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บทคัดย่อ 
 

แอคติโนมัยสีทจำนวน 3 ไอโซเลต ถูกแยกมาจากรากของต้นกาแฟ Coffea arabica (L.) ประกอบด้วย 
ไอโซเลต CA1R205 จากจังหวัดราชบุรี ไอโซเลต CA3R110 จากจังหวัดลำปาง ไอโซเลต CA2R105 จาก
จังหวัดนครราชสีมา และไอโซเลต PLK6-54 กับ PLK6-60 ถูกแยกจากตัวอย่างดินที่เก็บมาจากป่าพรลุาน
ควาย จังหวัดปัตตานี ตำแหน่งอนุกรมวิธานของแอคติโนมัยสีทเหล่านี ้ถ ูกประเมินโดยการศึกษา
อนุกรมวิธานหลายส่วน ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยา อนุกรมเคมี และการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์
บนช่วงยีน 16S rRNA แสดงให้เห็นว่าไอโซเลต CA1R205 CA3R110 และ PLK6-54 เป็นสมาชิกในสกุล 
Streptomyces โดยไอโซเลต CA1R205 และ CA3R110 มีความใกล้เคียงกับ S. rapamycinicus NRRL 
B-5491T ที่ระดับความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA เท่ากับ 98.4 และ 99.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ 
ไอโซเลต PLK6-54 มีความใกล้เคียงกับ S. rubidus 13C15T ที่ระดับความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA 
เท่ากับ 99.0 เปอร์เซ ็นต์  ไอโซเลต CA2R105 เป็นสมาชิกในสกุล Nocardia มีความใกล้เคียงกับ            
N. jiangxiensis NBRC 101359T ที่ระดับความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA เท่ากับ 99.2 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะทีไ่อโซเลต PLK6-60 เป็นสมาชิกในสกุล Micromonospora มีความใกล้เคียงกับ M. aurantiaca 
DSM 43813T ที่ระดับความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA เท่ากับ 99.1 เปอร์เซ็นต์ ผลของการวิเคราะห์
จีโนมทั้งหมด แสดงค่า Average nucleotide identity (ANI) น้อยกว่า 95-96 เปอร์เซ็นต์ และแสดงค่า 
digital DNA-DNA hybridization (dDDH) ต่ำกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งต่ำกว่าจุดตัดของเกณฑ์การจำแนก
ในระดับสปีชีส์ รวมทั้งพบลักษณะทางฟีโนไทป์ที่มีความแตกต่างจากสายพันธุ์อ้างอิงทีใกล้เคียงที่สุด จาก
หลักฐานทางอนุกรมวิธานหลายส่วนแสดงให้เห็นว่าไอโซเลต CA1R205 CA3R110 และ PLK6-54 จัดเป็น
แอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ของสกุล Streptomyces ในขณะที่ไอโซเลต CA2R105 และไอโซเลต PLK6-60 
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จัดเป็นแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ของสกุล Nocardia และ Micromonospora ตามลำดับ ไอโซเลต 
CA3R110 ถูกคัดเลือกมาศึกษาเพ่ือค้นหาสารทุติยภูมิโดยใช้คุณสมบัติของฤทธิ์ทางชีวภาพและรูปแบบทาง
เคมีของสาร สารสกัดหยาบในชั ้นเอทิลอะซีเตตของไอโซเลต CA3R110 ถูกนำมาทำให้บริสุทธิ ์ด้วย
กระบวนการทางโครมาโตกราฟี สารบริสุทธิ์ที่แยกได้ถูกนำมาพิสูจน์เอกลักษณ์ทางเคมีด้วยเทคนิคทางสเปกโต 
สโคปี ในการศึกษาครั้งนี้ สารที่ถูกค้นพบแล้ว 2 สาร ได้แก่ Geldanamycin และ 17-O-demethylgeldanamycin 
ถูกค้นพบ สารทั้งสองไม่แสดงฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ต่อ Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus 
subtilis ATCC 6633 Micrococcus luteus ATCC 9341, Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) DMST 20654 และ Vancomycin-Resistant Enterococcus (VRE ; clinical strain) ในทางตรงข้ามสาร
ทั้งสองแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยสามารถดักจับอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ( IC50) ที่ 16.07±0.20 

และ 11.00 ±0.08 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ 
 
คำสำคัญ: อนุกรมวิธานหลายส่วน แอคติโนมัยสีทชนิดใหม่ การวิเคราะห์จีโนม สารต้านอนุมูลอิสระ      
เจลดานามัยซิน 17-O-ดีเมทิลเจลดานามัยซิน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ค 

 

Thesis Title  Polyphasic taxonomy of novel actinomycetes and the 
secondary metabolites of the selected isolate 

Student Name   Miss Achararak Nammali 
Student ID    62605061 
Degree    Master of Science (Biotechnology) 
Department    Biology 
Year     2021 
Thesis Advisor   Assoc. Prof. Dr. Chitti Thawai 
 
 

Abstract 
 

              Three endophytic actinomycete strains were isolated from the root of Coffea 
arabica L. collected from Ratchaburi (CA1R205), Lampang (CA3R110)  and Nakhon 
Ratchasima (CA2R105) and two soil actinomycetes were isolated soil samples collected 
from of Lan-Kwai peat swamp forest, Pattani Province (PLK6-54 and PLK6-60). The 
taxonomic position of these strains was evaluated using a polyphasic approach. The details 
of the morphological, chemotaxonomic properties, and 16S rRNA gene sequence analysis 
revealed that strains CA1R205, CA3R110 and PLK6-54 were a member of the genus 
Streptomyces. Strains CA1R205 and CA3R110 were closely related to S. rapamycinicus 
NRRL B-5491 T (98.4, and 99.1% 16S rRNA gene similarity, respectively) and strain PLK6-54 
was closely related to S. rubidus 13C15T (99.0% 16S rRNA gene similarity). Strain CA2R105 
was a member of the genus Nocardia that was closely related to N. jiangxiensis NBRC 
101359T (99.2% 16S rRNA gene similarity) while strain PLK6-60 was a member of genus 
Micromonospora that was closely related to M. aurantiaca DSM 43813T (99.1% 16S rRNA 
gene similarity). The result of whole-genome analysis revealed that all actinomycete strains 
showed the low average nucleotide identity-blast (ANIb), the digital DNA–DNA hybridization 
values (<95, and 70%, respectively) which were below the 95–96% (for ANI value) and the 
70% (for dDDH value) cut-off point for species classification. In addition, several phenotypic 
differences were observed between these strains and the closely related type strains. It is 
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evident from the polyphasic taxonomic data presented that strain CA1R205, CA3R110 and 
PLK6-54 should be classified as representing the novel species of the genus Streptomyces 
whereas strains CA2R105 and PLK6-60 could be judged as the novel species of the genus 
Nocardia and Micromonospora, respectively. Strain CA3R110 was selected for further 
secondary metabolite investigation, based on biological activity and chemical profiles. The 
crude ethyl acetate extract of strain CA3R110 was purified using several chromatographic 
techniques. The purified compounds were identified using spectroscopic techniques. In 
this study, two known compounds, geldanamycin and 17-O-demethylgeldanamycin, were 
discovered. Both compounds showed no antibacterial activity against Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus. luteus ATCC 9341, Methicilin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) DMST 20654 and Vancomycin-Resistant Enterococcus 
(VRE ; clinical strain). In contrast, geldanamycin and 17-O-demethylgeldanamycin exhibited the 
antioxidant activity with half-maximal inhibitory concentration (IC50) of 16.07±0.20 and 
11.00 ±0.08 μg/mL, respectively. 
 
Keywords: Polyphasic taxonomy, Novel actinomycetes, Whole-genome analysis, Antioxidants, 
Geldanamycin, 17-O-demethylgeldanamycin. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้สามารถสำเร็จลุล่วงไปไดด้้วยดีเนื่องจากได้รับความกรุณาจาก รศ. ดร.จิตติ ท่าไว 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ และ ดร.ปัทมา พิทยขจรวุฒิ ที่ได้ให้ความรู้ คำแนะนำปรึกษา ปรับปรุงแก้ไข
ข้อบกพร่องต่าง ๆ ตลอดจนความอนุเคราะห์ใช้อุปกรณ์และสถานที่ ของหน่วยวิจัยทางแอคติโแบคทีเรีย 
และห้องปฏิบัติการเคมีอินทรีย์ชีวภาพ จนสำเร็จลุล่วงไปด้วยดี ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณอาจารย์ทั้งสองเป็น
อย่างสูงไว้ ณ ที่นี ้

 ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณ คุณจักรพงศ์ อินทรอุดม และนักวิจัยของห้องปฏิบัติการเคมีอินทรีย์ชีวภาพ 
หน่วยวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพจุลินทรีย์และชีวเคมีภัณฑ์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติทุกท่าน 
ที่ได้ให้ความช่วยเหลือทั้งความรู้ ตลอดจนอุปกรณ์ที่จำเป็นต่อการดำเนินงานวิจัยนี้  รวมถึงประธานและ
คณะกรรมการวิทยานิพนธ์ทีไ่ด้ให้คำแนะนำและข้อมูลที่เป็นประโยชน์ต่อการจัดทำวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ 
 ขอขอบพระคุณเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการประจำภาคชีววิทยาที่ให้สิ่งอำนวยความสะดวกอุปกรณ์ 
สารเคมีและสถานที่ในการดำเนินงานวิจัย ขอขอบคุณนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาทุกท่านที ่ได้ให้
คำปรึกษาและช่วยเหลือในด้านต่าง ๆ เสมอมา 

 สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณครอบครัว เพ่ือน และรุ่นน้อง ทุกท่านที่มีส่วนช่วยและสนับสนุนข้าพเจ้าใน
ทุก ๆ ด้าน และเป็นส่วนหนึ่งในการทำให้ข้าพเจ้าสามารถดำเนินการวิจัยและจัดทำวิทยานิพนธ์เล่มนี้ได้
สำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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บทท่ี 1 

บทนำ 
 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
 แอคติโนมัยสีท (Actinomycetes) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะเป็นเส้นสาย มีบทบาท
สำคัญในการสร้างสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพที่ถ ูกนำมาใช้ประโยชน์หลายด้านทั ้งทางการแพทย์ 
อุตสาหกรรม และการเกษตร ได้แก่ สารต้านอนุมูลอิสระ สารปฏิชีวนะ สารต้านมะเร็ง สารกดภูมิคุ้มกัน 
อีกทั้งยังมีการผลิตเอนไซม์ เช่น เอนไซม์ L-asparaginase ถูกนำมาใช้ในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาว 
(Hasegawa et al., 2006) ในปัจจุบันอัตราการค้นพบแอคติโนมัยสีท และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม่ ๆ 
มีแนวโน้มลดลง ซึ่งสวนทางกับความต้องการสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งเชื้อโรคดื้อยา และโรค
ฉวยโอกาส ที่มีปริมาณเพิ่มมากขึ้น โดยแอคติโนมัยสีทพบได้ทั่วไปในดิน การค้นหาแอคติโนมัยสีทจาก
แหล่งธรรมชาติใหม่ ๆ จึงเป็นการเพิ่มโอกาสในการค้นพบแอคติมัยสีทสายพันธุ์ใหม่ รวมทั้งเป็นการเพ่ิม
โอกาสในการค้นพบสารชนิดใหม่ หรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมากข้ึน  
 ประเทศไทยตั้งอยู่ในเขตร้อนชื้น อีกท้ังยังได้รับอิทธิพลจากลมมรสุมตะวันตกเฉียงใต้พัดผ่านประจำ 

จึงนำพาฝนและความชุ่มชื้นเข้าสู่ประเทศ สภาวะเช่นนี้ย่อมเอื้ออำนวยต่อการเกิดและวิวัฒนาการของ

สิ่งมีชีวิต ทั้งยังมีความอุดมสมบูรณ์ และความหลากหลายทางชีวภาพสูง ซึ่งป่าพรุ (peat swamp forest) 

ในประเทศไทยเป็นพรุเขตร้อนมีการสร้างอินทรียวัตถุสูง และธาตุอาหารในดินมีปริมาณมาก สภาพดินมี

ความเป็นกรดและมีน้ำท่วมขังตลอดเวลา จากสภาวะแวดล้อมที่แตกต่างจากป่าทั่วไปทำให้สิ่งมีชีวิตที่

อาศัยอยู่รวมทั้งจุลินทรีย์มีการปรับตัวเพื่อให้สามารถดำรงชีวิตอยู่ได้ จึงมีความน่าสนใจในการค้นพบ    

แอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ใหม่  

 แอคติโนมัยสีทในเนื้อเยื่อพืช (endophytic actinomycetes) ที่พบตามเนื้อเยื่อของต้น ราก หรือ
ใบในพืชสมุนไพรที่มีสรรพคุณทางยาป้องกันโรค หรือพืชที่สามารถนำไปใช้ประโยชน์ทางเครื่องสำอาง 
และผลิตภัณฑ์สุขภาพ อีกทั้งแอคติโนมัยสีทในเนื้อเยื่อพืชสามารถทนต่อสารทุติยภูมิที่พืชสร้างได้ ไม่
ก่อให้เกิดโรคกับพืชที่อาศัย ซึ่งสภาวะแวดล้อมเหล่านี้อาจมีการค้นพบแอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ ๆ ที่แตกต่างไปจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่พบในแอคติโนมัยสีทในดิน 
ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้แยกแอคติโนมัยสีทมาจากเนื้อเยื่อต้นกาแฟ Coffea arabica L.  
 ในช่วง 25 ปีที่ผ่านมา การศึกษาอนุกรมวิธานเพ่ือจัดจำแนกจุลินทรีย์ได้ขยายขอบเขตในการศึกษา
เพิ ่มมากขึ ้น แทนการใช้อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมซึ ่งเน้นการศึกษาเพียงลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
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สรีรวิทยา และชีวเคมี เนื่องจากปัจจุบันมีการค้นพบจุลินทรีย์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกันมากขึ้น ดังนั้นข้อมูล
ที่ได้จากการศึกษาอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมอาจไม่เพียงพอต่อการจัดจำแนก จึงได้มีการนำเอาลักษณะทาง 
อน ุกรมว ิธานเคม ี (Chemotaxonomic  characteristic) และล ักษณะทางจ ีโนไทป ์ (Genotypic 
characteristic) เช่น ข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA และ ข้อมูลจีโนมทั้งหมด (Whole-
genome data) มาร่วมในการจัดจำแนกจุลินทรีย์ในระดับสกุลและสปีชีส์ เรียกวิธีการนี้ว่า อนุกรมวิธาน
หลายส่วน (polyphasic taxonomy) ทำให้สามารถระบุชนิด (identify) จุลินทรีย์ได้อย่างถูกต้องและ
แม่นยำมากขึ้น ด้วยเหตุนี้การวิจัยในครั้งนี้จึงมุ่งเน้นการนำอนุกรมวิธานหลายส่วนมาใช้ในการจัดจำแนก
และระบุชนิดแอคติโนมัยสีท รวมทั้งนำตัวแทนแอคติโนมัยสีทที่น่าสนใจมาศึกษาโครงสร้างสารทุติยภูมิ
และฤทธิ์ทางชีวภาพของสารนั้น 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 1.2.1 เพื่อศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานหลายส่วนของแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากป่าพรุ และ
เนื้อเยื่อของ Coffea arabica L.  
 1.2.2 ศึกษาองค์ประกอบและวิเคราะห์โครงสร้างของสารทุติยภูมิของไอโซเลตที่คัดเลือก  
 1.2.3 ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
 ทำการศึกษาอนุกรมว ิธานหลายส่วน ประกอบด้วย  ล ักษณะทางฟีโนไทป์ (phenotypic 
characteristics)  อน ุกรมว ิธานเคมี  (chemotypic characteristics)  และล ักษณะทางจ ี โน ไทป์  
(genotypic characteristics) ของแอคติโนมัยสีทชนิดใหม่ สกัดและศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสาร
บริสุทธิ์จากสารทุติยภูมิของแอคติโนมัยสีทไอโซเลตที่คัดเลือก 
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1.4.1 คัดแยกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ ์ใหม่จากป่าพรุ และเนื้อเยื่อของ Coffea arabica L. ที่
สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้ 
 1.4.2 การศึกษาอนุกรมวิธานของแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากดินป่าพรุ และ เนื้อเยื่อของ Coffea 
arabica L. สามารถเป็นประโยชน์ให้กับงานวิจัยอื่น ๆ ได ้
 1.4.3 สารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากสารทุติยภูมิของแอคติโนมัยสีทไอโซเลตที่คัดเลือกอาจเป็นสารชนิด
ใหม่ และมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ลักษณะทั่วไปของแอคติโนมัยสีท  
       แอคติโนมัยสีทถูกจัดจำแนกเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีเบสกวานีน (guanine, G) และไซโตซีน 
(Cytosine, C) ในสายดีเอ็นเอปริมาณสูง (high G + C content, >55 %mol) ผนังเซลล์ประกอบด้วย  
แปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) แตกต่างจากผนังเซลล์ของเชื้อราที่ประกอบด้วยไคติน (chitin) และ
เซลลูโลส (cellulose) ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส อีกท้ังขนาดของเส้นใยและสปอร์เล็กกว่าเชื้อรา โดยเฉลี่ยเส้น
ใยของแอคติโนมัยสีทมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 ไมโครเมตร ขณะที่เส้นใยของเชื้อรามีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5-10 ไมโครเมตร แอคติโนมัยสีทมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่หลากหลาย (รูปที่ 2.1) ทั้ง
รูปร่างกลม (cocci) แท่ง (bacilli) และเป็นเส้นสาย (filamentous) สามารถสร้างสปอร์ได้ เส้นใยของ  
แอคติโนมัยสีทประกอบไปด้วยเส้นใยอาหาร (substrate mycelium) และเส้นใยอากาศ (aerial 
mycelium) เส้นใยทั้ง 2 แบบมีผนังกั้น และยืดยาวออกที่ส่วนปลายของเส้นใย อีกทั้ งมีสีที่แตกต่างกัน 
เช่น สีขาว เหลือง ส้ม แดง และเขียว เป็นต้น อีกทั้งยังสามารถสร้างสารสีที่ละลายในน้ำ (soluble 
pigment) ลักษณะเหล่านี้สามารถใช้ในการจัดจำแนกได้  
 องค์ประกอบเส้นใยของแอคติโนมัยสีท ประกอบด้วยเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) ที่ห่อหุ้ม
ส่วนของไซโตพลาซึม (cytoplasm) ที่มีดีเอ็นเอ (genomic DNA) ไรโบโซม (ribosome) และสารต่าง ๆ 
ที ่สะสมภายในเซลล์ เช ่น โพลีฟอสเฟต (polyphosphate) ไขมัน  (lipid) และโพลีแซคคาไรด์ 
(polysaccharide) (Li et al., 2016a) สปอร์ของแอคติโนมัยสีท ทั้งสปอร์เดี่ยว (single spore) สปอร์ที่
อยู่ในถุงหุ้มสปอร์ (sporangium) และสปอร์ที่เกิดจากการแตกหักของเส้นใย เมื่อนำไปเลี้ยงบนอาหาร
แข็งจะเกิดการเจริญเป็นเส้นใยที่แทงลงไปใต้อาหาร เรียกว่า เส้นใยอาหาร จากนั้นมีการสร้างเส้นใยชูไป
ในอากาศเรียกว่า เส้นใยอากาศ รวมกันเป็นกลุ่มเส้นใย (mycelium) (รูปที่ 2.2) ส่วนใหญ่แอคติโนมัยสีท
มีการสร้างเส้นใยทั ้ง 2 แบบ แต่แอคติโนมัยสีทบางสกุลมีการสร้างเฉพาะเส้นใยอาหาร เช่น สกุล 
Micromonospora Salinispora และ Actinoplanes โคโลนีของแอคติโนมัยสีทมีการเจริญกระจายออก
จากแนวรัศมี ลักษณะของโคโลนีมีหลายหลาย เช่น นูน (raise) เรียบแบน (flat) ปกคลุมชั้นเหนียวคล้าย
แผ่นหนัง (leather) ความแข็งของโคโลนีมีตั้งแต่อ่อนจนถึงแข็ง ผิวของโคโลนีมีลักษณะเรียบ (smooth) 
เป็นสันนูน (ridged) เหี่ยวย่น (wrinkled) เป็นตุ่ม (granular) หรือเป็นเกล็ด (squamous) (จิตติ, 2557) 
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รูปที่ 2.1 ความหลากหลายทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมัยสีท (a) ลักษณะโคโลนีของ Streptomyces 
coelicolor A3, wild type (ด้านบน) และเชื้อที่กลายพันธุ์ยีน bldA (ด้านล่าง) (b) ภาพไมซีเลียมของ
สปอร์จากกล้องจุลทรรศน์เฟสคอนทราสต์ของ S. coelicolor (c) ลักษณะสปอร์ของ Micrococcus 
luteus (d) ล ักษณะสปอร์ของ Actinosynnemma mirum (e) ลักษณะสปอร์ของ Microbispora 
rosea (Chandra and Chater, 2014) 

 

 

รูปที่ 2.2 การเจริญของแอคติโนมัยสีทบนอาหารแข็ง แสดงลักษณะของเส้นใยอาหาร และเส้นใยอากาศที่
มีการสร้างสปอร์แบบไม่มีถุงหุ้ม (conidiospore) (Li et al., 2016b) 

 

 ส่วนใหญ่แอคติโนมัยสีทมีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ มีการสร้างสปอร์หลายรูปแบบทั้งสปอร์
เดี่ยว (monosporous) สปอร์คู่ (disporous) และสปอร์ที่มากกว่า 2 สปอร์ (oligosporous) หรือการ
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สร้างสปอร์ต่อกันเป็นสายยาวโดยไม่มีสิ่งห่อหุ้มสปอร์  เรียกว่า โคนิเดีย (conidia) อยู่บนเส้นใยอากาศ 
และสปอร์ที่อยู่ภายในโครงสร้างที่มีถุงหุ้ม เรียกว่า สปอร์แรงเจียม (spotangium) มีรูปแบบหลากหลาย 
เช่น ลักษณะกลม (golobose) ทรงกระบอก (cylindrical) จนถึงรูปร่างไม่แน่นอน (irregular) (รูปที่ 2.3) 
อีกทั ้งยังมีสปอร์ที่เคลื่อนที่ได้ (zoospore) เช่น Kineococcus radiotolerans SRS30216T สปอร์มี
รูปร่างหลากหลาย เช่น ทรงกลม ทรงรี โคลิฟอร์ม รูปแท่ง พ้ืนผิวของสปอร์มีทั้งเรียบ ย่น ขรุขระ มีหนาม 
หรือพื้นผิวไม่สม่ำเสมอ (รูปที่ 2.4) ลักษณะเหล่านี้สามารถใช้ในการจัดจำแนกได้ แอคติโนมัยสีทมีการ
สร้างสปอร์เมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญ แต่เมื่อสภาพแวดล้อมเหมาะสม เช่น  มี
สารอาหารเพียงพอ อุณหภูมิ และความชื้นที่เหมาะสม สปอร์จะมีการเจริญเป็นเส้นใย ส่วนใหญ่แอคติโนมัย 
สีทดำรงชีวิตแบบ saprophyte ใช้พลังงานจากสานอินทรีย์ดำรงชีวิต (chemoautotroph) โดยการย่อย
สลายซากพืชซากสัตว์ และมีส่วนร่วมในกระบวนการต่าง ๆ เช่น การตรึงแอมโมเนียม การย่อยสลายซาก
พืช ซากสัตว์ ก่อให้เกิดการหมุนเวียนสารอินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม สร้างความอุดมสมบูรณ์ในดิน (Connell, 
2001)  
 

 

รูปที่ 2.3 สปอร์ที่อยู่ภายในโครงสร้างที่มีถุงหุ้มของ Actinoplanes ; (1) ลักษณะกลม (golobose) (2) 
ทรงกระบอก (cylindrical) (3) ลักษณะขอบหยัก (lobate) (4) ค่อนข้างกลม (subglobose) (5) รูปร่าง
ไม่แน่นอน (irregular) (Li et al., 2016b) 
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รูปที ่ 2.4 ลักษณะพื ้นผิวของสปอร์ (A) สปอร์ของ Streptomyces otagonensis SANK 62589 มี
ลักษณะเป็นเกลียว พื้นผิวเรียบ (B) สปอร์ของ Streptomyces sp. OM-6519 ลักษณะสปอร์เป็นปลาย
ตรง พื ้นผิวขรุขระ (C) สปอร์ของ Actinomadura rugatobispora AS 6321 มีลักษณะโค้งงอมี 2-3 
สปอร์ พื้นผิวขรุขระ (D) สปอร์ของ Actinomadura sp. ATCC 53676 มีลักษณะเป็นเส้นตรงจนถึงโค้ง
งอสายสั้น พื้นผิวมีลักษณะเป็นตุ่มเล็กๆ (E) สปอร์ของ S. routienii ATCC 39466 เป็นเส้นตรงจนถึงโค้ง
งอ พ้ืนผิวมีลักษณะเป็นตุ่มเล็กๆ (F) สปอร์ของ A. verrucosospora JCM 3147T โค้งงอจนถึงเป็นเกลียว
วน 1 รอบ (G) Streptomyces sp. WK-1875 สายสปอร์มีลักษณะเป็นเกลียว พื ้นผิวมีหนาม  (H) S. 
finlayi JCM 4637T เป็นรูปไข่และมีขน (Li et al., 2016b) 

 

 นอกจากนี้แอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่ สามารถสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น สารปฏิชีวนะ (antibiotic) สารต้านมะเร็ง (antitumor agents) สารกดภูมิคุ้มกัน 
( immunosuppressive agents) เอนไซม์ (enzymes) และสารออกฤทธิ ์ทางช ีวภาพอื ่น  ๆ (Tirta 
Kumala et al., 2017) แอคติโนมัยสีทบางชนิดก่อโรคในมนุษย์ เช่น Mycobacterium tuberculosis 
เป็นสาเหตุของวัณโรค บางชนิดก่อโรคในพืช เช่น S. scabies สาเหตุของโรคหูดในมันฝรั่ง แต่แอคติโนมัย
สีทที ่พบในดินส่วนใหญ่ไม่เป็นอันตราย เช่น สกุล  Frankia อาศัยร่วมกันกับรากพืชช่วยในการตรึง
ไนโตรเจน   
 

2.2 การกระจายตัวของแอคติโนมัยสีทในธรรมชาติ 
 แอคติโนมัยสีทพบได้ทั่วไปในดิน ปริมาณที่พบขึ้นอยู่กับความลึกของหน้าดินโดยจะลดลงตามความ
ลึกที่เพิ่มขึ้น ประเภทของดินที่มักพบแอคติโนมัยสีทปริมาณมากคือ ดินที่มีลักษณะร่วนอุดมไปด้วย
สารประกอบอินทรีย์ การกระจายตัวของแอคติโนมัยสีทในดินขึ้นอยู่กับความอุดมสมบูรณ์ในดิน โดยเฉลี่ย
พบ 104-108 ต่อดิน 1 กรัม แอคติโนมัยสีทมีความไวต่อดินที่มีความเป็นกรด และบริเวณท่ีมีน้ำขังจะทำให้
พบแอคติโนมัยสีทปริมาณน้อยลงเหลือเพียง 1 เปอร์เซ็นต์ (pH ที่เหมาะสมอยู่ที่ 6.5-8) ดินเป็นแหล่งที่
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พบแอคติโนมัยสีทที่มีความหลากหลายสูง สามารถพบแอคติโนมัยสีทได้หลากหลายสกุล และสายพันธุ์ 
นอกจากนีส้ามารถพบแอคติโนมัยสีทในระบบนิเวศอ่ืน ๆ ไม่ว่าจะเป็นแหล่งน้ำ เช่น ทะเล น้ำจืด อาศัยอยู่
ในระบบร่างกายของสัตว์ เช่น ระบบโครงกระดูกภายนอกของมด ในปอดและผิวหนังของสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นม และภายในเนื้อเยื่อพืช สภาวะแวดล้อมที่มีความรุนแรง (extreme environments) เช่น ตะกอนดิน
ใต้ทะเลลึก สภาะแวดล้อมท่ีมีอุณหภูมิต่ำหรือสูง (Lewin et al., 2016) 
 ปัจจุบันงานวิจัยมากมายได้ศึกษาแอคติโนมัยสีทหายาก เป็นกลุ่มที่น่าสนใจเนื่องจากสามารถผลิต
สารทุติยภูมิที่มีลักษณะโครงสร้างทางเคมีที่หลากหลาย อีกท้ังมีฤทธิ์ทางชีวภาพครอบคลุมต่อจุลินทรีย์ก่อ
โรคหลายชนิด ส่งผลให้แหล่งธรรมชาติที ่มีทรัพยากรจำกัด หรือระบบนิเวศที ่ไม่เหมาะสมต่ อการ
เจริญเติบโตเป็นแหล่งที่น่าสนใจในการศึกษาแอคติโนมัยสีทหายาก  
 แอคติโนมัยสีทที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืช (endophytic actinomycetes) มีบทบาทในการดำรงชีวิต
ของพืช มีวงจรชีวิตช่วงหนึ่งอยู่ในเนื้อเยื่อพืช อาจอยู่ส่วนราก ลำต้น หรือใบ ส่วนมากไม่เป็นอันตรายต่อ
พืชที่อาศัย อีกทั้งยังส่งเสริมการเจริญของพืช บางชนิดสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เป็น
ประโยชน์ต่อพืช ช่วยปกป้องพืชจากการถูกทำลายจากแมลงศัตรูพืช ช่วยให้พืชทนต่อโรคและสภาวะที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจริญ จึงมีโอกาสพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม่ ๆ มากขึ้น (Singh and Dubey, 
2018) มีการรายงานการแยกสารจากจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่ อพืช พบว่าสารที่ผลิตได้เป็นสารชนิดใหม่ 51 
เปอร์เซ็นต์ และสารสำคัญที่แยกได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอื่นได้ 
ดังนั้นจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่อพืชจึงเป็นอีกแหล่งในการศึกษาวิจัยเพื่อค้นหาแอคติโนมัยสีท และสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพชนิดใหม่ 
 ป่าพรุ (peat swamp forest) เป็นระบบนิเวศป่ามีพื้นที่ชุ่มน้ำมีสภาพเป็นแอ่งน้ำจืดขังตลอดทั้งปี 
มีการสะสมของอินทรียวัตถุที่สลายจากซากพืช สภาพดินของป่าพรุมีการสะสมของอินทรีย์วัตถุอย่าง
ต่อเนื่องจนเป็นดินอินทรีย์ (peat) อยู่เหนือชั้นดินแท้ ๆ ความหนาประมาณ 40 เซนติเมตร จนถึง 2 เมตร 
มีลักษณะเป็นสีน้ำตาลจนถึงดำ อินทรียวัตถุที่ถูกย่อยสลายทำให้ดินมีความเป็นกรดอ่อน ๆ (pH 4.5-6.0) 
พืช รวมทั้งจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในป่าพรุมีการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมที่มีน้ำขังตลอดทั้งปี และดินมี
ความเป็นกรด จึงทำให้เป็นแหล่งที่น่าสนใจในการศึกษาแอคติโนมัยสีทชนิดใหม่ (Posa et al., 2011) 
 

2.3 การจัดหมวดหมู่ของแอคติโนมัยสีท (The classification of actinomycetes) 
 แอคติโนมัยสีทจัดอยู่ในโดเมนแบคทีเรีย (Domain Bacteria) ไฟลัมแอคติโนแบคทีเรีย (Phylum 
Actinobacteria) ถูกจัดจำแนกโดยวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA และนำมาวิเคราะห์
สายวิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) ตลอดจนปัจจุบันมีแอคติโนมัยสีทชนิด
ใหม่ถูกค้นพบตลอดเวลา ทำให้ตำแหน่งอนุกรมวิธานในระดับวงศ์ ( family) สกุล (genus) และสปีชีส์ 
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(species) มีการเปลี่ยนแปลง ในขณะเดียวกันก็มีแอคติโนมัยสีทที่ถูกจัดจำแนกใหม่ การจัดหมวดหมูแอ
คติโนมัยสีทยึดตามหนังสือ Bergy Manual of Systematic Bacteriology เล่มที่ 5 ปรับปรุงครั้งที่ 2 ปี 
ค .ศ . 2012 ประกอบไปด ้ วย  6 คลาส  ค ื อ  Actinobacteria, Acidimicrobidiia, Coriobacteriia, 
Nitriliruptoria, Rubrobacteria และ Thermoleophilia (รูปที่ 2.5) 
 

 
รูปที่ 2.5 การจัดอนุกรมวิธานในไฟลัมแอคติโนแบคทีเรียตามหนังสือ  Bergy Manual of Systematic 
Bacteriology เล่มที่ 5 ปรับปรุงครั้งที่ 2 ปี ค.ศ. 2012 (Gao and Gupta, 2012) 
 

2.4 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีท 
 อนุกรมวิธานมีความสำคัญในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของสิ ่งมีช ีว ิต  แต่เดิม
ทำการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเป็นส่วนใหญ่ แต่ไม่เพียงพอในการจัดจำแนกระดับสกุล ปัจจุบันจึงมี
การใช้อนุกรมวิธานหลายส่วน (polyphasic taxonomy) ประกอบไปด้วย ลักษณะทางฟีโนไทป์ 
(phenotypic characteristics) อนุกรมวิธานเคมี (chemotypic characteristics) และลักษณะทางจีโน
ไทป์ (genotypic characteristics) มาใช้ในการจัดจำแนกแอคติโนมัยสีท 
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 2.4.1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ 

       2.4.1.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological characteristics) 
   ศึกษาลักษณะโครงสร้าง และรูปร่างของแอคติโนมัยสีท ประกอบไปด้วยเส้นใยอาหาร 
และเส้นใยอากาศ แอคติโนมัยสีทบางชนิดสามารถสร้างสปอร์ได้ ลักษณะสปอร์ที่ใช้ในการศึกษา เช่น 
สปอร์ที่ไม่มีถุงหุ้ม และสปอร์ที่มีถุงหุ้ม การจัดเรียงตัวของสปอร์ ลักษณะผิวของสปอร์ เป็นต้น ลักษณะ
เหล่านี้มีความสำคัญในการจัดจำแนก 
   1) เส้นใยอาหาร 
     เส ้นใยอาหารเป็นเส้นใยที ่เจร ิญแทรกลงไปในอาหาร ทำหน้าที ่ในการดูดซึม
สารอาหารเพื่อใช้ในการเจริญ บางสกุลเส้นใยอาหารมีการแตกหักเป็นท่อนกลมจนถึงลักษณะเป็นแท่ง 
บางสกุลมีลักษณะเส้นใยอาหารแตกแขนงคล้ายราก เช่น Nocardia (รูปที่ 2.6) แอคติโนมัยสีทมีสีของ
เส้นใยอาหารหลากหลาย เช่น ขาว เหลือง ส้ม แดง และเส้นใยอาหารของแอคติโนมัยสีทบางสกุลสามารถ
สร้างรงควัตถุที่ละลายในน้ำ  
 

 

รูปที่ 2.6 เส้นใยอาหารของ Nocardiaasteroides (Li et al., 2016b) 
 

   2) เส้นใยอากาศ 
  เส้นใยอากาศพัฒนามาจากเส้นใยอาหาร ประกอบด้วย fibrous sheath ซึ่งเป็นชั้น
บางที่ห่อหุ้มผนังเส้นใย และ fibrous sheath นี้พบในเส้นใยอากาศที่มีการสร้างสปอร์ด้วย เนื่องจากผิว
ของสปอร์มีลักษณะแตกต่างกัน บางชนิดมีหนาม บางชนิดมีปุ่ม เป็นต้น การสร้างเส้นใยอากาศขึ้นอยู่กับ
แอคติโนมัยสีทแต่ละสกุล สารอาหาร และสภาวะแวดล้อม 
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  3) ลักษณะของสปอร์ 
  ลักษณะของสปอร์มีบทบาทสำคัญมากในการจัดจำแนก สปอร์มีลักษณะรูปร่างและ
พื้นผิวแตกต่างกัน รูปร่างของสปอร์ที่พบบ่อยคือทรงกลม รูปไข่ รูปแท่ง ลักษณะผิวของสปอร์ เช่น เรียบ 
หนาม เป็นปุ่ม หรือผิดปกติ สปอร์ที่ไม่มีถุงหุ้ม สปอร์ที่มีถุงหุ้ม การเรียงตัวของสปอร์ และสี แอคติโนมัย
สีทมีการสร้างสปอร์ 3 ลักษณะ ดังนี้ 
 (1) สปอร์เดี่ยว (monosporous) 
 สปอร์เดี ่ยวเกิดจากการโป่งพองของปลายเส้นใยจนถึงผนังกั้นแล้วค่อยมีการสร้างผนังสปอร์ 
ลักษณะของสปอร์เดี่ยวมีทั้งแบบไม่มีก้านชูสปอร์หรือมีก้านชูสปอร์สั้น และแบบอยู่รวมกันเป็นช่อ พบได้ในสกุล 
Micromonospora Thermomonospora Saccharomonospora และ Thermoactinomyces (รูปที่ 2.7)  
 (2) สปอร์ที่สร้างต่อเป็นสาย (spore chains) 
 สปอร์ที่สร้างต่อเป็นสายเกิดจากการสร้างผนังกั้นเส้นใยในแต่ละห้องทำให้เส้นใยเปลี่ยนไปเป็ น
สปอร์ การเรียกชนิดของสปอร์ขึ ้นอยู ่กับ ความยาวของสารสปอร์ หรือจำนวนสปอร์ เช่น สปอร์คู่ 
(disporous) สปอร์สายสั้น (Oligosporous) และสปอร์สายยาว (polysporous) 
  สปอร์คู่ เป็นสปอร์ท่ีเรียงตัวตามยาวเป็นคู่ สปอร์ถูกจัดเรียงบนเส้นใยอากาศมีก้านชูที่สั้นมาก 
เนื่องจากการสร้างสปอร์ในช่วงแรกเกิดการแยกตัวออกทางด้านข้างทำให้ก้านชูมีลักษณะสั้น และเกิดการ
โป่งพองแล้วสร้างผนังกั้นตรงกลางตามแนวขวาง พบได้ในสกุล Microbispora  (รูปที่ 2.7) 
  สปอร์สายสั้น ส่วนมากในแต่ละสายจะมีสปอร์ประมาณ 7-20 สปอร์ สายสปอร์มีทั้งลักษณะ
เป็นเส้นตรง โค้งงอเป็นรูปตะขอ หรือเป็นเกลียว ตัวอย่างเช่น Nocardia brevicatena มีสปอร์ 2 ถึง 7 
สปอร์ และมีการแตกหักเป็นท่อน ๆ สกุล Catellatospora สร้างสายสปอร์ที่มีลักษณะตรงหรือโค้งงอ มี
สปอร์ประมาณ 5-30 สปอร์ โผล่ออกมาโดยตรงจากอาหารบนก้านชูสปอร์ที่สั้น ก้านชูสปอร์อาจมีการ
แตกแขนง หรือไม่มีการแตกแขนงก็ได้ (รูปที่ 2.7) 
  สปอร์สายยาว มีการสร้างสปอร์มากกว่า 50 สปอร์ มักเรียกสปอร์สายยาวว่า อาร์โทรสปอร์ 
(arthrospores) สปอร์ลักษณะนี้พบได้ทั่วไปในสกุล Streptomyces นอกจากนี้สกุล Nocardiopsis มี
การสร้างสปอร์สายยาวแบบโค้งงอ จนถึงรูปร่างซิกแซก (zigzag) ลักษณะสปอร์สายยาวสามารถแบ่งได้
เป็น 4 ชนิด (รูปที่ 2.8) 
  ก. Rectiflexibiles สายของสปอร์มีลักษณะตรง หรือโค้งงอ 
  ข. Retinaculiaperti สายของสปอร์มีลักษณะคล้ายตะขอ หรือเป็นเกลียววน 1 ถึง 4 รอบ 
  ค. Spira สายสปอร์มีลักษณะเป็นเกลียว แบ่งได้ 2 แบบ (1) เกลียวแบบวงปิดติดกันแน่น (2) 
เกลียวแบบวงเปิดไม่ปิดกันแน่น มีลักษณะยาว และยืดออกไป 
  ง. Verticillati สายสปอร์ขดเป็นก้นหอย และแตกแขนงออเป็นช่อ  
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ร ูปท ี ่  2.7 ล ักษณะของสปอร์ ; สปอร ์ เด ี ่ยว  (A) Micromonospora (B) Thermomonospora (C) 
Saccharomonospora (D) Thermoactinomyces ; สปอร์คู่ (E) Microbispora ; สปอร์ที่มากกว่า 2 
สปอร์ (F) Nocardia brevicatena (G) Catellatospora (Li et al., 2016b) 

 

 
รูปที่ 2.8 ลักษณะสปอร์แบบเป็นสายยาวโดยไม่มีสิ่งห่อหุ้ม; Streptomyces: (A) ลักษณะสปอร์เป็นปลาย
ตรง (Rectiflexibiles type) (B) ลักษณะของสปอร์เป็นรูปตะขอ (Retinaculiaperti type) (C) ลักษณะ
ของสายสปอร์เป็นเกลียว (Spira type) (D) ลักษณะของสายสปอร์เป็นก้นหอย (Verticillati type) ; 
Nocardiopsis (E) มีการสร้างสปอร์เป็นสายยาวและแตกก่ิงก้าน (Li et al., 2016b) 
 

 (3) สปอร์ที่สร้างอยู่ในถุงหุ้ม (spores formed within sporangia)   
 ถุงหุ้มสปอร์เป็นโครงสร้างคล้ายกระสอบห่อหุ้มสปอร์อยู่ภายในถูกสร้างขึ้นตั้งแต่มีการสร้างสปอร์
จนกระท่ังสปอร์แก่จึงมีการปล่อยสปอร์ออกจากถุงหุ้ม ถุงหุ้มสปอร์มีขนาดและรูปร่างที่หลากหลาย โดยมี
ขนาดประมาณ 2-50 ไมโครเมตร ขนาดส่วนใหญ่ที่พบคือ 10 ไมโครเมตร และรูปร่างหลากหลาย เช่น 
ทรงกระบอก (cylindrical) รูปกระบอง (clavate) รูปทรงคล้ายท่อ (tubular) รูปขวด (bottle-shaped) 
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รูปร่างคล้ายนิ ้วมือ (digitate) รูปร่างไม่สม่ำเสมอ ( irregular) รูปแฉก (lobate) รูปร่างคล้ายร่ม 
(umbelliform) ทรงรูปแพร์ (pyriform) หรือทรงกลม (globose)  
 ถุงหุ้มสปอร์พัฒนามาจากเส้นใยอาหาร หรือเส้นใยอากาศ แบ่งเป็น 2 รูปแบบ (1) บางสกุลถุงหุ้ม
สปอร์พัฒนามาจากสายสปอร์ (2) บางสกุลเกิดจากการขยายตัวของก้านชูอับสปอร์ สามารถจำแนกชนิด
ของสปอร์ได้จากจำนวนสปอร์ที่อยู่ภายในถุงหุ้ม ถุงหุ้มสปอร์ที่มี 1 สปอร์ เรียกว่า monosporous ถุงหุ้ม
สปอร์ที่มี 2 สปอร์ เรียกว่า bisporous และถุงหุ้มสปอร์ที่มีสปอร์จำนวนมาก เรียกว่า polysporous ซึ่งมี
สปอร์ขดเป็นวง หรือเรียงตัวกันเป็นแถวอยู่ในถุงหุ้มสปอร์ที่เชื่อมอยู่กับผนังชั้นนอกของก้านชูสปอร์ แอคติ
โนมัยสีทสกุลที่สร้างสปอร์บนเส้นใยอาหาร เช่น Actinoplanes Pilimelia Dactylosporangium และ 
Planomonospora และสกุลที่สร้างสปอร์อยู่บนเส้นใยอากาศ เช่น Planomonospora Planobispora 
Planotetraspora Planopolyspora Spirillospora และ Streptosporangium  (รปูที่ 2.9)  
 

 

ร ูปที ่  2.9 ถุงหุ ้มสปอร์ท ี ่พ ัฒนามาจากเส้นใยอาหาร (A) สกุล Actinoplanes : (1) ทรงกลม (2) 
ทรงกระบอก (3) รูปแฉก (4) กึ่งทรงกลม (5) รูปร่างไม่สม่ำเสมอ (B) Pilimelia : (6) รูปไข่ (7) รูประฆัง 
(8) รูปทรงกระบอก (C) สกุล Dactylosporangium มีถุงหุ้มสปอร์รูปกระบอง, ถุงหุ้มสปอร์ที่พัฒนามา
จากเส้นใยอากาศ (D) สกุล Planomonospora มีถุงหุ้มสปอร์รูปกระบอง (E) สกุล Planobispora มีถุง
หุ ้มสปอร์ร ูปทรงกระบอก  (F) สกุล Planotetraspora มีถุงหุ ้มสปอร ์ร ูปทรงกระบอก  (G) สกุล 
Planopolyspora มีถุงหุ้มสปอร์รูปท่อ (H) สกุล Spirillospora มีถุงหุ้มสปอร์รูปทรงกลม และ (I) สกุล 
Streptosporangium มีถุงหุ้มสปอร์รูปทรงกลม (Li et al., 2016b) 
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  2.4.1.2 ลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Cultural characteristics) 
   ลักษณะการเจริญของแอคติโนมัยสีทบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารแตกต่างกัน 
เนื่องจากแอคติโนมัยสีทบางชนิดสามารถเจริญโดยใช้สารประกอบที่มีโครงสร้างง่าย  ๆ บางชนิดสามารถ
เจริญในสารประกอบเชิงซ้อน ซึ่งการเจริญในสารอาหารต่าง ๆ ทำให้แอคติโนมัยสีทมีลักษณะการเจรญิที่
แตกต่างกัน โดยศึกษาลักษณะการเจริญของสีของเส้นใยอาหาร สีของเส้นใยอากาศ รวมทั้งการสร้างรงค
วัตถุท่ีละลายน้ำได้ 

  2.4.1.3 ลักษณะทางสรีรวิทยา และชีวเคมี (Physiological and biochemical characteristics) 
  ลักษณะทางสรีรวิทยา และชีวเคมี เป็นหนึ่งในลักษณะทางฟีโนไทป์ที่สำคัญในการจัด
จำแนกระดับสปีชีส์ของแอคติโนมัยสีท โดยใช้ความสัมพันธ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์บนยีน 16S rRNA เพ่ือ
วิเคราะห์หาแอคติโนมัยสีทที่มีความใกล้เคียงกันมาทำการเปรียบเทียบความแตกต่างของลักษณะทางฟีโน
ไทป ์(Li et al., 2016a) 

   1) การใช้แหล่งคาร์บอน (Utilization of carbon source) 
   ในธรรมชาติแอคติโนมัยสีทอาศัยอยู ่ในแหล่งที ่มีสารอาหารหลากหลาย  และใช้
สารอาหารเหล่านั้นเป็นแหล่งสำหรับการเจริญ แอคติโนมัยสีทแต่ละชนิดสามารถใช้แหล่งคาร์บอน
แตกต่างกัน ความแตกต่างนี้สามารถนำมาใช้ในการจัดจำแนกได้ในระดับสปีชีส์  
   2) การใช้แหล่งไนโตรเจน (Utilization of nitrogen source)  
   แอคติโนมัยสีทต้องการแหล่งไนโตรเจนจากสารอินทรีย์ หรืออนินทรีย์เพื่อใช้ในการ
เจริญ เนื่องจากไม่สามารถสร้างกรดอะมิโนที่จำเป็นเองได้ แม้ว่าแอคติโนมัยสีทเจริญได้ค่อนข้างช้าใน
แหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอนินทรีย์ (Tiwari and Shrestha, 2003) 
   3) ความสามารถในการเจริญของแอคติโนมัยสีทที่อุณหภูมิต่าง ๆ (Temperature range 
for growth) 
   แอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่เจริญได้ดีที ่อุณหภูมิ 23-40 องศาเซลเซียส (mesophile)     
แอคติโนมัยสีทที่แยกจากแหล่งที่อุณหภูมิเย็นจะเจริญได้ดีช่วงอุณหภูมิประมาณ 10 -15 องศาเซลเซียส 
(psychrophilic) บางชนิดที่แยกจากน้ำพุร้อน หรือทะเลทรายสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงถึง 70 องศา
เซลเซียส (thermophilic) (Agarwal and Mathur, 2016)  
   4) ความสามารถในการเจริญของแอคติโนมัยสีทที่ pH ต่าง ๆ   
   แอคติโนมัยสีทสามารถเจริญได้ในสิ่งแวดล้อมที่ pH ต่าง ๆ โดยทั่วไปแอคติโนมัยสีทที่
เจริญได้ที่ pH ต่ำกว่า 5.4 เรียกว่า acidophile แอคติโนมัยสีทที่เจริญได้ที่ pH อยู่ในช่วง 5.4-8.0 เรียกว่า 
neutrophile และที่เจริญได้ที่ pH สูงกว่า 8.0 เรียกว่า alkalophile (Shivlata and Tulasi, 2015)  
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   5) ความสามารถในการเจริญของแอคติโนมัยสีทบนอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
   เป็นการบ่งบอกถึงสภาวะในการเจริญ และใช้ความสามารถในการทนเกลือเพื่อจัด
จำแนกความแตกต่างของแอคติโนมัยสีท นอกจากนี้แอคติโนมัยสีทที่สามารถเจริญได้ที่ระดับความเข้มข้น
ของเกลือสูงมีความน่าสนใจเกี่ยวกับความหลากหลายของสารเมทาบอไลท์อีกด้วย (Imada et al., 2010) 
   6) การย่อยสลายแป้ง (Strach hydrolysis) 
   แอคติโนมัยสีทสามารถย่อยสลายสารอินทรีย์ได้ เช่น แป้งที่เป็นพอลิแซคคาไรด์ 
(polysaccharide)  พบมากในพ ืช ประกอบไปด ้วยอะไมโลส ( amylose)  และอะไมโลแพคติน 
(amylopectin) โดยอะไมโลสประกอบด้วยน้ำตาลดี-กลูโคส เชื่อมกันด้วยพันธะ 1,4-แอลฟากลูโคซิดิก 
(1,4-α-glucosidic) และอะไมโลแพคตินที่ประกอบด้วยน้ำตาลดี-กลูโคสที่เชื่อมกันด้วยพันธะ 1,4-แอลฟา
กลูโคซิดิก และ 1,6-แอลฟากลูโคซิดิก (1,6-α-glucosidic) การทดสอบความสามารถในการย่อยแป้งเป็น
การตรวจคุณสมบัติการสร้างเอนไซม์อะไมเลส (amylase)  
   7) การย่อยเจลาติน (Gelatin hydrolysis) 
   เจลาตินเป็นโปรตีนโมเลกุลใหญ่พบในคอลลาเจน (collagen) เป็นองค์ประกอบหลัก
ของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) การย่อยเจลาตินเป็นการทดสอบความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์เจลาติเนส (gelatinase) ใช้ในการย่อยเจลาตินเป็นกรดอะมิโน การศึกษาคุณสมบัติในการย่อยเจ
ลาตินถูกนำมาใช้ในการจัดจำแนกแอคติมัยสีท 
   8) การรีดิวซ์ไนเตรต (Nitrate reduction) 
   เมื่อไนเตรตถูกเปลี่ยนเป็นไนไตรต์จะถูกขนส่งเข้าสู่เซลล์โดยผ่านตัวรับที่จำเพาะ พบได้
ในแอคติโนมัยสีทบางสายพันธุ์ เช่น Sanguibacter keddieii และ Geodermatophilus obscurus เป็น
ต้น ไนไตรต์ (NO2

-) ที่ได้จากปฏิกิริยาจะถูกเปลี่ยนเป็นแอมโมเนีย (NH4) หลังจากนั้นเปลี่ยนเป็นกลูตามีน 
(glutamine) ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์กรดอะมิโน (Meng et al., 2017) 
   9) การย่อยโปรตีนในนม 
   หางนม หรือนมขาดมันเนย (skim milk) ประกอบด้วยน้ำตาลแลคโตส (lactose) และ
โปรตีนเคซีน (casein) เป็นการศึกษาความสามารถในแบคทีเรียบางชนิดที่สามารถสร้างกรดแลคติก 
(lactic acid) จากการใช้น้ำตาลแลคโตส ทำให้ pH ของน้ำนมลดลงและโปรตีนเคซีนเสียสภาพกลายเป็น
ลิ่มแข็ง (acid curd) แบคทีเรียบางชนิดสามารถย่อยโปรตีนเคซีนโดยเอนไซม์ที่ทำหน้าที่คล้ายเอนไซม์เรน
นิน (rennin like enzyme) ทำให้น้ำนมจับเป็นก้อนนิ่ม หรือตะกอนลิ่มเล็ก ๆ แยกชั้นระหว่างส่วนใส 
และลิ่มละเอียด (rennet curd) และแบคทีเรียบางชนิดสร้างเอนไซม์โปรติเอส (protease) ย่อยสลาย
โปรตีนเคซีนในนม (peptonization) ทำให้น้ำนมมีลักษณะใส จึงนำหางนมมาใช้ในการจัดจำแนกแอคติ
โนมัยสีท (El-Sabbagh et al., 2012) 
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   10) คุณสมบัติในการย่อยยูเรีย 
   เป็นการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการสร้างเอนไซม์ยูร ีเอส (urease 
enzyme) เพื่อย่อยยูเรีย (Urea) ไปเป็นแอมโมเนีย (NH4) และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนสำหรับจุลินทรีย์เพ่ือใช้ในการเจริญ อีกท้ังเป็นการใช้ยูเรียที่มีการปนเปื้อนอยู่ในแหล่งธรรมชาติ
อีกด้วย (Pradhan et al., 2015) 
   11) คุณสมบัติในการสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) 
   แอคติโนมัยสีทบางชนิดมีความสามารถในการสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์โดยการรีดิวซ์
ซัลเฟอร์ (sulfur) เป็นหนึ่งในการทดสอบที่ใช้ในการจัดจำแนก อีกทั้งแอคติโนมัยสีทหลากหลายสกุลถูก
นำไปใช้ในการควบคุมศัตรูพืชด้วยชีววิธี การทดสอบความสามารถในการสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ที่มีความ
เป็นพิษต่อพืชจึงเป็นสิ่งสำคัญ 
   12) คุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส  
   ใช้ในการจัดจำแนกแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase) โดยทั่วไป
เป็นแบคทีเรียที่ใช้อากาศในการเจริญ โดยทำหน้าที่ในการขนส่งอิเล็กตรอนไปให้ออกซิเจน (O2) ซึ่งเป็น
ตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายในปฏิกิริยาการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (electron transport chain) 
   13) คุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์คะตะเลส 
   เอนไซม์คะตะเลส (catalase) ทำหน้าที่สลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็น
ผลผลิตจากคาร์โบไฮเดรตเมทาบอลิซึม (carbohydrate metabolism) มีความเป็นพิษต่อเซลล์แบคทีเรีย 
   14) คุณสมบัติในการย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ (insoluble compounds) 
   เป็นการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการสร้างเอนไซม์เพื่อย่อยสารประกอบที่
ไม่ละลายในน้ำ เช่น อะดินีน (adenine) ไฮโปแซนทีน (hypoxanthine) แซนทีน (xanthine) เป็นเบส   
พิวรีน (purine) ใช้ในการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) แอล-ไทโรซีน (L-tyrosine) เป็น 
aromatic amino acid และเซลลูโลส (cellulose) เป็นคาร์โบไฮเดรตพบมากในพืช (Bora et al., 2015) 
   15) ความสามารถในการสร้างกรดจากคาร๋โบไฮเดรต 
   แบคทีเรียสามารถสร้างกรดจากแหล่งคาร์บอนจำพวกคาร์โบไฮเดรตชนิดต่าง  ๆ ได้ 
เช่น กลูโคส (glucose) ไซโลส (xylose)  แมนนิทอล (mannitol) ราฟฟิโนส (raffinose) และแมนโนส 
(mannose) เป็นต้น (Georg et al., 1964) 
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 2.4.2 ลักษณะอนุกรมวิธานเคมี 
  เป็นการศึกษาลักษณะองค์ประกอบทางเคมีของโครงสร้างต่าง ๆ ของแอคติโนมัยสีท ได้แก่ 

  2.4.2.1 ไขมันชนิดมีขั้ว (polar lipid) 
   ฟอสโฟลิปิด (phospholipids) เป็นองค์ประกอบที่สำคัญของเยื ่อหุ้มเซลล์มีความ
เกี่ยวข้องกับการควบคุมการเข้าออกของสาร ฟอสโฟลิปิดเกิดจากการรวมตัวของกรดไขมัน ( fatty acid) 
2 โมเลกุล และหมู่ฟอสเฟต (phosphate group) มีคุณสมบัติเป็นแอมฟิพาธิค (amphipathic) เนื่องจาก
ในโมเลกุลมีทั้งส่วนที่ชอบน้ำ (hydrophilic) และไม่ชอบน้ำ (hydrophobic) โครงสร้างของฟอสโฟลิปิด
ชนิดต่าง ๆ แสดงดังตารางที่ 2.1 ฟอสโฟลิปิดชนิดต่าง ๆ สามารถใช้ในการจัดจำแนกแอคติโนมัยสีทได้อ
อกเป็น 5 กลุ่ม ตามรูปแบบที่แสดงดังตารางที่ 2.2 แอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่พบฟอสโฟลิปิดชนิด ไดฟอส
ฟาทิดิลกลีเซอรอล (diphosphatidylglycerol) ฟอสฟาทิดิลอินโนซิทอล (phosphatidylinositol) 
และฟอสฟาทิดิลอินซิทอลแมนโนไซด์ (phosphatidylinositolmannosides) 

  2.4.2.2 กรดมัยคอลิก (mycolic acids)  
   กรดมัยโคลิก คือสารพวก 2-alkyl-3-hydroxy fatty acids เป็นกรดไขมันที ่ม ีหมู่
แอลคิลมาเกาะที่คาร์บอนตำแหน่งที่ 2 และหมู่ไฮดรอกซิลเกาะที่คาร์บอนตำแหน่งที่ 3 (รูปที่ 2.10) กรด
มัยคอลิกประกอบด้วยคาร์บอนประมาณ 24-90 อะตอม พบได้ทั้งในชั้นของไขมันและไกลโคลิปิดเป็น
ตัวเชื่อมระหว่างชั้นของไขมันกับชั้นของผนังเซลล์ของแบคทีเรียที่มีผนังเซลล์รูปแบบ IV (มีกรดไดอะมิโนพิ
เมลิกชนิด meso และน้ำตาลอะราบิโนส และกาแลคโตส) กรดมัยคอลิกที่พบในผนังเซลล์ของแบคทีเรียมี
หลายชนิด เช่น ไกลโคลิปิด (glycolipids) และไกลโคเปปติโดลิปิด (glycopeptidolipids) ในแอคติโนมัย
สีทมักพบในสกุล Mycobacterium Nocardia Rhodococcus และ Corynebacterium 
 

ตารางท่ี 2.1 ฟอสโฟลิปิดที่พบในแบคทีเรีย (Komagata and Suzuki, 1988) 
ชนิดของฟอสโฟลิปิด ตัวย่อ X 

Phosphatidylcholine PC 

 
Phosphatidylethanolamine PE 
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ตารางท่ี 2.1 ฟอสโฟลิปิดที่พบในแบคทีเรีย (ต่อ)  

ชนิดของฟอสโฟลิปิด ตัวย่อ X 
Phosphatidylserine PS 

 
Phosphatidylinositol PI 

 
Phosphatidylinositolmannosides  PIMs 

 
Phosphatidylglycerol  PG 

 
Diphosphatidylglycerol DPG 
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ตารางท่ี 2.2 รูปแบบของฟอสโฟลิปิดที่พบในแอคติโนมัยสีท (Komagata and Suzuki, 1988) 
รูปแบบ ชนิดของฟอสโฟลิปิด แอคติโนมัยสีท 

PG  PC  PE  PME  GLUNU 
PI - - - - - Actinomadura, 

Corynebacterium, 
Microtetraspora, Nocardioides 

PII - - + - - Actinoplanes,Chainia, 
Dactilosporangium, 
Microellobosporia, 
Micromonospora, 
Micropolyspora brevicatena, 
Mycobacterium, Nocardia, 
Rhodococcus, Streptomyces, 
Streptoverticillium 

PIII + + - + - Micropolyspora faeni, Nocardia 
autotrophica, Nocardiopsis, 
Pseudonocardia 

PIV - - + - + Intrasporangium, Microbispora, 
Streptosporangium 

PV + - - - + Oerskovia, Promicromonospora 

 

 
รูปที่ 2.10 โครงสร้างของกรดมัยคอลิก (Komagata and Suzuki, 1988) 
 R1 คือ คาร์บอนอะติมของกรดไขมัน หรือหมู่แทนที่ เช่น หมู่ไฮดรอกซิล เมทอกซิล คีโต หรือคาร์บอกซิล  

 R2 คือ หมู่แอลคิล 
 

  2.4.2.3 กรดไขมันในเซลล์ (cellular fatty acids) 
 กรดไขมันเป็นองค์ประกอบที่สำคัญของไขมันในเซลล์ พบอยู่ในส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ 
ได้แก่ ไขมันชนิดมีขั้ว และไกลโคลิปิด กรดไขมันมีคุณสมบัติเป็นแอมฟิพาธิค (amphipathic) เนื่องจากใน
โมเลกุลมีทั ้งส่วนที ่ชอบน้ำ (hydrophilic) และไม่ชอบน้ำ (hydrophobic) แบคทีเรียมีกรดไขมัน
หลากหลายชนิด ทั้งกรดไขมันอิ่มตัว (saturated fatty acid) กรดไขมันไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty 
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acid) กรดไขม ันแบบมีก ิ ่ งก ้าน ( iso- and anteiso-branched fatty acids) กรดไขม ันไฮดรอกซี 
(hydroxy fatty acids)  และ cyclopropane fatty acids เป ็นต ้น (ร ูปท ี ่  2.11) (Da Costa et al., 
2011) รูปแบบของกรดไขมันที่พบสามารถใช้จัดจำแนกแอคติโนมัยสีทได้  
 

 
รูปที่ 2.11 ตัวอย่างกรดไขมันที่พบในแบคทีเรีย (A) กรดไขมันอิ่มตัว (B) iso-branched fatty acid (C) 
anteiso-branched fatty acid (D) กรดไขมันไม่อิ่มตัว (E) cyclohexyl fatty acid (F) cyclopropane 
fatty acid (G) ladderane fatty acid (H) 2-OH fatty acid fatty acid (I) internally branched fatty 
และ (J) dicarboxylic fatty acid (Da Costa et al., 2011) 
 

  2.4.2.4 ไอโซพรีนอยด์ควิโนน (isoprenoid quinones) 
   ไอโซพรีนอยด์ควิโนนมีความสำคัญต่อการขนส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจ  ใน
แบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจน (aerobic bacteria) พบไอโซพรีนอยด์ควิโนนในเยื่อหุ้มเซลล์ได้หลายชนิด 
แต่ที ่พบในแอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่คือ มีนาควิโนน(menaquinone; MK-n(Hm)) และยูบิคว ิโนน 
(ubiquinone; Q-n) (รูปที่ 2.12) เมื่อ n คือ จำนวนไอโซพรีน (isoprene units) และ m คือ จำนวน
ไฮโดรเจนอะตอมที่ทำปฏิกิริยาไฮโดรจิเนชั่น (hydrogenation) ไอโซปรีนในพันธะคู่ ถูกใช้ในการจัด
จำแนกแบคทีเรีย 
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รูปที่ 2.12 โครงสร้างไอโซพรีนอยด์ควิโนน กลุ่มแนพโทควิโนน (naphthoquinone); (A) มีนาควิโนน 
( menaquinone)  (B) ด ี เ ม ท ิ ล ม ี น า ค ว ิ โ น น  ( demethylmenaquinone)  ( C)  ฟ ิ ล โ ล ค ว ิ โ น น 
(phylloquinone) : กลุ ่มเบนโซควิโนน (benzoquinone); (D) ยูบิควิโนน (ubiquinone) (E) โรโดควิ
โนน (rhodoquinone) (F) พลาสโตควิโนน (plastoquinone) (Hiraishi, 1989) 
 

  2.4.2.5 กรดไดอะมิโนพิเมลิก (diaminopimelic acid; DAP) 

 กรดไดอะมิโนพิเมลิก (diaminopimelic acid) เป็นส่วนประกอบอยู่ในชั้นเปปติโดไกล
แคน (peptidoglycan) ในผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกรวมทั้งแอคติโนมัยสีท ชั้นเปปติโดไกลแคน
ของแบคทีเร ียประกอบด้วยน ้ำตาล N-acetylglucosamine (GlcNAc) เร ียงสล ับก ับน ้ำตาล  N-
acetylmuramic acid (MurNAc) โดยที ่กรดอะมิโนที ่ยื ่นมาจากกรดอะมิโนของ N-acetylmuramic 
acid ต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์ กรดอะมิโนส่วนใหญ่ที่พบคือ L-Alanine, D-Glutamine, meso-2,6-
diaminopimelic acid (หรือ L-Lysine) และ D-Alanine (รูปที่ 2.13) จำนวนและชนิดของกรดอะมิโน
แตกต่างกันไปในแบคทีเรียแต่ละชนิด กรดไดอะมิโนพิเมลิกเป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่พบในชั้นเปปติโด
ไกลแคน ประกอบด้วย 3 ไอโซเมอร์ คือ แบบ LL, meso และ  3-Hydroxy (Vollmer et al., 2008) 
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รูปที่ 2.13 โครงสร้างของเปปติโดไกลแคน ประกอบด้วย N-acetylglucosamine (GlcNAc) และ N-
acetylmuramic (MurNAc) ต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก β- (1,4) (McGroty et al., 2013) 
 

 แอคติโนมัยสีทในสกุล Streptomyces มีกรดไดอะมิโนพิเมลิกแบบ LL จัดเป็นแอคติ

โนมัยสีททั่วไป (common actinomycetes) แอคติโนมัยสีทในสกุลอื่นจัดเป็นแอคติโนมัยสีทหายาก 

(rare actinomycetes) ที่พบกรดไดอะมิโนพิเมลิกแบบ meso เช่น Nocardia และ Mycobacterium 

บางสกุลพบทั้ง LL และ meso เช่น Kitasatospora นอกจากนี้สามารถพบไอโซเมอร์แบบ 3-Hydroxy 

ในบางสกุลเช่น Actinoplanes และ Ampullariella ส่วนใหญ่พบไอโซเมอร์แบบ 3-Hydroxy รวมกับ

แบบ meso (Komagata and Suzuki, 1988) ในการจัดกลุ่มของผนังเซลล์แอคติโนมัยสีทแสดงดังตาราง

ที่ 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 องค์ประกอบหลักในผนังเซลล์ของแอคติโนมัยสีท (Lechevalier and Lechevalier, 1970) 
Cell wall 

type 
DAP Cabohydrates/Amino acid 

Meso- LL- Arabinose Galactose Glycine 
I - + - - + 
II +* - - - + 
III + - - - - 
IV + - + + - 

หมายเหตุ: + คือ ตรวจพบ  
              * คือ อาจตรวจพบ hydroxy DAP 
 

  2.4.2.6 น้ำตาลทั้งหมดในเซลล์ (whole-cell sugars) 
   ผนังเซลล์ของแบคทีเรียประกอบไปด้วยน้ำตาล ซึ่งองค์ประกอบของน้ำตาลแต่ละชนิด
ที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก รวมทั้งแอคติโนมัยสีท ถูกใช้ในในการจัดจำแนกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของ
แบคทีเรีย รูปแบบชนิดของน้ำตาลที่ใช้ในการจัดจำแนกลักษณะทางเคมีของผนังเซลล์แสดงดังตารางที่ 
2.4 
 

ตารางท่ี 2.4 รูปแบบของน้ำตาลทั้งหมดภายในเซลล์ของแอคติโนมัยสีท ที่ผนังเซลล์ประกอบด้วย meso-
DAP (Lechevalier and Lechevalier, 1970) 

Pattern Carbohydrates 

Galactose Arabinose Xylose Madurose 

A + + - - 
B - - - + 
C - - - - 
D - + + - 

 

 2.4.3 ลักษณะทางจีโนไทป์  
  เป็นการนำวิธีการทางพันธุกรรมมาใช้ในการระบุจัดจำแนกแบคทีเรียในระดับสปีชีส์ เพ่ือความ
รวดเร็ว และแม่นยำ โดยให้ความสนใจในส่วนของอาร์เอ็นเอ และดีเอ็นเอ เช่น การจําแนกโดยใช้ยีน
เป้าหมาย เช่น ยีน 16S rRNA เป็นยีนที่พบในแบคทีเรียทุกชนิด มีความผันแปรทางวิวัฒนาการต่ำ มีความ
เป็นบริเวณอนุรักษ์สูง และมีขนาดที่เหมาะสม (ประมาณ 1.5 kb) (Janda and Abbott, 2007) เพ่ือ
ศึกษาหาสายวิวัฒนาการของแบคทีเรียโดยวิเคราะห์จากแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) และ
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การศึกษา DNA Sequencing ในการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ในสิ่งมีชีวิต (complete DNA) 
โดยเทคนิคพ้ืนฐานที่ใช้ คือ Polymerase Chain Reaction (PCR) และ Whole Genome Sequencing 
(WGS) 

  2.4.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
   เทคนิคทางชีวโมเลกุล (molecular technique) ถูกนำมาใช้ประโยชน์ในการศึกษา
การจำแนกสิ่งมีชีวิต โดยศึกษาดีเอ็นเอ ที่เป็นสารพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิต ดันนั้นขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจึง
เป็นขั้นตอนท่ีสำคัญ วิธีการสกัดดีเอ็นเอมีหลากหลาย โดยหลักการและวิธีการมีดังนี้ 
 1.) การทำให้เซลล์แตก (cell lysis) โดยการทำให้เยื ่อหุ ้มเซลล์ หรือผนังเซลล์แตกออกเพ่ือ
ปลดปล่อยให้ดีเอ็นเอออกมาโดยใช้สารพวก detergent เช่น sodium dodecyl sulfate (SDS) การใช้
เอนไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme) เป็นต้น 
 2.) การย่อยโปรตีนและอาร์เอ็นเอ (Deproteinization) โดยใช้เอนไซม์โปรติเอส (protease) และ
อาเอ็นเอส (RNase) จากนั้นตกตะกอนโปรตีนด้วย phenol/chloroform บางครั้งอาจเติมเกลือ sodium 
chloride หรือ sodium acetate เพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการตกตะกอนโปรตีน  
 3.) การตกตะกอนดีเอ็นเอ (DNA precipitation) ดีเอ็นเอสามารถตกตะกอนโดยใช้ไอโซโพรพา
นอล 70 เปอร์เซ ็นต์ หรือเอทานอล (70% iso-propanol) หรือ แอบโซลูทเอทานอล (absolute 
ethanol) แช่เย็น เนื่องจากเอทานอลมีความหนาแน่นนมากกว่าน้ำ ดังนั้นเอทานอลจะลอยอยู่ด้านบน
และละลายในน้ำได้ดีกว่าดีเอ็นเอ ทำให้ดีเอ็นเอจับตัวและตกตะกอน  
   ตัวอย่างวิธีการสกัดดีเอ็นเอ เช่น สกัดดีเอ็นเอด้วยฟีนอล-คลอโรฟอร์ม (phenol-
chloroform method) เป็นวิธีที่ดีที่สุดในการสกัดดีเอ็นเอ วิธีนี้จะได้ปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอที่ดี
มาก สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ซึ่งเป็นสารประกอบ detergent ที่มีประจุบวกสามารถทำลายเยื่อหุ้ม
เซลล์และจับโมเลกุลของกรดนิวคลีอิก (Ketchum et al., 2018) 

  2.4.3.2 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
   เป็นเทคนิคที่ใช้ในการการเพิ่มจำนวน (amplification) DNA ที่สนใจอย่างจำเพาะใน
หลอดทดลองภายในระยะเวลาอันสั้น โดยอาศัยหลักการเดียวกับการจำลองตัวเองของดีเอ็นเอ (DNA 
replication) ที่พบในสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติ 
  องค์ประกอบหลักของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
  1. ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) ที่มีส่วนของสายดีเอ็นเอที่ต้องการ และทราบลำดับนิ
วคลีโอไทด์เพ่ือใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ ปริมาณของดีเอ็นต้นแบบต้องเหมาะสมเพ่ือให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอ 
และความไวที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
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  2. ดีเอ็นเอไพรเมอร์ (DNA primer) เป็นนิวคลีโอไทด์สายเดี่ยวสายสั้น ๆ มีลำดับเบสเป็นคู่
สมกับดีเอ็นเอต้นแบบ (complementary) ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสต้องมีไพรเมอร์อย่างน้อง 1 คู่ 
คือ  
   (1) ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากบริเวณปลาย 5' เรียกว่า Forward primer จะจับกับดีเอ็น
เอต้นแบบสาย 3' ไป 5' (anti-sense strand) 
   (2) ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากบริเวณปลาย 3' เรียกว่า Reverse primer จะจับกับดีเอ็น
เอต้นแบบสาย 5' ไป 3' (sense strand) (รูปที่ 2.14) 
  (3) ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ (Deoxynucleotide triphosphates; dNTPs) ได้แก่ 
dATP, dTTP, dGTP, dCTP นิวคลีโอไทด์ทั้งสี่ชนิดนี้ใช้ในการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ 
  (4) เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการสร้างสาย
ดีเอ็นเอที่มีคุณสมบัติทนความร้อนได้สูงถึง 94-95 องศาเซลเซียส โดยไม่เสียสภาพ ปัจจุบันนิยมใช้ Taq 
DNA polymerase เป็นเอนไซม์ที่สกัดมาจากแบคทีเรียที่มีชื่อว่า Thermus Aquaticus (Taq) ซึ่งอาศัย
อยู่บริเวณน้ำพุร้อน 
  (5) PCR buffer ควบคุมสภาวะของการทำปฏิกิริยาให้เหมะสม 
  (6)  โคแฟกเตอร ์  (cofactor)  เพ ื ่อช ่วยส ่ง เสร ิมการทำงานของเอนไซม ์ DNA 
polymerase ได้แก่ Magnesium ion (Mg2+) 
 

 
รูปที่ 2.14 แสดงการจับคู่ของดีเอ็นเอไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (อารีย์รัตน์, 2560) 

 ขั้นตอนของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน 
  1. การเสียสภาพของสายดีเอ็นเอ (Denaturation) เป็นการเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้น เพื่อแยก
สายดีเอ็นเอต้นแบบจากสายคู ่ (double strand DNA; dsDNA) เป็นสายเดี ่ยว (single strand DNA; 
ssDNA) โดยทั่วไปใช้อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส ขึ้นอยู่กับปริมาณของเบส (GC content) 
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ถ้ามีปริมาณมากต้องเพ่ิมอุณหภูมิให้สูงขึ้น เวลาประมาณ 30-60 วินาท ีการใช้เวลานานและอุณหภูมิที่สูง
เกินไป ทำให้เอนไซม์และนิวคลีโอไทด์สูญเสียคุณสมบัติ  ในทางตรงข้ามการใช้เวลาน้อยและอุณหภูมิต่ำ
เกินไป ทำให้สายดีเอ็นเอแยกออกจากกันได้ไม่ดี ทำให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ลดลง  
  2. การเข้าคู ่กันของดีเอ็นเอต้นแบบกับไพรเมอร์  (Annealing) เป็นการลดอุณหภูมิลง 
โดยทั่วไปใช้อุณหภูมิประมาณ 50 ถึง 66 องสาเซลเซียส ขึ้นกับค่าตำแหน่งของสายดีเอ็นเอต้นแบบและ 
อุณหภูมิการหลอมเหลว (Melting temperature; Tm) ของไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา ประมาณ 30 วินาที
เพื่อให้ไพรเมอร์เข้าจับกับสายดีเอ็นเอต้นแบบ ในบริเวณที่เป็นนิวคลีโอไทด์ที่เป็นคู่สมทั้งสองสายอย่าง
จำเพาะ 
  3. การสังเคราะห์สายดีเอ็นเอใหม่ต่อจากไพรเมอร์ (Extension) ทิศทางจาก 5' ไป 3' ที่มี
ลำดับเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอต้นแบบจากนิวคลีโอไทด์ (dNTPs) ทั้งสี่ชนิดที่ใส่ลงไปในปฏิกิริยา โดยทั่วไป 
Taq DNA polymerase จะมีอุณหภูมิเหมาะสมในขั้นตอนนี้อยู่ ในช่วง 62-72 องศาเซลเซียส ขึ้นอยู่กับ
ชนิดของ Taq DNA polymerase ระยะเวลาในขั้นตอนนี้ประมาณ 30-180 วินาที  
  ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดำเนินการตั้งแต่ขั้นตอนที่ 1-3 หลังทำปฏิกิริยาประมาณ 30-40 
รอบ ดีเอ็นเอที่สนใจจะถูกเพ่ิมปริมาณขึ้นแบบทวีคูณ (2n ; n = จำนวนรอบที่ใช้ในปฏิกิริยา) หลังจากนั้น
นำไปวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสได้หลายเทคนิคท่ีนิยมคือ เจลอิเลคโตรโฟรีซีส 
(Gel electrophoresis) เพื่อเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอให้ตรงกับ DNA Marker ขนาด 1.5 kb (อารีย์
รัตน์, 2560) 

  2.4.3.3 ลำดับนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอบนช่วงยีน 16S rRNA  
   การใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์ในการจำแนกประเภทและจัดจำแนกแบคทีเรีย ลำดับนิวคลี
โอไทด์บนสายดีเอ็นเอบนช่วงยีน 16S rRNA (16S ribosomal ribonucleic acid) เป็นส่วนประกอบที่
สำคัญของหน่วยย่อยขนาดเล็ก (SSU) ของไรโบโซมโปรคาริโอต เป็นยีนที่พบในแบคทีเรียทุกชนิด ภายใน
ยีนมีทัง้บริเวณท่ีผันแปร (variable region) และบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) ความยาวประมาณ 
1,500 bp ถูกนำมาใช้ในการจัดจำแนกแบคทีเรียที่อยู่ในสภาวะแวดล้อมต่าง ๆ โดยการใช้บริเวณอนุรักษ์
เป็นจุดอ้างอิง เพื่อเทียบหาความแตกต่างของบริเวณผันแปรระหว่างสิ่งมีชีวิตได้ในระดับสกุล (genus) 
วงศ์ (family) และอันดับ (order) นิยมศึกษาโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA ด้วยไพร
เมอร์สากล (universal primer) และหาลำดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) (Hakovirta et al., 2016) 

  2.4.3.4 จีโนมทั้งหมด (whole genome sequencing) 
   ปัจจุบันมีการพัฒนาเทคโนโลยี Next generation sequencing (NGS) หรือ second 
generation sequencing ซึ่งมีความสามารถในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนม (whole genome) 
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ของสิ่งมีชีวิตเทียบกับจีโนมอ้างอิงของสิ่งมีชีวิตใกล้เคียง ประกอบด้วยทั้งส่วนที่สามารถแปลเป็นลำดับ
กรดอะมิโน (coding region) และบริเวณที่ไม่มีการแปลรหัส (non-coding region) ได้อย่างรวดเร็วและ
มีประสิทธิภาพ โดยใช้ข้อมูลที่อ่านได้มาวิเคราะห์หาความสมบูรณ์ของข้อมูลและนำไปวิเคราะห์หาสปีชีส์
ต่อไป (อารีย์รัตน์, 2560) 

  2.4.3.5 การวิเคราะห์ลำดับเบสในสายดีเอ็นเอ 
 การหาลำดับเบสของสายดีเอ็นเอในยุคแรก (First generation sequencing) คือการ
หาลำดับเบสโดยวิธีแซงเกอร์ (Sanger sequencing) อาศัยการใช้ dideoxynucleotide triphosphates 
(ddNTPs) เป็นตัวหยุดการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ โดยแบ่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเป็น 4 ปฏิกิริยา
ในแต่ละปฏิกิริยาจะมีไพรเมอร์ซึ่งจะเข้าจับกับดีเอ็นเอต้นแบบ และเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส (DNA 
polymerase) และ dideoxynucleotide triphosphates ประกอบด้วย ddATP, ddCTP, ddGTP ทำ
การเติม ddTTP ลงในแต่ละปฏิกิริยาเพื่อสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ ในแต่ละปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
จะหยุดเมื่อมี dideoxynucleotide triphosphates เข้าจับทำให้แต่ละปฏิกิริยามีชิ้นดีเอ็นเอหลากหลาย
ขนาด ผลผลิตของทั้ง 4 ปฏิกิริยานำมาวิเคราะห์ขนาดด้วยเจลพอลีอะครีลาไมด์ (polyacrylamide gel) 
และใช้ว ิธ ีออโตเรดิโอกราฟ (autoradiograph) แสดงแถบดีเอ็นเอ ต่อมาได้ม ีการปร ับปรุงให ้มี
ประสิทธิภาพมากขึ้น โดยใช้สีย้อมฟูลออเรสเซนส์ (fluorescence dye) แทนการใช้สารกัมมันตรังสีในวิธี
ออโตเรดิโอกราฟ และรวมปฏิกิริยาเข้าด้วยกัน วิธีแซงเกอร์สามารถวิเคราะห์ลำดับเบสขนาด 500-800 
bp เนื่องจากมีข้อจำกัดในการอ่านลำดับเบส จึงได้มีการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ลำดับเบสของดีเอ็นเอที่มี
ขนาดใหญ่ที่เรียกว่า การวิเคราะห์ลำดับเบสแบบช็อทกัน (shotgun sequencing) โดยตัดชิ้นดีเอ็นเอที่มี
ขนาดใหญ่ให้มีขนาดเล็กลงและให้มีส่วนซ้อนทับกัน (overlapping) ของชิ้นดีเอ็นเอเพื่อนำข้อมูลลำดับ
เบสมาเชื่อมกันได้เป็นข้อมูลที่มีขนาดใหญ่ และวิธีการของ sanger มีข้อจำกัดคือ สามารถทำได้ครั้งละ 1 
ตัวอย่างของดีเอ็นเอสายสั้น ๆ เท่านั้น จึงเหมาะกับการหาลำดับนิวคลีโอไทด์สายสั้น เช่น ลำดับนิวคลีโอ
ไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA ปัจจุบันจึงมีการพัฒนาให้สามารถวิเคราะห์ลำดับเบสของดีเอ็นเอได้หลาย
ตัวอย่าง หลายตำแหน่งยีนจากคลังดีเอ็นเอ (DNA library) ต้นแบบที่เตรียมโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทำให้ได้
ข้อมูลลำดับเบสปริมาณมากในเวลาอันรวดเร็ว มีรูปแบบที่นิยมใช้อยู่ 4 รูปแบบ คือ 454/Roche 
genome sequencer, Illumina Genome Analyzer, Applied Biosystems SOLiDTM Sequencer 
(SOLiD) และ Ion Personal Genome Machine (PGM)  

  2.4.3.7 การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีไทด์กับฐานข้อมูล (blast)   

   เป็นการนำลำดับนิวคลีโอไทด์มาค้นหาความเหมือนหรือความแตกต่าง (identity and 
similarity) ของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้องการกับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล (database) ของ
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สิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้เคียงกัน เปรียบเทียบความเหมือนกันระหว่างสายลำดับดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ หรือ
โปรตีนมากกว่าสองเส้นของยีนเดียวกัน ซึ่งอาจจะเป็นลำดับเบสจากแบคทีเรียชนิดเดียวกันแต่ต่างสาย
พันธุ์ หรือสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกัน สามารถนำมาใช้ในการแบ่งกลุ่มเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิตได้ (ณลักขณา และคณะ 2558) โดยมี algorithms ในการคำนวณที่แตกต่างกันไปตามแต่
วัตถุประสงค์ของการใช้งาน ซึ่งในปัจจุบันได้มีการออกแบบโปรแกรม blast ให้เลือกใช้งานตามแต่
วัตถุประสงค์ของงานที่ต้องการศึกษา โดย blast ที่นิยมเลือกใช้ งานได้แก่ blastn, blastp, blastx, 
tblastn, tblastx และ PSI-BLAST เป็นต้น 
 

 2.4.4 ชีวสารสนเทศ (Bioinformatics)   
 ชีวสารสนเทศเป็นการผนวกความรู ้หลายด้านทั ้งทางชีววิทยา เคมี  คณิตศาสตร์ และ
คอมพิวเตอร์ ปัจจุบันมีโปรแกรมทางชีวสารสนเทศเพื่อรองรับความต้องการการใช้งานประยุกต์ต่าง  ๆ 
รวมทั้งการวิเคราะห์ข้อมูลจากการจัดเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ ซึ ่งเป็นประโยชน์ต่อการทำงานทางชีว
โมเลกุลในการจัดจำแนกของสิ่งมีชีวิตโดยเทียบความคล้ายคลึงจากลำดับนิวคลีโอไทด์ และสร้างแผนภูมิ
ต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นจึงมีการนำชีวสารสนเทศมาใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลทาง
พันธุกรรมที่มีจำนวนมาก (ชมภูนุช และวรวุฒิ 2553)  

 2.4.4.1 อัลกอริธึมและโปรแกรมที่ใช้ในการจัดเรียงลำดับเบส (mapping) และโปรแกรม
สำหรบัใช้ในประกอบเรียงชิ้นลำดับเบสของดีเอ็นเอใหม่ (DNA sequence assembly) 
  เทคโนโลยี NGS สามารถหาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของสิ่งมีชีวิตได้ในเวลาอันรวดเร็ว 
แต่ด้วยจำนวนข้อมูลของลำดับเบสสายสั้น (reads) มีจำนวนมากทำให้ยากต่อการวิเคราะห์ข้อมูล ดังนั้น 
ประสิทธิผลและจำนวนของ reads ที่เข้าคู่กัน อาจจะไม่ใช่การเข้าคู่กันของ reads ที่แท้จริง ปัจจุบันมีการ
คิดค้นเครื่องมือทางชีวสารสนเทศโดยเฉพาะงานทางด้านการจัดเรียงและเชื่อมต่อลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(alignment reads) สามารถแบ่งเป็นสองหลักการด้วยกัน คือ (1) การบ่งชี้ตำแหน่งในจีโนม (index 
genome) ด้วยวิธี BWT (Burrows-Wheeler space transformation) ซึ ่งช่วยลดหน่วยความจำเป็น
หลักสำคัญ เช่นโปรแกรม Bowties และ SOAP และ (2) การสร้างตารางอ้างอิงตำแหน่ง (hash table) 
ซึ่งสามารถทำได้เป็นสองแบบ คือ การให้จีโนมเป็นตัวบ่งชี้ หรือลำดับนิวคลีโอไทด์ของ reads เป็นตัวบ่งชี้ 
ตัวอย่างโปรแกรมท่ีใช้วิธีสร้างตารางอ้างอิงตำแหน่ง และใช้ reads เป็นตัวบ่งชี้ เช่น MAQ, SHRiMP และ 
Newbler สำหรับโปรแกรมที่ใช้วิธีสร้างตารางอ้างอิงตำแหน่ง และใช้จีโนมเป็นตัวบ่งชี้ เช่น Bowtie, 
BWA, Mosaik, SOAP, PASS, SSAHA2 
  โปรแกรมต่างๆ ข้างต้น บางโปรแกรมไม่สนับสนุนข้อมูลที่ได้จากเครื่อง 454/Roche 
genome sequencer เช่น SOAP และ MAQ เป็นต้น ปัจจุบันมีโปรแกรมที่เกิดขึ้นใหม่ เช่น TAPyR ซึ่ง
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ใช้วิธีการผสมผสานของ 2 อัลกอริธึม มาจัดการกับข้อมูลสำหรับเครื่อง Illumina และ 454/Roche 
genome sequencer และแกป้ัญหาของขอ้มูลที่มลีำดับนิวคลีโอไทด์ซ้ำ 1 เบส (homopolymer) 
  โปรแกรมสำหรับใช้ในการประกอบเรียงชิ้นลำดับนิวคลีโอไทด์ (fragment assembly) 
อาศัยหลักการ คือ การจัดกลุ่มรวมกันของชิ้นลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอสายสั้นๆ เป็น contig จาก 
contig รวมกันเป็น contig ที่ยาวขึ้น หรือที่เรียกว่า scaffold เพื่อประกอบเป็นลำดับนิวคลีโอไทด์ของดี
เอ็นเอสายใหม่ โดยแบ่งได้เป็น 2 วิธี  ได้แก่ de novo approach มีเป้าหมายในการสร้างจีโนมใหม่ 
(reconstruction) สามารถทำได้โดยไม่ต้องทราบลำดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง และ resequencing หรือ 
comparative approach ที่มีการแม็ป reads โดยมีลำดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงเป็นตัวเปรียบเทียบ เพ่ือให้
ได้สายใหม่จากลำดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตนั้น ปัจจัยที่มีผลต่อการวิเคราะห์คือ ความยาวและปริมาณ
ของ reads ถ้า reads ที่สั้น มักมีลักษณะที่เป็นนิวคลีโอไทด์ซ้ำเกิดขึ้นมาก ทำให้การประกอบเรียงชิ้น
ลำดับนิวคลีโอไทด์ทำได้ค่อนข้างยาก การจัดการกับปริมาณของ reads ที่มีจำนวนเยอะ และค่อนข้างสั้น
ประมาณ 35 ถึง 400 bp ส่งผลต่อการออกแบบการประกอบเรียงชิ้นลำดับเบสเพ่ือให้ได้ค่า coverage ที่
ดีได ้(อลิษา และคณะ 2555) 

 2.4.4.2 การระบุตำแหน่งและทำนายหน้าที่ของยีนในจีโนม (genome annotation) 
  เป็นการระบุตําแหน่งของยีน (annotation) เมื่อทราบการเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์ของ
ดีเอ็นเอทั้งหมดแล้วจึงค้นหาตําแหน่งของยีนในข้อมูลจีโนมทั้งหมด ทั้งนี้อาจทําโดยการค้นหารหัสบ่งชี้การ
เริ่มตน้และสิ้นสุดของยีน หรือโดยการเปรียบเทียบกับยีนที่รู้ข้อมูลแล้ว สามารถทำได้โดยใช้ชีวสารสนเทศ
กับคุณสมบัติเฉพาะ ประกอบด้วย (1) ตัวส่งสัญญาณ (signal sensors) เช่น TATA box, start และ stop 
Codon หรือ การตรวจจับสัญญาณ poly-A (2) ตัววัดกระแส (content sensors) เช่น G+C content, 
codon usage หรือ การตรวจจับความถี่ของ dicodon และ (3) ความคล้ายคลึง เช่น ระหว่างโปรตีนของ
สิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้ชิดกัน mRNA จากสิ่งมีชีวิตเดียวกัน และจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่ใช้อ้างอิง 
  การระบุตำแหน่งและทำนายหน้าที่ของยีนในจีโนม แบ่งออกเป็น 3 แบบ  
 (1) การวิเคราะห์ระดับนิวคลีโอไทด์ ที่ระบุตำแหน่งและองค์ประกอบของสายดีเอ็นเอ เช่น ยีน 
RNA หรือบริเวณที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์ซ้ำ ๆ (repetitive elements) ข้อจำกัดของการหาลำดับนิวคลโีอ
ไทด์ (sequencing) และการเชื่อมต่อชิ้นส่วนนิวคลีโอไทด์ (assembly) โดยมีการเพ่ิมหรือตัดยีนออก โดย
ยีนที่ถูกเพ่ิมเข้ามา เรียกว่า pseudogenes 
 (2) การวิเคราะห์ระดับโปรตีน ค้นหาความเป็นไปได้ในการทำงานของยีน และการมี หรือไม่มี
ยีนเหล่านั้นในสิ่งมีชีวิต 
 (3) การวิเคราะห์ระดับกระบวนการ ที่มีจุดมุ่งหมายในการระบุวิถีและกระบวนการในยีนต่าง ๆ (Sa 
et al., 2018) 
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 2.4.4.3 การคำนวณค่า Average Nucleotide Identity (ANI) 
  เป็นการวัดความคล้ายคลึงกันของนิวคลีโอไทด์ในบริเวณยีนที่สามารถแปลรหัสได้ 
(coding regions) ระหว่างจีโนมของสิ ่งมีชีวิตจำพวกโปรคาริโอตโดยเปรียบเทียบกับปริมาณ G+C 
content ถ้าจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่นำมาเปรียบเทียบกันมีค่า ANI มากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ ถือว่าเป็น
สิ่งมีชีวิตสายพันธุ์เดียวกัน หรือจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่ใกล้ชิดกันมาก การคำนวณค่า ANI สามารถใช้ได้หลาย
เซิร์ฟเวอร์ เช่น JSpecies (http://www.imedea.uib.es/jspecies) และ Gegenees (http://www.geg 
enees.org/documentation.html) หร ือการคำนวณผ ่านซอฟแวร ์ออนไลน ์  เช ่น  EzGenome 
(http://www. ezbiocloud.net/ezgenome/ani) แ ล ะ  ANI calculator (http:/ /enveomics.ce.ga 
tech.edu/ani/index) (Figueras et al., 2014) 

 2.4.4.4 เทคนิค Digital DNA-DNA Hybridization (dDDH) 
  Digital DNA-DNA hybridizations เป็นอีกหนึ่งเทคนิคที่ใช้ในการแยกสายพันธุ์ของ
จุลินทรีย์ด้วยการทำไฮบริไดเซชั่นระหว่างจีโนมของจุลินทรีย์ที่สนใจกับสายพันธุ์ใกล้เคียง โดย ใช้การ
คำนวณบนเว็บเซิร์ฟเวอร์ Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) (http://ggdc.dsmz. 
de/) (Kayansamruaj et al., 2017) GGDC รองรับข้อมูลจีโนมที่สมบูรณ์ (complete genome) และ
ข้อมูล assembled genome ถ้าจีโนมของสิ ่งมีชีวิตที ่นำมาเปรียบเทียบกันมีค่า dDDH ต่ำกว่า 70
เปอร์เซ็นต์ ถือเป็นข้อบ่งชี้ว่าจุลินทรีย์เป็นคนละสายพันธุ์ (Auch et al., 2010) 

 2.4.4.5 การแสดงผลจีโนมด้วย circular map 
  แผนภาพของจีโนมทำให้สามารถศึกษาทางพันธุศาสตร์ และตำแหน่งของยีนง่าย และ
รวดเร็วมากยิ่งขึ้น อีกทั้งช่วยให้สามารถมองเห็นบริบทของยีนได้และสามารถใช้เพื่อระบุ operons ใน
แบคทีเรียแต่ละสปีชีส์ มีบทบาทสำคัญในการช่วยวิเคราะห์ข้อมูลจีโนม และอธิบายความสัมพันธ์ของ
ข้อมูลที่ได้ การแสดงผลข้อมูลทางจีโนมด้วย Circular map สามารถทำได้ในซอฟแวร์ที่หลากหลาย เช่น 
The Microbial Genome Viewer เป็นเว็บเซิร์ฟเวอร์ที่ใช้ในการทำแผนภาพของจีโนม GenomePlot 
เป็นโปรแกรมท่ีมีระบบปฏิบัติการแบบเดี่ยว (standalone program) และ CGView เป็นโปรแกรม Java 
application (รูปที่ 2.15) เป็นต้น (Stothard and Wishart, 2005) 
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รูปที่ 2.15 (a) แผนภาพวงกลมของจีโนมจาก CGView ที่มีการทำเครื่องหมายตำแหน่งของยีน ปริมาณ 
G+C content ในแต่ละยีน (b) เป็นการแสดงผลบริเวณของยีนที่สนใจ (Stothard and Wishart, 2005) 
 

 2.4.4.6 การแสดงผลจีโนมด้วย Synteny map 
  Synteny เป็นลักษณะของยีนตั้งแต่สองยีนขึ้นไปอยู่บนโครโมโซมเดียวกัน ไม่ว่าจะ
เชื่อมต่อกันหรือไม่ก็ตาม นักชีววิทยานำ synteny มาใช้กับโครโมโซม 2 ชุดเพื่อเปรียบเทียบกันโดยใช้
พื้นฐานมาจากแผนที่ยีนและลำดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนม ซึ่งต้องอาศัยการใช้อัลกอริทึมและการคำนวณ
ด ้วยระบบคอมพิวเตอร ์ เพ ื ่อแสดงผลออกมาเป ็นร ูปภาพ Synteny map อาศ ัยหล ักการของ 
Homologous gene ซึ่งเป็นยีนแบบอนุรักษ์ (conservative) ของจีโนมทีน่ำมาเปรียบเทียบกัน การสร้าง 
synteny map จะเปรียบเทียบรูปแบบที่คล้ายหรือแตกต่างกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ในโครงสร้างจีโนม 
(รูปที่ 2.16) (Soderlund et al., 2006) 
 

 
ร ูปท ี ่  2.16 แสดงแผนท ี ่  Synteny สำหร ับบร ิ เวณของย ีน ABDS ระหว ่าง Capsella rubella, 
Arabidopsis lyrata และ Arabidopsis thaliana (Soderlund et al., 2006)  
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 2.4.4.7 ฐานข้อมูล antiSMASH 
  antiSMASH (antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell) ใ ช ้ ศ ึ กษ า
คาดการณ์กลุ ่มยีนที ่สามารถสร้างสารทุติยภูมิได้ รวมทั้งกลุ ่มของสารทุติยภูมินั ้น ๆ เช่น โพลีคีไทด์ 
(polyketides), non-ribosomal peptides, เทอร์ปีน (terpenes), อะมิโนไกลโคไซด์ (aminoglycosides), อะมิโน
โคมาริน (aminocoumarins),  อินโดโลคาร์บาโซล (indolocarbazoles),  แลนติไบโอติก (lantibiotics), แบค
ทีริโอซิน (bacteriocins), นิวคลีโอไซด์ (nucleosides), เบตา-แลคแตม (beta-lactams), บิวทีโรแลค
โตน (butyrolactones), ไซเดอโรฟอร์ (siderophores), เมลานิน (melanins) เป็นต้น โดยสามารถ
วิเคราะห์กลุ่มยีนที่สร้างสารทุติยภูมิโดยเทียบกับฐานข้อมูล (http://antismash.secondarymetabolites.org.)  
(Medema et al., 2011) 

  2.4.4.8 ไฟโลเจเนติกทรีกับการจัดหมวดหมู่สิ่งมีชีวิต (phylogenetic tree) 
   เป็นการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต แสดงเป็นแผนภูมิต้นไม้ 
(phylogenetic tree) มีลักษณะคล้ายต้นไม้ ประกอบด้วยกิ่งก้าน (branch) อาจแตกออกเป็นกิ่งย่อย
แบบสองทาง (bifurcation) หรือหลายทาง (multifurcation) ตำแหน่งที่ก้านแตกเป็นกิ่งย่อยที่เป็นจุดต่อ 
เรียกว่า โนด (node) โดยที่ปลายสุดของกิ่งจะเป็นลำดับเบส หรือโปรตีน หรือสายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิต 
เรียกว่า แทกซอน (taxon) แผนภูมิวิวัฒนาการอาจมีจุดกำเนิดร่วม เรียกว่าราก (rooted tree) ซึ่งเป็น
ส่วนยอดที่เป็นตำแหน่งของบรรพบุรุษร่วมของแทกซา (taxa) ทั้งหมด (รูปที่ 2.17) แผนภูมิวิวัฒนาการที่
มีรากจะทำให้ทราบทิศทาง บรรพบุรุษในการวิวัฒนาการ ความยาวของก้านที่แตกต่างกันแสดงระยะหา่ง
ของวิวัฒนาการ ซึ่งแต่ละก้านอาจมีอัตราเร็วของวิวัฒนาการแตกต่างกัน ระยะห่างอาจแสดงเป็นตัวเลข
บนแต่ละก้านหรืออาจเขียนเป็นสเกลความยาวบอกขนาดในภาพ แผนภูมิวิวัฒนาการอาจเขียนในลักษณะ
เส้นตรงที่แยกออกจากกัน หรืออาจเขียนด้วยเส้นแนวตั้งและแนวนอนเพื่อให้เปรียบเทียบความยาวของ
ก้านได้ง่าย กลุ่มของแทกซาที่กำเนิดมาจากบรรพบุรุษร่วมกันเรียกว่า เคลด (clad) แผนภูมิวิวัฒนาการ
อาจมีเพียงเคลดเดียวเรียกว่า monophyletic tree หรือมีหลายเคลดเรียกว่า polyphyletic tree แทก
ซาคู่ใด ๆ ที่เส้นขอบวิ่งไปบรรจบกันเรียกว่า เป็นเพื่อนบ้านกัน (neighbors) สำหรับสปีชีส์ หรือแทกซาที่
แยกออกจากสปีชีส์อื ่นที ่กำลังศึกษาในระยะแรก ๆ ของการวิวัฒนาการจะ เรียกว่า พวกนอกกลุ่ม 
(outgroup) ซึ่งสปีชีส์เหล่านี้สามารถนำมาใช้เพื่อสร้างแผนภูมิวิวัฒนาแบบมีรากได้ (รูปที่ 2.18) 
     ลักษณะที่ใช้ในการศึกษาสามารถใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา หรือลักษณะในระดับ
โมเลกุลโดยเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequence) ของตำแหน่งจำเพาะ (specific site)  
สามารถวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิตได้อย่างแม่นยำ และรวดเร็ว โดยการตรวจสอบลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ของตำแหน่งจำเพาะในแอคติโนมัยสีทที่ต้องการจัดจำแนก หรือระบุชนิด  จากนั้นจึงสร้างแผนภูมิ
ต้นไม้ด้วยแบบจำลองทางคณิตศาสตร์  
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รูปที่ 2.17 ส่วนประกอบของแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ (Liò and Goldman 1998) 

 

 
รูปที่ 2.18 (ก) และ (ข) แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการที่มีราก (ค) แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการที่ไม่มีราก (สมชาย
, 2556) 
 

   การวิเคราะห์ข้อมูลทำได้ 2 วิธี ประกอบด้วย  
 1. การวิเคราะห์ระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) เป็นการสรุปความ
แตกต่างโดยการสร้างตารางแมทริกซ์ ซึ่งแสดงระยะห่างและความแตกต่างเป็นค่าตัวเลข ระหว่างลำดับ
เบส หรือโปรตีนต่างๆ โดยเปรียบเทียบลำดับแต่ละคู่และหาความแตกต่างระหว่างลำดับ และทำการจัด
กลุ่มด้วยวิธีต่างๆ เช่น Neighbor-Joining (NJ) วิธีนี้พิจารณามาจากแผนภูมิที่ไม่มีราก ประกอบด้วย 4 
แทกซา พบว่าผลบวกระยะห่างระหว่างคู่ของเพื่อนบ้านทั้ง 2 คู่ จะน้อยกว่าผลบวกระยะห่างระหว่างคู่ที่
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ไม่ใช่เพื่อนบ้านกันเสมอ เรียกว่า เงื่อนไข 4 จุด (4-point condition) และใช้เป็นพื้นฐานในการคำนวณใน
การทดสอบความถูกต้องในการสร้างแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ (สมชาย, 2556) 
   2. การวิเคราะห์สภาวะลักษณะ (character state) ของสิ่งเปรียบเทียบ (operational 
taxonomic unit, OTUs) ข้อมูลลักษณะนี้มาจากลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ทำการเปรียบเทียบสามารถนำไป
สร้างแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการได้โดยตรง เช่น Maximum parsimony เป็นการเปรียบเทียบและค้นหา
แผนภูมิที่สั้นที่สุดนั่นคือ จำนวนการกลายพันธุ์ (mutation) ที่เกิดขึ้นน้อยที่สุดในกลุ่มตัวอย่างที่ศึกษา 
Maximum likelihood วิธีการนี้คล้ายกับ maximum parsimony แต่แตกต่างตรงที่มีการวิเคราะห์ทาง
สถิติร่วมด้วย (จินตนา, 2550)  
   การทดสอบความเชื่อมั่นของสายวิวัฒนาการในแผนภูมิสามารถทำได้ด้วยการวิเคราะห์
หาค่าบูทสแตรบ (bootstrap analysis) โดยค่าบูทสแตรบ (bootstrap value) มาก แสดงว่าสาย
วิวัฒนาการนั้นมีความเชื่อมั่นสูง และค่าน้อย แสดงว่าสายวิวัฒนาการนั้นมีความเชื่อมั่นต่ำ  (สุคนทิพย์, 
2562, จินต์ และคณะ, 2558) 
   นอกจากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตโดยใช้ลำดับเบสจากกลุ่ม
ยีนเพียงกลุ่มเดียวที่มีความเป็นบริเวณอนุรักษ์สูงแล้ว ยังมีการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยใช้จี
โนม (phylogenomic tree) ซึ่งการวิเคราะห์มีความซับซ้อนและต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญที่มีความรู้ จึงได้มีการ
นำชีวสารสนเทศเข้ามาช่วยในการจัดการ โดนเว็บเซิร์ฟเวอร์ที่ใช้วิเคราะห์ เช่น the Type (Strain) 
Genome Server (TYGS) (รูปที่ 2.19)  
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รูปที่ 2.19 แผนภาพ Phylogenomic tree (Meier-Kolthoff and Göker, 2019) 
 

2.5 สารออกฤทธิท์างชีวภาพจากแอคติโนมัยสีท 
 แอคติโนมัยสีทมีบทบาทสำคัญในการสร้างสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ อีกทั้งพบได้ตามธรรมชาติสาร
เหล่านั้นมักมีบทบาทสำคัญต่อสิ่งแวดล้อมที่พวกมันอาศัย เช่นการสร้างเอนไซม์เพื่อย่อยสารบางชนิดให้
พืชสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้ สร้างสารยับยั้งการเจริญสิ่งมีชีวิตอื่น ทำให้แอคติโนมัยสีทเป็นแหล่ง
สำคัญในการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีการนำมาใช้ประโยชน์ในหลาย ๆ ด้าน ทั้งทางการแพทย์ 
การเกษตร และทางด้านอุตสาหกรรม  
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 2.5.1 การสร้างสารปฏิชีวนะ 
 สารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ต่อต้านแบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัสส่วนใหญ่ได้จากแอคติโนมัยสีทสกุล 
Streptomyces สารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ต่อต้านแบคทีเรีย เช่น สารปฏิชีวนะกลุ่มอมิโนไกลโคไซด์ ได้แก่ 
สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin), นีโอมัยซิน (neomycin) และ คานามัยซิน (kanamycin) สร้างจาก S. 
griseus, S. fradiae และ S. kanamyceticus สารปฏิชีวนะที ่มีฤทธิ ์ต ่อต้านเชื ้อรา เช ่น นิสตาติน 
(nystatin), แอมโฟเทอริซิน บี (amphotericin B), นาตาไมซิน (natamycin) สร้างจาก S. noursei, S. 
nodosus และ S. natalensis นอกจากนี้ยังพบการสร้างสารปฏิชีวนะจากแอคติโนมัยสีทหายาก เช่น 
Micromonospora Nocardia Actinomadura Actinoplanes Saccharopolyspora และ Streptosporangium 
ตัวอย่างสารปฏิชีวนะจาก Micromonospora sp. คือ แอนตราไซคลิน (anthracycline) ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ Aspergillus fumigates (Raja and Prabakarana, 2011) 

 2.5.2 การสร้างเอนไซม์ 
 แอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่พบในดินมีความสามารถในการย่อยสลายอินทรีวัตถุในดินโดยเฉพาะ
องค์ประกอบของพืชและสัตว์ที่ย่อยสลายยาก ซึ่งแอคติโนมัยสีทหลากหลายชนิดสามารถย่อยสลายสาร
พวกกรดอินทรีย์ น้ำตาล แป้ง ไขมัน และโปรตีน ตัวอย่างแอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างเอนไซม์ย่อยสลาย
สารอินทรีย์ที ่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น สกุล Themomospora ที ่สามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลส 
(cellulase) ที่ทำปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส สกุล Streptomyces ที่สามารถสร้าง
เอนไซม์ย่อยสลายไซแลน (xylan) ซึ่งพบในไม้เนื้อแข็ง เช่น S. flavogriseus และ S. lividans และยังพบ
ในสกุล Themomospora ที่สามารถทำปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิสูง สกุล Streptosporangium สามารถ
สร้างเอนไซม์ thermostable glucamylase ที ่ย่อยแป้ง นิยมใช้ในอุตสาหกรรม (Stamford et al., 
2002) 

 2.5.3 การสร้างสารส่งเสริมการเจริญของพืช 
  แอคติโนมัยสีทที่พบในดินบางชนิดสามารถอยู่บนผิวของพืช หรือภายในเนื้อเยื่อของพืชโดย
ไม ่ก ่อให ้ เก ิดอ ันตรายต ่อพ ืช  ม ีการอาศ ัยแบบพ ึ ่ งพาก ัน ได ้แก ่  Actinomadura Microbispora 
Micromonospora Nocardia Nonomurea Mycobacterium Frankia Actinoplanes Saccharopolyspora 
และ Verrucosispora  
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสกุล Nocardiopsis ที่พบในส้มแมนดาริน พบว่าสามารถ
สร้างกรดอินโดล-3-แอซีติก (Indole-3-acetic acid; IAA) ปริมาณมาก และ S. hygroscopicus มีการ
สร้าง pteridic acids A และ B มีหน้าที่คล้ายออกซินทำให้มีการแบ่งเซลล์และยืดตัวในรากของต้นถั่ว 
(Sathya et al., 2017) 
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 2.5.4 การตรึงไนโตรเจน และละลายฟอสเฟต 
  แอคติโนมัยสีทบางสกุลสามารถตรึงก๊าซไนโตรเจนได้เมื่ออยู่ร่วมกับรากของพืช  ได้แก่ สกุล
Frankia สามารถตรึงไนโตรเจนในพืชที่นอกเหนือจากตระกูลถั่ว และยังจัดเป็นแอคติโนมัยสีทที่อาศัยอยู่
ในเนื้อเยื่อรากทำให้เกิดปม สกุล Nocardia บางสายพันธุ์สามารถตรึงไนโตรเจนได้ แอคติโนมัยสีทสกุล
อ ื ่ น  ๆ  ท ี ่ ส า ม า ร ถ ต ร ึ ง ไ น โ ต ร เ จ น ไ ด ้  เ ช ่ น  Arthrobacter Agromyces Corynebacterium 
Mycobacterium Micromonospora Propionibacteria และ Streptomyces  
  ฟอสฟอรัสที่อยู่ในดินเป็นรูปของสารประกอบฟอสเฟตที่พืชไม่สามารถนำไปใช้ได้ อีกทั้ง
ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารที่ละลายน้ำได้ยาก โดยพืชอาศัยแบคทีเรียที่อยู่ในดิน หรือรากในการช่วงละลาย
ฟอสเฟตให้อยู ่ในรูปฟอสเฟตไอออนที่พืชสามารถนำไปใช้ได้  เช่น Micromonospora endolithica 
สามารถละลายฟอสเฟตส่งเสริมต่อการเจริญของต้นถั่ว (Sathya et al., 2017) 

 2.5.5 สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
 สารออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีความสำคัญในการกำจัดอนุมูลอิสระพวก reactive oxygen 
species (ROS) เช่น ไฮดรอกซิลแรดิคอล (OHo) ซุปเปอร์ออกไซด์แรดิคอล (O2

-o) ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) อนุมูลอิสระจะทำลายเซลล์ก่อให้เกดิผลทางพยาธิสภาพ ได้แก่ ดีเอ็นเอถูกทำลาย การก่อ
เกิดมะเร็ง และเซลล์เกิดการเสื ่อมสภาพ (cellular degeneration) ดังนั ้นสารต้านอนุมูลอิสระจึงมี
ความสำคัญ แอคติโนมัยสีทสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระได้หลากหลาย เช่น 
dihydroherbimycin A, N-carbamoyl-2,3-dihydroxybenzamide, 2-allyloxyphenol, phena 
zines และ Saccharomonopyrone A สารต้านอนุม ูลอิสระส่วนใหญ่พบในแอคติโนมัยส ีทสกุล 
Streptomyces (Mohammadipanah and Momenilandi, 2018) 

 2.5.6 สารต้านมะเร็ง (anticancer) และต้านเนื้องอก (antitumor) 
  โรคมะเร็งเป็นหนึ่งในปัญหาสุขภาพที่ร้ายแรงในมนุษย์ โดยเฉพาะมะเร็งเต้านมที่มีอัตราการ
ตายเป็นอันดับสองในผู้หญิง การรักษาโรคมะเร็งมีได้หลายวิธี ได้แก่ การผ่าตัด การฉายรังสี การรักษาด้วย
ภูมิคุ ้มกันบำบัด และการรักษาด้วยเคมีบำบัด สารต้านมะเร็งที่ได้จากแอคติมัยสีท เช่น บลิโอมัยซิน 
(bleomycin) จาก S. verticillus รักษาโรคมะเร็งต่อมน้ำเหลืองชนิดนอนฮอดจ์กิน (non-Hodgkins’s 
lymphoma) เน ื ้องอกที ่ศ ีรษะและคอ เน ื ้องอกที ่อ ัณฑะ ( testicular teratomas) ด ็อกโซร ูบ ิซิน 
(doxorubicin) ใช้รักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน (acute leukemia) มะเร็งชนิดเป็นก้อน 
(solid tumours) (นันทวัน 2555) 
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2.6 การสกัดสารทุติยภมู ิ
 สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ (Natural Product) เป็นแหล่งสำคัญที่ใช้ในการศึกษาเพื่อพัฒนายาชนิด
ใหม่ ๆ ยาเคมีสังเคราะห์ครึ ่งหนึ ่งที่ องค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (Food and Drung 
Administration; FDA) ให้การรับรองล้วนได้มาจากการสังเคราะห์โดยมีสารผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติเป็น
ต้นแบบ การสกัดเป็นขั้นตอนแรกในการแยกผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติที่ต้องการออกจากวัตถุดิบ ฉะนั้น
ลักษณะของสารจากธรรมชาติจึงเป็นสิ่งสำคัญในการใช้พิจารณาเลือกวิธีการ และตัวทำละลายในการสกัด 
(Q.-W. Zhang et al., 2018) 
 การสกัดประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอนหลัก ๆ คือ 
  (1) การที่ตัวทำละลายเข้าสู่เนื้อเยื่อ หรือเซลล์ของตัวอย่าง ทำให้สารทุติยภูมิถูกละลายอยู่
ในตัวทำละลาย ซึ่งตัวทำละลายอาจใช้เพียงชนิดเดียว หรือตัวทำละลายผสมข้ึนอยู่กับคุณสมบัติความเป็น
ขั้วของสารทุติยภูมิ ทำให้แยกส่วนที่ไม่ต้องการออกจากสารทุติยภูมิ เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นต้น 
  (2) การแยกตัวถูกละลายออกจากตัวทำละลาย มีการใช้การระเหย (Evaporation) การกลั่น 
(distillation) การตกผลึก (crystallization) 
  (3) การแยกสารทุติยภูมิให้บริสุทธิ์ มีวิธีการแยกหลากหลาย เช่น คอลัมน์โครมาโทกราฟี 
(Column Chromatography) โครมาโทกราฟีแบบผิวบาง (Thin-layer Chromatography; TLC) และ 
โครมาโทกราฟีของเหลวความดันสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) เป็นต้น 

 2.6.1 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการสกัด 
  สารทุติยภูมิมีคุณสมบัติที ่แตกต่างกัน การพิจารณาความสามารถในการละลายจึงเป็นสิ่ง
สำคัญ โดยคุณสมบัติของตัวทำละลายที่ดี จะต้องสามารถละลายสารที่ต้องการสกัดได้พอดี และไม่ระเหย
ยากหรือง่ายเกินไป รวมถึงไม่ทำปฏิกิริยากับกับสารที่สนใจ ไม่เป็นพิษ ส่วนมากนิยมใช้แอลกอฮอล์ เช่น 
เอทานอล และเมทานอล เป็นตัวทำละลายในการสกัดสารพฤกษเคมี (Phytochemical) อีกทั้ง
ความสามารถในการละลายจะเพ่ิมสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น เนื่องจากตัวทำละลายแทรกซึมเข้าสู่เซลล์ของ
ตัวอย่างได้ดีขึ้น แต่ถ้าอุณหภูมิสูงเกินไปสารที่ไม่ทนความร้อนจะเสียสภาพ อีกท้ังตัวทำละลายระเหยทำให้
สกัดได้สารที่ไม่ต้องการได้ (Roopashree and Naik, 2019) 

 2.6.2 วิธีสกัดสารทุติยภูมิ 
  การสกัดสารทุติยภูมิสามารถทำได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับชนิดของสารสกัด คุณสมบัติของสาร 
ในการทนต่อความร้อนและชนิดของตัวทำละลายที่ใช้ 
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  2.6.2.1 มาเซอเรชัน (Maceration)  

   เป็นกระบวนการสกัดที่ทำให้เนื่อเยื่ออ่อนนุ่ม สกัดที่ทำให้เนื่อเยื่ออ่อนนุ่ม และแตก
ออกโดยใช้ตัวทำละลายในภาชนะปิด เช่น ขวดปากกว้าง หรือขวดรูปชมพู ทิ้งไว้ 12 ถึง 24 ชั่วโมง หรือ
มากกว่านั้นแต่ไม่เกิน 2 วัน ทำให้สารในเซลล์ถูกละลายออกมาอยู่ในตัวทำละลายที่ใช้สกัด สารสกัดที่ได้
จะประกอบไปด้วยสารหลายชนิด เช่น ฟีนอล เทอร์ปีน ฟลาโวนอยด์ และสารสี ข้อดีของการมาเซอเรชั่น
คือไม่มีการใช้ความร้อน แตเ่ปลืองตัวทำละลาย (Sharma et al., 2018) (B. R. Sharma et al., 2018) 

  2.6.2.2 เพอร์โคเลชัน (Percolation) 
   เป็นกระบวนการสกัดที่ตัวทำละลายอิ่มตัวถูกแทนที่ด้วยตัวทำละลายใหม่อย่างต่อเนื่อง
มีสิทธิภาพมากกว่าการสกัดด้วยวิธีมาเซอเรชัน โดยใช้เครื่องมือเพอร์โคเลเตอร์ (percolator) ทำการบด
ตัวอย่างให้ละเอียดหมักกับตัวทำละลาย 1 ชั่วโมง และบรรจุเข้าไปในเครื่องเติมตัวทำละลายทิ้งไว้ 24 
ชั่วโมง ทำการเติมตัวทำละลายตลอดเวลา (ภาควิชาเภสัชวินิจฉัย มหาวิทยาลัยมหิดล 2546) 

  2.6.2.3 การสกัดแบบตอ่เนื่อง (continuous extraction) 
   มีการใช้ความร้อน เป็นระบบปิด และใช้เครื่องสกัดซอกซ์เลต (soxhlet extractor) 
โดยตัวทำละลายที่ใช้มีจุดเดือดต่ำ ความร้อนทําให้ตัวทําละลายในฟลาสก ์(flask) ระเหยตัวขึ้นไปแล้วกลั่น
ตัวลงมาใน thimble ซึ่งบรรจุตัวอย่างเมื่อตัวทําละลายใน extracting chamber สูงถึงระดับจะเกิดการ
ลักน้ำ สารสกัดจะไหลกลับลงในฟลาสก์ ด้วยวิธีการลักน้ำ ฟลาสก์จะได้รับความร้อนตัวทําละลายจึง
ระเหยขึ้นไป ทิ้งสารสกัดไว้ในฟลาสก์ ตัวทําละลายเมื่อกระทบ condenser จะกลั่นตัวกลับลงมาเป็นสาร
สกัดใหม่ วิธีนี้เหมาะกับการสกัดสารที่ทนต่อความร้อน ใช้ตัวทำละลายไม่สิ้นเปลืองและไม่ควรเป็นตัวทำ
ละลายผสม เนื่องจากจุดเดือดที่แตกต่างจะเกิดการแยกของตัวทําละลายแต่ละชนิด (รัตนา 2547) 

  2.6.2.4 การสกัดดว้ยของเหลวสองชนิด (Liquid-liquid extraction) 
   เป็นการสกัดที่ทําให้ตัวถูกละลายที่ละลายอยู่ในตัวทำละลายแรก (ตัวทำละลายของน้ำ) 
กระจายสู่ตัวทำละลายที่สอง (ตัวทำละลายอินทรีย์) ตัวทำละลายทั้งสองชนิดจะถูกผสมกันแต่ไม่รวมเป็น
เนื้อเดียวกัน โดยใช้กรวยแยก (Separatory funnel) ในการแยกชั้นของสารละลายผสม เมื่อการกระจาย
ของตัวถูกละลายระหว่างตัวทําละลายทั้งสองถึงสมดุลจะเกิดการแยกชั้น 

  2.6.2.5 การสกัดของแข็งด้วยของเหลว (Solid-liquid extraction)  
   เป็นการสกัดสารจากของแข็งด้วยตัวทำละลายของเหลว การสกัดด้วยวิธีนี้ขึ้นอยู่กับ
การละลายของตัวถูกละลายในตัวทำละลายของเหลวและระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด การสกัดด้วยวิธีนี้
สามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการสกัดสารทางชีววิทยา สาอินทรีย์ หรือสารอนินทรีย์ได้ 
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 2.6.3 การทําให้สารสกัดเข้มขน้ 
  สารสกัดที ่ได ้จะมีปริมาตรมาก และเจือจาง ทำให้การแยกสารทำได้ยากและไม่มี
ประสิทธิภาพ จึงต้องทำให้สารสกัดมีความเข้มข้นข้ึน สามารถทำได้หลายวิธี 

  2.6.3.1 การระเหย 
   ทำให้ตัวทำละลายออกจากสารสกัดโดยใช้ความร้อนจากหม้ออังไอน้ำ (water bath) 
หรือแผ่นความร้อน (hot plate) จึงต้องคำนึงถึงอุณหภูมิที่ก่อให้เกิดการสลายตัวของสารที่ต้องการ หรือ
สนใจได้ 

  2.6.3.2 การกลั่นในภาวะสุญญากาศ 
   เป็นการระเหยตัวทำละลายโดยใช้อุณหภูมิต่ำ และลดความดันโดยใช้เครื่องระเหยแห้ง
สภาวะสุญญากาศ (rotary evaporator) ซึ่งประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ภาชนะบรรจุสารสกัด (distillation 
flask) คอนเดนเซอร์ หรือส่วนควบแน่นไอของสารละลาย (condenser) และภาชนะรองสารละลาย
หลังจากการกลั่น (receiving flask) 

  2.6.3.3 การทำให้แห้ง 
   เป็นการระเหยตัวทำละลายจนได้สารสกัดในรูปของแข็ง หรือกึ่งของแข็ง โดยใช้ความ
เย็น (lyophilizer หรือ freeze dryer) หรือการใช้ความร้อน (spary dryer)  

  2.6.3.4 อัลตราฟิลเตรชั่น (ultrafiltration)  
   เป็นการทําให้สารสกัดเข้มข้นโดยใช้แผ่นเมมเบรน (membrane) มักใช้กับสารที่มี
น้ำหนักโมเลกุล (molecular weight) สูงกว่า 5,000 
 

2.7 การแยกสารทุติยภูมิให้บริสุทธิ์ 
 โครมาโทกราฟีเป็นวิธีการแยกสารทุติยภูมิที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย อาศัยความแตกต่างกันของ
โมเลกุลของสาร เช่น คุณสมบัติในการละลาย ประจุบนโมเลกุล หมู่ทางเคมี โดยโมเลกุลของสารละลาย
เมื่อเข้าสู่ระบบของโครมาโทกราฟีที่ประกอบไปด้วยเฟสคงที่ (stationary phase) และเฟสเคลื่อนที่ 
(mobile phase) คุณสมบัติที่แตกต่างกันของสารจะเคลื่อนที่อยู่ในแต่ละส่วน โดยสารที่ยึดกับเฟสคงที่ได้
ดีจะเคลื่อนที่ช้า ส่วนสารที่ถูกพาไปพร้อมเฟสเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่า ระยะทางของสารแต่ละชนิด
ในการเคลื่อนที่จึงแตกต่างกันทำให้สามารถแยกสารต่าง ๆ ออกจากกันได้ 

 2.7.1 โครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ (Column Chromatography) 
  เป็นการแยกสารโดยเฟสคงที่เป็นตัวดูดซับบรรจุอยู่ในคอลัมน์ เฟสเคลื่อนที่คือตัวทำละลาย
ที่ไหลผ่านคอลัมน์ โครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ที่ใช้ในการแยกสารทุติยภูมิในงานวิจัยนี้ประกอบด้วย 
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  2.7.1.1 โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิวเทรชัน (gel filtration chromatography) 
   แยกสารโดยอาศัยความแตกต่างของขนาดโมเลกุล เฟสคงที่ในระบบคือเจลที่ถูกบรรจุ
ลงในคอลัมน์ เฟสเคลื่อนที่คือตัวทำละลาย หรือบัฟเฟอร์ที่ไหลผ่านคอลัมน์ที่สามารถละลายตัวอย่างได้ดี 
เจลที่ใช้มักเป็นพอลิเมอร์ที่ไม่ละลายน้ำแต่ดูดซับน้ำได้ดี รูปร่างเป็นทรงกลมมีการเชื่อมโยงกันเป็นร่างแห 
เกิดเป็นเม็ดเจลที่มีรูพรุน (porous gel bead) โมเลกุลของสารจะถูกแยกโดยอาศัยขนาดที่แตกต่างกัน 
โดยสารที่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถผ่านรูพรุนของเจลได้ จึงละลายในเฟสเคลื่อนที่และเคลื่อนที่ออกจาก
คอลัมน์ได้เร็ว ส่วนสารขนาดเล็กจะติดอยู่ในรูพรุนของเจลจึงเคลื่อนที่ออกมาได้ช้ากว่า สารที่ใช้ในการ
ผลิตเจลเป็นสารพอลิเมอร์ประเภทต่าง ๆ เช่น เด็กซ์แทรน เป็นพอลิเมอร์ของกลูโคส ชื่ อทางการค้าของ
เด็กซ์แทรน คือ sephadex มีหลากหลายขนาดขึ้นอยู่กับการใช้งาน ซึ่งเหมาะสำหรับการแยกผลิตภัณฑ์
ธรรมชาติ (รูปที่ 2.20)  

 
รูปที่ 2.20 โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิวเทรชัน (ธวัชชัย 2551) 
 

  2.7.1.2 โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High-performance liquid chromato- 
graphy; HPLC) 
   หลักการในการแยกคือการดูดซับ การแลกเปลี่ยนไอออน หรือขนาด โดยตัวกลางถูก
บรรจุอยู่ในคอลัมน์ที่มีขนาดเล็กและยาว สามารถแยกได้อย่างรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ เนื่องจากมีการ
ใช้ความดันทำให้เฟสเคลื่อนที่ไหลได้เร็วขึ้น การแยกเกิดขึ้นระหว่าง 2 ส่วน คือเฟสคงที่ และเฟสเคลื่อนที่ 
ทำให้สามารถแยกสารออกมาในเวลาที่แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับความเข้ากันได้ของสารตัวอย่างกับเฟสคงที่ 
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หรือเฟสเคลื่อนที่ สารที่เข้ากันได้ดีกับเฟสเคลื่อนที่จะออกมาก่อน  และสารที่เข้ากันได้ดีกับเฟสคงที่จะ
ออกมาทีหลัง จะถูกตรวจจับด้วยตัววัดสัญญาณ และแสดงผลออกมาในรูปของพีค คือ โครมาโทแกรม 
(chromatogram) ระยะเวลาที่สารแต่ละชนิดออกมา หรือตำแหน่งของพีคท่ีปรากฏ คือ retention time 
(tR) องค์ประกอบสำคัญของโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (รูปที ่2.21) 
 
 

 
รูปที่ 2.21 องค์ประกอบของ HPLC (DENKO, 2005) 
 

2.8 การพิสูจน์โครงสร้างและระบุชนิดของสาร 
 การพิสูจน์โครงสร้างสารอินทรีย์ที่แยกได้จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ อาศัยเทคนิคสเปกโทรสโกปี 
ได ้แก ่  น ิ ว เคล ียร ์แมกน ีท ิก เรโซแนนซ์  (Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy; NMR) 
แมสสเปกโทรเมทรี (Mass spectrometry; MS) ฟูเร ียร ์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ 
(Fourier Transform Infrared spectrometer; FT-IR Spectrometer) โพลาริมิเตอร์ (Polarimeter) 
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (UV-Vis spectrophotometer) หลักการของสเปกโทรสโกปี คือ คุณสมบัติ
ในการดูดกลืนรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าอย่างจำเพาะของนิวเคลียส อะตอม ไอออน หรือโมเลกุลของสารอินทรีย์ 
จะก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงพลังงาน เกิดเป็นลักษณะลายชี้บ่ง (fingerprint) ในสเปกตรัม เป็นข้อมูล
จำเพาะของโครงสร้าง เมื ่อนำข้อมูลมาวิเคราะห์ร่วมกันจะได้โครงสร้างสารอินทรีย์  การวิเคราะห์
โครงสร้างด้วยสเปกโทรสโกปีเป็นเทคนิคที่ใช้เวลาวิเคราะห์น้อย และใช้ปริมาณตัวอย่างน้อย  

 2.8.1 นิวเคลียร์แมกนีติกเรโซแนนซ์ (Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy; 
NMR) 
  นิวเคลียร์แมกนีติกเรโซแนนซ์เป็นเทคนิคหนึ่งที่สำคัญ เป็นการศึกษาข้อมูลของการดูดกลืน
แสงของพลังงานแม่เหล็กไฟฟ้าโดยนิวเคลียสในอะตอมของโมเลกุล เมื่ออะตอมดูดกลืนรังสีแม่เหล็กไฟฟ้า
คลื่นวิทยุช่วงความถ่ี 3 เฮิรตซ์ ถึง 300 จิกะเฮิรตซ์ จะเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในนิวเคลียสของอะตอม 
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  2.8.1.1 โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (Proton-Nuclear Magnetic Resonance; 
1H NMR) 
  อนุภาคท่ีมีประจุภายในอะตอม ได้แก่ อิเล็กตรอนมีประจุลบ และโปรตอนมีประจุบวก 
สามารถเกิดการหมุนควง (precession) รอบแกนนิวเคลียส ส่งผลให้นิวเคลียสมีสมบัติคล้ายแท่งแม่เหล็ก
และเกิดโมเมนต์แม ่เหล ็กได้ (magnetic moment, µ) โปรตอนที ่ถ ูกกำบังด ้วยอ ิเล ็กตรอนที ่มี
สภาพแวดล้อมทางแม่เหล็ก (magnetic environment) และสภาพแวดล้อมทางเคมี  (chemical 
environment) ไม่เหมือนกัน จะได้รับความเข้มสนามแม่เหล็กภายนอกไม่เท่ากัน ทำให้โปรตอนดูดกลืน
ความถี่คลื่นวิทยุ และเกิดความถี่เรโซแนนซ์ที่แตกต่าง โดยเทียบความถี่เรโซแนนซ์ของโปรตอนกับสาร
อ้างอิง ได้แก่ เททระเมทิลไซเลน (Tetramethylsilane (TMS), (CH3)4Si) เรียกว่า ค่าการเลื่อนทางเคมี 
(chemical shift) โดยปกติค่า chemical shift ของโปรตอนจะปรากฎในช่วงประมาณ 0-12 ppm 
สเปกตรัม 1H NMR และตำแหน่งสัญญาณของโปรตอนชนิดต่าง ๆ ของสารอินทรีย์แสดงดังรูปที่ 2.22 
 
 

 

รูปที่ 2.22 ตำแหน่งสัญญาณของโปรตอนชนิดต่างๆ ของสารอินทรีย์ (อรุณรัตน์, 2563)  

  2.8.1.2 อะตอมคาร์บอน-13 นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (Carbon-Nuclear Magnetic 
Resonance; 13C NMR) 
   คาร์บอนที่ดูดกลืนรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าคลื ่นวิทยุทำให้เกิดการเปลี ่ยนแปลงภายใน
นิวเคลียส เรียกปรากฏการณ์นี้ว่า อะตอมคาร์บอน-13 นิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์ โดยข้อมูลที่ได้จาก
สเปกตรัม 13C NMR ทำให้ทราบจำนวน และชนิดของอะตอมคาร์บอนในโครงสร้างของสารอินทรีย์ค่า 
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chemical shift ของ 13C (δC) จะอยู่ในช่วง 0 ถึง 220 ppm โดยเทียบกับความถี่เรโซแนนซ์ของสาร
มาตรฐานเททระเมทิลไซเลน ตำแหน่งสัญญาณเรโซแนนซ์ของอะตอมคาร์บอนแสดงดังรูปที่ 2.23 
 

 

รูปที่ 2.23 ตำแหน่งสัญญาณหรือความถ่ีเรโซแนนซ์ของอะตอมคาร์บอน (อรุณรัตน์, 2563)  

   ถ้าโครงสร้างมีความซับซ้อน สัญญาณจะซ้อนทับกันเกิดกระบวนการ เรียกว่า broad-
band (BB) decoupling สามารถทำให้ช่วงคลื่นความถี่วิทยุของทุกโปรตอนเกิดเรโซแนนซ์พร้อมกัน จึง
ไม่สามารถจำแนกชนิดของอะตอมคาร์บอนในโครงสร้างได้ จึงมีการทดลองเดปต์ (Distortionless 
Enhancement by Polarization Transfer; DEPT) โดยเทียบกับสเปกตรัม 13C NMR การทดลองเดปต์
มีหลายแบบ ได้แก่ DEPT 90 และ DEPT 135 จากรูปที่ 2.24 สเปกตรัม DEPT 90 จะปรากฏเฉพาะ
สัญญาณของ CH อยู ่ด้านบน (positive) ส่วนสเปกตรัม DEPT 135 จะปรากฏสัญญาณของเมทิลีน
คาร์บอน (methylene carbon; CH2) อยู่ด้านล่าง (negative) ส่วนมีไทน์คาร์บอน (methine carbon; 
CH) และ เมทิลคาร์บอน (methyl carbon; CH3) อยู่ด้านบน ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบสเปกตรัม DEPT 90 
และ DEPT 135 กับสเปกตรัม 13C NMR BB decoupling จะทำให้ทราบจำนวนและตำแหน่งสัญญาณ
ของอะตอมคาร์บอนสี่ธาตุ (C) ที่มาปรากฏในเดปต์ได้ 
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รูปที่ 2.24 สเปกตรัม 13C NMR ของ 1-คลอโร-2-โพรพานอล 1) DEPT 135 2) DEPT 90 และ 3) BB 
decoupling (เย็นหทัย 2549) 

 

  2.8.1.3 นิวเคลียร์แมกนีติกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ (2-Dimentional Nuclear Magnetic 
Resonance; 2D-NMR) 
   สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติส่วนใหญ่มีโครงสร้างซับซ้อน จึง
ต้องใช้เทคนิคนิวเคลียร์แมกนีติกเรโซแนนซ์แบบ 2 มิติ ร่วมด้วย สเปกตรัมของนิวเคลียร์แมกนีติกเร
โซแนนซ์แบบ 2 มิติ ประกอบด้วย 3 แกน คือ แกน X และ Y เป็นค่า chemical shift (δ; ppm) และ
แกน Z เป็นความเข้มสัญญาณ  ชนิดสเปกตรัมเป็นความสัมพันธ์ระหว่างนิวเคลียสอะตอมเดียวกันหรือ
ต่างชนิดกัน ได้แก่ 
 1) เอชเอสคิวซี (Heteronuclear Single-Quantum Coherence; HSQC) 
  ความสัมพันธ์ระหว่างอะตอมคาร์บอนกับไฮโดรเจน จะทราบข้อมูลของอะตอมไฮโดรเจนอยู่
บนคาร์บอนตัวใด 
 2) เอชเอ็มบีซี (Heteronuclear Multi-Bond Connectivity; HMBC) 
  ความสัมพันธ์ระหว่างอะตอมไฮโดรเจนและคาร์บอน จะทราบข้อมูลของอะตอมไฮโดรเจน
และคาร์บอน ที่มีระยะห่างจากกันไม่เกิน 3 พันธะ 
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 3) โคซีระหว่างโปรตอนกับโปรตอน ((Hydrogen-Hydrogen Correlation Spectroscopy; H-H 
COSY)  
  ความสัมพันธ์ระหว่างโปรตอนกับโปรตอน จะทราบข้อมูลของโปรตอนและโปรตอนข้างเคียง
ที่อยู่ห่างกันไม่เกิน 3 พันธะ  
 4) โนซี (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy; NOESY) 
  เทคนิคโนซีมีประโยชน์เพ่ือใช้ยืนยันโครงสร้างที่มีสเตอริโอไอโซเมอร์มากกว่าหนึ่งไอโซเมอร์ 
เช่น ซิส- ทรานส์- โครงสร้างที่มีโครงรูป หรือโครงสร้างเป็นวง ปรากฏเป็นพีคข้ามในสเปกตรัม 

 2.8.2 แมสสเปกโทรเมทร ี(Mass spectrometry; MS) 
  แมสสเปกโทรเมทรีอาศัยหลักการดูดกลืนรังสีแม่เหล็กไฟฟ้าของสารอินทรีย์ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงระดับพลังงานอิเล็กทรอนิกส์ ระดับพลังงานการสั่น และระดับพลังงานการหมุน ข้อมูลที่ได้
จากแมสสเปกตรัม (mass spectrum) คือมวลโมเลกุล และยืนยันโครงสร้างได้ แมสสเปกตรัมมีลักษณะ
เป็นเบสพีค (base peak) ซึ่งมักเป็นพีคของไอออนที่เสถียรที่สุด โดยแกน y ของกราฟจะแสดงเปอร์เซ็นต์
ความอุดมสัมพัทธ์ (% relative abundance) ของไอออน และแกน x แสดงค่ามวลต่อประจุ (รูปที่ 2.25) 
 

 
รูปที่ 2.25 แมสสเปกตรัมของเอทิลเบนซีน (อรุณรัตน์, 2563) 
 

 2.8.3 ฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ (Fourier Transform Infrared 
Spectrometer; FT-IR Spectrometer) 
  การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR สามารถใช้ได้กับตัวอย่างทั้งของแข็ง ของเหลว และแก๊ส ซึ่ง
สามารถวิเคราะห์ได้แม้ตัวอย่างจะมีปริมาณน้อย ใช้ในการวิเคราะห์ตรวจสอบโมเลกุลของสาร อาศัย
หลักการการสั่น (Vibration) ของโมเลกุลจากการดูดกลืนแสงที่อยู่ในช่วงอินฟราเรดประมาณ 4,000 ถึง 
400 cm-1 ล ักษณะสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารแต่ละชนิดมีค ุณสมบัติเฉพาะ  จะเกิดการ
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เปลี่ยนแปลงระดับพลังงานการสั่นพร้อมกับการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานการหมุน โดยการเปลี่ยนแปลง
ระดับพลังงานการสั่นทำให้ทราบชนิดหมู่ฟังก์ชัน (functional group) เช่น พันธะคู่ พันธะสาม หมู่คาร์
บอนิล หมู่ไฮดรอกซิล หมู่อะมิโน (รูปที่ 2.26) (ศิรินิตย์ และ ปฐมาพร 2561) 
 

 

รูปที่ 2.26 สเปกตรัม FT-IR ของแกรฟีนออกไซด์ (Graphene oxide) (Valencia et al., 2018) 
 

 2.8.4 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (UV-Vis spectrophotometer) 
  อาศัยคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงในช่วงอัลตราไวโอเลต (UV) และช่วงแสงที่มองเห็น 
(Visible light) มีความยาวคลื่นประมาณ 190-1000 นาโนเมตร เมื่อโมเลกุลของสารตัวอย่างถูกฉายด้วย
แสงที่ระดับพลังงานเหมาะสมจะทำให้อิเล็กตรอนเกิดการดูดกลืนแสงแล้วเปลี่ยนสถานะไปอยู่ในชั้นที่มี
ระดับพลังงานสูงกว่า ทำการวัดปริมาณของแสงที่ผ่านหรือสะท้อนจากตัวอย่างเทียบกับแหล่งกำเนิดแสง 
ตามกฎของ Beer-Lambert ค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) มีความสัมพันธ์กับปริมาณและชนิดของ
สารตัวอย่าง จึงสามารถระบุชนิดและปริมาณของสารต่าง ๆ ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนี้จะ
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) และค่าความยาวคลื่น (Wavelength) 
 

2.9 งานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 
 Yu และคณะ (2021) แยกแอคติโนมัยสีทจากรากของต้นข้าวสาลี จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

อน ุกรมว ิธานเคม ี  และจากการว ิ เคราะห ์  DNA–DNA hybridization พบแอคต ิม ัยส ีทในสกุล 

Streptomyces สายพันธุ์ใหม่ และถูกกำหนดชื่อเป็น Streptomyces triticiradicis sp. nov. อีกทั้งสาร

เมทาบอไลท์ที่แยกได้5^dนำมาทำการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคสเปกโตสโกปี พบสารที่มีการค้นพบ

แล้ว 3 สาร และสารชนิดใหม่ 1 สาร ที่มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อรา (Yu et al., 2020) 
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 Zhang และคณะ (2021) พบแอคติโนมัยสีทไอโซเลต XJ31 จากการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA 

พบว ่ า เป ็ นสก ุ ล  Nocardia สายพ ันธ ุ ์ ใหม ่  อ ี กท ั ้ ง จ ากการแยกสารท ุ ต ิ ยภ ู ม ิ พบสารกลุ่ ม 

benz[α]anthraquinones 2 สาร ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง Mycobacterium tuberculosis โดยเป็นสาร

ชนิดใหม่ 1 สาร คือ brasiliquinone E (Zhang et al., 2020) (L. Zhang et al., 2020) 

 Fu และคณะ (2020) ทำการแยกแอคติโนมัยสีทไอโซเลต HM134 จากดินป่าชายเลน ประเทศจีน 

นำมาทำการศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ ลักษณะทางฟีโนไทป์ และอนุกรมวิธานเคมี พบว่า ไอโซเลต 

HM134 จ ัดอยู ่ในสกุล Micromonospora สปีช ีส ์ใหม่และถูกกำหนดชื ่อเป ็น Micromonospora 

zhangzhouensis sp. nov. อีกท้ังสารสกัดหยาบของเชื้อนี้สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งตับ เซลล์มะเร็งลำไส้ 

และ เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 เมื่อทำการวิเคราะห์โครงสร้างสารด้วยเทคนิคสเปกโตสโกปี พบว่าเป็น

อนุพันธ์ของไดเทอพีนอยด์ชนิดใหม่ (Fu et al., 2020) 

 Sengupta et al. (2015) ทำการแยกแอนติโนม ัยส ีทจากป ่าชายเลยในอ ุทยานแห ่งชาติ  
Sundarban ได้ทั ้งหมด 54 ไอโซเลต คัดเลือกเบื้องต้นโดนทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์
จำนวน 15 ชนิด และ 3 ชนิดเป็นจุลินทรีย์ที่ก่อโรคในพืช พบว่าแอคติโนมัยสีทเพียง 9 ไอโซเลตที่ยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรีย์เหล่านี้ได้ จึงนำมาทำการจัดจำแนกโดยใช้อนุกรมวิธานหลายส่วน รวมทั้งศึกษา
ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA พบว่าแอคติโนมัยสีท 8 ไอโซเลตมีความใกล้เคียงสกุล 
Streptomyces มากที่สุด และ 3 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ก่อโรคในพืช ไอโซเลต 
SMS_SU21 ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบ มีค่า MIC เท่ากับ 0.05 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ
สามารถต้านอนุมูลอิสระ มีค่า IC50 เท่ากับ 0.242 ± 0.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Sengupta et al., 2015) 

 Gong et al. (2018) ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากป่าชายเลนของทะเล Maowei ในประเทศจีน 
ได้แอคติโนมัยสีทจำนวน 54 ไอโซเลต นำมาวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA พบว่าส่วน
ใหญ่เป็นสกุล Streptomyces และพบแอคติมัยสีทหายากสกุล Stenotrophomonas ในการศึกษานี้พบ
แอคติโนมัยสีทจำนวน 20 ไอโซเลต ที ่สามารถยับยั ้งการเจริญของจุลินทรีย์ดื ้อยา Vancomycin-
resistant Enterococcus (VRE) และ methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ
สารทุติยภูมิของแอคติโนมัยสีท 29 ไอโซเลต พบเอนไซม์ nonribosomal peptide synthetase (NRPS) 
เอนไซม์ polyketide synthase type I (PKS-I) และ polyketide synthase type II (PKS-II) (Gong et al., 2018) 

 Hong et al. (2009) ทำการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินและพืชในป่าชายเลน ประเทศจีน สามารถ
คัดแยกแอคติโนมัยสีทได้ถึง 2,000 ไอโซเลต ทำการจัดจำแนกโดยใช้ลักษณะทางฟีโนไทป์ และจีโนไทป์ 
พบแอคติโนมัยสีทที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง Human Colon Tumor 116 cells ได้ 20 
เปอร์เซ็นต์ ยับยั้ง Candida albicans ได้ 5 เปอร์เซ็นต์ และยับยั้ง Staphylococcus aureus ได้ 10 
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เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่แอคติโนมัยสีท 3 เปอร์เซ็นต์ ยับยั้งโปรตีนไทโรซีนฟอสฟาเทส 1บี (tyrosine 
phosphatase 1B; PTP1B)  ท ี ่ เก ี ่ ยวข ้องก ับโรคเบาหวาน พบในสก ุล  Micromonospora และ 
Streptomyces ผู้วิจัยจึงพบว่าแอคติโนมัยสีทจากป่ายเลนเป็นแหล่งผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่
หลากหลาย (Hong et al., 2009) 
 Hassan et al. (2018) ได้ศึกษาเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพืชสมุนไพรที่ชื่อว่า มอร์
นิ่งกลอรี่ (Convolvulus arvensis) บาฮารียาโอเอซิส ประเทศอียิปต์ ทำการจัดจำแนกโดยใช้ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา ลักษณะการเจริญ และเทคนิคทางชีวโมเลกุล พบว่า Streptomyces capillispiralis 
Ca-1 สามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโนของทองแดงชนิดใหม่ และไม่มีความเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม ได้ทำ
การยืนยันอนุภาคนาโนของทองแดงโดนใช้ UV-Vis spectroscopy ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
ศึกษาขนาดและรูปร่างของอนุภาคนาโนของทองแดงด้วย Transmission Electron Microscopy (TEM) 
และทำการยืนยันหมู่ฟังก์ชันในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดย FT-IR Spectrometer อย่างไรก็ตามอนุภาค
นาโนของทองแดงที่สังเคราะห์ได้จากธรรมชาติมีการนำไปใช้ทางด้านการแพทย์อย่างแพร่หลาย ทั้งใช้ใน
การยับยั้งการติดเชื้อจากจุลินทรีย์ ใช้ในการควบคุมเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคและแมลงที่เป็นศัตรูพืช (Hassan et al., 2018) 

 Singh et al. (2018) ทำการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจากพืช 6 ชนิด จากรัฐอุตตราขัณฑ์ 
ประเทศอินเดีย เพื่อคัดเลือกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่มีฤทธิ์ในการกำจัดศัตรูพืช Congress Grass 
(Parthenium hysterophorus)  สาบแร ้งสาบกา (Ageratum conyzoides)  และหญ้าก ้นจ ้ำขาว 
(Bidens biternata) ทำการศึกษาโดยการหมักในอาหารเหลว SCN และ GS (submerged culture) 
พบว่าเมื่อทำการเพาะเลี้ยงเมล็ดสาบแร้งสาบการ่วมกับ Nocardiodes sp. 1, Nocardiodes sp.2 และ 
Actinomadura sp. สามารถลดการงอกของเมล็ดวัชพืชได้ถึง 60 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่มีผลต่อระยะการงอก
ในหญ้าก้นจ้ำขาว ในอาหารเหลว SCN สกุล Nocardiodes sp.1 สามารถลดการงอกของ Congress 
Grass ได้ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่อาหารเหลว GS สกุล Saccharopolyspora sp. สามารถลดการ
งอกได้ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ในสภาวะหลังการงอกของวัชพืชยังสามารถลดการเจริญของรากและ
ยอด จากงานวิจัยนี้ทำให้พบแอคติโนมัยสีทเป็นอีกหนึ่งแหล่งในการค้นพบสารกำจัดศัตรูพืช (H. Singh et al., 2018)  

 Ranjan และ Jadeja (2017) ทำการศึกษาสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในคน 
Staphylococcus aureus โดยแยกแอคติโนมัยสีทจากแพงพวยฝรั่ง (Catharanthus roseus) พบว่า 
Micrococcus yunnanensis rsk5 โดยสารสกัดหยาบที่ได้จากการนำอาหารเหลวมาสกัดด้วยเอทิลอะซี
เตต ทำการแยกโดยใช้ HPLC พบว่าสารปฏิชีวนะนี้เป็นสารชนิดใหม่ยังไม่มีการระบุ (Ranjan and Jadeja, 2017) 

 Goudjal et al. (2014) คัดแยกแอคติโนมัยสีทจำนวน 34 ไอโซเลต จากพืชท้องถิ่นของทะเลทราย
ซาฮารา ประเทศอัลจีเร ีย พบแอคติโนมัยสีท 6 ไอโซเลตที ่สามารถยับยั ้งการเจริญของเชื ้อรา 
Rhizoctonia solani โดยทดสอบในดินที่ผ่านการฆ่าเชื้อและไม่ผ่านการฆ่าเชื้อซึ่งดินทั้ง 2 แบบทำการ
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ทดลองพร้อมกับทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญของเมล็ดมะเขือเทศ พบว่าสายพันธุ์ CA-2 
และ AA-2 สามารถลดอ ัตราการเก ิดโรค เช ่น เด ียวก ับ  thioperoxydicarbonic diamide และ
tetramethylthiram (TMTD) และสามารถเพิ่มน้ำหนักของต้นอ่อน  ความยาวของรากในต้นกล้าที่เพาะ
เมล็ดโดยเทียบกับการทดลองควบคุม (Goudjal et al., 2014) 
 Baba et al. (2015) ได้ทำการศึกษาสารที่มีฤทธิ์ในการต้านมาลาเรียจากสารสกัดหยาบของเอนโด
ไฟติกแอคติโนมัยสีทหลากหลายสายพันธุ์ที่แยกจากพืชสมุนไพรในประเทศมาเลเซีย ทดสอบสารสกัด
หยาบของ Streptomyces sp. SUK8 SUK10 และ SUK27 ในหนูตัวผ ู ้สายพันธุ ์ ICR ในการยับยั้ง 
Plasmodium berghei PZZ1/100 ที่ก่อโรคมาลาเรีย สารสกัดหยาบของไอโซเลต SUK10 ที่แยกได้จาก
เนื้อไม้ของต้นยางนา (Shorea ovalis) สามารถยับยั้งการเจริญของ P. berghei ในหนูทดลอง โดยความ
เข้มข้นของสารที่สามารถยับยั้งการเจริญของปรสิตก่อโรคมาลาเรียคือ 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมของ
น้ำหนักตัวหนู พบว่าหนูมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ มีชีวิตรอดได้มากกว่า 90 วัน หลังจากที่หนูได้รับปรสิต 
จากการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ Streptomyces SUK10 เป็นสปีชีส์ใหม่ (Baba et al., 2015) 
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บทท่ี 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
 

3.1 แอคติโนมัยสที   
 แอคติโนมัยสีทแยกได้จากป่าพรุลานควาย จังหวัดปัตตานี (2 ไอโซเลต) และเอนโดไฟติกแอคติโน
มัยสีทของเนื้อเยื่อพืช Coffea arabica L. จากไร่กาแฟชูอนันต์ จังหวัดราชบุรี (1 ไอโซเลต) ชุมชนกาแฟ
ดงมะไฟ จังหวัดนครราชสีมา (1 ไอโซเลต) และหมู่บ้านแม่คำหล้า จังหวัดลำปาง (1 ไอโซเลต) โดย
นักศึกษาปริญญาตรีที่จบการศึกษาในปี 2562  
 

3.2 การศึกษาอนุกรมวิธานหลายส่วนของแอคติโนมัยสีท 
 3.2.1 การศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ (Phenotypic Characteristics) 
 3.2.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) 
 เลี ้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหารสูตรดัดแปลง  soil extract agar (ภาคผนวก ก) ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14-21 วัน จนมีการสร้างสปอร์ ตรวจดูลักษณะของสปอร์ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ (LEICA รุ่น DM750) โดยใช้เลนส์ส่องระยะไกล (long-working distance lens) (LEICA รุ่น 
506298) ที่กำลังขยายภาพ 400 เท่า และตรวจสอบลักษณะของสปอร์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด 
(scanning electron microscope) (JEOL InTouchScope รุ่น JSM-IT500HR) เตรียมตัวอย่างโดยวิธี
ของศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 3.2.1.2 การศึกษาลักษณะการเจริญของแอคติโนมัยสีท (Cultural characteristics) 
  เล ี ้ ย งแอคต ิ โนม ัยส ีทบนอาหาร International Streptomyces Project (ISP) 
ประกอบด ้วย yeast extract-malt extract (ISP2)  oat meal agar (ISP3)  inorganic salts-starch 
agar (ISP4 )  glycerol-asparagine agar (ISP5 )  peptone-yeast extract iron agar (ISP6 )  tyrosine 
agar (ISP7) (Shirling & Gottlieb, 1966) glucose asparagines agar czapek's sucrose agar และ 
nutrient agar (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน สังเกตลักษณะการเจริญ สี
ของเส้นใยอาหาร (substrate mycelium) เส้นใยอากาศ (aerial mycelium) และรงควัตถุที่ละลายน้ำ
ได้ (soluble pigments) โดยเทียบกับกระดาษสีมาตรฐาน ISCC-NBS color charts  
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 3.2.1.3 การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา และชีวเคมี 
  1. การใช้แหล่งคาร์บอน (Carbon utilization) 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร Carbon utilization medium (ISP9) (ภาคผนวก ก) 
(Shirling and Gottlieb, 1966) ที่เติมแหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ดี-ฟรุคโตส (D-
fructose) อะโดนิทอล (adonitol) ดี-ราฟฟิโนส (D-raffinose) ไซลิทอล (xylitol) ดี-แลคโตส (lactose) 
ไมโอ-อินนิซิทอล (myo-inisitol) ดี-เมลิไบโอส (D-melibiose) ดี-ซูโครส (D-sucrose) อินนูลิน (inulin) 
ดี-ไรโบส (D-ribose) เดกซ์แทรน (dextran) ดี-กาแลคโตส (D-galactose)  แอล-อะราบ ิโนส (L-
arabinose) ดี-ไซโลส (D-xylose) ทรีฮาโลส (trehalose) แอล-แรมโนส (L-rhamnose) ดี-แมนนิทอล 
(D-mannitol) ดี-แมนโนส (D-mannose) และ ดี-เมลิไซโตส (D-melizitose) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน โดยใช้ชุดควบคุมเชิงลบ คือ อาหารที่ไม่เติมแหล่งคาร์บอน และชุดควบคุมเชิง
บวก คือ อาหารที่เติม ดี-กลูโคส (D-glucose) เป็นแหล่งคาร์บอน ตรวจผลโดยการเปรียบเทียบการเจริญ
กับชุดควบคุมโดยให้ผลการตรวจสอบดังนี้ 
  - เมื่อมีการเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งคาร์บอนที่ต้องการทดสอบได้เท่ากับหรือดีกว่า
ชุดควบคุมเชิงบวก ให้บันทึกผลเป็นบวก (+) 
  - เมื่อมีการเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งคาร์บอนที่ต้องการทดสอบได้ดีกว่าชุดควบคุม
เชิงลบแต่เจริญได้น้อยกว่าชุดควบคุมเชิงบวก ให้บันทึกผลการทดลองเป็นปานกลาง (w) 
  - เมื่อมีการเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งคาร์บอนที่ต้องการทดสอบได้เท่ากับหรือน้อย
กว่าชุดควบคุมเชิงลบ ให้บันทึกผลเป็นลบ (-)  
  2. การใช้แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen utilization) 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร basal medium (ภาคผนวก ก) (Li et al. 2016) ที่เติม
แหล่งไนโตรเจนความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ 2-อะมิโนบิวเทน (2-aminobutane) แอล-อาร์จินีน 
(L-arginine)  แอล -ซ ิสเทอ ีน (L-cystein)  แอล -ฮ ิสท ิด ีน (L-histidine)  4-ไฮดรอกซ ี โพรล ีน (4-
hydroxyproline) แอล-โพรลีน (L-proline) แอล-เมไทโอนีน (L-methionine) แอล-ฟีนิลอะลานีน (L-
phenylalanine) แอล-เซอรีน (L-serline) แอล-ทรีโอนีน (L-threonine) และแอล-วาลีน (L-valine) บ่ม
ที ่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน โดยใช้ชุดควบคุมเชิงลบ คือ อาหารที ่ไม่เติมแหล่ง
ไนโตรเจน และชุดควบคุมเชิงบวก คือ อาหารที่เติม แอสพาราจีน (asparagine) เป็นแหล่งไนโตรเจน 
ตรวจผลโดยการเปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมโดยให้ผลการตรวจสอบดังนี้ 
  - เมื่อมีการเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งไนโตรเจนที่ต้องการทดสอบได้เท่ากับหรือดีกว่า
ชุดควบคุมเชิงบวก ให้บันทึกผลเป็นบวก (+) 
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  - เมื่อมีการเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งไนโตรเจนที่ต้องการทดสอบได้ดีกว่าชุดควบคุม
เชิงลบแต่เจริญได้น้อยกว่าชุดควบคุมเชิงบวก ให้บันทึกผลการทดลองเป็นปานกลาง (w) 
  - เมื่อมีการเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งไนโตรเจนที่ต้องการทดสอบได้เท่ากับหรือน้อย
กว่าชุดควบคุมเชิงลบ ให้บันทึกผลเป็นลบ (-)  
  3. ความสามารถในการเจริญของแอคติโนมัยสีทที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร yeast extract-malt extract (ISP2) บ่มที่อุณหภูมิ 10 
20 30 37 40 45 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ตรวจผลการเจริญ 
  4. ความสามารถในการเจริญของแอคติโนมัยสีทที ่pH ระดับต่าง ๆ 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร yeast extract-malt extract (ISP2) ที่ระดับพีเอช 4-
12 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ตรวจผลการเจริญ 
  5. ความสามารถในการเจริญของแอคติโนมัยสีทบนอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร yeast extract-malt extract (ISP2) ที่มีโซเดียมคลอ
ไรด์ที่ความเข้มข้น 1-8 เปอร์เซ็นต ์บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ตรวจผลการเจริญ  
  6. ความสามารถในการย่อยสลายแป้ง (Starch hydrolysis) 
 เลี ้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร inorganic-salt starch (ISP4) (ภาคผนวก ก) บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน นำสารละลายไอโอดีน 1 เปอร์เซ็นต์ ลาดลงบนอาหาร หาก
แอคติโนมัยสีทสามารถย่อยแป้งจะเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี ให้บันทึกผลการทดลองเป็นบวก (+) (Booth, 
1971) 
  7. ความสามารถในการย่อยเจลาติน (Gelatin liquefaction) 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลว bouillon gelatin (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 วัน หลังจากนั้นนำไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที หากมีการย่อยเจลาตินอาหารจะมีลักษณะเหลว ให้บันทึกผลการทดลองเป็นบวก (+) 
  8. ความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรต (Nitrate reduction) 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลว peptone KNO3 (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ตรวจสอบการรีดิวซ์ไนเตรตโดยหยดกรดซัลฟานิลิก (sulfanilic acid) 
ปริมาตร 2 หยด และสารละลายไดแนปทิลลามีน (N,N-dimethyl-1-naphthylamine) (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 3 หยด หากมีการรีดิวซ์ไนเตรตอาหารจะเปลี่ยนเป็นสีชมพู หรือแดง ให้บันทึกผลการทดลองเป็น
บวก (+)   
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  9. ความสามารถในการย่อยโปรตีน (Coagulation and peptonization of skim milk) 
   เลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลว skim milk (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน หากย่อยโปรตีนในนมได้อาหารจะมีลักษณะใส ให้บันทึกผลการทดลองเป็น
บวก (+)   
 เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหารแข็ง skim milk (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน หากย่อยโปรตีนในนมได้จะเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี ให้บันทึกผลการทดลอง
เป็นบวก (+) (Li et al., 2016a) 
  10. ความสามารถในการย่อยยูเรีย (Urea hydrolysis) 
 เลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลวยูเรียความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ก) บ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน อาหารจะเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นชมพูเมื่อเกิดการย่อยยู
เรีย ให้บันทึกผลการทดลองเป็นบวก (+) (D. Sharma et al., 2011) 
  11. ความสามารถในการสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ (Hydrogen sulfide production) 
  นำแอคติโนมัยสีทถ่ายลงอาหาร triple sugar iron agar (TSI agar) (ภาคผนวก ก) 
(Goodfellow et al., 2012) โดยการแทงแอคติโนมัยสีท (stab inoculation) ลงไปในอาหาร และขีด 
(simple streak) บนผิวหน้าอาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั หากมีการสร้าง
ไฮโดรเจนซัลไฟด์อาหารจะเปลี่ยนเป็นสีดำของเฟอร์รัสซัลไฟด์ 
  12. การทดสอบเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase test)  
 เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร yeast extract-malt extract (ISP2) บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน เขี่ยโคโลนีของแอคติมัยสีทโดยใช้ไม้จิ้มฟันปราศจากเชื้อ จากนั้นนำไปวาง
บนกระดาษกรองที่หยดสารละลาย Kovács ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสีสารละลายบริเวณโคโลนีของแอคติมัยสีทบนกระดาษกรอง หากเปลี่ยนเป็นสีม่วง 
ภายในเวลา 60-90 วินาที ให้บันทึกผลการทดลองเป็นบวก (+) หากผ่านไป 2 นาที แล้วยังไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงให้บันทึกผลการทดลองเป็นลบ (-) (Li et al., 2016a)  
  13. การทดสอบเอนไซม์คะตะเลส (Catalase test) 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร yeast extract-malt extract (ISP2) บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน เขี่ยโคโลนีของแอคติมัยสีทโดยใช้ไม้จิ้มฟันปราศจากเชื้อ จากนั้นนำไปวาง
บนสไลด์แล้วหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 30 วินาที หากมี
ฟองแก๊สของออกซิเจนเกิดข้ึน ให้บันทึกผลการทดลองเป็นบวก (+)   
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



53 
 

  14. ความสามารถในการย่อยสารที ่ไม่ละลายน้ำ (Decomposition of unsoluble 
substrates) 
  เลี ้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร yeast extract-malt extract (ISP2) ที่เติมสารที่ไม่
ละลายน้ำ ได้แก่ ไทโรซีน (tyrosine) แซนทีน (xanthine) ไฮโปแซนทีน (hypoxanthine) อะดีนีน 
(adenine) และเซลลูโลส (cellulose) (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน 
หากสามารถย่อยสารที่ไม่สามารถละลายน้ำได้จะเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี ให้บันทึกผลการทดลองเป็น
บวก (+)   
  15. ความสามารถในการสร้างกรดจากคาร์โบไฮเดรต (Acid production from 
carbohydrates) 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร Basal inorganic nitrogen (ภาคผนวก ก) ที่เติมแหล่ง
คาร์บอนต่าง ๆ ได้แก่ ดี-กลูโคส (D-glucose) ด-ีฟรุคโตส (D-fructose) อะโดนิทอล (adonitol) ด-ีเซลโล
ไบโอส (D-cellobiose) ดี-ราฟฟิโนส (D-raffinose) ไซลิทอล (xylitol) ดี-แลคโตส (lactose) ดี-ซาลิซิน 
(D-salicin) ไมโอ-อินนิซิทอล (myo-inisitol) ดี-เมลิไบโอส (D-melibiose) ดี-ซูโครส (D-sucrose) อินนู
ลิน (inulin) ดี-ไรโบส (D-ribose) เดกซ์แทรน (dextran) ดี-กาแลคโตส (D-galactose) แอล-อะราบิโนส 
(L-arabinose) ดี-ไซโลส (D-xylose) ทรีฮาโลส (theehalose) แอล-แรมโนส (L-rhamnose) ดี-แมนนิ
ทอล (D-mannitol) ดี-แมนโนส (D-mannose) ดี-เมลิไซโตส (D-melizitose) และกลีเซอรอล (glycerol) 
โดยใช้ชุดควบคุมเชิงลบ คือ อาหารที่ไม่เติมแหล่งคาร์บอน หากสามารถสร้างกรดจากแหล่งคาร์บอนนั้น ๆ
ได้ อาหารจะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นเหลือง ให้บันทึกผลการทดลองเป็นบวก (+)   
  16. การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยชุดทดสอบ API ZYM (bioMérieuxapi® SA) 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร yeast extract-malt extract (ISP2) บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ขูดโคโลนีของแอคติโนมัยสีทลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
0.85 เปอร์เซ็นต์ ปราศจากเชื้อ 1,000 ไมโครลิตร ปรับความหนาแน่นของแอคติโนมัยสีทเทียบเท่ากับ 6 
McFarland (1.8x109 CFU/ml) หลังจากนั้นเติมสารละลายแอคติมัยสีทปริมาตร 80 ไมโครลิตร ลงในแต่
ละหลุมของชุดทดสอบ API ZYM และเติมน้ำลงในถาดก่อนวางชุดทดสอบลงในถาดและปิดฝา บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ทำการหยดสารละลาย ZYM A จำนวน 1 หยดในแต่ละ
หลุม และตามด้วยสารละลาย ZYM B จำนวน 1 หยด ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีในแต่
ละหลุมเปรียบเทียบกับตารางตรวจผล  
  การทดสอบคุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์โดยชุดทดสอบ API ZYM ประกอบด้วย
เอนไซม์ 19 ชนิด ได้แก่ Alkaline phosphatase Esterase (C 4) Esterase Lipase (C 8) Lipase (C 
14) Leucine arylamidase Valine arylamidase Cystine arylamidase Trypsin Chymotrypsin 
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Acid phosphatase Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase -galactosidase -galactosidase -
glucuronidase -glucosidase -glucosidase N-acetyl--glucosaminidase, -mannosidase 
และ -fucosidase 
   17. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antibiotics susceptibility) 
   ทำการเตรียมสารละลายแอคติโนมัยสีทในโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 
เปอร์เซ็นต์ ตั้งทิ้งไว้ 15 นาที เพื่อให้เซลล์ที่หนักตกตะกอนเหลือแต่สปอร์และเส้นใยอากาศลอยอยู่ด้านบน 
ดูดส่วนบนมาปรับความหนาแน่นเทียบเท่ากับ 0.5 McFarland (1.5 x 108 CFU/ml)  และใช้ไม้พันสำลี
จุ่มสารละลายแอคติโนมัยสีทลาก (Swab) บนอาหาร mueller hinton agar (MHA) (ภาคผนวก ก) เป็น
แนวระนาบ  3 ระนาบ จากน ั ้ นนำด ิ สก ์ ย า  Amikacin Amoxicillin Amphotericin Ampicillin 
Cycloheximide Ofloxacin Oxacillin Penicillin Tobramycin และ Vancomycin ความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วางดิสก์ยาลงบนอาหารที่ swab แอคติโนมัยสีท บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 72 ชั ่วโมง ตรวจผลโดยสังเกตบริเวณยับยั ้ง ( inhibition zone) โดยใช้ Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 และ Escherichia coli ATCC 25922 เป็นจุลินทรีย์ควบคุม (control organisms) 
(Lebeaux et al., 2019) 

 3.2.2 การศึกษาอนุกรมวิธานเคมี (Chemotypic characteristics) 
  3.2.2.1 การเตรียมเซลล์แห้ง 
   เลี ้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลว yeast extract-malt extract (ISP2) ในสภาวะ
เขย่า 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นเก็บเซลล์โดยนำน้ำหมักปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง และล้างเซลล์ด้วยน้ำกลั่น
ปราศจากเชื้อจนใส นำเซลล์ที่ได้ไปทำแห้งโดยใช้เครื่องระเหิดแห้ง ( freeze drier) เก็บรักษาเซลล์ที่ได้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

  3.2.2.2 การวิเคราะห์ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิก (Diaminopimelic acid (DAP) 
isomers analysis) 
   ชั่งเซลล์แห้ง 10 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมกรดไฮโดรคลอลิก เข้มข้น 
6 นอร์มอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น
ทำการกรองเซลล์แล้วล้างด้วยน้ำกลั่น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผ่านกระดาษกรอง นำส่วนใสที่ได้ไประเหย
แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสภาวะสุญญากาศ (evaporator) ละลายตัวอย่างที่แห้งด้วยน้ำกลั่น ปริมาตร 
400 ไมโครลิตร นำสารละลายที่ได้และสารละลายมาตรฐาน 2,6 Diaminopimelic acid ความเข้มข้น 
10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จุดลงบนแผ่น HPTLC cellulose (10 x 10 เซนติเมตร) นำแผ่น HPTLC 
cellulose จุ่มลงในตัวทำละลายผสมของ เมทานอล : น้ำ : กรดไฮโดรคลอลิก เข้มข้น 6 นอร์มอล : ไพริ
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ดีน (methanol : water : 6 N HCl : pyridine) ในอัตราส่วน 80:26:4:10 ทิ้งไว้จนตัวทำละลายผสม
เคลื่อนที่จนสุดแผ่น และทำซ้ำอีก 1 ครั้ง นำแผ่น HPTLC cellulose ที่ได้รอให้แห้ง ฉีดด้วยนินไฮดริน 
ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) รอให้แห้งแล้วนำไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที ตรวจแถบของสารเทียบกับแถบของสารละลายมาตรฐาน 

  3.2.2.3 การวิเคราะห์น้ำตาลทั้งหมดในเซลล์ (Whole-cell sugars analysis) 
   ชั่งเซลล์แห้ง 50 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมกรดซัลฟิวริก เข้มข้น 1 
นอร์มอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น ปรับ
pH ด้วยสารละลายอิ่มตัวแบเรียมไฮดรอกไซด์ (Ba(OH)2) จนมี pH ประมาณ 5.2-5.5 นำไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำส่วนใสที่ได้ไปเติมเอทานอล (ethanol) 
จำนวน 1-2 หยด และระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสภาวะสุญญากาศ ละลายตัวอย่างที่แห้งด้วยน้ำ
กลั่น ปริมาตร 400 ไมโครลิตร นำสารละลายที่ได้และสารละลายน้ำตาลมาตรฐาน เข้มข้น 10 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร จุดลงบนแผ่น HPTLC cellulose (10 x 10 เซนติเมตร) นำแผ่น HPTLC cellulose จุ่มลง
ในตัวทำละลายผสมของ บิวทานอล : น้ำ : ไพริดีน : โทลูอีน (butanol : water : pyridine : toluene) 
ในอัตราส่วน 20:12:12:2 ทิ้งไว้จนตัวทำละลายผสมเคลื่อนที่จนสุดแผ่น และทำซ้ำอีก 1 ครั้ง นำแผ่น 
HPTLC cellulose ที่ได้รอให้แห้ง ฉีดด้วยแอนนิลีนพทาเลท (aniline phthalate) (ภาคผนวก ข) รอให้
แห้งแล้วนำไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที ตรวจแถบของสารเทียบกับแถบของ
สารละลายมาตรฐาน แถบสีของน้ำตาลมาตรฐานมี 2 แบบ คือน้ำตาลคาร์บอน 6 อะตอม จะปรากฏแถบ
สีเหลืองอมน้ำตาล และแถบสีของน้ำตาลคาร์บอน 5 อะตอม จะปรากฏแถบสีชมพู 
   สารละลายน้ำตาลมาตรฐาน เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมเป็น 2 กลุ่ม 
กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย น้ำตาลกาแลคโตส แมนโนส ไซโลส และแรมโนส 
กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้วย น้ำตาลกลูโคส อะราบิโนส และไรโบส 

  3.2.2.4 การวิเคราะหช์นิดไขมันมีขั้ว (Polar lipids analysis) 
   ชั่งเซลล์แห้ง 150 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมสารละลายผสมของ เม
ทานอล : โซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ (methanol : 0.3% NaCl) ในอัตราส่วน 100:10 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และปิโตรเลียม อีเทอร์ (petroleum ether) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน
เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง เติมปิโตรเลียม อีเทอร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน
เป็นเวลา 15 นาท ีดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง และนำสารละลายส่วนล่างบ่มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น เติมคลอโรฟอร์ม : เมทานอล : น้ำ (chloroform : methanol : water) 
ในอัตราส่วน 90:100:30 ปริมาตร 2.3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 1 ชั่วโมง นำไปปั่นเหวี่ยงที่
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ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสไปใส่หลอดทดลองใหม่ เติมสารละลาย
ผสมคลอโรฟอร์ม : เมทานอล : น้ำ ในอัตราส่วน 50:100:40 ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ีดูดส่วนใสไปใส่หลอดทดลองใหม่ข้างต้นและ
นำมาเติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร และน้ำกลั่น ปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 
10 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสไปใส่หลอด
ทดลองใหม่ และทำให้แห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน 
   ละลายสารตัวอย่างด้วยคลอโรฟอร์ม : เมทานอล ในอัตราส่วน 2:1 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร จุดสารตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร บนแผ่น silica TLC (Kieselgel 60 F254 10 x 10 cm) 
ทำจำนวน 5 แผ ่น นำแผ ่น TLC ท ี ่ ได ้มาทำการจ ุ ่ม (develop)  2 ท ิศทาง ( two dimensional 
development) ในสารละลายผสม 2 ชนิด โดยจุ่ม TLC ในสารละลายผสมแรกคือ คลอโรฟอร์ม : เม
ทานอล : น้ำ อัตราส่วน 65:25:4 จนสารละลายเคลื่อนที่ไปสุดแผ่นรอจนแห้ง และนำไปจุ่มในสารละลาย
ผสมที่สองคือ คลอโรฟอร์ม : กรดอะซิติก : เมทานอล : น้ำ อัตราส่วน 40:7.5:6:2 ในทิศทางตั้งฉากกับ
ทิศทางแรก ทิ้งไว้จนสารละลายเคลื่อนที่ไปจนสุดแผ่น รอให้แห้งและนำไปฉีดพ่นด้วยรีเอเจนต์ (reagent) 
ชนิดต่าง ๆ 
 (1) ฉีดพ่นด้วย blue spay reagent แล้วรอให้แห้ง สำหรับวิเคราะห์ฟอสโฟลิปิดทั้งหมด (จุดสีน้ำ
เงิน) 
 (2) ฉีดพ่นด้วย ninhydrin reagent (ภาคผนวก ข) แล้วรอให้แห้ง อบที ่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที สำหรับวิเคราะห์ฟอสฟาทิดิลเอทาโนลามีน (phosphatidylethanolamine 
; PE) เมทิล-ฟอสฟาทิดิลเอทาโนลามีน (methyl-phosphatidylethanolamine ; methyl-PE) และไฮ
ดรอกซิล-ฟอสฟาทิดิลเอทาโนลามีน (OH-phosphatidylethanolamine ; OH-PE) (จุดสีชมพู) 
 (3) ฉีดพ่นด้วย anisaldehyde reagent (ภาคผนวก ข) แล้วรอให้แห้ง อบที่อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที สำหรับวิเคราะห์ไกลโคลิปิด (glycolipid) (จุดสีเขียวอมเหลือง) และลิปิด
อ่ืนๆ (จุดสีน้ำเงิน) 
 (4) ฉีดพ่นด้วย dragendroff's reagent (ภาคผนวก ข) แล้วรอให้แห้ง สำหรับวิเคราะห์ฟอส
ฟาทิดิลโคลีน (phosphatidylcholine ; PC) (จุดสีส้ม) 
 (5) ฉีดพ่นด้วย phosphomolybdic acid reagent (ภาคผนวก ข) แล้วรอให้แห้ง อบที่อุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีสำหรับวิเคราะห์ชนิดไขมันมีขั้วทั้งหมด 

 3.2.2.5 การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมัน (Cellular fatty acids analysis) 
  ชั่งเซลล์แห้ง 40 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว เติม sponification reagent 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากัน 5-10 วินาที ด้วยเครื่องผสมสาร (vortex) ต้มในน้ำที่
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อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ผสมให้เข้ากัน 5-10 วินาที ต้มในน้ำที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที ทิ้งให้เย็นที ่อุณหภูมิห้อง เติม methylation reagent (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 5-10 วินาที ต้มในน้ำที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง เติม extraction solvent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน
เป็นเวลา 10 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนบนใส่
หลอดทดลองใหม่ เติม base wash (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 5 นาที นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนใสด้านบนไปวิเคราะห์ด้วยแก๊สโคร
มาโทกราฟี (Gas chromatography ; GC) 

 3.2.2.6 การวิเคราะห์มีนาควิโนน (Menaquinones analysis) 
  ชั ่งเซลล์แห้ง 100-200 มิลลิกรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ เติมคลอโรฟอร์ม : เมทานอล 
อัตราส่วน 2:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปิดฝาให้สนิทและหุ้มฟลอยด์ บ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิห้องในสภาวะ
เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ทำการกรองเอาเศษเซลล์ออกและล้างกระดาษกรองอีกรอบโดย 
เติมคลอโรฟอร์ม : เมทานอล อัตราส่วน 2:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นำสารละลายตัวอย่างไประเหยแห้ง
ด้วยเครื่องระเหยแห้งสภาวะสุญญากาศ ละลายสารตัวอย่างด้วยอะซิโตน (acetone) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร จุดลงบน silica TLC (Kieselgel 60 F254 20 x 5 cm) จุ่มในสารละลายเบนซีน (benzene) 
จนสุดแผ่น รอให้แห้ง ตรวจสอบแถบของมีนาควิโนนด้วยแสงยูวี (UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
และทำการขูดซิลิกาบนแผ่น TLC บริเวณแถบของมีนาควิโนน และละลายมีนาควิโนนในซิลิกาด้วยอะซี
โตน (HPLC grade) ทำการว ิ เคราะห ์ด ้วย เคร ื ่องโครมาโทกราฟ ีของเหลวสมรรถนะส ูง  (High 
Performance Liquid Chromatography ; HPLC) โ ด ย ใ ช ้ ค อล ั มน ์  Cosmosil 5 C18 (4.6 x 150 
มิลลิเมตร) และเมทานอล : โพรพานอล (Methanol : 2-propanol) อัตราส่วน 2:1 เป็นเฟสเคลื่อนที่
อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ใช้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร    

 3.2.2.7 การวิเคราะห์กรดมัยคอลิก (Mycolic acid analysis) 
  ชั่งเซลล์แห้ง 50-200 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมโพแทสเซียมในเมทา
นอล (KOH-methanol) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปิดฝา ให้ความร้อนที่ 100 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง รอให้เย็นเติมกรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น 6 นอร์มอล ปริมาตร 0.6 
มิลลิลิตร และเฮกเซน (n-hexane) หรือ ปิโตรเลียม อีเทอร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนใสด้านบนใส่หลอดทดลองฝาเกลียว
หลอดใหม่ เติมเฮกเซน (n-hexane) หรือ ปิโตรเลียม อีเทอร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ในสารละลาย
ส่วนล่างเพ่ือสกัดซ้ำอีกรอบ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วน
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ใสใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียวใหม่ข้างต้น และทำให้แห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน นำสารตัวอย่างที่แห้งเติม 
เบนซีน : เมทานอล : กรดซัลฟิวริก (benzene : methanol : H2SO4) อัตราส่วน 10:20:1 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง รอให้เย็นและเติมน้ำ ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร และเฮกเซน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนใสด้านบนใส่หลอดทดลองฝาเกลียวหลอดใหม่ เติมเฮกเซน (n-hexane) 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ในสารละลายส่วนล่างเพื่อสกัดซ้ำอีกรอบ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียวใหม่ข้างต้น และทำให้แห้งด้วยก๊าซ
ไนโตรเจน ละลายสารตัวอย่างที่แห้งด้วยเฮกเซนเล็กน้อย จุดบน silica TLC จุ่มในสารละลายผสมเฮกเซน 
: ไดเอทิลอีเทอร์ (hexane : diethylether) อัตราส่วน 4:1 จนสุดแผ่น รอให้แห้ง นำแผ่น TLC รมควัน
ของไอโอดีน หรือฉีดด้วยกรดซัลฟิวริก เข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ ตรวจผลโดยแถบของสารที่เกิดข้ึน 

 3.2.3 การศึกษาลักษณะจีโนไทป์ (Genotypic characteristics) 
  3.2.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) และการทำให้บริสุทธิ์  
   นำแอคติโนมัยสีทเลี ้ยงบนอาหารแข็ง yeast extract-malt extract (ISP2) บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 วัน สกัดดีเอ็นเอโดยการใช้ไม้จิ้มฟันปราศจาคเชื้อเขี่ยโคโลนีใส่
ใน TE buffer (ภาคผนวก ข) บดให้เซลล์แตกละเอียด จากนั้นดูดสารละลายดีเอ็นเอแม่แบบ 2 ไมโครลิตร 
ผสมลงใน master mix ของบริษัท Bioneer ตารางที่ 3.1 มีปริมาตรรวมเท่ากับ 50 ไมโครลิตร ทำการ
เพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนคิปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction ; PCR) 
โดยการนำหลอด master mix ที่มีดีเอ็นเอแม่แบบผสมอยู่ใส่ลงในเครื่อง Thermal cycler ที่มีสภาวะดัง
ตารางที่ 3.2 และทำการตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR Product) ด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีส (Gel 
electrophoresis) เพ่ือเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอให้ตรงกับ DNA Marker ขนาด 1,500 bp 
 

ตารางท่ี 3.1 ส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  
 ความเข้มข้น ปริมาตร 
Primer: 9F 10.0 pmol/µl 5.0 µl 
Primer: 1541R 10.0 pmol/µl 5.0 µl 
Master mix 2.0 mM 25.0 µl 
Water - 13.0 µl 
Template DNA 100 - 200 ng/µl 2.0 µl 
 รวม 50.0 µl 
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ตารางท่ี 3.2 สภาวะในการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส  
อุณหภูมิ เวลา จำนวนรอบ (cycle) ขั้นตอน 

95 องศาเซลเซียส 3 นาที 1 Pre-denaturation 
95 องศาเซลเซียส 30 วินาที  

35 
Denaturation 

55 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 
72 องศาเซลเซียส 1 นาที Extension 
72 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 Final extension 
4 องศาเซลเซียส ∞ - Cool down 

รวมเวลาทั้งสิ้น : 1 ชั่วโมง 57 นาท ี
 
   ทำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ให้บริสุทธิ์โดยใช้ DNA Purification Kit ของบริษัท Bioneer ดูด
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ (microcentrifuge tube) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ 
FADF Buffer ปริมาตรเป็น 5 เท่าของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ หลังจากนั้นดูดสารละลายใส่ FADF column 
นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนที่อยู่ใน collection 
tube ทิ้ง จากนั้นเติม wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนที่อยู่ใน collection tube ทิ้ง นำไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ย้ายคอลัมน์ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ใหม่ เติม Elution 
buffer ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ใส่ลงตรงกลางคอลัมน์ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที และปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ตรวจสอบความบริสุทธิ์และความเข้มข้น
ด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer อัตราส่วนของค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโน
เมตร ต่อ 280 นาโนเมตร (A260/A280) อยู่ในช่วง 1.6-1.8 และส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1st 
base laboratory ประเทศมาเลเซีย 

 3.2.3.2 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ระบบชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) 
  นำลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA มาทำการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(BLAST) ในฐานข้อมูล EzBioCloud เพ่ือเปรียบเทียบหาสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงมากที่สุด และสกุลที่แตกต่าง 
เพื่อนำไปจัดเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ (Alignment) โดยใช้โปรแกรม Bioedit เวอร์ชั่น 7.2.5.0 และสร้าง
แผนภูมิต้นไม้ 3 แบบ ได้แก่ Neighbor Joining (NJ) Maximum parsimony (MP) และ Maximum 
likelihood (ML) โดยใช้โปรแกรม MEGA เวอร์ชั่น 7.0.26 เพ่ือหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 
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 3.2.3.3 การสกัดจีโนม 
  เลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลว yeast extract-malt extract (ISP2) บ่มในสภาวะ
เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นเก็บเซลล์โดย
นำน้ำหมักปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง และล้างเซลล์
ด้วยสารละลาย S-EDTA ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ (pH 8) (ภาคผนวก ข) ปราศจากเชื้อจนใส และเท 
S-EDTA ทิ้งเหลือไว้เล็กน้อย ดูดสารละลายเซลล์ ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ 
เติมไลโซไซม์ (lysozyme) เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-60 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลายโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulphate ; SDS) เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร และเอนไซม์โปรติเนส เค (proteinase K) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1-3 ชั่วโมง (ถ้าเซลล์ยังถูกย่อยไม่หมดสังเกตจากความใส และหนืดของสารละลาย สามารถบ่ม
ข้ามคืนได้) เติมโซเดียมคลอไลด์ เข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ CTAB/NaCl 
(Cetyltrimethylammonium bromide) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากันบ่มที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที รอให้เย็น เติมคลอโรฟอร์มปริมาตรเป็น 1 เท่าของ
สารละลาย ผสมให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนบน
ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ใหม่เติมฟินอล  : คลอโรฟอร์ม (phenol : chloroform) อัตราส่วน 1:1 
(ภาคผนวก ข) ปริมาตรเป็น 1 เท่าของสารละลายผสมให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,500 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนบนใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ใหม่เติมเอนไซม์อาร์เอ็นเอส เอ (RNase 
A) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นหยุดการทำงานของเอนไซม์อาร์เอ็นเอส เอ 
โดยให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เติมฟินอล : คลอโรฟอร์ม อัตราส่วน 
1:1 ปริมาตรเป็น 1 เท่าของสารละลายผสมให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,500 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที ดูดส่วนบนใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ใหม่ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมเอทานอลที่เย็นจัด
ปริมาตรเป็น 2 เท่าของสารละลาย ทำซ้ำ 2-3 ครั ้ง ตั ้งทิ ้งไว้จนดีเอ็นเอแห้งแล้วนำไปละลายด้วย
สารละลายซาลีน-โซเดียมซิเตรต (Saline sodium citrate ; SSC) ความเข้มข้น 1 เท่า (ภาคผนวก ข) 
ตรวจสอบคุณภาพด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซีส แล้วตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมเอทานอลที่เย็นจัดตั้งทิ้ งไว้
จนดีเอ็นเอแห้ง ส่งตัวอย่างดีเอ็นเอวิเคราะห์ที่ศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์และชีวสารสนเทศ (Omics 
Science and Bioinformatics Center) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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 3.2.3.4 การวิเคราะห์จีโนม (Whole genome analysis) และชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) 
  การวิเคราะห์จีโนมทางศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์และชีวสารสนเทศ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ใช้เครื่อง illumina Miseq 1TB (illumina Inc. San Diego, US-CA) หาลำดับนิวคลีโอไทด์ 
นำ Whole genome shotgun sequence (WGS) ที่ได้มาเชื่อม (assembly) ด้วยโปรแกรม SPAdes 
เวอร์ชัน 3.10.179 นำชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ (Contig) ไปทำนายยีน (annotation) ด้วยโปรแกรม Prokka 
เ วอร ์ ช ั น  1.1280 และ pipeline ของ  NCBI (NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline; 
PGAP) การคำนวณค่า  Average Nucleotide Identity (ANI)  และ digital G+C content ทำโดยใช้
อัลกอริทึม ANI-MUMmer (ANIm) และ ANI-BLAST (ANIb) ของ JSpeciesWS การทำ digital DNA-
DNA hybridization (dDDH) เทียบกับสายพันธุ์ใกล้เคียง สามารถทำได้โดยใช้ Genome-to-Genome 
Distance Calcultor (GGDC) เวอร์ชัน 2.186 สำหรับการวิเคราะห์กลุ่มยีน (gene cluster) ที่เกี่ยวข้อง
กับการสังเคราะห์สารทุติยภูมิวิเคราะห์ด้วยฐานข้อมูล anti-SMASH การสร้าง Genome circular map 
โดยใช้โปรแกรม CGview โดยจะแสดงผลของยีนที่ผ่านการทำ annotation และแบ่งกลุ่มตาม COG 
(Clusters of Orthologous Groups)  
 

3.3 การคัดเลือกแอคติโนมัยสีททีม่ีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ 
 3.3.1 การสกัดสารทุติยภูมิจากแอคติโนมัยสีท 
  เลี ้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลว yeast extract-malt extract (ISP2) ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร บ่มในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 
วัน หลังจากนั้นนำส่วนน้ำหมักที่ได้มาสกัดด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate) ในอัตราส่วน 
1:1 นำชั้นของเอทิลอะซิเตทมาระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสภาวะสุญญากาศที่อุณหภูมิไม่เกิน 40 
องศาเซลเซียส นำสารสกัดหยาบมาทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ 

 3.3.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์โดยวิธี Agar disc diffusion 
  ทำการทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบทั้ง 8 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 Bacillus subtilis ATCC 6633 Escherichia coli ATCC 25922 Micrococcus 
luteus ATCC 9341 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Methicilin-Resistant  
Staphylococcus aureus (MRSA) DMST 20654 Vancomycin-Resistant Enterococcus (VRE ; 
clinical strain) และ Candida albicans ATCC 10231 ทำสารละลายจุลินทรีย์ทดสอบในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปรับความหนาแน่นของจุลินทรีเทียบเท่ากับ 0.5 
McFarland (1.5 x 108 CFU/ml)  ใช้ไม้พันสำลีจุ่มสารละลายจุลินทรีทดสอบลาก (Swab) บนอาหาร 
mueller hinton agar (MHA) สำหรับแบคทีเรีย และอาหาร potato dextrose agar (PDA) สำหรับ
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ยีสต์ (ภาคผนวก ก) เป็นแนวระนาบ 3 ระนาบ จากนั้นละลายสารสกัดหยาบด้วยเมทานอลให้มีความ
เข้มข้น 1 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หยดสารละลายสารสกัดหยาบปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบน
ดิสก์ (disc) รอให้แห้ง โดยใช้ตัวทำละลายที่ละลายสารสกัดหยาบเป็นตัวควบคุมเชิงลบ (Negative 
control) วางดิสก์ลงบนอาหารที ่ swab จุลินทรีทดสอบ บ่มที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สำหรับ
แบคทีเรีย และบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส สำหรับยีสต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) 

3.4 การศึกษาการแยกสารทุติยภูมิให้บริสุทธิ์ และองค์ประกอบทางเคมี 
 3.4.1 การสกัดสารสกัดหยาบจากไอโซเลตที่ถูกคัดเลือก 
  เล ี ้ยงไอโซเลต CA3R110 ในอาหารเหลว  yeast extract-malt extract (ISP2) บ ่มใน
สภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน หลังจากนั้น
นำส่วนน้ำหมักที่ได้มาสกัดด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate) ในอัตราส่วน 1:1 สกัดซ้ำ 3 
ครั้ง นำชั้นของเอทิลอะซิเตทมาระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสภาวะสุญญากาศ เก็บรักษาสารสกัด
หยาบที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

 3.4.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
  สารสกัดหยาบของ CA3R110 ละลายในตัวทำละลายผสมเมทานอล : ไดคลอโรมีเทน 
(methanol : dichloromethane) อัตราส่วน 7:3 นำมาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยเครื่องโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (UltiMate 3000, DIONEX) คอลัมน์ RP C-18 (3 ไมโครเมตร, 55 × 2 
มิลลิเมตร) (Purospher®STAR; Merck) และอะซิโตไนไตรล์ : น้ำ (CH3CN : H2O)  0-100 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นเฟสเคลื่อนที ่ที่อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 15 นาท ี

 3.4.3 การแยกสารทุติยภูมิด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ 
  นำสารสกัดหยาบของ CA3R110 ทำการแยกโดยใช้คอลัมน์แก้ว ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
4.5 เซนติเมตร บรรจุด้วย sephadex LH-20 เป็นเฟสคงที่สูง 40 เซนติเมตร และเฟสเคลื่อนที่คือ เม
ทานอล : ไดคลอโรมีเทน อัตราส่วน 7:3 เก็บตัวอย่างสารที่ไหลผ่านคอลัมน์ (fraction) ใส่หลอดทดลอง 
หลังจากนั้นนำแต่ละ fraction วิเคราะห์องค์ประกอบตามข้อ 3.4.2 โดยทำการรวม fraction ที่มีลักษณะ
โครมาโทแกรมเหมือนกันเข้าด้วยกัน นำไปทำให้บริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไป 

 3.4.4 การแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
  จากการนำสารสกัดหยาบแยกด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ และรวม fraction ที่
มีลักษณะโครมาโทแกรมเหมือนกันเข้าด้วยกันแล้วได้สารทั้งหมด 5 Fraction ซ่ึง Fraction ที่สนใจ ได้แก่ 
Fraction ที ่ 1 Fraction ที ่ 4 และ Fraction ที ่ 5 จึงนำมาทำให้บริสุทธิ ์ด ้วยเครื ่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้สภาวะต่าง ๆ (รูปที่ 3.1) ดังนี้  
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  Fraction ที่ 1 (F1) แยกโดยใช้คอลัมน์แบบ preparative ของ sunfire ขนาด 21.2x250 
มิลลิเมตร ขนาดอนุภาคของเฟสคงที่ 10 ไมโครเมตร เฟสเคลื่อนทีเ่ป็นแบบ gradient คืออะซิโตไนไตล์ต่อ
น้ำกลั่น 55 ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ผสมกรดฟอร์มิก 0.05 เปอร์เซ็นต์ อัตราการไหล 12 มิลลิลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 35 นาที ได้ fraction ย่อย ทั้งหมด 2 fraction ย่อย ได้แก่ F1H1 และ F1H2 โดย fraction ย่อยที่ 
F1H1 คือสาร C และ F1H2 คือสาร D 
  Fraction ที่ 4 (F4) แยกโดยใช้คอลัมน์แบบ preparative ของ sunfire ขนาด 21.2x250 
มิลลิเมตร ขนาดอนุภาคของเฟสคงที่ 10 ไมโครเมตร เฟสเคลื่อนทีเ่ป็นแบบ gradient คืออะซิโตไนไตล์ต่อ
น้ำกลั่น 5 ถึง 70 เปอร์เซ็นต์ ผสมกรดฟอร์มิก 0.05 เปอร์เซ็นต์ อัตราการไหล 12 มิลลิลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 35 นาที ได้ fraction ย่อย ทั้งหมด 11 fraction ย่อย ได้แก่ F4H1 ถึง F4H11 โดย fraction ย่อยท่ี 
F4H5 คือสาร E, F4H8 คือสาร F, F4H10 คือสาร B และ F4H11 คือสาร A 
  Fraction ที ่  5 (F5) ใช ้คอล ัมน์แบบ preparative ของ sunfire C18 ขนาด 21.2x250 
มิลลิเมตร ขนาดอนุภาคของเฟสคงที่ 10 ไมโครเมตร ในการแยก โดยมีเฟสเคลื่อนที่เป็นแบบ gradient 
คืออะซิโตไนไตล์ต่อน้ำกลั่น 5 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ผสมกรดฟอร์มิก 0.05 เปอร์เซ็นต์ อัตราการไหล 12 
มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 35 นาที ได้ fraction ย่อย ทั้งหมด 2 fraction ย่อย ได้แก่ F5H8 คือสาร F, 
F5H9 คือสาร B และ F5H10 คือสาร A 
  ทุก Fraction ท ี ่ผ ่านการแยกด้วยคอล ัมน์แบบ preparative จะถูกนำไปว ิ เคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีด้วยเครื่อง HPLC ตามข้อที่ 3.4.2 

 3.4.5 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธิ์  
  3.4.5.1 Ultraviolet-Visible (UV-vis) spectroscopy 
   สเปกตรัม UV-vis ของสารทุติยภูมิจะถูกวิเคราะห์ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 
(Shimadzu รุ่น UV-1800) โดยละลายสารตัวอย่างด้วยเมทานอล 
  3.4.5.2 Infrared spectroscopy (IR) 
   สเปกตรัมอินฟราเรดของสารทุติยภูมิจะถูกวิเคราะห์ด้วย FT-IR spectrometer ของ Bruker 
  3.4.5.3 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 
   สเปกตรัม NMR ได้แก่ 1H-NMR 13C-NMR DEPT 135 COSY NOESY HMBC HSQC 
ถูกวิเคราะห์โดยเครื่อง NMR ของ Bruker รุ่น ADVANCE 500 MHz (1H 500 MHz และ 13C 125 MHz)  
  3.4.5.5 Mass spectrometry 
   มวลโมเลกุลของสารทุติยภูมิ และสเปกตรัม Mass spectroscopy ได้จากการ
วิเคราะห์ด้วย High Resolution electrospray ionization mass spectra (HRESIMS) ของ Bruker ใน
หน่วย m/z 
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รูปที่ 3.1 แผนผังแสดงการแยกสารสกัดหยาบจากไอโซเลต CA3R110 
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3.5 การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพ (biological activities) 
 3.5.1 การทดสอบฤทธิ์การต้านการเจริญจุลินทรีย์ 
  3.5.1.1 การเตรียมสารละลายจุลินทรีย์ทดสอบ 
   นำจุลินทรีย์ที่สารสกัดหยาบสามารถยับยั้งการเจริญจาก 3.5.2 มาทำการทดสอบ 
โดยนำโคโลนีอายุประมาณ 24 ชั่วโมง เลี้ยงในอาหาร mueller hinton broth (MHB) บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปรับค่าความขุ่นโดยใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้ได้ความหนาแน่นของจุลินทรีย์ทดสอบเทียบเท่ากับ 0.5 McFarland (1.5 x 108 
CFU/ml) แล้วนำมาปรับความหนาแน่นของเชื้อให้ได้ประมาณ 1 x 106 CFU/ml ด้วยอาหารเหลว 
MHB  

  3.5.1.2 การเตรียมสารบริสุทธิ์ 
   นำสารบริสุทธิ์มาทำการเตรียมในตัวทำละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl 
sulfoxide; DMSO) เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต ์ให้มีความเข้มข้นของสารบริสุทธิ์ลดลงแบบลำดับสอง (two-
fold serial dilution) โดยมีความเข้มข้น 0.488 ถึง 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

  3.5.1.3 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถต้านการเจริญของเชื้อ (Minimal 
inhibitory concentration; MIC) ด้วย Microdilution broth  
 ทำการวิเคราะห์ด้วยไมโครเพลท 96 หลุม (96 well plate) โดยเติมสารบริสุทธิ์ที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ (ความเข้มข้นสุดท้าย 0.225 ถึง 1,000) ลงในหลุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ
อาหารเหลว MHB ปริมาตร 90 ไมโครลิตร สารละลายจุลินทรีย์ทดสอบที่ปรับความขุ่นแล้ว ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร (1 x 105 CFU/ml) ปิดฝาแล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง การอ่านผลค่า MIC สังเกตความขุ่นหรือใสของอาหารที่ไม่มีเชื้อเจริญ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่มีแต่อาหารกับสารบริสุทธิ์ โดยมีชุดควบคุมเชิงลบ คือ อาหาร MHB 
ปริมาตร 190ไมโครลิตร กับสารละลายเชื้อที่ปรับความขุ่นแล้ว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ชุดควบคุม
ของตัวทำละลาย คือสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  อาหาร MHB ปริมาตร 
90 ไมโครลิตร และสารละลายเชื้อที่ปรับความขุ่นแล้ว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (Koeth et al., 2015) 

 3.5.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
  3.5.2.1 การเตรียมสารบริสุทธิ์ 
   เตรียมสารบริสุทธิ์ในตัวทำละลายเมทานอลให้มีความเข้มข้นลดลงแบบลำดับสอง 
(two-fold serial dilution) โดยมีความเข้มข้น 0.97 ถึง 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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  3.5.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
   เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) และบิวทิเลตไฮดรอก
ซีโทลูอีน (BHT) โดยทำการเจือจางด้วยเมทานอลให้มีความเข้มข้นในช่วง 0.97 ถึง 1,000 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 3.5.2.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH free radical scavenging 
  ทำการวิเคราะห์ด้วยไมโครเพลท 96 หลุม โดยนำสารบริสุทธิ์ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทำปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ความเข้มข้นละ 3 ซ้ำ เปรียบเทียบกับตัวอย่างผสมเมทานอล (Blank 
sample) และสารละลาย DPPH (Blank DPPH) (ภาคผนวก ฉ) บ่มในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท (Microplate 
Reader) โดยใช้สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก และ BHT เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Positive 
control) คำนวณร้อยละการดักจับอนุมูลอิสระสารตัวอย่าง และสารมาตรฐานตามสมการที่ 3.1 สร้าง
กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร (x) และเปอร์เซ็นต์การดักจับอนุมูลอิสระ (y) 
เพ่ือหาค่าความเข้มข้นที่สามารถดักจับอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (IC50) (Chen et al., 2012) 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 (%) =
[(ADPPH−ABlank DPPH)−(Asample−ABlank sample)] × 100

ADPPH−ABlank DPPH
   (สมการที่ 3.1) 

 

3.6 การทดสอบทางสถิติ (statistical analysis) 
 เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าความเข้มข้นที่สามารถดักจับอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 ( IC50) 
เฉลี่ยของแต่ละตัวอย่างด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) ตามวิธีของ 
Duncan (Duncan’s multiple range test) ที ่ระดับความเชื ่อมั ่นร ้อยละ 95 (p < 0.05) ด้วย
โปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 26    
 

 
 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

4.1 แหล่งที่มาของแอคติโนมัยสีท 
 แยกแอคติโนมัยสีทจากตัวอย่าง 2 ชนิด คือ ดินจากป่าพรุลานควาย จังหวัดปัตตานี และราก
ของต้นกาแฟ Coffea arabica (L.) จากไร่กาแฟชูอนันต์ จังหวัดราชบุรี หมู่บ้านแม่คำหล้า จังหวัด
ลำปาง และชุมชนกาแฟดงมะไฟ จังหวัดนครราชสีมา รายละเอียดแสดงดังตารางที่ 4.1  
 

ตารางท่ี 4.1 แอคติโนมัยสีทแต่ละไอโซเลตที่แยกได้จากแหล่งต่าง ๆ  
สถานที่ 

 
จังหวัด ชนิดตัวอย่าง ไอโซเลต อุณหภูมิของ

ดิน (˚C) 

ไร่กาแฟชูอนันต์  ราชบุรี 
รากของต้นกาแฟ 
C. arabica (L.) 

CA1R205 - 
หมู่บ้านแม่คำหล้า  ลำปาง CA3R110 - 
ชุมชนกาแฟดงมะไฟ  นครราชสีมา CA2R105 - 
ป่าพรุลานควาย 
(6°41'53.0"N101°26'52.2"E) 

ปัตตานี ดินปนทราย 
(pH 4.9) 

PLK6-54 และ 
PLK6-60 

28.0 

 

 จากการนำแอคติโนมัยสีททั้ง 5 ไอโซเลต มาทำการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S 
rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล EzBioCloud พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์แต่ละไอโซเลตมีความ
ใกล้เคียงกับแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ต่าง ๆ สามารถจัดจำแนกได้ 3 สกุล ได้แก่ สกุล Streptomyces 
จำนวน 3 ไอโซเลต สกุล Nocardia จำนวน 1 ไอโซเลต และสกุล Micromonospora จำนวน 1 ไอ
โซเลต (ตารางที่ 4.2)    
 

ตารางท่ี 4.2 เปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงของแอคติโนมัยสีทไอโซเลตต่าง ๆ กับสายพันธุ์ใกล้เคียง 
ไอโซเลต Similarity (%) สายพันธุ์ใกล้เคียง 
CA1R205 98.44 S. rapamycinicus NRRL B-5491T 

 98.40 S. iranensis HM 35T 
CA3R110 99.14 S. rapamycinicus NRRL B-5491T 
 99.02 S. iranensis HM 35T 
CA2R105 99.17 N. jiangxiensis NBRC 101359T 

 98.61 N. nova NBRC 15556T 
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ตารางท่ี 4.2 เปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงของแอคติโนมัยสีทไอโซเลตต่าง ๆ กับสายพันธุ์ใกล้เคียง (ต่อ) 
PLK6-54 99.01 S. rubidus 13C15T 

 98.41 S. bryophytorum NEAU-HZ10T 

PLK6-60 99.14 M. aurantiaca DSM 43813T 
 99.14 M. siamensis DSM 45097T 

 

4.2 ลักษณะทางอนุกรมวธิานหลายส่วน (Polyphasic taxonomy) 
 จากข้อมูลในตารางที่ 4.2 พบว่าไอโซเลต CA1R205 มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของยีน 16S 
rRNA ที่ระดับ 98.44 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีระดับต่ำกว่าเกณฑ์กำหนดความเป็นสปีชีส์ใหม่ที่กำหนดโดย  
Rossi-Tamisier และคณะ (2015) สำหรับไอโซเลต CA3R110 CA2R105 PLK6-54 และ PLK6-60 มี
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA สูงกว่าเกณฑ์กำหนดความเป็นสปีชีส์ใหม่ อย่างไรก็ตาม
การใช้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA อาจไม่เพียงพอในการระบุชนิดของแอคติโนมัย 
สีทได้อย่างสมบูรณ์ ดังนั้นควรทำการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานเพิ่มเติม ด้วยลักษณะอนุกรมวิธาน
หลายส่วน (polyphasic taxonomy) ประกอบด้วย ข้อมูลของลักษณะทางฟีโนไทป์ อนุกรมวิธานเคมี 
และลักษะทางจีโนไทป์ เพ่ือยืนยันตำแหน่งอนุกรมวิธานในระดับสกุล และสปีชีส์ (Rossi-Tamisier et al., 2015) 

 4.2.1 เอนโดไฟติกแอคติมัยสีทจากต้นกาแฟ C. arabica (L.) 
  4.2.1.1 ไอโซเลต CA1R205 
   (1) ลักษณะทางฟีโนไทป์  
   ไอโซเลต CA1R205 สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็ง ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 และ 
glucose asparagines เจริญได้ปานกลางบนอาหารแข็ง ISP6 และ nutrient agar และเจริญได้น้อย
บนอาหารแข็ง ISP7 และ czapek's sucrose เส้นใยอาหารมีสีเหลืองอมเขียว (moderate greenish 
yellow) จนถึงสีแดงเข้ม (very deep red) สามารถสร้างเส้นใยอากาศและสปอร์สีขาวอมเทาบน
อาหารแข็ง ISP3 ISP4 ISP5 czapek's sucrose และ nutrient agar มีการสร้างรงควัตถุที่ละลายน้ำสี
เหลืองอมเขียว (vivid greenish yellow) จนถึงสีน้ำตาล (grayish yellowish brown) บนอาหารแข็ง 
ISP3 ISP4 ISP5 ISP6 และ glucose asparagines (ตารางที่ 4.3) จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของสปอร์บนอาหารแข็ง ISP5 ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่มีเลนส์ส่องระยะไกล พบว่าไอ
โซเลต CA1R205 สร้างสปอร์ที่มีการเรียงต่อกันเป็นเกลียว (spiral spore chains) บนเส้นใยอากาศ   
(รูปที่ 4.1) เมื่อตรวจสอบลักษณะของผิวสปอร์โดยการส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(กำลังขยาย 5,000 เท่า) พบว่าผิวสปอร์มีลักษณะขรุขระ (rugose) ลักษณะสัณฐานวิทยาของสปอร์
ดังกล่าวพบได้ทั่วไปในสกุล Streptomyces (Goodfellow et al. 2012) และมีลักษณะการเรียงตัว
ของสปอร์และผิวสปอร์คล้ายคลึงกับ S. rapamycinicus DSM 41530T (Kumar and Goodfellow, 
2008) จากการเปรียบเทียบลักษณะการเจริญของไอโซเลต CA1R205 และ S. rapamycinicus DSM เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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41530T  ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ้างอิง (reference strain) ที่ใกล้เคียง คือ พบความแตกต่างของสีเส้นใย
อาหารและการผลิตรงควัตถุที่ละลายน้ำในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ ในทางตรงกันข้ามเชื้อทั้งสองมีสี
ของเส้นใยอากาศและสีสปอร์ท่ีคล้ายคลึงกัน (ตารางที ่4.3)  
 

 

รูปที่ 4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลต CA1R205 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร 
ISP5 (ค) ลักษณะสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกลเป็นเลนส์ใกล้วัตถุ (กำลังขยาย 
400 เท่า) และ (ง) สัณฐานวิทยาของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (กำลังขยาย 5,000 เท่า) 
 

   ไอโซเลต CA1R205 สามารถเจริญบนอาหาร ISP2 ที่มีโซเดียมคลอไรด์สูงสุด 3 
เปอร์เซ็นต์ ช่วงพีเอช 6-9 และอุณหภูมิระหว่าง 20-40 องศาเซลเซียส สามารถย่อยแป้ง และโปรตีน
ในนม แต่ไม่สามารถย่อยเจลาติน ยูเรีย ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรต และไม่สามารถสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์
ได้ มีการสร้างกรดในแหล่งคาร์บอนทุกชนิดที่นำมาทดลอง สามารถใช้ดี -กลูโคส ดี-เซลโลไบโอส ดี-
ราฟฟิโนส ไซลิทอล ดี-แลคโตส ดี-ซาลิซิน ไมโอ-อินนิซิทอล ดี-เมลิไบโอส อินนูลิน เดกซ์แทรน ดี-กา
แลคโตส ดี-ไซโลส ทรีฮาโลส แอล-แรมโนส และ ดี-ฟรุคโตส เป็นแหล่งคาร์บอน และสามารถใช้
แอสพาราจีน แอล-ฮิสทิดีน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน แอล-เมไทโอนีน แอล-ฟีนิลอะลานีน และแอล-ทรี
โอนีน เป็นแหล่งไนโตรเจน และสามารถย่อยอะดีนีน สร้างเอนไซม์คะตะเลสและออกซิเดส ได้ เมื่อ
นำไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยชุดทดสอบ API ZYM ไอโซเลต CA1R205 สามารถสร้าง
เอนไซม ์  Alkaline phosphatase, Leucine arylamidase, Chymotrypsin, Acid phosphatase 
และ Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase (ภาคผนวก ค) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต CA1R205, S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis HM 35T 

 
 
 

สายพันธุ ์ อาหาร การเจริญ สีของเสน้ใยอาหาร สีของเสน้ใยอากาศ สารสีละลายน้ำ 

 
 
 
 

CA1R205 
 

ISP2 ด ี Very deep red Grayish greenish yellow - 

ISP3 ด ี Very deep red White Grayish yellowish brown 
ISP4 ด ี Very deep red White Light brownish gray 
ISP5 ด ี Very deep red Light greenish gray Dark grayish yellow 
ISP6 ปานกลาง Grayish greenish yellow - Vivid greenish yellow 
ISP7 น้อย Moderate greenish yellow - - 
GluA ด ี Very deep red/Bluish gray - Pale yellowish green 

Czapek น้อย Very deep red White - 
NA ปานกลาง Moderate greenish yellow White - 

 
 

S. rapamycinicus  
DSM 41530T  

 
 

ISP2 ด ี Pale greenish yellow White - 
ISP3 ด ี Pale greenish yellow White/spore: Brownish gray - 
ISP4 ด ี Grayish greenish yellow White/spore: Brownish gray Brilliant greenish yellow 
ISP5 ด ี Moderate greenish yellow White - 
ISP6 ปานกลาง Pale greenish yellow - - 
ISP7 ด ี Moderate greenish yellow White - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต CA1R205, S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis HM 35T (ต่อ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

สายพันธุ ์ อาหาร การเจริญ สีของเสน้ใยอาหาร สีของเสน้ใยอากาศ สารสีละลายน้ำ 

S. rapamycinicus  
DSM 41530T(ต่อ) 

GluA น้อย Moderate greenish yellow White - 

Czapek น้อย Yellowish white - - 
NA ปานกลาง Grayish greenish yellow White - 

 
 
 
 

S. iranensis HM 35T 

ISP2 ด ี Beige Greyish-white to Grey  Pale yellow 
ISP3 ด ี Brownish-yellow Grey to greyish black - 
ISP4 ด ี Light brownish-yellow Grey  - 
ISP5 ด ี Light brownish-yellow Greyish-white - 
ISP6 ด ี Light yellowish-brown - - 
ISP7 ปานกลาง Yellowish-brown Greyish-white - 
GluA น้อย Yellowish-white - - 

Czapek ด ี Yellowish-white Greyish-white - 
NA ด ี Light brownish-yellow Greyish-white - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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    (2) ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี 
 ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกในผนังเซลล์ของไอโซเลต CA1R205 เป็นแบบ 
LL พบน้ำตาลกาแลคโตส กลูโคส แมนโนส และไรโบสภายในเซลล์ กรดไขมันหลัก (>10%)  ในเซลล์ที่
พบ คือ iso-C15:0, anteiso-C15:0, iso-C16:0 และ C16:0 นอกจากนี้พบ C12:0, C13:1, iso-C14:0, C14:0, iso-
C16:1 H, anteiso-C17:1 ω9c, iso-C17:0, anteiso-C17:0, C17:0, C18:1 ω9c, C18:0 และ C17:0 cyclo เป็น
กรดไขม ันรอง (ตารางที่  4.4) ชน ิดของไขม ันม ีข ั ้ วที่ พบค ื อ  phosphatidylethanolamine (PE), 
hydroxyphosphatidylethanolamine (OH-PE), phosphatidylglycerol (PG), diphosphatidylglycerol 
(DPG) และ phosphatidylinositol (PI) (ภาคผนวก ง) พบมีนาควิโนนหลัก คือ MK-9(H6) (57.3%) และ 
MK-9(H4) (10.8%) นอกจากนี้พบ MK-10(H4) (6.1%), MK-10(H6) (1.0%), MK-10(H2) (0.9%), และ 
MK-10(H8) (0.3%) เป็นมีนาควิโนนรอง ไม่พบกรดมัยคอลิก (mycolic acid) โดยลักษณะอนุกรมวิธาน
เคมีของไอโซเลต CA1R205 คล้ายคลึงกับลักษณะอนุกรมวิธานเคมีทั่วไปที่พบในสกุล Streptomyces 
(Goodfellow et al., 2012) เมื ่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ ้างอิงคือ S. rapamycinicus DSM 
41530T เชื้อทั้งสองมีรูปแบบของกรดไขมันหลักคล้ายคลึงกัน แต่มีชนิดของน้ำตาลในเซลล์และชนิด
ของฟอสโฟลิปิดแตกต่างกัน โดย S. rapamycinicus DSM 41530T ไม่พบน้ำตาลกาแลคโตสและ
แมนโนสในเซลล์ รวมทั้งไม่พบ phosphatidylethanolamine (PE) และ hydroxyphosphatidyl- 
ethanolamine (OH-PE)  
   

ตารางท่ี 4.4 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต CA1R205 และสายพันธุ์อ้างอิง 
กรดไขมัน (%) 1 2 3 

iso-C15:0 10.3 21.5 27.6 
anteiso-C15:0 11.6 14.6 18.5 

iso-C16:0 19.4 18.1 12.1 
C16:0 23.4 10.4 8.3 

iso-C10:0 1.0 - 0.1 
C12:0 1.8 0.2 - 

iso-C13:0 0.5 - 0.2 
C13:1 1.1 - - 

iso-C14:0 5.7 2.9 1.4 
C14:0 3.4 1.9 0.1 

iso-C16:1 H 1.3 0.4 1.0 
C15:0 2OH 0.5 0.1 0.2 
iso-C17:1 - 1.2 3.1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.4 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต CA1R205 และสายพันธุ์อ้างอิง (ต่อ) 

กรดไขมัน (%) 1 2 3 
anteiso-C17:1 - 1.3 2.2 

anteiso-C17:1 ω9c 0.6 0.1 - 

iso-C17:0 2.8 10.2 13.2 
anteiso-C17:0  4.0 8.9 7.1 

C17:0 1.3 3.5 - 

C16:1 ω7c - - - 

C16:1 ω9c - 0.1 1.3 

C18:1 ω9c  0.7 - - 

C18:0 0.8 0.1 0.1 
C17:0 cyclo 1.2 0.2 0.5 

หมายเหตุ: สายพันธ์ุ: 1. CA1R205, 2. S. rapamycinicus DSM 41530T และ 3. S. iranensis DSM 41954T 
    

   (3) ลักษณะทางจีโนไทป์ 
   จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA ของไอโซเลต CA1R205 
พบว่ามีความใกล้เคียงกับ S. rapamycinicus NRRL B-5491T มากที ่ส ุด ด้วยเปอร์เซ็นต์ความ
คล้ายคลึงของนิวคลีโอไทด์ (% similarity) เท่ากับ 98.44 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าจุดตัด (cutoff point) ของ
เกณฑ์กำหนดความแตกต่างระดับสปีชีส์ (<98.7%) ที่กำหนดโดย Rossi-Tamisier และคณะ (2015) 
จากข้อมูลแสดงให้เห็นว่าไอโซเลต CA1R205 มีแนวโน้มที่จะเป็นสปีชีส์ใหม่ในสกุล Streptomyces 
(ตารางที่ 4.5) นอกจากนี้การวิเคราะห์ตำแหน่งอนุกรมวิธานจากแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic trees) 
แบบ maximum-likelihood, neighbor-joining และ maximum-parsimony มีลักษณะคล้ายคลึง
กัน โดยตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA1R205 แยกออกจาก S. rapamycinicus NRRL B-
5491T และ S. iranensis HM 35T อย่างชัดเจน (รูปที่ 4.2-4.4) แต่มีค่าความเชื่อมั่น (bootstrap 
value) ในระดับต่ำ (<50%) บนแผนภูมิต้นไม้ทั้งสามแบบ นอกจากนี้มีระยะทางบนสายวิวัฒนาการ 
(evolutionary distances) ห่างกัน จากข้อมูลข้างต้นสามารถสรุปได้ว่าไอโซเลต CA1R205 มีความ
แตกต่างทางอนุกรมวิธานจาก S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis HM 35T 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.5 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนช่วง 16S rRNA (% 16S rRNA gene similarity value) ระหว่างไอโซเลต CA1R205 และสายพันธุ์
ใกล้เคียงในฐานข้อมูล EzBioCloud  
 สายพันธุ์ใกล้เคียง 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 CA1R205 100 98.44 98.40 98.40 98.33 98.13 98.09 97.99 97.99 97.98 97.92 97.92 97.85 97.85 97.80 97.80 97.78 97.78 97.78 97.78 
2 S. rapamycinicus  98.44 100 99.40 99.10 98.10 99.10 98.60 98.90 98.90 98.90 98.60 98.80 98.80 97.80 98.40 99.00 98.30 98.40 98.70 98.90 
3 S. iranensis  98.40 99.40 100 99.20 98.30 99.20 98.40 99.10 99.10 99.10 98.70 98.60 98.60 97.80 98.30 99.20 98.20 98.30 98.80 98.70 
4 S. hygroscopicus 

subsp. hygroscopicus 
98.40 99.10 99.20 100 98.00 100 98.10 99.60 99.60 99.60 98.30 99.00 98.30 97.60 98.60 99.60 97.90 97.90 98.50 98.40 

5 S. malaysiensis  98.33 98.10 98.30 98.00 100 98.00 97.30 97.70 97.70 97.70 98.90 97.50 97.50 99.30 97.20 97.80 97.80 97.90 97.50 97.60 
6 S. demainii  98.13 99.10 99.20 100 98.00 100 98.10 99.60 99.60 99.60 98.30 99.00 98.30 97.60 98.60 99.60 97.90 97.90 98.50 98.40 
7 S. philanthi  98.09 98.60 98.40 98.10 97.30 98.10 100 98.10 98.10 98.10 98.20 98.30 99.00 96.80 98.00 98.10 98.80 97.90 98.80 99.50 
8 S. yogyakartensis  97.99 98.90 99.10 99.60 97.70 99.60 98.10 100 100 100 98.20 98.90 98.30 97.30 98.50 99.90 97.90 97.80 98.50 98.40 
9 S. javensis  97.99 98.90 99.10 99.60 97.70 99.60 98.10 100 100 100 98.20 98.90 98.30 97.30 98.50 99.90 97.90 97.80 98.50 98.40 
10 S. violaceusniger  97.98 98.90 99.10 99.60 97.70 99.60 98.10 100 100 100 98.20 98.90 98.30 97.30 98.50 99.90 97.90 97.80 98.50 98.40 
11 S. yatensis  97.92 98.60 98.70 98.30 98.90 98.30 98.20 98.20 98.20 98.20 100 98.10 98.10 98.30 97.90 98.30 98.60 98.60 98.10 98.50 
12 S. amphotericinicus  97.92 98.80 98.60 99.00 97.50 99.00 98.30 98.90 98.90 98.90 98.10 100 98.40 97.00 99.30 99.00 98.30 98.00 98.40 98.50 
13 S. zagrosensis  97.85 98.80 98.60 98.30 97.50 98.30 99.00 98.30 98.30 98.30 98.10 98.40 100 97.00 98.20 98.30 98.80 98.10 99.20 99.40 
14 S. solisilvae  97.85 97.80 97.80 97.60 99.30 97.60 96.80 97.30 97.30 97.30 98.30 97.00 97.00 100. 96.60 97.30 97.30 97.40 97.00 97.10 
15 S. himastatinicus  97.80 9840 98.30 98.60 97.20 98.60 98.00 98.50 98.50 98.50 97.90 99.30 98.20 96.60 100 98.60 97.90 97.60 98.20 98.30 
16 S. albiflaviniger  97.80 99.00 99.20 99.60 97.80 99.60 98.10 99.90 99.90 99.90 98.30 99.00 98.30 97.30 98.60 1.00 97.90 97.90 98.50 98.40 
17 S. celluloflavus  97.78 98.30 98.20 97.90 97.80 97.90 98.80 97.90 97.90 97.90 98.60 98.30 98.80 97.30 97.90 97.90 100 98.00 99.00 98.90 
18 S. bingchenggensis  97.78 98.40 98.30 97.90 97.90 97.90 97.90 97.80 97.80 97.80 98.60 98.00 98.10 97.40 97.60 97.90 98.00 100 98.10 98.20 
19 S. varsoviensis  97.78 98.70 98.80 98.50 97.50 98.50 98.80 98.50 98.50 98.50 98.10 98.40 99.20 97.00 98.20 98.50 99.00 98.10 100 99.00 

20 S. buecherae  97.78 98.90 98.70 98.40 97.60 98.40 99.50 98.40 98.40 98.40 98.50 98.50 99.40 97.10 98.30 98.40 98.90 98.20 90.00 100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที ่ 4.2 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA1R205 ด้วยวิธี Neighbor-
Joining  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 Streptomyces javensis NBRC 100777T (AB249940) 
 Streptomyces violaceusniger NBRC 13459T (AB184420) 
 Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779T (AB249942) 
 Streptomyces albiflaviniger NRRL B-1356T (AJ391812) 
 Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472T (BBOX01000593) 
 Streptomyces demainii NRRL B-1478T (DQ334782) 

 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T (KX777593) 
 Streptomyces himastatinicus ATCC 53653T (EF408736) 

 Streptomyces iranensis HM 35T (FJ472862) 
 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T (EF408733) 

 Streptomyces sp. CA1R205T (MN116550) 
 Streptomyces celluloflavus NRRL B-2493T (JOEL01000102) 

 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 
 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 

 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 
 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 

 Streptomyces bingchenggensis BCW-1T (CP002047) 
 Streptomyces yatensis NBRC 101000T (AB249962) 

 Streptomyces malaysiensis NBRC 16446T (AB249918) 
 Streptomyces solisilvae HNM0141T (KY366443) 

 Streptacidiphilus bronchialis DSM 106435T (CP031264) 
 Kitasatospora aureofaciens ATCC 10762T (JPRF02000033) 
 Kitasatospora nipponensis HKI 0315T (AY442263) 

 Streptacidiphilus monticola NEAU-SW11T (MF993054) 
 Glycomyces albus TRM 49136T (AB857718) 

98 
68 

100 

60 

80 

59 

99 

42 

34 

87 

37 

97 

36 

25 

39 

18 

58 
98 

98 

96 
69 

0.020 
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รูปที ่ 4.3 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA1R205 ด้วยวิธี Maximum-
likelihood 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779T (AB249942) 
 Streptomyces javensis NBRC 100777T (AB249940) 
 Streptomyces violaceusniger NBRC 13459T (AB184420) 
 Streptomyces albiflaviniger NRRL B-1356T (AJ391812) 
 Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472T (BBOX01000593) 
 Streptomyces demainii NRRL B-1478T (DQ334782) 

 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T (KX777593) 
 Streptomyces himastatinicus ATCC 53653T (EF408736) 

 Streptomyces iranensis HM 35T (FJ472862) 
 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T (EF408733) 

 Streptomyces sp. CA1R205T (MN116550) 
 Streptomyces celluloflavus NRRL B-2493T (JOEL01000102) 

 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 
 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 

 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 
 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 

 Streptomyces yatensis NBRC 101000T (AB249962) 
 Streptomyces malaysiensis NBRC 16446T (AB249918) 

 Streptomyces solisilvae HNM0141T (KY366443) 
 Streptomyces bingchenggensis BCW-1T (CP002047) 

 Streptacidiphilus bronchialis DSM 106435T (CP031264) 
 Kitasatospora aureofaciens ATCC 10762T (JPRF02000033) 

 Kitasatospora nipponensis HKI 0315T (AY442263) 
 Streptacidiphilus monticola NEAU-SW11T (MF993054) 

 Glycomyces albus TRM 49136T (AB857718) 

97 

33 99 

62 

75 

55 

97 

40 

37 

76 

85 

30 

41 

17 

20 

57 
93 

95 

93 
72 

0.020 
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รูปที ่ 4.4 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA1R205 ด้วยวิธี Maximum-
parsimony 
 
   การตรวจคุณลักษณะอนุกรมวิธานด้วยคุณสมบัติจีโนมของไอโซเลต CA1R205 
พบว่า โครงร่างจีโนม (draft genome) มีนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 9,896,405 นิวคลีโอไทด์ (ประกอบด้วย 
253 contigs โดย contig ที่ยาวสุดมีขนาด 546,980 นิวคลีโอไทด์ มีค่า N50 มีความยาว 229,793   
นิวคลีโอไทด์ มีค่า Genome coverage เท่ากับ 90X) ไอโซเลต CA1R205 มีปริมาณเบส G+C ใน     
จีโนม (digital G+C content) เท่ากับ 70.68 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับปริมาณ G+C content ของ
สกุล Streptomyces ซึ ่งมีค่าอยู ่ในช่วง 66-73 เปอร์เซ็นต์ (Goodfellow et al. 2012) จากการ
เปรียบเทียบจีโนมของไอโซเลต CA1R205 และสายพันธุ์ใกล้เคียงได้แก่ S. rapamycinicus NRRL B-
5491T และ S. iranensis HM 35T พบว่า มีค่า Average nucleotide identity-Blast (ANIb) เท่ากับ 
81.5 และ 81.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และค่า digital DNA-DNA hybridization (dDDH) เท่ากับ 
27.2 และ 27.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางที่ 4.6) ซึ่งมีค่าต่ำกว่าจุดตัด (cutoff point) ของเกณฑ์
กำหนดความแตกต่างระดับสปีชีส์ (<95-96% สำหรับค่า ANI และ<70% สำหรับค่า dDDH) ที่กำหนด
โดย Chun และคณะ (2018) และ Wayne และคณะ (1987) ตามลำดับ นอกจากนี ้ตำแหน่ง
อนุกรมวิธานบนแผนภูมิต้นไม้ของจีโนม (phylogenomic tree) ของไอโซเลต CA1R205 ก่อตัวอยู่บน

 Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779T (AB249942) 
 Streptomyces javensis NBRC 100777T (AB249940) 
 Streptomyces violaceusniger NBRC 13459T (AB184420) 
 Streptomyces albiflaviniger NRRL B-1356T (AJ391812) 
 Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472T (BBOX01000593) 
 Streptomyces demainii NRRL B-1478T (DQ334782) 
 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T (KX777593) 
 Streptomyces himastatinicus ATCC 53653T (EF408736) 
 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 
 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 
 Streptomyces celluloflavus NRRL B-2493T (JOEL01000102) 
 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 
 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 
 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T (EF408733) 
 Streptomyces iranensis HM 35T (FJ472862) 
 Streptomyces sp. CA1R205T (MN116550) 
 Streptomyces yatensis NBRC 101000T (AB249962) 
 Streptomyces malaysiensis NBRC 16446T (AB249918) 
 Streptomyces solisilvae HNM0141T (KY366443) 
 Streptomyces bingchenggensis BCW-1T (CP002047) 
 Glycomyces albus TRM 49136T (AB857718) 
 Streptacidiphilus monticola NEAU-SW11T (MF993054) 
 Kitasatospora aureofaciens ATCC 10762T (JPRF02000033) 
 Kitasatospora nipponensis HKI 0315T (AY442263) 
 Streptacidiphilus bronchialis DSM 106435T (CP031264) 
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47 

39 

99 
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86 
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87 
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33 
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97 
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คนละกิ ่ง (branch) กับ S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis HM 35T โดยมีค่า 
bootstrap เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ (รูปที ่4.5) (Wayne et al., 1987) (Chun et al., 2018)  
 

 
รูปที่ 4.5 แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของจีโนม (Phylogenomic tree) แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของ
ไอโซเลต CA1R205 และสายพันธุ์ใกล้เคียง 
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ตารางท่ี 4.6 ค่า ANIb, ANIm และ dDDH ระหว่างโครงร่างจีโนมของ CA1R205, S. rapamycinicus NRRL B-5491Tและ S. iranensis HM 35T 

หมายเหตุ: *Formula 1 คือ HSP length / total length, **Formula 2 คือ identities/HSP length, ***Formula 3 คือ identities / total length เป็นการวิเคราะห์โดยไม่ขึ้นอยู่กับความ
ยาวของโครงร่างจีโนม

 
 
 

ไอโซเลต 

 
 
 

สายพันธุ์อ้างอิง 

 
 

ANIb 
(%) 

 
 

ANIm 
(%) 

Digital DNA-DNA hybridization relatedness  
 

G+C 
difference 

Formula 1* Formula 2** Formula 3*** 
% 

dDDH 
Model 

C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

Streptomyces 
sp. CA1R205T 

S. rapamycinicus 
NRRL B-5491T  

81.5 87.3 28.8 25.4- 
32.4 

0.5322 0.06 27.2 24.9- 
29.7 

0.1585 0.03 27.3 
 

24.4- 
30.4 

0.6064 0.00 0.36 

S. iranensis HM 
35T 

81.7 87.4 29.1  25.7- 
32.7 

0.5273 0.06 27.7 
 

25.4- 
30.2 

0.1553 0.04 27.6 
 

24.7- 
30.7 

0.6007 0.00 0.22 
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   การทำนายยีนบนจีโนม (annotation) ของไอโซเลต CA1R205 พบยีนทั ้งหมด 
8,418 ยีน โดยมียีนที่แปลรหัสเป็นโปรตีน จำนวน 8,180 ยีน misc_RNA จำนวน 152 ยีน tRNA 
จำนวน 80 ยีน rRNA จำนวน 3 ยีน และ tmRNA จำนวน 1 ยีน จากแผนภาพวงกลม (circular map) 
พบกลุ่มยีนออโทโลกัส (Cluster of Orthologous genes; COGs) ที่ทำหน้าที่ต่าง ๆ ได้แก่ กลุ่มยีน
กรดอะมิโนและอนุพันธุ์ของกรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต (carbohydrates) เมทาบอลิซึมของโปรตีน 
(protein metabolism) โคแฟคเตอร์ (cofactors) วิตามิน (vitamins) สารสี (pigments) กรดไขมัน 
(fatty acids) ไขมัน (lipids) และไอโซพรีนอยด์ (isoprenoids) และกลุ่มยีนอื่น ๆ (รูปที่ 4.6) 
 

 

รูปที่ 4.6 แผนภาพแสดง Cluster of Orthologous genes (COGs) ของไอโซเลต CA1R205 
 

   การทำนายกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิ (antismash) บนจีโนมของ

ไอโซเลต CA1R205 เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ใกล้เคียง S. rapamycinicus NRRL B-5491Tและ S. 

iranensis HM 35T พบกล ุ ่ ม ย ี น  Polyketide synthase ชน ิ ดท ี ่  1 (T1PKS) , Terpene, non-

ribosomal peptide synthetase (NRPS) และ  Other unspecified ribosomally synthesised 

and post-translationally modified peptide product (RiPP) cluster มีปริมาณยีนแตกต่างกัน

อย่างเห็นได้ชัด นอกจากนี้พบกลุ่มยีน melanin, linaridin, transAT-PKS และ lanthipeptide class 

IV ที่พบในจีโนมของไอโซเลต CA1R205 เท่านั้น ในขณะที่ไม่พบในสายพันธุ์ใกล้เคียง ดังนั้นการ

ทำนายกลุ่มยีนจึงสามารถบ่งบอกความแตกต่างของเชื้อแต่ละชนิดได ้(รูปที่ 4.7) 
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รูปที่ 4.7 แผนภาพแสดงปริมาณกลุ่มยีนบนจีโนมที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิของ CA1R205, 
S. rapamycinicus NRRL B-5491Tและ S. iranensis HM 35T  
หมายเหตุ : 1. T1PKS (Polyketide synthase type I), 2. T2PKS (Polyketide synthase type II), T3PKS (Polyketide 

synthase type III), 4. Terpene, 5. Non-ribosomal peptide synthetase cluster (NRPS), 6. Other unspecified 

ribosomally synthesised and post-translationally modified peptide product (RiPP) cluster, 7. Ectoine, 8. 

Melanin, 9. Butyrolactone, 10. Siderophore, 11. heterocyst glycolipid synthase-like PKS (hglE-KS), 12. 

Ladderane, 13. Arylpolyene, 14. Linaridin, 15. transAT-PKS, 16. lanthipeptide class I, 17. lanthipeptide class II, 

18. lanthipeptide class IV, 19. Indole, 20. Nucleoside, 21. Lassopeptide, 22. Hserlactone, 23. redox-cofactor, 24. 

Betalactone, 25. Phosphonate, 26. acyl_amino_acids และ 27. Other 

  

 นอกจากนีไ้อโซเลต CA1R205 พบว่ามีกลุ่มยีน T1PKS, กลุ่มยีน Polyketide synthase ชนิดที่ 

2 (T2PKS), กลุ่มยีน terpene, กลุ่มยีน ectoine, กลุ่มยีน NRPS, กลุ่มยีน melanin, กลุ่มยีน RiPP 

และกลุ่มยีนอื่น ๆ โดยมี 16 กลุ่มยีนที่มีความคล้ายคลึงกับกลุ่มยีนที่ค้นพบแล้ว (known cluster) 

มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.7) และกลุ่มยีนที่มีการสร้างสารทุติยภูมิโดยมีเปอร์เซ็นต์ความ

คล้ายคลึงต่ำ เช่น  กลุ ่มยีนที่สังเคราะห์สาร naphthomycin A (31%), กลุ ่มยีนที ่สังเคราะห์สาร 

conglobatin (31%), กลุ่มยีนที่สังเคราะห์สาร melanin (28%), กลุ่มยีนที่สังเคราะห์สาร oligomycin 

(22%) และกลุ ่มยีนที ่สังเคราะห์สาร cyphomycin (16%) เป็นต้น (ภาคผนวก จ) จึงมีแนวโน้มว่า 

CA1R205 สามารถสร้างสารทุติยภูมิที่แตกต่างไปจากสารที่มีการค้นพบแล้ว จึงมีความเป็นไปได้ว่าอาจ

สร้างสารทุติยภูมิชนิดใหม่ได้ 
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ตารางที่ 4.7 กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
บนจีโนมของไอโซเลต CA1R205 

กลุ่มยีน สารทุติยภูมิ ผลิตจากสายพันธุ์ %Similarity 
geosmin biosynthetic 
gene cluster 

geosmin   
 
S. coelicolor A3 

100 

coelibactin biosynthetic 
gene cluster 

coelibactin  100 

hopene biosynthetic 
gene cluster  

hopene 61 

nigericin biosynthetic 
gene cluster 

nigericin  S. violaceusniger 61 และ 88 

2-methylisoborneol 
biosynthetic gene 
cluster 

2-methylisoborneol   
 
S. griseus subsp. 
griseus NBRC 
13350T 

100 

desferrioxamin B 
biosynthetic gene 
cluster 

desferrioxamin B  100 

ectoine biosynthetic 
gene cluster 

ectoine  S. anulatus 100 

pristinol biosynthetic 
gene cluster 

pristinol  S. pristinaespiralis 
ATCC 25486T 

100 

neoantimycin 
biosynthetic gene 
cluster 

neoantimycin S. conglobatus 
 

100 

netropsin biosynthetic 
gene cluster  

netropsin S. ambofaciens 
ATCC 23877T 

86 

neocarzilin A 
biosynthetic gene 
cluster 

neocarzilin A 
neocarzilin B 

S. carzinostaticus 78 
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ตารางที่ 4.7 กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
บนจีโนมของไอโซเลต CA1R205 (ต่อ) 

กลุ่มยีน สารทุติยภูมิ ผลิตจากสายพันธุ์ %Similarity 
ochronotic pigment 
biosynthetic gene 
cluster 

ochronotic pigment  

 

S. avermitilis 

 

75 

spore pigment 
biosynthetic gene 
cluster 

spore pigment  75 

5-isoprenylindole-3-
carboxylate β-D-
glycosyl ester 
biosynthetic gene 
cluster 

5-isoprenylindole-3-
carboxylate β-D-glycosyl 
ester  

Streptomyces sp. 
RM-5-8 

61 

salinamide A 
biosynthetic gene 
cluster 

salinamide A-F 
desmethylsalinamide C 
desmethylsalinamide E 

Streptomyces sp. 
CNB091 
 

50 

pladienolide B 
biosynthetic gene 
cluster 

pladienolide B S. platensis 
 

50 

 
   (4) ลักษณะแตกต่างระหว่างไอโซเลต CA1R205 และสายพันธุ์อ้างอิงใกล้เคียง 
   จากการเปรียบเทียบลักษณะฟีโนไทป์ของไอโซเลต CA1R205 และสายพันธุ์อ้างอิง
ใกล้เคียง ได้แก่ S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis HM 35Tพบว่ามีลักษณะบาง
ประการที่แตกต่างกัน อาทิเช่น ไอโซเลต CA1R205 สามารถตกตะกอนโปรตีนในนม สามารถใช้ดี-เม
ลิไบโอส ดี-ไซโลส แต่ไม่สามารถใช้ ดี-เมลิไซโตส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถใช้ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน 
ไม่สามารถใช้ แอล-อาร์จินีน แอล- โพรลีน และแอล-วาลีน เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถสร้างกรดใน
แหล่งคาร์บอน คือ ไซลิทอล ดี-ซาลิซิน อินนูลิน และดี-เมลิไซโตส ไม่มีการสร้างเอนไซม์ -
galactosidase, -glucosidase และ N-acetyl--glucosaminidase ล ักษณะดังกล ่าวม ีความ
แตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียงทั้งสอง (ตารางที่ 4.8)  
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท ี ่  4.8 ล ักษณะท ี ่แตกต ่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA1R205, S. 
rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis HM 35T 

ลักษณะ CA1R205* S. rapamycinicus 
DSM 41530T * 

S. iranensis 
DSM 41954T** 

การเรียงตัวของสปอร์และผิวสปอร ์ เกลียว/ขรุขระ เกลียว/ขรุขระ เกลียว/ขรุขระ 
สีโคโลนีบนอาหาร ISP2 very deep 

red 
pale greenish 

yellow 
Beige 

 ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ท น เ ก ลื อ 
(%NaCl (w/v)) 

1-3 1-4 1-3 

อุณหภูมิที่เจริญ (°C) 20-40 20-40 20-37 
พีเอช 6-9 6-9 6-11 
การย่อยแป้ง w w nd 
การย่อยยูเรีย - - nd 
การย่อยเจลาติน - + + 
การย่อยโปรตีนในนม:    
 Coagulation  + - + 
ความสามารถในการเจริญบนแหล่ง
คาร์บอน: 

   

 ดี-เมลิไบโอส + - + 
 ดี-ไรโบส - - nd 
 แอล-อะราบิโนส - - + 
 ดี-ไซโลส + - + 
 ดี-แมนนิทอล - - + 
 ดี-แมนโนส - - + 
 ดี-เมลิไซโตส - + nd 
การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:    
 แอล-อาร์จินีน - w + 
 แอล-ฮิสทิดีน w w - 
 4-ไฮดรอกซีโพรลีน w - + 
 แอล-โพรลีน - + + 
 แอล-วาลีน - w + 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท ี ่  4.8 ล ักษณะท ี ่แตกต ่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA1R205, S. 
rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis HM 35T (ต่อ) 

ลักษณะ CA1R205* S. rapamycinicus 
DSM 41530T * 

S. iranensis 
DSM 41954T** 

การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:    
 ไซลิทอล + - nd 
 ดี-ซาลิซิน + - nd 
 อินนูลิน + - nd 
การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:    
 ดี-เมลิไซโตส + - nd 
การย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ:    
 อะดีนีน + + - 
 ไฮโปแซนทีน - - nd 
 ไทโรซีน - w + 
การสร้างเอนไซม์ (API ZYM)    
 -galactosidase - w nd 

 -glucosidase - w nd 

 N-acetyl--glucosaminidase - + nd 
หมายเหตุ: *ข้อมูลจากการทดลอง **ข้อมูลจาก Hamedi และคณะ (2010) (Hamedi et al., 2010) 
 

 จากข้อมูลของอนุกรมวิธานหลายส่วน ซึ ่งประกอบด้วยลักษณะทางฟีโนไทป์ 
ลักษณะอนุกรมวิธานเคมี และลักษณะจีโนไทป์ สามารถสรุปได้ว่า ไอโซเลต CA1R205 จัดเป็นเชื้อสปี
ชีส์ใหม่ของสกุล Streptomyces และถูกกำหนดชื่อเป็น Streptomyces coffeae sp. nov. 

 4.1.1.2 ไอโซเลต CA3R110  
   (1) ลักษณะทางฟีโนไทป์ 
   ไอโซเลต CA3R110 สามารถเจร ิญได ้ด ีบนอาหารแข็ง ISP2 ISP4 ISP5 ISP6 
czapek's sucrose และ nutrient agar เจริญได้ปานกลางบนอาหารแข็ง ISP7 และเจริญได้น้อยบน
อาหารแข็ง glucose asparagines เส้นใยอาหารมีสีเหลืองอมเขียวอ่อน (pale greenish yellow) 
จนถึงสีเหลืองอมเขียวเข้ม (strong greenish yellow) สามารถสร้างเส้นใยอากาศและสปอร์สีขาวอม
เทาบนอาหารแข็งทุกชนิด มีการสร้างรงควัตถุละลายน้ำสีเหลืองอมเขียว (brilliant greenish yellow) 
บนอาหารแข็ง ISP5 และ ISP7 (ตารางที่ 4.9) จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์บน
อาหารแข็ง ISP2 ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่มี เลนส์ส่องระยะไกล พบว่าไอโซเลต CA3R110 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สร้างสปอร์ที่มีการเรียงต่อกันเป็นเกลียวบนเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.8) เมื่อตรวจสอบลักษณะของผิว
สปอร์โดยการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (กำลังขยาย 7,500 เท่า) พบว่าผิว
สปอร์มีลักษณะขรุขระ ลักษณะสัณฐานวิทยาของสปอร์ดังกล่าวพบได้ทั่วไปในสกุล Streptomyces 
(Goodfellow et al. 2012) และมีลักษณะการเรียงตัวของสปอร์และผิวสปอร์คล้ายคลึงกับ S. 
rapamycinicus DSM 41530T (Kumar and Goodfellow, 2008) จากการเปรียบเทียบลักษณะการ
เจร ิญของไอโซเลต  CA3R110 และ S. rapamycinicus DSM 41530T ซ ึ ่งเป ็นสายพันธ ุ ์อ ้างอิง 
(reference strain) ที่ใกล้เคียง คือ เชื้อทั้งสองมสีีเส้นใยอาหาร สีของเส้นใยอากาศและสีสปอร์ รวมทั้ง
การผลิตรงควัตถุที่ละลายน้ำในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ ทีค่ล้ายคลึงกัน (ตารางท่ี 4.9) 
 

 

รูปที่ 4.8 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลต CA3R110 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร  
ISP2 (ค) ลักษณะสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกลเป็นเลนส์ใกล้วัตถุ (กำลังขยาย 
400 เท่า) และ (ง) สัณฐานวิทยาของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (กำลังขยาย 7,500 เท่า)   
 

   ไอโซเลต CA3R110 สามารถเจริญบนอาหาร ISP2 ที่มีโซเดียมคลอไรด์สูงสุด 3 

เปอร์เซ็นต์ ช่วงพีเอช 6-9 และอุณหภูมิระหว่าง 20-40 องศาเซลเซียส สามารถย่อยยูเรีย เจลาติน 

และโปรตีนในนมได้ ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรต และไม่สามารถสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ มีการสร้างกรด

โดยใช้ ดี-กลูโคส อะโดนิทอล ดี-เซลโลไบโอส ดี-ราฟฟิโนส ไมโอ-อินนิซิทอล ดี-เมลิไบโอส ดี-ซูโครส 

อินนูลิน ดี-ไรโบส เดกซ์แทรน ดี-กาแลคโตส แอล-อะราบิโนส ดี-ไซโลส ทรีฮาโลส แอล-แรมโนส ดี-

แมนนิทอล ดี-แมนโนส ดี-เมลิไซโตส กลีเซอรอล และดี-ฟรุคโตส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถใช้ดี-

กลูโคส ดี-เซลโลไบโอส ไซลิทอล ไมโอ-อินนิซิทอล ดี-เมลิไบโอส เดกซ์แทรน ดี-กาแลคโตส ทรีฮาโลส 

แอล-แรมโนส ดี-แมนนิทอล ดี-แมนโนส และดี-ฟรุคโตส เป็นแหล่งคาร์บอน และสามารถใช้แอล-

แอสพาราจีน 4-ไฮดรอกซีโพรลีน แอล-เมไทโอนีน และแอล-โพรลีน เป็นแหล่งไนโตรเจน และย่อยอะ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ดีนีน ไฮโปแซนทีน และไทโรซีน ที่เป็นสารประกอบไม่ละลายน้ำ สร้างเอนไซม์คะตะเลสและออกซิเดส

ได ้เมื่อนำไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยชุดทดสอบ API ZYM ไอโซเลต CA3R110 สามารถสร้าง

เอนไซม ์ Alkaline phosphatase, Leucine arylamidase, Chymotrypsin, Acid phosphatase, 

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, -glucosidase แ ล ะ  N-acetyl--glucosaminidase 

(ภาคผนวก ค)  

   (2) ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี 

   ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกในผนังเซลล์ของไอโซเลต CA3R110 เป็นแบบ 

LL พบน้ำตาลกาแลคโตส กลูโคส และไรโบส มีกรดไขมันหลัก (>10%) ในเซลล์ที่พบ คือ iso-C15:0, 

iso-C16:0 และ C16:0 นอกจากนี้พบ anteiso-C15:0, iso-C14:0, C14:0, iso-C17:0, anteiso-C17:0 และ C17:0 

cyclo  เป็นกรดไขมันรอง (ตารางที่ 4.10) ชนิดของไขมันมีขั ้วที ่พบคือ diphosphatidylglycerol 

(DPG), phosphatidylethanolamine (PE), hydroxyphosphatidylethanolamine (OH-PE), 

phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylinositol (PI) และ phosphatidylinositolmannoside 

(PIM) (ภาคผนวก ง) พบมีนาควิโนนหลัก คือ MK-9(H6) (73.2%) และ MK-9(H8) (23.7%) นอกจากนี้

พบ MK-9(H4) (2.9%) และ MK-9(H2) (0.2%) เป็นมีนาควิโนนรอง ไม่พบกรดมัยคอลิก โดยลักษณะ

อนุกรมวิธานเคมีของไอโซเลต CA3R110 คล้ายคลึงกับลักษณะอนุกรมวิธานเคมีทั่วไปที่พบในสกุล 

Streptomyces (Goodfellow et al., 2012) เม ื ่อเปร ียบเท ียบก ับสายพันธ ุ ์ ใกล ้ เค ียงค ือ S. 

rapamycinicus DSM 41530T พบว่า เชื้อทั้งสองมีรูปแบบของกรดไขมันหลักคล้ายคลึงกัน แต่มีชนิด

ของน้ำตาลในเซลล์ ชนิดมีนาควิโนน และชนิดของฟอสโฟลิปิดแตกต่างกัน โดย S. rapamycinicus 

DSM 41530T ไม ่ พบน ้ ำต าลกาแลค โตส  ม ี น าคว ิ โ นนชน ิ ด  MK-10 (H2 )  ร วมท ั ้ ง ไ ม ่ พบ 

phosphatidylethanolamine (PE) แ ล ะ  hydroxy-phosphatidylethanolamine (OH-PE) ใ น

เซลล์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.9 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต CA3R110, S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis HM 35T 

 
 

สายพันธุ ์ อาหาร การเจริญ สีของเสน้ใยอาหาร สีของเสน้ใยอากาศ สารสีละลายน้ำ 

 
 
 
 

CA3R110 

ISP2 ด ี Pale greenish yellow White - 

ISP3 ด ี Pale greenish yellow White - 
ISP4 ด ี Pale greenish yellow White/spore: Brownish gray - 
ISP5 ด ี Strong greenish yellow White Brilliant greenish yellow 
ISP6 ด ี Pale greenish yellow White - 
ISP7 ปานกลาง Strong greenish yellow White Brilliant greenish yellow 
GluA น้อย Moderate greenish yellow White - 

Czapek ด ี Yellowish white White/spore: Brownish gray - 
NA ด ี Grayish greenish yellow White/spore: Brownish gray - 

 
 
S. rapamycinicus  

DSM 41530T 

ISP2 ด ี Pale greenish yellow White - 
ISP3 ด ี Pale greenish yellow White/spore: Brownish gray - 
ISP4 ด ี Grayish greenish yellow White/spore: Brownish gray Brilliant greenish yellow 
ISP5 ด ี Moderate greenish yellow White - 
ISP6 ปานกลาง Pale greenish yellow - - 
ISP7 ด ี Moderate greenish yellow White - 
GluA น้อย Moderate greenish yellow White - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.9 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต CA3R110, S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis HM 35T (ต่อ)  

 

 

สายพันธุ ์ อาหาร การเจริญ สีของเสน้ใยอาหาร สีของเสน้ใยอากาศ สารสีละลายน้ำ 

S. rapamycinicus  
DSM 41530T 

Czapek น้อย Yellowish white - - 

NA ปานกลาง Grayish greenish yellow White - 
 
 
 

S. iranensis 
HM 35T 

ISP2 ด ี Beige Greyish-white to Grey  Pale yellow 
ISP3 ด ี Brownish-yellow Grey to greyish black - 
ISP4 ด ี Light brownish-yellow Grey  - 
ISP5 ด ี Light brownish-yellow Greyish-white - 
ISP6 ด ี Light yellowish-brown - - 
ISP7 ปานกลาง Yellowish-brown Greyish-white - 
GluA น้อย Yellowish-white - - 

Czapek ด ี Yellowish-white Greyish-white - 
NA ด ี Light brownish-yellow Greyish-white - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.10 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต CA3R110 และสายพันธุ์อ้างอิง 

หมายเหตุ: สายพันธ์ุ: 1. CA3R110, 2. S. rapamycinicus DSM 41530T และ 3. S. iranensis DSM 41954T 

 

 
 

กรดไขมัน (%) 1 2 3 
iso-C15:0 19.36 21.53 27.57 

anteiso-C15:0 9.83 14.61 18.48 
iso-C16:0 27.94 18.12 12.11 

C16:0 17.68 10.39 8.26 
iso-C10:0 0.15 - 0.11 

C12:0 0.42 0.2 - 
iso-C13:0 0.98 - 0.17 

C13:1 - - - 
iso-C14:0 6.88 2.91 1.44 

C14:0 2.04 1.86 0.10 
iso-C16:1 H 0.84 0.4 1.01 
C15:0 2OH 0.10 0.1 0.23 
iso-C17:1 - 1.24 3.12 

anteiso-C17:1 - 1.33 2.17 
anteiso-C17:1 ω9c 0.50 0.1 - 

iso-C17:0 5.77 10.24 13.21 
anteiso-C17:0  4.10 8.87 7.14 

C17:0 0.83 3.50 - 
Iso-C17:0 3OH 0.24 - - 

C16:1 ω9c - 0.1 1.32 
C18:0 0.34 0.1 0.1 

iso-C18:0 0.35 - - 
C18:1 ω9c 0.2 - - 
C17:0 cyclo 1.18 0.21 0.46 
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   (3) ลักษณะทางจีโนไทป์ 
   จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA ของไอโซเลต CA3R110 
พบว่ามีความใกล้เคียงกับ S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis DSM 41954T ที่
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 99.14 และ 99.02 ตามลำดับ ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์
ความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA สูงกว่าเกณฑ์กำหนดความเป็นสปีชีส์ใหม่ (<98.7%) ที่กำหนดโดย 
Rossi-Tamisier และคณะ (2015) (ตารางที่ 4.11) แต่สามารถใช้ข้อมูลของจีโนมจากการวิเคราะหค์่า 
dDDH และวิเคราะห์ค่า ANIb และ ANIm เพื่อยืนยันว่าสายพันธุ์ใกล้เคียงต่างสปีชีส์กันได้  (Kim et 
al., 2014) นอกจากนี้การวิเคราะห์ตำแหน่งอนุกรมวิธานจากแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) 
แบบ maximum-likelihood, neighbor-joining  และ maximum-parsimony มีลักษณะคล้ายคลึง
กัน โดยตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA3R110 แยกออกจาก S. rapamycinicus NRRL B-
5491T และ S. iranensis HM 35T อย่างชัดเจน (รูปที่ 4.9-4.11) แต่มีค่าความเชื่อมั่น (bootstrap 
value) ในระดับต่ำ (<50%) บนแผนภูมิต้นไม้ทั้งสามแบบ นอกจากนี้มีระยะทางบนสายวิวัฒนาการ 
(evolutionary distances) ห่างกัน จากข้อมูลข้างต้นสามารถสรุปได้ว่าไอโซเลต CA3R110 มีความ
แตกต่างทางอนุกรมวิธานจาก S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis HM 35T  
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ตารางท่ี 4.11 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนช่วง 16S rRNA (% 16S rRNA gene similarity value) ระหว่างไอโซเลต CA3R110 และสาย
พันธุ์ใกล้เคียงในฐานข้อมูล EzBioCloud  
 สายพันธุ์ใกล้เคียง 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 CA3R110 100 99.23 99.14 99.02 99.01 99.01 99.01 98.80 98.73 98.73 98.66 98.59 98.59 98.59 98.59 98.59 98.59 98.59 98.52 98.52 
2 S. buecherae 99.23 100 99.00 98.80 98.70 99.70 99.50 99.00 99.40 98.90 98.60 98.50 98.50 98.80 98.50 98.90 99.00 98.50 99.00 99.00 
3 S. rapamycinicus  99.14 99.00 100 99.40 98.80 98.70 98.60 98.50 98.70 98.30 98.90 98.90 98.90 98.90 98.70 98.30 98.30 98.90 98.40 98.70 
4 S. iranensis  99.02 98.80 99.40 100 98.80 98.60 98.50 98.40 98.60 98.30 98.70 99.10 99.10 99.00 99.00 98.30 98.20 99.10 98.30 98.80 
5 S. mobaraensis 99.01 98.70 98.80 98.80 100 98.60 98.60 99.00 98.90 99.00 98.20 98.30 98.30 98.60 98.20 98.80 99.20 98.30 98.50 99.00 
6 S. youssoufiensis 99.01 99.70 98.70 98.60 98.60 100 99.40 98.80 99.20 98.60 98.40 98.30 98.30 98.60 98.30 98.60 99.00 98.30 98.90 99.00 
7 S. philanthi 99.01 99.50 98.60 98.50 98.60 99.40 100 98.70 99.00 98.60 98.40 98.20 98.20 98.50 98.20 98.60 98.90 98.20 98.70 98.90 
8 S. abikoensis 98.80 99.00 98.50 98.40 99.00 98.80 98.70 100 99.10 99.30 98.30 98.10 98.10 98.30 98.00 99.20 99.50 98.10 98.30 99.30 
9 S. zagrosensis 98.73 99.40 98.70 98.60 98.90 99.20 99.00 99.10 100 99.10 98.40 98.30 98.30 98.40 98.00 98.90 99.00 98.30 98.60 99.10 
10 S. luteireticuli 98.73 98.90 98.30 98.30 99.00 98.60 98.60 99.30 99.10 100 98.20 98.00 98.00 98.30 97.90 99.30 99.00 98.00 98.20 99.20 
11 S. amphotericinicus 98.66 98.60 98.90 98.70 98.20 98.40 98.40 98.30 98.40 98.20 100 99.00 99.00 98.30 98.80 98.20 98.00 99.00 99.20 98.50 
12 S. yogyakartensis  98.59 98.50 98.90 99.10 98.30 98.30 98.20 98.10 98.30 98.00 99.00 100 100 98.40 99.60 98.00 97.90 100 98.50 98.50 
13 S. javensis  98.59 98.50 98.90 99.10 98.30 98.30 98.20 98.10 98.30 98.00 99.00 100 100 98.40 99.60 98.00 97.90 100 98.50 98.50 
14 S. yatensis 98.59 98.80 98.90 99.00 98.60 98.60 98.50 98.30 98.40 98.30 98.30 98.40 98.40 100 98.50 98.40 98.30 98.40 98.30 98.30 
15 S. antioxidans 98.59 98.50 98.70 99.00 98.20 98.30 98.20 98.00 98.00 97.90 98.80 99.60 99.60 98.50 100 97.80 97.90 99.60 98.60 98.30 
16 S. thioluteus 98.59 98.90 98.30 98.30 98.80 98.60 98.60 99.20 98.90 99.30 98.20 98.00 98.00 98.40 97.80 100 98.90 98.00 98.20 99.10 
17 S. lilacinus 98.59 99.00 98.30 98.20 99.20 99.00 98.90 99.50 99.00 99.00 98.00 97.90 97.90 98.30 97.90 98.90 100 97.90 98.50 99.00 
18 S. violaceusniger 98.59 98.50 98.90 99.10 98.30 98.30 98.20 98.10 98.30 98.00 99.00 100 100 98.40 99.60 98.00 97.90 100 98.50 98.50 

19 S. ramulosus 98.52 99.00 98.40 98.30 98.50 98.90 98.70 98.30 98.60 98.20 99.20 98.50 98.50 98.30 98.60 98.20 98.50 98.50 100 98.50 
20 S. varsoviensis 98.52 99.00 98.70 98.80 99.00 99.00 98.90 99.30 99.10 99.20 98.50 98.50 98.50 98.30 98.30 99.10 99.00 98.50 98.50 100 
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รูปที ่ 4.9 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA3R110 ด้วยวิธี Neighbor-
Joining  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Streptomyces javensis NBRC 100777T (AB249940) 

 Streptomyces violaceusniger NBRC 13459T (AB184420) 

 Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779T (AB249942) 

 Streptomyces antioxidans MUSC 164T (KJ632665) 

 Streptomyces iranensis HM 35T (FJ472862) 

 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T (EF408733) 

 Streptomyces sp. CA3R110T (MN116545) 

 Streptomyces yatensis NBRC 101000T (AB249962) 

 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T (KX777593) 

 Streptomyces ramulosus NRRL B-2714T (DQ026662) 

 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 

 Streptomyces youssoufiensis X4T (FN421338) 

 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 

 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 

 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 

 Streptomyces mobaraensis NBRC 13819T (AORZ01000256) 

 Streptomyces lilacinus NRRL B-1968T (JNXU01001020) 

 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 

 Streptomyces luteireticuli NBRC 13422T (AB249969) 

 Streptomyces thioluteus LMG 20253T (AJ781360) 

 Streptacidiphilus bronchialis DSM 106435T (CP031264) 

 Streptacidiphilus oryzae TH49T (JQMQ01000005) 

 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 

 Kitasatospora aureofaciens ATCC 10762T (JPRF02000033) 

 Micromonospora chalcea DSMT 43026 (X92594) 
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รูปที่ 4.10 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA3R110 ด้วยวิธี maximum-
likelihood 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Streptomyces javensis NBRC 100777T (AB249940) 

 Streptomyces violaceusniger NBRC 13459T (AB184420) 

 Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779T (AB249942) 

 Streptomyces antioxidans MUSC 164T (KJ632665) 

 Streptomyces iranensis HM 35T (FJ472862) 

 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T (EF408733) 

 Streptomyces sp. CA3R110T (MN116545) 

 Streptomyces yatensis NBRC 101000T (AB249962) 

 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T (KX777593) 

 Streptomyces ramulosus NRRL B-2714T (DQ026662) 

 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 

 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 

 Streptomyces youssoufiensis X4T (FN421338) 

 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 

 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 

 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 

 Streptomyces mobaraensis NBRC 13819T (AORZ01000256) 

 Streptomyces lilacinus NRRL B-1968T (JNXU01001020) 

 Streptomyces luteireticuli NBRC 13422T (AB249969) 

 Streptomyces thioluteus LMG 20253T (AJ781360) 

 Streptacidiphilus bronchialis DSM 106435T (CP031264) 

 Streptacidiphilus oryzae TH49T (JQMQ01000005) 

 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 

 Kitasatospora aureofaciens ATCC 10762T (JPRF02000033) 

 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

72 
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รูปที่ 4.11 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA3R110 ด้วยวิธี maximum-
parsimony 
 

   การตรวจคุณลักษณะอนุกรมวิธานด้วยคุณสมบัติจีโนมของไอโซเลต CA3R110 
พบว่า โครงร่างจีโนม มีนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 13,128,250 นิวคลีโอไทด์ (ประกอบด้วย 269 contigs 
โดย contig ที ่ยาวสุดมีขนาด 2,063,463 นิวคลีโอไทด์ มีค่า N50 มีความยาว 328,265 มีค่า 
Genome coverage เท่ากับ 138X) ไอโซเลต CA3R110 มีปริมาณเบส G+C ในจีโนม เท่ากับ 70.93 
เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับปริมาณ G+C content ของสกุล Streptomyces ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง 66-73 
เปอร์เซ็นต์ (Goodfellow et al. 2012) จากการเปรียบเทียบจีโนมของไอโซเลต CA3R110 และสาย
พันธุ ์ใกล้เคียงได้แก่ S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis HM 35T พบว่า มีค่า 
Average nucleotide identity-Blast (ANIb) เท่ากับ 92.2 และ 92.1 เปอร์เซ็นต์ และค่า digital 
DNA-DNA hybridization (dDDH) เทา่กับ 55.6 และ 55.7 เปอร์เซ็นต ์ตามลำดับ (ตารางที ่4.12) ซ่ึง
มีค่าต่ำกว่าจุดตัดของเกณฑ์กำหนดความแตกต่างระดับสปีชีส์ (<95-96% สำหรับค่า ANI และ<70% 
สำหรับค่า dDDH) ที่กำหนดโดย Chun และคณะ (2018) และ Wayne และคณะ (1987) ตามลำดับ 
นอกจากนี้ตำแหน่งอนุกรมวิธานบนแผนภูมิต้นไม้ของจีโนมของไอโซเลต CA3R110 ก่อตัวอยู่บนคนละ

 Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779T (AB249942) 

 Streptomyces javensis NBRC 100777T (AB249940) 
 Streptomyces violaceusniger NBRC 13459T (AB184420) 

 Streptomyces antioxidans MUSC 164T (KJ632665) 

 Streptomyces iranensis HM 35T (FJ472862) 
 Streptomyces rapamycinicus NRRL B-5491T (EF408733) 

 Streptomyces sp. CA3R110T (MN116545) 

 Streptomyces yatensis NBRC 101000T (AB249962) 

 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T (KX777593) 

 Streptomyces ramulosus NRRL B-2714T (DQ026662) 

 Streptomyces youssoufiensis X4T (FN421338) 

 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 
 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 

 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 

 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 

 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 

 Streptomyces mobaraensis NBRC 13819T (AORZ01000256) 

 Streptomyces lilacinus NRRL B-1968T (JNXU01001020) 

 Streptomyces luteireticuli NBRC 13422T (AB249969) 
 Streptomyces thioluteus LMG 20253T (AJ781360) 

 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

 Streptacidiphilus bronchialis DSM 106435T (CP031264) 

 Streptacidiphilus oryzae TH49T (JQMQ01000005) 

 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 

 Kitasatospora aureofaciens ATCC 10762T (JPRF02000033) 

46 

73 

36 
67 

30 
87 

99 
43 

23 

38 

53 

18 

27 

37 

27 

22 

78 

54 

81 

60 

53 

79 
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กิ่ง (branch) กับ S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis HM 35T โดยมีค่า bootstrap เท่ากับ 
100 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.12) จากข้อมูลข้างต้นไอโซเลต CA3R110 เป็นสกุล Streptomyces สปีชีส์ใหม่ 
ลำดับนิวคลีไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA และจีโนมของไอโซเลต CA3R110 จัดเก็บไว้ในฐานข้อมูล Genbank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยมีหมายเลขจำเพาะ MN116545 และ JAERRG000000000 
ตามลำดับ 
 
 

 

รูปที่ 4.12 แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของจีโนม (Phylogenomic tree) แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธาน
ของไอโซเลต CA3R110 และสายพันธุ์ใกล้เคียง 
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ตารางท่ี 4.12 ค่า ANIb, ANIm และ dDDH ระหว่างโครงร่างจีโนมของ CA3R110, S. rapamycinicus NRRL B-5491Tและ S. iranensis HM 35T 

หมายเหตุ: *Formula 1 คือ HSP length / total length, **Formula 2 คือ identities/HSP length, ***Formula 3 คือ identities / total length เป็นการวิเคราะห์โดยไม่ขึ้นอยู่กับความ
ยาวของโครงร่างจีโนม

 
 
 

ไอโซเลต 

 
 
 

สายพันธุ์อ้างอิง 

 
 

ANIb 
(%) 

 
 

ANIm 
(%) 

Digital DNA-DNA hybridization relatedness  
 

G+C 
difference 

Formula 1* Formula 2** Formula 3*** 
% 

dDDH 
Model 

C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

Streptomyces 
sp. CA3R110T 

S. rapamycinicus 
NRRL B-5491T  

92.2 93.8 57.0 53.4-
60.5 

0.2586 31.44 55.6 52.8-
58.3 

0.0598 36.99 57.6 54.4-
60.8 

0.3029 16.36 0.11 

S. iranensis HM 
35T 

92.1 93.9 56.0 52.4-
59.5 

0.2653 27.99 57.0 54.2-
59.8 

0.0570 42.07 57.0 53.8-
60.1 

0.3072 14.41 0.03 
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   การทำนายยีนบนจีโนมของไอโซเลต CA3R110 พบยีนทั้งหมด 10,940 ยีน โดยมี
ยีนที่แปลรหัสเป็นโปรตีน จำนวน 10,797 ยีน misc_RNA จำนวน 46 ยีน tRNA จำนวน 94 ยีน rRNA 
จำนวน 3 ยีน และ tmRNA จำนวน 1 ยีน จากแผนภาพวงกลมพบกลุ่มยีนออโทโลกัส (Cluster of 
Orthologous genes; COGs) ที่ทำหน้าที่ต่าง ๆ ได้แก่ กลุ่มยีนกรดอะมิโนและอนุพันธุ์ของกรดอะมิ
โน คาร์โบไฮเดรต (carbohydrates) เมทาบอลิซึมของโปรตีน (protein metabolism) โคแฟคเตอร์ 
(cofactors) วิตามิน (vitamins) สารสี (pigments) กรดไขมัน (fatty acids) ไขมัน (lipids) และไอ
โซพรีนอยด์ (isoprenoids) และกลุ่มยีนอื่น ๆ (รูปที่ 4.13)  

 

 

รูปที่ 4.13 แผนภาพแสดง Cluster of Orthologous genes (COGs) ของไอโซเลต CA3R110 
 

   การทำนายกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิ (antismash) บนจีโนมของ

ไอโซเลต CA3R110 เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ใกล้เคียง S. rapamycinicus NRRL B-5491Tและ S. 

iranensis HM 35T พบกล ุ ่มย ีน T1PKS, NRPS, Terpene, Arylpolyene และ lanthipeptide class I มี

ปริมาณยีนแตกต่างอย่างกันเห็นได้ชัด นอกจากนี้พบกลุ่มยีน non-alpha poly-amino acids like e-

Polylysin (NAPAA) และ Aminocoumarin ที่พบในจีโนมของไอโซเลต CA3R110 เท่านั้น ในขณะที่

ไม่พบในจีโนมของสายพันธุ์ใกล้เคียง ดังนั้นการทำนายกลุ่มยีนจึงสามารถบ่งบอกความแตกต่างของเชื้อ

แต่ละชนิดได ้(รูปที่ 4.14) 
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รูปที่ 4.14 แผนภาพแสดงปริมาณกลุ่มยีนบนจีโนมที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิของ CA3R110, 
S. rapamycinicus NRRL B-5491Tและ S. iranensis HM 35T  
หมาย เห ตุ : 1. T1PKS (Polyketide synthase type I), 2. T2PKS (Polyketide synthase type II), 3. T3PKS (Polyketide 

synthase type III), 4. Non-ribosomal peptide synthetase cluster (NRPS), 5. Terpene, 6. Other unspecified 

ribosomally synthesised and post-translationally modified peptide product (RiPP) cluster, 7. Ladderane, 8. 

Arylpolyene, 9. Betalactone, 10. Butyrolactone, 11. redox-cofactor, 12. Hserlactone, 13. non-alpha poly-amino 

acids like e-Polylysin (NAPAA), 14. Siderophore, 15. hglE-KS, 16. Aminocoumarin, 17. Ectoine, 18. Lassopeptide, 

19. lanthipeptide class I, 20. lanthipeptide class II, 21. Nucleoside, 22. Phosphonate, 23. acyl_amino_acids, 24. 

Indole และ 25. other 

 

   นอกจากนี้ไอโซเลต CA3R110 พบว่ามีกลุ่มยีน T1PKS, กลุ่มยีน T2PKS, กลุ่มยีน 
T3PKS, กลุ ่มยีน terpene, กลุ ่มยีน ectoine, กลุ ่มยีน NRPS, กลุ ่มยีน betalactone, กลุ ่มยีน 
butyrolactone, ก ล ุ ่ ม ย ี น  heterocyst glycolipid synthase-like PKS (hglE-KS), ก ล ุ ่ ม ยี น 
siderophore และกลุ่มยีนอื่น ๆ โดยมี 21 กลุ่มยีนที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง
ที่ 4.13) และกลุ่มยีนที่มีการสร้างสารทุติยภูมิโดยมีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงต่ำ เช่น กลุ่มยีนที่
สังเคราะห์สาร rustmicin (33%), กลุ่มยีนที่สังเคราะห์สาร atratumycin (28%), กลุ่มยีนที่สังเคราะห์
สาร rapamycin (21%), กลุ่มยีนที่สังเคราะห์สาร himastatin (20%) และกลุ่มยีนที่สังเคราะห์สาร 
tiancilactone (17%) เป็นต้น (ภาคผนวก จ) จึงมีแนวโน้มว่า CA3R110 สามารถสร้างสารทุติยภูมิที่
แตกต่างไปจากสารที่มีการค้นพบแล้ว จึงมีความเป็นไปได้ว่าอาจสร้างสารทุติยภูมิชนิดใหม่ได้ 
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ตารางที่ 4.13 กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
บนจีโนมของไอโซเลต CA3R110 

กลุ่มยีน สารทุติยภูมิ ผลิตจากสายพันธุ์ %Similarity 
coelichelin biosynthetic 
gene cluster 

coelichelin   
 
 
S. coelicolor A3 
 

100 

geosmin biosynthetic 
gene cluster 

geosmin  100 

coelibactin biosynthetic 
gene cluster 

coelibactin  100 

hopene biosynthetic 
gene cluster  

hopene 53 

azalomycin F3a 
biosynthetic gene cluster 

azalomycin F3a  Streptomyces sp. 
211726 

100 

nigericin biosynthetic 
gene cluster 

nigericin  S. violaceusniger 100 

2-methylisoborneol 
biosynthetic gene cluster 

2-
methylisoborneol  

 
S. griseus subsp. 
griseus NBRC 13350T 

100 

desferrioxamin B 
biosynthetic gene cluster 

desferrioxamin B   100 

ectoine biosynthetic 
gene cluster 

ectoine  S. anulatus 100 

pristinol biosynthetic 
gene cluster 

pristinol  S. pristinaespiralis 
ATCC 25486T 

100 

elaiophylin biosynthetic 
gene cluster 

elaiophylin  - 87 

spore pigment 
biosynthetic gene cluster 

spore pigment  S. avermitilis 83 

feglymycin biosynthetic 
gene cluster 

feglymycin  Streptomyces sp. DSM 
11171T 

78 
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ตารางที่ 4.13 กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
บนจีโนมของไอโซเลต CA3R110 (ต่อ) 

กลุ่มยีน สารทุติยภูมิ ผลิตจากสายพันธุ์ %Similarity 
geldanamycin 
biosynthetic gene cluster 

geldanamycin  S. hygroscopicus 69 

mediomycin A 
biosynthetic gene cluster 

mediomycin A  Kitasatospora 
mediocidica 

68 

sceliphrolactam 
biosynthetic gene cluster 

sceliphrolactam  Streptomyces sp. SD85 60 

atratumycin biosynthetic 
gene cluster 

atratumycin  S. atratus 57 

glycinocin A biosynthetic 
gene cluster  

glycinocin A  S. viridochromogenes 53 

griseochelin biosynthetic 
gene cluster 

griseochelin  S. griseus 53 

5-isoprenylindole-3-
carboxylate β-D-glycosyl 
ester biosynthetic gene 
cluster 

5-isoprenylindole-
3-carboxylate β-D-
glycosyl ester  

Streptomyces sp. RM-
5-8 

52 

bafilomycin B1 
biosynthetic gene cluster 

bafilomycin B1  S. lohii 50 

    
   (4) ลักษณะแตกต่างระหว่างไอโซเลต CA3R110 และสายพันธุ์อ้างอิงใกล้เคียง 
   จากการเปรียบเทียบลักษณะฟีโนไทป์ของไอโซเลต CA3R110 และสายพันธุ์อ้างอิง
ใกล้เคียง ได้แก่ S. rapamycinicus NRRL B-5491T และ S. iranensis HM 35T พบว่ามีลักษณะบาง
ประการที ่แตกต่างจากสายพันธุ ์ใกล้เคียง อาทิเช่นไอโซเลต CA3R110 สามารถย่อยยูเรีย และ
ตกตะกอนโปรตีนในนม สามารถใช้ดี-เมลิไบโอส ดี-แมนนิทอล ดี-แมนโนส แต่ไม่สามารถใช้ ดี-แลค
โตส แอล-อะราบิโนส ดี-ไซโลส ดี-เมลิไซโตส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถใช้ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน ไม่
สามารถใช้ แอล-อาร์จินีน และแอล-วาลีน เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน 
คือ อินนูลิน และดี-เมลิไซโตส มีการสร้างเอนไซม์ -glucosidase ลักษณะดังกล่าวมีความแตกต่าง
จากสายพันธุ์ใกล้เคียงทั้งสอง S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis DSM 41954T 
(ตารางที่ 4.14) 
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ตารางที ่  4.14 ลักษณะที ่แตกต ่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA3R110, S. 
rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis DSM 41954T 

ลักษณะ CA3R110* S. rapamycinicus 
DSM 41530T * 

S. iranensis 
DSM 41954T** 

การเรียงตัวของสปอร์และผิวสปอร ์ เกลียว/ขรุขระ เกลียว/ขรุขระ เกลียว/ขรุขระ 
สีโคโลนีบนอาหาร ISP2 pale greenish 

yellow 
pale greenish 

yellow 
Beige 

ความสามารถในการทนเกลือ
(%NaCl (w/v)) 

1-3 1-4 1-3 

อุณหภูมิที่เจริญ (°C) 20-40 20-40 20-37 
pH 6-9 6-9 6-11 
การย่อยยูเรีย + - nd 
การย่อยโปรตีนในนม:    
 Coagulation  + - + 
 Peptonization w w + 
ความสามารถในการเจร ิญบน
แหล่งคาร์บอน: 

   

 ดี-ราฟฟิโนส - w + 
 ดี-แลคโตส - + nd 
 ดี-เมลิไบโอส + - + 
 อินนูลิน - w nd 
 เดกซ์แทรน + w nd 
 แอล-อะราบิโนส - - + 
 ดี-ไซโลส - - + 
 แอล-แรมโนส + w + 
 ดี-แมนนิทอล + - + 
 ดี-แมนโนส + - + 
 ดี-เมลิไซโตส - + nd 
 ดี-ฟรุคโตส + w nd 
การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:    
 แอล-อาร์จินีน - w + 
 แอล-ฮิสทิดีน w w - 
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ตารางที ่  4.14 ลักษณะที ่แตกต่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA3R110, S. 
rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis DSM 41954T (ต่อ) 

ลักษณะ CA3R110* S. rapamycinicus 
DSM 41530T * 

S. iranensis 
DSM 41954T** 

การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:    
 4-ไฮดรอกซีโพรลีน + - + 
 แอล-ฟีนิลอะลานีน w + nd 
 แอล-วาลีน - w + 
การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:    
 ดี-แลคโตส - + nd 
 อินนูลิน + - nd 
 ดี-เมลิไซโตส + - nd 
การย่อยสารประกอบไม่ละลาย
น้ำ: 

   

 อะดีนีน + + - 
 ไฮโปแซนทีน + - nd 
 ไทโรซีน + w + 
การสร้างเอนไซม์ (API ZYM)    

 -galactosidase - w nd 

 -galactosidase w - nd 

 -glucosidase + w nd 

 -glucosidase w - nd 

 -mannosidase w - nd 
หมายเหตุ: *ข้อมูลจากการทดลอง **ข้อมูลจาก Hamedi และคณะ (2010) (Hamedi et al., 2010) 
 

 จากข้อมูลของอนุกรมวิธานหลายส่วน (polyphasic taxonomy) ซึ่งประกอบด้วย
ลักษณะทางฟีโนไทป์ ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีและลักษณะจีโนไทป์ สามารถสรุปได้ว่า ไอโซเลต 
CA3R110 จัดเป็นเชื้อสปีชีส์ใหม่ของสกุล Streptomyces และถูกกำหนดชื่อเป็น Streptomyces 
endocoffeicus sp. nov. 
   (5) ลักษณะแตกต่างระหว่างไอโซเลต CA1R205 และ CA3R110 
   จากการเปรียบเทียบลักษณะต่าง ๆ ของ CA1R205 และ CA3R110 พบว่ามี
ลักษณะบางประการที่แตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียง อาทิเช่น การเจริญของโซเลต CA3R110 พบว่ามี
การสร้างเส้นใยอาหารสีโทนเหลืองอมเขียวบนอาหารทดสอบทุกชนิด แต่ไอโซเลต CA1R205 มีการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สร้างเส้นใยอาหารสีโทนเหลืองอมเขียวบนอาหาร ISP6 และ ISP7 และสร้างเส้นใยอาหารสีโทนแดง
บนอาหารทดสอบที่เหลือ อีกทั้งไอโซเลต CA1R205 ไม่สามารถย่อยยูเรีย และเจลาติน สามารถใช้ ดี-
ราฟฟิโนส ดี-แลคโตส และดี-ไซโลส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน ไซลิทอล 
ดี-แลคโตส และดี-ซาลิซิน สำหรับอนุกรมวิธานเคมีพบน้ำตาลแมนโนส และมีนาควิโนนหลักชนิด MK-
9(H4) ซึ่งมีความแตกต่างกับไอโซเลต CA3R110 อย่างชัดเจน (ตารางท่ี 4.15)  
 
ตารางท ี ่  4.15 ล ักษณะท ี ่ แตกต ่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA1R205, 
CA3R110, S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis DSM 41954T  

ลักษณะ CA1R205* CA3R110* S. rapamycinicus 
DSM 41530T * 

S. iranensis 
DSM 41954T** 

การเรียงตัวของสปอร์และผิวสปอร ์ เกลียว/ขรุขระ เกลียว/ขรุขระ เกลียว/ขรุขระ เกลียว/ขรุขระ 
สีโคโลนีบนอาหาร ISP2 very deep 

red 
pale greenish 

yellow 
pale greenish 

yellow 
Beige 

ความสามารถในการทนเกลือ
(%NaCl (w/v)) 

1-3 1-3 1-4 1-3 

อุณหภูมิที่เจริญ (°C) 20-40 20-40 20-40 20-37 
pH 6-9 6-9 6-9 6-11 
การย่อยยูเรีย - + - nd 
การย่อยเจลาติน - + + + 
ความสามารถในการเจร ิญบน
แหล่งคาร์บอน: 

    

 ดี-ราฟฟิโนส w - w + 
 ดี-แลคโตส + - + nd 
 ดี-ไซโลส + - - + 
 ดี-แมนนิทอล - + - + 
 ดี-แมนโนส - + - + 
การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:     
 4-ไฮดรอกซีโพรลีน w + - + 
 แอล-โพรลีน - + + + 
การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:     
 ไซลิทอล + - - nd 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท ี ่  4.15 ล ักษณะท ี ่ แตกต ่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA1R205, 

CA3R110, S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis DSM 41954T (ต่อ) 

ลักษณะ CA1R205* CA3R110* S. rapamycinicus 
DSM 41530T * 

S. iranensis 
DSM 41954T** 

การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:     
 ไซลิทอล + - - nd 
 ดี-แลคโตส + - + nd 
 ดี-ซาลิซิน + - - nd 
การย่อยสารประกอบไม่ละลาย
น้ำ: 

    

 ไฮโปแซนทีน - + - nd 
 ไทโรซีน - + w + 
การสร้างเอนไซม์ (API ZYM)     
 -galactosidase - w - nd 

 -glucosidase - + w nd 

 -glucosidase - w - nd 

 N-acetyl--glucosaminidase - + + nd 

 -mannosidase - w - nd 
อนุกรมวิธานเคมี     
 น้ำตาลทั้งหมด กาแลคโตส แมน

โนส กลโูคส และ
ไรโบส 

กาแลคโตส 
กลูโคส และไรโบส 

กลูโคส และไรโบส  
 

nd 

 มีนาควิโนนหลัก MK-9(H6) และ 
MK-9(H4) 

MK-9(H6) และ 
MK-9(H8) 

MK-9(H6) และ MK-
9(H4) 

MK-9(H4), MK-
9(H6) และ MK-

9(H8) 
หมายเหตุ: *ข้อมูลจากการทดลอง **ข้อมูลจาก Hamedi และคณะ (2010) 
 

   จากการเปรียบเทียบจีโนมของไอโซเลต CA1R205 และ CA3R110 พบว่า มีค่า 
Average nucleotide identity-Blast (ANIb) เท่ากับ 81.8 เปอร์เซ็นต์ และค่า digital DNA-DNA 
hybridization (dDDH) เท่ากับ 27.6 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.16) ซึ่งมีค่าต่ำกว่าจุดตัดของเกณฑ์
กำหนดความแตกต่างระดับสปีชีส์ (<95-96% สำหรับค่า ANI และ<70% สำหรับค่า dDDH) ที่กำหนด
โดย Chun และคณะ (2018) และ Wayne และคณะ (1987) ตามลำดับ จากข้อมูลข้างต้นยืนยันว่าไอ
โซเลต CA1R205 มีความแตกต่างกับ CA3R110 ในระดับสปีชีส์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.16 ค่า ANIb, ANIm และ dDDH ระหว่างโครงร่างจีโนมของ CA1R205, CA3R110, S. rapamycinicus NRRL B-5491Tและ S. iranensis HM 35T 

หมายเหตุ: *Formula 1 คือ HSP length / total length, **Formula 2 คือ identities/HSP length, ***Formula 3 คือ identities / total length เป็นการวิเคราะห์โดยไม่ขึ้นอยู่กับความ
ยาวของโครงร่างจีโนม

 
 
 

ไอโซเลต 

 
 
 

สายพันธุ์อ้างอิง 

 
 

ANIb 
(%) 

 
 

ANIm 
(%) 

Digital DNA-DNA hybridization relatedness  
 

G+C 
difference 

Formula 1* Formula 2** Formula 3*** 
% 

dDDH 
Model 

C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

Streptomyces 
sp. CA1R205T 

Streptomyces sp. 
CA3R110T 

81.8 87.4 28.4 25.0-
32.0 

0.5385 0.05 27.6 25.2-
30.1 

0.1564 0.04 27.0 24.1-
30.1 

0.6106 0.00 0.25 

S. rapamycinicus 
 NRRL B-5491T  

81.5 87.3 28.8 25.4- 
32.4 

0.5322 0.06 27.2 24.9- 
29.7 

0.1585 0.03 27.3 
 

24.4- 
30.4 

0.6064 0.00 0.36 

S. iranensis HM 
35T 

81.7 87.4 29.1  25.7- 
32.7 

0.5273 0.06 27.7 
 

25.4- 
30.2 

0.1553 0.04 27.6 
 

24.7- 
30.7 

0.6007 0.00 0.22 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   4.1.1.3 ไอโซเลต CA2R105 
   (1) ลักษณะทางฟีโนไทป์ 
   ไอโซเลต CA2R105 สามารถเจริญได้ดีบนอาหารเกือบทุกชนิด แต่เจริญได้น้อยบน
อาหาร ISP4 เส้นใยอาหารมีสีส้มอ่อน (pale orange yellow) จนถึงสีส้มเข้ม (strong orange 
yellow) สามารถสร้างเส้นใยอากาศสีส้มอ่อนบนอาหารทุกชนิด และไม่มีการสร้างรงควัตถุที่ละลายน้ำ
บนอาหารทุกชนิด (ตารางที่ 4.17) จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยบนอาหารแข็ง 
ISP2 ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่มีเลนส์ส่องระยะไกล พบว่าไอโซเลต CA2R105 สร้างเส้นใยที่มี
ลักษณะขดไปมา (zig-zag) เมื่อตรวจสอบลักษณะของผิวเส้นใยโดยการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (กำลังขยาย 5,000 เท่า) พบว่าเส้นใยสามารถแตกหักกลายเป็นชิ้นส่วน
รูปร่างแท่งได้ (rod) (รูปที่ 4.15) ลักษณะสัณฐานวิทยาของเส้นใยดังกล่าวพบได้ในสกุล Nocardia 
(Goodfellow et al. 2012) และมีลักษณะของเส้นใยคล้ายคลึงกับ N. jiangxiensis NBRC 101359T 

(Cui et al., 2005) จากการเปร ียบเทียบล ักษณะการเจร ิญของไอโซเลต  CA2R105 และ N. 
jiangxiensis NBRC 101359T ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ้างอิง (reference strain) ที่ใกล้เคียง คือ พบความ
คล้ายคลึงของสีเส้นใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ และเชื้อทั้งสองมีสีของเส้นใยอากาศและสีสปอร์ที่
เหมือนกัน (ตารางท่ี 4.17) 
 

 

รูปที่ 4.15 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลต CA2R105 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร  
ISP2 (ค) ลักษณะสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกลเป็นเลนส์ใกล้วัตถุ (กำลังขยาย 
400 เท่า) และ (ง) สัณฐานวิทยาของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (กำลังขยาย 5,000 เท่า)   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.17 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต CA2R105 และ N. jiangxiensis NBRC 101359T 

 

 อาหาร การเจริญ สีของเสน้ใยอาหาร สีของเสน้ใยอากาศ สารสีละลายน้ำ 
 
 
 
 

CA2R105 

ISP2 ดีมาก Strong orange yellow Pale orange yellow - 
ISP3 ดีมาก Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
ISP4 น้อย Pale orange yellow Pale orange yellow - 
ISP5 ด ี Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
ISP6 ด ี Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
ISP7 ดีมาก Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
GluA ดีมาก Moderate orange yellow Pale orange yellow - 

Czapek ด ี Pale orange yellow Pale orange yellow - 
NA ดีมาก Light orange yellow Pale orange yellow - 

 
 
 

N. jiangxiensis  
NBRC 101359T 

ISP2 ดีมาก Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
ISP3 ด ี Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
ISP4 น้อย Pale orange yellow - - 
ISP5 ด ี Pale orange yellow Pale orange yellow - 
ISP6 ด ี Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
ISP7 ดีมาก Moderate orange yellow Pale orange yellow - 
GluA ดีมาก Moderate orange yellow Pale orange yellow - 

Czapek ด ี Pale orange yellow Pale orange yellow - 
NA ด ี Moderate orange yellow Pale orange yellow - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



110 
 

    ไอโซเลต CA2R105 สามารถเจริญบนอาหาร ISP2 ที่มีโซเดียมคลอไรด์สูงสุด 4 
เปอร์เซ็นต์ ช่วงพีเอช 6-11 และอุณหภูมิระหว่าง 20-40 องศาเซลเซียส ไม่สามารถย่อยแป้ง ยูเรีย เจ
ลาติน และโปรตีนในนม สามารถรีดิวซ์ไนเตรต และไม่สามารถสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้ มีการสร้าง
กรดโดยใช้ดี-กลูโคส ดี-เมลิไบโอส ดี-ซูโครส อินนูลิน ดี-ไรโบส เดกซ์แทรน ดี-กาแลคโตส แอล-อะราบิ
โนส ดี-ไซโลส ทรีฮาโลส แอล-แรมโนส ดี-แมนนิทอล  ดี-เมลิไซโตส กลีเซอรอล และดี-ฟรุคโตส เป็น
แหล่งคาร์บอน สามารถใช้ดี-กลูโคส ดี-เซลโลไบโอส ไซลิทอล ดี-แลคโตส ดี-เมลิไบโอส อินนูลิน ดี-ไร
โบส ดี-กาแลคโตส แอล-อะราบิโนส ดี-ไซโลส ทรีฮาโลส แอล-แรมโนส และ ดี-ฟรุคโตส เป็นแหล่ง
คาร์บอน สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนทุกชนิดที่นำมาทดลอง และย่อยไฮโปแซนทีนที่เป็นสารไม่ละลาย
น้ำ สร้างเอนไซม์คะตะเลส แต่ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ออกซิเดสได้ เมื่อนำไปทดสอบกิจกรรมของ
เอนไซม์ด้วยชุดทดสอบ API ZYM ไอโซเลต CA2R105 สามารถสร้างเอนไซม์ Leucine arylamidase, 
acid phosphatase, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, -galactosidase, -glucosidase 
และ -glucosidase (ภาคผนวก ค) มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antimicrobial Susceptibility) อะมิ
กาซิน อะม็อกซีซิลลิน แอมพิซิลลิน โอฟลอกซาซิน เพนิซิลลิน และโทบรามัยซิน แต่ทนต่อแอมโฟเท
อริซิน ไซโคลเฮกซิไมด์ ออกซาซิลลิน และแวนโคมัยซิน  

   (2) ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคม ี
   ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกในผนังเซลล์ของไอโซเลต CA2R105 เป็นแบบ 
meso พบน้ำตาลกาแลคโตส กลูโคส อะราบิโนส และไรโบสภายในเซลล์ กรดไขมันหลัก (>10%) ใน
เซลล์ที่พบ คือ C16:0 , C18:1 ω9c ,C18:0  และ 10-methyl C18:0 (TSBA) นอกจากนี้พบ C14:0, C17:0 10-
methyl, Iso-C19:0 และ C20:1 ω9c เป็นกรดไขมันรอง (ตารางที่ 4.18) ชนิดของไขมันมีขั ้วที ่พบ คือ 
diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol 
(PG), phosphatidylinositol (PI) และ phosphatidylinositolmannoside (PIM) (ภาคผนวก ง) พบ

มีนาควิโนนหลัก คือ MK-8(H4, ω-cyclo) (80.8%) พบกรดมัยคอลิก โดยลักษณะอนุกรมวิธานเคมีของไอ
โซเลต CA2R105 คล้ายคลึงกับลักษณะอนุกรมวิธานเคมีทั่วไปที่พบในสกุล Nocardia (Goodfellow 
et al., 2012) เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ใกล้เคียงคือ N. jiangxiensis NBRC 101359T พบว่า เชื้อ
ทั้งสองมีรูปแบบของกรดไขมันหลัก และมีนาควิโนนคล้ายคลึงกัน แต่มีชนิดของน้ำตาลในเซลล์และ
ชนิดของฟอสโฟลิปิดแตกต่างกัน โดย N. jiangxiensis NBRC 101359T ไม่พบน้ำตาลกลูโคส และไร
โบส รวมทั้งไม่พบ phosphatidylglycerol (PG)  

ตารางท่ี 4.18 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต CA2R105 และสายพันธุ์อ้างอิง 
กรดไขมัน (%) 1 2 3 

C16:0 36.41 41.02 43.6 
C18:0 10-methyl 13.80 11.25 15.3 
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ตารางท่ี 4.18 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต CA2R105 และสายพันธุ์อ้างอิง (ต่อ) 

กรดไขมัน (%) 1 2 3 
C18:0 11.42 8.75 11.2 

  C18:1 ω9c 21.20 23.93 12.1 
C14:0 0.98 0.95 1.0 

C16:1 ω9c 0.51 0.71 0.3 
C17:0 - - 1.15 

C17:0 10-methyl 0.55 - - 
Iso-C17:1 ω10c - 0.69 - 

Iso-C19:0 1.41 0.58 - 
C19 : 1 cyclo 9,10 - - - 

C20:0 0.50 1.33 - 
C20:1 ω9c 4.94 4.15 - 

Summed feature 3 5.1 4.3 14.3 
หมายเหตุ: สายพันธุ์: 1. CA2R105; 2. N. jiangxiensis NBRC 101359T, 3. N. nova DSM 44481T (Kageyama 
et al., 2004); Summed feature 3 คือ C16:1 ω6c และ/หรือ C16:1 ω7c 
 

   (3) ลักษณะทางจีโนไทป์ 
   จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA ของไอโซเลต CA2R105 
พบว ่าม ีความใกล ้ เค ียงก ับ  N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 44481T ด ้วย
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของนิวคลีโอไทด์ เท่ากับ  99.17 และ 98.61 ตามลำดับ ซึ่งสายพันธุ ์ที่
ใกล้เคียงที่สุดมีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA สูงกว่าเกณฑ์กำหนดความเป็นสปีชีส์ใหม่ 
(<98.7%) ที่กำหนดโดย Rossi-Tamisier และคณะ (2015) (ตารางที่ 4.19) แต่สามารถใช้ข้อมูลของ
จีโนมจากการวิเคราะห์ค่า dDDH และวิเคราะห์ค่า ANIb และ ANIm เพื่อยืนยันว่าสายพันธุ์ใกล้เคียง
ต่างสปีชีส์กันได้ (Kim et al., 2014) นอกจากนี้การวิเคราะห์ตำแหน่งอนุกรมวิธานจากแผนภูมิต้นไม้ 
(phylogenetic tree) แบบ  maximum-likelihood, neighbor-joining  และ maximum-parsimony 
โดยตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA2R105 แยกออกจาก N. jiangxiensis NBRC 101359T 

และ N. nova DSM 44481T อย่างชัดเจน (รูปที่ 4.16-4.18) แต่มคี่าความเชื่อม่ัน (bootstrap value) 
ในระด ับต ่ำ (<50%) บนแผนภ ูม ิต ้นไม้  maximum-likelihood และ maximum-parsimony 
นอกจากนี้มีระยะทางบนสายวิวัฒนาการ (evolutionary distances) ห่างกัน จากข้อมูลข้างต้น
สามารถสรุปได้ว่าไอโซเลต CA2R105 มีความแตกต่างทางอนุกรมวิธานจาก N. jiangxiensis NBRC 
101359T และ N. nova DSM 44481T 
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ตารางท่ี 4.19 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนช่วง 16S rRNA (% 16S rRNA gene similarity value) ระหว่างไอโซเลต CA2R105 และสายพันธุ์
ใกล้เคียงในฐานข้อมูล EzBioCloud  
 สายพันธุ์ใกล้เคียง 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 CA2R105 100 99.17 98.89 98.61 98.40 98.26 98.12 98.05 98.05 97.98 97.98 97.93 97.92 97.92 97.92 97.85 97.78 97.78 97.78 97.78 
2 N. jiangxiensis 99.17  100  99.10 99.00 99.10 98.70 98.30 98.20 98.30 98.70 98.00 97.70 98.30 98.30 98.00 98.20 97.80 97.60 97.90 98.20 

3 N. rayongensis 98.89 99.10  100 99.10 98.50 98.50 98.90 98.60 98.40 98.20 98.20 97.70 98.20 98.30 98.20 98.20 98.00 97.90 98.10 98.70 

4 N. nova 98.61 99.00 99.10  100  98.50 98.60 98.50 98.20 98.50 98.70 98.10 98.00 98.50 98.30 98.50 98.20 98.00 98.00 98.10 98.50 

5 N. miyunensis 98.40 99.10 98.50 98.50  100 98.30 98.50 97.40 97.80 99.10 97.60 97.30 97.80 97.70 97.80 97.70 97.70 97.30 97.70 97.70 

6 N. vermiculata 98.26 98.70 98.50 98.60 98.30  100 97.50 97.80 98.20 98.00 97.20 97.80 99.00 98.00 97.90 97.80 98.00 97.30 98.00 98.10 
7 N. pseudobrasiliensis 98.12 98.30 98.90 98.50 98.50 97.50  100  98.20 98.30 98.50 98.20 97.60 97.40 97.80 98.50 98.20 98.10 98.20 98.00 98.50 
8 N. asteroides 98.05 98.20 98.60 98.20 97.40 97.80 98.20  100  98.90 97.20 97.80 97.40 97.50 98.20 98.50 98.50 97.20 97.40 99.20 98.10 
9 N. cyriacigeorgica 98.05 98.30 98.40 98.50 97.80 98.20 98.30 98.90  100 97.60 97.70 97.90 97.70 97.60 98.50 98.30 97.60 98.00 99.20 98.00 
10 N. macrotermitis 97.98 98.70 98.20 98.70 99.10 98.00 98.50 97.20 97.60  100  97.40 97.70 98.20 97.90 97.60 97.50 97.80 97.70 97.50 98.00 

11 N. aurantia 97.98 98.00 98.20 98.10 97.60 97.20 98.20 97.80 97.70 97.40  100  96.70 97.20 97.50 97.70 97.50 97.00 96.80 97.30 97.60 
12 N. terrae 97.93 97.70 97.70 98.00 97.30 97.80 97.60 97.40 97.90 97.70 96.70  100 97.70 97.50 98.00 98.20 97.90 98.90 97.60 98.20 
13 N. vaccinii 97.92 98.30 98.20 98.50 97.80 99.00 97.40 97.50 97.70 98.20 97.20 97.70  100 98.20 97.50 97.60 97.90 97.00 97.50 98.00 
14 N. vinacea 97.92 98.30 98.30 98.30 97.70 98.00 97.80 98.20 97.60 97.90 97.50 97.50 98.20  100  98.00 97.70 96.80 97.00 97.60 97.90 

15 N. exalbida 97.92 98.00 98.20 98.50 97.80 97.90 98.50 98.50 98.50 97.60 97.70 98.00 97.50 98.00  100 99.30 97.40 97.70 99.00 97.60 
16 N. xishanensis 97.85 98.20 98.20 98.20 97.70 97.80 98.20 98.50 98.30 97.50 97.50 98.20 97.60 97.70 99.30  100 97.70 97.90 98.60 97.70 
17 N. inohanensis 97.78 97.80 98.00 98.00 97.70 98.00 98.10 97.20 97.60 97.80 97.00 97.90 97.90 96.80 97.40 97.70  100  98.20 97.50 98.20 
18 N. yunnanensis 97.78 97.60 97.90 98.00 97.30 97.30 98.20 97.40 98.00 97.70 96.80 98.90 97.00 97.00 97.70 97.90 98.20  100  97.60 98.20 
19 N. gipuzkoensis 97.78 97.90 98.10 98.10 97.70 98.00 98.00 99.20 99.20 97.50 97.30 97.60 97.50 97.60 99.00 98.60 97.50 97.60  100 97.60 
20 N. stercoris 97.78 98.20 98.70 98.50 97.70 98.10 98.50 98.10 98.00 98.00 97.60 98.20 98.00 97.90 97.60 97.70 98.20 98.20 97.60  100  
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รูปที ่ 4.16 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA2R105 ด้วยวิธี Neighbor-
Joining  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Nocardia sp. CA2R105T (MN116549) 

 Nocardia jiangxiensis NBRC 101359T (BAGB01000020) 

 Nocardia miyunensis NBRC 108239T (BDBQ01000171) 

 Nocardia macrotermitis RB20T (KY558706) 

 Nocardia nova NBRC 15556T (BDBN01000167) 

 Nocardia rayongensis RY45-3T (AB889540) 

 Nocardia pseudobrasiliensis NBRC 108224T (BDBS01000093) 

 Nocardia aurantia RB56T (KY558730) 

 Nocardia stercoris NEAU-LL90T (RFFH01000046) 

 Nocardia inohanensis NBRC 100128T (BDBK01000025) 

 Nocardia terrae ET3-3T (LC495741) 

 Nocardia yunnanensis CFHS0054T (CP032568) 

 Nocardia exalbida NBRC 100660T (BAFZ01000028) 

 Nocardia xishanensis NBRC 101358T (BDCF01000101) 

 Nocardia cyriacigeorgica DSM 44484T (AF430027) 

 Nocardia asteroids NBRC 15531T (BAFO01000006) 

 Nocardia gipuzkoensis 234509T (JACBNG010000120) 

 Nocardia abscessus IMMIB D-1592T (AF218292) 

 Nocardia vinacea NBRC 16497T (BAGN01000059) 

 Nocardia vermiculata NBRC 100427T (BDCA01000059) 

 Nocardia vaccinii DSM 43285T (AF430045) 

 Rhodococcus yunnanensis NBRC 103083T (BCXH01000047) 

 Rhodococcus sovatensis H004T (KU189221) 

 Rhodococcus kyotonensis DS472T (AB269261) 

 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 
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รูปที่ 4.17 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA2R105 ด้วยวิธี maximum-
likelihood 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 Nocardia gipuzkoensis 234509T (JACBNG010000120) 

 Nocardia abscessus IMMIB D-1592T (AF218292) 

 Nocardia asteroids NBRC 15531T (BAFO01000006) 

 Nocardia cyriacigeorgica DSM 44484T (AF430027) 

 Nocardia exalbida NBRC 100660T (BAFZ01000028) 

 Nocardia xishanensis NBRC 101358T (BDCF01000101) 

 Nocardia pseudobrasiliensis NBRC 108224T (BDBS01000093) 

 Nocardia aurantia RB56T (KY558730) 

 Nocardia nova NBRC 15556T (BDBN01000167) 

 Nocardia rayongensis RY45-3T (AB889540) 

 Nocardia stercoris NEAU-LL90T (RFFH01000046) 

 Nocardia inohanensis NBRC 100128T (BDBK01000025) 

 Nocardia terrae ET3-3T (LC495741) 

 Nocardia yunnanensis CFHS0054T (CP032568) 

 Nocardia sp. CA2R105T (MN116549) 

 Nocardia jiangxiensis NBRC 101359T (BAGB01000020) 

 Nocardia miyunensis NBRC 108239T (BDBQ01000171) 

 Nocardia macrotermitis RB20T (KY558706) 

 Nocardia vinacea NBRC 16497T (BAGN01000059) 

 Nocardia vermiculata NBRC 100427T (BDCA01000059) 

 Nocardia vaccinii DSM 43285T (AF430045) 

 Rhodococcus yunnanensis NBRC 103083T (BCXH01000047) 

 Rhodococcus sovatensis H004T (KU189221) 

 Rhodococcus kyotonensis DS472T (AB269261) 

 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 
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รูปที่ 4.18 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต CA2R105 ด้วยวิธี maximum-
parsimony 
 

 การตรวจคุณลักษณะอนุกรมวิธานด้วยคุณสมบัติจีโนมของไอโซเลต CA2R105 
พบว่า โครงร่างจีโนม มีนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 10,562,586 นิวคลีโอไทด์ (ประกอบด้วย 106 contigs 
โดย contig ที่ยาวสุดมีขนาด 2,055,843 นิวคลีโอไทด์ มีค่า N50 มีความยาว 540,076 นิวคลีโอไทด์ 
มีค่า Genome coverage เท่ากับ 40X) ไอโซเลต CA2R105 มีปริมาณเบส G+C ในจีโนม เท่ากับ 
66.95 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับปริมาณ G+C content ของสกุล Nocardia ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง 63-73 
เปอร์เซ็นต์ (Goodfellow et al. 2012) จากการเปรียบเทียบจีโนมของไอโซเลต CA2R105 และสาย
พันธุ ์ใกล้เคียงได้แก่ N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 44481T พบว่า มีค่า 
Average nucleotide identity-Blast (ANIb) เท่ากับ 93.7 และ 75.6 เปอร์เซ็นต์ และค่า digital 
DNA-DNA hybridization (dDDH)  เท่ากับ 65.2 และ 22.4 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางที่ 4.20) 
ซึ่งมีค่าต่ำกว่าจุดตัดของเกณฑ์กำหนดความแตกต่างระดับสปีชีส์ (<95-96% สำหรับค่า ANI และ
<70% สำหรับค่า dDDH) ที่กำหนดโดย Chun และคณะ (2018) และ Wayne และคณะ (1987) 
ตามลำดับ นอกจากนี้ตำแหน่งอนุกรมวิธานบนแผนภูมิต้นไม้ของจีโนม (phylogenomic tree) ของไอ

 Rhodococcus sovatensis H004T (KU189221) 

 Rhodococcus kyotonensis DS472T (AB269261) 

 Rhodococcus yunnanensis NBRC 103083T (BCXH01000047) 

 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 

 Nocardia miyunensis NBRC 108239T (BDBQ01000171) 

 Nocardia macrotermitis RB20T (KY558706) 

 Nocardia nova NBRC 15556T (BDBN01000167) 

 Nocardia sp. CA2R105T (MN116549) 

 Nocardia jiangxiensis NBRC 101359T (BAGB01000020) 

 Nocardia vinacea NBRC 16497T (BAGN01000059) 

 Nocardia vermiculata NBRC 100427T (BDCA01000059) 
 Nocardia vaccinii DSM 43285T (AF430045) 

 Nocardia rayongensis RY45-3T (AB889540) 

 Nocardia aurantia RB56T (KY558730) 

 Nocardia pseudobrasiliensis NBRC 108224T (BDBS01000093) 

 Nocardia stercoris NEAU-LL90T (RFFH01000046) 

 Nocardia inohanensis NBRC 100128T (BDBK01000025) 
 Nocardia terrae ET3-3T (LC495741) 

 Nocardia yunnanensis CFHS0054T (CP032568) 

 Nocardia exalbida NBRC 100660T (BAFZ01000028) 

 Nocardia xishanensis NBRC 101358T (BDCF01000101) 

 Nocardia asteroids NBRC 15531T (BAFO01000006) 

 Nocardia cyriacigeorgica DSM 44484T (AF430027) 

 Nocardia gipuzkoensis 234509T (JACBNG010000120) 

 Nocardia abscessus IMMIB D-1592T (AF218292) 
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โซเลต CA2R105 ก่อตัวอยู ่บนคนละกิ ่ง (branch) กับ N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. 
nova DSM 44481T โดยมีค่า bootstrap เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.19) จากข้อมูลข้างต้น
ยืนยันว่าไอโซเลต CA2R105 มีความแตกต่างในระดับสปีชีส์กับสายพันธุ์ใกล้เคียงทั้งสอง ลำดับนิวคลี
ไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA และจีโนมของไอโซเลต CA2R105 จัดเก็บไว้ในฐานข้อมูล Genbank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยมีหมายเลขจำเพาะ MN116549 และ JAINZY000000000 
ตามลำดับ 

 

 
รูปที่ 4.19 แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของจีโนม (Phylogenomic tree) แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธาน
ของไอโซเลต CA2R105 และสายพันธุ์ใกล้เคียง 
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ตารางท่ี 4.20 ค่า ANIb, ANIm และ dDDH ระหว่างโครงร่างจีโนมของ CA2R105, N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 44481T
 

หมายเหตุ: *Formula 1 คือ HSP length / total length, **Formula 2 คือ identities/HSP length, ***Formula 3 คือ identities / total length เป็นการวิเคราะห์โดยไม่ขึ้นอยู่กับความ
ยาวของโครงร่างจีโนม

 
 
 

ไอโซเลต 

 
 
 

สายพันธุ์อ้างอิง 

 
 

ANIb 
(%) 

 
 

ANIm 
(%) 

Digital DNA-DNA hybridization relatedness  
 

G+C 
difference 

Formula 1* Formula 2** Formula 3*** 
% 

dDDH 
Model 

C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

Nocardia sp. 
CA2R105T 

N. jiangxiensis 
NBRC 101359T  

93.7 95.9 60.3 56.6-
63.8 

0.2384 42.9 65.2 62.3-
68.0 

0.0431 67.9 62.5 59.2-
65.7 

0.2712 37.2 0.20 

N. nova DSM 
44481T 

75.6 84.8 18.5 15.4-
22.1 

0.7540 0.0 22.4 20.1-
24.8 

0.1958 0.0 18.2 15.6-
21.2 

0.8022 0.0 0.89 
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   การทำนายยีนบนจีโนม (annotation) ของไอโซเลต CA2R105 พบยีนทั ้งหมด 
9,495 ยีน โดยมียีนที่แปลรหัสเป็นโปรตีน จำนวน 9,435 ยีน misc_RNA จำนวน 152 ยีน tRNA 
จำนวน 80 ยีน rRNA จำนวน 3 ยีน และ tmRNA จำนวน 1 ยีน จากแผนภาพวงกลมพบกลุ่มยีนออ
โทโลกัส (Cluster of Orthologous genes; COGs) ที่ทำหน้าที่ต่าง ๆ ได้แก่ กลุ่มยีนกรดอะมิโนและ
อนุพันธ ุ ์ของกรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต (carbohydrates) เมทาบอลิซ ึมของโปรตีน (protein 
metabolism) โคแฟคเตอร์ (cofactors) วิตามิน (vitamins) สารสี (pigments) กรดไขมัน (fatty 
acids) ไขมัน (lipids) และไอโซพรีนอยด์ (isoprenoids) และกลุ่มยีนอื่น ๆ (รูปที่ 4.20)   

 

 

รูปที่ 4.20 แผนภาพแสดง Cluster of Orthologous genes (COGs) ของไอโซเลต CA2R105 
 

   การทำนายกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิ (antismash) บนจีโนมของ

ไอโซเลต CA2R105 เปรียบเทียบกับสายพันธุ ์ใกล้เคียง N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. 

nova DSM 44481T พบกลุ่มยีน T1PKS, NRPS, Terpene และ Betalactone มีปริมาณยีนแตกต่างอย่าง

กันเห็นได้ชัด ดังนั้นการทำนายกลุ่มยีนจึงสามารถบ่งบอกความแตกต่างของเชื้อแต่ละชนิดได้  (รูปที่ 

4.21) 
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รูปที่ 4.21 แผนภาพแสดงปริมาณกลุ่มยีนบนจีโนมที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิของ CA2R105, 
N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 44481T 

หมาย เห ตุ : 1. T1PKS (Polyketide synthase type I), 2. T2PKS (Polyketide synthase type II), 3. T3PKS (Polyketide 

synthase type III), 4. Non-ribosomal peptide synthetase cluster (NRPS), 5. Terpene, 6. Betalactone, 7. non-alpha 

poly-amino acids like e-Polylysin (NAPAA), 8. redox-cofactor, 9. lanthipeptide class I, 10. lanthipeptide class V, 11. 

Ectoine, 12. Other, 13. hglE-KS, 14. Other unspecified ribosomally synthesised and post-translationally modified 

peptide product (RiPP) cluster, 15. Arylpolyene, 16. Resorcinol, 17. Furan, 18. Butyrolactone, 19. Lassopeptide 

และ 20. phosphonate 

 

   นอกจากนี้ไอโซเลต CA2R105 พบว่ามีกลุ่มยีน T1PKS, กลุ่มยีน T3PKS, กลุ่มยีน 
terpene, กลุ่มยีน ectoine, กลุ่มยีน NRPS, กลุ่มยีน melanin, กลุ่มยีน betalactone และกลุ่มยีน
อื ่น ๆ โดยมี 2 กลุ ่มยีนที ่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ คือ กลุ ่มยีนที ่สังเคราะห์สาร 
ectoine (100%) ความ และกลุ่มยีนที่สังเคราะห์สาร 2-methylisoborneol (75%) รวมทั้งกลุ่มยีนที่
ม ีการสร ้างสารทุต ิยภูม ิโดยมีเปอร ์เซ ็นต์ความคล้ายคลึงต่ำ  เช ่น กลุ ่มย ีนที ่ส ังเคราะห์สาร 
isorenieratene (28%), กลุ ่มยีนที ่ส ังเคราะห์สาร coelichelin (27%), กลุ ่มยีนที ่สังเคราะห์สาร 
carotenoid (27%) และกลุ่มยีนที่สังเคราะห์สาร 5-isoprenylindole-3-carboxylate β-D-glycosyl 
ester (14%) เป็นต้น (ภาคผนวก จ) จึงมีแนวโน้มว่า CA2R105 สามารถสร้างสารทุติยภูมิที่มีแนวโน้ม
ว่าอาจเป็นสารทุติยภูมิชนิดใหม่ 

   (4) ลักษณะแตกต่างระหว่างไอโซเลต CA2R105 และสายพันธุ์อ้างอิงใกล้เคียง 
   จากการเปรียบเทียบลักษณะฟีโนไทป์ของไอโซเลต CA2R105 และสายพันธุ์อ้างอิง
ใกล้เคียง ได้แก่ N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 44481T พบว่ามีลักษณะบาง
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ประการที่แตกต่างกัน อาทิเช่นไอโซเลต CA2R105 สามารถใช้ไซลิทอล ดี-เมลิไบโอส แอล-อะราบิโนส 
และแอล-แรมโนส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถใช้ 2-อะมิโนบิวเทน เป็นแหล่งไนโตรเจน ไม่สามารถ
สร้างกรดในแหล่งคาร์บอน คือ อะโดนิทอล และไซลิทอล มีการสร้างเอนไซม์ -galactosidase และ 
-mannosidase ลักษณะดังกล่าวมีความแตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียงทั้งสอง (ตารางท่ี 4.21)  
 
ตารางท ี ่  4.21 ล ักษณะแตกต ่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA2R105, N. 
jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 44481T 

ลักษณะ CA2R105* N. jiangxiensis 
NBRC 101359T* 

N. nova  
DSM 44481T** 

สีโคโลนีบนอาหาร ISP2 strong orange 
yellow 

moderate 
orange yellow 

orange 

คว ามส ามา รถ ในกา รทน เกลื อ 
(%NaCl (w/v)) 

1-4 1-4 1-7 

อุณหภูมิที่เจริญ (°C) 20-40 20-40 15-37 
pH 6-11 6-11 4-8 
ความสามารถในการเจริญบนแหล่ง
คาร์บอน: 

   

 ไซลิทอล + - nd 
 ดี-ซูโครส - - w 
 ดี-เมลิไบโอส + + nd 
 แอล-อะราบิโนส + - - 
 แอล-แรมโนส + - - 
 ดี-แมนนิทอล - - w 
 ดี-แมนโนส - + nd 
การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:    
 2-อะมิโนบิวเทน + - nd 
การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:    
 อะโดนิทอล - + + 
 ไซลิทอล - + nd 
 ดี-เมลิไซโตส + - nd 
การย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ:    
 ไฮโปแซนทีน w + - 
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ตารางท ี ่  4.21 ล ักษณะแตกต ่าง  (differential characteristics) ของไอโซเลต CA2R105, N. 

jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 44481T (ต่อ) 

ลักษณะ CA2R105* N. jiangxiensis 
NBRC 101359T* 

N. nova  
DSM 44481T** 

การสร้างเอนไซม์ (API ZYM)    

 -galactosidase + w nd 

 -mannosidase w w nd 
หมายเหตุ: *ข้อมูลจากการทดลอง **ข้อมูลจาก Kageyama และคณะ (2004) (Kageyama et al., 2004)  
 

   จากข้อมูลของอนุกรมวิธานหลายส่วน (polyphasic taxonomy) ซึ่งประกอบด้วย
ลักษณะทางฟีโนไทป์ ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีและลักษณะจีโนไทป์ สามารถสรุปได้ว่า ไอโซเลต 
CA2R105 จัดเป็นเชื้อสปีชีส์ใหม่ของสกุล Nocardia และถูกกำหนดชื่อเป็น Nocardia coffeae sp. 
nov. 
 
 4.1.2 แอคติมัยสีทจากป่าพรุ  
  4.1.2.1 ไอโซเลต PLK6-54 
   (1) ลักษณะทางฟีโนไทป์ 
   ไอโซเลต PLK6-54 สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็งเกือบทุกชนิด แต่เจริญได้น้อย
บนอาหาร ISP6 เส้นใยอาหารมีสีน้ำตาลอ่อน (light olive brown) จนถึงน้ำตาลเข้ม (dark grayish 
yellow) สามารถสร้างเส้นใยอากาศและสปอร์สีน้ำตาลอมเทา (Olive gray) บนอาหาร ISP3 มีการ
สร้างรงควัตถุที ่ละลายน้ำสีเหลืองอ่อน (pale yellow) จนถึงส ีเหลืองอมน้ำตาล (moderate 
yellowish brown) บนอาหารแข็ง ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 glucose asparagines และ nutrient agar 
(ตารางที่ 4.22) จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์บนอาหารแข็ง ISP3 ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสงที่มีเลนส์ส่องระยะไกล พบว่าไอโซเลต PLK6-54 สร้างสปอร์ที่มีการเรียงต่อกัน
เป็นสายตรงปลายโค้ง (flexuous spore chains) บนเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.22) เมื ่อตรวจสอบ
ลักษณะของผิวสปอร์โดยการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (กำลังขยาย 6,000 
เท่า) พบว่าผิวสปอร์มีลักษณะเรียบ (smooth) ลักษณะสัณฐานวิทยาของสปอร์ดังกล่าวพบได้ทั่วไปใน
สกุล Streptomyces (Goodfellow et al. 2012) และมีลักษณะการเรียงตัวของสปอร์และผิวสปอร์
คล้ายคลึงกับ S. rubidus NBRC 102073T (Xu et al., 2006) จากการเปรียบเทียบลักษณะการเจริญ
ของไอโซเลต PLK6-54  และ S. rubidus NBRC 102073T ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ้างอิง (reference strain) 
ที่ใกล้เคียง คือ เชื้อทั้งสองมีสีเส้นใยอาหารและการผลิตรงควัตถุที่ละลายน้ำในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
ต่างๆ รวมทั้งมีสีของเส้นใยอากาศและสีสปอร์ท่ีคล้ายคลึงกัน (ตารางท่ี 4.22) 
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ตารางท่ี 4.22 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต PLK6-54 และ S. rubidus NBRC 102073T 

 

Strain อาหาร การเจริญ สีของเสน้ใยอาหาร สีของเสน้ใยอากาศ สารสีละลายน้ำ 
 
 
 
 

PLK6-54 
 

ISP2 ดีมาก Light olive brown - Moderate yellow 
ISP3 ดีมาก Grayish olive Light bluish gray/Olive gray Moderate yellowish brown 
ISP4 ดีมาก Dark grayish yellow - Pale yellow 
ISP5 ดีมาก Dark grayish yellow - Pale yellow 
ISP6 ปานกลาง Dark grayish yellow - - 
ISP7 ดีมาก Dark grayish yellow - - 
GluA ดีมาก Moderate greenish yellow - Pale yellow 

Czapek ดีมาก Light greenish gray - - 
NA ดีมาก Dark grayish yellow - Moderate yellow 

 
 
 

S. rubidus 
NBRC 102073T 

ISP2 ดีมาก Dark grayish yellow - Dark yellow 
ISP3 ดีมาก Moderate olive brown - Moderate yellowish brown 
ISP4 ดีมาก Dark grayish yellow - Grayish yellow 
ISP5 ดีมาก Dark grayish yellow - Grayish yellow 
ISP6 ดีมาก Dark grayish yellow - Grayish greenish yellow 
ISP7 ดีมาก Dark grayish yellow - Pale greenish yellow  
GluA ดีมาก Pale yellow - Pale yellow 

Czapek น้อย Purplish gray - - 
NA ดีมาก Pale yellow - Pale greenish yellow 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.22 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลต PLK6-54 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร 
ISP2 (ค) ลักษณะสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกลเป็นเลนส์ใกล้วัตถุ (กำลังขยาย 
400 เท่า) และ (ง) สัณฐานวิทยาของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (กำลังขยาย 6,000 เท่า) 
 

   ไอโซเลต PLK6-54 สามารถเจริญบนอาหาร ISP2 ที ่มีโซเดียมคลอไรด์สูงสุด 2 
เปอร์เซ็นต์ ช่วงพีเอช 6-8 และอุณหภูมิระหว่าง 20-40 องศาเซลเซียส สามารถย่อยแป้ง และโปรตีน
ในนม แต่ไม่สามารถย่อยเจลาติน ยูเรีย ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรต และไม่สามารถสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์
ได้ มีการสร้างกรดในแหล่งคาร์บอนเกือบทุกชนิดที่ใช้ทดสอบ ยกเว้นดี-แลคโตส สามารถใช้ดี-กลูโคส, 
ดี-เซลโลไบโอส, ดี-แลคโตส, ไมโอ-อินนิซิทอล, ดี-เมลิไบโอส, ดี-ซูโครส, อินนูลิน, ดี-กาแลคโตส, แอล-
อะราบิโนส, ดี-ไซโลส, ทรีฮาโลส, แอล-แรมโนส, ดี-แมนนิทอล, ดี-แมนโนส และดี-เมลิไซโตส เป็น
แหล่งคาร์บอน และสามารถใช้แอสพาราจีน ,  4-ไฮดรอกซีโพรลีน, แอล-เมไทโอนีน, แอล-ฟีนิลอะ
ลานีน, แอล-โพรลีน ,แอล-เซอรีน, แอล-ทรีโอนีน และแอล-วาลีนเป็นแหล่งไนโตรเจน และไม่สามารถ
ย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ สร้างเอนไซม์คะตะเลสและออกซิเดสได้ เมื่อนำไปทดสอบกิจกรรมของ
เอนไซม์ด้วยชุดทดสอบ API ZYM ไอโซเลต PLK6-54 สามารถสร้างเอนไซม์ Alkaline phosphatase, 
Leucine arylamidase, Acid phosphatase, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, -
galactosidase, -galactosidase, -glucosidase, N-acetyl--glucosaminidase แ ล ะ  -
mannosidase (ภาคผนวก ค) 

   (2) ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี 
   ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกในผนังเซลล์ของไอโซเลต PLK6-54 เป็นแบบ 
LL พบน้ำตาลกลูโคส อะราบิโนส และไรโบสภายในเซลล์ กรดไขมันหลัก (>10%) ในเซลล์ที่พบ คือ 
iso-C14:0, anteiso-C15:0 และ  iso-C16:0 นอกจากนี้พบ iso-C10:0, C12:0, iso-C15:0, C16:0, iso-C16:1 H, 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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anteiso-C17:0 และ anteiso-C17:1 ω9c  เป็นกรดไขมันรอง (ตารางที่ 4.23) ชนิดของไขมันมีขั้วที่พบคือ 
diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol 
(PG) และ phosphatidylinositol (PI) (ภาคผนวก ง) มีนาควิโนนหลักที่พบ คือ MK-10(H2) (69.5%) 
และ MK-9(H6) (16.2%) นอกจากนี้พบ MK-9(H2) (6.2%) และ MK-9(H8) (4.5%) เป็นมีนาควิโนนรอง 
ไม่พบกรดมัยคอลิก โดยลักษณะอนุกรมวิธานเคมีของไอโซเลต PLK6-54 คล้ายคลึงกับลักษณะ
อนุกรมวิธานเคมีท่ัวไปที่พบในสกุล Streptomyces (Goodfellow et al., 2012) เมื่อเปรียบเทียบกับ
สายพันธุ์ใกล้เคียงคือ S. rubidus NBRC 102073T พบว่า เชื้อทั้งสองมีรูปแบบของกรดไขมันหลัก และ
ชนิดของน้ำตาลในเซลล์คล้ายคลึงกัน แต่มีชนิดของฟอสโฟลิปิดแตกต่างกัน โดย S. rubidus NBRC 
102073T พบ phosphatidylmethylethanolamine (PDME) ในเซลล์ 
 

ตารางท่ี 4.23 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต PLK6-54 และสายพันธุ์อ้างอิง 
กรดไขมัน (%) 1 2 3 

iso-C14:0 11.19 3.91 9.2 
anteiso-C15:0 13.75 25.47 13.3 

iso-C16:0 25.18 26.38 37.1 
iso-C10:0 6.29 - - 

C12:0 3.72 - - 
anteiso-C13:0 1.10 - - 
anteiso-C14:0 1.14 - - 

C14:0 0.78 0.57 0.60 
C15:0 - - 8.3 

iso-C15:0 6.67 7.25 - 
C15:0 2OH 1.30 - - 
C15:1 ω6c - 0.55 - 

C16:0 3.44 10.67 12.2 
iso-C16:1 H 3.49 - - 
C16:1 ω5c 0.78 - - 
C16:1 ω7c - - 1.9 
iso-C17:0 1.28 2.76 - 

anteiso-C17:0 3.46 13.91 6.7 
C17:0 cyclo 0.70 - 3.8 

C17:0 - 1.34 2.7 
anteiso-C17:1 ω9c 2.77 - - เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.23 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต PLK6-54 และสายพันธุ์อ้างอิง (ต่อ) 

กรดไขมัน (%) 1 2 3 
Iso-C17:1 ω5c 0.91 - - 

C18:0 3OH - 0.63 - 
C18:0 0.77 - 4.2 

C18:1 ω9c 0.91 1.79 - 
C18:1 2OH 1.26 - - 
Iso-C19:0 0.75 - - 

หมายเหตุ: สายพันธ์ุ: 1. PLK6-54 2. S. rubidus NBRC 102073T, 3. S. bryophytorum NEAU-HZ10T (Chuang 
et al., 2016) 
 

   (3) ลักษณะทางจีโนไทป์ 
   จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA ของไอโซเลต PLK6-54 
พบว ่ าม ีความใกล ้ เค ี ยงก ับ  S. rubidus 13C15T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T ด ้ วย
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของนิวคลีโอไทด์  เท่ากับ 99.01 และ 98.41 ตามลำดับ ซึ ่งสายพันธุ์
ใกล้เคียงที่สุดมีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA สูงกว่าเกณฑ์กำหนดความเป็นสปีชีส์ใหม่ 
(<98.7%) ที่กำหนดโดย Rossi-Tamisier และคณะ (2015) (ตารางที่ 4.24) แต่สามารถใช้ข้อมูลของ
จีโนมจากการวิเคราะห์ค่า dDDH และวิเคราะห์ค่า ANIb และ ANIm เพื่อยืนยันว่าสายพันธุ์ใกล้เคียง
ต่างสปีชีส์กันได้ (Kim et al., 2014) นอกจากนี้การวิเคราะห์ตำแหน่งอนุกรมวิธานจากแผนภูมิต้นไม้ 
(phylogenetic tree) แบบmaximum-likelihood, neighbor-joining  และ maximum-parsimony มี
ตำแหน ่ งอน ุ กรมว ิ ธ านของ ไอโซ เลต PLK6-54 แยกออกจาก  S. rubidus 13C15T และ S. 
bryophytorum NEAU-HZ10T อย่างชัดเจน (รูปที่ 4.23-4.25) แต่มีค่าความเชื ่อมั ่นในระดับต่ำ 
(<50%) บนแผนภูมิต้นไม้ทั้งสามแบบ นอกจากนี้มีระยะทางบนสายวิวัฒนาการ (evolutionary 
distances) ห่างกัน จากข้อมูลข้างต้นสามารถสรุปได้ว่าไอโซเลต PLK6-54 มีความแตกต่างทาง
อนุกรมวิธานจาก S. rubidus 13C15T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T 
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ตารางท่ี 4.24 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนช่วง 16S rRNA (% 16S rRNA gene similarity value) ระหว่างไอโซเลต PLK6-54 และสายพันธุ์

ใกล้เคียงในฐานข้อมูล EzBioCloud  

 สายพันธุ์ใกล้เคียง 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
1 PLK6-54 100 99.01 98.41 98.24 98.20 98.17 98.13 98.13 98.06 97.94 97.93 97.90 97.86 97.86 97.86 97.85 97.84 97.79 97.72 
2 S. rubidus 99.01 100 98.30 98.30 97.60 97.90 97.90 98.50 99.00 97.60 97.90 98.40 98.30 98.30 97.90 97.80 98.60 98.30 98.10 
3 S. bryophytorum 98.41 98.30 100 97.60 97.30 98.30 97.40 97.60 98.80 97.40 97.60 97.80 97.70 97.90 97.50 97.60 99.20 97.60 97.20 
4 S. griseocarneus 98.24 98.30 97.60 100 98.80 97.10 98.60 98.20 97.90 98.30 98.60 98.60 97.80 98.90 98.60 99.00 97.60 98.30 98.30 
5 S. varsoviensis 98.20 97.60 97.30 98.80 100 97.40 99.20 97.90 97.20 98.90 99.00 97.90 97.60 98.20 98.90 99.30 97.20 98.40 98.50 
6 S. guanduensis 98.17 97.90 98.30 97.10 97.40 100 97.60 97.20 97.60 97.50 97.80 97.50 97.60 97.90 97.60 97.60 97.90 97.60 97.20 
7 S. zagrosensis 98.13 97.90 97.40 98.60 99.20 97.60 100 97.90 97.40 99.00 99.50 97.90 97.90 98.30 99.30 99.20 97.10 98.30 98.30 
8 S. qinglanensis 98.13 98.50 97.60 98.20 97.90 97.20 97.90 100 97.90 97.80 98.10 98.10 98.30 98.20 97.90 97.90 97.90 98.40 98.10 
9 S. yeochonensis 98.06 99.00 98.80 97.90 97.20 97.60 97.40 97.90 100 97.10 97.40 97.90 97.70 97.80 97.30 97.40 98.80 97.90 97.70 
10 S. philanthi 97.94 97.60 97.40 98.30 98.90 97.50 99.00 97.80 97.10 100 99.50 97.90 97.60 98.50 99.40 98.70 97.20 98.10 98.20 
11 S. buecherae 97.93 97.90 97.60 98.60 99.00 97.80 99.50 98.10 97.40 99.50 100 98.00 97.90 98.60 99.70 99.00 97.40 98.40 98.30 
12 S. lichenis 97.90 98.40 97.80 98.60 97.90 97.50 97.90 98.10 97.90 97.90 98.00 100 97.70 99.00 97.90 98.30 97.90 97.90 97.80 
13 S. rubrisoli 97.86 98.30 97.70 97.80 97.60 97.60 97.90 98.30 97.70 97.60 97.90 97.70 100 98.00 97.60 97.90 98.00 98.60 98.00 
14 S. palmae 97.86 98.30 97.90 98.90 98.20 97.90 98.30 98.20 97.80 98.50 98.60 99.00 98.00 100 98.60 98.50 97.80 98.30 98.10 
15 S. youssoufiensis 97.86 97.90 97.50 98.60 98.90 97.60 99.30 97.90 97.30 99.40 99.70 97.90 97.60 98.60 100 98.80 97.30 98.20 98.30 
16 S. abikoensis 97.85 97.80 97.60 99.00 99.30 97.60 99.20 97.90 97.40 98.70 99.00 98.30 97.90 98.50 98.80 100 97.40 98.30 98.00 
17 S. cocklensis 97.84 98.60 99.20 97.60 97.20 97.90 97.10 97.90 98.80 97.20 97.40 97.90 98.00 97.80 97.30 97.40 100 98.00 97.80 
18 S. hygroscopicus 

subsp. hygroscopicus 
97.79 98.30 97.60 98.30 98.40 97.60 98.30 98.40 97.90 98.10 98.40 97.90 98.60 98.30 98.20 98.30 98.00 100 98.90 

                  
19 S. rimosus subsp. 

rimosus 
97.72 98.10 97.20 98.30 98.50 97.20 98.30 98.10 97.70 98.20 98.30 97.80 98.00 98.10 98.30 98.00 97.80 98.90 100 
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รูปที ่ 4.23 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต PLK6-54 ด้วยวิธี Neighbor-
Joining 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 

 Streptomyces youssoufiensis X4T (FN421338) 

 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 

 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 
 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 
 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 

 Streptomyces griseocarneus JCM 4580T (MT760576) 

 Streptomyces lichenis LCR6-01T (LC360144) 
 Streptomyces palmae CMU-AB204T (LC073309) 

 Streptomyces qinglanensis 172205T (HQ660227) 
 Streptomyces rubrisoli FXJ1.725T (KC137300) 

 Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472T (BBOX01000593) 
 Streptomyces rimosus subsp. rimosus ATCC 10970T (ANSJ01000404) 

 Streptomyces sp. PLK6-54T (MN116536) 
 Streptomyces guanduensis 701T (AY876942) 

 Streptomyces rubidus 13C15T (AY876941) 

 Streptomyces yeochonensis CN732T (JQNR01000005) 

 Streptomyces bryophytorum NEAU-HZ10T (KF923804) 
 Streptomyces cocklensis BK168T (FR692107) 

 Streptacidiphilus albus NBRC 100918T (BBPL01000138) 

 Streptacidiphilus rugosus AM-16T (JQMJ01000004) 
 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 
 Kitasatospora atroaurantiaca NRRL B-24282T (DQ026645) 

 Actinocatenispora thailandica TT2-10 (AB107233) 

100 

98 

78 

77 

56 

40 

53 
88 

87 

59 

57 

63 

76 

37 

35 

26 

46 

33 

28 
86 

6 

0.0100 
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รูปที่ 4.24 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต PLK6-54 ด้วยวิธี maximum-
likelihood 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Streptomyces bryophytorum NEAU-HZ10T (KF923804) 

 Streptomyces cocklensis BK168T (FR692107) 

 Streptomyces guanduensis 701T (AY876942) 

 Streptomyces sp. PLK6-54T (MN116536) 
 Streptomyces rubidus 13C15T (AY876941) 

 Streptomyces yeochonensis CN732T (JQNR01000005) 

 Streptomyces qinglanensis 172205T (HQ660227) 
 Streptomyces rubrisoli FXJ1.725T (KC137300) 

 Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472T (BBOX01000593) 
 Streptomyces rimosus subsp. rimosus ATCC 10970T (ANSJ01000404) 

 Streptomyces lichenis LCR6-01T (LC360144) 

 Streptomyces palmae CMU-AB204T (LC073309) 

 Streptomyces griseocarneus JCM 4580T (MT760576) 

 Streptomyces youssoufiensis X4T (FN421338) 

 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 

 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 

 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 

 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 

 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 

 Streptacidiphilus albus NBRC 100918T (BBPL01000138) 

 Streptacidiphilus rugosus AM-16T (JQMJ01000004) 

 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 

 Kitasatospora atroaurantiaca NRRL B-24282T (DQ026645) 

 Actinocatenispora thailandica TT2-10T (AB107233) 

98 

68 

66 

68 

34 

1 

78 

22 

8 

33 

5 

68 

50 

31 

21 

14 

47 

32 

19 
31 

0.0100 
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รูปที่ 4.25 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต PLK6-54 ด้วยวิธี maximum-
parsimony 
 

   การตรวจคุณลักษณะอนุกรมวิธานด้วยคุณสมบัติจีโนมของไอโซเลต PLK6-54  
พบว่า โครงร่างจีโนม มีนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 8,476,032 นิวคลีโอไทด์ (ประกอบด้วย 171 contigs 
โดย contig ที่ยาวสุดมีขนาด 384,406 นิวคลีโอไทด์ มีค่า N50 มีความยาว 116,494 นิวคลีโอไทด์ มี
ค่า Genome coverage เท่ากับ 63X) ไอโซเลต PLK6-54 มีปริมาณเบส G+C ในจีโนม เท่ากับ 72.70 
เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับปริมาณ G+C content ของสกุล Streptomyces ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง 66-73 
เปอร์เซ็นต์ (Goodfellow et al. 2012) จากการเปรียบเทียบจีโนมของไอโซเลต PLK6-54 และสาย
พันธุ์ใกล้เคียงได้แก่ S. rubidus 13C15T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T พบว่า มีค่า Average 
nucleotide identity-Blast (ANIb) เท่ากับ 85.5 และ 79.9 เปอร์เซ็นต์ และค่า digital DNA-DNA 
hybridization (dDDH) เท่ากับ 32.3 และ 24.9 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางที่ 4.25) ซึ่งมีค่าต่ำกว่า
จุดตัดของเกณฑ์กำหนดความแตกต่างระดับสปีชีส์ (<95-96% สำหรับค่า ANI และ<70% สำหรับค่า 
dDDH) กำหนดโดย Chun และคณะ (2018) และ Wayne และคณะ (1987) ตามลำดับ นอกจากนี้
ตำแหน่งอนุกรมวิธานบนแผนภูมิต้นไม้ของจีโนม (phylogenomic tree) ของไอโซเลต PLK6-54 ก่อ
ตัวอยู่บนคนละกิ่ง (branch) กับ S. rubidus 13C15T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T โดยมี
ค่า bootstrap เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.26) จากข้อมูลข้างต้นไอโซเลต PLK6-54 เป็นสกุล 
Streptomyces สปีชีส์ใหม่ ลำดับนิวคลีไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA และจีโนมของไอโซเลต PLK6-54 

 Streptomyces bryophytorum NEAU-HZ10T (KF923804) 
 Streptomyces cocklensis BK168T (FR692107) 
 Streptomyces guanduensis 701T (AY876942) 
 Actinocatenispora thailandica TT2-10T (AB107233) 
 Streptomyces sp. PLK6-54T (MN116536) 
 Streptomyces rubidus 13C15T (AY876941) 
 Streptomyces yeochonensis CN732T (JQNR01000005) 
 Streptomyces qinglanensis 172205T (HQ660227) 
 Streptomyces rubrisoli FXJ1.725T (KC137300) 
 Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus NBRC 13472T (BBOX01000593) 
 Streptomyces rimosus subsp. rimosus ATCC 10970T (ANSJ01000404) 
 Streptomyces lichenis LCR6-01T (LC360144) 
 Streptomyces palmae CMU-AB204T (LC073309) 
 Streptomyces griseocarneus JCM 4580T (MT760576) 
 Streptomyces abikoensis NBRC 13860T (AB184537) 
 Streptomyces varsoviensis NRRL ISP-5346T (JOBF01000056) 
 Streptomyces philanthi triangulumT (DQ375802) 
 Streptomyces buecherae AC541T (CP060404) 
 Streptomyces youssoufiensis X4T (FN421338) 
 Streptomyces zagrosensis HM 1154T (JF917242) 
 Streptacidiphilus albus NBRC 100918T (BBPL01000138) 
 Streptacidiphilus rugosus AM-16T (JQMJ01000004) 
 Kitasatospora setae KM-6054T (AP010968) 
 Kitasatospora atroaurantiaca NRRL B-24282T (DQ026645) 

47 

82 

53 
92 

47 
18 

18 
32 

40 

65 
26 

22 

33 

34 

50 

22 

21 

28 

77 

74 

100 
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จ ัดเก ็บไว ้ ในฐานข ้อม ูล Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยม ีหมายเลขจำเพาะ 
MN116545 และ JAINZZ000000000 ตามลำดับ  
   

 
รูปที่ 4.26 แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของจีโนม (Phylogenomic tree) แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธาน
ของไอโซเลต PLK6-54 และสายพันธุ์ใกล้เคียง
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ตารางท่ี 4.25 ค่า ANIb, ANIm และ dDDH ระหว่างโครงร่างจีโนมของ PLK6-54, S. rubidus 13C15T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T
 

หมายเหตุ: *Formula 1 คือ HSP length / total length, **Formula 2 คือ identities/HSP length, ***Formula 3 คือ identities / total length เป็นการวิเคราะห์โดยไม่ขึ้นอยู่กับความ
ยาวของโครงร่างจีโนม 

 

 

 
 
 

ไอโซเลต 

 
 
 

สายพันธุ์อ้างอิง 

 
 

ANIb 
(%) 

 
 

ANIm 
(%) 

Digital DNA-DNA hybridization relatedness  
 

G+C 
difference 

Formula 1* Formula 2** Formula 3*** 
% 

dDDH 
Model 

C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

% 
dDDH 

Model 
C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
(same 

species) 

Streptomyces 
sp.  PLK6-54T 

S. rubidus 13C15T  85.5 88.0 38.2 34.8-
41.7 

0.4109 1.08 30.7 28.3-
33.2 

0.1382 0.14 36.0 33.0-
39.0 

0.4878 0.03 0.20 

S. bryophytorum 
NEAU-HZ10T 

79.9 86.0 25.7 22.3-
29.3 

0.5850 0.02 24.9 22.6-
27.4 

0.1746 0.01 24.4 21.5-
27.5 

0.6574 0.00 0.20 
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   การทำนายยีนบนจีโนมของไอโซเลต PLK6-54 พบยีนทั้งหมด 7,441 ยีน โดยมียีน
ที่แปลรหัสเป็นโปรตีน จำนวน 7,346 ยีน tRNA จำนวน 88 ยีน rRNA จำนวน 5 ยีน และ tmRNA 
จำนวน 2 ยีน จากแผนภาพวงกลมพบกลุ่มยีนออโทโลกัส (Cluster of Orthologous genes; COGs) 
ที ่ทำหน้าที่ ต่าง ๆ ได ้แก่ กล ุ ่มย ีนกรดอะมิโนและอนุพันธ ุ ์ของกรดอะมิโน คาร ์โบไฮเดรต 
(carbohydrates) เมทาบอลิซ ึมของโปรตีน (protein metabolism) โคแฟคเตอร์  (cofactors) 
วิตามิน (vitamins) สารสี (pigments) กรดไขมัน (fatty acids) ไขมัน (lipids) และไอโซพรีนอยด์ 
(isoprenoids) และกลุ่มยีนอื่น ๆ (รูปที ่4.27)   
 

 
รูปที่ 4.27 แผนภาพแสดง Cluster of Orthologous genes (COGs) ของไอโซเลต PLK6-54 
 
 

   การทำนายกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิ (antismash) บนจีโนมของ
ไอโซเลต PLK6-54 เปร ียบเท ียบก ับสายพ ันธ ุ ์ ใกล ้ เค ียง  S. rubidus NBRC 102073T และ S. 
bryophytorum NEAU-HZ10T พบกลุ่มยีน T1PKS, T3PKS และ Terpene มีปริมาณยีนแตกต่างอย่าง
กันเห็นได้ชัด นอกจากนี้พบกลุ่มยีน ectoine และ thioamitides ที่พบในจีโนมของไอโซเลต PLK6-54
เท่านั้น ในขณะที่ไม่พบในจีโนมของสายพันธุ์ใกล้เคียง ดังนั้นการทำนายกลุ่มยีนจึงสามารถบ่งบอก
ความแตกต่างของเชื้อแต่ละชนิดได้ (รูปที่ 4.28) 
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รูปที่ 4.28 แผนภาพแสดงปริมาณกลุ่มยีนบนจีโนมที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิของ PLK6-54, 
S. rubidus NBRC 102073T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T 

หมาย เห ตุ : 1. T1PKS (Polyketide synthase type I), 2. T2PKS (Polyketide synthase type II), 3. T3PKS (Polyketide 
synthase type III), 4. terpene, 5. Non-ribosomal peptide synthetase cluster (NRPS), 6. Other unspecified 
ribosomally synthesised and post-translationally modified peptide product (RiPP) cluster, 7. Butyrolactone, 8. 
Siderophore, 9. Furan, 10. Ectoine, 11. Melanin, 12. Thiopeptide, 13. Thioamitides, 14. Linear azol(in)e-containing 
peptides (LAP), 15. Phosphonate, 16. lanthipeptide class I, 17. lanthipeptide class III, 18. lanthipeptide class IV, 19. 
Ladderane, 20. Arylpolyene, 21. Other, 22. non-alpha poly-amino acids like e-Polylysin (NAPAA), 23. Phenazine, 
24. Indole และ 25. transAT-PKS 

   นอกจากนี ้ไอโซเลต PLK6-54 พบกลุ ่มยีน T2PKS, กลุ ่มยีน T3PKS, กลุ ่มยีน 
terpene, กลุ ่มยีน siderophore, กลุ ่มยีน ectoine, กลุ ่มยีน NRPS, กลุ ่มยีน RiPP-like, กลุ ่มยีน 
thiopeptide, กลุ่มยีน melanin และกลุ่มยีนอื่น ๆ โดยมี 8 กลุ่มยีนที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 
เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.26) และกลุ่มยีนที่มีการสร้างสารทุติยภูมิโดยมีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงต่ำ 
เช่น กลุ่มยีนที่มีการสร้างสารshowdomycin (47%), กลุ่มยีนที่มีการสร้างสาร melanin (40%), กลุ่ม
ยีนที่มีการสร้างสาร cysteoamide (27%), กลุ่มยีนที่มีการสร้างสาร furaquinocin B (21%) และ
กลุ่มยีนที่มีการสร้างสาร streptolydigin (10%) เป็นต้น (ภาคผนวก จ) จึงมีแนวโน้มว่า PLK6-54
สามารถสร้างสารทุติยภูมิที่แตกต่างไปจากสารที่มีการค้นพบแล้ว จึงมีความเป็นไปได้ว่าอาจสร้างสาร
ทุติยภูมิชนิดใหม่ได้ 
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ตารางที่ 4.26 กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
บนจีโนมของไอโซเลต PLK6-54 

กลุ่มยีน สารทุติยภูมิ ผลิตจากสายพันธุ์ %Similarity 
geosmin biosynthetic 
gene cluster 

geosmin   
S. coelicolor A3 

100 

hopene biosynthetic 
gene cluster  

hopene 69 

germicidin biosynthetic 
gene cluster  

germicidin S. argillaceus 

 

100 

alkylresorcinol 
biosynthetic gene 
cluster  

alkylresorcinol S. griseus subsp. griseus 
NBRC 13350T 

100 

desferrioxamin B 
biosynthetic gene 
cluster 

desferrioxamin B    80 

spore pigment 
biosynthetic gene 
cluster 

spore pigment  S. avermitilis 66 

isorenieratene 
biosynthetic gene 
cluster 

isorenieratene S. collinus Tu 365 

 

63 

furaquinocin B 
biosynthetic gene 
cluster 

furaquinocin B Streptomyces sp. KO-
3988  

60 

  
   (4) ลักษณะแตกต่างระหว่างไอโซเลต PLK6-54 และสายพันธุ์อ้างอิงใกล้เคียง 
   จากการเปรียบเทียบลักษณะฟีโนไทป์ของไอโซเลต PLK6-54 และสายพันธุ์อ้างอิง
ใกล้เคียง ได้แก่ S. rubidus NBRC 102073T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T พบว่ามีลักษณะ
บางประการที่แตกต่างกัน อาทิเช่นไอโซเลต PLK6-54 ไม่สามารถย่อยเจลาติน สามารถใช้ดี-ซูโครส 
อินนูลิน แอล-อะราบิโนส ทรีฮาโลส ดี-แมนนิทอล และดี-แมนโนส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แอล-ฟีนิลอะลานีน และแอล-วาลีน แต่ไม่สามารถใช้แอล-อาร์จินีน เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถสร้าง
กรดในแหล่งคาร์บอน อะโดนิทอล ดี-เซลโลไบโอส ไซลิทอล ดี-ซาลิซิน ไมโอ-อินนิซิทอล เดกซ์แทรน 
และดี -เมล ิ ไซโตส ม ีการสร ้างเอนไซม์ ออกซ ิ เดส Cystine arylamidase Chymotrypsin -
glucosidase และ -mannosidase ลักษณะดังกล่าวมีความแตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียงทั้งสอง 
(ตารางท่ี 4.27)  
 
ตารางที่ 4.27 ลักษณะที่แตกต่าง (differential characteristics) ของไอโซเลต PLK6-54 และสาย
พันธุ์ใกล้เคียง 

ลักษณะ PLK6-54* S. rubidus 
NBRC 102073T* 

S. bryophytorum 
NEAU-HZ10T** 

การเรียงตัวของสปอร์และผิวสปอร ์ ปลายโค้ง/เรียบ ปลายโค้ง/เรียบ ปลายโค้ง/เรียบ 
สีโคโลนีบนอาหาร ISP2 Light olive 

brown 
Dark grayish 

yellow 
Dark Grayish 

Brown 
คว ามส ามา รถ ในกา รทน เกลื อ 
(%NaCl (w/v)) 

1-2 1 1-2 

อุณหภูมิที่เจริญ (°C) 20-40 20-30 15-37 
pH 6-8 6-8 6-10 
การย่อยเจลาติน - - + 
การทดสอบออกซิเดส + - - 
การทดสอบคะตะเลส + + + 
ความสามารถในการเจริญบนแหล่ง
คาร์บอน: 

   

 ดี-ซูโครส + - + 
 อินนูลิน + - nd 
 ดี-ไรโบส - - + 
 แอล-อะราบิโนส + - + 
 ทรีฮาโลส + - nd 
 ดี-แมนนิทอล + - - 
 ดี-แมนโนส + + - 
การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:    
 แอล-อาร์จินีน - + + 
 แอล-ฟีนิลอะลานีน + - nd 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.27 ลักษณะที่แตกต่าง (differential characteristics) ของไอโซเลต PLK6-54 และสาย
พันธุ์ใกล้เคียง (ต่อ) 

ลักษณะ PLK6-54* S. rubidus 
NBRC 102073T* 

S. bryophytorum 
NEAU-HZ10T** 

การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:    
 แอล-วาลีน + - nd 
การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:    
 อะโดนิทอล + - nd 
 ดี-เซลโลไบโอส + - nd 
 ไซลิทอล + - nd 
 ดี-ซาลิซิน + - nd 
 ไมโอ-อินนิซิทอล   + - nd 
 เดกซ์แทรน + - nd 
 ดี-เมลิไซโตส + - nd 
การย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ:    
 ไฮโปแซนทีน - + nd 
การสร้างเอนไซม์ (API ZYM)    
 Cystine arylamidase w - nd 
 Chymotrypsin w - nd 

 -glucosidase w - nd 

 -mannosidase + - nd 
หมายเหตุ: *ข้อมูลจากการทดลอง **ข้อมูลจาก Chuang และคณะ (2016)  (Chuang et al., 2016) 
 

  จากข้อมูลของอนุกรมวิธานหลายส่วน (polyphasic taxonomy) ซึ่งประกอบด้วย
ลักษณะทางฟีโนไทป์ ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีและลักษณะจีโนไทป์ สามารถสรุปได้ว่า ไอโซเลต 
PLK6-54 จัดเป็นเชื้อสปีชีส์ใหม่ของสกุล Streptomyces  

  4.1.2.2 ไอโซเลต PLK6-60 
   (1) ลักษณะทางฟีโนไทป์ 
   ไอโซเลต  PLK6-60 สามารถเจร ิญได ้ด ีบนอาหารแข ็ง  ISP2 ISP3 ISP6 และ 
nutrient agar เจริญได้ปานกลางบนอาหารแข็ง ISP4 และเจริญได้น้อยบนอาหารแข็ง ISP5 ISP7 
glucose asparagines และ czapek's sucrose เส้นใยอาหารมีสีส้มเข้ม (strong orange yellow) 
ไม่มีการสร้างเส้นใยอากาศ และมีการสร้างรงควัตถุที่ละลายน้ำสีเหลือง (vivid yellow) บนอาหาร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ISP2 และ nutrient agar (ตารางที ่ 4.28) จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์บน
อาหารแข็ง ISP2 ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่มีเลนส์ส่องระยะไกล พบว่าไอโซเลต PLK6-60 
สร้างสปอร์เดี่ยวรูปร่างกลมรีบริเวณปลายของสปอร์โรฟอร์ (sporophores) บนเส้นใยอาหารโดยตรง 
(รูปที่ 4.29) เมื่อตรวจสอบลักษณะของผิวสปอร์โดยการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (กำลังขยาย 15,000 เท่า) พบว่าผิวสปอร์มีลักษณะเรียบ ลักษณะสัณฐานวิทยาของสปอร์
ดังกล่าวพบได้ทั ่วไปในสกุล Micromonospora (Goodfellow et al. 2012) แต่มีลักษณะของผิว
สปอร์แตกต่างกับ M. aurantiaca TT1-11T ที่ผิวสปอร์มีลักษณะขรุขระ (Thawai et al., 2004) จาก
การเปรียบเทียบลักษณะการเจริญของไอโซเลต PLK6-60 และ M. aurantiaca TT1-11T ซึ่งเป็นสาย
พันธุ์อ้างอิง (reference strain) ที่ใกล้เคียง คือ พบความแตกต่างของสีเส้นใยอาหารและการผลิตรงค
วัตถุท่ีละลายน้ำในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ (ตารางที ่4.28) 
    

 

รูปที่ 4.29 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลต PLK6-60 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร 
ISP2 (ค) ลักษณะสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกลเป็นเลนส์ใกล้วัตถุ (กำลังขยาย 
400 เท่า) และ (ง) สัณฐานวิทยาของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (กำลังขยาย 15,000 
เท่า) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.28 ลักษณะการเจริญของไอโซเลต PLK6-60 และ M. aurantiaca TT1-11T 

 

Strain อาหาร การเจริญ สีของเสน้ใยอาหาร สีของเสน้ใยอากาศ สารสีละลายน้ำ 
 
 
 
 

PLK6-60 

ISP2 ดีมาก Strong orange yellow - Vivid yellow 
ISP3 ด ี Strong yellowish brown - - 
ISP4 ปานกลาง Pale orange yellow - - 
ISP5 น้อย Orange - - 
ISP6 ดีมาก Strong orange - - 
ISP7 น้อย Orange - - 
GluA น้อย Orange   - - 

Czapek น้อย Orange - - 
NA ดีมาก Strong orange yellow - Vivid yellow 

 
 
 

M. aurantiaca  
TT1-11T 

ISP2 ดีมาก Brownish black to black - Brown 
ISP3 ดีมาก Brownish black - - 
ISP4 ด ี Orange to brownish black - - 
ISP5 น้อย Orange - - 
ISP6 - - - - 
ISP7 - - - - 
GluA น้อย Orange - - 

Czapek ดีมาก Orange - - 
NA ด ี Dark orange - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   ไอโซเลต PLK6-60 สามารถเจริญบนอาหาร ISP2 ที่มีโซเดียมคลอไรด์สูงสุด 2 
เปอร์เซ็นต์ ช่วงพีเอช 6-10 และอุณหภูมิระหว่าง 20-40 องศาเซลเซียส สามารถย่อยแป้ง เจลาติน 
และโปรตีนในนม แต่ไม่สามารถย่อยยูเร ียได้ ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรต และไม่สามารถสร้าง
ไฮโดรเจนซัลไฟด์ มีการสร้างกรดโดยใช้ดี-เซลโลไบโอส ดี-แลคโตส อินนูลิน ดี-กาแลคโตส แอล-อะรา
บิโนส ดี-ไซโลส ดี-แมนโนส ดี-เมลิไซโตส และด-ีฟรุคโตส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถใช้ดี-กลูโคส, ดี-
แลคโตส และแอล-อะราบิโนส เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถใช้แอล-อาร์จินีน แอล-เมไทโอนีน แอล-ฟี
นิลอะลานีน แอล-เซอรีน และแอล-ทรีโอนีน เป็นแหล่งไนโตรเจน และไม่สามารถย่อยสารประกอบไม่
ละลายน้ำ สร้างเอนไซม์คะตะเลส แต่ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ออกซิเดสได้ เมื่อนำไปทดสอบกิจกรรม
ของเอนไซม์ด้วยชุดทดสอบ API ZYM ไอโซเลต PLK6-60 สามารถสร้างเอนไซม์ Esterase, Esterase 
Lipase, Leucine arylamidase, Trypsin, acid phosphatase, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, -
glucosidase และ -glucosidase (ภาคผนวก ค) 
   (2) ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคมี 
   ไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกในผนังเซลล์ของไอโซเลต PLK6-60 เป็นแบบ 
meso พบน้ำตาลกลูโคส แมนโนส ไซโลส และไรโบสภายในเซลล์ กรดไขมันหลัก (>10%) ในเซลล์ที่
พบ ค ือ  anteiso-C15:0, iso-C16:0, C16:0 และ  anteiso-C17:0 นอกจากนี้พบ anteiso-C15:0, iso-C17:0, 
anteiso-C17:0, C17:0 10-methyl และ C18:0 เป็นกรดไขมันรอง (ตารางที่ 4.29) ชนิดของไขมันมีขั้วที่พบ 
คือ diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol (PG) 
และ phosphatidylinositolmannoside (PIM) (ภาคผนวก ง) มีนาควิโนนหลักที ่พบ คือ MK-10(H6) 
(68.5%) และ  MK-10(H8) (15.5%) นอกจากนี้พบ MK-9(H4) (1.2%), MK-9(H6) (9.6%), MK-9(H8) 
(1.7%) และ MK-10(H4) (3.6%) เป็นมีนาควิโนนรอง ไม่พบกรดมัยคอลิก โดยลักษณะอนุกรมวิธานเคมี
ของไอโซเลต PLK6-60 คล้ายคลึงกับลักษณะอนุกรมวิธานเคมีทั่วไปที่พบในสกุล Micromonospora 
(Goodfellow et al., 2012) เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ใกล้เคียงคือ M. aurantiaca TT1-11T 

พบว่า เชื้อทั้งสองมีรูปแบบของกรดไขมันหลักคล้ายคลึงกัน แต่มีชนิดของน้ำตาลในเซลล์และชนิดของ
ฟอสโฟลิปิดแตกต่างกัน โดย M. aurantiaca TT1-11T พบน้ำตาลอะราบิโนส และกาแลคโตส 
นอกจากนี้พบ phosphatidylinositol (PI) แต่ไม่พบ phosphatidylglycerol (PG) ในเซลล์     
          
ตารางท่ี 4.29 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต PLK6-60 และสายพันธุ์อ้างอิง 

กรดไขมัน (%) 1 2 
iso-C15:0 26.64 11.50 
iso-C16:0 10.98 39.10 

C17:0 11.23 1.40 

C17:1 ω8c 10.20 1.50 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.29 ชนิดของกรดไขมันในเซลล์ของไอโซเลต PLK6-60 และสายพันธุ์อ้างอิง (ต่อ) 

กรดไขมัน (%) 1 2 

Iso C12:0 - 0.80 
iso-C14:0 0.74 3.50 

anteiso-C15:0 6.19 4.60 
C15:0 - 0.50 

Iso C15:1 - 1.00 
C16:0 2.57 0.70 

iso-C16:1 - 9.50 
iso-C16:1 H 0.55 - 
C16:1 2OH - 0.60 
iso-C17:0 5.32 4.70 

anteiso-C17:0 6.60 5.80 
C17:0 10-methyl 3.50 2.40 

anteiso-C17:1 ω9c 1.12 1.40 

Iso-C17:1 ω9c - 2.70 

C18:0 10-methyl - 0.90 
iso-C18:0 - 1.90 

C18:0 1.50 1.50 

C18:1 ω9c 1.27 1.10 
หมายเหตุ: สายพันธ์ุ: 1. PLK6-60 และ 2. M. aurantiaca TT1-11T 
 

   (3) ลักษณะทางจีโนไทป์ 
   จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA ของไอโซเลต PLK6-60 
พบว่ามีความใกล้เคียงกับ M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. siamensis DSM 45097T ด้วย
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของนิวคลีโอไทด์ของทั ้ง 2 สายพันธุ์ เท่ากับ 99.14 เปอร์เซ็นต์ ซึ ่งมี
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของยีน 16S rRNA สูงกว่าเกณฑ์กำหนดความเป็นสปีชีส์ใหม่ (<98.7%) ที่
กำหนดโดย Rossi-Tamisier และคณะ (2015) (ตารางที ่4.30) แต่สามารถใช้ข้อมูลของจีโนมจากการ
วิเคราะห์ค่า dDDH และวิเคราะห์ค่า ANIb และ ANIm เพื่อยืนยันว่าสายพันธุ์ใกล้เคียงต่างสปีชีส์กัน
ได ้  (Kim et al., 2014) นอกจากน ี ้การว ิ เคราะห ์ตำแหน ่งอน ุกรมว ิธานจากแผนภ ูม ิต ้นไม้  
(phylogenetic tree) แบบ  maximum-likelihood  และ  maximum-parsimony ม ี ล ั กษณะ
คล้ายคลึงกัน โดยตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต PLK6-60 แยกออกจาก M. aurantiaca ATCC 
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27029T และ M. siamensis DSM 45097T อย่างชัดเจน (รูปที่ 4.30-4.32) แต่มีค่าความเชื ่อมั่น 
(bootstrap value) ในระดับต่ำ (<50%) บนแผนภูมิต้นไม้ทั้งสามแบบ นอกจากนี้มีระยะทางบนสาย
วิวัฒนาการ (evolutionary distances) ห่างกัน จากข้อมูลข้างต้นสามารถสรุปได้ว่าไอโซเลต PLK6-
60 มีความแตกต่างทางอนุกรมวิธาน  M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. siamensis DSM 
45097T 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 4.30 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต PLK6-60 ด้วยวิธี Neighbor-
Joining  

 
    
 
 

 Micromonospora tulbaghiae DSM 45142T (jgi.1058868) 

 Micromonospora fluminis A38T (LR130241) 

 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

 Micromonospora sp. PLK6-60T (MN116535) 

 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 

 Micromonospora marina DSM 45555T (jgi.1058878) 

 Micromonospora maritima D10-9-5T (HQ704071) 

 Micromonospora sediminicola DSM 45794T (FLRH01000004) 

 Micromonospora humi DSM 45647T (jgi.1058870) 

 Micromonospora coxensis DSM 45161T (LT607753) 

 Micromonospora halophytica DSM 43171T (jgi.1058864) 

 Micromonospora luteiviridis SGB14T (FN658669) 

 Micromonospora siamensis DSM 45097T (LT607751) 

 Micromonospora mirobrigensis DSM 44830T (jgi.1058874) 

 Micromonospora sediminis CH3-3T (AB889541) 

 Micromonospora wenchangensis CCTCC AA 2012002T (MZMV01000128) 

 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T (KF887911) 

 Micromonospora fulva UDF-1T (FJ772077) 

 Micromonospora maoerensis NEAU-MES19T (KC469639) 

 Micromonospora vulcania JM2T (KF956808) 

 Actinoplanes abujensis A4029T (HQ157185) 

 Actinoplanes philippinensis DSM 43019T (jgi.1085831) 

 Dactylosporangium aurantiacum NRRL B-8018T (JNYJ01000122) 

 Dactylosporangium cerinum NEAU-TPG4T (KF928748) 

 Acidothermus cellulolyticus ATCC 43068T (CP000481) 
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รูปที่ 4.31 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต PLK6-60 ด้วยวิธี maximum-
likelihood 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Micromonospora tulbaghiae DSM 45142T (jgi.1058868) 

 Micromonospora fluminis A38T (LR130241) 

 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 

 Micromonospora marina DSM 45555T (jgi.1058878) 

 Micromonospora maritima D10-9-5T (HQ704071) 

 Micromonospora sediminicola DSM 45794T (FLRH01000004) 

 Micromonospora halophytica DSM 43171T (jgi.1058864) 

 Micromonospora coxensis DSM 45161T (LT607753) 

 Micromonospora luteiviridis SGB14T (FN658669) 

 Micromonospora humi DSM 45647T (jgi.1058870) 

 Micromonospora sediminis CH3-3T (AB889541) 

 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T (KF887911) 

 Micromonospora fulva UDF-1T (FJ772077) 

 Micromonospora maoerensis NEAU-MES19T (KC469639) 

 Micromonospora vulcania JM2T (KF956808) 

 Micromonospora sp. PLK6-60T (MN116535) 

 
 Micromonospora siamensis DSM 45097T (LT607751) 

 Micromonospora mirobrigensis DSM 44830T (jgi.1058874) 

 Micromonospora wenchangensis CCTCC AA 2012002T (MZMV01000128) 

 Actinoplanes abujensis A4029T (HQ157185) 

 Actinoplanes philippinensis DSM 43019T (jgi.1085831) 

 Acidothermus cellulolyticus ATCC 43068T (CP000481) 

 Dactylosporangium aurantiacum NRRL B-8018T (JNYJ01000122) 

 Dactylosporangium cerinum NEAU-TPG4T (KF928748) 100 
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รูปที่ 4.32 แผนภูมิต้นไม้แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธานของไอโซเลต PLK6-60 ด้วยวิธี maximum-
parsimony 
 

 
 
 
 
 

 Micromonospora coxensis DSM 45161T (LT607753) 

 Micromonospora luteiviridis SGB14T (FN658669) 

 Micromonospora halophytica DSM 43171T (jgi.1058864) 

 Micromonospora sediminis CH3-3T (AB889541) 

 Micromonospora humi DSM 45647T (jgi.1058870) 

 Micromonospora maritima D10-9-5T (HQ704071) 
 Micromonospora sediminicola DSM 45794T (FLRH01000004) 

 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 

 Micromonospora marina DSM 45555T (jgi.1058878) 

 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

 Micromonospora tulbaghiae DSM 45142T (jgi.1058868) 

 Micromonospora fluminis A38T (LR130241) 
 Micromonospora sp. PLK6-60T (MN116535) 

 Micromonospora siamensis DSM 45097T (LT607751) 

 Micromonospora mirobrigensis DSM 44830T (jgi.1058874) 

 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T (KF887911) 

 Micromonospora fulva UDF-1T (FJ772077) 
 Micromonospora maoerensis NEAU-MES19T (KC469639) 

 Micromonospora vulcania JM2T (KF956808) 
 Micromonospora wenchangensis CCTCC AA 2012002T (MZMV01000128) 

 Actinoplanes abujensis A4029T (HQ157185) 

 Actinoplanes philippinensis DSM 43019T (jgi.1085831) 

 Dactylosporangium aurantiacum NRRL B-8018T (JNYJ01000122) 

 Dactylosporangium cerinum NEAU-TPG4T (KF928748) 

 Acidothermus cellulolyticus ATCC 43068T (CP000481) 
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ตารางท่ี 4.30 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนช่วง 16S rRNA (% 16S rRNA gene similarity value) ระหว่างไอโซเลต PLK6-60 และสายพันธุ์
ใกล้เคียงในฐานข้อมูล EzBioCloud  
 สายพันธุ์ใกล้เคียง 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 PLK6-60 100 99.14 99.14 99.07 99.07 98.92 98.92 98.92 98.92 98.85 98.78 98.71 98.71 98.71 98.64 98.64 98.56 98.56 98.56 98.56 
2 M. aurantiaca 99.14  100  98.60 99.10 99.60 98.80 99.50 99.50 98.70 98.60 99.40 99.30 98.20 98.80 98.80 99.10 98.90 98.40 99.10 98.00 
3 M. siamensis 99.14 98.60  100 98.40 98.50 98.30 98.60 98.60 99.10 98.70 98.70 98.70 98.60 98.70 99.20 98.00 98.70 98.90 98.60 98.30 
4 M. chalcea 99.07 99.10 98.40  100  99.00 99.10 99.00 99.00 98.60 98.40 98.60 98.50 98.10 98.70 97.90 98.60 98.70 98.20 98.20 97.90 
5 M. marina 99.07 99.60 98.50 99.00  100 98.90 99.60 99.60 98.50 98.50 99.20 99.10 97.90 98.50 98.70 99.30 98.90 98.20 98.70 97.80 
6 M. tulbaghiae 98.92 98.80 98.30 99.10 98.90  100  98.70 98.70 98.30 98.20 98.30 98.20 97.80 98.40 97.80 99.40 98.40 97.90 97.90 97.60 

7 M. maritima 98.92 99.50 98.60 99.00 99.60 98.70  100  100 98.80 98.40 99.50 99.40 97.90 98.70 98.70 99.20 99.20 98.40 98.90 97.80 
8 M. sediminicola 98.92 99.50 98.60 99.00 99.60 98.70 100  100  98.80 98.40 99.50 99.40 97.90 98.70 98.70 99.20 99.20 98.40 98.90 97.80 
9 M. palomenae 98.92 98.70 99.10 98.60 98.50 98.30 98.80 98.80  100  99.20 99.20 98.80 98.80 98.90 98.40 98.10 98.90 98.90 98.70 98.70 
10 M. fulva 98.85 98.60 98.70 98.40 98.50 98.20 98.40 98.40 99.20  100 98.70 98.40 99.00 98.60 98.00 97.90 98.70 98.50 98.10 99.00 
11 M. coxensis 98.78 99.40 98.70 98.60 99.20 98.30 99.50 99.50 99.20 98.70  100  99.60 98.40 98.90 98.90 98.80 99.20 98.60 99.30 98.20 
12 M. halophytica 98.71 99.30 98.70 98.50 99.10 98.20 99.40 99.40 98.80 98.40 99.60  100 98.00 99.10 98.90 98.70 99.00 98.30 98.90 97.90 
13 M. maoerensis 98.71 98.20 98.60 98.10 97.90 97.80 97.90 97.90 98.80 99.00 98.40 98.00  100  98.20 98.00 97.50 98.20 98.50 98.20 99.40 

14 M. sediminis 98.71 98.80 98.70 98.70 98.50 98.40 98.70 98.70 98.90 98.60 98.90 99.10 98.20  100  98.30 98.00 98.70 98.30 98.50 98.10 

15 M. mirobrigensis 98.64 98.80 99.20 97.90 98.70 97.80 98.70 98.70 98.40 98.00 98.90 98.90 98.00 98.30  100  98.20 98.60 98.30 99.10 97.90 

16 M. fluminis 98.64 99.10 98.00 98.60 99.30 99.40 99.20 99.20 98.10 97.90 98.80 98.70 97.50 98.00 98.20  100  98.50 97.70 98.20 97.40 
17 M. humi 98.56 98.90 98.70 98.70 98.90 98.40 99.20 99.20 98.90 98.70 99.20 99.00 98.20 98.70 98.60 98.50  100 98.40 98.70 97.90 

18 M. wenchangensis 98.56 98.40 98.90 98.20 98.20 97.90 98.40 98.40 98.90 98.50 98.60 98.30 98.50 98.30 98.30 97.70 98.40  100  98.20 98.30 
19 M. luteiviridis 98.56 99.10 98.60 98.20 98.70 97.90 98.90 98.90 98.70 98.10 99.30 98.90 98.20 98.50 99.10 98.20 98.70 98.20  100 98.20 

20 M. vulcania 98.56 98.00 98.30 97.90 97.80 97.60 97.80 97.80 98.70 99.00 98.20 97.90 99.40 98.10 97.90 97.40 97.90 98.30 98.20  100  
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   การตรวจคุณลักษณะอนุกรมวิธานด้วยคุณสมบัติจีโนมของไอโซเลต PLK6-60  
พบว่า โครงร่างจีโนม มีนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 6,459,941 นิวคลีโอไทด์ (ประกอบด้วย 51 contigs โดย 
contig ที่ยาวสุดมีขนาด 718,602 นิวคลีโอไทด์ มีค่า N50 มีความยาว 405,520 นิวคลีโอไทด์ มีค่า 
Genome coverage เท่ากับ 60X) ไอโซเลต PLK6-60 มีปริมาณเบส G+C ในจีโนม เท่ากับ 73.49 
เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับปริมาณ G+C content ของสกุล Micromonospora ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง 68-
75 เปอร์เซ็นต์ (Goodfellow et al. 2012) จากการเปรียบเทียบจีโนมของไอโซเลต PLK6-60 และ
สายพันธุ์ใกล้เคียงได้แก่ M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. siamensis DSM 45097T พบว่า มี
ค่า Average nucleotide identity-Blast (ANIb) เท่ากับ 82.9 และ 86.0 เปอร์เซ็นต์ และค่า digital 
DNA-DNA hybridization (dDDH) เท่ากับ 27.4 และ 32.2 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางที่ 4.31)  
ซึ่งมีค่าต่ำกว่าจุดตัดของเกณฑ์กำหนดความแตกต่างระดับสปีชีส์ (<95-96% สำหรับค่า ANI และ
<70% สำหรับค่า dDDH) ที่กำหนดโดย Chun และคณะ (2018) และ Wayne และคณะ (1987) 
ตามลำดับ นอกจากนี้ตำแหน่งอนุกรมวิธานบนแผนภูมิต้นไม้ของจีโนม (phylogenomic tree) ของไอ
โซเลต PLK6-60 ก ่อต ัวอย ู ่บนคนละกิ ่ง (branch) ก ับ M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. 
siamensis DSM 45097T โดยมีค่า bootstrap เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ (รูปที ่4.33) จากข้อมลูข้างต้น
ไอโซเลต PLK6-60 เป็นสกุล Micromonospora สปีชีส์ใหม่ ลำดับนิวคลีไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA 
และจีโนมของไอโซเลต PLK6-60 จัดเก็บไว้ในฐานข้อมูล Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
โดยมีหมายเลขจำเพาะ MN116535 และ JAIOAA000000000 ตามลำดับ 
 

 
รูปที่ 4.33 แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของจีโนม (Phylogenomic tree) แสดงตำแหน่งอนุกรมวิธาน
ของไอโซเลต PLK6-60 และสายพันธุ์ใกล้เคียง 
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ตารางท่ี 4.31 ค่า ANIb, ANIm และ dDDH ระหว่างโครงร่างจีโนมของ PLK6-60, M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. siamensis DSM 45097T 

หมายเหตุ: *Formula 1 คือ HSP length / total length, **Formula 2 คือ identities/HSP length, ***Formula 3 คือ identities / total length เป็นการวิเคราะห์โดยไม่ขึ้นอยู่กบัความยาว
ของโครงร่างจีโนม 

 

 
 
 

ไอโซเลต 

 
 
 

สายพันธุ์อ้างอิง 
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(%) 

 
 

ANIm 
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Digital DNA-DNA hybridization relatedness  
 

G+C 
difference 

Formula 1* Formula 2** Formula 3*** 
% 

dDDH 
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C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
DDH 
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% 
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C.I. 
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Distance Prob. 
DDH 

>= 70 
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species) 

% 
dDDH 
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C.I. 
(%) 

Distance Prob. 
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>= 70 
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species) 

Micromonospora 
sp. PLK6-60T 

M. aurantiaca 
ATCC 27029T 

82.9 87.0 33.0 29.6-
36.6 

0.4713 0.25 27.4 
 

25.0-
29.9 

0.1575 0.03 30.7  27.7-
33.8 

0.5546 0.00 0.7 

M. siamensis 
DSM 45097T 

86.0 88.5 44.4 
 

41.0-
47.8 

0.3517 4.47 32.2 
 

29.8-
34.7 

0.1309 0.25 40.8 
 

37.9-
43.9 

0.4365 0.18 0.3 
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   การทำนายยีนบนจีโนม (annotation) ของไอโซเลต PLK6-60 พบยีนทั ้งหมด 
5,937 ยีน โดยมียีนที่แปลรหัสเป็นโปรตีน จำนวน 5,861 ยีน tRNA จำนวน 72 ยีน rRNA จำนวน 3 
ย ีน และ tmRNA จำนวน 1 ย ีน จากแผนภาพวงกลมพบกล ุ ่มย ีนออโทโลก ัส  (Cluster of 
Orthologous genes; COGs) ที่ทำหน้าที่ต่าง ๆ ได้แก่ กลุ่มยีนกรดอะมิโนและอนุพันธุ์ของกรดอะมิ
โน คาร์โบไฮเดรต (carbohydrates) เมทาบอลิซึมของโปรตีน (protein metabolism) โคแฟคเตอร์ 
(cofactors) วิตามิน (vitamins) สารสี (pigments) กรดไขมัน (fatty acids) ไขมัน (lipids) และไอ
โซพรีนอยด์ (isoprenoids) และกลุ่มยีนอื่น ๆ (รูปที่ 4.34)  
 

 

รูปที่ 4.34 แผนภาพแสดง Cluster of Orthologous genes (COGs) ของไอโซเลต PLK6-60 
 

   การทำนายกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิ (antismash) บนจีโนมของ
ไอโซเลต PLK6-60 เปรียบเทียบกับสายพันธุ ์ใกล้เคียง M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. 
siamensis DSM 45097T พบกลุ่มยีน T1PKS, Terpene และ NRPS มีปริมาณยีนแตกต่างกันอย่างเห็นได้
ชัด นอกจากนี้พบกลุ ่มยีน นอกจากนี้พบกลุ่มยีน lanthipeptide class II, lanthipeptide class  III และ 
Linaridin ที่พบในจีโนมของไอโซเลต PLK6-60 เท่านั้น ในขณะที่ไม่พบในจีโนมของสายพันธุ์ใกล้เคียง 
ดังนั้นการทำนายกลุ่มยีนจึงสามารถบ่งบอกความแตกต่างของเชื้อแต่ละชนิดได้ (รูปที่ 4.35) 
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รูปที่ 4.35 แผนภาพแสดงปริมาณกลุ่มยีนบนจีโนมที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิของ PLK6-60, 
M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. siamensis DSM 45097T 

หมาย เห ตุ : 1. T1PKS (Polyketide synthase type I), 2. T2PKS (Polyketide synthase type II), 3. T3PKS (Polyketide 
synthase type III), 4. Terpene, 5. Non-ribosomal peptide synthetase cluster (NRPS), 6. lanthipeptide class I, 7. 
lanthipeptide class II, 8. lanthipeptide class III, 9. Thioamitides, 10. Siderophore, 11. Linaridin, 12. N-
acetylglutaminylglutamine amide (NAGGN), 13. Thiopeptide, 14. Linear azol(in)e-containing peptides (LAP), 15. 
Other unspecified ribosomally synthesised and post-translationally modified peptide product (RiPP) cluster, 16. 
Oligosaccharide, 17. transAT-PKS, 18. Betalactone และ 19. other 
 

   นอกจากนี ้ไอโซเลต PLK6-60 พบกลุ ่มยีน T1PKS, กลุ ่มยีน T2PKS, กลุ ่มยีน 
T3PKS, กลุ ่มยีน terpene, กลุ ่มยีน NRPS, กลุ ่มยีน RiPP-like, กลุ ่มยีน betalactone, กลุ ่มยีน 
thioamitides, กล ุ ่มย ีน lantipeptide class II และ class III, กล ุ ่มย ีน thiopeptide, กล ุ ่มยีน 
siderophore และกลุ่มยีนอื่น ๆ โดยมี 4 กลุ่มยีนที่มคีวามคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
4.32) และกลุ่มยีนที่มีการสร้างสารทุติยภูมิโดยมีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงต่ำ เช่น กลุ่มยีนที่มีการ
สร้างสารsporolide A (27%), กลุ่มยีนที่มีการสร้างสาร carotenoid (18%), กลุ่มยีนที่มีการสร้างสาร 
legonaridin (16%), กลุ ่มยีนที ่มีการสร้างสาร xantholipin (14%) และกลุ ่มยีนที ่มีการสร้างสาร 
dynemicin A (5%) เป็นต้น (ภาคผนวก จ) จึงมีแนวโน้มว่า PLK6-60 สามารถสร้างสารทุติยภูมิที่
แตกต่างไปจากสารที่มีการค้นพบแล้ว จึงมีความเป็นไปได้ว่าอาจสร้างสารทุติยภูมิชนิดใหม่ได้ 
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ตารางที่ 4.32 กลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิที่มีความคล้ายคลึงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
บนจีโนมของไอโซเลต PLK6-60 

กลุ่มยีน สารทุติยภูมิ ผลิตจากสายพันธุ์ %Similarity 
alkyl-O-dihydrogeranyl-
methoxyhydroquinones 
biosynthetic gene 
cluster 

alkyl-O-dihydrogeranyl-
methoxyhydroquinones  

Actinoplanes 
missouriensis 431 

85 

desferrioxamin B 
biosynthetic gene 
cluster 

desferrioxamin B S. griseus subsp. 
griseus NBRC 13350T 

80 

SapB biosynthetic gene 
cluster 

SapB S. coelicolor A3 75 

lymphostin 
biosynthetic gene 
cluster  

lymphostin 
neolymphostinol B 
lymphostinol 
neolymphostin B 

Salinispora tropica 
CNB-440 
 

50 

 
 

    (4) ลักษณะแตกต่างระหว่างไอโซเลต PLK6-60 และสายพันธุ์อ้างอิงใกล้เคียง 
    จากการเปรียบเทียบลักษณะฟีโนไทป์ของไอโซเลต PLK6-60 และสายพันธุ์อ้างอิง
ใกล้เคียง ได้แก่ M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. siamensis DSM 45097T พบว่ามีลักษณะ
บางประการที่แตกต่างกัน อาทิเช่นไอโซเลต PLK6-60 ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรต ไม่สามารถใช้ ดี-เซลโล
ไบโอส ดี-ราฟฟิโนส ดี-เมลิไบโอส ดี-ไรโบส ดี-กาแลคโตส ดี-ไซโลส แอล-แรมโนส และดี-ฟรุคโตส 
ลักษณะดังกล่าวมีความแตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียงท้ังสอง (ตารางที่ 4.33) 
 
ตารางที่ 4.33 ลักษณะที่แตกต่าง (differential characteristics) ของไอโซเลต PLK6-60 และสาย
พันธุ์ใกล้เคียง 

ลักษณะ PLK6-60* M. aurantiaca 
ATCC 27029T* 

M. siamensis 
DSM 45097T** 

การเรียงตัวของสปอร์และผิวสปอร ์ สปอร์เดี่ยว/
เรียบ 

สปอร์เดี่ยว/ขรุขระ สปอร์เดี่ยว/เรียบ 

สีโคโลนีบนอาหาร ISP2 strong orange 
yellow 

brownish black brownish black 
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ตารางที่ 4.33 ลักษณะที่แตกต่าง (differential characteristics) ของไอโซเลต PLK6-60 และสาย
พันธุ์ใกล้เคียง (ต่อ) 

ลักษณะ PLK6-60* M. aurantiaca 
ATCC 27029T* 

M. siamensis 
DSM 45097T** 

คว ามส ามา รถ ในกา รทน เกลื อ 
(%NaCl (w/v)) 

1-2 1-2 1-5 

อุณหภูมิที่เจริญ (°C) 20-40 25-40 25-40 
pH 6-10 6-10 nd 
การย่อยโปรตีนในนม:    
 Coagulation  + w + 
 Peptonization + w + 
รีดิวซ์ไนเตรต - + - 
ความสามารถในการเจริญบนแหล่ง
คาร์บอน: 

   

 ดี-เซลโลไบโอส - + + 
 ดี-ราฟฟิโนส - + + 
 ดี-เมลิไบโอส - + + 
 ดี-ไรโบส - + - 
 ดี-กาแลคโตส - + + 
 ดี-ไซโลส - + + 
 ทรีฮาโลส - w nd 
 แอล-แรมโนส - - + 
 ดี-แมนนิทอล - - + 
 ดี-ฟรุคโตส - + + 
การย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ:    
 ไทโรซีน - - nd 

หมายเหตุ: *ข้อมูลจากการทดลอง **ข้อมูลจาก Thawai และคณะ (2005) 
 

   จากข้อมูลของอนุกรมวิธานหลายส่วน (polyphasic taxonomy) ซึ่งประกอบด้วย
ลักษณะทางฟีโนไทป์ ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีและลักษณะจีโนไทป์ สามารถสรุปได้ว่า ไอโซเลต 
PLK6-60 จัดเป็นเชื้อสปีชีส์ใหม่ของสกุล Micromonospora 
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4.3 คัดเลือกแอคติโนมัยสีทเพ่ือทำการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบ 
 4.3.1 ความสามารถในการต้านจุลินทรียท์ดสอบ 
  จากการนำสารสกัดหยาบที่สกัดจากเอทิลอะซิเตทจากน้ำหมักของแอคติโนมัยสีท 5 ไอ
โซเลตมาทดสอบฤทธิ ์ต ้านจุลินทรีย์ทดสอบทั้ง 8 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 
25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Micrococcus luteus 
ATCC 9341, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Methicilin-Resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) DMST 20654, Vancomycin-Resistant Enterococcus (VRE ; clinical strain) 
และ Candida albicans ATCC 10231 พบว่าสารสกัดหยาบที่สกัดจากเอทิลอะซิเตทของแอคติโน
มัยสีทจำนวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ CA1R205 และ CA3R110 สามารถต้านจุลินทรีย์ทดสอบบางชนิดได้ 
(ตารางที่ 4.34) แต่ทั้ง 2 ไอโซเลต ไม่สามารถยับยั้ง E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 
27853 และ C. albicans ATCC 10231 
  

ตารางที่ 4.34 แสดงความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบของสารสกัดหยาบ (ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) จากไอโซเลต CA1R205 และ CA3R110  

จุลินทรียท์ดสอบ 
บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

CA1R205 CA3R110 
S. aureus ATCC 25923 10.1 14.0 
B. subtilis ATCC 6633 - 13.3 
E. coli ATCC 25922 - - 
M. luteus ATCC 9341 11.4 21.3 
P. aeruginosa ATCC 27853 - - 
MRSA  - 14.3 
VRE - 14.7 
C. albicans ATCC 10231 - - 

 

 4.3.2 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบ 
  สารสกัดหยาบที่สกัดจากเอทิลอะซิเตทของไอโซเลต CA1R205 และ CA3R110 ถูก
นำมาวิเคราะห์องค์ประทางเคมีด้วย HPLC จากรูปแบบทางเคมี (chemical profiles) พบว่าสารสกัด
หยาบของทั้ง 2 ไอโซเลตมีองประกอบทางเคมีที่น่าสนใจของการปรากฏของ peak ในเวลาที่แตกต่าง
กัน (retention time; tR) และมีรูปแบบการดูดกลืนแสงในช่วง UV ที่แตกต่างกัน โดยดูจากรูปแบบ
ของ UV spectrum กับฐานข้อมูลทางเคมีของทีมวิจัยเคมีอินทรีย์ชีวภาพ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) (รูปที่ 4.36)  
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รูปที่ 4.36 Chemical profiles ของสารสกัดหยาบที่สกัดจากเอทิลอะซิเตทของไอโซเลต CA1R205 
(A) และ CA3R110 (B) 
  

  จากผลการทดสอบฤทธิ์ในการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ และองค์ประกอบทางเคมี พบว่าไอ
โซเลต CA3R110 สามารถต้านจุลินทรีย์ทดสอบได้หลายชนิด ได้แก่ S. aureus ATCC 25923, B. 
subtilis ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341, MRSA และ VRE อีกทั้งยังมีองค์ประกอบทางเคมีที่
น่าสนใจในแง่ของของการปรากฏของ peak ในเวลาที่แตกต่างกัน และมีรูปแบบการดูดกลืนแสงในช่วง 
UV ที่แตกต่างกัน ดังนั้นไอโซเลต CA3R110 จึงถูกเลือกเพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคมี วิเคราะห์
โครงสร้าง และฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ 
 

4.4 การศึกษาสารทุติยภูมิที่ผลิตไดจ้ากไอโซเลต CA3R110 
 4.4.1 องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบและการทำสารสกัดหยาบให้บริสุทธิ์ 
  สารสกัดหยาบที่ได้จากไอโซเลต CA3R110 ถูกนำมาแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้คอลัมน์ Sephadex LH20 ในขั้นต้นสามารถแยกได้ทั้งหมด 5 
fractions โดย fractions ที่น ่าสนใจ ค ือ F1, F4 และ F5 ถ ูกนำไปทำให ้บร ิส ุทธ ิ ์ด ้วยเคร ื ่อง 
preparative HPLC โดยใช้คอลัมน์ C-18 และใช้ตัวทำละลายแบบ linear gradient ในการเก็บสารที่
มีพีค (peak) ของสารที่น่าสนใจใน fraction ที่ 1 (F1) เก็บ peak ที่ปรากฏค่า tR (นาที) ที่ 9.258 
(สาร C) และ 9.558 (สาร D) (รูปที ่ 4.37) fraction ที่ 4 (F4) เก็บ peak ที่ปรากฏค่า tR (นาที) ที่ 
4.683 (สาร E), 5.817 (สาร F), 6.183 (สาร B) และ 6.825 (สาร A) (รูปที่ 4.38) และ fraction ที่ 5 
(F5) เก็บ peak ที่ปรากฏค่า tR (นาท)ี ที ่(F), 6.183 (B), และ 6.825 (A) (รูปที่ 4.39) 
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รูปที่ 4.37 Chemical profile ของ F1 
 

รูปที่ 4.38 Chemical profile ของ F4 
 

 
รูปที่ 4.39 Chemical profile ของ F5 
 

 4.4.2 การวิเคราะห์โครงสร้างเคมีของสารทุติยภูมิจากไอโซเลต CA3R110 
  จากการแยกสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทโดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

และทำให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC ได้สารบริสุทธิ์ทั้งหมด 6 สาร คือ (สาร A; tR = 6.825, สาร B; tR 

=6.183, สาร C; tR =9.267, สาร D; tR =9.567, สาร E; tR =4.683, และ สาร F; tR =5.817)  ซึ่งสาร

บริสุทธิ์นี้จะถูกนำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทาง NMR spectroscopy ในการหาโครงสร้างทางเคมีของ

สารเหล่านี้ ในขณะนี้สามารถหาโครงสร้างทางเคมีได้ 2 สาร คือ สาร A และ สาร B (รูปที่ 4.40) ซึ่ง

สารทั ้ง 2 สารมีรายงานว่ามีการค้นพบแล้ว สาร A คือ Geldanamycin และสาร B คือ 17-O-

demethylgeldanamycin (Tadtong et al., 2007) นอกจากนี้จากการศึกษาการทำนายกลุ่มยีนบน

จีโนมที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิของ CA3R110 พบกลุ่มยีนที่มีการสร้างสาร geldanamycin 

ที่ความคล้ายคลึง 69%  
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รูปที่ 4.40 โครงสร้างเคมีของ Geldanamycin (สาร A) และ 17-O-demethylgeldanamycin (สาร 
B) ผลิตจาก Streptomyces sp. CA3R110T 

 

 เมื ่อนำสารบริสุทธิ์ A และ B มาทำการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิคสเปกโตรสโกปี ได้
รายละเอียดทางเคมีดังต่อไปนี้ 
 สาร A มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง สูตรโมเลกุล C29H40N2O9 จาก HRESIMS สเปกตรัมมี
มวลต่อประจุ m/z เท่ากับ 560.2626 [M + Na]+ มีค่าการดูดกลืนแสง UV (λmax) และค่าสัมประสิทธิ์
การดูดกลืนแสง (log ε) ในตัวทำละลายเมทานอล เท่ากับ λmax (log ε): 305 (3.06), 255 (2.94) 

และ 205 (3.90) นาโนเมตร วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วย FTIR พบสัญญาณที่ความถี่ () 3,437 (O-H 
stretching), 1,700 (C=O stretching) และ  1,653 (C=O stretching, amide) cm-1 และจาก  1H 
NMR สเปกตรัมในตัวทำละลายคลอโรฟอร์ม-D พบสัญญาณของเมทิลโปรตอน (methyl; CH3) 
จำนวน 4 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง chemical shift (δH, ppm) ที่ δH 0.97 (10-CH3), 1.00 (14-CH3), 
1.79 (8-CH3), 2.02 (2-CH3) สัญญาณของ methoxy โปรตอน 3 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δH 3.30 (6-
OCH3), 3.35 (12-OCH3) และ 4.12 (17-OCH3)  สัญญาณของเมทิลีนโปรตอน (methylene; CH2) 
จำนวน 2 สัญญาณ ที ่ตำแหน่ง δH 1.60-1.80/2.37-2.51 (13-CH2) และ 2.38-2.53 (15-CH2) 
สัญญาณของมีไทน์โปรตอน (methine; CH) จำนวน 11 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δH 1.70 (14-CH), 2.76-
2.80 (10-CH), 3.37 (12-CH), 3.53 (11-CH), 4.31 (6-CH), 5.18 (7-CH), 5.81 (9-CH), 5.89 (5-CH), 
6.57 (4-CH), 6.94 (3-CH) และ 7.28 (19-CH) สำหรับ 13C NMR และ DEPT-135 ในตัวทำละลาย
คลอโรฟอร์ม-D พบสัญญาณเมทิลคาร์บอน จำนวน 4 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δC 12.3 (14-CH3), 12.6 
(8-CH3), 12.9 (2-CH3), และ 22.9 (10-CH3) และสัญญาณของ methoxy คาร์บอน 3 สัญญาณ ที่
ตำแหน่ง δC 56.7 (12-OCH3), 57.3 (6-OCH3), และ 61.7 (17-OCH3) สัญญาณของเมทิลีนคาร์บอน 
จำนวน 2 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δC 32.7 (C-15) และ 34.4 (C-13) สัญญาณของมีไทน์คาร์บอน จำนวน 
11 สัญญาณ ที่ตำแหน่ง δC 28.0 (C-14), 32.2 (C-10), 72.7 (C-11), 80.4 (C-12), 81.0 (C-6), 81.3 
(C-7), 111 .8 (C-19) , 126.3 (C-4), 127.2 (C-3), 133.3 (C-9) และ  136.5 (C-5) และส ัญญาณ      
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138.1 (C-20), 156.0 (C-22), 157.0 (C-17), 168.2 (C-1), 183.3 (C-18) และ  185.0 (C-21) จ า ก
เทคนิค COSY แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ของโปรตอนที่ตำแหน่ง H-4 (δH 6.57) คู่ควบกับ H-3 (δH 
6.94) และ H-5 (δH 5.89) โปรตอนที่ตำแหน่ง H-6 (δH 4.31) ควบคู่กับ H-5 และ H-7 (δH 5.18) 
โปรตอนที่ตำแหน่ง H-10 (δH 2.73-2.83) ควบคู่กับ H-9 (δH 5.81), H-11 (δH 3.53) และ 10-CH3 
(δH 0.97) โปรตอนที่ตำแหน่ง H-13 (δH 1.60-1.80 / 2.37-2.51) ควบคู่กับ H-12 (δH 3.37) และ H-
14 (δH 1.60-1.80) โปรตอนที่ตำแหน่ง H-14 ควบคู่กับ H-15 (δH 2.37-2.51) และ 14-CH3 (δH 1.00) 
เทคนิค จากHMBC แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ของ heteronuclear หลายพันธะ ซึ ่งในที ่น ี ้คือ
ความสัมพันธ์ของโปรตอนและคาร์บอนในระยะ 2-3 พันธะ (2JCH และ 3JCH) โดยแสดงความสัมพันธ์
ดังนี้ โปรตอนที่ตำแหน่ง 2-CH3 (δH 2.02) แสดงความสัมพันธ์กับ C-1 (δC 168.2), C-2 (δC 134.8) 
และ C-3 (δC 127.2) โปรตอนที่ตำแหน่ง H-4 (δH 6.57) แสดงความสัมพันธ์กับ C-2 และ C-6 (δC 
81.0) โปรตอนที่ตำแหน่ง H-5 (δH 5.89) แสดงความสัมพันธ์กับ C-3 และ C-7 (δC 81.3) โปรตอนที่
ตำแหน่ง 8-CH3 (δH 1.79) แสดงสัมพันธ์กับ C-7, C-8 (δC 133.1) และ C-9 (δC 133.3) โปรตอนที่
ตำแหน่ง H-9 (δH 5.81) แสดงความสัมพันธ์กับ C-7 และ C-11 (δC 72.7) โปรตอนที่ตำแหน่ง 10-
CH3 (δH 0.97) แสดงความสัมพันธ์กับ C-9, C-10 (δC 32.2) และ C-11 โปรตอนที่ตำแหน่ง H-12 (δH 
3.34-3.43) สัมพันธ์กับตำแหน่ง C-10 และ C-14 (δC 28.0) โปรตอนที่ตำแหน่ง 14-CH3 (δH 1.00) 
แสดงความสัมพันธ์กับ C-13 (δC 34.4), C-14 และ C-15 (δC 32.7) โปรตอนที่ตำแหน่ง H-15 (δH 
2.37-2.51) แสดงความสัมพันธ์กับ C-16 (δC 127.6), C-17 (δC 157.0), C-21 (δC 185.0) และ 14-
CH3 (δC 12.3) โปรตอนที่ตำแหน่ง H-19 (δH 7.28) แสดงความสัมพันธ์กับ C-17, C-20 (δC 138.1) 
และ C-21 โปรตอนของเอมีนที่ตำแหน่ง δH 8.95 แสดงความสัมพันธ์กับ C-1, C-19 (δC 111.8) และ 
C-21 จากความสัมพันธ์ดังกล่าวข้างต้นสามารถสร้างวง macrocyclic เชื่อมกับวง benzoquinone ที่
ตำแหน่ง C-16 และ C-20 นอกจากนั้น HMBC ยังแสดงความสัมพันธ์ของ methoxy ปรากฏที่ δH 
3.30, 3.36 และ 4.12 กับ C-6, C-12 (δC 80.4) และ C-17 แสดงว่าคาร์บอนตำแหน่งที่ 6, 12 และ 
17 มีกลุ่ม methoxy เกาะอยู่ และโปรตอนที่ตำแหน่ง H-7 แสดงความสัมพันธ์กับ C-22 (δC 156.0) 
แสดงว่าตำแหน่งที่ 7 มีกลุ่ม carbamate เมื่อเปรียบเทียบโครงสร้างทางเคมีพบว่า สาร A มีโครงสร้าง
ทางเคมีเหมือนกับ Geldanamycin ซึ่งสารนี้มีผู้รายงานไว้แล้ว (Rinehart and Shield, 1976 และ 

Ōmura et al., 1979) เมื่อเปรียบเทียบ 1H และ 13C NMR (ตารางที่ 4.35) พบว่าเหมือนกับที่ได้มี
ผู้รายงานไว้ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า สาร A คือ Geldanamycin  
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ตารางท่ี 4.35 1H NMR และ 13C NMR สเปกตรัมของสาร A ใน CDCl3 และ Geldanamycin ใน DMSO-d6 

ตำแหน่ง สาร Aa Geldanamycin 

1H NMR 13C NMR 1H NMRb 13C NMRc 

1 - 168.2, C - 169.1, C 
2 - 134.8, C - 133.2, C 
3 6.94, d (J = 11.6) 127.2, CH 6.95, d  128.4, CH 
4 6.57, dd (J = 11.3, 

11.5) 
126.3, CH 6.56, t  125.7, CH 

5 5.89, dd (J = 
10.2,10.3) 

136.5, CH 5.80, t  137.8, CH 

6 4.31, d (J = 9.4) 81.0, CH 4.34, d  81.6, CH 
7 5.18, s 81.3, CH 4.86, sb 80.6, CH 
8 - 133.1, C - 132.6, CH 
9 5.81, d (J = 9.37) 133.3, CH 5.51, d  131.9, CH 
10 2.76-2.80, m 32.2, CH 3.61 32.1, CH 
11 3.53, d (J = 7.2) 72.7, CH 3.29 71.9, CH 
12 3.34-3.43, m  80.4, CH 3.07 80.2, CH 
13 1.60-1.80, m /2.37-

2.51, m 
34.4, CH2 1.45, sb 31.0, CH2 

14 1.60-1.70, m  28.0, CH 1.91 26.6, CH 
15 2.37-2.51, m 32.7, CH2 2.42, m 31.7, CH2 
16 - 127.6, C - 128.1, C 
17 - 157.0, C - 156.4, C 
18 - 183.3, C - 183.6, C 
19 7.28, s 111.8, CH 7.02, s 110.9, CH 
20 - 138.1, C - 139.6, C 
21 - 185.0, C - 183.1, C 
22 - 156.0, C 6.45, sb 156.0, C 

2-CH3 2.02, s 12.9, CH3 1.91 12.2, CH3 
6-OCH3 3.30, s 57.3, CH3 3.25, s 56.0, CH3 
8-CH3 1.79, s 12.6, CH3 1.61, sb 12.5, CH3 
10-CH3 0.97, d (J = 6.2) 22.9, CH3 0.97, d 23.3, CH3 
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ตารางที่ 4.35 1H NMR และ 13C NMR สเปกตรัมของสาร A ใน CDCl3 และ Geldanamycin ใน DMSO-d6 (ต่อ) 
ตำแหน่ง สาร Aa Geldanamycin 

1H NMR 13C NMR 1H NMRb 1H NMRc 

12-OCH3 3.36, s 56.7, CH3 3.25, s 56.5, CH3 
14-CH3 1.00, d (J = 6.8) 12.3, CH3 0.76 13.0, CH3 

17-OCH3 4.12, s 61.7, CH3 3.93, s 61.0, CH3 
1-NHCO 8.95, s - 9.14, sb - 

หมายเหตุ : a คือ 1H NMR 500 MHz และ 13C NMR 125 MHz; b (Rinehart and Shield, 1976); c (Ōmura et 
al., 1979) 
 

 สาร B มีลักษณะเป็นผลึกรูปเข็มสีน้ำตาล สูตรโมเลกุล C28H38N2O9 จาก HRESIMS สเปกตรัมมี
มวลต่อประจุ m/z เท่ากับ 546.2505 [M-H]- มีค่าการดูดกลืนแสง UV ที่ความยาวคลื่น (λmax) และ
ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (log ε) ในตัวทำละลายเมทานอล เท่ากับ λmax (log ε): 313 (3.99), 

244 (3.84) และ 204 (4.63) นาโนเมตร วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันด้วย FTIR พบสัญญาณที่ความถี่ () 
3,393 (O-H stretching), 1,713 (C=O stretching) และ  1,648 (C=O stretching, amide) cm-1 
จากสเปกตรัม 1H NMR, 13C NMR และ DEPT-135 ของโครงสร้างหลักในตัวทำละลายคลอโรฟอร์ม-
D ใกล้เคียงกับสาร A แต่แตกต่างที่ 1H NMR สัญญาณของหมู่ methoxy หายไป 1 หมู่ จาก HMBC 
พบว่า หมู่ methoxy ตำแหน่งที่ C-17 หายไป และถูกแทนที่ด้วยหมู่ hydroxy จากโครงสร้างทางเคมี
พบว่าสาร B คือ 17-O-demethylgeldanamycin ซึ่งมีผู้รายงานไว้แล้ว (Baksh et al., 2017) และเมื่อ
เปรียบเทียบ 1H, 13C NMR ของสาร B กับ 17-O-demethylgeldanamycin (ตารางที่ 4.36) พบว่า
เหมือนกัน ดังนั้นจึงสรุปว่า สาร B คือ 17-O-demethylgeldanamycin  
 

ตารางท ี ่  4.36 1H NMR และ 13C NMR สเปกตร ัมของสาร B ใน MeOD+CDCl3 และ 17-O-
demethylgeldanamycin ใน CD3OD 

ตำแหน่ง สาร Ba 17-O-demethylgeldanamycinb 

(Baksh et al., 2017) 
1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR 

1 - 170.1, C - 170.8, C 
2 - 133.9, C - 135.3, C 
3 7.01, d (J = 9.6) 129.2, CH 7.12-7.15-, m 129.7, CH 
4 6.60, t (J = 11.4, 

11.5) 
126.9, CH 6.65, t (J = 11.4) 127.2, CH 
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ตารางท่ี 4.36 1H NMR และ 13C NMR สเปกตรัมของสาร B ใน MeOD+CDCl3 และ 17-O-
demethylgeldanamycin ใน CD3OD (ต่อ) 

ตำแหน่ง สาร Ba 17-O-demethylgeldanamycinb 

(Baksh et al., 2017) 
1H NMR 13C NMR 1H NMR 13C NMR 

5 5.87, t (J = 9.4, 
10.1) 

137.7, CH 5.87-5.91, m 138.4, CH 

6 4.43, d (J = 7.7) 82.3, CH 4.50, d (J = 8.4) 82.8, CH 
7 5.12, s 82.8, CH 5.10, s 82.6, CH 
8 - 131.6, CH - 134.4, CH 
9 5.65, d (J = 8.7) 133.1, CH 5.60, d (J = 9.8) 133.3, CH 
10 2.71-2.75, m  33.5, CH 2.73, brs 34.1, CH 
11 3.44, s 73.7, CH 3.45-3.48, m 74.2, CH 
12 3.36, s 82.1, CH 3.35, brs 80.2, CH 
13 1.63-1.70, m 34.8, CH2 1.58-1.63, m 34.6, CH2 
14 1.73, s 29.5, CH 1.90-1.95, m 29.8, CH 
15 2.30-2.48, m 32.3, CH2 2.49, dd (J = 

13.1, 6.5) 
32.5, CH2 

16 - 118.5, C - 118.4, C 
17 - 158.6, C - 159.1, C 
18 - 183.9, C - 186.0, C  
19 7.70, s 109.3, CH 7.12-7.15, m 109.4, CH 
20 - 135.0, C - 142.5, C 
21 - 185.3, C - 183.4, C 
22 - 158.4, C - 159.1, C 

2-CH3 2.00, s 12.5, CH3 2.03, s 12.4, CH3 
6-OCH3 3.34, s 57.7, CH3 3.32, s 57.6, CH3 
8-CH3 1.62, s 12.6, CH3 1.74, s 13.2, CH3 
10-CH3 0.92, d (J = 6.9) 13.3, CH3 0.91, d (J = 6.9) 13.6, CH3 

12-OCH3 3.35, s 56.9, CH3 3.34, s 56.9, CH3 
14-CH3 0.98, d (J = 6.3) 23.5, CH3 1.00, d (J = 6.1) 23.5, CH3 
1-NHCO 8.13, s - - - 

หมายเหตุ : a คือ 1H NMR 500 MHz และ 13C NMR 125 MHz; b คือ 1H NMR 700 MHz และ 13C NMR 176 MHz 
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4.5 การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพของสารบริสุทธิ์ 
 นำสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ และได้พิสูจน์โครงสร้างทางเคมีแล้ว คือ geldanamycin และ 17-O-

demethylgeldanamycin นำมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ดังนี้ 

 4.5.1 ฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบ  
  จากการทดสอบฤทธิ ์ต ้านการเจริญของจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบของไอโซเลต 
CA3R110 พบว่าแสดงฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ดังต่อไปนี้ ได้แก่ S. aureus ATCC 25923, B. 
subtilis ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341, MRSA และ VRE (ตารางที ่ 4.34) จากนั ้นนำสาร
บริสุทธิ์ที่แยกได้มาทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ดังกล่าว และหาค่าความเข้มข้นต่ำสุด 
(MIC) ที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ดังกล่าวด้วยวิธี Microdilution broth พบว่า สาร A 
(geldanamycin) และ สาร B (17-O-demethylgeldanamycin) ไม่แสดงฤทธิ ์ต้านการเจริญของ
จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดสอบข้างต้น ที่ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้น
สูงสุดที่ใช้ในการทดสอบ เนื่องจากสารบริสุทธิ์ไม่สามารถละลายได้หมดในสารละลายไดเมทิลซัลฟอก
ไซด์ (DMSO) ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยทั่วไปนิยมใช้ DMSO ในการละลายสารที่
ต้องการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เพราะ DMSO ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ หรือต่อจุลินทรีย์ที่นำมาใช้
ทดสอบที่ในระดับความเข้มข้นไม่เกิน 10 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้งสามารถใช้เป็นตัวทำละลายร่วมกับน้ำได้ 
(ชุติมา, 2547) นอกจากนี้ geldanamycin มีความสามารถในการละลายต่ำ (Fukuyo et al., 2010) 
ซึ่งความสามารถในการละลายของสารส่งผลต่อความเข้มข้นที่ต้องการของสาร และความสามารถใน
การแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพอีกด้วย (Savjani et al., 2012) และเนื่องจากมีความจำกัดเกี่ยวกับปริมาณ
สารจึงไม่สามารถยืนยันผลทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ด้วยวิธี Agar disc diffusion ได ้
  จากงานวิจัยอื่น ๆ เกี่ยวกับ geldanamycin ที่พบได้จาก S. hygroscopicus PNK1-3 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (Jongrungruangchok et al., 2006) มีฤทธิ์ในการต้านการเจริญ 
ของ S. aureus ATCC 25923 และ C. albicans ATCC 10231 สำหรับ 17-O-demethylgeldanamycin ไม่
พบฤทธิ์ในต้านการเจริญของจุลินทรีย์ ทำการทดสอบด้วยวิธี Agar disc diffusion (Anansiriwattana 
et al. 2006) ซึ่งวิธี Agar disc diffusion และ Microdilution broth มีความแตกต่างกัน โดย Agar 
disc diffusion เป็นการตรวจกรองฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย์เบื้องต้น ซึ่งบอกผลในเชิงคุณภาพว่าเชื้อมี
ความไวต่อการทดสอบหรือไม่ โดยวัดเส้นผ่าศูนย์กลางจากบริเวณโซนใสของการยับยั้ง (clear zone 
inhibition) ซึ่งสารที่ใช้ทดสอบต้องมีความสามารถในการละลายน้ำ เนื่องจากมีการแพร่จาก disc สู่
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ำเป็นองค์ประกอบ (Tenover, 2019) แตกต่างจาก Microdilution broth เป็น
วิธีการหาความเข้มข้นต่ำสุด (Minimum inhibition concentration; MIC) ทีส่ามารถยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรีย์ เป็นการเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีสารทดสอบที่เจือจางในปริมาณต่าง ๆ ผสม
อยู ่ วิธีนี ้สามารถบ่งบอกค่าความเข้มข้นของสารที ่ยับยั ้งและทำลายจุลินทรีย์ได้ (Marroki and 
Bousmaha-Marroki, 2021)  
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 4.5.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารบริสุทธิ์จากไอโซเลต CA3R110 
  นำสารบริสุทธิ์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH free radical scavenging จากการ
ทดลองปรากฏว่าสาร A (geldanamycin) สามารถดักจับอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ระดับ
ความเข้มข้น 16.07±0.20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสาร B (17-O-demethylgeldanamycin) 
สามารถดักจับอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ที ่ระดับความเข้มข้น 11.00 ±0.08 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร จากผลการทดลองพบว่าสาร B สามารถดักจับอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีกว่าสาร A โดยสาร A 
กับ B มีความแตกต่างกันที่หมู ่ฟังก์ชันที ่เกาะอยู ่บนคาร์บอนตำแหน่งที ่ 17 โดยสาร A เป็นหมู่ 
methoxy ส่วนสาร B เป็น hydroxy และมีผู้รายงานว่า หมู่ hydroxy สามารถดักจับอนุมูลอิสระได้
ดีกว่า (Farhoosh et al., 2016) จากรูปที่ 4.41 แสดงให้เห็นว่า ที่ความเข้มข้นในระดับเดียวกัน 
สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก และ BHT สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสาร A และ สาร B 
ทีน่ำมาคำนวณค่าความเข้มข้นในการดักจับอนุมูลอิสระที่ 50 เปอร์เซ็นต์ ได้ดังแสดงในตาราง 4.37 
 

 
รูปที่ 4.41 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารบริสุทธิ์ และสารละลายมาตรฐาน  
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) กับเปอร์เซ็นต์ในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH  
 

ตารางท่ี 4.37 ค่าความเข้มข้นที่สามารถดักจับอนุมูลอิสระ DPPH ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50)  
สาร IC50 (μg/ml) 
A 16.07±0.20a 

B 11.00 ±0.08b 

BHT 2.34±0.04c 

กรดแอสคอร์บิก 0.89±0.09d 

หมายเหตุ : ตัวอักษร a-d ที่แตกต่างกันแสดงถึงค่าเฉลี่ยของค่า IC50 ของสารที่นำมาทดสอบที่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์) ด้วยวิธี Duncan’s New multiple range test 
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 สาร A (Geldanamycin) และสาร B (17-O-demethylgeldanamycin) เป ็นสารท ี ่ม ีการ
รายงานการค้นพบแล้ว จากงานวิจัยอื ่น  ๆ พบว่า Geldanamycin ได้จากน้ำเลี ้ยงเชื ้อของ S. 
hygroscopicus var. geldanus เป็นสารต้านมะเร็ง และยับยั ้งการทำงานเอนไซม์ ATPase ของ
ฮีทช็อคโปรตีน 90 (heat shock protein 90; Hsp90) (Singh et al. 2010) อีกทั ้งยับยั ้งการเพ่ิม
จำนวนของไวรัส (virus replication) และมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโพรงจมูก และมะเร็งเต้านม 
(Jongrungruangchok et al. 2006) แต่มีความสามารถในการละลายน้ำต่ำ และมีความเป็นพิษต่อตับ 
ข้อจำกัดเหล่านี้จึงทำให้ Geldanamycin ถูกนำมาใช้ได้อย่างจำกัด จึงนิยมนำ Geldanamycin มา
สังเคราะห์อนุพันธ์ต่าง ๆ เพ่ือเพ่ิมคุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตร์ (pharmacokinetic properties) ที่
สามารถยับยั้ง Hsp90 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และมีความเป็นพิษต่ำ (Taechowisan et al., 2021) 
โดยทั่วไปมักดัดแปลงโครงสร้างของ Geldanamycin ที่คาร์บอนตำแหน่งที่ 17 เช่น 17-allylamino-
17-demethoxygeldanamycin (17-AAG, tanespimycin) และ 17-Dimethylaminoethylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-DMAG, alvespimycin) เป็นต้น (Baksh et al. 2017) 
 จ า ก ง า น ว ิ จ ั ย พ บ ว ่ า  S. hygroscopicus DEM2 0 7 4 5 T ส า ม า ร ถ ผ ล ิ ต ส า ร  17-O-
demethylgeldanamycin เป็นสารต้านมะเร็ง และเป็นสารตั้งต้นในชีวสังเคราะห์ของ Geldanamycin จึง
เป ็นท ี ่สนใจในการพัฒนา Geldanamycin ก ึ ่ งส ังเคราะห ์ เช ่น 17-arylgeldanamycin ใช ้  17-O-
demethylgeldanamycin เป็นสารตั้งตันในการสังเคราะห์ผ่านกระบวนการ triflation/Suzuki coupling 
แต่มีข้อจำกัดเนื่องจาก 17-O-demethylgeldanamycin ไม่ได้เป็นสารทีจุ่ลินทรีย์สามารถผลิตได้ในปริมาณ
มาก (Baksh et al. 2017) 
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บทท่ี 5  

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากตัวอย่าง 2 ชนิด คือ รากของต้นกาแฟ 
Coffea arabica (L.) จากไร่กาแฟชูอนันต์ จังหวัดราชบุรี หมู่บ้านแม่คำหล้า จังหวัดลำปาง และ
ชุมชนกาแฟดงมะไฟ จังหวัดนครราชสีมา จำนวน 3 ไอโซเลต อีกตัวอย่างคือ ดินจากป่าพรุลานควาย 
จังหวัดปัตตานี จำนวน 2 ไอโซเลต เพื่อยืนยันตำแหน่งอนุกรมวิธานในระดับสกุล และสปีชีส์ โดยใช้
อนุกรมวิธานหลายส่วน ประกอบด้วย ลักษณะทางฟีโนไทป์ อนุกรมวิธานเคมี และลักษะทางจีโนไทป์  
 ไอโซเลต CA1R205 แยกได้จากรากของต้นกาแฟ C. arabica (L.) ไร่กาแฟชูอนันต์ จังหวัด
ราชบุรี จากการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานพบว่า ไอโซเลต CA1R205 สร้างเส้นใยอาหารสีน้ำตาล
อ่อนจนถึงสีน้ำตาลดำ และสร้างเส้นใยอากาศและสปอร์สีขาวอมเทา สปอร์มีลักษณะผิวขรุขระเรียงต่อ
กันเป็นเกลียวบนเส้นใยอากาศ ผนังเซลล์ประกอบด้วยไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกแบบ LL พบ
น้ำตาลกาแลคโตส กลูโคส แมนโนส และไรโบสภายในเซลล์ พบมีนาควิโนนชนิด MK-10(H4), MK-9(H6), 
MK-10(H2), MK-9(H4), MK-10(H6) และ MK-10(H8) มีกรดไขมันหลัก คือ iso-C15:0, anteiso-C15:0, iso-
C16:0 และ C16:0 ชนิดของไขมันมีขั้วที่พบ คือ diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylglycerol 
(PG), phosphatidylethanolamine (PE), hydroxyphosphatidylethanolamine (OH-PE) และ 
phosphatidylinositol (PI) ไม่พบกรดมัยคอลิก (mycolic acid) ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีเหล่านี้พบ
ได้ทั่วไปในสกุล Streptomyces จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA มีความ
ใกล้เคียงกับ S. rapamycinicus NRRL B-5491Tที่ 98.44 เปอร์เซ็นต์ การวิเคราะห์ค่า dDDH และ 
ANIb ได้ 27.2 และ 81.5 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณ G+C content 70.68 เปอร์เซ็นต์ จากลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และจีโนไทป์ ที่มีความแตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียง จึงสรุปได้ว่าไอโซเลต 
CA1R205 เป ็นสมาชิกในสกุล Streptomyces สปีช ีส ์ใหม่  ถ ูกกำหนดชื ่อเป็น Streptomyces 
coffeae CA1R205T sp. nov. 
 ไอโซเลต CA3R110 แยกได้จากรากของต้นกาแฟ C. arabica (L.) หมู่บ้านแม่คำหล้า จังหวัด
ลำปาง จากการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานพบว่า ไอโซเลต CA3R110 สร้างเส้นใยอาหารสีเหลืองอม
เขียวอ่อนจนถึงเหลืองอมเขียวเข้ม และสร้างเส้นใยอากาศและสปอร์สีขาวอมเทา สปอร์มีลักษณะผิว
ขรุขระเรียงต่อกันเป็นเกลียวบนเส้นใยอากาศ ผนังเซลล์ประกอบด้วยไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเม
ลิกแบบ LL พบน้ำตาลกาแลคโตส กลูโคส และไรโบส พบมีนาควิโนนชนิด MK-9(H2), MK-9(H4), MK-
9(H6) และ MK-10(H2) มีกรดไขมันหลัก คือ iso-C15:0, iso-C16:0 และ C16:0 ชนิดของไขมันมีขั้วที่พบคือ 
diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylinositolmannoside 
(PIM), phosphatidylinositol (PI), hydroxyphosphatidylethanolamine (OH-PE) แ ล ะ 
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phosphatidylethanolamine (PE) ไม่พบกรดมัยคอลิก ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีเหล่านี้พบได้ทั่วไปใน
สกุล Streptomyces จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA มีความใกล้เคียงกับ 
S. rapamycinicus DSM 41530T และ S. iranensis DSM 41954T ที่เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของ
นิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 99.14 และ 99.02 ตามลำดับ การวิเคราะห์ค่า dDDH ได้ 55.6 และ 55.7 
เปอร์เซ็นต ์ตามลำดับ และ ANIb ได้ 92.2 และ 92.1 เปอร์เซ็นต ์ตามลำดับ มีปริมาณ G+C content 
70.93 เปอร์เซ็นต์ จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และจีโนไทป์ ที่มีความแตกต่างจากสายพันธุ์
ใกล้เคียง จึงสรุปได้ว่าไอโซเลต CA3R110 เป็นสมาชิกในสกุล Streptomyces สปีชีส์ใหม่ ถูกกำหนด
ชื่อเป็น Streptomyces endocoffeicus CA3R110T sp. nov. 
 ไอโซเลต CA2R105 แยกได้จากรากของต้นกาแฟ C. arabica (L.) ชุมชนกาแฟดงมะไฟ จังหวัด
นครราชสีมา จากการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานพบว่า ไอโซเลต CA2R105 สร้างเส้นใยอาหารสีส้ม 
พบเส้นใยมีลักษณะขดไปสามารถแตกหักกลายเป็นชิ้นส่วนรูปร่างแท่งได้ มีการสร้างเส้นใยอากาศสีส้ม
อ่อน ผนังเซลล์ประกอบด้วยไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกแบบ  meso พบน้ำตาลกาแลคโตส 

กลูโคส อะราบิโนส และไรโบสภายในเซลล์ พบมีนาควิโนนชนิด MK-8(H4, ω-cyclo) มีกรดไขมันหลัก คือ 
C16:0 , C18:1 ω9c ,C18:0  แ ล ะ  10-methyl C18:0 (TSBA) ชน ิ ด ขอ ง ไ ข ม ั น ม ี ข ั ้ ว ท ี ่ พ บ  คื อ 
diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol 
(PG), phosphatidylinositol (PI) และ phosphatidylinositolmannoside (PIM) และพบกรดมัย
คอลิก ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีเหล่านี้พบได้ทั้วไปในสกุล Nocardia จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ
ไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA มีความใกล้เคียงกับ N. jiangxiensis NBRC 101359T และ N. nova DSM 
44481T เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง เท่ากับ 99.17 และ 98.61 ตามลำดับ การวิเคราะห์ค่า dDDH ได้ 
65.2 และ 22.4 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และค่า ANIb ได้ 93.7 และ 75.6 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ มี
ปริมาณ G+C content 66.95 เปอร์เซ็นต์ จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และจีโนไทป์ ที่มี
ความแตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียง จึงสรุปได้ว่าไอโซเลต CA2R105 เป็นสมาชิกในสกุล Nocardia 
สปีชีส์ใหม่ ถูกกำหนดชื่อเป็น Nocardia coffeae CA2R105T sp. nov. 
 ไอโซเลต PLK6-54 แยกได้จากดินจากป่าพรุลานควาย จังหวัดปัตตานี จากการศึกษาลักษณะ
อนุกรมวิธานพบว่า ไอโซเลต PLK6-54 สร้างเส้นใยอาหารสีน้ำตาลอ่อนจนถึงน้ำตาลเข้ม สามารถสร้าง
เส้นใยอากาศและสปอร์สีน้ำตาลอมเทา สปอร์มีลักษณะผิวเรียบเรียงต่อกันเป็นสายตรงปลายโค้งบน
เส้นใยอากาศ ผนังเซลล์ประกอบด้วยไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกแบบ LL พบน้ำตาลกลูโคส 
อะราบิโนส และไรโบส มีกรดไขมันหลัก คือ iso-C14:0, anteiso-C15:0 และ  iso-C16:0 ชนิดของไขมันมี
ขั้วที่พบคือ diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol 
(PG) และ phosphatidylinositolmannoside (PIM) พบมีนาควิโนนชนิด MK-9(H2), MK-9(H6), MK-
9(H8) และ MK-10(H2) ไม่พบกรดมัยคอลิก ลักษณะอนุกรมวิธานเคมีเหล่านี้ พบทั ่วไปในสกุล 
Streptomyces จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บนช่วงยีน 16S rRNA มีความใกล้เคียงกับ S. 
rubidus 13C15T และ S. bryophytorum NEAU-HZ10T ที่เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของนิวคลีโอเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไทด์ เท่ากับ 99.01 และ 98.41 ตามลำดับ การวิเคราะห์ค่า dDDH ได้ 32.3 และ 24.9 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ และ ANIb ได้ 85.5 และ 79.9 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ มีปริมาณ G+C content 72.70 
เปอร์เซ็นต์ จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และจีโนไทป์ ที่มีความแตกต่างจากสายพันธุ์
ใกล้เคียง จึงสรุปได้ว่าไอโซเลต PLK6-54 เป็นสมาชิกในสกุล Streptomyces สปีชีส์ใหม่  
 ไอโซเลต PLK6-60 แยกได้จากดินจากป่าพรุลานควาย จังหวัดปัตตานี จากการศึกษาลักษณะ
อนุกรมวิธานพบว่า ไอโซเลต PLK6-60 สร้างเส้นใยอาหารสีส้ม ไม่พบการสร้างเส้นใยอากาศ พบสปอร์
เดี ่ยวรูปร่างกลมรีผ ิวเรียบบริเวณปลายของสปอร์โรฟอร์บนเส้นใยอาหารโดยตรง ผนังเซลล์
ประกอบด้วยไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกแบบ meso พบน้ำตาลกลูโคส แมนโนส ไซโลส และ
ไรโบสภายในเซลล์ พบมีนาควิโนนชนิด MK-9(H4), MK-9(H6), MK-9(H8), MK-10(H4), MK-10(H6) 
และ MK-10(H8) มีกรดไขมันหลัก คือ anteiso-C15:0, iso-C16:0, C16:0 และ anteiso-C17:0 ชนิดของไขมัน
มีขั้วที่พบ คือ phosphatidylglycerol (PG), diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylethano- 
lamine (PE), และ  phosphatidylinositolmannoside (PIM) ไ ม ่ พบกรด ม ั ย ค อล ิ ก  ล ั กษ ณ ะ
อนุกรมวิธานเคมีเหล่านี้พบได้ทั่วไปในสกุล Micromonospora จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์
บนช่วงยีน 16S rRNA มีความใกล้เคียง M. aurantiaca ATCC 27029T และ M. siamensis DSM 
45097T มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 2 สายพันธุ์เท่ากันที่ 99.14 เปอร์เซ็นต์ 
การวิเคราะห์ค่า dDDH ได้ 27.4 และ 32.2 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ ANIb ได้ 82.9 และ 86.0 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ มีปริมาณ G+C content 73.49 เปอร์เซ็นต์ จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ชีวเคมี และจีโนไทป์ ที่มีความแตกต่างจากสายพันธุ์ใกล้เคียง จึงสรุปได้ว่าไอโซเลต PLK6-60 เป็น
สมาชิกในสกุล Micromonospora สปีชีส์ใหม่  
 ทำการคัดเลือกแอคติโนมัยสีทเพ่ือศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบโดยศึกษาฤทธิ์
ในการต้านจุลินทรีย์ทดสอบ และองค์ประกอบทางเคมี พบว่าไอโซเลต CA1R205 สามารถต้าน
จ ุล ินทร ีย ์ทดสอบ S. aureus ATCC 25923 และ M. luteus ATCC 9341 ไอโซเลต CA3R110 
สามารถต้านจุลินทรีย์ทดสอบ S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633, M. luteus ATCC 
9341, MRSA DMST 20654 และ VRE (clinical strain)  แต่ทั้ง 2 ไอโซเลต ไม่สามารถต้านการเจริญ
ของ E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 และ C. albicans ATCC นอกจากนี้ทั้ง 2 
ไอโซเลต มีองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบที่สกัดจากเอทิลอะซิเตทที่น่าสนใจในแง่ของพีค
ปรากฏ แต่ไอโซเลต CA3R110 สามารถต้านการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบได้หลายชนิด จึงถูกเลือก
เพ่ือศึกษาองค์ประกอบทางเคมี วิเคราะห์โครงสร้าง และฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ 
 สารสกัดหยาบที่สกัดจากเอทิลอะซิเตทของไอโซเลต CA3R110 ถูกนำมาแยกองประกอบทาง
เคมีด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี และทำให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC ได้สารบริสุทธิ์ทั้งหมด 6 
สาร คือ สาร A-สาร F และหาโครงสร้างทางเคมีของสารเหล่านี้ด้วยเทคนิคทาง NMR spectroscopy 
ในขณะนี้สามารถหาโครงสร้างทางเคมีได้ 2 สาร คือ สาร A และ สาร B ซึ่งเป็นสารที่มีการรายงานว่า
มีผู้ค้นพบแล้ว สาร A คือ geldanamycin และสาร B คือ 17-O-demethylgeldanamycin และจากเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การทำนายกลุ่มยีนบนจีโนมไอโซเลต CA3R110 ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิด้วยฐานข้อมูล 
anti-SMASH พบกลุ่มยีนที่มีความคล้ายคลึงในการสร้าง geldanamycin ที่ 69 เปอร์เซ็นต์ 
 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์โดยหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถต้านการเจริญ
ของจุลินทรีย์ทดสอบ (MIC) ด้วยวิธี Microdilution broth พบว่าสารบริสุทธิ์ทั้ง 2 ชนิด ไม่สามารถ
ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบได้ ที่ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เนื่องจากสาร
บริสุทธิ ์ละลายได้ไม่หมดในสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์  (DMSO) ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 
เปอร์เซ็นต์ และศึกษาฤทธ์ต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธ ี DPPH radical scavenging พบว่า 17-O-
demethylgeldanamycin (สาร B, IC50= 11.00 ±0.08b)  สามารถดักจ ับอนุม ูลอิสระได ้ด ีกว่า 
geldanamycin (สาร A, IC50= 16.07±0.20a) สารทั้ง 2 ชนิดแตกต่างกันที่หมู่ฟังก์ชันที่เกาะอยู่บน
คา ร ์ บ อนตำ แหน ่ ง ท ี ่  17 โ ด ยส า ร  Geldanamycin เ ป ็ นหมู่  methoxy ส ่ ว นส า ร  17-O-
demethylgeldanamycin เป็นหมู่ hydroxy ทำให้คุณสมบัติการออกฤทธิ์ทางชีวภาพแตกต่างกัน 
อีกทั้งตำแหน่งนี้ถูกใช้ในการดัดแปลงโครงสร้างของ geldanamycin เพื่อสังเคราะห์สารอนุพันธุ์ที่มี
คุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีข้ึน 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ในการศึกษานี้สารสกัดหยาบที่สกัดจากเอทิลอะซิเตทไอโซเลต CA1R205 มีองค์ประกอบ
ทางเคมีที่น่าสนใจเช่นเดียวกับ CA3R110 ดังนั้นจึงควรนำไปศึกษาองค์ประกอบทางเคมี วิเคราะห์
โครงสร้างเพื่อนำสารบริสุทธิ์มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 5.2.2 ในการศึกษานี้จากการแยกสารสกัดหยาบของ CA3R110 และทำให้บริสุทธิ์ ทำให้ได้สาร
บริสุทธิ์ทั้งหมด 6 สาร ซึ่งทำการยืนยันโครงสร้างแล้ว 2 สาร อีก 4 สาร อาจจะมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่
น่าสนใจ จึงควรทำการยืนยันโครงสร้าง และศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไป 
 5.2.3 สารบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้ง 2 สาร ได้แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ จึงควรศึกษาความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ เพื่อใช้เป็นข้อมูลเบื่องต้นในการนำสารไปประยุกต์ใช้ในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

Soil extract agar (สูตรดัดแปลง)  
 CaSO4·2H2O  0.5 กรัม 
 Ca(NO3)2·4H2O       0.25 กรัม 
 MgSO4·7H2O       0.05 กรัม 
 K2SO4        0.03 กรัม 
 KH2PO4        0.02 กรัม 
 NaHCO3        0.1 กรัม 
 Trace element mix 1      0.3 มิลลิลิตร 
 CaCl2·2H2O       0.02 กรัม 
 Yeast extract       0.1 กรัม 
 Casamino acids       0.1 กรัม 
 Glucose        0.2 กรัม 
 Soil extract       100.0 มิลลิลิตร 
 Agar        18.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 7.0 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 - Trace element mix 1 
 CaCl2·2H2O       4.0 กรัม 
 ZnSO4·7H2O       2.0 กรัม 
 Na2B4O7·10H2O       0.1 กรัม 
 FeSO47H2O       5.0 กรัม 
 KI        0.05 กรัม 
 CoCl2·6H2O       0.5 กรัม 
 CuSO4·5H2O       0.2 กรัม 
 MnCl2·4H2O       2.0 กรัม 
 Na2MoO4·2H2O       0.05 กรัม 
 H2SO4 95-97% p.a.      1.0 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



178 
 

 - Soil extract  
 Humic soil       1.0 กิโลกรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 กรองและนำส่วนใสมาทำการนึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
Yeast extract-malt extract agar (ISP2) 
 Yeast extract       4.0 กรัม 
 Glucose        4.0 กรัม 
 Malt Extract       10.0 กรัม  
 Agar        18.0 กรัม 
 pH 7.3 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Oatmeal agar (ISP3) 
 Oatmeal        20.0 กรัม 
 trace salts solution      1.0 มิลลิลิตร 
 Agar        20.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร  
 pH  7.2 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Inorganic salts-starch agar (ISP4) 
 Soluble starch       10.0 กรัม 
 K2HPO4 (anhydrous)      1.0 กรัม 
 MgSO4·7H2O       1.0 กรัม 
 NaCl        1.0 กรัม 
 (NH4)2SO4       2.0 กรัม 
 CaCO3        2.0 กรัม 
 trace salts solution      1.0 มิลลิลิตร 
 Agar        20.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 7.0 - 7.4 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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Glycerol - asparagine agar (ISP5) 
 L-asparagine (anhydrous)     1.0 กรัม 
 Glycerol        10.0 กรัม 
 K2HPO4 (anhydrous)      1.0 กรัม 
 trace salts solution      1.0 มิลลิลิตร 
 Agar        20.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 7.0 - 7.4 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Peptone - yeast extract iron agar (ISP6) 
 Peptone iron agar      36.0 กรัม 
 Yeast extract       1.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 7.0 - 7.2 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Tyrosine agar (ISP7)    
 Glycerol        15.0 กรัม 
 L-tyrosine       0.5 กรัม 
 L-asparagine       1.0 กรมั 
 K2HPO4 (anhydrous)      0.5 กรัม 
 MgSO4·7H2O       0.5 กรัม 
 NaCl        0.5 กรัม 
 FeSO4·7H2O       0.01 กรัม 
 trace salts solution      1.0 มิลลิลิตร 
 Agar        20.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 7.2 - 7.4 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 - trace salts solution  
 FeSO4·7H2O       0.1 กรัม 
 MnCl2·4H2O       0.1 กรัม 
 ZnSO4·7H2O       0.1 กรัม 
 น้ำกลั่น        100.0 มิลลิลิตร เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Carbon utilization medium (ISP9) 
 - Carbon source 
 Carbohydrate       10.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        100.0 มิลลิลิตร 
 กรองด้วยแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 - Pridham and Gottlieb trace salts 
 CuS04·5H2O       0.64 กรัม 
 FeSO4·7H2O       0.11 กรัม 
 MnCl2·4H2O       0.79 กรัม 
 ZnSO4·7H2O       0.15 กรัม 
  น้ำกลั่น        100.0 มิลลิลิตร 
 - Basal mineral salts agar  
 (NH4)2SO4       2.64 กรัม 
 KH2PO4 · anhydrous      2.38 กรัม 
 K2HPO4·3H2O       5.65 กรัม 
 MgSO4·7H2O       1.0 กรัม 
  Pridham and Gottlieb trace salts    1.0 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น        900 มิลลิลิตร 
 Agar        15.0 กรัม 
 pH 6.8 - 7.0 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 หลังนึ่งฆ่าเชื้อแล้วนำ carbon sources มาผสมกับ Basal mineral salts agar  
Glucose asparagines agar 
 Glucose        10.0 กรัม 
 Asparagine       0.5 กรัม 
 K2HPO4        0.5 กรัม 
 Agar        15.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 6.8 - 7.0 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Czapek's sucrose agar  
 Sucrose        30.0 กรัม 
 NaNO3        2.0 กรัม 
 K2HPO4        1.0 กรัม 
 MgSO4        0.5 กรัม 
 KCl        0.5 กรัม 
 FeSO4        0.01 กรัม 
 Agar        15.0 กรัม  
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 7.3 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Nutrient agar  
 Beef extract       3.0 กรัม 
 Peptone        5.0 กรัม 
 Agar        15.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 6.8  
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Nitrogen utilization medium 
 - Nitrogen source 
 Nitrogen        1.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        100.0 มิลลิลิตร 
 กรองด้วยแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 - Basal medium agar 
 Glucose       10.0 กรัม 
 MgSO4·7H2O       0.5 กรัม 
 NaCl        0.5 กรัม 
 FeSO4·7H2O       0.01 กรัม 
 K2HPO4        1.0 กรัม 
 Agar        12.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        900.0 มิลลิลิตร 
 pH 7.0 - 7.4 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 หลังนึ่งฆ่าเชื้อแล้วนำ Nitrogen sources มาผสมกับ Basal medium agar 

Coagulation test medium 
 Skim milk       10.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        100.0 มิลลิลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 10 นาท ี
Peptonization test medium 
 - Solution A 
 Skim milk       5.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        50.0 มิลลิลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 10 นาท ี
 - Solution B 
 Agar        1.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        50.0 มิลลิลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 หลังจากนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว รอให้สารละลายเย็นลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส นำ 
 solution A ผสมกับ solution B  
Boullion gelatin broth 
 Peptone  1.0 กรัม 
 Meat extract       0.5 กรัม 
 NaCl        0.5 กรัม 
 Gelatin        15.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        100.0 มิลลิลิตร 
 pH 7.0 - 7.2 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Peptone KNO3 broth 
 Peptone        1.0 กรัม 
 KNO3        0.1 กรัม 
 Nacl        0.5 กรัม 
 น้ำกลั่น        100.0 มิลลิลิตร 
 pH 7.0 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Urea broth 
 - Basal medium broth 
 KH2PO4 10.0 กรัม 
 Na2HPO4 9.5 กรัม 
 Yeast extract 1.0 กรัม 
 Red phenol red solution เข้มข้น 0.04 เปอร์เซ็นต์ 20.0 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น 900.0 มิลลิลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 - Urea solution 
 ยูเรีย 15.0 กรัม 
 น้ำกลั่น 100.0 มิลลิลิตร 
 ฆ่าเชื้อโดยการกรองด้วยแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 หลังจากนั้นรอให้ Basal medium broth เย็นลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส นำ
ผสมกับ urea solution 
Basal inorganic nitrogen medium 
 Carbohydrate 10.0 กรัม 
 (NH4)2HPO4 1.0 กรัม 
 KCl 0.2 กรัม 
 MgSO4·7H2O 0.2 กรัม 
 Agar 15.0 กรัม 
 น้ำกลั่น 1.0 ลิตร 
 pH 7.0 
 0.04% Bromocresol-purple 15.0 มิลลิลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 10 นาท ี
Unsoluble compound 
 Yeast extract 0.4 กรัม 
 Malt extract 1 กรัม 
 Glucose 0.4 กรัม 
 Agar 1.8 กรัม 
 น้ำกลั่น 90 มิลลิลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 
 Unsoluble compounds 0.5 กรัม 
 น้ำกลั่น 10 มิลลิลิตร เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที หลังจากฆ่า
เชื้อแล้วตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงที่ 50 องศาเซลเซียส ผสมกันแล้วนำไปเทลงในจานเพาะเชื้อ 
triple sugar iron agar (TSI agar) 
 Beef extract 3.0 กรัม 
 Peptone  20.0 กรัม 
 Yeast extract  3.0 กรัม 
 Lactose  10.0 กรัม 
 Sucrose  10.0 กรัม 
 Dextrose monohydrate  1.0 กรัม 
 Ferrous sulphate  0.2 กรัม 
 Sodium chloride  5.0 กรัม 
 Sodium thiosulphate  0.3 กรัม 
 Phenol red  0.024 กรัม 
 Agar 12.0 กรัม 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาท ี
Sabouraud dextrose agar 
 Special peptone       10.0 กรัม 
 Dextrose        20.0 กรัม 
 Agar        15.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 5.6 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
Mueller Hinton Agar 
 Beef extract       2.0 กรัม 
 Acid hydrolysate of casein     17.5 กรัม 
 Starch        1.5 กรัม 
 Agar        17.0 กรัม 
 น้ำกลั่น        1.0 ลิตร 
 pH 7.3 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Potato dextrose agar 
 Potato 200 กรัม 
 Dextrose 20 กรัม 
 Agar 17 กรัม 
 น้ำกลั่น 1 ลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
สารเคม ี

 

6 N HCl 
 Conc. HCl 50 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น 50 มิลลิลิตร 
 เติม Conc. HCl ลงในน้ำกลั่นผสมให้เข้ากัน 
Ninhydrin เข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ 
 Ninhydrin 0.4 กรัม 
 n-butanol saturated with water 100 มิลลิลิตร 
aniline phthalate 
 aniline  0.93 กรัม 
 o-phthalic  1.66 กรัม 
 n-butanol saturated with water 100 มิลลิลิตร 
Polar lipids reagent  
 anisaldehyde reagent 
 acetic acid 1.0 มิลลิลิตร 
 p-anisaldehyde 5.0 มิลลิลิตร 
 Conc. H2SO4 5.0 มิลลิลิตร 
 Ethanol 90.0 มิลลิลิตร 
 dragendroff's reagent 

- Solution A 
 Basic bismuth nitrate 1.7 กรัม 
 acetic acid 20.0 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น 80.0 มิลลิลิตร 

- Solution B 
 KI 40.0 กรัม 
 น้ำกลั่น 100.0 มิลลิลิตร 

นำ Solution A และ B อย่างละ 10 มิลลิลิตร ผสมกับ acetic acid 10 มิลลิลิตร 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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phosphomolybdic acid reagent 
phosphomolybdic acid 5.0 กรัม 
absolute ethanol 100.0 มิลลิลิตร 

Fatty acid reagent 
 sponification reagent 
 NaOH 15.0 กรัม 
 Methanol (HPLC) 50.0 มิลลิลิตร 
 Milli Q water 50.0 มิลลิลิตร 
 ละลาย NaOH ใน Milli Q water และเติม Methanol 
 methylation reagent 
 6 N HCl 65.0 มิลลิลิตร 
 Methanol (HPLC) 55.0 มิลลิลิตร 
 pH ต่ำกว่า 1.5 
 extraction solvent 
 n-hexane (HPLC) 50.0 มิลลิลิตร 
 methyl-tert-butyl ether (HPLC) 50.0 มิลลิลิตร 
 base wash 
 NaOH 1.2 กรัม 
 Milli Q water 100.0 มิลลิลิตร 
Nitrate reduction test reagent 

 sulfanilic acid เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

 sulfanilic acid 0.8  กรัม 

 acetic acid 100.0 มิลลิลิตร 

 สารละลาย N,N-dimethyl-1-naphthylamine 

 N,N-dimethyl-1-naphthylamine 5.0 กรัม 

 Conc. H2SO4 8.0 มิลลิลิตร 

 น้ำกลั่น 1.0 ลิตร 

 เติม Conc. H2SO4 ลงในน้ำกลั่นผสมให้เข้ากัน และเติมไดแนปทิลลามีน 

สารละลาย Kovács เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
 tetramethyl- p-phenylenediamine dihydrochloride  1.0 กรัม 
 น้ำเกลือปราศจากเชื้อ 100.0 มิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สารที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
 TE buffer 
 10 mM Tris-HCl (pH 8) 10 มิลลิลิตร 
 1 mM Na2-EDTA (pH 8) 10 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น 980 มิลลิลิตร 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 1 mM Na2-EDTA (S-EDTA) pH 8.0 
 EDTA 33.83 กรัม  
 น้ำกลั่น 1.0 ลิตร 
 ละลาย EDTA 33.83 กรัม ในน้ำกลั ่น ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ด้วย NaOH pellets ปรับ
ปริมาตรสารละลายให้เป็น 1 ลิตรด้วยน้ำกลั่น และนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 1 M Tris-Cl pH 8.0 
 Tris-base 121.1 กรัม 
 น้ำกลั่น 1 ลิตร 
 ผสม Tris-base กับน้ำกลั่น ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ด้วย HCl และปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร 
 0.15 M NaCl 

NaCl 8.766 กรัม  
น้ำกลั่น 1 ลิตร 
5 M NaCl 
NaCl 292.2 กรัม 
Milli Q water 1 ลิตร  
1 M Tris-HCl pH 8.0 
Tris 12.11 กรัม 
น้ำกลั่น 1 ลิตร 

 ละลาย Tris 12.11 กรัม ในน้ำกลั่น ปรับ pH ด้วย conc. HCl ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
ปรับปริมาตรสารละลายให้เป็น 1 ลิตรด้วยน้ำกลั่น และนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 Sodium dodecyl sulphate (SDS) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
 sodium dodecyl sulphate  10  กรัม  
 น้ำกลั่นปราศจากเชื้อ  100 มิลลิลิตร 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 CTAB/NaCl 
 CTAB 10 กรัม 
 NaCl 4.1 กรัม 
 Milli Q water 
 ละลาย NaCl 4.1 กรัม ใน Milli Q water 80 มิลลิลิตร เติม CTAB 10  กรัม ทำการกวนและ
ให้ความร้อน 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ปรับปริมาตร ให้เป็น100 มิลลิลิตร ด้วย Milli Q 
water และนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาท ี
 phenol: chloroform (1:1 v/v) 
 หลอมผลึก phenol ให้เป็นของเหลวที่ 65 °C ผสมกับ chloroform ในอัตราส่วน 1:1 (v/v)  
เก็บสารละลายในขวดสีชา 

 1X Saline sodium citrate (SSC) 
 NaCl 8.765 กรัม 
 Tris-sodium citrate.2H2O 4.41 กรัม 
 น้ำกลั่น 
 ชั ่ง NaCl และ Tris-sodium citrate.2H2O ผสมในน้ำกลั ่น ปรับ pH ด้วย 10 M NaOH ให้
เท่ากับ 7.2 และประปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร ด้วยน้ำกลั่น และนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 Lysozyme เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 Lysozyme 500 มิลลิกรัม 
 1 M Tris-Cl pH 8.0 10 มิลลิลิตร 
 proteinase K เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 proteinase K 100 มิลลิกรัม 
 50 mM Tris-HCl  10 มิลลิลิตร 
 pH 7.5 
 RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 RNase A 100 มิลลิกรัม 
 0.15 M NaCl 10 มิลลิลิตร 
agarose gel 0.8 เปอร์เซ็นต์ (ย้อมด้วย gel stain) 
Agarose  0.2  กรัม 
1X TBE หรือ TAE buffer  25  มิลลิลิตร 
SYBR® safe DNA gel stain  1  ไมโครลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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0.2 mM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  
 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 0.0019 กรัม 
 Methanol 25 มิลลิลิตร 
 ชั่งสาร 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 0.0019 กรัม ละลายใน methanol นำไป sonicate 
เป็นเวลา 15-30 นาที ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ค 
ลักษณะทางฟีโนไทป ์

 

ตารางท่ี 1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ของไอโซเลตต่าง ๆ และสายพันธุ์ใกล้เคียง 
ลักษณะทางฟีโนไทป์ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
ความสามารถในการทนเกลือ (%NaCl (w/v)) 1-3 1-3 1-4 1-3 1-4 1-4 1-7 1-2 1 1-2 1-2 1-2 1-5 
อุณหภูมิที่เจริญ (°C) 20-40 20-40 20-40 20-37 20-40 20-40 15-37 20-40 20-30 15-37 20-40 25-40 25-40 
pH 6-9 6-9 6-9 6-11 6-11 6-11 4-8 6-8 6-8 6-10 6-10 6-10 nd 
การย่อยแป้ง w + w nd - - nd + + + + + + 
การย่อยยูเรีย - + - nd - - - - - - - nd - 
การย่อยเจลาติน - + + + - - nd - - + + + + 
การย่อยโปรตีนในนม:              
 Coagulation  + + - + - - - + + + + w + 
 Peptonization w w w + - - - + + + + w + 
รีดิวซ์ไนเตรต - - - nd + + + - - - - + - 
การทดสอบออกซิเดส + + + nd - - nd + - - - nd nd 
การทดสอบคะตะเลส + + + nd + + nd + + + + nd nd 
การสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ - - - nd - - nd - - - - nd - 
ความสามารถในการ เจ ร ิญบนแหล่ ง
คาร์บอน: 

             

 ด-ีกลูโคส + + + + + + + + + + + + + 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ของไอโซเลตต่าง ๆ และสายพันธุ์ใกล้เคียง (ต่อ) 
ลักษณะทางฟีโนไทป์ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
ความสามารถในการเจริญบนแหล่งคาร์บอน:              
 ด-ีเซลโลไบโอส w + w nd + + + + + nd - + + 
 ด-ีราฟฟิโนส w - w + - - nd - - - - + + 
 ไซลิทอล + + w nd + - nd - - nd - nd nd 
 ด-ีแลคโตส + - + nd + + nd + + + + + + 
 ไมโอ-อินนิซิทอล   + + + nd - - nd + + nd - nd nd 
 ด-ีเมลิไบโอส + + - + + + nd + + nd - + + 
 ด-ีซูโครส - - - nd - - w + - + - nd nd 
 อินนูลิน w - w nd + + nd + - nd - nd nd 
 ด-ีไรโบส - - - nd + + nd - - + - + - 
 เดกซ์แทรน + + w nd - - nd - - nd - nd nd 
 ด-ีกาแลคโตส + + + + + + + + + + - + + 
 แอล-อะราบิโนส - - - + + - - + - + + + + 
 ด-ีไซโลส + - - + + + w + + + - + + 
 ทรีฮาโลส + + + nd + + nd + - nd - w nd 
 แอล-แรมโนส w + w + + - - + + + - - + 
 ด-ีแมนนิทอล - + - + - - - + - - - - + 
 ด-ีแมนโนส - + - + - + nd + + - - nd nd 
 ด-ีเมลิไซโตส - - + nd - - nd + + nd - nd nd 
 ด-ีฟรุคโตส w + w nd + + - + + + - + + 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ของไอโซเลตต่าง ๆ และสายพันธุ์ใกล้เคียง (ต่อ) 
ลักษณะทางฟีโนไทป์ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
การเจริญในแหล่งไนโตรเจน:              
 2-อะมิโนบิวเทน - - - nd + - nd - - nd - nd nd 
 แอล-อาร์จินีน - - w + + + nd - + + + nd nd 
 แอสพาราจีน   w + + nd + + nd + + + - nd nd 
 แอล-ซิสเทอีน - - - nd + + nd - - nd - nd nd 
 แอล-ฮิสทิดีน w w w - + + nd - - nd - nd nd 
 4-ไฮดรอกซีโพรลีน w + - + + + nd + + nd - nd nd 
 แอล-เมไทโอนีน + + + nd + + nd + + nd + nd nd 
 แอล-ฟีนิลอะลานีน w w + nd + + nd + - nd + nd nd 
 แอล-โพรลีน - + + + + + nd + + + - nd nd 
 แอล-เซอรีน - - - nd + + nd + + + + nd nd 
 แอล-ทรีโอนีน w w w nd + + nd + + + + nd nd 
 แอล-วาลีน - - w + + + nd + - nd - nd nd 
การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:              
 ด-ีกลูโคส + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 อะโดนิทอล + + + nd - + nd + - nd nd nd nd 
 ด-ีเซลโลไบโอส + + + nd - - nd + - nd + nd nd 
 ด-ีราฟฟิโนส + + + nd - - nd + + nd - nd nd 
 ไซลิทอล + - - nd - + nd + - nd - nd nd 
 ด-ีแลคโตส + - + nd - - nd - - nd + nd nd 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ของไอโซเลตต่าง ๆ และสายพันธุ์ใกล้เคียง (ต่อ) 
ลักษณะทางฟีโนไทป์ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
การสร้างกรดในแหล่งคาร์บอน:              
 ด-ีซาลิซิน + - - nd - - nd + - nd nd nd nd 
 ไมโอ-อินนิซิทอล   + + + nd - - nd + - nd - nd nd 
 ด-ีเมลิไบโอส + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 ด-ีซูโครส + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 อินนูลิน + + - nd + + nd + + nd + nd nd 
 ด-ีไรโบส + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 เดกซ์แทรน + + + nd + + nd + - nd - nd nd 
 ด-ีกาแลคโตส + + + nd + + nd + + nd + nd nd 
 แอล-อะราบิโนส + + + nd + + nd + + nd + nd nd 
 ด-ีไซโลส + + + nd + + nd + + nd + nd nd 
 ทรีฮาโลส + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 แอล-แรมโนส + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 ด-ีแมนนิทอล + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 ด-ีแมนโนส + + + nd - - nd + + nd + nd nd 
 ด-ีเมลิไซโตส + + - nd + - nd + - nd + nd nd 
 กลีเซอรอล + + + nd + + nd + + nd - nd nd 
 ด-ีฟรุคโตส + + + nd + + nd + + nd + nd nd 
การย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ:              
 อะดีนีน + + + - - - - - - nd - - - 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 1 ลักษณะทางฟีโนไทป์ของไอโซเลตต่าง ๆ และสายพันธุ์ใกล้เคียง (ต่อ) 
ลักษณะทางฟีโนไทป์ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
การย่อยสารประกอบไม่ละลายน้ำ:              
 เซลลูโลส - - - nd - - nd - - - - nd nd 
 ไฮโปแซนทีน - + - nd w + - - + nd - - - 
 แซนทีน - - - nd - - - - - nd - - - 
 ไทโรซีน - + w + - - - - - - - - nd 

หมายเหตุ: 1. ไอโซเลต CA1R205 2. ไอโซเลต CA3R110 3. S. rapamycinicus DSM 41530T 4. S. iranensis DSM 41954T (Hamedi et al., 2010) 5. ไอโซเลต CA2R105 6. 
N. jiangxiensis NBRC 101359T 7. N. nova DSM 44481T (Kageyama et al., 2004)8. ไ อ โ ซ เ ลต  PLK6-54 9. S. rubidus NBRC 102073T 10. S. bryophytorum NEAU-
HZ10T (Chuang et al., 2016) 11. ไอโซเลต PLK6-60 12. M. aurantiaca TT1-11T (Thawai et al., 2004) 13. M. siamensis TT2-4T (Thawai et al., 2005) 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 2 กิจกรรมของเอนไซม์ของไอโซเลตต่าง ๆ ด้วยชุดทดสอบ API ZYM  
เอนไซม์ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

alkaline phosphatase + + + w w w + + - 
Esterase (C 4) w w w w w + w w w 
Esterase Lipase (C 8) - - - w w + w w w 
Lipase (C 14) - - - - - w - - - 
Leucine arylamidase + + + + + + + + w 
Valine arylamidase w w w w w w w w - 
Cystine arylamidase w w w w w w w - - 
Trypsin w w w w w - - - w 
Chymotrypsin + + + w w w w - - 
acid phosphatase  + + + + + + + + w 
Naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase 

+ + + + + w + + w 

-galactosidase - - w - - - + + - 

-galactosidase - w - + w + + + - 

-glucuronidase - - - - - - - - - 

-glucosidase - + w + + + w - + 

-glucosidase - w - + + + + + w 

N-acetyl--glucosaminidase - + + - - - + + - 

-mannosidase - w - w w - + - - 

-fucosidase - - - - - - - - - 

หมายเหตุ: 1. CA1R205 2. CA3R110 3. S. rapamycinicus DSM 41530T 4. CA2R105 5. N. jiangxiensis 
NBRC 101359T 6. N. rayongensis RY45-3T (Tanasupawat et al. 2016) 7. PLK6-54 8. S. rubidus NBRC 
102073T 9. PLK6-60  

 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ง 
ลักษณะทางอนุกรมวิธานเคม ี

 

 
รูปที่ 1 ชนิดของไขมันมีข้ัวที่พบในไอโซเลต CA1R205 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2 ชนิดของไขมันมีข้ัวที่พบในไอโซเลต CA3R110 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 3 ชนิดของไขมันมีข้ัวที่พบในไอโซเลต CA2R105 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4 ชนิดของไขมันมีข้ัวที่พบในไอโซเลต PLK6-54 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 5 ชนิดของไขมันมีข้ัวที่พบในไอโซเลต PLK6-60 

หมายเหตุ: (A) silica TLC ที่สเปรย์ Phosphomolybdic acid (B) silica TLC ที่สเปรย์ Dittmer & Lester (C) 
silica TLC ที่สเปรย์ Ninhydrin (D) silica TLC ที่สเปรย์ Anisaldehyde (E) silica TLC ที่สเปรย์ Dragendrof  

ตัวย่อ : diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylethanolamine (PE), 
hydroxyphosphatidylethanolamine (OH-PE), phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylinositol (PI), 
unidentified phospholipids (PL), ninhydrin-positive lipids (NPL) และ unidentified lipids (L) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



161 
 

ภาคผนวก จ 

ลักษณะทางจีโนไทป์ 
 

 
 รูปที ่ 6 การทำนายกลุ่มยีนที่เกี ่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิโดย antismash ของไอโซเลต 
CA1R205 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที ่ 6 การทำนายกลุ ่มยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิโดย antismash ของไอโซเลต 

CA1R205 (ต่อ) 

 

 
 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 รูปที ่ 7 การทำนายกลุ ่มยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิโดย antismash ของไอโซเลต 
CA3R110 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที ่ 7 การทำนายกลุ ่มยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิโดย antismash ของไอโซเลต 
CA3R110 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที ่ 8 การทำนายกลุ ่มยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิโดย antismash ของไอโซเลต 
CA2R105  

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 9 การทำนายกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิโดย antismash ของไอโซเลต PLK6-
54 

รูปที่ 10 การทำนายกลุ่มยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิโดย antismash ของไอโซเลต PLK6-

60 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ฉ 
ข้อมูลทางสเปกโตรสโกปีของสารบรสิุทธิ์ 

 

รูปที่ 11 สเปกตรัม 1H NMR (500 MHz, CDCl3) ของสาร A 

 

รูปที่ 12 สเปกตรัม 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ของสาร A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 13 สเปกตรัม DEPT 135 (125 MHz, CDCl3) ของสาร A 

 

รูปที่ 14 สเปกตรัม HSQC (125 MHz, CDCl3) ของสาร A 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 15 สเปกตรัม HMBC (125 MHz, CDCl3) ของสาร A 

 

รูปที่ 16 สเปกตรัม COSY (125 MHz, CDCl3) ของสาร A 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 17 สเปกตรัม NOESY (125 MHz, CDCl3) ของสาร A 

 

รูปที่ 18 สเปกตรัม HRESIMS [M+Na]+ ของสาร A 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 19 สเปกตรัม IR ของสาร A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



172 
 

 
รูปที่ 20 สเปกตรัม 1H NMR (500 MHz, MeOD+CDCl3) ของสาร B 

 

 

รูปที่ 21 สเปกตรัม 13C NMR (125 MHz, MeOD+CDCl3) ของสาร B 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 22 สเปกตรัม DEPT 135 (125 MHz, MeOD+CDCl3) ของสาร B 

 

 

รูปที่ 23 สเปกตรัม HSQC (125 MHz, MeOD+CDCl3) ของสาร B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 24 สเปกตรัม HSQC (125 MHz, MeOD+CDCl3) ของสาร B 

 

 
รูปที่ 25 สเปกตรัม COSY (125 MHz, MeOD+CDCl3) ของสาร B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 26 สเปกตรัม NOESY (125 MHz, MeOD+CDCl3) ของสาร B 

 

 
รูปที่ 27 สเปกตรัม HRESIMS [M-H]- ของสาร B 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 28 สเปกตรัม IR ของสาร B 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ช 
ข้อมูลทางสถิต ิ

 

 

 
 

 

 

รูปที่ 29 ข้อมูลสถิติเชิงพรรณนาของสารบริสุทธิ์ และสารมาตรฐาน ด้วยโปรแกรม spss เวอร์ชัน 26 

ANOVA 

IC50   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 468.202 3 156.067 10977.480 .000 

Within Groups .114 8 .014   
Total 468.316 11    

 
รปูท่ี 30 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) ด้วยโปรแกรม spss เวอร์ชัน 26 

Descriptives 

IC50   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

A 3 16.074499 .2005731 .1158009 15.576247 16.572750 15.8739 16.2751 

B 3 11.001314 .0816647 .0471491 10.798448 11.204180 10.9203 11.0836 

ascorbic acid 3 .890000 .0900000 .0519615 .666428 1.113572 .8000 .9800 

BHT 3 2.340777 .0432381 .0249635 2.233368 2.448186 2.2980 2.3845 

Total 12 7.576647 6.5248892 1.8835733 3.430931 11.722364 .8000 16.2751 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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