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บทกัดย่อ
ในการศึกษาเพื่อหาเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างสารปฏิชีวนะจากดินตะกอนใต้ทะเล 

ป่งอันดามัน จังหวัดกระบี่ สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทได้จำนวน 20 ไอโซเลต เชื้อแอคติโนมัย 
สีทเหล่านีสามารถถูกจัดกลุ่มโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมี รวมทังฤทธการ 
ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์เป็น 3 กลุ่ม เชือแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 1 สร้างเส้นเส้นใยอากาศสี 
ขาว สปอร์มีลักษณะกลมต่อเป็นสายโซ่ยาวแบบเกลียว เชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 2 ไม่สร้างเส้นใย 
อากาศ สปอร์มีลักษณะกลมเดี่ยวอยู่บนเส้นใยอาหารสีส้ม เชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 3 สร้างเส้นใย 
อากาศสีเหลือง สปอร์มีลักษณะสายยาวต่อกันเป็นเส้นตรง นํ้าหมักของเชื้อแอคติโนมัยสีทตัวแทน 
ในแต่ละกลุ่มลูกสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ 3 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน เอทิลอะซีเตตและเอ็น-บิว 
ทานอล และลูกนำไปทดสอบฤทธิต้านเชือจุลินทรีย์โดยเทคนิคการแพร่จากแผ่นดิสก์ พบว่าสาร 
สกัดหยาบในชื้นเอทิลอะชีเตตของเชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 3 แสดงฤทธิต้านเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
ไดแก่ Bacillus subtilis ATCC 6633 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Micrococcus luteus 
ATCC 9341 ส่วนสารสกัดหยาบในชื้นเฮกเซนและเอ็น-บิวทานอลไม'แสดงฤทธต้านเชือจุลินทรีย์ 
ทดสอบ สำหรับสารสกัดหยาบทุกชื้นของเชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 1 และ 2 ไม่แสดงฤทธิต้าน 
เชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ เมื่อทำการแยกสารสกัดหยาบในชื้นเอทิลอะซีเตตของเชือแอคติโนมัยสีทกลุ่ม 
ท่ี 3 ด้วยวิธีโครมาโทกราทีเโดยใช้ระบบตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอลในอัตราส่วน 9 
ต่อ 1 และทำการทดสอบฤทธิต้านจุลินทรีย์ควบคู'ไปด้วยสามารถแยกสารได้ 5 ส่วน พบว่าสารใน 
ส่วนที่ 1 2 และ 5 ไม่แสดงฤทธต้านเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ ในขณะที่สารส่วนที่ 3 และ4 แสดงฤทธิ 
ต้านเชือจุลนทรย์ได้แก่ Bacillus subtilis ATCC 6633 Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Micrococcus luteus ATCC 934] ได้ เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเบื้องด้นของสารส่วนที่ 4 
ด้วยเทคนิค 'H-NMR พบว่า สารสกัดหยาบในส่วนนี้แสดงรูปแบบสัญญาณของ 'H-NMR ท่ี 
น่าสนใจ

Abstract
In the course of our investigation for the antibiotic-producing actinomycetes. Twenty 

actinomycete isolates were isolated from marine sediments collected in Andaman sea in Krabi 
province. These isolates could be grouped by morphological, physiological, biochemical 
characteristics including the antimicrobial activity into three groups. The actinomycetes in group I 
produced white aerial mycelia that usually bear long chain of spores in spiral type. Group II could 
not produce the aerial mycelia. This group produced single spore directly on orange substrate 
myclia. Group III produced yellow with straight chain of spores. The fermentation broth of 
representative isolate in each group was extracted with three organic solvents, hexane, 
ethylacetate and n-butanol and were tested for anti-microbial activity by disc diffusion technique. 
The result revealed that crude ethyl acetate extract of actinomycete in group III exhibited the anti­
microbial activity against Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Micrococcus luteus ATCC 9341 while the crude extract in hexane and ท-butanol part had no anti­
microbial activity; moreover, all part of crude extract of actinomycete in group I and II could not 
inhibit the growth of test microorganisms. Crude ethyl acetate extract of actinomycete in group III 
was purified by silicagel column chromatography using dichloromethane and methanol (9:1) as 
solvent system. Antimicrobial assay-guided fractionation of the ethyl acetate extract yielded 5 
fractions. The fractions of FI F2 and F5 showed no antimicrobial activity while the fraction F3 
and F4 exhibited significant antimicrobial activity against Bacillus subtilis ATCC 6633, 
Staphylococcus aureus ATCC 25922, Micrococcus lutues ATCC 9341. Furthermore, the fraction 
F4 were analysed for the determination of chemical constituents by 'h -NMR spectroscopy and 
revealed that this fraction showed the interested signaling pattern of the 'h -NMR.
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สารบญภาพ

แสดงลักษณะของโคโลนี (A) และสปอร์(B) ของเชือแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 1 
แสดงลักษณะของโคโลนี (A) และสปอร์ (B) ของเชือแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 2 
แสดงลักษณะของโคโลนี (A) และสปอร์ (B) ของเชือแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 3 
แสดงสัญญาณของ 'h -NMR จากสารสกัดหยาบของนํ้าหมักเชื้อแอคติโนมัยสีท 
กลุ่มที่ 3 ไอโซเลต KB 3-1

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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คำอธิบายสัญลักษณ์และคำย่อ

ATCC = American Type Culture Collection
B. subtilis = Bacillus subtilis
c. albicans = Candida albicans
E. coll = Escherichia coli
EtOAc = ethyl acetate
ISP = International Streptomyces Project
KB = Krabi province
M. luteus = Micrococcus luteus
MeOH = methanol
MHA = Muelier-Hinton Agar
NMR = Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy
n-BuOH = n-butanol
nm = nanometre
Ps. Aeruginosa = Pseudomonas aeruginosa 
SDA = Sabouraud Dextrose Agar 
ร. aureus = Staphylococcus aureus 
TLC = Thin Layer Chromatography 
u v  = Ultraviolet 
แบ = microlitre
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บทที่ 1 
บทนำ

1.1 ปัญหาที่ทำวิจัยและความสำคัญของปัญหา
ปีจจุบันอุบัติการณ์การดื้อยาของเชื้อจุลินทรีย์ต่างๆ มีมากขืนทังนีอาจเกิดจากการใช้■ ยาปฏิชีวนะไม่ถูกวิธี 

ตลอดจนสภาพแวดล้อมของโลกเปลี่ยนแปลงไปซึ่งเป็นสาเหตุให้เกิดการกลายพันธุของเชื้อจุลินทรีย์ ดังที่ 
ปรากฏในข่าวจากสื่อต่างๆ ของการค้นพบเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดใหม่ยังผลให้เกิดการเสียหายต่อชีวิต
ทรัพย์สิน และเศรษฐกิจทางการเกษตรโดยรวม แนวทางแก้ปีญหาแนวทางหนึ่ง คือเร่งหาสารปฏิชีวนะชนิด 
ใหม่จากแหล่งทรัพยากรธรรมชาติทั้งพืช สัตว์และจุลินทรีย์เพื่อนำมาใช้ยับยังและกำจัดเชือโรคดือยา
เหล่านั้น จุลินทรีย์จัดเป็นทรัพยากรธรรมชาติที่สำคัญชนิดหนึ่งที่สามารถนำมาใช้ประโยชน์ได้หลายด้าน
การผลิตสารปฏิชีวนะเป็นประโยชน์ด้านหนึ่งที่สำคัญ เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้
หลากหลายทั้งโครงสร้างและการออกฤทธิ รวมทังสามารถเพิ่มผลผลิตได้ง่าย

จากข้อมูลเบื้องต้นทำให้ทราบว่าแอคติโนมัยสีทเป็นกลุ่มจุลินทรีย์กลุ่มใหญ่ที่มีประสิทธิภาพในการ 
ผลิตสารปฏิชีวนะได้มากที่สุด

จุลินทรีย์กลุ่มแอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวก เซลล์แตกกิ่งก้านสาขาและมีลักษณะโคโลนี 
คล้ายเชือราแต่ไม,มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส จึงจัดเป็น prokaryote ผนังเซลล์ประกอบด้วย muramic acid และ 
diaminopimelic acid ซึ่งต่างจากผนังเซลล์ของเชื้อราซึ่งประกอบไปด้วย chitin และ glucans แอคติโนมัยสีท 
เป็นแบคทีเรียที่พบได้ในดินทั้วไป พบว่าจำนวนประชากรของเชื้อจุลินทรีย์ในดินร้อยละ10-50 คือเชื้อแอคติ 
โนมัยสีท นอกจากนี้ยังสามารถพบได้ตามกองปุยหมักหรือ-วัตถุเน่าเปีอย ดินตะกอนใต้นํ้า ใต้ทะเลสาบ ท้ัง 
ในดินชั้นบนและดินชันล่างหรือแม้แต่ในส่วนลึกของหน้าดิน ป้จจัยที่มีผลต่อประชากรของแอคติโนมัยสีท 
ได้แก่ ลักษณะทางกายภาพของดิน ปริมาณอินทรีย์วัตถุ และความเป็นกรด-ต่างของดิน (Goodfellow and 
Williams, 1983) จากข้อมูลล่าสุดพบว่าสารปฏิชีวนะส่วนใหญ่สร้างมาจากแอคติโนมัยสีท (45%) เชื้อรา 
(38%) และแบคทีเรียชนิดอื่น (17%) โดยจุลินทรีย์กลุ่มแอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้มาก 
ที่สุดเป็นเชื้อในสกุล Streptomyces ซึ่งผลิตสารปฏิชีวนะได้ 70% (ประมาณ 8,000 ชนิด) ของสารปฏิชีวนะที่ 
สร้างจากแอคติโนมัยสัททั้งหมด (ตารางที่ 1) เชื้อสกุล Micromonospora ผลิตได้ 5% (740 ชนิด) 
นอกเหนอจากนผลิตไดจากเชอในสกุลอน เช่น Streptoverticillium, Kitasatospora, Actinomadura, 
Saccharothrix, Microbispom, Micro tetraspora, Nonomuria, Actinoplanes, Dactylosporangium, 
Thermomonospora, Thermoactinomyces, Nocardia, Saccharopolyspora, Amycalotopsis,
Kibdellosporangium, Pseudonocardia, Actinosporangium, Streptosporanghim, Spirillospora, 
Planobispom , Planomonospom เปืนตน (Berdy, 2005)
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จากข้อมูลจะเห็นว่าการค้นพบสารปฏิชีวนะจากเชื้อแอคติโนมัยสีทหายากสกุลอื่นๆนันยังมี 
ค่อนข้างน้อยมาก เมื่อเทียบกับเชือสกุล Streptomyces ทังนีอาจเป็นผลจากการขาดการศึกษาเพื่อพัฒนา 
เทคนิคในการแยกเพื่อให้ได้เฉพาะเชื้อสกุลนั้นๆ รวมทั้งขาดการศึกษาทางด้านอนุกรมวิธานและการกระจาย 
ตัว (distribution) ของเชื้อจากแหล่งธรรมชาติที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง ตังนันผู้วิจัยจึงมุ่งเน้น 
ค้นหาเชื้อแอคติโนมัยสีทหายากสกุลอื่นๆ รวมทังสกุล Streptomyces จากแหล่งธรรมชาติที่มีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูงเพื่อคัดเลือกเชื้อที่สามารถสร้างสารออกฤทธทางชีวภาพไต้ และทดสอบฤทธิต้าน 
จุลีนทรีย์ ตลอดจนตรวจสอบองค้ประกอบทางเคมีเบืองต้นของสารสกัดหยาบจากนำหมักเชือ โดยเห็นว่า 
ทะเลด้านพืงทะเลอันดามัน เป็นแหล่งทรัพยากรธรรมชาติที่น่าสนใจแหล่งหนึ่งในประเทศไทยซึ่งยังมี
การศึกษา และทำการวิจัยทางด้านอนุกรมวิธานของเชือต่างๆ เพียงเล็กน้อย

เนื่องจากทะเลผั่เงทะเลอันดามันยังคงความเป็นธรรมชาติที่สมบรูณ์ กอปรกับมีความหลากหลายของ 
สัตว์ และพืชทะเลสูงมาก ตังนั้นแนวโน้มของการกระจายตัวและความหลากหลายของจุลินทรีย์จ ืงน่าจะมีถูง 
และมีความแตกต่างไปจากแหล่งธรรมชาติแหล่งอื่น ด้วยลักษณะอันจำเพาะของของแหล่งธรรมชาติและความ 
หลากหลายทางด้านชีวภาพอาจส่งผลให้การค้นพบเชื้อแอคติโนมัยสีทหายากสายพันธุใหม่หรือเชื้อสายพันธุที่ 
ผล ิตสารท ุต ิยภ ูม ิท ี่ม ีโครงสร้างแตกต ่างจากสารเด ิมท ี่เคยค ้นพบมาก ่อนเพ ิ่มส ูงข ึ้น  และเน ื่องจากป ็จจ ุบ ัน 
เช ื้อจ ุล ินทรีย ์ก ่อโรคจำนวนมากได ้พ ัฒนาต ัวเองจนสามารถต้านยาปฏ ิช ีวนะท ี่ใช ้ก ันอยู่ในป ีจจ ุบ ันมากขึ้น  
ตังนั้นการศึกษาวิจัยเพื่อค้นหาสารที่มีฤทธิในการยับยั้งเชื้อก่อโรคเหล่านี้จึงจำเป็นต้องดำเนินต่อ

สารผล ิตภ ัณฑ ์ธรรมชาต ิไม ่ว ่าจะเป ็นสารท ี่สก ัดได ้จากพ ืช สัตว์ หรือจุล ินทรีย ์ล ้วนเป ็นแหล่ง 
สำคัญสำหรับการวิจัยเพื่อค้นหาสารออกฤทธิทางชีวภาพชนิดใหม่ สำหรับนำมาใช้ในการควบคุมเชือก่อโรค 
ตังกล่าว จากข้อมูลเบื้องต้นพบว่า เชื้อแอคติโนมัยสีทจัดเป็นทรัพยากรจุล ินทรีย์แหล่งสำคัญ เนื่องจากเป็น 
กลุ่มจุลินทรีว์ที่สร้างสารปฏิชีวนะได้มากที่ส ุดและโอกาสที่จะค้นพบสารที่มีฤทธิทางชีวภาพชนิดใหม่ยังคง 
มีอยู่สูง

ทำให้เกิดความสนใจที่จะทำการวิจัยคัดเลือกเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างสารออกฤทธิทาง 
ชีวภาพ ทดสอบฤทธิทางชีวภาพเบื้องต้นของสารทุติยภูมิจากนั้าหมักเชื้อแอคติโนมัยสีทตลอดจนการศึกษา 
องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบเบื้องต้นเพื่อเป็นข้อมูลทีส่ำคัญที่จะนำไปศึกษาด้านเภสัชศาสตร์เพื่อ 
นำมาใช้ให้เกิดประโยชน์ทางด้านวิทยาศาสตร์สาธารณสุขต่อไปในอนาคต
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ตารางที่ 1 แสดง-จำนวนสารออกฤทธทางชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อแอคติโนมัยสีท (Berdy, 2005)
Streptomycetaceaeะ Thermomonosporaceae:
1Stfieptomyc.es -8000 Actinomadura 345
Sireptova ticilhum 258 Saccharothrix 68
Kitasatosporia 37 Microbispora 54
Chainia 30 Actinosynnema 51
Microellobosporia 11 Nocardiopsis 41
Nocardioides 9 MicrotetrasporaiNonomuria 26/21
Micro m onosporaceae ะ Thermomonospora 19
(Actinoplanetes) MicropolysporalFaenia 13/3
Micromonospora 740 Thermoactinomyces 14
Actinoplanes 248 Thermopolyspora 1
Dactylosporangium 58 Thermoactinopolyspora 1

Micromonosporaceaei ต ่อ ) Mycobactenaceae:
Ampullarielta 9 (Actinobacteria)
Glycomyces 2 Nocardia (357)
Catenuloplanes 3 Mycobacterium 57
Catellatospora 1 Arthrobacter 25
Pseudonocardiaceae: Brevibacterium 17
Saccharopolyspora 131 Proactinomyces 14
A mycalotopsisINocardia 120/357 Rhodococcus 13
Kibdellosporangium 34 Other (unclassified) species'.
Pseudo nocardia 27 Actinosporangium 30
Amycolata 12 Microellobosporia 11
Saccharomonospora 7 Frankia /
Actinopolyspora 1 Wester dykella 6
Streptosporangiaceae: Kitasatoa 5
(Maduromycetes) Synnenomyces 4
Strepto,sporangium 79 Sebekia 3
Streptoallo teich U S 48 Elaktomyces 3

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย
1.2.1 เพื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีของเชื้อแอคติโนมัยสีท
12.2 เพื่อทำการสกัดสารสกัดหยาบจากนํ้าหมักเชื้อแอคติโนมัยสีท
1.2.3 เพื่อทำการตรวจสอบและกำหนดองค์ประกอบทางเคมีเบืองต้นของสารสกัดหยาบจากนำหมัก 

เชื้อแอคติโนมัยสีทนั้น
1.2.4 เพื่อทดสอบฤทธิการต้นจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบนัน

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย
การวิจัยนี้เป็นการศึกษาตรวจสอบและกำหนดองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบจาก 

นํ้าหมักเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกจากดินตะกอนใต้ทะเลในจังหวัดกระบี่ด้วยเทคนิคทางโครมาโตกราที!ชื้น 
บาง นำสารสกัดดังกล่าวมาทดสอบกิจกรรมการต้านจุลินทรีย์ด้วยวิธี Disk diffusion จากนันเลือกสารสกัด 
หยาบที่แสดงกิจกรรมการต้านจุลิ,นทรีย์ที่ดีมากำหนดองค์ประกอบทางเคมีเบืองต้นด้วยเทคนิคทาง 
spectroscopy เช่น 'h -NMR ตลอดจนตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีของเชื้อแอ 
คติโนมัยสีทนั้นๆ

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับของโครงการวิจัย
1.4.1 สามารถสกัดสารสกัดหยาบจากนั้าหม ักเช ื้อของเช ื้อแอคติโนมัยส ีทท ี่ค ัดเล ือก ตลอดจน 

ตรวจสอบและกำหนดองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบนั้นๆได้
1.4.2 ทราบกิจกรรมการต้านจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบนั้นๆ
1.4.3 การวิจัยครั้งน ี้อาจค้นพบเชื้อแอคติโนมัยสีทสายพันธุที่สามารถสร้างสารทุติยภูม ิท ี่ม ีฤทธิ" 

ต้านเชือจุลินทรีย์สูง ซึ่งจะเป็นแหล่งทรัพยากรที่สำคัญทางสาธารณสุขต่อไป

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



บทที 2
ทฤษฎีหรือกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย

จุลินทรีย์กลุ่มแอคติโนมัยสีทเป็น แบคทีเรียแกรมบวก เซลล์แตกกิ่งก้านสาขาและมี
ลักษณะโคโลนีคล้ายเชื้อราแต่ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส จึงจัดเป็น prokaryote ผนังเชลล์ประกอบด้วย 
muramic acid และ diaminopimelic acid ชงต่างจากผนังเซลลของเชอราชงประกอบ ไปดวย chitin 
และ glucans แอคติ-โนมัยซีทล์เป็นแบคทีเรียที่พบได้ในดินทั่วไป พบว่าจำนวนประชากรของ
เชื้อจุล ินทรีย์ในดินร้อยละ10-50 คือเชื้อแอคติโนมัยสีท นอกจากนี้ยังสามารถพบได้ตามกองปุยหมัก 
หรือวัตถุเน่าเปีอย ดินตะกอนใต้นํ้า ใต้ทะเลสาบ ทั่งในดินชื้นบนและดินชันล่างหรือแม้แต่ในส่วน 
ลึกของหน้าดิน ป็จจัยที่มีผลต่อประชากรของแอคติโนมัยสีท ได้แก่ ลักษณะทางกายภาพของดิน 
ปริมาณอินทรีย์วัตถุ และความเป็นกรด-ด่างของดิน (Goodfellow and Williams, 1983) เชื้อแอคติโน 
มัยสททหายากมหลายสถุลได้แก่ Dactylosporangium, Streptoverticillium, Actinoplanes,
Actinomadura, Streptosporangium, Saccharopolyspora, Chainia, Nocardiopsis, Ampullariella, 
Amycolatopsis, Kitasatosporia, Pseudonocardia, Saccharothrix, Microtetraspora, 
Microellobosporia, Streptoalloteichus, Actinosporangium, Kibdelosporangium, Actinosynema, 
Planobispora, Microbispora, Planomonospom และ Saccharomonospora (Old, 1994)

แอคติโนมัยสีททางทะเล (marine actinomycetes) พบได้ทั่วไปในท้องทะเล และการ 
กระจายตัวของเชื้อแอคติโนมัยสีทในแต่ละแหล่งก็แตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมในท้อง 
ทะเลและสิ่งมีชีวิตที่เป็นผู้ให้อาศัย เช่น แอคติโนมัยสีทที่อาศัยอยู่ร่วมกับฟองนี้า และสาหร่าย
แบบพงพาอาศัยกัน (symbiosis) ไดแก่เชอในสกุล Streptomycetes, Nocardia, Micromonospora 
และ Salinispora หรือแอคติโนมัยสีทที่อาศัยเป็นอิสระทำหน้าที่เป็นผู้ย่อยสลายสารพบในซาก
ตะกอน (sediment) ต่างๆใตทองทะเลไดแก่ เชอในสถุล Actinomadura, Actinosynnema, 
Amycolatopsis, Frankia, Micromonospora, Nocardiopsis, Nonomuraea, Pseudonocardia, 
Saccharopolyspora Salinispora, Streptomyces, Streptosporangium และ Verrucosispora

จากการศึกษาเชือแอคติโนมัยสีทในทะเล พบว่ามีเชือบางสกุลสามารถผลิตสารทุติยภูมิ
ชนิดใหม่ที่มีฤทธิทางชีวภาพที่น่าสนใจ และบางชนิดมีศักยภาพสูงที่จะนำมาพัฒนาต่อเพื่อใช้เป็นยา 
รักษาโรคได้ (Kin, 2006 ) (ข้อมูลในปี 2003-2008, ตารางที่ 2)

จากลักษณะอันจำเพาะของทะเลไทย ที่ยังคงความเป็นธรรมชาติที่อุดมสมบรูณ์ กอปรกับมี 
ความหลากหลายทางชีวภาพสูง มีสัตว์และพืชทะเลจำนวนมาก ดังนันแนวโน้มของการกระจายตัว 
และความหลากหลายของเชือจุลินทรีย์จึงน่าจะมีอยู่สูง และมีความแตกต่างไปจากแหล่งธรรมชาติ 
แหล่งอื่น โอกาสที่จะล้นพบเชื้อสายพันธุใหม่หรือสายพันธุที่ผลิตสารทุติยภูมิที่มีโครงสร้าง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



6

แตกต่างจากสารเดิมที่เคยค้นพบมาก่อนจึงมีโอกาสค่อนข้างมาก นอกจากนีแล้วยังพบว่า การ
ศึกษาวิจัยสารออกฤทธิทางชีวภาพจากเชื้อแอคติโนมัยสีททางทะเลในประเพศไทยยังมีค่อนข้าง 
น้อยมากเมื่อเทียบกับต่างประเทศ ดังนั้นการศึกษาการกระจายตัวของเชื้อและสารออกฤทธิทาง
ชีวภาพจากดังกล่าวจึงมีความน่าสนใจและท้าทาย และน่าจะเป็นประโยชน์ในด้านการวิจัยและ
พัฒนาในการหาสารที่มีฤทธิ1ใหม่ๆ จากทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทย

ตารางท่ี 2 ตัวอย่างสารที่มีฤทธิทางชีวภาพที่สร้างจากเชือแอคติโนมัยสีททางทะเล

C o m p o u n d S o u rc e A c t iv i ty R e f e r e n c e s

D ia z e p in o m ic in  ( E C O - 4 6 0 1 ) M ic r o m o n o s p o r a  sp . A n t ib a c te r ia l ;  A n t ic a n c e r ;  A n t i ­

i n f la m m a to ry

C h a r a n  e t  a l . .  2 0 0 4

3 .6 - d i s u b s t i t u t e d in d o le s S t r e p to m y c e s  sp . A n ti c a n c e r S a n c h e z  L o p e z  e t  a l.. 2 0 0 3

F r ig o c y c l in o n e S t r e p to m y c e s  g r i s e u s A n t ib a c te r ia l B r u n tn e r  e t  ๗ ., 2 0 0 5

G la c i a p y r r o l e s S t r e p to m y c e s  sp . A n t ib a c te r ia l M a c h e r la  e t  a l . ,  2 0 0 5

G u t in g im y c i  ท S t r e p to m y c e s  sp . A n t ib a c te r ia l M a s k e y  e t  a l . ,  2 0 0 4

H e lq u in o l in e J a i l i b a c t e r  l im o s u s A n tib a c te r ia l A s o lk a r  e t  a l . ,  2 0 0 4

8 - a m in o -  โ 1,4  |d i a z o n a n e - 2 ,5 - d io n e S r e p to m y c e s  a c r im y c in i A n t i tu m o u r H e rn  A  i I id e z  e t  a l . ,  2 0 0 4

K o m o d o q u in o n e  A S t r e p to m y c e s  sp . N e u r i to g e n ic  a c t iv i ty Ito li e t  a l., 2 0 0 3

G la c i a p y r r o l e s S t r e p to m y c e s  sp . A n t ib a c te r ia l M a c h e r la  e t  a l. ,  2 0 0 5

M a r in o m y c in s ‘ M a r in  i s p o r a ' A n t ib a c te r ia l ;  A n t ic a n c e r K w o n  e t  a / . .  2 0 0 6

M e c h e r c h a r m y  c i n s T h e r m o a c t in o m y c e s  sp . A n t ic a n c e r K a n o h  e t  a l . ,  2 0 0 5

l e u c y l - 4 - h y d r o x y p r o l in e S r e p to m y c e s  sp . A n t i tu m o u r H e m A j n d e z  e t  a l.. 2 0 0 4

S a l in o s p o r a m id e A  (N P 1 -0 0 5 2 ) S a l  in  i s p o r a  tr o p ic a A n t ic a n c e r F e l in g  e t  a l . .  2 0 0 3

C e b u la c t a m s S a c c h a r o p o ly s p o r a  c e b u e n s is A n t ib a c te r ia l ;  A n t io x id a n t P im e n te l - E la r d o  e t  a l . .  2 0 0 8

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 3
ระเบียบวิธีการดาเนินงานวิจัย

3.1 เชื้อแอคติโนมัยสีทที่ใชในการทดลอง
เป็นเชื้อแอคติโนมัยสีททางทะเลจำนวน 20 ไอโซเลต ที่แยกได้จากดินตะกอนใต้ทะเลhiง 

อันดามันจังหวัดกระบี่
3.2 การเก็บรักษาเชื้อที่บริสุทธิ่
ทำการเก็บรักษาเชื้อในรูปแบบอาหารเอียงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บรักษาด้วย 

กระบวนการ deep freeze ใน 10% glycerol และในรูปแบบ lyophilization
3.3 การคัดเลือกเชื้อขั้นต้น
ทำการเลียงเชือบนอาหาร yeast extract -  malt extract agar โดยการขีดเปนเสนตรงเดียว 

ยาวตามแนวนอนจากขอบหนึ่งถึงอีกขอบหนึ่ง บ่มเลียงที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน เพื่อให้เชือ 
ผลิตสารและแพร่สารนั้นเข้าในเนื้อวุ้น จากนั้นตรวจสอบการผลิตสารที่มีฤทธิด้วย จุลินทรีย์
ทดสอบ 5 ชนิด ใดนก Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Micrococcus luteus ATCC 9341 นละ Candida albicans 
ATCC 10231 โดยลากจุลินทรีย์ทดสอบให้ชิดและเป็นเส้นตรงตั้งฉากกับแนวของเชื้อมากที่สุด
แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 วัน ตรวจสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย’ทดสอบโดยวัด 
ระยะทางจากแนวของเชื้อจนถึงระยะที่จุลินทรีย์ทดสอบสามารถเจริญได้ จากการศึกษานีจะ
สามารถคัดเลือกเชือที่สามารถผลิตสารออกฤทธิทางชีวภาพได้

จากการทดลองนี้ทำให้ทราบว่าเชื้อแอคติโนมัยสีทไอโซเลตใดสามารถสร้างสารทุติยภูมิที่ 
แสดงฤทธึ๋ตั้'ๅนจุลิ'นทรียํได้ จากนิ'นจะทำการคัดเลือกเชือที่แสดงฤทธิต้านจุลินทรียไปทดสอบในขัน 
ต่อไป

3.4 การหมักเพื่อผลิตสารทุติยภูมิ
ทำการเลียงเชอใน Seed medium (Yeast extract -  Malt extract broth) บ่มเลียงไว่บนเครอง 

เขย่าความเร็ว 180 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง นาน 4 วัน แล้วเลี้ยงต่อในอาหาร Production 
medium (Yeast extract -  Malt extract broth ทีเติม 0.1% CaCO,) โดยเติม inoculum 1% ของ seed 
medium ลงใน production medium บ่มเลี้ยงไว้บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ี 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10-12 วัน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.5 การสกัดสารสกัดหยาบจากมทหมักเชื้อ
นำนํ้าหมักเชื้อมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.l เพื่อแยกเอาส่วนนำใสและเซลล์ 

ออกจากกัน จากนั้นนำส่วนนำใสมาทำการ partition กับตัวทำละลายอินทรีย์ได้แก่ เฮกเซน เอทิลอะ 
ชีเตตและทิวทานอล แล้วนำไประเหยให้แห้งภายใต้การลดความดัน จะได้สาร่สกัดหยาบในแต่ละ 
ส่วน และนำสารสกัดที่ไต้ไปตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นโดยโครมาโตกราที]แบบชัน 
บางและทดสอบฤทธิทางชีวภาพเบืองต้น

3.6 การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้น
ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีเบื้องด้นด้วยเทคนิคทางโครมาโตกราทีเ เช่น โครมาโตก 

ราที]แบบชื้นบาง (TLC) นำสารสกัดหยาบมาละลายด้วยตัวทำละลายที่สามารถละลายสารสกัด
หยาบนั้นได้หมด จากนั้นนำสารละลายที่ได้มาจุดลงบนแผ่นโครมาโตกราที]แบบชั้นบาง ท่ี
เคลือบด้วยสารชิลิกา (เฟสคงที่) และนำไปจุ่มลงในภาชนะปีดที่มีระบบตัวทำลายที่เหมาะสม รอ 
จนกระทั่งตัวทำละลายพาสารขึ้นจนถึงระยะที่กำหนด ทำให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ทำการตรวจสอบ 
สารองค์ประกอบภายใต้แสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร และใช้สารเคมี เช่น 
Anisaldehyde ในการตรวจสอบ

3.7 การทดสอบฤทธิ่ต้านธุดินทรีย์
นำนั้าหมักเชื้อมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.l เพื่อแยกเอาส่วนนํ้าใสและเชลล์ 

ออกจากกัน จากนั้นนำส่วนนั้าใสมาทำการ partition กับตัวทำละลายอินทรีย์ต่างๆ 3 ครั้ง แล้วนำไป 
ระเหยให้แห้งภายใต้การลดความตัน จะได้สารสกัดหยาบในส่วน ethyl acetate (crude EtOAc 
extract) นำสารสกัดที่ได้ไปทดสอบฤทธต้านจุลชีพโดยวิธี agar diffusion Lorian, 1980) วิธีการ 
ทดสอบมีฃันตอนตังนี คือ เตรียมจานอาหารเลียงเชือที่มี Mueller-Hinton Agar (MHA) และ 
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) สำหรับแบคทีเรียและยีสต์ตามลำดับ โดยใช้เชื้อทดสอบชนิด 
เดียวกับในช้อ 3.3 นำเชื้อทดสอบผสมกับนั้าเกลือที่ปราศจากเชื้อแล้วปรับให้มีความขุ่นเท่ากับ
McFarland standard No. 0.5 ใช้ไม้พันสำลีที่ปราศจากเชื้อชุบเชื้อแขวนลอยที่เตรียมไว้ทาลงบน 
อาหารแข็งด้วยเทคนิคปราศจากเชื้อ จากนั้นนำแผ่นดิสค์ที่หยดสารละลายของสารสกัดที่ต้องการ
ทดสอบปริมาณ 20 JUL/disc (ความเข้มข้น I มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ทิ้งให้แห้งแล้ววางลงบน 
ผิวหน้าของอาหารที่มีเชือทดสอบอยู่และทำชุดควบคุมเชิงลบโดยใช้ตัวทำละลายชนิดเดียวกับที่ใช้ 
ละลายสารสกัดและชุดควบคุมเชิงบวกโดยใช้ยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมกับเชื้อนั้นๆ บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน ตรวจผลโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณที่เชื้อไม่เจริญรวมเส้นผ่าน 
ศูนย์กลางของแผ่นดิสค์ (inhibition zone) ซึ่งแสดงความสามารถของสารสกัดในการต้านการเจริญ 
ของเชื้อทดสอบแต่ละชนิด

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.8 การกำหนดองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทางสเปคโตรสโคปี
เมื่อฤทธิต้านจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบของแต่ละเชื้อแล้วจะทำการคัดเลือกสารสกัด 

หยาบจากเชื้อที่แสดงฤทธิต้านจุลินทรีย์ที่ดีมากำหนดองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคทางสเปคโต 
รสโคปี ดังนี้

3.8.1 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy
เป็นเทคนิคที่ทำให้ทราบถึงองค์ประกอบทางเคมีของโครงสร้างสาร โดยจะใช้ข้อมูลจาก

1-D NMR (‘h NMR) อิทธิพลของหมู่ทัเงค์ชันต่างๆในโครงสร้างจะมีผลต่อตำแหน่งของโปรตอน 
โดยจะแสดงให้เห็นเป็นค่า chemical shift ของโปรตอนที่ตำแหน่งแตกต่างกันไป และการเกิด 
splitting pattern รูปแบบต่างๆ รวมถงค่า coupling constant จะเปนองคประกอบในการหา 
โครงสร้างของสาร

3.9 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีของเชื้อแอคติโนมัยสีท
ตรวจสอบลักษณะทางการเจริญโดยเลียงเชือบนอาหารที่กำหนดอยู่ใน International

Streptomyces Project (ISP) ชนิดต่าง  ๆ โดยวิธี Crosshatch streak (Shiring and Gottlied, 1966) 
ตรวจผลโดยดูการเจริญ เนื้อและสีของโคโลนีด้านบน สีของโคโลนีด้านล่างและรงควัตถุที่ละลาย 
นำไดเทียบกับกระดาษสีมาตรฐาน (The Jacal Color Card L2200, Japan Color Research Institute) 
ตรวจดูลักษณะของเส้นใยและการสร้างสปอร์ด้วยเทคนิค Simple inclined coverslip (Williams and 
Cross, 1977) ตรวจดูลักษณะของเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์และตรวจสอบลักษณะทางสรีรวิทยาและ 
ชีวเคมีทำการตรวจสอบการสลายแป็ง การสลายเซลลูโลส การสลายโปรตีนในนม (Williams and 
Cross, 1971) การสลายเจลาติน การรี!วชในเตรท (Aral, 1975) การทนอุณหภูมิ การทนเกลือ การ 
ทนความเป็นกรด-ด่าง ซึ่งการทดลองนี้จะสามารถจัดกลุ่มเชื้อและบ่งบอกลักษณะของเชื้อคร่าวๆได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทที่ 4
ผลการทดลอง

4.1 การเก็บตัวอย่างและการแยกเชื้อ
ได้ทำการเก็บตัวอย่างดินดินตะกอนใต้ทะเลที่งอันดามัน จังหวัดกระบี่ มาทำการแยกเชือ 

แอคติโนมัยส ีท พบว่าสามารถแยกเช ื้อแอคติโนม ัยส ีทได ้ท ั้งหมด 20 ไอโซเลต จากดินตะกอน 
ตัวอย่างที่มีระดับความเป็นกรด-ด่างในช่วง 7.8- 8.2 ตามตารางที่ 3

ตารางที่ 3 แสดงรายละเอียดลักษณะของดินตัวอย่าง และรหัสเช ื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้แด,ละ 
ไอโซเลต

ชนิดของ
ตัวอย่าง จังหวัด พีเอช

รหัส
ตัวอย่าง รหัสเช้ือ

ดินตะกอน กระบ่ี 7.8 K.B1 KB1-1, K.B1-2, KB1-3, K.B1-4, K.B1-5, KB1-6

ดินตะกอน กระบ่ี 7.7 KB2 KB2-1, KB2-2, KB2-3, KB2-4

เศษปะการัง กระบ่ี 8.2 K.B3
KB3-1, K.B3-2, KB3-3, KB3-4, KB3-5, KB3-6. KB3-7, KB3-8, K.B3- 
9, KB3-10

4.2 การศึกษาอนุกรมวิธานของเชื้อแอคติโนมัยสืท

ในจำนวนเชื้อแอคติโนมัยสีททั้งหมด 20 ไอโซเลต เมื่อตรวจสอบลักษณะทางทีเโนไทปึ 
ได้แก่ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญ ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี สามารถจัดกลุ่มเชื้อ 
ออกเป็น 3 กลุ่มดังนี

กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่เจริญได้ด ีใน อาหาร yeast extract-malt extract 
(ISP2) สามารถสร้างเสันใยอาหารสีเทาเข้มม่วง (dark grayish purple) มีการสร้างเส้นใยอากาศสี 
ขาว (white) มีการสร้างรงควัตถุเป็นสีเทามะกอก (light grayish olive) สร้างสปอร์สายยาวต่อกัน 
เป็นเกลียว(รูปที่ 1 )ม ีสมาช ิก6 ไอโซเลต ได้แก่ K.B1-1, K.B1-2, KB1-3, K.B1-4. KB1-5และ KBI-6

สมาชิกในกลุ่มนี้สามารถเจริญบนอาหารที่มีความเข้มข้นของเกลือสูงสุดได้ที่ร้อยละ 6 ช่วง 
ความเป ็นกรด-ด่างที่ 4-9 อุณหภูม ิส ูงส ุดที่เจร ิญได้ค ือ 40 องศาเซลเซ ียส และสามารถย่อยสลาย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



โปรตีนในนม เจลาติน และแป้งได้ รวมทั้งสามารถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตรท์ ไม่สามารถผลิต 
สารทุติยภูมิที่มีฤทธิในการยับยั้งเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ (ตารางที่ 4 และร)

รูปที่ 1. แสดงลักษณะของโคโลนี (ก) และสปอร์(ข) ของเชื้อแอคติโนมัยสีท กลุ่มที่ 1

กลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอาหารสีส้มอมนำตาล ไม่สร้างเส้น 
ใยอากาศ ไม่สร้างรงควัตถุท ี่ละลายนา และสปอร์เป ็นสปอร์เด ี่ยวบนเส ้นใยอาหาร (รูปที่ 2) มี 
สมาชิก 4 ไอโซเลต ได้แก่ KB2-1, KB2-2, KB2-3, KB2-4

สมาชิกในกลุ่มนี้สามารถเจริญบนอาหารที่มีความเข้มข้นของเกลือสูงสุดได้ที่ร้อยละ 4 ช่วง 
ความเป ็นกรด-ด ่างท ี่ 5-9 อ ุณหภูม ิส ูงส ุดท ี่เจร ิญได ้ค ือ 37 องศาเซลเซ ียส ไม ่สามารถย่อยสลาย 
โปรตีนในนม เจลาติน และไม่สามารถเปลี่ยนไนเตรทเป ็นไนไตรท์ แต่สามารถย่อยแป้งได้เช ือ 
สมาช ิกใน กล ุ่มน ี้ท ุกไอโซเลตผล ิตสารท ุต ิยภ ูม ิท ี่ไม ่ม ีถ ุทธใน การย ับย ั้งเจร ิญ ของเช ื้อจ ุล ิน ทร ีย ์ 
ทดสอบทุกชนิด (ตารางที่ 4 และร)

รูปที่ 2. แสดงลักษณะ1ของโคโลนี (A) และสปอร์ (B) ของเชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 2

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กลุ่มที่ 3 เป็นกลุ่มของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่เจริญได้ดีในอาหาร ISP2 สามารถสร้างเส้นใย 
อาหารสีเหลืองส้มเข้ม (strong orange yellow) มีการสร้างเส้นใยอากาศสีเหลืองอ่อน (brilliant 
yellow) มีการสร้างรงควัตถุเป็นสีเหลืองสว่าง (vivid yellow) สร้างสปอร์สายยาวต่อกันเป็นเส้นตรง 
บนเส้นใยอาหาร (รูปที่ 3) มีสมาชิก 10 ไอโซเลต ได้แก่ KJ33-1, K.B3-2, KB3-3, KB3-4, KB3-5, KB3-6, 
KB3-7, KB3-8, KB3-9, KB3-10

สมาชิกในกลุ่มนี้สามารถเจริญบนอาหารที่มีความเข้มข้นของเกลือสูงสุดได้ที่ร้อยละ 5 ช่วง 
ความเป็นกรด-ต่างที่ 4.5-9 อุณหภูมิสูงสุดที่เจริญได้คือ 40 องศาเซลเซียส และสามารถย่อยสลาย 
โปรตีนในนม ตกตะกอนโปรตีนในนม ย่อยสลายแป้ง รวมทั้งสามารถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตรท์ 
แต ่ไม ่สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ เช ื้อสมาชิกในกลุ่มน ี้สามารถผลิตสารทุต ิยภ ูม ิท ี่ม ีฤทธในการ7212 '"II , โ \ ไท้ั! Iยิบยงเจริญของเชอ ร. aureus B. subtilis และ M. luteus เด (ตารางท 4 และร)

รูปที 3. แสดงลักษณะของโคโลนี (ก) และสปอร์(ข) ของเชือแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 3

4.3 ฤทธิต้านจุลินทรีย์จากนาหมักเชื้อแอคติโนมัยสีทของตัวแทนในแต่ละกลุ่ม
ได้ทำการสกัดนำหมักเชือจากเชื้อตัวแทนในแต่ละกลุ่มด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ 3 ชนิด 

ตามลำดับความเป็นขัวได้แก่ เฮกเซน เอทิลอะซีเตต และเอ็น-บิวทานอล ผลที่ได้พบว่าสารสกัด 
หยาบในชันของเอทิลอะชีเตตของเชือกลุ่มที่ 3 แสดงถุทธิการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์
ทดสอบได้ดีที่สุด ในขณะที่สารสกัดหยาบในชันเอ็น-บิวทานอล และเฮกเซนขอ'งเชื้อกลุ่มดังกล่าว 
ไม่แสดงฤทธึ๋ตานจุลินทรีย์ใดๆ ในขณะที่สารสกัดหยาบในทุกชั้นของเชื้อในกลุ่มที่ 1 และ 2 ไม่ 
แสดงถุทธิการยับยังการเจริญของเชือจุลินทรีย์ทดสอบทุกชนิด

จากเชือแอคติโนมัยสีทที่ลัดแยกได้ทัง 20 ไอโซเลต เมื่อนำมาทดสอบถุทธิการยับยั้ง 
จุลินทรีย์ทดสอบเบืองด้นพบว่ามี 10 ไอโซเลต ซึ่งเป็นเชื้อในกลุ่มที่ 3 ที่แสดงฤทธิ1ในการยับยั้ง 
จุลินทรีย์ทดสอบได้ดี โดยพบว่าสารสกัดหยาบในชั้นของเอทิลอะซีเตตแสดงฤทธิการยับยั้งการ
เจริญของเชือ ร. aureus B. subtilis และ M. luteus ดังแสดงในตารางที่ 6

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาและการเจริญของเชื้อแอคติโนมัยสีทบนอาหาร ISP 2

กลุ่ม ไอโซเลต การเจริญ” สีของโคโลนี สีของโคโลนี รงควัตถุ11 สปอร์
ท ี่ ด้านบน15 ด้านล่าง'

KB1-1 ดี
สีขาว สีเทาเข้มม่วง gจร

โซ่ยาวขดเป็นเกลียว
มะกอก

KB1-2 ดี
สีขาว สีเทาเข้มม่วง สีเทา

โซ่ยาวขดเป็นเกลียว
มะกอก

KB1-3 ดี
สีขาว สีเทาเข้มม่วง สีเทา

โซ่ยาวขดเป็นเกลียว
มะกอก

KB1-4 ด ี
สีขาว สีเทาเข้มม่วง สีเทา

โซ่ยาวขดเป็นเกลียว
มะกอก

KB1-5 ด ี
สีขาว สีเทาเข้มม่วง สีเทา

โซ่ยาวขดเป็นเกลียว
มะกอก

1
KB1-6 ปานกลาง

สีขาว สีเทาเข้มม่วง สีเทา
โซ่ยาวขดเป็นเกลียว

มะกอก
สีส้มอม สีส้มอมนาตาล สปอร์เดี่ยว

KB2-1 ดี 3> -
นำตาล

2 สีส้มอม สีส้มอมนํ้าตาล สปอร์เดี่ยว
KB2-2 ดี -

นำตาล

KB2-3 ปานกลาง
สีส้มอม

ร /

สีส้มอมนาตาล สปอร์เดี่ยว
นำตาล
สีส้มอม สีส้มอมนํ้าตาล สปอร์เดี่ยว

KB2-4 ดี -

นำตาล

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาและการเจริญของเชื้อแอคติโนมัยสีท (ต่อ)

กลุ่ม ไอโซเลต การเจริญ’, สีของโคโลนี สีของโคโลนี รงฅวัตถ1' สปอร์
ท ี่ ด้านบน1’ ด้านล่าง1'

KB3-1 ดีมาก
สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม

เหลือง
สปอร์สาย 
ตรง ยาว

K.B3-2
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

KB3-3
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

KB3-4
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว
3

KB3-5
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

KB3-6
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

K.B3-7
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

KB3-8
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

K.B3-9
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

KB3-10
ดีมาก สีเหลืองอ่อน สีเหลืองส้มเข้ม เหลือง สปอร์สาย 

ตรง ยาว

หมายเหตุ a  =  การเจริญบนอาหารต่างๆโดยรวม
b  =  สีโคโลนีด้านบนของเชื้อในอาหารต่างๆโดยรวม 
C =  สีโคโลนีด้านล่างของเชื้อในอาหารต่างๆโดยรวม 
d  =  สีรงควัตถุที่ละลายนาในอาหารต่างๆโดยรวม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 6 แสดงฤทธิในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบในชั้นตัวทำละลายอินทรีย์ต่างๆ โดยวิธี Agar disc diffusion

ฟเอกสุ่ม 
ท่ี สารสกัดหยาบ (50 มก/มล) บริเวณการยับยง (Inhibition zone, mm*)

Bacillus subtills Micrococcus luteus Staphylococcus aureus Escherichia coli
Pseudomonas

aeruginosa Candida albicans
เฮกเซน (Hexane) - - - - - - .

1 เอรสอะ'ธเตด (EtOAc) - - - - - -
เอ็น-บิวทานอล (n-BuOH) - - - - - -

เมทานอล (MeOH) - - - - - -

เฮกเซน (Hexane) - - - - - -
2 เอธิลอะฃี[เตต (EtOAc) - - - - - -

เอ็น-บิวหานอล (n-BuOH) - - - - - -
เมทานอล (MeOH) - - - - - -

เฮกเซน (Hexane) 14 12 10 - - -
3 เฮธิลอะฃี[เดต (EtOAc) 21 28 18 - - -

เอ็น-บิวทานอล (n-BuOH) 18 22 14 - - -
เมทานฮล (MeOH) 12 14 11 - - -

หมายเหตุ * รวมขนาดเส้นผ่านดูนย์กลางของแผ่นทดสอบ (เส้นผ่านศูนย์กลางของแผ่นทดสอบ = 6 มิลลิเมตร)
ขนาดของบริเวณการยับยั้งตงแต่ 10 มิลลิเมตรขึ้นไป ถือว่าสารสกัดนั้นมิฤทธิยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทริย์ทดสอบได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.4 การผลิตสารทุตยิฎมิที่มีฤทธิการยับยังการเจริญของเชือจุดินทรีย์ทดสอบในปริมาณมาก
จากการนำเชื้อแอคติโนมัยสีทตัวแทนในกลุ่มท ี่ 3 คือไอโซเลต KJB3-1 มาเลียงในอาหาร 

yeast ex trac t-m alt extract เป็นเวลา 14 วัน ที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยเครื่องเขย่1 ความเร็ว 200 รอบ 
ต่อนาที ปริมาตร 10 ลิตร นำส่วนของนํ้าหมักมาสกัดด้วยเอทิลอะซิเตต ทำการระเหยภายใต้เครื่อง 
ระเหยระบบส ุญ ญ ากาศทำให ้ได ้สารสก ัดหยาบท ี่ม ีล ักษณ ะเหน ียวข ้นส ีส ัมนำตาลปร ิมาณ  643 
มิลลิกรัม คิดเป็นร้อยละ 6.43
4.5 การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบในชั้นเอทิดอะซิเตตโดยเทคนิคโครมาโท 
กราบแบบชั้นบาง

เมื่อนำสารสกัดหยาบที่ได้มาทดสอบโดยเทคนิคโครมาโทกราทีเแบบชนบางด้วยระบบตัว 
ทำละลาย ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอลอัตราส่วน 9: I และทำการตรวจสอบโดยการส่องภายใต้แสง 
ปกติพบแถบสารสีเหลืองห ้มจำนวน I แถบ ที่ระดับ R,. เท่ากับ 0.62 เม ื่อนำไปส่องภายใต้แสง 
อัลตราไวโอเลตที่ความยาว 254 นาโนเมตร พบแถบสารสีดำ (Quenching band) จำนวน 4 แถบ ท่ี 
ระดับ Rf เท่ากับ 0 .15 0.21 0.3 และ 0.51 และพบแถบสารเรืองแสงสีฟ้าที่ระดับ Rrเท่ากับ 0.62เมื่อ 
นำไปส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร
4.6 การแยกสารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตตด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราบ

นำสารสกัดหยาบที่ได้ปริมาณ 643 มิลลิกรัม มา แยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟ้ 
ด้วยระบบตัวทำละลายคือ ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอลอัตราส่วน 9:1 สามารถแยกสารเป็นส่วน 
ต่างๆ (Fraction) ได้ทังหมด 52 ส่วน นำแต่ละส่วน (Fraction) มาตรวจสอบรูปแบบโดยเทคนิคโคร 
มาโทกราบแบบชั้นบาง พบรูปแบบของสารที่คล้ายคลึงกัน 5 รูปแบบ โดยองค์ประกอบของสาร 
สกัดส่วนที่ 1 (F1) ประกอบด้วยลำดับส่วนที่ 1 -  12 ปริมาณ 114.4 มิลลิกรัมที่แสงปกติพบแถบ 
สารสีเหลืองส้มจำนวน 1 แถบ ที่ระดับ Rf เท่ากับ 0.62 เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความ 
ยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ไม่พบแถบสารใดๆ เม ื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 
365 นาโนเมตร พบแถบสารสีฟ้าเรืองแสง องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 2 (F2) ประกอบด้วย 
ลำดับส่วนที 1 3 -2 2  ปริมาณ 156.9 มิลลิกรัม ที่แสงปกติพบแถบสารสีเหลือง■ ส้ม จำนวน 1 แถบ ท่ี 
ระดับ Rf เท่ากับ 0.62 เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบแถบ 
สารสีดำจำนวน 1 แถบ ที่ระดับ Rfเท่ากับ 0.51 เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 
365 นาโนเมตร พบแถบสารสีฟ้าเรืองแสงที่ระดับ Rflท่ากับ 0.62 องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 
3 (F3) ประกอบด้วยลำดับส่วนที่ 23 -  33 ปริมาณ 89.6 มิลลิกรัม ที่แสงปกติพบไม่พบ เมื่อส่อง 
ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตทีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบแถบสารสีดำจำนวน 2 แถบ ที่ระดับ 
Rf เท่ากับ 0.51ในปริมาณมาก และ0.3ในปริมาณน้อย เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความ

115558เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ยาว 365 นาโนเมตร ไม่พบแถบสารแองแสง องค์ประกอบของสารสกัดส่วนท่ี 4 (F4) ประกอบด้วย 
ลำดับส่วนที่ 34 -  47 ปริมาณ 244.5 มิลลิกรัม ที่แสงปกติไม่พบแถบสี เม ื่อส่องภายใต้แสง 
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบแถบสารสีดำจำนวน 2 แถบ ที่ระดับ Rfเท่ากับ
0.21 ในปริมาณน้อยและ 0.3 ในปริมาณมาก เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว 365 นา 
โนเมตร ไม่พบแถบสารเรืองแสง องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 5 (F5) ประกอบด้วยลำดับส่วน 
ท่ี 48 -  52 และส่วนที่เหลือจากการชะคอลัมน์ ปริมาณ 35.6 มิลลิกรัม ที่แสงปกติไม่พบแถบสี เมื่อ 
ส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรพบแถบสารส ีดำจำนวน2 แถบท ี่ 
ระดับ R,. เท่ากับ 0.15 และ0.21 เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว 365 นาโนเมตร ไม่ 
พบแถบสารเรืองแสง ดังตารางที่ 7 หลังจากนั้นนำแต่ละส่วนที่ได้1ไปทดสอบฤทธิยับยั้งการเจริญ 
ของจุลินทรีย์1ทดสอบด้วย'วิธี agar diffusion
ตารางท่ี 7 สารสกัดหยาบในชั้นเอทิลอะซิเตตที่แยกได้โดยเทคนิคคลอลัมน์โครมาโตกราvJ

นำหนัก ระดับ Rf ของแถบสาร
องค์ประกอบ ลำดับส่วนที่ ของสาร แสง UV แสง UV

สารส่วนที่ (มิลลิกรัม) แสงปกติ ความยาว ความยาว
254 ททา. 365 ททา.

F1 1-12 1 14.4 0.62 - 0.62
F2 13-22 159.9 0.62 0.51 0.62
F3 23-33 89.6 - 0.3, 0.51 -
F4 34-47 224.5 - 0.21-0.3 -
F5 48-52 35.6 - 0.15, 0.21 -

และส่วนที่เหลือจาก
การชะคลอลัมน้

รวม 624

4.7 ผลการทดสอบฤทธิย ับย ั้งการเจร ิญ ของช ุล ินทร ีย ์จากส ่วนท ี่แยกได ้โดยเทคน ิค Agar disc 
diffusion และ ไบโอออโทกราฟ

จากการแยกสารสกัดหยาบในชันเอทิลอะซิเตตด้วยเทคนิคคอลัมน์'โครมาโทกราพีเ พบ 
รูปแบบของสารจำนวน 5 รูปแบบ จากการทดสอบฤทธิยับยังการเจริญของจุล ินทรีย์ด ้วยเทคนิค 
Agar disc diffusion โดยใช ้ระด ับความเข ้มข ้นของสารเท ่าก ับ 1 ม ิลลิกรัมต่อมิลลิล ิตร พบว่า

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 1 2 และ 5 (FI F2 และ F5) ไม่แสดงฤทธี้ย ับยั้งการเจริญของ 
เชื้อจุล ินทรียั องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 3 และ4 (F3 และ F4) แสดงฤทธิยับยั้งการเจริญของ 
เชอ ร. aureus B. subtilis และ M. luteus ดังตารางท 8

ตารางที่ 8 แสดงเสันผ่านศูนย์กลางของบริเวณที่เชื้อไม่เจริญขององค์ประกอบของสารส่วนที่ 
1 -  8 (F1-F8) ที่ระดับความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

องค์ประกอบ 
สารส่วนที่

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณที่เชือไม่เจริญ (มิลลิเมตร)
B. subtilis ร. aureus M. luteus E.coli Ps. aeruginosa c. albicans

F1 - - - - - -
F2 - - - - - -
F3 10.5 9.5 11.0 - - -
F4 21.0 19.5 19.0 - - -
F5 - - - - -

จากการแยกเพื่อตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี'ของสารด้วยเทคนิคโครมๅโทกรๅทีเแบบ 
ชันบางโดยใช้ระบบดัวทำละลายไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอลอัตราส่วน 9:1 และทำการทดสอบ 
ฤทธิ"ต-ๅนจุลิ'นทรีย์ด้วยเทคนิคไบโอออโตกราฟ (bioautographic method) ควบคู่ไปด้วย พบว่า 
องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 1 (F 1) ไม่แสดงฤทธิยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบในทุก 
ตำแหน่งแถบสารใดๆ องค์ประกอบของสารสกัดในส่วนที่ 2 (F2) ไม่แสดงฤทธิยับยังการเจริญของ 
จ ุล ินทรีย ์ทดสอบในทุกตำแหน่งแถบสารใดๆ เช่นกัน องค์ประกอบของสารสกัดส ่วนท ี่ 3 (F3) 
พบว่าแถบสารที่ระดับ Rf เท่ากับ 0.3 แสดงฤทธิยับยั้งการเจริญ1ของเชื้อ 5. aureus B. subtilis และ 
M. luteus ใน,ขณะทีแถบสารทีระดับ Rf เท่ากับ 0.51 ไม่แสดงฤทธิยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ใดๆ 
องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 4 (F4) พบว่าแถบสารที่ระดับ Rf เท่ากับ 0.3 แสดงฤทธิยับยั้งการ

V , 1
เจริญ1ของเชือ ร. aureus B. subtilis และ M. luteus ใน1ขณะที่แถบสารที่ระดับ Rf เท่ากับ 0.21 ไม่ 
แสดงฤทธิยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ใดๆ องค์ประกอบของสารสกัดส่วนที่ 5 (F5) ไม่แสดงฤทธ 
ยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบในทุกตำแหน่งแถบสารใดๆ ดังตารางที่ 9

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 9 แสดงระดับ Rf ขององค์ประกอบสารส่วนที่ 1 -  5 (FI -  F5) ที่มีฤทธิยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรีย์'ทดสอบ

องค์ประกอบ 
สารส่วนที่

ระดับ Rf ของสาร
B. subtil is ร. aureus M.luteus E.coli Ps. aeruginosa c. albicans

F1 - - - - - -
F2 - - - - - -
F3 0.3 0.3 0.3 - - -
F4 0.3 0.3 0.3 - - -
F5

4.8 การแยกและตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นของสารสกัดหยาบ
ได้ทำการคัดเลือกสารสกัดหยาบจากนำหมักเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แสดงฤทธิทางชีวภาพที่ดี 

มาพิสูจน์เอกลักษณ์องค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นด้วยเทคนิคทาง spectroscopy เช่น 'h -NMR 
พบว่า สารสกัดหยาบของนํ้าหมักเชื้อไอโซเลต KB 3-1 แสดงลักษณะรูปแบบของ 'h -NMR ท่ี 
น่าสนใจ (รูปที 4) นันคอ พบสัญญานของ aromatic proton ทีช่วง 8 H 7.2-8.3, สัญญานของ olefinic 
proton ที่ช่วง 5 h 6.0, สัญญานของโปรตอนที่ต่อกับ Heteroatom ที่ช่วง 8 H 4.0-5.2 และสัญญานข 
อง spi-proton ทีช่วง ร H 1.0-3.0

รูปที 4. แสดงสัญญาณของ 'h -NMR จากสารสกัดหยาบของนํ้าหมักเชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 3 ไอ 
โซเลต KB 3-1

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5
สร ุปผลการว ิจ ัยและข ้อเสนอแนะ

การคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากตัวอย่างดินตะกอนใต้ทะเลพื่งอันดามัน จังหวัดกระบี
สามารถทำการแยกเชือแอคติโนมัยสีทได้ทังหมด 20 ไอโซเลต และได้ทำการศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาและการเจริญของเชื้อพบว่า เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกได้นั้นสามารถเจริญได้ดีใน
อาหาร Yeast extract - Malt extract agar และสรางเสนใยอากาศ (aerial mycelium) ในโทนสขาว 
และเหลือง สร้างเส้นใยอาหาร (substrate mycelium) ในโทนสีเทาม่วง และเหลือง นำตาล ลักษณะ 
ของสปอร์ที่ดูจากกล้องจุลทรรศน์ด้วยกำลังขยายของภาพ 1,000 เท่า มีลักษณะขดเป็นเกลียวเป็น
ส่วนใหญ่ รองลงมาคือลักษณะตรง บางชนิดเป็นสปอร์เดี่ยว ซึ่งลักษณะดังกล่าวสามารถจัดกลุ่ม
เชื้อแอคติโนมัยสีทออกเป็น 3 กลุ่ม คือ

กลุ่มที่ 1 เป็นเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างเส้นใยอาหารสีเทาเข้มม่วง (dark grayish 
purple) มีการสร้างเส้นใยอากาศสีขาว (white) มีการสร้างรงควัตถุเป็นสีเทามะกอก (light grayish 
olive) สร้างสปอร์สายยาวต่อคันเป็นเกลียว

กลุ่มที่ 2 เป็นเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอาหารสีส้มอมนำตาล ไม่สร้างเส้นใยอากาศ ไม่ 
สร้างรงควัตถุที่ละลายนำ และสปอร์เป็นสปอร์เดี่ยวบนเส้นใยอาหาร

กลุ่มที่ 3 เป็นเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สามารถสร้างเส้นใยอาหารสีเหลืองส้มเข้ม (strong orange 
yellow) มีการสร้างเส้นใยอากาศสีเหลืองอ่อน (brilliant yellow) มีการสร้างรงควัตถุเป็นสีเหลือง 
สว่าง (vivid yellow) สร้างสปอร์สายยาวต่อกันเป็นเส้นตรงบนเส้นใยอาหาร

ในการศึกษาถึงฤทธิทางชีวภาพเบืองด้นของเชือแอคติโนมัยสีทที่คัดแยกด้วยวิธี Agar disc 
diffusion พบว่าร้อยละ 50 ของเชื้อแอคติโนมัยสีททั้งหมดมีฤทธิในการยับยั้งธุลินทรีย่’ทดสอบ
โดยสารสกัดหยาบที่ได้นี้สามารถยับยั้งจุลินทรีย์แกรมบวกได้ดีกว่าแกรมลบ โดยสารสกัดหยาบใน 
ชันเอทิลอะชีเตตของเชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 3 เท่านั้น ที่แสดงผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
3 ชนิด คอ Micrococcus luteus ATCC 9341 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Bacillus subtilis 
ATCC 6633 ในขณะที่สารสกัดหยาบทุกชื้นของเชื้อแอคติโนมัยสีทกลุ่มที่ 1 และ 2 ไม,แสดงถุทธิ 
ยับยังเชือจุลินทรียัทดสอบใดๆ ดังนั้นจึงเลือกเชื้อแอคติโนมัยสีทตัวแทนในกลุ่มที่ 3 ได้แก่ ไอโซ 
เลต KJ33-1 นำมาเลี้ยงเพื่อผลิตสารปฏิชีวนะในปริมาณมากซึ่งได้ปริมาณสารสกัดหยาบปริมาณ 643 
มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 6.43 เมื่อนำสารสกัดหยาบมาแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค 
คอลัมน์โครมาโตกราทีเและตรวจสอบรูปแบบขององค์ประกอบทางเคมีโดยเทคนิคโครมาโทกราพีเ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แบบชั้นบาง สามารถแยกสารออกเป็น 5 รูปแบบ จากนันนำแต่ละส่วนที่แยกได้ไปทดสอบฤทธิ 
ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย่ทดสยบด้วยวิธี agar diffusion พบว่าองค์ประกอบของสารสกัด 
ส่วนที่ 3 (F3) และส่วนที่ 4 (F4) แสดงฤทธิยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียทดสอบได้ดีที่สุดโดย 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ ร. aureus B. subtilis และ M. luteus ได้ ในขณะที่องค์ประกอบ 
ของสารสกัดส่วนที่ 1 (F1) 2 (F2) และ ส่วนที่ 5 (F5) ไม่แสดงฤทธึ๋ยมยังการเจริญ1ของเชือจุลินทรีย์ 
ทดสอบใดๆ โดยองค์ประกอบของสารส่วนที่ 3 (F3) และ (F4) ในแถบสารที่ระดับ R1- เท่ากับ 0.3 
แสดงฤทธิยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียัทดสอบได้ดี เมื่อนำสารสกัดหยาบของเชือไอโซเลต
KJB3-1 มาพิสูจน์เอกลักษณ์องค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้นด้วยเทคนิค 'h -NMR พบว่าสารนีแสดง 
รูปแบบสัญญาณของ 'h -NMR ที่น่าสนใจสำหรับการศึกษาโครงสร้างของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ 
จากเชื้อแอคติโนมัยสีทส์ที่มีฤทธิทางชีวภาพต่อไป

ข้อเสนอแนะ
1. จากการวิจัยครั้งนี้สามารถค้นพบเชื้อแอคติโนมัยสีทที่ม ีความสามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้เป็น 
อย่างดี จึงควรมีการวิจัยต่อเพื่อทำการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อเหล่านี้ถึงระดับสกุลและสปีชีส์
2. สารทุติยภูมิที่เชือแอคติโนมัยสีทเหล,านีสร้างมีความน่าสนใจมาก เนื่องจากมีฤทธิยับยั้งการเจริญ 
ของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบได้ค่อนข้างดี จึงควรทำการวิจัยต่อในเชิงการแยกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของ 
สารทุติยภูมิที่เชื้อสร้างชื้น เพื่องานวิจัยที่สมบูรณ์ต่อไปในอนาคต
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