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 Fifteen termite soil samples collected from six provinces of Thailand were used 
for isolation of antibiotic producing actinomycetes. Of seventy-nine isolates obtained, 
only isolate strain Ac 9.1 inhibited the growth of bacteria (Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Psudomonas aeruginosa), yeast (Candida 
albicans, Saccharomyces cerevisiae) and fungi (Aspergillus niger). Based on 
morphology, physiology, cultural characteristics, biochemical properties, cell wall 
compositions and 16S rRNA gene sequencing analysis, the strain Ac 9.1 was identified 
as Streptomyces griseocarnius. When sodium caseinate medium supplemented with 
1% yeast extract was used to produce antibiotic by actinomyces strain Ac 9.1 it found 
that the ethyl acetate extract of fermentation broth of the strain significantly inhibited the 
growth of B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans, S. cerevisiae and  
A. niger. Ethyl acetate extract from fermentation broth by mean of chromatographic 
techniques yielded one known compound as N-acetyltyramine. The structure 
elucidation of this compound was achieved by analysis of spectroscopic data including 
MS, IR and NMR spectroscopies and comparison with literature data. An antimicrobial 
activity test of this compound at concentration level of 500 µg/ml significantly inhibited 
the growth of pathogenic plant fungi, Pythium aphanidermatum. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 แอกติโนมัยซีตเปนจุลินทรียที่ถูกจัดใหอยูในกลุมของแบคทีเรียเนื่องจากไมมีเยื่อหุม
นิวเคลียส มีสวนประกอบของผนังเซลลเชนเดียวกับแบคทีเรีย ติดสีแกรมบวก มีความไวตอสาร
ปฏิชีวนะที่ทําลายแบคทีเรียแตตานทานตอสารปฏิชีวนะที่ทําลายรา มีปริมาณเปอรเซ็นตของเบส 
guanine และ cytosine (%G+C) ในดีเอ็นเอสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป และมีลักษณะบาง
อยางที่เหมือนกับราคือมีการสรางเสนใย (hyphae) แตเสนผานศูนยกลางของเสนใยมขีนาดเล็ก
กวารา (Sykes และ Skinner, 1973) และมีการสรางสปอร อาจเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู หรือเปน
สายสปอร เชน สกุล Actinoplans สรางสปอร (sporangiospore) ในอับสปอร (sporangium) 
(Couch, 1963 ; Vobis, 1987) โคโลนีของแอกติโนมัยซีตมีลักษณะทึบแสง ประกอบดวยสายใย
อาหาร (substrate mycelium ) และสายใยอากาศ (aerial mycelium) มีการสรางผนังกั้นเสนใย 
ผิวโคโลนีอาจเรียบ นูน ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกล็ด  โคโลนีมีสีตางๆ เชน สีขาว เหลือง สม 
ชมพู แดง มวง ฟา เขียว น้ําตาล และดํา  

 แอกติโนมัยซีตพบไดในสภาวะแวดลอมทั่วไป เชน ดิน น้ํา โคลน ปมรากพืช และอากาศ 
ในดินพบแอกติโนมัยซีตเปนอันดับสองรองจากแบคทีเรีย (Sykes และ Skinner, 1973) มีการดํารง
ชีวิตแบบ saprophytic เปนกลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสลายสาร biopolymer ที่มีโครงสราง    
ซับซอนได เชน ลิกโนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส เคราติน เพคติน และไคติน โดยเฉพาะสกุล 
Streptomyces สวนใหญสามารถยอยสลายไคติน เพื่อใชเปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน 
(Kutzner., 1981) นอกจากนี้มีรายงานวาการเติมไคติน สามารถเพิ่มจํานวนแอกติโนมัยซีตในดิน
ใหมากขึ้น (Gryndler et al., 2003) ดังนั้นดินรังปลวกจึงเปนแหลงหนึ่งที่นาสนใจในการแยกแอก   
ติโนมัยซีต เนื่องจากดินรังปลวกมีการสะสมของไคตินซึ่งเกิดจากปกและเปลือกผิวนอกของปลวก  
ที่ตาย  

 แอกติโนมัยซีตเปนแหลง bioactive metabolite มากมาย โดยเฉพาะสารปฏิชีวนะ ในป 
1995 สารปฏิชีวนะที่ใชกันอยางแพรหลาย 12,000 ชนิด พบวาผลิตโดย Streptomyces ถึง 55% 
ในกลุมแอกติโนมัยซีตที่ไมใช Streptomyces 11 % แบคทีเรีย 12% และราสรางเสนใย 22% นอก
จากสารปฏิชีวนะแลว แอกติโนมัยซีตยังสามารถผลิตสารยับยั้งเซลลมะเร็ง สารยับยั้งไวรัสอีกดวย  
และนอกจากในดานสาธารณสุข สารปฏิชีวนะยังถูกนํามาใชทางดานการเกษตรโดยใชควบคุม      
จุลินทรียกอโรคในพืช เชน การใช fungichomin ที่ผลิตโดย Streptomyces padanus ในการควบ
คุมโรคเนาคอดินในกล่ําปลี ที่มีสาเหตุมาจาก Rhizoctonia solani (Shih et al., 2003) และใน  
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อุตสาหกรรมการผลิตแอลกอฮอล มีการนํา virginiamycin ที่ผลิตโดย Streptomyces virginiae 
เพื่อควบคุมการเจริญของแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก (Hynes et al., 1997)  

แมวาสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัยซีตถูกคนพบตั้งแตป 1940 โดย Waksman และ 
Woodruff (Waksman และ Woodruff, 1940) แตการคนหาสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัย-
ซีตยังคงดําเนินตอไป เนื่องจากการพัฒนาของจุลินทรียกอโรคในการตานทานสารปฏิชีวนะ เชน 
ความตานทานตอยา methicillin ของ Staphylococcus (Glodman et al., 1996) การเกิดโรคใหม
เกิดขึ้นเชน AIDs, Hanta virus, Ebola virus, Cryptosporidium (Strohl, 1997) และความเปน
พิษจากยาบางชนดิที่ใชในปจจุบัน เชน Amphotericin B ทําใหเกิด nephrotoxicity ลดระดับการ
ไหลของเลือดที่ไต คลื่นไสอาเจียน และเบื่ออาหาร (Gupt et al., 2002) ดังนั้นการแยกแอกติโนมัย-
ซีตที่สรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียจากดินรังปลวก อาจเปนอีกขั้นหนึ่งในการพัฒนา                   
อุตสาหกรรมยาตอไป 
 
วัตถุประสงค 

เพื่อแยกแอกติโนมัยซีตจากดินรังปลวกที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย  
จําแนกชนิดของแอกติโนมัยซีตที่คัดเลือก ผลิตสารปฏิชีวนะ สกัดแยก และวิเคราะหหาสูตรโครง
สรางของสารปฏิชีวนะนั้น 
 
ขั้นตอนการวิจัย 

1. แยกแอกติโนมัยซีตจากดินรังปลวก 
2. ทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีต 
3. จําแนกชนิดของแอกติโนมัยซีตที่คัดเลือกได 
4. ผลิต สกัดแยก และทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์ 
5. วิเคราะหหาสูตรโครงสรางของสารบริสุทธิ์โดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกป  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ผลการคัดเลือกและจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ การ
ผลิตและวเิคราะหโครงสรางสารปฏิชีวนะนั้น จะเปนองคความรูพื้นฐานของสารปฏิชีวนะที่ผลิต
จากแอกติโนมัยซีต ซึ่งสามารถนําไปใชประโยชนตอการพัฒนาทางดานอุตสาหกรรมยาตอไป  
 
 



บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 ลักษณะทั่วไปของแอกติโนมัยซีต  

แอกติโนมัยซีตเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่มีเปอรเซ็นตเบสกวานีน (guanine) และ
ไซโตซีน (cytosine) ใน DNA สูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป เชน Bacillus, Clostridium, 
Staphylococcus และ Streptococcus (Kieser et al., 2000) แอกติโนมัยซีตถูกจัดใหอยูในกลุม
ของแบคทีเรียเนื่องจากไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส และไมโตคอนเดรีย (Cross และ Goodfellow, 1973) 
นอกจากนี้ผนังเซลลของแอกติโนมัยซีตยังประกอบดวย mucopeptide (N-acetyl glucosamine 
เชื่อมกับ N-acetyl muramic acid) ; 2, 6- diaminopimelic acid; glutamic acid; glycine และ 
alanine (David, 1959; Waksman และ Henrici, 1974) สวนผนังเซลลของเชื้อราประกอบดวย 
glucans, mannans และ chitin (Cummins, 1958) แตแอกติโนมัยซีตมีลักษณะบางอยางที่คลาย
กับราคือ มีการสรางเสนใย แตเสนใยมีขนาดเล็กกวารา คือมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5–2.0 
ไมโครเมตร มีการสรางสปอรบนสายใยอาหาร (subtrate mycelium) และ/หรือสายใยอากาศ 
(aerial mycelium) มีลักษณะเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู หรือตอกันเปนสายยาว สายสปอรอาจมี
ลักษณะตรง เปนวง ขดเปนเกลียว  อาจมีการสรางสปอรในอับสปอร (sporangium) เชน 
Actinoplanaceae และ Dactylosporangium  (Buchanan และ Gibbons, 1974) และพบการ
สราง clamydospores ใน Actinosporangium violacles (Krasil’nikov, 1981) 

 
2.2 สัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซีต 

2.1.2 การสรางโคโลนี 

  โคโลนีของแอกติโนมัยซีตเกิดจากการรวมกันของเสนใย เปนกลุมเสนใยที่หนา
แนน การสรางโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แสดงดังรูปที่ 2.1 เร่ิมจากการลงเชื้อในอาหารเลี้ยง
เชื้อ ซึ่งอาจเปนสปอรเดี่ยว อับสปอร สวนของเสนใยที่หัก หรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม รูป 
2.1(A) จากนั้นหัวเชื้อมีการพัฒนาเปนสายใยอาหาร รูป 2.1(B) และสายใยอาหารเจริญโดยการ
แทงผานอาหารขึ้นมาเปนสายใยอากาศ รูป 2.1(C) ซึ่งเปนสวนที่สัมผัสกับอากาศโดยตรง จากนั้น
มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลนีเชน การสรางสปอร การสรางสปอรและการแบงตัวของเสน
ใยเริ่มจากการสรางผนังกั้น    โดยทั่วไปเสนใยมักมีผนังกั้นชั้นเดียวเพื่อความคงตัว และสรางเปน
เสนใยแข็ง (Kalakoutskii และ Agre, 1976)  
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รูปที่ 2.1 ข้ันตอนการสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซีต [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

   

ลักษณะของโคโลนีมีความแตกตางกันในแตละสปชีส เชนใน Streptomyces  มีทั้งสายใย
อาหารและสายใยอากาศซึ่งเปนโครงสรางหลักของโคโลนี ใน Micromonospora และ 
Actinoplanes ไมมีสายใยอากาศ สวน Sporichthya การสรางเสนใยถูกจํากัดทําใหมีสายใย
อากาศสั้น โคโลนีอาจฟูหรือเรียบแบน บางครั้งมีลักษณะคลายหนัง มีความหลากหลายตั้งแตนุม 
เหนียว จนถึงแข็ง สีของโคโลนีมีส ีขาว เหลือง สม ชมพู แดง มวง ฟา เขียว น้ําตาลละดํา ผิวของ 
โคโลนีอาจเรียบ นูน ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกล็ด ขนาดของโคโลนีข้ึนกับสปชีส อายุ และ 
สภาวะการเจริญ เสนผานศูนยกลางของโคโลนีมีความแตกตางตั้งแตหนวยมิลลิเมตรจนถึง
เซนติเมตร 

2.2.2 โครงสรางภายในเสนใย 

  เสนใยเดี่ยวมีความหนาประมาณ 0.4 – 1.2 ไมโครเมตร มีผนังกั้น และเจริญออก
ทางดานปลายสามารถแตกแขนงได โครงสรางหลักในเสนใยที่แสดงวาเปนโปรคาริโอตคือ ใน     
ไซโตพลาสซึม ประกอบไปดวยสายดีเอ็นเอ ไรโบโซม และสารตางๆที่รวมอยูดวยกัน เชน 
polyphosphate,  lipid หรือ polysaccharides เยื่อหุมเซลลติดกับไซโตพลาสซึมอาจเกิดเปนมีโซ-
โซม ซึ่งมักจะตอกับโครงสรางของผนังเซลล  

 

 



 5

2.2.3 ชนิดของสปอร 

  แอกติโนมัยซีตมีการสรางสปอรแบงเปน 3 ประเภทตามลักษณะโครงสรางภาย
นอกคือ สปอรเดี่ยว เปนสาย และสรางสปอรในอับสปอร  

1. การสรางสปอรเดี่ยว การสรางสปอรเดี่ยวเรียกวา monosporous พบในหลายสกุล ใน 
Micromonospora กานชูสปอร (sporophore) เกิดขึ้นบนสายใยอาหาร สปอรติดอยูที่ฐานหรือ
อาจติดอยูกับกานสั้นๆ หรือแยกออกมาเดี่ยวๆ การสรางสปอรเร่ิมจากสวนปลายของเสนใยมีการ
พองตัว จากนั้นมีการสรางผนังกั้น และสรางเปนผนังสปอร (Kawamoto, 1989) 
Thermomonospora สรางสปอรเดี่ยวบนสายใยอากาศ ที่ปลายกานชูสปอร ที่แตกแขนงหรือไม
แตกแขนง การแตกแขนงทําใหเกิดการสรางเปนกลุมของสปอร สกุลอ่ืนๆที่สรางสปอรเดี่ยวคือ 
Saccharomonospora มีการสรางสปอรเดี่ยวรูปไขที่ปลายสายใยอากาศ กานชูสปอรไมแตกแขนง 
ถาใชศัพททางราอาจเรียกการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, Thermomonospora และ 
Saccharomonospora วา aleuriospores เพราะ สปอรเกิดจากปลายเสนใยที่แตกแขนงมีการโปง
ออก (McCarthy, 1989) ลักษณะการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, 
Thermomonospora และ Saccharomonospora แสดงดังรูปที่ 2.2  

รูปที่ 2.2  การสรางสปอรเดี่ยวของ A. Micromonospora  B. Thermomonospora  และ  
    C. Saccharomonospora  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

 

2. การสรางสปอรเปนสาย ในแอกติโนมัยซีตมีการสรางสปอรแบบนี้เปนสวนมาก ตาม
ศัพทแลวสามารถแบงลักษณะของสายสปอร โดยพิจารณาจากความยาวหรือจํานวนของสปอร 
นั่นคือ di- หรือ bisporous, oligosporous  และ polysporous  
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สาย bisporous ประกอบดวย สปอรคูตอกันตามยาว พบในสกุล Microbispora เปนการ
สรางสปอรที่พบไดยาก สปอรทรงรี 2 สปอรมีเสนผานศูนยกลางมากกวา 2 ไมโครเมตร อาจเกิดขึ้น
บนสายใยอากาศโดยตรง หรือเกิดบนกานชูสปอรสั้นๆ ลักษณะสปอรของ  Microbispora แสดงดัง
รูป 2.3 การสรางสปอรเร่ิมจากเสนใยอากาศแตกหนอออกทางดานขาง เปนกิ่งสั้นๆ จากนั้นมีการ
พองออกและสรางผนังกั้นตรงกลาง การจัดจําแนกกลุมใหมและลักษณะใหมชี้ใหเห็นวาลักษณะ
สาย disporous ไมไดพบในสกุล Microbisporora เทานั้น ลักษณะสปอรสอง สปอรที่ตอกันแนว
ยาวยังพบใน Actinomadura echinospora และ Actinomadura rugatobispora 
(Kroppenstedt et al., 1990; Miyadoh et al., 1990) นอกจากนี้สกุล Actinobispora มีสปอร
แบบ disporous เชนเดียวกัน (Jiang et al., 1991) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.3  A. การสรางสปอรแบบ disporous ของ  Microbispora  

B. และ C. การสรางสปอรแบบ oligosporous ของ Nocardia brevicatena และ     
Catellatospora  ตามลําดับ  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 
 

แอกติโนมัยซีตที่สรางสปอรแบบ oligosporous พัฒนาจากสปอรสายสั้นๆ สวนมากพบ 7-10 
สปอรตอสาย นอยที่สุดคือ 3 สปอร และบางสปชีสจะมีสปอรมากถึง 30 สปอร Nocardia 
brevicatena สรางสายสปอรส้ันๆคือ 2-7 สปอรดังรูป 2.3 บนสายใยอาหารและสายใยอากาศ 
กานชูสปอรและสายสปอรมีการแตกแขนง มีการแตกหักของเสนใยอาหาร ในสปชีส 
Saccharopolyspora rectivirgula (Korn-Wendisch et al., 1989) ในสายสปอรมีสปอรตอกัน
นอยกวา 5 สปอร บนดานขางหรือปลายของกานชูสปอร N. brevicatena และ  S. rectivirgula มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน สปชีสในสกุล Actinomadura และ Microtetraspora 
สรางสายสปอรสั้นๆบนสายใยอากาศ จํานวนสปอรบนสายสปอรมีตั้งแต 4 สปอรพบในสกุล 
Microtetraspora และจนถึง 10–20 สปอร สายสปอรอาจตรง เปนขอ มีลักษณะเปนวงเปด (open 
loop) หรือเปนเกลียว (spiral) ซอน 1 ชั้นจนถึง 4 ชั้น เชน Actinomadura pusila ในสกุล 
Streptoverticillium มีลักษณะเฉพาะคือกานชูสปอรอยูเปนวงรอบเสนใยแกน สายสปอรเปน
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เกลียวซอนติดกัน เสนใยแกนที่มีสายสปอรจะเกิดการบิด (Locci และ Baldan, 1971) สายสปอร
สั้นอาจจะตรง โคงงอ ปลายเปนขอ (Locci และ Schofield, 1989) การสรางสปอรในสกุล 
Macrospora, Microcelobosporia และ Elytrosporangium มีลักษณะสปอรใหญบนสายสปอร
สั้น หรือสายสั้นๆบนสายใยอาหาร (Cross และ Alderson, 1988)  สายสปอรส้ันพบใน 
Sporichthya polymorpha ซึ่งสายใยอากาศมีสปอรเปนรูปแทงจนถึงสปอรกลม (Lechevalier 
และ Lechevalier, 1989) Catellatospora สายสปอรมีลักษณะตรงจนถึงโคงงอ มีสปอร 5 - 30 
สปอร ซึ่งแทงขึ้นมาจากอาหารเปนสายสั้น ไมแตกแขนง หรือมีกานชู สปอรที่แตกแขนง แสดงดัง
รูปที่ 2.3 (Asano และ Kawamoto,1986)  

 แอกติโนมัยซีตที่สรางสปอรมาก(polysporous) ที่สําคัญคือ สปชีสในสกุล Streptomyces 
ซี่งมีการสราง สปอรเปนสายมากกวา 50 สปอร สปอรของ Streptomyces และแอกติโนมัยซีตชนิด
อ่ืนที่มี สปอรมากมักเรียกวา arthospores ซึ่งสอดคลองกับ arthospores ของราในกลุม 
Deuteromycota ที่มีการสรางสายสปอรและมีการแตกหักของเสนใย ความแตกตางของลักษณะ
ของสายสปอรสามารถใชเปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได (Ettlinger  et al., 1958 ; Pridham 
et al., 1958 ; Korn-Wendisch และ Kutzner, 1992) การสรางสปอรบนสายใยอากาศของ 
Streptomyces มีความแตกตางกันสามารถแบงออกไดเปน 4 ลักษณะคือ 

1. Rectiflexbiles ; ลักษณะของสายสปอรตรง หรือโคงงอ  

2. Retinaculiaperti ; สายสปอรคลายขอ (hook) เปนวงเปด หรือเปนเกลียวซอนกัน 1-3 
ชั้น 
3. Spira ; สายสปอรเปนเกลียว แยกไดเปน 2 แบบคือเปนวงปดเปนเกลียวติดกันแนน 
และ เปนเกลียวแบบวงเปด เกลียวยาว ยืด ไมติดกันแนน 

4. Verticillati ; สายสปอรขดคลายกนหอย และแตกแขนงออกเปนชอ 

การสรางสปอรแบบเปนสายยาว (แสดงดังรูปที่ 2.4) 

ในบางกรณสีายสปอรเปนเกลียวขดกันแนนและแยกออกมาทําใหมีลักษณะเหมือนกับ
อับสปอรหรือ pycnidia นอกจากนี้ในวงศ Pseudonocardiaceae สวนมากจะมีการสรางสปอร
จํานวนมาก (Embley, 1992) Pseudonocardia เกิดสายสปอรบนสายใยอาหารและสายใย
อากาศ อีกสกุลที่มีการสรางสปอรเปนสายยาวคือ Nocardiopsis ซึ่งเกิดขึ้นบนสายใยอากาศ อาจ
เปนสายตรงหรืองอ หรือซิกแซก (Meyer, 1989) 
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รูปที่ 2.4  การสรางสปอรแบบเปนสายยาวของ Streptomyces 4 ลักษณะคือ 
    1. Rectiflexbiles   2. Retinaculiaperti  3. Spira  4. Verticillati    

  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

3. การสรางสปอรในอับสปอร มีหลายสกุลที่สรางสปอรในอับสปอร ภายในอับสปอรมี 
สปอรอยูมากมาย สามารถแบงกลุมการสรางอับสปอรไดเปนสองกลุมใหญคือ กลุมที่สรางอับ 
สปอรบนสายใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอากาศ  

กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอาหาร ประกอบดวยสกุล Actinoplans อับสปอรมี
ลักษณะ ทรงกลม หรือเกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงที่แนนอน มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 5-15 
ไมโครเมตร และอยูบนสายใยอาหารโดยตรง มีสปอรตอกันเปนสายและแตกแขนงขดกันเปนกอน
อยูภายในผนังหอหุมแสดงดังรูป 2.5 สปชีส Ampullariella ในสกุล Actinoplans สรางอับสปอรมี
รูปรางแตกตางกันไป คือ รูปทรงกระบอก ทรงขวด เปนตุม จนถึงไมเปนรูปทรงแสดงดังรูป 2.5  
ขนาดของอับสปอรเฉลี่ยอยูที่ กวาง 10 ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงตอกัน
เปนสาย (Couch, 1963 ; Vobis, 1987) 

อีกสกุลที่มกีารสรางสปอรในอับสปอรคือ Pilimelia อับสปอรสรางขึ้นบนผิวของอาหาร มี
รูปทรงกระบอก ทรงกลม ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร สปอรเปนรูปแทง มีการเรียงตัวกัน
เปนแถวขนานกันหรือ วกวนไมเปนระเบียบ (Vobis, 1984) นอกจากนี้ยังมีอีกหลายสกุลที่มีการ
สรางอับสปอรเชน สกุล Dactylosporangium สกุลนี้มีจํานวนสปอรแบบ oligosporous คือมี 
สปอรประมาณ 2–5 สปอรอยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลายนิ้ว แสดงดังรูปที่ 2.5 (Vobis และ Kothe, 
1985)  
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รูปที่ 2.5 รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนสายใยอาหาร A. สกุล Actinoplanes (รวมถึง 
Ampullariella): 1. ทรงกลม  2. ทรงกระบอก 3. เปนพู 4. กึ่งทรงกลม 5. ไมเปนรูปทรง   
B. สกุล Pilimelia : 6. ทรงรี   7. รูปทรงระฆัง  8. ทรงกระบอก   
C. สกุล Dactylosporangium : 9. รูปทรงกระบอง  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

 
 กลุมที่มีการสรางอับสปอรบนสายใยอากาศแสดงดังรูปที่ 2.6 ประกอบดวยสกุล 

Planomonospora มีอับสปอรรูปทรงกระบอก ภายในมีเพียงหนึ่งสปอร (Vobis, 1986) สกุล 
Planobispora มีสปอรคูตอกันอยูภายในอับสปอร (Thiemann และ Beretta, 1968) สกุล 
Planotetraspora มีอับสปอรทรงกระบอกยาว ภายในมีสี่สปอร ตอกันเปนหนึ่งแถว (Runmao 
Guizhen และ Junying, 1993)  สกุล Planopolyspora มีสปอรจํานวนมากภายในอับสปอร เมื่อ
โตเต็มที่อับสปอรจะเปนแผนแบนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร มีสปอรจํานวนมหาศาลตอกันเปน
แถวเดี่ยวอยูภายใน (Petrolini et al., 1993) สกุล Streptosporangium สวนมากอับสปอรเปนทรง
กลม มีเสนผานศูนยกลาง 10 ไมโครเมตร มีการสรางผนังกั้นเปนสปอรเดี่ยวตอกันเปนสายยาวขด
เปนวงอยูภายในอบัสปอร (Williams และ Sharples, 1976 ; Petrolini et al., 1992) ในปจจุบัน
สกุล Kutzneria ไดถูกแยกออกจากสกุล Streptosporangium มีอับสปอรลูกกลมขนาดใหญ เสน
ผานศูนยกลางมากกวา 48 ไมโครเมตร และมีผนังอับสปอรบาง อยูบนกานชูสปอรยาว  สกุล 
Spirillospora มีอับสปอรเปนทรงกลม หรือรูปรางเหมือนหนอน (vermiform) เสนผานศูนยกลาง 
5-24 ไมโครเมตร สปอรเรียงตัวเปนสายแตกแขนง หรือเปนวง สปอรเปนรูปแแทง และโคงงอ 
(Vobis, 1986) 
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รูปที่ 2.6   รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนสายใยอากาศ  
A. สกุล Planomonospora : monosporous, รูปกระบอง B. สกุล Planobispora : disporous, 
ทรงกระบอก C. สกุล Planotatraspora : tetrasporous, ทรงกระบอก D. สกุล Planopolyspora : 
polysporous, รูปทรงคลายทอ  E. สกุล Spirillospora:  polysporous, ทรงกลม และ   
F. สกุล Streptosporangium : polysporous, ทรงกลม [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 
 
 
2.3 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีต 

 
  โดยทั่วไปขอมูลพื้นฐานในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตคือ ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาเชน ลักษณะของสายใยอากาศ สายใยอาหาร โคนิเดีย (conidia) และอับสปอร 
นอกจากนี้ลักษณะทางเคมีของเซลล คือ dibasic amino acid ในผนังเซลล และ การ
วิเคราะหน้ําตาลภายในเซลลที่ถูกยอย สามารถนํามาใชในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตไดอีก
ดวย จากการวิเคราะหลักษณะทางเคมีของเซลล Williams และคณะในป 1989 ไดแบงผนัง
เซลลของแอกติโนมัยซีตออกไดเปน 4 ชนิด  แสดงดังตารางที่ 2.1 ผนังเซลลชนิด Ι คือมี 
diaminopimelic acid (DAP) ที่มีไอโซเมอรแบบ L พบในกลุมของ Streptomycetes และสกุลที่
ใกลเคียง ซึ่งทําใหสามารถจําแนกกลุมดังกลาวออกจากแอกติโนมัยซีตกลุมอ่ืนไดอยางชัดเจน 
 
 
 



 11

ตารางที่ 2.1  ความสัมพันธระหวางชนิดผนังเซลลและน้ําตาลภายในผนังเซลลของ  
แอกติโนมัยซีต (Williams et al., 1989) 

 
ชนิดผนังเซลล รูปแบบของกรดอะมิโนและน้ําตาล 

I L- diaminopimelic acid             ไกลซีน 
II meso* diaminopimelic acid       ไกลซีน 
III meso  diaminopimelic acid       ไมพบไกลซีน 
IV meso  diaminopimelic acid        อะราบิโนส  กาแลคโตส  ไมพบไกลซีน 

* อาจพบในรูปของ 3- hydroxy aminopimelic acid 
 
นอกจากนี้องคประกอบอื่นที่มีความสําคัญในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีต คือ ลักษณะ

รูปรางและสีของสายใยและสปอร  การสรางรงควัตถุที่แพรสูในอาหาร (diffusible pigment) การ
สรางรงควัตถุเมลานีน และการวิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  

ตามรายละเอียดขางตนสามารถใชในการจัดจําแนกแอคติโนมัยซีตออกไดเปน 8 กลุม
ใหญ (Holt et al, 1994) คือ 

1. Nocardioform actinomycetes  
กลุมนี้มีลักษณะแตกตางกัน สวนมากมีการแตกหักของเสนใย บางสกุลมีการสรางสายใย

อากาศ อาจมีหรือไมมี mycolic acids สามารถแบงเปนกลุมยอยไดดังนี้ 
1.1 แอกติโนมัยซีตที่พบ mycolic acid  
1.2 Pseudonocardia และสกุลใกลเคียง 
1.3 Nocardioides และ Terrabacter 
1.4 Promicromonospora และสกุลใกลเคียง 

2. Actinomycetes with multilocular sporangia  
กลุมนี้เสนใยมีการสรางผนังกั้นแบงตามยาวและตามขวาง มีการสรางอับสปอรขนาดใหญ 

สปอรอาจเคลื่อนที่ได เชนสกุล Dermatophilus และ Geodermatophilus เปนตน หรือเคลื่อนที่ไม
ได ไดแกสกุล Frankia 

3. Actinoplanetes  
มีการสรางเสนใยที่แข็งแรง ไมพบการสรางสายใยอากาศหรือมีการสรางนอย สปอร

เคลื่อนที่ไดเกิดในอับสปอร (Actinoplanes, Ampullariella, Dactylosporangium และ Pilimelia) 
หรือสรางสปอรเดี่ยวที่ไมเคลื่อนที่ ไดแก Micromonospora หรือสปอรตอกันเปนสายได แก
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Catellatospora ผนังเซลลประกอบดวย meso-DAP และไกลซีน ในเซลลที่ถูกยอยพบอะราบิโนส 
และไซโลส  

4. Streptomycetes และสกุลที่ใกลเคียง 
ผนังเซลลประกอบดวย L-DAP และไกลซีน มีการสรางสายใยอากาศ สปอรตอกันเปนสาย

ยาว ไดแก Streptomyces และ Streptoverticillium ในสกุลอ่ืนคือ Intrasporangium, 
Kineosporia และ Sporichthya มีการสรางสายใยอากาศนอย หรือไมสราง และมีการสรางสปอร
ในลักษณะที่แตกตางกันไป 

5. Maduromycetes  
สรางสปอรสายสั้นๆ ไมเคลื่อนที่ มีการสรางสปอรสองสปอรพบในสกุล Microbispora 

การสรางสปอรส่ีสปอร พบในสกุล Microtetraspora และใน Actinomadura มีการสรางสปอรที่
หลากหลาย ในบางสกุลมีการสรางสปอรในอับสปอรและสปอรเคลื่อนที่ได ไดแก Planobispora, 
Planomonospora และ Spirillospora หรือสปอรเคลื่อนที่ไมได ไดแก Streptosporangium ผนัง
เซลลประกอบดวย meso-DAP ในเซลลที่ถูกยอยพบ madurose 

6. Thermomonospora และสกุลใกลเคียง 
สรางสปอรบนสายใยอากาศ อาจเปนสปอรเดี่ยว ไดแก Thermomonospora สปอรตอกัน

เปนสาย พบใน Actinosynnema และ Nocardiopsis หรือสรางสปอรในโครงสรางที่คลายกับอับส
ปอรคือ Streptoalloterichus ผนังเซลลประกอบดวย meso-DAP  

7. Thermoactinomycetes  
ประกอบดวยสกุล Thermoactinomyces เพียงสกุลเดียว สรางสปอรเดี่ยวซึ่งเปน 

endospore มีการสรางทั้งสายใยอากาศ และสายใยอาหาร ทุกสปชีสเจริญไดที่อุณหภูมิ
สูง(thermophilic) ผนังเซลลประกอบดวย meso-DAP 

8. สกุลอ่ืนๆ  
เปนกลุมที่ไมสามารถจัดเขาในกลุมอ่ืนได ประกอบดวยสกุล Kitasatosporia, Glycomyces, 

Kibdelosporangium และ Saccharothrix ทุกสกุลมีการสรางสายสปอรบนสายใยอากาศ 
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2.4 การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีต 

  พบแอกติโนมัยซีตไดทั่วไปตามแหลงธรรมชาติ เชน ดิน น้ํา ในดินสามารถพบแอก
ติโนมัยซีตเปนที่สองรองจากแบคทีเรีย (Sykes และ Skinner, 1973) ดํารงชีวิตแบบ saprophytic 
เปนกลุมจุลินทรียในดินที่สามารถยอยสลายสาร biopolymers ที่มีโครงสรางซับซอน เชน          
ลิกโนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส เพคติน เคราติน และไคติน นอกจากนี้ในปมรากพืชพบแอกติโนมัย
ซีตที่สามารถตรึงไนโตรเจนคือสกุล Frankia อาศัยอยูรวมกบัไมดอกมากกวา 200 สปชีส (Mincer 
et al., 2002)  บริเวณผิวดิน (0-20 ซม.) มีประชากรของแอกติโนมัยซีตสูงกวาในดินที่ลึกลงไป      
21 – 40 ซม. (Yang et al., 2003)  ในการสํารวจความหลากหลายของแอกติโนมัยซีตในดินใน    
ปาเขตรอน ประเทศสิงคโปร พบแอกติโนมัยซีตสกุล Streptomyces มากที่สุด รองลงมาคือ 
Micromonospora, Actinoplanes, Actinomadura, Nonomuria, Nocardia และ 
Streptosporangium ตามลําดับ ชี้ใหเห็นวาปาฝนเขตรอนมีความหลากลายของแอกติโนมัยซีต
มาก จึงเปนแหลงหนี่งที่สําคัญในการคนพบสารประกอบที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม (Wang 
et al., 1999) ในแหลงดินภเูขาที่เก็บจากระดับความสูง 3,000 – 3,900 เมตร จากระดับน้ําทะเล 
ในมณฑลยูนาน ประเทศจีน พบ Streptomyces ถึง 99% ของแอกติโนมัยซีตที่พบทั้งหมด (Xu et 
al., 1996) แมในดินตัวอยางที่แตกตางกัน มักพบ Streptomyces จํานวนมากที่สุดในกลุมแอกติโน
มัยซีต ดังรายงานของ Park และคณะ (1999) ทําการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดินจากถ้ํา
หินปูนและดินบริเวณรากพืช สามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดทั้งหมด 162 สายพันธุจากดินในถ้ํา 
และจากดินบริเวณรากพืช 295 สายพันธุ พบวา Streptomyces เปนสายพันธุที่พบมากที่สุดในดิน
ทั้งสองแหลง นอกจากนี้ยังมีการศึกษาความหลากหลายของ แอกติโนมัยซีตที่สามารถยับยั้งรา
จากดินใน 14 เขตที่แตกตางกัน ทางตะวันตกของประเทศเกาหลี สามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดทั้ง
หมด 1,510 สายพันธุ พบวา Streptomyces เปนประชากรหลักในทุกดินตัวอยาง และมากกวา 
50% ของแอกติโนมัยซีตทั้งหมดที่สามารถยับยั้งราไดคือสกุล Streptomyces (Lee และ Hwang, 
2002)  

 จากรายงานขางตน ชี้ใหเห็นวา Streptomyces เปนประชากรหลักของแอกติโนมัยซตีที่
อาศัยอยูในดิน ดังนั้นสกุลอ่ืนที่นอกเหนือจาก Streptomyces จึงจัดเปนแอกติโนมัยซีตที่หายาก 
(rare actinomycetes) เชน Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis, 
Dactylosporangium, Kibdelosporangium, Microbispora, Micromonospora, Planobispora, 
Streptosporangium และ Planomonospora (Lazzarini et al., 2000) จึงมีวิธีที่จําเพาะในการ
แยกแอกติโนมัยซีตกลุมนี้ ดังรายงานตอไปนี้ 
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 Suzuki และคณะ (2001) แยกสกุล Planomonospora จากดิน โดยใชอาหาร Humic 
acid-trace salts gellan gum (pH 9) เปนอาหารที่ใชคัดเลือก โดย Planomonospora สรางอับ 
สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สามารถแยกสปอรที่เคลื่อนที่ไดจากอับสปอร โดยใช 0.1 % skim milk 5 
mM N–cyclohexyl–2–amino–ethanesulfonic acid (CHES) (pH 9) เปนสารละลายในการลาง 
สปอรที่เคลื่อนที่ไดออกมา จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 32 ซo เปนเวลา 90 นาที  แยกสปอรโดยการ
ปนเหวี่ยงที่ 1000xg เปนเวลา 10 นาที วิธีนี้สามารถแยกสกุล Planomonospora ได 246 สาย
พันธุ จากดินตัวอยางทั้งหมด 1,200 ตัวอยาง และมีรายงานวา Planomonospora parontospora 
var. antibiotica สรางสารปฏิชีวนะ sporangiomycin (Thiemann et al., 1968) 

 Suzuki และคณะ (2000) แยกสกุล Actinobispora จากดิน โดยการอบดินตัวอยางที่
อุณหภูมิ 110 ซo เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เติม 0.85% NaCl 1 
มิลลิลิตร จะไดสารละลายสปอร เจือจางสารละลายสปอรดวย 0.85% NaCl และนํามาสเปรทบน
อาหาร Humic acid-vitamin gellan gum (HVG) ที่เติมสารปฏิชีวนะ leucomycin 1 µg/ml  
nivobiocin  1 µg/ml, tunicamycin 0.5 µg/ml,  cycloheximide 50 µg/ml และ nystatin 50       
µg/ml การใชวิธีนี้สามารถแยกสกุล Actinobispora ได 18% ของตัวอยางดิน  

 Suzuki และคณะ (1999) แยกสกุล Sporichthya จากดิน ที่มีการสราง zoospore โดยนํา
ดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 80 ซo เปนเวลา 60 นาที เพื่อลดจํานวนของแบคทีเรียชนิดอื่นที่ไมใช
แอกติโนมัยซีต จากนั้นเติมสารละลาย 0.1% skim milk ใน 10 mM MOPs 
(morpholinepropanesulfonic acid) (pH 8) ในดินที่อบแลว นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 ซo เปนเวลา 
60 นาที แยกสปอรโดยการปนเหวี่ยงที่ 1000x g เปนเวลา 10 นาที เจือจางสปอรใน 0.85% NaCl
นําสารละลายสปอร สเปรทบนอาหาร Humic acid-vitamin agar (HVG)  

 Hayakawa และคณะ (1996) แยก Microtetraspora glauca  และแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุใกลเคียงจากดิน นําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 110 ซo อุณหภูมิ 60 นาที นํามาเจือจางใน
น้ํากลั่นฆาเชื้อ ปเปตสารละลายดิน 0.5 มิลลิลิตรที่ระดับการเจือจาง 10-1 เติมลงในฟอตเฟตบัฟ
เฟอร(5 mmol/l pH 7.0) 5 มิลลิลิตร ที่มีการเติม benzethonium 0.05% บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 30 นาที ปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร สเปรทบนอาหาร LSV-SE agar ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
kanamycin 20 mg norfloxacin 20 mg และ nalidixic acid 10 mg/l 

 Hayakawa และคณะ (1995) แยก Actinomadura viridis จากดิน นําดินตัวอยางมาอบที่
อุณหภูมิ 110 ซo เปนเวลา 60 นาที เจือจางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อที่เติม phenol 1.0 % นําไปบมที่ 30 
ซo เปนเวลา 30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.2 มิลลิลิตร มาสเปรทบนอาหาร Humic acid-
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vitamin (HV) agar ที่ผสม kanamycin, josamycin, lysozyme และ nalidixic acid มีรายงานวา
สกุล Actinomadura สามารถผลิตสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพคือ maduramicin, 
esperamicins และ pradimicins (Kroppenstedt et al., 1990)  

 จากรายงานขางตนสามารถสรุปไดวาในการแยกแอกติโนมัยซีต ในสกุลที่จําเพาะแบงเปน 
2 ขั้นตอนหลักดวยกันคือ pretreatment อาจทําโดยการอบดินดวยความรอน ใชสารเคมี เพื่อ
ทําลายแบคทีเรียที่ไมสรางเสนใย หรือใช polyvalent phage เพื่อลดจํานวนของ Streptomyces  
(Kurtboke et al., 1992) ที่เปนประชากรหลักในดิน และสองคือ การใชอาหารที่จําเพาะตอสาย
พันธุนั้นๆ อาจมีการเติมสารปฏิชีวนะในความเขมขนที่สายพันธุนั้นตานทานได และสามารถยับยั้ง
สายพันธุที่ไมตองการ นอกจากนี้การเติมสารบางอยางสามารถกระตุนการเจริญของแอกติโนมัย- 
ซีต ดังรายงานของ Grynder และคณะ (2003) พบวาการเติมไคตินเปนการเพิ่มจํานวนแอกติโน-
มัยซีตในดินมากขึ้น 
 

2.5 สารปฏิชีวนะ (antibiotic) 
 
  สารปฏิชีวนะหมายถึงสารประกอบอินทรียที่สรางโดยจุลินทรีย โดยสวนมากจะ
เปนสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite) มีมวลโมเลกุลตํ่า สามารถยับยั้งหรือ
ทําลายจุลินทรียชนิดอื่นที่ความเขมขนนอยๆ (Demain, 1999) และจะไมรวมถึงสารสกัดจากพืช
หรือแหลงอื่นที่ไมใชจุลินทรีย เพราะสารเหลานี้ใชความเขมขนสูงในการยับยั้งหรือทําลายจุลินทรีย 
ปจจุบันสารปฏิชีวนะอาจรวมถึงสารกึ่งสังเคราะหที่ใชสารปฏิชีวนะเปนตนแบบดวย (ดวงพร     
คันธโชติ, 2530) 

  การทํางานของสารปฏิชีวนะแบงออกเปน 2 แบบคือยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
กอโรคเรียกวา microbistatic และฆาจุลินทรียกอโรคเรียกวา microbicidal ถาสารปฏิชีวนะเปน
แบบ microbistatic รางกายจะกําจัดจุลินทรียกอโรคโดยใชระบบการปองกันของรางกายคือ 
phagocytosis การผลิตแอนติบอดี การผลิต interferon เมื่อมีการติดเชื้อจากไวรัส หรือ กลไกการ
ปฏิเสธของลําไสโดยเกิดอาการทองเสีย อาเจียน ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ microbicidal จะฆา    
จุลินทรียกอโรคโดยการทําใหเซลลแตก แตรางกายยังคงไดรับผลจากสารพิษที่จุลินทรียสรางขึ้น 
(Edwards, 1980) รูปที่ 2.7 แสดงการทํางานของสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
เรียกวา bacteristatic เชนการทํางานของ chloramphenicol และสารปฏิชีวนะที่ฆาเซลล
แบคทีเรียเรียกวา bactericidal ซึ่งสังเกตจากจํานวนของแบคทีเรียลดลง เชนสารปฏิชีวนะในกลุม 
aminoglycosides 
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รูป 2.7 ผลของสารปฏิชีวนะแบบ bacteriostatic และ bacteriocidal  ตอการเจริญของแบคทีเรีย 

[ที่มา Scholar และ Pratt, (2000)] 
 

2.6 สารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

  แอกติโนมัยซีตเปนแหลงที่สําคัญของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ โดยเฉพาะสาร
ปฏิชีวนะ ในป 1994 Berdy อางอิงโดย Kieser และคณะ (2000) รายงานวา แอกติโนมัยซีตผลิต
สารปฏิชีวนะ 66% ของสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยจุลินทรียทั้งหมด รองลงมาคือรา 22% และ
แบคทีเรีย 12% แสดงดังตารางที่ 2.2 ในกลุมของแอกติโนมัยซีตที่ผลิตสารปฏิชีวนะ ผลิตโดย 
Streptomyces 80% รองลงมาคือ Micromonospora  

 
ตารางที่ 2.2 จํานวนของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิโดยประมาณที่ผลิตโดยจุลินทรียหลาย

กลุม อางอิงในป 1994 [ที่มา Kieser และคณะ (2000)] 
 

สารเมตาบอไลต แหลงที่ได 
สารปฏิชีวนะ สารอื่นๆ ปริมาณรวม 

แบคทีเรีย 1400 (12%) 240 (9%) 1640 (11%) 
แอกติโนมัยซีต 7900* (66%) 1220* (40%) 9120* (61%) 

รา 2600 (22%) 1540 (51%) 4140 (28%) 
จุลินทรียทุกชนิด 11900 (100%) 3000 (100%) 14900 (100%) 

* หมายถึง สามารถพบไดจาก Streptomyces ประมาณ 80 เปอรเซ็นต และ 
พบไดจากแอกติโนมัยซีตกลุมอื่น ประมาณ 20 เปอรเซ็นต 
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2.7 กลุมของสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

1. สารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides  

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย amino sugar ที่เชื่อมกันแบบ glycoside linkage 
โครงสรางพื้นฐานแสดงดังรูปที่ 2.8  

กลไกการออกฤทธิ์ แบบ bactericide ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน โดยจับกับไรโบโซมใน
สหรัฐอเมริกาสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides ที่ใชกันอยางแพรหลายมี 8 ชนิด     แสดงดัง
ตารางที่ 2.3  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะในกลุม aminoglycosides แสดงดังรูปที่ 2.8 และ 
2.9   

ตารางที่ 2.3 สารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides ที่ใชกันอยางแพรหลาย 
 

สารปฏิชีวนะ ผลิตโดย 
1. Streptomycin Streptomyces griceus 
2. Neomycin S. fradiae 
3. Kanamycin S. kanomyceticus 
4. Tobramycin Streptomyces sp. 
5. Paromomycin S. rimosus 
6. Gentamicin Micromonospora purpura 
7. Netilmicin Micromonospora  sp. 
8. Amikacin ผานขั้นตอนทางเคมีของ kanamycin 

    ที่มา Scholar และ Pratt, (2000) ; Edwards, D., (1980)  

2. สารปฏิชีวนะกลุม Tetracycline 

สูตรโครงสรางพื้นฐาน ชื่อไดมาจาก hydronapthacene nucleus ที่มีวงตอกัน 4 วง รูป
โครงสราง tetracycline และอนุพันธ แสดงดังรูปที่ 2.10 

กลไกการออกฤทธิ์ เปนแบบ bacteriostatic กับจุลินทรียแบบ broad-spectrum ตองใช
ความเขมขนสูงถึงเปน bactericide ไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับไรโบโซม และ mRNA 

Tetracycline ผลิตโดย Streptomyces หลายสปชีส สารประกอบในกลุมนี้มีการคนพบ
คร้ังแรกในป 1948 คือ chlortetracyclin (aureomycin)  
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Aminoglycoside R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 
Kanamycin A OH OH OH H NH2 H CH2OH OH H H 
Kanamycin B NH2 OH OH H NH2 H CH2OH OH H H 
Kanamycin C NH2 OH OH H OH H CH2OH OH H H 
Amikacin  OH OH OH H NH2 COR/ CH2OH OH H H 
Tobramycin NH2 H OH H NH2 H CH2OH OH H H 
Gemtamicin B OH OH OH H NH2 H H CH3 OH CH3 
Netilmicin - - - - - CR// H CH3 OH CH3 

R/  =  CHOH(CH3)2 NH2 R//  = CH2CH3 
 

รูปที่ 2.8 โครงสรางพื้นฐานและตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides 
 (Mingot-Lecercq et al., 1999) 
 
 

 

       

     

X  = 
 

Aminoglycoside     R      R       R     R     R 
                  Neomycin B H NH2 OH X H 
Streptomycin           Paramomycin Ι    H     OH     OH     X     H     

 
รูปที่ 2.9 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides   
   (Mingot-Lecercq et al., 1999) 
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รูปที่ 2.10  โครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม Tetracycline  (Scholar และ Pratt, 2000) 
 

3. สารปฏิชีวนะกลุม Chloramphenicol 

สูตรโครงสรางพื้นฐาน แสดงดังรูป 2.11  Ι วงอะโรมาติก  ΙΙ สวนนี้มีการขยายได การแทน
ที่ไมทําใหลดประสิทธิภาพ bacteriostatic  ΙΙΙ acyl side chain  

กลไกการออกฤทธิ์ เปนแบบ bacteriostatic หยุดการสังเคราะหโปรตีนอยางรวดเร็ว แตไม
มีผลตอการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก 

Chloramphenicol เปนสารปฏิชีวนะตัวแรกที่เปน broad spectrum ผลิตจากแอกติโนมัย
ซีตที่แยกไดจากดินคือ Streptomyces venezuelae 

 

 

 

 

รูปที่ 2.11 โครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม Chloramphenicol (Scholar และ Pratt, 2000) 
 

4. สารปฏิชีวนะกลุม Macrolide 

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้มีโครงสรางโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวย
อะตอมคารบอนมากกวา 20 อะตอมขึ้นไปโดยมี macrocyclic lactone ring เปนองคประกอบ 
สามารถจัดจําแนกไดเปน 2 กลุมใหญคือ 16 member’s และ 14 member’s macrolides แสดง
ดังรูปที่ 2.12 
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กลไกการออกฤทธิ์ เปนแบบ bacteriostatic ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน โดยจับกับ 50S 
subunit ของ 70S ไรโบโซม 

สารปฏิชีวนะกลุมนี้ที่ใชกันอยางแพรหลายคือ erythromycin ผลิตโดย Streptomyces 
erythreus และ lincomycin ผลิตโดย S. linconensis สูตรโครงสราง erythromycin และ 
lincomycin แสดงดังรูปที่ 2.13 

 
       
 
 
 
 
 
16 member’s macrolides      14 member’ s macrolides 

รูปที่ 2.12 โครงสรางพื้นฐานสารปฏิชีวนะกลุม Macrolide (ดวงพร คันธโชติ, 2530) 

 

 

 

 

 

  Lincomycin       Erythromycin A 

รูปที่ 2.13 โครงสรางสารปฏิชีวนะ lincomycin และ  erytromycin (Nakajima, 1999) 
 

5. สารปฏิชีวนะกลุม Polyene  

สูตรโครงสรางพื้นฐาน เปนสารประกอบขนาดใหญ ประกอบดวยสวนที่ชอบน้ําคือสวน 
hydroxylate และสวนที่เปน lipophilic คือสวนที่ตอกัน 4-7พันธะคู (Scholar และ Pratt, 2000)  

กลไกการออกฤทธิ์ มีผลตอเยื่อหุมเซลลทําใหคุณสมบัติ selective permeability เสียไป  
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nystatin และ amphotericin B เปนสารปฏิชีวนะที่สําคัญในกลุมนี้ ผลิตโดย 
Streptomyces noursei และ S. nodosus ตามลําดับ (Edwards, 1980) ทั้งสองชนิดมีขอบเขต
การยับยั้งเหมือนกันคือ ยับยั้งการเจริญของยีสต และราตางๆ แตไมยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
โปรโตซัว หรือไวรัส (ดวงพร 2530) โครงสราง nystatin และ amphotericin B แสดงดังรูปที่ 2.14
และ 2.15 ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.14  โครงสรางสารปฏิชีวนะ nystatin (ดวงพร คันธโชติ, 2530) 

รูปที่ 2.15  โครงสรางสารปฏิชีวนะ  amphotericin B (Scholar และ Pratt, 2000) 
 

2.8 รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหม 

  แมวาการคนพบสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมัยซีตเกิดขึ้นตั้งแตป 1940 โดย 
Waksman และ Woodruff ซึ่งคนพบ actinomycin (Waksman และ Woodruff, 1940) แตการคน
หาสารปฏิชีวนะชนิดใหมยังดําเนินตอไป ดวยเหตุผลตอไปนี้คือ จุลินทรียกอโรคมีความตานทาน
ตอสารปฏิชีวนะมากขึ้น เกิดวิวัฒนาการของโรคชนิดใหม เชน AIDs, Hanta virus, Ebola virus, 
Cryptisporidium, legionnaiers’ disease, Lyme disease, Escherichia coli 0157:H7             
การดํารงอยูของแบคทีเรียที่ดื้อยา เชน Pseudomonas aeruginosa ในคนไขที่เปน cystic 
fibrosis และ ความเปนพิษของสารประกอบที่พบในปจจุบัน (Strohl, 1997) รายงานการคนพบ
สารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแอกติโนมัยซีตมีดังนี้ 
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Mellouli และคณะ (2003) พบแอกติโนมัยซีตสายพันธุใหมคือ Streptomyces sp. US24 
จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98%) กับ Streptomyces 
caelestis ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ niddamycin และ celesticetin แตจากขอมูลทาง สเปกโทรสโกป
พบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US24 สรางขึ้นมีคุณสมบัติไมตรงกับ niddamycin และ 
celesticetin สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก 

 Singh และคณะ (2003) พบ Mannopeptimycins α  β  γ  δ  และ ε  (รูปที่ 2.16) ซึ่งเปน
สารปฏิชีวนะไกลโคเปปไทดแบบวง ที่ผลิตจาก Streptomyces hygroscopicus LL – AC98 
Mannopeptimycins ε เปนสารประกอบที่มีฤทธิ์มากที่สุดคือสามารถยับยั้ง Staphylococci ที่ดื้อ
ยา methicillin  และ Enterococci ที่ดื้อยา vancomycin  

 Hoppmann และคณะ (2002) คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมคือ Vancoresmycin (รูปที่ 
2.16) ที่ผลิตโดย Amycolatopsis sp. ST 101170 มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก เชน 
Staphylococcus aureus และ Enterococcus spp. ที่ดื้อยา vancomycin แตไมมีฤทธิ์กับ
แบคทีเรียแกรมลบและรา  

 Schumacher และคณะ (2001) พบ Kahakamides A และ B (รูปที่ 2.17) เปน 
neosidomycin ชนิดใหม ที่ผลิตโดย Nocardiopsis dassonvillei ท่ีแยกจากดินตะกอนในแหลง
น้ําตื้น บนเกาะ Kauai รัฐฮาวาย พบวา Kahakamides A มีฤทธิ์ยับยั้ง Bacillus subtilis สวน 
Kahakamides  B มีสารไมเพียงพอในการทดสอบ 

 Ohta และคณะ (2001)  พบ Micromonospolide A  (รูปที่ 2.17) ซึ่งเปน macrolide ชนิด
ใหม ที่ผลิตจาก Micromonospora sp. ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งตัวออนของปลาดาว (Asterina 
pectinifera) ที่ความเขมขน 10 ng/ml  

Mukhopadhyay และคณะ (1999) พบ Methemycin B (รูปที่ 2.17) เปนสารยับยั้งรา
แบบ Macrolactone ชนิดใหมที่ผลิตจากแอกติโนมัยซีตสปชีส HIL Y – 8620959 มีฤทธิ์ยับยั้งรา
กอโรคในพืช เชน Alternaria mali P37 ที่คา MAC (minimum active concentration) 62.5 mg/l  

Kong และคณะ (1999) พบ Colubridin A (รูปที่ 2.18) เปนสารปฏิชีวนะแบบ macrolide 
ชนิดใหมที่ผลิตจาก Streptomyces sp. มีฤทธิ์ยับยั้งไสเดือนฝอย และแบคทีเรียแกรมบวกอยางมี
ประสิทธิภาพ แตยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดนอย 
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 Mukhopadhyay และคณะ (1998) พบ Gravidomycins (รูปที่ 2.17) อยูใน class 
Streptogramin ผลิตโดย Streptomyces sp. HIL Y – 8240155 มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
และแบคทีเรียแกรมบวกที่ดื้อยา แตไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ และรา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Mannopeptimycins 

 
 
 
 

 
Vancoresmycin 

 
รูปที่ 2.16  สารปฏิชีวนะชนิดใหมที่สรางโดยแอกติโนมัยซีต manopeptimycins และ 

vancoresmycin  
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Micromonosporide A 
 
        
 
 
         

Methemycin B  
        

    

        
 
 
             
 
 
 
 

 
 
 
R/         R//      R///  Kahakamide A  R= OCH3

 

Grividimycin Ι         H           CH3          OH   Kahakamide B  R= NH2 
Grividimycin ΙΙ        H           CH3          OH 
Grividimycin ΙΙΙ     CH3          H           OH 

 
 
รูปที่ 2.17  สารปฏิชีวนะชนิดใหมที่สรางโดยแอกติโนมัยซีต  Micromonospolide A, 

Mathemycin B, Kahakamides และ Grividomycins 
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Culubricidin A 

รูปที่ 2.18 สารปฏิชีวนะชนิดใหมที่สรางโดยแอกติโนมัยซีต Colubicidin A 
 
2.9 สารปฏิชีวนะที่สรางโดย Streptomyces griseocarneus และรายงานที่เกี่ยวของ 

  จาก Bergey’s manual of systematic bacteriology Volume 4(1989) รายงาน
วา Streptoverticillium griseocarneum ATCC 12628 คนพบโดย Benedict, Stodola, 
Shotwell, Borud และ Linderfelser (1950) สรางสารปฏิชีวนะ hydroxystreptomycin  และ 
rotaventin 

Soliveri และคณะ (1987) คนพบ สารปฏิชีวนะยับยั้งรา 2 ชนิดคือ PA-5 และ PA-7 ซึ่ง
ผลิตโดย Streptoverticillium sp 43/16 ที่แยกไดจากดินในประเทศสเปน สารปฏิชีวนะ 2 ชนิดนี้
สกัดจากสวนของเสนใยดวยเมทานอล และทําใหบริสุทธิ์ดวยตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ และ 
วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชตัวดูดซับคือ LH-20 Sephadex เมื่อทําการจําแนกสาร PA-5 และ 
PA-7 โดยใชขอมูลจาก Elemental analysis, UV visible spectra และ IR spectra พบวาเปน 
สารปฏิชีวนะกลุม pentaene และ heptaene macrolide  มีสูตรโมเลกุลคือ  C22H40O10N  และ 
C39H68O19N  ตามลําดับ สารปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดนี้มีฤทธิ์ยับยั้งยีสตและรากอโรค 

Soliveri และคณะ (1988) ศึกษาถึงผลของสารอาหารชนิดตางๆตอการผลิตสารปฏิชีวนะ 
PA-5 และ PA-7 ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะ macrolide polyene ที่ผลิตโดย Streptoverticillium sp 
43/16 พบวาภาวะการผลิตที่เหมาะสมคือการใช L-proline และ glycine เปนแหลงไนโตรเจน  
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นอกจากนี้การใชแมงกานีสเปน metallic ion สามารถกระตุนการผลิตสารปฏิชีวนะไดอยางมีนัย
สําคัญ ความตองการฟอตเฟตในปริมาณที่เหมาะสมคือ 50 mM ซึ่งสูงกวาสายพันธุ 
Streptomyces ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ macrolide polyene แมกนีเซียมมีความสําคัญในการผลิต 
การผลิต PA-5 และ PA-7เพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้นถึง 40 mM แตเมื่อความเขมขน
สูงมากขึ้นจะยับยั้งการผลิต         นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อเติมเกลือแอมโมเนียมและกรดอะมิโน   
L-cysteine และ/หรือ L-valine เปนแหลงไนโตรเจนนั้นใหผลลบตอการผลิตสารปฏิชีวนะทั้งสอง
ชนิด 

Witt และ Stackebrและt (1990) ทําการวิเคราะห phylogenetic ของ Streptomyces 
และ Streptoverticillium จํานวน 40 สายพันธุ ใน 37 สปชีส เพื่อศึกษาระดับความสัมพันธภายใน
กลุมโดยวิธี DNA-DNA hybridization และเมื่อเปรียบเทียบลําดับเบสของ16S rRNA พบวาสกุล 
Streptoverticillium มีความสัมพันธที่ใกลเคียงกับ สกุล Streptomyces จึงจัดใหสกุล 
Streptoverticillium ในบางสปชีส ใหอยูในสกุล Streptomyces รวมถึง Streptoverticillium 
griseocarneum จึงถูกเปลี่ยนชื่อเปน Streptomyces griseocarneus 

Fiddalgo และคณะ(1992) ไดจําแนก Streptoverticillium sp 43/1 วาเปน 
Streptoverticillium griseocarneum NCIMB 40447 และพบวาผลิตสารปฏิชีวนะชนิดใหม คือ 
AHPE-1 และ APHE-2 ซึ่งพบในทั้งสวนของเสนใยและอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยสกัดเสนใยดวยอะซี
โตน และสกัดอาหารเลี้ยงเชื้อดวยเอทิลแอซิเตต จากนั้นนําสารสกัดทั้งสองสวนมารวมกัน และทํา
ทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวดูดซับคือ ซิลิกาเจล และชะดวยตัวทําละลาย
ผสมระหวางเมทานอลและคลอโรฟอรม จากนั้นนําสวนที่มีฤทธิ์จากวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟมา
ทําบริสุทธิ์ดวย semipreparative HPLC ไดสาร AHPE-1 และ APHE-2 มีลักษณะเปนของแข็งสี
เหลือง สารทั้งสองชนิดสามารถยับยั้งเซลลเนื้องอก (antitumor) และยับยั้งไดนอยตอแบคทีเรีย   
แกรมบวก ยีสต และราเสนใย และไมยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ 

Fiddalgo และคณะ(1992) วิเคราะหโครงสรางของสารปฏิชีวนะ pyrazolo-
isoquinolinone คือ AHPE-1 และ APHE-2 ที่ผลิตโดย Streptoverticillium griseocarneum 
NCIMB 40447 โดยการวิเคราะหขอมูลจาก NMR, 2D NMR และ mass spectra พบวา AHPE-1
และ APHE-2 สูตรโมเลกุล คือ C13H12N3O และ C14H14N2O ตามลําดับ โครงสรางของ AHPE-1 
และ APHE-2 แสดงดังรูปที่ 2.19 
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APHE-2 และเมื่อเปรียบเทียบการยับยั้งจุลินทรียของ APHE-1, APHE-2, APHE-3 และ APHE-4 

พบวา สารปฏิชีวนะที่มีสาย aliphatic ยาวกวามีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียไดดีกวา แต 

immunomodulatory activity กลับลดลง APHE ทั้ง 4 ชนิดไมสามารถยับยั้ง Penicillium 
oxalicum และ Aspergillus niger แตทําใหอัตราการเจริญของราลดลงเมื่อเทียบกับตัวควบคุม 
และไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได 

 
        R 
       APHE-3   CH3 

AHPE-1   CH2-CH3  
APHE-2  CH2-CH2-CH3   
APHE-4   CH2-CH2-CH2-CH3 

 
รูปที่ 2.19 โครงสรางของ AHPE-1, APHE-2, APHE-3 และ APHE-4 

 

Cruz และคณะ (1999) ศึกษาถึงผลของสารอาหารตอการผลิตสารปฏิชีวนะ  
pyrazoloisoquinolinone(APHE) โดย Streptomyces griseocarneus NCIMB 40447 (เปลี่ยน
ชื่อจาก Streptoverticillium griseocarneum NCIMB 40447) ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
APHE-1 ถึง APHE-3 คือการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน และ L-lysine เปนแหลงไนโตรเจน โดย
พบ APHE-3 มากที่สุด ในการผลิตที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนหลัก และใช propionate และ 
butyrate เปน precursor จะเพิ่มการผลิต APHE-1 และ APHE-2 แตกลับลดการผลิต APHE-3 
และพบวาความตองการสารอาหารในการผลิต APHE-3 นั้นแตกตางจาก APHE-1 และ APHE-2 

Cruz และคณะ (2000) ศึกษาความสัมพันธของการผลิตสารปฏิชีวนะ APHE (1,2 และ 
3) กับวงจรชีวิต โดยเฉพาะระหวางการสรางสปอรของ Streptomyces griseocarneus NCIMB 
40447 โดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง Bennett medium พบวามีการสรางเสนใยและ สปอรอยางหนา
แนน ในสภาวะนี้มีการผลิตสารปฏิชีวนะ APHE (1,2 และ3) ในการศึกษาพบวา การผลิต APHE–3 
เกิดขึ้นระหวางการสรางสปอร และพบมาในสปอร สวน APHE-1 และ APHE-2 พบมากในเสนใย 
สารประกอบ APHE พบใน Streptomycetes เกือบทุกชนิดที่นํามาศึกษา ซึ่งอาจเปนไปไดวาเปน
สารที่สรางขึ้นในวงจรชีวิตของจุลินทรียกลุมนี้ 

N
N

R

HO



บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 
 -     ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน D-0601 model 500 บริษัท Memmert, U.S.A. 

- ตูถายเชื้อ (larminar flow) รุน 25 manometer บริษัท Dwyer instruments, U.S.A. 
- เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน J-30I บริษัท 

Beckman, Irelและ 
- เครื่องชั่งน้ําหนัก รุน A2000S บริษัท Sartorius, Germany 
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน 4001/4 บริษัท Spectronic 

Unicam, U.S.A. 
- กลองจุลทรรศน (microscope) รุน CH30RF200 บริษัท Olympus optical, Japan 
- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน [Transmission electron 

microscope(TEM)] รุน JEM-200CX บริษัท Jeol, Japan. 
- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด [Scanning electron microscope(SEM)] 

รุน JEM-T220A บริษัท Jeol, Japan. 
- เครื่องเขยา (shaker) รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific, U.S.A. 
- เครื่องระเหยภายใตสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) รุน N-N 

series  บริษัท EYELA , Japan 
- หลอดยูวี (UV lamp) ความยาวคลื่น 365 และ 254 นาโนเมตร รุน V01 7887 บริษัท 

Vilber Lourmat, France 
- อางอัลตราโซนิก (sonicater) รุน RX 100 บริษัท Bและelin electronic, Thailและ 
- เครื่องระเหยน้ําที่อุณหภูมิต่ํา (freeze dryer) รุน 77520 บริษัท Labconco, U.S.A. 
- เครื่องวัดความเปนกรดเบส (pH meter) รุน Ep 2000/9771 บริษัท Eutech 

Cybernetics, Singapore 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) รุน TW20 บริษัท Julabo, Germany 
- ฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด  bright line deep 1/10 มิลลิลิตร บริษัท 

Boeco, Germany 
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- paper disc เสนผานศูนยกลาง 8 มม. อยางหนา บริษัท Toyo Rhoshi Kaisha, Ltd., 
Japan 

- TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254 บริษัท Merck, Germany 
-    TLC cellulose บริษัท TCI, Japan 

 
3.2 สารเคมี 
  

- L- อะราบิโนส (L-arabinose) บริษัท  Sigma chemical, U.S.A. 
- เดกซแทรน (dextran) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- D- ฟรุกโตส (D-fructose) บริษัท Merck. Germany. 
- D- กาแลคโตส (D-galactose) บริษัท Merck. Germany 
- มีโซ-อินโนสิทอล (meso-inositol) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- D- แลคโตส (D-lactose) บริษัท Merck. Germany. 
- D- แมนนิทอล (D-mannitol) บริษัท Difco Laboratiries. 
- D- แมนโนส (D-mannose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- L- แรมโนส (L-rhamnose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- ซาลิซิน (salicin) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- ซูโครส (sucrose) บริษัท Merck. Germany 
- ไซโลส (xylose) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) บริษัท Merck. Germany. 
- โซเดียมซิเตรท (sodium citrate) บริษัท Merck. Germany. 
- โซเดียมมาโลเนท (sodium malonate) บริษัท Merck. Germany 
- L- แอสปาราจีน (L-asparagine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- L- โพรลีน (L-proline) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- L- อาจินีน (L-arginine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- L- ฮีสทิดีน (L-histidine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- L- เมทไธโอนีน (L-methionine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- โปแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate) บริษัท Merck. Germany 
- L- ฟนิลอะลานีน (L-phenylalanine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- L- เซรีน (L-serine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- L- ธีโอนีน (L-theonine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
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- L- วาลีน (L-valine) บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- สารมาตรฐาน 2,6-diaminopimelic acid บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 
- ซิลิกาเจล 60 (No 9385) ขนาดอนุภาค 0.040–0.063 มม. (230–400 mesh ASTM) 

บริษัท E. Merck, Germany 
- ตัวทําละลาย ไดแก เฮกเซน เอทิลแอซิเตต คลอโรฟอรม และเมทานอล เปนตัวทํา

ละลายชั้นคุณภาพอุตสาหกรรม (commercial grade) ทําใหบริสุทธิ์โดยการกลั่นทุก
คร้ัง กอนการใชในการทดลอง 

 
3.3      ตัวอยางดิน 
 
                       เก็บตัวอยางดินรังปลวกจากจังหวัดตางๆในประเทศไทย ตวัอยางละประมาณ   
30-100 กรัม บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะและสี ของดิน วัดพีเอช (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) ตาก
แดดใหแหง บด รอนดวยตะแกรงรอน ใสถุงพลาสติก เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง   
 
3.4       การแยกแอกติโนมัยซีตจากดินตัวอยาง 
 

                 นําดินตัวอยางอบที่อุณหภูมิ 80 ซo เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อลดจํานวนของจุลินทรีย
ที่ไมใชแอกติโนมัยซีต และเจริญไดรวดเร็ว จากนั้นชั่งดิน 10 กรัม ใสในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 90 มิลลิลิตร 
เขยาดวยเครื่องเขยาที่ 200 rpm. ที่อุณหภูมิหอง 30 นาที ไดสารแขวนลอยดินระดับการเจือจางที่ 
10-1 จากนั้นลดระดับการเจือจางเปน 10-2–10-6  (serial ten fold dilution) ปเปตสารแขวนลอยดิน 
0.1 มิลลิลิตรจากระดับ 10-4-10-6 สเปรท (spread) บนอาหาร sodium caseinate agar (SCA) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) โดยเติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 ซo  
7-14 วัน คัดเลือกแอกติโนมัยซีตที่โคโลนีมีลักษณะแตกตางกัน ขีด (streak) ทําใหเปนโคโลนีเดี่ยว 
บนอาหาร SCA เก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง oat meal agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 10) 
 
3.5 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซีต   

              
                   ขีดแอกติโนมัยซีตบนอาหารผิวเอียง oat meal agar นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 ซo 

ประมาณ 7-14 วัน เมื่อเชื้อสรางสปอรมากพอ เติมสารละลาย 20 เปอรเซ็นต   กลีเซอรอลปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุด แลวกรองสปอรแขวนลอยที่ไดในสารละลาย                    
กลีเซอรอล ดวยสําลีปลอดเชื้อ เก็บรักษาไวในตูแชแข็ง ที่อุณหภูมิ -20 ซo 
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3.6 การทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีต 
 

3.6.1 จุลินทรียที่ใชทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ (test organism)  
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน 
Escherichia coli  ATCC  25922   แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน 
Bacillus subtilis  ATCC  6633   แบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอน 
Staphylococcus  aureus  ATCC  25923 แบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม 
Cและida  albicans  ATCC  70014  ยีสต (รา ไมสรางเสนใย) 
Saccharomyces cerevisiae  TISTR  5169 ยีสต (รา ไมสรางเสนใย) 
Aspergillus niger  ATCC 6275   รา มีการสรางเสนใย 
 
3.6.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ  
Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 3)                 สําหรับเลี้ยงแบคทีเรีย 
Malt extract agar (MEA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5)   สําหรับเลี้ยงยีสตและรา 
 
3.6.3 ทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตโดยวิธี agar cross streak  

method (Waksman, S.A. 1950)  
        โดยขีดแอกติโนมัยซีตที่ตองการทดสอบเปนแนวยาวตรงกลางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่ใชทดสอบ บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 2 วัน จากนั้นจึงขีดจุลินทรียทดสอบตามขวางเปนแนว
ตั้งฉากกับแอกติโนมัยซีต บมที่อุณหภูมิเดียวกัน 1-2 วัน วัดความกวางของบริเวณที่มีการยับยั้ง
การเจริญ (inhibition zone) ของจุลินทรียทดสอบ คัดเลือกแอกติโนมัยซีตที่สรางสารปฏิชีวนะ 
พิจารณาจากจํานวนจุลินทรียทดสอบที่สามารถยับยั้งได และความกวางของบริเวณที่มีการยับยั้ง 
 
 
3.7  การวิเคราะหหา 2,6-diaminopimelic acid (DAP) ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลล
ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 (Cross และ Goodfellow, 1973) 
 

3.7.1 แอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิง 
- Streptomyces aminophilus ATCC 14961  
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3.7.2 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
      เลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 และแอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิง ใน

อาหารยีสต เอกแทรก เดกซโตรส (yeast extract dextrose medium) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) 
บมเปนเวลา 3-4 วัน ที่อุณหภูมิ 27 ซo แลวแยกเซลลโดยการปน นําเซลลมาผสมกับเอทานอล ตั้ง
ทิ้งไว 1 คืน หลังจากนั้นแยกเซลลดวยการปน ทําใหแหงที่อุณหภมิ 55 ซo นําเซลลแหงมาผสมกับ
กรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6 นอรมอล ทิ้งไว 18 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 100 ซo จากนั้นนํามากรอง
เอาสวนน้ําใส เติมบิวทานอล 1-2 หยด ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่น ตรวจสอบชนิดขององค
ประกอบผนังเซลลดวยทินเลเยอรโครมาโทกราฟ เทียบกับสารมาตรฐาน 2,6-diaminopimelic 
acid (DAP)  และแอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิง 

 
3.7.3 วิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (Staneck และ Robert, 1974) 

       ใชแผน TLC cellulose F ขนาดกวาง 10 เซนติเมตร ยาว 20 เซนติเมตร จุด
สารสกัดจากวิธี 3.7.2 หางจากขอบลางประมาณ 1.5 เซนติเมตร นําแผน TLC ที่ไดไปใสในถัง
โครมาโทกราฟที่อ่ิมตัวดวยวัฏภาคเคลื่อนที่ซึ่งเปนสารผสม เมทานอล:น้ํา:กรดไฮโดรคลอริก 6  
นอรมอล:ไพริดีน ในอัตราสวน 80:26:4:10 เพื่อใหเกิดการแยก หลังจากวัฏภาคเคลื่อนที่เคลื่อนถึง
ตําแหนงที่หางจากปลายบนประมาณ 1 เซนติเมตรซึ่งทําเครื่องหมายไว นําแผน TLC ออกมาผึ่งให
แหง ตรวจการเคลื่อนที่ของตําแหนงสารโดยพนดวยสารละลาย 0.5 % นินไฮดรินในอะซีโตนลงบน
แผน TLC นําไปอบที่อุณหภูมิ 100 ซo เปนเวลา 2-3 นาที จะเกิดจุดสีน้ําตาลมวง วัดคา Rf คือ
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ตอระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ เปรียบเทียบคา Rf ของ DAP ของ 
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 และแอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิงกับคา Rf ของสารมาตรฐาน 
DAP 
 
 
3.8       การจําแนกสายพันธุแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 

          
  ศึกษาการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ตามวิธีที่รายงานโดย 

Williams และคณะ (1983) และ Bergey's manual of systematic Bacteriology Volume 4. 
(Williams et al., 1989) โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ การ
สรางรงควัตถุเมลานิน การทดสอบทางชีวเคมี การยอยสลายสาร ความสามารถในการเจริญที่
อุณหภูมิตางๆและความเปนกรด-ดางที่ 4.3 และความสามารถในการใชแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนชนิดตางๆ 
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3.8.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 แบบสองกราด (SEM) และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM) 

  ใชเทคนิค slide culture (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP4 
inorganic salt starch agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 11) บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เพื่อศึกษาลักษณะ
ของสายใยอากาศ สายใยอาหาร และจํานวนวันที่มีการสรางสปอร จากนั้นนําไปศึกษาโดยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน  

  บันทึกลักษณะการแตกออกของเสนใยอาหาร ลักษณะของสายสปอร การเรียงตัว
ของ สปอร จํานวนสปอร ลักษณะพื้นผิวของสปอร และโครงสรางอื่นเชน sclerotia 
 

3.8.2 การศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ      
Ac 9.1 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP (International Streptomyces Project) (ภาคผนวก ก หมาย
เลข 8-13) ชนิดตางๆไดแก 

ISP1 - TYEA   Trypton-yeast extract agar 
ISP2 - YMEA  Yeast - malt extract agar 
ISP3 - OA Oat meal agar 
ISP4 - ISSA Inorganic salts starch agar 
ISP5 - GAA Glycerol asparagine agar 
ISP6 - PYEA Peptone-yeast extract iron agar 

ขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP1-6 บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 7- 14 วัน บันทึกการเจริญ สีของสายใยอาหาร สายใยอากาศ การสรางรงควัตถุที่ละลายน้ํา 
และการสรางสปอร  
 

3.8.3 การสรางรงควัตถุเมลานิน  
  เลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารเปปโตน ยีสตเอกซแทรกท 

ไอรออน อการ (peptone yeast extract iron agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 13) และ ไทโรซีน 
อการ (tyrosine agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 15) บมที่อุณหภูมิ 30 ซo ตรวจดูการสรางรงควัตถุ
เมื่อเขาสูวันที่ 4 โดยจะเกิดสีดําหรือสีน้ําตาลเขมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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3.8.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
  แทง (stab) แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไนเตรท อการ(

nitrate agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 16) ในหลอดทดลองขนาด 16 X 150 มล. บมที่อุณหภูมิ 
30 ซo เปนเวลา 14 วัน ตรวจสอบการเปลี่ยนไนเตรทเปนไนไตรท โดยหยดสารละลายเอ (ละลาย 
sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซิติก 100 มล.) และสารละลายบี (ละลาย alpha-
naphthylamine 0.5 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซิติก 100 มล.) ลงในหลอดทดลอง ซึ่งจะเกิดสี
แดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถูกสลายตอไปเปนแอมโมเนีย และกาซ
ไนโตรเจน ตองทดสอบขั้นที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป ถาเกิดสีแดงแสดงวายังมีไนเตรทอยู 
(Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 
3.8.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 
  แทง (stab) แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารที่มีเปปโตนเปนองค

ประกอบ ในหลอดทดลองขนาด 16 X 150 มิลลิเมตร ใสกระดาษเลดอะซีเตทที่ชื้น (lead acetate 
strip) ไวภายในอยาใหถูกอาหาร (หนีบปลายกระดาษไวกับจุกหลอด) บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 14 วัน ตรวจสอบการเกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟตจากกระดาษเลดอะซีเตทจะเปลี่ยนเปนสีดํา 
(Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 
3.8.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation activity) 
  โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท 

อการ (modified bennett agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17) ซึ่งประกอบดวย 0.5%อะดีนีน 
(adenine), 0.5%ไทโรซีน (tyrosine), 0.4%ไซแลน (xylan), 0.4%แซนทีน (xanthine), 0.1%เคซีน 
(casein), 0.4%เจลาติน (gelatin) และ 0.1%แปง (starch) ตรวจสอบการยอยสลายโดยสังเกต
การเปลี่ยนแปลงความใส บริเวณรอบหรือใตโคโลนีในอาหารวุน ยกเวน การยอยสลายเจลาติน 
และแปง ตรวจสอบโดยสังเกตจากวงใสหลังจากเททับดวยสารละลาย แอซิดดิไฟล เมอคิวริคคลอ-
ไรด (acidified HgCl2) และไอโอดีน (iodine) ตามลําดับ 
 

3.8.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ 
           โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท 

อการ (modified bennett agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17) บมที่อุณหภูมิ 37 ซo และ 45 ซo 
สังเกตการเจริญหลังจากวันที่ 7 และ 14 วัน บมที่อุณหภูมิ 4 และ 10 ซo สังเกตอัตราการเจริญหลัง
จาก 2 และ 4 สัปดาห 
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 3.8.8 การตรวจสอบการเจริญที่ความเปนกรด-ดางเทากับ 4.3 
            โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท 

อการ (ภาคผนวก ก หมายเลข 17) ที่มีพีเอช เทากับ 4.3 บมที่อุณหภูมิ 30 ซo สังเกตการเจริญหลัง
จาก 7 และ 4 สัปดาห 

 
3.8.9 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน 

ตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนดังตอไปนี้ 
0.1 % L- อาจินีน  
0.1 % L- ฮีสติดีน  
0.1 % L- เมทไธโอนีน  
0.1 % โพแทสเซียม ไนเตรท  
0.1 %  L- ฟนิลอะลานีน  
0.1 %  L- ซีรีน  
0.1 %  L- ธีโอนีน  
0.1 % L- วาลีน  

           โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม 
(basal medium agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 18) ที่ประกอบไปดวยสารประกอบไนโตรเจนแต
ละชนิด บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 15 วัน ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยเทียบการเจริญ
กับชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่ไมไดเติมสาร และชุดควบคุมบวกคืออาหาร    
เบซอล มีเดียม ที่ประกอบดวย 0.1% L- แอสปาราจีน หรือ 0.1 % L- โปรลีน  

 
3.8.10 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน 

ตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอนดังตอไปนี้ 
1.0 % L- อะราบิโนส  
1.0 % เดกซแทรน  
1.0 % D- ฟรุกโตส  
1.0 % D- กาแลคโตส  
1.0 % มีโซ-อินโนซิทอล  
1.0 % D- แลคโตส  
1.0 % D- แมนนิทอล  
1.0 % D- แมนโนส  
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1.0 % L- แรมโนส  
1.0 % ซาลิซิน  
1.0 % ซูโครส  
1.0 % ทรีฮาโลส  
1.0 % ไซโลส  
1.0 % โซเดียมอะซิเตต  
1.0 % โซเดียมซิเตรต 
1.0 % โซเดียมมาโลเนต  

โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ 
(carbon utilization agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 19) ที่ประกอบดวยสารประกอบคารบอนแต
ละชนิด ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนโดยเปรียบเทียบการเจริญกับอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิ-
ไลเซชั่น อการ ที่ไมไดเติมสาร และอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ ที่ประกอบดวย 
1.0% กลูโคส บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 15 วัน 
 
 
3.9 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 โดยวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่

ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
 
โดยสงตัวอยางแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหาร ISP1-TYEA (Trypton-yeast 

extract agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 8) ไปวิเคราะหที่ Asian Natural Environmental Science 
Center, the University of Tokyo ประเทศญี่ปุน 
  

3.9.1. การสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  
  เลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหาร ISP1-TYEA (Trypton-yeast 

extract agar) เปนเวลา 7 วัน ตัดผิวหนาโคโลนีใสในหลอดขนาด 2.0 มิลลิลิตร บดดวย FastPrep 
FP120 homogenizer (Savant instruments, INC., NY) ใน washing buffer(0.1M Tris-HCl) 
(pH 8.0), 2-mercaptoethanol 2%,  polyvinylpyrolidone 1% และ ascorbic acid 0.05 M) ปน
เหวี่ยงที่ 1.500 rpm 2 นาที 18 ซo ทําซ้ํา 3 คร้ัง เทสวนใสทิ้ง นําตะกอนที่ไดมาสกัด   ดีเอ็นเอดวย 
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (Zhou et al., 1999) โดยใสตัวอยางใน CTAB 
buffer (CTAB 2%, Tris-HCl (pH 8.0) 0.1 M, EDTA (pH 8.0) 20 mM,  NaCl 1.4 M และ         
2-mercaptoethanol 0.5%) บมที่อุณหภูมิ 65 ซo เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลายผสม 
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chloroform-isoamyl alcohol (24:1, v/v) ปริมาตรเทาตัวของ CTAB buffer นําไปปนตกตะกอนที่ 
1,500 rpm 7 นาที เก็บน้ําใสสวนบนมาเติมสารละลายผสม chloroform-isoamyl alcohol (24:1, 
v/v) ปนตกตะกอนอีกครั้ง เก็บน้ําใสสวนบนมาตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol เก็บไวที่ 0 ซo 
10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 10   นาที จะไดสาย DNA ที่กนหลอด เท
สวนใสทิ้ง ลาง DNA ดวย 80% เอทานอล  ปนเหวี่ยง 1,800 rpm 4 ซo 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ระเหย
ใหแหง ละลายดีเอ็นเอใน TE buffer 100 µl [Tris-HCl (pH 8) 10 mM  และ EDTA 1 mM] เติม 
ribonuclease solution (RNase, Nippon Gene) 10 mg/ml  1 µl บมที่อุณหภูมิ 37 ซo 30 นาที  
เพื่อกําจัด RNA ตกตะกอน DNA อีกครั้งโดยเติม PEG solution (20%polyethylene glycol (MW 
6000) ใน 2.5 M NaCl)  60 µl นําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm 4  ซo 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลาง
ตะกอน DNA ดวย 80% เอทานอล ปนตกตะกอน ระเหยจนแหง ละลาย DNA ใน TE buffer 100 
µl ( Tris-HCl (pH 8) 10 mM  และ EDTA 1 mM) เก็บที่ -30 ซo จนกวาจะนํามาใช 
 

3.9.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ        
เมอเรส 
  ออกแบบไพรเมอร (primer) อางอิงขอมูล Kataoka และคณะ (1997) เพื่อใชใน
กระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ไพรเมอรดังกลาวคือ  

forward primer WAT1 (5’ – TCA CGG AGA GTT TGA TCC TG – 3’) 
reverse primer WAT2 (5’ – GCG GCT GCT GGC ACG TAG TT – 3’) 

ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช
โครโมโซมอลดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ซึ่งสกัดดวยวิธีของ Zhou และคณะ ในป 
1999 ตามวิธีในขอ 3.9.1 เปนแมแบบ (template) ในสวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกิริยา ประกอบดวย 
สารผสม dNTP, forward primer, reverse primer, เอนไซม Ampli Taq gold (Ampli Taq Gold 
kit, Perkin Elmer, Branchburj, NJ),  PCR บัฟเฟอร, แมกนีเซียมคลอไรด, BSA (bovine serum 
albumin) และเติมน้ํากลั่นบริสุทธิ์ใหครบปริมาตร 20 µl  สวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาดังแสดงใน
ตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 สวนผสมของรีเอเจนตตางๆ ในสารละลาย PCR 20 µl ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
เพื่อการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ตองการ 
 

รีเอเจนต ความเขมขนสุดทาย 
สารผสม dNTP (dNTP mixture) 0.2 mM 
Primer 1 (forward) 0.5 µM 
Primer 2 (reverse) 0.5 µM 
แมกนีเซียมคลอไรด 1.5 mM 
แมแบบ(template) 5 ng 
เอนไซม Ampli Taq gold 0.5 U 
1X PCR บัฟเฟอร - 
BSA(bovine serum albumin) 200 ng/µl 

 
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวย 2 ข้ันตอนดังนี้ 

  ขั้นตอนที่ 1 เกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิทั้งหมด 38 รอบปฏิกิริยา ประกอบดวย
ขั้น Denature  ที่ 94 ซo เปนเวลา 9 นาที  Annealing ที่ 50 ซo เปนเวลา 1 นาที และ Extension  ที่ 
72 ซo เปนเวลา 1 นาที 

 ขั้นตอนที่ 2 เกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิทั้งหมด 1 รอบปฏิกิริยา ประกอบดวย
ขั้น Denature  ที่ 94 ซo เปนเวลา 1 นาที  Annealing ที่ 50 ซo เปนเวลา 1 นาที และ Extension  ที่ 
72 ซo เปนเวลา 5 นาที 

  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาที่ 4 ซo เปนเวลา 5 นาที เก็บผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ 
PCR (PCR product) ที่ -30 ซo จนกวาจะนํามาใชงาน 

 
3.9.3 การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซีส 
  ตรวจสอบยีนที่มีขนาด 500 เบส โดยเตรียมอะกาโรสเจล 1.2% ซึ่งหลอมในสาร

ละลายบัฟเฟอร TAE ลงในแบบพิมพซึ่งมีหวี (comb) เสียบอยู ปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสาร
ละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (tracking dye) ในอัตราสวน 5:2 หยอดตัวอยางลงในหลุม                
บนอะกาโรสเจล จากนั้นนําไปทําอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร โดยใชความตางศักย 100 โวลต 
30 นาที ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร  ดีเอ็นเอแลดเดอร + 
1.5 กิโลเบสแพร 
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 3.9.4 การวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
  ภายหลังการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลว เก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอที่ได
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 ซo ทําการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
ทําการโคลนโดยใช pT7 Blue3 colning kid (Novagen Wl) จากนั้นเลือกโคโลนีที่มีการแทรก 
(insert) ของตําแหนง 16S rRNA มาทําการตรวจสอบวามีการเชื่อมกันระหวาง 16S rRNA กับ 
พลาสมิด อยางสมบูรณ โดยการเพิ่มจํานวน DNA ดวย M13 reverse และ U19 primer นํา PCR 
product ที่มีการแทรกของ plasmid อยางสมบูรณมาทําการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยใช Thermo Sequence Pre-mixed Cycle Sequencing kit 
(Hitachi Instrument Service Co.) โดยใช T7 และ U19 forward primer ที่ติดฉลากดวย 
fluorescence dry คือ Texas Red (Hitachi Instrument Service Co.) โดยใชเครื่อง SQ-5500E 
sequencer (Hitachi Electronics Engineering Co., Tokyo) นําลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA ที่ไดมาเปรียบเทียบเปอรเซ็นความเหมือนของลําดับเบสใน 
GeneBank DNA database จากเว็บไซต http:// www.ddbj.nig.ac.jp (ตุลาคม, 2543) 
 
 
3.10  การศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว  
 

จากการทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะโดยวิธี agar cross streak พบวาแอกติ-
โนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เปนสายพันธุเดียวที่สรางสารปฏิชีวนะแบบ broad spectrum คือยับยั้ง
ไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก คือ Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus แบคทีเรียแกรม
ลบ Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli   ยีสต Candida albicans และ 
Saccharomyces cerevisiae และรา Aspergillus niger  จึงคัดเลือกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ     
Ac 9.1 มาทําการผลติสารปฏิชีวนะ 
 

3.10.1 การเตรียมสปอรแขวนลอย 
            ขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารวุนเอียง oat meal agar อายุ 7–10 

วัน ซึ่งมีสปอรเจริญเต็มที่ เติมสารละลาย tween 80 ปราศจากเชื้อ ความเขมขน 0.01% (ปริมาตร
ตอปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดเปนสปอรแขวนลอย กรองสปอร จากนั้น
นํามาเจือจางดวยสารละลายนอรมัลซาลีน (0.85% NaCl) ปรับจํานวนสปอรใหเทากับ 1X107 

สปอรตอมิลลิลิตร โดยนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร  
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  3.10.2 การเตรียมหัวเชื้อ (seed inocolum)   
                        นําสปอรแขวนลอยจากขอ 3.10.1 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ถายลงในอาหาร Yeast  
malt extract broth (YMEB) 50 มิลลิลิตร เขยาดวย rotary shaker 200 rpm. ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 3 วัน 
  

3.10.3 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว                       
                         เตรียมอาหารเหลว 4 ชนิด คือ Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4), 
Malt Extract Broth (MEB)(ภาคผนวก ก หมายเลข 5), Sodium caseinate broth (SCB)(ภาค
ผนวก ก หมายเลข 2) และ Soluble starch broth (SSB)(ภาคผนวก ก หมายเลข 21)  ชนิดละ 50 
มิลลิลิตร ใน erlenmayer flask ขนาด 250 มล. ใสหัวเชื้อจากขอ 3.10.2 ปริมาณ 1% ของ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงในแตละฟลาสก บมที่อุณหภูมิหอง เขยาดวย rotary shaker 200 rpm.  เก็บ
ตัวอยางในชวง 3  5  และ 7 วัน จากนั้นกรองแยกสวนของเสนใยออก นําสวนอาหารเลี้ยงเชื้อไป
ระเหยน้ําออกดวยเครื่อง vacuum evaporator ใหมีปริมาตรลดลง 10 เทา จากนั้นกรองผาน
กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ปรับปริมาตรโดยใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ นําไปตรวจหาความ
สามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยวิธี agar well ตอไป  
 

3.10.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยวิธี agar 
well(Murray และ Baron, 1999) 
 
3.10.4.1   การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ 

                    นําแบคทีเรียทดสอบขีด (steak) บนอาหาร NA เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว 
บมที่อุณหภูมิ 37 ซo 24 ชั่วโมง ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4-5 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Nutrient broth (NB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 ซo จนสังเกตเห็นวา
หลอดเชื้อขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ใหมีความขุนเทียบเทา  
0.5 McFarland Standard  ซึ่งประกอบดวย  BaCl3 0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ 
NH2SO4 0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร โดยอานคาจาก spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
625 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.08-0.10 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 108 CFU/ml 
 
  3.10.4.2   การเตรียมยีสตทดสอบ 

     นํายีสตทดสอบขีด (steak) บนอาหาร Sabouraud agar (ภาคผนวก 
ก หมายเลข 23) เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว บมที่อุณหภูมิ 30 ซo 48 ชั่วโมง ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนี
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เดี่ยวขนาดเสนผานศูนยกลางอยางนอย 1 มม. จํานวน 5 โคโลนี ละลายใน 0.85% NaCl ที่ฆาเชื้อ
แลว วัดความขุนดวย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืน
แสงเทากับ 0.5 McFarland Standard ไดสารละลายเซลลประมาณ 1X106 - 3X106 CFU/ml  

 
3.10.4.3   การเตรียมราเสนใยสําหรับทดสอบ 

     เลี้ยงราในอาหารผิวเอียง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 22) 3-5 วัน 
หรือจนมีการสรางสปอร เติม 0.85% NaCl ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดเปนสปอรแขวนลอย 
กรองสปอร จากนั้นเจือจางดวยสารละลายนอรมัลซาลีน (0.85 % NaCl) ปรับจํานวนสปอรใหเทา
กับ 1X106 - 3X106 โดยนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) 

 
3.10.4.4 การทดสอบโดยวิธี Agar well  

     นําจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ 3.10.4.1 - 3.10.4.3 มานับ
จํานวนจุลินทรียทดสอบโดยวิธี Plate count ไดจํานวนของจุลินทรียทดสอบแสดงดังตารางที่ 3.2 
จากนั้นใชไมพันสําลีที่ปราศจากเชื้อ จุมลงในหลอดเชื้อ บิดสําลีกับขางหลอดพอหมาดๆ ปายลง
บนผิวหนาอาหาร Mueller-Hinton agar (Difco® Mueller-Hinton agar) (สําหรับแบคทีเรีย
ทดสอบ) อาหาร Sabouraud agar (สําหรับยีสตทดสอบ) และอาหาร PDA (สําหรับราทดสอบ) ที่
มีความหนาประมาณ 4 มิลลิเมตรใหทั่ว ในลักษณะสามทิศทาง ทิ้งไว 3-5 นาทีเพื่อใหผิวหนาของ
อาหารแหง แตไมเกิน 15 นาที จากนั้นใช cork borer เสนผานศูนยกลาง 8 มม. ฆาเชื้อโดยใช
เปลวไฟ เจาะลงบนอาหารแข็งในแนวทะแยงมุม นําชิ้นวุนที่เจาะไวออกโดยใช needle ใชปเปตดูด
สารที่ตองการทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในหลุมที่เจาะไว นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ซo เปน
เวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ สวนยีสตและราทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 48 ชั่วโมง วัดบริเวณที่เกิดวงใส (clear zone) โดยตัวควบคุมบวกคือของแบคทีเรียคือ 
streptomycin ยีสตคือ nystatin และราคือ cycloheximide และตัวควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อ
แตละชนิดที่ไมมีการลงเชื้อ 
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ตารางที่ 3.2  ปริมาณจุลินทรียทดสอบ(CFU/ml) ที่มีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland  
Standard 

 
จุลินทรียทดสอบ คาการดูดกลืนแสง(OD) ปริมาณจุลินทรียทดสอบ(CFU/ml) 

P. aeruginosa   ATCC 27853 0.108 3.32 x 108 

E. coli       ATCC  25922 0.096 3.13 x 108 
B. subtilis   ATCC  6633 0.101 6.30 x 107 
S.  aureus   ATCC  25923 0.099 6.70 x 107 
C. albicans    ATCC  70014 0.094 2.85 x 106 
S. cerevisiae   TISTR  5169 0.102 3. 73 x 106 
               
   3.10.5 การศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะเมื่อมีการเติม 1% โดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร ของสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน  

   เติมหัวเชื้อจากขอ 3.10.2 ใหมีปริมาณ 1%ของปริมาตรอาหารเลี้ยง ลง
ในอาหาร SCB ที่มีการเติม 1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ของสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอย
โทนเปปโทน เลี้ยงเชื้อและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 3.10.3 และขอ 3.10.4 
 
 
3.11  การผลิตสารปฏิชีวนะโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
                                 

 ผลิตสารปฏิชีวนะโดยใชอาหาร SCB ที่มีการเติม 1% สารสกัดจากยีสต โดยเลี้ยงแอกติ-
โนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ตามวิธีขอ 3.10.3 ปริมาตรอาหาร 30 ลิตร เปนเวลา 7 วัน จากนั้นปน
แยกสวนของเสนใยออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 ซo กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 ชั่งน้ําหนักของเสนใยเปยก นําเสนใยและ
อาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดตอไป 
 
 
3.12  การสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใยของแอกติโนมัยซีต 

สายพันธุ Ac 9.1 
  
 การสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใยของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
Ac 9.1 มีขั้นตอนการดําเนินงานแสดงดังรูปที่ 3.1 
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รูปที่ 3.1  แผนภาพแสดงขั้นตอนการสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของ  

เสนใยของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  
 
 

3.12.1 การสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
                   นําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่แยกเสนใยออกตามวิธีขอ 3.11 มาระเหยน้ําออกดวย
เครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 ซo จนมีลักษณะเปนของเหลวหนืด ชั่งน้ําหนัก จากนั้นนํา
มาสกัดดวยเอทิลแอซิเตต โดยใชกรวยแยก เติมเอทิลแอซิเตต ในปริมาตร 1:1 แยกสวนสารสกัด

สกัดดวยเมทานอล

สารสกัดจากเมทานอลสวนที่เหลือจากการสกัดดวยเมทานอล 

กรอง

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 30 ลิตร อายุ 7 วัน

ปนแยกเสนใย 12,000 รอบ/นาที 20 นาที 4 ซo 

ระเหยภายใตสูญญากาศ

ของเหลวหนืด 

สกัดดวยเอทิลแอซิเตต

ชั่งน้ําหนัก(กรัม) 

สารสกัดจากเอทิลแอซิเตต สวนที่เหลือจากการสกัด 
ดวยเอทิลแอซิเตต ปนแยกเสนใย

สวนของเสนใย

เสนใยเปยก 1 ก./เมทานอล 4 มล.

Sonicate 10 นาที

สกัดซ้ํา

สารสกัดจากเมทานอล

สารสกัดจากเอทิลแอซิเตต

สกัดดวยเอทิลแอซิเตต 
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จากเอทิลแอซิเตต ทําการสกัดซ้ํา 3 คร้ังหรือจนกวาไมมีสารละลายปนอยูในเอทิลแอซิเตตซึ่งตรวจ
สอบโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ จากนั้นระเหยเอทิลแอซิเตตออกดวยเครื่อง rotary 
evaporator ที่อุณหภูมิ 35 ซo จนแหง ชั่งน้ําหนัก นําสวนที่เหลือจากการสกัดดวยเอทิลแอซิเตต 
มาสกัดตอดวยเมทานอล ในปริมาตร 1:1 ทําการสกัด 3 คร้ังหรือจนกวาไมมีสารละลายปนอยูใน
เมทานอลตรวจสอบโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ ระเหยเมทานอลออกดวยเครื่อง rotary 
evaporator  ที่อุณหภูมิ 35 ซo จนแหง ชั่งน้ําหนัก  
 

3.12.2 การสกัดสารปฏิชีวนะจากสวนของเสนใย 
            นําสวนของเสนใยที่ไดจากการปนแยก มาสกัดดวยเมทานอลในอัตราสวนน้ําหนัก

เสนใยเปยก 1 กรัม/เมทานอล 4 มิลลิลิตร นําไปวางไวในอางอัลตราโซนิก 10 นาที ปนแยกสวน
สารสกัดเมทานอลกับเสนใยดวยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที ที่ 4 ซo 10 นาที สกัดซ้ํา 3 คร้ังหรือ
จนกวาไมมีสารละลายปนอยูในเมทานอลซึ่งตรวจสอบโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ จากนั้น
ระเหยเมทานอลออกโดยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 ซo ชั่งน้ําหนัก จากนั้นนําสาร
สกัดจากเสนใยดวยเมทานอลมาสกัดตอดวยเอทิลแอซิเตต วิธีการสกัดเชนเดียวกับสกัดดวยเมทา
นอล ขั้นตอนการสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย แสดงดังรูปที่ 3.1   
                         จากนั้นนําสารสกัดเมทานอล และเอทิลแอซิเตต จากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
และสารสกัดจากเมทานอล และเอทิลแอซิเตต จากสวนของเสนใย มาทดสอบโดยวิธี disk 
diffusion  
 

3.12.3 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อและสารสกัดจากสวนของเสนใยดวยวิธี disk diffusion (Murray และ Baron, 1999)  

  เตรียมจุลนิทรียทดสอบตามวิธีขอ 10.4.1–10.4.3 และลงเชื้อตามวิธีขอ 10.4.4
จากนั้นเตรียมดิสตทดสอบโดยปเปตสารสกัดที่ตองการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบปริมาตร 80 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษวงกลมมาตรฐาน (paper disk) อยางหนา เสน
ผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ทิ้งไวใหตัวทําละลายระเหยจนหมด จากนั้นวางแผนดิสตบนผิวหนา
ของอาหารที่ลงเชื้อทดสอบไว ในแนวทแยงมุม นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ซo เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง 
สําหรับแบคทีเรียทดสอบ สวนยีสตและราทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 48 ชั่วโมง วัด
บริเวณที่เกิดวงใส (clear zone) โดยตัวควบคุมบวกคือของแบคทีเรียคือ streptomycin ยีสตคือ 
nystatin และราคือ cycloheximide และตัวควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดที่ไมมีการลง
เชื้อ  
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3.13 การแยกและทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์ 
 

3.13.1 วิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
เปนการเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะออกจาก     

สิ่งเจือปน โดยใชแผน TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254 และใชสารละลายเชน            
เมทานอล เอทิลแอซิเตต คลอโรฟอรม เฮกเซน เปนตัวชะ ในอัตราสวนที่เหมาะสมในการแยกสาร
ปฏิชีวนะใหบริสุทธิ์ การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน TLC หลังจากดีเวลลอป (develop)   
โดยอบแผน TLC ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน หรือสองภายใตรังสี ยู วี ที่ความยาวคลื่น 
254 และ 365 นาโนเมตร หรือพนดวยสาร anisaldehyde ในกรดซัลฟวริก (หรือ vanillin) หลังจาก
ที่ใหความรอนกับแผน TLC สีของสารจะปรากฏ จากนั้นนําไปวัดคา Rf  

 
3.13.2 วิธี preparative TLC (PTLC) 

เปนวิธีการทําสารใหบริสุทธิ์ หลักการเชนเดียวกับวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ  
โดยใชแผน TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254 ขนาด 20 x 20 ซม. และตรวจสอบ 
ตําแหนงของสารบนแผน TLC หลังจากดีเวลลอป (develop) โดยสองภายใตรังสี ยู วี ที่ 
ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร จากนั้นขูดแถบของซิลิกาเจลที่ปรากฏแถบของสารออก
มาสกัดดวยตัวทําละลายที่เหมาะสม กรองสวนของซิลิกาเจลออก นําสวนของสารละลายไประเหย
ตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยแหงภายใตสุญญากาศ ชั่งน้ําหนัก ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
สารโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

3.13.3 การแยกสารสกัดในเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
  นําสารสกัดในเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยง 5.463 กรัม  มาทาํการแยกโดย

คอลัมนโครมาโทกราฟ ใชซิลิกาเจล 60 No. 9385 เปนตัวดูดซับ(350 กรัม) ชะคอลัมนดวยตัวทํา
ละลายตามอัตราสวนตางๆกันเรียงจากความมีข้ัวนอยไปหามาก คือ คลอโรฟอรม สารละลายผสม
ระหวางคลอโรฟอรมกับเมทานอล และเมทานอล เก็บสารละลายที่ชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร จากนั้น
นําสารละลายแตละสวนมาตรวจสอบวามีองคประกอบทางเคมีเหมือนกันหรือไม โดยใชวิธีทินเล
เยอรโครมาโทกราฟ รวมสวนที่เหมือนกันเขาดวยกัน จากนั้นนําสวนที่ไดไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง 
จุลินทรียทดสอบ  
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3.13.4 การแยกสารจากสวน F8  
  นําสารจากสวน F8 353.2 มิลลิกรัมซ่ึงไดจากการแยกสารสกัดในเอทิลแอซิเตต

จากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยคอลัมนโครมาโทกราฟและเมื่อทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบ
วาสามารถยับยั้ง S. aureus มีบริเวณยับยั้งกวางกวาทุกสวนจึงนํามาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมน
โครมาโทกราฟ ใชซิลิกาเจล 60 No. 9385 เปนตัวดูดซับ (60 กรัม) ชะคอลัมนดวยตัวทําละลาย
ตามอัตราสวนตางๆกันเรียงจากความมีข้ัวนอยไปหามาก คือ สารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรม
กับเฮกเซน คลอโรฟอรม สารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรมกับเมทานอล และเมทานอล เก็บสาร
ละลายที่ชะครั้งละ 25 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายแตละสวนมาตรวจสอบวามีองคประกอบ
ทางเคมีเหมือนกันหรือไม โดยใชวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ รวมสวนที่เหมือนกันเขาดวยกัน ผล
การแยกสารจากสวน F8 แสดงไวในสวนของผลการทดลอง  

 
3.13.5 การแยกสารจากสวน F4  
  นําสารจากสวน F4 130.5 มิลลิกรัมซ่ึงไดจากการแยกสารสกัดในเอทิลแอซิเตต

จากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ และเมื่อทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
พบวาเปนสวนเดียวที่สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 4 ชนิดคือ P. aeruginosa, E. coli,         
B. subtilis และ S. aureus จึงนําสวน F4 ซึ่งเปนผลึกรูปเข็มปนอยูในน้ํามันสีเหลืองมาทําให
บริสุทธิ์โดยวิธีตกผลึกดวยสารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรมและเฮกเซน แยกสวนน้ํามันสี
เหลืองออก นําสวนผลึกที่ยังไมบริสุทธิ์มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC โดยใชระบบตัวทํา
ละลาย เฮกเซนและคลอโรฟอรมในอัตราสวน 15:85  
 

3.13.6 การตกผลึก 
            สารประกอบที่มีการตกผลึก สามารถแยกผลึกออกจากสิ่งเจือปนโดยละลายผลึก

ในตัวทําละลายที่ระเหยงายเชน เฮกเซน เอทิลแอซิเตต คลอโรฟอรม จนอิ่มตัว แยกสวนที่ละลาย
มาตกผลึกอีกครั้ง โดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  
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3.14 การพิสูจนเอกลักษณของสารบริสุทธิ์ 
 
3.14.1 NMR spectroscopy 
  บันทึกดวยเครื่อง Varian รุน Mercury 400 สําหรับหาโปรตอนและคารบอน

นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรา โดยวัดคาเคมีคัลชิฟทเปนพีพีเอ็ม (ppm) สารตัวอยางที่ใช
ตรวจวัดโดยละลายใน CDCl3 หรือ CD3OD หรือ D2O 

  
3.14.2 Infrared spectroscopy 

  บันทึกดวยเครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
ของบริษัท Nicolet Impect model 410 สําหรับวัดอินฟราเรดสเปกตราของสาร สารตัวอยางที่ใช
วัดเตรียมโดยผสมกับโพตัสเซียมโบรไมด (KBr) อัดเปนแผน(pellet) เสนผานศูนยกลาง 1 
เซนติเมตร หนาประมาณ 1 มิลลิเมตร 
  

3.14.3 Mass spectrometry 
  บันทึกดวยเครื่อง Fison Instruments Mass Spectrometer  model Trio 2000  
ของบริษัท Fisons Instruments ประเทศอังกฤษ ใช Electron Impact source(EI) ซึ่งมีความตาง
ศักย 70 อิเลกตรอนโวลต กระแส 300 ไมโครแอมป อุณหภูมิ 180-300 ซo สําหรับบันทึกแมสสเปก
ตรา 
 
 3.14.4 เครื่องวัดจุดหลอมเหลว (Melting point asparatus) 
  ใชเครื่อง Fisher Johns Melting Point Asparatus, Fisher Scientific ประเทศ
สหรัฐอเมริกา สําหรับหาจุดหลอมเหลว 
 
 

 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 ลักษณะของตัวอยางดินรังปลวก 

 
ทําการเก็บตัวอยางดินรังปลวกจาก 6 จังหวัด ในประเทศไทย จํานวน 15 ตัวอยางโดยตัว

อยางดินที่เก็บรวบรวมไดมีเนื้อดิน สี และคา pH แตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.1  
 

ตารางที่ 4.1 แหลงที่มา พีเอช และลักษณะของตัวอยางดินรังปลวก 
 
ตัวอยางดิน ที่มาของดิน คา pH ลักษณะของดินรังปลวก 

1 อ. เมือง จ.  สระแกว 8.38 ดินรวน สีน้ําตาลแดง 

2 อ. อรัญประเทศ จ.  สระแกว 6.43 ดินรวน สีดํา  

3 อ. เขาฉกรรจ  จ.  สระแกว 4.80 ดินเหนียวปนทราย สีน้ําตาล 

4 อ. วัฒนานคร  จ.  สระแกว 7.92 ดินรวน สีเหลืองน้ําตาล 

5 อ. มโนรม  จ. ชัยนาท 4.56 ดินรวน ปนทราย สีน้ําตาล 

6 อ. เมือง จ. ชัยนาท 3.88 ดินเหนียว จับเปนกอนแข็ง สีน้ําตาล  

7 อ. สรรคบุรี  จ. ชัยนาท 4.25 ดินรวน สีน้ําตาลแดง  

8 อ.บานตาก  จ. ตาก 4.25 ดินปนทราย จับตัวเปนกอน สีดํา 

9 อ. สอยดาว จ. จันทบุรี 6.37 ดินรวนบริเวณปายูคาลิปตัส   สีดํา 

10 อ. ทาเกษม จ. สระแกว 7.64 ดินรวน สีดํา 

11 อ. เมือง จ. สระแกว 7.53 ดินรวนปนทราย สีน้ําตาลออน 

12 อ. ปะนาเระ จ. ปตตานี 6.26 ดินรวน สีเทาเขม 

13 อ. สายบุรี จ. ปตตานี 5.72 ดินรวน สีน้ําตาล 

14 อ. ปาย  จ. แมฮองสอน 5.74 ดินรวนแข็ง สีน้ําตาลดํา 

15 อ. ปางมะผา จ. แมฮองสอน 7.08 ดินรวน สีน้ําตาลดํา 
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4.2 การแยกแอกติโนมัยซีตจากดินตัวอยาง 
 

จากการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ โซเดียม       
เคซีเนต อการ  พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดจํานวน 79 สายพันธุ เรียงตามลําดับตัวอยาง
ดินที่นํามาแยก ดังแสดงในตารางที่ 4.2  

 
ตารางที่ 4.2 สายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง 

 
ลําดับตัวอยางดิน สายพันธุแอกติโนมัยซีตที่แยกได รวม 

1 Ac1.1 1 
2 Ac2.1, Ac2.2 2 
3 Ac3.1, Ac3.2, Ac3.3 3 
4 Ac4.1, Ac4.2, Ac4.3, Ac4.4, Ac4.5 5 
5 Ac5.1, Ac5.2, Ac5.3, Ac5.4, Ac5.5, Ac5.6, Ac5.7 7 

6 Ac6.1, Ac6.2, Ac6.3, Ac6.4, Ac6.5, Ac6.6, Ac6.7, Ac6.8, 
Ac6.9, Ac6.10 10 

7 Ac7.1, Ac7.2, Ac7.3, Ac7.4, Ac7.5 5 
8 Ac8.1, Ac8.2, Ac8.3, Ac8.4 4 

9 
Ac9.1, Ac9.2, Ac9.3, Ac9.4, Ac9.5, Ac9.6, Ac9.7, Ac9.8, 
Ac9.9, Ac9.10, Ac9.11, Ac9.12, Ac9.13, Ac9.14, Ac9.15, 
Ac9.16 Ac9.17 

17 

10 
Ac10.1, Ac10.2, Ac10.3, Ac10.4, Ac10.5, Ac10.6, Ac10.7, 
Ac10.8 8 

11 Ac11.1, Ac11.2, Ac11.3 3 
12 Ac12.1 1 
13 Ac13.1, Ac13.2, Ac13.3 3 
14 Ac14.1, Ac14.2, Ac14.3, Ac14.4, Ac14.5, Ac14.6 6 
15 Ac15.1, Ac15.2, Ac15.3, Ac15.4 4 
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4.3  การทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีต 
  

นําแอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากดินรังปลวกทั้งหมด 79 สายพันธุ มาทดสอบโดยวิธี agar 
cross steak กับจุลินทรียทดสอบทั้งหมด 7 ชนิดดังนี้ 

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 
Bacillus subtilis  ATCC  6633 
Escherichia coli  ATCC  25922 
Staphylococcus  aureus  ATCC  25923 
Candida  albicans  ATCC  70014 
Saccharomyces cerevisiae  TISTR  5169 
Aspergillus niger  ATCC 6275 

พบวาแอกติโนมัยซีตแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรยทดสอบไดแตกตาง
กัน ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
 
ตาราง 4.3 ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 

 
ระดับการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtilis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

Ac 1.1 - - - - - - - 
Ac 2.1 - + - + - - ++ 
Ac 2.2 - ++ - ++ ++ ++ +++ 
Ac 3.1 - - - - - - - 
Ac 3.2 - - - - - - - 
Ac 3.3 - + - + +++ +++ - 
Ac 4.1 - - - - - - - 
Ac 4.2 - + - + - - - 
Ac 4.3 - ++ + ++ - - - 
Ac 4.4 - + + + - - - 
Ac 4.5 - + + + - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtilis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

Ac 5.1 - - - ++ - - - 
Ac 5.2 - +++ - ++ + + ++ 
Ac 5.3 - +++ - - - - - 
Ac 5.4 - + - - - - - 
Ac 5.5 - ++ - ++ - - - 
Ac 5.6 - ++++ - ++ - - - 
Ac 5.7 - ++++ - ++ - - + 
Ac 6.1 - + - - - - - 
Ac 6.2 - - - - - - - 
Ac 6.3 - - - - - + +++ 
Ac 6.4 - +++ - +++ ++ ++ ++ 
Ac 6.5 - - - - - - - 
Ac 6.6 - - - - - - - 
Ac 6.7 - - - - - - - 
Ac 6.8 - - - - - - - 
Ac 6.9 - + - + - - - 
Ac 6.10 - - - - - - - 
Ac 7.1 - + - - - - - 
Ac 7.2 - + - + + + ++ 
Ac 7.3 + +++ - +++ - - - 
Ac 7.4 - + - - - - ++ 
Ac 7.5 - +++ - +++ - - ++ 
Ac 8.1 - ++ + ++ - - - 
Ac 8.2 - +++ - +++ - - + 
Ac 8.3 - - - - - - - 
Ac 8.4 - ++ + + - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 
ระดับการยับยั้งการเจริญจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtillis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

Ac 9.1 + +++ +++ +++ ++ ++ +++ 
Ac 9.2 - - - +++ - - - 
Ac 9.3 - - - + - - - 
Ac 9.4 - - - - + + ++ 
Ac 9.5 - ++ - - + + ++ 
Ac 9.6 - ++ + ++ ++ ++ +++ 
Ac 9.7 - ++ + ++ - ++ ++ 
Ac 9.8 - ++ ++ ++ ++ ++ +++ 
Ac 9.9 - +++ - +++ - - - 
Ac 9.10 - +++ - +++ - - - 
Ac 9.11 - + + + - - - 
Ac 9.12 - + - - - - - 
Ac 9.13 - ++ - + - - - 
Ac 9.14 - ++ - ++ - ++ + 
Ac 9.15 - ++ - ++ ++ + ++ 
Ac 9.16 - - - - - - - 
Ac 9.17 - - - - ++ + ++ 
Ac 10.1 - ++ - + + + ++ 
Ac 10.2 - - - ++ - - - 
Ac 10.3 - - - - - - - 
Ac 10.4 - - - ++ - - - 
Ac 10.5 - + - - - - - 
Ac 10.6 - ++ ++ ++ + - ++ 
Ac 10.7 + - - ++ - - - 
Ac 10.8 - + - - - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtilis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

Ac 11.1 - + - - + + - 
Ac 11.2 - - - - - - - 
Ac 11.3 - - - - - - - 
Ac 12.1 - + - + - - - 
Ac 13.1 - + - + - + ++ 
Ac 13.2 - +++ - ++ - + ++ 
Ac 13.3 - +++ - +++ + + ++ 
Ac 14.1 - ++ - + - - - 
Ac 14.2 - - - - - - - 
Ac 14.3 - ++ - - - - + 
Ac 14.4 - ++ - ++ - - + 
Ac 14.5 - - - - + - - 
Ac 14.6 - + - + - - ++ 
Ac 15.1 - - - - - - ++ 
Ac 15.2 - - - - - - - 
Ac 15.3 - ++ + ++ - - - 
Ac 15.4 - + - + - - - 

 
หมายเหต ุ ++++   = ความกวางของ Inhibition zone 30 มิลลิเมตรขึ้นไป 
     +++     = ความกวางของ Inhibition zone 20-29 มิลลิเมตร 
     ++       = ความกวางของ Inhibition zone 10-19 มิลลิเมตร 

 +         = ความกวางของ Inhibition zone 1-9 มิลลิเมตร                    
 -          = ไมยับยั้ง 
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4.4 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  
จากการทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตทั้งหมด 79 สาย

พันธุ สามารถแบงกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะไดทั้งหมด 4 กลุม คือ กลุมที่ 1 
ยับยั้งราอยางเดียว กลุมที่ 2 ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว กลุมที่ 3 ยับยั้งทั้งราและแบคทีเรีย กลุม
ที่ 4 ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ตารางที่ 4.4 แสดงจํานวนสายพันธุในแตละกลุมและคิด
เปนเปอรเซ็นตแสดงดังแผนภูมิวงกลมในรูปที่ 4.1 

 
ตารางที่ 4.4 จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่มีผลตอการยับยั้งจุลินทรียในแตละกลุม 

ขอบเขตการยับย้ังกลุม   
จุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

ยับยั้งราและแบคทีเรีย 

Ac 2.1, Ac 2.2, Ac 3.3, Ac 5.2, Ac 5.7, Ac 6.4, Ac 7.2, Ac 7.3, 
Ac 7.4, Ac 7.5, Ac 8.2, Ac 9.1, Ac 9.5, Ac 9.6, Ac 9.7, Ac 9.8, 
Ac 9.14, Ac 9.15, Ac 10.1, Ac 10.6, Ac 11.1, Ac 13.1, Ac 13.2, 
Ac 13.3, Ac 14.3, Ac 14.4, Ac 14.6,  

27 34.18 

ยับยั้งแบคทีเรีย        
อยางเดียว 

Ac 4.2, Ac 4.3, Ac 4.4, Ac 4.5, Ac 5.1, Ac 5.3, Ac 5.4, Ac 5.5, 
Ac 5.6, Ac 6.1, Ac 6.9, Ac 7.1, Ac 8.1, Ac 8.4, Ac 9.2, Ac 9.3, 
Ac 9.9, Ac 9.10, Ac 9.11, Ac 9.12, Ac 9.13, Ac 10.2, Ac 10.4, 
Ac 10.5, Ac 10.7, Ac 10.8, Ac 12.1, Ac 14.1, Ac 15.3, Ac 15.4 

30 37.97 

ยับยั้งราอยางเดียว Ac 6.3, Ac 9.4, Ac 9.17, Ac 14.5, Ac 15.1,  5 6.33 

ไมยับย้ังราและ
แบคทีเรีย 

Ac 1.1, Ac 3.1, Ac 3.2, Ac 4.1, Ac 6.1, Ac 6.5, Ac 6.6, Ac 6.7, 
Ac 6.8, Ac 6.10, Ac 8.3, Ac 9.16, Ac 10.3, Ac 11.2, Ac 11.3,  
Ac 14.2, Ac 15.2,  

17 21.52 

          
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1 แผนภูมิวงกลมการจัดกลุมการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 

34.18%

37.97%

6.33%

21.52%

ยับยั้งราและแบคทีเรีย ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว

ยับยั้งราอยางเดียว ไมยับยั้งราและแบคทีเรีย
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จากรูปที่ 4.1 จะเห็นไดวาเปอรเซ็นตของแอกติโนมัยซีตที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง  
จุลินทรียทดสอบคือ 78.48% สวนเปอรเซ็นตของแอกติโนมัยซีตที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบคือ 21.52% ชี้ใหเห็นวาดินรังปลวกเปนแหลงของแอกติโนมัยซีตที่สามารถ
สรางสารปฏิชีวนะ ทั้งนี้เนื่องจากดินรังปลวกมีการสะสมของไคตินซึ่งเกิดจากปกและเปลือกผิว
นอกของปลวกที่ตาย และแอกติโนมัยซีตสวนมากโดยเฉพาะสกุล Streptomyces สามารถยอย
สลายไคตินเพื่อใชเปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน (Kutzner, 1981) ดังนั้นแอกติโนมัยซีต
จึงพบไดมากในแหลงที่มีการสะสมของไคติน (Schrempf, 2001)  

นอกจากนี้ยังพบวาในกลุมของแอกติโนมัยซีตที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียวมี
จํานวนมากที่สุดคือ 37.97% และสามารถแบงเปนแบคทีเรียแกรมบวกอยางเดียวถึง 70% ทั้งนี้
เนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียที่ไวตอสารปฏิชีวนะมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เนื่อง
จากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเมมเบรนชั้นนอก (outer membrane) ลอมรอบเพปติโดไกล
แคนไว เมมเบรนนี้มีไขมันมากถึง 11-12% ของน้ําหนักแหงของผนังเซลล ซึ่งทําหนาที่เปนเครื่อง
กั้นสารเคมีและเอนไซมจากภายนอกไมใหเขาไปทําลายเซลล (นงลักษณ สุวรรณพินิจ และ ปรีชา 
สุวรรณพินิจ, 2541)  

 
 
4.5  สายพันธุที่คัดเลือกได 
 
 จากการทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะโดยวิธี agar cross steak พบวาแอกติ-
โนมัยซีต สายพันธุ Ac 9.1 เปนสายพันธุเดียว จากทั้งหมด 79 สายพันธุ ที่สามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทั้งหมด 7 ชนิด ดังรูปที่ 4.2 แสดงถึงขอบเขตการยับยั้งแบบ 
broad spectrum คือสามารถยังยั้งไดทั้งแบคทีเรีย (P. aeruginosa, B. subtilis, E. coli และ      
S. aureus) ยีสต (C.  albicans และ S. cerevisiae) และรา (A. niger)   จึงคัดเลือกแอกติโนมัย-
ซีตสายพันธุ Ac 9.1 เพื่อนําไปศึกษาสารปฏิชีวนะที่ผลิตขึ้นตอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 



 56

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 การสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบทั้ง P. aeruginosa,  B. subtilis, E. coli 
S. aureus, C.  albicans, S. cerevisiae และ A. niger ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
 
 
4.6 การวิเคราะหหา 2,6-diaminopimelic acid ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลลของ      
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 (Cross และ Goodfellow, 1973) 
 

เมื่อนําสารสกัดที่เตรียมดวยวิธีขอ 3.7.2 มาวิเคราะหดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
ตามวิธีทดลองขอ 3.7.3 ใชนินไฮดรินเปนตัวตรวจสอบ วัดคา Rf เทียบกับสารมาตรฐาน 2,6-
diaminopimelic acid พบวาสารสกัดจากแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีคา Rf เทากับคา Rf 
ของ Streptomyces aminophilus ATCC 14961 และไอโซเมอรชนิด L ของสารมาตรฐาน 2,6-
diaminopimelic acid ดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.3 จึงสามารถจัดแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ Ac 9.1 ใหอยูในกลุมแอกติโนมัยซีตที่มีผนังเซลลแบบที่ Ι ตามการแบงของ Williams และ
คณะในป 1989 ซึ่งผนังเซลลแบบที่ Ι พบในแอกติโนมัยซีตในกลุมที่ 1 คือสกุล Nocardioides และ
สกุล Terrabacter  แอกติโนมัยซีตกลุมที่ 4 คือ Streptomycetes และสกุลที่เกี่ยวของ และแอกติ-
โนมัยซีตกลุมที่ 8 คือสกุล Kitasatosporia ตามการแบงของ Holt และคณะในป 1994 จากขอมูลที่
ไดสามารถสันนิษฐานไดวาแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 อาจอยูใน 3 กลุมที่กลาวมาขางตน  
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ตารางที่ 4.5 คา Rf ของสารสกัด และสารมาตรฐาน 2,6-diaminopimelic acid 

ตัวอยาง คา Rf 
สารสกัดจากแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 0.45 
สารสกัดจาก Streptomyces aminophilus ATCC 14961  0.45 
สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค (ไอโซเมอรชนิด meso) 0.41 
สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค(ไอโซเมอรชนิด L) 0.46 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3 โครมาโทแกรมแสดงแถบของสารสกัด DAP ดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ  

A = สารมาตรฐาน  B = Ac 9.1 C = S. aminophilus 
 
4.7  การจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
  

ศึกษาตามวิธีที่รายงานโดย Williams และคณะ Bergey's Manual of systematic 
Bacteriology Volume 4. (Williams et al.,1989) 

4.7.1 การศึกษาทางสัณฐานวิทยา ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด(SEM) และกลองจุลทรรศอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) 

             จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาทํา slide culture บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ ISP 4 อินออรแกนิค ซอลล สตารช อการ พบวามีการสรางสายใยอาหาร และสายใยอากาศที่
มีลักษณะขดเปนวงซอนกัน เสนผานศูนยกลางกวาง แสดงดังรูปที่ 4.4 มีการสรางสปอรปลายเสน
ใย สปอรโตเต็มที่ในวันที่ 7 และจากการศึกษาลักษณะสปอรและสายสปอรดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราดพบวาสปอรตอกันเปนสายยาว สายสปอรมีลักษณะคอนขางตรง เปน
แบบ rectus-flexbilis แตกจากปลายเสนใยเปนชอ ดังรูปที่ 4.5 และ 4.6 และเมื่อศึกษาดวยกล อง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานพบวา สปอรมีความยาวประมาณ 1 ไมโครเมตร สปอรมีรูปทรง
กระบอก (cylindrical) ปลายมน มีผิวเรียบ แสดงดังรูป 4.7  
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รูป 4.4 ภาพของสายใยอากาศของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีลักษณะขดเปนวงซอนกัน  

เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป 4.5 ภาพของสายสปอรของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีลักษณะคอนขางตรงสปอรตอ   
           กันเปนสายยาว เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด กําลังขยาย       
          10,000 เทา 
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รูป 4.6 แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีการสรางสายสปอรที่ปลายเสนใย สายสปอรแตกออก     

เปนชอจากปลายเสนใย เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด กําลัง
ขยาย 5,000 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7 แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีผิวของสปอรเรียบ รูปทรงกระบอก เมื่อศึกษาภายใต 

  กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 16,500 เทา 
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จากขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจัดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ใหอยูใน
กลุมที่ 4 คือ Streptomycetes และสกุลที่เกี่ยวของ เนื่องจากแอกติโนมัยซีตในกลุมที่ 1 คือสกุล 
Nocardioides เปนสกุลที่มีการแตกหักของเสนสายใยอากาศและสายใยอาหาร ซึ่งไมพบใน     
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 สวนสกุล Terrabacter มีการสรางเฉพาะสายใยอาหารเทานั้น 
และแอกติโนมัยซีตกลุมที่ 8 คือสกุล Kitasatosporia มีการสรางสปอรเปนสายยาว แตไมพบการ
สรางการสรางสายสปอรตอกันเปนชอ (Holt et al, 1994)  

ในกลุมที่ 4 คือ Streptomycetes และสกุลที่เกี่ยวของ ประกอบไปดวยสกุล 
Streptomyces, สกุล Streptoverticillium, สกุล Intrasporangium, สกุล Kineosporia และสกุล 
Sporichthya จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ไมพบการสราง 
สปอรในอับสปอรเชนเดียวกับสกุล Intrasporangium และ สกุล Kineosporia และสปอรไมเคลื่อน
ที่ซึ่งแตกตางจากสกุล Sporichthya แตมีลักษณะสายสปอรที่แตกออกเปนชอ สปอรตอกันเปน
สายยาว ซึ่งเปนลักษณะทางสัณฐานวทิยาที่พบในสกุล Streptomyces หรือ สกุล 
Streptoverticillium ซึ่งเปนสกุลที่ใกลเคียงกัน การศึกษาสรีระวิทยาและการวิเคราะหลําดับเบสที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA จะทําใหทราบถึงสกุลและสปชีสที่แนนอนของแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ Ac 9.1 

 
4.7.2 ศึกษาการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

International  Streptomyces Project (ISP) media 
จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP 6 ชนิด 

คือ 
ISP 1 - TYEA   Tryptone - yeast extract agar 
ISP 2 - YMEA  Yeast -  malt extract agar 
ISP 3 - OA Oat meal agar 
ISP 4 - ISSA Inorganic salts starch agar 
ISP 5 - GAA Glycerol asparagine agar 
ISP 6 - PYEA Peptone-yeast extract agar 
 

ศึกษาการเจริญ และเมื่อเชื้อเจริญเต็มที่ บันทึกลักษณะของสายใยอากาศ สายใยอาหาร   
รงควัตถุที่ละลายน้ํา ดังแสดงในตารางที่ 4.6 ลักษณะของโคโลนี สีของสายใยอากาศ และสีของ
สายใยอาหารบนอาหาร ISP 2  Yeast -  malt extract agar และอาหาร ISP 4  Inorganic salts 
starch agar แสดงดังรูปที่ 4.8 และ 4.9 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4.6 การเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP 
 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ ลักษณะการเจริญ 
G                      ดีมาก 
AM                   ขาวเทา 
SM                   น้ําตาล 

ISP 1 - TYA 
Trypton-yeast extract agar 

SP                    น้ําตาลออน 
G                      ปานกลาง 
AM                   ขาวน้ําตาล 
SM                   น้ําตาลเหลือง 

ISP 2 - YMEA 
Yeast -  malt extract agar 

SP                    ไมมี 
G                      ดี 
AM                   ขาวสม 
SM                   สม 

ISP 3 - OA 
Oat meal agar 

SP                    น้ําตาล 
G                      ดี 
AM                   ขาวเหลือง 
SM                   ขาวเหลืองน้ําตาล 

ISP 4 - ISSA 
Inorganic salts starch agar 

SP                    สีน้ําตาลออน 
G                      ปานกลาง 
AM                   ขาวน้ําตาล 
SM                   ขาวน้ําตาล 

ISP 5 - GAA 
 Glycerol asparagine agar 

SP                    ไมมี 
G                      ดีมาก 
AM                   นอยสีน้ําตาลออนออกขาว 
SM                   สีน้ําตาลออน 

ISP 6 - PYEA  
Peptone-yeast extract agar 
 

SP                    ไมมี 
หมายเหต ุ    G   การเจริญ (Growth)      AM    สายใยอากาศ  
                    SM   สายใยอาหาร   SP     รงควัตถุที่ละลายน้ํา  
 



 62

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหาร ISP 2  

   A คือสีของสายใยอากาศ B คือสีของสายใยอาหาร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหาร ISP 4  

   A คือสีของสายใยอากาศ B คือสีของสายใยอาหาร  
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4.7.3 การศึกษาการสรางรงควัตถุเมลานิน  
  จากการนําแอคติโนมัยซีต Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนเอียงเปปโตนยีสต

เอกซแทรก ไอรอน อการ และอาหารวุนเอียงไทโรซีน อการ สามารถตรวจสอบการสรางรงควัตถุ   
เมลานินจากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.10  เมื่อเจริญบนอาหารเปป-
โตน ยีสตเอกซแทรก ไอรอน อการ สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลดํา  และไมเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเมื่อเจริญบนอาหาร ไทโรซีนอการ 

 
4.7.4 การรีดิวสไนเตรทและการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

              จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาตรวจสอบการรีดิวสไนเตรทและ
การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต พบวา Ac 9.1 สามารถรีดิวสไนเตรทได แตไมสรางกาซไฮโดรเจน
ซัลไฟต 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4.10  สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปปโตน ยีสตเอกแทรก ไอรอน อการ (PYIA) และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

     ไทโรซีน อการ (TA) เมื่อเพาะเลี้ยงแอกติโนมัยซีต Ac 9.1 เปนเวลา 7 วัน  
 
4.7.5  การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร 

              จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ โมดิ-
ฟายด    เบนเนท อการ ที่เติมสารที่ตองการตรวจสอบการยอยสลายสารแตละชนิดลงไป ผลแสดง
ดังตารางที่ 4.7  
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ตารางที่ 4.7 ความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบ 
 

สารทดสอบ ผลการยอยสลายสาร 

อะดีนีน(adenine) - 
ไทโรซีน(tyrosine) + 
ไซแลน(xylan) + 
แซนทีน(xanthine) + 
เคซีน(casein) + 
เจลาติน(gelatin) + 
แปง(starch) + 

+ : ยอย  - : ไมยอย 
 
4.7.6  การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ 
  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ      

โมดิฟายด เบนเนท อการ และตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆคือ 4 10 37 และ 45 ซo ผลการ
เจริญแสดงดังตารางที่ 4.8  
 

ตารางที่ 4.8 ความสามารถเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
4 10 37 45 

การเจริญที่
อุณหภูมิตางๆ
ของ Ac9.1 - - + + 

  + : เจริญ  - : ไมเจริญ 
 
4.7.7 การตรวจสอบการเจริญที่พีเอชเทากับ 4.3 

  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ       
โมดิฟายด เบนเนท อการ ที่ปรับพีเอช เทากับ 4.3 ซึ่งเปนภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของ   
แอกติโนมัยซีต    พบวา Ac 9.1 สามารถเจริญที่ภาวะพีเอชเทากับ 4.3 ได 
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4.7.8 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 
  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล    
มีเดียม ที่เติมสารประกอบไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดย
เปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่ไมไดเติมสาร และชุด
ควบคุมบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่เติมแอสปาราจีน หรือโปรลีน ผลแสดงดัง   ตาราง 
4.9 

 
ตารางที่ 4.9 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  

 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารประกอบไนโตรเจน การเจริญของAc9.1 

L- อาจินีน - 
L- ฮีสทิดีน + 

L- เมทไธโอนีน + 
โพแทสเซียมไนเตรท + 

L- ฟนิลอะลานีน - 
L- ซีรีน - 

L- ธีโอนีน + 
L- วาลีน + 

+ : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากับชุดควบคุมบวก   
 -  : เจริญเทากับหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

 
4.7.9 การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 
  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ  Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ ที่เติมสารประกอบคารบอนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลง
คารบอน โดยเปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ 
ที่ไมไดเติมสาร และชุดควบคุมบวกคือ อาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการที่ประกอบดวย
กลูโคส ผลแสดงดังตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.10 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  
 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารประกอบคารบอน การเจริญของAc9.1 
L- อะราบิโนส + 
เดกแทรนซ + 
D- ฟรุกโตส + 

D- กาแลคโตส + 
มีโซ-อินโนซิทอล - 

D- แลคโตส - 
D- แมนนิทอล - 
D- แมนโนส + 
L- แรมโนส + 
ซาลิซิน - 
ซูโครส + 
ไซโลส + 

โซเดียมอะซิเตท - 
โซเดียมซิเตรท + 
โซเดียมมาโลเนท - 

+    : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากับชุดควบคุมบวก  
- : เจริญเทากับหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 
 

4.8 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 โดยวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
 

 จากการจําแนกสกุลของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ตามหลักการจําแนกอางอิงตาม 
Bergey ‘s Manual of Systematic Bacteriology Volume 4. (Williams et al.,1989) พบวาแอกติ
โนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 จัดอยูในสกุล Streptomyces หรือ สกุล Streptoverticillium และผลที่
ไดยังไมสามารถจําแนกสกุลและสปชีสที่แนชัดได เพื่อจําแนกสกุลและสปชีสของแอกติโนมัยซีต
สายพันธุ Ac 9.1 อยางชัดเจนจึงไดทําการตรวจหาลําดับเบสของดีเอ็นเอที่ประมวลรหัส 16S 
rRNA ของ แตเนื่องจากในกลุม Streptomycetes ชนิดตางๆ มีสวนลําดับเบสอนุรักษอยูมาก 
(conserved sequence) ดังนั้นจึงตองออกแบบไพรเมอร โดยครอบคลุมชวงที่มีความแตกตางกัน
มากสูงสุด (hypervariable region) ของลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดังนั้นจึงออก
แบบไพรเมอรอางอิงขอมูลตาม Kataoka และคณะ (1997) จากนั้นจึงสงตัวอยางแอกติโนมัยซีต
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สายพันธุ Ac 9.1 ไปวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่ Asian Natural 
Environmental Science Center, the University of Tokyo ประเทศญี่ปุน  
 ผลการวิเคราะหหาลําดับเบสชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 แสดงดัง
รูปที่ 4.11  
 
     10         20         30         40         50         60 
5' GCGGCTGCTG GCACGTAGTT AGCCGGCGCT TCTTCTGCAG GTACCGTCAC TTTCGCTTCT 
           70         80         90        100        110        120 
   TCCCTGCTGA AAGAGGTTTA CAACCCGAAG CCGTCATCCC TCACGCGGCG TCGCTGCATC 
          130        140        150        160        170        180 
   AGGCTTTCGC CCATTGTGCA ATATTCCCCA CTGCTGCCTC CCGTAGAGTC TGGGCCGTGT 
          190        200        210        220        230        240 
   CTCAGTCCCA GTGTGGCCGG TCGCCCTCTC AGGCCGGCTA CCCGTCGTCG CCTTGGTAGG 
          250        260        270        280        290        300 
   CCATCACCCC ACCAACAAGC TGATAGGCCG CGGGCTCATC CTTGCACCGC CGGAGCTTTC 
          310        320        330        340        350        360 
   CACCACCAAC CATGCGGTCA GCGGTCGTAT CCGGTATTAG ACCCCGTTTC CAGGGCTTGT 
          370        380        390        400        410        420 
   CCCAGAGTGC AGGGCAGATT GCCCACGTGT TACTCACCCG TTCGCCACTA ATCCACCCCG 
          430        440        450        460        470        480 
   AAGGGCTTCA TCGTTCGACT TGCATGTGTT AAGCACGCCG CCAGCGTTCG TCCTGAGCCA 
          490          
   GGATCAAACT CTCCGTGA 3' 

 

รูปที่ 4.11  ลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
 
 จากนั้นนําลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 

Ac 9.1 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ที่บันทึกและรวบรวมไว
ใน GeneBank DNA database จากเว็บไซต http://www.ddbj.nig.ac.jp พบวา ลําดับเบสของ 
16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ 
Streptomyces griseocarneus โดยมีความเหมือน (% identity) เทากับ 98% ในตารางที่ 4.11 
แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยาเปรียบเทียบกับ Streptomyces griseocarneus 
NCIMB 40447 
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ตารางที่ 4.11  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
Ac9.1 เปรียบเทียบกับ Streptomyces griseocarneus NCIMB 40447 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และสรีรวิทยา Ac 9.1 

Streptomyces griseocarneus 
NCIMB 40447* 

สีของสายใยอาหาร เหลือง-น้ําตาล น้ําตาล 
สีของสายใยอากาศ เหลือง-น้ําตาล น้ําตาลออน หรือ ชมพู 

สีสปอร ขาว ขาว 
รูปรางสปอร ทรงกระบอก(cylindrical) ทรงกระบอก(cylindrical) 

ลักษณะผิวสปอร เรียบ เรียบ 
ลักษณะสายสปอร สายตรง สายตรง 
การสรางรงควัตถุ 

เมลานิน + - 

การสรางรงควัตถุ + - 
การรีดิวซไนเตรท + - 
การสรางกาซ H2S - - 
การยอยสลาย   

เจลาติน + + 
แปง + + 

การใชแหลงคารบอน   
ไซโลส + + 

L- อะราบิโนส + - 
L-แรมโนส + - 
D-ฟรุกโตส + + 

D-กาแลคโตส + + 
ซูโครส + + 

D-แมนนิทอล - - 
หมายเหต ุ +  :  ผลทดสอบบวก -  :  ผลทดสอบลบ  
   ที่มา : Soliveri, J. และคณะ (1987) 
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4.9 การสรางสารปฏิชีวนะในอาหารเหลว  
 

4.9.1 ศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว 4 
ชนิดคือ nutrient broth (NB), malt extract broth (MEB), sodium casinate broth (SCB) และ 
soluble starch broth (SSB)  

   เมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลวทั้ง 4 ชนิด ตามวิธีในขอ 
3.10.3 ผลการทดลองในวันที่ 3, 5 และ 7 แสดงดังแผนภูมิรูปที่ 4.12, 4.13 และ 4.14 ตามลําดับ 
จากแผนภูมิในวันที่ 3, 5 และ 7 พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว SCB ในวันที่ 3, 5 และ 7 สามารถ
สรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง E.coli และ S. aureus ได แตเมื่อเลี้ยงในอาหาร MEB NB และ SSB ไม
สามารถยับยั้งได และในวันที่ 3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร NB เปนอาหารเพียงชนิดเดียวที่สามารถสราง
สารปฏิชีวนะยับยั้ง A. niger ได และการเลี้ยงในอาหารเหลวทั้ง 4 ชนิด ไมสามารถยับยั้ง             
P. aeruginosa ซึ่งเปนเชื้อทดสอบที่มีความไวนอยที่สุด ชี้ใหเห็นวาประสิทธิภาพการสรางสาร
ปฏิชีวนะในอาหารเหลวของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 นั้นลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการสราง
สารปฏิชีวนะในอาหารแข็งซึ่งสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทั้งหมด ทั้งนี้อาจเกิดจากสาเหตุ
หลายประการคือ การเลี้ยงในอาหารเหลวทําใหเกิดการแตกหักของเสนใย (fragmentation) ของ
เสนใยเปนผลใหเชื้อไมเขาสูระยะ stationary phase จึงไมมีการสรางสารปฏิชีวนะ (Shomura, et 
al., 1979 ; Pickup et al., 1993) หรืออาจมีการผลิตสารปฏิชีวนะในอาหารเหลวไดดีเชนเดียวกับ
ในอาหารแข็ง แตการทําลายสารปฏิชีวนะในอาหารเหลวเกิดขึ้นไดงายกวาบนอาหารแข็ง เชนการ
ทําลายสารโดย decomposing enzyme ซึ่งในอาหารเหลวโอกาสที่สารจะสัมผัสเอมไซมเปนไปได
มากกวา (Maruyama et al., 1975; Suhara et al., 1975)  

   จากผลการทดลองพบวาการเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร
เหลว SCB สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดถึง 5 ชนิด แตบริเวณยับยั้งยีสต
และรานอยกวาการเลี้ยงในอาหารเหลว MEB NB และ SSB จึงมีการปรับปรุงสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
SCB โดยการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน ความเขมขน 1% โดยปริมาตร
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อเพิ่มปริมาณสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
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รูปที่ 4.12    แผนภูมิแสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  

       ในอาหารเหลว MEB NB และ SSB ในวันที่ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.13    แผนภูมิแสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  

       ในอาหารเหลว MEB NB และ SSB ในวันที่ 5 

บริเวณยับยั้งเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 3 วัน
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บริเวณยับยั้งเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว 5 วัน
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รูปที่ 4.14    แผนภูมิแสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  
       ในอาหารเหลว MEB NB และ SSB ในวันที่ 7 

 
4.9.2 ศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะและน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 

9.1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว SCB ที่มีการเติม สารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 
ความเขมขน 1% โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

             เมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว SCB ที่เติมสารสกัด
จากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน ความเขมขน 1% โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อและ
วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบ ในวันที่ 3  5  และ 7 แสดง
ดังตารางที่ 4.12  4.13  และ 4.14 ตามลําดับ จากผลการทดลองพบวาการเติมสารสกัดจากยีสต 
1% ของอาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ในวันที่ 7 เกิดบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบมากที่สุด เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตไมสามารถ
ยับยั้ง P. aeruginosa  และ A. niger ได และจากการศกึษาน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีต
สายพันธุ Ac 9.1 พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร SCB ที่เติมสารสกัดจากยีสต ทําใหมีน้ําหนักเซลลแหง
มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการเติม  เปปโทน ซอยโทนเปปโทน และอาหาร SCB ที่ไมมีการเติม
สารอาหาร ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.15   

บริเวณยับยั้งเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 7 วัน

0
5

10

15
20

25
30

MEB NB SSB SCB

อาหารเลี้ยงเชื้อ

บริ
เวณ

ยับ
ยั้ง

(ม
ม.

)
B. subtilis
S. aureus
P. aeruginosa
E. coli
C. albicans
S. cerevisiae
A. niger



 72

ตารางที่ 4.12 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบในวันที่ 3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 1 % โดย
ปริมาตร 
 

บริเวณยับยั้งในวันที่ 3 (มม.) จุลินทรียทดสอบ
control* สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน

B. subtilis 11.20 c 13.30 a 11.20 c 12.33 b
S. aureus 11.43 b 13.10 a 0 c 0 c
E. coli  14.66 b 16.13 a 0 c 0 c
C. albicans 16.53 d 19.96 c 24.56 a 20.46 b
S. cereviseae 25.60 a 25.53 a 25.63 a 25.60 a
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา

เฉล่ีย ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05              
a = คาเฉลี่ยที่มากที่สุด  รองลงมาคือ b, c และ d ตามลําดับ 

                            * control อาหารเหลวโซเดียมเคซิเนต (SCB)  
 
 
ตารางที่ 4.13 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบในวันที่ 5 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 1 % โดย
ปริมาตร 
 

บริเวณยับยั้งในวันที่ 5 (มม.) จุลินทรียทดสอบ
control* สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน

B. subtilis 15.06 b 18.90 a 11.33 d 13.53 c
S. aureus 12.36 b 14.70 a 0 c 0 c
E. coli  13.50 b 14.33 a 0 c 0 c
C. albicans 11.86 d 18.33 c 21.63 a 19.43 b
S. cereviseae 17.63 d 23.43 a 22.53 b 22.40 c
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา

เฉล่ีย ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05              
a = คาเฉลี่ยที่มากที่สุด  รองลงมาคือ b, c และ d ตามลําดับ 

                            * control อาหารเหลวโซเดียมเคซิเนต (SCB)  
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ตารางที่ 4.14 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบในวันที่ 7 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 1 % โดย
ปริมาตร 
 

บริเวณยับยั้งในวันที่ 7 (มม.) จุลินทรียทดสอบ
control* สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน

B. subtilis 16.10 b 19.36 a 13.46 c 19.50 a
S. aureus 13.73 b 15.66 a 0 c 0 c
E. coli  14.66 b 15.46 a 0 c 0 c
C. albicans 18.60 d 24.90 a 22.60 b 22.06 b
S. cereviseae 0 d 24.23 a 20.26 b 19.50 c
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา

เฉล่ีย ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05              
a = คาเฉลี่ยที่มากที่สุด  รองลงมาคือ b, c และ d ตามลําดับ 

                            * control อาหารเหลวโซเดียมเคซิเนต (SCB)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15  แผนภูมิแสดงน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เมื่อเลี้ยงในอาหาร 

     ที่มีการเติม สารสกัดจากยีสต  เปปโทน และซอยโทนเปปโทน   
     control คืออาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร 
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  จากผลการทดลองพบวาการเติมสารสกัดจากยีสต 1% ของอาหารเลี้ยงเชื้อ SCB 
เปนผลใหการผลิตสารปฏิชีวนะและการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 สูงที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับการเติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทน รวมถึงตัวควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหาร 
ชี้ใหเห็นวาการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เมื่อเลี้ยงในอาหาร SCB ที่มี
การเติมสารสกัดจากยีสต 1% ไดดีที่สุด เนื่องจากเจริญไดมากที่สุดนั้นเอง ซึ่งสอดคลองก ับราย
งานของ Yang และคณะ (1996) มีรายงานวาถาปริมาณเซลลในระยะการเจริญสูง เชื้อจะสราง
สารปฏิชีวนะมากขึ้น  

  นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดจากยีสตประกอบดวยกรดอะมิโนเปนสวนมากคือ
ประมาณรอยละ 50 โดยมวล (Collee et al., 1989) ซึ่งจุลินทรียสามารถนําไปใชเปนแหลง
ไนโตรเจนในการผลิตสารปฏิชีวนะได Streptomycetes แตละชนิดมีความตองการไนโตรเจนเพื่อ
ใชในการผลิตสารปฏิชีวนะที่แตกตางกันไป เชนในการผลิต สารปฏิชีวนะ armentomycin โดย 
Streptomyces armentosus พบวาไลซีนเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด (He et al., 1995) สวน      
S. pristinaespiralis ใชกลูตาเมตและอลานีนเปนแหลงไนโตรเจนในการผลิต pristinamycin 
(Voelker และ Altaba, 2001) ดังนั้นเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่
เติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทน ไมเกิดบริเวณยับยั้งของ Staphylococcus aureus และ 
Escherichia coli ในวันที่ 3  5 และ 7 อาจมีสาเหตุมาจากเปปโทน และซอยโทนเปปโทนเปนสาร
อาหารที่ไมเหมาะสมตอการผลิตสารปฏิชีวนะโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 จึงเลือกอาหาร
เหลว SCB ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต 1 % ในการผลิตสารปฏิชีวนะใหมีปริมาณมากเพียงพอ
ในการวิเคราะหโครงสรางของสารปฏิชีวนะตอไป 
 
 
4.10 การผลิตสารปฏิชีวนะ 

 
จากการเลี้ยงแอกติโนมียซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่มีการเติม 1 % สารสกัด

จากยีสต เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง เขยาดวย rotary shaker 200 rpm ปริมาตร 30 ลิตร จาก
นั้นนําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย มาสกัดดวย เอทิลแอซิเตต และเมทานอล ตาม
วิธีขอ 3.12 น้ําหนักของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อทําการระเหยน้ําออกดวย rotary eveporater ที่
อุณหภูมิ 35 ซo จนมีลักษณะเปนของเหลวหนืดคือ 255.73 กรัม และน้ําหนักของเสนใยเปยกคือ 
612.61 กรัมน้ําหนักของสารสกัด และเปอรเซ็นของน้ําหนักสารสกัดตอน้ําหนักอาหารเลี้ยงเชื้อและ
เสนใยเปยกแสดงดังตาราง ที่ 4.15  
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ตารางที่ 4.15 น้ําหนักของสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย 
 

น้ําหนักของสารสกัดดวยตัวทําละลาย (กรัม) 
อาหารเลี้ยงเชื้อ เสนใย 

MeOH EtOAc MeOH EtOAc 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
30 ลิตร 

(255.73) 
64.98 5.46 12.14 1.28 

เปอรเซ็นต(w/w) *25.41 *2.14 #1.98 #0.21 
หมายเหต ุ  * เปอรเซ็นตของน้ําหนักสารสกัดจากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อตอน้ําหนักของเหลวหนืดของอาหาร 

      เล้ียงเชื้อ (255.73 ก.)     
    # เปอรเซ็นตของน้ําหนักสารสกัดจากสวนของเสนใยตอน้ําหนักของเสนใยเปยก (612.61 ก.) 
 
4.10.1 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบของสารสกัด 

  เมื่อนําสารสกัดทั้ง 4 ชนิดคือ สารสกัดเมทานอลจากอาหารเลี้ยงเชื้อ สารสกัดเอ
ทิลแอซิ-เตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ สารสกัดเมทานอลจากเสนใย และสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากเสน
ใย มาทดสอบโดยวิธี disk diffusion กับจุลินทรียทดสอบคือ P. aeruginosa, B. subtilis, E. coli,         
S. aureus, C.  albicans, S. cerevisiae และ A. niger ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.16 จาก
ผลการทดลองพบวาสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดทั้งหมดที่ความเขมขน 10 มก./ ดสิต 8 มม และเกิดบริเวณยับยั้ง B. subtilis ที่ความเขมขน 1 
มก./ ดิสต 8 มม สวนสารสกัดจากเสนใยดวยเมทานอลเกิดบริเวณยับยั้งยีสตที่ความเขมขน 1 และ 
10 มก./ ดิสต 8 มม และเกิดบริเวณยับยั้งกับแบคทีเรียแกรมบวกที่ความเขมขน 10 มก./ ดิสต 8 
มม  และสารสกัดจากสวนของเสนใยดวยเอทิลแอซิเตตเกิดบริเวณยับยั้งกับแบคทีเรียแกรมบวกที่
ความเขมขน 10 มก/ ดิสต 8 มม จึงเลือกสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการแยก
สารปฏิชีวนะเนื่องจากสามารถเกิดบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด 

  ผลจากการนําสกัดสารปฏิชีวนะจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย
ดวย     เมทานอลและเอทิลแอซิเตตมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ ชี้ใหเห็นวาสารปฏิชีวนะที่สราง
โดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 แบงได 2 สวนคือ สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งแบคทีเรีย ซึ่งพบมาก
ในสวนสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ และสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งรา พบมากในสวนสาร
สกัดเมทานอลจากสวนของเสนใย เนื่องจากสารสกัดเอทิลแอซิ-เตตจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เปนสวนเดียวที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และสารสกัดเมทานอล
จากสวนของเสนใยสามารถยับยั้ง S. cerevisiae และ C. albicans ไดที่ความเขมขน 1 มก./ดิสต 
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8 มม. ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Soliveri และคณะ (1987) พบวา Streptoverticillium sp 
43/16 จากดินในสเปน ผลิตสารปฎิชีวนะ pentaene และ heptaene macrolide คือ PA-5 และ 
PA-7 ตามลําดับ ซึ่งพบในสวนของเสนใยที่สกัดดวยเมทานอลสามารถยับยั้ง C. albicans,          
S. cerevisiae  และ Cladosporium cucumerinum เปนตน  
 

ตารางที่ 4.16  บริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบ ของสารสกัดที่ความเขมขน 1 
มิลลิกรัม และ         10 มิลลิกรัมตอดิสต 8 มิลลิเมตร 

 
บริเวณยับย้ัง (inhibition zone) (มม.) ของจุลินทรียทดสอบ 

สารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ สารสกัดจากเสนใย 
MeOH EtOAc MeOH EtOAc 

  
จุลินทรียทดสอบ 

 1 มก 10 มก. 1 มก 10 มก. 1 มก 10 มก. 1 มก 10 มก.
B. subtilis - - 9.8 25.3 - 9.8 - 18.1 
S. aureus - - - 23.7 - 10.1 - 17.0 
E. coli - - - 20.4 - - - - 
P. aeruginosa - - - 13.4 - - - - 
C. albicans - - - 10.4 13.6 16.8 - - 
S. cerevisiae - - - 22.7 21.1 26.0 - - 
A. niger - - - * - * - - 
 หมายเหต ุ * เกิดบริเวณยับยั้งไมชัดเจน  -  ไมยับย้ัง 
 
 
4.11 การแยกและทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์ 

4.11.1 วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 นําสารสกัดเอทิลแอซิเตต จากอาหารเลี้ยงเชื้อ 5.4635 กรัม มาแยกสารปฏิชีวนะ
โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ ตามวิธีขอ 3.13.2 ผลจากวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ สามารถรวม
สารไดทั้งหมด 23 สวน แสดงดังตารางที่ 4.17 หลังจากนั้นนําแตละสวนที่ไดไปทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ดวยวิธ ี disk diffusion ที่ความเขมขน 1 มก./ดิสต 8 มม. ผลการทดลอง
แสดงดังตารางที่ 4.18 
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ตารางที่ 4.17 การแยกสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 
รหัส ตัวทําละลาย (อัตราสวนโดยปริมาตร) ลําดับสวนที่ น้ําหนักสาร (มิลลิกรัม) 

 
F1 

CHCl3 : MeOH 
100 : 0 

 
1 - 11 

 
68.8 

F2 100 : 0 , 98 : 2  12 - 21 515.0 
F3 98 : 2 22 - 24 121.2 
F4 98 : 2 25 - 29 130.5 
F5 98 : 2 30 – 34 454.1 
F6 98 : 2 , 95 : 5 35 – 38 341.0 
F7 95 : 5 39 – 49 447.5 
F8 95 : 5 50 – 61 353.2 
F9 95 : 5 62 – 73 514.8 

F10 93 : 7 74 – 86 291.6 
F11 93 : 7 87 – 89 40.5 
F12 93 : 7 90 – 103 126.5 
F13 91 : 9 104 – 112 24.9 
F14 91 : 9 , 90 : 10 113 – 117 56.5 
F15 90 : 10 118 – 124 291.4 
F16 88 : 12 125 – 128 151.7 
F17 85 : 15 129 14.7 
F18 85 : 15 , 75 : 25 130 – 174 152.6 
F19 75 : 25 , 70 : 30 175 – 190 64.4 
F20 70 : 30 191 – 199 67.0 
F21 68 : 32 200 – 210 85.6 
F22 50 : 50 211 – 221 65.5 
F23 0 : 100 222 - 228 22.0 
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ตารางที่ 4.18  บริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบของสารประกอบแตละสวน 
 

บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) ของจุลินทรียทดสอบ รหัส 
B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa 

F1 - 21.0 - - 
F2 14.2 21.0 - - 
F3 11.7 15.9 - - 
F4 10.6 14.1 18.2 9.0 
F5 9.1 14.0 - - 
F8 14.5 22.3 ND ND 

F10 9.8 13.1 - - 
F11 11.4 12.7 - - 
F12 16.0 17.1 - - 
F13 13.4 16.3 - - 

หมายเหต ุ สวนที่ไมเกิดการยับย้ังกับเชื้อทดสอบทุกชนิดไมไดแสดงผลในตาราง 
   ความเขมขน 1 มก./ ดิสต 8 มม.  ND = ไมไดทําการทดสอบ 
 
   จากการแยกสารปฏิชีวนะจากสารสกัดเอทิลแอซิเตต โดยวิธีคอลัมนโครมาโท- 
กราฟ พบวาสวนที่ 35-38(F6) ซึ่งถูกชะดวยตัวทําละลายผสมระหวางคลอโรฟอรมกับเมทานอล
อัตราสวน 98:2 และ 95:5 มีลักษณะเปนผลึกสีขาวในน้ํามันสีเหลือง จึงนํามาทําใหบริสุทธิ์โดย
การตกผลึกอีกครั้งเพื่อแยกสวนของน้ํามันออก โดยละลายในสารละลายผสมระหวางเฮกเซนและ
คลอโรฟอรม ตั้งทิ้งไวใหตกผลึก กรองแยกสวนที่เปนผลึกออกจากน้ํามัน ไดสารบริสุทธิ์คือสาร 1 
จากนั้นจึงทําการวิเคระหโครงสรางโดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกปตอไป 
 

4.11.2 ผลการวิเคราะหหาสูตรโครงสรางของสาร 1 
 

  สาร 1 ไดจากการตกผลึกจากสวนที่ 35-38(F6) ดังตารางที่ 4.17 มีลักษณะเปน
ผลึกสีขาวหนัก 69 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 133–135 ซo ละลายไดดีในเมทานอล อะซีโตน 
ละลายไดนอยในคลอโรฟอรม  

 อินฟราเรดสเปกตรัม (KBr) แสดงแถบการดูดกลืนแสงที่ความถี่(νmax) : 3334,  
2933, 1633, 1594, 1454, 808 ซม-1 (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 1) แสดงดังตารางที่ 4.19 



 79

  ตารางที่ 4.19  แถบการดูดกลืนแสงอินฟราเรดสเปกตรัมของสาร 1 
 

แถบการดูดกลืนแสง(ซม.-1) ความเขม แสดงลักษณะ 
3334 สูง OH ส่ันแบบยืดของหมูไฮดรอกซิล 
2933 ต่ํา C-H ส่ันแบบงออยางสมมาตรของหมู CH2 

1633 สูง C=O ส่ันแบบยืดของหมูคารบอนิล 
1594 ปานกลาง N-H ส่ันแบบงออยางสมมาตร 
1454 ปานกลาง C=C ส่ันแบบยืดของหมูอะโรมาติก 
808 ปานกลาง C-H ส่ันแบบงออยางออกนอกระนาบของหมูอะโรมาติก 

 
  โปรตอนเอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 (CD3OD) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 2) ปรากฏ

สัญญาณที่คา chemical shift (δ) : 7.05 (d, J = 8 Hz, 1H, H-2/, H-6/), 6.74 (d, J = 8.4 Hz,1H, 
H-3/, H-5/), 3.35 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-1), 2.71 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-2), 1.93 (s, 3H,             
-COCH3 ) แสดงดังตารางที่ 4.20 

  คารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัม (CD3OD) ปรากฏสัญญาณของคารบอนที่คา 
chemical shift (δ) : 171.83 (s, -COCH3), 155.54 (s, C-4/), 129.83 (s, C-1/), 129.31 (s, C-2/, 
C-6/), 114.83 (s, C-3/, C-5/), 41.03 (t, C-1), 34.26 (t, C-2), 21.12 (q, -COCH3) (ภาคผนวก ฉ 
รูปที่ 3) และจาก DEPT 13C NMR (CD3OD) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 4) ทําใหทราบวามีหมู CH3 1 หมู 
คือคาที่ chemical shift (δ) 21.12 ppm มีหมู CH2  2 หมู คือที่ 34.26 และ 41.03 ppm มีหมู  CH 
2 หมู คือที่ 114.83 และ 129.39 ppm มีควอเทอรแนรีคารบอน 3 อะตอม คือที่ 129.83, 155.54 
และ 171.83 ppm แสดงดังตารางที่ 4.20 

  นําสาร 1 มาทําการวิเคราะหดวยเครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร เพื่อดูไอออนเชิง
โมเลกุลและการแตกตัวของสารประกอบ ไดแมสสเปกตรัมดังรูป (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 5) ซึ่งจะเห็น
วาพบไอออนเชิงโมเลกุลที่ m/z เทากับ 180[M+H]+(55), 121(20), 120[M - NH2COCH3]+(100), 
108(10), 107[M – CH2]+(37), 91(9), 78(8) และ 77[C6H5]+(22)  ดังนั้นสูตรโมเลกุลคือ 
C10H13NO2 (จากการคํานวณได C 67.04%, H 7.26% , N 7.82%) นํามาหาจํานวนวงและพันธะคู 
(DBE) ไดเทากับ 5 
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  ขอมูลจาก 2D-NMR (ตารางที่ 4.20) ; HMBC correlation (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 6) 
HSQC correlation (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 7)   และ COSY correlation (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 8) นํามา
ใชในการวิเคราะหโครงสรางสาร 1  

 
ตารางที่ 4.20  HMQC, HMBC และ COSY สเปกตรัมของสาร 1 
 
ตําแหนง δC δH HMBC COSY 

1/ 129.83(s) - - - 
2/ 129.31(d) 7.05 (d, J=8) C-4/, C-2 H-3/ 

3/ 114.83(d) 6.74 (d, J=8.4) C-4/, C-1/ H-2/ 

4/ 155.54(s) - - - 
5/ 114.83(d) 6.74 (d, J=8.4) C-4/, C-1/ H-6/ 

6/ 129.31(d) 7.05 (d, J=8) C-4/, C-2 H-5/ 

2 34.26(t) 2.71 (t, J=7.6) C-1, C-6/, C-2/ H-1 
1 41.03(t) 3.35 (t, J=7.6) -COCH3, C-1/, C-2 H-2 

-COCH3 171.83(s) - - - 
-COCH3 21.12(q) 1.93 (s) -COCH3, -COCH3  - 

 
  จากการสืบคนขอมูลทางวิทยาศาสตรโดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกปทั้งหมดที่

กลาวมาพบวา แสดงขอมูลโปรตอนและคารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัม เหมือนกับสาร          
N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl-acetamide] หรือ N-acetyltyramine (Garcez et al., 2000) 
แสดงดังตารางที่ 4.21 และ 4.22 ตามลําดับ  
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ตารางที่ 4.21    โปรตอนเอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 เปรียบเทียบกับสาร N-acetyltyramine  
 

คา chemical shift (ppm) coupling constant (Hz) ตําแหนงโปรตอน 
สาร 1 N-acetyltyramine 

H-2/, H-6/ 7.05 (d, J=8) 7.04 (d, J=8.4) 
H-3/, H-5/ 6.74 (d, J=8.4) 6.75 (d, J=8.4) 

H-2 2.71(t, J=7.6) 2.67 (t, J=8) 
H-2/ 3.35 (t, J=7.6) 3.34 (t, J=8) 

-COCH3 1.93 (s) 1.89 (s) 

หมายเหต ุ สาร 1 ใชตัวทําละลายคือ CD3OD และ N-acetyltyramine .ใชตัวทําละลาย acetone-d6 

 
ตารางที่ 4.22 คารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 เปรียบเทียบกับสาร      

N-acetyltyramine  

 
คา chemical shift(ppm) ตําแหนงคารบอน 

สาร 1 N-acetyltyramine 
1/ 129.31 130.9 
2/ 129.83 130.2 
3/ 114.83 115.6 
4/ 155.54 154.8 
5/ 114.83 115.6 
6/ 129.83 130.2 
2 34.26 34.2 
1 41.03 41.2 

-COCH3 171.83 173.3 
-COCH3 21.12 22.2 

หมายเหต ุ สาร 1 ใชตัวทําละลายคือ CD3OD และ N-acetyltyramine .ใชตัวทําละลาย acetone-d6 
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  ข อ มู ล จ า ก ต า ร า ง ที่  4.21 แ ล ะ  4.22 ชี้ ใ ห เห็ น ว า ส า ร  1 คื อ  N-[2-(4-
hydroxyphenyl)ethyl-acetamide] หรือ  N-acetyltyramine และจากรายงานของ  Marchand 
และคณะ (1969) พบวา N-acetyltyramine มีจุดหลอมเหลว 134-135 ซo ซึ่งสอดคลองกับจุด
หลอมเหลวของสาร 1 คือ 133-135 ซo โครงสรางของสาร 1 แสดงดังรูปที่ 4.16 และรูปที่ 4.17 
แสดงความสัมพันธของ H กับ C จากขอมูล HMBC  

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.16 โครงสรางสาร 1 หรือสาร N-acetyltyramine 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.17 ความสัมพันธของ H กับ C จากขอมูล HMBC ของสาร 1 
 

   นอกจากนี้ Garcez และคณะ (2000) มีรายงานวา N-acetyltyramine เปน phytoalexin 
ที่สะสมอยูในเมล็ดถั่วเหลือง (Glycine max, L.) ที่ตานทานตอโรค frog-eye leaf spot และโรค 
stem canker และเมื่อทดสอบความเปนพิษตอรา (fungitoxic) โดยวิธี bioautography กับ 
Cladosporium sphaeropermum พบวา N–Acetyltyamine มี fungitoxic activity ดังนั้นจึงนํา 
N–Acetyltyamine ที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาทดสอบกับรากอโรคพืช 3 ชนิด
คือ Fusarium proliferatium, Phytophthora perasitica และ Pythium aphanidermatum ดวย
วิธี agar well method (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) ที่ความเขมขน 500, 200, 100, 50 และ 10      
µg/ml โดยใช cycloheximide เปนตัวควบคุมบวก และตัวควบคุมลบคือน้ํากลั่นฆาเชื้อ ซึ่งใชเปน
ตัวทําละลายของ N–Acetyltyamine และ cycloheximide  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.23 
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H H
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ตารางที่ 4.23  บริเวณยับยั้งของรากอโรคพืช 3 ชนิด 
 

บริเวณยับยั้ง (inhibiton zone)(มม.) ของรากอโรคพืช 
N–Acetyltyamine cycloheximide 

ความเขมขน    
(µg/ml) 

F Phy Py F Phy Py 
500 - - 12.6 20.2 >30 >30 
200 - - - 18.6 >30 >30 
100 - - - 15.3 >30 29.3 
50 - - - - >30 26.8 
10 - - - - 24.2 22.7 

หมายเหต ุ –  ไมยับยั้ง               F = Fusarium proliferatium     
Phy = Phytophthora perasitica       Py = Pythium aphanidermatum 
 

  จากตารางที่ 4.23 พบวา N–Acetyltyamine เกิดบริเวณยับยั้ง                         
P. aphanidermatum ที่ความเขมขน 500 µg/ml แตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราโรคพืชทั้ง 3 
ชนิดไดนอยกวา cycloheximide  
 

4.11.3  การแยกสารปฏิชีวนะจากสวน F8 

  สวน F8 ไดจากการทําใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโครมาโทกราฟของสารสกัดเอทิลแอ-
ซิเตต (ตารางที่ 4.17) มีน้ําหนัก 353 มิลลิกรัม จากตารางที่ 4.18 เมื่อนําสวน F8 มาทดสอบการ
ออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 4 ชนิด พบวาสามารถยับยั้ง S. aureus เกิดบริเวณยับยั้งกวาง
กวาทุกสวน จึงนําสวนนี้มาทําใหบริสุทธิ์ โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ ตามวิธีขอ 3.13.3 ตรวจ
สอบแตละสวนแยกดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟ สามารถรวมสารไดทั้งหมด 15 สวน จากนั้น
นําแตละสวนมาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง B. subtilis และ S. aureus ที่ความเขมขน 1 
มก/ดิสต 8 มม. ผลการทดลองดังตาราง ที่ 4.24  

  จากตารางที่ 4.24 สวน F8/8 มีน้ําหนัก 42.2 มิลลิกรัม เกิดบริเวณยับยั้งของ B. 
subtilis และ S. aureus เทากับ 20.4 มม. และ 25.7 มม. ตามลําดับ ซึ่งมากกวาทุกสวน จึงนํา
สวน F8/8 มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC (PTLC) โดยใชแผน TLC silica gel 60 F254 
ชะดวยสารละลายผสมระหวางเมทานอลกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 15:85 สามารถแยกสารที่มี
คา Rf ตางกันทั้งหมด 7 สวน แสดงผลดัง ตารางที่ 4.25 และเมื่อนําสวน F8/8-3 F8/8-4 และ  
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F8/8-5 (ไมไดแสดงขอมูล) มาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี PTLC พบวาไมสามารถแยกสารบริสุทธิ์ได ซึ่ง
อาจเกิดจากความไมเสถียรของสารปฏิชีวนะ ทําใหเกิดการสลายตัวในระหวางขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์ 
 

ตารางที่ 4.24  การแยกสารปฏิชีวนะจากสวน F8 โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและบริเวณ
ยับยั้งของ B. subtilis และ S. aureus 

รหัส ตัวทําละลาย (อัตรา
สวนโดยปริมาตร) 

ลําดับสวนที่ 
น้ําหนักสาร 
(มิลลิกรัม) 

บริเวณยับยั้ง 
B.subtilis (มม) 

บริเวณยับยั้ง    
S.aureus  (มม)

 
F8/1 

Hexane : CHCl3 
50 : 50 

 
1 - 27 

 
8.5 

 
- 

 
- 

F8/2 50 : 50 28 – 34 4.3 - - 
F8/3 45 : 55 35 – 38 2.5 - - 
F8/4 45 : 55 39 – 59 20.2 - - 
F8/5 40 : 60 60 – 63 5.9 - - 
F8/6 40 : 60 64 – 68 8.6 - - 
F8/8 35 : 65 77 – 87 42.2 20.4 25.7 
F8/9 35 : 65, 30 : 70 88 – 103 42.0 13.2 14.8 

F8/10 30 : 70 104 – 117 46.0 - - 
F8/11 25 : 75, 20 : 80 118 - 153 31.7 12.2 13.5 
F8/12 20 : 80, 15 : 85 154 – 169 5.3 13.3 15.1 
F8/13 15 : 85, 10 : 90 170 – 217 18.1 12.5 14.2 
F8/14 0 : 100 218 – 245 29.9 11.4 13.1 

 
F8/15 

CHCl3 : MeOH 
50 : 50 

 
246 - 279 

 
38.2 

 
- 

 
- 
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ตารางที่ 4.25  การแยกสารประกอบสวน F8/8 ใหบริสุทธิ์โดย เทคนิค Preparative TLC 

รหัส Rf น้ําหนัก(มก) 
F8/8-1 0.44 2.1 
F8/8-2 0.49 3.3 
F8/8-3 0.51 9.9 
F8/8-4 0.54 12.3 
F8/8-5 0.67 3.6 
F8/8-6 0.75 8.4 

 

4.11.4 การแยกสารปฏิชีวนะจากสวน F4 

  จากตารางที่ 4.18 พบวาสวน F4 สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดทุกชนิด สาร
ประกอบในสวนนี้มีลักษณะเปนผลึกบาง สีขาวใส รูปเข็ม ปนอยูกับสารคลายน้ํามันสีเหลือง จึงทํา
การตกผลึกในขั้นตนเพื่อแยกสวนที่เปนน้ํามันออกไป แตยังไมไดผลึกบริสุทธิ์มีน้ําหนัก 31.1 
มิลลิกรัม จึงทําใหบริสุทธิ์โดยเทคนิค Preparative TLC ตามวิธีขอ 3.13.5 โดยใชระบบตัวทํา
ละลาย เฮกเซนและคลอโรฟอรมในอัตราสวน 15 : 85 สามารถแยกสารไดทั้งหมด 9 สวน แสดงผล
ดังตารางที่ 4.26 

 
ตารางที่ 4.26  การแยกสารประกอบสวน F4 ใหบริสุทธิ์โดย เทคนิค Preparative TLC 

รหัส Rf น้ําหนัก (มก) 
F4/1 0 2.9 
F4/2 0.07 4.6 
F4/3 0.16 1.5 
F4/4 0.35 6.9 
F4/5 0.52 9.1 
F4/6 0.53 3.1 
F4/7 0.56 1.7 
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จากตารางที่ 4.26 จึงนําสารแตละสวนมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบคือ  
B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa และ E. coli ดวยวิธี bioautography method (ภาคผนวก 
ข หมายเลข 4) พบวาสวน F4/5 สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด จึงนําสวน F4/5 มาทํา
ใหบริสุทธิ์โดยเทคนิค Preparative TLC โดยใชระบบตัวทําละลายเดิมคือ เฮกเซนและ
คลอโรฟอรมในอัตราสวน 15 : 85 สามารถแยกสารไดทั้งหมด 3 สวน แสดงดังตารางที่ 4.27 
 

ตารางที่ 4.27  การแยกสารประกอบสวน F4/5 ใหบริสุทธิ์โดย เทคนคิ Preparative TLC 
 

รหัส Rf น้ําหนัก (มก) 
F4/5-1 0.086 2.6 
F4/5-2 0.48 2.7 
F4/8-3 0.51 3.4 

 
  จากตารางที่ 4.27 ชี้ใหเห็นวาสารประกอบในสวน F4/5 มีการสลายตัว เนื่องจาก

พบสวน F4/5-1 ที่คา Rf = 0.086 ดังนั้นการที่ไมสามารถแยกสารบริสุทธิ์จากสวน F4/5 ได อาจ
เกิดจากความไมเสถียรของสารปฏิชีวนะ ทําใหเกิดการสลายตัวในระหวางขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์ 

  อนึ่งงานวิจัยนี้นับเปนรายงานการศึกษาครั้งแรกของ Streptomyces 
griseocarneus ในการสรางสาร N – acetyltyramine และนําสารบริสุทธิ์มาทดสอบกับรากอโรค
พืช ดังนั้นขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้สามารถใชเปนขอมูลและแนวทางในการศึกษาของ 
Streptomyces griseocarneus เพื่อใชในการควบคุมราโรคพืชตอไป 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคที่จะคัดเลือกแอกติโนมัยซีต ที่สามารถสรางสารปฎิชีวนะยับยั้ง        
จุลินทรียทดสอบ จัดจําแนกกลุมและชนิดของแอคติโนมัยซีต โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
สรีรวิทยา และ ลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตที่คัดเลือก ผลิตและ
สกัดแยกสารปฏิชีวนะ และวิเคราะหสูตรโครงสรางของสารปฏิชีวนะที่สรางขึ้น 
 จากการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดินรังปลวกจํานวน 15 ตัวอยางจาก 6 จงัหวัด คือ 
สระแกว ชัยนาท ตาก จันทบุรี ปตตานี และแมฮองสอน สามารถแยกแอกติโนมัยซีตได 79 สาย
พันธุ เมื่อนําแอกติโนมัยซีตที่แยกไดมาทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวย
วิธี Agar cross streak สามารถจัดกลุมการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีตไดเปน 4 
กลุมคือ ยับยั้งราและแบคทีเรีย 34.18% ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว 37.97% ยับยั้งราอยางเดียว 
6.33% และไมยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 21.52% นอกจากนี้ยังพบวาแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
เปนสายพันธุเดียวที่สรางสารปฏิชีวนะแบบ broad spectrum คือสามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรีย 
ยีสต และราได จึงนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาผลิตสารปฏิชีวนะตอไป  
 ในการจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 โดยศึกษาจากสวนประกอบ
ของผนังเซลลโดยวิธีโครมาโทกราฟ พบวาแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีผนังเซลลแบบที่ I คือ
ประกอบดวย diaminopimelic acid (DAP) ไอโซเมอรชนิด L นอกจากนี้ในการจัดจําแนกไดใชขอ
มูลจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยา และความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิ และ       
พีเอชตางๆ สรุปดังตารางที่ 5. 1 
 แตลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยายังไมสามารถจําแนกถึงสปชีสได ดังนั้นจึงใข
ขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยงานวิจัยนี้ออกแบบไพรเมอรโดย
อางอิงขอมูลจาก Kataoka และคณะ (1997) จากนั้นจึงสงตัวอยางและไพรเมอรไปวิเคราะหลําดับ
เบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่ Asian Natural Environmental Science Center, the 
University of Tokyo ประเทศญี่ปุน และเมื่อนําลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S 
rRNA ที่บันทึกและรวบรวมไวใน GeneBank DNA database จากเว็บไซต 
http://www.ddbj.nig.ac.jp พบวา ลําดับเบสของ16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ Streptomyces griseocarneus โดยมีความเหมือน            
(% identity) เทากับ 98% เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยากับ 
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Streptomyces griseocarneus NCIMB 40447 (Soliveri et al, 1987) พบวามีลักษณะใกลเคียง
กัน 
 
ตารางที่ 5.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยา ความสามารถของการเจริญที่

อุณหภูมิและพีเอช ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 

สีของสายใยอาหาร เหลือง-น้ําตาล 
สีสปอร ขาว 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก 
ลักษณะผิวสปอร เรียบ 
ลักษณะสายสปอร เสนตรง แตกออกเปนชอ 

การสรางรงควัตถุเมลานิน สราง 
การสรางรงควัตถุ สราง(สีน้ําตาล) 
การรีดิวซไนเตรท + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - 
การยอยสลาย  

อะดีนีน - 
ไทโรซีน + 
ไซแลน + 
แซนทีน + 
เคซีน + 
เจลาติน + 
แปง + 

การเจริญที่อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  
4 - 
10 - 
37 + 
45 + 

การเจริญที่พีเอชเทากับ 4.3 + 
+ : ผลทดสอบบวก      - : ผลทดสอบลบ 
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การผลิตสารปฏิชีวนะโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลวทั้ง 4 ชนิดคือ 
Nutrient broth (NB), Malt extract broth (MEB), Soluble starch broth (SSB) และ Sodium 
casinate broth (SCB) ในวันที่ 3 5 และ 7 แสดงดังรูปที่ 4.12, 4.13 และ 4.14 ตามลําดับ จากผล
การทดลองพบวาการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการสราง
สารปฏิชีวนะในอาหารแข็ง  

การผลิตสารปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อ SCB สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดมากชนิดกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ NB MEB และ SSB  แตเมื่อเลี้ยงในอาหาร SCB การสราง
สารปฏิชีวนะยับยั้ง Candida albicans  ซึ่งเปนจุลินทรียกอโรคที่สําคัญในทางการแพทย นั้นนอย
กวา เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว NB MEB และ SSB ดังนั้นเพื่อเพิ่มการผลิตสารปฏิชีวนะในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ SCB จึงการเติมสารอาหารบางอยางในอาหารเลี้ยงเชื้อคือ สารสกัดจากยีสต เปปโทน 
และซอยโทนเปปโทน 1% ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาการเติมสารสกัดจากยีสต 1% ในวัน
ที่ 7 สามารถเพิ่มการผลิตสารปฏิชีวนะมากกวาการเติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทนอยางมี     
นัยสําคัญ   

เมื่อศึกษาการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เมื่อเลี้ยงดวยอาหาร SCB ที่มี
การเตมิสารสกัดจากยีสต ซอยโทนเปปโทน และเปปโทน 1%ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย
ศึกษาจากน้ําหนักเซลลแหง พบวาเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่เติม
สารสกัดจากยีสต 1% มีน้ําหนักเซลลแหงมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่เติมซอยโทนเปปโทน และเปปโทน รวมถึงตัวควบคุมที่ไมมีการเติม
สารอาหาร  

จากการสกัดสารปฏิชีวนะจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใยดวยเมทานอล
และเอทิลแอซิเตตจากนั้นนําสารสกัดมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ ชี้ใหเห็นวาสารปฏิชีวนะที่
สรางโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1แบงได 2 สวนคือสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งแบคทีเรีย 
(antibacterial) ซึ่งพบมากในสวนสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ และสารปฏิชีวนะที่
ยับยั้งรา (antifungal) พบมากในสวนสารสกัดเมทานอลจากสวนของเสนใย เนื่องจากสารสกัดเอ
ทิลแอซิเตตจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปนสวนเดียวที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบทั้งแกรม
บวกและแกรมลบ และสารสกัดเมทานอลจากสวนของเสนใยสามารถยับยั้ง Saccharomyces 
cerevisiae และ Candida albicans ไดที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอดิสต 8 มิลลิเมตร  

เนื่องจากสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได
ทุกชนิดที่ 10 มก/ดิสต 8 มิลลิเมตร จึงนําสารสกัดสวนนี้มาแยกและทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์โดย
วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและวิธีทินเลเยอรโครมาโทรกราฟ สามารถแยกสารบริสุทธิ์ได 1 ชนิดคือ
สาร 1 จากนั้นนําสาร 1 ที่บริสุทธิ์มาวิเคราะหสูตรโครงสรางโดยวิธีทางสเปกโทรสโกป  
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จากการสืบคนขอมูลทางวิทยาศาสตรโดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกป แสดงขอมูล
โปรตอนและคารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัม เหมือนกับสาร N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl- 
acetamide] หรือ N-acetyltyramine (Garcez et al., 2000) โครงสรางของสาร 1 แสดงดังรูปที่ 
5.1  

 

 

 

 

รูปที่ 5.1   โครงสรางสาร 1 หรือสาร N-acetyltyramine 
 

เมื่อนําสาร 1 ไปทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ พบวาสาร 1 ไมสามารถยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบได และจากรายงานของ Garcez และคณะ(2000) พบวา N – Acetyltyamine เปน 
phytoalexin ที่สรางขึ้นโดยตนถั่วเหลืองที่ตานทานตอโรค Frog-eye leaf spot และ Stem canker  
และเมื่อทดสอบความเปนพิษตอรา (fungitoxic) โดยวิธี bioautography กับ Cladosporium 
sphaeropermum พบวา N – Acetyltyamine มี fungitoxic activity ดังนั้นจึงนํา N – 
Acetyltyamine ที่ผลิตโดยแอกตโินมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาทดสอบกับรากอโรคพืช 3 ชนิดคือ 
Fusarium proliferatium, Phytophthora perasitica และ Pythium aphanidermatum พบวา
สามารถยับยั้ง P. aphanidermatum ไดที่ความเขมขน 500 µg/ml แตมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
รากอโรคพืชทั้ง 3 ชนิดนอยกวา cycloheximide  

ถึงแมวาการวิเคราะหโครงสรางของสารปฏิชีวนะจะไมสามารถทําได เนื่องจากความไม
เสถียรของสารปฏิชีวนะ แตจากการทําสารใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและวิธีทินเล
เยอรโครมาโทกราฟ สามารถบอกถึงสวนที่คาดวาจะมีสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งแบคทีเรียไดคือสวนที่ 
F4 และ F8 งานวิจัยนี้ไดบรรลุจุดประสงคคือสามารถแยกแอกติโนมัยซีตที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบได จําแนกแอกติโนมัยซีตที่สรางสารปฏิชีวนะ ผลิตและสกัดสารปฏิชีวนะ และวิเคราะห
โครงสรางสารบริสุทธิ์ที่แยกได  
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ขอเสนอแนะในการวิจัย 

1. แอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากดินรังปลวก เปนที่นาสนใจในการศึกษาการสรางเอนไซมไคติเนส 
เนื่องจากจุลินทรียที่สามารถยอยสลายไคตินไดสามารถนํามาใชประโยชนในดานการควบคุม
สัตวหรือจุลินทรียกอโรคที่มีไคตินเปนองคประกอบในเซลล เชน รากอโรคพืช ไสเดือนฝอยซึ่ง
เปลือกไขประกอบดวยไคติน 

2. จุลินทรียที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะนั้นเปนปญหาในดานการแพทยเปนอยางมาก จึงนาสนใจ
ที่นําจุลินทรียที่ตานทานตอสารปฏิชวีนะมาใชเปนจุลินทรียทดสอบดวยเชน Staphylococcus 
ที่ตานทานตอยา methicillin รวมถึงจุลินทรียที่กอใหเกิดปญหาในอุตสาหกรรมอาหาร เชน 
Escherichia coli 0157:H7 

3. ในการผลิตสารปฏิชีวนะยังมีปจจัยอีกหลายประการเพื่อเพิ่มปริมาณของสารปฏิชีวนะ เชน 
แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ การใหอากาศ คาความเปนกรดดาง เปนตน ดังนั้น
จึงควรมีการศึกษาถึงปจจัยที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะเพื่อใหมีปริมาณมากพอใน
การวิเคราะหสูตรโครงสรางอีกดวย  

4. ควรทดสอบความคงตัวของสารปฏิชีวนะกอนการทําใหบริสุทธิ์ เนื่องจากเปนการปองกันการ
สลายตัวของสารปฏิชีวนะในระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ 

5. เทคนิคการทําสารปฏิชีวนะใหบริสุทธิ์ อาจมีการใชวิธีอ่ืนๆเชน HPLC เพื่อใหเหมาะสมกับชนิด
และปริมาณสารปฏิชีวนะ 

6. ในสวนสารสกัดเมทานอลจากสวนของเสนใย จากผลการทดลองพบวามีสารปฏิชีวนะที่ยับยั้ง
รา ดังนั้นจึงควรนํามาทําใหบริสุทธิ์เพื่อวิเคราะหสูตรโครงสรางของสารปฏิชีวนะตอไป 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. โซเดียม เคซิเนต อการ (Sodium caseinate agar)  

โซเดียม เคซิเนต (Sodium casenate)    2.0   กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)  0.5 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 
 เฟอรัสคลอไรด (FeCl3)     0.01 กรัม 
 วุนผง       18    กรัม  
 น้ํากลั่น       1,000   มิลลิลิตร  

ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
เติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรอง
ขนาด 0.45 µm และเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 50 ซo 
 
2. โซเดียม เคซิเนต บรอท (Sodium caseinate broth)  

โซเดียม เคซิเนต (Sodium casenate)    2.0   กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)  0.5 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 
 เฟอรัสคลอไรด (FeCl3)     0.01 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000   มิลลิลิตร  

ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
3. นิวเทรียนท อการ (Nutrient agar)   
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)    3    กรัม 
 แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)   5    กรัม 
 วุนผง       18    กรัม 

น้ํากลั่น       1,000   มิลลิลิตร 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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4. นิวเทรียนท บรอท (Nutrient broth) 
สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     3.0  กรัม 
แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)    5.0 กรัม 
น้ํากลั่น 1000.0 มิลลิลิตร 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5. มอลล  เอกซแทรก อการ (Malt extract agar)  

สารสกัดจากมอลล (Malt extract)    2.0   กรัม 
แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)   1.0   กรัม 
กลูโคส (Glucose)     20.0   กรัม 
วุนผง       18    กรัม 
น้ํากลั่น       1,000   มิลลิลิตร  

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
6. มอลล  เอกซแทรก บรอท  (Malt extract broth)  

สารสกัดจากมอลล (Malt extract)    2.0   กรัม 
แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)   1.0   กรัม 
กลูโคส (Glucose)     20.0   กรัม 
น้ํากลั่น       1,000   มิลลิลิตร  

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
7. ยีสต เอกซแทรก เดกซโตส  (Yeast extract dextrose medium)  

สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   10.0  กรัม  
เดกซโตรส (Dextrose)     10.0 กรัม  
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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8.  ISP1 ทริปโตน ยีสต เอกซแทรก อการ (Trypton yeast extract agar) 
 ทริปโตน (Trypton)     5.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   3.0 กรัม   

วุนผง       18.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
9. ISP 2 ยีสต มอลล เอกซแทรก อการ  (Yeast malt extract agar) 
 สารสกัดจากมอลล (Malt extract)   10.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   4.0 กรัม 
 กลูโคส       4.0  กรัม 
 วุนผง       18.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
10.  ISP 3 โอต มีล อการ (Oat meal agar ) 

ขาวโอต (Oat meal)      20.0  กรัม 
*สารละลายเทรช ซอลล (Trace salts solution)   1.0  มิลลิลิตร 
วุนผง       18.0  กรัม 
น้ํากลั่น       1,000   มิลลิลิตร 

ตมขาวโอตในน้ํากลั่น ประมาณ 20 นาที นํามากรองผานผาขาวบาง เติมน้ํากลั่นลงไปในอาหารจน
ครบ 1,000 มิลลิลิตร เติม Trace salts solution ปรับพีเอช เทากับ 7.0 นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและ
ความดันมาตรฐาน   
* ภาคผนวก ก. หมายเลข 14 
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11. ISP 4 อินออแกนิก ซอลล สตารช (Inorganic salts starch agar) 
 แปง (Soluble starch)     10  กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)                     1.0  กรัม   

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     1.0 กรัม 
 แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)    2.0 กรัม 
 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)    2.0 กรัม 
 *สารละลาย เทรช ซอลล (Trace salt solution)  1.0  มิลลิลิตร 
 วุนผง       20.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.2 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

* ภาคผนวก ก. หมายเลข 14 
 

12. ISP 5 กลีเซอรอล แอสปาราจีน อการ (Glycerol asparagine agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)     10.0 กรัม 
 แอล แอสปาราจีน (L- asparagine)   1.0 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)  1.0 กรัม 
 *สารละลาย เทรช ซอลล (Trace salt solution)  1.0  มิลลิลิตร 
 วุนผง       20.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 ซo และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 

* ภาคผนวก ก. หมายเลข 14 
 
13. ISP6 เปปโตน ยีสต เอกซแทรก ไอรออน อการ (Peptone yeast extract iron agar) 
 แบคโต เปปโตน (Bacto peptone)   15.0  กรัม 
 โปรติโอส เปปโตน (Proteose peptone)   5.0 กรัม 
 เฟอริก แอมโมเนียม ซิเตรต (Ferric ammonium citrate) 0.5 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  1.0 กรัม 
 โซเดียมไธโอไซยาเนต (Na2SO4)    0.08 กรัม 

สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   1.0 กรัม 



 106

 วุนผง       18.0  กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
14. สารละลายเทรช ซอลล (Trace salts solution) 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด (Mncl2)    0.1 กรัม 
 ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อแลว
ที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส 

 
15. ไทโรซีน อการ (Tyrosine agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)     15 กรัม 
 แอล-ไทโรซีน (L- tyrosine)    0.5 กรัม 
 แอล-แอสปาราจีน (L- asparagine)   1.0 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.1 กรัม 
 วุนผง       20.0 กรัม 
 *สารละลาย เทรช ซอลล (Trace salt solution)  1.0  มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.2 – 7.4 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 10 นาที และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 

* ภาคผนวก ก. หมายเลข 14 
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16. ไนเตรท อการ (Nitrate agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)    3.0 กรัม 
 แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)   5.0 กรัม 
 โปแทสเซียมไนเตรท (KNO3)    2.0 กรัม 
 วุนผง       5.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  
 
17. โมดิฟายด เบนเนท อการ (Modified Bennett's agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)    1.0 กรัม 
 กลีเซอรอล(Glycerol)     10.0 กรัม 
 แบคโต เคซีน (Bacto peptone)    2.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   1.0 กรัม  
 วุนผง       15.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.3  
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
 
18. เบซอล มีเดียม (Basal medium agar) 
 กลูโคส       10 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด(NaCl)     0.5 กรัม 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.01 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)  1.0 กรัม 
 วุนผง       12.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
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19. คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ(Carbon utillization agar) 
 แอมโมเนียมซัลเฟต((NH4)2SO4)    2.64 กรัม 
 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต(KH2PO4)  2.38 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต(K2HPO4)  1.0 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 
 *สารละลายเทรซ ซอลทของ Pridham และ Gottlieb 1.0 มิลลิลิตร 
 วุนผง       12.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 

* ภาคผนวก ก. หมายเลข 20 
 

20. สารละลายเทรซ ซอลทของ Pridham และ Gottlieb 
      (Pridham and Gottieb trace salt solution) 
 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.7H2O)    0.64 กรัม 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.11 กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด (Mncl2)    0.79 กรัม 
 ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)    0.15 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm และเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆา
เชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  ที่อุณหภูมิ 45-50 ซo 
 
21. โซลูเบิล สตารช บอช (Soluble starch broth) 
 แปง (Soluble starch)     10.0 กรัม 
 กลีเซอรอล (Glycerol)     10.0 กรัม 
 แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)                                  3.0      กรัม  
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   2.0 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  
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22. โปเตโต เดกซโตรส อการ (Potato dextrose agar) 
 มันฝร่ัง       200.0 กรัม 

เดกซโตรส (Dextrose)     20.0 กรัม 
วุนผง       20.0 กรัม 
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือด กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 
ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
23. แซบบรอท อการ (Sabouraud agar) 
 แบคโตเปปโทน (Bactopeptone)    10 กรัม 

เดกซโตรส (Dextrose)     40.0 กรัม 
วุนผง       20.0 กรัม 
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร  
ปรับพีเอชเทากับ 5.6 ± 0.2 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
24. วอเทอร อการ (Water agar) 

วุนผง       20.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  
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ภาคผนวก ข 
วิธีการทดลอง 

 
1. การวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของดิน 
 

  ชั่งดินตัวอยาง 10 กรัม เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร (1:1) นําไปเขยาดวย rotary 
shaker 200 rpm เปนเวลา 30 นาที ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน จากนั้นนําไปวัด pH ดวย pH meter  
 
2. เทคนิค slide culture 
  

  ตัดอาหารเลี้ยงเชื้อเปนรูปสีเหลี่ยม (agar block) วางบนแผนสไลตฆาเชื้อ จาก
นั้นลงเชื้อบนแผนวุน วางแผนปดสไลตฆาเชื้อทับดานบน นําไปบมใน moist chember สังเกตการ
สรางสายใยอาหาร (SM) และสายใยอากาศ (AM) โดยการนําสไลตไปวางบนแทนของกลอง
จุลทรรศน สองดูโดยตรง หรือ นําแผนปดสไลตมาวางบนแผนสไลตที่มีการหยดสี lacto phenol 
cotton blue นํามาสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
 
 
 
 
 
 
ที่มา Holt, J. G., Krieg, N. R., Sheath, P. H. A., Staley, J. T., and William, S. T.  1994.  

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. 9thed., U.S.A.: Williams &Wilkins.   
 
 
3. การหาน้ําหนักแหงของเสนใย (dry  cell weight)  

 
3.1 นํากระดาษกรอง Whatman No.1 อบที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ทิ้งใหเย็น

ในโถอบแหง(desicator) แลวนํามาชั่งน้ําหนักที่แนนอน 
           3.2 นําตัวอยางของสนใยที่ไดจากการปนแยก มาลางน้ํากลั่น 3 คร้ัง แลวใสกระดาษกรองที่
อบไว 
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3.3 นําเขาตูอบอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง  
3.4 นําออกมาใสในโถอบแหง ทิ้งไวใหเย็นแลวชั่งน้ําหนัก  
3.5 นําคาน้ําหนักของกระดาษกรองมาหักออกผลที่ไดจะเปนน้ําหนักแหงของเซลลใน 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 50 มิลลิลิตร 
 

4. การทดสอบโดยวิธีไบโอออโตกราฟฟ 

  นําสารที่ตองการทดสอบจุด (spot) แผน TLC aluminium sheet  รุน silica gel 
60 F254 ขนาด 2x5 ซม. ผ่ึงใหตัวทําละลายระเหยจนหมด นําแผน TLC วางบนอาหาร water agar 
(ภาคผนวก ก. หมายเลข 24) ในจานอาหารเสนผานศุนยกลาง 9 ซม.  นําอาหาร NA ที่มีจุลินทรีย
ทดสอบที่มีจํานวน 108 เซลล/ มล. เททับบนแผน TLC บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 18 ชั่วโมง 
ตรวจดูตําแหนงที่มีบริเวณยับยั้งการเจริญ โดยยอมดวยสียอม lactophenol cotton blue สังเกต
บริเวณรอบจุดสารถาเกิดบริเวณยับยั้งจะไมติดสียอม หรือมีสียอมจางกวาบริเวณอื่น  
 
5.   การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

(Scanning electron microscope , SEM) 
 
5.1 นําตัวอยางที่ตองการศึกษามาตัดเปนชิ้นใหไดขนาดที่เหมาะสม นําไปแชในน้ํายาดอง

ขั้นที่ 1 (primary fixation) ซึ่งประกอบดวย 4 เปอรเซ็นต ของ พาราฟอรมอลดีไฮด (p-
formaldehyde) ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.4 จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที แลวนํา
ตัวอยางไปแชยาดองขั้นที่ 2 (secondary fixation) ซึ่งประกอบดวย 1 เปอรเซ็นต ของ ออสเมียมเต
ตระออกไซด (osmium tetaoxide, OsO4) ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง ภายในตูควัน 

5.2 การขจัดน้ําออก (dehydration) โดนเทน้ํายาดองขั้นที่ 2 ออก แลวจุมตัวอยางในเอ-
ทานอล ความเขมขน 25 50 70 90 และ 100 เปอรเซ็นต ข้ันตอนละ 10-20 นาทีตามลําดับ 

5.3 การทําตัวอยางใหแหง โดยการทําใหแหง ณ จุดวิกฤต (critical point drying) โดน
การใชเครื่องทําใหแหง (critical dryer model SAMDRI-780) 

5.4นําตัวอยางไปติดยังแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางที่นําไฟฟาได 
(electroconductive adhesive)  

5.5 นําตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง ความหนาประมาณ 20 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง lon 
sputter coater , model JSC – 110 
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5.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning 
electron microscope, รุน JSM – T220A) 

 
ที่มา : ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
6. การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission 
electron microscope, TEM) 

6.1 นําตัวอยางที่ตองการศึกษามาตัดเปนชิ้นใหไดขนาดที่เหมาะสม 
6.2 นํากริด (grid) ที่เคลือบดวยฟอรมวาง (formvar) หรือ คอลโลเดียม (collodion) มา

คว่ําลงไปตัวอยาง 
6.3 กดใหกริดแนบกับตัวอยาง ข้ันตอนนี้ตองกระทําอยางระมัดระวัง เนื่องจากกริดบอบ

บาง ถากดแรงเกินไปจะทําใหกริดเสียรูปทรงได 
6.4 นํากริดขึ้นมา เขยาเล็กนอยเพื่อใหเศษของตัวอยางที่ไมตองากรหลุดออกไป 
6.5นํากริดไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron 

microscope, รุน JEM-200CX) 
 
ที่มา : Shirling, E.B.,and Gottieb, D. 1996. Methods for chanracterization of Streptomyces           
         species. Int J.Syst . Bacteriol. 16:313-340 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
ตารางผลการทดลอง 
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ตารางที่ 1 บริเวณยับยั้งเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว malt extract broth (MEB), Nutrient broth (NB), soluble starch broth  (SSB) และ sodium 
  caseinate   broth (SCB) ในวันที่ 3  5 และ 7 

บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 
MEB NB SSB SCB เชื้อทดสอบ 

3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 
B. subtilis 0 0 0 0 0 11.5 0 0 12.2 11.3 15 16.2 

 0 0 0 0 0 11.3 0 0 12.4 11.4 15 16 
 0 0 0 0 0 11.3 0 0 12.2 11.2 15.2 16.1 

S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.2 13.1 12.5 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.2 13.4 12.3 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.2 13.1 12.5 

P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14.8 12.3 14 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14.6 12.3 14.3 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14.6 12.5 14.3 

C. albicans 25.5 27.2 23.3 28.4 23.4 24.1 24.4 24 26.7 16.3 11.8 0 
 25.4 27.6 23.3 28.9 23.4 24.3 24.6 24 26.4 16.3 12 0 
 25.3 27.3 23.6 28.8 23.3 24.3 24.5 24.2 26.7 16.3 11.8 0 
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ตารางที่ 1 (ตอ) บริเวณยับยั้งเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว malt extract broth (MEB), Nutrient broth (NB), soluble starch broth  (SSB) และ  
  sodium caseinate broth (SCB) ในวันที่ 3  5 และ 7 

 
บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 

MEB NB SSB SCB เชื้อทดสอบ 
3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 

S. cerevisiae 28.3 27.4 27.4 30.1 27.7 27.1 27.5 25.6 27.1 29.4 17.6 18.2 
 28.7 27.2 27.1 29.9 27.8 26.8 27.2 25.7 27 29.6 17.6 18.7 
 28.7 27.3 27.5 29.9 27.4 26.9 27.1 25.5 27.4 29.8 17.7 18.6 

A. niger 0 0 0 13.7 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 13.6 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 13.4 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 2 บริเวณยับยั้งเฉลี่ยเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว malt extract broth (MEB), Nutrient broth (NB), soluble starch broth  (SSB) และ  
 sodium caseinate broth (SCB) ในวันที่ 3  5 และ 7 

 
บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 

MEB NB SSB SCB เชื้อทดสอบ 
3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 

B. subtilis 0 0 0 0 0 11.3667 0 0 12.2667 11.2 15.0667 16.1 
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.2 13.2 12.4333
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14.6667 12.3667 14.2 
C. albicans 25.4 27.3667 23.4 28.7 23.3667 24.2333 24.5 24.0667 26.6 16.3 11.8667 0 
S. cerevisiae 28.5667 27.3 27.3333 29.9667 27.6333 26.9333 27.2667 25.6 27.1667 29.6 17.6333 18.5 
A. niger 0 0 0 13.5667 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 3 บริเวณยับยั้งเเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว SCB ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 
 

บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 
control สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน เชื้อทดสอบ 

3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 
B. subtilis 11.3 15 16.2 13.4 18.9 19.4 11.2 11.6 13.5 12.2 13.4 19.6 

 11.1 15 16 13.2 19 19.2 11.2 11.2 13.4 12.3 13.7 19.5 
 11.2 15.2 16.1 13.3 18.8 19.5 11.2 11.2 13.5 12.5 13.5 19.4 

S. aureus 11.4 13.5 14.8 13.1 14.6 15.4 0 0 0 0 0 0 
 11.5 13.4 14.7 13.1 14.2 15.6 0 0 0 0 0 0 
 11.4 13.6 14.5 13.1 14.2 15.4 0 0 0 0 0 0 

P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E. coli 14.8 12.3 13.8 16.2 14.7 15.7 0 0 0 0 0 0 
 14.6 12.3 13.7 16.1 14.7 15.6 0 0 0 0 0 0 
 14.6 12.5 13.7 16.1 14.7 15.7 0 0 0 0 0 0 

C. albicans 16.3 11.8 0 19.8 18.3 24.1 24.6 21.6 20.5 20.2 19.5 19.4 
 16.6 12 0 20 18.2 24.3 24.3 21.7 20.2 20.5 19.6 19.6 
 16.7 11.8 0 20.1 18.5 24.3 24.8 21.6 20.1 20.7 19.2 19.5 
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ตารางที่ 3 (ตอ)บริเวณยับยั้งเเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว SCB ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 
 

บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 
control สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน เชื้อทดสอบ 

3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 
S. cerevisiae 25.4 17.6 18.5 25.4 23.4 25.1 25.5 22.6 22.7 25.5 22.4 22.1 

 25.6 17.6 18.7 25.6 23.4 24.8 25.7 22.5 22.7 25.6 22.4 22.1 
 25.8 17.7 18.6 25.6 23.5 24.8 25.7 22.5 22.4 25.7 22.4 22 

A. niger 0 0 0 13.7 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 13.6 0 0 0 0 0 0 0 0 
 0 0 0 13.4 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 4 บริเวณยับยั้งเฉลี่ยเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว SCB ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 
 

บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 
control สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน เชื้อทดสอบ 

3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 
B. subtilis 11.2 15.0667 16.1 13.3 18.9 19.3667 11.2 11.3333 13.4667 12.3333 13.5333 19.5 
S. aureus 11.4333 13.5 14.6667 13.1 14.3333 15.46667 0 0 0 0 0 0 
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. coli 14.6667 12.3667 13.7333 16.1333 14.7 15.6667 0 0 0 0 0 0 
C. albicans 16.5333 11.8667 0 19.9667 18.3333 24.5667 24.5667 21.6333 20.2667 20.4667 19.4333 19.5 
S. cerevisiae 25.6 17.6333 18.6 25.5333 23.4333 24.9 25.6333 22.5333 22.6 25.6 22.4 22.0667
A. niger 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

119

 
 

ตารางที่ 5   น้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 3, 5 และ 7 เมื่อเลี้ยงใน 
อาหารเหลว SCB ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน และ       
control คือไมมีการเติมสารอาหาร 

 
 น้ําหนักเสนใยแหง(กรัม/ ลิตร) 
 control สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 

วันที่ 3 0.53 2.88 1.67 2.77 
 0.50 2.82 1.58 2.70 
 0.48 2.86 1.61 2.73 

เฉลี่ย 0.50 2.85 1.62 2.73 
วันที่ 5 0.78 3.04 2.18 2.48 

 0.66 3.12 2.06 2.52 
 0.71 3.05 2.04 2.52 

เฉลี่ย 0.72 3.07 2.09 2.51 
วันที่ 7 0.71 3.12 2.31 2.57 

 0.79 3.12 2.37 2.51 
 0.74 3.11 2.38 2.52 

เฉลี่ย 0.74 3.11 2.36 2.53 
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ภาคผนวก ง 
ผลการวิเคราะหทางสถิติ 

 
ตารางที่ 1 การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของบริเวณยับยั้ง
ของจุลินทรียทดสอบ เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อโซเดียมเคซิเนต(
SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 1% โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และในอาหาร 
SCB ที่ไมเติมสารอาหาร 

 
ANOVA 

จุลินทรียทดสอบ  
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 9.243 3 3.081 284.385 .000 
Within Groups 8.667E-02 8 1.083E-02   B. sutilis 

Total 9.329 11    
Between Groups 455.580 3 151.860 182232.000 .000 

Within Groups 6.667E-03 8 8.333E-04   S. aureus 
Total 455.587 11    

Between Groups 714.707 3 238.236 57176.533 .000 
Within Groups 3.333E-02 8 4.167E-03   E. coli 

Total 714.740 11    
Between Groups 97.510 3 32.503 672.483 .000 

Within Groups .387 8 4.833E-02   C. albican 
Total 97.897 11    

Between Groups 1.583E-02 3 5.278E-03 .275 .842 
Within Groups .153 8 1.917E-02   S. cerevisiae 

Total .169 11    
 

B. subtilis 
Duncan 

Subset for alpha = .05 อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 

Control 3 11.2000   
Peptone 3 11.2000   

Soy 3  12.3333  
Yeast 3   13.3000 
Sig.  1.0000 1.0000 1.0000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 



 121

S. aureus 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Soy 3 .0000   

Peptone 3 .0000   
Control 3  11.4333  
Yeast 3   13.1000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
E. coli 

Duncan 
Subset for alpha = .05 

อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 

Peptone 3 .0000   
Soy 3 .0000   

Control 3  14.6667  
Yeast 3   16.1333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
C. albicans 

Duncan 
Subset for alpha = .05 

อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 4 

Control 3 16.5333    
Yeast 3  19.9667   
Soy 3   20.4667  

Peptone 3    24.5667 
Sig.  1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 



 122

S. cerevisiae 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 
Yeast 3 25.5333 

Control 3 25.6000 
Soy 3 25.6000 

peptone 3 25.6333 
Sig.  .428 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

หมายเหต ุ control  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร  
yeast  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมสารสกัดจากยีสต  
peptone = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมเปปโทน   
soy  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCBที่เติมซอยโทนเปปโทน 

 
ตารางที่ 2 การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของบริเวณยับยั้งของ        
จุลินทรียทดสอบ เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 5 ในอาหารเลี้ยงเชื้อโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่
มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 1% โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และในอาหาร SCB ที่ไม
เติมสารอาหาร 

ANOVA 

จุลินทรียทดสอบ  Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

Between Groups 91.409 3 30.470 1218.789 0.000 
Within Groups 0.200 8 2.50E-02   B. subtilis 

Total 91.609 11    
Between Groups 582.063 3 194.021 12253.947 0.000 

Within Groups 0.127 8 1.58E-02   S. aureus 
Total 582.189 11    

Between Groups 557.620 3 185.873 55762.000 0.000 
Within Groups 0.027 8 3.33E-03   E. coli 

Total 557.647 11    
Between Groups 158.550 3 52.85 2536.800 0.000 

Within Groups 0.167 8 2.08E-02   C. albicans 
Total 158.717 11    

Between Groups 61.700 3 20.567 8226.667 0.000 
Within Groups 0.020 8 2.50E-03   S. cerevisiae 

Total 61.720 11    
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B. subtilis 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 4 
Peptone 3 11.3333    

Soy 3  13.5333   
Control 3   15.0667  
Yeast 3    18.9000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

    S. aureus 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Peptone 3 .0000   

Soy 3 .0000   
Control 3  13.5000  
yeast 3   14.3333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
E. coli 

Duncan 
Subset for alpha = .05 

อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 

peptone 3 0   
soy 3 0   

control 3  12.3667  
yeast 3   14.7000 
Sig.  1.0000 1.0000 1.0000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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C. albicans 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 4 
Control 3 11.8667    
Yeast 3  18.3333   
Soy 3   19.4333  

peptone 3    21.6333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
S. aureus 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 4 
Control 3 17.6333    

Soy 3  22.4000   
Peptone 3   22.5333  

yeast 3    23.4333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
หมายเหต ุ control  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร  

yeast  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมสารสกัดจากยีสต  
peptone = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมเปปโทน   
soy  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCBที่เติมซอยโทนเปปโทน 
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ตารางที่ 3 การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของบริเวณยับยั้งของ        
จุลินทรียทดสอบ เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่
มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 1% โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และในอาหาร SCB ที่ไม
เติมสารอาหาร 
 

ANOVA 

จุลินทรียทดสอบ  
Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Between Groups 75.296 3 25.099 2151.310 .000 
Within Groups 9.333E-02 8 1.167E-02   B. subtilis 

Total 75.389 11    
Between Groups 681.973 3 227.324 24799.030 .000 

Within Groups 7.333E-02 8 9.167E-03   S. aureus 
Total 682.047 11    

Between Groups 653.877 3 217.959 130775.333 .000 
Within Groups 1.333E-02 8 1.667E-03   E. coli 

Total 653.890 11    
Between Groups 1062.727 3 354.242 21254.533 .000 

Within Groups .133 8 1.667E-02   C. albican 
Total 1062.860 11    

Between Groups 60.983 3 20.328 1108.773 .000 
Within Groups .147 8 1.833E-02   S. cerevisiae 

Total 61.129 11    
 
 

B. subtilis 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Peptone 3 13.4667   
Control 3  16.1000  
Yeast 3   19.3667 
Soy 3   19.5000 
Sig.  1.0000 1.0000 0.1690 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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S. aureus 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Peptone 3 .0000   

Soy 3 .0000   
Control 3  14.6667  
yeast 3   15.4667 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

E. coli 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Peptone 3 .0000   

Soy 3 .0000   
Control 3  13.7333  
yeast 3   15.6667 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

C. albicans 
Duncan 

Subset for alpha = .05 อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 4 

Control 3 0    
Soy 3  19.5000   

Peptone 3   20.2667  
yeast 3    24.2333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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S. cerevisiae 
Duncan 

 
อาหารเลี้ยงเขื้อ 

 
N 

Subset for alpha = .05 

  1 2 3 4 
Control 3 18.6    

Soy 3  22.0667   
Peptone 3   22.6  

Yeast 3    24.9 
Sig.  1 1 1 1 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
หมายเหต ุ control  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร  

yeast  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมสารสกัดจากยีสต  
peptone = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมเปปโทน   
soy  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCBที่เติมซอยโทนเปปโทน 
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ภาคผนวก จ 
ลําดับเบส 16S rRNA 

 
ลําดับเบส 16 S rRNA ของแอกติโนมัยซตีสายพนัธุ Ac 9.1 เทียบกบัลําดับเบส 16 S rRNA ของ 
Streptomyces griseocarneus โดยมีความเหมือน(% identity) เทากับ 98% 
 
 
X99943|X99943.1 S.griseocarneum 16S rRNA gene. 
           Length = 1515 
        
 Score =  916 bits (462), Expect = 0.0 
 Identities = 489/494 (98%), Gaps = 3/494 (0%) 
 Strand = Plus / Minus 
 
                                                                        
Query:1   gcggctgctggcacgtagttagccggcgcttcttctgcaggtaccgtcactttcgcttct 60 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct:493 gcggctgctggcacgtagttagccggcgcttcttctgcaggtaccgtcactctcgcttct 434 
                                                                        
Query:61  tccctgctgaaagaggtttacaacccgaag-ccgtcatccctcacgcggcgtcgctgcat 119 
          |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct:433 tccctgctgaaagaggtttacaacccgaaggccgtcatccctcatgcggcgtcgctgcat 374 
 
                                                                        
Query:120 caggctttcgcccattgtgcaatattccccactgctgcctcccgtag-agtctgggccgt 178 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 
Sbjct:373 caggctttcgcccattgtgcaatattccccactgctgcctcccgtaggagtctgggccgt 314 
 
                                                                        
Query:179 gtctcagtcccagtgtggccggtcgccctctcaggccggctacccgtcgtcgccttggta 238 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:313 gtctcagtcccagtgtggccggtcgccctctcaggccggctacccgtcgtcgccttggta 254 
 
                                                                        
Query:239 ggccatcaccccaccaacaagctgataggccgcgggctcatccttgcaccgccggagctt 298 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct:253 ggccatcaccccaccaacaagctgataggccgcgggctcatcct-gcaccgccggagctt 195 
 
                                                                        
Query:299 tccaccaccaaccatgcggtcagcggtcgtatccggtattagaccccgtttccagggctt 358 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:194 tccaccaccaaccatgcggtcagcggtcgtatccggtattagaccccgtttccagggctt 135 
 
                                                                        
Query:359 gtcccagagtgcagggcagattgcccacgtgttactcacccgttcgccactaatccaccc 418 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:134 gtcccagagtgcagggcagattgcccacgtgttactcacccgttcgccactaatccaccc 75 
 
                                                                        
Query:419 cgaagggcttcatcgttcgacttgcatgtgttaagcacgccgccagcgttcgtcctgagc 478 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:74  cgaagggcttcatcgttcgacttgcatgtgttaagcacgccgccagcgttcgtcctgagc 15 
 
                          
Query:479 caggatcaaactct 492 
          |||||||||||||| 
Sbjct: 14 caggatcaaactct 1 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ฉ 
ขอมูลสเปกโทรสโกปของสาร 1  
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รูปที่ 1 อินฟราเรดสเปกตรัมของสาร 1 
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รูปที่ 2 โปรตอนเอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 

7.05 6.74 3.35 2.71

1.93
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รูปที่ 3 คารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตราของสาร 1 171.83
155.54

129.31 114.83

41.03
34.26

21.12
129.83
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รูปที่ 4  DEPT 13C เอ็นเอ็มอารสเปกตราของสาร 1 
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รูปที่ 5 แมสสเปกตรัมของสาร 1  
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รูปที่ 6 gHMBC สเปกตรัมของสาร 1 
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รูปที่ 7 gHSQC สเปกตรัมของสาร 1 
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รูปที่ 8  gCOSY สเปกตรัมของสาร 1  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวยุวดี มหาศักดิ์ศิริ เกิดวันที่ 21 กรกฏาคม 2519 ที่จังหวัดสระแกว สําเร็จการ
ศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
บูรพา ปการศึกษา 2541 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา
ทางอุตสาหกรรม ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 
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