidophiile) ที่สามารถเจริญเติบโตที่สภาพแวดล้อมมีความเป็น
กรด-ด่างต่ำกว่า 5.4 นิวโทรไฟล์ (neutrophilie) ทีเ่จริญเติบโตได้ดีที่ค่ากรด-ด่างระหว่าง 5.4 – 8.0 และ
กลุ่มอัลคาโลไฟล์ (alkalophile) จะสามารถเจริญเติบโตได้ที่ค่ากรด-ด่างสูงกว่า 8.0 (Karp,  2010) 
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2.3.1.4.3 ความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์  
การตรวจสอบความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่มีปริมาณ

เกลือในความเข้มข้นที่มีความแตกต่างกัน สามารถบ่งบอกถึงสภาวะที่เชื้อสามารถเจริญในความเข้มข้น
สูงสุดได้ และยังสามารถบ่งบอกได้ถึงความแตกต่างของเชื้อแต่ละตัวได้ 

2.3.1.4.4 คุณสมบัติของการใช้แหล่งคาร์บอน (carbon utilization) 

ตามธรรมชาติมักมีสารอาหารที่หลากหลาย ซึ่งจะมีองค์ประกอบของ

สารอินทรีย์ที ่มีอยู่มากมายและหลากหลายที่เป็นทั ้งแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานอื่น สายพันธุ์  

Streptomyces แต่ละสปีชีส์สามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันออกไป (Waksman, 1940) 

   2.3.1.4.5 คุณสมบัติของการย่อยแป้ง (starch hydrolysis) 

แป ้ งส ่ วนใหญ ่ม ั กจะม ีองค ์ประกอบเป ็นพอล ิแซคคาไรด์  

(polysaccharide) โดยส่วนใหญ่และพอลิแซคคาไรด์มักจะมีอยู่ 2 ชนิด ได้แก่  อะไมโลส (amylose) 

และ อะไมโลแพคติน (amylopectin) เมื่อผ่านกระบวนการให้ความร้อนโดยการต้มอะไมโลสจะเกิดการ

ละลายแต่ในส่วนของอะไมโลแพคตินจะไม่ละลายไปด้วย องค์ประกอบของอะไมโลสและอะไมโลแพคติน

จะมีองค์ประกอบของ น้ำตาลดี-กลูโคส (D-glucose) ในตัวอะไมโลสนั้นน้ำตาลกลูโคสจะเชื่อมกันด้วย

พันธะที่เรียกว่า 1,4-แอลฟา-กลูโคซิดิก (1,4-α-glycosidic) แต่ในส่วนของอะไมโลแพคตินนั้นจะมีทั้ง 

1,4-แอลฟา-กลูโคซิดิกและมีพันธะ 1,6-แอลฟา-กลูโคซิดิก (1,6-α-glycosidic) จุลินทรีย์ที่มีความสามารถ

ที่ใช้แป้งเป็นอาหารได้นั้นจำเป็นต้องมีความสามารถผลิตเอนไซม์ภายนอก (exoenzyme) ได้ เอนไซม์ที่

ความสามารถในการย่อยแป้งได้แก่ เอนไซม์อะไมเลส (amylase) ที่มีความสามารถในการย่อยแป้งและ

ไกลโคเจน (glycogen) โดยจะทำการตัดพันธะ 1,4-แอลฟา-กลูโคซิดิก (ดวงพร, 2537) การทดสอบ

ความสามารถในการย่อยแป้งเป็นสิ่งจำเป็นในการตรวจคุณสมบัติของการสร้างเอนไซม์อะไมเลสของ

แบคทีเรีย โดยจำเป็นต้องทดลองโดยใช้สารละลายไอโอดีนหยดลงให้ทั่วพ้ืนผิวอาหาร ถ้ามีปฏิกิริยาในการ

ย่อยแป้ง จะมีการเกิดโซนใสบริเวณรอบโคโลนีของแบคทีเรีย เนื่องจากบริเวณนั้นจะถูกย่อยไปหมด ส่วน

บริเวณท่ียังมีแป้งเหลืออยู่บนอาหารเหล่านั้นจะถูกเปลี่ยนเป็นสีน้ำเงิน (สุราษฏร์, 2538) 

   2.3.1.4.6 คุณสมบัติของการย่อยเจลาติน (gelatin liquefaction) 

เจลตินนั้นเป็นองค์ประกอบของโปรตีนโมเลกุลขนาดใหญ่ที่ได้รับ

จากคอลลาเจน (collagen) ซึ่งจัดเป็นองค์ประกอบหลักของเนื ้อเยื่อเกี ่ยวพัน (connective tissue) 

แบคทีเรียที่ย่อยเจลตินได้นั้นต้องสามารถสร้างเอนไซม์เจลาติเนส (galatinase) เพื่อที่จะสามารถย่อย 
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เจลาตินให้โมเลกุลขนาดเล็กลง เมื่อเจลาตินถูกย่อยจะทำให้เจลาตินนั้นเสียลักษณะการเป็นเจลลง  

ทำให้เจลาตินนั้นกลายเป็นของเหลวถึงจะอยู่ในอุณหภูมิต่ำ (ดวงพร, 2537)  

   2.3.1.4.7 คุณสมบัติของการรีดิวซ์ไนเตรท (nitrate reduction) 

ความสามารถในการร ี ด ิ วซ ์ ไน เตรท ( NO3)  ให ้ กลาย เป็น 
ไนโตรต์ (NO2) ความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรตนั้นเป็นความสามารถที่นำมาจัดจำแนกสปีชีส์ได้ 
(Waksman, 1940) โดยกระบวนการของการรีดิวซ์ของสารประกอบอนินทรีย์ไนเตรตให้เป็นไนไตรต์ และ
แอมโมเนีย (NH3) หรือเรียกว่าปฏิกิริยาไนเตรต รีดักชั่น (nitrate reduction) การที่ไนเตรตสลายตัวนั้น
เกิดการเจริญเติบโตในอาหารที่มีโพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) เป็นองค์ประกอบที่ผสมอยู ่ การที่จะ
ตรวจสอบว่าไนไตร์เกิดขึ้นหรือไม่ สามารถตรวจสอบด้วยวิธีการหยดกรดซัลฟานิลิก ( sulfanilic acid) 

และแอลฟา-แนฟิลลามีน (α-naphthylamine) การรวมกันของกรดซัลฟานิลิกและไนไตรต์จะกลายเป็น
เกล ือไดอะโซเน ียม (diazonium salt; diazonium sulfanilic acid) การรวมต ัวก ันของแอลฟา -
แนฟทิลลามีน จะทำให้เก ิดส ีแดงของส ีย ้อมที ่สามารถละลายน้ำได ้ (water-soluble azo dye) 
(ดวงพร, 2537) 
   2.3.1.4.8 คุณสมบัติของการย่อยโปรตีนในนม 

หางนม คือ นมที่แยกเอาไขมันออก มีสารอาหารเกือบทุกตัวที่เชื้อ
แบคทีเรียสามารถใช้ประโยชน์ได้ เช่น โปรตีนคาซีนอิน (casein) และน้ำตาลจำพวกแลกโตส (lactose) 
แบคทีเรียต่างสายพันธุ์สามารถใช้สารอาหารต่างกัน (สุราษฏร์ , 2538) แบคทีเรียบางชนิดสามารถสร้าง
เอนไซม์คาซีอินเนส (caseinase) ที่สามารถย่อยสลายโปรตีนคาซีนอินซึ่งเป็นส่วนประกอบหนึ่งในน้ำนมที่
เป็นสีขาวโดยผ่านขบวนการเปปโตไนเซซั่น (peptonization) เมื่อผ่านขบวนการดังกล่าวแล้วลักษณะ
น้ำนมจะเหลวและใสขึ้น เราเรียกส่วนที่ใสขึ้นว่า เวย์ (whey) ส่วนนี้อาจจะพบตะกอนละเอียดอยู่บริเวณ
ก้นของภาชนะที่ใส่ หรืออาจจะมีลักษณะเป็นน้ำใสแยกชั้นกับก้อนแข็ง เชื้อบางชนิดยังสามารถสร้างกรด
แลคติก (lactic acid) ได้โดยน้ำตาลแลกโตส (lactose) ที่อยู่ในน้ำนม ทำให้เกิดค่ากรด-ด่างของน้ำนม
ลดลงและยังทำให้กรดแลคติกไปรวมตัวกับโปรตีนคาซีอินทำให้เกิดการเสียสภาพของ โปรตีนคาซีน 
(denature) ผลที่ได้คือน้ำนมนั้นจะกลายเป็นลิ่มแข็ง เมื่อทำการเอียงภาชนะที่ใส่ไปมาลิ่มจะคงอยู่ไม่ผสม
กับของเหลวอื่น เรียกลักษณะดังกล่าวว่า แอซิคเคิร์ด (acid curd) เชื้อบางชนิดยังสามารถย่อยสลาย
โปรตีนคาซีอิน โดยจะมีเอนไซม์ชนิดหนึ่งที ่มีการทำปฏิกิริยาคล้ายกับเอนไซม์เรนนิน (renin like 
enzyme) ทำหน้าที่ในการจับน้ำนมที่ลักษณะเป็นก้อนนิ่ม หรืออาจจะทำหน้าที่ตกตะกอนน้ำนมที่เป็นลิ่ม 
ให้ละเอียดมากยิ่งขึ้น หรืออาจจะทำหน้าที่แยกน้ำนมที่เป็นลิ่มนั้นเป็น 2 ส่วน คือจะแยกเป็นส่วนที่น้ำใส
กับส่วนที่มีลักษณะเป็นลิ่มออกจากโปรตีนคาซีอินที่เป็นตะกอนอยู่ใต้ก้นภาชนะ เรียกลักษณะดังกล่าวว่า 
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เคิร์ด (rennet curd) หรือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า สวีทเคิร์ด (sweet curd) หรืออัลคาไลเคิร์ด (alkali curd) 
(จุรีย์รัตน์, 2552) 

2.3.2 การศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานทางเคมี (chemotypes characterization) 
   เป็นการศึกษาลักษณะทางองค์ประกอบทางเคมีของแบคทีเรีย โดยการศึกษาจะศึกษา
โครงสร้างต่าง ๆ ของเชื้อได้แก่ 

2.3.2.1 ศึกษากรดไดอะมิโนพิเมลิก (diaminopimelic acid; DAP) 
แบคทีเร ียเกือบทุกชนิดจะมีผนังเซลล์เป็นองค์ประกอบ ซึ ่งผนังเซลล์จะมี  

เปปติโดไกลเคน (peptidoglycan) หรืออาจจะถูกเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า มิวรีอิน (murein) เปปติโดไกลแคน 
(ร ูปที ่ 2.3) คือโครงสร ้างที ่จะประกอบไปด้วยน้ำตาล 2 ชนิด ได้แก่ เอ็น  อะซิต ิลกลูโคซามีน 
(N-acetylglucosamine) สลับกับกรดเอ็น อะซีติลมิวรามิก (N-acetylmuramic acid) โดยตัวของกรด
เ อ็น-อะซ ีต ิลม ิวราม ิกม ีกรดอะม ิ โนท ี ่ ย ื ่ นออกมา ทำหน ้าท ี ่ เช ื ่ อมต ่อก ับกรดอะม ิ โนของ  
กรดเอ็น-อะซีติลมิวรามิกของอีกโมเลกุลหนึ่งซึ่งโมเลกุลนี้จะต่อตัวพันธะเปปไทด์ ชนิดและจำนวนของ
กรดอะมิโนจะมีความแตกต่างกันในแบคทีเรียของแต่ละสายพันธุ์จะมีความแตกต่างกัน ซึ่งชนิดของกรดอะ
มิโนที่พบในเปปติโดไกลเคนนั้นเป็นสิ่งที่สำคัญเป็นอย่างมากเพราะว่าข้อมูลที่พบนี้สามารถทำให้เรา
จัดระบบของแบคทีเรียได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียแกรมบวก โดยจะจัดจำแนกได้โดยกรด 2, 6-ไดอะ
มิโนพิเมลิก (2, 6-diaminopimelie acid; DAP) เป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่พบได้ในเปปติโดไกลแคน จะ
มีไอโซเมอร์ทั้งหมด 2 แบบ คืออยู่ในรูป LL และ meso (DL, DD) ถ้าพบในผนังเซลล์ของแบคทีเรียมักจะ
มีองค์ประกอบของกรดอะมิโนพิเมลิกประกอบอยู่ จะมีไอโซเมอร์ 1 ชนิดเท่านั้น อาจจะเป็นชนิดใดชนิด
หนึ่งขึ้นอยู่กับแบคทีเรียนั้น ๆ ขั้นตอนการตรวจสอบไอโซเมอร์และกรดอะมิโนพิเมลิกตรวจสอบได้โดย 
ขั้นตอนแรกเริ่มจากการวิเคราะห์ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก แต่ว่าในแบคทีเรียแกรมลบนั้นพบ  
ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกรูปแบบ meso ในปริมาณน้อย การพบไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิ
เมลิกในรูปแบบ meso ในแบคทีเรียแกรมลบไม่ใช่ส่วนที ่มีความสำคัญในการจัดระบบต่าง ๆ  ของ 
ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกนั้นสามารถตรวจสอบได้ทั้งเซลล์ของแบคทีเรีย การแยกไอโซเมอร์ของ
กรดไดอะมิโนพิเมลิกสามารถใช้แผ่นโครมาโตกราฟีแบบกระดาษ (paper chromatography) หรือ โคร
มาโตรกราฟีแบบเซลลูโลส (cellulose thin-layer chromatography) (Komagata and Suzuki, 1987) 
แอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ Streptomyces จะมีไอโซม์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกที่อยู่ในรูปแบบ LL-DAP ซึ่ง
รูปแบบนี้ทำให้เราสามารถจัดได้ว่า Streptomyces เป็นแอคติโนมัยสีทที ่พบโดยทั่วไป (common 
actinomycetes) ส่วนแอคติโนมัยสีทในสกุลอื่น ๆ จะถูกจัดให้เป็นแอคติโนมัยสีทที่พบโดยทั่วไปได้ยาก 
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(rare actinomycetes) มีลักษณะของไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกเป็นรูปแบบ meso แต่อาจจะ
พบแอคติโนมัยสีทในบางสกุลเท่านั้น (Komagata and Suzuki, 1987)  

รูปที ่ 2.3 โครงสร้างของเปปติโดไกลแคน (G คือ N-acetylglucosamine, M คือ N-acety (glycoly)  
muramic, Ala ค ื อ  Alanime, Glu ค ื อ  Glutamic acid, Gly ค ื อ  glycerine, L-DA คื อ  
L-diamino acid, I คือ interpeptide bridge) (Komagata and Suzuki, 1987) 

2.3.2.2 การศึกษาชนิดของ acyl ในผนังเซลล์ (acyl type) 
ผนังเซลล์ของแบคทีเรียประกอบด้วยเปปติโดไกลแคนที่ประกอบไปด้วยเอ็น-อะซิ

ติลกลูโคซามีนที่จะเรียงตัวสลับกับกรดเอ็น-อะซิติลมิวรามิค โดยจะถูกเชื่อมกันด้วยพันธะที่เรียกว่า 
เบต้า-1,4 กลูโคซิดิก (β-1,4 glucosidic) บางชนิดอาจจะเจอหมู่ไกลโคลิล (glycolyl group) มาแทนที่
ตำแหน่งของอะซีติล (acetyl group) โดยอยู ่ในโครงสร้างของกรดมิวรามิค ลักษณะของไกลโคลิล 
(glycolyl type) จะถูกพบบริเวณผนังเซลล์ของแบคทีเรียจำพวกโครีนีฟอร์ม (coryneform bacteria) 
หรืออาจจะพบได้ในแอคติโนมัยสีท ประโยชน์ของการศึกษานี้คือเราจะสามารถจำแนกและสามารถพิสูจน์
เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่เราต้องการศึกษาได้ การศึกษานั้นจะทำการทดลองโดยการวิเคราะห์สี การ
ว ิ เคราะห ์ส ี จะสามารถตรวจสอบปร ิมาณของกรดไกลโคล ิก  ( glycolic acid)  ได ้ ถ ึ ง ระดับ 
ไมโครโมลต่อมิลลิกรัม (Komagata and Suzuki, 1987) 

2.3.2.3 การศึกษาน้ำตาลทั้งหมดของเซลล์ (whole-cell sugar) 
โดยการศึกษาองค์ประกอบของน้ำตาลทั้งหมดนั้นเป็นข้อมูลที่นิยมถูกนำไปใช้ในการ

จัดจำแนกแบคทีเรียและสามารถนำไปพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียได้อีกด้วย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแอคติโนมัยสีท ความสามารถในการทดสอบน้ำตาลทั้งหมดนั้นต้องเริ่มจากการ
ตรวจสอบชนิดของน้ำตาลทั้งหมดภายในเซลล์โดยเราจะต้องทำการวิเคราะห์ทั้งเซลล์ ดังนั้นน้ำตาลภายใน
เ ซลล ์ จ ะต ้ อ ง ถ ู ก แย ก  โ ดยกา รแยกน ั ้ น จ ะต ้ อ ง ใ ช ้ แ ผ ่ น โ ค ร ม า โ ต กร า ฟ ี แ บบ กร ะ ด า ษ  
(paper chromatography) (Komagata and Suzuki, 1987) โดยการวิเคราะห์หาน้ำตาลทั้งหมดที่ถูก
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พบในเซลล์ สามารถจำแนกชนิดของน้ำตาลที่พบและลักษณะทางเคมีของผนังเซลล์ (Lechevalier and 
Lechvalier, 1977) (ตารางที่ 2.3) 

ตารางที่ 2.3 แสดงถึงรูปแบบของน้ำตาลทั้งหมดที่ถูกพบในเซลล์ของเชื้อ โดยต้องอาศัยอากาศและผนัง
ของเซลล์นั้นต้องมีองค์ประกอบของกรดไดอะมิโนฟิมิลิกรูปแบบ meso (Lechevalier and 
Lechvalier, 1977) 

 

2.3.2.1 การศึกษาไขมันชนิดมีขั้ว (polar lipid) 
ฟอสโฟลิปิด (phospholipids) เป็นองค์ประกอบที่สำคัญของเยื ่อหุ ้มเซลล์ที ่มี

ความสัมพันธ์ต่อการควบคุมสารที่เข้าออกนอกเซลล์โดยสารเหล่านั้นจะต้องผ่านเยื้อหุ้มเซลล์ ลักษณะ
โดยทั่วไปของฟอสโฟลิปิดจะเป็น แอมฟิพาทิก (amphipathic) จะมีโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ำ (hydrophobic) 
และชอบน้ำ (hydrophilic) ซึ่ง 2 ส่วนนี้จะประกอบไปด้วยกรดฟอสฟอริก (phosphoric acid) โครงสร้าง
ของฟอสโฟลิปิดที่ถูกค้นพบในแบคทีเรียจะถูกแสดงอยู่ในตารางที่ 2.4 โดยตารางจะแสดงโครงสร้าง
พื้นฐานที่พบเจอรวมทั้งคำการย่อยของฟอสโฟลิปิด ขั้นตอนที่นิยมใช้วิเคราะห์ฟอสโฟลิปิดคือ ใช้โครมา
โตกราฟีแบบแผ่นบาง (thin layer chromatography; TLC) ต ้องด ี เวลอพแบบ 2 ท ิศทาง  (two- 
dimension) ซึ่งต้องทำการจุด (spot) ลงบนแผ่นโครมาโตกราฟี โดยที่ฟอสโฟลิปิดแต่ละชนิดนั้นจะต้อง
ทำการตรวจสอบโดยใช้รีเอเจนส์ (reagent) ในชนิดที่ต่างกันออกไป เพราะรีเอเจนส์จะมีความจำเพาะ
กับฟอสโฟลิปิด ชนิดของฟอสโฟลิปิดที่ตรวจพบนั้นจะสามารถใช้ในการจัดระบบ (systematics) ของ
แบคท ี เร ียแต ่ละชน ิดได ้  (Komagata and Suzuki, 1987; Lechevalier et al., 1980) ได ้ทำการ
จัดรูปแบบของฟอสโฟลิปิดในเยื่อหุ้มเซลล์ แสดงในตารางที่ 2.5  

 

 

Type ชนิดของน้ำตาลที่สามารถตรวจพบ 
A galactose arabinose 

no xylose 
B madurose 

no arabinose or xylose 
C none 
D xylose arabinose 
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ตารางท่ี 2.4 ฟอสโฟลิปิดที่พบในเซลล์แบคทีเรีย (Komagata and Suzuki, 1987) 

ชนิดของฟอสโพลิปิด ตัวย่อ X 
Phosphatidylcholine PC  

Phosphatidylethanolamine PE  

Phosphatidylserine PS  

Phosphatidylinositol PI  

Phosphatidylinositolmannosides PIMs  

Phosphatidylglycerol PG  

Diphosphatidylglycerol DPG 

 

β - Manp 

[β-Manp(1-6)] O
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ตารางท่ี 2.5 รูปแบบของฟอสโฟลิปิดในแอคติโนมัยสีท (Lechevalier et al., 1981) 

Phospholipids pattern PE and its derivatives PC GluNU 
PI - - - 
PII + - - 
PIII V + - 
PIV + - + 

หมายเหตุ GluNU คือ glucosamine containing phospholipids 
V        คือ variation 

2.3.2.5 การศึกษาไอโซพรีนอยด์ควิโนน (isoprenoid quinone) 
การศ ึกษาไอโซพร ีนอยด ์คว ิ โนน ม ีบทบาทสำค ัญต ่อระบบการขนส ่งของ 

อิเล็กตรอนที่อยู่ในกระบวนการหายใจของเซลล์ ควิโนน (quinones) มีหลายชนิดที่พบในเซลล์แบคทีเรีย 
ไอโซพรีนอยด ์คว ิโนนชนิดที ่ถ ูกพบมากที ่ส ุดค ือ ย ูบ ิคว ิโนน (ubiquinones) และมีนาคว ิ โนน 
(menaquinones) โครงสร้างของยูบิควิโนนและมีนาควิโนน (รูป 2.4) โดยชนิดของมีนาควิโนนและ
จำนวนท ั ้ งหมดของไอโซพร ีน ( isoprene units)  ระด ับของการเก ิดปฏ ิก ิ ร ิ ยาไฮโ ดรจ ี เนชั่น 
(hydrogenation) นั้นพันธะคู่ของหน่วยไอโซพรีน จะถูกนำมาใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์และการจัด
จำแนกของแบคทีเรีย การตรวจสอบทำได้โดยเริ่มจาก ลำดับการตรวจวิเคราะห์ชนิดของควิโนนและตรวจ
ปริมาณจำนวนของไอโซพรีนการตรวจสอบนี้จะต้องใช้เครื่องแมสสเปกโทรเมทรี (Mass spectrometry; 
MS) การวิเคราะห์โดยเครื ่องโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high-performance liquid 
chromatography, HPLC) ร่วมกันกับการใช้โครมาโตรกราฟีแบบแผ่นบางชนิดกลับเฟส ( reverse -
phase thin-layer chromatography) นั ้นสามารถวิเคราะห์ควิโนนได้อย่างรวดเร็ว โดยที ่เคร ื ่อง 
โครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงสามารถใช้ในการแยกและตรวจสอบองค์ประกอบของควิโนนที่มี
ปริมาณน้อยได้ (Komagata and Suzuki, 1987; Lechevalier et al., 1977) 

 

  

 

menaquinone                ubiquinones  

รูปที่ 2.4 แสดงโครงสร้างของไอโซพรีนนอยด์ควิโนนที่ถูกพบในแบคทีเรีย (n คือ จำนวนหน่วยของ 
             ไอโซพรีน H คือ จำนวนอะตอมของโฮโดรเจนที่เข้ามาทำปฏิกิริยาของไฮโดรจีเนสในพันธะคู่) 
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2.3.2.2 การศึกษากรดมัยคอลิก (mycolic acid) 
กรดมัยคอลิกเป็นกรดไขมันที่มีหมู่ของแอคคิลเกาะอยู่กับคาร์บอนตำแหน่งที่ 2 และ

จะมีหมู่ไฮดรอกซิลเกาะติดอยู่กับคาร์บอนตำแหน่งที่ 3 (2-alkyl-3hydroxy fatty acids) (รูปที่ 2.5) 
คาร์บอนมักจะมีประมาณ 24 - 90 อะตอม กรดมัยคอลิกมักจะถูกพบในแบคทีเรียทีมีผนังเซลล์ชนิดที่ IV 
(ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิลิกมีรูปแบบเป็น meso ที่อยู่ตรงผนังเซลล์ มีน้ำตาลอะราบิโนส และ
น้ำตาลกาแลกโตสที่อยู่ภายในเซลล์) การจำแนกสายพันธุ์นั้นสามารถใช้กรดมัยคอลิกเป็นตัวบ่งชี้ได้ ใน
ผนังเซลล์ของแบคทีเรียจะประกอบด้วยกรดมัยคอลิกหลายชนิด (Komagata and Suzuki 1987) 

รูปที่ 2.5 แสดงโครงสร้างของกรดมัยคอลิก (R คือคาร์บอนอะตอมของกรดไขมัน R’ คือ หมู่แอลคิล) 
(Komagata and Suzuki, 1987) 

2.3.3 การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ (Genotypic characterization)  

  การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ เป็นการจัดจำแนกของแบคทีเรียกลุ่มนี้ โดยจะศึกษา

ลักษณะทางพันธุกรรม สารพันธุกรรมทั่วไปของแบคทีเรียประกอบด้วยดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอโดยอาร์เอ็น

เอมีทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ เอ็มอาร์เอ็นเอน (mRNA) ทีอาร์เอ็นเอ (tRNA) และ อาร์อาร์เอ็นเอ (rRNA) ซึ่ง

ในปัจจุบันนิยมใช้การตรวจเอกลักษณ์ของแบคทีเรียทั่วไปโดยเทคนิคการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บน

ยีน 16S rRNA คือเทคนิคการคัดแยกเบื้องต้นและเกี่ยวกับการกำหนดตำแหน่งของการวิวัฒนาการของ

สิ่งมีชีวิต โดยใช้การวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต การวิวัฒนาการระดับโมเลกุลมาช่วยในการจัดจำแนก

หมวดหมู่และนำมาวิเคราะห์สายวิวัฒนาการด้วยการสร้างต้นไม้แห่งสายวิวัฒนาการ  (phylogenetic 

tree) (Babalola et al., 2009) (Hozzein and Goodfellow, 2011) การพัฒนาระบบและการจำแนก

ชนิดโดยทั่วไปมาจากยีน 16S rRNA และการใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) สำหรับการวิเคราะห์

ลำดับเบส (Wood et al., 2007; Zhi et al., 2009) แบคทีเรียกลุ่มที่ทำการศึกษามีลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา ลักษณะจีโนไทป์ที่หลากหลาย จึงเป็นการยากแก่การที่จะสามารถจัดจำแนกอนุกรมวิธานที่แน่นอน 

ตลอดจนอดีตจนถึงปัจจุบันยังมีการค้นพบจุลินทรีย์ชนิดใหม่อยู ่ตลอดเวลา ทำให้ตำแหน่งของ

อนุกรมวิธานในระดับวงศ์ สกุล และสปีชีส์ ซึ่งการจัดจำแนกข้างต้นนั้นจะมีการเปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลา

เพราะมีบุลคลที่ทำการศึกษาวิจัยเพื่อการพบเจอที่หลากหลายมากยิ่งขึ้น  โดยปัจจุบันจะทำการยื่นยัน

ข้อมูลที ่ถูกจัดหมวดหมู่โดยยึดถือตามหนังสือของ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 

(ปรับปรุงล่าสุดครั้งที่ 2 ปี ค.ศ 2012)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.3.3.1 หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase 

chain reaction; PCR) 

 ปฏิกิริยาของลูกโซ่พอลิเมอร์นั ้นเป็นเทคนิคที ่จะทำการเพิ ่มปริมาณของดีเอ็นเอใน

ระยะเวลาอันสั้นโดยจะอาศัยคุณสมบัติของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) จำเป็นต้อง

ใช้ชนิดที่มีความสามารถในการต่อสายของดีเอ็นเอให้มีความยาวที่เพิ่มขึ้น โดยอาศัยดีเอ็นเอต้นแบบที่มี

ความยาวของสายดีเอ็นเอสายสั้น เรียกสายดีเอ็นเอนี้ว่า ดีเอ็นเอไพร์เมอร์ (DNA primer) เอนไซน์นี้มี

คุณสมบัติพิเศษท่ีมีความสามารถในการทนความร้อนได้มากกว่า 90 องศาเซลเซียส ทำให้เราสามารถปรับ

อุณหภูมิของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอให้มีอุณหภูมิสูงต่ำได้ตามที่เราต้องการ โดยเอนไซม์จะไม่เกิดการเสีย

สภาพ 

 ปัจจัยที่มีความสำคัญของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสประกอบไปด้วย 

1. ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA temple) ที่ต้องการจะเพ่ิมปริมาณ 

2. ดีเอ็นเอไพรเมอร์จะมีลำดับคู่เบสคู่สมที่จะตรงกับดีเอ็นเอแม่แบบที่ปลาย 5’ และปลาย 3’ 

3. ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ (deoxyribonucleotide) มีดังนี้ dTTP dATP dGTP และ dCTP 

4. เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอร์เรส (DNA polymerase) 

5. โคแฟคเตอร์ (cofactor) ของตัวเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส ได้แก่ Mn2+ หรือ Mg2+ 

  หลักการของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจะประกอบด้วย 3 ขั้นตอนใหญ่ๆ คือ 

1. การสูญเสียสภาพธรรมชาติของดีเอ็นเอ (DNA denaturation) 

การจะทำให้สายดีเอ็นเอต้นแบบนั้นเสียสภาพได้นั้นต้องใช้การเพ่ิมอุณหภูมิให้สูงพอที่จะ

ทำลายสภาพธรรมชาต ิ ได ้  โดยการทำลายสภาพธรรมชาต ิน ั ้นทำให ้สายพอล ิน ิวคล ี โอไทด์  

(polynucleotide) สองสายที่พันกันเป็นลักษณะของเกลียวดีเอ็นเอแยกออกจากกัน อุณหภูมิส่วนใหญ่ที่

สามารถทำลายได้นั้นต้องอยู่ประมาณ 90 องศาเซลเซียส ซึ่งทั้งหมดขึ้นอยู่ กับองค์ประกอบของเบส 

กวานีนและไซโทซีนที่อยู่ในสายดีเอ็นเอทำให้มีการทนทานความร้อนแตกต่างกัน 

2. การเข้าคู่กันของสายดีเอ็นเอต้นแบบกับดีเอ็นเอที่เป็นไพร์เมอร์ (annealing) 

เป็นเทคนิคการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิให้มีความเหมาะสมกับดีเอ็นเอไพรเมอร์เข้าคู่กับดีเอ็นเอ

ต้นแบบ โดยอุณหภูมิที่ถูกใช้ทั่วไปจะมีอุณหภูมิอยู่ประมาณ 52 – 58 องศาเซลเซียส ซึ่งอุณหภูมินั้นจะ

ขึ้นอยู่กับการหลอมเหลว (melting temperature; TM) ของสายดีเอ็นไพรเมอร์ 
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3. การต่อกันจนเป็นสายยาวของดีเอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (extension) 

เป็นขั้นตอนของการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ โดยจะเริ่มจากการสังเคราะห์ต่อจากสาย

ส่วนปลาย 5’ ของไพรเมอร์ ตามข้อมูลของสายดีเอ็นเอแต่ละสาย โดยจำเป็นต้องอาศัยการทำงานของ

เอนไซม์พอลิเมอเรสร่วมด้วย ซึ่งเอนไซม์นี้จะสามารถทำงานได้ดีที่สุดในอุณหภูมิประมาณ 72 – 75 องศา

เซลเซียส เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสที่ใช้จะคงอยู่ได้ภายใต้สภาวะของปฏิกิริยา 3 ขั้นตอนดังนี้ 

กระบวนการของการเพิ่มจำนวนของดีเอ็นเอโดยอาศัยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจะ

ดำเนินการเริ่มจาก ขั้นตอนที่ 1 – 3 จะทำการนับเป็น 1 รอบ (one cycle) ขั้นตอนนี้จะทำให้ดีเอ็นเอเพ่ิม

มาขึ้นเป็นเท่าตัว เมื่อครบประมาณ 30 รอบนั้น จะได้รับดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นเป็น 2 30 หรืออยู่ประมาณ 109 

โมเลกุล โดยทั่วไปมักจะนิยมใช้จำนวนรอบประมาณ 20 – 35 รอบ (ตรีทิพย์, 2552) 

2.3.3.2 หลักการจัดลำดับของนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอของ 16S rRNA gene 

การจัดลำดับสิ่งมีชีวิตระหว่างสองชนิดกันนั้นอาจจะไม่ได้มีความใกล้ชิดกันมา

พอที่จะมีดีเอ็นเอที่คล้ายกัน แต่อาจจะยังมีไรโบโซมที่คล้ายกัน ซึ่งไรโบโซมนั้นเป็นโครงสร้างเล็ก ๆ 

ภายในเซลล์ หน้าที่หลักของไรโบโซมคือการสังเคราะห์โปรตีน ไรโบโซมนั้นจะประกอบด้วยโปรตีนและ  

ไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอ (rRNA) ไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอจะถูกสร้างด้วยอาศัยคำสั่งจากดีเอ็นเอส่วนไรโบโซมัล

อาร์เอ็นเอซิสตรอน (rRNA cistron) ในแบคทีเรียทุกชนิด การจัดลำดับนิวคลีโอไทด์ของ rRNA gene ถูก

พบว่ามีความคงตัวสูงมาก ถึงแม้จะถูกวิวัฒนาการมานานแล้วแต่ลำดับนิวคลีโอไทด์จะเปลี่ยนไปน้อยมาก 

หมายความว่าสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะคล้ายกันมากจะมีดีเอ็นเอที่ไม่คล้ายกัน แต่อาจจะมีลำดับนิวคลีโอไทด์

ในไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอซิสตรอน (rRNA cistron) คล้ายกัน ดังนั้นเครื่องมือที่จะทำการหาความใกล้ชิดกัน

ระหว่างสิ่งมีชีวิตได้ในระดับ สกุล (genus) วงศ์ (family) และอันดับ (order) ของความคล้ายกันของไรโบ

โซมัลอาร์เอ็นเอ (rRNA) และไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอ โอลิโกนิวคลีโอไทด์ แคตตาล็อกกิ ้ง ( rRNA 

oligonucleotide cataloging) วิธีนี้เป็นวิธีใหม่ที่ใช้ในการหาความคล้ายกันของไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอซิส  

ตรอน (rRNA cistron) (นงลักษณ์ และปรีชา, 2544) 

การตรวจหาลำดับเบสบนสายดีเอ็นเอช่วยในการศึกษาเพื่อที่จะทำการวิเคราะห์

ความสัมพันธ์และความแตกต่างของดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ โดยวิธีการตรวจหาลำดับเบสของดีเอ็นเอ

นั้นมีหลากหลายวิธี วิธีที ่เป็นที่นิยมมากที่สุดคือ กระบวนการของ Sanger จะอาศัยการขัดขวางการ

ทำงานของตัวเอนไซม์ที่ใช้ในการทำให้เกิดปฏิกิริยาต่อสายดีเอ็นเอทำให้ดีเอ็นเอสายยาวเป็นสายสั้นๆ 

จากนั้นจะทำการติดฉลากสารรังสีที่มีความจำเพาะเจาะจงกับสายเบสแต่ละชนิดที่ตรงปลายสายของสายดี
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เอ็นเอ และทำการตรวจสอบลำดับเบสอาศัยขบวนการแยกสายดีเอ็นเอโดยใช้กระแสไฟฟ้าเข้ามาช่วยผ่าน

สายดีเอ็นเอท่ีอยู่บนเจลโพลีอะคลีลาไมด ์(polyacrylamide gel electrophoresis) (ตรีทพิย์, 2552) 

ในปัจจุบันมีเครื่องมือสำเร็จรูปที่สามารถทำให้การจัดการลำดับเบสนั้นมีความ

รวดเร็ว สะดวก และมีความแม่นยำมากขึ้น ขั้นตอนการติดฉลากบนสายดีเอ็นเอที่ตำแหน่งเบสที่ก ำหนด

จะต้องอาศัยสารไดดีออกซีนิวคลีโอไทด์ (didexynucleotide; ddG, ddA, ddT, ddC) ที่จะทำให้เกิดเป็น

สีฟูออเรสเซนต์ที่มีสีที ่แตกต่างกัน ทำให้สามารถวิเคราะห์ผลได้โดยไม่จำเป็นต้องใช้รังสี และได้ผลที่

รวดเร็ว (ตรีทิพย์, 2552) 

2.3.3.3 ปริมาณเบสกวานีนและไซโทซีน (G+C content) 

สิ่งมีชีวิตโดยทั่วไปจะประกอบด้วยเบส กวานีน (G) คู่กับไซโทซีน (C) และอะดีนีน 

(A) คู่กับไทมีน (T) นิวคลีโอไทด์ของเบสในดีเอ็นเอคิดได้เป็นร้อยละของเบสกวานีนกับไซโตซีนรวมกันถูก

เรียกว่า mol% G+C ค่าของเบสเหล่านี้จะแตกต่างกันไปตามชนิดของจุลินทรีย์แต่ละชนิด แต่ในสปีชีส์ที่มี

ความใกล้เคียงกันนั้นมักจะมี mol% G+C คล้ายมาก ถ้าสิ่งมีชีวิตนั้นมี mol% G+C ที่แตกต่างกันมาก 

แสดงว่าสิ่งมีชีวิตนั้นจะไม่ค่อยมีความสัมพันธ์กันอย่างใกล้ชิด แต่อาจจะพบบางกรณีที่สิ่งมีชีวิตนั้นไม่มี

ความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกันเลย แต่ตรวจพบว่ามี mol% G+C คล้ายกัน (นงลักษณ์ และปรีชา, 2544) 

2.3.3.4 ดีเอ็นเอ ไฮบริไดเซชัน (DNA – DNA Hybridization) 

ทำการให้ความร้อนแก่สายดีเอ็นเอสายคู ่ (double stranded DNA) สายของ 

ดีเอ็นเอแต่ละสายที่เข้าคู่กันจะแยกออกจากกันเพราะพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ถูกทำลายโดย

ความร้อน และเม่ือปล่อยทิ้งไว้ให้เย็นลง สายของดีเอ็นเอจะทำการกลับมาจับคู่ (base pairing) กันอีกครั้ง 

โดยจะอาศัยหลักการการจับคู่เบสของดีเอ็นเอ หลักการนี้จะอาศัยการศึกษาการหาความคล้ายกันของ

ลำดับเบสของดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด ถ้าสิ่งมีชีวิตสองชนิดที่มีความใกล้เคียงกันอย่างมากหรือมี

ความใกล้ชิดกันมาก ดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตทั้งสองจะสามารถเข้าคู่กันได้หรือสามารถจับคู่กัน (hybridize) 

ในการศึกษาหาความความคล้ายคลึงของดีเอ็นเอ ในการศึกษาการหาความคล้ายคลึงกันของดีเอ็นเอนั้น 

จะทำได้โดยการนำดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต 2 ชนิด มาให้ความร้อนจะแปลงสภาพ (denature) จากการ

แปลงสภาพนั้นสายดีเอ็นเอจะถูกแยกออกจากกันเป็นสายเดี่ยว หลังจากแยกออกเป็นสายเดี่ยวแล้วนำ

สายเดี่ยวนั้นมาผสมกัน ทิ้งให้เย็น และถ้าสิ่งมีชีวิตทั้ง 2 ชนิดนั้นมีความใกล้เคียงกันหรือไม่มีความ

ใกล้เคียงกันจะมีการจับคู่กันของสายดีเอ็นเอ (heteroduplex) คือถ้ามีการที่สายดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตแรก

เข้าคู่กับอีกสิ่งมีชีวิตหนึ่งจะมีความใกล้ชิดกัน แต่ถ้าสิ่งมีชีวิตทั้ง 2 ชนิดไม่ใกล้ชิดกันเลยจะเกิดการไม่เข้าคู่

กัน ซึ่งวิธีดังกล่าวนี้สามารถใช้ในการตรวจสอบในระดับสปีชีส์ (นงลักษณ์ และปรีชา, 2544) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.3.3.5 การหาลำดับของจีโนมทั้งหมด (whole genome) (อลิษา และคณะ 2555) 

การอ่านค่าของลำดับเบสนิวคลีโอไทด์เบื้องต้น โดยในปัจจุบันใช้วิธีของ  Sanger 

เทคนิคการจัดลำดับถูกพัฒนาอย่างต่อเนื่องและสามารถพัฒนาการจัดลำดับ 2 พันคู่เบส (Kbps) การจัด

เรียงลำดับเบสแบบ Shotgun ถูกพัฒนาอย่างต่อเนื่องเพ่ือในอนาคตลำดับชิ้นส่วนของเบสแบบ Shotgun 

จะนำไปใช ้ ในการศ ึกษาเบสของโครงการจ ี โนมมน ุษย ์  ซ ึ ่ งการศ ึกษาการอ ่ านลำด ับ เบส  

นิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) สามารถใช้เทคนิคของ Sanger sequencing ได้ การหาลำดับของเบส

ด้วยเทคนิคของ Sanger sequencing วิธ ีนี ้มีความเสี ่ยงว่าจะมีประสิทธิภาพไม่สูงมากเพราะการ

เรียงลำดับเบสได้แค่ครั้งละ 1 ตัวอย่างเท่านั้น ปัจจุบันจึงมีการพัฒนาอย่างต่อเนื่องเพ่ีอหาเทคนิคใหม่ ๆที่

สามารถเรียงลำดับได้หลายตัวอย่างมีประสิทธิภาพที่ดีกว่า มีความไวในการตรวจหาการกลายของสาย

พันธุ์ดีเอ็นเอสูง วิธีนั้นมีชื่อเรียกว่า  Next Generation Sequencing (NGS) 

2.3.3.6 Next Generation Sequencing (NGS) 

Next Generation Sequencing (NGS) หรือ second generation sequencing 

เป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนามาใหม่ ที่มีความสามารถเรียงลำดับของนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างที่จำนวนมากได้ 

และในปัจจุบันนิยมใช้อย่างแพร่หลายในการวิจัยหลากหลายด้าน เพื่อที่จะได้ทราบลำดับนิวคลีโอไทดน์ั้น 

ๆ ที ่เราจะนำมาศึกษาหรือทำการวิจัยที ่เราสนใจ องค์ประกอบที่จำเป็นในด้านนี ้คือลำดับเบสของ 

Genomic Next Generation Sequencing (NGS) หรือ second generation sequencing ที่ถูกใช้ใน

ปัจจุบันนั้นได้แก่ การตรวจหาลำดับเบสของ RNA-sequencing (RNA-seq) เป็นการเป็นการศึกษาลำดับ

อาร์เอ็นเอทั้งการแปลรหัส (coding) เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) และไม่มีการแปลรหัส (non coding) อาทิ

เช่น small RNA อย่าง miRNA, siRNA, piwiRNA ของสิ่งมีชีวิต ซึ่ง mRNA sequencing นั้นจะเป็นการ

เปรียบเทียบรูปแบบของการแสดงออกของยีน โดยข้อมูลของยีนแต่ละตัวนั ้นจะเป็นไอโซฟอร์ม 

(isoforms) และ  small RNA sequencing เป็นดีเอ็นเอที่ผ่านการเปลี่ยนรหัส (encode) จากพืชหรือ

สัตว์ที่ทำหน้าที่ตอบสนองต่อการควบคุมการแสดงออกของยีน โดยทาง macrogen สามารถหาลำดับเบส  

และตรวจสอบในเชิงปริมาณของกลุ่มตัวอย่างได้ตั้งแต่ miRNA, siRNA, piwRNA  

Whole genome sequencing (WGS) คือเทคนิคที่ทำการตรวจหาลำดับนิวคลีโอ

ไทด์ที่สมบูรณ์ในสิ่งมีชีวิตทั้งหมดโดยจะเทียบกับลำดับเบสที่เราสนใจกับฐานข้อมูลทั้งหมดที่มีที่คล้ายคลึง

กันมากที่สุด ซึ่งวิธีการใช้ short reads จากเทคโนโลยีของ NGS นั้น สามารถนำข้อมูลที่ได้นั ้นมาทำ

แผนภาพกับจีโนมอ้างอิงได้ โดยวิธีนี้จะได้รับการยอมรับสูง ข้อมูลที่จำได้รับมีจำนวนมากและใช้เวลานาน

ในการวิเคราะห์ รวมทั้งค่าใช้จ่ายในการทำวิธี WGS นั้นยังสูงอีกด้วย 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 เครื่องมือที่สามารถอ่านค่าลำดับเบสแบบเอ็นจีเอสในปัจจุบัน (next - generation 

sequencing platforms) นั้นมีหลักๆ 3 เทคโนโลยี ที่นิยมใช้อย่างกว้างขวาง ได้แก่ Roche/Gs-FLX 454 

Genome sequencer  Illumina/Hiseq 2000 และ ABI/ SOLiD 5500xl และยังมีเทคโนโลยีอื่น ๆอีก

เช่น Polonator/G.007 และมีเทคโนโลยีที่กำลังถูกพัฒนาอยู่อย่างเครื่องมือที่เรียกว่า Third generation 

NGS platforms มีหลากหลายบริษัทที่กำลังพยายามที่จะพัฒนาเครื่องมือใหม่ ๆอย่างต่อเนื่อง เพื่อที่จะ

มาพัฒนาและปรับปรุงเครื่องมือที่มีอยู่ให้มีต้นทุนที่ถูกและมีการหาตำแหน่งเบสที่แน่นอน โดยหลักการ

ทำงานของแต่ละเครื่องมีดังนี้ 

1.เครื่อง 454/Roche genome sequencer 

ใช ้หล ักการของการหาลำดับเบสแบบสังเคราะห์ท ี ่หร ือเร ียกว ่าเทคนิค pyro 

sequencing ซึ่งสามารถตรวจวัดค่าไพโรฟอสเฟต (PPi) จากปฏิกิริยาเคมี (chemiluminescence) และ

อ่านสัญญาณตามจังหวะแสงของเบสคู่สมหลายๆ พันเบสได้ในครั้งเดียว แสดงในรูปที่ 2. 6 ขั้นตอนที่

สำคัญที่สุดของวิธีนี้คือการยึด ( immobilization) กับดีเอ็นเอกับเม็ดบีด (bead) ในสภาวะที่เป็นน้ำมัน 

(emulsion PCR) และการเพิ่มปริมาณสายดีเอ็นเอมีข้ันตอนดังนี้  

เริ่มต้นด้วยการตัดดีเอ็นเอที่เป็นสายคู่ให้มีขนาดสั้นลงโดยประมาณ 400 – 600 คู่เบส 

จากนั้นทำการเชื่อมตัวอะแด็บเตอร์ A และ B ชนิดพิเศษท่ีตรงส่วนปลายของดีเอ็นเอนั้น ด้วยอะแด็บเตอร์ 

B จากด้านของปลาย 5’ ที่มีการประกอบด้วยไบโอติน จากนั้นจะทำการเข้าจับกับเม็ดบีดที่ถูกฉาบด้วย

สารของสเตรปตาวิติน (streptavidin) ส่วนตัวอะแด็บเตอร์ท่ีไม่ได้ทำการถูกจับกับตัวใดเลยจะทำการจับคู่

กันเองของอะแด็บเตอร์ (adaptor dimers) หรือไม่ก็จะถูกทำกำจัดออก อะแด็บเตอร์ที่ทำการตรึงบนเม็ด

บีดได้บางสายจะมีลำดับที่เบสโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีการ phosphorylate ทำให้เกิดช่องว่างในสายดี

เอ็นเอคู่นั้นจากการที่เกินช่องว่างนั้นเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติเป็น strand displacing DNA polymerase 

จะเข้าไปทำการซ่อมแซมและต่อเติมส่วนที่ขาดไป ทำให้สายดีเอ็นเอนั้นสมบูรณ์ ส่วนดีเอ็นเอสายคู่ที่ไม่มี

การตรึงนั้นจะถูกแยกออกเป็นสายเดี่ยว โดยมีสายดีเอ็นเออีกเส้นหนึ่งที่มีตัวอะแด็บเตอร์ B/B ที่ยังคงติด

กับเม็ดบีดด้วยสเตรปตาวิติน (streptavidin) และไบโอติน ส่วนสายดีเอ็นเอบางส่วนที่มีมีตัวอะแด็บเตอร์ 

B ติดอยู่นั้นจะถูกกำจัดทิ้ง สุดท้ายจะได้รับดีเอ็นเอสายเดี่ยว ซึ่งจะมีส่วนของตัวอะแด็บเตอร์  A ติดอยู่กับ

ปลายของ 5’ ตัวอะแด็บเตอร์ B จะติดท่ีอยู่ที่ปลาย 3’ ในขั้นตอนนี้ จากจีโนมิกส์ดีเอ็นเอจะได้เป็นดีเอ็นเอ

สายเดี่ยว (sstDNA library) (รูปที่2.7) เมื่อผ่านขบวนการนี้จึงจะประเมินคุณภาพของดีเอ็นเอต้นแบบได้

ด้วยเครื่อง Agilent 2100 BioAnalyzer เช่น การตรวจสอบความยาวของสายดีเอ็นเอเป็นต้น หากว่าดี

เอ็นเอมีน้ำหนักมาก จำเป็นจะต้องตรวจสอบว่าความยาวของคู่เบสอยู่ในช่วง 500 - 800 คู่เบส หรือหากมี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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น้ำหนักที่น้อยต้องตรวจว่ามีคู่เบสอยู่ประมาณ 150 – 800 คู่ ปริมาณของดีเอ็นเอที่ได้นั้นมากกว่าหรือ

เท่ากับ 5 นาโนกรัม และควรมีตัวของอะแด็บเตอร์ที่ทำการจับกันเองน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ด้วย เป็นต้น 

 

 

รูปที่ 2.6 การจัดลำดับใน next-generation sequencers (a) เทคนิค Pyrosequencing ที่ใช้ในเครื่อง

454/Roche genome sequencer (b) การ Sequencing โดยการติดสีเรืองแสง 4 ตัว ทีทำ

หน้าที่เป็นตัวยุติปฏิกิริยาที่ย้อนกลับได้และดีเอ็นเอพอลิเมอดีเอ็นเอในปฏิกิริยา Illumina  

(c) Helicos เดี่ยวโมเลกุลจัดลำดับโดยสังเคราะห์วิธีด้วยการแม่แบบดีเอ็นเอ Cy3 ติดป้ายผนึก

ไว้กับไพรเมอร์ตรึงบนพื้นผิวของเซลล์ นิวคลีโอไทด์ที่มีฉลาก Cy5 จะถูกเพิ่มในปฏิกิริยาครั้ง

หน ึ ่ ง และการตรวจสอบของน ิ วคล ี โอ ไทด ์ท ี ่ จ ั ดต ั ้ ง ข ึ ้ นจะประสบความ สำเร็ จ  

(d) การจัดลำดับโดยวิธี ligation นำมาใช้ในวิธีการ SOLiD การเข้ารหัสสองฐานที่ใช้ภายใน

ระบบและข้อมูลสุดท้ายจะถูกรายงานเป็นการแบบที่ใช้มาตรฐาน (อลิษา และคณะ 2555) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



27 
 

 

 

รูปที่ 2.7 การเตรียมดีเอ็นเอไลบรารีเพื่อที่จะทำการสร้างดีเอ็นเอสายเดี่ยว  (sstDNA) โดยใช้ตัวอะแด็บ

เตอร์ A และ B (อลิษา และคณะ 2555) 

 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบนเม็ดบีด (emulsionbased clonal amplification; emPCR) 

ทำได้โดยการนำดีเอ็นเอสายเดี่ยวมาตรึงด้วยเม็ดบีดในตัวเม็ดบีดนั้นจะมีไพร์เมอร์โอลิโกนิวคลีโอไทด์ติด

อยู่ ซึ่งจะสามารถเข้าคู่กับตัวอะแด็บเตอร์ของดีเอ็นเอสายเดี่ยวนั้น (รูปที่ 2.8) โดยที่นับจากดีเอ็นเอกับ

ตัวอะแด็บเตอร์นับเป็นหนึ่งโมเลกุล ซึ่งหนึ่งโมเลกุลจะถูกจับอยู่กับเม็ดบีดหนึ่งเม็ด เพื่อที่จะทำการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอในหนึ่งหยอดน้ำมันที่มีสารสำหรับการทำพีซีอาร์อยู่ด้านใน (oil aqueous emulsion) 

เมื่อปฏิกิริยาพีซีอาร์เสร็จสิ้นแล้ว หนึ่งหยดน้ำมันนั้นจะประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบที่เหมือนกันเป็นลา้น

ชุดติดอยู่กับที่เม็ดบีด เม็ดบีดที่ไม่มีดีเอ็นเอติดอยู่นั้นจะทำการถูกกำจัดออก สิ่งที่สำคัญที่สุดของวิธีนี้คือ

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบนเม็ดบีด คือ การคำนวณจำนวนของดีเอ็นเอต้นแบบที่เหมาะสมนั้น เพ่ือนำมาใช้

ในขั้นตอนนี้ สิ่งจำเป็นที่ต้องคำนวณดีเอ็นเอต้นแบบก่อนเพราะว่าถ้าทำการใส่ปริมาณดีเอ็นเอน้อยเกินไป 

แต่ถ้ามีจำนวนเม็ดบีดมากพอ ก็อาจจะไม่ต้องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบนเม็ดบีดที่เกิดขึ้นได้ ทำให้ไม่สามารถ

นำไปหาลำดับเบสต่อได้ หรือถ้าทำการใส่ดีเอ็นเอในปริมาณมากเกินไป จะทำให้บางเม็ดบีดมีปริมาณของ

ดีเอ็นเอมากเกินไป จนสุดท้ายอาจได้ค่าการอ่านทีไ่ม่สามารถใช้งานไม่ได้  

รูปที่ 2.8 การตรึงดีเอ็นเอบนเม็ดบีดที่กำลังจะถูกขยายเป็นกลุ่มในอิมัลชันหยด (emulsion PCR) (อลิษา 

และคณะ 2555) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3. เครื่อง Illumina 

ใช ้หลักการหาลำดับเบสโดยใช้การติดฉลากด้วยเบสเรืองแสง ( fluorescent 

reversible terminators) ของทั้งหมดสี่เบส และทำการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอเชื่อมต่อกันเป็นสะพานที่

มีสถานะเป็นของแข็ง (solid phase bridge amplification) จัดเป็นกลุ่มของสายดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน

โดยมีรายละเอียดมีดังนี้ 

การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ ดีเอ็นเอที่สนใจนั้นจะถูกตัดด้วย nebulizer (รูปที่ 2.9) 

โดยที่ต้องอาศัยเทคนิค nebulization ที่เป็นวิธีที่ง่ายและรวดเร็ว โดยใช้จำนวนดีเอ็นเอน้อยประมาณ  

0.5 – 5 มิลลิกรัม เมื่อสารละลายที่มีดีเอ็นเอไหลผ่านเข้าไปภายในขนาดของดีเอ็นเอนั้นจะถูกควบคุม โดย

การเปลี่ยนแปลงแรงดันก๊าซที่เข้ามาสู่ภายในของ nebulizer รวมไปจนถึงปัจจัยอื่น ๆ อีกมากมายเช่น 

สถานะความหนืดของสารละลายและอุณหภูมิที่ทำให้สายดีเอ็นเอสั้นลง หลังจากการตัดสายดีเอ็นเอความ

ยาวน้อยกว่า 800 คู่เบส จากนั้น ส่วนปลายที่ถูกทำลายจะถูกทำการซ่อมแซมด้วยเอมไซม์ T4 DNA 

polymerase, Klenow enzyme และ T4 poly nucleotide kinase และทำการเติมนิวคลีโอไทด์เบส A 

ที่ปลาย 3’ ของสายดีเอ็นเอนั้น ๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในช่องของการเชื่อมจากนั้นดีเ อ็นเอจะถูก

ตัวอะแด็บเตอร์ ซึ่งจะมีความยาวประมาณ 66 คู่เบส และจะติดกับเบส T ที่ปลายทั้ง 2 ข้าง หลังจากนั้น

การคัดแยกสายของดีเอ็นเอความยาวประมาณ 150 – 200 คู่เบส ลงบนเจลและทำการเพ่ิมปริมาณสายดี

เอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

รูปที ่ 2.9 ดีเอ็นเอต้นแบบของ Illumina ที ่จ ีโนมดีเอ็นเอถูกแยกส่วนด้วยเทคนิค nebulization  

(อลิษา และคณะ 2555) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



29 
 

 

การสร้างกลุ่มของสายดีเอ็นเอด้วย bridge amplification หลังจากการแยกสาย 

ดีเอ็นเอ นำสายดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่แยกได้นั้นมาใส่ลงผ่านกระจกสไลด์ ( flow cell channels) แบบสุ่ม

โดยผิวของกระจกนั ้นสไลด์นั ้นจะถูกฉาบด้วยตัวของอะแด็บเตอร์ และตัวอะแด็บเตอร์ที ่เข้าคู ่กัน 

(complementary adapters) ซึ่งจะทำหน้าที่เป็นเสมือนไพร์เมอใช้ในช่วงของการเพิ่มจำนวนของดีเอ็น

เอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ จากนั้นทำการเติมนิวคลีโอไมด์และเอนไซม์ เพื่อเริ่มการเพิ่มปริมาตรแบบสะพาน 

(bridge amplification) จากดีเอ็นเอสายเดี ่ยวจำนวนหนึ ่งโมเลกุลจะจับไพร์เมอร์เป็นรูปสะพาน 

(double-stranded bridges) ในช่วงตอนท้ายสายดีเอ็นเอจะได้สายเดี่ยวเพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบอีก

ครั้งหนึ่ง  

การหาลำดับเบสโดยเทคนิค Illumina ใช้หลักการ sequencing by synthesis 

โดยทำการแยกสายดีเอ็นเอในแต่ละกลุ่มให้ดีเอ็นเอนั้นเป็นสายเดี่ยว จะมีไพร์เมอร์ที่จับจำเพาะกับดีเอ็นเอ

นั้น ๆในช่วงเริ่มต้นของการหาลำดับเบส ทำการเติมเอนไซม์ดีเอ็นเอไพร์เมอ และนิวคลีโอไทด์ที่มีทั้งสี่เบส

ติดอยู่กับสารเรืองแสงที่มีสีที่ต่างกันตามการใช้งาน reversible terminator โดยการ block ปลาย 3’OH 

ไว้ เพื ่อหยุดการสังเคราะห์การทำงานของเอนไซม์ในสายดีเอ็นเอไพร์เมอ ในขณะที่มีการหยุดการ

สังเคราะห์สายดีเอ็นเอ นิวคลีโอไทด์ที่ไม่ได้ถูกจับเข้าคู่กันกับสายดีเอ็นเอตั้งต้นที่เหลือในปฏิกิริยาจะถูก

กำจัดออก หลังจากนั้นทำการกระตุ้นด้วยแสงเลเซอร์ และจะมีการบันทึกภาพของการปล่อยสารเรืองแสง

ของนิวคลีโอไทด์จากของแต่ละกลุ่มบนแผ่นกระจกสไสด์ เพื่อที่จะทำการบันทึกความคล้ายกันของลำดับ

เบสแรก ตามด้วยขั้นตอนการตัด (cleavage) เพ่ือที่จะกำจัด terminator และ fluorescent dye ออกไป 

ล้างอีกครั้งหนึ่ง จากนั้นเติมนิวคลีโอไทด์ชุดใหม่ลงไปพร้อมทั้งเติมเอนไซม์ของ ดีเอ็นเอไพร์เมอเพ่ือทำการ

สังเคราะห์ต่อไป ทำซ้ำเรื่อย ๆโดยที่แต่ละรอบ (cycle) นั้นจะเป็นตัวกำหนดของลำดับเบสอื่น ๆ โดย

ตัวเครื่อง  Illumina นี้จะสามารถอ่านค่าของความยาวได้ถึงประมาณ 100 คู่เบส และในการหาลำดับของ

เบสหนี่งครั้งนั้น จะได้จำนวนของเบสมามากถึงประมาณ 600 กิกะเบส และความถูกต้องของเบสที่ได้

มากกว่า 99.5 เปอร์เซ็นต์ 

4. เครื่อง SOLiD/ABI 

ใช ้หลักการหาลำดับเบสแบบการเชื ่อมต่อกัน (sequencing by ligation) ซี่ง

หลักการนี้คล้ายกับ 454/Roche ที่ทำการติดเม็ดบีดกับดีเอ็นเอ (magnetic bead) ในสภาวะที่เป็นน้ำมัน

และทำการเพิ่มจำนวนของดีเอ็นเอไปพร้อม ๆ กัน ด้วยวิธีนี้จะทำให้ได้คุณภาพของข้อมูลที่ดี แต่ วิธีของ

การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบนั้นยุ่งยากและใช้เวลานานกว่า โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ขั้นตอนการเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ สามารถสร้างได้ทั้งหมด 2 วิธีด้วยกัน ได้แก่ 

mate-paired library และ sequencing fragment โดยการเลือกแต่ละวิธีนั้นขึ้นอยู่กับจุดประสงค์ของ

งานวิจัยที่สนใจ โดยจะทำการเชื่อมต่ออะแด็บเตอร์เข้ากับดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบกับเม็ดบีด (รูปที่ 2.10) 

การเพิ ่มดีเอ็นเอต้นแบบบนเม็ดบีด (emulsion-based clonal amplification; 

emPCR) โดยทำการเตรียมตัว microreactor ที่ภายในจะประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ สารละลาย

บัฟเฟอร์ต่าง ๆที่ต้องใช้ เม็ดบีดและไพร์เมอร์ จากนั้นจะทำการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอบนเม็ดบีดโดย

เทคนิคพีซีอาร์ และทำการแยกสายดีเอ็นเอออกมาและทำการคัดแยกเม็ดบีดที่ไม่ได้ผ่านการเพิ่มปริมาณ

นั้นออก หลังจากนั้นจะทำการสร้างพันธะของโควาเลนต์ตรงส่วนปลาย 3’ ของดีเอ็นเอต้นแบบที่มีเม็ดบีด

และถูกตรึงบนสไลด์ (รูปที่ 2.10)  

รูปที่ 2.10 การสร้างดีเอ็นเอต้นแบบและการเชื่อมต่อกันของดีเอ็นเอกับเม็ดบีดผ่านการไหล (อลิษา และ

คณะ 2555) 

การหาลำดับเบสของ SOLiD/ABI เป็นการอ่านค่าบนตำแหน่งที่ซ้ำกันของเบสสอง

ครั้ง เรียกวิธีนี้ว่า Di-base sequencing (รูปที่ 2.11) โดยจะใช้การเชื่อมต่อกันด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่

ทำการติดสี (dye-labeled oligonucleotide) โดยหลักการของ two-base encoding หรือ di-base 

probe เริ่มต้นด้วยไพร์เมอ จะทำการจับเข้ากับส่วนของตัวอะแด็บเตอร์ที่มีลำดับเบสที่เข้าคู่กัน บนสายดี

เอ็นเอต้นแบบที่ได้ทำการเพิ่มปริมาณแล้ว หลังจากนั้นทำการเติม di-base probe ลงไป ซึ่งการเชื่อมกัน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สามารถทำให้ได้สองทิศทางจากด้านปลายของ 5’-PO4 หรือด้านของปลาย 3’-OH หลังจกานั้นเอนไซม์ 

ligase จะทำหน้าที่เชื่อม probe ที่จะประกอบไปด้วย 8 ไพร์เมอร์ โดยที่นิวคลีโอไทด์ที่ 1 และ 2 จะเป็น 

นิวคลีโอไทด์ที่สามารถเข้าคู่ได้กับดีเอ็นเอต้นแบบนั้นตามด้วยการบันทึกภาพของสี fluorescence ที่ได้

จากการบันทึกที่จะเกิดในแต่ละรอบ หลังจากผ่านขั้นตอนการเชื่อมก่อนตัดออกสามเบสแล้ว สุดท้ายของ 

probe ส่วนของ probe ที่ไม่เข้าคู่กันกับดีเอ็นเอต้นแบบได้อย่างจำเพาะจะถูกทำลายออก เอนไซม์ 

phosphatase มีหน้าที ่ช่วยป้องกันสายดีเอ็นเอที ่ไม่สามารถ  extend ได้ในช่วงของการที ่เช ื ่อมกัน 

(ligation cycle) ออกไป หลังจากที่ probe เข้าเชื่อมกับดีเอ็นเอต้นแบบแล้ว จะเกิดปฏิกิริยาเคมีที่จะทำ

การตัดตำแหน่ง probe ที่เบส 5 และ 6 รวมไปถึงกลุ่มของพวก fluorescent ด้วย silver ions ทำให้เกิด

กลุ่มของ 5’-PO4  

รูปที่ 2.11 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย SOLiD/ABI (อลิษา และคณะ 2555) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.4 ชีวสารสนเทศ (bioinformatics) 

  ชีวสารสนเทศ หรือ ไบโออินฟอร์เมติกส์ (bioinformatics) คือ การศึกษาเกี่ยวกับวิทยาศาสตร์

ชีวภาพแขนงใหม่ โดยมักจะใช้เทคนิคที่ใช้การผสมผสานความรู้จากศาสตร์ต่าง ๆ เช่น พันธุวิทยา

(genetics) จุลชีววิทยา (microbiology) อณูชีววิทยา (molecular biology) คณิตศาสตร์ สถิติศาสตร์ 

สารสนเทศ ( informatics) และวิทยาการคอม ซึ ่งแขนงต่างนั ้นจะมีส่วนช่วยในการจัดเก็บข้อมูล 

ประมวลผล และการสืบหาข้อมูลทางชีวภาพอย่างเป็นระบบ และทำให้การดึงข้อมูลต่าง ๆ  สะดวกและ

รวดเร็ว ทั้งหมดนี้สามารถใช้ในการสร้างแบบจำลอง การทำนายผลที่มีความเป็นไปได้ในทางชีววิทยา และ

ยังสามารถทำให้เกิดศาสตร์อีกมากมายเช่น จีโนมิกส์ (Genomic) เมตาบอโลมิกส์ (metabolomics) 

การศึกษาสายวิวัฒนาการ เป็นต้น ซ่ึงในปัจจุบันนั้นมีความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีมากขึ้นทำให้ศาสตร์ของ

ชีวสารสนเทศนั้นเป็นที่นิยมมากขึ้นอย่างมากตามยุคสมัยที่ก้าวหน้า 

  ข้อมูลทางชีววิทยาที ่ได้ร ับจากชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) ที ่รวบรวมความรู้

หลากหลายแขนง เช่น ข้อมูลของรหัสพันธ์กรรมต่าง ข้อมูลลำดับโปรตีนแต่ละชนิด ข้อมูลของปริมาณ 

ชีวโมเลกุลแต่ละชนิด รวมไปถึงการแสดงออกของยีน (gene) แต่ละชนิด อย่างเช่น พวกข้อมูลของ  

เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) และจำนวนโปรตีนที่ได้รับมาจากยีนนั้น ๆ ข้อมูลหมายเหตุ (annotation data) 

โดยเราจะนำข้อมูลนี้ไปทำการจัดเรียงลำดับของรหัสโปรตีน การจัดเรียงของโครงสร้างของโปรตีน การ

ทำนายโครงสร้างของโปรตีน การสืบค้นหรือการค้นหายีน และการค้นคว้าเพื ่อสร้างแบบจำลอง

วิวัฒนาการต่าง ๆ การสร้างต้นไม้แห่งสายวิวัฒนาการจากข้อมูลดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด เป็นต้น 

โดยข้อมูลที่ยกตัวอย่างมาทั้งหมดนี้มีข้อมูลอยู่จำนวนที่มากและมีความซับซ้อนอยู่พบสมควร ดั งนั้น

การศึกษาชีวสารสนเทศศาสตร์นั้นจึงสำคัญในการที่จะทำให้การจัดเก็บข้อมูล การสืบค้นข้อมูล และการ

ประมาณผลข้อมูลต่าง ๆ เหล่านี้ได้มีประสิทธิ์ภาพมากขึ้น ซึ่งการ Sequencing นั้นเป็นการศึกษาการอ่าน

ค่าลำดับเบสของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ สารพันธุกรรมมักจะประกอบไปด้วย อะดีินีน (A) กวานีน (G) ไซโทซีน

(C) และ ไทมีน (T) เรียงต่อกันเป็นสายยาว จึงถูกเปรียบเทียบว่าเป็นภาษาของสิ่งมีชีวิตก็ว่าได้ โดยจีโนม

ของมนุษย์นั้นจะประกอบด้วยเบสทั้ง 4 ชนิดนี้ ที่มีการเรียงต่อยาวประมาณ 3 พันล้านตัว เบสทั้ง 4 ตัวนี้

จะมีการเรียงตัวกันอย่างเป็นระเบียง มีทั้งที่เป็นสารพันธกรรมที่เป็นรหัสสร้างโปรตีน และสารพันธุกรรมที่

ไม่ใช่รหัสสร้างโปรตีน ซึ่งการจัดเรียงลำดับของสารพันธุกรรมนั้นต้องอาศัยเอนไซน์ในการตัดให้เป็นชิ้นๆ 

และทำการอ่านด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์ (Automate Genetic Analyzer) โดยขั้นตอนการศึกษาจีโนม

ทั้งหมดดังต่อไปนี้ 
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2.4.1. การประกอบชิ ้นส ่วนของลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ของด ี เอ ็นเอ (DNA sequence 

assembly) 

การประกอบชิ้นส่วนของลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ หรือการ Assembly นั้นคือ การ

นำลำดับของเบสแต่ละชิ้นของสายดีเอ็นเอมาจัดเรียงหรือนำมาประกอบใหม่ จนได้รับลำดับคู่เบสของดี

เอ็นเอท้ังหมดของจีโนม หลังจากได้รับลำดับดีเอ็นเอท้ังหมดของจีโนมแล้วขั้นตอนต่อไปคือ นำลำดับเบสที่

เรียงกันเป็นสายยาว มาระบุว่ายีนนั้นมีกี่ชนิด มีจำนวนทั้งหมดกี่ยีนและแต่ละยีนนั้นมีหน้าที่ทำอะไรบ้าง 

เช่น จีโนมของมนุษย์มีประมาณ 35,000 ยีน จีโนมข้าวมี 33,000 - 50,000 ยีน การค้นพบลำดับเบสหรือ

การจัดเรียงตัวของเบส อะดีินีน (A) กวานีน (G) ไซโทซีน(C) และ ไทมีน (T)  ที่ประกอบกันเป็นยีน และ

พบว่ายีนแต่ละตัวนั้นมีการจัดเรียงตัวของเบสที่ต่างกัน เปรียบเสมือนการอ่านค่าของคำที่มีการสะกดที่

ต่างกันจึงทำให้มีหน้าที่ต่างกัน เพราะเบสในยีนถูกแปรรหัสเพื่อที่จะสร้างกรดอะมิโน โดยมีกฎว่า 3 ตัว 

ยีนจะถูกแปรรหัสและสร้างกรดอะมิโน 1 ชนิด เรียกว่า รหัสพันธุกรรม (Genetic Code) (ยงยุทธ, 2545)

โดยขั้นตอนการทำ Assembly มีดังนี้ เริ่มจากการทำให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์โดยการสกัดดีเอ็นเอ เมื่อดีเอ็นเอมี

ความบริสุทธิ์แล้ว ทำการแยกดีเอ็นเอเป็นชิ้นเล็กและต่อด้วยการแยกลำดับดีเอ็นเอ จากนั้นโปรแกรมที่ใช้

สำหรับการ Assembly ดีเอ็นเอเพื่อให้โปรแกรมทำการจับคู่ที่ทับซ้อนกันของชิ้นส่วนเพื่อให้ได้ลำดับที่

ต่อเนื่อง ลำดับที่ได้นั้นจะประกอบขึ้นมาใหม่ ขั้นตอนทั้งหมดจะถูกแสดงในรูปที่ 2.12 

รูปที่ 2.12 แสดงขั้นตอนของการ Assembly ของดีเอ็นเอ (ยงยุทธ, 2545) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 2.4.2 การระบุตำแหน่งโดยการทำนายหน้าที่ของจีโนม (genome Annotation) 

การ annotation คือ การระบุตำแหน่งที่ทราบแล้วและทำการเรียงลำดับของดีเอ็นเอทั้ง

หมดแล้ว ซ่ึงสามารถทำการค้นหาตำแหน่งของยีนที่ต้องการหา ซึ่งมีอยู่ประมาณ 3 เปอร์เซ็นต์ ในจีโนมม

ทั้งหมด การค้นหานี้อาจจะทำโดย ค้นหารหัสที่สามารถบ่งชี้การเริ่มต้นและจุดสิ้นสุดของยีน ทำโดยการ

เปรียบเทียบกับยีนต้นแบบที่รู้จัก หรือเปรียบเทียบกันระหว่างจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่ต่างชนิด ต่างสปีชีส์กัน 

เป็นต้น โดยหลักการทำงานของ annotation นั้นคือทำการเปรียบเทียบเพื่อที่จะหาความเหมือนหรือ

ความคล้ายคลึงกัน ค่าความแตกต่าง ของลำดับเบสบนสายดีเอ็นเอนั้น ๆหรือลำดับกรดอะมิโนของสาย  

โพลีเปปไทด์ของโปรตีนนั้น ๆ ที่ถูกเปรียบเทียบ (ยงยุทธ , 2545) ก่อนจะเริ่มการทำ annotation นั้น

จำเป็นต้องผ่านการทำนายจีโนมก่อน โดยทำการเปรียบเทียบจีโนมที่ต้องการจะศึกษากับจีโนมต้นแบบที่

อยู่ในฐานข้อมูล และทำการกำหนดลงบนสายอาร์เอ็นเอ เพื่อทำการหาและระบุตำแหน่งที่มีการ open 

reading frames (ORFs) บนสายจีโนมโดยใช้เครื่องมือที่สามารถระบุตำแหน่งยีน ได้แก่ Metagene 

Annotator หรือ Prodigal GeneMark ตำแหน่งของ open reading frames (ORFs) นั้นจะถูกทำการ

เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลที่มีอยู่ก่อนแล้ว เช่น ฐานข้อมูลของ Genbank เครื่องมือที่ใช้ในการทำหน้า

หน้าที่ของจีโนม (genome Annotation) แสดงในตารางที่ 2.6 (Seemann, 2014) 

ตารางท่ี 2.6 เครื่องมือที่ใช้ในการทำหน้าหน้าที่ของจีโนม (genome Annotation) 

เครื่องมือ  ทำนายหน้าที่ 
Prodigal (Hyatt, 2010) Coding sequence (CDS) 

RNAmmer (Lagesen et al., 2007) Ribosomal RNA genes (rRNA) 
Aragorn (Laslett and Canback, 2004) Transfer RNA genes 

SignalP (Petersen et al., 2011) Signal leader peptides 
Infernal (Kolbe and Eddy, 2011) Non-coding RNA 

  

2.4.3 Average Nucleotide Identity (ANI) 

Average Nucleotide Identity (ANI) คือค่าที่ใช้ในการวัดความคล้ายคลึงกันทางรหัส

พันธุกรรมระดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างขอบเขตของสองจีโนมและการศึกษาก่อนหน้านี้มีการวิจัยชี้ให้เห็นว่า

ค่า ANI เป็นวิธ ีที ่มีประสิทธิภาพและมีความสำคัญมากเป็นพิเศษสำหรับการวัดความสัมพันธ์เชิง

วิวัฒนาการในหมู่สายพันธุ์แบคทีเรียที่เกี่ยวข้องอย่างใกล้ชิด เช่น ค่า ANI สูงกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดยทั่วไปนั้นค่าความสอดคล้องของลำดับยีน rRNA นั้นต้องมากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ ถึงจะระบุได้ว่า

แบคทีเร ียนั ้นอยู ่ในสายพันธ์น ั ้น ๆ (Konstantinidis et al., 2005) การคำนวณค่าของ Average 

Nucleotide Identity (ANI) จำเป็นต้องใช้โปรแกรมทางคอมพิวเตอร์มาช่วยคำนวณ เช่น โปรแกรมของ 

Gegenees หรือของ JSpecies เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีโปรแกรมที่เปิดใช้ทางสื่อออนไลน์อีกมากมายเช่น 

EzGenome (http://www.ezbiocloud.net) (Mincheol et al., 2014) 

2.4.4 เทคนิค Digital DNA-DNA hybridization (dDDH) 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางเมตาบอลิซึมสามารถนำมาใช้เพื ่อจำแนก

เชื้อจุลินทรีย์ได้ในระดับหนึ่ง แต่คุณสมบัติและลักษณะที่สามารถได้รับการยอมรับของความต่างกันของ

รูปร่างลักษณะนั้นมีความจำเพราะไปในแต่ละสายพันธุ์ ด้วยเหตุนี้ปัจจุบันมีจึงจำเป็นต้องพิจารณารหัส

ทางพันธุกรรม จีโนม คุณสมบัติต่าง ๆ มากขึ้น ดังนั้นเทคนิค Digital DNA-DNA hybridization จึงถูก

พัฒนาขึน้มาก โดยการใช้ระบบคอมพิวเตอร์มาช่วยในการคำนวน (in silico) โดยการคำนวนจำเป็นต้องมี

โปรแกรมสำเร็จรูปมาช่วยในการคำนวณ โปรแกรมคำนวณในปัจจุบันที่มีให้เลือกใช้ได้แก่ Genome-To-

Genome Distance Calculator (GGDC) (https://ggdc.dsmz.de/ggdc.php) ซึ่งโปรแกรมดังกล่าวนี้

จะรับรองข้อมูลของจีโนมที่สมบูรณ์แล้วทั้งหมด (complete genome) และได้รับข้อมูลจีโนมที่ผ่านการ

เชื่อมต่อสารดีเอ็นเอ (assembly) มาแล้ว  (Alexander et al., 2010) 

2.4.5 แสดงผลของจีโนมด้วย Circular map 

การแสดงผลของจีโนมด้วยการทำให้ออกมาเป็นรูปภาพ (Genomic data visualization)

นั้น ทำให้เข้าใจมากขึ้นเพราะเนื่องจากการศึกษาในปัจจุบันนั้นมีความก้าวหน้าขึ้น การรายงานผลของ

จีโนมเลยมีความหลากหลายมากขึ้น และในปัจจุบันนั้นจีโนมของแต่ละสายพันธุ์เริ ่มมีการเพิ่มขึ้นอยู่

ตลอดเวลา จึงจำเป็นต้องมีการแสดงผลของข้อมูลที ่มีมากขึ ้น เลยจำเป็นต้องทำแบบจำลองขึ ้นมา 

เพื่อที่จะใช้ในการแสดงผล ซึ่งสิ่งนี้มีบทบาทอย่างมากในการช่วยวิเคราะห์ข้อมูลของจีโนมที่ทำการวิจัย 

และยังสามารถอธิบายความสัมพันธ์ของข้อมูลต่าง ๆ ที่ได้รับ ซึ่งการแสดงผลการจำลองนี้เรียกว่าการสร้าง  

circular map เป็นแผนการจำลองของจีโนมที่มีลักษณะเป็นรูปวงกลม ที่ด้านในวงกลมนั้นจะแสดงข้อมูล

ของจีโนมที่เราได้รับมาทั้งหมด การสร้าง circular map นั้นจำเป็นต้องการใช้เทคโนโลยีคอมพิวเตอร์มา

ช่วยในการสร้าง โดยโปรแกรมที่ใช้ได้แก่ CGview (http://wishart.biology.ualberta.ca/cgview/) (รูป

ที่ 2.13) GenomeVx (http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/) (รูปที่ 2.14) เป็นต้น 
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รูปที่ 2.13 circular map ที่ถูกสร้างโดยโปรแกรม CGview (Stothard et al., 2005) 

 

 

รูปที่ 2.14 circular map ที่ผ่านการสร้างด้วยโปรแกรม GenomeVx (Gavin et al., 2008) 
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2.4.6 แสดงผลของจีโนมด้วย Synteny map  

การศึกษาการทำ Synteny นั้นคือ การอธิบายการกระจายตัวของโครโมโซมแท่งเดียวกัน 

โดยจะอธิบายการเปรียบเทียบตำแหน่งของโครโมโซมในสปีชีส์นั้น ๆ มีความใกล้เคียงกับโครโมโซมที่ใช้ใน

การเปรียบเทียบหรือไม่จะทำการเปรียบเทียบแบบเส้นต่อเส้น โดยการสร้าง Synteny map นั้นจะต้อง

อาศัยหลักการของยีนที่มีความใกล้เคียงกัน (Homologous gene) เพ่ือทำการเปรียบเทียบความคล้ายกัน

ของลำดับนิวคลีโอไทด์ในโครงสร้างของจีโนมนั้น ๆ (Song et al., 2004) ซึ่งกว่าจะ Synteny map 

ออกมานั้นต้องใช้การคำนวนของอัลกอริทึมมาคำนวนด้วยระบบคอมพิวเตอร์เพื่อทำการแสดงผลออกมา

เป็นภาพ (รูปที่ 2.15 และ รูปที่ 2.16) 

 

รูปที่ 2.15 ขั้นตอนที่คำนวณด้วยระบบคอมพิวเตอร์ 

รูปที่ 2.16 แผนภาพการเปรียบเทียบของ synteny map (Wang et al., 2007) 
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 2.4.7 ฐานข้อมูลของ antiSMASH 

ในปัจจุบันนั้นแบคทีเรียและเชื้อรานั้นจะประกอบไปด้วยกลุ่มของยีนที่มีประมาณ 40 ยีน 

ที่จะสามารถนำมาถอดรหัสได้และยังสามารถผลิตสารทุติยภูมิได้อีกหลากหลายชนิด ดังนั้นข้อมูลจำพวกนี้

จึงมีมากมายและมีการถูกค้นพบอยู่ทุกวัน ดังนั้นฐานของข้อมูลที่ทำการรองรับข้อมูลเหล่านี้คือ ฐานข้อมูล

ของ antiSMASH ซึ่งฐานข้อมูลของ antiSMASH นั้นจะทำการรวบรวมข้อมูลของกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับ

ความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมินั้น ๆ ตัวฐานข้อมูล antiSMASH มีระบบปฏิบัติการที่สามารถค้นหา

หรือวิเคราะห์กลุ่มยีนที่ได้จากข้อมูลจำพวก complete genome และ draft genome ได้ ทำให้สะดวก

ต่อการที่จะศึกษาทางพันธุศาสตร์ของเชื้อและยังสามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการทดลองเป็นอย่างมาก 

(http://antismash.secondarymetabolites.org.) (Weber et al., 2015) 

 2.4.8 แผนภูมิสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) (สมชาย, 2551) 

แผนภูมิสายวิวัฒนาการหรือแผนภูมิสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) นั้นคือการนำ

ข้อมูลทางสันฐานวิทยาที ่นำแต่ลำดับนิวคลีโอไทด์และโปรตีนของยีนต่าง ๆ ที่เป็นแบบ ออร์โธล็อก 

(orthologue) โดยการต้นไม้แห่งสายวิวัฒนาการนั้นจำเป็นต้องมีส่วนประกอบดังต่อไปนี้คือ กิ่งหรือแขนง 

(branch) และกิ่งนั้นยังสามารถแยกย่อยเป็นสองทาง (bifurcation) หรือเป็นกิ่งย่อย ๆที่มากกว่าสองกิ่ง 

(multifurcation) ได้ ตำแหน่งที่แตกออกไปจากกิ่งย่อยเป็นจุดนั้นจะเรียกว่า โนด (node) ซึ่งจะเป็นด้าน

ปลายสุดของลำดับเบส ส่วนใบ (leaf) หรือ แทกซอน (taxon) หรือ หน่วยอนุกรมวิธาน เชิงปฏิบัติการ 

(operational taxonomicunit; OTU) ในนั้นจะมีสปีชีส์ของสิ่งมีชีวิตอยู่ตรงตำแหน่งนั้น ๆ  ถ้าทำการ

พิจารณาแผนภูมิสายวิวัฒนาการเป็นกราฟนั้น ส่วนยอด (vertex) ก็คือโนด แขนงตรงข้าง ๆที่ทำการต่อ

กับโนดมีลักษณะเป็นเส้นขอบ (edge) แต่ว่าต้นไม้แห่งสายวิวัฒนาการนั้นอาจจะมีจุดกำเนิดร่วมกันหรือ

ตำแหน่งนี้จะเรียกว่า ราก (rooted tree) ซึ่งจะมีจุดยอดเป็นตำแหน่งของบรรพบุรุษร่วมกันของแทกซา 

(taxa) หรืออาจจะไม่มีราก (unrooted tree) ก็ได้แสดงอยู่ในรูป 2.17 

การสร้างแผนภูมิสายวิวัฒนาการ มีโปรแกรมสำหรับสร้างที่เน้นการสร้างแผนภูมิสาย

วิวัฒนาการที่ดีที่สุด โดยหลักการสร้างมีอยู่ดังนี้ 

1) การรวบรวมของชุดข้อมูล 

การค้นหาและทำการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ ฐานข้อมูลที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ EMBL 

(https://www.ebi.ac.uk/) NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือนำมาทำการบลาส (blast) 
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2) การนำลำดับทั้งหมดมาทำการจัดเรียง 

การจัดเรียงนั ้นจำเป็นต้องใช้โปรแกรมทางคอมพิวเตอร์มาช่วย เช่น โปรแกรม 

ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) ข้อมูลที ่ได้ร ับนั ้นอาจจะเกิดช่องว่างที่

เรียกว่า gap ดังนั้นจำเป็นต้องนำมาแก้ไขด้วยตอนเองอีกครั้งด้วยโปรแกรม BioEdit  

3) การเลือกใช้ว ิธ ีว ิเคราะห์โมเดลและโปรแกรมสำหรับการสร้าง ต้นไม้แห่งสาย

วิวัฒนาการ 

a. การเลือกว่าจะสร้างแผนภูมิสายวิวัฒนาการจากลำดับของดีเอ็นเอหรือลำดับ

ของโปรตีน ถ้าเกิดว่าลำดับของโปรตีนมีความใกล้ชิดกันมากจะทำให้มีการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอมาก

ด้วยเช่นกัน ดังนั้นควรใช้ลำดับดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธ์ที่ห่างกันมาก  

a. การเลือกว่าจะสร้างแผนภูมิสายวิวัฒนาการแบบมีรากหรือไม่มีราก การ

พิจารณาเพื่อตรวจสอบว่ากลุ่มยีนเป็นออร์โธลอกกันหรือไม่ อาจจะจำเป็นต้องใช้แผนภูมิสายวิวัฒนาการ

แบบไม่มีรากแต่ในปัจจุบันการสร้างแผนภูมิสายวิวัฒนาการมักจะมีราก  คือแผนภูมิสายวิวัฒนาการที่

สามารถแสดงบรรพบุรุษร่วมของทุกแทกซา ที่จำเป็นต้องศึกษาเป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อความเข้าใจใน

กระบวนการวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการแบบมีราก มีอยู่สองวิธีได้แก่ เริ่มจาก

การใส่นอกกลุ่มเข้าหาในกลุ่มโดยเลือกข้อมูลจำพวกนอกกลุ่มหรือลำดับที่ถูกจำลองมา โดยใช้ข้อมูลลำดับ

จากเคลดหนึ่งไปใช้เป็นฐานข้อมูลกลับอีกเคลดหนึ่ง 

b. การจัดเรียงข้อมูลโดยแต่ละคอลัมน์นั้นการจัดเรียงจะเริ่มตั้งแต่ลำดับที่เป็นโฮ

โมโลกัสกัน กล่าวคือเริ่มจากวิวัฒนาการตำแหน่งเดียวกันบนลำดับเบสเดียวกันโดยไม่มีการตัดลำดับเบส

ใด ๆออก จากนั้นทำการตัดส่วนที่เป็นช่องว่างทิ้งรวมทั้งคอลัมน์ที่ยังคลุมเครือออกให้หมด ซึ่งจะทำให้ 

แผนภูมิสายวิวัฒนาการนี้มีคุณสมบัติที่ดีข้ึน 

รูปที่ 2.17 องค์ประกอบสำคัญขอแผนภูมิสายวิวัฒนาการรูป ก และ ข นั้นแสดงแผนภูมิสายวิวัฒนาการ

ชนิดที่มีรากโดยรูป ข จะมีลักษณะเป็นเส้นแนวนอนส่วนรูป ค เป็นแบบไม่มีราก  (สมชาย, 

2551) 
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2.5 การศึกษาสารทุติยภูมิของ Streptomyces 

 ขั้นตอนการศึกษาสารทุติยภูมิของ Streptomyces เป็นขั้นตอนที่สำคัญของการศึกษาสารที่  

Streptomyces ผลิตได้ เพ่ือที่จะทราบว่า Streptomyces ที่เรานำมาศึกษานั้นมีสารที่เป็นประโยชน์มาก

น้อยเท่าไร โดยจะเริ่มการศึกษาจาก การเพาะเลี้ยง การสกัด การแยกสาร และการศึกษาโครงสร้างของ

สารที่แยกได้  

 2.5.1 การศึกษาการเพาะเลี้ยง 

การศ ึกษาข ั ้นตอนการเพาะเล ี ้ยงม ีความสำค ัญอย ่างมากต ่อการผล ิตสารของ  

Streptomyces เพราะสารที ่ถูกผลิตออกมานั ้นจะมีอยู ่จำนวนมากหรือน้อยขึ ้นอยู ่กับวันที ่ทำการ

เพาะเลี้ยงอยู่ที่ระยะเวลาประมาณ 7 - 14 วัน เพราะถ้าเกิดเลี้ยงนานกว่าเวลาดังกล่าวสารอาหารที่ทำการ

จัดเตรียมไว้จะหมดทำให้เชื ้อ Streptomyces หยุดการผลิตสารและทำให้สารเสียสภาพหรือบางชนิด

อาจจะหาแหล่งพลังงานใหม่โดยการใช้สารทุติยภูมิที่ผลิตเองมาเป็นแหล่งพลังงานเอง ทำให้เราได้รับสารที่

ต้องการจะศึกษาน้อยลง (ชัยสิทธิ์, 2558) 

 2.5.2 การศึกษาการสกัด (extraction)  

    คือขบวนการแยกสารสกัดหยาบจากสิ่งที่เราต้องการนำมาศึกษาโดยใช้ของเหลวชนิด

หนึ่งที่มีคุณสมบัติการละลายในตัวทำละลายที่แตกต่างกัน โดยตัวทำละลาย  (solvent) ซึ่งการสกัดนั้น

แบบวิธีการสกัดออกเป็น 2 แบบ คือ  

  2.5.2.1. การสกัดแบบของแข็งกับของเหลว (Solid-Liquid Extraction) ใช้ในการสกัด

สารออกมาโดยใช้ตัวทำละลาย ละลายส่วนประกอบที่เป็นของแข็งที่ต้องการทำการสกัด เช่น ต้องการสกัด

ตัวเซลล์ จำเป็นต้องผ่านขั้นตอนนี้คือ นำตัวเซลล์ที่เจริญครบตามกำหนดมาแช่ด้วยตัวทำละลายที่อุณหภูมิ

ที่เหมาะสมจนกระทั่งมีสารออกมากับตัวทำละลายมากที่สุด การแช่นั้นมักจะใช้ระยะเวลา 1-3 วัน แล้วแต่

ตัวอย่างที่เรานำมาศึกษา โดยที่ตัวเซลล์คือของแข็ง ตัวทำละลายคือของเหลว หลังจากนั้นจะทำการกรอง

แยกโดยการกรองเพื่อแยกตัวเซลล์ออกจากออกตัวทำละลาย จะได้รับสารสกัดหยาบ (Crude Extract) 

โดยสารละลายที่ถูกนำมาใช้ ได้แก่ เมทานอล อะซิโตน เป็นต้น (Handley, 1999) 

  2.5.2.2. การสกัดแบบของเหลวกับของเหลว (Liquid-Liquid Extraction) เป็นการสกัด

โดยใช้ตัวทำละลายใหม่สกัดออกมาจากสารละลายที่เป็นของเหลว ซึ่งตัวทำละลายที่เติมส่วนมากนั้นมักจะ

เป็นของเหลวหรือจะอยู่ในรูปแบบน้ำ อุปกรณ์ส่วนใหญ่ที่ใช้ได้แก่ กรวยกรองแยก (separatory funnel) 

การสกัดด้วยวิธีนี้จำเป็นต้องพิจารณาตัวทำละลายที่เหมาะสมซึ่งสามารถพิจารณาได้ด้วยข้อมูลเหล่านี้คือ 

ต้องสามารถละลายสารที่ต้องการนำมาศึกษาให้ออกจากสารละลายได้ที่อุณหภูมิห้อง ต้องมาละลาย
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สารละลายจนเป็นเนื้อเดียวกันและควรจที่จะมีจุดเดือดท่ีต่ำเพ่ือให้ง่ายต่อกาสกัด และตัวทำละลายนั้นต้อง

ไม่ผสมกับสารตัวอย่าง (นันทวัน, 2555)   

2.6 โครมาโทกราฟี (Chromatography)  

 เป็นเทคนิคการแยกสารบริสุทธิ์ออกมาจากสารตัวอย่างเทคนิคนี้เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในปัจจุบัน

เป็นอย่างมาก เพื่อที่แยกสารที่ผสมออกจากกัน หลักการของโครมาโทกราฟีคือการแยกสารออกจากกัน

โดยอาศัยเฟส (phase) อย่างน้อย 2 ชนิด ซึ่งเฟส 2 ชนิด ได้แก่ เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) และเฟส

คงที่ (stationary phase) โดยสารตัวอย่างนั้นจะเริ่มเคลื่อนที่ผ่านจากเฟสคงที่ โดยตัวที่จะนำพาสารไป

จะเป็นเฟสเคลื่อนที่ซึ่งสารตัวอย่างนั้นจะค่อยๆเคลื่อนที่ผ่านเฟสคงที่ในอัตราการไหลนั้นจะขึ้นอยู่กับ

ปฏิกิริยาที่ต่อกันระหว่างสารตัวอย่างและสารที่อยู่ในเฟสคงที่ กับเฟสเคลื่อนที่ เช่นสารที่สามารถทำ

ปฏิกิริยาได้ดีในเฟสคงที่ นั้นจะทำให้อัตราการไหลนั้นช้าเฟสคงที่ นั้นมีทั้งหมด 2 ชนิด ได้แก่เฟสคงที่ที่มี

สถานะเป็นของเหลว และเฟสคงที่ที่มีสถานะเป็นของแข็ง ซึ่งถ้าเฟสคงที่มีสถานะเป็นของแข็งนั้นจะถูก

เรียกว่า absorption หรืออีกชื่อหนึ่งจะเรียกว่า sorption จะมีหน้าที่หลักคือการดูดซับสารได้ชั่วคราว 

สำหรับเฟสคงที่ที่มีสถานะเป็นของเหลวนั้นอาจจะมีสารเคลือบบาง ๆอยู่บนเม็ดของของแข็งซึ่งที่นิยมใช้

นั้นคือ ซิลิก้าเจล (silica gel) และ sephadex lh-20 ซึ่งข้อแตกต่างของซิลิก้าเจล กับ sephadex lh-20 

คือ ซิลิก้าเจลจะแยกสารตัวอย่างโดยอาศัยหลักการแยกแบบมีขั้วจะอยู่กับจำพวกมีขั้ว และต้องใช้ตัวทำ

ละลายอย่างน้อย 2 ชนิดขึ้นไป ส่วน sephadex lh-20 นั้นอาศัยหลักการแยกขนาดซึ่งสารตัวอย่างที่มี

ขนาดใหญ่กว่าจะออกมาก่อนสารทีมีขนาดเล็กเพราะสารที่มีขนาดเล็กต้องไหลผ่ารูพรุนที่อยู่ในเม็ด  

sephadex lh-20 ก่อนถึงจะไหลออกมาได้ และ sephadex lh-20 มักนิยมใช้ตัวทำละลาย 1 ชนิด โดย

ชนิดตัวทำละลายที่ใช้ทั่วไปมักจะเป็นเมทานอลข้อดีของการใช้ ซิลิก้าเจล คือ ราคาถูกกว่า แต่การที่จะหา

ตัวทำละลายที่จะแยกสารตัวอย่างออกอย่างชัดเจนนั้นต้องทำการหาตัวทำละลายที่เหมาะสมเป็น

เวลานานและเมื่อได้แยกสารทุติยภูมิออกมาได้นั้นขั้นตอนการกลั่นนั้นไม่สามารถนำตัวทำละลายกลับมา

ใช้ใหม่ได้ ซิลิก้าเจลอาจจะไม่สามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้เพราะบางครั้งสารตัวอย่างนั้นจะติดอยู่กับ เฟส

คงที่เป็นจำนวนมากจึงไม่สามารถนำกลับมาใช่กับตัวอย่างอื่น ๆ ต่อไปได้ ส่วน sephadex lh-20 มีราคา

ที่ค่อนข้างสูง ใช้ตัวทำละลายอย่างน้อย 1 ชนิดถ้าผ่านขบวนการแยกสารทุติยภูมิออกจากตัวทำละลาย

สามารถนำตัวทำละลายกลับมาใช้ได้ไหมและยังสามารถนำ sephadex lh-20 นั ้นกลับมาใช้ได้ใหม่ 

(Bellahcene, 2018) 
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การเตรียมคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column chromatography) โดยวิธีนี้จำเป็นต้องใช้คอลัมน์

แก้ว ซึ่งมีลักษณะเปิดปิดได้ด้านล่างลักษณะเหมือนก๊อก ด้านในจะต้องบรรจุผงดูดซับ (adsorbent) ซึ่ง

ต้องผสมตัวทำละลายไปส่วนหนึ่งและทำการเคาะคอลัมน์ให้ผงและตัวทำละลายแน่นเพื่อที่จะแยกสาร

ตัวอย่างออกเป็นชั้นได้อย่างง่ายเวลาเก็บสารแต่ละชั้นหรือแต่ล่ะ  fractions การละลายสารตัวอย่างนั้น

จำเป็นต้องละลายโดยใช้ตัวทำละลายชนิดเดียวกัน เมื่อละลายตัวอย่างเสร็จแล้ว เราจะเติมตัวทำละลายที่

มีตัวอย่างลงไปในคอลัมน์ ตัวทำละลายนั้นจะพาสารตัวอย่างผ่านผงดูดซับจนเกิดแถบสี (color bands) 

ของแต่ละชั้นสีออกจากกัน (ในกรณีนี้จะเกิดขึ้นได้เพราะสารตัวอย่างมีสีของตัวเอง) แต่ถ้าสารตัวอย่างนั้น

ไม่มีสีเราสามารถใช้แสงอุลตร้าไวโอเลตส่องดูแถบสีได้ เป็นต้น  

สารทุติยภูมินั้นมักจะมีโครงสร้างที่ซับซ้อนและมีความหลากหลายอย่างมาก ผู้ที่จะทำการทำนาย

โครงสร้างของสารทุติยภูมิได้นั้นจำเป็นต้องมีความรู้เฉพาะทางที่สูงมากรวมถึงการวิเคราะห์ผลที่ได้จาก

เทคนิคอื่น ๆ ประกอบเข้าด้วยกัน ซึ่งแต่ละเทคนิคนั้นต้องอาศัยข้อมูลที่สามารถส่งเสริมกันและกัน

เพื่อที่จะได้วิเคราะห์โครงสร้างของสารทุติยภูมินั้น ๆออกมาได้อย่างถูกต้อง ซึ่งข้อมูลที่จะส่งเสริมกันได้มี

ทั ้ง โครงสร้าง น้ำหนักโมเลกุล ค่า optical rotation และทิศทางของแต่ล่ะ stereo center ค่าของ

แมสสเปกโตรเมทรี เป็นต้น เครื่องมือที่ถูกใช้ในปัจจุบันนั้นสามารถอำนวยความสะดวกให้แก่ผู้วิเคราะห์

โครงสร้างของสารอย่างมากกว่าแต่ก่อน ไม่ว่าจะเป็น LC/MS/MS ที่สามารถทราบได้ถึงน้ำหนักโมเลกุล

ของสารเหล่านั้นและยังสามารถบอกได้ว่าโครสร้างของสารหน้าตาประมาณไหน มีโครงสร้างตรงไหนที่

สำคัญ โดยจะทราบได้จากแต่ละ fragment ที่สามารถแตกตัวออกมาจากองค์ประกอบกับข้อมูลที่ได้จาก

เทคน ิคท ี ่ เ ร ี ยกว ่ า  Nuclear Magnetic Resonance ท ั ้ งท ี ่ เป ็นประเภท 1Dimension-NMR และ 
2Dimension-NMR สามารถบอกได้ถึงองค์ประกอบของธาตุคาร์บอน ออกซิเจน ไนโตรเจน ไฮโดรเจน 

และธาตุอื่น  และยังสามารถบอกได้ว่าแต่ละองค์ประกอบอยู่ตำแหน่งไหนอย่างไร เป็นต้น และยังมีอีก

เทคนิคที่เรียกว่า Infrared spectroscopy ที่สามารบอกได้ถึงหมู่ฟังก์ชั่นบนสารประกอบ เช่น เอมีน หมู่

คาร์บอนิล หมู่ไฮดรอกซิล เป็นต้น (Bovey, 1987) 

 2.6.1 เคร ื ่ องโครมาโทกราฟ ีของเหลวสมรรถนะส ูง ( High Performance Liquid 

Chromatography; HPLC) 

เ ค รื่ อ ง โ ค รม า โ ท ก ร า ฟ ี ข อ ง เ หล วส มร รถ น ะส ู ง ( High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้แยกสารภายใต้ความดันของของเหลว ซึ่งวิธีนี้สามารถทำ

ให้ได้คุณภาพการวิเคราะห์และได้ปริมาณการวิเคราะห์ วิธีนี้เป็นที่นิยมมากกับงานด้านต่าง ๆเช่น ทางด้าน

การแพทย์ ทางด้านเภสัชกรรม ในงานด้านงานวิจ ัย งานด้านอุตสาหกรรม  เป็นต้น ซึ ่งเทคนิค 
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โครมาโตรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงนี้ยังสามารถใช้แยกสารผสมได้ ซึ่งตัวสูบนี้จะทำการสูบตัวทำละลาย

ที่ทำหน้าที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ซึ่งเฟสเคลื่อนที่นี้จะทำการพาสารตัวอย่างเข้าไปในหน่วย

ฉีดสาร ที่จะผ่านอนุภาพที่เป็นเฟสคงที่ (stationary phase) เมื่อผ่านเฟสคงที่ที่เสร็จแล้ว สารตัวอย่างจะ

เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์และถูกแยกออกมาเป็นสารบริสุทธิ์ หลังจากแยกออกมาแล้วจะผ่านเข้าสู่ตัวเครื่องวัด

สัญญาณในเวลาที่แตกต่างกัน สัญญาณที่ได้นั้นจะอยู่ในรูปไฟฟ้าตามเวลาและปริมาณของสารแต่ละตัวที่

สามารถวัดได้ จากนั ้นสัญญาณจะถูกส่งกลับไปยั งเครื ่องบันทึกสัญญาณเพื่อแสดงผลออกมาเป็น 

โคโมโทแกรม โดยทั่วไปนั ้น (กมลรัตน์ และปิยะดา, 2559) เครื ่องมือของโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูงจะมีส่วนประกอบที่สำคัญอยู่ 6 ส่วน (รูปที่ 2.18) (ชูติมา, 2546) คือ 

 

รูปที่ 2.18 องค์ประกอบของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography; HPLC) (ชูติมา, 2546) 

2.7 นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปี (NMR spectroscopy) 

สเปกโทรเมตร ีน ิวเคล ียร ์แมกเนต ิกเรโซแนนซ์  (Nuclear Magnetic Resonance 

Spectrometry ; NMR) เป็นการศึกษาข้อมูลของการดูดกลืนแสงของพลังงานแม่เหล็กไฟฟ้าโดยนิวเคลียส

ในอะตอมของโมเลกุลในร ูปแบบที ่นอกเหนือจากสเปกโทรเมตร ีอ ัลตราไวโอเลต (Ultraviolet 

Spectrometry; UV) (รูปที่ 2.19) โดยค่าของสเปกโทรเมตรีนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์นั้น นิวเคลียส

ถูกวางอยู่ในสนามแม่เหล็กที่มีความแรงของค่าหนึ่งๆ จึงสามารถดูดกลืนพลังงานแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วง

ความถี่ของวิทยุ (radiofrequency; rf) หากนิวเคลียสทีทำการศึกษาเป็นนิวเคลียสของอะตอมไฮโดรเจน

หรือโปรตอนจะถูกเรียกว่า นิวเคลียสแมกเนติกเรโซแนนซ์ของโปรตอน (Proton NMR; 1H-NMR) ค่าที่ได้
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จะเก่ียวกับจำนวนและชนิดของโปรตอนที่อยู่ในโมเลกุลของสารที่นำมาศึกษา และนิวเคลียสของคาร์บอน

จะเรียกว่า นิวเคลียสแมกเนติกเรโซแนนซ์ของคาร์บอน (Carbon NMR; 13C-NMR) (เย็นหทัย, 2549) ซึ่ง

ข้อมูลทางนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโกปีที่จะใช้ในการหาโครงสร้างประกอบด้วย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.19 รังสีคลื่นแม่เหล็ก 

 2.7.1 โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกส์เรโซแนนซ์ (1H-NMR) 

เป็นการศึกษาสมบัติของนิวเคลียสในอะตอม ในนิวเคลียสของอะตอมจะมีประจุที่สามารถ

หมุนรอบตัวเองได้ (spin) ทำให้เกิดขั้วแม่เหล็ก (magnetic dipole) ตามแกนของนิวเคลียส โปรตอนที่

อยู่ในนิวเคลียสของอะตอมไฮโดรเจนสามารถหมุนได้จึงทำให้เกิดโมเมนต์แม่เหล็ก (magnetic moment; 

μ) ขึ้น เมื่อโปรตอนดังกล่าวอยู่ในสนามแม่เหล็กภายนอก (B0) จะส่งผลต่อการหมุนของโปรตอนได้ 2 

แบบ คือหมุนในทิศเดียวกันกับสนามแม่เหล็ก B0 อีกแบบหนึ่งคือ หมุนในทิศตรงข้ามกับสนามแม่เหล็ก B0 

ในโมเลกุลหนึ่งของโปรตอนจะมีการวางตัวของอิเล็กทรอนิกที่ไม่เหมือนกันเนื่องจากอะตอมที่อยู่ข้างเคียง 

ทำให้โปรตอนเหล่านั้นมีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนแตกต่างกันและได้รับผลจากสนามแม่เหล็กหลัก

และความถี่คลื่นวิทยุที่ให้เข้าไปไม่เท่ากันจึงเกิดเรโซแนนซ์และปรากฏเป็นสัญญาณที่ตำแหน่งต่างๆ

เรียกว่าค่าเคมิคัลชิฟ (chemical shift) ของโปรตอนนั้นโดยปกติค่าเคมิคัลชิฟของโปรตอนจะปรากฎ

ในช่วงประมาณ 0-12 ppm (อรอุมา, 2547) 

เอ็กซ์เรย ์
อัลตรา 

ไวโอเลต 
วิสิเบิล  

อินฟรา

เรด 
 

ไมโคร

เวฟ 
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ความถี่

พลังงาน 
สูง ต่ำ 

200 nm 400 nm 800 nm 2.5 µm 15 µm 1 m 5 m 

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ 

ความยาวคลื่น สั้น ยาว 
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 2.7.2 คาร์บอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (Carbon-Nuclear Magnetic Resonance; 
13C-NMR) 

ข้อมูลที่ได้จากคาร์บอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ สามารถนำมาระบุโครงสร้างทาง

เคมีของสารอินทรีย์ต่างๆ ข้อมูลที่ได้จาก 13C-NMR ก็เช่นเดียวกับข้อมูลที่ได้จาก 1H-NMR คือบอกให้

ทราบถึงจำนวนและชนิดของคาร์บอนที่มีอยู่ในโมเลกุลของสาร และที่สำคัญมากที่สุดคือ ทำให้ทราบถึง

การจัดเรียงตัวของคาร์บอนซึ่งเป็นโครงสร้างหลักในโมเลกุลของกลุ่มสารต่างๆ (อรอุมา, 2547) ซึ่งค่าเคมิ

คัลชิฟของคาร์บอนที่มีหมู่แทนที่ (saturated carbon) จากปรากฏในช่วงประมาณ 8-60 ppm และถ้ามี

อะตอมที่มีสภาพไฟฟ้าลบ (electronegative atom) อยู่ข้างเคียงจะเกิดการส่งเสริมของสนามแม่เหล็ก

ไฟฟ้า ทำให้สัญญาณของคาร์บอนตัวนั้นไปปรากฏที่บริเวณสนามต่ำที่ประมาณ 40-70 ppm สำหรับ

คาร ์บอนที ่ม ีพ ันธะคู ่หร ือสาม (unsaturated carbon) และคาร ์บอนในสารประกอบแอโรแมติก 

(aromatic carbon) สัญญาณจะปรากฏที ่บริเวณ 100-150 ppm ส่วนคาร์บอนของหมู ่คาร์บอนิล 

(carbonyl carbon) เช่น คาร์บอนในสารประกอบพวกอัลดีไฮด์ คีโตน กรดคาร์บอกซิลิก หรือ เอสเทอร์ 

สัญญาณจะปรากฏที่ตำแหน่งสนามต่ำมากของสเปกตรัม ประมาณ 155-200 ppm (ตารางที่ 2.7) (Pavia 

et al., 1996)  

ตารางที่ 2.7 ค่าเคมิคัลชิฟของคาร์บอนประเภทต่าง ๆ 

ประเภทคาร์บอน ตัวอย่างโครงสร้าง ช่วงค่า chemical shift (ppm) 
saturated carbon R-CH3 

R-CH2-R’ 
R3-CH, R4-C 

-C-O 
-C-X, X=Cl, Br, I 

8 – 30 
20 – 45 
30 – 60 
50 – 70 
40 – 65 

unsaturated carbon C=C 100 – 145 
aromatic carbon C6H6 110 – 150 

nitrile carbon C≡N 110 – 135 
carbonyl carbon -COOH, -COOR, 

-COH, R-COR’ 
155 – 185 
185 – 220 
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 2.7.3 นิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ (2-Dimentional Nuclear Magnetic 

Resonance; 2D-NMR) (เย็นหทัย, 2549) 

นอกจากเทคนิค 1H-NMR และ 13C-NMR ที่สามารถจำแนกชนิดของคาร์บอนประเภท

ต่างๆ ได้นั้น การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารทุติยภูมินั้นมีความซับซ้อนดังนั้นจึงจำเป็นที่จะต้อง

อาศัยเทคนิคของนิวเคลียร์แมกเนติกส์เรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ (2D-NMR) จะประกอบไปด้วย 3 แกน คือ 

แกนแรกคือ X (ค่า  (ppm) หรือ J (Hz)) แกนที่สองคือ Y (ค่า  (ppm) หรือ J (Hz)) และแกนที่สามคือ 

Z (ค่าความเข้มสัญญาณ) ค่าสเปกตรัมนิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิตินั้นสามารถพล็อตได้ 2 

แบบ คือ แบบสแตก (stacked plot) และแบบคอนทัวร์ (contour plot) โดยจะทำการแปลงความเข้ม

ของสัญญาณเป็นจุด ซึ่งมีความนิยมมากกว่าการสแตกพล็อต นิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ (2-

Dimentional Nuclear Magnetic Resonance; 2D-NMR) นั้นมีชนิดของสเปกตรัมเป็นความสัมพันธ์

ระหว่างนิวเคลียสอะตอมเดียวกันหรือต่างชนิดกัน มีดังนี้ 

 2.7.3.1 เทคนิคเอชเอ็มคิวซี (HMQC) หรือเอชเอ็มคิวซี (Heteronuclear Multiple 

Quantum Coherence; HMQC) เป็นความสัมพันธ์ระหว่างอะตอมของคาร์บอนและไฮโดรเจนที่อยู่ห่าง

กันประมาณ 3 พันธะ 

2.7.3.2 เทคนิคเอชเอสคิวซี (HSQC) เทคนิคนี้สามารถบอกได้ว่าอะตอมของไฮโดรเจนอยู่

บนคาร์บอนใด 

2.7.3.3 เทคนิคโคซีระหว่างโปรตอนกับโปรตอน (H-H COSY) เทคนิคที่เรียกว่า โคซี 

(Correlation Spectroscopy; COSY) นี้เป็นความสัมพันธ์ของของอะตอมโปรตอนและโปรตอนข้างเคียง

หรือโปรตอนที่อยู่ห่างกันไม่เกิน 3 พันธะ 

2.7.3.4 เทคนิคโนซี นี้จะแสดงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตอนกับโปรตอนที่เกิดจากอันตร

กิริยาผ่านช่องว่าง เนื่องจากผลเชิงนิวเคลียร์โอเวอร์เฮาเซอร์แล้วโปรตอนสองตัวที่เกิดการอันตรกิริยากัน

จะผ่านช่องว่าง และจะปรากฏพีกตรงข้ามในสเปกตรัมแบบ 2 มิติ ซึ่งสเปกตรัมทั้งสองนี้จะมีลักษณะ

คล้ายกันนกัน โดยมีทั ้งแกน X และแกน Y เป็นค่า  (ppm) ของโปรตอน เทคนิคนี้ใช้เพื ่อยืนยัน

โครงสร้างที่มีมากกว่า 1 ไอโซเมอร์ เช่น ไอโซเมอร์แบบซิส (cis-) และทรานส์ (trans-) ได ้

 2.7.4 แมสสเปกโทรเมทรี (Mass Spectrometry) (ณัฐธิดา, 2560) 

เป็นเทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์ที่มีประสิทธิภาพสูงและเป็นที่นิยมใช้ในการหาวิเคราะห์

หาสารและยังสามารถใช้ระบุโครงสร้างทางเคมีของสารที ่ต่างกันได้ โดยจะตัวแมสสเปกโทรเมทรี

จำเป็นต้องอาศัยหลักการเปลี่ยนสารตัวอย่างจากสถานะของแข็งไปเป็นของเหลวหรือก๊าซให้กลายเป็น
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ก๊าซในรูปไอออน (gaseous ions) ซึ่งอาจจะมีการแตกตัวของสาร (fragmentation) หรืออาจจะไม่ก็ได้ 

โดยส่วนที่ทำหน้าที่ผลิตไอออน ( ion source) จะเป็นตัวที่ให้พลังงานกับโมเลกุลของสารที่สูงเพียงพอ 

เพ่ือที่ทำให้เกิดการไอออไนเซชันให้กลายสภาพเป็นไอออนของโมเลกุล  

2.8 สารทุติยภูมิของ Streptomyces  

 สารทุติยภูมิ (secondary metabolite) เป็นสารประกอบทางเคมีที่สำคัญมากต่อสิ่งมีชีวิตส่วน

ใหญ่จะได้รับมาจากสิ่งมีชีวิตจำพวก พืช สัตว์ หรือจุลินทรีย์ ตามปกติทั่วไปแหล่งที่สามารถผลิตได้มาก

ที่สุดคือ พืชจำพวกสมุนไพร ซึ่งทำให้สารทุติยภูมิจากพืชนั้นเป็นที่นิยมนำมาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์อย่าง

มากมายตามท้องตลาดซึ่งการนำสารทุติยภูมิจากพืชนั้นมีการนำมาใช้ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1800 และหลังจากนั้น

นักวิทยาศาสตร์ได้ค้นพบว่าจุลินทรีย์นั้นสามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีความหลากหลายที่อีกทั้งยังมีความ

แตกต่างที่พบในพืช (Bugni and Ireland, 2004) แอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะได้ 

ส่วนมากจะเป็นสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ที่มีมวลโมเลกลุต่ำสามารถยับยั้งหรือทำลาย

จุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ได้ด้วยที่มีความเข้มข้นน้อย ๆ สารปฏิชีวนะโดยประมาณ 2 ใน 3 หรือมากกว่า 4000 

ชนิด ถูกพบในธรรมชาติมากกว่าการสังเคราะห์ขึ้นมา และส่วนมากพบสารในแอคติโนมัยสีท มักจะถูก

นำไปใช้ในทางด้านการแพทย์ เช่น chloramphenicol macrolides anthracyclines tetracyclines 

และ aminoglycosides เป็นต้น และยังมีสารอื่น ๆที่สามารถนำไปใช้ในด้านต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรม

เครื่องสำอาง อุตสาหกรรมเวชสำอาง และอุตสาหกรรมอาหาร เป็นต้น หลังจากที่นักวิทยาศาสตร์นั้นได้

ค้นพบว่าจุลินทรีย์นั้นสามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีความแปลกใหม่ได้นั้น จึงทำให้มีการศึกษาจุลินทรีย์มาก

ยิ่งขึ้น ซึ่งต่อมาการศึกษาจุลินทรีย์นั้นได้ค้นพบว่าสามารถแยกได้จากดินนั้นจะมีความหลากหลายทางการ

ผลิตสารทุติยภูมิมากกว่าที่แยกได้จากที่อ่ืน ๆ และยังมีฤทธิ์การต้านการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคและ

มีฤทธิ ์การต้านอนุมูลอิสระได้ (Bhatnagar and Kim, 2012) ดังนั ้นสารทุติยภูมิที ่ Streptomyces  

สามารถผลิตได้นั ้นมีความสำคัญต่อต่อมนุษย์มากในปัจจุบัน เพราะในบางกรณี Streptomyces นั้น

สามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีความแปลกใหม่ ทางโครงสร้างเคมีของสารที่ทุติยภูมิและสารทุติยภูมิที่ถูก

ผลิตออกมานั้นบางครั้งก็ไม่มีความจำเป็นต่อการดำรงชีวิตหรือการเจริญเติบโตของ  Streptomyces ใน

บางสปีชีส์แต่สารทุติยภูมิที่ถูกผลิตออกมานั้นมีบทบาทสำคัญในการแข่งขันเพ่ือที่จะมีชีวิตรอดในธรรมชาติ

หรือยับยั้งการเจริญเติบโตของคู่แข่งหรือฆ่าแบคทีเรียรอบ ๆได้ ชนิดของสารทุติยภูมิที่ Streptomyces 

สามารถผลิตได้แสดงอยู่ในตารางที่ 2.8 และโครงสร้างของสารทุติยภูมิที ่ถูกผลิตโดย Streptomyces 

แสดงอยู่ในตารางที่ 2.9 
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2.9 สารต้านอนุมูลอิสระและอนุมูลอิสระ 

 2.9.1. อนุมูลอิสระ (free radicals) 

    อนุมูลอิสระ คือ โมเลกุล อะตอม หรือ สารประกอบที่มีอิเล็กตรอนโมเลกลุเดี่ยว 

อยู่ในออร์บิทัลวงนอกและมีระดับพลังงานมากที่สุด เพราะเนื่องจากอิเล็กตรอนเดี่ยวไม่เสถียรพยายาม

จับคู่กับอิเล็กตรอนเดี่ยวอื่น จึงมีความไวสูงในการทำให้เกิดปฏิกิริยากับโมเลกลุอื่น ๆ (โอภา, 2550) 

อนุมูลอิสระหากเกิดขึ้นกับเซลล์จะสร้างความเสียหายกับเซลล์นั้นโดยจะทำปฏิกิริยากับไขมัน โปรตีน 

รวมทั้งโครงสร้างหรือเอนไซม์ และกรดนิวคลีอิก (ดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ) ทำให้เกิดการเสียหายต่อเซลล์

และทำให้เซลล์ตายในที่สุด (Watson et al., 2008) 

 2.9.2 สารต้านอนุมูลอิสระ (อัญชนา, 2544) 

    สารต้านอนุมูลอิสระมีความสำคัญต่อกระบวนการออกซิไดซ์อนุมูลอิสระ คือ

สารที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยปกติสิ่งมีชีวิตมักจะมีกระบวนการการป้องกันการทำลาย

เซลล์และเนื้อเยื่อจากอนุมูลอิสระพร้อมกับประกอบด้วยสารต้านอนุมูลอิสระมากมายหลายชนิดที่แตกต่าง

กันออกไปและรวมถึงการทำหน้าที่ที่หลากหลายด้วย ซึ่งประกอบไปด้วยที่เป็นทั้งเอนไซม์และไม่ได้เป็น

เอนไซม์ สารประกอบที่สามารถละลายน้ำได้และสารประกอบที่ละลายน้ำไม่ได้แต่ละลายในไขมันแทน 

โดยสารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้มักจะมีกลไกการต้านอนุมูลอิสระด้วยกันหลากหลายแบบ เช่น การยับยั้ง

การทำงานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอนไป (singlet oxygen quenching) ดักจับอนุมูลอิสระ (radical 

scavenging) หยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (chain-breaking) จับกับโลหะที่สามารถเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชันได้ (metal chelation) และยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ (enzyme inhibition) เป็นต้น 

โดยสารต้านอนุมูลอิสระแบ่งเป็น 5 ประเภทใหญ่ๆ ดังนี้ 

1. Primary antioxidant 
   สารที่อยู่ในกลุ ่มนี ้ส่วนใหญ่ประกอบด้วย สารประกอบฟีนอลิค (Phenolic 
compounds) ทำหน้าที่ในการหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่การเกิดอนุมูลอิสระในปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน 
รวมถึงสารโทโคฟีรอลธรรมชาติและสารสังเคราะห์ (Natural and synthetic tocopherol) alkyl 
gallate BHA BHT TBHQ และอ่ืน ๆ ซึ่งสารกลุ่มดังกล่าวทำหน้าที่ในการเป็นให้อิเล็กตรอน 

2. Oxygen scavenger 
สารกลุ่มนี้มักทำปฏิกิริยากับออกซิเจน จึงเป็นการช่วยในการกำจัดออกซิเจน

ระบบปิดได ้สารที่อยู่ในกลุ่มนี้ประกอบด้วย วิตามินซี หรือกรดแอสคิร์บิค เป็นต้น  
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3. Secondary antioxidant 
สารกลุ่มนี้ทำหน้าที่ในการสลายโมเลกุลของ lipid hydroperoxide ให้เป็นสาร

ที ่ม ีความเสถียร สารกลุ ่มนี ้ได ้แก่ ไดลอริลไทโอโพรพิออนเนต (dilauryl thiopropionate) และ 
thiopropionic acid 

4. Enzymic antioxidant  
สารกลุ ่มนี ้ทำหน้าที ่จำกัดออกซิเจนหรืออนุพันธ์ของออกซิเจนโดยเฉพาะ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) สารกลุ่มนี้ประกอบด้วยเอนไซม์ต่าง ๆที่เป็น primary antioxidant 
enzyme และ auxiliary antioxidant enzyme  

5. Chelating agent หรือ sequestrant 
สารกลุ่มนี้ทำหน้าที่จับไอออนเหล็กหรือไอออนโลหะ เช่น ทองแดง เหล็ก ซึ่ง

ไอออนนั้นจะเป็นไอออนที่สามารถส่งเสริมและเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน ทำให้เกิดเป็นสาร
เชิงซ้อนที่มีความเสถียร 

  2.9.3  ปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระ (โอภา, 2549) 

 ปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระถูกจัดอยู่ในปฏิกิริยาลูกโซ่ (Free radical chain 
rection) ซึ่งกลไกในการเกิดปฏิกิริยามีทั้งหมด 3 ขั้นตอน ดังนี้ 

1. Initiation step 
การเกิดอนุมูลอิสระในเซลล์เกิดขึ ้นจากปฏิกิร ิยาสลายพันธะด้วยน้ำ 

(Hydrolysis) รังสี (Radiolysis) แสง (Photolysis) หรือการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ (Redox reaction) และ
ยังมีเอนไซม์ตัวอ่ืน ๆ ที่สามารถทำให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้นในเซลล์รวมไปถึงโมเลกุลที่มีความไวสูง ในการทำ
ปฏิกิริยา อาทิเช่น singlet oxygen (1O2) และ nitric oxide (NO) ปฏิกิริยาข้างต้นนั ้นจะทำให้เกิด
ขั้นตอนอินนิทิเอชัน ของปฏิกิริยาการเกิดอนุมูลอิสระ ตามสมการที่ 1  

RH       R• สมการที่ 1 
2. Propagation step 

การเกิดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในขั้นตอนอินนิทิเอชันจะดำเนินตามปฏิกิรยิา
ต่อไป โดยการเกิดปฏิกิริยาขึ้น 2 ทาง คือ โดยการเอาอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลข้างเคียง หรือโดยเกิด
การทำปฏิกิริยากับโมเลกุลของออกซิเจนที่อยู่ในสถานะ ground state ทำให้เกิดการสร้างอนุมูลอิสระตัว
ใหม่ ตามสมการ 2 - 4  

RH + R1•                   R• + R1H  สมการที่ 2 
R + 3O2     ROO•         สมการที่ 3 
ROO• + RH              ROOH + R• สมการที่ 4 
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3. Termination step 
ขั้นตอนนี้คือมีการเกิดอนุมูลอิสระมารวมกัน 2 อนุมูลมารวมกันเป็นสารที่มี

ความเสถียร จึงเป็นการหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระ ตามสมการที่ 5-6 
ROO• + ROO•    ROOR + O2 สมการที่ 5 
ROO• + R•    ROOR  สมการที่ 6 

2.9.4 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (2,2 diphenyl-picryhydrazyl 
radical scavenging assay) 

   เป็นวิธีการทดสอบด้วยเคมี โดยใช้สารที่มีองค์ประกอบเป็นคุณสมบัติต้านอนุมูล
อิสระ โดยสารที่ใช้คือ DPPH (2,2 diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสารที่ถูกสังเคราะห์อยู่ใน
รูปอนุมูลอิสระที่มีความคงตัว มีสีม่วงที่สามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้เครื่องมือที่ชื่อว่า สเปกโตมิเตอร์ 
(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร และเมื่อ DPPH เกิดทำปฏิกิริยากับสารต้าน
อนุมูลอิสระที่ละลายด้วยตัวทำละลาย(สารที่ให้อิเล็กตรอน) จะทำปฏิกิริยากับ DPPH จากสีม่วงเข้มเป็นสี
ม่วงที่อ่อนลงหรือทำให้สีม่วงเป็นสีเหลือง (สมการที่7) ก่อนที่จะทำการวัดความเข้มข้นต้องทิ้งให้ทำ
ปฏิกิริยา 30 นาที เมื่อครบ 30 นาที จะสามารถคำนวนหาการต้านอนุมูลอิสระได้จากสีที่จางลงของการ
ยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH สูตรคำนวนได้จากการนำค่าการดูดกลืนแสงหลังจากรอทำปฏิกิริยา 30 นาที มา
คำนวนตามสูตร ดังนี้ 
  DPPH• + AH     DPPH-H + A• สมการที่ 7 
   DPPH radical scavenging (%) = [(A0 - AS)/A0] x 100 
   โดย A0

 = ค่าการดูดกลืนแสงตั้งต้น  
    AS = ค่าการดูดกลืนแสงหลังจากเติมสารตัวอย่าง 

 2.9.5 ชนิดของสารต้านอนุมูลอิสระ 
  2.9.5.1 true antioxidant  
   สารต้านอนุมูลอิสระหรือสารต้านออกซิเดชันของสารปฐมภูมิ คือ สารทีส่ามารถ
ไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยการทำให้เกิดปฏิกิริยา free radical ไปทำการขัดขวางปฏิกิริยา
ล ูกโซที ่จะเก ิดในขั ้นตอน propagation molecule ของการออกซิเดช ัน (AH) สามารถไปทำให้
เกิดปฏิกิริยากับสารอนุมูลอิสระท่ีไม่เพียงพอต่อการเกิดปฏิกิริยาขั้นต่อไป และตัวอย่างสารที่ได้แก่ 
   AH + RO   RH  + AO 
   AH + ROOO   ROOH  + AO 
   สารอนุมูลอิสระที่เกิดปฏิกิริยานี้จะเปลี่ยนสารประกอบของ inactive 
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   AO + AO   AA 
   RO + AO   AR 

1. Butylate Hydroxyanisole (BHA) เป็นสารประกอบที่ถูกสังเคราะห์มาจาก 

Butylation of paramethoxyphenol มี 2 – isomer สารตั้งต้นของเป็นสารที่มีปฏิกิริยาที่สามารถต้าน

ออกซิเดชั่นในส่วน petrolium product  

   2. Butylated Hydroxytoluene (BHT) เป็นสารประกอบที่ถูกสังเคราะห์มี

สมบัติในการละลายน้ำได้ ถูกสังเคราะห์มาจาก rubber และ petrolium product สารพวก BHT, BHA 

ไม่มีสารจำพวก optimum concentration และ BHT มีความเข้มข้นที ่น้อยกว่า BHA เมื ่อเทียบกับ

สัตว์ทดลอง 

2.9.5.2 Synergist antioxidation 

เป็นสารจำพวก sequestening ที่มีสารในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเล็กน้อย

หรืออาจจะไม่มีเลย แต่สารจำพวก sequestening จะมีฤทธิ์ที ่ส่งเสริมสารจำพวก true antioxidant 

โดยสารจำพวก sequestening จะทำปฏิกิริยากับสารจำพวกอิออนของโลหะ ซึ่งจะทำให้ตัวเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชันจะถูกยับยั้งไม่ให้เกิด pH ของสารละลายนั้น ๆหรือไม่ให้เกิด chain reaction ทำให้เกิด 

oxidation potential สารพวกนี ้ได้แก่ citric Acid thiodiprodianic acid เป็นต้น สารที ่นิยมใช้ใน

ปัจจุบันได้แก่ EDTA สารต้านอนุมูลอิสระต่าง ๆนั้นสามารถแบ่งได้ตามลักษณะได้ 2 ชนิดใหญ่ๆได้แก่ สาร

ต้านอนุมูลที่ได้จากธรรมชาติ (Natural antioxidant) เช่น วิตามิน C และสารต้านอนุมูลผ่านขบวนการ

สังเคราะห์ (synthetic antioxidant) เช่น Butylated hydroxytoluene (BHT) (รูปที่ 2.20 และ 2.21) 

ข้อดีของวิธีนี้คือ ง่าย สะดวก ใช้เครื่องมือพ้ืนฐานโดยทั่วไป นิยมใช้สำหรับการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระจากธรรมชาติ ยกเว้นสารกลุ่มแคโรตินอยด์ ส่วนข้อเสียของวิธีนี้คือ DPPH ค่อนข้างไม่เสถียรและไม่

ไวต่อปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่างกายจริง ดังนั้นวิธีนี้จึงไม่สามารถแยกแยะการจัดอันดับที่

มีความไวสูงได้  

รูปที ่2.20 Butylated hydroxytoluene (BHT)              รูปที ่2.21  Vitamin C  
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 2.9.6 การวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีต่าง ๆ  
2.9.6.1 ABTS assay 

ABTS (2, 2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) คือ สาร
ที่ให้กำเนิดอนุมูล ABTS•+ เพื่อที่จะวัดความสามารถในการขจัดอนุมูลของ ABTS•+ ค่าความดูดกลืนแสงที่
ดีของวิธีการนี้จะต้องมีความยาวคลื่นประมาณ 734 นาโนเมตร อนุมูลของตัว ABTS•+ นั้นมีความคงตัว 
แต่จะถูกออกซิไดส์ได้เมื ่อทำการเติมสารต้านอนุมูลลงไปทำให้ดูมีสีลดลง (รูปที ่ 2.22) เมื ่อทำการ
เปรียบเทียบผลของการวิเคราะห์จะสามารถคำนวณเป็นค่าที่สมมูลกับสารต้านอนุมูลของสารมาตราฐาน
ได้ เรียกว่า Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) ดังนั้นจึงทำการพัฒนาต่อมาทำโดยใช้
สารอื่นในการทำให้เกิดอนุมูล ABTS•+ เช่น โปตัสเซียมเปอร์ซัลเฟต (KSO2) และ แมงกานีสไดออกไซด์ 
(MnO2) หรือสามารถวิเคราะห์สารต้านอนุมูลที่อยู่ในรูปสารละลายในลิพิด โดยข้อดีของวิธี TEAC คือ ทำ
การทดลองได้ง่าย อนุมูลของ ABTS•+ จะเข้าไปทำปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็วกับสารต้านอนุมูลภายในเวลา
สั้น ๆ ประมาณ 4-5 นาที โดยปกตนิั้นจะใช้เวลาประมาณ 30 นาที ในการวิเคราะห์ทำได้ในช่วงความเป็น
กรด-ด่างที่กว้าง สามารถทำการศึกษากลไกได้อย่างละเอียด อนุมูลของ ABTS•+ สามารถละลายได้ในตัว
ทำละลายอินทรีย์และสามารถละลายในน้ำได้ เพื่อที่จะใช้วิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน
ของสารได้ไม่ว่าจะเป็นสารที่ละลายน้ำ หรือในไขมัน ส่วนข้อเสียของวิธีนี้คือ ตัวของ ABTS•+ ไม่ใช่สารที่
ได้รับจากธรรมชาติดังนั้นอาจก่อให้เกิดอนุมูลในร่างกายได้ (วนาพร, 2559) 

 
รูปที ่2.22 โครงสร้างอนุมูล ABTS•+ (วนาพร, 2559) 
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2.9.6.2 FRAP assay 
วิธีนี ้เป็นวิธีการวิเคราะห์เพื ่อที่จะหาค่า Total Antioxidant Capacity (TAC) 

โดยตรง มีหลักการ คือ สารต้านอนุมูลที่ออกซิเดชันในร่างกายจะทำหน้าที่คือจะทำการให้อิเล็กตรอนจึง
เป็นสารรีดิวซ์ ดังนั้น ค่า TAC จึงเป็นการวัดค่าความสามารถในการรีดิวซ์ วิธีนี้จะใช้สารประกอบเชิงซ้อน
ของเหล็ก Fe3+- TPTZ (ferric tripyridyl triazine) ที่เป็นสารทดสอบของอะตอมเหล็กในสารนี ้จะถูก
รีดิวซ์ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กเฟอร์รัส Fe2+- TPTZ (ferrous tripyridyl triazine) ซึ่งจะ
ลักษณะทางภายนอกเป็นสีน้ำเงิน มีความสามารถในการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นโดยประมาณ 595 
นาโนเมตร (รูปที่ 2.23) สารต้านออกซิเดชันจำพวกเดียวกันนี้จะมีโครงสร้างที่มีลักษณะคล้ายกัน จะทำ
ปฏิกิริยาได้ทั้งวิธีการวิเคราะห์ FRAP และ ABTS สองวิธีนี้จะมีความแตกต่างกันในเรื่องค่าความเป็น 
กรด-ด่าง โดยวิธีของ ABTS จะทำการวิเคราะห์ปฏิกิริยาในสภาวะเป็นกลาง ส่วนวิธีของ FRAP จะทำการ
วิเคราะห์ปฏิกิริยาในสภาวะเป็นกรดที่มีค่าพีเอชต่ำเพื่อเร่งการส่งผ่านอิเล็กตรอน และเพิ่มค่าต่างศักย์ 
รีดอกซ ์

 
รูปที่ 2.23 การเกิดปฏิกิริยาของ FRAP assay (วนาพร, 2559) 

2.9.6.3 การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก 
วิธีการวิเคราะห ์Folin - Ciocalteu นั้นมักจะนิยมใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณของ 

ฟีนอลิกทั้งหมดที่ไม่สามารถระบุชนิดที่มีอยู่ภายในตัวอย่างได้ วิธีนี้จะสามารถวิเคราะห์เป็นปฏิกิริยา
รีดักชัน-ออกซิเดชัน (reduction-oxidation)ได้ โดยอาศัยการโพลีฟีนอลที่ถูกออกซิไดซ์ในสภาวะที่มี
ความเป็นด่าง สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี Folin - Ciocalteu จะประกอบไปด้วยโซเดียมทังสเตท 
(sodium tungstate) กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid) โซเดียมโมลิปเดต (sodium molybdate 
และ โซเดียมคาร์โบเนต (sodium carbonate) จะสังเกตการเปลี่ยนแปลงไปของสีจากปฏิกิริยาของ
ไอออนโมลิปเดต (Mo (VI)) ซึ ่งจากที ่มีสีเหลืองเมื ่อได้รับอิเล็กตรอนจากสารต้านออกซิเดชันจะถูก
เปลี่ยนเป็น Mo(V) สีน้ำเงิน ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นประมาณ 725-730 นาโนเมตร ปริมาณ
สารฟีนอลิกทั้งหมด (total polyphenol content) จะทำการเปรียบเทียบกับสารมาตราฐานแกลลิก 
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(gallic acid) กลไกของการต้านอนุมูลอิสระขึ ้นอยู ่กับจำนวนและตำแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิลของ
โครงสร้าง 

2.9.6.4 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ 
การวิเคราะห์ปริมาณของฟลาโวนอยด์ทั้งหมดโดยใช้วิธี colorimetric assay จะ

ใช้กลไกในการต้านอนุมูลอิสระของสารฟลาโวนอยด์ โดยการทำหน้าที่เป็นตัวให้ไฮโดรเจนเพ่ือที่จะทำการ
เพ่ิมความเสถียรกับอนุมูล ดังสมการต่อไปนี้  

Flavonoid-OH + R•  Flavonoid-O• + RH 
 

2.10 อ้างอิงงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
Nakaew et al. (2009) ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจำนวน 377 ไอโซเลต จากดินตัวอย่างที่เก็บ

ได้จากถ้ำผาตูบและถ้ำผานางคอยในบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย เมื่อทำการตรวจสอบพบว่ากว่า 

54.44 เปอร์เซ็นต์ ของเชื้อที่ถูกพบนั้นเป็นเชื้อสกุล Streptomyces และกว่า 44.56 % นั้นเป็นเชื้อ 

แอคติโนมัยสีทที่สามารถพบได้ยาก 

Poter et al. (1960) ใช้ยาปฏิชีวนะไนแตทิน (nystatin) และ cycloheximide อย่างละ 50 

ไมโครลิตรต่ออาหาร 1 มิลลิตร ผลคือสามารถยับยั้งการเจริญของราได้ และยังไม่มีผลต่อการเจริญของแอ

คติโนมัยสีท ส่วน Mackay (1977) ใช้ ผลการค้นหาโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) และแมกนีเซียมคลอไรด์ 

(MgCl2) เติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน จี (penicillin G) เพ่ือลดจำนวนแบคทีเรีย

แกรมลบที่เจริญอย่างรวดเร็ว เพ่ือให้ Streptomyces spp. เจริญได้อย่างด ี

Oskay et al. (2004) ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินจากฟาร์มในเมืองมานีซา ประเทศตรุกี 

ทำการแยกแอคติโนมัยสีได้ 50 ไอโซตเลต โดยวิธีการแยกใช้วิธีการแยกโดยใช้เทคนิคการเจือจางตัวอย่าง 

(Dilution plating) ซึ่งเป็นเทคนิคที ่ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณหรือทำการแยกออกจากค่าตามความ

เข้มข้นแต่ละความเข้มข้น โดยใช้อาหารกลีเซอรอล-ยีสต์เอกแทรกท์ เอการ์ (กลีเซอรอล (Glycerol)  

1 กรัม; สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 0.4 กรัม; ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) 0.02 กรัม;  

เพปโทน (Peptone) 5.0 กรัม, อะการ์ (Agar) 3 กรัม; น้ำที ่ผ ่านการฆ่าเชื ้อ (Distilled water) 200 

ไมโครลิตร) ในอาหารผสมไนสแตติน (50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส หลังจาก

นั้นทำการชั่งดินที่แห้งแล้วมาปริมาตร 1 กรัม ใส่ลงไปในน้ำที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 9 มิลลิลิตร 

นำไปทำการให้ความร้อนที่ 50 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที นำมาทำการเจือจางเป็น 10-3 10-5 

และ 10-7 เมื่อการเจือจางเรียบร้อยแล้ว นำมาใส่ในอาหารในปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร และนำไปบ่มที่

อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 – 14 วัน เมื่อครบเวลาที่กำหนดทำการเลือกโคโลนีของ 
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แอคติโนมัยสีทและนำแอคติโนมัยสีทไปเลี้ยงยังอาหารที่เตรียมใหม่โดยการทำให้เชื ้อแอคติโนมัยสีท  

บริสุทธิ์นั้นจะใช้เทคนิค Streak plate 

Teddei et al. (2006)  ได้ศึกษาแหล่งที่อยู่ของแอคติโนมัยสีทสกุล Streptomyces ที่ทำการ

แยกจากดินในแถบประเทศเวเนซูเอลา จากกการทำการศึกษาของวิจัยนี่พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยา

และการทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพนั้น ผลปรากฏว่า Streptomyces sp. เมื่อเลี้ยงบนอาหาร ISSA 

การเจริญเติบโตของเชื้อ Streptomyces นั้นมีอัตราการเจริญที่ช้ากว่าปกติและต้องการอากาศเป็นอย่าง

มาก ในการเจริญเติบโตนั้นมีการเส้นใยอาหารและเส้นใยอากาศที่มีลักษณะสีที่แตกต่างกันออกไป จาก

การศึกษาสปอร์โดยการใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงทำให้ได้ทราบว่าลักษณะของสปอร์มีลักษณะเป็น

เส้นตรงและโค้งงอ เป็นตะขอหรือเรียกว่าห่วงปลายเปิด บางสายพันธุ์ที่สามารถแยกได้นั้นมีการสร้างสารสี

ที่ละลายน้ำและสามารถแพร่ลงบนอาหารที่ใช้ในการเจริญเติบโตเส้นใยอากาศที่ Streptomyces สามารถ

สร้างได้นั้นมีสีที่พบเจอได้แก่ ขาว แดง เหลือ ส้ม เขียว น้ำเงิน และเส้นใยอาหารพบสีดังนี้ เหลือง ม่วง 

ขาวงาช้าง และ สีม่วงแดง 

 Devine et al. (2019) ได้ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากฟาร์มมดแอฟริกัน ได้รับเชื้อสายพันธุ์
ใหม่จากการวิธีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA คือ Streptomyces formicae ใช้ด้วย
วิธีของชีวสารสนเทศ เริ่มต้นจาการวิเคราะห์ผลถึงการรายงานผลโดยใช้โปรมแกรม antiSMASH ในการ
แสดงผลของการวิเคราะห์ 

Cortes et al. (2019) ได้ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากทะเลทรายอาตากามา ประเทศชิลี โดย
ตั้งชื่อไอโซเลตนี้ว่า HST21 จากนั้นได้นำเชื้อไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยวิธีการวิเคราะห์ลำดับ
นิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA และ multilocus sequence phylogenetic ผลออกมาว่าไอโซเลต 

HST21 เป็นเชื้อ Streptomyces สปีชีส์ที่ใกล้เคียงคือ S. albidochromogenes DSM 41800T และ S. 
flavidovirens DSM 40150T ดังนั้นจึงนำ Streptomyces ที่ได้นี้ไปวิเคราะห์ต่อโดยใช้วิธี Digital DNA–
DNA hydridization (dDDH) และคำนวนค่า average nucleotide identity (ANI) ของไอโซเลต HST21

และ S. albidochromogenes DSM 41800T (35.6 และ 88.2 %) and S. flavidovirens DSM 40105T 

(47.2 และ 88.8  เปอร์เซ็นต์) ค่า ANI ที่ได้น้อยกว่า 70 % ซึ่งค่ามาตรฐานที่ทำการยอมรับค่า ANI อยู่ที่ 
95 เปอร์เซ็นต ์ทำให้ระบุได้ว่า Streptomyces sp. HST21 เป็นเชื้อสายพันธุ์ใหม่  

Jiang et al (2020) ได้ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินของภูเขาเมานต์ซ่ง ประเทศจีน ได้ไอโซ
เลต NEAU-C151 นำเชื้อไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยวิธีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 
16S rRNA และ multilogues sequence phylogenetic ผลออกมาว่าไอโซเลต NEAU-C151 มีค่าความ
คล้ายคลึงกันดังนี ้ Streptomyces lincolnensis NRRL 2936T มีความคล้ายคลึง 97.5 เปอร์เซ็นต์, 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Streptomyces coacervatus AS-0823T มีความคล้ายคลึง 97.4 เปอร์เซ็นต์ และ Streptomyces 

longisporus ISP 5166T มีค่าความคล้ายคลึง 97.4  เปอร์เซ ็นต์ นำไอโซเลต NEAU-C151 มาทำ 
assignment และวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี ได้แก่ ศึกษากรดไดอะมิโนพิเมลิก ชนิดของ acyl ในผนัง
เซลล์ น้ำตาลทั้งหมดของเซลล์ ไขมันชนิดมีขั้ว ไอโซพรีนอยด์ควิโนน กรดมัยคอลิก จึงสามารถระบุได้ว่าไอ
โซเลต NEAU-C151 เป็นเชื้อสายพันธุ์ใหม่  

Paulus et al. (2017) ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินทะเล ได้เชื้อไอโซเลต MP131-18 เมื่อ

ทำการแยกไอโซเลตเสร็จแล้ว นำไปศึกษาลักษณะทางจีโนมโดยใช้เทคนิควิธีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ

ไทด์บนยีน 16S rRNA และ multilocus phylogenetic ทำให้ทราบว่าเป็น Streptomyces ดังนั้นจึง

นำไปศึกษาจีโนมต่อโดยการใช้โปรแกรม antiSMASH ช่วยในการวิเคราะห์เมื่อทำการศึกษาเสร็จแล้ว

พบว่า Streptomyces sp. MP131-18 นั้น เป็นสายพันธุ์ใหม่ จึงนำ Streptomyces sp. MP131-18 ไป

ทำการศึกษาสารทุติยภูมิเพื่อที่จะค้นหาสายทุติยภูมิใหม่ โดยวิธีการที่ใช้ ได้แก่โปรตอนนิวเคลียร์แมก

เนติกเรโซแนนซ์, คาร์บอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์, นิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ , 

แมสสเปกโทรเมทรี, ฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ และ โพลาริมิเตอร์  สารที่ได้รับจาก

การวิเคราะห์และแยกนั้นมีสารใหม่ประกอบอยู่ด้วย 

HeYangab et al. (2018) ทำการศึกษาเกี่ยวกับสารทุติยภูมิที่ Streptomyces สามารถผลิตได้ 

โดยเริ ่มจากทำการแยก Streptomyces sp. CS มาจากพืชที ่ช ื ่อว่า Maytenus hookeri โดยใช้ว ิธี

ว ิเคราะห์ด้วย liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) เมื ่อผ่านการวิเคราะห์แล้ว

พบว่าเจอพีกที่ไม่เคยพบใน Streptomyces sp. CS จึงทำการแยกสารทุติยภูมิตัวนั้นออกมาแล้วตั้งชื่อว่า 

CS/asm21-4 และทำการวิเคราะห์โครงสร้างของสารโดยใช้วิธีดังต่อไปนี้ โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเร

โซแนนซ์ , คาร์บอนนิวเคลียร ์แมกเนติกเรโซแนนซ์ , นิวเคลียร ์แมกนีทิกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ, 

แมสสเปกโทรเมทรี, ฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ และ โพลาริมิเตอร์ ผลที่ได้คือทราบ

องค์ประกอบของสาร CS/asm21-4 คือ C40H49NO12 ซึ่งเป็นสารชนิดใหม่ที่ไม่เคยพบใน Streptomyces 

sp. CS มาก่อน 

Rodrigues et al. (2018) ทำการแยก Streptomyces sp. มาจากดินที่ใช้ในการปลูกข้าว นำมา

ศึกษาสารทุติยภูมิที่ Streptomyces sp. โดยใช้เทคนิคดังนี้ โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ , 

คาร์บอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์, นิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ, แมสสเปกโทรเมทรี, ฟู

เรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ และ โพลาริมิเตอร์  ผลที่ได้คือ สารทีทำการแยกออกมานั้น

เป็นสารที่ไม่เคยพบมาก่อน นำสารที่แยกได้นั้นมาทดสอบการต้านการเจริญด้วย เทคนิค minimum 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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inhibitory concentrations (MIC) ของ Bacillus และ Penicillium ซึ่งสารที่แยกได้นั้นมีประสิทธิภาพ

ในการยังยั้งการเจริญเติบโตของเชื้ออีกด้วย 

Manasa et al. (2012) ทำการศึกษาแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ Streptomyces sp. RAMPP-065 

ที่ถูกแยกจากดินตะกอนประเทศอินเดีย ทำการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และทดสอบ

การยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยทำการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ Streptomyces sp. 

RAMPP-065 ในอาหาร ISP2 เป็นเวลา 7 วัน และทำการสกัดด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตรทเมื่อทำการ

สกัดเสร็จ จึงนำไปทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรค 8 ชนิด ผลปรากฎว่ามีฤทธิ์การยับยั้ง

เชื้อ Candida albicans และนำไปทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการวิเคราะห์การเป็นสารต้าน

ออกซิเดชัน (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl หรือ DPPH) ผลปรากฎว่า เปอร์เซ็นต์ของค่า scavenging 

activity ต่ำสุดทีสามารถยับยั้งได้คือ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

  Arumugam et al. (2011) ศึกษาแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ Streptomyces sp. MS1/7 ที่ถูก
แยกจาดตะกอนทะเลประเทศอินเดีย นำมาสกัดแยกน้ำหมักกับตัวเซลล์ออกจากกัน หลังจากสกัดเสร็จ
แล้วนำสารสกัดหยาบโหลดลงไปบนคอลัมซิลิก้าเจลและเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
ตามลำดับ เมื่อได้สารบริสุทธิ์แล้วนำสารบริสุทธ์ที่ได้นั้นไปวิเคราะห์โครงสร้างโดยใช้เครื่องนิวเคลียร์แมก
เนต ิกเรโซแนนซ ์สเปกโทรสโคป ี (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy; NMR) ทราบ
โครงสร้างแล้วนำสารบริสุทธิ์เหล่านั้นมาทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระผลปรากฏว่ามีโครงสร้างที่
สามารถยับยั้งการต้านอนุมูลอิสระอยู่ที่ค่า IC50 22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งงานวิจัยของ Zarina และ 
Nanda (2012) ที่ทำการศึกษาแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ Streptomyces sp. MS-60 ที่ถูกแยกจากตะกอน
ดินประเทศอินเดียใช้ว ิธ ีการสกัดและแยกเหมือนกับงานวิจัยของ Arumugam et al. (2011) แต่
โครงสร้างที่สามารถยับยั้งการต้านอนุมูลอิสระมีค่ามากกว่าซึ่งค่าอยู่ที่ IC50 26.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 Sivarajan et al. (2019) ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินป่าชายเลนทางตอนใต้ของประเทศ
อินเดียและศึกษาข้อมูลทางจีโนไทป์โดยการศึกษาด้วยวิธีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S 
rRNA เมื่อระบุสายพันธุ์แล้วนำแอคติโนมัยสีทเลี้ยงและทำการแยกสารทุติยภูมิโดยใช้เครื่องโครมาโทรก
ราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) เพื่อแยกสารทุติย
ภูมิแต่ละชนิดออกจากกัน เมื ่อสารทุติยภูมิออกมาเป็นสารเดี ่ยวหรือบริสุทธิ์และจะนำไปวิเคราะห์
โครงสร้างด้วยเครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโคปี (Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy; NMR) นำสารทุติยภูมิที ่แยกออกมาได้นั้นมาทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการ
วิเคราะห์การเป็นสารต้านออกซิเดชัน (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH) ผลปรากฏออกมาว่า 
สาร PA9 มีค่า scavenging activity อยู่ 76 เปอร์เซ็นต์ 
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บทท่ี 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

3.1 เครื่องมือ 

1. เครื่องชั่ง 2  ตำแหน่ง รุ่น PB 3002 บริษัท Mettler Toledo ประเทศไทย 
2. เครื่องชั่ง 4  ตำแหน่ง รุ่น SI-234 บริษัท Denver ประเทศอังกฤษ 
3. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น HM-35V บริษัท Hung Ta Instrument  
4. เครื่องผสมสาร (vortex) รุ่น Genie 2 บริษัท Scientific Industries ประเทศสหรัฐอเมริกา 
5. ตู้บ่มเชื้อ (incubator) รุ่น UC4-1320 ประเทศไทย 
6. ตู้ปลอดเชื้อ (larminar air flow) รุ่น UC4-1320 ประเทศไทย 
7. ตู้อบลมร้อน (hot air oven) รุ่น ULE-500 บริษัท memmert ประเทศเยอรมนี 
8. หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) รุ่น SG-120 Steris ประเทศสหรัฐอเมริกา 
9. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุ่น Kuhner ISF-1-X บริษัท Kuhner  
10. เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) รุ่น Sorvall RC5C plus 
11. ไมโครเพลสเพาะเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม (96 well plate) 
12. กรวยแยก (separatory funnel) 
13. เครื่องระเหยสารภายใต้ระบบสุญญากาศ ( Rotary Evaporator ) 
14. เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography) 
15. เคร ืองน ิวเคล ียร ์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโคปี (Nuclear Magnetic Resonance; 

Spectroscopy) 
16. เครื่องวัดการดูดกลืนแสงชนิดนาโน (NanoDrop Spectrophotometer) รุ่น Nanodrop ND-

1000 บริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
17. เครื ่องเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอ (polymerase chain reaction; PCR) รุ ่น ALD-1244 บริษัท MJ 

Research 
18. กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CX31 บริษทั Olympus 
19. เครื่องดูดสารอัตโนมัติ (automatic pipette) 
20. เครื่องระเหิดแห้ง (freeze dryer) รุ่น Modulyo 98 บริษัท Edwards 
21. เครื่องระเหยแห้งสุญญากาศ (vacuum evaporator) รุ่น Hei-VAP Precision บริษัท Heidolph 

ประเทศเยอรมณี 
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22. แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry)  

23. ฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Fourier Transform InfraRed 

Spectrometer) 

24. เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (microplate reader) 

3.2 สารเคมี 
1. สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 
2. สารสกัดจากมอลต์ (malt extract) 
3. กลูโคส (glucose) 
4. กรดนาลิซิดิก (nalixidic acid) 
5. เอทธิล อะซิเตท (Ethyl Acetate) 
6. เมทานอล (Methanol) 
7. อาซีโตไนไตรล์ (Acetonitrile) 
8. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) 
9. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
10. สารละลายมาตรฐานบิวทิล ไฮดรอกซี โทลูอีน (BHT) 
11. วุ้น (agar) 
12. Sephadex 

3.3 การศึกษาอนุกรมวิธาน 
  3.3.1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ (Phenotype characterization) 

3.3.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญ (Morphological and 
characteristics) 

การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแอคติโนมัยสีทพิจารณาจากลักษณะของ
สปอร์และเส้นใยที่เจริญบนอาหารสูตรยีสต์เอ็กแทรกท์ – มอลท์แอ็กแทรกท์เอการ์ (Yeast extract – 
Malt extract agar; ISP2) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน ตรวจดูลักษณะสปอร์ด้วยกล้องจุลทรรศน์โดย
ใช้เลนส์ส่องระยะไกล (long-work distance) กำลังขยาย 400 เท่า โดยทำการส่องดูลักษณะของสปอร์
และใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) เพื ่อดู
ลักษณะของสปอร์โดยภาพที่ได้รับจะเป็น 3 มิติ หลักการเตรียมตัวอย่างสำหรับการส่องสปอร์ เลี้ยง AA8 
เป็นเวลา 14 วัน ตัดสปอร์ที่อยู่บนอาหารขนาด 1x1 เซนติเมตร ใช้เทคนิคคงสภาพโดยใช้สารเคมี 2 
ประเภท การคงสภาพครั้งแรกใช้กลูตาราลดีไฮล์ (glutaraldehyde) เพื่อคงสภาพเนื้อเยื่อต่าง ๆของ
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ตัวอย่างที่เราทำการคงสภาพ ซึ่งสารนี้จะทำปฏิกิริยากับโปรตีน และออสเมียมเตตรอกไซด์ (osmium 
tetroxide) การคงสภาพครั้งที่ 2 จะเป็นสารที่ทำปฏิกิริยากับไขมันและมีคุณสมบัติเป็นโลหะหนัก ส่วน
การดึงน้ำออกจากตัวอย่างจะใช้สารสะลายอินทรีย์จำพวกเอทิลแอลกอฮอล์ หรืออาจจะใช้อะซิโตนในการ
ดึงน้ำออกจากตัวอย่าง ซึ่งงานวิจัยนี้เราได้ส่งตัวอย่างของ Streptomyces sp. AA8 ไปทำทีศู่นย์เครื่องมือ
วิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยศูนย์เครื ่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 ลักษณะการเจริญของแอคติโนมัยสีทจะมีลักษณะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับอาหาร
แต่ละชนิดโดยอาหารที่ใช้ศึกษา มีดังนี ้อาหารกลูโคสแอสพาราจีนเอการ์ (glucose asparaginase agar) 
อาหารซาเป็กซูโครสเอการ์ (czapek’s sucrose agar) อาหารนิวเทรียนท์เอการ์ (nutrient agar) และ
อาหารต่าง ๆ ตาม International Streptomyces Project (ISP) (Shirling and Gottlieb, 1966) ซึ่ง
ได้แก่ อาหารยีสต์เอ็กแทรกท์-มอลท์เอ็กแทรกท์ เอการ์ (yeast extract – malt extract agar; ISP2) 
อาหารโอทมีล เอการ์ (oatmeal agar; ISP3) อาหารอินออร์แกนิก ซอลท์-สตาร์ชเอการ์ (inorganic salts 
– starch agar; ISP4) อาหารกลีเซอรอล-แอสพาราจีน เอการ์ (glycerol – asparagine agar; ISP5)  
อาหารเปปโตน-ยีสต์เอ็กแทรกท์ ไอรอน เอการ์ (peptone-yeast extract iron agar; ISP6) และอาหาร
ไทโรซีน เอการ์ (tyrosine agar; ISP7) โดยการทำเป็นสารละลายสปอร์ (spore suspension) แล้วหยด
ลงบนอาหารต่าง ๆ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร นำไปบ่มทีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน 
ตรวจผลโดยดูการเจริญ สีของเส้นใยอาหาร สีของเส้นใยอากาศ และสีของรงควัตถุที่ละลายน้ำได้ โดย
เทียบกับกระดาษสีมาตรฐาน (The NBS-ISCC color system) (Kelly, 1964) 

3.3.1.2 การศึกษาลักษณะทางเสรีรวิทยาและชีวเคมี (biological and physiological 
characteristics) 

3.3.1.2.1 ความสามรถในการเจริญบนสภาวะที่มีความเป็นกรด-ด่างระดับต่างๆ 
 นำสารละลายสปอร์ของ Streptomyces sp. AA8 หรือสารละลาย

ของเซลล์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารยีสต์เอกแทรกท์ -มอลท์เอ็กแทรก์ เอการ์ (yeast 
extract-malt extract agar, ISP2) ที่ทำการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างในระดับต่าง ๆ ได้แก่ 4 5 6 7 8 
9 และ 10 นำไปบ่มที่อุณหภูมิที ่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน  ทำการตรวจผลโดยการดูการ
เจริญเติบโต 

3.3.1.2.2 ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
นำสารละลายสปอร์ของ Streptomyces sp. AA8 หรือสารละลาย

ของเซลล์ในปริมาตรประมาณ 10 ไมโครลิตร นำไปหยดลงบนอาหารยีสต์เอกแทรกท์-มอลท์เอ็กแทรก์ เอ
การ์ (yeast extract-malt extract agar, ISP2) และนำไปบ่มที่อุณหภูมิที่ต่างกัน ได้แก่ 20 30 37 40 
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45 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน และทำการตรวจผลโดยการเจริญเติบโตของแต่ละอุณหภูมิ
ต่าง ๆ 

3.3.1.2.3 ความสามรถในการเจริญเติบโตบนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 
(NaCl) ในระดับของความเข้มข้นต่าง ๆ 

นำสารละลายสปอร์ของ Streptomyces sp. AA8 หรือสารละลาย
ของเซลล์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นำไปหยดลงบนอาหารยีสต์เอกแทรกท์-มอลท์เอ็กแทรก์ เอการ์ (yeast 
extract-malt extract agar, ISP2) อาหารได้ทำการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 
ได้แก่ 1 2 3 4 5 6 และ 7 นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ตรวจผลโดยการ
ตรวจสอบการเจริญเติบโต 

3.3.1.2.4 การใช้แหล่งคาร์บอน (carbon utilization) 
นำส า รละล ายสป อร ์ ข อ ง  Streptomyces sp. AA8 ห รื อ

สารละลายของเซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ทำการหยดลงบนอาหารเบซอลเอการ์ (basal agar 
medium, ISP9) (Shirling and Gottlieb, 1966) ทำการเต ิมคาร ์บอนความเข้มข ้น 1 เปอร ์เซ ็นต์ 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทำการบ่มเป็นเวลา 14 วัน การตรวจผลจะตรวจผลโดยจะเปรียบเทียบกั บ
การเจริญเติบโตบนอาหารจากแหล่งคาร์บอนต่าง ๆที่ต้องการจะทดสอบ กับชุดควบคุมทางลบโดยชุด
ควบคุมทางลบคือ อาหารที่ไม่มีการเติมแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ ลงไป และชุดควบคุมทางบวก คือ การเจริญ
ของเชื้อบนอาหารที่ทำการเติมน้ำตาลดี-กลูโคส (D-glucose) โดยให้ผลการตรวจสอบดังนี้ 

1. เมื่อเจริญเติบโตบนอาหารที่ทำการเติมแหล่งคาร์บอนลงไปตามที่ต้องการทดสอบได้เท่ากับ
หรือมีค่าดีกว่าอาหารชุดควบคุมเชิงบวก ให้ทำการบันทึกผลเป็นบวก (+) 

2. เมื่อเจริญเติบโตบนอาหารที่ทำการเติมแหล่งคาร์บอนลงไปตามที่ต้องการทดสอบได้ดีกว่าชุด
อาหารเชิงลบแต่การเจริญเติบโตได้น้อยกว่าอาหารชุดควบคุมเชิงบวก  ให้ทำการบันทึกผลเป็นปานกลาง 
(=) 

3. เมื่อเจริญเติบโตบนอาหารที่ทำการเติมแหล่งคาร์บอนลงไปตามที่ต้องการทดสอบได้เท่ากับ
หรือน้อยกว่าอาหารชุดควบคุมเชิงลบ ให้ทำการบันทึกผลเป็นลบ (-) 

แหล่งคาร์บอนที่ถูกใช้ในการทดสอบ ได้แก่ น้ำตาลดี-กาแลกโตส (D-galactose) น้ำตาลดี-ซาลิ
ซิน (D-salicin) น้ำตาลดี-เซลโลไบโอส (D-cellobiose) น้ำตาลดี-ไซโลส (D-xylose) น้ำตาลแอล-อะราบิ
โนส (L-arabinose) น้ำตาลดี-แมนโทส (D-mannose) น้ำตาลดี-ราฟฟิโนส (D-raffinise) น้ำตาลแอล-
แรมโนส (L-rhamnose) น้ำตาลดี-มอลโตส (D-maltose) น้ำตาลดี-ฟรุกโตส (D-fructose) น้ำตาลดี-เม
ลิไบโอส (D-melibiose) น้ำตาลแลกโตส (lactose) น้ำตาลดี-ซูโครส (D-sucrose) น้ำตาลดี-แมนนิทอล 
(D-mannitol) และกลีเซอรอล (glycerpl) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3.1.2.5 ความสามารถในการย่อยแป้ง (starch hydrolysis) 
สารละลายสปอร์ของ Streptomyces sp. AA8 หรือสารละลายของ

เซลล์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นำไปหยดลงบนอาหาร อินออร์แกนิก ซอลท์ -สตาร์ช เอการ์ (inorganic 
salts-starch agar; ISP4) (Shirling and Gottlieb, 1966) ที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบของแหล่งคาร์บอน 
นำมาบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน จากนั้นนำสารละลายไอโอดีนหยดลงผิวอาหาร 
หากเกิดการย่อยแป้งได้จะเกิดวงใสรอบโคโลนี 
   3.3.1.2.6 ความสามารถในการย่อยเจลาติน (gelatin liquefaction)      

สารละลายสปอร์ของ Streptomyces sp. AA8 หรือสารละลายของ
เซลล์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำหยดลงอาหารเหลวบลูลลอน เจลติน (bouillon galatin broth) (Arai, 
1975) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน การตรวจผลจะตรวจผลโดยการนำหลอด
อาหารนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หากมีการเกิดการย่อยเจลาตินอาหารนั้น
จะมีลักษณะเหลว 

3.3.1.2.7 ความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรท (nitrate reduction)    
สารละลายสปอร์ของ Streptomyces sp. AA8 หรือสารละลายของ

เซลล์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรหยดลงบนอาหารเหลวเปปโตน โพแทสเซียมไนเตรต (peptone KNO3) 
(Arai, 1975) นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน นำไปทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรทโดย
หยดกรดซัลฟานิลิก (sulfanilic acid) ใส่ลงไปปริมาตร 2 หยด และเติมสารละลายไดเมทิลแนปทิลลสมีน 
(N, N-dimethyl-1-naphylamine) เติมลงไปปริมาตร 3 หยด หากมีการเปลี่ยนแปลง ไนเตรทกลายเป็น
ไนโตรต์สีของอาหารจะเปลี่ยนสีอาหารเป็นสีชมพูหรือสีแดง 

3.3.1.2.8 ความสามารถในการย่อยโปรตีน 
1 .  น ำสารละลายสปอร ์ ข อง  Streptomyces sp. AA8 ห รื อ

สารละลายของเซลล์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงไปในอาหารเหลวสกิมมิลค์ (skim milk) นำไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน หากเชื้อสามารถย่อยโปรตีนในอาหารได้อาหารจะมีลักษณะ
ที่ใสขึ้น 

2. นำส า รละล ายสป อ ร ์ ข อ ง  Streptomyces sp. AA8 ห รื อ
สารละลายของเซลล์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารแข็งสกิมมิลล์ (skim milk) (Gordon et 
al., 1974) นำมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ถ้าเชื้อสามารถย่อยโปรตีนในนมได้จะ
เกิดลักษณะโชนใสรอบโคโลนี 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3.1.2.9 ความสามารถในการสร้างกรดจากคาร์โบไฮเดรต (acid production 
from carbohydrates) 

นำสารละลายสปอร์ของ Streptomyces sp. AA8 หรือสารละลาย
ของเซลล์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นำมาหยดลงบนอาหารเบซอลอินออร์แกนิกไนไตรเจน (basal 
inorganic nitrogen medium) (Gordon et al., 1974) ที่ทำการเติมแหล่งคาร์โบไฮเดรตลงไปโดยเติม
ความเข้มข้นร้อยละ 1 นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน การตรวจผลจะทำโดยการ
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีอาหารที่ทดสอบ โดยถ้าหากเชื้อมีความสามารถที่สร้างกรดได้อาหารจะทำ
การเปลี่ยนสีจากสีม่วงเปลี่ยนเป็นสีเหลือง 

คาร ์โบไฮเดรตที ่ ใช ้การทดสอบ คือน ้ำตาลดี -กาแลกโตส (D-
galactose) น้ำตาลดี-ไซโลส (D-xylose) น้ำตาลดี-ไรโบส (D-Ribose) น้ำตาลดี-กลูโคส (D-glucose) 
น้ำตาลแอล-อะราบิโนส (L-arabinose) น้ำตาลดี-ซาลิซิน (D-salicin) น้ำตาลดี-เซลโลไบโอส (D-
cellobiose) น้ำตาลแอล-แรมโนส (L-rhamnose) น้ำตาลดี-ฟรุกโตส (D-fructose) น้ำตาลดี-ราฟฟิโนส 
(D-raffinose) กลีเซอรอล (glycerol) น้ำตาลแลกโตส (lactose) น้ำตาลดี-ซูโครส (D-sucrose) และนำ
ตาลดี-แมนนิทอล (D-mannitol) 

a. ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โดย API ZYM Kit 
เลี้ยงไอโซเลต AA8 บนอาหาร ISP 2 agar บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง นำไอโซเลต AA8 มาเตรียม suspension ใน NSS ปริมาตร 2 มิลลิลิตรให้
มีความขุ่น 5 – 6 McFarland (4.8x109 – 9.6x109 CFU/mL) เติมน้ำกลั่นในหลุมของถาด 5 มิลลิลิตร 
เพ่ือเพ่ิมความชื้น ทำการแกะแถบเอนไซม์ แต่ละอันมาวางบนแถบการทดสอบเอนไซม์ในกล่องที่ใช้บ่ม นำ
ไอโซเลต AA8 ที่เตรียมไว้ หยดลงไปในหลุมบนแถบทดสอบเอนไซม์แต่ละหลุม หลุมละ 65 ไมโครลิตร 
และทำการเติมไอโซเลต AA8 แล้วทำการปิดฝาถาดบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 – 4.5 
ชั่วโมง หลังจากครบเวลาที่กำหนด ทำการหยด ZYM A หลุดละ 1 หยด และ ZYM B หลุดละ 1 หยด ลง
ไปในแต่ละหลุดเพื่อทำการทดสอบ รอสีเปลี่ยนอย่างน้อย 5 นาที ภายใต้แสง ถ้าผลเป็นบวกจะเปลี่ยนสี
อย่างถาวรตามแต่ชนิดของเอนไซม์ (อัมพรรัตน์ 2555) 

3.3.2 ลักษณะอนุกรมวิธานทางเคมี (Chemotaxonomy characteristic) 

  3.3.2.1 การเตรียมเซลล์แห้ง 
ทำการเลี ้ยง Streptomyces sp. AA8 ในอาหารเหลวกลูโคส-ยีสต ์เ อ็ก

แทรกท์ (glucose-yeast extract broth) นำไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ใน
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นทำการเก็บเซลล์ โดยทำเซลล์มาทำการปั่นเหวี่ยงที่มีความเร็วรอบ 
7,000 รอบต่อนาที เป็นเวลาประมาณ 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง และนำตัวเซลล์ไปล้างด้วยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ประมาณ 4-5 ครั้ง นำตัวเซลล์ที่ล้างไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งและเทส่วนใสทิ้ง จากนั้นทำตัวเซลล์ให้แห้งโดย
การนำตัวเซลล์ไปใส่ในเครื่องทำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) เมื่อเซลล์แห้งเป็นผงแล้วนำเซลล์
ไปเก็บที่ตู้เย็นที่มีอุณหภูมิติดลบ 20 องศาเซลเซียส เพ่ือที่จะทำไปวิเคราะห์ต่อไป 

3.3.2.2 การวิเคราะห์ลักษณะของไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกที ่ผนังเซลล์
(diaminopimelic acid; DAP) 

นำเซลล์แห้งหนัก 10 มิลลิกรัม นำลงไปในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมกรด
ไฮโดรคลอริกท่ีมีความเข้มข้น 6 นอร์มอล (6N HCl) เป็นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปิดฝาให้แน่นและนำไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง หลักจากนั้นทิ้งไว้ให้เย็นตัวลงแล้วกรองนำส่วน
ใสที่ได้ไปทำการให้แห้งโดยเครื่องระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator) ละลายตัวอย่างด้วยน้ำกลั่น
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นนำสารละลายที่ได้และสารละลายมาตรฐาน (2, 6 DAF คือ meso-DAP 
และ LL-DAP ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ทำการจุดลงบนแผ่น HPLC cellulose (Merck, 
no. 5716) ขนาด 10x10 เซนติเมตร และนำแผ่น TLC ที่ได้จุ่มลงในตัวทำละลายผสมกับสารละลายเมทา
นอล: น้ำ: กรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 6 นอร์มอล: ไพริดีน (methanol: H2O: 6N HCl: pyridine) ใน
อัตราส่วน 80: 26: 4: 10 ทำทิ้งไว้จนตัวทำละลายทำการเคลื่อนที่ไปถึงขอบที่กำหนดหรือห่างจากขอบ  
1 มิลลิเมตร รอจนตัวทำละลายแห้ง ทำซ้ำอีก 1 ครั้ง และนำแผ่น TLC มาฉีดพ่นด้วยสารละลายนินไฮด
รินที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 (0.4 % ninhydrin solution) ในสารละลายบิวทานอลที่มีการอ่ิมตัวด้วยน้ำ 
(water-saturated n-butanol) รอจนแห้ง นำไปอบในตู ้อบลมร้อน (hot air oven) ที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที ตรวจสอบแถบของสารที่ปรากฏบนแผ่น TLC และเทียบกับสาร
มาตราฐานกรดไดอะมิโนพิเมลิกไอโซเมอร์ต่าง ๆ (Komagata and Suzuki, 1987) 

3.3.2.3 การวิเคราะห์ชนิดของน้ำตาลทั้งหมดภายในเซลล์ (whole-cell sugar) 
ทำการชั่งน้ำหนักแห้ง 50 มิลลิกรัม เทลงไปในหลอดทดลองที่มีฝาเกลียวปิด 

เติมกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1 นอร์มอล (1N H2SO4) ปริมาตร 1 มิลลิตร ปิดฝาเกลียวให้แน่น และ
นำไปบ่มทีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง นำออกมาทิ้งไว้ให้เย็น เติมสารละลายอิ่มตัวแบเรียมไฮ
ดรอกไซด์ (Ba(OH)2) เพ่ือปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ค่าประมาณ 5.2 - 5.5 ทำการนำไปปั่นเหวี่ยงให้
เกิดการตกตะกอน นำส่วนใสมาเติมเอทานอล (ethanol) ประมาณ 1-2 หยด เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดฟอง 
แล้วนำไประเหยแห้งภายใต้สภาวะสุญญากาศ จากนั้นละลายตัวอย่างที่แห้งแล้วด้วยน้ำกลั่นประมาณ 
400 ไมโครลิตร นำสารละลายที่ทำการละลายแล้วและสารละลายน้ำตาลมาตรฐาน (ความเข้มข้น 10 
มิลลิกร ัมต่อมิลลิล ิตร) นำมาจุดลงบนแผ่น TLC cellulose (Merck, no. 5716) ที ่ม ีขนาด 10x10 
เซนติเมตร จากนั้นนำแผ่น TLC ทีทำการจุดสารเรียบร้อยแล้ว มาจุ่มลงในตัวทำละลายที่มีการผสมบิวทา
นอล: น้ำกลั่น: ไพรดีน: โทลูอีน (n-butanol: water: toluene: pyridine) ในอัตราส่วน 10: 6: 6: 1 ทิ้ง
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ไว้จนตัวทำละลายเคลื่อนที่ไปถึงเส้นที่กำหนด (ห่างจากขอบ 1 มิลลิลิตร) รอให้แห้งและทำการ ดีเวลอพ 
(develop) อีก 1 ครั้ง และนำแผ่น TLC ที่ทำการดีเวลอพแล้วมาฉีดพ่นด้วยสารละลายเอนนิลีนพทาเลท 
(aniline phthalate) รอจนกว่าสารที่ฉีดพ่นแห้ง เมื่อแห้งแล้วนำไปอบลมร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส 4 นาที ทำการตรวจจุดที่เกิดขึ้นเทียบกับสารละลายน้ำตาลมาตรฐาน บริเวณท่ีจะปรากฏจะมี 2 
ลักษณะ คือ แบบที่ 1 น้ำตาลที่มีจะมีจำนวนคาร์บอนอะตอมจะเท่ากับ 5 อะตอม แถบที่ปรากฏจะมีสี
ชมพู ได้แก่ น้ำตาลไซโลส น้ำตาลอะราบิโนส และน้ำตาลไรโบส แบบที่ 2  น้ำตาลที่มีจะมีจำนวนคาร์บอน
อะตอมจะเท่ากับ 6 อะตอม แถบที่ปารกฏจะมีสีเหลือง ได้แก่น้ำตาลแมนโรส น้ำตาลกลูโคส น้ำตาลแรม
โนส และน้ำตาลกาแลกโตส (Komagata and Suzuki, 1987) 

เตรียมสารละลายน้ำตาลมาตรฐานที่มีความเข้มข้น 10 มิลลิลิตรต่อมิลลิลิตร
เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 จะประกอบด้วยน้ำตาลแรมโนส น้ำตาลแมนโนส น้ำตาลกาแลกโตส น้ำตาล
ไซโลส กลุ่มที่ 2 จะประกอบด้วย น้ำตาลอะราบิโนส น้ำตาลไรโบส และน้ำตาลกลูโคส  

3.3.2.4 การวิเคราะห์กรดไขมันมีข้ัว (polar lipids) 
ทำการชั่งน้ำหนักเซลล์แห้ง 150 มิลลิกรัม ใส่ลงไปในหลอดทดลองที่มีฝาเกลียว

ปิด เติมสารละลายผสมระหว่างเมทานอล (methanol): น้ำเกลือที่มีความเข้มข้น 0.3 % (3% NaCl) ใน
อัตราส่วน 100: 10 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และเติมปิโตรเลียม อีเทอร์ (petroleum ether) ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 15 นาที ทำการดูดสารละลายส่วนด้านบนทิ้ง เติมปิโตรเลียม อีเทอร์ 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันอีกครั้งแล้วดูดสารละลายด้านบนทิ้ง จากนั้นนำไปให้ความร้อนโดยการต้มที่ 100 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เมื่อต้มเสร็จจะต้องทำการเติมสารละลายคลอโรฟอร์ม (chloroform):  
เมทานอล: น้ำ ในอัตราส่วน 90: 100: 30 ในปริมาตร 2.3 มิลลิลิตร ทำการผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นทำการดูดส่วน
ใสลงไปในหลอดใหม่ ทำการเติมสารละลายสารละลายคลอโรฟอร์ม ; เมทานอล; น้ำ ในอัตราส่วน 50; 
100; 40 ในปริมาตร 2.3 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเดิม ผสมให้เข้ากันประมาณ 30 นาที นำไปปั่นเหวี่ยง
ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสไปใส่รวมกับหลอดใหม่รอบแรก ทำการ
สกัดอีก 1 ครั้ง  เติมสารละลายสารละลายคลอโรฟอร์มปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร และน้ำปริมาตร 1.3 
มิลลิลิตร ใส่ไปในหลอดเดิมทำการผสมให้เข้ากัน และนำไปปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 3 ,000 รอบต่อนาที 
เป็นระยะเวลา 10 นาที ทำการดูดสารละลายที่ใสด้านบนทิ้งแล้วนำสารที่สกัดส่วนด้านล่างเป่าให้แห้งด้วย
ก๊าซไนโตรเจน เมื่อสารละลายแห้งแล้วทำการเติมคลอโรฟอร์ม; เมทานอล อัตราส่วน 2; 1 ในปริมาตร 60 
ไมโครลิตร ทำการดูดสารละลายตัวอย่าง 10 ไมโครลิตร และจุดลงบนแผ่น silica TLC (Merck 60 F254, 
10x10 cm) ทำจำนวนทั้งหมด 4 แผ่น จากนั้นนำแผ่น TLC ที่ได้มาดีเวลอพ (develop) 2 ทิศทาง (two-
dimensional development) ระบบนั้นจะมีตัวทำละลาย 2 ชนิด โดยจะทำการจุ่มแผ่น TLC ลงในตัว

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ทำละลายที่ผสมด้วยตัวทำละลายคลอโรฟอร์ม: เมทานอล: น้ำ ในอัตราส่วน 65: 25: 4 ทิ้งไว้จนกว่าตัวทำ
ละลายจะไปถึงจุดที่กำหนด (ห่างจากขอบ 1 มิลลิเมตร) นำออกมารอจนแห้ง และนำแผ่น  TLC ไปจุ่มใน
สารละลายคลอโรฟอร์ม:กรดอะซีติก (acetic acid) เมทานอล: น้ำ ในอัตราส่วน 40: 7.5: 6: 2 โดยต้อง
ทำการกลับด้านแผ่น TLC ในทิศทางท่ีทำการตั้งฉากกับแนวเดิม ทิ้งไว้จนแห้ง ทำการฉีดพ่นด้วยรีเอเจนต์ 
(reagent) ชนิดต่าง ๆดังต่อไปนี้ (Minnikin et al., 1984)  

1. Dittmer & Lester reagent รอจนกว่าสารที่ฉีดพ่นแห้ง เพื่อวิเคราะห์ฟอสโฟลิปิดทั้งหมด 
(จุดสีน้ำเงิน) 

2. Ninhydrin reagent รอจนกว่าสารที่ฉีดพ่นแห้ง และนำไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซ ียส เป ็นระยะเวลา 10 นาที เพื ่อว ิ เคราะห์ฟอสฟาติด ิลเอทาโนลามีน 
(phosphatidylethanolamine; PE)  ไฮดรอกซ ิลฟอสฟาต ิด ิล เมทาโนลาม ีน (OH-
phosphatidylethanolamine; OH-PE) และเมทิล-ฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน (methyl-
phosphatidylethanolamine; methyl-PE) (จุดสีชมพู)  

3. Anisaldehyde reagent รอจนกว่าสารที่ฉีดพ่นแห้ง และนำไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที เพื่อใช้วิเคราะห์ไกลโคลิปิด (จุดสีเขียวอม
เหลือง) และถ้ามีลิปิดอื่น ๆจะมีจุดสีน้ำเงิน 

4. Dragendorff reagent รอจนกว ่าสารที ่ฉ ีดพ่นแห้ง เพื ่อว ิ เคราะห์ฟอสฟาติด ิลโคลีน 
(phosphatidylcholine; PC) (จุดสีส้ม) 

3.3.2.5. การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมัน (cellular fatty acid) 
ทำการชั่งน้ำหนักเซลล์แห้ง 40 มิลลิกรัม ใส่ลงไปในหลอดทดลองที่มีฝาเกลียว

ปิด ทำการเติมสปอนิฟิเคชันรีเอเจนต์ (saponification regent) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วย
เครื่องผสมสาร (vortex) เป็นระยะเวลา 5-10 วินาที และนำไปต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 5 นาที แล้วทำการผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร เป็นระยะเวลา 5 - 10 วินาที และนำไป
ต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อีกครั้งแต่ใช้เวลา 25 นาที รอให้เย็นลงในอุณหภูมิห้อง เมื่อเย็นลงแล้ว
ทำการเติมเมทิลเลชันรีเอเจนต์ (methylation reagent) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทำการผสมให้เข้ากันเป็น
ระยะเวลา 5 - 10 วินาที นำไปต้มในน้ำที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที ทำให้เย็น
โดยนำไปแช่น้ำในอุณหภูมิห้อง จากนั้นทำการเติมตัวทำละลายผสม (extraction solvent) ปริมาตร 
1.25 มิลลิลิตร ทำการผสมให้เข้ากันเป็นระยะเวลา 10 นาที ดูดสารละลายที่อยู่ด้านบนลงไปในหลอดใหม่ 
เติมสารละลายเบสวอช (base wash) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ในหลอดที่ใส่สารละลายส่วนด้านบนไว้ ทำ
การผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 5 นาที ถ้าระหว่างการผสมเกิดอิมัลชัน (emulsion) ให้ทำการเติมสารละลาย
อิ ่มตัวโซเดียมคลอไรด์ (saturated sodium chloride) เติมลงไปเล็กน้อย นำส่วนใสด้านบนนั ้นไป
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วิเคราะห์ด ้วยเครื ่องแก๊สโครมาโตกราฟี (gas chromatography) ที่ม ีฐานข้อมูลของ Microbial 
Identification System (MIDI) (Sasser, 1990) โดยแก ๊สต ัวพา (carrier gas)  เป ็นแก ๊สไฮโดร เจน 
(hydrogen 99.999%) โดยมีอัตราการไหลอยูที่ 30 มิลลิลิตรต่อนาที คอลัมน์ (column) ที่ใช้คือ HP-
ULTRA2 25m x 0.22 mn. i.d. x 0.33 ไ ม โ ค ร เ มต ร (film) capillary column และ ใ ช ้  injector 
temperature ที่ 250 องศาเซลเซียส oven temperature ที่ใช้คือ เริ่มต้นจากอุณหภูมิที ่ 170 องศา
เซลเซียส จากนั้นจะเริ่มเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 288 องศาเซลเซียส (อัตราที่เพ่ิมจะเพ่ิมอยู่ที่ 28 องศาเซลเซียส
ต่อนาที) หลังจากนั้นจะทำการเพิ่มอุณหภูมิเป็น 310 องศาเซลเซียส (อัตราที่เพิ่มจะเพิ่มอยู่ที่ 60 องศา
เซลเซียสต่อนาที) แล้วจะค้างอุณหภูมิไว้ที ่ 310 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 1.25 นาที ส่วนการ 
detector temperature คือ 300 องศาเซลเซียส 

3.3.2.6 การวิเคราะห์ไอโซพรีนอยด์ควิโนน (isoprenoid quinone) 
ทำการชั่งน้ำหนักเซลล์แห้ง 100-500 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพูที่มีฝาปิด

เกลียว ทำการเติมตัวทำละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์ม: เมทานอล ในอัตราส่วน 2: 1 เติมลงไปปริมาตร 
20 มิลลิลิตร ปิดฝาด้วยอลูมิเนียมฟลอยด์ให้แน่น และนำไปบ่มที่เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที ทำการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำมากรองด้วยกระดาษกรองวอทแมนเบอร์ 1 (whatman no. 1)  
นำสารใส่ที่ผ่านจากการกรองมาทำให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสุญญากาศที่อุณหภูมิต่ำกว่า 35 องศา
เซลเซ ียส ละลายด ้วยอะซ ีโตนและนำมาจ ุดลงบนแผ ่น silica gel TLC (Merck 60 F254, 20x20 
เซนติเมตร) โดยทำการจุดเป็นแถบยาว นำแผ่น TLC ที่ทำการจุดเรียบร้อยแล้วไปจุ่มตัวทำละลายเบนซีน 
(100% benzene) ตรวจสอบโดยนำส่องดูภายใต้แสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร แล้วจะมีแถบมี
นาควิโนน (menaquinone) ใช้ดินสอวงบริเวณที่มีแถบปรากฏ แล้วขูด silica gel ใส่ลงไปในหลอด
ทดลอง ละลายด้วยอะซีโตนปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำไปกรองและเป่าให้แห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน นำ
สารละลายตัวอย่างที ่แห้งแล้วด้วยอะซีโตนเล็กน้อย ก่อนนำมาวิเคราะห์ด้วยเครื ่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ใช้คอลัมน์ ODS reverse phase silica gel โดยใช้ตัวทำละลายผสมของ
เมทานอล: 2-โพรพานอล (2-propanol) ในอัตราส่วน 2 : 1 เป็น mobile phase ให้อัตราการไหลเป็น 1 
มิลลิลิตรต่อนาที ค่าดูดแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร (Komagata and Suzuki, 1987) 

3.3.2.7 การวิเคราะห์ชนิดของ acyl ในผลังเซลล์ (acyl type) 
ทำการชั่งน้ำหนักเซลล์แห้ง 10 มิลลิกรัม ใส่ลงไปในหลอดทดลองที่มีฝาปิด แล

เติมกรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเข้มข้น 6 นอร์มอล ในปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปิดฝาให้แน่นแล้วนำไปให้
ความร้อนแก่หลอดทดลอง (heating block) ที่อุณหภูมิประมาณ 100 องศาเซลเซียส รวมเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง ทำการบรรจุคอลัมน์ (column) ด้วย Dowex (CH3COO-) ให้มีความสูงอยู่ประมาณ 5 เซนติเมตร 
โดยตัวคอลลัมน์จะใช้พาสเจอร์ปิเปต (pasture pipette) เมื่อทำการบรรจุคอลัมน์เสร็จเรียบร้อย นำสาร
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ที่ผ่านการย่อยโหลดลงคอลัมน์โดยใช้น้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 400 ไมโครลิตร ให้เป็นตัวชะ
สารละลายที่ได้จากการย่อยลงไปในคอลัมน์  รอจนแห้ง ทำการชะด้วยน้ำกลั ่นอีกครั้งในปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ทำซ้ำ 2 ครั้ง ขั้นตอนที่ผ่านมาข้างต้นจะทำให้กรดไกลโคลิก (glycolic acid) ถูกชะออกมาใน
ส่วนสุดท้าย จะทำการตรวจสอบผลโดย ดูดสารละลายในส่วนท้ายประมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในหลอด
ทดลองฝาเกลียวหลอดใหม่ ทำการเติมสารละลายดอน รีเอเจนต์ (DON regent) ในปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
ทำการปิดดฝาให้แน่นเพื่อให้เกิดการผสมให้เข้ากัน นำไปให้ความร้อนโดยการเอาไปต้มที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที ทำให้เย็นโดยการนำไปแช่น้ำที่อุณหภูมิห้อง ทำการเติมกรด
ซัลฟิวริกความเข้มข้น 2 นอร์มอล ในปริมาตร 1.9 มิลลิลิตร ทำการผสมให้เข้ากัน หากมีกรดไกลโคลิก 
(glycolic acid) ในผนังเซลล์ สารละลายที่นำมาทดสอบจะเกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นสีชมพู (Komagata 
and Suzuki, 1987) 

3.3.2.8 การวิเคราะห์กรดมัยคอลิก (mycolic acid) 
ทำการชั่งน้ำหนักเซลล์แห้งประมาณ 50 – 200 มิลลิกรัม ใส่ลงไปในหลอด

ทดลองแบบมีฝาปิดเกลียว เติมสารละลายโปรแตสเซียมไฮดรอกไซด์ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 10 (10% 
KOH) ในเมทานอล ทำการปิดฝาให้แน่นแล้วนำไปย่อยโดยการให้ความร้อน 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
ประมาณ 2 ชั่วโมง ทำการเติมกรดไฮโดรคลอริกที่มีความเข้มข้น 6 นอร์มอล ในปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร 
และทำการสกัดด้วยเอ็น-เฮกเซน (n-hexane) หรือปิโตเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) ในปริมาตร 2 
มิลลิตร ทำการผสมให้เข้ากัน และนำไปปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 3 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลาทั้งหมด 10 
นาที ทำการดูดสารละลายด้านบนของหลอดที่นำไปปั่นเหวี่ยงลงหลอดอันใหม่ ทำการสกัดซ้ำโดยใช้เอ็น -
เฮกเซน ในปริมาตร 2 มิลลิลิตร ซ้ำ 1 ครั้ง และทำการดูดสารละลายด้านบนไปใสลงในหลอดอันใหม่
ข้างต้น ทำการเป่าให้แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน เมื ่อแห้งแล้วเติมเบนซิน : เมทานอล: กรดซัลฟูริก 
(benzene: MeOH; H4SO4) ในอัตราส่วน 10: 20: 1 จากนั้นนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 2 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นในอุณหภูมิห้อง เมื่อเย็นลงแล้วทำการเติมน้ำปราศจากเชื้อปริมาตร 2 
มิลลิลิตร และเฮกเซน ในปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทำการเขย่าให้เข้ากัน และนำไปทำการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที ดูดสารละลายที่อยู่ด้านบนลงใส่หลอดใหม่ สกัดด้วยตัว
ทำละลายเฮกเซนในปริมาตร 2 มิลลิลิตร ซ้ำอีกครั้ง หลังจากการสกัดซ้ำนำสารละลายทั้งหมดมารวมกัน 
นำไปเป่าให้แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน เมื่อแห้งแล้วละลายด้วยเอ็น-เฮกเซนในปริมาตรเล็กน้อย นำไปจุดลง
บนแผ่น TLC ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร นำแผ่น TLC ไปจุ่มลงบนสารละลายผสมระหว่างเอ็น-เฮกเซน: 
ไดเอทิลอีเทอร์ (diethyl ether) ในอัตราส่วน 4: 1 รอจนตัวทำละลายเคลื่อนจนสุดแผ่น รอจนกว่าแผ่น 
TLC แห้ง จากนั้นทำการรมแผ่น TLC ด้วยควันของไอโอดีน (I2) หรือจะทำการฉีดพ่นด้วยกรดซัลฟิวริกที่มี
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ความเข้มข้น 50 % และนำไปอบลมร้อนที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  5 นาที ทำการ
ตรวจผลโดยการสังเกตจุดที่ปรากฏขึ้น (Komagata and Suzuki, 1987) 
 3.3.3 ลักษณะทางจีโนไทป์ (Genotype characterization) 
   3.3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
    ทำการเลี้ยง Streptomyces sp. AA8 ในอาหารเหลวกลูโคส-ยีสต์เอ็กแทรกท์
(glucose-yeast extract broth) นำไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 
3 วัน ทำการแยกน้ำหมักและตัวเซลล์โดยการนำไปปั่นเหวี่ยงโดยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10 ,000 
รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 นาที เทส่วนที่เป็นน้ำหมักทิ้ง ล้างตัวเซลล์ที่ผ่านการปั่นเหวี่ยงมาแล้วด้วย
สารละลาย TE buffer และนำไปปั่นเหวี่ยงซ้ำ ทำการล้างด้วย TE buffer จนกว่าสารละลาย TE buffer 
ใส จากนั้นใส่สารละลาย TE buffer ในปริมาตร 380 ไมโครกรัม และเติมไลโซไซม์ (lysozyme) ที่มีความ
เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ทำการผสมให้เข้ากัน และนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง และทำการเติมสารละลายโซเดียมโตเตซัลเฟต (SDS) ที่มี
ความเข้มข้น 10 % ในปริมาตร 40 ไมโครลิตร ทำการผสมกันโดยการกลับหลอดไปมา และนำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที จากนั้นทำการเติมสารละลายฟีนอล : คลอรฟอร์ม: 
ไอโซเอมิล แอลกออล์ (phenol: chloroform: isoamyl alcohol) ในอัตราส่วน 25: 24: 1 ในปริมาตร 
400 ไมโครลิตร ทำการผสมให้เข้ากัน เป็นระยะเวลา 5 นาที หลักจากทำการผสมกันแล้วนำไปทำการ
ตกตะกอนโดยนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 15 นาที ดูดสารละลาย
ด้านบนนำไปใส่หลอดใหม่ ตกตะตอนดีเอ็นเอโดยการเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตตที่มีความเข้มข้น 3 
โมลาร์ (3M sodium acetate) ในปริมาตร 1 ใน 10 ของสารละลายส่วนใสที่ใสลงไปในหลอด และทำ
การเติมเอทานอลที่เย็นจัด ในปริมาตร 2 เท่าของสารละลายที่ได้ ใช้แท่งแก้วที่ปราศจากเชื้อพันสาย  
ดีเอ็นเออย่างเบามือ และนำมาตั้งทิ้งไว้จนดีเอ็นเองที่พันกับแท่งแก้วนั้นแห้ง เมื่อแห้งสนิทแล้วนำไป
ละลายกับ TE buffer ในปริมาตร 50 – 100 ไมโครลิตร (Yukphan, 2006) 
   3.3.3.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain 
reaction; PCR)  
    การเพิ่มของยีน 16 rRNA จะใช้ปฏิกิริยาของลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction; PCR) โดยการนำดีเอ็นเอที ่ได้มาทำการแยกเพื ่อเพิ ่มปริมาตรสายดีเอ็นเอของยีน  
16S rRNA โดยใช้ไพรเมอร์สากล (Universal primer)  โดยการนำสารที่มีความเข้มข้นและปริมาตรที่
แสดงในตารางที่ 3.1 ใส่ลงไปในหลอดที่มีขนาดเล็กและมีฝาปิด ทำการผสมให้เข้ากันและนำไปทำ
ปฏิกิริยาโดยเครื่องเทอร์มอลไซเคลอร์ (Thermal cycler) ซึ่งการให้ความร้อนและเวลาที่ทำการตั้งไว้
แสดงในตารางที่ 3.2 (Yukphan et al., 2005) 
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ตารางท่ี 3.1 ส่วนประกอบที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยายาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

หมายเหตุ primer: 20F (5’ GAG TTT GAT CCT GC TCA G 3’) 
primer: 1500R (5’ GTT ACC TTG TTA CGA CTT 3’ 

ตารงที่ 3.2 วงจรพีซีอาร์ (PCR cycle) 

 

 

3.3.3.3 การทำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR Product) ให้มีความบริสุทธิ์  
     การทำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของ 16S rRNA นั้นจำเป็นจะต้องนำมาเพิ่มปริมาณ
ก่อน หลังจากการเพิ ่มปริมาตรจะถูกนำไปทำให้บริสุทธิ ์โดยใช้ชุดของ Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction Kit ผลิตโดยบริษัท Geneaid จะทำโดยเริ่มจาการละลายผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ในปริมาตร 100 
ไมโครลิตร นำไปใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ (microcentrifuge) ที่มีขนาด 1.5 มิลลิลิตร ในหลอดจำเป็น
จะต้องมีสาร PB solution ในปริมาตร 450 ไมโครลิตร หลังจากนั้นนำสารลายใส่ลงไปในคอลมัน์ QIA 

 ความเข้มขน้ ปริมาตร 
Primer : 9F  10.0 µM 5.0 µl 
Primer : 1541R  10.0 µM 5.0 µl 
dNTP 2.0 mM 8.0 µl 
10X Tap buffer 10X 0.5 µl 
MgCl2 25.0 mM 8.0 µl 
Tap DNA Polymerase 5 Unit/ µl 0.5 µl 
Milli Q water - 61.5 µl 
Template DNA 100 – 200 ng/µl 2.0 
รวม 100 µl 

อุณหภูมิ เวลา จำนวนรอบ 
(cycle) 

ขั้นตอน 
 

94 องศาเซลเซียส 3 นาที 1 Denaturation step 

94 องศาเซลเซียส 1 นาที  
25 50 องศาเซลเซียส 1 นาที Annealing step 

72 องศาเซลเซียส 2 นาที  
Extension step 72 องศาเซลเซียส 3 นาที 1 

รวมเวลาทั้งสิ้น : 2 ช่ัวโมง 30 นาท ี
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quick column เพื่อที่จะนำไปปั่นเหวี่ยงที่มีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลาประมาณ  
30 วินาที หลังจากทำการปั่นเหวี่ยงเสร็จเรียบร้อยให้ทำการเทของเหลวที่ตกลงมาจากการกรองของ
คอลัมน์ทิ้ง เมื่อทำการเทของเหลวที่ตกลงมาจากคอลัมน์ทิ้งแล้วเติม wash buffer ในปริมาตร 600 
ไมโครลิตร และนำไปปั่นเหวี ่ยงอีกครั ้งที่ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลาประมาณ  
30 วินาที เทส่วนที่ตกลงมาจากคอลัมน์อีกครั้ง จากนั้นทำการย้ายตัวของคอลัมน์ใส่หลอดอันใหม่ เมื่อย้าย
คอลัมน์ลงไปในหลอดใหม่แล้วให้ทำการเติม TB buffer ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร โดยจำเป็นต้องใส่ลง
ไปตรงจุดกึ่งกลางของคอลัมน์ ทำการตั้งทิ้งไว้ในอุณหภูมิเป็นระยะเวลาประมาณ 10 นาที และนำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาท ีเป็นระยะเวลาประมาณ 1 นาที เมื่อทำการปั่นเหวี่ยงเสร็จสิ้น
จะได้สารละลายดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์เพ่ือนำไปวิเคราะห์ลำดับเบสต่อไป 

   3.3.3.4 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอของ 16S rRNA gene  
    การทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอของ 16S rRNA gene 
ในการว ิจ ัยน ี ้น ั ้นจะใช ้ช ุด  BigDye terminator cycle sequencing ready reaction kit (applied 
biosystem) โดยส่วนประกอบที่ใช้ทั้งหมดจะแสดงในตารางที่  3.3 ส่วนอุณหภูมิและเวลาของการใช้จะ 
แสดงในตารางที ่3.4 (Yukphan et al., 2005) 

3.3.3.5 การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis)  
   ทำการจัดเรียง (alignment) ของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้รับกับลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ของเชื้อที่ทำการคัดเลือก (selected sequences) จากข้อมูลต่าง ๆ ได้แก่ genbank / EMBL / 
DDBJ โดยจำเป็นต้องใช้การ alignment software ซึ่งในการวิจัยเล่มนี้ได้ใช้ CLUSTAL W program 
package ทำการจำลองข้อมูลให้เป็น multi – data set และทำการสร้างแผนภูมิต้นไม้หรือสร ้าง
แผนภาพของสายว ิว ัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยใช ้โปรแกรมของ MEGA V.7 package 
(www.megasoftware.net/) ในการช่วยสร้างแผนภาพของสายวิวัฒนาการ (Yukphan et al., 2005) 

3.3.3.6 การวิเคราะห์จีโนมทั้งหมด (whole genomes analysis) และชีวสารสนเทศ 
(Bioinformatics) 
การศึกษาสำหรับเพ่ือวิเคราะห์จีโนมทั้งหมด โดยทำให้ดีเอ็นเอท่ีจะนำไปใช้ในการวิเคราะห์ต่อบริสุทธิ์ตาม
ข้อที่ 3.3.3.3 หลังจากนั้นนำดีเอ็นเอนั้นไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื ่อง  illumina Miseq 1 TB 
platform (illumina Inc. San Diego, US-CA) โดยจะส ่งต ัวอย ่างด ีเอ ็นเอน ั ้นไปว ิเคราะห ์ที่ ศ ูนย์
วิทยาศาสตร์โอมิกส์และชีวสารสนเทศ (Omics sciences and bioinformatics center) จุฬาลงกรณ์
มหาว ิทยาล ัย  โดยหล ักการท ี ่ ใช ้หา  Whole genome shotgun sequence (WGS) น ั ้ นจะเริ่ ม 
จากการเชื ่อมต่อ (assembly) ด้วยโปรแกรม SPAdes เวอร์ชัน 3.10.179 จากนั ้นทำการนำลำดับ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



75 
 

 

น ิ วคล ี โ อ ไทด ์ท ี ่ ไ ด ้ ไ ปทำนายย ีน  ( annotation) ด ้ วย โปรแกรม Prokka เ วอร ์ ช ั น  1 . 1280  
แ ล ะ  pipeline ข อ ง  NCBI (NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline; PGAP)  
จากนั้นทำการคำนวณค่า  Average Nucleotide Identity (ANI)  และ digital G+C content ทำโดยค่า
ใ ช ้ อ ั ล ก อ ร ิ ท ึ ม  ANI-MUMmer (ANIm) ข อ ง  JSpeciesWS web service แ ล ะ  Ezbiocloud 
(https://www.ezbiocloud.net/tools/ani) ส ่ วนการทำ  digital DNA-DNA hybridization (dDDH) 
นั้นจะทำโดยการเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียง โดยใช้ Genome-to-Genome Distance 
Calcultor (GGDC) เวอร์ชัน 2.186 และทำการวิเคราะห์กลุ่มของยีน (gene cluster) ที่มีความเกี่ยวข้อง
กับการสังเคราะห์ของสารทุติยภูมิ ใช้การวิเคราะห์ด้วย anti-SMASH ในการสร้าง Genome circular 
map และสร้างโดยใช้โปรแกรม CGview เพ่ือที่จะแสดงผลของยีนที่ผ่านการทำ annotation และทำการ
แบ ่ ง กล ุ ่ ม ต า ม  COG (Clusters of Orthologous Groups) และ  synteny map ของ ไอ โ ซ เ ล ต 
Streptomyces sp. AA8  และ Streptomyces roseifaciens DSM 106196T สร้างโดยใช้โปรแกรม 
Artermis Comparison Tools (ACT) 

ตารางท่ี 3.3 ส่วนประกอบของการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene  

 ความเข้มข้น 
(Diluted reaction 0.5X) 

ปริมาตร 
( µl) 

Big dye terminator  - 4.0 
5X sequencing Buffer  5 เท่า 2.0 
Sequencing Primer* 3.2 (pmol/ µl) 2.0 
น้ำปราศจากไอออน - 10.0 
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ - 2.0 
รวม 20 

หมายเหตุ Primer 27F: AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 
800R : GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 
520R : CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG 
1492R: TAC CAG GGT ATC TAA TCC 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 3.4 โปรแกรม Big dye 

 
  3.3.3.6 การวิเคราะห์จีโนมทั้งหมด (whole genomes analysis) และชีวสารสนเทศ 
(Bioinformatics) 

การศึกษาสำหรับเพื่อวิเคราะห์จีโนมทั้งหมด โดยทำให้ดีเอ็นเอที่จะนำไปใช้ใน
การวิเคราะห์ต่อบริสุทธิ์ตามข้อที่ 3.3.3.3 หลังจากนั้นนำดีเอ็นเอนั้นไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  

illumina Miseq 1 TB platform (illumina Inc. San Diego, US-CA) โดยจะส่งตัวอย่างดีเอ็นเอนั้นไป
วิเคราะห์ที่ศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์และชีวสารสนเทศ (Omics sciences and bioinformatics center) 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยหลักการที่ใช้หา Whole genome shotgun sequence (WGS) นั้นจะเริ่ม
จากการเช ื ่อมต ่อ (assembly) ด ้วยโปรแกรม SPAdes เวอร ์ช ัน 3.10.179 จากน ั ้นนำลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปทำนายยีน (annotation) ด้วยโปรแกรม Prokka เวอร์ชัน 1.1280 และ pipeline 
ข อ ง  NCBI (NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline; PGAP) ห ล ั ง จ า ก น ั ้ น ท ำ ก า ร 
คำนวณค่าของ  Average Nucleotide Identity (ANI)  และค่าของ digital G+C content ทำโดย 
ค ่ า ใ ช ้ อ ั ล ก อ ร ิ ท ึ ม  ANI-MUMmer (ANIm) ของ  JSpeciesWS web service และ  Ezbiocloud 
(https://www.ezbiocloud.net/tools/ani) ส ่ วนการทำ  digital DNA-DNA hybridization (dDDH) 
นั้นจะทำโดยการเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียง โดยใช้ Genome-to-Genome Distance 
Calcultor (GGDC) เวอร์ชัน 2.186 และทำการวิเคราะห์กลุ่มของยีน (gene cluster) ที่มีความเกี่ยวข้อง
กับการสังเคราะห์ของสารทุติยภูมิ ใช้การวิเคราะห์ด้วย anti-SMASH ในการสร้าง Genome circular 
map และสร้างโดยใช้โปรแกรม CGview เพ่ือที่จะแสดงผลของยีนที่ผ่านการทำ annotation และทำการ
แบ ่ ง กล ุ ่ ม ต า ม  COG (Clusters of Orthologous Groups) และ  synteny map ของ ไอ โ ซ เ ล ต 
Streptomyces sp. AA8  และ Streptomyces roseifaciens DSM 106196T สร้างโดยใช้โปรแกรม 
Artermis Comparison Tools (ACT) 

 
 

 

อุณหภูมิ เวลา จำนวนรอบ(cycle) 

96 องศาเซลเซียส 3 วินาที 1 
96 องศาเซลเซียส 10 วินาที  

25 50 องศาเซลเซียส 5 วินาที 
60 องศาเซลเซียส 4 วินาที 1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4 การแยกสารทุติยภูมิให้บริสุทธิ์และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
  3.4.1. การสกัดสาร 
   เลือกโคโลนีของ Streptomyces sp. AA8 โคโลนีเดียว 1 โคโลนี เพื่อมาเลี้ยงในอาหาร

เหลวสูตรยีสต์เอ็กแทรกท์มอลท์แอ็กแทรกท์ (Yeast extract - Malt extract broth; ISP2 broth) 

ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน ปริมาณการเลี้ยงทั้งหมด 20 ลิตร หลังจากเลี้ยงครบตามกำหนดทำการแยก

น้ำหมักและเซลล์ด้วยการกรองแยกส่วนกัน น้ำหมักทำการสกัดด้วยวิธีการสกัดของเหลวด้วยของเหลว 

(liquid – liquid extraction) ด้วยสารละลาย Ethyl Acetate ในอัตราส่วน 1:1 ทำการเขย่า 5 นาที แยก

เก็บส่วนใส ทำการสกัดซ้ำ 2 ครั้ง แล้วนำส่วนใสที่ได้ไประเหย Ethyl Acetate ออกด้วยเครื่องระเหยสาร

ภายใต้ระบบสุญญากาศ (Rotary Evaporator) จนกว่าสารละลายจะแห้งติดกับภาชนะ เก็บสารที่ได้ใส่ใน

ขวดแก้วขนาดเล็กโดยการนำเมทานอลมาละลายสารที่ติดอยู่ในภาชนะเพ่ือนำมาใส่ขวดเล็กและน้ำไปเก็บ

ไว้ในโถดูดความชื้น (desiccator) จนสารแห้งอีกครั้ง ส่วนตัวเซลล์ทำการสกัดโดยนำเซลล์มาหมักด้วย

สารละลายเมทานอลเป็นเวลา 1-2 วัน หลังจากการหมักเสร็จนำมากรองออกเพ่ือนำสารละลายเมทานอล

มาระเหยออกด้วยเครื่องระเหยสารภายใต้ระบบสุญญากาศ (Rotary Evaporator) เก็บสารที่ได้ใส่ในขวด

แก้วขนาดเล็กโดยการนำเมทานอลมาละลายสารที่ติดอยู่ในภาชนะเพ่ือนำมาใส่ขวดเล็กและน้ำไปเก็บไว้ใน

โถดูดความชื้น (desiccator) จนสารแห้งเหมือนสารละลายที่ได้จากน้ำหมัก นำไปเก็บรักษาที่ตู้ควบคุม

อุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส 

3.4.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
นำสารสกัดหยาบละลายด้วยตัวทำละลายเมทานอล เพ่ือนำมาวิเคราะห์หาองค์ประกอบ

ทางเคมีด้วยเครื่องแยกของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC; Ultimate 3000, Dionex) ที่เฟสเคลื่อนที่นั้นเป็น
แบบ gradient ที่มีอัตราส่วนอะซิโตไนไตล์ต่อน้ำอยูที่ร้อยละ 5 -10 ด้วยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อ
นาที เป็นระยะเวลา 15 นาที คอลัมน์มราใช้ในการแยกคือ C-18 แบบ reverse phase (4.6x150 
มิลลิเมตร; 5 ไมโครเมตร) 

3.4.3 การแยกสารทุติยภูมิด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ 
นำสารสกัดหยาบของ Streptomyces sp. AA8 มาแยกโดยใช้ sephadex LH-20 ทำ

โดยดูดสารละลายของน้ำหมักและเซลล์แยกกันลงคอลัมน์ Sephadex ขนาด 45 x 28 เซนติเมตร โดยมี
อัตราส่วน เมทานอล 100 % โดยแยกเก็บสารเป็นส่วนๆ นำแต่ละส่วนที ่ทำการเก็บได้นั ้นไปฉีดดู
สารประกอบโดยใช้เครื่องแยกของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ที่เฟสเคลื่อนที่นั้นเป็นแบบ gradient ที่มี
อัตราส่วนของอะซิโตไนไตล์ต่อน้ำอยู่ที่ 5 -10 % ด้วยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นระยะเวลา 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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15 นาที คอลัมน์มเราใช้ในการแยกคือ C-18 แบบ reverse phase (4.6x150 มิลลิเมตร; อนุภาคขนาด 5 
ไมโครเมตร) เพ่ือที่จะนำสารที่เหมือนกันมารวมกัน  

3.4.4 การแยกสารด้วยเครื่องแยกของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 
สารสกัดหยาบจากเซลล์ที ่ได้รับจากการแยกจากคอลัมน์ Sephadex มา 4 fractions 

ได้แก่ CF1 CF2 CF3 และ CF4 และสารสกัดหยาบที่ได้จากน้ำหมักที่แยกได้จากคอลัมน์ Sephadex มา 
6 fractions ได้แก่ BF1 BF2 BF3 BF4 BF5 และ BF6 ถูกนำไปฉีดโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
เพื่อวิเคราะห์ดูสารประกอบที่น่าสนใจและมีปริมาณมากพอจะนำไปทำการทดลองต่อไป ซึ่งพบว่าสาร
ทุติยภูมิที่น่าสนใจจะอยู่ใน fractions BF5 BF6 CF3 และ CF4 นอกนั้นจะไม่ทำการแยกต่อเพราะเป็น
สารประกอบที่ไม่น่าสนใจ นำ fractions ที่สนใจมาแยกด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบผัน
กลับ (reverse phase chromatography) โดยใช้คอลัมน์อยู่ 2 ชนิด คือ คอลัมน์ Shiseido ขนาด 20 
มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร และ คอลัมน์ Sunfire ขนาด 19 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร โดยใช้อัตราส่วน
ของ  acetonitrile และ น ้ำเป ็นเฟสเคล ื ่ อนท ี ่  (mobile phase)  ในการแยกสารประกอบของ 
Streptomyces sp. AA8  
    นำ  fractions BF5 มาแยกส า รประกอบแต ่ ล ะ  fractions ด ้ ว ย  semi-
preparative HPLC โดยใช้คอลัมน์ Shiseido ขนาด 20 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร โดยใช้อัตราส่วนของ 
acetonitrile ต่อน้ำ 0-95 % ในน้ำ ในเวลา 35 นาที ด้วยอัตราการไหล 8 มิลลิตรต่อนาที แยกสารได้
จำนวน 12 fractions คือ BF5H1 – BF5H12 ดังแสดงใน รูป 3.1   

นำ fractions BF5H7 และ BF5H9 มาแยกซ้ำด้วย semi-preparative HPLC 
ใช้คอลัมน์ Sunfire ขนาด 19 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร โดยใช้อัตราส่วนของ acetonitrile ต่อน้ำ  5-
100% ในเวลา 30 นาที ด้วยอัตราการไหล 15 มิลลิตรต่อนาที    สำหรับ BF5H7 ได้มา 2 fractions คือ 
BF5H7H1 และ BF5H7H2   ส่วน fraction BF5H9 ใช้คอลัมน์ Sunfire ขนาด 19 มิลลิเมตร x 150 
มิลลิเมตร โดยใช้อัตราส่วนของ acetonitrile ต่อน้ำ10-100 % ต่อน้ำ ในเวลา 30 นาที ด้วยอัตราการ
ไหล 8 มิลลิตรต่อนาทีได้ 1 fraction คือ BF5H9H1 ดังแสดงใน รูป 3.1   

นำ fraction BF6 มาแยกให้บริสุทธิ์ด้วย semi-preparative HPLC ใช้คอลัมน์ 
Sunfire ขนาด 19 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร โดยใช้อัตราส่วนของ acetonitrile ต่อน้ำ 2-100% ใน
เวลา 35 นาที ด้วยอัตราการไหล 12 มิลลิตรต่อนาที แยกสารได้จำนวน 7 fractions คือ BF6H1 – 
BF6H7 ตามลำดับ ดังแสดงใน รูป 3.1  
    นำ fraction CF3 มาแยกให้บริสุทธิ์ด้วย semi-preparative HPLC ใช้คอลัมน์ 
Shishedo ขนาด 20 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร โดยใช้อัตราส่วนของ acetonitrile ต่อน้ำ 0-95 % ใน
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เวลา 35 นาที ด้วยอัตราการไหล 12 มิลลิตรต่อนาที แยกสารได้ทั ้งหมด 9 fractions คือ CF3H1 – 
CF3H9 ดังแสดงในรูป 3.2 

นำ fraction CF4 มาแยกให้บริสุทธิ์ด้วย semi-preparative HPLC ใช้คอลัมน์ 
Sunfire ขนาด 19 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร โดยใช้อัตราส่วนของ acetonitrile ต่อน้ำ 0-95 % ใน
เวลา 35 นาที ด้วยอัตราการไหล 8 มิลลิตรต่อนาท ีแยกสารได้ท้ังหมด 7 fractions คือ CF4H1 – CF4H7  
ดังแสดงในรูป 3.2  

3.4.5 การวัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Infrared (IR) spectroscopy 

เตรียมสารบริสุทธิ์ประมาณ 1 มิลลิกรัม นำมาละลายด้วยอะซีโตนเล็กน้อยจากนั้นนำไปวัด

ค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื ่องวัดค่าความดูดแสงโดยใช้ลำแสง  Alpha FT-IR spectrometer ของบริษัท 

Bruker   

 3.4.6 Mass spectrometry 

ละลายสารบริสุทธิ์ด้วยเมทานอล เมื่อทำการละลายเสร็จ นำไปวิเคราะห์ค่าของมวลต่อ

ประจุ (m/z) สารบริสุทธิ์ จากเครื่องแมสสเปกโตรเมทรี เพ่ือนำไปประกอบในการหาโครงสร้างทางเคมี 

 3.4.7 Nuclear magnetic resonance spectroscopy หรือ NMR 

NMR spectra จะประกอบไปด้วย 1H 13C DEPT 135 COSY NOESY HMQC และ HMBC 

ผลที่ได้ทั ้งหมดใช้เครื่อง Bruker ADVANC 500 เมกะเฮิรตซ์ (1H ที่ 500 เมกะเฮิรตซ์ และ 13C ที่ 125 

เมกะเฮิรตซ์) และเครื่อง Bruker ADVANC III 400 เมกะเฮิรตซ์ (1H ที่ 400 เมกะเฮิรตซ์ และ 13C ที่ 100 

เมกะเฮิรตซ์) 

3.4.8 Optical rotation  

การวิเคราะห์ค่าการหมุนระนาบของแสงโพลาไรซ์ ทำได้โดยใช้เครื่อง polarimeter ของ 

JASCO รุ่น P-1030 

 3.4.9 Ultraviolet-Visible (UV-vis) absorption spectroscopy 

สเปกตรัม UV-vis ของสารทุติยภูมิจะถูกวิเคราะห์ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง Cary 

1E UV-vis โดยละลายสารตัวอย่างด้วยเมทานอล 
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3.5 การทดลองฤทธิ์ทางชีวภาพ 
  3.5.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 3.5.1.1 การเตรียมสารสกัด  
ชั่งสารสกัดหยาบหนัก 1 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากัน จากนั้นทำการเจือจางให้มีความเข้มข้นในช่วง 1,000 – 0.97 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ชั่งสารสกัดหยาบจากน้ไหมักหนัก 1 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าผสมให้
เข้ากัน จากนั้นทำการเจือจางให้มีความเข้มข้นในช่วง 1,000 – 0.97 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.5.1.2 การเตรียมสารละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ให้มีความ
เข้มข้น 2.0 มิลลิโมลาร์  

ชั่งสาร DPPH หนัก 7.9 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดวัดปริมาตร (volumetric 
flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมเมทานอลประมาณครึ่งหนึ่งของขวดวัดปริมาตร แล้วปรับปริมาตร 
จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman) เบอร์ 1 เทใส่ขวดแล้วเก็บไว้ในที่มืดห้ามโดนแสง 
    3.5.1.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน Butylated Hydroxytoluene หรือ BHT โดย
ใช้น้ำเป็นตัวทำละลาย  ทำการเจือจางให้มีความเข้มข้นในช่วง 1,000 – 0.97 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 
และเตรียมสารละลายมาตรฐาน Butylated Hydroxytoluene หรือ BHT  โดยใช้เมทานอลเป็นตัว
ทำละลายทำการเจือจางให้มีความเข้มข้นในช่วง 1,000 –0.97 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.5.1.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) radical scavenging assay  

นำสารสกัดหยาบแต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงใน
แต่ละหลุมของ microplate  96 หลุม ทำการผสมสารละลาย DPPH ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ความ
เข้มข้นละ 3 ซ้ำ   จากนั ้นหยดสารสกัดที ่ความเข้มข้นต่าง  ๆ (Blank  sample) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร หยดลงในแต่ละหลุมของไมโครเพลส โดยทำการหยดสารละลาย DPPH ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร หยดลงในแต่ละหลุมของไมโครเพลส จากนั้นหยดเมทานอลปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลง
ในแต่ละหลุมของสารละลาย DPPH ทดสอบ 3 ซ้ำ จากนั้นหยดเมทานอล (Blank DPPH) ปริมาตร  
200 ไมโครลิตร  ลงในแต่ละหลุมของไมโครเพลส นำไปบ่มในที่มืด 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื ่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื ่องเครื ่องอ่านปฏิกิริยาบน Microplate Reader โดยใช้
สารละลายมาตรฐาน BHT เป็นชุดควบคุมเชิงบวก (positive control) และเมทานอลเป็นตัวทำชุด
ควบคุมเชิงลบ (negative control)  นำผลค่าการดูดกลืนแสงที ่ได้มาเปรียบเทียบกับผลของชุด
ควบคุมเชิงบวกแล้วคำนวณหาร้อยละของปฏิกิริยาดักจับอนุมูลอิสระ คำนวณร้อยละของปฏิกิริยาดัก
จับอนุมูลอิสระ (Free Radical Scavenging) ดังสมการต่อไปนี้ 
 

% inhibition = [ (ADPPH – ABlank DPPH) – (BSample – BBlank sample) ]/ (ADPPH – ABlank DPPH)เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

 

บทท่ี 4 

ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

4.1 ลักษณะทางอนุกรมวิธานของไอโซเลต AA8 

 4.1.1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ 

4.1.1.1 ลักษณะสัณฐานวิทยา (morphological taxonomy) 

เลี้ยงไอโซเลต AA8 บนอาหาร yeast extract – malt extract (ISP2) เป็น

เวลา 14 วัน ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาลักษณะของสปอร์ใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง

ที่มีเลนส์ส่องระยะไกล (Long working distance objective lens) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) พบว่าไอโซเลต AA8 มีเส้นใยอาหารสีแดง

คล้ำ (Dark Red) เส้นใยอากาศสีแดงคล้ำอมเทา (Dark Grayish Red) และสปอร์มีลักษณะสายตรง

ต่อกันเป็นช่ออยู่บนก้านชูสปอร์ (รูป 4.1) เทียบกับ Streptomyces roseifaciens DSM 106196T มี

ลักษณะที่ต่างกัน ที่เส้นใยอาหารสีแดงเข้ม (Very Deep Red)  เส้นใยอากาศสีแดงอมเทา (Light 

Grayish Red) และสปอร์เป็นสายตรง (รูป 4.1) (Aart et al., 2018)  
0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลต AA8 และ S. roseifaciens DSM 106196T 

(ก) ลักษณะโคโลนีของไอโซเลต AA8   (ข) ลักษณะโคโลนีของ S. roseifaciens DSM 

106196T (ค) ลักษณะสปอร์ของไอโซเลต AA8 ที่ส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

(ง) ลักษณะสปอร์ของ S. roseifaciens DSM 106196T ที ่ส ่องผ่านกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอน

(ก) (ข) 

ค 

(ค) (ง) 
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4.1.1.2 ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ (cultural characteristic) 

เล ี ้ยงไอโซเลต AA8 บนอาหารแข็ง yeast extract-malt extract (ISP2) 

Oatmeal (ISP 3 )  Inorganic salt-starch (ISP4 )  Glycerol-asparagine (ISP5 )  Peptone-yeast 

extract iron (ISP6) และ Tyrosine (ISP7) (ภาพผนวก ก) (Shirling and Gotlieb, 1966) พบว่า 

ไอโซเลต AA8 เจริญได้ดีในทุกอาหาร สร้างเส้นใยอากาศสีชมพูอมเทา เส้นใยอาหารสีแดง ยกเว้น

อาหาร ISP6 ที่สร้างเส้นใยอากาศและเส้นใยอาหารเป็นสีน้ำตาล เหมือนกันกับ  S. roseifaciens 

DSM 106196T (ตารางที่ 4.1)  

ตารางท่ี 4.1 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต AA8 บนสูตรอาหารต่าง ๆ 

สูตรอาหาร ไอโซเลต 
AA8 S. roseifaciens DSM 

106196T 
Yeast extract-malt 
extract agar (ISP2) 
ความสามารถในการเจริญ 
สีของเส้นใยอากาศ 
 
สีของเส้นใยอาหาร 
รงควัตถุละลายน้ำ 

 
 
+ 

แดงคล้ำอมเทา (Dark Grayish 
Red)  

แดงคล้ำ (Dark Red) 
ส้มแกมเหลือง (Brilliant Orange 

Yellow) 

 
 
+ 

แดงอมเทา (Light Grayish 
Red) 

แดงเข้ม (Very Deep Red) 
เหลืองเข้ม (Deep Yellow) 

Oatmeal agar (ISP3) 
ความสามารถในการเจริญ 
สีของเส้นใยอากาศ 
สีของเส้นใยอาหาร 
รงควัตถุละลายน้ำ 

 
+ 

ขาวอมชมพู (Pinkish White) 
แดงเข้ม (Dark Red) 

- 

 
+ 

ชมพูอมเทา (Grayish Pink) 
แดงคล้ำ (Dark Red) 

- 

Inorganic salt-starch 
agar (ISP4)  
ความสามารถในการเจริญ 
สีของเส้นใยอากาศ 
สีของเส้นใยอาหาร 
รงควัตถุละลายน้ำ 

 
 
+ 

ชมพูอ่อน (Pale Pink) 
แดงอ่อน (Light Graish Red) 

- 

 
 
+ 

ชมพูเทา (Pinkish Gray) 
แดงคล้ำ (Dark Red) 

- 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



85 
 

 

ตารางท่ี 4.1 ลักษณะการเจริญของไอโซเลตAA8 บนสูตรอาหารต่าง ๆ (ต่อ) 

สูตรอาหาร ไอโซเลต 
AA8 S. roseifaciens DSM 

106196T 
Glycerol-asparagine 
agar (ISP5) 
ความสามารถในการเจริญ 
สีของเส้นใยอากาศ 
 
สีของเส้นใยอาหาร 
 
รงควัตถุละลายน้ำ 

 
 
+ 

ม่วงแดงเข้ม (Strong Reddish 
Purple) 

ม่วงแดงสว่าง (Vivid Reddish 
Purple) 

- 

 
 
+ 

แดงม่วงเข้ม (Strong Purplish 
Red) 

แดงเข้ม (Moderate Red) 
 
- 

Peptone-yeast extract 
iron agar (ISP6) 
ความสามารถในการเจริญ 
สีของเส้นใยอากาศ 
สีของเส้นใยอาหาร 
รงควัตถุละลายน้ำ 

 
+ 

น้ำตาลเทา (Brownish Gray) 
น้ำตาลอ่อนอมเทา (Light Grayish 

Brown) 
- 

 
+ 

น้ำตาลเข้ม (Dark Grayish 
Red) 

น้ำตาลเข้มอมเทา (Dark 
Reddish Gray) 

- 
Tyrosine agar (ISP7) 
ความสามารถในการเจริญ 
สีของเส้นใยอากาศ 
สีของเส้นใยอาหาร 
รงควัตถุละลายน้ำ 

 
+ 

ขาวอมชมพู (Pinkish White) 
แดงเข้ม (Very Deep Red) 

- 

 
+ 

ขาวอมชมพู (Pinkish White) 
แดงเข้ม (Very Deep Red) 

- 

หมายเหตุ  (+)   เจริญได้   (-)    ไม่เจริญ 

4.1.1.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 

ไอโซเลต AA8 เจริญได้ในอาหารที่มีค่าพีเอชตั้งแต่ 4 – 9 เจริญได้ที่อุณหภูมิ

ตั้งแต่ 10 – 45 องศาเซลเซียส เจริญบนอาหาร ISP2 ที่มีโซเดียมคลอไรด์ตั้งแต่ 1 - 6 เปอร์เซ็นต์ 

(ตารางที่ 4.2) พบความสามารถในการใช้น้ำตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ได้แก่ อัลฟาแอลแรมโนส (α-L-

rhamnose sucrose) น้ำตาลซูโครส (sucrose) ดีแมนโนส (D+mannose) อินูลิน (Inulin) ไมโออิโน

ซิทอล (myoinsitol) ราฟฟิโนส (raffinose) ดี เมล ิโบโอส (D+melibiose) และ ดีแมนนิทอล 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(D+mannitol) เป็นแหล่งคาร์บอน (ตารางที่ 4.3) ใช้แหล่งไนโตรเจนได้ทุกชนิด สามารถสร้างกรด

โดยใช้น้ำตาล ดีไรโบส (D-Ribose) ดีแมนโนส (D+mannose) ดีทรีฮาโลส (D-Trehalose) กลีเซ

อรอล (glycerol) ดีกลูโคส (D+glucose) และ ดีฟรุตโตส (D-Fructose) ผลิตเอนไซม์ อัลคาไลน์ฟอส

ฟาเตส (Alkaline phosphatase) เอสเทอร์เรส (Esterase C 4) เอสเทอร์เรสไลเพส (Esterase 

Lipase C 8) ลิวซีนอะริลามิเดส (Leucine arylamidase) วาลีนอะริลามิเดส (Valine arylamidase) 

ซิสเตอีนอะริลามิเดส(Cystine arylamidase) แอลฟาไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) แอซิตฟอส

ฟาเทส  (Acid phosphstase)  แนฟโธล เอเอสบ ี เอลฟอสโฟไฮโดร เลส  (Naphthol-AS-Bl-

phosphohydrolase) และ เอ็นอะซิทิลเบต้ากลูโคซามีน (N-acetyl-β-glucosaminidase) (ตารางท่ี 

4.4) สามารถย่อยและตกตะกอนโปรตีนในนม (milk peptonization and milk coagulation) รีดิวซ์

ไนเตรท (nitrate reduction) ย่อยสลายเจลาติน (Gelatin test) สร้างเอนไซม์ยูรีเอส (urease test) 

เอนไซม์คะตาเลส (Catalase test) เอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase test) และเอนไซม์ยูริเอส (urease 

test) ได ้เมื่อเทียบไอโซเลต AA8 กับ S. roseifaciens DSM 106196T พบว่า S. roseifaciens DSM 

106196T มีการเจริญบนค่าพีเอชตั้งแต่ 5 – 7 เจริญบนโซเดียมคลอไรด์ตั้งแต่ 1 – 7 เปอร์เซ็นต์ซึ่ง

มากกว่าไอโซเลต AA8 นอกจากนี้ยังสามารถใช้น้ำตาลฟรุกโตส และ แลคโตสได้ในขณะที่ไอโซเลต 

AA8 ไม่สามารถใช้ได้ แต่ S. roseifaciens DSM 106196T ไม่สามารถใช้น้ำตาลแมนโนสได้ในขณะที่

ไอโซเลต AA8 สามารถใช้ได้ พบว่า S. roseifaciens DSM 106196 T ไม่สามารถใช้น้ำตาลฟรุกโตสใน

การสร้างกรดได ้และ S. roseifaciens DSM 106196 T ไมส่ามารถผลิตเอนไซม์ยูริเอส ออกซิเดส 

4.1.2 ลักษณะอนุกรมวิธานทางเคมี (Chemotaxonomy Characteristic) 

 ผนังเซลล์ของไอโซเลต AA8 ประกอบไปด้วยไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกแบบ 

LL-DAP พบน้ำตาลกลูโคส (glucose) แมนโนส (mannose) และ ไรโบส (ribose) พบชนิดของหมู่เอ

ซิล แบบอะซีติล (acteyl) พบชนิดของฟอสโฟลิปิด 4 ชนิด ได้แก่ ฟอสฟาติดิลเอตทาโนลามีน 

(phosphatidylethanolamine; PE) ไดฟอสฟาติดิลกลีเซอรอล (diphosphatidylglycerol; DPG) 

ฟอสฟาทิดิลอิโนซิทอล (phosphatidylinositol; PI) และฟอสฟาติดิลอิโนซิทอลแมนโนสซิเดส 

(phosphatidylinositol mannosides; PIMs) กรดไขม ันท ี ่พบมากในเซลล์ได ้แก่  C16:0 iso-C15 

anteiso-C15 iso-C16 และ anteiso-C17 (ตารางที่ 4.5) พบเมนาคิวโนน (menaquinone) MK-10 

(H8) MK-9 (H8) MK-9 (H6) MK-9 (H4) และ MK-9 (H2) ไม่พบกรดมัยคอลิคในเซลล์ ในขณะที่ S. 

roseifaciens ไม่พบเมนาควิโนน MK-10 (H8) MK-9 (H6) MK-9 (H4) และ MK-9 (H2) (Aart et al., 

2018) ทำให้ทราบว่าไอโซเลต AA8 เป็นสกุล Streptomyces เนื่องจากมีลักษณะคล้ายคลึงกันกับ

สกุล Streptomyces ของหนังสือ Bergey’s manual of systematic bacteriology ที่ระบุว่าสกุล   

Streptomyces จ ะ พ บ ร ู ป แ บ บ ข อ ง ก ร ด ไ ด อ ะ ม ิ โ น พ ิ เ ม ล ิ ก ใ น ผ น ั ง เ ซ ล ล ์ เ ป ็ น แ บ บ  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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LL-DAP ชนิดของกรดไขมันมักจะเป็นชนิดของ iso และ anteiso ชนิดของเมนาคิวโมมักพบ MK-8 

MK-9 และ MK-10 และมักพบชนิดของกรดไขมันมีขั้วแบบ ฟอสฟาติดิลเอตทาโนลามีน ไดฟอสฟาติ

ดิลกลีเซอรอล ฟอสฟาทิดิลอิโนซิทอล และฟอสฟาติดิลอิโนซิทอลแมนโนสซิเดส เป็นส่วนใหญ่  

(Goodfellow et al., 2012) 

4.1.3 ลักษณะทางจีโนไทป์ 

4.1.3.1 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีไทป์ในช่วงยีน 16S rRNA 

การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene ของไอโซเลต AA8 

พบว่าใกล้เคียงกับ S. roseifaciens DSM 106196T ด้วยระดับความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์

ที่ 99.86 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ นำข้อมูลมาจัดเรียงข้อมูล (multiple alignment) เพื่อสร้างแผนภูมิ

ต้นไม้ (phylogenetic trees) ทั ้ง 3 แบบ ได้แก่ neighbor-joining (NJ) (รูปที ่ 4.2) maximum 

parsimony (MP) (รูปที่ 4.3) และ maximum likelihood (ML) (รูปที่ 4.4) พบว่าไอโซเลต AA8 ถูก

จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ S. roseifaciens DSM 106196T ในแผนภูมขิอง NJ ค่า Bootstrap เท่ากับ 

93 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลต AA8 มีระยะห่างของการวิวัฒนาการสั้นกว่า S. roseifaciens DSM 

106196T อย่างเห็นได้ชัด และแผนภูมิของ MP ค่า Bootstrap เท่ากับ 87 เปอร์เซ็นต์เมื่อเทียบกับ S. 

roseifaciens DSM 106196T ในขณะที่แผนภูมิของ ML แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต 

AA8 แยกออกจาก S. roseifaciens DSM 106196T เพราะการจัดกลุ่มแบบ ML เป็นค่าความน่าจะ

เป็นโดยจะคำนวณจากค่าพารามิเตอร์ของสิ่งมีชีวิตเพื่อบ่งบอกความน่าจะเป็นของค่าความสัมพันธ์ที่

แท้จริงดังนั้นไอโซตเลต AA8 อาจจะมีลักษณะที่พัฒนาร่วมกันกับ S. roseifaciens DSM 106196T 

น้อยจึงอาจจะมีโอกาสเป็นสายพันธุ์ใหม่ได้ (พัฒนี, 2547) 

4.1.3.2 การวิเคราะห์ลักษณะจีโนมของไอโซเลต AA8 

1. ลักษณะทางอนุกรมวิธานของไอโซเลต AA8 เมื่อวิเคราะห์ลักษณะทางจีโนม 

พบว่าค ่า average nucleotide identity (ANI) ใกล ้เค ียงกับ S. roseifaciens DSM 

106196T S. hiroshimensis NBRC 3839T และ S. cinnamoneus NBRC 12852T ท ี ่ค ่า ANIb 

เท่ากับ 94.11 91.06 และ 81.03 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และค่า ANIm เท่ากับ 95.09 92.83 และ 

86.95 เปอร์เซ็นต์ ค่า digital DNA – DNA hybridization เทียบกับ S. roseifaciens DSM 106196T 

อยู่ที่ 68.50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งต่ำกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ และค่า ANIb มีค่าน้อยกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ นำ

ข้อมูลของจีโนมทั้งหมดขอไอโซเลต AA8 มาสร้างแผนภูมิ Phylogenomic เพ่ือเปรียบเทียบสายพันธุ์

ใกล้เคียง ทำให้ยืนยันได้ว่าไอโซเลต AA8 เป็นเชื้อสายพันธุ์ใหม ่ที่มีความใกล้เคียงกับ S. roseifaciens 

DSM 106196T มากที่สุด (รูปที ่ 4.5) ที่ค่าช่วงตัด (cut off) ของ ANI น้อยกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ 

(Hidalgo et al., 2015) และค่า dDDH ที่น้อยกว่า 70 เปอร์เซ็นต ์(Kolthoff et al., 2014)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.2 ตำแหน่งของไอโซเลต AA8 บนแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ (neighbor-joining) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 ตำแหน่งของไอโซเลต AA8 บนแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ (maximum parsimony) 

 Streptomyces cinnamoneus NBRC 12852T (AB184850) 
 Streptomyces pseudoechinosporeus NBRC 12518T (AB184100) 

 Streptomyces hiroshimensis NBRC 3839T (AB184802) 
 Streptomyces blastmyceticus NRRL B-5480T (AY999802) 
 Streptomyces ardus NBRC13430T (AB184864) 

 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 

 Streptomyces lilacinus NRRL B-1968T (JNXU01001020) 
 Streptomyces griseocarneus NRRL B-24281T (MUFU01000078) 
 Streptomyces mobaraensis NBRC 13819T (AORZ01000256) 

 Streptomyces sparsogenes ATCC 25498T (MAXF01000077) 
 Streptomyces cuspidosporus NBRC 12378T (AB184090) 

 AA8 
 Streptomyces roseifaciens DSM 106196T (MG947385) 
 Streptomyces olivaceiscleroticus DSM 40595T (AJ621606) 

 Streptomyces niger NBRC 13362T (AB184352) 

 Kitasatospora cheerisanensis KCTC 2395T (KK853997) 
 Kitasatospora cineracea SK-3255T (AB022875) 

 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 
 Streptacidiphilus jiangxiensis NBRC 100920T (BBPN01000092) 

 Streptacidiphilus albus NBRC 100918T (BBPL01000138) 
 Streptacidiphilus carbonis DSM 41754T (AF074412) 

 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

53 

99 

100 
57 

99 

100 

100 

99 

93 

85 

41 

46 

42 

44 

31 
42 

29 

96 

14 

0.0100 

 Streptomyces lilacinus NRRL B-1968T (JNXU01001020) 
 Streptomyces griseocarneus NRRL B-24281T (MUFU01000078) 
 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 
 Streptomyces hiroshimensis NBRC 3839T (AB184802) 
 Streptomyces cinnamoneus NBRC 12852T (AB184850) 
 Streptomyces pseudoechinosporeus NBRC 12518T (AB184100) 
 Streptomyces blastmyceticus NRRL B-5480T (AY999802) 

 Streptomyces ardus NBRC 13430T (AB184864) 
 AA8 
 Streptomyces roseifaciens DSM 106196T (MG947385) 
 Streptomyces mobaraensis NBRC 13819T (AORZ01000256) 

 Streptomyces sparsogenes ATCC 25498T (MAXF01000077) 
 Streptomyces cuspidosporus NBRC 12378T (AB184090) 

 Streptomyces olivaceiscleroticus DSM 40595T (AJ621606) 
 Streptomyces niger NBRC 13362T (AB184352) 

 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

 Streptacidiphilus albus NBRC 100918T (BBPL01000138) 

 Streptacidiphilus carbonis DSM 41754T (AF074412) 

 Streptacidiphilus jiangxiensis NBRC 100920T (BBPN01000092) 
 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 
 Kitasatospora cineracea SK-3255T (AB022875) 
 Kitasatospora cheerisanensis KCTC 2395T (KK853997) 

93 

82 
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99 

100 

99 

40 

47 

32 
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44 

86 

97 
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100 

86 
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รูปที่ 4.4 ตำแหน่งของไอโซเลต AA8 บนแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ (maximum likelihood) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.5 แผนภูมิ Phylogenomic ของ Streptomyces sp. AA8 

 Streptomyces cinnamoneus NBRC 12852T (AB184850) 

 Streptomyces pseudoechinosporeus NBRC 12518T (AB184100) 

 Streptomyces blastmyceticus NRRL B-5480T (AY999802) 

 Streptomyces ardus NBRC13430T (AB184864) 
 Streptomyces hiroshimensis NBRC 3839T (AB184802) 

 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 

 Streptomyces lilacinus NRRL B-1968T (JNXU01001020) 

 Streptomyces griseocarneus NRRL B-24281T (MUFU01000078) 
 Streptomyces mobaraensis NBRC 13819T (AORZ01000256) 

 Streptomyces sparsogenes ATCC 25498T (MAXF01000077) 

 Streptomyces cuspidosporus NBRC 12378T (AB184090) 

 AA8 
 Streptomyces roseifaciens DSM 106196T (MG947385) 
 Streptomyces olivaceiscleroticus DSM 40595T (AJ621606) 

 Streptomyces niger NBRC 13362T (AB184352) 

 Streptacidiphilus albus NBRC 100918T (BBPL01000138) 

 Streptacidiphilus carbonis DSM 41754T (AF074412) 
 Streptacidiphilus jiangxiensis NBRC 100920T (BBPN01000092) 

 Kitasatospora cheerisanensis KCTC 2395T (KK853997) 

 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 

 Kitasatospora cineracea SK-3255T (AB022875) 
 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 
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75 

93 

97 
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100 

99 

99 

7 

87 
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ตารางท่ี 4.4 การผลิตเอนไซม์ของไอโซเลต AA8 และ S. roseifaciens DSM 106196T 

 

 

 

 

 

 

หมายเลข การผลิตเอนไซม์ 

ผล 

ไอโซเลต AA8 
S. roseifaciens 
DSM 106196T 

1 Control + + 
2 Alkaline phosphatase + + 
3 Esterase (C 4) + + 
4 Esterase Lipase (C 8) + + 
5 Lipase (C 14) - - 
6 Leucine arylamidase + + 
7 Valine arylamidase + + 
8 Cystine arylamidase + + 
9 Trypsin - + 

10 α-chymotrypsin + + 
11 Acid phosphstase + + 

12 
Naphthol-AS-Bl-
phosphohydrolase + + 

13 α-galactosidase - - 

14 β-galactosidase - - 

15 β-glucuronidase - - 

16 α-glucosidase - - 

17 β-glucuronidase - - 

18 N-acetyl-β-glucosaminidase + + 

19 α-mannosidase - - 

20 α-fucosidase - - 
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ตารางที่ 4.5 องค์ประกอบของกรดไขมันภายในเซลล์ของไอโซเลต AA8 และ S. roseifaciens DSM 

106196T 

ชนิดของกรดไขมัน ปริมาณกรดไขมัน (ร้อยละ) 
Saturated fatty acids ไอโซเลต AA8 S. roseifaciens DSM 106196T 

(Aart et al., 2018) 
C12:0 0.18 - 
C13:0 0.05 - 
C14:0 0.85 - 
C16:0 10.15 5.64 
C18:0 0.19 - 
Unsaturated fatty acids   
Iso-C16:1H 0.30 - 

C16:1 ω9 - 2.84 

Anteiso-C17:1 ω9c 1.00 - 

C17:1 ω7c 0.10 - 

C17:0 cyclo 2.30 - 

C18:1 ω9 - 8.93 

C20:11 ω11 - 4.53 

Branched fatty acids   
anteiso-C11 0.09 - 
Iso-C12 0.20 - 
Iso-C13 0.44 - 
anteiso-C13 0.39 - 
Iso-C14 3.60 8.28 
Iso-C15 9.96 5.11 
Anteiso-C15 31.59 34.40 
anteiso-C16 - 2.54 
iso-C16 16.83 7.99 
Iso-C17 2.47 - 
Anteiso-C17 10.38 10.92 
Iso-C18 0.78 - 
Anteiso-C19 0.10 - เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ข้อมูลทางชีวสารสนเทศของไอโซตเลต AA8 พบว่าแบบร่างของจีโมทั้งหมดมีความยาว 

8,178,700 คู่เบส (bp) จำนวนทั้งหมด 1252 contigs ค่า N50 เท่ากับ 12 กิโลเบส (kp) ความ

ครอบคลุมของจีโนมเท่ากับ 90X (ตารางที่ 4.6) (รูปที่ 4.6) ผลจากการทำนายยีน พบยีนทั้งหมด 

7,203 ยีน เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับอาร์เอ็นเอ (RNA metabolism) เท่ากับ 56 ยีน ได้แก่ rRNA 3 ยีน 

tRNA 52 ยีน และ tmRNA 1 ยีน ที ่เหลืออีก 7,203 ยีน เป็นยีนที ่แปลรหัสไปเป็นโปรตีน การ

วิเคราะห์ Functional genes โดยใช้ clusters of orthologous genes (COGs) (รูปที่ 4.7) บ่งบอก

กลุ่มยีนที่ทำหน้าที ่ที ่แต่งต่างกันออกไปเช่น กลุ่มยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการสารสร้างวิตามิน  

(Vitamin) สารสี (pigments) โคแฟคเตอร์ (cofactors) กรดไขมัน (fatty acids) ล ิพ ิด (lipids)  

ไอโซพรีนอยด์ (isoprenoids) เมตาบอลิซึมของโปรตีน (protein metabolism) เมตาบอลิซึมของ

คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate metabolism) เป็นต้น จากการเปรียบเทียบยีนของไอโซเลต AA8 

และ S. roseifaciens DSM 106196T โดยแผนที่ความคล้ายคลึง (Synteny map) มียีนที่เหมือนกัน

และต่างกัน โดยยีนที ่เหมือนกันจะเกิดการเชื ่อมโยงกันระหว่าง 2 จีโนม จึงแสดงให้เห็นว่า 

Streptomyces sp. AA8 และ S. roseifaciens DSM 106196T มีทั้งส่วนที่เชื่อมโยงกันและส่วนที่ไม่

เชื่องโยงกันทำให้มีความแตกต่างกันอยู่ในระดับหนึ่ง (รูปที่ 4.8) 

 
 

รูปที่ 4.6 แผนภาพ Circular map ของ Streptomyces sp. AA8 
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รูปที่ 4.7 แผนภาพ clusters of orthologous genes (COGs) ของ Streptomyces sp. AA8 

 

รูปที่ 4.8 แผนที่เชื่อมโยง (Synteny map) แสดงการจัดเรียงยีนบนจีโนมของ Streptomyces sp. 

AA8 และ S. roseifaciens DSM 106196T 

 

Streptomyces 

roseifaciens 

ไอโซเลต AA8 
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ตาราง 4.6 ข้อมูลของจีโนมทั้งหมดของไอโซเลต Streptomyces sp. AA8 และ S. roseifaciens 

DSM 106196T 

ข้อมูล ไอโซเลต AA8 S. roseifaciens 
DSM 106196T 

Sequencing Technology Illumima MiSeq Illumina HiSeq 
Genome coverage 90X 200.0x 
N50 12,659 2,630,732 
Number of Contigs 1,252 18 
Genome size (bp) 8,178,700 8,639,831 
DNA G+C content (%) 72.56 71.90 
Number of genes 8,255 7,972 
Protein coding genes 7,203 7,598 
rRNA 3 ND 
tRNA 52 ND 
tmRNA 1 ND 
misc_RNA 0 ND 

 

2. ทำนายกลุ่มยีนที่เก่ียวข้องกับสารทุติยภูมิ 

จากการทำนายยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิด้วยโปรแกรม antiSMASH 

พบว ่า Streptomyces sp. AA8 มีกล ุ ่มย ีน Polyketide synthase ชนิดที ่  1 (T1PKS) กลุ ่มยีน 

Polyketide synthase ชนิดที่ 2 (T2PKS) กลุ่มยีน Polyketide synthase ชนิดที่ 3 (T3PKS) กลุ่ม

ย ี น  non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) กล ุ ่ ม ย ี น เทอร ์ พ ี น  ( terpene) เ มล านิ น 

(melanin) และกลุ่มยีนอื่นๆ โดยกลุ่มยีนเหล่านี้สามารถสังเคราะห์กลุ่มสาร paenibaction จาก 

Paenibacillus elgii B69 ที่ระดับความคล้ายคลึง 83 เปอร์เซ็นต์ (MIBiG accession BGC0000401; 

Genbank accession HQ668144.1) กลุ ่มยีนที ่ส ังเคราะห์สาร ectoine จาก Streptomyces 

anulatus ที่ระดับความคล้ายคลึง 75 เปอร์เซ็นต์ (MIBiG accession BGC0000853; Genbank 

accession AY524544.1) กลุ ่มยีนที ่สังเคราะห์สาร sceliphrolactam จาก Streptomyces sp. 

SD85 (MIBiG accession BGC0001770; Genbank accession KX230849.1) เป็นต้น (ตารางที่ 

4.7) จากข้อมูลที่ได้กล่าวมาข้างต้นทำให้เห็นว่า Streptomyces sp. AA8 สามารถผลิตสารทุติยภูมิได้

หลากหลาย และอาจจะสามารถผลิตสารทุติยภูมิชนิดใหม่ได้เช่นกัน  
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



9
7

  

 

ตา
รา

งท่ี
 4

.7 
ยีน

ที่ส
ร้า

งส
าร

ทุต
ิยภ

ูมิข
อง

 S
tre

pt
om

yc
es

 sp
. A

A8
 เป

รีย
บเ

ทีย
บก

ับ 
S. 

ro
se

ifa
cie

ns
 D

SM
 1

06
19

6T  

กล
ุ่มย

ีน 
ตำ

แห
น่ง

 
(re

gio
n)

 
สา

รท
ุติย

ภูมิ
 

คว
าม

คล
้าย

คล
ึง (

%
) 

St
re

pt
om

yc
es

 sp
. A

A8
 

คว
าม

คล
้าย

คล
ึง (

%
) 

S. 
ro

se
ifa

cie
ns

 D
SM

 1
06

19
6T  

M
IB

iG
 

ac
ce

ss
io

n 
T1

PK
S 

 
Te

rp
en

e 
NR

PS
 

co
nt

ig 
8 

to
xo

fla
vin

 / 
fe

rv
en

ul
in 

57
 

53
 

BG
C0

00
19

72
 

NR
PS

 
co

nt
ig 

11
  

pa
en

iba
ct

in 
83

 
- 

BG
C0

00
04

01
 

T3
PK

S 
Te

rp
en

e 
co

nt
ig 

16
  

va
lin

om
yc

in 
/ 

m
on

ta
na

sta
tin

 
13

 
8 

BG
C0

00
18

46
 

tra
ns

AT
-P

KS
 

NR
PS

 
co

nt
ig 

19
 

kir
ro

m
yc

in 
22

 
- 

BG
C0

00
10

70
 

T1
PK

S 
co

nt
ig 

25
 

sc
el

iph
ro

lac
ta

m
 

60
 

24
 

BG
C0

00
17

70
 

NR
PS

 
co

nt
ig 

27
 

fo
rm

ica
m

yc
ins

 A
-M

 
4 

21
 

BG
C0

00
15

90
 

Me
lan

in 
co

nt
ig 

43
 

m
el

an
in 

28
 

28
 

BG
C0

00
09

08
 

NR
PS

-li
ke

 
co

nt
ig 

51
 

cy
ph

om
yc

in 
2 

- 
BG

C0
00

18
77

 
T1

PK
S 

co
nt

ig 
56

 
sa

ng
life

hr
in 

A 
11

 
- 

BG
C0

00
10

42
 

et
oin

e 
co

nt
ig 

63
 

et
oin

e 
75

 
- 

BG
C0

00
08

53
 

T1
PK

S 
co

nt
ig 

65
 

ibo
m

yc
in 

12
 

- 
BG

C0
00

16
19

 
NR

PS
 

co
nt

ig 
69

 
kir

ro
m

yc
in 

3 
- 

BG
C0

00
10

70
 

NR
PS

 
co

nt
ig 

74
 

de
im

ino
-a

nt
ipa

in 
66

 
66

 
BG

C0
00

15
70

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



9
8

  

 

ตา
รา

งท่ี
 4

.7 
ยีน

ที่ส
ร้า

งส
าร

ทุต
ิยภ

ูมิข
อง

 S
tre

pt
om

yc
es

 sp
. A

A8
 (ต่

อ)
 

กล
ุ่มย

ีน 
ตำ

แห
น่ง

 
(re

gio
n)

 
สา

รท
ุติย

ภูมิ
 

คว
าม

คล
้าย

คล
ึง (

%
) 

St
re

pt
om

yc
es

 sp
. A

A8
 

คว
าม

คล
้าย

คล
ึง (

%
) 

S. 
ro

se
ifa

cie
ns

 D
SM

 1
06

19
6T  

M
IB

iG
 

ac
ce

ss
io

n 
T1

PK
S 

NR
PS

-li
ke

 
co

nt
ig 

91
 

un
de

cy
lp

ro
dig

ios
in 

45
 

- 
BG

C0
00

10
63

 

T2
PK

S 
co

nt
ig 

10
4 

hir
os

hid
ine

 
62

 
10

0 
BG

C0
00

19
60

 
NR

PS
 

NR
PS

-li
ke

 
co

nt
ig 

12
0 

A5
41

45
 

8 
- 

BG
C0

00
02

91
 

LA
P 

co
nt

ig 
16

4 
te

lo
m

es
ta

tin
 

33
 

- 
BG

C0
00

17
97

 
Te

rp
en

e 
co

nt
ig 

17
5 

ho
pe

ne
 

61
 

76
 

BG
C0

00
06

63
 

NR
PS

 
co

nt
ig 

21
5 

cy
ste

oa
m

ide
  

27
 

- 
BG

C0
00

15
67

 
T1

PK
S 

co
nt

ig 
23

3 
filp

in 
38

 
- 

BG
C0

00
00

59
 

NR
PS

 
co

nt
ig 

24
2 

pu
wa

ina
ph

yc
in 

F 
m

inu
tis

sa
m

ide
 A

 
22

 
- 

BG
C0

00
19

50
 

T3
PK

S 
co

nt
ig 

25
0 

he
rb

ox
idi

en
e 

2 
- 

BG
C0

00
10

65
 

T1
PK

S 
co

nt
ig 

26
4 

sc
el

iph
ro

lac
ta

m
 

28
 

24
 

BG
C0

00
17

70
 

Ind
ol

e 
co

nt
ig 

26
5 

cy
clo

m
ar

in 
D 

26
 

- 
BG

C0
00

03
33

 
T1

PK
S 

co
nt

ig 
26

6 
sc

el
iph

ro
lac

ta
m

 
24

 
10

0 
BG

C0
00

17
70

 
Me

lan
in 

co
nt

ig 
31

1 
Me

lan
in 

28
 

28
 

BG
C0

00
09

08
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



99 
 

 

4.2 การแยกสารทุติยภูมิให้บริสุทธิ์และการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

 4.2.1 การแยกสารทุติยภูมิโดยใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟี 

เลี ้ยงไอโซเลต AA8 ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ได้รับสารสกัด

หยาบจากเซลล์โดยการหมักด้วยเมทานอลได้รับสารสกัดทั้งหมด 3.22 กรัม และได้รับสารสกัดหยาบ

จากน้ำหมักด้วยวิธี liquid-liquid extraction ได้รับสารสกัดหยาบทั้งหมด 1.41 กรัม นำมาแยกสาร

ทุติยภูมิโดยใช้โครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ขนาด 45 x 28 เซนติเมตร เฟสเคลื่อนที่เป็นเมทานอล 100 

เปอร์เซ็นต์ เฟสคงที่เป็น Sephadex LH-20 เก็บสารที่แยกได้เป็นส่วน (fractions) นำทุกส่วนมา

วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ส่วนที่มีสาร

เหมือนกันจะถูกนำมารวมกัน ได้ส่วนของสารสกัดจากน้ำหมัก 6 ส่วน (รูปที่ 4.9) ได้แก่ B1 B2 B3 B4  

B5 และ B6 น้ำหนัก 141.8 111.1 249.2 123.3 413.9 และ 215.8 มิลลิกรัม 

ตามลำดับ ได้ส่วนของสารสกัดจากเซลล์ 4 ส่วน (รูปที่ 4.10) ได้แก่ C1 C2 C3 และ C4 น้ำหนัก 

1,415.6 787.3 323.1 และ 260.7 มิลลิกรัม ตามลำดับ 

 

รูปที่ 4.9 สารสกัดหยาบของน้ำหมัก AA8 และส่วนที่ถูกแยกคอลัมน์โครมาโทกราฟีทั้งหมด 6 ส่วน 

F4 

F5 

F6 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.10 สารสกัดหยาบของเซลล์ AA8 และส่วนนที่ถูกแยกคอลัมน์โครมาโทกราฟีทั้งหมด 4 ส่วน 

4.2.2 การแยกสารทุติยภูมิโดยใช้เครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

นำสารทุติยภูมิส่วน B5 B6 C3 และ C4 นำมาแยกด้วยเครื ่องโครมาโทกราฟฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง เนื่องจากส่วนทั้ง 4 ส่วน นี้มีความน่าสนใจทางเคมี 

ส่วนที่ B5 แยกด้วยเครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้คอลัมน์ C18 

แบบ preparative (shishedo 20 x 250 มิลลิเมตร) (ภาคผนวก ค ตารางที่ 1) ได้สารทั้งหมด 12 

ส่วนย่อย ได้แก่ H 1 – H 12 (รูปที่ 4.11) นำส่วนย่อย B5H7 (ภาคผนวก ง ตารางที่ 2) และ B5H9 

(ภาคผนวก ข ตารางที่ 3) ถูกทำให้บริสุทธิ์ด้วย ใช้คอลัมน์ C18 แบบ preparative (sunfire 19 x 

250 มิลลิเมตร)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ส่วนที่ B6 แยกด้วยเครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้คอลัมน์ 

preparative (sunfire 19 x 250 มิลลิเมตร) (ภาคผนวก ค ตารางที่ 4) ได้สารทั้งหมด 7 ตัว ได้แก่ 

สาร H 1 – H 6 (รูปที่ 4.11)  

ส่วนที ่ C3 แยกด้วยเครื ่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง ใช้คอลัมน์ 

preparative (shishedo 20 x 250 มิลลิเมตร) (ภาคผนวก ค ตารางที่ 5) ได้สารทั้งหมด 9 ตัว ได้แก่ 

สาร H 1 – H 9  (รูปที่ 4.12)  

ส่วนที ่ C4 แยกด้วยเครื ่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง ใช้คอลัมน์ 

preparative (sunfire 19 x 250 มิลลิเมตร) อัตราส่วนที่ใช้แยกส่วนที่ C4 (ภาคผนวก ค ตารางที่ 6) 

ได้สารทั้งหมด 7 ตัว ได้แก่ สาร H 1 – H 7  (รูปที่ 4.12) 

วิเคราะห์หาสารบริสุทธิ์เบื้องต้นด้วย เครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง  

ได้รับสารบริสุทธิ์ทั้งหมด 9 สาร ดังนี้ ส่วนของสารสกัดจากเซลล์ ได้แก่ C E และ F (รูป 4.11) ส่วน

ของสารสกัดจากน้ำหมักได้แก่ A B D G H และ I (รูป 4.12) 

 4.2.3 การศึกษาโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ 

จากการแยกสารทุติยภูมิด้วยเครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง จะได้รับ

ทั้งหมดสารทั้ง 9 สาร และเมื่อทำการศึกษาทางเทคนิคสเป็กโตสโกปีจะทำให้ทราบโครงสารของสาร 

ทั้ง 9 สาร จากนั้นนำโครงสร้างของทั้ง 9 สารไปทำการสืบค้นข้อมูลพบว่าเป็นสารที่ถูกค้นพบแล้ว

ท ั ้ ง หมด  ไ ด ้ แ ก ่  ส า ร  A (3,4-dimethoxypropiophenone) ส า ร  B (6,7,8- trimethoxy-3-

methylisocoumarin) ส า ร  C (3, 4-dimethoxybenzamide) ส า ร  D (6, 8-dimethoxy-3-

methylisocoumarin) ส า ร  E (4-hydroxy-3-methoxybenzamide) ส า ร  F (3,4 

dihydroxybenzaldehyde) สาร G (Nb- acetyltryptamine) สาร H (3-hydroxymethyl-6,7,8-

trimethoxyisocoumarin) และ สาร  I (1-methoxy-1H-pyrrole-2-carboxamide) โดยข ้อมูล

ทั้งหมดที่ได้นำมาวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีโดยใช้เทคนิคทางสเปกโตรสโกปี ได้แก่ นิวเคลียร์แมก

เนต ิ ก เ ร โ ซแนนซ์  (Nuclear Magnetic Resonance; NMR)  แมสส เปก โตรม ิ เ ตอร ์  (Mass 

Spectrometer) และเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (uv-spectrophotometer) มีข้อมูลได้ดังนี้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3.3.1 สาร A (3,4-dimethoxypropiophenone) 

รูปที่ 4.13 โครงสร้างทางเคมีของสาร A  

สาร A (BF5H11) เป็นของหนืดสีน้ำตาล มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น

λmax  (log ɛ) 301 (4.27) 271 (4.43) 227 (4.60) และ 207 (4.45) นาโนเมตร มีสูตรโมเลกุล คือ

C11H14O3 ซึ่งคำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 217.0821 

[M+Na]+ ในส่วนของ  1H NMR สเปกตรัม  (ภาคผนวก ง รูปที ่ 1) พบสัญญาณโปรตอนของวง 

อโรมาติกปรากฏที่ H 7.635 (H-6, dd, J = 8.4, 1.9 Hz) 7.53 (H-2, d, J = 1.9 Hz) และ 7.03 (H-

5, d, J = 8.4 Hz)  นอกจากนั้นยังพบสัญญาณของเมทิลีนโปรตอนปรากฏที่ H 2.99 (H-8, q, J = 

7.3 Hz) และพบสัญญาณของเมทิลโปรตอนปรากฏที่ H 3.89 (3-OCH3, s) 3.87 (4-OCH3, s) และ 

1.12 (H-9, s) (ตารางที่ 4.8) ส่วน 13C NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 4) พบสัญญาณทั้งหมด  

11 สัญญาณ ประกอบด้วยสัญญาณของเมทิลคาร์บอน (methyl; CH3) จำนวน 3 สัญญาณ ปรากฏที่ 

c 56.12 (3-OCH3) 56.00 (4-OCH3) และ 8.67 (C-9) ppm สัญญาณของเมทิล ีนคาร ์บอน 

(methylene; CH2) จำนวน 1 สัญญาณ ปรากฏที่ c 31.57 (C-8) ppm สัญญาณของมไีทน์คาร์บอน 

(methine; CH) จำนวน 3 สัญญาณ ปรากฏที่ c 123.14 (C-6) 111.42 (C-5) และ 111.21 (C-2) 

ppm (ตารางที่ 4.8) และสัญญาณของควอเทอนารีคาร์บอน (quaternary; C) จำนวน 4 สัญญาณ 

ปรากฏที่ c 199.10 (C-7) 154.31 (C-4), 150.09 (C-3) และ 131.00 (C-1) ppm การวิเคราะห์ผล

ของ COSY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 7) ซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตอนกับโปรตอน  

พบว่า โปรตอน H-8 สัมพันธ์กับโปรตอน H-9 โปรตอน H-2 สัมพันธ์กับโปรตอน H-6   และโปรตอน 

H-5 สัมพันธ์กับโปรตอน H-6 ซึ่งสรุปได้ว่าวงอะโรมาติกนี้เป็นแบบวงอะโรมาติกที่มีกลุ่มแทนที่ที่

ต ำแหน ่ ง  1 ,2 ,4  (1,2,4-trisubstituted benzene) การว ิ เคราะห ์ผลของ  HSQC สเปกตรั ม  

(ภาคผนวก ง รูปที่ 8) ซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตอนกับคาร์บอนที่โปรตอนนั้นสัมพันธ์อยู่  

ได้ผลดังแสดงในตารางที่  4.8 การวิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง ร ูปที ่ 9) แสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างโปรตอนกับคาร์บอนในระยะ 2-4 พันธะ พบว่า โปรตอนปรากฏที่ δH 7.03 (H-

5) สัมพันธ์ก ับคาร์บอน δC 133.00 (C-1) และ 150.09 (C-3) โปรตอนปรากฏที ่ δH 7.53 (H-2) 

สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 123.14 (C-6) 154.31 (C-4) และ 199.10 (C-7) โปรตอนปรากฏท่ี δH 7.65 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(H-6) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 111.42 (C-2) C-4 และ C-7 โปรตอนปรากฏที่ δH 2.99 (H-8) สัมพันธ์

กับคาร์บอนตำแหน่ง C-7 และ δC 8.67 (C-9) โปรตอนปรากฏที่ δH 1.12 (H-9) สัมพันธ์กับคาร์บอน

ตำแหน่ง C-7 และ δC 31.57 (C-8) และโปรตอนปรากฏที่ δH 3.89 (3-OCH3) และ 3.87 (4-OCH3) 

สัมพันธ์กับคาร์บอนตำแหน่ง C-3 และ C-4  ตามลำดับ จากข้อมูลทั้งหมดข้างต้นสามารถนำมา

ประกอบเป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร A พบว่าสาร A เหมือนกับสารที่มีผู้รายงานไว้  โดยแยกได้

จากเชื้อ Pteronia camphorata (Zdero et al,. 1990) ดังได้แสดงเปรียบเทียบไว้ในตาราง 4.8 

ตารางท่ี 4.8 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร A ใน Acetone-d6 

 

4.3.3.2 สาร B (6,7,8- trimethoxy-3-methylisocoumarin)  

รูปที่ 4.14 โครงสร้างทางเคมีของสาร B 

ตำแหน่ง สาร A 3,4-Dimethoxypropiophenone 
ใน CDCl3 (Zdero et al,. 1990) 

13C NMR  

δC   

1H NMR  

δH (multiplicity, J in 
Hz) 

13C NMR  

 δC   

1H NMR 

δH (multiplicity, J in 
Hz) 

1 131.00 (C) - -  
2 111.21 (C) 7.53 (d, J = 1.9 Hz) - 7.54 (d, J = 1.5 Hz) 
3 150.09 (C) - -  
4 154.31 (C) - -  
5 111.42 (C) 7.03 (d, J = 8.4 Hz) - 6.88 (d, J = 8 Hz) 
6 123.14 (C) 7.65 (dd, J = 8.4, 1.9 

Hz) 
- 7.59 (dd, J = 1.5, 8 

Hz) 
7 199.10 (C) - -  
8 31.57 (CH2) 2.99 (q, J = 7.3 Hz) - 2.97 (q, J = 7 Hz) 
9 8.67 (CH3) 1.12 (t, J = 7.3 Hz) - 1.21 (t, J = 7 Hz) 

3-OCH3 56.12 (CH3) 3.89 (s) - 3.94 (s) 
4-OCH3 56.00 (CH3) 3.87 (s) - 3.93 (s) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สาร B (BF5H10) เป็นของแข็งสีขาว มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

λmax  (log ɛ) 328 (3.73) 276 (3.95) และ 246 (4.79) นาโนเมตร มีสูตรโมเลกุล คือ C13H14O5  ซึ่ง

คำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 273.0756 [M + Na]+ 

ในส่วนของ 1H NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 11) พบสัญญาณโปรตอนของวงอโรมาติกปรากฏ

ที่ δH 6.84 (H-5) และ สัญญาณของมีไทน์โปรตอนที่ δH 6.30 (H-4)  นอกจากนั้นยังพบสัญญาณ

โปรตอนของเมทิลโปรตอนที่ δH 3.96 (6-OCH3) 3.86 (7-OCH3) 3.81 (8-OCH3) และ 2.17 (H-9) 

ตามลำดับ (ตารางที่ 4.9) ส่วน 13C NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 13) พบสัญญาณทั้งหมด 13 

สัญญาณ ประกอบด้วยเมทิลคาร์บอน (methyl; CH3) จำนวน 4 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δC 61.89 (8-

OCH3) 61.28 (7-OCH3) 56.51 (6-OCH3) และ 19.27 (C-9) ppm มีสัญญาณของมีไทน์คาร์บอน 

(methine; CH) จำนวน 2 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δC 103.83 (C-5) และ 103.67 (C-4) และสัญญาณ

ของควอเทอนารีคาร์บอน (quaternary; C) จำนวน 7 สัญญาณ ปรากฏที่ δC160.18 (C-1) 158.66 

(C-3) 156.35 (C-8) 155.11 (C-6) 143.24 (C-7) 137.47 (4a) และ 107.98 (8a) ppm การ

วิเคราะห์ผลของ HSQC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 16) ได้ผลลัพธ์ของความสัมพันธ์ของโปรตอน

และคาร์บอน ดังแสดงไว้ในตารางที่ 4.9 การวิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม (ภาคผนวก จ รูปที่ 17) 

พบว่า โปรตอนตำแหน่งที่  δH 6.30 (H-4) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 103.67 (C-4) 103.83 (C-5) 

155.11 (C-6) 156.35 (C-8) 107.98 (8a) และ 19.27 (C-9) โปรตอนตำแหน ่งที่  δH 6.84 (H-5) 

สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 160.18 (C-1) C-4 C-5 143.24 (C-7) และ 8a โปรตอนตำแหน่งที่ δH 2.17 

(H-9) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC C-1 158.66 (C-3) C-4 C-5 C-6 และ C-8 โปรตอนตำแหน่งที่ δH 

3.95 (6-OCH3) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC C-1 C-3 C-6 และ C-8 และโปรตอนตำแหน่งที่ δH 3.81 (8-

OCH3) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC C-7 ส่วนคาร์บอนที่ปรากฏที่ δC 160.18 (C-1) เป็นแลคโตนโดย

ยืนยันจากค่า แมสสเปกตรัม นอกจากนั้นจากการวิเคราะห์ NOESY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 

18) แสดงให้เห็นว่าตำแหน่งโปรตอนที่ H-4 สามารถเห็นโปรตอนตำแหน่งที่ H-5 แสดงว่าอยู ่ใน

ระนาบเดียวกัน  ขณะที่โปรตอน H-5 สามารถเห็นโปรตอน 6-OCH3 โปรตอน 8-OCH3 สามารถเห็น

โปรตอน 7-OCH3 และ โปรตอน H-4 สามารถเห็นโปรตอน H-9 จากข้อมูลทั้งหมดข้างต้นสามารถ

นำมาประกอบเป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร B และพบว่า สาร B เหมือนกับสารที่มีผู้รายงานไว้  โดย

แยกได้จากเช ื ้อ Streptomyces sp. ANK302 (Zinada et al., 2011) ด ังได ้เปร ียบเทียบไว้ใน 

ตาราง 4.9 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.9 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร B ใน Acetone-d6 

 

4.3.3.3 สาร C (3, 4-dimethoxybenzamide) 

 

รูปที่ 4.15 โครงสร้างทางเคมีของสาร C 

ตำแหน่ง สาร B 6,7,8-trimethoxy-3-methyl-1H-
isochromen-1-one  
(Zinada et al., 2011) 

13C NMR  

δC  

1H NMR  

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

13C NMR   

δC   

1H NMR 

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

1 160.18 (C)  - 167.3 (C) - 
3 158.66 (C)  - 152.9 (C) - 
4 103.67 (C)  6.30 (s) 104.3 (C) 6.09 (d, J = 1.0 

Hz) 
4a 137.47 (C)  - 134.4 (C) - 
5 103.83 (CH)  6.84 (s) 98.0 (C) 6.47 (s) 
6 155.11 (C)  - 159.9 (C) - 
7 143.24 (C)  - 139.0 (C) - 
8 156.35 (C)  - 154.6 (C) - 

8a 107.98 (C)  - 100.7 (C) - 
9 19.27 (CH3)  2.17 (s) 19.2 (CH3) 2.20 (d, J = 09 Hz)  

6-OCH3 56.51 (CH3)  3.95 (s) 56.1 (CH3) 3.85 (s) 
7-OCH3 61.28 (CH3)  3.86 (s) 60.5 (CH3) 3.98 (s) 
8-OCH3 61.89 (CH3)  3.81 (s) 56.6 (CH3) 3.95 (s) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สาร C (BF6H4) มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น λmax  (log ɛ) 287 (3.48) 257 (3.78) และ 209 (4.20) นาโนเมตร มีสูตรโมเลกุลคือ C9H11O3N  

ซึ่งคำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 204.0631 [M + 

Na]+   ในส่วนของ 1H NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 19) พบสัญญาณโปรตอนของวงอะโรมาติก 

จำนวน 3 สัญญาณ ปรากฏที่ δH 7.49 (H-6, dd, J = 8.4, 2.1 Hz) 7.45 (H-2, d, J = 2.1 Hz) และ 

6.99 (H-5, d, J = 8.4 Hz) พบสัญญาณของเมทิลโปรตอนจำนวน 2 สัญญาณ ปรากฏที่ δH 3.79 (4-

OCH3) และ 3.78 (3-OCH3) นอกจากนั้นยังพบเอมีนโปรตอนปรากฏที่ δH  7.21 (7-NH2) ในส่วนของ 
13C NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 22) พบว่ามีสัญญาณทั้งหมด 9 สัญญาณ ประกอบด้วยเมทิล

คาร์บอน (methyl; CH3) จำนวน 2 สัญญาณ ปรากฏที่ δC 55.70 (4-OCH3) และ 55.62 (3-OCH3) 

ppm พบสัญญาณมีไทน์คาร์บอน (methine; CH) จำนวน 3 สัญญาณ ปรากฏที่ δC 120.92 (C-6) 

110.96 (C-5) และ 110.89 (C-2) ppm และพบสัญญาณควอเทอนารีคาร์บอน (quaternary; C) 

จำนวน 4 สัณญาณ ปรากฏที่ δC  167.79 (C-7) 151.39 (C-4) 148.26 (C-3) และ 126.56 (C-1) 

ppm ในส่วนของการวิเคราะห์ผลของ COSY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 26)  พบว่าโปรตอนที่ δH 

7.49 (H-6) อยู่ติดกันกับโปรตอนที่ δH 6.99 (H-5) (7.49) ด้วยค่า coupling constant 8.4 Hz และ 

พบว่าโปรตอนที่ δH 7.45 (H-2) อยู่ตำแหน่ง meta ของวงอะโรมาติกกับ H-6 โดยมีค่า coupling 

constant 2.1 Hz การวิเคราะห์ผลของ HSQC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 27) ได้ผลลัพธ์ของ

ความสัมพันธ์ของโปรตอนและคาร์บอน ดังแสดงไว้ในตารางที่ 4.10 การวิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม 

(ภาคผนวก ง รูปที่ 28) พบว่า โปรตอนปรากฏที่ δH 7.45 (H-2) สัมพันธ์กับคาร์บอนปรากฏที่ δC  

120.92 (C-6), 151.39 (C-4) และ 167.79 (C-7) โปรตอนปรากฏที ่ δH 6.99 (H-5) สัมพันธ์กับ

คาร์บอนปรากฏที่ δC   126.56 (C-1), 148.26 (C-3) และ C-4 โปรตอนปรากฏที่  δH 7.49 (H-6) 

สัมพันธ์กับคาร์บอนปรากฏที่ δC  110.89 (C-2), C-4 และ C-7 นอกจากนั้นเมทิลโปรตอนปรากฏที่ 

δH 3.78 (3-OCH3) และ 3.79 (4-OCH3) มีความสัมพันธ์ก ับคาร์บอนตำแหน่ง C-3 และ C-4 

ตามลำดับ นอกจากนั้นจากการวิเคราะห์ NOESY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 29) แสดงให้เห็นว่า

โปรตอนตำแหน่ง H-2 และ ตำแหน่ง H-5 สามารถเห็นโปรตอนปรากฏที่ δH 3.78 (3-OCH3) และ 

3.79 (4-OCH3) ตามลำดับ แสดงว่า H-6 อยู่ในระนาบเดียวกันกับ  3-OCH3 และ H-5 อยู่ในระนาบ

เดียวกันกับ 4-OCH3 จากข้อมูลทั้งหมดข้างต้นสามารถนำมาประกอบเป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร 

C และพบว่า สาร C คือ 3, 4-dimethoxybenzamide ซึ ่งเป็นสารที ่มีผู ้รายงานไว้แล้วจากการ

สังเคราะห์  (Alia and Punniyamurthy, 2010) ดังได้เปรียบเทียบไว้ในตาราง 4.10 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



109 
 

 

ตารางท่ี 4.10 ข้อมูลของ 1H NMR และ 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร C ใน DMSO-d6 

 

                  4.3.3.4 สาร D (6, 8-dimethoxy-3-methylisocoumarin) 

 

รูปที ่4.16 โครงสร้างทางเคมีของสาร D 

 

 

 

ตำแหน่ง สาร C 3,4-Dimethoxybenzamide 
(Alia and Punniyamurthy, 2010) 

13C NMR  

δC  

1H NMR  

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

13C NMR δC  
ใน CDCl3: DMSO-d6 

(3:1)  

1H NMR ใน 
CDCl3  

δH (multiplicity, 
J in Hz) 

1 126.56 (C) - 125.8 (C) - 
2 110.89 (C) 7.45 (d, J = 2.1 

Hz)  
109.7 (CH) 7.43 (d, J = 2.0 

Hz) 
3 148.26 (C) - 147.9 (C) - 
4 151.39 (C) - 151.1 (C) - 
5 110.96 (C) 6.99 (d, J = 8.4 

Hz) 
110.4 (CH) 6.85 (d, J = 8.4 

Hz) 
6 120.92 (C) 7.49 (dd, J = 8.4, 

2.1 Hz) 
120.4 (CH) 7.30 (dd, J = 

8.4, 2.0 Hz) 
7 167.79 (C) - 168.6 (C) - 

3-OCH3 55.62 (CH3)  3.78 (s) 55.4 (CH3) 3.91 (s) 
4-OCH3 55.70 (CH3)  3.79 (s) 55.4 (CH3) 3.91 (s) 
NH2 - 7.21 (br s,) - 5.88 (br, s) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สาร D (BF5H9H1) มีลักษณะเป็นของแข็งไม่มีสี มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื ่น λmax  (log ɛ) 327 (3.69) และ 244 (4.55) นาโนเมตร มีสูตรโมเลกุลคือ C12H12O4  ซึ่ง

คำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 243.0628 [M + Na]+       

ในส ่ วนของ  1H NMR ส เปกตร ั ม  (ภาคผนวก ง  ร ู ปที่  30) พบส ัญญาณโปรตอนของว ง 

อะโรมาติกปรากฏที่ δH 6.57 (H-7, d, J = 2.30 Hz) และ 6.56 (H-5, d, J = 2.30 Hz) นอกจากนั้น

ยังพบสัญญาณของมีไทน์โปรตอนที่ δH 6.35 (H-4, s) พบสัญญาณของเมทิลโปรตอนปรากฏที่  

δH 3.86 (6-OCH3), 3.84 (8-OCH3) และ 2.15 (3-CH3) (ตารางที่ 4.11) ส่วน 13C NMR สเปกตรัม 

(ภาคผนวก ง รูปที่ 33) พบสัญญาณทั้งหมด 12 สัญญาณ ประกอบด้วยสัญญาณของเมทิลคาร์บอน  

(methyl; CH3) จำนวน 3 สัญญาณปรากฏที่ δc 56.12 (6-OCH3) 55.85 (8-OCH3) และ 19.03 (3-

CH3) ppm สัญญาณของมีไทน์คาร์บอน (methine; CH) จำนวน 3 สัญญาณ ปรากฏที่ δc 103.33 

(C-4) 100.24 (C-5) และ 98.24 (C-7) และพบสัญญาณของควอเทอนารีคาร์บอน (quaternary; C) 

จำนวน 6 สัญญาณ ปรากฏที่ δc 165.30 (C-8) 162.86 (C-6) 157.96 (C-1) 155.22 (C-3) 142.07 

(4a) และ 100.24 (8a) ppm จากการวิเคราะห์ผลของ COSY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 36) และ

ค่า coupling constant (J) ของโปรตอน H-5 และ H-7 พบว่าโปรตอนทั้งสองนี้อยู่ตำแหน่ง meta 

ซึ่งกันและกันของวงอะโรมาติก การวิเคราะห์ผลของ HSQC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 37) ได้

ผลลัพธ์ของความสัมพันธ์ของโปรตอนและคาร์บอน ดังแสดงไว้ในตารางที่ 4.11 นอกจากนั้นการ

วิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 38) พบว่า โปรตอนปรากฏที่ δH 6.35 (H-4) สัมพันธ์

กับคาร์บอน  δC 155.22 (C-3) 100.24 (8a) และ 19.02 (3-CH3) โปรตอนปรากฏที่ δH 6.57 (H-5) 

สัมพันธ์กับคาร์บอนปรากฏที่  δC 98.24 (C-7) และ 100.24 (8a) โปรตอนปรากฏที่ δH 6.56 (H-7) 

สัมพันธ์กับคาร์บอนปรากฏที ่  δC 100.24 (C-5 และ 8a) โปรตอนปรากฏที ่ δH 2.15 (3-CH3) 

สัมพันธ์กับคาร์บอน  δC 100.33 (C-4) และ 155.22 (C-3) และโปรตอนปรากฏที่ δH 3.86 (6-OCH3) 

และ 3.84 (8-OCH3) สัมพันธ ์ก ับคาร ์บอน  δC 162.86 (C-6) และ 165.30 (C-8) ตามลำดับ  

ส่วนคาร์บอนที่ปรากฏที่ δC 157.96 (C-1) น่าจะเป็นคาร์บอนของแลคโตน การวิเคราะห์ผลของ 

NOESY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 39) แสดงให้เห็นว่าตำแหน่งโปรตอนปรากฏที่ δH 6.35 (H-4) 

สามารถเห็นโปรตอนปรากฏที่ δH 6.57 (H-5) แสดงว่าอยู่ในระนาบเดียวกัน ส่วนโปรตอนปรากฏที่ 

δH 3.86 (6-OCH3) และ 3.84 (8-OCH3) สามารถเห็นโปรตอนตำแหน่ง H-5 และ H-7 ตามลำดับ 

จากข้อมูลทั้งหมดข้างต้นสามารถนำมาประกอบเป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร D ได้ดังแสดงไว้ในรูป

ที่ 4.16 และพบว่า สาร D เป็นสารที่มีผู้รายงานไว้แล้ว โดยเป็นสารที่แยกได้จาก Streptomyces sp. 

ANK302 (Zinad et al., 2010) ดังได้เปรียบเทียบไว้ในตาราง 4.11 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.11 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร D ใน Acetone-d6 

 

4.3.3.5 สาร E (4-hydroxy-3-methoxybenzamide) 

รูปที ่4.17 โครงสร้างทางเคมีของสาร E 

 

ตำแหน่ง สาร D 6, 8-dimethoxy-3-
methylisocoumarin ใน CDCl3  

(Zinad et al., 2010) 
13C NMR  

δC  

1H NMR  

δH (multiplicity, 
J in Hz) 

13C NMR  

 δC  

1H NMR 

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

1 157.96 (C) - 159.4 (C) - 
3 155.22 (C) - 155.3 (C) - 
4 103.33 (CH) 6.35 (s) 103.6 (CH) 6.08 (s) 

4a 142.07 (C) - 142.3 (C) - 
5 100.24 (CH) 6.57 (d, J = 

2.30) 
99.3 (CH) 6.29 (d, J = 2.3 

Hz) 
6 162.86 (C) - 165.2 (C) - 
7 98.24 (C) 6.56 (d, J = 

2.30) 
98.0 (CH) 6.41 (d, J = 2.3 

Hz) 
8 165.30 (C) - 163.1 (C) - 

8a 100.24 (C) - 102.7 (C) - 
3-CH3 19.03 (CH3) 2.15 (s) 19.5 (CH3) 2.21 (s) 

6-OCH3 56.12 (CH3) 3.84 (s) 55.6 (CH3) 3.88 (s) 
8-OCH3 55.85 (CH3) 3.86 (s) 56.2 (CH3) 3.95 (s) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สาร E (BF6H2) มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื ่น (λmax ) (log ɛ) 288 (2.35) 259 (2.64) และ 210 (3.02) นาโนเมตร มีสูตรโมเลกุล คือ 

C8H9NO3 ซึ่งคำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 190.0472 

[M + Na]+ ในส่วนของ 1H NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 40) พบสัญญาณโปรตอนของวงอะโร

มาติกปรากฏที่ δH 7.44 (H-2, d, J = 1.8 Hz) 7.36 (H-6, dd, J = 8.20 Hz) และ 6.78 (H-5, d, J 

= 8.2 Hz) และพบสัญญาณโปรตอนของเมทิลปรากฏที่ δH 3.77 (s, 3-OCH3) นอกจากนั้นยังพบ

สัญญาณของไฮดรอกซี่โปรตอนและ เอมีนโปรตอนปรากฏที่ δH 7.11 (s) 7.79 (s) และ 9.59 (br)     

ในส่วน 13C NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 42) พบสัญญาณทั้งหมด 8 สัญญาณ ประกอบด้วย

สัญญาณของเมทิลคาร์บอน (methyl; CH3) จำนวน 1 สัญญาณ ปรากฏที่ δC 55.69 (3-OCH3)     

พบสัญญาณของมีไทน์คาร์บอน (methine; CH) จำนวน 3  สัญญาณ ปรากฏที่ δC 121.13 (C-6) 

114.76 (C-5) และ 111.67 (C-2) และสัญญาณของควอเทอนารีคาร์บอน (quaternary; C) จำนวน 

4  สัญญาณ ปรากฏที่ δC 167.80 (C-7) 149.58 (C-4) 147.11 (C-3) และ 125.29 (C-1) จากการ

วิเคราะห์ของ COSY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที ่ 44) พบว่าโปรตอนปรากฏที่ δH 6.78 (H-5)  

อยู ่ต ิดกันกับโปรตอนที ่ปรากฏที ่ δH 7.36 (H-6) และการวิเคราะห์ COSY สเปกตรัม และ ค่า 

coupling constant (J) ยังพบอีกว่าโปรตอนที่ปรากฏที่ δH 7.44 (H-2, J = 1.8 Hz) มีความสัมพันธ์

แบบ meta กับ โปรตอนที ่ปรากฏที่ δH 7.36 (H-6) ดังนั ้นสามารถสรุปได้จากผลของ COSY 

สเปกตรัมว่า วงอะโรมาติกเป็นแบบ 1,3,4-trisubstituted benzene (วงอะโรมาติกที่มีกลุ่มแทนที่ที่

ตำแหน่ง 1, 3 และ 4) จากการวิเคราะห์ผลของ HSQC สเปกตรัม (ภาพผนวก ง รูปที่ 45) ได้ผลลัพธ์

ของความสัมพันธ์ของโปรตอนและคาร์บอนของโปรตอนนั้นๆ ได้แสดงผลในตารางที่ 4.12 จากการ

วิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 46) พบว่าโปรตอนปรากฏที่ δH 7.44 (H-2) สัมพันธ์

กับคาร์บอน δC 121.13 (C-6) 149.58 (C-4) และ167.80 (C-7) โปรตอนปรากฏที่ δH 6.78 (H-5) 

สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 125.29 (C-1) และ 147.11 (C-3) โปรตอนปรากฏที่ δH 7.36 (H-6) สัมพันธ์

กับคาร์บอนตำแหน่ง C-4, δC 111.67 (C-2) และ C-7 และโปรตอนปรากฏที่ δH 3.77 (3-OCH3) 

สัมพันธ์กับคาร์บอนตำแหน่ง C-3 นอกจากนั้นจากการวิเคราะห์ NOESY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูป

ที ่ 55) แสดงให้เห็นว่าโปรตอนตำแหน่ง H-2 สามารถเห็นโปรตอนตำแหน่ง 3-OCH3 จากข้อมูล

ทั้งหมดข้างต้นสามารถนำมาประกอบเป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร  E และพบว่า สาร E คือ สาร  

4-hydroxy-3-methoxybenzamide  ซึ่งเป็นสารที่มีผู ้รายงานไว้แล้ว โดยแยกมาจากพืชไม้เลื้อย 

Naravelia zeylanica (Jaroszewski et al., 2004) ดังได้เปรียบเทียบไว้ในตาราง 4.12 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.12 ข้อมูลของ 1H NMR และ 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร E ใน DMSO-d6 

 

4.3.3.6 สาร F (3,4 dihydroxybenzaldehyde)  

รูปที ่4.18 โครงสร้างทางเคมีของสาร F 

สาร F (CF4H6) เป็นของแข็งสีเหลืองมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

λmax  (log ɛ) 312 (2.80) 278 (2.87) 232 (3.03) และ 207 (3.09) นาโนเมตร สูตรโครงสร้างคือ 

C7H6O3 ซึ่งคำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 137.0243 

[M + Na]+ ข้อมูลจาก 1H NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 48) ปรากฏสัญญาณโปรตอนของวงอ

โรมาติกที่ δH 7.23 (H-2) 6.90 (H-5) และ 7.27 (H-6) และพบสัญญาณโปรตอนของหมู่แอลดีไฮด์ที่ 

δH 9.69 (H-7) ข้อมูลจาก 13C NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง ร ูปที ่ 50) พบสัญญาณทั ้งหมด  

ตำแหน่ง สาร E 4-hydroxy-3-methoxybenzamide 
(Jaroszewski et al., 2004) 

13C NMR  

δC  

1H NMR  

δH (multiplicity, J in 
Hz) 

13C NMR  

 δC  

1H NMR 

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

1 125.29 (C) - 122.1 (C) - 
2 111.67 (CH) 7.44 (d, J = 1.8 Hz) 110.9 (CH) 7.27-7.29 (m) 
3 147.11 (C) - 148.5 (C) - 
4 149.58 (C) - 158.3 (C) - 
5 114.76 (CH) 6.78 (d, J = 8.2 Hz) 115.0 (CH) 6.49 (d, J = 8.1 

Hz) 
6 121.13 (C) 7.36 (dd, J = 8.2 Hz) 118.0 (CH) 7.27-7.29 (m) 
7 167.80 (C) - 168.4 (C) - 

3-OCH3 55.69 (CH3) 3.77 (s) 55.1 (CH3) 3.71 (s) 
OH and 

NH2 
- 7.11 (s) 

7.79 (s) 
9.59 (br s) 

- 7.43 (s) 
8.52 (br, s) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7 สัญญาณ ประกอบด้วย 4 สัญญาณของมีไทน์คาร์บอน (methine; CH) ที่ δC 114.40 (C-2) 

115.62 (C-5) 124.70 (C-6) และ 191.27 (C-7) และ พบ 3 สัญญาณของควอเทอนารีคาร์บอน 

(quaternary; C) ที่ตำแหน่ง δC 128.92 (C-1) 146.00 (C-3) และ 152.30 (C-4) (แสดงดังตารางที่ 

4.13) การวิเคราะห์ของ COSY สเปกตรัม (ภาพผนวก ง รูปที่ 52) ซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง

โปรตอนกับโปรตอน พบว่าโปรตอนที่ δH 6.90 (H-5) อยู่ติดกันกับโปรตอนที่ 7.27 (H-6) และการ

วิเคราะห์ผลของ HSQC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 53) ได้ผลลัพธ์ของความสัมพันธ์ของโปรตอน

และคาร์บอน ดังแสดงไว้ในตารางที่ 4.13 การวิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 54) 

พบว่า โปรตอนตำแหน่งที่ δH 7.23 (H-2) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 146.00 (C-3) 152.30 (C-4) และ 

191.27 (C-7) โปรตอนตำแหน่งที่ δH 6.90 (H-5)  สัมพันธ์กับคาร์บอนที่ δC 128.92 (C-1) 146.00 

(C-3) และ 152.30 (C-4) และโปรตอนตำแหน่งที่ δH 7.27 (H-6) สัมพันธ์กับคาร์บอนที่ δC 114.40 

(C-2) และ 191.27 (C-7) นอกจากนั้นจากการวิเคราะห์ NOESY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 55) 

แสดงให้เห็นว่าโปรตอนตำแหน่ง H-7 สามารถเห็นโปรตอนตำแหน่ง H-2 และ H-6 แสดงว่าอยู่ใน

ระนาบเดียวกัน  และยังแสดงว่าโปรตอนตำแหน่งที่ H-5 อยู่ในระนาบเดียวกันกับโปรตอน H-6 จาก

ข้อมูลทั้งหมดข้างต้น สาร F คือ สาร 3, 4-dihydroxybenzaldehyde ซึ่งเป็นสารที่มีผู้รายงานไว้แล้ว 

(Koslehmainen et al, 1995) โดยได้เปรียบเทียบข้อมูลไว้ในตารางที่ 4.13 

 

ตารางท่ี 4.13 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร F ใน DMSO-d6 

 

ตำแหน่ง สาร F 3,4-dihydroxybenzaldehyde 
 (Kolehmainen et al, 1995) 

13C NMR  

δC   

1H NMR  

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

13C NMR  

 δC  

1H NMR 

δH (multiplicity, J in 
Hz) 

1 128.92 (C) - 128.9 (C) - 
2 114.40 (CH) 7.23 (s) 114.5 (CH) 7.51 (d, J2,5 = 0.53 Hz,  

 J2,6 = 1.96 Hz) 
3 146.00 (C)  - 145.9 (CH) - 
4 152.30 (C)  - 152.2 (C) - 
5 115.62 (CH)  6.90 (d, J = 8.03 

Hz) 
115.6 (CH) 7.16 (d, J5,OH = 0.29 

Hz, J5,6 = 7.81 Hz) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.13 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร F ใน DMSO-d6 (ต่อ) 

 

4.3.3.7 สาร G (Nb- acetyltryptamine)  

รูปที่ 4.19 โครงสร้างทางเคมีของสาร G 

สาร G (BF5H8) มีล ักษณะเป ็นของหน ืดส ี เหล ือง ส ูตรโครงสร ้างคือ 

C12H14N2O ซึ ่งคำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที ่ได ้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 

225.0996 [M + Na]+  จากฐานข้อมูลในไบโอเทคพบว่า สาร G น่าจะเป็น Nb-acetyltryptamine  

ดังนั้นจึงได้ยืนยันด้วยข้อมูล 1H NMR และ 13C NMR สเปกตรัมเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของสาร  

Nb- acetyltryptamine ที่ได้รายงานไว้แล้ว ดังแสดงไว้ในตารางที่ 4.14 ซึ่งพบว่ามีความคล้ายคลึงกัน   

ดังนั้นสามารถสรุปได้ว่าสาร G คือ Nb-acetyltryptamine โดยสารนี้ได้แยกมาจากเชื้อราที่ไม่ได้ระบุ

ชื่อ เป็นเชื้อราที่แยกมาจากพ้ืนผิวของสาหร่ายสีแดง Gracilaria verrucosa (Li et al., 2003) 

 

 

 

 

ตำแหน่ง สาร F 3,4-dihydroxybenzaldehyde 
(Kolehmainen et al, 1995) 

 13C NMR 

δC 

1H NMR 

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

13C NMR 

δC 

1H NMR 

δH (multiplicity, J in Hz) 

6 124.70 (CH) 7.27 (d, J = 8.03 
Hz) 

124.5 (CH) 7.49 (d, J5,6 = 7.81 Hz) 

7 191.27 
(CHO) 

9.69 (s)  191.1 (CHO) 9.93 (s) 

3-OH - - - - 
4-OH - - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.14 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร G ใน DMSO-d6 

ตำแหน่ง สาร G Nb-acetyltryptamine ใน CDCl3  
(Li et al., 2003) 

13C NMR 

 (100 MHz) δC   

1H NMR (400 MHz) 

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

13C NMR  

 δC  

1H NMR 

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

1 - 10.04 (s) - 8.14 (br, s) 
2 122.61 (CH) 7.16 (s) 122.0 (CH) 7.04 (d, J = 2.2 Hz) 
3 111.46 (C) - 113.1 (C) - 
4 118.63 (CH) 7.59 (d, J = 7.9 Hz) 118.7 (CH) 7.60 (d, J = 8.0 Hz) 
5 118.70 (CH) 7.01 (t, J = 7.5 Hz) 119.5 (CH) 7.13 (dd, J = 8.0, 

8.0 Hz) 
6 121.40 (CH) 7.09 (t, J = 7.5 Hz) 122.2 (CH) 7.21 (dd, J = 8.0, 

8.0 Hz) 
7 111.41 (CH) 7.37 (d, J = 8.1 Hz) 111.2 (CH) 7.38 (d, J = 8.0 Hz) 
8 137.06 (C) - 136.4 (C) - 
9 127.95 (C) - 127.3 (C) - 

10 25.66 (CH2) 2.92 (t, J = 7.3 Hz) 25.3 (CH2) 2.98 (t, J = 6.5 Hz) 
11 40.06 (CH2) 3.48 (dt, J = 7.3, 

6.0 Hz) 
39.8 (CH2) 3.60 (dt, J = 6.5, 

6.0 Hz) 
12 - - - 5.53 (br, s) 
13 169.31 (C) - 170.0 (C) - 
14 22.32 (CH3) 1.86 (s) 23.4 (CH3) 1.92 (s) 

 

4.3.3.8 สาร H (3-Hydroxymethyl-6,7,8-trimethoxyisocoumarin) 

 

รูปที ่4.20 โครงสร้างทางเคมีของสาร H  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สาร H (BF5H7H2) มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง มีค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น λmax  (log ɛ) 324 (2.70) 277 (2.14) และ 246 (2.99) นาโนเมตร มีสูตรโครงสร้าง

คือ C13H14O6 ซึ ่งคำนวณมาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที ่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 

289.0683 [M + Na]+  ในส่วนของ 1H NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 56) พบสัญญาณโปรตอน

ของวงอะโรมาติกปรากฏที่ δH 7.04 (H-5) สัญญาณของมีไทน์โปรตอนที่ δH 6.57 (H-4) สัญญาณ 

เมทิลีนโปรตอนปรากฏที่ H 4.22, (H-9, d, J = 4.25 Hz) และสัญญาณของเมทิลโปรตอนที่ δH 

3.92 (6-OCH3) 3.80 (8-OCH3) และ 3.77 (7-OCH3) ในส่วนของ 13C NMR สเปกตรัม (ภาคผนวก ง 

รูปที่ 59) พบสัญญาณท้ังหมด 13 สัญญาณ ประกอบด้วยสัญญาณของเมทิลคาร์บอน (methyl; CH3) 

จำนวน 3 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δC 61.61 (8-OCH3) 60.97 (7-OCH3) และ 56.37 (6-OCH3) ppm   

ส ัญญาณของเมทิล ีนคาร์บอน (methylene; CH2) จำนวน 1 ส ัญญาณ δC 59.55 (C-9) ppm   

สัญญาณของมีไทน์คาร์บอน (methine; CH) จำนวน 2 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δC 101.74 (C-4) และ 

104.18 (C-5) ppm และสัญญาณของควอเทอนารีคาร์บอน (quaternary; C) จำนวน 7 สัญญาณ ที่

ตำแหน ่ง δC 159.07 (C-6) 157.68 (C-1) 157.03 (C-3) 154.86 (C-8) 142.07 (C-7) 135.89 (4a) 

และ 106.88 (8a) ppm จากการวิเคราะห์ผลของ HSQC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที ่ 61) ได้

ผลลัพธ์ของความสัมพันธ์ของโปรตอนกับคาร์บอนที่โปรตอนติดอยู ่  ดังแสดงไว้ในตาราง 4.15  

จากการวิเคราะห์ผลของ COSY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 62) พบว่าโปรตอนปรากฏที่ δH 4.23 

(H-9) ติดกับกลุ่มไฮดรอกซี่ซึ ่งมีโปรตอนปรากฏที่ δH 5.62 จากการวิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม 

(ภาคผนวก ง รูปที่ 64) พบว่า โปรตอนปรากฏที่ δH 6.57 (H-4) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 157.03 (C-

3) และ 154.86 (C-8) โปรตอนปรากฏที ่ δH 7.04 (H-5) สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 159.07 (C-6) 

142.07 (C-7) และ 106.88 (8a) โปรตอนปรากฏที่ δH 4.23 (H-9) สัมพันธ์กับคาร์บอนตำแหน่ง C-3 

และ 101.73 (C-4) โปรตอนปรากฏที ่  δH 3.92 (6-OCH3) 3.77 (7-OCH3) และ 3.80 (8-OCH3) 

สัมพันธ์กับคาร์บอน δC 159.07 (C-6) 142.07 (C-7) และ 154.86 (C-8) ตามละดับ จากข้อมูล

ทั ้งหมดข้างต้นสามารถนำมาประกอบเป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร H  และพบว่า สาร H คือ   

3-Hydroxymethyl-6,7,8-trimethoxyisocoumarin ซึ่งมีผู ้รายงานไว้แล้ว  โดยเป็นสารที่มาจาก

การส ัง เคราะห ์จากสารท ี ่แยกได้ จากธรรมชาต ิ  ค ือ สาร 8-Hydroxy-6,7-dimethoxy-3-

hydroxymethylisocoumarin แยกมาจากเช ื ้อ Streptomyces mobaraensis (Saeed, 2013)  

โดยได้เปรียบเทียบไว้ในตาราง 4.15 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.15 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร H ใน DMSO-d6 

 

4.3.3.9 สาร I (1-methoxy-1H-pyrrole-2-carboxamide) 

รูปที ่4.21 โครงสร้างทางเคมีของสาร I 

ตำแหน่ง สาร H 3-hydroxymethyl-6,7,8-
Trimethoxyisocoumarin 
ใน CDCl3 (Saeed, 2013) 

13C NMR  

δC  

1H NMR  

δH (multiplicity, 
J in Hz) 

13C NMR  

 δC   

1H NMR 

δH (multiplicity, J 
in Hz) 

1 157.68 (C)  - 171.1 (C) - 
3 157.03 (C)  - 140.6 (C) - 
4 101.74 (CH)  6.57, (s) 102.7 (CH) 6.41 (s) 

4a 135.89 (C)  - 130.9 (C) - 
5 104.18 (CH)  7.04, (s) 103.2 (CH) 6.62 (s) 
6 159.07 (C)  - 159.3 (C) - 
7 142.07 (C)  - 143.2 (C) - 
8 154.86 (C)  - 155.5 (C) - 

8a 106.88 (C)  - 108.2 (C) - 
9 59.55 (CH2)  4.23, (d, J = 4.3 

Hz)  
61.43 (CH2) 4.46 (s) 

9-OH - 5.62, (t, J = 5.5 
Hz) 

- - 

6-OCH3 56.37 (CH3)  3.92, (s) 60.42 (CH3) 3.93 (s) 
7-OCH3 60.97 (CH3)  3.77, (s) 60.42 (CH3) 3.98 (s) 
8-OCH3 61.61 (CH3)  3.80, (s) 56.23 (CH3) 4.0 (s) 
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สาร I (BF5H3) มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีค่าความดูดกลืนแสงได้ที่  

(λmax ) (log ɛ) 361 (3.22) และ 203 (3.14) นาโนเมตร มีสูตรโครงสร้างคือ C6H8N2O2 ซึ่งคำนวณ

มาจากค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ได้จาก HRESIMS สเปกตรัม เท่ากับ 163.0475 [M + Na]+  ในส่วน

ของ 1H NMR สเปกตรัม  (ภาคผนวก ง รูปที่ 66) พบสัญญาณของมีไทน์โปรตอนปรากฏที่ H 7.17 

(H-5, t, J = 2.2 Hz) 6.59 (H-3, dd, J = 4.4, 2.2 Hz) และ 5.95 (H-4, dd, J = 4.4, 2.8 Hz) พบ

สัญญาณของเมทิลโปรตอนปรากฏที่ H 3.98 (H-7) นอกจากนั้นยังพบสัญญาณโปรตอนของเอมีน

โปรตอนปรากฏที่ H 7.35 (s) และ 7.09 (s) (ตารางที ่ 4.16) ในส่วนของ 13C NMR สเปกตรัม 

(ภาคผนวก ง รูปที่ 68) พบสัญญาณทั้งหมด 6 สัญญาณ ประกอบด้วยสัญญาณของเมทิลคาร์บอน 

(methyl; CH3) จำนวน 1 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง C 67.59 (C-7) ppm สัญญาณของมีไทน์คาร์บอน 

(methine; CH) จำนวน 3 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง C 120.56 (C-5), 109.89 (C-3) และ 103.57 (C-4) 

ppm  และสัญญาณของควอเทอนารีคาร์บอน (quaternary; C) จำนวน 2 สัญญาณ ปรากฏที่  

c 160.40 (C-6) และ 121.55 (C-2) ppm จากการวิเคราะห์ผลของ COSY สเปกตรัม (ภาคผนวก ง 

รูปที่ 70) พบว่าโปรตอนปรากฏที่ H 6.59 (H-3) อยู่ติดกันกับโปรตอนปรากฏที่ H 5.95 (H-4) และ

โปรตอนนี้อยู่ติดกันกับโปรตอนปรากฏที่ δH 7.17 (H-5) จากการวิเคราะห์ผลของ HSQC สเปกตรัม 

(ภาคผนวก ง รูปที่ 71) ได้ผลของความสัมพันธ์ระหว่างโปรตอนและคาร์บอนที่ติดกับโปรตอนนั้นดังได้

แสดงในตารางที่ 4.16 การวิเคราะห์ HMBC สเปกตรัม (ภาคผนวก ง รูปที่ 72) พบว่าโปรตอนปรากฏ

ที่ H 6.59 (H-3) สัมพันธ์กับคาร์บอน C 121.55 (C-2) 103.57 (C-4) 120.56 (C-5) และ 160.40 

(C-6) โปรตอนปรากฏที่ H 5.95 (H-4) สัมพันธ์กับคาร์บอน C-2 และ C-5 และโปรตอนปรากฏที่ H 

7.17 (H-5) สัมพันธ์กับคาร์บอน C-2 และ C 109.86 (C-3) จากข้อมูลทั้งหมดข้างต้นสามารถนำมา

ประกอบเป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร I และพบว่า สาร I คือ สาร 1-methoxy-1H-pyrrole-2-

carboxamide หรือ kumamonamide ซึ ่งเป ็นสารที ่ม ีผ ู ้รายงานไว ้แล ้ว  โดยแยกมาจากเชื้อ 

Streptomyces werraensis MK493-CF1 (Ishida et al., 2021) ดังได้เปรียบเทียบไว้ในตาราง 

4.16 
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ตารางท่ี 4.16 ข้อมูลของ 1H NMR 13C NMR และ ข้อมูล 2D ของสาร I ใน DMSO-d6 

 

4.3 การศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

 นำสารสกัดจากเซลล์และน้ำหมักไปทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH free radical 

scavenging พบว่าสารสกัดจากน้ำหมักมีฤทธิ์ดีกว่าสารสกัดจากเซลล์ที่ค่าความเข้มข้นที่สามารถดัก

จับอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 7.03 ± 0.02 และ 10.47 ± 0.04 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามลำดับ (ตารางที่ 4.17) จากค่า IC50 ของตัวเซลล์และน้ำหมักมีค่าการต้านอนุมูลอิสระที่

ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ จึงนำสารสกัดทั้ง 2 ชนิดมาแยกและศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ได้

ทั้งหมด 9 ชนิด ได้แก่ A B C D E F G H และ I มาทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH free 

radical scavenging พบค่า IC50 อยู่ในช่วงตั้งแต่ 0.87 ± 0.03 ถึง 384.85 ± 3.50 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (ตารางที ่ 4.17) โดยสารที ่ย ับยั ้งการต้านอนุมูลอิสระมากที ่ส ุดคือสาร F ที ่ค่า IC50  

0.87  ± 0.03 รองลงมาคือสาร B I E A C D G และ H นอกจากนี้สาร F มีค่า IC50 ที่ใกล้เคียงกับ

วิตามินซี และสารB C E G และ I มีค่า IC50 ที่น้อยกว่าสารละลายมาตราฐาน BHT อีกด้วยแต่เมื่อ

นำมาทดสอบค่าความแตกต่างทางสถิติ ด้วยวิธี Duncan’s New multiple range test พบว่าสาร B 

ตำแหน่ง สาร I Kumamonamide ใน CDCl3  
(Ishida et al., 2021) 

13C NMR  

δC   

1H NMR  

δH (multiplicity, J in 
Hz) 

13C NMR  

 δC   

1H NMR 

δH (multiplicity, J in 
Hz) 

1 - - - - 
2 121.55 (C) - 121.0 (C) - 
3 109.89 (CH) 6.59 (dd, J = 4.4, 2.2 

Hz) 
112.2 (CH) 6.78 (dd, J = 2.5, 4.5 

Hz) 
4 103.57 (CH) 5.95 (dd, J = 4.4, 2.8 

Hz) 
105.0 (CH) 6.07 (dd, J = 2.8, 4.8 

Hz) 
5 120.56 (CH) 7.17 (t, J = 2.2 Hz) 119.9 (CH) 6.94 (t, J = 2.5 Hz) 
6 160.40 (C)  - 161.1 (C) - 
7 67.59 

(OCH3) 
3.99, (s) 68.3 (OCH3) 4.10 s 

NH2 - 7.09 (s) / 7.35 (s) - - 
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และ F สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระเท่ากับกรดแอสคอร์บิกอย่างมีนัยสำคัญที่ค่า IC50 เท่ากับ 2.49 ± 

0.23 และ 0.87 ± 0.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ สาร A C E G และ I  สามารถยับยั้งอนุมูล

อิสระได้ดีกว่าสารมาตราฐาน BHT อย่างมีนัยสำคัญที่ค่า IC50 เท่ากับ 16.60 ± 0.39 19.59 ± 0.10 

12.39 ± 0.98 63.23 ± 0.63 และ 12.70 ± 0.59 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ สาร D สามารถ

ยับยั้งอนุมูลอิสระเท่ากับฺสารมาตราฐาน BHT อย่างมีนัยสำคัญที่ค่า IC50 เท่ากับ 99.21 ± 0.85 และ

สาร H สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระน้อยกว่าสารมาตราฐาน  BHT อย่างมีนัยสำคัญที่ค่า IC50 เท่ากับ 

384.85 ± 3.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารทั้ง 9 ชนิดสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้แต่ต่างกันออกไป

ขึ้นอยู่กับการโครงสร้างของสารแต่ละตัว เนื่องจากอนุมูลอิสระมีความไม่คงตัว และมีความไวต่อการ

ทำปฏิกิริยาสูง ดังนั้นโครงสร้างสารที่ประกอบไปด้วยหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ซึ่งจัดเป็น

สารออกซิไดส์แรงสูง (reactive oxygen species) ที่มีความว่องไวสูง และโครงสร้างสารที่ประกอบ

ไปด้วยพันธะคู่จะมีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดี (Halliwell, 1999) โครงสร้างของสารทั้ง 9 ชนิด 

ประกอบไปด้วยหมู่ไฮดรอกซิล และพันธะคู่ ทำให้มีฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระได้ สาร F และ E ที่มี

จำนวนหมู่ไฮดรอกซิลและพันธะคู่ ทำให้สาร F และ E มีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระที่สูง แต่สาร H ที่มี

หมู่ไฮดรอกซิลและพันธะคู่มีฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระที่น้อยกว่าอย่างเห็นได้ชัดเพราะว่าตำแหน่งของ

หมู่ไฮดรอกซิลมีผลต่อฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ (Snelgrove et al., 2001) ส่วนสาร A B C D 

และ I ใม่มีองค์ประกอบของหมู่ไฮดรอกซิลทำให้มีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระน้อยกว่า F และ E 

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Syafni และคณะในปี 2012 ที่ได้ทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี 

DPPH free radical scavenging ของสาร 3,4 dihydroxybenzaldehyde ผลปรากฏว่ามีค่าการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระเท่ากับ 0.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระที่ใกล้เคียงกันกับ

นอกจากทั้ง 9 สารนี้มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่ดีแล้วยังพบงานวิจัยที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอื่น ๆ เช่น 

ง า น ว ิ จ ั ย ข อ ง  Divakaran แ ล ะ  Sukumaran ใ น ป ี  2014 ไ ด ้ น ำ ส า ร  4-hydroxy-3-

methoxybenzamide (สาร E) มาทดสอบการต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี Superoxide Radical 

Scavenging มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารอยู ่ที ่ 800 ไมโครกรัม งานวิจัยของ 

Muirhead และ Deverall ในปี 1984 พบว่าสาร 3,4 dihydroxybenzaldehyd (สาร F) มีสามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราในเปลือกกล้วย งานวิจัยของ  Maheshwari และ Mahmood ในปี 

2020 พบว่า 3,4 dihydroxybenzaldehyd (สาร F) มีผลในการลดความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดที่

เกิดจากการได้รับ Pentachlorophenol และงานวิจัยของ Ishida และคณะในปี 2021 นำสาร  

1-methoxy-1H-pyrrole-2-carboxamide (สาร I) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของพืช พบว่า

ระดับความเข้มข้น 500 ไมโครเมตรสามารถยับยั้งการงอกรากของพืชได้ เป็นต้น 
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ตารางท่ี 4.17 ค่าสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระที่ 50 เปอร์เซ็นต์ ของสาร A-I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : a - j คือค่าเฉลี่ยของ IC50 ของสารที่นำมาทดสอบที่แสดงถึงค่าความแตกต่างทางสถิติ 

(ระดับความเชื่อม่ันที่ 95 เปอร์เซ็นต์) ด้วยวิธี Duncan’s New multiple range test

ตัวอย่าง ค่า IC50 (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
สารสกัดจากน้ำหมัก 7.03 ± 0.02i 

สารสกัดจากตัวเซลล์ 10.47 ± 0.04h 

A 16.60 ± 0.39f 

B 2.49 ± 0.23j 

C 19.59 ± 0.10e 
D 99.21 ± 0.85b 
E 12.39 ± 0.98g 
F 0.87 ± 0.03j 
G 63.22 ± 0.63d 
H 384.85 ± 3.50a 
I 12.70 ± 0.59g 

BHT 92.53 ± 0.15c 
วิตามิน C 0.89 ± 0.20j 
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บทท่ี 5 

ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 จากการศึกษาไอโซเลต AA8 ที่ถูกแยกมาจากดินในจังหวัดกรุงเทพมหานคร นำมาระบุ

สายพัมธุ์ด้วยวิธีการศึกษาอนุกรมวิธานหลายส่วน (Polyphasic taxonomy) ซึ่งได้แก่ ลักษณะทางฟี

โนไทป์ ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี และลักษณะทางจีโนไทป์ ลักษณะฟีโนไทป์พบว่ามีเส้นใยอาหาร

สีแดงคล้ำ เส้นใยอากาศสีแดงคล้ำอมเทา และสปอร์มีลักษณะเส้นตรงต่อกันเป็นช่ออยู่บนก้านชูสปอร์ 

ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมีพบว่ากรดไดอะมิโนพิเมลิกเป็นแบบ LL-DAP พบน้ำตาลในเซลล์คือ 

กล ูโคส แมนโนส และไรโบส ชน ิดของกรดฟอสโฟล ิป ิดพบ ฟอสฟาต ิด ิลเอตทาโนลามีน 

(phosphatidylethanolamine; PE) ไดฟอสฟาติดิลกลีเซอรอล (diphosphatidylglycerol; DPG) 

ฟอสฟาทิดิลอิโนซิทอล (phosphatidylinositol; PI) และฟอสฟาติดิลอิโนซิทอลแมนโนสซิเดส 

(phosphatidylinositolmannosides; PIMs) พบกรดไขมันที ่พบมากในเซลล์ได้แก่ C16:0 iso-C15 

anteiso-C15 iso-C16 และ anteiso-C17 และพบเมนาคิวโนน (menaquinone) MK-10 (H8) MK-9 

(H8) MK-9 (H6) MK-9 (H4) และ MK-9 (H2) ซึ่งพบได้ทั่วไปจากสกุล Streptomyces ดังนั้นไอโซต

เลต AA8 คือสกุล Streptomyces ลักษณะทางจีโนไทป์จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคล๊โอไทด์ของ  

16S rRNA gene ของไอโซเลต AA8 พบว่าใกล้เคียงกับ S. roseifaciens ด้วยระดับความคล้ายคลึง

ของลำดับนิวคลีโอไทด์ท ี ่  99.86  เปอร ์เซ ็นต์ ในแผนภูมิ  neighbor-joining และ maximum 

parsimony และการวิเคราะห์ลักษณะอนุกรมวิธานโดยใช้ลักษณะทางจีโนมเปรียบเทียบไอโซเลต 

AA8 และ S. roseifaciens พบว่าค่า Average nucleotide identity (ANI) และ digital DNA-DNA 

hybridization (dDDH) มีค่าเท่ากับ 94.11 และ 68.50 เปอร์เซ็นต์ จึงสมารถระบุไดว้่าไอโซเลต AA8 

เป็นสปีชีส์ใหม่ของสกุล Streptomyces โดยมีความสัมพันธ์ของสายวิวัฒนาการใกล้เคียงกับ S. 

roseifaciens  

 การแยกสารทุติยภูมิโดยใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟี นำสารสกัดหยาบของตัวเซลล์น้ำหนัก 

3.21 กรัม และน้ำหมักน้ำหนัก 1.41 กรัม แยกด้วยคอลัมโครมาโทกราฟี เฟสเคลื่อนที่เป็นเมทานอล 

100 % เฟสคงที่เป็น Sephadex LH-20 จากนั้นทำการเก็บเป็นแฟคชั่นได้ทั้งหมด 10 ส่วน ได้แก่ B1 

B2 B3 B4 B5 B6 C1 C2 C3 และ C4 แยกด้วยโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ได้

สารบริสุทธิ์ 9 ตัวดังนี้ สาร A คือ 3,4 dimethoxypropiohenone แยกมาจาก BF5H11 สาร B คือ 

6 ,7 ,8 - trimethoxy-3-methylisocoumarin แ ย ก ม า จ า ก  BF5 H1 1  ส า ร  C ค ื อ  3, 4-

dimethoxybenzamide แยกมาจาก BF6H4 สาร D คือ 6,8-dimethoxy-3-methylisocoumarin 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แยกมาจาก BF5H9H1 สาร E คือ 4-hydroxy-3-methoxybenzamide แยกมาจาก BF6H2 สาร F 

คือ 3,4 dihydroxybenzaldehyde แยกจาก CF4H6 สาร G คือ Nb-acetyltryptamine แยกจาก 

BF5H8 สาร H คือ 3-hydroxymethyl-6,7,8-trimethoxyisocoumarin แยกจาก BF5H7H2 และ

สาร I คือ 1-methoxy-1H-pyrrole-2-carboxamide แยกจาก BF5H3 ซึ่งสารทั้ง 9 ตัวนี้เป็นสารที่

เคยถูกค้นพบมาแล้วทั้งหมด จากนั้นนำสารทั้งหมดมาวิเคราะห์หาค่า IC50 โดยใช้วิธี free radical 

scavenging (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH) ได้ผลดังต่อไปนี้ โดยค่า IC50 จะเรียงจากค่า

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุดไปถึงต่ำสุด ได้แก่สาร F B E I A C G D และ H ค่า IC50 

เท่ากับ 0.88 2.49 12.39 12.70 16.60 19.59 63.23 98.88 และ 384.85 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 5.2.1 งานวิจัยนี้มีข้อมูลเกี่ยวกับการแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทเบื้องต้น การศึกษาอนุกรมวิธาน

ขั้นพื้นฐานของเชื้อที่ได้จากดิน จังหวัดกรุงเทพมหานคร จึงสามารถใช้ข้อมูลเหล่านี้นำมาศึกษาข้อมูล

ในด้านอ่ืนๆ หรือนำไปประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ได้ 

 5.2.2 งานวิจัยนี้ได้ทำแยกสารบริสุทธิ์จากน้ำหมักและตัวเซลล์ของไอโซเลต AA8 เพ่ือหาสาร

บริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่โดดเด่น ดังนั้นก่อนทำการแยกสารบริสุทธิ์ด้วยเครื่องโครมาโทก

ราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ต้องนำสารที่แยกได้จากคอลัมน์ในแต่ละส่วนมาทำการทดสอบฤทธิ์การ

ต้านอนุมูลอิสระก่อนทำการแยกให้บริสุทธิ์ 

 5.2.3 งานวิจัยนี้สามารถนำข้อมูลทางฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระเบื้องต้นของสารบริสุทธิ์ที่มี

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระที่ดีมาใช้ในด้านอื่นๆได้เช่น สามารถนำไปศึกษาต่อทางด้านเภสัชกรรม เพ่ือ

นำมาใช้ในการรักษาโรค หรือนำมาผลิตเป็นอาหารเพื่อเสริมสุขภาพ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

Yeast extract – malt extract ager (ISP2) 

  Yeast extract      4 กรัม 

  Malt extract      10 กรัม 

   Glucose      4 กรัม 

  Agar       15 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิกรัม 

  pH 7.5  

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Oatmeal agar (ISP3) 

  Oatmeal      20 กรัม 

  Tract salts solution     1 มิลลิลิตร 

  Agar        18 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร

  pH 7.2 

   นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Inorganic salts – starch agar (ISP4) 

  Soluble starch      10 กรัม 

  K2HPO4       1 กรัม 

  MgSO4
. 7H2O      1 กรัม 

  NaCl       1 กรัม 

  (NH4)2SO4      2 กรัม 

  CaCO3       2 กรัม 

  Trace salts solution      1 มิลลิลิตร 

  Agar       20 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 7.0 – 7.4  

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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Glycerol – asparagine agar (ISP5) 

  L-asparagine       1 กรัม 

  Glycerol      10 กรัม 

  K2HPO4       1 กรัม 

  Trace salts solution     1 มิลลิลิตร 

  Agar       20 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 7.0 – 7.4 

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Peptone – yeast extract iron agar (ISP6) 

  Peptone iron agar (Difco)    36 กรัม 

  Yeast extract       1 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 7.0 – 7.2 

  นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Tyrosine agar (ISP7) 

  Glycerol      15 กรัม 

  L-tyrosine      0.5 กรัม 

  L- asparagine      1 กรัม 

  K2HPO4       0.5 กรัม 

  MgSO4
. 7H2O      0.5 กรัม 

  NaCl       0.5 กรัม 

  FeSO4
. 7H2O      0.01 กรัม 

  Trace salts solution     1 มิลลิลิตร 

  Agar       20 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 7.0 – 7.2 

  นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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Czapek’s sucrose agar 

  Sucrose      30 กรัม 

  K2HPO4       1 กรัม 

  MgSO4       0.5 กรัม 

  KCl       0.5 กรัม 

  FeSO4       0.01 กรัม 

  Agar       15 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 7.0 – 7.2 

  นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Glucose asparagine agar 

  Glucose      10 กรัม 

  Asparagine      0.5 กรัม 

  K2HPO4       0.5  กรัม 

  Agar       15 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 6.8 – 7.0  

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Nutrient agar (Difco) 

  Beef Extract       3 กรัม 

  Peptone      5 กรัม 

  Agar       15 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 6.8 

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Bouillon gelatin broth 

  Peptone      1 กรัม 

  Meat extract      0.5  กรัม 

  NaCl       0.5  กรัม 

  Gelatin       15 กรัม 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  น้ำกลั่น       100 มิลลิลิตร 

  pH 7.0 – 7.2  

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Peptone KNO3 broth 

  Peptone      10 กรัม 

  KNO3       1 กรัม 

  NaCl       5 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 7.0  

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Peptonization and Coagulation test medium 

  Skim milk (Difco)      10 กรัม 

  น้ำกลั่น       100 มิลลิลิตร 

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

Carbon utilization medium (ISP9) 

  Carbon sources 

    Carbohydrate      10 กรัม 

    น้ำกลั่น       100 มิลลิลิตร 

    นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

  Pridham and Gottlieb trace salts 

    CuSO4
.5H2O      0.64 กรัม 

    FeSO4
.7H2O      0.11 กรัม 

    MnCl2.4H2O      0.79 กรัม 

    ZnSO4
.7H2O      0.15 กรัม 

    น้ำกลั่น       100 มิลลิลิตร 

  Basal mineral salts agar 

    (NH4)2SO4      2.64 กรัม 

    KH2PO4
. Anhydrous     2.38 กรัม 

    K2HPO4
. 3H2O      5.65 กรัม 

    MgSO4
. 7H2O      1 กรัม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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    Pridham and Gottlieb trace salts   1 มิลลิลิตร 

    น้ำกลั่น       900 มิลลิลิตร 

    Agar       15 กรัม 

    pH 6.8 – 7.0  

    นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 ทิ้งไว้ให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แล้วทำการเติม carbohydrate ที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 

 100 มิลลิลิตรลงไปใน Basal mineral salts agar 

Luria – Bertani (LB) agar 

  Tryptone      10 กรัม 

  Yeast extract      5 กรัม 

  NaCl       5 กรัม 

  Agar       15 กรัม 

  น้ำกลั่น       1000 มิลลิลิตร 

  pH 7.0  

  นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

ภาคผนวก ข 
สารเคม ี

สารที่ใช้สำหรับการวิเคราะห์ Polar lipids 

 Dittmer & Lester reagent 

  Solution A 

 Molybdic anhydride (MoO3)    4.011 กรัม 

25 N sulfuric acid     100 มิลลิลิตร 

ละลาย Molybdic anhydride ใน 25N sulfuric acid โดยใช้ความร้อน 

Solution B 

Molybdic anhydride (MoO3)    0.178 กรัม 

Solution A       50 มิลลิลิตร 

ละลาย Molybdic anhydride ใน Solution A โดยใช้ความร้อนและต้มให้เดือด

เป็นเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งให้เย็น เทแยกส่วนที่ตกตะกอนทิ้ง 

*เตรียมใหม่ก่อนใช้โดยผสม Solution A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับ Solution B ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร และน้ำกลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

Ninhydrin reagent 

  Ninhydrin      0.4 กรัม 

  water-saturated n-butanol    100 มิลลิลิตร 

 Anisaldehyde reagent 

  Ethanol      90 มิลลิลิตร 

  Sulfuric acid      5 มิลลิลิตร 

  p-Anisaldehyde     5 มิลลิลิตร 

  Acetic acid      1 มิลลิลิตร 

 Dragendorff reagent  

   Solution A 

   basic bismuth nitrate     1.7 กรัม 

   Acetic acid       80 มิลลิลิตร 
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   Solution B 

   KI        40  กรัม 

    น้ำกลั่น        10  มิลลิลิตร  

*เตรียมใหม่ก่อนใช้โดยผสม Solution A ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับ Solution B ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร และ Acetic acid ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

สารที่ใช้สำหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมัน (cellular fatty acid) 

 Reagent 1, Saponification reagent 

  Sodium hydroxide      15 กรัม 

  Methanol (HPLC grade)    50 มิลลิลิตร 

  Milli-Q water      50 มิลลิลิตร 

  ละลาย Sodium hydroxide ใน Milli-Q water ก่อนแล้วค่อยผสมกับ Methanol 

 Reagent 2, Methylation reagent 

  6 N Hydrochloric acid      65 มิลลิลิตร 

   Methanol (HPLC grade)    55  มิลลิลิตร 

   pH ต่ำกว่า ใถ 

  Reagent 3, Extraction solvent 

   n-Hexane (HPLC grade)     50 มิลลิลิตร 

   Methyl-tert-Butyl Ether (HPLC grade)   50  มิลลิลิตร 

  Reagent 4, Base wash  

   Sodium hydroxide      1.2 กรัม 

   Milli-Q water       100  มิลลิลิตร 

  Reagent 5, Saturated sodium chloride 

   Sodium chloride      40  กรัม 

   Milli-Q water       100 มิลลิลิตร 

การเตรียม Dowex (CH3COO) 

  1. แช่ Dowex 1 ใน 2 N NaOH เป็นเวลา 1 ชัว่โมง กรองผ่านกระดาษกรองแล้วล้างด้วยน้ำ

กลั่นจนมีค่าพีเอส (pH) เท่ากับ 7 

  2. แช่ Dowex 1 ใน 1N CH3COOH เป็นเวลา 30 นาที กรองผ่านกระดาษกรองแล้วล้างด้วย

น้ำกลั่นจนมีค่าพีเอส (pH) เท่ากับ 7  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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DON reagent  

2, 7-Dihydroxynapthalene    10 มิลลิลิตร 

Sulfuric acid      50 มิลลิลิตร 

ละลาย 2, 7-Dihydroxynapthalene ใน Sulfuric acid เข้มข้น จะได้สารละลาย

สีเหลือง หุ้มภาชนะท่ีบรรจุด้วยอลูมิเนียมฟลอยด์ เก็บไว้ค้างคืนในที่มืด สารละลาย

จะเปลี่ยนสีจากสีเหลืองกลายเป็นไม่มีสี 

TE buffer 

10 mM Tris-HCl (pH 8.0)    10 มิลลิลิตร 

1 mM EDTA (pH 8.0)     4  มิลลิลิตร 

น้ำกลั่น       986 มิลลิลิตร 

นิ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

1M EDTA (pH 8.0) 

EDTA        372.24 มิลลิลิตร 

น้ำกลั่น 

ผสม EDTA กับน้ำกลั่นให้เข้ากัน 

ปรับค่าพีเอสให้เท่ากับ 8.0 ด้วย 1N NaOH ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นให้ได้ 1 ลิตร 

1M Tris-Cl (pH 8.0) 

Tris-base       121.1 กรัม 

น้ำกลั่น 

ผสม Tris-base กับน้ำกลั่นให้เข้ากัน 

ปรับค่าพีเอสให้เท่ากับ 8.0 ด้วย HCl ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นให้ได้ 1 ลิตร 

RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

RNase A      100 มิลลิกรัม 

0.15 M NaCl      10 มิลลิลิตร 

ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 – 10 นาที เก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

Proteinase K ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

Proteinase K       100 มิลลิกรัม 

50 mM Tris-HCl     10 มิลลิลิตร 

pH 7.5 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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20xSSC 

NaCl       175.3 กรัม 

Tri-sodium citrate 2H2O    88.2 กรัม 

น้ำกลั่น 

ชั่ง NaCl และ Tri-sodium citrate 2H2O ใส่ในน้ำกลั่น แล้วผสมให้เขากัน  

ปรับค่าพีเอสให้เท่ากับ 7.2 ด้วย 10 M NaOH  

ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นให้ได้ 1 ลิตร 

นิ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

1xSSC 

20xSSC      5 มิลลิลิตร 

น้ำกลั่น       95 มิลลิลิตร 

นิ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารที่ใช้ในการทำ DNA – DNA hybridization 

10xPBSM 

 MgCl2 . 7H2O      95 มิลลิกรัม 

  10xPBS       10 มิลลิลิตร 

Pre-hybridization solution 

  20xSSC       1 มิลลิลิตร 

 50xDenhardt solution     1 มิลลิลิตร 

  Denaturated Salmon DNA (10 mg/ml)  0.1 มิลลิลิตร 

  Fomamide      5 มิลลิลิตร 

  น้ำกลั่น       2.9  มิลลิลิตร 

Hybridization solution 

  น้ำกลั่น        2.8 มิลลิลิตร 

  Dextran sulfate      0.25 กรัม 

  20xSSC       1 มิลลิลิตร 

  50xDenhardt solution      1 มิลลิลิตร 

  Denaturated Salmon DNA (10 mg/ml)  0.1  มิลลิลิตร 

  Fomamide       5 มิลลิลิตร 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Solution I 

  BSA        0.25 กรัม 

 Triton-X-100       50 ไมโครลิตร 

 1X PBS       50 มิลลิลิตร 

Solution II 

  Streptavidin POD     1 ไมโครลิตร 

  Solution I       4 มิลลิลิตร 

Solution III 

 TMD (10 mg/ml in DMFO)    100 ไมโครลิตร 

  0.3 % H2O2       100 ไมโครลิตร 

  0.1 M Citric acid in 10 % DMFO 

  + 0.2 M Na2HPO4 buffer pH 6.2    5 มิลลิลิตร 

100x Denhardt solution 

  Bovine serum albumin (fraction V)    2 กรัม 

  Polyvinylpyrolidone      2 กรัม 

  Ficoll 400       2 กรัม 

  น้ำกลั่น        100 มิลลิลิตร 

2xPBS 

  8 mM Na2HPO4      1.15 กรัม 

  1.5 mM KH2PO4     0.2 กรัม 

  137 mM NaCl      8.0 กรัม 

  2.7 mM KCl      0.2 กรัม 

  น้ำกลั่น       500 มิลลิลิตร 

 pH 7.0  

  นิ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

ภาพผนวก ค 
ตารางแสดงอตัราส่วนที่ใช้ในการแยกแต่ละสว่น 

ตารางท่ี 1. อัตราส่วนที่ใช้แยกส่วนที่ B5 ของสารสกัดหยาบน้ำหมัก 

เวลา  
(นาที) 

อัตราไหล 
(มิลลิลิตร/นาที) 

% A 
(water) 

% B 
(Acetonitrile) 

0 8 95 5 
0 8 95 5 
21 8 50 50 
24 8 50 50 
27 8 0 100 
30 8 0 100 

 

 

ตารางท่ี 2 อัตราส่วนที่ใช้แยกส่วนที่ B5H7 ของสารสกัดหยาบน้ำหมัก 

เวลา  
(นาที) 

อัตราไหล 
(มิลลิลิตร/นาที) 

% A 
(water) 

% B 
(Acetonitrile) 

0 15 95 5 
0 15 95 5 
21 15 75 35 
24 15 75 35 
26 15 0 100 
30 15 0 100 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 3 อัตราส่วนที่ใช้แยกส่วนที่ B5H9 ของสารสกัดหยาบน้ำหมัก 

เวลา  
(นาที) 

อัตราไหล 
(มิลลิลิตร/นาที) 

% A 
(water) 

% B 
(Acetonitrile) 

0 8 90 10 
0 8 90 10 
18 8 50 50 
20 8 50 50 
25 8 0 100 
30 8 0 100 

 

ตารางท่ี 4 อัตราส่วนที่ใช้แยกส่วนที่ B6 ของสารสกัดหยาบน้ำหมัก 

เวลา  
(นาที) 

อัตราไหล 
(มิลลิลิตร/นาที) 

% A 
(water) 

% B 
(Acetonitrile) 

0 12 98 2 
0 12 98 2 
21 12 60 40 
25 12 60 40 
27 12 0 100 
35 12 0 100 

 

ตารางท่ี 5 อัตราส่วนที่ใช้แยกส่วนที่ C3 ของสารสกัดหยาบจากเซลล์ 

เวลา  
(นาที) 

อัตราไหล 
(มิลลิลิตร/นาที) 

% A 
(water) 

% B 
(Acetonitrile) 

0 12 95 5 
0 12 95 5 
22 12 25 75 
25 12 25 75 
30 12 0 100 
40 12 0 100 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 6 อัตราส่วนที่ใช้แยกส่วนที่ C4 ของสารสกัดหยาบจากเซลล์ 

เวลา  
(นาที) 

อัตราไหล 
(มิลลิลิตร/นาที) 

% A 
(water) 

% B 
(Acetonitrile) 

0 8 95 5 
0 8 95 5 
21 8 75 25 
25 8 75 25 
27 8 0 100 
35 8 0 100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

ภาพผนวก ง 

ข้อมูลของ 1H 13C NMR และ แมสสเปกโตรมเิตอร ์

รูปที่ 1 1H NMR (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A 

 

รูปที่ 2 1H NMR (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A (ขยายจาก รูปที่ 1) 

H-13 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 3 1H NMR (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A (ขยายจาก รูปที่ 1) 

รูปที่ 4 13C NMR (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 5 13C NMR (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A (ขยายจาก รูปที่ 4) 

รูปที่ 6 13C NMR (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A (ขยายจาก รูปที่ 4) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 7 COSY ของสาร A (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A 

 

รูปที่ 8 HSQC ของสาร A (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 9 HMBC ของสาร A (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A 

 

รูปที่ 10 NOESY ของสาร A (400 MHz, acetone-d6) ของสาร A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 11 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) ของสาร B  

 

รูปที่ 12 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) ของสาร B (ขยายมาจากรูปที่ 11) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 13 13C NMR (100 MHz, Acetone-d6) ของสาร B 

 

รูปที่ 14 13C NMR (100 MHz, Acetone-d6) ของสาร B (ขยายมาจากรูปที่ 13) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 15 13C NMR (100 MHz, Acetone-d6) ของสาร B (ขยายมาจากรูปที่ 13) 

 

รูปที่ 16 HSQC (100 MHz, Acetone-d6) ของสาร B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 17 HMBC (100 MHz, Acetone-d6) ของสาร B 

รูปที่ 18 NOESY (100 MHz, Acetone-d6) ของสาร B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 19 1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร C  

 

รูปที่ 20 1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร C (ขยายมาจากรูปที่ 19) 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 21 1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร C (ขยายมาจากรูปที่ 19) 

 

รูปที่ 22 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 23 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C (ขยายจากรูปที่ 22) 

 

รูปที่ 24 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C (ขยายจากรูปที่ 22) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 25 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C (ขยายจากรูปที่ 22) 

 

รูปที่ 26 COSY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 27 HSQC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C  

 

รูปที่ 28 HMBC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 29 NOESY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร C  

 

รูปที่ 30  1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร D  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 31  1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร D (ขยายจากรูปที่ 30) 

 

รูปที่ 32  1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร D (ขยายจากรูปที่ 30) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 33  13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร D  

 

รูปที่ 34  13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร D (ขยายมาจากรูปที่ 33) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 35  13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร D (ขยายมาจากรูปที่ 33) 

รูปที่ 36  COSY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร D  

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 37  HSQC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร D  

รูปที่ 38  HMBC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร D  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 39  NOSEY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร D  

 

รูปที่ 40  1H (400 MHz, DMSO-d6) ของสาร E 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 41  1H (400 MHz, DMSO-d6) ของสาร E (ขยายจากรูปที่ 40) 

 

รูปที่ 42  13C NMR (100 MHz, DMSO-d6)  ของสาร E  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 43  13C NMR (100 MHz, DMSO-d6)  ของสาร E (ขยายจากรูปที่ 42) 

รูปที่ 44  COSY (100 MHz, DMSO-d6)  ของสาร E  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 45  HSQC (100 MHz, DMSO-d6)  ของสาร E  

รูปที่ 46  HMBC (100 MHz, DMSO-d6)  ของสาร E  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 47  NOESY (100 MHz, DMSO-d6)  ของสาร E  

รูปที่ 48   1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร F 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 49   1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร F (ขยายจากรูปที่ 48) 

 

รูปที่ 50   13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร F  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 51   13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร F (ขยายจากรูปที่ 50) 

 

รูปที่ 52   COSY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร F  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 53   HSQC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร F  

รูปที่ 54  HMBC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร F  

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 55  NOSEY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร F  

 

รูปที่ 56  1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร H  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 57  1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร H (ขยายจากรูปที่ 56) 

รูปที่ 58  1H (500 MHz, DMSO-d6) ของสาร H (ขยายจากรูปที่ 56) 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 59  13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร H  

 

รูปที่ 60  13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร H (ขยายจากรูปที่ 59) 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



181 
 

 

รูปที่ 61  13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร H (ขยายจากรูปที่ 59) 

รูปที่ 62  COSY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร H  

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



182 
 

 

รูปที่ 63  HSQC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร H  

รูปที่ 64  HMBC (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร H  

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 65  NOSEY (125 MHz, DMSO-d6) ของสาร H  

รูปที่ 66  1H (400 MHz, DMSO-d6) ของสาร I  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 67  1H (400 MHz, DMSO-d6) ของสาร I (ขยายจากรูปที่ 66) 

รูปที่ 68  13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) ของสาร I  

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 69  13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) ของสาร I (ขยายจากรูปที่ 68) 

รูปที่ 70  COSY (100 MHz, DMSO-d6) ของสาร I 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 71  HSQC (100 MHz, DMSO-d6) ของสาร I 

รูปที่ 71  HMBC (100 MHz, DMSO-d6) ของสาร I 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 72  NOSEY (100 MHz, DMSO-d6) ของสาร I 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

ภาพผนวก จ 

ข้อมูลทางสถิต ิ

 

 

 

 

 

 

ANOVA 

IC50   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 394362.943 12 32863.579 28485.376 .000 

Within Groups 29.996 26 1.154   

Total 394392.939 38    

 

 

 

 

 

 

Descriptives 

IC50   

 N Mean 

Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

broth 3 7.0300 .02646 .01528 6.9643 7.0957 7.00 7.05 

cell 3 10.4633 .04509 .02603 10.3513 10.5753 10.42 10.51 

A 3 16.5967 .39954 .23068 15.6042 17.5892 16.15 16.92 

B 3 2.4867 .23671 .13667 1.8986 3.0747 2.35 2.76 

C 3 19.5867 .10116 .05840 19.3354 19.8380 19.47 19.65 

D 3 99.2100 .85082 .49122 97.0964 101.3236 98.23 99.76 

E 3 12.3867 .98906 .57103 9.9297 14.8436 11.35 13.32 

F 3 .8733 .03055 .01764 .7974 .9492 .84 .90 

G 3 63.2233 .63540 .36685 61.6449 64.8018 62.49 63.61 

H 3 384.8400 3.50915 2.02601 376.1228 393.5572 380.80 387.13 

I 3 12.7033 .59011 .34070 11.2374 14.1693 12.12 13.30 

BHT 3 92.5333 .01528 .00882 92.4954 92.5713 92.52 92.55 

vitamin C 3 .8900 .01000 .00577 .8652 .9148 .88 .90 

Total 39 55.6018 101.87621 16.3132 22.5773 88.6262 .84 387.13 
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Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

 

IC50 

Duncana   

compound N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

F 3 .8733          

vitamin C 3 .8900          

B 3 2.4867          

broth 3  7.0300         

cell 3   10.4633        

E 3    12.3867       

I 3    12.7033       

A 3     16.5967      

C 3      19.5867     

G 3       63.2233    

BHT 3        92.5333   

D 3         99.2100  

H 3          384.8400 

Sig.  .093 1.000 1.000 .721 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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