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 งานวิจัยน้ีเปนการผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis สายพันธุ K-05  การทําสารใหบริสุทธิ์

และการศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชีพ ภาวะที่ใชเล้ียง Bacillus subtilis สายพันธุ K-05 ไดแก เล้ียงใน
อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 ช่ัวโมง  ไดสารซึ่งแสดงการยับยั้งจุลินท
รียทดสอบไดทุกชนิด คือ สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  ยีสตและราเสนใย โดยจุลินทรีย
ทดสอบไดแก Bacillus subtilis ATCC 6633   Staphylococcus aureus  ATCC 25923   Escherichia coli ATCC 
25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853      Candida albicans ATCC 70014     Aspergillus oryzae  
Fusarium sp. และ Alternaria sp. เมื่อสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสดวยเอทิลอะซิลเตท และจากเซลลดวยเมทา
นอลแลวนํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบ พบวาสารสกัดทั้งจากสวนใสและจากเซลล สามารถยับยั้ง
จุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดในระดับที่สูงกวาเมื่อเทียบกับสารจากสวนใส ยกเวนการยับย้ังยีสต C. albicans ATCC 
70014  ซึ่งมีผลการยับยั้งลดลง    พบวาสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบได
ใกลเคียงกันและใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก ซึ่งไดแก คลอแรมเฟนิคอลและนีสแตติน  การแยกสารตานจุลชีพจาก
สวนใสและสารสกัดจากเซลลโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง  โดยระบบตัวพา คือ  เมทานอล : เอทิลอะซิเตท (5:95 
โดยปริมาตร)  พบวาสําหรับสารตานจุลชีพจากสวนใส   แยกสารได 4 ตําแหนงโดยมีคา Rf ของสารเทากับ 0.17  
0.29  0.61 และ 0.75   สารตานจุลชีพจากเซลลพบวาแยกสารได 4 ตําแหนงเชนเดียวกัน  โดยมีคา Rf ของสารเทากับ  
0.09  0.21  0.29  และ 0.61  แสดงใหเห็นวาสารตานจุลชีพที่ผลิตจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมีองคประกอบ
ของสารบางอยางที่แตกตางกัน ศึกษาการทําใหสารตาน   จุลชีพที่ไดจากสวนใสบริสุทธิ์  เน่ืองจากเปนสารสวนที่มี
ปริมาณมากและมีผลการศึกษามากอนวาพบสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได   ผลการทําสารตาน  
จุลชีพใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟฟ  โดยมีระบบตัวพาคือเอทิลอะซิเตท 20% (โดยปรมิาตร)ในเฮกเซน 
พบวา ไดสารที่บริสุทธิ์มีลักษณะเปนของเหลวสีนํ้าตาล     ซึ่งสามารถแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุก
ชนิด  จากการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีโดย 1H-NMR  13C-NMR   2D-NMR  IR และ MS สรปุไดวาสารดังกลาว 
คือ 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid มีนํ้าหนักโมเลกุลเทากับ 102   ซึ่งสารทั้งสองชนิดน้ีเปนสาร
ที่ไมพบวาเคยมีรายงานการมีฤทธิ์เปนสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus spp.     มากอน  
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 The production, purification and characterization of the antimicrobial compounds produced by 
Bacillus subtilis strain K-05 has been studied.   B. subtilis strain K-05 was cultivated in Lauria-Bertani 
(LB) liquid medium in shake flask and jar fermentor at 30 oC for 60 h with aeration.  The supernatant 
obtained from culture broth exhibited broad spectrum activity against Gram positive and negative bacteria, 
yeasts and mycelial molds studied.  The test organisms were Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, Escherichai coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida 
albicans ATCC 70014, Aspergillus oryzae, Fusarium sp. and Alternaria sp.  Ethyl acetate extract of 
supernatant and methanol extract of cells could inhibit all test microorganisms.  The inhibitory activity of 
crude extract was higher than that of the supernatant except on Candida albicans ATCC 70014.  The 
inhibitory activity of crude extract of supernatant and cells was nearly equal to that of chloramphenicol and 
nystatin (positive control).  Thin layer chromatography (TLC) using methanol: ethyl acetate (5:95) as 
eluent was used for isolation of the antimicrobial compounds from supernatant and cell extract.   
Supernatant extract showed 4 spots on TLC plate with Rf values of 0.17, 0.29, 0.61 and 0.75.  While the 
cell extract gave 4 spots at Rf 0.09, 0.21, 0.29 and 0.61.  This result indicated that some components in 
supernatant and cell extract was different.  Purification of the antimicrobial compounds from supernatant 
was investigated due to it was the major portion and some purified compounds with inhibitory activity 
against some Gram positive bacteria was previously reported. After purification by column 
chromatography using 20% (v/v) ethyl acetate in hexane as eluent, the brown liquid purified compound 
was obtained.  This compound revealed broad spectrum activity againt all test microorganisms.  From the 
result of chemical analyses by 1H-MMR, 13C-NMR, 2D-NMR , IR and MS, it was concluded that the 

compounds are 2-methyl butanoic acid  and 3-methyl butanoic acid with M.W. of 102.  So far, there have 
been no reports on antimicrobial activities and the productions of these two compounds by Bacillus 
spp. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
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3.  มม  =  มิลลิเมตร 
4.  ซม  = เซนติเมตร 
5.  มก     =            มิลลิกรัม 
6.  มล  = มิลลิลิตร 
7.  ชม  = ช่ัวโมง 
8.  μg  =            ไมโครกรัม 

9.  mm     =            มิลลิกรัม 
10. g/l  =  กรัมตอลิตร 
11. OD660 =      คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
12. OD625 = คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

  

 

บทที่  1 
                                                                  บทนํา 

   
สารตานจุลชีพ (antimicrobial substance) หมายถึงสารท่ีสังเคราะหข้ึนจากส่ิงมีชีวิตดวย

กระบวนการทางชีวภาพโดย  พืช  สัตว  และจุลินทรีย  สารตานจุลชีพท่ีผลิตโดยจุลินทรียชนิดใดชนิด
หนึ่งอาจเปนแบคทีเรีย รา หรือ แอคติโนมัยซีทจัดเปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซ่ึงสามารถ
ยับยั้ง มีฤทธ์ิทําลายหรือชะลอการเจริญเติบโตของจุลินทรียกลุมใดกลุมหนึ่งไดโดยใชปริมาณเพียง
เล็กนอย (Korzybski และคณะ, 1996) การผลิตสารตานจุลชีพสามารถจําแนกได  3 กลุมตาม
กระบวนการสังเคราะหคือ สารตานจุลชีพท่ีผลิตไดจากกระบวนการหมัก (biosynthetic process) เชน 
เพนนิซิลิน จี      กระบวนการก่ึงสังเคราะห (semi-synthesic process) เปนการนําสารท่ีจุลินทรีย
สังเคราะหข้ึนเปนสารต้ังตนเพื่อปรับปรุงโครงสรางใหไดเปนสารชนิดอ่ืนท่ีมีสมบัติท่ีดีข้ึน เชน การ
ทนตอกรด การทนตอเอนไซม หรือเพ่ิมความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียชนิดตางๆ ไดมากข้ึน โดย
ตัวอยางสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดยกระบวนการน้ี  เชน  อนุพันธของเพนนิซิลิน ไดแก แอมพิซิลิน 
(ampicillin)   แอมมอกซิซิลลิน (amoxicillin) และออกซาซิลิน (oxacillin) และสารตานจุลชีพบาง
ชนิดสามารถสังเคราะหไดดวยกระบวนการสังเคราะหทางเคมี (synthesic process) เชน คลอแรมฟนิ
คอล (chloramphenecol) ไพโรลไนทริน (pyrrolitrin) และฟอสโฟมัยซิน (phosphomycin) เปนตน 
(Sneader W., 2005)  

สารตานจุลชีพจัดเปนสารเมทาบอไลตทุติยภูมิ (secondary  metabolites) ท่ีจุลินทรียสรางข้ึน
ในชวงปลายของการเจริญโดยจุลินทรียบางกลุมซ่ึงเปนชวงท่ีจุลินทรียเร่ิมหยุดการเพิ่มจํานวน สาร
ปฏิชีวนะท่ีถูกสรางข้ึนในชวงนี้อาจสรางข้ึนเพื่อยับยั้งการสังเคราะหสารโมเลกุลใหญในเซลลจึงเปน
การชวยรักษาพลังงานบางสวนไวได หรืออาจสรางข้ึนเม่ือตองอยูรวมกับจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ใน
สภาวะที่มีการแยงสารอาหาร (สมใจ สิริโภค, 2547) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวาจุลินทรียผลิตสาร
เหลานี้เพื่อประโยชนบางประการ (Demain  และ Fang, 2000)     เชน  1)ใชปองกันตัวเองจากจุลินทรีย
ชนิดอ่ืน พืช  แมลง และสัตว     2) มีประโยชนตอส่ิงมีชีวิตท่ีจุลินทรียอาศัยแบบพึ่งพา (symbiosis)     
3) เปนฮอรโมน  และ  4) เปนสารท่ีชวยในการขนสงโลหะ เปนตน  จุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตาน  
จุลชีพมีกลไกท่ีปองกันตัวเองจากสารน้ันโดยวิธีดังตอไปนี้  1) การลดความเปนพิษ (detoxification) 
โดยทําใหสารตานจุลชีพอยูในรูปของเอนไซมคือสามารถกระตุนใหทํางานหรือยับยั้งการทํางานได    
2)เปล่ียนแปลงโครงสรางของเซลลท่ีเปนเปาหมายของสารตานจุลชีพ  และ 3) สรางและปลอยออก
ภายนอกเซลล  จากน้ันลดอัตราการแพรของสารเขาสูเซลล  (Demain, 1974  อางถึงใน  Martin  และ 
Demain, 1980) 
 



 

 

  

 

มูลเหตุจูงใจในการวิจัย 
จากการใชสารตานจุลชีพอยางกวางขวางมาเปนเวลานานแตเนื่องจากในปจจุบันมีโรคตางๆ 

เกิดข้ึนใหมมากมายและพบวาจุลินทรียกอโรคสามารถตานทานตอยารักษาโรค (antimicrobial  
resistance) หรือมีการดื้อยา (drug resistance)   ซ่ึงสาเหตุท่ีทําใหจุลชีพดื้อยา คือการใชสารปฏิชีวนะ
ผิดวิธี หรืออาจเกิดจากการถายโอนยีนดื้อยาระหวางจุลชีพกอโรคทําใหเช้ือโรคมีการพัฒนาและ
ตานทานตอสารตานจุลชีพได นอกจากนี้สารตานจุลชีพบางชนิดมีผลขางเคียง (side effect) ตอผูใช 
ดังนั้นจึงเปนเหตุผลสําคัญท่ีตองมีการพัฒนาและคนหาสารตานจุลชีพชนิดใหม ๆ   

งานวิจัยนี้มุงที่จะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมี
รายงานวาสามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือจุลินทรียไดหลายชนิด โดยพบวาสามารถ
ยับยั้งจุลินทียทดสอบไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต และ ราเสนใย จากการศึกษา
เบ้ืองตนดวยวิธี cross streak   เม่ือทําใหสารบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟและศึกษาลักษณะ
สมบัติสารพบวาสารดังกลาวคือ  โพรลีนและลิวซีน  (cyclo(Pro-Leu)) และโพรลีนและวาลีน 
(cyclo(Pro-Val)) โดยสารท้ัง  2 ชนิด มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได (สุดารัตน บุญยง, 2548) 
นอกจากนี้ยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะสมบัติสาร ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงมุงท่ีจะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ในสวนอ่ืนๆ ท่ียังไมไดทํา
ใหบริสุทธ์ิ  ศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยการวิเคราะหทางเคมีและศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียของ
สารตานจุลชีพซ่ึงอาจมีความเปนไปไดท่ีจะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมเพื่อนําไปประยุกตใชในการ
รักษาโรคตอไป  

 
วัตถุประสงค  
 ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05   ทําใหบริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะสมบัติของ
สารตานจุลชีพ 
 
ขั้นตอนการวิจัย 

1. ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยั้งจุลินทรีย 
(antimicrobial activity) ของสารตานจุลชีพ 

2. ทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิ 
3. การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชีพ 

 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัยนี้ 
 ทราบถึงชนิด  สมบัติและประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดยแบคทีเรีย 
Bacillus  subtilis K-05 ซ่ึงอาจจะสามารถนําไปใชประโยชนในอนาคตได 



 

 

  

 

บทที่ 2 
วารสารปริทัศน 

 
ในกระบวนการตามธรรมชาติเม่ือจุลินทรียอยูในสภาวะการเจริญท่ีไมปกติ เชน สภาวะการ

ขาดสารอาหาร การทนตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการเจริญ และเจริญสภาวะปฏิปกษ           
จุลินทรียบางชนิดจะสรางสารบางอยางเพื่อใหสามารถทนหรืออยูรอดในสภาวะนั้นๆได โดยเฉพาะ
การสรางสารในสภาวะปฏิปกษท่ีมีการแขงขัน จุลินทรียจะสรางสารเพ่ือยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ      
จุลินทรียชนิดนั้นเองหรือจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ การตานการเจริญของจุลินทรียสังเกตไดโดย “การเกดิ
แอนตาโกนิสม” (antagonism) ของจุลินทรีย 2 ชนิดหรือโดยการทดสอบสารที่จุลินทรียสรางข้ึนซ่ึง
คาดวาจะมีผลยับยั้งการเจริญแกจุลินทรียทดสอบดวยกระบวนการทางชีววิธี (bioassay) โดยสารท่ี     
จุลินทรียสรางข้ึนในสภาวะการเจริญดังกลาวสามารถจัดจําแนกไดหลายแบบ (Jack และคณะ, 1995 
อางถึงใน นิโลบล พรหมประสิทธ์ิ, 2542) ดังนี ้

1. สารพิษ (toxins) 
2. เอนไซมท่ีสลายแบคทีเรีย (bacteriolytic enzymes) 
3. แบคเทอริโอฟาจและแบคเทอริโอฟาจท่ีไมสมบูรณ (bacteriophages and defective 

bacteriophages) 
4. สารท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึม (by-products of primary metabolic pathways) 
5. สารปฏิชีวนะ (antibiotic substances) 
6. แบคเทอริโอซิน และสารคลายแบคเทอริโอซิน (bacteriocins and bacteriocin-like 

agents) 
 
1. สารพิษ (toxins) 
 สารในกลุมนีท่ี้สรางจากจุลินทรียจะทําใหเช้ือจุลินทรียชนิดนั้นๆ มีความรุนแรงในการ
กอใหเกิดโรคมากย่ิงข้ึน สารพิษท่ีสรางข้ึนแลวมีการปลอยออกนอกเซลลเรียกวา เอกโซทอกซิน 
(exotoxin) หรือถาสรางแลวอยูภายเซลลเรียกวา เอนโดทอกซิน (endotoxin) ซ่ึงเอกโซทอกซินจะมี
ความเปนพษิสูงกวา โดยสารกลุมนี้จะมีความเปนพษิตอเซลลพวกยูคาริโอต (eukaryotic cells) และ
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆ ไดแมใชปริมาณเพียงเล็กนอยดวยลักษณะโครงสรางของ
โมเลกุลท่ีมีโครงสรางหลัก (domain structure) คลายกับแบคเทอริโอซินและมีโครงสรางสวนท่ี
กอใหเกิดพษิกบัเซลลพวกยูคาริโอต ตัวอยางสารพิษเหลานี้ เชน  diphtheriatoxins, tetanus toxins, 
choleratoxins, enterotoxins, cytotoxins และเม่ือสารท่ีไดจากการทําใหบริสุทธ์ิบางสวน (partial 



 

 

  

 

purifications) ของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจาก E. coli และ Streptococcus  pyogenes  ซ่ึงมีรายงานใน
การกอใหเกิดพิษกับเซลลพวกยูคาริโอต (Farkas-Himsley และคณะ, 1992) 
 
2. เอนไซมท่ีสลายแบคทีเรีย (bacteriolytic enzymes) 
 เอนไซมท่ีผลิตไดโดยจุลินทรียบางชนิดสามารถทําลายจุลินทรียชนดิอ่ืนๆ ไดโดยสามารถ
แสดงผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดเชนเดียวกับสารตานจุลชีพ จากการศึกษาฤทธ์ิการ
ยับยั้งของเอนไซมตอจุลินทรียทดสอบพบวา เอนไซมกลุมนี้สามารถยอยสลายผนังเซลลของจุลินทรีย
ทดสอบได (Gilmore และคณะ (1991); Venema และคณะ (1993); Wichitra และคณะ (2006)) 
ตัวอยางเอนไซมเหลานี้แสดงไวดังตารางท่ี 1 
 

ตารางท่ี 1 ตัวอยางเอนไซมท่ีสามารถแสดงผลการยับยั้งจุลินทรียเชนเดียวกับสารตานจุลชีพ 
 

   เอนไซม                                                จุลินทรียผูผลิต                              
Lysostaphin                                       Staphylococcus aureus                    
Lysozyme                                          Staphylococcus aureus                    
Hemolysins                                       Enterococcus faecalis                      
Phospholipase A                               Lactococous lactis                           
β-1,3-glucanase                                Bacillus subtilis NSRS 89-24           

 
 
3.แบคเทอริโอฟาจและแบคเทอริโอฟาจท่ีไมสมบูรณ (Bacteriophages and defective 
bacteriophages) 
 การยับยั้งการเจริญตอจุลินทรียชนิดอ่ืนๆของแบคเทอริโอฟาจเกดิข้ึนไดโดยแบคเทอริโอฟาจ
จะเขาไปเจริญในเซลลของเช้ือจุลินทรียทดสอบ ทําใหเชื้อจุลินทรียทดสอบไมสามารถเจริญได ความ
แตกตางของฟาจกับสารตานจุลชีพชนิดอ่ืนๆ อาจแสดงไดโดยการเกิดพลาค (plaques) เม่ือเพ่ิมการเจือ
จางของสวนใส (supernatants) ท่ีนํามาทดสอบการยังยั้งบนอาหารแข็งท่ีมีเช้ือทดสอบอยู นอกจากนี้ยัง
พบวา  แบคเทอริโอฟาจมีความตานทานอยางมากตอทริปซิน (trysin) 
 
4. สารท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิสม (By-products of metabolic pathways) 
 ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรียพบวา อาจมีการสรางสารบางชนิดที่ใหผลยับยั้ง    
จุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ได เชน lactic acid    free fatty acids    ammonia  และ hydrogen peroxide (Rogula 
และ Carr, 1972; Malke และคณะ, 1974) 



 

 

  

 

5. สารปฏชิีวนะ (antibiotic substances) 
 สารปฏิชีวนะ หมายถึง สารท่ีสังเคราะหข้ึนจากส่ิงมีชีวิตดวยกระบวนการทางชีวภาพโดย  
พืช  สัตว  และจุลินทรีย ซ่ึงสารกลุมนี้สามารถยับยั้ง    มีฤทธ์ิทําลายหรือชะลอการเจริญเติบโตของ    
จุลินทรียกลุมใดกลุมหนึ่งไดโดยใชปริมาณเพียงเล็กนอย  การสังเคราะหสารปฏิชีวนะเกิดข้ึนโดยการ
ทํางานของกลุมเอนไซม (multienzyme complexs)     ลักษณะของสารปฏิชีวนะท่ีดีและเหมาะสมตอ
การประยุกตใชในดานตางๆ มีดังนี้ 
 1.สามารถทําลายหรือมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิดหรือมีขอบขายการออก
ฤทธ์ิกวาง (broad spectrum) 
 2.ไมทําใหจุลินทรียท่ีกอโรคเกิดการตานทานตอยาหรือเกิดการผาเหลา 
 3.ไมทําใหเกิดผลขางเคียงท่ีไมพึงประสงคตอโฮสต เชน ไมทําใหเกิดอาการแพยาหรือเกิด
การระคายเคืองกับระบบทางเดินอาหารหรือไต และไมทําอันตรายตอระบบประสาท เปนตน 
 4.ไมมีผลทําลายจุลินทรียท่ีมีอยูตามปกติในรางกายของโฮสต เพราะจะทําใหเสียสมดุลตาม
ธรรมชาติ ซ่ึงอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหเกิดการติดเช้ือจากจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ และสามารถกอโรคได  
  
6. แบคเทอริโอซิน และสารคลายแบคเทอริโอซิน (bacteriocins and bacteriocin-like agents) 
 แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซิน คือ สารท่ีผลิตไดจากแบคทีเรียซ่ึงมีการ
สังเคราะหไดโดยตรงดวยกระบวนการสังเคราะหพอลิเพปไทดผานทางไรโบโซม (ribosomaly 
synthesized polypeptides) แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินสามารถแบงไดเปน 3 กลุม
ตามองคประกอบของโครงสรางของสาร คือ 1) lanthiiotics โดยมีโครงสรางของกรดอะมิโนเปน
องคประกอบ    2) cystibiotics โดยมีโครงสรางสารประกอบดวยพันธะซัลไฟดหนึ่งหรือสองพันธะ
ซ่ึงมีความสําคัญตอการมีฤทธ์ิยับยั้งของสารในกลุมนี้ และ  3) triolbiotics โดยมีโครงสราง
สารประกอบดวย  active –SH group (Jack และคณะ, 1995)  

ในระยะแรกท่ีมีการศึกษาสารในกลุมนี้จะเปนการศึกษาแบคเทอริโอซินท่ีสังเคราะหไดจาก
แบคทีเรียแกรมลบในกลุม   Enterobacteriaceae (อาจจะเปน E.coli) ซ่ึงสามารถอธิบายลักษณะสมบัติ
ของแบคเทอริโอซินโดยอาศัยสาร colicins เปนตนแบบ (model) ในการศึกษา (Tagg และคณะ, 1976 
อางถึงใน นิโลบล พรหมประสิทธ์ิ, 2542)  

ลักษณะสมบัติของแบคเทอริโอซินท่ีสังเคราะหไดจากแบคทีเรียแกรมลบมีดังน้ี 
1. มักแสดงฤทธ์ิยับยั้งจุลชีพซ่ึงจะมีขอบขายการออกฤทธิ์ในวงแคบกับจุลินทรียทดสอบ

เพียงไมกี่ชนิด โดยจุลินทรียทดสอบนั้นจะเปนชนิดท่ีใกลเคียงกับจุลินทรียผูผลิตท่ีสราง
แบคเทอริโอซิน 

2. มีองคประกอบหลักในโมเลกุลเปนโปรตีน 



 

 

  

 

3. การยับยั้งแบคทีเรียจะมีกระบวนการยับยั้งดวยการทําใหตาย (bactericidal mode of 
action)โดยมีกลไกการทํางานได 2 แบบ คือ 

-  ทําใหเกิด ion channels บริเวณเยื่อหุมเซลล ซ่ึงเปนผลทําใหคุณสมบัติการเปน  
    เยื่อเลือกผานของเยื่อหุมเซลลเสียไป สงผลใหเซลลเสียความสามารถในการ 
    ยอมใหสารผานเขาออก (permeability) 
-  แสดงความสามารถในการสลายกรดนิวคลีอิก (nuclease activity) 

4. แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมลบจะจับกับ
เซลลจุลินทรียทดสอบในบริเวณท่ีจําเพาะ (specific cell receptors) 

5. พันธุกรรมการสรางของแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย    
แกรมลบสังเคราะหจากสารพันธุกรรมท่ีอยูในพลาสมิด (plasmid-borne genetic 
determinants) 

6. ระยะเวลาในการสังเคราะหแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินในแบคทีเรีย
แกรมลบสวนมากจะมีการสังเคราะหข้ึนในระยะท่ีเซลลกําลังจะตาย 

 
 นอกจากแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดจะสามารถสรางแบคเทอริโอซินไดแลว    แบคทีเรีย    
แกรมบวกบางชนิดก็สามารถสรางแบคเทอริโอซินหรือสารคลายไดเชนเดียวกัน แบคเทอริโอซินและ
สารคลายท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมบวกมลัีกษณะสมบัติดังนี้  

1. แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิด
สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิดไมเฉพาะแตในกลุมของจุลินทรียแกรมบวก
ดวยกันเทานั้น แตยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดไดอีกดวย เชน nisin ท่ี
ผลิตโดย Lactococcus lactis (Kalchayanand, Hanlin และ Ray, 1992) 

2. มีองคประกอบหลักในโมเลกุลเปนโปรตีนหรือเพปไทดและมีโครงสรางขององค 
ประกอบรองซ่ึงมีความหลากหลายซ่ึงเปนผลใหสารกลุมนี้มีโครงสรางไดหลายแบบ    
แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินบางชนิดมีสวนประกอบเพ่ิมเติมของ
คารโบไฮเดรตหรือไขมัน เชน Plantaricins S และ T ท่ีมีไขมันอยูในโมเลกุล  (Jimenez-
Diaz และคณะ, 1993) และแบคเทอริโอซินท่ีไดจาก Leuconostoc paramesenteroides ท่ีมี
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบในโมเลกุล    แบคเทอริโอซินบางชนิดท่ีมีมวลโมเลกุล
มากอาจประกอบไปดวยหนวยยอยของแบคเทอริโอซินท่ีมีมวลโมเลกุลนอย  เชน 
Staphylococcin 1580   บางคร้ังอาจพบแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีมี
ขนาดเล็ก เชน พวก lantibiotics และ cerein เปนตน 

3. การออกฤทธ์ิในการฆาแบคทีเรียของแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ี
สรางโดยแบคทีเรียแกรมบวก มีกลไกการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ คลายแบคเทอริโอซิน



 

 

  

 

ท่ีสรางโดยแบคทีเรียแกรมลบกลาวคือ มีผลทําใหคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือกผานของเยื่อ
หุมเซลลเสียไป ซ่ึงสงผลใหเซลลเสียความสามารถในการยอมใหสารผานเขาออก 
(permeability) นอกจากนี้สารกลุมดังกลาวยังมีผลตอการทําลายสารพันธุกรรมของ         
จุลินทรียทดสอบอีกดวย และโดยท่ัวไปพบวาแบคเทอริโอซินที่มีมวลโมเลกุลนอยจะมี
ผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบไดดีโดยการทําใหเสียความสามารถในการผานเขาออกของ
เซลล (Bruno และ Montville, 1993; Klaenhammer, 1993) 

4. สําหรับแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมลบจะ
กับเซลลของจุลินทรียทดสอบในบริเวณจําเพาะท่ีเยื่อหุมช้ันนอกเปนข้ันแรกของการ
ปฏิสัมพันธของแบคเทอริโอซิน แตแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสราง
โดยแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดจะแสดงความจําเพาะในการจับในลักษณะเชนนี้นอย
มาก (Yang และ คณะ, 1992) 

5. พันธุกรรมการสรางของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแกรมบวก มีรายงานวาแบคเทอริ
โอซินหลายชนิด สรางข้ึนจากรหัสพัธุกรรมท่ีอยูบนพลาสมิด เชน เดียวกับแบคทีเรีย    
แกรมลบ (Klaenhammer, 1993) 

6. ระยะเวลาในการสังเคราะหแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินในแบคทีเรีย
แกรมบวกสวนมากจะมีการสังเคราะหอยูในชวงระยะการเจริญเต็มท่ี (Klaenhammer, 
1993) 

ตัวอยางของแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีผลิตไดเชน ซับทิลิน (subtilin) 
ซ่ึงมีการศึกษากันอยางกวางขวาง สารดังกลาวคือ lanthibiotic ท่ีผลิตโดย Bacillus subtiis ATCC 6633  
มีโครงสรางและกลไกการออกฤทธิ์เหมือนไนซิน (nisin) ซ่ึงเปนสารท่ีมีการอนุญาตใหใชไดใน
กระบวนการถนอมอาหาร สําหรับแบคทีเรียกลุม Bacillus สายพันธุอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานวาสามารถสราง
แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินได คือ B.thuringiensis  B.subtilis  
B.sterarothermophilus  B.licheniformis  B.megaterium และ B.cereus (He และคณะ, 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

  

 

ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพ  
 สารตานจุลชีพจัดเปนสารเมทาบอไลตทุติยภูมิ  (secondary  metabolites) ท่ีจุลินทรียสรางข้ึน
ในชวงปลายของการเจริญ (last log phase) และเร่ิมเขาสูระยะพัก (staionary phase) ซ่ึงสารตานจุลชีพ
ท่ีสรางข้ึนมีความสัมพันธกับกลไกการทํางานบางอยางของจุลินทรีย ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับกระบวนการ
เปล่ียนแปลงภายในเซลล เชน การเปล่ียนแปลงจากเซลลปกติ (vegetative cell) ไปเปนเซลลสืบพันธุ 
(reproductive cell) หรือ สปอร โดยมีรายงานวามีสารตานจุลชีพหลายชนิดท่ีถูกสรางข้ึนไปพรอมๆ 
กับการสรางสปอร (Katz และ Demain,1977) หรือมักเกิดข้ึนในสภาวะท่ีมีการขาดแคลนอาหาร 
(Marahiel และคณะ, 1993) และมีกลไกการควบคุมกระบวนการสังเคราะหคอนขางซับซอนไมวาจะ
เปนการชักนํากระบวนการสราง (Induction) การควบคุมคาตาบอไลต (catabolite repression) และการ
ถูกควบคุมโดยผลิตภัณฑ (Feedback regulation) 

การคนพบสารตานจุลชีพมีรายงานต้ังแตในป ค.ศ. 1929 อเล็กซานเดอร เฟลมมิง ไดพบการ
ปนเปอนของรา Penicillium notatum ในจานอาหารเลี้ยงเช้ือซ่ึงยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus 
aureus และเม่ือนําไปศึกษาพบวาเกิดจากสารชนิดหนึ่งท่ีละลายนํ้าไดไมเปนพิษตอส่ิงมีชีวิต  สามารถ
สกัดออกมาทําใหเขมขนได  จึงเรียกสารนี้วา  เพนนิซิลิน (penicillin)  ตามช่ือของรา  และเม่ือนํามา
รักษาอาการติดเช้ือพบวาสามารถนํามาใชเปนยารักษาโรคได (Fleming, 1945)   ดังนั้นเพนนิซิลินจึง
เปนยาปฏิชีวนะชนิดแรกท่ีมีการคนพบ 

ตอมา Dubos (1939a) นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันแยกจุลินทรียในดิน พบวามีจุลินทรียท่ี
สามารถยอยแคปซูลของแบคทีเรีย Pneumococcus ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีทําใหเกิดโรคปอดบวมได และ
พบวา  Bacillus   brevis   สามารถสังเคราะหไทโรทริซิน (tyrothricin)   ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียหลาย
ชนิด (Dubos, 1939b) 

ในป 1939-1940 Chain และคณะ (1946) สกัดเพนนิซิลินจากอาหารเหลว โดยใชตัวทําละลาย
อินทรีย ทําใหสามารถเตรียมเกลือเพนนิซิลินในรูปผงแหงไดโดยท่ียังคงความสามารถในการยับยั้ง    
จุลินทรียไดสําเร็จเปนคร้ังแรก  

ในป 1944  Selman Wakmans (1952)   นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันสามารถแยกสเตรปโตไม
ซิน  (streptomycin)  และสารปฎิชีวนะอื่น ๆ  จาก   Streptomyces  griseus  

ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพชนิดอ่ืนๆ  แสดงในตารางท่ี 2 
 
 
 
 
 
 

http://www.answers.com/main/ntquery?method=4&dsid=2040&dekey=streptom&gwp=8&curtab=2040_1�


 

 

  

 

ตารางท่ี 2 ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพชนิดตาง ๆ (Mark S. Butter และคณะ, 2006 และ Rai 
University, 2006)  
 

ชนิดของสารปฏิชีวนะ จุลินทรียผูผลิต การยับย้ังจุลินทรีย ผูคนพบ 

เพนนิซิลิน  Penicillium  notatum ยับยั้งการสรางผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมบวก 

Flemming    
(1929) 

กริซีโอฟลูวิน 
(griseofulvin)  

Penicillium  griseofulvum ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ
และอารเอ็นเอของราเสนใย 

Roistric        
(1939) 

แกรมิซิดีน 
(gramicidin)  

Bacillus brevis ทําลายผนังเซลลและเย่ือหุมเซลลของ
แบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรม
บวก 

Ren Dubos   
(1939) 

ไทโรซิดีน    
(tyrocidin)  

Bacillus brevis ทําลายผนังเซลลและเย่ือหุมเซลลของ
แบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรม
บวก 

Ren Dubos   
(1939) 

สเตรปโตไมซิน  

 

Streptomyces  griseus  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมลบ  กลุมซัลโมเนลลา 
และ Mycobacterium tuberculosis 

Waksman       
(1944)             

แบคซิทราซิน 
(bacitracin)  

Bacillus  subtilis ยับยั้งการสรางผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 

Meleney      
(1945)                 

คลอแรมเฟนิคอล
(chloramphenicol)   

Streptomyces  venezue/ae ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ และ 
Rickettsia บางชนิด 

Burkholder  
(1947)  

โพลีไมซิน 
(polymyxin)  

Bacillus  polymyxa ทําลายเย่ือหุมเซลลของแบคทีเรีย    
แกรมลบ 

Brownและ 
Brownlee (1947) 

เซฟาโรสปอริน 
(cephalosporin)  

Cephalosporium  brotzu ยับยั้งการสรางผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ  

Florey          
(1948) 

คลอโรเตตราไซคลิน
(chlorotetracycline) 

Streptomyces  aureofaciells 

 

ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ 

Duggar 



 

 

  

 

ตารางท่ี 2 (ตอ) ประวัตกิารคนพบสารตานจุลชีพชนิดตาง ๆ (Mark S. Butter และคณะ, 2006 และ Rai 
University, 2006)  
 

ชนิดของสารปฏิชีวนะ จุลินทรียผูผลิต การยับย้ังจุลินทรีย ผูคนพบ 

นีโอไมซิน (neomycin)  Streptomyces  fradiae ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรีย 

Waksman    
(1949) 

ออกซีเตตราไซคลิน
(oxytetracycline)  

Streptomyces  rimoslls ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวกและริกเกตเซีย 

Findley        
(1950) 

ไนสแตติน (nystatin)  Streptomyces  noursei ทําลายเย่ือหุมเซลลของยีสตและราเสน
ใย 

Hazen และ Brown   
(1950) 

อีริโทรไมซิน
(erythromycin)  

Streptomyces  erythreus ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวก    Rickettsia บาง
ชนิดและไวรัสบางชนิด  

Mcquire และ 
Tanner         
(1952) 

โนโวไบโอซิน 
(novobiocin)  

Streptomyces  spheroids 

Streptomyces  lliveus 

ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ
ของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย
แกรมลบบางชนิด 

Welch          
(1955) 

ไซโคลเซอรีน
(cycloserine)  

Streptomyces garyphatus ยับยั้งการสรางผนังเซลลของแบคทีเรีย Welch                     
(1955) 

แวนโคไมซิน 
(vancomycin)  

Streptomyces orientalis ยับยั้งการสรางผนังเซลลของแบคทีเรีย Mccomick                
(1956) 

แอมโฟเทอริซิน 
(amphotericin)  

Streptomyces  nodosus ทําลายเย่ือหุมเซลลของยีสต ราและ
เซลลสัตว 

Gold            
(1956) 

กานาไมซิน 
(kanamycin)  

Streptomyces  kanamyceticus ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรีย 

Umezawa    
(1957) 

กรดฟูซิดิก         
(fusidic acid)  

Fusidium coccil1eum ยับยั้งแบคทีเรีย และ Staphylococcus  
spp. ที่ด้ือยาเพนนิซิลิน 

        -                
(1962) 

เจนตาไมซิน 
(gentamicin)  

Micromonospora  purpurea แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย     
แกรมลบบางชนิด 

Black           
(1963) 

 



 

 

  

 

จุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตานจุลชีพ 
มีรายงานการศึกษาสารตานจุลชีพจากจุลินทรียในกลุมตางๆ ท่ีสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมี

ฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆได โดยมีการรายงานมีท้ังในกลุมของแบคทีเรีย เชน Bacillus   
Actinomycetes   Streptomyces  และรา เชน ราในกลุม  Aspergillaceae และ Moniliales  เปนตน  
(Korzybski  และคณะ, 1996) ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 
ตารางท่ี  3   กลุมของจุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตานจุลชีพและจํานวนสารปฏิชีวนะที่พบ 
(Berdy , 1985 อางถึงใน  George Wong,  2003) 
 

กลุมของจุลินทรีย จํานวนของสารปฏิชีวนะ 
แบคทีเรีย  และ Actinomycetes  บางชนิด 950 
Actinomycetes 4600 
ราเสนใย 1600 
 

Bacillus  เปนแบคทีเรียสกุลหนึ่งท่ีนาสนใจในการนํามาศึกษาเกี่ยวกับการสรางสารตาน     
จุลชีพเพราะสามารถสรางสารตานจุลชีพ   และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดหลายชนิด (Wu และคณะ, 
2005)    Bacillus  เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทรงกระบอก มีสปอรภายในเซลล เปนจุลชีพท่ีมี
ความสําคัญท้ังในดานท่ีมีประโยชนและดานท่ีเปนโทษ กลาวคือ Bacillus บางสายพันธุสามารถสราง
สารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ไดด ี   สรางสารท่ีชวยใหพืชเติบโตไดดี  และบางสาย
พันธุเปนจุลินทรียกอโรค  เปนตน   Bacillus  เปนแบคทีเรียท่ีพบไดท่ัวไปส่ิงแวดลอม  แตมักพบใน
ดิน (Claus and Berkeley, 1986) โดยพบประมาณ 6 x 108 เซลลตอดินหนึ่งกรัม หรือคิดเปน 5% ของ
น้ําหนกัแหง ซ่ึงจํานวนแบคทีเรียข้ึนอยูกบัฤดูกาล ชนดิของดิน ปริมาณความช้ืน ระดับความลึกของ
ดินและปริมาณออกซิเจน (Kilian และคณะ, 2006)   Bacillus หลายชนิดสามารถสังเคราะหสารท่ีมี
ประโยชนและนําไปใชมากมาย   ไดแก    เอนไซม   เชน  ซีรีนโปรตีเอส (serine protease) (Rao และ
คณะ1998)  อะไมเลส (amylase) (Pandey และคณะ, 2000)     สารตานจุลชีพ เชน บาซิทราซิน อิทูริน 
(Cho และคณะ, 2003) และสารตานจุลชีพอ่ืน ๆ เมทาบอไลตตาง ๆ ท่ีใชในการเกษตร เชน กาํจัด
แมลงโดยสารพิษบีที (BT toxin) จาก Bacillus thuringiensis (Schnepf และคณะ, 1998)  และสารท่ีใช
ในอุตสาหกรรม (Turnbull และคณะ,1990)  เชน  เพียวรีนนิวคลีโอไทด (purine nucleotide) เพื่อแตง
กล่ินรส (Saure และคณะ, 1998) ไรโบฟลาวิน (riboflavin)  หรือวิตามินบี2 เพื่อเพ่ิมวิตามินในอาหาร
บางประเภท (Stahlmaan และคณะ,  2000)  เปนตน  

 
 



 

 

  

 

 สารตานจุลชีพท่ีไดจาก Bacillus มักเปนสารประเภทเปปไทด ซ่ึงมีกระบวนการสังเคราะห2 
แบบ ไดแก Ribosomal synthesis และ Nonribosomal synthesis (Wu และคณะ, 2005)   
 1. Ribosomal synthesis ในป 1992 Kolter และ Morenoรายงานวาสารปฏิชีวนะกลุมเพปไทด
ท่ีมีกลไกการสังเคราะหแบบ Ribosomal synthesis กระบวนการสังเคราะหจะคลายคลึงกับการ
สังเคราะหสายเพปไทดท่ัวไป โดยเร่ิมจากกรดอะมิโนจะถูกกระตุนใหจับกับ tRNA โดย Aminoacyl-
tRNA synthetase จากนัน้ tRNA ท่ีจับอยูกับกรดอะมิโนจะเคล่ือนยายไปยัง Ribosome ตามลําดับท่ี
อานจาก mRNA กรดอะมิโนท่ีถูกนําพาไปจะเช่ือมตอกันเปน Prepeptide และจะมีการเปล่ียนแปลง 
(Modify) โครงสรางบนสายเพปไทดโดยกรดอะมิโนบางชนิด เชน Serine หรือ Threonine ซ่ึงจะเกดิ
การสูญเสียน้ําแลวไดเปน Dehydroalanine และ Dehydrobutyrine ตามลําดับ จากนัน้จะเกิดการสราง 
Thioester linkage ระหวางกรดอะมิโนท่ี Dehydrate กบั Cysteine residue ทําใหไดเปนกรดอะมโินท่ี
ไมปกติ (Unusual amino acid) คือ สารปฏิชีวนะท่ีมีกระบวนการสังเคราะหเชนนีส้ามารถแบงได 2 
กลุม ไดแก 

1. Linear shaped lantibiotic ไดแก Nisin และ Subtilin   
2. Globular shaped lantibiotic ไดแก Cinnamycin และ gallidermin  
 
2. Nonribosomal synthesis 

 การสังเคราะหแบบนี้ มีช่ือเรียกอีกอยางหนึ่งวา Thiotemplate Multienzyme Mechanism 
(Preechaborisutkul, 1994) เปนกลไกท่ีถูกเรงโดยระบบ Multienzyme complex โดยเร่ิมจากกรดอะมิ
โนถูกกระตุนโดย ATP ไดเปน Aminoacyl-adenylate และถูกเคล่ือนยายไปยัง Thio group ท่ีอยูบน 
Enzyme Domain หลังจากนัน้ Enzyme domain จะเกิดการเช่ือมตอกนักับกรดอะมิโนดวย Thioester 
linkages (S) จากน้ันจะเกิดกระบวนการ Transpeptidation โดยโคแฟกเตอรท่ีช่ือวา PAN ซ่ึงจับอยูบน 
Enzyme subunit ทําใหเกดิผลิตภัณฑเปนสายเพปไทด สายเพปไทดท่ีเกิดข้ึนนี ้ จะมีการเปล่ียนแปลง
โครงสรางแตกตางไปจากทีพ่บในการสังเคราะหแบบ Ribosomal synthesis กลาวคือ กระบวนการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางจะเกดิการ Methylation ของกรดอะมิโน เปนตน สารปฏิชีวนะท่ีมี
กระบวนการสรางเชนนี้แบงออกเปน 4 กลุมคือ 

1. Linear peptide ไดแก Evidine และ Linear Gramicidin 
2. Cyclopeptide หรือ Cyclic oligopeptide ไดแก Tyrothicin และ Gramicidin S 
3. Branched cyclopeptide ไดแก Bacitracin และ Polymyxin 
4. Cyclic lipopeptide ไดแก Surfactin 

 
 



 

 

  

 

ตารางท่ี 4   สารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุตาง ๆ (Katz และ Demain, 1977 ; Zuber, 
Nakano และ Marahiel, 1993; Mannanov และ Sattarova, 2001; Stein, 2005)  

 
จุลินทรียผูผลิต สารตานจุลชีพ โครงสราง การยับยั้งจุลินทรีย 

Bacillus brevis               
 
 
 
 
 
 

Gramicidin S   
Tyrocidine 
Linear gramicidin 
Brevin 
Edeine 
Eseine 
Bresseine 
Brevistin 

cyclic peptide 
cyclic peptide 
polypeptide 
peptide 
peptide 
peptide 
peptide 
acylcyclic 
peptidolactone 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
ราเสนใย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

Bacillus subtilis Mycobacillin  
Subtilin  
Bacilysin 
Bacillomycin 
Fungistatin 
Agrasstatine 
Bacillin 
Subsporin 
Bacillocin 
Mycosubtilin 
Fungycin 
Difficidin 
Iturin 
Bacitracin 
Alboleutin 
Botrycidine AJ 1361 
Chlorotetain 
Rhizocticins 
Serfactins 

peptide 
peptide 
dipeptide 
cyclic peptide 
cyclic peptide 
cyclic peptide 
peptide 
cyclic peptide 
polypeptide 
cyclic peptide 
acylpeptide 
polyene macrolide 
cyclic lipopeptide 
polypeptide 
peptide 
polypeptide 
dipeptide 
dipeptide , tripeptide 
peptide 

ราเสนใยและยสีต 
ราเสนใย 
แบคทีเรียและรา 
ราเสนใย 
ราเสนใยและยสีต 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
แบคทีเรียแกรมบวก 
ราเสนใย 
แบคทีเรีย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ไมโครแบคทีเรียม 



 

 

  

 

ตารางท่ี 4  (ตอ)  สารตานจลุชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus  สายพันธุตางๆ (Katz และ Demain, 1977 ; 
Zuber, Nakano และ Marahiel, 1993; Mannanov และ Sattarova, 200; Stein, 2005) 
 

จุลินทรียผูผลิต สารตานจุลชีพ โครงสราง การยับยั้งจุลินทรีย 
Bacillus licheniformis 
 
 

Bacitracin 
Licheniformin 
Proticin 

cyclic peptide 
non-peptide 
phosphoruscontaining 

แบคทีเรีย 
ไมโครแบคทีเรียม 
ไมมีขอมูล 

Bacillus polymyxa 
 
 
 

Polymyxin 
Colistin 
Gatavalin 
 Jolipeptin 
Tridecaptins 

cyclic acylpeptide 
cyclic polypeptide 
peptide 
peptide 
acylated peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรียแกรมลบ 
ราเสนใย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

 Bacillus circulans 
 
 
 

Butirosin 
Circulin 
Polypeptin 
Xylostatin 
Octapeptins 

Aminoblycoside 
peptide 
Peptidolacton 
peptide 
cyclic acylpeptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย  ราเสนใย 
และโปรโตซัว 

Bacillus laterosporus 
 

Laterosporamine 
Laterosporin 

non-peptide 
non-peptide 

แบคทีเรีย 
ไมโครแบคทีเรียม 

Bacillus  cereus Biocerin 
Cerexin 
Thiocillin 

peptide 
Acylpeptide 
peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรียแกรมลบ 

Bacillus 
thiaminolyticus 

Octopytin(Thianosine) 
Baciphelacin 

peptide 
peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

Bacillus pumilis 
 
 

Micrococcin P  
Pumilin 
Tetain 

cyclic peptide 
peptide 
peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

 
 
 



 

 

  

 

 Katz  และ  Demain  (1977)    พบวาสารตานจุลชีพท่ีไดจาก Bacillus มักเปนสารประเภท 
เปปไทด  ซ่ึงนํามาใชในการรักษาและปองกันโรคท้ังในพืชและสัตว (Pinchuk และคณะ, 2002)  เชน  
บาซิไลซิน (bacilysin) ซ่ึงเปนสารตานจลุชีพท่ีสรางโดย B. subtilis มีโครงสรางเปนไดเปบไทดท่ีมีอะ
ลานีนอยูท่ี N-terminal และ L-anticapsin ท่ี C-terminal  (Walker และ Abraham, 1970a)  มีฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรียหลายชนิดและยีสต Candida  albican  (Tuzun และคณะ, 2003)   บาซิลโลซิน (bacillocin) 
เปนสารตานจลุชีพท่ีสรางโดย Bacillus  licheniformis  นิยมใชในอุตสาหกรรมนมเพราะทนความรอน
ไดด ี (Martirani และคณะ, 2002)  Bacillus   amyloliquefaciens   ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวทิยา
ใกลเคียงกับ  B. subtilis   สรางสารท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมรากอโรคในพืชตระกูลแตงได 
(Asaka และ   Shoda, 1996; Yoshida  และคณะ, 2001)  ซับทิลิน (subtilin)  (Chung  และคณะ, 1992)  
และไมโครซับทิลิน (microsubtilin) (Duitman และคณะ, 1999)   เปนสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย  
B. subtilis  ATCC6633   ซ่ึงเปนสารตานราในกลุมอิทูริน   บาซิโลไมซิน L (bacillomycin L)   เปน
สารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย B. subtilis  เปนสารตานจุลชีพชนิดหนึง่ในกลุมอิทูริน (Volpon และ
คณะ, 1999)          เซอคูโลซิน (circulocin) เปนสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus  circulans 
J2154  มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก Streptococcus  และ  Enterobacter  ไดดี   แตยับยั้งแบคทีเรีย
แกรมลบไดเล็กนอย (He และคณะ, 2001) 
 Cook และ Baker (1983) พบวา Bacillus หลายสายพันธุสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิ
ยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ไดดี กลาวคือ B.cereus  B.subtilis และ B.mycoides สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือรากอโรคพืชไดหลายชนิด ไดแก เช้ือราในสกุล Rizoctonia  Sclerotinia  Fusarium 
Gaeummanomyces   Nectria    Pythuim  และ Phytophthora (Mckinight, 1993; Fiddman และ  
Rossall, 1994) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา Bacillus สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรากอโรคพืชท่ี
เกิดข้ึนภายหลังจากการเก็บเกี่ยว (post harvest control) ไดดีอีกเชนกนั โดยเม่ือนําสารยับยั้งการเจริญ
ของราท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุดังกลาวมาศึกษาลักษณะสมบัติของสารพบวา   สารตานจุลชีพท่ี
ผลิตไดเปนสารประเภทเปปไทด (Katz และ Domain, 1977)  ตวัอยางสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก 
Bacillus และมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของรา ไดแก  ไมโครบาซิลลิน (Mycobacillin)  ไมโครซับทิลิน 
(Mycosubtilin)  ฟงจิสแตติน(fungistatins) ซับสปอริน (subsporins) และ อินทูริน(Iturins) ซ่ึง
สังเคราะหโดย  Bacillus subtilis  (Besson และ Michel, 1990)  โดยสารตานจุลชีพดังกลาวมี
องคประกอบหลักเปน cyclic peptides และอาจมีองคประกอบยอยเปนสารประเภทอ่ืนๆ เชน cyclic 
acylpeptide และ lipopeptide เปนตน นอกจากสารตานจุลชีพประเภทนี้จะมีลักษณะเปน cyclic 
peptides แลวยังมีสารท่ีมีลักษณะท่ีเปนโซตรง เชน Rhizocticins โดยมีโครงสรางเปน dipeptide และ 
tripeptide (Kluger และคณะ, 1990) 
 



 

 

  

 

 จากรายงานการศึกษาสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุตางๆ พบวา    สารตานจุล
ชีพท่ีผลิตไดมักเปนสารประเภทเปปไทด (Katz และ Domain, 1977) โดยความสามารถในการยับยั้ง   
จุลินทรียชนิดตางๆ ข้ึนอยูกบัลักษณะโครงสรางของสารที่เปนองคประกอบ นอกจากนี้ยังพบวา มีสาร
บางชนิดท่ีผลิตจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของ  Bacillus บางสายพันธุท่ีมีลักษณะโครงสรางทาง
เคมีเปนสารชนิดอ่ืนนอกเหนือจากสารประเภทเปปไทดและมีความสามารถในการยบัยั้งจุลินทรียชนิด
ตางๆ ไดเชนเดียวกัน เชน เอนไซมไคติเนส (chitinase)และเอนไซมชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถยอยหรือ
ทําลายผนังเซลลของสารตานจุลชีพได (Pelletier และSygusch,1990) สารประกอบประเภทสารระเหย 
(Sadfi และคณะ, 2001) สารประกอบท่ีแยกไดจากกลไกการตานทานตอยาหรือสารปฏิชีวนะ 
(Kehlenbeckและคณะ, 1994) สารกลุมโพลีคีไทด (polyketide)   สารกลุมอะมิโนซูการ (amiosugar)  
และ ฟอสโฟลิปด (Phospholipid) เปนตน (Stein, 2005) 

 
 
 
 
  

รูปท่ี 1 โครงสรางสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus spp. 
 



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1 (ตอ) โครงสรางสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus spp. 

ไมโครซับทิลิน (Duitman และคณะ, 1999) 

 

เซอคูโลซิน (He และคณะ, 2001) 

ไซโครเซอริน (Cycloserine) 

Gramidin s       

บาซิทราซิน (Bacitracin) 

โคริสติน (Colistin) 

บูริสติน (buristin) 



 

 

  

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1 (ตอ) โครงสรางสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus spp. 



 

 

  

 

การจําแนกชนิดของสารปฏชิีวนะ  
สามารถแบงสารปฏิชีวนะไดเปนหลายประเภท ดังนี ้
1. แบงตามการออกฤทธ์ิตอเซลล (Fix, 1997) จําแนกไดเปน 2 ชนิด  

1.1 ยาท่ีใชทําลายแบคทีเรีย (bactericidal  drugs) มีฤทธ์ิทําลายเซลลแบคเรียท่ียังมีชีวติ
เทานั้น  เชน   สเตรปโตไมซิน  อะมิโนไกลโคไซด  (aminoglycosides)  และเพนนิซิลิน  เปนตน 

1.2 ยาท่ีใชยับยั้งแบคทีเรีย (bacteriostatic drug)  ยับยั้งการเพิม่จํานวนเซลล  เชน  ซัลโฟ
นาไมด (sulfonamides) เตตราไซคลิน  คลอแรมเฟนิคอล เปนตน 

 
2. แบงตามโครงสรางทางเคมี (Brock และ Medigan, 1991) ซ่ึงการจัดจําแนกดวยวธีินี้จัดวา

เปนวิธีดีท่ีสุดเนื่องจากสามารถบงช้ีลักษณะความแตกตางขององคประกอบของสารไดอยางชัดเจน 
2.1 สารปฏิชีวนะประกอบดวยคารโบไฮเดรต (carbohydrate containing antibiotics) 

ไดแก 
2.1.1 สารปฏิชีวนะที่เปนพวกน้ําตาล เชน  โนจริิไมซิน  (nojirimycin)  

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2  โครงสรางของโนจิริไมซิน    (Dhavale และคณะ, 2002) 
 
 

2.1.2 อะมิโนไกลโคไซด (aminoglycocide) เชน สเตรปโตไมซิน กานาไมซิน 
(kanamycin) และเจนตาไมซิน (gentamycin) เปนตน 

2.1.3 n-ไกลโคไซด  (n-glycoside) เชน สเตรปโตทริซิน  (streptothricin) 
2.1.4 c-ไกลโคไซด (c-glycoside) เชน แวนโคไมซิน (vancomycin)  
2.1.5 ไกลโคลิปด (glycolipid) เชน โมอีโนไมซิน เอ (moenomycin A)  
 

 
 

 
 

http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C01737�


 

 

  

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 3 โครงสรางของโมอีโนไมซิน เอ (Kurz และคณะ, 1998) 
 

2.2 แมกโครไซคลิก  แลกโตน (macrocylic lactones) ไดแก  สารในกลุมแมกโครไลด  
เชน  อีริโทรซิน โพลีอีนหรือแคนดิซิดีน (candicidin),   แอซาไมซิน (ansamycin) และ ไรฟาไมซิน 
(rifamycin)  เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  4   โครงสรางของไรฟาไมซิน  (Jacob และ Rose,  1974) 
 

2.3 ควินิน และสารปฏิชีวนะท่ีเกีย่วของ (quinines and related antibiotics) ไดแก   เตตรา
ไซคลิน   และแอนทราไซคลิน (anthracyclin)  เปนตน 

2.4 สารปฏิชีวนะพวกกรดอะมิโนและเปบไทด (amino acid and peptides antibiotics)  
ไดแก   อนุพันธของกรดอะมิโน เชน  ไซโคลซีรีน (cycloserine) พวกเปบไทด  เชน บาซิทราซิน  
ซับทิลิน (subtilin)  พวกโครโมเปบไทด  เชน  แอกทิโนไมซิน(actinomycins) เปนตน  และยังรวมไป
ถึงพวกไซคลิกไดเปบไทด (cyclic dipeptide)  ซ่ึงเปนเปบไทดท่ีพบในสัตวและพืชรวมท้ังใน
กระบวนการหมัก (Prasad, 1995) เชน  ไซคลิกไดเปบไทดของ-ลิวซีน-ไกลซีน (cyclo(Leu-Gly))  ลิว
ซีน-โพรลีน (cyclo(L-Leu-L-Pro)) และ  อารจินีน-โพรลีน (cyclo(L-Arg-D-Pro)) เปนตน   



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5 โครงสรางของ cyclo(Leu-Gly)  (Prasad, 1995) 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 6 โครงสรางของ cyclo (L-Leu-L-Pro) (Yan  และคณะ, 2004) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7   โครงสรางของ cyclo(L-Arg-D-Pro) (Houston  และคณะ, 2002) 
 

2.5 สารปฏิชีวนะพวกเฮเทอโรไซคลิกท่ีมีไนโตรเจน (heterocyclic antibiotics 
containing nitrogen) ไดแก  สารปฏิชีวนะพวกนิวโคลไซด  เชน  โพลีออกซิน (polyoxins) 



 

 

  

 

2.6 สารปฏิชีวนะพวกเฮเทอโรไซคลิกท่ีมีออกซิเจน  (heterocyclic antibiotics containing 
oxygen)  ไดแก   สารปฏิชีวนะพวกโพลีอีเทอร  เชน  โมเนนซิน(monensin)  

2.7 อนุพันธของอะลิไซคลิก  (alicyclic derivatives)  ไดแก  อนุพันธของไซโคลอัลเคน  
(cycloalkane derivatives)  เชน  ไซโคลเฮกซาไมด (cyclohexamide)  สารปฏิชีวนะพวกสเตียรอยด 
(steroid antibiotics)  เชน  กรดฟูซิดิก (fusidic acid) 

2.8 สารปฏิชีวนะพวกอะโรมาติก (aromatic antibiotics)  ไดแก  อะโรมาติก อีเทอร 
(aromatic ether) เชน โนโวไบโอซิน อนุพันธของเบนซีน (benzene derivative)  เชน คลอแรมฟนิคอล  
เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  8 โครงสรางของคลอแรมฟนิคอล  (Hansen  และคณะ,  2003) 
 
 

2.9 สารปฏิชีวนะพวกอลิฟาตกิ (aliphatics  antibiotics) เชน  ฟอสโฟไมซิน  
(fosfomycin)  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 9 โครงสรางของฟอสโฟไมซิน 
 
 
 
 

 
 



 

 

  

 

3.  แบงตามความสามารถในการยับยัง้จุลินทรีย (activity spectrum)  (Fix, 1997) 
3.1 สารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด (broad   spectrum 

antibiotic)   เชน เซฟาโลสปอริน ยับยั้งไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
3.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียไดเพียงบางชนิด (narrow spectrum 

antibiotic)  เชน เพนนิซิลิน ยับยั้งไดเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 
 

4.  แบงตามกระบวนการสังเคราะห (Foroumadi และคณะ, 2005; Greenwood และ Ogilvie, 
2002) 

4.1 สารปฏิชีวนะที่ไดจากการกระบวนการชีวภาพ  ไดแก  สารปฏิชีวนะท่ีไดจาก
กระบวนการหมัก โดยเฉพาะถาเติม precursor ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ สามารถเพ่ิมและเรงปริมาณการ
ผลิตสารปฏิชีวนะได  เชน เพนนิซิลิน G 

4.2 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการกึ่งสังเคราะห  ไดแก สารปฏิชีวนะท่ีไดจาก
กระบวนการหมัก แลวนํามาดัดแปลงโครงสรางโดยวิธีการทางเคมี เชน แอมพิซิลิน 

4.3 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการทางเคมี  ซ่ึงมีตนทุนการผลิตตํ่ากวาการหมัก  เชน  
คลอแรมฟนิคอล 
 

5. พิจารณาจากกลไกการทํางาน หรือตาํแหนงท่ียับยัง้การเจริญของจุลินทรียชนดิอ่ืน (Todar, 
2002 ;  Neu และ Gootz, 2005)  ดังนี ้

5.1 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางผนังเซลล เชน เพนนิซิลิน เซฟาโรสปอริน 
5.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเยื่อหุมเซลล เชน  โพลีไมซิน  โพลีอีน 
5.3 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางโปรตีน เชน คลอแรมเฟนิคอลยบัยั้งการทํางานของ 50 

S ของไรโบโซม  สเตปโตไมซินยับยั้งการทํางานของ 30 S ของไรโบโซม   
5.4 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางสารพันธุกรรม เชน ไรแฟมพิน ควินโนโลน 
5.5 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเมทาบอไลทท่ีสําคัญ เชน  ซัลโฟนิลาไมดยับยั้ง

กระบวนการเมทาบอลิซึมของโฟเลต 
 

6. อาศัยลักษณะทางอนุกรมวิธาน  โดยพิจารณาวาจุลินทรียผูผลิตจัดอยูในกลุมใด แลว
สามารถบอกวาสารดังกลาวอยูในกลุมนั้นดวย แตมีขอเสีย คือ จุลินทรียกลุมเดยีวกันอาจผลิตสารได
หลายชนิด และสารเดียวกันอาจสังเคราะหไดจากจุลินทรียหลายชนิด (Korzybski และคณะ, 1966)      
 
 
 



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

2) ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหผนังเซลล 
 

3) ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโปรตีน 
 

1) สารตานจุลชีพท่ีมีผลตอยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
 

รูปท่ี 10  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีมีกลไกการทํางานในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 11  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีมีกลไกการทํางานยับยั้งการเจริญของรา 

รูปท่ี 12  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีมีกลไกการทํางานยับยั้งการเจริญไวรัส 



 

 

  

 

 

 
 
 

รูปท่ี 13  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีไดจากกระบวนการกึง่สังเคราะห   



 

 

  

 

การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิ 
กระบวนการทําใหบริสุทธ์ิของสารตานจุลชีพสามารถทําไดหลายวิธี โดยการเลือกวธีิการทํา

ใหท่ีทําใหไดสารบริสุทธ์ิตองมีความเหมาะสมกับลักษณะทางเคมีของสารตานจุลชีพนั้นๆ ใน
การศึกษาเบ้ืองตนสารตานจลุชีพท่ีไดจากจุลินทรียมักอยูในรูปของผสมและมีส่ิงเจอืปนอ่ืน ๆ ท่ีอาจจะ
ยับยั้งหรือลดการออกฤทธ์ิของสารตานจุลชีพได  จึงจําเปนท่ีจะตองสกัดแยกสารตานจุลชีพนั้นๆ ให
บริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึนเพื่อนําไปศึกษาลักษณะสมบัติของสาร เชน โครงสรางและน้ําหนักโมเลกุล   เพื่อ
สามารถนําไปจําแนกประเภทของสารตานจุลชีพได   การทําใหสารตานจุลชีพทําไดหลายวิธี ดังนี ้
 
1. การสกัดดวยตวัทําละลาย 

การสกัดแยกโดยใชตวัทําละลายอินทรียเปนวิธีท่ีเหมาะสําหรับสารปฏิชีวนะท่ีมีข้ัวซ่ึงเปนวิธี
ท่ีคอนขางจะมีความจําเพาะสูง ตัวทําละลายอินทรียท่ีนิยมใชไดแก เอทิลอะซีเตท คลอโรฟรม           
ไดเอทิลอีเธอร บิวทานอล  บิวทิลอะซิเตท เฮกเซน เปนตน   
2. การตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต  

การตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต จัดเปนหนึ่งในนวธีิการตกตะกอนโปรตีนท่ีอาศัยหลัก
ของการเพ่ิมความแรงไอออน (ion strength) หรือเรียกวา “salting-out” การตกตะกอนเชนนี้เปนวิธี
เบ้ืองตนที่แพรหลายอยางหน่ึงในการคัดแยกโปรตีน โปรตีนท่ีถูกตกตะกอนลงมามักจะไมเสียสภาพ
และความาสามารถในการทํางานยังคงมีอยูไดหลังจากนาํตะกอนไปละลายกลับ นอกจากน้ีเกลือท่ี
นํามาใชยังสามารถรักษาโปรตีนไวไมใหถูกทําลายไปดวยการทํางานของเอนไซมท่ีสลายโปรตีนหรือ
การปนเปอนของแบคทีเรีย วิธีการตกตะกอนโปรตีนนี้จงึเหมาะแกการทํางานท่ีตองเก็บโปรตีนไวใน
ระยะเวลาหนึง่ การตกตะกอนโปรตีนตามหลักการ salting-out นี้จะข้ึนกบัลักษณะไมชอบนํ้า 
(hydrophobic nature) ท่ีพื้นผิวของโปรตีน โดยท่ัวไปแลวจะพบสวนท่ีไมชอบน้ําไดมากบริเวณภายใน
โมเลกุลโปรตีนแตก็มีบางสวนอยูท่ีพื้นผิวได กอนมีการเติมเกลือโมเลกุลน้ําจะถูกบังคับใหสัมผัสอยูท่ี
บริเวณไมชอบน้ํา (hydrophobic patches) ตอมาเม่ือเติมเกลือลงไป โมเลกุลน้ําจะมาอยูกับไอออนของ
เกลือทําใหบริเวณท่ีไมชอบน้าํถูกเผยออก ทําใหโมเลกุลของโปรตีนแตละโมเลกุลเกดิปฏิสัมพันธกัน
ไดดวยบริเวณดังเกลาวแลวเกิดการรวมกลุมเปนตะกอนโปรตีน ตะกอนน้ีจะถูกแยกออกไปจาก
สารละลายไดดวยการเซนตริฟวจ (centrifuge) ดังนั้นโมเลกุลโปรตีนท่ีมีบริเวณไมชอบน้ําขนาดใหญ
หรือมีหลายบริเวณจะเกิดการรวมกลุมไดกอนโมเลกุลโปรตีนท่ีมีบริเวณดังกลาวมีขนาดเล็กหรือมี
บริเวณไมชอบน้ํานอยกวา สวนท่ีตกตะกอนไดกอนหรือหลังนี้นําไปใชแยกสวน (fractionation) ของ
โปรตีนได แตตะกอนโปรตีนท่ีไดจะไมบริสุทธ์ิอาจมีโปรตีนอ่ืนปนออกมาบาง (Wu และคณะ, 2005; 
Harris,1989 อางถึงในนิโลบล พรหมประสิทธ์ิ, 2542 )  เกลือท่ีใชตกตะกอนโปรตีนมีหลายชนิด 
ประสิทธิภาพของเกลือในการตกตะกอนโปรตีนสวนใหญข้ึนกับลักษณะของแอนไอออน (anions) 
แอนไอออนทีมี่หลายประจ ุ (multi-charged) จะมีประสิทธิภาพสูงสุด ประสิทธิภาพของเกลือ



 

 

  

 

เรียงลําดับจากมากไปนอยไดดังนี้ ฟอสเฟต ซัลเฟต อะซีเตต และคลอไรด ถึงแมวาฟอสเฟสจะมีประ
สิทธิภาพมากกวาซัลเฟต แตในทางปฏิบัติฟอสเฟตท่ีนาํมาใชมักจะอยูในรูป HPO4 

2- และ H2PO4 ท่ีมีพี
เอชท่ีเปนกลางมากกวาจะเปนรูป PO4 

3-  ซ่ึงเปนรูปไอออนท่ีมีประสิทธิภาพสูงกวา ดังนัน้ซัลเฟตจึง
เปนท่ีนิยมใชงานมากกวา เม่ือพิจารณาถึงแคทไอออน (cations) แคทไอออนท่ีเปนโมโนวาเลนต 
(monovalent) จะมีประสิทธิภาพสูงจากมากไปนอยดังนี้ แอมโมเนียม โปแตสเซียม และโซเดียม 
นอกจากประสิทธิภาพแลวการพิจารณาเลือกเกลือท่ีจะใชตกตะกอนตองคํานึงถึงราคา ความบริสุทธ์ิ
ของเกลือ และความสามารถในการละลายเพราะการละลายท่ีทําการตกตะกอนตองใหมีความเขมขน
ของเกลือสูงเพียงพอแกการเกิดตะกอนของโปรตีนท่ีตองการ นอกจากน้ีเม่ือเกลือเกิดการละลายไม
ควรเกิดความรอนสูงเพราะอาจสงผลกระทบตอการเสียสภาพของโปรตีนได 

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนเกลือท่ีถูกนํามาใชอยางแพรหลายในการตกตะกอนโปรตีนตาม 
หลักการขางตน เนื่องดวยแอมโมเนียมซัลเฟตมีความสามารถในการตกตะกอนไดดี ราคาถูก 
ความสามารถในการละลายดี (สามารถละลายในนํ้าบริสุทธ์ิไดถึงความเขมขน 4 โมลาร) ในทาง
ปฏิบัติจะกลาวถึงความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน% saturation (%sat) การคํานวณจํานวน
กรัม (g) ของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีเติมลงในสารละลาย 1 ลิตรท่ี 20 องศาเซลเซียส เปนไปดังสมการ 

 
                                       g = 533 (S2 – S1) 
                                           100  - 0.3 S2 
 
เม่ือ  S1 เปนความเขมขน (%sat.) ของแอมโมเนียมซัลเฟต 
  S2 เปนความเขมขน (%sat.) สุดทายท่ีตองการ 
 
 เพื่อความสะดวกในการใชงานจึงนยิมอานคาจํานวนกรัมของแอมโมเนยีมซัลเฟต ดัง
แสดงในตารางท่ี 5 

 



 

 

  

 

ตารางที่ 5 จํานวนกรัม (g) ของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการตกตะกอนโปรตีน (Harris, 1989 อางถึงใน นิโลบล พรหมประสิทธิ์, /2542) 
 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 
ความเขมขนเริ่มตนของแอมโมเนียมซัลเฟต 
                             จํานวนกรัมในรูปของแข็งของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมลงในสารละลาย 100 มิลลิลิตร 
0 10.7 13.6 16.6 19.7 22.9 26.2 29.5 33.1 36.6 40.4 44.2 28.3 52.3 56.7 61.1 65.9 70.7 
5 8.0 10.9 13.9 16.8 20.0 23.2 26.6 30.0 33.6 37.3 41.1 45.0 49.1 53.3 57.8 62.4 67.1 
10 5.4 8.2 11.1 14.1 17.1 20.3 23.6 27.0 30.5 34.2 37.9 41.8 45.8 50.0 54.5 58.9 63.6 
15 2.6 5.5 8.3 11.3 14.3 17.4 20.7 24.0 27.5 31.0 34.8 38.6 42.6 46.6 51.0 55.5 60.0 
20 0 2.7 5.6 8.4 11.5 14.5 17.7 21.0 24.4 28.0 31.6 35.4 39.2 43.3 47.6 51.9 56.5 
25  0 2.7 5.7 8.5 11.7 14.8 18.2 21.4 24.8 28.4 32.1 36.0 40.1 44.2 48.5 52.9 
30   0 2.8 5.7 8.7 11.9 15.0 18.4 21.7 25.3 28.9 32.8 36.7 40.8 45.1 49.5 
35    0 2.8 5.8 8.8 12.0 15.3 18.7 22.1 25.8 29.5 33.4 37.4 41.6 45.9 
40     0 2.9 5.9 9.0 12.2 15.5 19.0 22.5 26.2 30.0 34.0 38.1 42.4 
45      0 2.9 6.0 9.1 12.5 15.8 19.3 22.9 26.7 30.6 34.7 38.8 
50       0 3.0 6.1 9.3 12.7 16.1 19.7 23.3 27.2 31.2 35.3 
55        0 3.0 6.2 9.4 12.9 16.3 20.0 23.8 27.7 31.7 
60         0 3.1 6.3 9.6 13.1 16.6 20.4 24.2 28.3 
65          0 3.1 6.4 9.8 13.4 17.0 20.8 24.7 
70           0 3.2 6.6 10.0 13.6 17.3 21.2 
75            0 3.2 6.7 10.2 13.9 17.6 
80             0 3.3 6.8 10.4 14.1 
85              0 3.4 6.9 10.6 
90               0 3.4 7.1 
95                0 3.5 
100                 0 
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3) วิธีโครมาโทกราฟ  
เปนการแยกความแตกตางดานสมบัติของสารท่ีตองการจะแยก เชน สมบัติการละลาย

ขนาดโมเลกุล ประจุบนโมเลกุล เทคนิคดงักลาวเปนการแยกสารผสม แบงออกเปน 2 สวน  คือ     
1)  ตัวพาหรือตัวทําละลายท่ีทําหนาท่ีพาของผสมใหแยกออกจากกัน  และ 2) ตัวดดูซับเปนสวนท่ี
ดูดซับของผสม (The American Heritage® Dictionary of the English Language, Fourth Edition, 
2004) เชน  กระดาษ เจลาติน ซิลิกา  และถาน เปนตน   แตตัวดูดซับท่ีเลือกใชตองไมทําปฏิกิริยากบั
สาร และตองแยกสารออกมาจากตัวดูดซับได การแยกสารดวยวิธีโครมาโทกราฟมีไดหลายแบบ 
เชน โครมาโทกราฟแบบกระดาษ โครมาโทกราฟแบบผิวบาง โครมาโทกราฟแบบคอลัมน        
โครมาโทกราฟแบบสมรรถนะสูง เปนตน ซ่ึงสามารถเลือกใชไดตามความเหมาะสม และอาจใชได
หลายวิธีรวมกนัเพื่อใหสารปฏิชีวนะมีความบริสุทธ์ิมากข้ึน    
 3.1 เปเปอรโครมาโทกราฟ (paper chromatography) คือ การแยกสารโดยใชกระดาษ
เปนตัวดูดซับ หยดสารลงบนกระดาษแลวนําไปจุมในตัวทําละลาย เชน เอทานอล น้ํา เปนตน       
ตัวทําละลายพาสารเคล่ือนท่ีจากลางข้ึนบน สารใดท่ีดูดซับไดดีเคล่ือนท่ีชา     Two-way paper 
chromatography  คือ การนําแผนกระดาษที่แยกสารแลวไปแยกซํ้าอีกคร้ัง  โดยหมุนแผนกระดาษ 
90 องศา เปล่ียนตัวพาเพื่อแยกสารผสมท่ีเคล่ือนท่ีไดเทากนัในคร้ังแรกออกจากกนั 

3.2 โครมาโทกราฟแบบผิวบาง (Thin Layer Chromatogrphy : TLC)  เปนการแยกสาร 
บนแผน TLC ซ่ึงมีตัวดูดซับเปนซิลิกา ท่ีเคลือบบนแผนอะลูมิเนยีม หรือแผนแกว เม่ือหยดสารบน
แผน TLC แลวนําไปวางจุมในสารละลายเม่ือสารถูกพาใหเคล่ือนท่ีถึงบริเวณท่ีตองการนําออกจาก
สารละลาย ท้ิงไวใหแหงและสองดูดวยแสงยูวหีรือวิธีอ่ืนๆ ท่ีสามารถตรวจสอบตําแหนงของสาร
ได (visualization) 

     3.3 คอลัมนโครมาโทกราฟ เปนเทคนิคท่ีใชแยกสารอินทรียท้ังของแข็งและของเหลว 
ตัวดูดซับท่ีใช  เชน ซิลิกาเจล   อะลูมินา เปนตน สารตัวพาหรือตัวชะ คือ ตัวทําละลายอินทรีย ชนดิ
เดียว หรือผสมกันหลายชนดิ  เชน เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate)  ผสมกับ เมทานอล (methanol) ใน
อัตราสวนตาง ๆ   เปนตน เรียกสารท่ีชะออกมาวา  สวน (fraction)  จากนั้นวิเคราะหสารแตละสวน  
(fraction) ดวย TLC  

     3.4 โครมาโตกราฟแบบเจลคัดแยกขนาด (Gel Permeation Chromatography) เปน    
โครมาโทกราฟท่ีแยกสารออกไดดวยความแตกตางของขนาด โครมาโทกราฟนี้มีชื่อเรียกไดหลาย
ช่ือไดแก gel filtration, gel exclusion chromatography, molecular sieve chromatography หรือ gel 
chromatography หลักการเบ้ืองตนของโครมาโทกราฟนี้คือ โมเลกุลของสารจะถูกแบงเขาไป 
(partition) ในระหวางสวนของตัวทําละลายและสวนไมเคล่ือนท่ี (stationary phase) ซ่ึงมีรูพรุน
ขนาดแนนอน (uniform pore size) กระบวนการแยกทําไดโดยใชสารตัวกลางซ่ึงเปนเจล (gel 
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maxtrix) ท่ีมีรูพรุนมักมีรูปรางเปนเม็ดกลมเล็ก ๆ (bead) บรรจุลงในคอลัมนท่ีมีตัวทาํละลายอยูดวย 
สารผสมตัวอยางท่ีตองการแยกจะประกอบดวยโมเลกุลขนาดตาง ๆ กันท้ังท่ีเล็กกวา ใหญกวา และ
ขนาดเทากับขนาดของรูสารตัวกลางโดยปกติสารท่ีโมเลกุลเล็กกวารูพรุนของสารตัวกลางจะเขาไป
ภายในสารตัวกลางไดจึงเคล่ือนท่ีไดชาในคอลัมนแลวออกจากคอลัมนเปนลําดับทายๆ โมเลกุล
ขนาดกลางท่ีพอดีกับรูพรุนสามารถเขาไปในรูของสารตัวกลางไดเชนกันแตใชเวลานอยกวาในการ
เคล่ือนท่ีจึงออกจากคอลัมนในลําดับตอมา ในขณะท่ีสารท่ีมีขนาดใหญไมสามารถเขาไปอยูในสาร
ตัวกลาง จะอยูในสวนของตัวทําละลายรอบ ๆ สารตัวกลาง เคล่ือนท่ีไดเร็วกวาจึงออกจากคอลัมน
ในลําดับแรก ๆ ดังนั้นโมเลกุลตาง ๆ จะถูกชะออกจากคอลัมนตามลําดับกอนหลังจากขนาด
โมเลกุลใหญไปหาเล็ก สําหรับรูปรางของโมเลกุลมีผลตอการแยกเชนเดียวกับขนาดของโมเลกุล 
โดยโมเลกุลท่ีมีรูปรางยาวเปนเสนจะถูกชะออกมาไดกอนโมเลกุลรูปรางเปนกอนกลม (globular) 
โครมาโทกราฟชนิดนีจ้ึงใชศึกษาขนาดโมเลกุลหรือมวลโมเลกุล และรูปรางโมเลกุลรวมไปถึงใช
ติดตามการเสียสภาพของโมเลกุลโปรตีนท่ีทําใหรูปรางโมเลกุลเปล่ียนแปลงไป นอกจากนี้ยัง
สามารถใชในการกําจัดเกลือออกจากโปรตนีท่ีผานการตกตะกอนดวยเกลือไดดวยการศึกษาขนาด
โมเลกุลดวยโครมาโทกราฟแบบคัดแยกขนาด ทําไดโดยการสรางกราฟระหวางมวลโมเลกุลของ
สารมาตรฐาน (สเกล log) กับคา Kav ของสารนั้น (สเกลปกติ) คา Kav ของแตละโมเลกุลหาไดจาก
สมการดังนี ้

 
                       Kav = ( Ve - Vo) 

       ( Vt - Vo) 
 

เม่ือ     Ve   คือ  ปริมาตรตัวทําละลายที่ชะสารที่มีมวลโมเลกุลนั้นออกมาจากคอลัมน(elution 
volume)                  
          Vo   คือ  ปริมาตรตัวทําละลายท่ีชะสารที่มีมวลโมเลกุลขนาดใหญกวารูพรุนของสารตัวกลาง 
                ออกมา (exclusion volume) 
           Vt   คือ  ปริมาตรตัวทําละลายท้ังท่ีอยูภายในและภายนอกสารตัวกลาง (Total bed volume) 

 
ในการศึกษาเม่ือสรางกราฟมาตรฐานขางตนไดแลว ทําการผานสารที่ตองการทราบขนาด

โมเลกุลลงในคอลัมนเดิม บันทึกคา Ve ของสารนั้น คํานวณหาคา Kav จากสมการขางบน แลว
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ทําใหทราบมวลโมเลกุลของสารนั้นไดสารตัวกลางที่นํามาใชใน     
โครมาโทกราฟแบบคัดแยกมีหลายประเภท การจะเลือกใชสารตัวกลางชนิดใด ควรพิจารณา
เบ้ืองตนดังนี้ 
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1.ชวงพิสัยของการแยกลําดับสวน (fractional range) เลือกใชสารตัวกลางที่ใหชวงพสัิยของ
การแยกท่ีเหมาะสมกับขนาดของสารที่ตองการแยกโดยสารท่ีตองการแยกตองไมถูกชะออกมาใน 
exclusion volume และ total bed volume 

2. ความสามารถในการแยก (resolution) เม็ดเจลเล็กท่ีมีขนาดเล็กกวา  เชน fine และ  
superfine grades มักจะใหความสามารถในการแยกท่ีดีกวา แตมักจะใหอัตราการไหลไมดีนัก 

3. ความเสถียร (stability) สารตัวกลางตางๆ มีความเสถียรตางกันตอ พีเอช อุณหภูมิและตัว
ทําละลายอินทรีย เชน สารตัวกลางท่ีเปนอะกาโรส (agarose) จะไมทนตอยูเรียและตัวทําละลาย
อินทรียเปนตน ดังนั้นสารตัวกลางที่นํามาใชตองมีความเสถียรไดในสภาวะท่ีใชในการแยกจึงจะให
ความสามารถในการแยกสารไดเต็มท่ี 

3.5 โครมาโตกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน (Ion Exchange Chromatography) โครมาโท 
กราฟแบบแลกเปล่ียนประจุถูกใชอยางแพรหลายในการทําใหบริสุทธ์ิของโปรตีนเนื่องดวย
คุณสมบัติเหมาะสมหลายประการ เชน ความงายตอการขยายขนาด (scale-up) และคาใชจายไมสูง
นักเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืนๆโปรตีนสามารถมีไดท้ังประจุบวกและประจุลบบนพื้นผิวของโมเลกุลเพราะ
โมเลกุลมี side chains ท่ีกรดอะมิโนอาจอยูในรูปกรดและรูปเบส ประจุบวกมักเกิดจาก histidine 
lysine    arginine และสวนท่ีเปน N-terminal amines ประจุลบเกิดจาก asparatic และ glutamic acids 
C-terminal carboxyl groups และบริเวณ cysteine residues ประจุสุทธิของโมเลกุลโปรตีนข้ึนกับ
จํานวนประจุบวกและประจุลบเหลานั้น ประจุสุทธิเปล่ียนแปลงไดดวยพีเอช พีเอแชท่ีทําใหประจุ
สุทธิของโปรตีนเปนศูนย จะเรียกวา “isoelectric point” (pI) เม่ือโปรตีนอยูใน pH ท่ีสูงกวา pI 
โปรตีนจะมีประจุสุทธิเปนลบ แตถาอยูในพีเอชที่ต่ํากวา pI ประจุสุทธิของโปรตีนจะเปนบวกโคร
มาโทกราฟแบบแลกเปล่ียนประจุจําแนกโปรตีนดวยความแตกตางของประจุสุทธิของโปรตีน  
โมเลกุลโปรตีนจะถูกดูดซับไวบนผิวของสารตัวกลางที่มีประจุตรงขามกัน แตโปรตีนท่ีมีประจุสุทธิ
เดียวกับสารตัวกลางหรือประจุสุทธิเปนศูนยจะถูกปลอยออกมาจากคอลัมนหลังจากลางดวย
บัฟเฟอรท่ีมีคาท่ีพีเอชเหมาะสม เม่ือจะนําโปรตีนท่ีถูกดูดซับไวออกจากคอลัมนจะทําโดยการ
แทนท่ีโมเลกุลโปรตีนดวยไอออนที่มีความแข็งแรงในการจับกับสารตัวกลางมากกวาโปรตีนนั้น 
โปรตีนท่ีจับกับสารตัวกลางไดไมแข็งแรงมากนักจะหลุดออกมาจากคอลัมนเม่ือชะดวยความ
เขมขนของไอออนต่ํา และโปรตีนท่ีจับกับสารตัวกลางไดแข็งแรงจะชะออกจากคอลัมนไดเม่ือเพิ่ม
ความเขมขนของไอออนใหสูงข้ึน 
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ส่ิงท่ีควรพิจารณาในการทําใหบริสุทธ์ิดวยการเปล่ียนประจ ุ
1. การเลือกสารตัวกลาง (matrix) เลือกตามความเหมาะสมของชนิดตัวกลางขนาดของ 

สารตัวกลาง ชวงพีเอชในการทํางานอัตราการไหล 
2. การเลือกหมูฟงกช่ัน (functional groups) หมูฟงกท่ีอยูบนผิวของสารตัวกลาง ทําให 

เกิดความแรงในการจับและแลกเปล่ียนประจุมากนอยตางกันตามชนดิหมูฟงกช่ัน      เชน    
Diethylaminoethyl (DEAE) ใชในการแลกเปล่ียนประจุลบ (anion exchange) อยางออน หมูฟงกช่ัน
เลือกใชตองสอดคลองตามประจุสุทธิของโปรตีนท่ีตองการแยก 

3. บัฟเฟอร ประจุสุทธิของโปรตีนเกิดข้ึนไดเพราะพีเอชของสารละลายบัฟเฟอร ถา 
โปรตีนอยูในสารละลายท่ีมีคาพีเอชสูงกวาคา pI ประจุสุทธิจะเปนลบ แตถาคาพีเอชต่ํากวา pI ประจุ
สุทธิของโปรตีนจะเปนบวก บัฟเฟอรตองใหคาพีเอชท่ีทําใหโปรตีนท่ีตองการแยกเสถียร และไม
เกิดการรบกวนการแลกเปล่ียนประจุ    

 
ตัวอยางการศึกษาสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus  spp. 

Pinchuk และคณะ (2002)  จําแนก Bacillus จากแหลงตาง ๆ เชน ดิน  คน สัตว เปนตน รวม
ท้ังหมด  51  สายพันธุ  จากนั้นศึกษาเอกลักษณและความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยการ
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวา 47 สายพันธุเปน B. subtilis  3 สายพันธุเปน 
Bacillus  licheniformis และอีกหนึ่งสายพนัธุ คือ Bacillus  pumilus  จากนั้นศึกษาการสรางอะมิคูมา
ซิน (amicoumacin) จาก Bacillus ท้ังหมด โดยเล้ียงในอาหารท่ีมีแปงเปนสวนประกอบเพื่อชวยให
สรางสารตานจุลชีพ (Saito และคณะ, 1992) โดยมีสูตรอาหารดังนี ้น้ําแปง10  กรัมตอลิตร เปปโทน  
5  กรัมตอลิตร และโซเดียมคลอไรด  0.5 กรัมตอลิตร ท่ีอุณหหภูมิ  30 องศาเซลเซียส บนเคร่ือง
เขยา 175 รอบตอนาที  แยกเซลลและกรองผานแผนกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.45 ไมครอน แลว
นําสวนใสท่ีไดมาทดสอบกบั Staphylococcus  aureus โดยวิธีแพรผาน (agar well diffusion) พบวา
มีเพียง 37 สายพันธุท่ีสรางสารยับยั้ง S. aureus ได  ซ่ึง B. subtilis 34  สายพันธุยับยั้งไดดีท่ีสุด 
รองลงมาคือ B. licheniformis  2  สายพันธุ และ B.  pumilus ตามลําดับ จึงเลือกสวนใสท่ีไดท้ังหมด
มาทําใหบริสุทธ์ิ  โดยผาน TLC ท่ีใช  CH3Cl : MeOH : H2O  (65 : 25 : 4)  เปนระบบตัวพา และ
แบงสวนหนึ่งท่ีไดจาก TLC ไปวิเคราะหโครงสรางดวย MS  และสวนท่ีเหลือนําไปทําใหบริสุทธ์ิ
โดยสกัดดวย SepPak C18 cartridge (solid phase extraction)นําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC และหา
โครงสรางสารดวย MS  ซ่ึงผลจากการทํา MS ซ่ึงสวนท่ีไดจาก TLC พบวามีอะมิคูมาริน A และ  B 
แตสวนท่ีไดจาก HPLC พบวามีอะมิคูมาริน C   
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รูปท่ี 14 โครงสรางของอะมิคูมาซิน  (Pinchuk และคณะ, 2002) 
 
Kim (2004) ศึกษาสารตานจลุชีพท่ีผลิตโดย Bacillus thuringeinsis CMB 26 ซ่ึงแยกไดจาก

ดิน โดยเม่ือเล้ียง B.thuringeinsis CMB 26 ในอาหารเหลว LB ท่ีอุณหภมิู37 องศาเซลเชียส เปนเวลา 
92 ช่ัวโมง จะสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเช้ือราท่ีกอโรคพืชไดดี ไดแก 
Collectrotrichum gleosporioides เม่ือเปรียบเทียบกับการยับยั้งการเจริญดวยสารบริสุทธ์ิท่ีผลิตเปน
การคา ไดแก เซอแฟคติน (surfactin) และอินทูริน (Intuirn) ในข้ันตอนการทําสารบริสุทธ์ิจะใช
สวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือโดยการนําสวนใสมาตกตะกอนดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความ
เขมขน 3 นอรมอล (N) โดยสวนใสจะเกดิการตกตะกอนเม่ือปรับคา pH เทากับ 2  หลังจากนั้นนาํ
ตะกอนท่ีไดมาสกัดดวยตัวทําละลาย คือ คลอโรฟอรมและเมธานอลในอัตราสวน 2 ตอ 1 โดย
ปริมาตร และทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิข้ึนโดยใช revers-phase High Performance Liquid 
Chromatography (revers-phase HPLC) เปนข้ันตอนตอไป เม่ือทําการแยกจนไดสารท่ีบริสุทธ์ิและ
ทําการศึกษาลักษณะสมบัติแลว พบสารตานจุลชีพดังกลาวมีองคประกอบเปน lipopeptide ท่ีมี
ลักษณะเปนวง (cyclic structure) โดยมีกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบของโมเลกุลไดแก L-Glu  D-
Orn  L-Tyr  D-allo-Thr  D-Ala  D-Val  L-Pro  L-Ile ในอัตราสวน 3:1:2:1:1:2:1:1 ซ่ึงกรดอะมิโนท่ี
เปนองคประกอบของโมเลกุลของสารตานจุลชีพดังกลาวมีความเหมือนกับกรดอะมิโนท่ีเปน
องคประกอบของโมเลกุลของสารฟงจิซิน (fengycin) แตมีองคประกอบของกรดไขมันในโมเลกุลท่ี
แตกตางและเม่ือนําสารบริสุทธ์ิไปทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้ พบวาสารบริสุทธ์ิดังกลาวสามารถยับยั้ง
การเจริญรา แบคทีเรีย และแมลงท่ีสามารถกอโรคพืชไดดี จึงมีความเปนไปไดท่ีจะพัฒนาเพือ่
ประยุกตใชในโอกาสตอไป                       
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         รูปท่ี 15 โครงสรางของสารตานจุลชีพ lipopeptide ท่ีแยกไดจาก Bacillus thuringeinsis  
                       CMB 26 (Kim, 2004)   
 

ในป 2005   Wu  และคณะ   ศึกษาการสรางสารตานจุลชีพของ B. subtilis   สายพันธุ  JM4 
ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีแยกไดจากตัวอยางดินในปกกิ่ง  โดยเล้ียง B. subtilis  สายพันธุ JM4 ในอาหาร 
LB ท่ี 37 องศาเซลเซียส   นําสวนใสมาทําใหบริสุทธ์ิโดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 
80%   แยกเกลือออกโดยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) ในโซเดียมซิเตรท  บัฟเฟอร (pH 4.0)  แลวนํามา
ทําใหบริสุทธุข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ   พบวาสามารถแยกไดสาร 2 ชนดิ  คือ ซับเปปติน 
(subpeptin) JM4-A และ JM4-B   จากนั้นศึกษา spectrum of activity กับจุลินทรียทดสอบท้ัง
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดเกือบทุกชนดิ
ดังแสดงในตารางท่ี 6   
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ตารางท่ี 6  spectrum of activity ของซับเปบติน JM4-A และ JM4-B  (Wu  และคณะ, 2005) 

 
เม่ือวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลดวยวิธี Sodium dodesyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 2512  ดาลตัล  
เม่ือวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนโดยวิธีการสลายแบบเอ็ดมาน   พบวาซับเปปติน JM4-A  และ JM4-
B  ประกอบดวยกรดกรดอะมิโน 12  ชนิด   คือ   x (ไมสามารถจําแนกชนิดของกรดอะมิโน)   x   
ไลซีน กรดกลูตามิก  ไอโซลิวซีน  x  ฮีสทิดีน(ทริปโตเฟน)  ไอโซลิวซีน  ฟนิลอะลานีน   ฮีสทิดีน   
กรดแอสปาติก  โดยท่ีกรดอะมิโนตัวท่ี 7   ของซับเปปติน JM4-A  คือฮีสทิดีน  แตกรดอะมิโนตัวท่ี 
7   ของซับเปป ติน JM4-B คือทริปโตเฟน เม่ือศึกษาปจจัยที่มีผลตอการออกฤทธ์ิของซับเปปติน 
JM4-A และ JM4-B   ไดแก  การยอยดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A 
และ JM4-B   ไมถูกทําลายดวยเอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส 
K (protenase K)  และทริปซิน (trypsin) มีผลตอการออกฤทธ์ิของสารท้ังสองชนิด เม่ือศึกษาผลของ
ความรอนตอการทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง 100 องศาเซลเซียส เม่ือบมนาน 
30 นาที  แตการยับยั้งจุลินทรียลดลงคร่ึงหนึ่งเม่ือบมท่ี 120  องศาเซลเซียส เม่ือบมนาน 30 นาที  
และเม่ือศึกษาผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน  
พบวาท่ี pH 2  4   6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยั้งจุลินทรีย  แตท่ี  pH  8  พบวาประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลงคร่ึงหนึ่ง     เม่ือศึกษาปจจยัท่ีมีผลตอการออกฤทธ์ิของซับเปปติน JM4-
A และ JM4-B   ไดแก  การยอยดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A และ 
JM4-B   ไมถูกทําลายดวยเอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส K 
(protenase K)  และทริปซิน (trypsin) มีผลตอการออกฤทธ์ิของสารท้ังสองชนิด เม่ือศึกษาผลของ
ความรอนตอการทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง  100 องศาเซลเซียส เม่ือบม
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นาน 30 นาที  แตการยับยัง้จุลินทรียลดลงคร่ึงหนึ่งเม่ือบมท่ี 120  องศาเซลเซียส เม่ือบมนาน 30 
นาที  และเม่ือศึกษาผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมท่ี 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน  พบวาท่ี pH 2  4   6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยั้งจุลินทรีย  แตท่ี  pH  8  พบวา   
ประสิทธิภาพในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบลดลงคร่ึงหนึ่ง 

ในป 2007 Liu และคณะ ศึกษาสารตานจลุชีพท่ีมีผลตอการยับยั้งการเจริญของราคือ บาซิซู
บิน (bacisbin) ท่ีผลิตจาก B.subtilis B-916 เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว YPG ท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง การทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิทําโดยการตกตะกอนโปรตีนดวย
เกลือและทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟแบบตางๆ โดยมีข้ันตอน
ดังนี้คือ นําสวนท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือมาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมนียมซัลเฟสอ่ิมตัว 95% จากนัน้
นําตะกอนท่ีไดมาละลายในทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (Tris-HCl buffer) pH เทากับ 8.01 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และเม่ือนําสวนของโปรตีนท่ีตกตะกอนไปทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอรา
ทดสอบ คือ Rhizoctonia solani พบวาสารทดสอบใหผลยับยั้งท่ีดี จงึนําสารสวนนี้มาทําใหมีความ
บริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟแบบตางๆ ไดแก คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบ
แลกเปล่ียนไอออน (Ion exchange chromatography) โดยใชคอลัมน DEAE Sepharose Fast Flow  
และ คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบ Hydrophobic interaction (Hydrophobic interaction 
chromatography) โดยใชคอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast Flow และ คอลัมน Hydroypatite  โดย
หลังจากท่ีทําสารใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีดังกลาว จะไดสารบริสุทธ์ิคือ บาซิซูบิน ซ่ึงจะมี
ฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเสนใยของราทดสอบหลายชนิด ไดแก R..solani Alternaria oleracae   
A.brassicae  และ Botrytis cinerea และเม่ือนํามาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเปรียบเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน (protein marker) โดย SDS-page พบวามวลโมเลกุลเทากับ 41.9 กิโลดาลตัล (KDa)  

Sutyak และ คณะ (2007) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens ซ่ึงแยกไดจาก
กระบวนการผลิตโยเกิรตและเม่ือวิเคราะหความสัมพันธกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆดวยการทํา 
phylogenic tree พบวาแบคทีเรียดังกลาวมีลักษณะทางพนัธุกรรมใกลเคียงกับ B.subtilis เม่ือเล้ียง B. 
amyloliquefaciens ในอาหารเหลว MRS ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง โดยให
คารบอนไดออกไซด 5% พบวา สวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือสามารถแสดงฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียกอ
โรคไดหลายชนิด ไดแก Listeria monocytogenes  Gardnerella vaginalis และ Streptococcus 
agalactiae ในระดับท่ีดเีม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวก คือ ไนซิน (nisin) ซ่ึงเปนแบคเทอริ
โอซินท่ีผลิตโดย Bacillus subtiis และเปนสารท่ีมีการอนุญาตใหใชไดในกระบวนการถนอมอาหาร  
การทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิทําไดโดยการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟส
อ่ิมตัว 30% จากนั้นนําสวนของโปรตีนท่ีไดจากการตกตะกอนมาวิเคราะหโดย SDS-page 
เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน (protein marker) คือ ซับทิโรซิน (subtilosin) โดยพบวาตําแหนง
บนแผนเจลจากสวนของโปรตีนท่ีไดจากการตกตะกอนมีองคประกอบท่ีแยกไดตรงกับโปรตีน
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มาตรฐาน จากน้ันนําสารในสวนนี้มาทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึนโดยคอลัมนโครมาโทรกราฟ
โดยใชคอลัมน Sep-Pak C18 เพื่อแยกโปรตีนท่ีสนใจ การชะคอลัมนจะใชสารตัวพาคือ เมทานอล
50% จนถึง เมทานอล 100% โดยพบวา สารท่ีแยกไดจากการใชเมทานอล 90% เปนสารตัวพาใน
การชะคอลัมนแสดงฤทธ์ิยบัยั้งตอแบคทีเรียทดสอบไดดีท่ีสุดโดยสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดหลาย
ชนิด นอกจากนี้ยังพบวาสารดังกลาวสามารถทนตอการถูกทําลายฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียไดดเีม่ืออยู
ในสภาวะตางๆ คือ สามารถทนตอเอนไซมหลายชนิดยกเวน ทริปซิน (trypsin) และโปรติเนส เค 
(protinase k)  สามารถทนตอคาความเปนกรดดางในชวง pH กวาง โดยยังคงแสดงฤทธ์ิยับยั้งตอ
แบคทีเรียทดสอบไดในชวง pH เทากับ 2-10 และแสดงฤทธ์ิยบัยั้งไดในระดบัท่ีดีท่ีชวง pH 
ประมาณ 6.5  การทนตอความรอนพบวาเม่ือใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
60 นาที สารตานจุลชีพยังคงแสดงผลการยับยั้งท่ีดีเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไมไดรับความ
รอน 

 
ตารางท่ี  7 ผลของเอนไซมตอการยับยัง้จุลินทรียของสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens   
(Sutyak และ คณะ 2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี  8   ผลของอุณหภูมิตอการยับยัง้จุลินทรียของสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens   
(Sutyak และ คณะ 2007) 
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Zhang และ คณะ (2008) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus sp. B-TL2 ซ่ึงแยกไดจากลําตน
ของยาสูบ โดย Bacillus sp. B-TL2 สามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีผลยับยั้งเช้ือรากอโรคพืชไดดี
เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีอุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ข้ันตอน
สําหรับการทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิประกอบดวย 3 ข้ันตอนตามลําดับ คือ การตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟส คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน (cation 
exchange chromatography) และ revers-phase High Performance Liquid Chromatography (revers-
phase HPLC) เปนข้ันตอนสุดทาย การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือทําไดโดยนําสวนท่ีไดจากการ
เล้ียงเช้ือมาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟสอ่ิมตัว 85% จากนัน้นําตะกอนท่ีไดมาละลายใน
ฟอสเฟสบัฟเฟอร (phosphate buffer) pH เทากับ 6 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรและแยกส่ิงเจือปนออก 
หลังจากนัน้นาํสารนี้ไปทําใหทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟแบบ
แลกเปล่ียนไอออน (Ion exchange chromatography) โดยใชคอลัมน CM Sepharose Fast Flow  
จากนั้นนําแตละสวนท่ีแยกไดในข้ันตอนนี้มาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอเช้ือราทดสอบ คือ A.niger 
และนําสวนท่ีแสดงฤทธ์ิยับยั้งตอราทดสอบมาทําใหบริสุทธ์ิมากข้ึนดวย revers-phase High 
Performance Liquid Chromatographyโดยใชคอลัมน Source 5RPC ซ่ึงข้ันตอนนี้จะปรากฏพคีท่ี
แยกได 4 ตําแหนง โดยพบวาพีคของสารตําแหนงท่ี 3 แสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอเช้ือราทดสอบและ
เม่ือนํามาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดย SDS-page และ mass spectrometry พบวามวลโมเลกุล
เทากับ 2500 ดาลตัล (Da) และมีลําดับกรดอะมิโนท่ี N-terminal คือ NH2-K-Q-Q-L-A-T-E-A-E-S-
A-G-P-I-L ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนดังกลาวมีความแตกตางจากลําดับกรดอะมิโนท่ีปรากฏในสารตาน
จุลชีพชนิดอ่ืนๆ ท่ีผลิตไดจากจุลินทรียท่ีเคยมีการรายงาน สารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจาก Bacillus sp. B-
TL2 แสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอเช้ือราทดสอบซ่ึงเปนราท่ีกอโรคพืช ไดแก Bipolaris maydis  A. 
brassicae  A.niger และ Cercospora personata นอกจากน้ียังพบวาสารดงักลาวสามารถทนตอความ
รอนไดดีกลาวคือ เม่ือใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที พบวาสารตาน
จุลชีพมีผลการยับยั้งท่ีไมลดลงโดยสามารถแสดงฤทธ์ิการยับยั้งไดดีเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ี
ไมไดรับความรอน 
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ตารางท่ี 9 ข้ันตอนการทําใหสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens ใหบริสุทธ์ิ (Zhang และ  
                 คณะ,2008) 

 

 

 

 

 

 

ความจําเปนในการศึกษาวิจัยเพื่อหาสารตานจุลชีพชนิดใหม 

 1. ผลขางเคยีงของสารปฏชิีวนะ สารปฏิชีวนะบางชนิดมีผลขางเคียงท่ีไมตองการ   
เชน การใชอะมิโนไกลโคไซดในความเขมขนสูงมีผลทําลายไต ทําใหระบบรับรูผิดปกติและหู
หนวกได   หรือสารปฏิชีวนะบางชนดิมีขางเคียงในระยะยาว  เชน  คลอแรมฟนิคอลทําใหเกิดโรค 
aplastic anemia  (Nester และคณะ, 2004) หรือทําใหแพยา (antibiotic allergy) เชน ผูท่ีแพยาแอมพิ
ซิลินจะเปนผ่ืนคันและลมพษิ (Gruchalla และคณะ, 2006)  เปนตน  

              2. การดื้อสารปฏิชีวนะ การดื้อสารปฏิชีวนะเปนกระบวนการท่ีจุลินทรียสามารถ
ทนทานตอสภาพแวดลอมซ่ึงอาจเกิดจากปจจัยบางประการในตัวจุลินทรียเองหรืออาจเกิดภายหลัง
จากการที่จุลินทรียไดรับปจจัยท่ีมีผลตอการดื้อสารปฏิชีวนะ สาเหตุท่ีสําคัญสาเหตุหนึ่งเนื่องมาจาก
การใชสารปฏิชีวนะผิดวิธี  เชน  ใชในปริมาณท่ีมากจนเกินไปทําใหจุลินทรียกอโรคมีการพัฒนา
เพื่อตอตานกลไกการทํางานของสารปฏิชีวนะ (Oscariz  และคณะ, 1999)  เชน Streptococcus  
pneuminiae    เปนแบคทีเรียท่ีทําใหเกิดโรคปอดบวมในผูใหญสามารถทําลายไดดวยยาเพนนิซิลิน  
แตในปจจุบัน     S. pneuminiae  บางสายพันธุดื้อตอยาเพนนิซิลินเพราะตัวมันมีการเปล่ียนแปลงยีน
บางสวนเพื่อลดตําแหนงท่ีจับของเพนนิซิลินกับตัวเซลล  (penicillin binding protein)  (Nester และ
คณะ,  2004)   นอกจากนี้การดื้อสารปฏิชีวนะอาจเกิดจาก 

1. การยับยั้งแบบมีตัวแกงแยงระหวางสารเมแทบอไลดท่ีจําเปน และสารปฏิชีวนะท่ี
มีโครงสรางคลายสารเมแทบอไลด (metabolic analog) 

2. การเปลี่ยนแปลงทางวิถีเมแทบอลิซึม (metabolic pathway) ท่ีหลีกเล่ียงข้ันตอนท่ี        
จุลินทรียถูกยับยั้งดวยสารปฏิชีวนะ 
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3. การสังเคราะหเอนไซมของจุลินทรียอยูในระดับท่ีสูงเกินกวาท่ีสารปฏิชีวนะจะ 
ยับยั้งหรือทําลายจุลินทรียได 

4. เกิดการเปล่ียนแปลงบริเวณเยื่อหุมเซลลเปนผลใหสารปฏิชีวนะไมสามารถแทรก 
ซึมเขาไปในเซลลได 
 
       3. มีโรคเกิดขึ้นใหม จากการท่ีจุลินทรียดื้อตอสารปฏิชีวนะทําใหเกดิโรคข้ึนใหม เชน   
Necrotizing otitis externa   เปนโรคติดเชื้อท่ีมีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย   Pseudomonas   aeruginosa   
เปนโรคติดเชือ้ท่ีหูช้ันนอกแลวลามไปถึงฐานกระโหลก (skull base) ทําใหการควบคุมกระบวนเม
ทาบอลิซึมผิดปกติเปนอันตรายถึงตายได    (Peltier J., 2004) 
 
 
การนําสารตานจุลชีพไปใชประโยชน   

1. รักษาโรค เชน  รักษาโรคติดเช้ือตาง ๆ   โรคมะเร็ง  
2. ควบคุมโรคพืช  การใชสารปฏิชีวนะเพื่อควบคุมโรคพืชมีขอดีกวาการใชสารเคมีหลาย 

ประการ คือ ท่ีความเขมขนต่ํามีความเปนพิษเล็กนอยตอสัตวเลือดอุนและแมลงท่ีมีประโยชน และ
สลายตัวไดเร็ว 

3. การถนอมอาหาร เชน ไพมาริซิน (pyrimacin)  เปนสารท่ีใชฆาเช้ือราท่ีผิวหนาอาหาร 
ไทโลซิดิน (tyrocidin)  สามารถทําลาย Bacillus ไดดี และไนซินสามารถทําลาย Clostridium ไดดีจึง
นิยมใชคูกันในโรงงานอาหารกระปอง 

4. การใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตและใชเปนยารักษาโรคสัตว  การเติมสาร 
ปฏิชีวนะลงใน อาหารสัตวปริมาณเล็กนอย (1-10 มิลลิกรัม / กิโลกรัม อาหารสัตว) ในระดับท่ีต่ํา
กวาท่ีใชในการรักษาโรค จะชวยเรงการเจริญเติบโตของสัตวได เพราะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง
ของ    ไมโครฟลอรา ( microflora) ในทางเดินอาหารของสัตว 

5. การวิจยัทางดานชีวเคมแีละชีววิทยาระดับโมเลกุล ในปจจุบันมีการใชสารปฏิชีวนะ 
ชวยในการคัดเลือกเซลลตางๆ ในงานวิจัยทางดานชีวเคมีและชีววิทยาระดับโมเลกุลอยางกวางขวาง 
ทําใหสามารถศึกษาหนาท่ีตาง ๆ ของเซลล  เชน กระบวนการสรางดีเอ็นเอ เปนตน สารท่ีนยิมใชคือ 
คลอแรมฟนิคอล  แอมพิซิลลิน 
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งานวิจยันี้มุงท่ีจะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ี 
มีรายงานวาสามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือจุลินทรียไดหลายชนิด โดยพบวาสามารถ
ยับยั้งจุลินทียทดสอบไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต และ ราเสนใย จาก
การศึกษาเบ้ืองตนดวยวิธี cross streak   เม่ือทําใหสารบริสุทธ์ิดวยวธีิคอลัมนโครมาโทรกราฟและ
ศึกษาลักษณะสมบัตสิารพบวา สารดังกลาวคือ โพรลีนและลิวซีน (cyclo(Pro-Leu)) และโพรลีน
และวาลีน   (cyclo(Pro-Val)) โดยสารท้ัง  2 ชนิด มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได (สุดารัตน บุญ
ยง, 2548) นอกจากนี้ยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะสมบัติ
สาร ดังนั้นในงานวิจยันีจ้ึงมุงท่ีจะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ในสวน  
อ่ืน ๆ  ท่ียงัไมไดทําใหบริสุทธ์ิ   ศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยการวิเคราะหทางเคมีและศึกษาฤทธ์ิ
การยับยั้งจุลินทรียของสารตานจุลชีพซ่ึงอาจมีความเปนไปไดท่ีจะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมเพื่อ
นําไปประยุกตใชในการรักษาโรคตอไป 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 

 
3.1   วัสดุอุปกรณ 

3.1.1 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)  
3.1.2 ตูถายเช้ือแบบ lamina flow  
3.1.3 ตูอบฆาเช้ือ   ตูอบแหง    และหมออบฆาเช้ือ 
3.1.4 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) ของบริษัท Beckman  
3.1.5 ตูบมเชื้อ (incubator)    
3.1.6 ไมโครปเปตและทิปขนาด 20   200  1,000 และ 5,000 มล. 
3.1.7 อุปกรณสกัดสาร (separatory funnel) ขนาด 1000 มล. 
3.1.8 ชุดอุปกรณระเหยแหง  ไดแก เคร่ืองระเหยแหงสุญญากาศ (rotary vacuum 

evaporator)  เคร่ืองควบคุมสุญญากาศ   อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ    อุปกรณหลอเยน็   
และคอลัมนควบแนน (condenser) 

3.1.9 แผนโครมาโทกราฟแบบผิวบาง (TLC) สําเร็จรูปชนิด Art. 5554  TLC Aluminum     
              sheet silicagel 60 F254 (1.05554.0001)  ของบริษัท Merck   
3.1.10 หลอดแคปปลารี  และถังใสตัวทําละลาย 
3.1.11 หัวกรองและกระดาษกรอง (nylon membrane) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
3.1.12 ตัวดูดซับ silica gel 60  No. 1.09385.9025 (0.04-0.063 มม.)  ของบริษัท Merck 
3.1.13 เคร่ือง Mass spectrometer รุน VQ-TOF2 ของบริษัท Perkin Elmer เพื่อวิเคราะห 
              น้ําหนักโมเลกุลของสาร  
3.1.14 เคร่ือง Oxford Model YH400 spectrometer รุน Varian Mercury 400 NMR เพื่อ

ศึกษา Nuclear Magnetic  Resonance Spectroscopy  (1H-NMR) และ 13C-NMR) 
3.1.15 เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) รุน Perkin Elmer  

683 ของบริษัท Perkin Elmer เพื่อวิเคราะหกลุมฟงกชันของสาร 
3.1.16 ชุดอุปกรณทําคอลัมนโครมาโทกราฟ  ไดแก คอลัมนแกว  จุกแกว  ขาต้ังและท่ีจับ 
3.1.17 เคร่ือง High performance liquid chromatography (HPLC)   ELSD detector   
             (Evaporative Light Scattering Detector) รุน 2000ES ของบริษัท Alltech ประเทศ 
             สหรัฐอเมริกา 
3.1.18 คอลัมน Analytical  High Performance Liquid Chromatography ชนิด C18  
             (packing material : Altima C18, 5u, 250x4.6 mm., serial number N507745)ของ 
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             บริษัท Alltech ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.19 คอลัมน semi-preparative High Performance Liquid Chromatography ชนิด C18  
             (packing material : Altima C18, 10u, 250x10 mm., serial number 605090702.1) 
             ของบริษัท Alltech ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2  เคมีภัณฑ 
3.2.1 สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 
3.2.2 สารสกัดจากยสีต (yeast extract) 
3.2.3 สารสกัดจากมอลต (malt extract) 
3.2.4 แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) 
3.2.5 ทริปโทน (tryptone) 
3.2.6 แอซิดเคซีนไฮโดรไลเซท 
3.2.7 แปง 
3.2.8 ผงวุน 
3.2.9 น้ําตาลกลูโคส 
3.2.10 โซเดียมคลอไรด  
3.2.11 เอทิลอะซิเตท  
3.2.12 เมทานอล 
3.2.13 เฮกเซน  
3.2.14 อะซิโตไนไตรล 
3.2.15 ไดคลอโรมีเธน 
3.2.16 โซเดียมไฮดรอกไซด  
3.2.17 ไดเมธิลซัลฟอกไซด (DMSO) 
3.2.18 วานิลลีน (vanillin) 
3.2.19 เกร็ดไอโอดีน 
3.2.20 กลีเซอรอล 
3.2.21 กรดไตรฟูออโรอะซิติก (TFA) 
3.2.22 สารยับยั้งการเจริญของรา ไดแก  ไนทสแตติน (Nystatin) 
3.2.23 แผน disc มาตรฐาน คลอแรมฟนิคอล (chloramphenicol) 30 ไมโครกรัม 
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3.3 วิธีการดําเนินการวิจัย 
        3.3.1 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 
   งานวิจัยนี้ใช Bacillus subtilis K-05  ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมีรายงานวาสามารถสรางสารตาน
จุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียไดหลายชนิด  โดยพบวาสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดท้ัง
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต และราเสนใย (สุดารัตน บุญยง, 2548) โดยมุงท่ีจะ
ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย (antimicrobial activity)   การผลิตสารตานจุลชีพจาก   Bacillus subtilis 
K-05   ทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิ แลวศึกษาลักษณะสมบัติของสารดวยการวิเคราะหทางเคมี 

ในการผลิตสารตานจุลชีพและทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิในแตละข้ันตอนจะนํามา
ทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียโดยใชจุลินทรียทดสอบ  (test organism)  ดังตอไปน้ี 

• แบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก  Bacillus subtilis   ATCC 6633 และ
Staphylococcus  aureus  ATCC 25923   

• แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Escherichia  coli  ATCC 25922  และPseudomonas  
aeruginosa ATCC 27853  

• ยีสต ไดแก   Candida  albicans  ATCC 70014   

• ราเสนใย  ไดแก   Aspergillus  oryzae    Fusarium  sp. และ Alternaria  sp.  
  3.3.1.1 อาหารเล้ียงเชื้อ 

อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ Bacillus subtilis K-05 ไดแก อาหารเหลวลูเรีย (Luria 
Bertani broth : LB)  อาหารแข็งลูเรีย (Luria Bertani agar : LA) (ภาคผนวก ก)   

อาหารเล้ียงเช้ือสําหรับแบคทีเรียทดสอบ  ไดแก อาหารเหลวนิวเตรียนต (Nutrient  
broth : NB)  อาหารแข็งนิวเตรียนต (Nutrient agar  :  NA) (ภาคผนวก ก)   

อาหารเล้ียงเชื้อสําหรับยีสต และราทดสอบ ไดแก   อาหารเหลวยีสตมอลต  
(Yeast-Malt  broth : YM)     อาหารแข็งยีสตมอลต (Yeast-Malt agar : YMA)  และ  อาหารแข็ง
ซับบรอทเด็กโตรส  (Subouraud’Dextrose agar : SDA)  (ภาคผนวก ก)  

               อาหารเล้ียงเช้ือสําหรับศึกษาฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียของสารตานจุลชีพท่ีผลิตในแต
ละข้ันตอนโดยวิธี Agar well  diffusion ไดแก อาหารแข็งมิลเรอรฮิลตัน (Mueller Hinton agar  :  
MHA) (ภาคผนวก ก) สําหรับแบคทีเรียทดสอบ และอาหารแข็ง SDA สําหรับยีสต และราทดสอบ  
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3.3.1.2 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
    การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
ก. แบคทีเรียทดสอบ 

    เข่ียแบคทีเรียมาเล้ียงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง NA แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37    
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททับดวย 15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว จากนัน้
นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

ข. แบคทีเรียผูผลิต  Bacillus subtilis K-05   
     เข่ียแบคทีเรียมาเล้ียงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง LB แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททับดวย  15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวนําไป
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

     การเก็บรักษายีสต 
     เข่ียยีสตมาเล้ียงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง  YMA แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30    

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททับดวย 15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือและนําไป
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส 

        การเก็บรักษาราเสนใย 
    เล้ียงราเสนใยบนอาหารแข็งลาดเอียง  PDA ท่ีอุณหภูมิ    30 องศาเซลเซียส    

เปนเวลา 3-5 วัน   แลวเททบัดวย 15% กลีเซอรอล นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ    -
20 องศาเซลเซียส 

 
 3.3.2 ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยั้งจุลินทรียของ
สารตานจุลชีพ 

3.3.2.1 เตรียมหัวเช้ือโดยเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิแลวขีดลงบนอาหารแข็ง LB นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นถายเช้ือลงในขวดอาหารท่ีบรรจุอาหาร LB 
(ภาคผนวก ก) ขวดละ 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอยูในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงบน
เคร่ืองเขยาท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 ช่ัวโมง (สุดารัตน บุญยง, 2548)    

3.3.2.2 การถายหวัเช้ือ   
            ก. ในระดับขวดทดลอง นําหัวเช้ือท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

(OD660 = 0.500) ถายลงในขวดทดลอง ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอาหารเหลว LB ขวดละ 50 
มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 120 
ช่ัวโมง 
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ข. ในระดับถังหมัก (fermentor) นําหัวเช้ือท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
(OD660 = 0.500) ถายลงใน fermentor ขนาด 10 ลิตร ท่ีบรรจุอาหารเหลว LB 5 ลิตร โดยใหอากาศ 1 
vvm.  อุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ช่ัวโมง  

เก็บน้ําหมัก (culture broth) ทุก 3-12 ช่ัวโมง ในการผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus 
subtilis K-05 ในระดับขวดทดลอง และทุก 12 ช่ัวโมง เม่ือเล้ืยงเช้ือในระดับถังหมัก  หลังจากนัน้
ปนแยกเซลลออกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที  นําสวนใส (supernatant) ท่ีไดมาทดสอบทางชีววิธี (bioassay) กับจุลินทรียทดสอบดวยวิธี 
Agar well  diffusion (Briazani  และ Brandelli,  2002) เซลลท่ีแยกออกจากสวนใสนํามาสกัดดวยตัว
ทําละลายซ่ึงจะกลาวถึงในข้ันตอนของการทําสารบริสุทธ์ิและนําสารสกัดหยาบ (crude extract) ท่ี
ไดมาทดสอบทางชีววิธีกับจลิุนทรียทดสอบเชนเดยีวกับสวนใส  

 
          3.3.3 การศึกษาการยับยัง้จุลินทรียโดยสารตานจุลชีพดวยวิธี Agar well diffusion   

          3.3.3.1 การเตรียมจุลินทรียทดสอบ  
         ก. การเตรียมจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรีย 

  เล้ียงแบคทีเรียทดสอบบนอาหาร NA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภมิู 37 
องศาเซลเซียส แลวเข่ียใสในหลอดทดลองซ่ึงบรรจุอาหาร NB บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 6 ชม จากนั้นวัดความขุนใหไดคา OD625 เทากับ 0.10  

                    ข. การเตรียมจุลินทรียทดสอบท่ีเปนยีสต 
เล้ียงยีสตทดสอบบนอาหารเล้ียงเช้ือ YMA เปนเวลา 24 ชม ท่ีอุณหภูมิ 30  

องศาเซลเซียส แลวเข่ียเช้ือใสในหลอดทดลองซ่ึงบรรจุอาหาร YMB บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นวัดความขุนใหมีคา OD600 เทากับ 0.10  

        ค. การเตรียมจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใย 
เล้ียงราบนอาหาร SDA บมท่ีอุณหภูมิ   30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน 

เจาะช้ินวุนท่ีบริเวณริมโคโลนี แลววางลงบนกลางจานอาหารใหม (บรรจุอาหาร SDA) (Bernal และ
คณะ, 2002)   บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน  

       3.3.3.2 การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 
     ชุดควบคุมบวก (positive control)  ไดแก  
       -แผน disc มาตรฐาน chloramphenicol    30 μg สําหรับแบคทีเรีย 
       -สารละลาย Nystatin 10 μg สําหรับยีสตและ 25 และ50 μg สําหรับราทดสอบ 

                    ชุดควบคุมลบ (negative control)  ไดแก สารละลาย DMSO    อาหารเหลว LB 
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การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอแบคทีเรียและยีสต   
              นําจุลินทรียท่ีเตรียมไดจากการเล้ียงเช้ือตามวิธีในขอ ก. และ ข. ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ (อาหารสําหรับแบคทีเรียและยีสต ไดแกอาหาร MHA 
และ SDA ตามลําดับ) ใชสําลีพันปลายไมเกล่ียลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ หมุนจานอาหารประมาณ 
90  องศาแลวเกล่ียเช้ือใหท่ัวจาน  จากนัน้ปเปตสารทดสอบ 50  ไมโครลิตร หยดลงในหลุมท่ีเจาะ
เตรียมไวดวยท่ีเจาะจกุคอรก (cork borer) ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร (รูปท่ี 16) ท้ิงไว
จนสารทดสอบแพรไปบนอาหารแข็งท่ีใชทดสอบจนหมด (รอจนสารทดสอบท่ีหยดลงไปแหง) 
แลวนําไปบม สําหรับแบคทีเรียนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-20  ช่ัวโมง และ
ยีสตบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-20 ช่ัวโมง ตามลําดับ  บันทึกผลการยับยัง้
เช้ือจุลินทรียทดสอบ 

  การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งราเสนใย   
  นําราทดสอบท่ีเตรียมไดจากการเล้ียงเช้ือตามวิธีในขอ ค. มาเจาะหลุมรอบโคโลนี
ของราทดสอบดวยเจาะจุกคอรก ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร โดยเจาะใหหางจากริม
โคโลนีของราทดสอบ 0.5 เซนติเมตร (รูปท่ี17) จากนั้นปเปตสารทดสอบ 50 ไมโครลิตร หยดลงใน
หลุมท่ีเจาะเตรียมไว ท้ิงไวจนสารทดสอบแพรไปบนอาหารแข็งท่ีใชทดสอบจนหมด (รอจนสาร
ทดสอบท่ีหยดลงไปแหง) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ   30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน บันทึกผล
การยบัยั้ง เนื่องจากบริเวณยับยั้งโคโลนีของราเม่ือทดสอบดวยวิธีดังกลาวมีดานกวางและดานยาว
ไมเทากัน การวัดผลจึงวดัระยะยับยั้งท้ัง 2 ดานแลวคิดคาเฉล่ียดังแสดงเปนไดอะแกรมในรูปท่ี 18 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 16  การศกึษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียหรือยีสต โดยสารตาน 

                   จุลชีพท่ีไดจาก Bacillus  subtilis K-05   
 

หลุมท่ีเจาะซ่ึงมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 
8 มิลลิเมตร 

เกล่ียเช้ือจุลินทรียทดสอบลงบน
จานอาหารเล้ียงเช้ือ  
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รูปท่ี17  การศกึษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใยโดยสารตานจุลชีพท่ีได

จาก Bacillus subtilis K-05   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี18 การวดับริเวณยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใยโดยสารตานจุลชีพท่ีได
จาก Bacillus subtilis K-05   
             
                                       บริเวณยับยั้งราเสนใย  =        A+ B 
                                                                                         2 
 
 

A 

B 

โคโลนีเช้ือราทดสอบอาย ุ3-5 วัน 

0.5 cm. 
หลุมท่ีเจาะซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 
 8 มิลลิเมตร 
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3.3.4 การทําสารตานจุลชพีท่ีผลิตจาก  Bacillus subtilis  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 
         3.3.4.1 การสกัดแยกสารตานจุลชพี  
                     หลังจากเก็บน้าํหมักตามวิธีการผลิตสารตานจุลชีพจากBacillus subtilis  K-05 

ในขอ 3.3.2.2 แลวนําน้ําหมักดังกลาวมาปนแยกเซลลออกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นนําสวนใสและเซลลท่ีทําการปนแยก
แลวมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี ้

ก. การสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใส 
                                      นําสวนใสมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย  ไดแก เอทิลอะซิเตทโดยใช
อัตราสวนระหวางสวนใสและเอทิลอะซิเตท เทากับ 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร) และนําสวนใสดังกลาว
มาสกัดซํ้า 5 คร้ัง จากนัน้นําสารสกัดท่ีไดไประเหยแหงดวยเคร่ืองระเหยแหงโดยในงานวิจัยนี้ใช
สวนใสในการสกัดปริมาณ 20 ลิตร   

 ข.  การสกัดแยกสารตานจุลชีพจากเซลล     
               นําเซลลมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย  ไดแก เมทานอล โดยใช
อัตราสวนระหวางเซลลและเมทานอล คือ ใชเซลล 25.2 กรัม (จากการเก็บน้ําหมัก 20 ลิตร) สกัด
ดวยเมทานอล 600 มิลิลิตร เขยาและแชท้ิงไว นาน14-15 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง หลังจากนั้นกรอง
สารสกัดดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1   และเม่ือกรองสารสกัดแลวนําสวนท่ีเหลือจากการ
สกัดไปสกัดในสารละลายเอทิลอะซิเตทอีกคร้ังหนึ่ง และกรองสารสกัดท่ีไดดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 หลังจากนั้นรวมสารสกัดท่ีไดจากการสกัดดวยเมทานอลและสกัดดวยเอทิลอะซิ
เตทแลวนําไประเหยแหงดวยเคร่ืองระเหยแหง (ปรับปรุงจาก ปทมา บัวเพ็ชร, 2549) 

          นําสารสกัดท้ัง 2 สวน คือ สารสกัดท่ีดจากสวนใสและสารสกัดท่ีไดจาก 
เซลลมาทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้กับจุลินทรียทดสอบดวยวธีิท่ีกลาวมาแลวในขอ  3.3.3 โดยใชความ
เขมขนของสารสกัดหยาบ (crude extract) ในการทดสอบ 1000 ไมโครกรัม (20ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร)   
 

3.3.4.2 การวิเคราะหสารสกัดหยาบโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง  
(Thin Layer Chromatography  : TLC)  

             นําสารสกัดท้ัง 2 สวน คือ สารสกัดท่ีไดจากสวนใสและสารสกัดท่ีไดจาก 
เซลลท่ีไดในขอ 3.3.4.1 มาละลายในตัวทําละลาย คือ เอทิลอะซิเตทและเอทิลอะซิเตทผสมกับเมทา
นอลตามลําดับ แลวหยดลงบนแผน TLC โดยมีระบบทีใ่ชเปนตัวพาใหสารเคล่ือนไดแก   เมทานอล 
5%ในเอทิลอะซิเตท จากนัน้ตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความ
ยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน    
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ถาระบบตัวพามีความเหมาะสมสามารถแยกสารไดและมีสารบนแผน TLC จะ 
สามารถตรวจสอบไดดังนี้  

- สังเกตเหน็จดุสีมวงบนพืน้สีเขียว  และสีมวงเรืองแสงบนพ้ืนขาว เม่ือตรวจสอบ 
  ดวยยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร ตามลําดับ 

              -  สังเกตเห็นจุดสีน้ําตาลเม่ือตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการอังไอ  
   ไอโอดีน    

                            -สังเกตเหน็จุดสีมวงเม่ือ จุมแผน TLC ลงในสารละลายวานิลินและใหความรอน    
 

3.3.4.3 การแยกสารสกัดท่ีแยกไดจากสวนใสใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโท       
กราฟ  (Column  Chromatography)  

    การเตรียมคอลัมนทําไดโดยบรรจุคอลัมนขนาดตางๆ ดวยผงซิลิกาขนาด 
0.04-0.063 มิลลิเมตร(silica gel 60 No. 1.09385.9025) โดยใชซิลิกา 50 กรัมตอสารสกัดหยาบ 1 
กรัม ผสมซิลิกากับระบบตัวพาเร่ิมตนท่ีจะใชในชะคอลัมนคนใหเขากนั  ใชสําลีอุดท่ีปลายคอลัมน
เล็กนอย  เทซิลิกาใสคอลัมน  แลวเคาะเบา ๆ ท่ีขางคอลัมนเพื่อปรับผิวหนาของผงซิลิกาใหเรียบ
เสมอกันและทําใหผงซิลิกาบรรจุแนนในคอลัมน   ท้ิงไวขามคืนเพื่อใหผงซิลิกาเรียงตัวไดดี  นําสาร
สกัดเอทิลอะซิเตทคลุกกับซิลิกาใสลงในคอลัมนแลวชะดวยตัวทําละลายจากสารท่ีมีข้ัวต่ําไปสูง  
เชน    ชะดวย  เฮกเซน100%     เฮกเซน90%ในเอทิลอะซิเตท      เฮกเซน25%ในเอทิลอะซิเตท      
เอทิอะซิเตท100%  เมทานอล10%ในเอทิลอะซิเตท      เมทานอล50%ในเอทิลอะซิเตท ไปจนถึง   
เมทานอล100%      เก็บสารแตละสวน (fraction) ท่ีแยกไดแลวนําไป ระเหยแหงดวยเคร่ืองระเหย
แหงสุญญากาศ  จากนั้นนํามาวิเคราะหโดย TLC  แลวตรวจสอบโดยสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาว
คล่ืน  254  และ  365  นาโนเมตร   การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับ จากนั้นนํา
สวนท่ีมีจุดบนแผน TLC  ท่ีตําแหนงเดียวกันมารวมกนัแลวทําใหตวัทําละลายระเหยออกไป และ
นําไปศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.3  

 
3.3.4.4 การแยกสารสกัดท่ีแยกไดจากสวนใสใหบริสุทธ์ิดวยเคร่ือง High  

Performance Liquid Chromatography  (HPLC)  
             หลังจากท่ีแยกสารสกัดหยาบจากสวนใสใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโคร 

มาโทกราฟและนําสารแตละสวนมาทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.3 แลว   นําสารสวนท่ีใหผล
ยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนดวย HPLC ซ่ึงการหาระบบท่ีเหมาะสมในการแยก
เพื่อใหไดสารบริสุทธ์ิจะใชคอลัมน Analytical High performance Liquid Chromatography ชนดิ 
C18 และใชคอลัมน semi-preparative High Performance Liquid Chromatography ชนิด C18 ใน
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การแยกสารเพ่ือเก็บแตละลําดับสวน จากนั้นนําไปศึกษาการยับยัง้จุลินทรียทดสอบตามวิธีการ
ทดลองขอ 3.3.3  
               การหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกใหไดสารบริสุทธ์ิโดย HPLC มีดังนี ้

คอลัมน :       - คอลัมน Analytical  High performance Liquid Chromatography  
                        ชนิด C18 (packing material : Altima C18, 5u, 250x4.6 mm) 

                                                  - คอลัมน semi-preparative High Performance Liquid      
 Chromatography ชนิด C18 (packing material : Altima C18,  

           10u, 250x10 mm.) 
                ระบบตัวพา :  A = น้ําปลอดประจุ (DI) + 0.05% TFA 

                          B = อะซิโตไนไตรล+ 0.05% TFA 
             โดยศึกษาในสภาวะแบบ gradient ตั้งแต 0-100%   
   Detector     :   ELSD 
   Flowrate     :  0.7 ml/min (คอลัมน analytical) และ 5 ml/min (คอลัมน semi- 
                                      preparative) 

    Drift tube temp. :  110 องศาเซลเซียส 
  

3.3.5 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 
3.3.5.1 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry  (NMR) 

    ศึกษา   1H-NMR (400 MHz)    13C-NMR (100 MHz)   DEPT COSY   
HMQC และ HMBCท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   โดยใชเคร่ือง 
Varience Model YH400 spectrometer สําหรับการหาโปรตรอนและคารบอนนิวเคลียรแมกเนติกเร
โซแนนซสเปกตราโดยวัดคาเคมิคอลชิฟทเปนพีพีเอ็ม (ppm) การเตรียมตัวอยางสารท่ีใชในการ
วิเคราะหเตรียมโดยใชสารตัวอยาง 1-5 มิลลิกรัม สําหรับ1H-NMR   มากกวา 50 มิลลิกรัมสําหรับ
13C-NMR  และมากกวา 20 มิลลิกรัมสําหรับ 2D-NMR  โดยละลายสารตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห
ในตัวทําละลาย (Deuterated solvents) ท่ีเหมาะสม ไดแก คลอโรฟอรม-ด3ี  (chloroform-d : CDCl3)  
เมทานอล-ด4ี (methanol : CD3OD) ไดเมธิลซัลฟอกไซด-ด6ี  (DMSO-d6) และดิวเทอรเรียมออกไซด 
(D2O)   การศกึษา   1H-NMR  วิเคราะหท่ี 400 MHz สําหรับ  1H nuclei โดยอางอิงกับคาเคมิคอล
ชิฟทของตัวทําละลาย โดยคาเคมิคอลชิฟท 7.66 ppm สําหรับคลอโรฟอรม-ดี3   4.87 ppm สําหรับเม
ทานอล-ด4ี    2.25 ppm สําหรับไดเมธิลซัลฟอกไซด-ด6ี และ 4.80 ppm สําหรับดิวเทอรเรียม
ออกไซด  และการศึกษา   13C-NMR วิเคราะหท่ี 100 MHz สําหรับ   13C nuclei โดยอางอิงกับคาเคมิ
คอลชิฟทของตัวทําละลาย โดยมีคาเคมิคอลชิฟท 77.1 ppm สําหรับคลอโรฟอรม-ดี    
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3.3.5.2 Mass  spectrometr y (MS) 
  ใชสําหรับการหามวลโมเลกุลของสารประกอบโดยวิเคราะหดวยเทคนิค 

High resolution electrospray true of flight (HR-TOF-MS) ท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล การเตรียมตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะหทําโดยละลายสารตัวอยางในตัวทํา
ละลาย (Deuterated solvents) ท่ีเหมาะสม ไดแก เมทานอลและเอทานอล เปนตน ซ่ึงการเตรียมสาร
ท่ีใชในการวิเคราะหเตรียมโดยใชสารตัวอยาง 1 มิลลิกรัม 
  3.3.5.3 Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
              ใชสําหรับการวิเคราะหหมูฟงชันกของสาร โดยการวดัอิฟาเรดสเปกตรา 
ซ่ึงการเตรียมตัวอยางสารท่ีใชในการวิเคราะหเตรียมโดยใชสารอยางนอย 20 มิลลิกรัม การวิเคราะห
สารตัวอยางใชบริการจากกรมวิทยาศาสตรบริการ 
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รูปท่ี 19 แผนภาพสรุปข้ันตอนการแยกสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย Bacillus subtilis K-05 บริสุทธ์ิ 
 

เล้ียง Bacillus subtilis K-05 ในอาหาร LB 
ปริมาตรรวมท้ังหมด 20 ลิตร เปนเวลา 60 ช่ัวโมง 

ปนแยกเซลลออก (12,000 rpm,  4  ๐C , 20 

สวนใส 20 ลิตร เซลล 25.2 กรัม 

สกัดดวย EtOAc (อัตราสวน 1:1) 

สารสกัดหยาบ EtOAc 
20.025 กรัม 

คอลัมนโครมาโทกราฟ 

ทดสอบฤทธ์ิการยับยั้ง
ตอจุลินทรียทดสอบ 

HPLC 

ทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรีย
ทดสอบและเลือกสารสวนท่ีมีการ
ยับยั้งมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึน 

สกัดดวย MeOH (อัตราสวน 1:2) 

กรองสารสกัดดวยกระดาษ

สารสกัดจาก 
MeOH  

สวนท่ีเหลือ
จากการสกัด 

สกัดดวย EtOAc 

(อัตราสวน 1:1) 

กรองสารสกัด
ดวยกระดาษ

รวมสารสกัดท้ัง 2 สวน 

สารสกัดหยาบ 2.749 กรัม 

ระเหยแหง 

ระเหยแหง 
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บทที่  4  
ผลการทดลอง 

 

 4.1 ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยัง้จุลินทรียของสาร
ตานจุลชพี 

 ก. การผลิตสารตานจุลชีพในระดับขวดทดลอง การผลิตสารตานจุลชีพจาก         
B. subtilis K05 ในระดับflask ตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.2(ก)  พบวา B. subtilis K05 มีการ
เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ ตัง้แต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงที่ 60 ซ่ึงมีน้ําหนกัเซลลแหง (cell dry 
weight) มากท่ีสุด คือ 1.264 กรัมตอลิตร และหลังจาก 60 ช่ัวโมงพบวาการเจริญเติบโต B. subtilis 
K05 คอยๆ ลดลง และเร่ิมสรางสารตานจุลชีพตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 และเมื่อศึกษาการยับยั้งจุลินทรีย
ของสารตานจุลชีพจากสวนใสกับเช้ือทดสอบ คือ B. subtilis  ATCC 6633  และ  Fusarium  sp.   
โดยใชสวนใส 50 ไมโครลิตร ทดสอบตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.3 พบวาสารตานจลุชีพท่ีไดจาก
การเล้ียงเชื้อท่ีช่ัวโมงตาง ๆ ใหผลการยบัยั้งท่ีเพิ่มข้ึนเปนลําดับกลาวคือ มีการยบัยั้ง B. subtilis  
ATCC 6633  ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  12  มิลลิเมตรและมีการยับยั้งเพิ่มข้ึน
เร่ือยๆ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  24-120 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดประมาณ  19 มิลลิเมตร และต้ังแต
ช่ัวโมงท่ี 6 สําหรับรา Fusarium sp. โดยมขีนาดบริเวณยบัยั้งเทากับ 16.5 มิลลิเมตรและมีการยับยั้ง
เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  9-120 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดประมาณ 29.5 มิลลิเมตร 
(รูปท่ี 21) ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 10 

              เม่ือเล้ียงในอาหาร  LB เปนเวลานาน 60 ช่ัวโมง  ใหผลยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 
ดีกวาหรือใกลเคียงกับตัวอยางท่ีไดการเล้ียงเช้ือท่ีเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง ดังนั้นในการศึกษาข้ัน
ตอไปจึงเก็บตัวอยางท่ีระยะเวลา  60 ช่ัวโมง 

            ข.  การผลิตสารตานจุลชีพในระดบัถังหมัก มีวัตถุประสงคเพื่อเพ่ิมปริมาณสารสกัด
หยาบใหเพยีงพอสําหรับใชในข้ันตอนของการทําสารบริสุทธ์ิ การผลิตสารตานจุลชีพจากB. subtilis 
K-05 ในระดบัถังหมัก ตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.2 (ข)  พบวา B. subtilis K05 มีการเจริญเติบโต
เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงที่ 36 ซ่ึงมีน้ําหนักเซลลแหงมากท่ีสุด คือ 1.5 กรัมตอลิตร 
และหลังจาก 36 ช่ัวโมงพบวาการเจริญเติบโต B. subtilis K05 คอยๆ ลดลง และเม่ือศึกษาการยับยัง้
จุลินทรียของสารตานจุลชีพจากสวนใสกบัจุลินทรียทดสอบ คือ B. subtilis  ATCC 6633  และ  
Fusarium  sp. โดยใชสวนใส 50 ไมโครลิตร ทดสอบตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.3 พบวาสารตาน
จุลชีพท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือท่ีช่ัวโมงตาง ๆ ใหผลการยับยั้งท่ีเพิ่มข้ึนเปนลําดับกลาวคือมีการยับยัง้ B. 
subtilis  ATCC 6633  ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากบั  12 มิลลิเมตร และมีการ
ยับยั้งเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  24-60 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดเทากบั 19 มิลลิเมตร 
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และสําหรับรา Fusarium sp. ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12  มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ 18 มิลลิเมตรและการ
ยับยั้งเพิ่มข้ึนตามลําดับ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  24-60 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดเทากับ 29 
มิลลิเมตร (รูปท่ี 21) ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 11 
 
                        เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบคํานวณโดย 
      การยับยั้งการเจริญ (%)   =         บริเวณยับยั้งในแตละชวงเวลา (มม.) x 100 
        บริเวณยับยั้งของชุดควบคุมบวก (มม.) 
 
 
ตารางท่ี10 การเจริญของ  B. subtilis K-05 และการยับยั้ง B. subtilis ATCC 6633 และรา Fusarium 
sp. ของสารตานจุลชีพเม่ือเล้ียง B. subtilis K-05 ในขวดทดลอง 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) การยับยัง้การเจริญ (%) เวลา      
(ชั่วโมง) 

น้ําหนักเซลลแหง  
(กรัม/ลิตร) 

B. subtilis 
ATCC 6633 

Fusarium sp. B. subtilis 
ATCC 6633 

Fusarium sp.

0 
3 
6 
9 
12 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 
108 
120 

0.072 
0.096 
0.176 
0.472 
0.676 
0.704 
0.960 
0.984 
1.264 
1.096 
0..600 
0.524 
0.500 
0.460 

0 
0 
0 
0 

12 
16 
17 
17 
17 
17 
18 
18 
19 
19 

0 
0 

16.5 
17 

18.5 
25 

25.5 
27 

27.5 
28 
29 
29 
29 
29 

0 
0 
0 
0 

50 
66.66 
70.83 
70.83 
70.83 
70.83 

75 
75 

79.17 
79.17 

0 
0 

80.49 
82.93 
90.24 
100 

>100 
>100 
>100 
>100 
>100 
>100 
>100 
>100 

Chloramphenicol / nystatin 
 อาหารเหลว LB 

24 
0 

20.5 
0 

100 
0 

100 
0 
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ตารางท่ี 11 การเจริญของ  B. subtilis K-05 และการยับยั้ง B. subtilis ATCC 6633 และรา Fusarium 
sp. ของสารตานจุลชีพเม่ือเล้ียง B. subtilis K-05 ในถังหมัก 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) การยับยัง้การเจริญ (%) เวลา  
(ชั่วโมง) 

น้ําหนักเซลลแหง  
(กรัม/ลิตร) B. subtilis 

ATCC 6633 
Fusarium sp B. subtilis 

ATCC 6633 
Fusarium sp 

0 
12 
24 
36 
48 
60 

0.068 
0.50 
1.00 
1.50 
1.00 
1.00 

0 
12 
17 
19 
19 
19 

0 
18.5 
20 
27 
29 
29 

0 
50 

70.83 
79.17 
79.17 
79.17 

0 
90.24 
97.56 
>100 
>100 
>100 

Chloramphenicol / nystatin 
 อาหารเหลว LB 

         24 
          0 

20.5 
0 

100 
0 

100 
0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 20  กราฟแสดงการเจริญของ  B. subtilis K-05 ในอาหาร LB 
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 ตัวอยางแสดงผลการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย B. subtilis  
K-05  ตั้งแต 0-120 ชั่วโมง เม่ือเล้ียงในขวดทดลอง  และ ตั้งแต 0-60 ชัว่โมงเมื่อเล้ียงในถังหมัก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 21 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบ (B. subtilis ATCC 6633 และ Fusarium sp.) ของสารตาน      
จุลชีพท่ีผลิตโดย B. subtilis  K-05 เม่ือเล้ียงในขวดทดลอง รูป (ก-1 และ ก-2)  และในถังหมักรูป(ข)   
           (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg สําหรับแบคทีเรีย และนิสแตติน      
50 μg สําหรับราเสนใย     (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก อาหารเหลว LB 

0 

3 

6 
9 

12 
24 

36 

48 60 

72 
84 

120 

96 

108 

P P P 

P 

N 

24 12 

P 

N 

48 

36 0 

60 

P 

6 N 

0 3 

P 

N 

36 48 

60 

P 

N 
96 

72 84 

P N 

108 P 

120 

P 

N 

9 12 

24 

(ก-2) 

(ข) 

(ก-1) 
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4.2 การทําสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย  Bacillus subtilis  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 
4.2.1 การสกัดสารตานจุลชีพและการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใส   สาร

สกัดจากสวนใส และสารสกัดจากเซลล 
สุดารัตน บุญยง (2548) ศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยการสกัดสวนใสท่ีไดจากการ

เล้ียง B. subtilis   K-05   ดวยตัวทําละลายอินทรีย  ไดแก  เฮกเซน  เอทิลอีเทอร  และเอทิลอะซิเตท 
พบวาสารสกัดเฮกเซนไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดแสดงวาเฮกเซนไมสามารถแยกสารตาน
จุลชีพจากสวนใสได   สารสกัดเอทิลอีเทอรยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 2  ชนิด   คือ     B. subtilis  
ATCC 6633  และ   S. aureus ATCC 2593  โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ   16   และ  11 มม.  
ตามลําดับ      เม่ือสกัดแยกสารตานจุลชีพดวยเอทิลอะซิเตทพบวายับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกชนิด  
คือ   แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC6633   S. aureus 25923  และ M. luteus โดยมี
ขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  19  15  และ  15  มม..  แบคทีเรียแกรมลบ   ไดแก  Enterobacter   sp.   
Serratia sp.   Klebsiella sp.   โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งประมาณ  12 มม. ยีสต ไดแก   S.  cerevisiae 
และ  C. albicans ATCC 70014   มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  11  มม..  และสารสกัดเอทิลอะซิเตท
ยับยั้งราเสนใยทุกชนิด    อยางไรก็ตามไมพบการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด ไดแก   E. coli   
ATCC 25922  และ  P. aeruginosa  ATCC 27853    ซ่ึงจากผลการทดลองนี้พบวา สารสกัดเอทิลอะ
ซิเตทยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีท่ีสุด   จึงนําเอทิลอะซิเตทมาใชเพื่อสกัดแยกสารตานจุลชีพท่ีได
จาก  B. subtilis  K-05  ใหบริสุทธ์ิและศึกษาสมบัติตาง ๆ ของสารตานจุลชีพตอไป   

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใชเอทิลอะซิเตทในการสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสและ
ทําใหบริสุทธ์ิเพื่อนําไปศึกษาลักษณะสมบัติสารของสารตานจุลชีพ เนื่องจากในงานวิจัยนี้ใช        
B. subtilis   K-05 และสภาวะในการผลิตสารตานจุลชีพเชนเดียวกันกับงานวิจัยดังกลาว 

หลังจากเก็บน้ําหมักตามวิธีการผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus K-05 ในขอ 3.3.2.2 แลว
นําน้ําหมักดังกลาวมาปนแยกเซลลออกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นนําสวนใสและเซลลท่ีทําการปนแยกแลวมาสกัดดวยตัวทํา
ละลายอินทรีย พบวา เม่ือสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสปริมาตร  20 ลิตร ดวยเอทิลอะซิเตท
โดยใชอัตราสวนระหวางสวนใสและเอทิลอะซิเตทเทากับ 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร) และนําไประเหย
แหงจะไดปริมาณสารสกัดหยาบท่ีมีลักษณะเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขมท้ังหมด 20.025 กรัม  
และเม่ือนําเซลลท่ีทําการปนแยกออกจากสวนใสปริมาตร  20 ลิตร ซ่ึงมีน้ําหนักเซลล 25.2 กรัม มา
สกัดตามวิธีการขอ 3.3.4.1 (ข) และนําไประเหยแหงจะไดปริมาณสารสกัดหยาบที่มีลักษณะเปน
ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออนท้ังหมด 2.749 กรัม   จากน้ันนําสารสกัดท้ัง 2 สวน มาทดสอบฤทธ์ิการ
ยับยั้งกับจุลินทรียทดสอบเปรียบเทียบกับสวนใสดวยวิธีท่ีกลาวมาแลวในขอ  3.3.3 โดยใชความ
เขมขนของสารสกัดหยาบท้ัง 2 สวนในการทดสอบเทากับ 1000 ไมโครกรัม (20 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร)   
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เม่ือศึกษาผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนใส   สารสกัดจากสวนใส และสารสกัด
จากเซลล  พบวาสารทดสอบแตละสวนมีผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบ ดังแสดงในตารางท่ีกลาวคือ  
สารตานจุลชีพจากท้ัง 3 สวนดังกลาวใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิดในระดับท่ีแตกตางกัน 
ยกเวน A. oryzae ซ่ึงไมพบการยับยั้งเม่ือทดสอบกับสารสกัดจากสวนใส   โดยสวนใสใหผลยับยั้ง 
C. albicans ATCC 70014 มากท่ีสุดโดยมีบริเวณยับยั้งเทากับ 24 มิลลิเมตร และรองลงมาคือ E. coli   
ATCC 25922     P. aeruginosa ATCC 27853   B. subtilis ATCC 6633   และ S. aureus  ATCC 
25923 ตามลําดับ   สําหรับราเสนใยพบวาสวนใสใหผลยับยั้งตอ  Alternaria  sp.   มากท่ีสุดโดยมี
บริเวณยับยั้งเทากับ  40 มิลลิเมตร รองลงมา ไดแก  Fusarium sp.  และ A. oryzae ตามลําดับ ผลการ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากสวนใส และสารสกัดจากเซลลพบวา สารสกัดจากท้ัง 2 
สวนใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับสวนใสยกเวน         C. albicans 
ATCC 70014  ราเสนใย ไดแก Fusarium sp.  และ A. oryzae พบวา บริเวณยับยั้งนอยกวาเม่ือ
เปรียบเทียบกับการยับยั้งโดยสารสกัดจากสวนใส และสําหรับ A. oryzae ไดผลวาไมพบการยับยั้ง
โดยสวนใส    สารสกัดจากเซลลมีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียโดยพบวา ใหยับยั้งตอแบคทีเรียแกรม
บวกและแบคทีเรียแกรมลบไดดีกวาสวนใสเล็กนอย และพบวาสารสกัดจากเซลลสามารถยับยั้งรา
เสนใยไดท้ัง 3 ชนิด แตบริเวณยับยั้งลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับการยับยั้งโดยสวนใส  เม่ือ
เปรียบเทียบผลการยับยั้งกับชุดควบคุมบวกพบวา สารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย B. subtilis K-05 
สามารถยับยั้ง E. coli   ATCC 25922  ไดดีมากกวาแบคทีเรียทดสอบทุกชนิด แตสําหรับจุลินทรีย
ทดสอบท่ีเปนราเสนใย พบวา สารในสวนใสท่ีไดจากการเล้ียง B. subtilis K-05 สามารถยับยั้งรา
เสนใยไดมากกวาชุดควบคุมบวก และสําหรับสารสกัดจากเซลล พบวาสามารถยับยั้งราเสนใยได
ใกลเคียงหรือดีกวาชุดควบคุมบวก 
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ตารางท่ี 12 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพจากสวนใส สารสกัดจากสวนใสและสาร
สกัดจากเซลลท่ีผลิตโดย B. subtilis K-05 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) 

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนใส 
สารสกัด
จากสวนใส 

สารสกัด
จากเซลล 

Chloramphenicol 
/ nystatin 

DMSO 

B. subtilis ATCC 6633     17 20 20 24 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   15 21 21 26 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     20 22 25 28 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    19 19 20 13 
 
- 

C. albicans ATCC 70014    24 12 12 33 
 
- 

 A. oryzae 28.5 - 22.5 11.5 
 
- 

 Fusarium sp. 27.5 16.5 24 20.5 
 
- 

 Alternaria sp. 40 28 28.5 34 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 
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ตารางท่ี 13 เปอรเซ็นการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวกโดยสารตานจุลชีพ
จากสวนใส สารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลท่ีผลิตโดย B. subtilis K-05  
 

การยับยัง้การเจริญ (%) 

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนใส 
สารสกัด
จากสวนใส 

สารสกัด
จากเซลล 

Chlorampheni
col / nystatin 

DMSO 

B. subtilis ATCC 6633     70.83 83.3 83.3 100 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   57.69 80.77 80.77 100 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     71.43 78.57 89.29 100 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    >100 >100 >100 100 
 
- 

C. albicans ATCC 70014    72.73 36.36 36.36 100 
 
- 

 A. oryzae >100 - >100 100 
 
- 

Fusarium sp. >100 80.49 >100 100 
 
- 

Alternaria sp. >100 82.35 83.82 100 
 
- 

 
หมายเหต ุ  -  =ไมมีการยับยัง้ 
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ตัวอยางแสดงการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพจากสวนใส   สารสกัดจากสวน
ใสและสารสกัดจากเซลล 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 22 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพจากสวนใส สารสกัดจากสวนใส

และสารสกัดจากเซลล   (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg สําหรับแบคทีเรีย          
ไนสแตติน 10 และ 50 μg สําหรับยีสตและราเสนใยตามลําดับ  (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO      

หมายเหต ุ(S)  คือสวนใส      
                (EC) คือสารสกัดจากตัวเซลล    
                (ES) คือสารสกัดจากสวนใส 
 

(ก) A. oryzae      

(ข) Fusarium sp. 

(ค) Alternaria sp. 

(ง) B. subtilis ATCC 6633 

(จ) S. aureus  ATCC 25923  

(ฉ)  E. coli   ATCC 25922 

(ช) P. aeruginosa ATCC 27853    

(ก) (ข) (ค) 

N N N 

S S S 
EC 

EC EC 

ES 
ES ES 

P P P 

(ง) 

(ช) (ซ) 

(จ) (ฉ) 

N N N 

N N 

S 
S S 

S S 

EC EC EC 

EC EC 

ES ES ES 

ES 

P P P 

P P 

ES 
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4.2.2 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง 
เม่ือนําสารสกัดท้ัง  2 สวน คือ สารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมาวิเคราะหโดย

วิธี TLC โดยระบบตัวทําละลายชนิดตางๆ  เพ่ือหาระบบตัวพาท่ีเหมาะสมสําหรับเปนแนวทางใน
การแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยพบวาระบบตัวพาท่ีดีท่ีสุดท่ีเหมาะสมสําหรับแยก
สารสกัดท้ัง 2 สวนนี้ คือ  เมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท   

เม่ือแยกสารสกัดจากสวนใสดวยระบบดังกลาวและตรวจสอบตําแหนงของสารที่แยกได
โดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และ
สารละลายวานิลิน ตามลําดับ พบวาสามารถแยกสารสกัดได 4  ตําแหนง มีคา Rf   เทากับ 0.17  0.29  
0.61  และ  0.75  ตามลําดับ   และเม่ือแยกสารสกัดจากเซลลดวยระบบดังกลาวและตรวจสอบ
ตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร 
การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับ พบวาสามารถแยกสารสกัดได 4  ตําแหนง มี
คา Rf   เทากับ  0.09   0.21  0.29  และ  0.61  ตามลําดับ   

จากผลการวิเคราะหดังกลาวพบวาสารที่มีคา  Rf   เทากับ 0.29 เปนสารท่ีพบท้ังในอาหาร 
LB สกัด   สารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลล   นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดจากสวนใสและ
สารสกัดจากเซลล มีตําแหนงของสารท่ีแยกไดตรงกัน 2 ตําแหนง คือท่ีคา Rf   เทากับ 0.29 และ 
0.61   

                                                                                                  

                                                             
รูปท่ี 23 โครมาโทแกรมจาก TLC โดยระบบตัวพาเมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท 

               ก) อาหาร LB สกัดดวยเอทิลอะซิเตท   ข)   สารสกัดจากสวนใส   ค) สารสกัดจากเซลล    

0.17 

0.75 

0.29 

0.61 

 

สารสกัดจาก
เซลล (Rf) 

สารสกัดจาก
สวนใส (Rf) 

ก)  ข)  ค) 

0.61 

0.29 
0.21 

0.09 



 

 

65 

4.2.3 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
จากการวิเคราะหสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลดวยวิธี TLC โดยใชระบบตัว

พา คือ เมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท ตามวิธีการทดลองขอท่ี 3.3.4.2 สามารถนํามาใชเปนแนวทาง
ในการเลือกระบบชะสารจากคอลัมนโครมาโทกราฟ เชน เฮกเซน 100% ไมสามารถแยกสารได   
ดังนั้นเม่ือแยกสารดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟการชะคอลัมนจึงควรเพิ่มความมีข้ัวของสารตัวพา 
(eluent) ใหสูงข้ึนได   แตถาระบบตัวพานั้นสามารถแยกสารไดดีใหชะดวยระบบตัวพาดังกลาว
มากกวาระบบตัวพาอ่ืน และการชะคอลัมนจะชะดวยสารตัวพาที่มีความเปนข้ัวต่าํไปจนถึงสารตัว
พาท่ีมีความเปนข้ัวสูง ตามวิธีการทดลองขอท่ี 3.3.4.3 

จากผลการวิเคราะหสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลโดยวิธี  TLC  ดังกลาว
พบวาตําแหนงของสารท่ีแยกไดตรงกนั 2  ตําแหนง คือท่ีคา Rf   ประมาณ 0.44  และ  0.74  สวนท่ี
ตําแหนงอ่ืนมี คา Rf   ตางกัน ดังนั้นในการทําใหบริสุทธ์ิในข้ันตอนนี้จึงไมนําสารท้ัง 2 สวนมา
รวมกันเพราะจะทําใหการแยกใหไดสารบริสุทธ์ิทําไดยากข้ึน และเลือกที่จะศึกษาสารสกัดจากสวน
ใสกอนเปนลําดับแรกเนื่องจากเปนสวนท่ีมีปริมาณมากและเคยมีรายงานการพบสารบริสุทธ์ิท่ีมี
ฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได และยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิ (สุดารัตน 
บุญยง, 2548) 

การแยกสารสกัดจากสวนใสทําโดยนําสารสกัดหยาบ 20.025 กรัม (สกัดจากสวนใส 20 
ลิตร) มาแยกดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟตามวิธีการในขอ 3.3.4.3 การแยกดวยคอลัมนโคร
มาโทกราฟคร้ังท่ี1 ใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตรและใชซิลิกาเจล (300 กรัม) 
เปนตัวดูดซับซ่ึงแพ็ค (pack) สูงเทากับ 50 เซนติเมตร เกบ็สารสวนท่ีชะไดจากคอลัมนคร้ังละ 25-50      
มิลิลิตร โดยระบบสารตัวพาท่ีใชชะคอลัมนไดชะดวยตัวทําละลายอินทรียท่ีมีความเปนข้ัวต่ําไปจน 
ถึงสารตัวพาที่มีความเปนข้ัวสูง (ตารางท่ี14) ตามวธีิการทดลองขอท่ี 3.3.4.3 

เม่ือแยกสารใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและตรวจสอบตําแหนงของสารท่ี
แยกไดโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน 
และสารละลายวานิลิน ตามลําดับแลว  นําสารสวนท่ีมีตําแหนงบนแผน TLC   ตําแหนงเดียวกันมา
รวมกัน พบวาแยกสารไดท้ังหมด  15 สวน (F1-F15) หลังจากนั้นนําสวนท่ีแยกไดมาศึกษาการยบัยัง้
จุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอท่ี  3.3.3  โดยใชความเขมขน 500 ไมโครกรัม (10 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)  เปนข้ันตอนตอไป 
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ตารางท่ี14  การแยกสวนสาร(fractions) จากสารสกัดหยาบจากสวนใสของสารตานจุลชีพท่ีผลิต
โดย Bacillus subtilis  K-05  
  

สวนสาร ระบบท่ีใชชะคอลัมน ลักษณะของสาร น้ําหนกั 
(กรัม) 

F1 เฮกเซน100% สารใสไมมีสี 0.003 
F2 เอธิลอะซิเตต20%ในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีเหลือง+

ของแข็งสีขาว 
0.3118 

F3 เอธิลอะซิเตต 20%ในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
(ปนน้ํามัน) 

0.9399 

F4 เอธิลอะซิเตต 20%ในเฮกเซน ของเหลวสีน้ําตาล (ปนน้ํามัน) 1.8587 
F5 เอธิลอะซิเตต 50%ในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม+

ของแข็งสีน้ําตาล 
2.0289 

F6 เฮกเซน 30%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+
ของแข็งสีน้ําตาล 

0.1406 

F7 เฮกเซน 25%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน+
ของแข็งสีน้ําตาล 

0.0128 

F8 เอธิลอะซิเตต100% ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 5.0837 
F9 เอธิลอะซิเตต100% ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 0.1271 
F10 เมทานอล  5% ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.1266 
F11 เมทานอล5%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+

ของแข็งสีเหลือง 
0.1563 

F12 เมทานอล25%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีเหลืองออน+
ของแข็งสีเหลืองออน 

0.8171 

F13 เมทานอล25%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีเหลืองออน+
ของแข็งสีขาว 

0.3846 

F14 เมทานอล50%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 6.2786 
F15 เมทานอล    80%-100ใน

เอธิลอะซิเตต 
ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 4.0861 
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                            (1)                                                      (2) 
รูปท่ี 24 การแยกสารบน TLC โดยใชระบบตัวพาเปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตทของสารสกัด
ท้ัง 15 สวน    (1) สารสกัดจากสวนใส   (2) สารสวนท่ี1-15 
 

ตารางท่ี 15 คา Rf ตําแหนงตางๆ ของสารสกัดท้ัง 15 สวนเมื่อแยกสารบน TLC โดยใชระบบตัวพา
เปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  
 

สวน ตําแหนงสารท่ีแยก
ได 

คา Rf 

F1 1 0.85 
F2 1 0.82 
F3 1 0.70 
F4 1 0.75 
F5 2 0.5, 0.65 
F6 4 0.45, 0.52, 0.56, 0.62 
F7 2 0.52, 0.56 
F8 2 0.54,0.56 
F9 3 0.37, 0.43, 0.54 
F10 2 0.33, 0.45 
F11 2 0.33, 0.45 
F12 2 0.32, 0.43 
F13 3 0.25, 0.32, 0.42 
F14 1 0.24 
F15 0 ไมสามารถแยกไดดวยระบบนี้ 

F1 
F2 

F4 
F5 

F7 
F6 

F8 
F9 
F10 
F11 
F12 

F14 
F15 

F13 

F3 ES 
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4.2.4 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 
เม่ือนําสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟท้ังหมด15 สวนมาศึกษาการยับยั้งจลิุนทรีย

ทดสอบตามวธีิการทดลองขอท่ี  3.3.3 โดยเลือกตัวแทนของเช้ือทดสอบ 4 คือ แบคทีเรียแกรมบวก
ไดแก   B. subtilis ATCC 6633    แบคทีเรียแกรมลบไดแก   E. coli   ATCC 25922    ยีสต ไดแก C. 
albican ATCC 70014  และราเสนใย ไดแก Alternaria sp. ซ่ึงผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 16 
ผลการศึกษาพบวา สารสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟท้ัง 15 สวน (F1-F15) ใหผลยั้บยั้ง
แตกตางกนัข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียทดสอบ  โดยเม่ือทดสอบกับ B. subtilis ATCC 6633 พบวา
สารเกือบทุกสวนใหผลยับยั้งตอแบคท่ีเรียดงักลาวยกเวนสารสวน F1 และ F11 ซ่ึงไมมีผลยับยั้ง 
โดยสวนของสารท่ีใหผลการยับยั้งตอ B. subtilis ATCC 6633 ดีท่ีสุดคือสารสวน F4 และ F8 ซ่ึงมี
บริเวณยับยั้งเทากับ 26 และ 25 มิลลิเมตร ตามลําดับ  และเม่ือทดสอบสารท้ัง 15 สวนกับ E. coli   
ATCC 25922     พบวาสารเกือบทุกสวนใหผลยับยั้งตอเช้ือดังกลาวยกเวนสารสวน F1 F2 และ F11 
ซ่ึงไมแสดงผลยับยั้ง โดยสวนของสารท่ีใหผลการยับยั้งตอ E. coli   ATCC 25922 ดีท่ีสุดคือสาร
สวน F4  และ F13 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 28 และ27 มิลลิเมตร ตามลําดับ  และเม่ือทดสอบสารท้ัง 
15 สวนกับ C. albicans ATCC 70014 พบวามีสารเพยีงบางสวนท่ีใหผลยับยั้งตอเช้ือดังกลาว คือ
สารสวน  F3-F11 โดยสวนของสารท่ีใหผลการยับยั้งตอ C. albicans ATCC 70014  ดีท่ีสุดคือสาร
สวน F4  ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 25 มิลลิเมตร  และเม่ือทดสอบสารท้ัง 15 สวนกับราเสนใยคือ 
Alternaria sp. พบวา มีสารเพียง1 สวนท่ีใหผลยับยั้งตอเช้ือดังกลาว คือ  F4 โดยสวนของสารท่ี
ใหผลการยับยัง้ตอ Alternaria sp. ดีท่ีสุดคอืสารสวน F4  ซ่ึงมีบริเวณยบัยั้งเทากับ 28.5 มิลลิเมตร  

สรุปผลการทดลองนี้ทําใหพบวาสารสวน F4 เปนสารสวนเปนสารสวนท่ีมีฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก (B. subtilis ATCC 6633) แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli) ยีสต (C. albicans 
ATCC 70014) และราเสนใย (Alternaria sp.) โดยบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกกลุมท่ีศึกษาได
ใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก และสารสวน F13 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก (B. subtilis ATCC 6633) แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli) โดยเฉพาะ E. coli
โดยมีบริเวณยบัยั้งใกลเคียงกบัการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก 

ดังนั้นจึงเปนผลการศึกษาท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่ง เนื่องจากชุดควบคุมบวกเปนสารบริสุทธ์ิ
จําหนายเปนการคายอมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียไดดีมาก เม่ือสารท่ีผลิตจาก Bacillus 
subtilis  K-05 และแยกใหบริสุทธ์ิมาเปนสารสวน F4 แลวสามารถแสดงฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและราเสนใย (broad spectrum) และสารสวน 
F13 ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียแกรมบวก  โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบซ่ึงมีสาร
ตานจุลชีพนอยชนิดท่ีแสดงฤทธ์ิยับยั้งเนื่องจากองคประกอบทางเคมีของผนังเซลลแบคทีเรียแกรม
ลบมีความซับซอนมากกวาแบคทีเรียแกรมบวก  จึงนาจะมีประโยชนถาสามารถศึกษาลักษณะ
สมบัติทางเคมีของสารนี้ เพื่อประโยชนในการพัฒนา เพือ่นํามาใชทางเภสัชวิทยาตอไป 
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ตารางท่ี 16 ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโท  
กราฟ ท้ังหมด15 สวน 
 

บริเวณยับยั้งจลิุนทรียทดสอบ (มม.) / (%) 

B. subtilis  
ATCC 6633 

E. coli 
ATCC 25922 

C. albican 
ATCC 70014 

Alternaria sp. 

 
สวนสาร 

(มม.) (%) (มม.) (%) (มม.) (%) (มม.) (%) 
F1 - - - - - - - - 
F2 12 50 - - - - - - 
F3 15 62.5 9 32.14 11 36.67 -  
F4 26 >100 28 100 25 83.33 28.5 >100 
F5 18 75 13 46.43 11 36.67 - - 
F6 17 70.83 16 57.14 16 53.33 - - 
F7 15 62.5 12 42.86 10 33.33 - - 
F8 25 >100 12 42.86 13 43.33 - - 

F9 21 87.5 14 50 12 40 - - 
F10 19 79.17 15 53.57 - - - - 
F11 - - - - - - - - 
F12 9 37.5 10 35.71 - - - - 
F13 15 62.5 27 96.43 - - - - 

F14 19 79.17 12 42.86 - - - - 
F15 20 83.33 12 42.86 - - - - 

Chloramphenicol / 
nystatin 

24 100 28 100 30 100 22.5 100 

DMSO - - - - - - - - 
 
หมายเหตุ   (-) =ไมมีการยับยั้ง  
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ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมน     
โครมาโทกราฟ ท้ังหมด15 สวน 
 
 

 
 

 
 
 

(ก) 
 
 
 
 
 
 
 

(ข) 
 
 
 
 
 

 
 

(ค) 
 
รูปท่ี 25 ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 
ท้ังหมด15 สวน (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) E. coli   ATCC 25922     (ค) C. albican ATCC 
70014  และ (ง) Alternaria sp.                                                                                                        
            (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  สําหรับแบคทีเรีย  นิสแตติน 10 และ 
25 μg  สําหรับยีสตและราเสนใยตามลําดบั     (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 

F12 

F11 

F14 F13 

F15 P F12 

F6 

F7 

F9 F8 

F10 P 

F1 

F2 

F4 F3 

F5 
P 

F11 

F14 F13 

F15 F12 
P 

F6 

F7 

F9 
F8 

F10 P 

F1 

F2 

F4 
F3 

F5 
P 

F1 

F2 

F4 F3 

F5 
P 

F6 

F7 

F9 
F8 

F10 P 

F11 

F14 F13 

F15 P 
F12 



 

 

71 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 25 (ตอ) ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโท  
กราฟ ท้ังหมด15 สวน  (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) E. coli   ATCC 25922     (ค) C. albican 
ATCC 70014  และ  (ง) Alternaria sp.             
             (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  สําหรับแบคทีเรีย  นิสแตติน 10 และ 
25 μg  สําหรับยีสตและราเสนใยตามลําดับ      (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 

 
 
จากผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมา     

โทกราฟท้ังหมด15 สวน สรุปไดวา สารสวนท่ี 4 (F4) ใหผลการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบไดดีท่ีสุด 
โดยสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดและใหบริเวณยับยั้งท่ีกวาง และสารอีกสวนท่ีใหผล
การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบไดดีรองลงมาคือ สารสวนท่ี 13 (F13) ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบ คือ   B. subtilis ATCC 6633 และ E. coli   ATCC 25922 โดยเฉพาะใหผลยังยั้งเปนบริเวณ
ยับยั้งท่ีกวาง ตอ E. coli   ATCC 25922   และสารท้ัง 2 สวนนี้ยังใหผลการยับยั้งตอจุลินทรีย
ทดสอบ ใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก ไดแก  คลอแรมฟนิคอล 30 μg  สําหรับแบคทีเรีย และนิสแต
ติน 10 และ 25 μg  สําหรับยีสตและราเสนใย ตามลําดับ  ดังนั้นจึงเลือกสารท้ัง 2 สวน ในการทําให
บริสุทธ์ิข้ึนและศึกษาลักษณะสมบัติสารตอไป 

 

F14 
F13 

F15 
P 

N 

F1 F2 

F3 

P 

N 

F7 

F9 

F8 

P 
N 

F10 
F11 

F12 
P 

N 

F4 F5 

F6 

P 
N 

(ง) 
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รูปท่ี 26 แผนภาพแสดงข้ันตอนการแยกสารบริสุทธ์ิท่ีผลิตโดย Bacillus subtilis K05 จากสารสกัด
หยาบจากสวนใส  
 

สารสกัดหยาบ 20.025 กรัม จาก
สวนใส (สกัดโดยเอธิลอะซิเตต) 

คอลัมนโครมาโทกราฟ 

15 สวน (Fractions) 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 

ทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรีย

F4 

1.8587 กรัม 
F13 

0.3846 กรัม 

มีผลยับยั้งตอจลิุนทรีย
ทดสอบทุกชนิด 

มีผลยับยั้งตอจลิุนทรียทดสอบท่ี
เปนแบคทีเรีย 
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4.2.4.2 การทําใหสารตานจุลชพีบริสุทธ์ิขึ้นของสารสวนท่ี 4 (F4) 
              สารสวนท่ี 4 (F4) แยกไดจากสารสกัดหยาบจากสวนใสท่ีสกดัดวยเอธิลอะซิเตต 

จากวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชระบบเอธิลอะซิเตต 20% ในเฮกเซนเปนระบบท่ีชะสารสวน
ดังกลาวจากคอลัมนไดของเหลวสีน้ําตาลมีลักษณะเปนน้ํามัน มีน้ําหนัก 1.8587 กรัม ซ่ึงสามารถ
ละลายไดดใีนเอธิลอะซิเตตและเฮกเซนและจากการทํา TLC   โดยใชระบบตัวพาเปน 5% เมทานอล
ในเอทิลอะซิเตท  และตรวจสอบโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคลื่น 254  และ 365 นาโน
เมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับแลว  พบวามีคา  Rf  = 0.75  (รูปท่ี24)    

 
 
 
 

              
รูปท่ี 27 ลักษณะสารสวนท่ี4 (F4) จากการแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟคร้ังท่ี1 

 
และเม่ีอวเิคราะหดวยวิธีทางเคมีคือ 1H-NMR   13C-NMR  และ 2D-NMR พบวา

สารสวนนี้นาจะมีสารปนกันอยูมากกวา1ชนิด จึงนําไปทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีโครมาโทกราฟอีก
คร้ัง และเม่ือนํา F4 มาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยการหาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชแยกสารสวน
ดังกลาวใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2 โดยใชคอลัมนขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 3 เซนติเมตรและใชซิลิกาเจล 150 กรัม เปนตัวดูดซับซ่ึงแพค็สูงเทากับ 30 เซนติเมตร เกบ็
สารสวนท่ีชะไดจากคอลัมนคร้ังละ 10-15  มิลิลิตร โดยระบบสารตัวพาท่ีใชชะคอลัมน คือ  เฮกเซน 
90% ตอ เอทิลอะซิเตท5%  ตอ เมทานอล5% ซ่ึงเปนระบบท่ีแยกลําดับสวนนี้ไดดีท่ีสุด (รูปท่ี 28) 

                                                                                          
                                                                                                          คา Rf  ของสาร               

 
                                                                                       

                                                                                                          
                                                                                                          

 
                 
                                                                     F4   F4-E 
รูปท่ี 28 โครมาโทแกรมจาก TLC ของสารสวนท่ี 4 (F4 และ F4-E) เม่ือตรวจสอบตําแหนงของสาร
ท่ีแยกไดดวยระบบเฮกเซน ตอ 5%เอทิลอะซิเตท  ตอ 5%เมทานอล 

0.41 
0.32 
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ตารางท่ี17 การแยกสารสวนท่ี 4 (F4) ใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบ   
เฮกเซน90% ตอ เอทิลอะซิเตท5%  ตอเมทานอล5% 
  

ลําดับสวน(fractions) ลักษณะของสาร น้ําหนกั (กรัม) 

F4-A ของเหลวหนืดสีน้ําตาล 0.0171 
F4-B ของเหลวหนืดสีน้ําตาล 0.0118 
F4-C ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+ของแข็งสีขาว 0.0086 
F4-D ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+ของแข็งสีขาว 0.0093 
F4-E ของแข็งสีขาว+ของเหลวหนดืสีน้ําตาล 0.1099 
F4-F ของแข็งสีขาว+ของเหลวหนดืสีเหลือง 0.0394 
F4-G ของแข็งสีน้ําตาล+ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.0387 
F4-H ของแข็งสีน้ําตาล+ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.0376 
F4-I ของแข็งสีน้ําตาล+ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.085 

 
เม่ือนําสารสวน F4 มาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบเฮกเซน

90% ตอ เอทิลอะซิเตท5% ตอเมทานอล5%และตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการสองดู
ดวยหลอดยวูท่ีีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน 
ตามลําดับแลว  นําสารสวนท่ีมีตําแหนงบนแผน TLC   ตําแหนงเดยีวกันมารวมกัน พบวาแยกสาร
ไดท้ังหมด  9 สวน (F4-A -  F4-I)   ซ่ึงสารสวนท่ีแยกออกมาไดปริมาณมากท่ีสุด คือ F4-E โดยมี
น้ําหนกั 0.1099 กรัม ซ่ึงมีลักษณะเปนของแข็งปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลเล็กนอย 

หลังจากนัน้นาํสวนท่ีแยกไดท้ังหมดจากคอลัมนท้ัง 9 สวน (F4-A - F4-I)   มาศึกษาการ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอท่ี 3.3.3 โดยใชความเขมขน 500 ไมโครกรัม (10 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) เปนข้ันตอนตอไป 
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ตารางท่ี18 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโคร
มาโทกราฟคร้ังท่ี 2  (ระบบสารตัวพา เฮกเซน90% ตอเอทิลอะซิเตท 5% ตอเมทานอล5%) 
 

บริเวณยับยั้งจลิุนทรียทดสอบ (มม.)  
 

สวนสาร 
B. subtilis  

ATCC 
6633 

S. aureus  
ATCC 
25923   

E. coli 
ATCC 
25922 

P.aeruginosa 
ATCC 
27853  

C. albican 
ATCC 
70014 

Alternaria 
sp. 

 

F4-A 12 - 11 11 - - 
F4-B 14 - 11 14 10 - 
F4-C 15 16 14 17 11 - 

F4-D 16 15 16 29 11 - 

F4-E 17 10 15 18 11 - 

F4-F 10 10 10 10 - - 
F4-G 10 10 10 10 11 - 
F4-H 11 10 10 9 11 - 
F4-I 13 10 11 9 10 - 

 รวม F4 A-I 13 12 12 11 11 - 
Chloramphenicol/ 

Nystatin 
       24 27 28 16 30 22.5 

DMSO - - - - - - 
 
หมายเหตุ   (-) =ไมมีการยับยั้ง  
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ตารางท่ี 19 เปอรเซ็นการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมน
โครมาโท กราฟคร้ังท่ี 2   (ระบบสารตัวพา เฮกเซน90% ตอเอทิลอะซิเตท 5% ตอเมทานอล5%) 
 

การยับยั้งจุลินทรียทดสอบ (%)  
 

สวนสาร 
B. subtilis  

ATCC 
6633 

S. aureus  
ATCC 
25923   

E. coli 
ATCC 
25922 

P.aeruginosa 
ATCC 
27853  

C. albican 
ATCC 
70014 

Alternaria 
sp. 

 

F4-A 50 - 39.29 68.75 - - 
F4-B 58.33 - 39.29 87.5 33.33 - 
F4-C 62.5 59.26 50 >100 36.68 - 

F4-D 66.67 55.56 57.14 >100 36.68 - 

F4-E 70.83 37.04 53.57 >100 36.68 - 

F4-F 41.67 37.04 35.71 62.5 - - 
F4-G 41.67 37.04 35.71 62.5 36.68 - 
F4-H 45.83 37.04 35.71 56.25 36.68 - 
F4-I 54.17 37.04 39.29 56.25 33.33 - 

 รวม F4 A-I 54.17 44.44 42.86 68.75 36.68 - 
Chloramphenicol/ 

Nystatin 
100 100 100 100 100 100 

DMSO - - - - - - 
 
หมายเหตุ   (-) =ไมมีการยับยั้ง  
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ตัวอยางแสดงผลการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิขึ้นโดยวิธี
คอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบ   เฮกเซน90% ตอเอทิลอะซิเตท 5% ตอเมทานอล 5% 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
(ก) 

 
 

 
 
 
 
 
 

(ข) 
 
 

 
รูปท่ี 29 ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโครมาโทก
ราฟคร้ังท่ี 2 (F4-A  -  F4-I)       (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923  (ค) E. 
coli   ATCC 25922       และ (ง) P.aeruginosa ATCC 27853      
             (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 
 
 

F4-F 

F4-G 

F4-H F4-I 

pool 
P 

F4-A 

F4-C F4-D 

F4-E P 

F4-F 

F4-G 

F4-H F4-I 

pool P 

F4-A 

F4-B 

F4-C F4-D 

F4-E P 
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                                                   (ค) 
 
 
 
 
 
 
 

 
   (ง) 

รูปท่ี 29   (ตอ) .การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโคร
มาโทกราฟคร้ังท่ี 2 (F4-A  -  F4-I)       (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923  
(ค) E. coli   ATCC 25922       และ (ง) P.aeruginosa ATCC 27853        

(P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนคิอล 30 μg (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 

 จากผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ี 4 (F4) ท่ีทําใหบริสุทธ์ิ
ข้ึนโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  ดวยระบบเฮกเซน90% ตอ เอทิลอะซิเตท5% ตอเมทา
นอล5%  จะไดสวนของสารท่ีแยกจากคอลัมนท้ังหมด 9 สวน (F4-A -  F4-I)   และเม่ือนําลําดับ
สวนท่ีแยกไดมาศึกษาการฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวา หลังจากท่ีนําสารสวนท่ี 4 (F4)  มาทํา
ใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนมีผลทําใหฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบลดลง กลาวคือ ใหผลการ
ยับยั้งตอชนิดของจุลินทรียทดสอบและมีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะทําใหมี
ความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน (กอนลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  )  ซ่ึงจากเดิมท่ีเคยใหผลการยับยั้งท่ี
ดีตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวกไดแก   B. subtilis ATCC 6633    แบคทีเรีย

F4-F 

F4-G 

F4-H F4-I 

pool P 

F4-A 

F4-C F4-D 

F4-E 
P 

 

F4-F 

F4-H F4-I 

pool 
P 

F4-A 

F4-B 

F4-C F4-D 

F4-E 
P F4-G 
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แกรมลบไดแก   E. coli   ATCC 25922    ยีสต ไดแก C. albican ATCC 70014  และราเสนใย ไดแก 
Alternaria sp.  หลังจากท่ีทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนและนํามาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
พบวา ลําดับสารทุกสวนท่ีแยกได (F4-A - F4-I) ไมมีผลตอการยับยั้งการเจริญของ  ราเสนใย ไดแก 
Alternaria sp.  และมีผลตอการยับยั้งการเจริญของ  C. albican ATCC 70014 ในระดับที่ลดลงมาก
เม่ือเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน สําหรับจุลินทรียทดสอบท่ีเปน
แบคทีเรีย พบวา แมวาสารแตละสวนจะมีระดับผลการยับยั้งท่ีลดลง แตบริเวณยังยั้งท่ีปรากฎก็ยังคง
ใหผลท่ีสามารถวัดระดับการยังยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได โดยคือ เม่ือทดสอบกับ B. 
subtilis ATCC 6633 พบวา สารสวน F4-A -  F4-E ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-E 
ใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 17 มิลลิเมตร      S. aureus  ATCC 25923  สาร
สวน F4-C -  F4-D ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-C ใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมี
บริเวณยับยั้งเทากับ 16 มิลลิเมตร    E. coli   ATCC 25922   สารสวน F4-C -  F4-D ใหผลการยับยั้ง
ในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-Dใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 16 มิลลิเมตร      
P.aeruginosa ATCC 27853 สารสวน F4-B -  F4-E ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-D
ใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 19 มิลลิเมตร  และเม่ือนําสารทุกสวนกลับมา
รวมกัน (F4-A -  F4-I) พบวา ไมมีผลทําใหการยับยั้งเพิ่มข้ึน 

จากผลการทดลองดังกลาวสรุปไดวาสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบอยูในชวงแรกๆ
ของการชะคอลัมนดวยระบบเฮกเซน90% ตอ เอทิลอะซิเตท5% ตอเมทานอล5% คือ F4-A -  F4-E 
สวนในชวงหลัง คือ  F4-F -  F4-I ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีต่ํามากหรือไมมีผลยับยั้งเลย ดังนั้นใน
ข้ันตอนของการศึกษาลักษณะสมบัติสาร จึงเลือกสวน F4-E เนื่องจากเปนสารท่ีมีปริมาณมากท่ีสุด
ท่ีไดจากการลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  และเปนสารท่ีใหผลท่ีดีตอการยับยั้งตอจุลินทรีย
ทดสอบเม่ือเปรียบเทียบกับสารสวนอ่ืนๆ  นอกจากนี้เม่ือวิเคราะหสารแตละสวนดวยวิธีทางเคมี คือ 
1H-NMR พบวาสารสวนนี้มีลักษณะโครมาโทแกรมท่ีดีเม่ือเปรียบเทียบกับสารสวนอ่ืนๆ  ซ่ึงนาจะ
นํามาศึกษาลักษณะสมบัติของสารได 

 
 
 
 
   
 

 
 
รูปท่ี 30 ลักษณะสารสวนท่ี4 (F4-E) จากการแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟคร้ังท่ี2  
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4.2.4.3 การทําใหสารตานจุลชพีบริสุทธ์ิขึ้นของสารสวนท่ี 13 (F13) 
  สารสวนท่ี13(F13)  แยกไดจากสารสกัดหยาบจากสวนใสท่ีสกัดดวยเอธิลอะซิเตตโดยวิธี
คอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบตัวพา คือ เมทานอล25%ในเอธิลอะซิเตตเปนระบบท่ีชะสารสวน
ดังกลาวจากคอลัมนจะไดของแข็งสีเหลืองมีน้ําหนกั 0.3846 กรัม ซ่ึงสามารถละลายไดดใีนเอธิลอะ
ซิเตตและเมทานอล และเม่ือนํามาลางดวยเอธิลอะซิเตตและปลอยใหตกตะกอน (5 คร้ัง) จะสามารถ
แยกสารได 2 สวน คือ ของเหลวหนืดสีเหลืองออน (F 13-A)ปนกับของแข็งสีขาว (F13-B)  ซ่ึงมี
น้ําหนกั 0.3283 กรัม และ 0.0563 กรัม ตามลําดับ หลังจากนั้นนําสารท่ีแยกไดท้ัง 2 สวนมาทดสอบ
ฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียซ่ึงแสดงผลในตารางท่ี 20 

 
 
 
 
 
 
 
 
            สารสวนท่ี13(F13)                                                                  สารสวนท่ี13-A (F 13-A) 
                                                                                                                                                                            
 
 
 
  
 
 
                                                                                                      สารสวนท่ี13-B (F13-B) 
 

รูปท่ี 31 ลักษณะสารสวนท่ี13 (F13) จากการแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟคร้ังท่ี1 
 
 
 
 
 

ลางดวยเอธิลอะซิเตต
และปลอยให
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ตารางท่ี20 การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบโดยสารสวน F 13-A และ F13-B 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) / (%การยับยั้ง) 

สารทดสอบ 

F 13A F13-B Chloramphenicol  
DMSO 

จุลินทรียทดสอบ 

(มม.) (%) (มม.) (%) (มม.) (%)  

B. subtilis ATCC 6633     16 66.67 -  24 100 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   18 69.29 -  26 100 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     25 89.29 -  28 100 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    20 >100 -  16 100 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 
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ตัวอยางแสดงผลการยับยัง้ตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียของสารสวน F 13-A และ 
สารสวน F13-B 

 
 
 
 
 
 
 
 
                                    (ก)                                                       (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                    (ค)                                                       (ง) 

 
 
รูปท่ี 32    การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรียของสาร F 13-A และ สาร F13-B             
(ก) B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923    (ค) E. coli   ATCC 25922  และ        
(ง) P.aeruginosa ATCC 27853        
     (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 
 

 
 
 

F13a 
F13b 

P 

F13a F13b 

P 

F13a F13b 

P 

F13a 
F13b 

P 
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เม่ือนําสารท่ีแยกไดท้ัง 2 สวนมาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรีย
พบวา สารสวน F13-A ใหผลการยบัยั้งตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียทุกชนิดในระดับท่ี
แตกตางกนั โดยใหผลยับยับ้ท่ีดีตอแบคทีเรียแกรมลบคือ E. coli   ATCC 25922 และ P.aeruginosa 
ATCC 27853 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 25 และ 20 มิลลิเมตร ตามลําดับ    และใหผลยับยั้งรองลงมา
ตอแบคทีเรียแกรมบวกคือ S. aureus  ATCC 25923 และ B. subtilis ATCC 6633 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้ง
เทากับ 18 และ 16  มิลลิเมตร ตามลําดับ  สําหรับสารสวน F13-B  ไมมีผลยับยั้งตอจลิุนทรียทดสอบ
ทุกชนิด 

จากผลการทดลองดังกลาวพบวาสารท่ีมีฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบอยูในสวนของ 
F 13-A จึงนําสารในสวนนีม้าทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยการหาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชในการ
แยกสารดังกลาวโดยใช preparative plate ซ่ึงระบบท่ีดีท่ีสุดที่สามารถแยกสารได คือ 100%เอทิลอะ
ซิเตทซ่ึงสามารถแยกสารได สวน ซ่ึงมี Rf = 0.26 และ 0.33 (รูปท่ี33) จึงใชระบบดังกลาวในการ
แยกสารและเม่ือแยกสาร F 13-A บน preparative plate พบวาสามารถแยกสารได 2 ตําแหนงเชนกนั 
แตเม่ือขูดแยกสารท้ัง 2 ตําแหนงมาวเิคราะหทางเคมี (1H-NMR) พบวาสาร2 ตําแหนงยังปนกันอยู  

 
 
 
                                                        คา Rf  ของสาร 
 
 
                                                               0.33 

                                                               0.26 

 
                                    F13-A 
 

รูปท่ี 33 โครมาโทแกรมจาก TLC ของสารสวน F13-A เมื่อตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกได
ดวยระบบเอทิลอะซิเตท100%   
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จากผลการวิเคราะหทางเคมี (1H-NMR) พบวา สาร2 ตําแหนงท่ีแยกบน TLC ดวยระบบ 
เอทิลอะซิเตท100% ยังปนกันอยู เม่ือแยกสารดังกลาวโดยใช Preparative plate TLC (PTLC) จึง
สรุปไดวาวิธีนีไ้มเหมาะสมในการแยกสารสวนท่ี 13-A เพื่อใหไดสารบริสุทธ์ิ  

จากนั้นทําการศึกษาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชแยกสารสวนท่ี 13-A โดยเทคนิค
คอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชระบบตัวพาตางๆ เชน เมทานอล 2% ในเอธิลอะซิเตต    เมทานอล 
5% ในเอธิลอะซิเตต      เฮกเซน 5% ตอเอธิลอะซิเตต 90%ตอเมทานอล 5%   เฮกเซน10%ตอ
เอธิลอะซิเตต 85%ตอเมทานอล 5%     เฮกเซน5%ตอเอธิลอะซิเตต 85%ตอเมทานอล10%    เฮกเซน
5%ตอเอธิลอะซิเตต 80%ตอเมทานอล15%  เปนตน ดังแสดงในรูปท่ี 34 ซ่ึงพบวาการแยกของสาร
ในแตละระบบมีแนวโนมไมแตกตางกนั โดยตําแหนงของสารท่ีแยกไดมีคา Rf ใกลเคียงกันมากจงึ
คาดวาการหาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชแยกสารสวนท่ี 13-A โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทก
ราฟจะไมสามารถแยกสารใหมีความบริสุทธ์ิได จึงนําสารดังกลาวมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยใช
เทคนิคอ่ืนๆ คือ HPLC ในข้ันตอนตอไป 

 
  

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 34 โครมาโทแกรมจาก TLC ของสารสวน F13-A เมื่อตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกได
ดวยระบบตางๆ  

 
 4.2.4.3.1 การทําใหสารสวน F 13-A ใหบริสุทธ์ิขึ้นโดย HPLC 

เนื่องจากการทําใหสารสวน F13-A มีความบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีตางๆ ท่ีกลาวมาแลว 
ในขางตนยังไมมีความเหมาะสมท่ีจะทําใหสารสวนนี้มีความบริสุทธ์ิมากพอท่ีจะศึกษาลักษณะ
สมบัติของสารดวยวิธีทางเคมีได จึงนําสารสวนF 13-A ซ่ึงใหผลท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบโดยเฉพาะ
ตอแบคทีเรียแกรมลบมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนดวย HPLC ซ่ึงการหาระบบท่ีเหมาะสมในการแยกเพ่ือให
ไดสารบริสุทธ์ิจะใชคอลัมน analytical High performance liquid chromatography ชนิด C18 และ
ใชคอลัมน semi-preparative High performance liquid chromatography ชนิด C18 ในการแยกสาร
เพื่อเก็บแตละสวน จากนั้นนาํไปศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอ 3.3.3  
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 ในการวิเคราะหเพื่อหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกใหไดสารบริสุทธ์ิจะเตรียมใหมีความ
เขมขนเทากับ 20 mg/ml และใชปริมาณสารในการวิเคราะหคร้ังละ 100 ไมโครลิตร ซ่ึงสภาวะใน
การแยกสารใชระบบ gradient ตั้งแต 0-100% โดยระบบตัวพา ไดแก  ปม A คือน้ําปลอดประจุ (DI) 
+ 0.05% TFA และ ปม B คือ อะซิโตไนไตรด+ 0.05% TFA  และใชเวลา 30 นาทีแรกในการแยก
สารในระบบ gradient ตั้งแต 0-50% และใชเวลา 30 นาทีหลังในการแยกสารในระบบ gradient 
ตั้งแต 51-100%  ซ่ึงจากผลการวิเคราะหพบวา ปรากฏพีค (peak) ของสารจํานวนมากท่ีสามารถแยก
ไดในชวงระบบตัวพาและชวงเวลาตางๆ ดังแสดงในรูปท่ี 35 
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รูปที 35 การแยกสารสวน F13-A โดยใชระบบ gradient ตั้งแต 0-100% 
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จากผลการแยกสารโดยใชระบบ gradient ตั้งแต 0-100%  ท่ีแสดงดงักลาวซ่ึงปรากฏพีค 
ของสารจํานวนมากท่ีสามารถแยกไดในชวงระบบตัวพาและชวงเวลาตางๆ  จึงทําใหไมสามารถเก็บ
สวนของสารท่ีแยกในแตละพีคได จึงทําการทดลองโดยการหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกพีคของ
สารออกเปนกลุมๆ แลวนํามาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.3 
กอน แลวจงึนําสวนท่ีมีผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนและศึกษาลักษณะสมบัติ
สาร 

จากการหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกพีคของสารออกเปนกลุมๆและสามารถเก็บสวนของ
สารท่ีแยกได พบวา ระบบท่ีเหมาะสมคือระบบ gradient 0-35% ท่ีเวลา 0-5 นาที   50%ท่ีเวลา 6 นาที     
60% ท่ีเวลา 10 นาที     70% ท่ีเวลา 12 นาที     และ 100% ท่ีเวลา 15-40 นาที  ซ่ึงทําใหสามารถแยก
เก็บสารตามลักษณะชวงพีคท่ีปรากฏและเวลาท่ีใชในการแยกสารไดเปน 4 กลุม ดังแสดงในรูปท่ี 
36 

และเม่ือนําสารแตละสวนมาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบวา สารแตละสวน
ใหผลการยับยัง้ตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียทุกชนิดในระดับท่ีใกลเคียงกัน ดังแสดงใน
ตารางท่ี21 โดยเม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบของสารแตละสวนกับชุดควบคุม
บวก พบวาสารทุกสวนใหผลการยับยั้งท่ีดตีอ P. aeruginosa ATCC 27853 โดยมียับยัง้ของสารสวน
ท่ี 1-4 เทากับ 13  14  15 และ16 มิลลิเมตร ตามลําดับ  รองลงมาคือ B. subtilis ATCC 6633 และ S. 
aureus  ATCC 25923 โดยมียับยั้งของสารสวนท่ี 1-4 เทากับ 14  15  16 และ17 มิลลิเมตร  และ15 
13   11 และ 14 มิลลิเมตร ตามลําดับ และสําหรับ E. coli   ATCC 25922 พบวาสารทุกสวนมีบริเวณ
ยับยั้งเทากับ 13 มิลลิเมตร ซ่ึงจะพบวามีผลการยับยั้งลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับในข้ันตอนกอนทีจ่ะ
ทําสารสวน F13-A ใหบริสุทธ์ิในข้ันตอนนี้  

จากผลการทดลองดังกลาวพบวา การแยกสารท่ีมีฤทธ์ิตอการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบใน
สวนนีย้ังไมสามารถแยกออกจากกันจนเปนสารบริสุทธ์ิไดหรืออาจมีความเปนไปไดวาจะมีสารท่ีมี
ฤทธ์ิยับยั้งมากกวา 1 สวนเนือ่งจากจะพบวามีสารท่ีใหผลตอการยับยั้ง จลิุนทรียทดสอบใกลเคียงกัน
อยูในทุกสวนของสารท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC และเม่ือนําสารท้ัง 4 กลุม มาวิเคราะหทางเคมี (1H-
NMR) พบวาสารสวนนี้ยังคงไมบริสุทธ์ิ ซ่ึงอาจเปนเพราะสภาวะหรือเทคนิคท่ีใชในการแยกสาร
สวนนีย้ังไมมีความเหมาะสมสําหรับสารสวนนี้จึงตองศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีความเปนไปไดในการ
แยกใหไดสารบริสุทธ์ิในโอกาสตอไป ดังนัน้สารในสวนดังกลาวจึงยังไมสามารถนําไปศึกษา
ลักษณะสมบัติสารไดเนื่องจากยังมีความบริสุทธ์ิไมเพียงพอ แตสามารถสรุปไดวาสารสวนนี้เปน
สารประเภทเปปไทดเนื่องจากขอมูลการวิเคราะหหมูฟงชันก (functional group) ของสารโดย IR 
พบวามีหมูฟงชันกของสารเปนสารเอไมม (amide) เปนองคประกอบในโมเลกุล 

 
 



 

 

88 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที 36 การแยกสาร F13-A ดวยระบบ gradient 0-35% ที่เวลา 0-5 นาที  50%ที่เวลา 6 นาที   60% ที่เวลา 10 นาที   70% ที่เวลา 12 นาที    และ 100% ที่เวลา 15-40 นาที

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 กลุมที่ 4 
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 ตารางท่ี 21 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.)  

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนท่ี1 สวนท่ี2 สวนท่ี3 สวนท่ี4 
Chloram 
phenicol 

 
DMSO 

 

B. subtilis ATCC 6633     14 15 16 17 21 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   15 13 11 14 23 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     13 13 13 13 28 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    13 14 15 16 13 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 

   
 

ตารางท่ี 22 เปอรเซ็นการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC 
  

บริเวณยับยั้ง (%)  

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนท่ี1 สวนท่ี2 สวนท่ี3 สวนท่ี4 
Chloram 
phenicol 

 
DMSO 

 

B. subtilis ATCC 6633     66.67 74.43 76.19 80.95 100 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   65.22 56.52 47.83 60.87 100 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     46.43 46.43 46.43 46.43 100 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    100 >100 >100 >100 100 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 
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       ตัวอยางแสดงผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                    (ก)                                                       (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                    (ค)                                                       (ง) 
 
รูปท่ี 37 ตัวอยางผลการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนคิ HPLC        
(ก) B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923    (ค) E. coli   ATCC 25922  และ (ง) 
P.aeruginosa ATCC 27853        
         (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 
 
 
 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 
สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 

P 

N 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 
P 

N 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 P 

N 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 
สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 

P 

N 
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4.2.4 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 
จากการศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโคร 

มาโทกราฟพบวา สวนท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งท่ีดตีอจุลินทรียทดสอบ  คือ  สารสวนท่ี4 (F4) ซ่ึงสามารถ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรีย
แกรมลบ ยีสตและราเสนใย และสารสวนท่ี 13 (F13) ซ่ึงใหผลยับยั้งท่ีดีตอแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก 
E. coli   ATCC 25922  จึงนําสารท้ัง 2 สวนดังกลาวมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีตางๆ ดังท่ีกลาว
มาแลวขางตนและวิเคราะหดวยวิธีทางเคมี พบวาสารสวนท่ี4 (F4) มีความบริสุทธ์ิเพียงพอท่ีจะ
นํามาศึกษาลักษณะสมบัติของสารได และสําหรับสารสวนท่ี 13 (F13) ยังไมมีความบริสุทธ์ิพอซ่ึง
อาจเปนเพราะสภาวะหรือเทคนิคท่ีใชในการแยกสารสวนนี้ยังไมมีความเหมาะสมสําหรับสารสวน
นี้จึงตองศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีความเปนไปไดในการแยกใหไดสารบริสุทธ์ิในโอกาสตอไป  ดังน้ัน
ในข้ันตอนการศึกษาลักษณะสมบัติของสารจึงเลือกที่จะศึกษาสารสวนท่ี4 (F4)  เน่ืองจากมีความ
บริสุทธ์ิเพียงพอและใหผลยบัยั้งท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิด   
    สารสวนท่ี 4 (F4) แยกไดจากสารสกัดหยาบจากสวนใสท่ีสกัดดวยเอธิลอะซิเตต 
จากเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชระบบเอธิลอะซิเตต 20%ในเฮกเซนเปนระบบสารตัวพาที่
ใชชะสวนดังกลาวจากคอลัมนจะไดของเหลวสีน้ําตาลมีลักษณะเปนน้ํามัน มีน้ําหนัก 1.8587 กรัม 
ซ่ึงสามารถละลายไดดใีนเอธิลอะซิเตตและเฮกเซนและจากการทํา TLC   โดยใชระบบตัวพาเปน 
5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท และตรวจสอบโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 
365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับแลว  พบวามีคา  Rf  = 0.75  

 และจากการศกึษาลักษณะสมบัติของสารโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี คือ 1H-NMR  
และ 13C-NMR พบวาในสารสวนนี้นาจะมีสารบริสุทธ์ิมากกวา 1 ชนิด จึงทําการแยกสารสวนนี้อีก
คร้ังดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ คร้ังท่ี 2 โดยระบบท่ีใชชะคอลัมนคือ เฮกเซน 90% ตอ 
เอทิลอะซิเตท  5%ตอ เมทานอล5%  โดยสารท่ีแยกไดจากคอลัมนมีท้ังหมด 9 สวน (F4-A -  F4-I)   
และเม่ือนําสวนท่ีแยกไดมาศึกษาการฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวาหลังจากท่ีนําสารสวนท่ี 4 
(F4)  มาทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนมีผลทําใหฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบลดลง กลาวคือ 
ใหผลการยับยั้งตอชนิดของจุลินทรียทดสอบและมีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะ
ทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน (กอนลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  )  ซ่ึงจากเดิมท่ีเคยใหผล
การยับยั้งท่ีดีตอตัวแทนจุลินทรียทดสอบทุกชนิดดังท่ีกลาวมาแลวในขอ 4.2.4.2 และสารสวน F4-E 
เปนสารท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดท่ีไดจากการลงคอลัมนโครมาโทกราฟในครั้งนี้  และเปนสารท่ีใหผลท่ี
ดีตอการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบเม่ือเปรียบเทียบกับสารสวนอ่ืนๆ จึงเลือกสารสวนนี้ มาศึกษาใน
ข้ันตอนของการลักษณะสมบัติสาร 
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สารสวน F4-E มีลักษณะเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลปนกบัของแข็งสีขาว มีน้ําหนัก  
0.1099 กรัมและเม่ือนํามาศึกษาลักษณะสมบัติสารโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี คือ 1H-NMR   13C-NMR    
IR   และ MS พบวาลักษณะของสารมีการเปล่ียนแปลงจนไมสามารถศึกษาลักษณะสมบัติสารได 
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากความเปนกรดของซิลิกาเจลที่ใช ซ่ึงอาจไปมีผลในการเรงการเกิดปฏิกิริยาการ
สลายตัวของสารสวนนี้  

จากเหตุผลดังกลาวจึงตองใชขอมูลจากวิเคราะหทางเคมีของสารสวนท่ี 4 (F4) (กอนลง
คอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2) คือ 1H-NMR   13C-NMR    IR   และ MS เพื่อใชในการลักษณะ
สมบัติสาร ซ่ึงไดผลดังนี ้

จากขอมูลท้ังหมดสรุปไดวาสารสวนท่ี 4 ประกอบดวย สารประกอบของกรดคารบอก 
ซิลลิค 2 ชนิด คือ 2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid ดังแสดงในรูปท่ี 38 ซ่ึงใน
การแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบท่ีใชในการทดลองไมสามารถแยกสารท้ังสอง
ชนิดออกจากกันได 
 
 
 
 
 
 
 

                   2-methyl butanoic acid                           3-methyl butanoic acid 

รูปท่ี 38 โครงสรางทางเคมีของสารสวนท่ี 4 

 
 
Rf =      0.75 ในระบบเมทานอล 5%ในเอธิลอะซิเตต 
MW =      102 
จากขอมูลของ IR(CHCl3)      vmax 3300-2500 (br), 2965 (s), 2932 (s), 1709 (s), 1466 (m), 

1414 (m), 1301 (m), 1226 (m), 940(w) ดังแสดงในตารางท่ี 23 
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ตารางท่ี 23 ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารสวนท่ี4 
 
แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3300-2500 กวาง O-H ส่ันแบบยืดของ carboxylic acid 
2965 สูง C-H ส่ันแบบยดืของ CH3  
2932 สูง C-H ส่ันแบบยดืของ CH2 
1709 สูง C=O ส่ันแบบยืดของ carboxylic acid 
1466 ปานกลาง C-H ส่ันในแนวระนาบของ CH2, CH3 

1414 ปานกลาง C-O ส่ันแบบยดืของ carboxylic acid 
1301 ปานกลาง O-H ส่ันในแนวระนาบของ carboxylic acid 
1226 ปานกลาง O-H ส่ันในแนวระนาบของ carboxylic acid 
940 นอย O-H ส่ันในแนวนอกระนาบของ carboxylic acid 

 

จากขอมูลของ  1H-NMR พบตําแหนงของโปรตอนท่ีสัญญาณท่ีคาเคมิคอลชิพท (δH) 
(CDCl3, 400 MHz): 10.30 (2H, br.s, OH), 2.39 (1H, m, CHCH3), 2.22 (2H, d, J = 7.2 Hz, 
COCH2CH(CH3)2), 2.11 (1H, m, CH2CH(CH3)2), 1.68 (1H, m, CHaHCH3), 1.49 (1H, m, 
CHHbCH3), 1.17 (3H, d, J = 6.8 Hz , CHCH3), 0.97 (6H, d, J = 6.8 Hz, CH(CH3)2), 0.94 (3H, t, J 
= 7.6 Hz, CH3CH2) ซ่ึงขอมูลของ 1H-NMR ขางตนประกอบดวยสาร 2 ตัวคือ 2-methyl butanoic 
acid กับ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงแสดงดงัในตารางท่ี 24 
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ตารางท่ี 24  การเปรียบเทียบตําแหนงของ  2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid  โดย
ขอมูลท่ีไดจาก 1H-NMR 

OH

O

2-methylbutanoic acid

1
2

3
4

5

 

OH

O

3-methylbutanoic acid

1
234

5

 
(δH), multiplicity แสดงลักษณะ

โปรตอนท่ีตําแหนง
คารบอน 

(δH), multiplicity แสดงลักษณะ
โปรตอนท่ีตําแหนง

คารบอน 
2.39, m 2 2.22, d 2 

1.68, m และ 1.49, m 3 2.11, m 3 
1.17, d 5 0.97, d 4 และ 5 
0.94, t 4   

  

จากขอมูลของ 13C-NMR พบตําแหนงของคารบอนท่ีสัญญาณท่ีคาเคมิคอลชิพท (δC) 
(CDCl3, 400 MHz): 183.50 (C), 179.87 (C), 43.18 (CH2), 40.89 (CH), 26.50 (CH2), 25.45 (CH), 
22.30 (2 x CH3), 16.29 (CH3), 11.47 (CH3) ดังแสดงในตารางท่ี 25 
ตารางท่ี 25  การเปรียบเทียบตําแหนงของ  2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid  โดย
ขอมูลท่ีไดจาก 13C-NMR 

OH

O

2-methylbutanoic acid

1
2

3
4

5

 

OH

O

3-methylbutanoic acid

1
234

5

 

(δC) ตําแหนงของคารบอน (δC) ตําแหนงของคารบอน 

183.50 1 179.87 1 
40.89 2 43.18 2 
26.50 3 25.45 3 
11.47 4 22.30 4 และ 5 
16.30 5   
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ผลการวิเคราะห 2D-NMR ของสารสวนนี้ใชเทคนิค gCOSY, HMQC และ gHMBC โดย
แสดงผลดังตารางท่ี 26 และ 27 

 
 
ตารางท่ี 26 ตําแหนงของสาร 2-methyl butanoic acid โดยขอมูลท่ีไดจาก 1H-NMR และ 13C-NMR 
 

ตําแหนง 13C-NMR (δC) 1H-NMR (δH) gCOSY gHMBC 

1 183.50 - - - 

2 40.89 2.39, m H-5 C-4 

3 26.50 1.68, m และ 1.49, m H-4 C-1, C-5 

4 11.47 0.94, t H-3 C-2 

5 16.30 1.17, d H-2 C-3 

 
 
 
 

ตารางท่ี 27 ตําแหนงของสาร  3-methyl butanoic acid โดยขอมูลท่ีไดจาก 1H-NMR และ 13C-NMR 
 

ตําแหนง 13C-NMR (δC) 1H-NMR (δH) gCOSY gHMBC 

1 179.87 - - - 

2 43.18 2.22, d H-3 C-4, C-5 

3 25.45 2.11, m H-2, H-4, H-5 C-1 

4 22.30 0.97, d H-3 C-2, C-5 

5 22.30 0.97, d H-3 C-2, C-4 
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H3C OH

O

2-methylbutanoic acid 3-methylbutanoic acid

H CH3

H H

2.39 1.17

1.681.49

0.94
H3C OH

O

H H

H3C H

2.22 2.22

2.110.97

0.97

 
 

รูปท่ี 39 โครงสรางทางเคมีของสารสวนท่ี 4 (gCOSY)  
 
 
 
 

H3C OH

O

2-methylbutanoic acid

H CH3

H H

2.39 1.17

1.681.49

0.94
H3C OH

O

H H

H3C H

2.22 2.22

2.110.97

0.97

3-methylbutanoic acid

40.9
183.526.5

11.5

16.3

179.9

43.2
22.3

22.3

 
 

รูปท่ี 40 โครงสรางทางเคมีของสารสวนท่ี4 (gHMBC)  
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จากผลการทดลองสรุปไดวา สารสวนท่ี 4 ท่ีแยกไดจากเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวย 
ระบบเฮกเซน 80 % ในเอธิลอะซิเตต ประกอบดวย สารประกอบของกรดคารบอกซิลลิค 2 ชนิด คือ 
2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนดิ 
ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและราเสนใย และเม่ือแยกสารทั้ง 2 ชนิด ดวย
เทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟอีกคร้ังหนึ่ง   พบวาสารท่ีแยกไดมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลง
กลาวคือ ใหผลการยับยั้งตอชนิดของจุลินทรียทดสอบและมีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับ
กอนท่ีจะทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน ซ่ึงอาจมีความเปนไปไดวาวิธีการแยกสารทั้ง 2 ชนิดออก
จากกันดวยเทคนิคนี้มีความไมเหมาะสม หรือเหตุผลอีกประการหนึ่งคือเม่ือสารท้ัง 2 ชนิดอยู
รวมกันจะมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวา ดังนั้นถาความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบท่ีลดลงเปนไปตามเหตุผลดังกลาวจึงไมมีความจาํเปนท่ีจะตองทําการแยกสารท้ัง 2 ชนิด 
ออกจากก
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการวิจัย 

 
5.1 การผลิตสารตานจุลชพีจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยั้งจุลินทรียของสารตาน
จุลชีพ 

การผลิตสารตานจุลชีพจาก B. subtilis K-05 ในระดบัขวดทดลองเพื่อศึกษาระยะเวลาท่ี
เหมาะสมสําหรับการเล้ียง B. subtilis K-05 ในการผลิตสารตานจุลชีพ  โดยใชระยะเวลาในการเลี้ยง
เช้ือ 120 ช่ัวโมง ในอาหารเหลว LB ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา      B. subtilis K-05 มีการ
เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงท่ี 60 ซ่ึงมีน้ําหนักเซลลแหงสูงท่ีสุด คือ 
1.264 กรัมตอลิตร และหลังจาก 60 ช่ัวโมงพบวาการเจริญของ B. subtilis K-05 คอยๆ ลดลง จากผล
การศึกษาขางตนสรุปวาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเล้ียง B.subtilis K-05 เพื่อการผลิตสารตาน    
จุลชีพ คือ 60 ช่ัวโมง เนื่องจากการเล้ียงในอาหาร LB เปนเวลานาน 60 ช่ัวโมง ใหผลยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดดีกวาหรือใกลเคียงกับตัวอยางท่ีไดการเล้ียงเชื้อท่ีเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง  

ในข้ันตอนของการผลิตสารตานจุลชีพในระดับถังหมักมีวัตถุประสงคเพื่อเพ่ิมปริมาณสาร
ใหเพยีงพอสําหรับใชในข้ันตอนของการทําสารบริสุทธ์ิ โดยพบวา B. subtilis K-05 มีการเจริญ
เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงท่ี 36 ซ่ึงมีน้ําหนักเซลลแหงมากท่ีสุด คือ 1.5 กรัมตอลิตร 
และหลังจาก 36 ช่ัวโมง พบวาการเจริญของ B. subtilis K-05 คอยๆ ลดลง และเม่ือศึกษาการยับยั้งจุ
ลินทรียของสารตานจุลชีพจากสวนใสกับจลิุนทรียทดสอบ พบวาสารตาน     จุลชีพท่ีไดจากการ
เล้ียงเช้ือแสดงผลการยับยั้งแบคทีเรีย ยีสตและราเสนใยที่ใชทดสอบ 
 เม่ือเปรียบเทียบการเจริญและผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารตานจุลชีพจาก  B. 
subtilis K-05 เม่ือเล้ียงในระดับขวดทดลองและในระดับถังหมักพบวา รูปแบบการเจริญในสภาวะ
การทดลองดังกลาวมีความสัมพันธกัน คือมีการสรางสารตานจุลชีพท่ีมีผลยับยั้งตอจุลินทรีย       
ทดสอบในชวงตนของการเจริญเชนเดียวกนัแตการเล้ียงในระดับถังหมักการเจริญของจุลินทรียจะ
เร่ิมลดลงเร็วกวาการเล้ียงในระดับขวดทดลอง และจากผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีพบในชวง
ตนของการเจริญมีความสอดคลองกับรายงานของ Katz และ Demain (1977)  ซ่ึงสรุปไดวาแมวา
สารตานจุลชีพเปนสารทุติยภมิูท่ีสรางข้ึนในชวงปลายของระยะเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณ (logarithmic 
phase) แตสามารถตรวจพบไดตั้งแตระยะเร่ิมตนของการเจริญเชนเดยีวกับท่ี  Ohno และคณะ 
(1993)   ไดศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญของ  B. subtilis   NB 22  และการสรางสารตาน  
จุลชีพ  คือ  อิทูริน  พบวามีการสรางอิทูรินต้ังแตระยะเริ่มตนของการเจริญ (กอนช่ัวโมงท่ี  24)  และ
มีการสรางอิทูรินไปพรอม ๆ  กับการเจริญของ B. subtilis   NB 22   
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5.2 การทําสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย Bacillus subtilis K-05 ใหบริสุทธ์ิและการศึกษาลักษณะสมบัติ
ของสารตานจุลชีพ 
5.2.1 การสกัดสารตานจุลชีพและการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใส   สาร
สกัดจากสวนใส และสารสกัดจากเซลล 

หลังจากเก็บน้ําหมักท่ีไดจากการเล้ียง  Bacillus K-05 และแยกเซลลออกแลว นําท้ัง 2  
สวนมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย   จากนั้นนําสารสกัดท้ัง  2  สวน ไปทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอ
จุลินทรียทดสอบเปรียบเทียบกับสวนใสท่ีไดจากการเล้ียง Bacillus K-05 ซ่ึงพบวา สารตานจุลชีพ
จากท้ัง 3 สวนดังกลาวใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิดในระดับท่ีแตกตางกัน  ยกเวนราเสน
ใย   A. oryzae ซ่ึงไมพบการยับยั้งเม่ือทดสอบกับสารสกัดจากสวนใส  นอกจากนี้ยังพบวา สารสกัด
จากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมีระดับการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิดใกลเคียงกันและ
ใหผลการยับยั้งท่ีดีกวาสวนใสกอนการสกัดเม่ือทดสอบกับจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรียซ่ึง
นาจะเปนเพราะในสารสกัดประกอบดวยสารยับยั้งจุลินทรียท่ีมีความบริสุทธ์ิมากขึ้น     แตสําหรับ          
จุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใยและยีสตพบวามีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับสวนใส
กอนการสกัด ซ่ึงอาจเปนไปไดวาวิธีการสกัดและตัวทําละลายท่ีใชยังมีความเหมาะสมไมเพียง
พอท่ีจะนําสารสวนท่ีแสดงฤทธ์ิออกมาไดท้ังหมด และเม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียของ
สารตานจุลชีพในทุกสวนกับชุดควบคุมบวก พบวาสารตานจุลชีพในทุกสวนสามารถยับยั้งเช้ือ
ทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียไดใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก  และสําหรับราเสนใยพบวาสามารถยับยั้งได
ใกลเคียงหรือดีกวาชุดควบคุมบวก 

เม่ือนําสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมาวิเคราะหโดยวิธี TLC โดย 
ระบบตัวพาคือ เมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท  ซ่ึงเปนระบบท่ีดีท่ีสุดในการแยกสารสกัดท้ัง 2 สวน
พบวาสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลล มีตําแหนงของสารที่แยกไดตรงกัน 2 ตําแหนง 
และตางกัน 3 ตําแหนง ซ่ึงอาจสรุปไดวา สารสกัดท้ัง 2 สวน มีชนิดของสารออกฤทธ์ิบางสวนท่ี
ตางกันจึงทําใหมีความแตกตางของตําแหนงของสารท่ีแยกไดบน TLC 
 

5.2.2  การทําสารตานจุลชีพท่ีสกัดจากสวนใส ใหบริสุทธ์ิ 
จากการสรุปผลในข้ันตอนของการวิเคราะหสารสกัดจากสวนใสและสารสกดัจาก 

เซลลโดยวิธี  TLC ทําใหทราบวาสารสกัดท้ัง 2 สวน มีชนิดของสารออกฤทธ์ิบางสวนท่ีตางกัน
ดังนั้นในการทําใหบริสุทธ์ิในข้ันตอนนี้จงึไมนําสารท้ัง 2 สวนมารวมกันเพราะจะทําใหการแยกให
ไดสารบริสุทธ์ิทําไดยากข้ึน และเลือกทีจ่ะศึกษาสารสกัดจากสวนใสกอนเปนลําดบัแรกเนื่องจาก
เปนสวนท่ีมีปริมาณมากและเคยมีรายงานการพบสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได 
และยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิจากรายงานของสุดารัตน บุญยง (2548) 
พบวา สารบริสุทธ์ิ 2 ชนิดท่ีพบเปนสารประเภทเปปไทด โดยสารท่ีชนิด1 และสารชนิดท่ี 2 ชะ
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ออกมาจากคอลัมนดวยระบบตัวพาคือเฮกเซน 30%ในเอธิลอะซิเตท และเฮกเซน 25%ในเอธิลอะซิ
เตท ตามลําดบั  ซ่ึงเม่ือทําใหตัวทําละลายอินทรียระเหยไปไดสารมีลักษณะเปนผงสีครีม  และยับยั้ง
แบคทีเรีย  ไดแก  B. subtilis  ATCC6633    S. aureus  ATCC25923   และ M. luteus   เชนเดียวกัน   
เม่ือนําสารชนิดท่ี 1   มาวิเคราะหโครงสรางโมเลกุลดวยวิธี  NMR และวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุ
โดยใช  MS   พบวาสารท่ี I  มีโครงสรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมิโน 2  ชนิด คือ  cyclo(Leu-
Pro)  หรือมีช่ือทางเคมีวา 3–isobutylhexahy dropyrrolo [1,2 α]pyrazine-1,4-dione  และมีน้ําหนกั
โมเลกุล  เทากบั 210.1446   และสารชนิดท่ี 2   มีโครง สรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมิโน 2  ชนดิ 
คือ cyclo(Val-Pro) หรือมีช่ือทางเคมีวา 3-isopropylhexahydropyrrolo [1,2- α] pyrazine-1,4-dione  
มีน้ําหนกัโมเลกุล เทากับ  196.1269  

ในงานวิจัยนี้ศึกษาการทําสารสกัดจากสวนใสใหบริสุทธ์ิ  โดยใชสารสกัดเร่ิมตน 20.025 
กรัม  มาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและนําสารแตละสวนท่ีไดจากการชะ
คอลัมน มาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบ จากข้ันตอนนี้พบวามีสาร 2 สวนคือสารสวน
ท่ี 4 (F4) และสารสวนท่ี 13 (F13) ท่ีมีความนาสนใจท่ีจะทําใหบริสุทธ์ิข้ึนและนํามาศึกษาลักษณะ
สมบัติสาร เนื่องจากสารสวนท่ี 4 เปนสารสวนท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกกลุม
ท่ีศึกษาไดใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก และสารสวนท่ี 13 ซ่ึงแสดงการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดแก  แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบโดยเฉพาะอยางยิ่ง   E. coli   ซ่ึงเปน
แบคทีเรีย แกรมลบโดยมีบริเวณยับยั้งใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก ซ่ึงมีสารตานจุลชีพ
นอยชนิดท่ีแสดงฤทธ์ิยับยั้งเนื่องจากองคประกอบทางเคมีของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบมีความ
ซับซอนมากกวาแบคทีเรียแกรมบวก   ดังน้ันจึงเปนผลการศึกษาท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่งเนื่องจากชุด
ควบคุมบวก ซ่ึงไดแก คลอแรมฟนิคอล และนิสแตติน เปนสารบริสุทธ์ิจําหนายเปนการคายอมมี
ประสิทธิภาพ ในการยับยั้งจุลินทรียไดดีจึงนาจะมีประโยชนถาสามารถศึกษาลักษณะสมบัตทิางเคมี
ของสารนี้ เพื่อประโยชนในการพัฒนาและนํามาใชทางเภสัชวิทยาตอไป 

สําหรับสารสวนท่ี 4 ใชระบบเอธิลอะซิเตต 20% ในเฮกเซนเปนระบบท่ีชะสารสวน
ดังกลาวจากคอลัมนไดของเหลวสีน้ําตาลมีลักษณะเปนของเหลวและเม่ีอวิเคราะหดวยวิธีทางเคมี
คือ 1H-NMR   13C-NMR  และ 2D-NMR พบวาสารสวนนี้นาจะมีสารปนกันอยูมากกวา1ชนิด จึง
นําไปทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีโครมาโทกราฟอีกคร้ัง โดยระบบสารตัวพาท่ีใชชะคอลัมน คือ         
เฮกเซน 90% ตอ เอทิลอะซิเตท5%  ตอ เมทานอล5% ซ่ึงเปนระบบท่ีแยกสารสวนนี้ไดดีท่ีสุด  จาก
ผลการของการแยกสารดวยคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี 2  นํามาศึกษาลักษณะสมบัติสารโดยวิธี
วิเคราะหทางเคมี คือ 1H-NMR   13C-NMR    IR   และ MS พบวา ลักษณะของสารมีการ
เปล่ียนแปลงจนไมสามารถศึกษาลักษณะสมบัติสารได ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากความเปนกรดของซิลิ
กาเจลท่ีใช ซ่ึงอาจไปมีผลในการเรงการเกิดปฏิกิริยาการสลายตัวของสารสวนนี้ และจากเหตุผล
ดังกลาวจึงตองใชขอมูลจากวิเคราะหทางเคมีของสารสวนท่ี 4   (กอนลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ัง
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ท่ี2)  คือ 1H-NMR   13C-NMR   2D-NMR    IR   และ MS  เพื่อใชในการศึกษาลักษณะสมบัติสาร 
ซ่ึงไดผลดังนี้   จากขอมูลท้ังหมดสรุปไดวาสารสวนท่ี 4 ประกอบดวยสารประกอบของกรดคาร
บอกซิลลิค (carboxylic acid) 2 ชนิด คือ 2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงใน
การแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบที่ใชในการทดลองไมสามารถแยกสารท้ังสอง
ชนิดออกจากกันไดเนื่องจากสารทั้ง 2 ชนิดเปนสารท่ีมีลักษณะใกลเคียงกัน โดยมีมวลโมเลกุล
เทากันคือ 102  และมีโครงสรางหลักท่ีเหมือนกันแตตางกันท่ีตําแหนงการตอกับคารบอนของหมู 
methyl ซ่ึงมีการเกาะกับคารบอนในตําแหนงท่ี 2 และตําแหนงท่ี 3 ตามลําดับ   โดยสารสวนนี้
สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดดังท่ีกลาวมาแลว และเม่ือแยกสารทั้ง 2 ชนิด  เพื่อใหมี
ความบริสุทธ์ิข้ึนดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟอีกคร้ังหนึ่งพบวา สารท่ีแยกไดมีฤทธ์ิยับยั้ง      
จุลินทรียทดสอบลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนและมีลักษณะของ
สารท่ีเปล่ียนแปลงจนไมสามารถศึกษาลักษณะสมบัติสารไดซ่ึงอาจมีความเปนไปไดวาวิธีการแยก
สารท้ัง 2 ชนิดออกจากกันดวยเทคนิคนี้ยังไมเหมาะสม หรือเหตุผลอีกประการหนึ่งคือเม่ือสารท้ัง 2 
ชนิดอยูรวมกันจะมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวา ดังนั้นถาความสามารถในการยับยั้ง            
จุลินทรียทดสอบท่ีลดลงเปนไปตามเหตุผลดังกลาวจึงไมมีความจําเปนท่ีจะตองทําการแยกสารท้ัง 2 
ชนิดนี้ออกจากกัน 
 ในป 2006  Rhee ไดรายงานการออกฤทธ์ิรวมกันของสารประเภทไดเปบไทดสองชนิด 
ไดแก cyclo(Leu-Propyl)   และ  cyclo(Phe-Prol)  ซ่ึงผลิตจาก Streptomyces  sp.  พบวาสามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดและแบคทีเรียแกรมลบที่ไมใชอากาศบางชนิด 
(negative anaerobic bacteria) รวมท้ังยังมีฤทธ์ิปองกันผลที่เกิดจากรังสีตอไฟโบรบลาสของเซลล
ปอด กลาวคือ เม่ือ fibroblast cell lines (เซลลเร่ิมตน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)  ไดรับสารทดสอบท้ัง 
3 กลุมคือ cyclo(Leu-Pro) รวมกับ cyclo(Phe-Pro) และ cyclo(Leu-Pro) และ  cyclo(Phe-Pro)  นาน
เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามารับรังสีจะพบวา ถาใชสารประเภทไดเปบไทดชนิดใดชนดิ
หนึ่งเซลลมีอัตราการอยูรอดนอยกวา 80% แตถาใชสารประเภทไดเปบไทดท้ังสองชนิดทํางาน
รวมกัน เซลลมีอัตราการอยูรอดมากกวา 90% 
 

และสําหรับสารสวนท่ี 13 ซ่ึงเปนสารอีกสวนหนึ่งท่ีแยกไดจากการทําใหบริสุทธ์ิโดยวิธี
คอลัมนคร้ังท่ี 1 ซ่ึงมีความนาสนใจเนื่องจากแสดงการยับยั้ง E. coli  ซ่ึงแบคทีเรียแกรมลบไดโดยมี
บริเวณยับยั้งใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวกซ่ึงมีสารตานจุลชีพนอยชนิดท่ีแสดงฤทธ์ิ
ยับยั้งเนื่องจากองคประกอบทางเคมีของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบมีความซับซอนมากกวา
แบคทีเรียแกรมบวกดังท่ีกลาวมาแลว       การทําใหสารสวนนี้มีความบริสุทธ์ิข้ึนโดยผานข้ันตอน
ดังนี้ คือ คอลัมนโครมาโทกราฟ   การแยกโดยการปลอยใหสารคอยๆ ตกตะกอน  การแยกสารโดย
ใช Preparative plate TLC (PTLC) และการแยกสารดวยวิธี HPLC  ตามลําดับ   จากข้ันตอนของการ
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แยกสวนท่ี 13 ดวยวิธีการตางๆ ดังท่ีกลาวมา   ผลการทดลองพบวา  การแยกสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้ง       
จุลินทรียทดสอบในสวนนี้ยังไมสามารถแยกจนเปนสารบริสุทธ์ิไดหรืออาจมีความเปนไปไดวาจะมี
สารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งมากกวา 1 สวนเนื่องจากไดพบวามีสารท่ีใหผลยับยั้งจุลินทรียทดสอบใกลเคียงกนั
อยูในทุกสวนของสารท่ีแยกดวยวิธี HPLC   เม่ือวิเคราะหทางเคมีโดยใช 1H-NMR พบวาสารสวนท่ี 
13 ยังคงไมบริสุทธ์ิ    ซ่ึงอาจเปนเพราะสภาวะหรือเทคนิคท่ีใชในการแยกสารสวนนี้ยังไมเหมาะสม
สําหรับสารสวนนี้     จึงตองมีการศึกษาการแยกใหไดสารบริสุทธ์ิตอไป ดังนั้นสารในสวนดังกลาว
จึงยังไมสามารถนําไปศึกษาลักษณะสมบัติสารไดเนื่องจากยังมีความบริสุทธ์ิไมเพียงพอ แตสามารถ
ระบุไดวาสารสวนนี้เปนสารประเภทเปปไทดเนื่องจากขอมูลการวิเคราะหหมูฟงชันก (functional 
group) ของสารโดย IR พบวามีหมูฟงชันกของสารเปนสารเอไมด (amide) เปนองคประกอบใน
โมเลกุล 
  จากการรายงานผลงานวิจัยอ่ืนๆท่ีมีการศึกษาสารตานจุลชีพจากแบคทีเรียในจีนัส Bacillus 
พบวาสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหไดจากแบคทีเรียจีนัสนี้มักเปนสารประเภทเปปไทดที่มีโครงสราง
หลากหลายดังแสดงในตารางท่ี 4  กลาวคือสารตานจุลชีพท่ีผลิตไดจะมีองคประกอบหลักเปนเปป
ไทดและอาจมีองคประกอบยอยเปนสารประเภทอ่ืนๆ เชน cyclic acylpeptide และ lipopeptide เปน
ตน นอกจากนี้ยังพบวาสารตานจุลชีพประเภทนี้อาจมีลักษณะเปนวง (cyclic peptides) เชน อิทูริน
โดยมีโครงสรางเปน cyclic lipopeptide หรืออาจมีลักษณะท่ีเปนโซตรง เชน ไรโซซิซิน โดยมี
โครงสรางเปนไดเปปไทดและไตรเปปไทด (Kluger และคณะ, 1990) ซ่ึงความสามารถในการยับยั้ง
จุลินทรียชนิดตางๆ ข้ึนอยูกับลักษณะโครงสรางของสารท่ีเปนองคประกอบ 
 Han และคณะ (2005) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus sunhua โดยแบคทีเรียดังกลาว
สามารถผลิตสารตานจุลชีพยับยั้ง Streptomyces scabiei  เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว TSB ท่ี อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนําสวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือมาสกัดดวยเอธิลอะซิ
เตตและนําไปทําใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ พบวามีสาร 2 สวนท่ีใหผลการยับยั้งท่ีดี
ตอจุลินทรียทดสอบ จึงนําสารท้ัง 2 สวนมาทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวย preparative HPLC ซ่ึง
เม่ือทําการศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยวิธีทางเคมี คือ 1H-NMR   13C-NMR  HMBC  HMQC  
NOESY และ MS  จะไดสารบริสุทธ์ิท่ีมีโครงสรางเปน cyclic lipopeptide คือ iturin A และ 
maccrolactin A  ซ่ึงมีผลตอการยับยั้งการสรางสปอรและมีผลตอการทําลายเสนใยของ S. scabiei  
ตามลําดับ   
 Hu และ คณะ (2006) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis ซ่ึงแยกลําตนของพืชท่ีมี
การถูกทําลายโดยเช้ือกอโรคคือ Slerotinia sclerotiorum เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Czapek  
ท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาสวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือสามารถยับยั้ง
Fusarium moniliform และเม่ือทําใหบริสุทธ์ิดวย การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม      
ซัลเฟส 25-60%  จากน้ันทําใหบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยคอลัมน  Sephadex G-25    คอลัมน DEAE-52 
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คอลัมน  Sephadex G-25  และ revers-phase HPLC (reverse-phase High Performance Liquid 
Chromatography) ศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยวิธีทางเคมีจะไดสารบริสุทธ์ิท่ีมีโครงสรางเปน 
lipopeptide คือ ฟงจิซิน (fungycin) 

 Zhang และ คณะ (2008) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus sp. B-TL2 ซ่ึงแยกไดจากลําตน
ของยาสูบ โดย Bacillus sp. B-TL2 สามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีผลยับยั้งเช้ือรากอโรคพืชไดดี
เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีอุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ข้ันตอน
สําหรับการทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิประกอบดวย 3 ข้ันตอนตามลําดับ คือ การตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน (cation 
exchange chromatography)โดยใชคอลัมน CM Sepharose Fast Flow  และ reverse-phase HPLC 
โดยใชคอลัมน Source 5RPC  เปนข้ันตอนสุดทาย ทําใหไดสารบริสุทธ์ิท่ีแสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดตีอ
ราทดสอบ     สารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจาก Bacillus sp. B-TL2 แสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอเช้ือรา
ทดสอบซ่ึงเปนราท่ีกอโรคพืช ไดแก Bipolaris maydis   Aspergillus brassicae  A.niger และ 
Cercospora personata และเม่ือนํามาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดย SDS-page และ mass 
spectrometry พบวามวลโมเลกุลเทากับ 2500 ดาลตัล (Da) และมีลําดับกรดอะมิโนท่ี N-terminal คือ 
NH2-K-Q-Q-L-A-T-E-A-E-S-A-G-P-I-L ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนดังกลาวมีความแตกตางจากลําดบั
กรดอะมิโนท่ีปรากฏในสารตานจุลชีพชนดิอ่ืนๆ ท่ีผลิตไดจากจุลินทรยีท่ีเคยมีการรายงาน 
 

นอกจากสารตานจุลชีพประเภทเปปไทดซ่ึงเปนสารสวนใหญท่ีมีรายงานพบจาก Bacillus 
สปชีสตางๆ ยังพบวามีสารบางชนิดท่ีผลิตจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของ  Bacillus บางสปชีสท่ี
มีลักษณะโครงสรางทางเคมีเปนสารชนิดอ่ืนนอกเหนือจากสารประเภทเปปไทดและมี
ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียชนิดตางๆ ไดเชนเดียวกัน เชน เอนไซมไคติเนส (chitinase)และ
เอนไซมชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถยอยหรือทําลายผนังเซลลของสารตานจุลชีพได (Sygusch, 1990) 
สารประกอบประเภทสารระเหย (Sadfi และคณะ, 2001) สารประกอบที่แยกไดจากกลไกการ
ตานทานตอยาหรือสารปฏิชีวนะ (Kehlenbeckและคณะ, 1994) สารกลุมโพลีคีไทด (polyketide)   
สารกลุมอะมิโนซูการ (aminosugar)  และ ฟอสโฟลิปด (Phospholipid) เปนตน (Stein, 2005)  
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ตารางท่ี 28  สารตานจุลชีพจาก Bacillus สายพันธุตางๆ ท่ีมีลักษณะโครงสรางทางเคมีเปนสารชนิด
อ่ืนนอกเหนือจากสารประเภทเปปไทด  
 
จุลินทียผูผลิต สารตานจุลชพี โครงสรางสาร การยับยัง้ อางอิง 

B.Subtilis  
 

Butirosin aminoglycoside แบคทีเรีย Glasby, 1993 

B.Subtilis168 Bacilysosin Phospholipids แบคทีเรียและรา 
 

Tamehiro และ
คณะ 2002 

B.Subtilis 
A1/3 

Difficidin 
Bacillaene 

Polyene macrolide 
Polyketide 

แบคทีเรียแกรม
บวก 

Hofemeister
และคณะ 2004 

B.pumilus 
 

Neotrehalosadiamine aminosugar ยับยั้งจุลินทรีย
ทุกกลุม 

Inaoku  และ
คณะ 2004 

B.SubtilisK-05 

 
2methylbutanoic acid 
3methylbutanoic acid 

carboxylic acid แบคทีเรียแกรม
บวก  แกรมลบ 
ยีสต ราเสนใย 

งานวิจยันี ้

 
 

ในงานวิจัยนี้ไดพบสารที่ผลิตจาก B.subtilis K-05  ไดแก สารประกอบของกรดคารบอก
ซิลลิค (carboxylic acid) 2 ตัว คือ 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงแสดง
ฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบหลายชนิดไดแก แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยสีต 
และราเสนใย จากการสืบคนขอมูลพบวาสารตานจุลชีพสวนใหญท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุตางๆ 
มักเปนสารประเภทเปปไทด (ตารางท่ี 4) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารท่ีพบในงานวิจัยนี้เปนสารท่ีมีความ
นาสนใจเนื่องจากเปนสารท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิดและ
เปนสารท่ีไมเคยมีรายงานการพบใน Bacillus  sp. มากอน 

สาร 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid หรือช่ืออ่ืนๆ คือ 2-methyl 
butyric acid  และ Isovaleric acid   สารดังกลาวเปนสารท่ีไดจากกระบวนการสังเคราะหและเปน
สารท่ีมีการผลิตทางการคาซ่ึงใชเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหผลิตภัณฑตางๆ เชน การสังเคราะห
กรดอะมิโน (Dionisi และคณะ, 2006) 

มีรายงานการพบสารชนิดนี้ในส่ิงมีชีวิตตางๆ ไดแก แบคทีเรียมีโดยมีรายงานการพบสาร
ดังกลาว ในกลุม lactic acid bacteria และ propionic acid bacteria และในพืช ไดแก Gypsophila 
paniculata  
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Thierry และ Maillard (2002) พบวาสารกลุมนี้เปนสารท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการ 
catabolism ของกรดอะมิโนชนิดตางๆ ในกระบวนการผลิตเนยแข็ง (swiss type cheeses) ซ่ึงทําให
เกิดกล่ิน โดยพบวา 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid เปนสารท่ีไดจาก
กระบวนการ catabolism ของกรดอะมิโน ไดแก ไอโซลิวซีน และลิวซีน(Leu) ตามลําดับ โดย 
propionic acid bacteria และแบคทีเรีย Lactobacillus sp.    Tavaria และคณะ (2002) และ Genesan 
และคณะ (2006)   พบวา สารกลุมนี้เปนสารท่ีทําใหเกิดกล่ินซ่ึงเกิดข้ึนจากกระบวนการ catabolism 
ของกรดอะมิโนชนิดตางๆ โดย lactic acid bacteria โดยพบวา 3-methyl butanoic acid เปนสารท่ีได
จากกระบวนการ catabolism ของลิวซีน และสําหรับกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ พบวาสามารถเกิดเปน
สารประกอบที่ทําใหเกิดกล่ินไดเชนเดียวกัน เชน อะลานีน  วาลีนและไกลซีนทําใหเกิดเปน
สารประกอบไดแก กรดโพรพิโอนิค     ไอโซโพรพิลบิวทาเรท   และกรดอะซิติก ตามลําดับ     

สําหรับพืช ไดแก Gypsophila paniculata มีรายงานการพบการสังเคราะหสาร 3-methyl 
butanoic acid ไดกระบวนการ catabolism ของกรดอะมิโนไดแก ลิวซีน (Leu) เชนกัน ซ่ึง
กระบวนการสังเคราะหมีความสัมพันธกับกระบวนการเกิดดอกของ Gypsophila paniculata 
(Nimitkeatkai และคณะ 2005) 

 
สรุปวางานวิจัยนี้ไดผลิตสารตานจุลชีพจาก B. subtilis  สายพันธุ K-05   ทําใหบริสุทธ์ิและ

ศึกษาลักษณะสมบัติของสาร พบวาสารตานจุลชีพท่ีผลิตได คือ สาร 2-methyl butanoic acid และ 3-
methyl butanoic acid ซ่ึงเปนสารท่ีมีความนาสนใจเน่ืองจากเปนสารท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิการยับยั้ง
ท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิดและเปนสารท่ีไมเคยมีรายงานการมีฤทธ์ิเปนสารตานจุลชีพท่ี
ผลิตโดย Bacillus  spp. มากอน 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเล้ียงเชือ้และสารเคมี 
1.  Nutrient Broth : NB   ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 แบคโตเปบโตน   5 กรัม 
 สารสกัดจากเนื้อ   3 กรัม 
 น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
2.  Nutrient Agar : NA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

แบคโตเปบโตน   5 กรัม 
 สารสกัดจากเนื้อ   3 กรัม 
 ผงวุน    15 กรัม 
 น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
3. Potato Dextrose Agar : PDAใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 มันฝร่ังช้ินเล็ก   200 กรัม  

น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ตมมันฝร่ังใหสุก จากนัน้กรองเอาแตน้ําตมมัน และนําไปผสมกับสวนผสมตาง ๆ 
ไดแก 
กลูโคส    10 กรัม 
ผงวุน    15 กรัม 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ   
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
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4. Yeast Malt Extract  : YM  ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 สารสกัดจากยสีต  3 กรัม 
 สารสกัดจากมอลต  3 กรัม 
 เปปโตน   5 กรัม 
 กูลโคส    10 กรัม 

น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
5. Yeast Malt Extract Agar : YMA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 สารสกัดจากยสีต  3 กรัม 
 สารสกัดจากมอลต  3 กรัม 
 เปปโตน   5 กรัม 
 กูลโคส    10 กรัม 

ผงวุน    15 กรัม 
น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ 
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
6. Luria-Bertani Agar : LBA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 ทริปโตน   10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต  5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด   5 กรัม 
ผงวุน    15 กรัม 
น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายและผสมใหเขากนั นึง่ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
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7. Luria-Bertani Broth : LB  ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 ทริปโตน   10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต  5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด   5 กรัม 

น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
8.     Sabauraud Dextrose Agar : SDA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
      แบคโตเปบโทน    10  กรัม 

กลูโคส     40  กรัม 
ผงวุน    20  กรัม 
น้ํากล่ัน                1,000  มล. 
● ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ   
      ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
 

9.  Mueller Hinton Agar : MHA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
สารสกัดจากเนื้อ    2  กรัม 
แอซิดเคซีนไฮโดรไลเซท   17.5      กรัม 
แปง      1.5        กรัม 
ผงวุน                   17         กรัม 
● ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอ 
     ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

โครมาโทรแกรมการวิเคราะหลักษณะสมบัติของสาร 
1.   1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 2 methylbutanoic acid 
2.   1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 3 methylbutanoic acid 
3.    1H-NMR spectrum ของสารสวนท่ี 4 (F4) 
4.    13C-NMR spectrum ของสารสวนท่ี 4  
5.    COSY spectrum ของสารสวนท่ี 4  
6.    HSQC spectrum ของสารสวนท่ี 4  
7.    HMQC spectrum ของสารสวนท่ี 4  
8.    HMBC spectrum ของสารสวนท่ี 4 
9.    IR spectrum ของสารสวนท่ี 4  
10.  Mass spectrum ของสารสวนท่ี 4  
11.  Dept Mass spectrum ของสารสวนท่ี 4 
12. 1H-NMR spectrum ของสารสวนท่ี 13 (F13) 
13.  IR spectrum ของสารสวนท่ี 13 
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รูปที่ 41  1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 2 methylbutanoic acid 
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รูปที่ 42    1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 3 methylbutanoic acid 
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รูปที่ 43    1H-NMR spectrum ของสารสวนที่ 4 (F4) 
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รูปที่ 44      13C-NMR spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 45  COSY spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 46  HSQC spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 47 HMQC spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 48 HMBC spectrum ของสารสวนที่ 4 



 

 

129 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 49     IR spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 50  Mass spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 51    Dept Mass spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 52     1H-NMR spectrum ของสารสวนที่ 13 (F13) 
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รูปที่ 53     IR spectrum ของสารสวนที่ 13
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ภาคผนวก ค 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
                             รูปท่ี 54  Bacillus subtilis สายพันธุ K-05 (กําลังขยาย 100x)    
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวปยนาฏ  ศิริบรรณ เกิดเม่ือวนัท่ี 16 ตุลาคม พ.ศ. 2523  ท่ีจังหวัดชัยนาท  สําเร็จ
การศึกษาระดบัมัธยมศึกษาจากโรงเรียนสตรีนครสวรรค  สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิตจาก
ภาควิชาพฤกษศาสตร  คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล  เม่ือปการศึกษา 2545  และเขาศึกษา
ตอในระดับวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต  หลักสูตร    จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควชิาจุลชีววิทยา  
คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เม่ือปการศกึษา 2547 โดยระหวางการศึกษาไดเขารวม
เสนอผลงานหัวขอเร่ือง “Purification and Characterization of antimicrobial compounds from 
Bacillus subtilis K-05” ในงาน TSB 2007  ณ.มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ระหวางวนัท่ี 9-12 ตุลาคม 
2550 
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