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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

   
%   =  เปอรเซ็นต 
w/v                       =          น้ําหนักตอปริมาตร 
μl     =  ไมโครลิตร 
nm                        =          นาโนเมตร 
mL                        =          มิลลิลิตร 
rpm    = รอบตอนาที 
α                =  alpha 
ppm     =   part per million 
HPLC    = high performance liquid chromatography 
TLC    = thin layer chromatography 
Amv     =  avermectin 
LD50    =  lethal dose 50 
DDT     = Dichloro diphenyl trichloroethane 
DE    =          Dextrose equivalence 
LB    = Luria-Bertani 
RT                        =          retention time 
YE                        =          yeast extract 

 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 1 
บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ซ่ึงผลผลิตและผลิตภัณฑทางการเกษตร ทํารายได
ใหกับประเทศเปนจํานวนมาก  ประเทศไทยประสบปญหาการระบาดของแมลงศัตรูพืชมากมาย 
เชนเดียวกับประเทศในเขตรอนอื่นๆ ทั่วโลก เนื่องจากสภาพอากาศเหมาะสม มีการปลูกพืชอาหาร
อยูตลอดป โดยเฉพาะอยางยิ่งแมลงศัตรูพืชในวงศ  Noctuidae ระบาดทําลายพืชที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจของประเทศไทย  แมลงในวงศนี้ที่เปนศัตรูพืชที่สําคัญในประเทศไทย ไดแก หนอนกระทู
หอม Spodoptera exigua (Hubner) และหนอนเจาะสมอฝาย Helicoverpa armigera สามารถทําลาย
พืชสําคัญทางเศรษฐกิจไดมากกวา 20 ชนิด และพบการระบาดไดตลอดทั้งป (อุทัย เกตุนุติ และคณะ
, 2538)  นอกจากนี้ FAO รายงานวาปริมาณผลผลิตทางการเกษตรทั่วโลกลดลง 120 ลานดอลลาร
สหรัฐอเมริกา เกิดจากการทําลายของจุลชีพกอโรคและแมลงศัตรูพืช (Zhou และคณะ, 2001)   การ
ใชสารฆาแมลงเปนวิธีหนึ่งที่จะชวยกําจัดและหยุดยั้งการทําลายพืชผลจากแมลงศัตรูพืช  ซ่ึงสารฆา
แมลงแบงไดเปน 2 ประเภท คือ สารฆาแมลงที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมีและสารฆาแมลง
ชีวภาพ (bio-insecticides) ที่ไดจากสารสกัดจากพืช สัตว และจุลินทรีย  ไพรีทรินเปนสารฆาแมลง
ชีวภาพที่สกัดไดจากดอกไพรีทรัมมีประสิทธิภาพสูงในการฆาแมลงเกือบทุกชนิด สลายตัวไดงาย
และ ไมตกคางอยูในพืชผลและธรรมชาติ นอกจากนี้ยังไมพบวามีแมลงชนิดใด ที่สามารถสราง
ความตานทานตอสารไพรีทริน (สิริวัฒน วงษศิริ, 2519)  ดังเชนสารฆาแมลงที่ไดจากการสังเคราะห
ทางเคมี แตดวยตนทุนการผลิตไพรีทรินที่สูง และมีราคาแพงมากเมื่อเปรียบเทียบกับสารฆาแมลงที่
ไดจากการสังเคราะห จึงไมเปนที่นิยม  ดังนั้นสารฆาแมลงจากจุลินทรียจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่
นาสนใจ  เนื่องจากใชตนทุนการผลิตต่ํา สภาวะที่ใชในการผลิตไมขึ้นกับทําเลที่ตั้งและฤดูกาล ใช
ระยะเวลาสั้น ใชพื้นที่นอย สามารถผลิตปริมาณมากๆได เมื่อเล้ียงอยูในอาหารและสภาวะที่เล้ียง
เหมาะสม จึงไดรับความสนใจจากนักวิจัยและนักวิทยาศาสตรทั่วโลกเพิ่มมากขึ้น 

Streptomyces sp. เปนแบคทีเรียในกลุม Actinomyces สามารถพบไดงายในธรรมชาติ เชน 
ในดิน แหลงน้ําจืดและน้ําทะเล  จุลินทรียกลุมนี้เปนที่รูจักกันมานานวาสามารถผลิตสารเมแทบอ
ไลททุติยภูมิตางๆ ที่มีประโยชนหลายชนิด เชน สารปฏิชีวนะ (antibiotic) ไดแก เตตราซัยคลิน 
(tetracycline), อิริโทรมัยซิน  (erythromycin),  สเตรปโตมัยซิน (streptomycin) และ  คลอแรมเฟนิ
คอล (chloramphenicol) เปนตน สารตานมะเร็ง เชน daunorubicin, enediynes และ  idarubicin เปน
ตน และรวมถึงสารออกฤทธิ์ฆาแมลงซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของสารฆาแมลงชีวภาพใน
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อุตสาหกรรม (Shi, 2000) ในกลุมของ avermectin โดยผลิตจาก Streptomyces avermitilis 
(Deshpande และคณะ, 1988)  ที่มีการผลิตในปริมาณสูงทางการคา  จากรายงานของ Xiong และ
คณะ (2004) แยก Streptomyces sp. 173   ซ่ึงเปนจุลินทรียที่พบในทะเลสามารถผลิตสารฆาแมลงใน
กลุม avermectin   โดยสารฆาแมลงจากจุลินทรียจัดเปนสารฆาแมลงชีวภาพ (bio-insecticides) ซ่ึง
สลายไดในธรรมชาติโดยแสงแดดและการยอยจากจุลินทรียในดิน ไมกอใหเกิดสารพิษตกคางใน
ธรรมชาติดังเชนสารฆาแมลงที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมี จึงชวยลดมลพิษในสิ่งแวดลอมและยัง
มีความเปนพิษตอสัตวเล้ียงลูกดวยนมต่ําเมื่อเทียบกับสารฆาแมลงที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมี  
จากรายงานการศึกษาความเปนพิษฉับพลันของ avermectin โดย Lankas และ Gordon (1989)  
พบวามีความเปนพิษคอนขางนอย โดยมีคา LD50 เทากับ 80 มิลลิกรัม/กิโลกรัมในหนูที่ไดรับ 
avermectin ทางปาก  ซ่ึงแสดงใหเห็นวามีอันตรายตอมนุษยและสัตวคอนขางต่ํา  เมื่อเทียบกับยา
พาราไธออน ที่มีรายงานผล LD50 เทากับ 3.6 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในหนูที่ไดรับยาพาราไธออนโดย
การกินโดยตรง (Liechtenstein และคณะ, 1971)  นอกจากสารฆาแมลงในกลุม avermectin แลวยังมี
รายงานวา Streptomyces hygroscopicus สามารถผลิต milbemycin (Deshpande และคณะ, 1988)  
รวมทั้ง  Streptomyces nanchangesis  ก็สามารถผลิต  meilingmycin (Ouyang และคณะ, 1996)  ซ่ึง
ออกฤทธิ์ฆาแมลงได 

ปจจัยที่มีผลตอการผลิตสารฆาแมลง เชน องคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ ไดแก แหลง
คารบอน, แหลงไนโตรเจน, วิตามินและ แรธาตุตางๆ ดังมีรายงานของ Mironov และคณะ (2003) 
พบวาการผลิต avermectins ซ่ึงเปนสารประกอบเชิงซอนในกลุม macrolides ดังแสดงในรูปที่ 1 โดย 
Streptomyces avermitilis แปรผันตามชนิดและปริมาณของแหลงคารบอนที่ใช   โดยการผลิตที่มี
ปริมาณกลูโคสจํากัดจะเพิ่มอัตราสวนองคประกอบ A และ a แตจะลดปริมาณองคประกอบ 1  
นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มากเกินพอ จะมีผลยับยั้งการสราง 
avermectins 

 
                                               รูปที่ 1.1 โครงสราง avermectins 

components A  R5 =  CH3         
components B  R5 =  H 
components a   R26=  C2H5        
components b   R26=  CH3

components 1   X  =  -CH=CH- 

                      

X 

-CH
2
CH-components 2   X  = 
OH  
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ในป 1994 Warr และคณะ รายงานการผลิต milbemycin ซ่ึงเปนสารปฏิชีวนะในกลุม 
macrolides ก็พบวาแปรผันตามชนิดของแหลงคารบอนที่ใช โดยถาใชฟรักโทส หรือแปงเปนแหลง
คารบอน จะใหผลผลิตสูงกวากลูโคส นอกจากนั้นปริมาณผลผลิตจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณของแหลง
คารบอนที่เพิ่มขึ้น และสัดสวนองคประกอบของ milbemycin เชิงซอนยังถูกควบคุมดวยอัตราสวน
ของแหลงคารบอนตอไนโตรเจน (C:N)  ถาอัตราสวนไมสมดุล จนไมมีการสราง milbemycin เลย
จะเรียกคานี้วาจุดวิกฤต อยางไรก็ตามยังพบวา การเพิ่มปริมาณของคารบอนในอาหารจะทําใหมีการ
เพิ่มระยะเวลาในการผลิตมากกวาการเพิ่มขึ้นของอัตราการผลิต  ซ่ึงใหผลสอดคลองกับ Zhuang 
และคณะ (2006) ที่กลาววาการใหแหลงคารบอนปริมาณมากจะชวยเพิ่มระยะเวลาในการผลิต 
meilingmycin โดย Streptomyces nanchangensis ไดมากขึ้น ในขณะที่การใหปริมาณแหลง
ไนโตรเจนที่เพิ่มขึ้นกลับทําใหการผลิตลดลง ซ่ึงเปนไปไดวาการผลิต meilingmycin จะเกิดขึ้น
หลังจากมีการใชกรดอะมิโนหมดไป ดังนั้นจะเห็นไดวาที่ระดับความเขมขนของไนโตรเจนต่ําจะ
ใหผลผลิตของ meilingmycin ที่สูงกวาที่ระดับของไนโตรเจนที่ความเขมขนสูงๆ ธาตุอาหารและแร
ธาตุตางๆ มีอิทธิผลตอการสรางสารปฏิชีวนะ จากการทดลองของ Gesheva และคณะ (2004) พบวา 
Cu2+ ,Fe2+, และ Mn2+ กระตุนการสรางสารปฏิชีวนะ AK-111-81 ที่ไดจาก Streptomyces 
hygroscopicus ไดมากขึ้น นอกจากสวนประกอบของอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อมีสวนสําคัญตอการ
ผลิตสารฆาแมลงจากจุลินทรียแลว อุณหภูมิและความเปนกรดเปนดางของสภาวะที่ใชเล้ียง 
Streptomyces sp. ก็มีสวนสําคัญตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง (Pandey และ Ma, 2005) 

งานวิจัยที่ไดดําเนินการมาแลวไดคัดกรอง Streptomyces  ทั้งหมด 359 สายพันธุ ที่แยกได
จากแหลงดินในประเทศไทย (Sujitwanit และคณะ, 2007) พบวามี 5 สายพันธุ ใหผลทดสอบ
เบื้องตนที่ออกฤทธิ์ในการฆาไรทะเล (Artemia salina ) ซ่ึงอยูในไฟลัมอารโธรโปดาเชนเดียวกับ
แมลงได  และพบวา 3 ใน 5 สายพันธุที่คัดเลือก ไดแก สายพันธุ 442, 449 และ O145702 สามารถ
สรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงเมื่อทดสอบกับไรทะเลไดคอนขางสูง งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะ
หาองคประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อ ปจจัยตางๆ และภาวะที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลติสาร
ออกฤทธิ์ดังกลาวโดย Streptomyces spp. ทั้ง 3 สายพันธุ 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพื่อหาองคประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารฆาแมลงโดย 

Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
1. เตรียม brine shrimp (Artemia salina ) และการทดสอบสารฆาแมลงกับ Artemia salina 

       2. ผลของแหลงคารบอน ตอการผลิตสารฆาแมลงโดย Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 
449  และ O145702 
       3. ผลของแหลงไนโตรเจน ตอการผลิตสารฆาแมลงโดย Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 
449 และ O145702 
       4. ผลของอุณหภูมิเล้ียงเชื้อตอการผลิตสารฆาแมลงโดย Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 
449 และ O145702 
       5. ผลของระยะเวลาบมเชื้อตอการผลิตสารฆาแมลงโดย Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 
และ O145702 
 6. การหาความเขมขนของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ทําใหไรทะเลตาย 50 เปอรเซ็นต ของจํานวน
เร่ิมตน (LD50)        
 7. การแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบโดยวิธีโครมาโทกราฟ (chromatography)  

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 ทราบองคประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อ  ปจจัยตางๆ  และภาวะที่ เหมาะสมตอการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงใน Streptomyces spp.สายพันธุ 442, 449 และ 
O145702 



บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 

แนวคิดและทฤษฎี 
 

2.1 พัฒนาการของสารฆาแมลงและวิวัฒนาการการใชสารปองกันกําจัดศัตรูพืชในประเทศไทย 
 

 เนื่องจากความจําเปนในการเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร ทําใหมีการนําสารปองกันกําจัด
ศัตรูพืชกลุมตางๆมาใชอยางมากมาย และมีปริมาณการใชรวมเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆอยางตอเนื่อง มี
รายงานวาในป พ.ศ.2537 มูลคาการจําหนายสารกําจัดศัตรูพืชและสัตวซ่ึงใชในการเกษตรในตลาด
ทั่วโลก  มีมูลคารวม 27,825 ลานเหรียญสหรัฐ หรือคิดเปนอัตราการเพิ่มประมาณรอยละ 10 เมื่อ
เปรียบเทียบกับมูลคาการจําหนายในป 2536 จากการจําแนกสัดสวนการใชตามภูมิภาค พบวา 
ภาคพื้นอเมริกาเหนือมีปริมาณการใชสูงสุดประมาณ รอยละ 29.8 รองลงมา ไดแก เอเชียตะวันออก
(รอยละ 28.1) ยุโรปตะวันตก (รอยละ 24.2)  ลาตินอเมริกา (รอยละ 9.2) ยุโรปตะวันออก (รอยละ 
3.4) และภูมิภาคอื่นๆ(รอยละ5.3) (สุภาณี พิมพสมาน, 2540) 
 กลุมพืชที่มีการใชสารกําจัดศัตรูพืชมากที่สุด คือ ผัก คิดเปนรอยละ 24.7  รองลงมาไดแก 
ธัญพืช  ขาว และขาวโพด โดยคิดเปนรอยละ 14.2 , 13.0 และ 11.2 ตามลําดับ (สุภาณี พิมพสมาน, 
2540) 
 

2.1.1 พัฒนาการของสารฆาแมลง 
 

 การใชสารฆาแมลงในยุคแรกเริ่มประมาณ 500 ปกอนพุทธศักราช (หรือประมาณ 1000 ป
กอนคริสตศักราช) ไดมีการเขียนอางอิงเปนครั้งแรกถึงการใชกํามะถันผงรมควันเพื่อการปองกัน
กําจัดแมลง  ตอมาในป พ.ศ. 600-700 มีการใชสารประกอบอารซีนิก (arsenic compound) เปนสาร
ฆาแมลง  ประมาณ พ.ศ. 2200-2300 ไดมีการเริ่มใชสารจากพืชซ่ึงไดจากธรรมชาติ ไดแก นิโคตีน 
(nicotine) จากใบยาสูบ  โรตีโนน (rotenone) จากรากพืชในสกุล Derris และไพรีทรัม (pyrethrum) 
จากดอกของพืชสกุล chrysanthemum ตามลําดับ ป พ.ศ.2410 มีการผลิตนิโคตีนซัลเฟต (nicotine 
sulfate) 40% ในรูปของเหลวเพื่อจําหนาย  แตการใชไดลดลงอยางรวดเร็วภายหลังสงครามโลกครั้ง
ที่ 2 การสังเคราะหสารเคมีเพื่อใชเปนสารฆาแมลงเริ่มขึ้นประมาณป พ.ศ.2435 สารเคมีซ่ึงถูก
สังเคราะหขึ้นใชเปนสารฆาแมลงชนิดแรกๆ คือ ไดไนโตร-โอ-ครีซอล (dinitro-o-cresol) และไท
โอไซยาเนต (thiocyanate) ยุคของการใชสารฆาแมลงอินทรียสังเคราะหอยางจริงจังเริ่มจากชวง
ปลายสงครามโลกครั้งที่ 2 สารฆาแมลงอินทรียสังเคราะหชนิดแรกที่นิยมใชกันอยางกวางขวางทั้ง
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ในการเกษตรและการสาธารณสุข คือ dichloro diphenyl trichloroethane (DDT) ซ่ึงเปนสารในกลุม
ออรกาโนคลอรีน (organochlorine) DDT ถูกผลิตออกขายในป พ.ศ. 2485 สารอินทรียสังเคราะห
กลุมออรกาโนฟอสฟอรัส (organophosphorus) ชนิดแรกที่สังเคราะหขึ้น คือ tetraethylpyro- 
phosphate (TEPP Schradan) เปนสารฆาแมลงประเภทเคลื่อนยายได (systemic insecticide) ชนิด
แรกที่ผลิตออกขาย การใชสารกลุมออรกาโนฟอสฟอรัสนั้น เริ่มขึ้นระหวางสงครามโลกครั้งที่ 2 
เชนเดียวกับ DDT ในปจจุบันออรกาโนฟอสฟอรัสเปนสารฆาแมลงกลุมสําคัญ  ซ่ึงมีปริมาณการใช
และมีจํานวนชนิดมากที่สุด  สารอินทรียสังเคราะหกลุมตอมาที่มีการพัฒนาขึ้นใชเปนสารฆาแมลง 
คือ สารคารบาเมต (carbamate)  ตอมามีการสังเคราะหสารฆาแมลงกลุมไพรีทรอยด (synthetic 
pyrethroid) เปนสารสังเคราะหเลียนแบบสารไพรีทริน (pyrethrin) ซ่ึงสกัดไดจากดอกไพรีทรัม  
เนื่องจากความตองการที่จะผลิตสารฆาแมลงซึ่งมีพิษตอสัตวเลือดอุนต่ํา และไมมีความคงทนใน
สภาพแวดลอม  การสังเคราะหสารฆาแมลงเลียนแบบสารไพรีทรินทําไดสําเร็จชนิดแรกในป พ.ศ.
2493 (Elliott และคณะ 1973) ตารางที่ 2.1 แสดงประวัติการใชสารฆาแมลง (สุภาณี พิมพสมาน, 
2540) 
 ในปจจุบัน มนุษยมีความหวงใยในการรักษาดุลธรรมชาติและระบบนิเวศมากขึ้น  สารไพรี
ทรอยดสังเคราะหแมจะมีพิษตกคางสั้น  แตก็มีปญหาในเรื่องความไมคงทนในสภาพแวดลอม 
นักวิทยาศาสตรจึงพยายามที่จะคนควาหาสารฆาแมลงกลุมใหมๆข้ึนมาทดแทน  การวิจัยในปจจุบัน
ยังมุงเนนเกี่ยวกับการคนควาหาโครงสรางทางเคมีของสารฆาแมลงชนิดใหมๆจากผลิตภัณฑ
ธรรมชาติ (natural product) เชน จากพืชหรือท่ีสรางโดยจุลินทรีย  เพื่อนํามาใชเปนตนแบบในการ
พัฒนาสารฆาแมลงชนิดใหมที่มีกลไกการออกฤทธิ์แตกตางไปจากเดิม เพื่อเปนแนวทางหนึ่งในการ
แกปญหาการสรางความตานทานของแมลง เชน การพบสารอะเวอรเมกติน (avermectins) ซ่ึงผลิต
โดยจุลินทรียในดินคือ Streptomyces avermitilis (Burg และคณะ, 1979) เปนตน                              
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ตารางที่ 2.1 ประวัติการใชสารฆาแมลงอินทรียสังเคราะหกลุมหรือชนดิตางๆ 
 

ป พ.ศ. สารฆาแมลง 
 

2475-2484 
 

2485-2494 
 
 

2495-2504 
 

2505-2514 
 
 
 
 

2514-2524 
 
 
 
 
 
     2525-ปจจบุัน 

 
กลุมไดไนโตร-โอ-ครีซอล 
กลุมไทโอไซยาเนต 
กลุมออรกาโนคลอรีน : DDT , aldrin, chlordane, toxaphene 
กลุมออรกาโนฟอสฟอรัส : parathion, methyl parathion 
กลุมคารบาเมต : dimeton, dimetilan 
กลุมคารบาเมต : carbaryl 
กลุมออรกาโนฟอสฟอรัส : malathion, azinphos-methyl 
กลุมคารบาเมต : carbofuran, bufencarb, aldicarb, methomyl 
กลุมออรกาโนฟอสฟอรัส : fonofos 
กลุมไพรีทรอยดสังเคราะห : resmethrin 
กลุมไพรีทรอยดสังเคราะห : cypermethrin, permethrin, decamethrin,  
fenvalerate 
กลุมออรกาโนฟอสฟอรัส : terbufos, acephate, methamidophos 
กลุมคารบาเมต : bendiocarb 
กลุมฟอรมามิดีน : chlordimeform, amitraz 
สารจุลินทรียฆาแมลง : Bacillus thuringiensis (Bt) 
สารยับยั้งการสรางไคทิน : nuclear polyhedrosis virus 
สารคลายจูวีไนลฮอรโมน :  methoprene 
สารยับยั้งการสรางจูวีไนลฮอรโมน 
อะเวอรเมกตนิ 
กลุมคลอโรนิโคตินีล (chloronicotinyl) : imidacloprid 
อ่ืนๆ : diafenthiuron 
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2.1.2 วิวัฒนาการการใชสารปองกันศตัรูพชืในประเทศไทย 
 

การใชสารปองกันกําจัดศัตรูพืชในประเทศไทย โดยเฉพาะสารเคมีสังเคราะห เร่ิมในสมัย
สงครามโลกครั้งที่ 2  โดยมีการนําเขา DDT มาใชกําจัดยุง ซ่ึงเปนพาหะของเชื้อมาลาเรีย และใชใน
การกําจัดแมลงเพื่อสุขอนามัยใหแกทหารฝายสัมพันธมิตร หลังสงครามโลกสงบลง มีการนํา DDT 
ไปกําจัดยุงและแมลงวัน จากนั้นไดมีการใชสารเคมีสังเคราะหเพิ่มขึ้นอีกหลายชนิด ในกลุม
ออรกาโนคลอรีน  ตอมามีการใชสารจําพวกออรกาโนฟอสเฟต และคารบาเมต ตามมาในเวลา
ไลเล่ียกัน ในยุคหลังป พ.ศ.2500 เปนตนมา การใชสารเคมีสังเคราะหในประเทศไทยมีปริมาณ
สูงขึ้น มีรายงานวาในป พ.ศ.2500 ประเทศไทยสั่งสารปองกันและกําจัดศัตรูพืชเขามาใชคิดเปน
น้ําหนักสารออกฤทธิ์ประมาณ 2,000 ตัน ในป พ.ศ.2505 มีปริมาณถึง 4,000 ตัน จนกระทั่งป 2544  
เพิ่มขึ้นเปน37,039 ตัน (ตารางที่ 2.2) การใชสารเคมีในยุคแรกๆ คงใชเพียงกลุมออรกาโนคลอรีน, 
ออรกาโนฟอสเฟต และคารบาเมต เปนสวนมาก สารปองกันและกําจัดศัตรูพืชไดมีการพัฒนาและ
สังเคราะหสาร ชนิด และกลุมใหมๆตลอดเวลา เชนสารไพรีทรอยด  สารสกัดจากพืชและจุลินทรีย 
(กรมวิชาการเกษตร, 2549) 

ตารางที่ 2.2 ปริมาณการนําเขาสารปองกันกําจัดศัตรูพืชทางการเกษตร ป 2525-2544 

 

   2525              2529                 2534                 2539                 2544 ประเภทสาร 

ปริมาณ (ตัน/สารออกฤทธิ์) 

สารกําจัดแมลง 2,890 5,799 5,560 6,479 9,059 

สารปองกันกําจัด
โรคพืช 

1,683 2,512 2,087 4,446 5,384 

สารกําจัดวัชพชื 2,983 4,262 7,071 14,041 20,958 

อ่ืนๆ 94 204 311 576 1,638 

รวม 7,650 12,777 15,029 25,542 37,039 

แหลงขอมูล: กองควบคุมพชืและวัสดกุารเกษตร 
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2.2  การจําแนกกลุมของสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 

สารออกฤทธิ์ฆาแมลงจัดแบงเปนกลุมใหญๆไดดังนี้คือ 
              

              2.2.1  สารฆาแมลงอนินทรีย (inorganic insecticide) สารฆาแมลงอนินทรียเปนสารฆา
แมลงในยุคแรก  ที่มี โครงสร างไม ซับซอนปจจุบันมีป ริมาณการใช ไมมากนัก  ไดแก 
อาซีนิคอล (Arsenical) สารฆาแมลงอาซีนิคอล เปนชนิดแรกที่นํามาใชเปนสารฆาแมลง ในป พ.ศ. 
2407 เพื่อใชกําจัดศัตรูมันฝร่ังในสหรัฐอเมริกา  (Loebenstein, 1994)  จากรายงานของ Mitsuhashi 
และคณะ (1970) พบวา สารกลุมอาซีนิคอลที่ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีผลยับยั้งการแบงเซลล
ของแมลงปากดูด Antheraea eucalypti ได   ปจจุบันไมนิยมใชเนื่องจากมีพิษตอพืช 

 2.2.2 สารฆาแมลงอินทรีย (organic insecticide) 
               สารฆาแมลงอินทรียแบงออกเปน สารอินทรียสังเคราะหและสารอินทรียธรรมชาติ 
 
  2.2.2.1 สารอินทรียสังเคราะห (Synthetic organic insecticide)   
   ออรกาโนคลอรีน (organochlorine) เชนกลุมของ DDT เปนสารฆาแมลงที่มีการ
ใชแพรหลายทั่วโลก DDT ไดรับการยกยองวาเปนสารฆาแมลงสมบูรณแบบ เพราะมีพิษตอแมลง
มากชนิด มีความคงทนออกฤทธิ์อยูไดนานและราคาถูก   มีคา LD50จากการทดลองกับหนู โดยการ
ใหสารทางปาก เทากับ 113  มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ปริมาณการใช DDT เร่ิมลดต่ําลงภายหลังป พ.ศ. 
2514 เนื่องจากปญหามลภาวะในสิ่งแวดลอมและการสรางความตานทานโดยแมลงศัตรู นอกจากนี้
ยังมีการสะสมตกคางในสายใยอาหารอีกดวย (Quintero และคณะ, 2005) ไดมีการประกาศหามใช 
DDT ในประเทศที่พัฒนาแลวหลายประเทศ รวมทั้งสหรัฐอเมริกา ซ่ึงประกาศหามใช แตยังมีการ
ผลิตเพื่อสงขายประเทศกําลังพัฒนาเพื่อใชในการควบคุมโรคมาลาเรีย ในประเทศไทย กระทรวง
เกษตรประกาศวา  DDT เปนวัตถุอันตรายหามใชทางการเกษตร เมื่อมีนาคม 2526 
 (http: // 210.246.186.28/ard/Show Forums.aspx?id=11;19/8/51)   

  ออรกาโนฟอสเฟต (Organophosphate) เปนยาปราบศัตรูพืชที่ใชกันมากในขณะนี้ 
ซ่ึงมีอยูหลายอยางดวยกัน ที่รูจักกันดี คือ มาลาไธออน (Malathion) หรือในนามของยาโฟลิดอล 
(Folidol), E 605 หรือยาเขียวฆาแมลงหรือยาฆาแมลงตราหัวกะโหลกไขว ยานี้ไดมีหลายบรษิทัผลิต
ออกจําหนาย  โดยช่ือทางการคาตาง ๆ กัน เชน อีคาท็อกซ (Ekatox), เพอรเฟคไธออน 
(Perfekthion), เมทาซีสตอกซ (Metasystox), โอโซ (OZo), ออรโธฟอส (Orthophos), พาราเฟต 
(Paraphate) เปนตน ในปจจุบันมาลาไธออนกําลังเปนตนเหตุสําคัญอยางหนึ่งของ "อันตรายอันเกิด
จากสิ่งมีพิษ" โดยปกติรางกายเมื่อมีการทํางานของระบบประสาทตาง ๆ จะเกิดสารเคมีชนิดหนึ่ง 
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เรียกวาอะเซทิลโคลิน (acetylcholine) ซ่ึงจะทําหนาที่เปนสื่อนํากระแสประสาทผานไปยังอวัยวะที่
เสนประสาทนั้นไปเลี้ยง และจะถูกยอยและสลายไปตามธรรมชาติในรางกายโดยเอนไซมที่เรียกวา 
โคลินเอสเตอรเรส (cholinesterase) และจะเกิดขึ้นมาใหมอีกเมื่อมีการกระตุนของระบบประสาท
ดังกลาว   การออกฤทธิ์ของยาฆาแมลงพวกนี้ เมื่อเขาไปในรางกายจะไปจับกับเอนไซม               
โคลินเอสเตอรเรส กลายเปนสารคงทนถาวรสลายตัวไดยาก และกินเวลานาน ฉะนั้นจึงไมมี
เอนไซมไปยอยหรือสลายอะเซทิลโคลิน ที่เกิดขึ้นในรางกายใหหมดไปตามธรรมชาติ  ดังนั้น
รางกายจะมีอะเซทิลโคลินคั่งหรือเพิ่มมากขึ้นทุกที จนเกิดเปนพิษตอรางกาย  ฉะนั้นพิษของ         
พาราไธออนก็คือการที่มีอะเซทิลโคลินในรางกายเพิ่มมากขึ้น  ซ่ึงอาการที่เกิดจากพิษพาราไธออนก็
เหมือนกับการกระตุนประสาทที่ไปเล้ียงอวัยวะตางๆ (Baker และคณะ, 1985; Aygun,2004)    

  คารบาเมต (carbamate) สารฆาแมลงในกลุมคารบาเมตที่ใชในปจจุบัน ถึงแมจะมี
ไมมากชนิด แตมีความสําคัญในการกําจัดแมลงไดดี คารบาเมตที่ใชเปนสารฆาแมลงทั้งหมดเปน  
เอสเทอรของกรดคารบามิก (carbamic acid) สารฆาแมลงในกลุมคารบาเมตมีประมาณ 20 ชนิด 
ตัวอยางเชน คารบารีล (Carbaryl) นิยมใชกันอยางแพรหลายเปนเวลานานแลว  เนื่องจากใชกําจัด
แมลงไดมากชนิดในลักษณะสัมผัสตาย  โดยมีคา LD50จากการทดลองกับแมลงจําพวกตั๊กแตน  
เทากับ 31 ไมโครกรัมตอกรัม (Elliott, 1976)   

  ไพรีทรอยดสังเคราะห (synthetic pyrethroid) เปนกลุมของสารฆาแมลงซึ่งไดจาก
การสังเคราะหเลียนแบบโครงสรางพื้นฐานของไพรีทริน มีฤทธิ์เปนยาฆาแมลงเชนเดียวกัน ขอดีคือ
ไมสลายตัวไดงายเหมือนกลุมไพรีทริน ออกฤทธ์ิเร็ว มีพิษสูง ฆาแมลงไดมากชนิด มีพิษตอ
สัตวเลือดอุนต่ํา และไมทําใหเกิดปญหาสารพิษตกคางในสิ่งแวดลอม แตก็มีขอเสียเนื่องจากไม
ปลอดภัยตอแมลงที่มีประโยชน เชน ผ้ึง และแมลงตัวห้ําตางๆ นอกจากนี้ยังมีพิษสูงมากตอสัตวน้ํา 
เชน ปลา และสัตวไมมีกระดูกสันหลังตางๆ ที่อยูในน้ํา ตัวอยาง เชน  permethrin มีคา LD50 จากการ
ทดลองกับปลาชนิดตางๆ อยูระหวาง 1-140 ไมโครกรัมตอลิตร (Elliott และคณะ, 1973) 
 
  จะเห็นไดวาการใชยาฆาแมลงที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมีมีประสิทธิภาพใน
การฆาแมลงไดดี และรวดเร็ว   แตขอเสียคือ มีการสะสมอยูในธรรมชาติกอใหเกิดปญหา
ส่ิงแวดลอมและเปนอันตรายตอเกษตรกรผูใช นอกจากนี้ปญหาการดื้อยาของแมลง ทําใหเกษตรกร
ตองฉีดพนปริมาณยาฆาแมลงที่เพิ่มขึ้น กอใหเกิดสารพิษตกคางเพิ่มมากขึ้น  การใชสารเคมีฆา
แมลงที่เปนพิษรายแรงที่สามารถฆาแมลงไดทุกชนิด ไมเฉพาะเจาะจงและใชอยางพร่ําเพรื่อ เกิน
ความจําเปน ทําใหแมลงที่เปนประโยชนถูกทําลายไปดวย   สําหรับแมลงที่เปนประโยชนสามารถ
แบงออกไดเปน 5 กลุม คือ แมลงที่ใหผลผลิต แมลงที่ใชเปนอาหาร แมลงผสมเกสร แมลงที่ชวย
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สรางเสริมความอุดมสมบูรณของดิน แมลงตัวห้ํา และแมลงตัวเบียนทําใหความสมดุลทาง
นิเวศวิทยาเปลี่ยนไป 

 
2.2.2.2 สารอินทรียธรรมชาติ 
 2.2.2.2.1 สารฆาแมลงจากพชื (Botanical insecticide) 
 สารฆาแมลงจากพืชที่มีการใชในปจจุบนั ไดแก ไพรีทริน โรตีโนน นโิคตีน และ

สะเดา เปนตน 
 ไพรีทริน (Pyrethrin) เปนสารซึ่งสกัดไดจากสวนของพืชในวงศ  Compositae 

สกุล Chrysanthemum  มีช่ือสามัญเรียกทั่วไปวา ไพรีทรัม (pyrethrum)  สารออกฤทธิ์ที่สําคัญมี 6 
ชนิด เรียกรวมวา ไพรีทริน ไพรีทรินมพีิษสูง ฆาแมลงไดมากชนิดอยางรวดเรว็ในลักษณะสัมผัส
ตาย และมีพษิต่ําตอสัตวเลือดอุน นอกจากนี้ไพรีทรินยังมีคุณสมบัติในการนอก-ดาว (knock-down) 
แมลงไดดีอีกดวย  ไพรีทรินมีขอเสียที่สลายตัวรวดเร็ว โดยเฉพาะเมื่อถูกแสงอัลตราไวโอเลตใน
แสงแดด จึงจําเปนตองมวีธีิการผลิตและการเก็บรักษาที่ดี และราคาคอนขางแพงเนื่องจากตนทนุ
การผลิตสูง  รูปที่ 2.1 แสดงโครงสรางไพรีทริน 

 

 
รูปที่ 2.1 โครงสรางไพรีทริน 

  
 สะเดา  (Azadirachta indica A. Juss.) สารที่สกัดไดจากสะเดาสวนใหญไดแก 

azadirachtin, salannin และ nimbin โดย azadirachtin มีคุณสมบัติเปนสารฆาแมลง สวน salannin 
และ nimbin เปนสารไล และยับยั้งการเจรญิเติบโตของแมลง (กองกีฏและสัตววิทยา, 2547) สะเดา
สามารถควบคุมเพลี้ยออนและเพลี้ยกระโดดไดดี และยังสามารถควบคุมหนอนใยผักได (Graigne 
and Ahmed, 1988; โศรยา พันธุวิริยาพงษ, 2531) ใชใบสะเดาแก 200 กรัม ทําใหละเอยีดหมกัในน้ํา 
1 ลิตร ทิ้งไว 2 คืน กรองเอากากออก สามารถปองกันกําจัดหนอนกระทูผักและหนอนใยผักได 
(Jacobson and Crosby, 1971) ขอเสียของสะเดาคือ ฤทธ์ิของสารสกัดสะเดาจะลดลงในสภาพที่มี
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แดด ซ่ึงมีรังสีอัลตราไวโอเลต ฉะนั้นจึงควรใชสารสกัดสะเดาในเวลาเยน็ (อารยา จาตเิสถียร, 2540)  
  

พืชสมุนไพรบางชนิดที่มีสารฆาและไลแมลง 
 ณรรฐพล วัลลียลักษณ (2531) รายงานวาเปลือกของแคฝรั่ง (Sesbania grandiflora 

Pers.) เปนสวนที่ใชทํายาฆาแมลงได สมพร หิรัญรามเดช (2534) รายงานวาแคฝรั่ง เปนพชื
สมุนไพรที่ใชฆาแมลงได  

 ณรรฐพล วัลลียลักษณ (2531) รายงานวา ลําตน ใบและดอกของขี้เหล็ก (Cassia 
siamea Britt.) ใชเปนยาฆาแมลงได อํานวย อิศรางกูร ณ อยุธยา และอรรณพ ตันสกลุ (2535) กลาว
วาใบ ดอก และผลของขี้เหล็กมีประสิทธิภาพสูงในการทาํลายเพลี้ยออน 

 วุฒิกรณ รอดความทุกข (2538) ทําการทดลองกับพืชสมุนไพรที่มีสารฆาและไล
แมลงบางชนิดคือ สะเดา แคฝรั่ง ดองดึง คนู หนอนตายหยาก และสารภี โดยใชพืชสมุนไพร 200 
กรัม หมักในน้ําปริมาณ 4 ลิตร ที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ผลการทดลองปรากฏวา หนอน
ตายหยากและสารภี มีประสิทธิภาพในการกําจัดแมลงศัตรูพืชดีที่สุด 

 

จะเห็นวาสารสกัดจากพืชมีประสิทธิภาพในการฆาแมลงไดดี ซ่ึงสามารถใช
ทดแทนหรือลดการใชสารฆาแมลงที่สังเคราะหทางเคมีไดอีกทางหนึ่ง ขอดีอีกอยางของสารฆา
แมลงจากพืชคือสลายตัวไดงาย ไมตกคางอยูในพืชผลและธรรมชาติเปนเวลานาน  นอกจากนี้ยังไม
พบวาแมลงใดๆ สามารถสรางความตานทานตอสารไพรีทริน (สิริวัฒน วงษศิริ, 2519) ดังเชนสาร
ฆาแมลงที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมี แตขอจํากัด คือ  สารฆาแมลงจากพืชมีตนทุนการผลิตที่สูง 
ตัวอยางเชน ไพรีทรินตองเก็บในชวงระยะที่ดอกชั้นในบานประมาณ 3 แถว หรือประมาณรอยละ 
50 ตอจากนั้นเมื่อดอกชั้นในบานมากขึ้น ปริมาณสารไพรีทรินจะลดนอยลงเรื่อยๆ การเก็บดอกไพรี
ทรัมจึงตองทําเปนระยะๆ โดยใชมือเลือกเก็บเฉพาะดอกที่เหมาะสม ซ่ึงเปนสาเหตุอยางหนึ่งที่ทํา
ใหตนทุนการผลิตสูง และพบวาสารฆาแมลงที่ไดจากพืชสลายตัวไดงายเมื่อถูกความรอน ตองทํา
การฉีดพนบอย และมีราคาแพงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับสารฆาแมลงที่สังเคราะหทางเคมี 

 

2.2.2.2.2 สารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ไดจากสตัว  
 สารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่สรางจากสัตวนั้นยงัไมมีรายงาน แตจะอยูในรูปของการใช

เปนตัวควบคมุ กําจัดแมลงศัตรูพืช ไดแก  
 

 แตนเบยีนไข Trichogramma spp. หรือแตนตาแดง ชวยทําลายไขที่มลัีกษณะไมมี
ขนปกคลุมและไขที่มีอายุ 1-2 วันของผเีสื้อตางๆ หลายชนิด เชน หนอนกอลายเล็ก Chilo 
infuscatellus, หนอนเจาะสมอฝาย Helicoverpa armigera, หนอนใยผกั Plutella xylostella, หนอน
สะไปนี่ Earias vittella, หนอนแกวสม Papilio demoleus malayanus เปนตน โดยแตนเบียนไขตัว
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เมียจะทําลายผเีสื้อโดยเจาะแทงเขาไปวางไขในไขผีเสื้อ ไข 1 ฟอง สามารถมีแตนเบียนไขได 1-4 
ตัว ทั้งนี้ขึน้อยูกับความสมบูรณของอาหารภายในไข ไขของผีเสื้อที่ถูกแตนเบียนเจาะทําลายแลว 3 
วัน จะเปลี่ยนเปนสีดํา และจะไมฟกเปนตวัหนอน หลังจากนั้น 8 วันจะฟกออกมาเปนตัวเต็มวัยของ
แตนเบยีนไข ซ่ึงจะผสมพันธุและไปทําลายไขของผีเสื้อตอ  (กองกีฏและสัตววิทยา, 2547) 

 

 มวนพิฆาต (stink bug) Eocanthecona furcellata เปนแมลงห้ําในระยะตัวออนและ
ตัวเต็มวัย ทั้งเพศผูและเพศเมีย มีปากแบบแทงดูด ดังนั้นจึงทําลายหนอนศัตรูพืชโดยใชปากแทงลง
ไปในลําตัวหนอนศัตรูพืช แลวปลอยสารพิษทําใหหนอนเปนอัมพาต จากนั้นจะดูดกินของเหลว
ภายในลําตัวหนอนจนแหงตายแลวทิ้งซากเหยื่อเพื่อหาเหยื่อใหมตอไป ตลอดชีวิตของมวนพิฆาต
ทําลายหนอนศัตรูพืชไดประมาณ 256 ตัว มวนพิฆาตสามารถทําลายหนอนศัตรูพืชไดหลายชนิด 
โดยเฉพาะหนอนผีเส้ือ เชน หนอนกระทูหอม และหนอนเจาะสมอฝาย เปนตน และสามารถ
ดํารงชีวิตอยูไดทั้งในสภาพสวนแสะสภาพไร เชน องุน, สม และฝาย เปนตน (กองกีฏและ         
สัตววิทยา, 2547) 

 ไรตัวห้ํา (predatory mite) เปนไรที่ไมเปนศัตรูพืช แตเปนตัวห้ําที่กนิไรศัตรูพืช 
และแมลงที่มขีนาดเล็กเปนอาหาร โดยใชอวัยวะคลายคมี (chelicerae) จับและเจาะเขาไปในตวัเหยือ่ 
ดูดกินของเหลวจนตวัเหยื่อแหงตาย โดยมากชอบเจาะกนิไขและตวัออนมากกวาตัวเต็มวัย ไรตัวห้ํา
ที่สําคัญอยูในวงศ Phytoseiidae มีขนาดใกลเคียงกับไรศตัรูพืช (ประมาณ 0.5 มม.) มีวงจรชีวิตจาก
ไขเปนตัวเต็มวัยประมาณ 4-5 วัน (กองกีฏและสัตววิทยา, 2547) 

 

  ไสเดือนฝอยกาํจัดแมลง (Entamopathogenic Nematodes) ไสเดือนเปนพาราสิต
ถาวรของแมลงบางชนิด มีการเจริญเติบโต ขยายพันธุ ผสมพันธุในตัวแมลงแลววางไขและฟกเปน
ตัวออน พอเขาวันที่ 3 (ขนาด 0.2-0.5 มิลลิเมตร) จะเขาทาํลายแมลงใหตายได  ไสเดอืนฝอยสามารถ
เขาทําลายแมลงหลายชนิดซึ่งเปนแมลงอาศยัใหตายได  แมลงอาศัยเหลานี้ไดแก หนอนกระทูหอม  
หนอนกระทูผัก  หนอนใยผัก  หนอนเจาะยอดผัก  หนอนเจาะสมอฝาย  หนอนทําลายยาสูบ   
หนอนกอกลวย  หนอนหอใบขาว  หนอนเจาะผลชมพู  ดวงเจาะลําตนกลวย  ดวงงวงมันเทศ เปน
ตน (กองกีฏและสัตววิทยา, 2547) ปจจุบนัในประเทศไทยมีการผลิตไสเดือนฝอยชนดิ Neoplectana 
carpocapse จําหนายในชื่อการคาเนมาโทดกิ 22 (Nematodik 22) (สุภาณี พิมพสมาน, 2540) 
 

  จะเห็นวาการใชศัตรูธรรมชาติ ไดแก แตนเบียนไข มวนพิฆาต ไรตัวห้ํา และ 
ไสเดือนฝอยกาํจัดแมลง สามารถทดแทนหรือลดการใชสารฆาแมลง และยังเปนการอนุรักษศตัรู
ธรรมชาติ เพื่อสรางความสมดุลใหกับระบบนิเวศไดอีกทางหนึ่ง  แตขอจํากัด คือ ตองใชในปริมาณ
มาก และบอยคร้ัง  
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2.2.2.2.3 สารจุลินทรียฆาแมลง (Microbial insecticides) 
 มีการนําสารจุลินทรียฆาแมลง ไปใชทดแทนการใชสารเคมีกันอยางกวางขวาง เนื่องจาก
พบวาสารเคมีกอใหเกิดปญหาขางเคียงที่ไมพึงประสงคหลายประการหากใชสารโดยขาดความรู
และความระมัดระวัง รวมทั้งผลที่มีกระทบตอส่ิงแวดลอม มีการตกคางในอาหารซึ่งเกินคาปลอดภัย
ตอผูบริโภค ปจจุบันจึงมีผูสนใจศึกษาหาสิ่งทดแทนสารเคมีเพื่อนําไปใชในการปราบศัตรูพืชใหมี
ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น และเปนทางเลือกใหเกษตรกรอีกทางหนึ่ง 
 ความพยายามในการพัฒนาใชเชื้อจุลินทรียในการกําจัดแมลง ไดรับความสนใจอยางมาก
ในปจจุบนั ในประเทศตางๆ รวมทั้งประเทศไทย มกีารสํารวจเพื่อคนหาชนิดของจุลินทรียเพื่อ
ศึกษารายละเอยีดในการควบคุมกําจัดแมลง ตลอดจนความเปนไปไดในการขยายพันธุเพิ่มปริมาณ 
จุลินทรียนั้นๆ ใหไดจํานวนมาก อันจะนําไปสูการผลิตสูตรสําเร็จที่เหมาะสม มีความคงทน และใช
ตนทุนการผลิตต่ํา ส่ิงมีชีวิตหลายชนิดสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงได ดังแสดงในตารางที ่
2.3 
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ตารางที่ 2.3 ตัวอยางสารจุลินทรียฆาแมลง จากจุลินทรยีชนิดตางๆซึ่งมีการผลิตจําหนาย 
 
จุลินทรีย ช่ือผลิตภัณฑ แมลงเปาหมาย 
แบคทีเรีย 
- Bacillus thuringiensis 
ver.kurstaki (Bt) 

 
Bactur®, Bactospeine®, 
Caterpillar Killer® 

 
Caterpillars (larvae of moths 
and butterflies) 

- Bacillus thuringiensis 
ver.aizawai 

Certan® Wax moth 
Caterpillars 

- Bacillus popilliae and 
- Bacillus lentimorbus 

Doom®, Japidemic®, Grub 
Attack® 

Larvae (grubs) of Japanese 
beetle 

เชื้อรา 
- Beauveria bassiana 

 
Botanigard®, Mycotrol®, 
Naturalis® 

 
Aphids, fungus gnats, mealy 
bugs, mites, thrips, whiteflies 

- Lagenidium giganteum Laginex® Larvae of most pest mosquito 
species 

โปรโตซัว 
- Nosema locustae 

 
NOLO Bait®, Grasshopper 
Attack® 

 
European cornborer 
caterpillars, grasshoppers and 
mormon crickets 

ไวรัส 
-Gypsy moth nuclear 
polyhedrosis virus (NPV) 

 
Gypchek® virus 

 
Gypsy moth 
Caterpillars 

-Tussock moth NPV TM Biocontrol-1 Tussock moth caterpillars 
-Pine sawfly NPV Neochek-S® Pine sawfly larvae 
ไสเดือนฝอย 
- Steinernema feltiae, S. 
riobravis, S. carpocapsae and 
other Steinernema species 

 
Biosafe®, Ecomask®, 
Scanmask® 

 
Larvae of a wide variety of 
soil-dwelling and boring 
insects 

ที่มา: Weinzierl (1995) 
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แบคทีเรีย เปนจุลินทรียกลุมที่ถูกนํามาใชประโยชนในการปองกันกําจัดแมลงมาก
ที่สุดในปจจุบนั มีรายงานวาแมลงเปนโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียคร้ังแรกในป พ.ศ. 2421 แตเพิ่งมี
การผลิตออกขายในเชิงการคาเมื่อประมาณ 30 ปที่ผานมา และมกีารนํามาใชเพยีงสกุลเดียว คือ 
Bacillus โดยเฉพาะชนิด Bacillus thuringiensis (Bt) สหรัฐอเมริกาเปนประเทศแรกเริ่มที่ผลิตสปอร
ของ Bt ออกขายเพื่อใชเปนสารฆาแมลง (Registration Eligibility Decision Document, 1998)   Bt
เปนแบคทเีรียที่พบไดทัว่ไปในธรรมชาติ ทั้งในอากาศ ดิน น้ํา ตนไมและใบไม ไมเปนอันตรายตอ
มนุษยและสัตว   ลักษณะเฉพาะของ Bt คือ สามารถสรางสารพิษ Delta-endotoxin เมื่อหนอนกนิเขา
ไป สารพิษจะไปทําลายระบบยอยอาหาร หนอนจะหยุดกินอาหาร เคล่ือนไหวชาลง และตายภายใน 
1-2 วนั (กองกีฏและสัตววทิยา, 2547)  Delta-endotoxin เปนทอกซนิที่ไมทนความรอน มีลักษณะ
เปนผลึกของโปรตีนซึ่งเปนสวนผสมของ toxin และ enzyme เกาะกนัอยูเปนผลึก   Bt เปนจุลินทรีย
ที่มีศักยภาพสงูในการควบคุมแมลงศัตรูพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจไดหลายชนิด เชน หนอนกระทู
หอม  หนอนใยผัก  หนอนเจาะสมอฝาย  หนอนกินใบปาลม   หนอนผีเสื้อ   หนอนเจาะลําตน
ขาวโพด เปนตน  Bacillus thuringiensis (Bt) จัดเปนจุลินทรียที่มีความสําคัญตอระบบการเกษตร
ยั่งยืน  เนื่องจากเปนจุลินทรยีที่มีความจําเพาะสูงตอแมลงเปาหมาย ปลอดภัยตอแมลงศัตรูธรรมชาติ
และแมลงที่มปีระโยชน Bt  ถูกนําเขามาใชควบคุมแมลงศัตรูพืชในประเทศไทยครัง้แรกในป 2512-
จนกระทั่งถึงปจจุบัน จากการคนควาทดลองของกลุมงานวิจยัการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กองกฏี
และสัตววิทยา พบวา Bt สามารถนําไปใชควบคุมแมลงศัตรูพืชไดมากกวา 15 ชนดิ (อัจฉรา ตนัติ
โชดก, 2538 )  การทดสอบความเปนพษิของ Bt  พบวาไมเปนพษิตอมนุษย สัตว พชื และแมลงทีม่ี
ประโยชนในชวงของการทดลองเปนระยะเวลา 2 ป ในไรที่ทําการทดสอบ  สําหรับความเปนพษิ
เฉียบพลันในหนูทดลองโดยการกนิ พบวาคา LD50 เทากับ 3940 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (กองกีฏและ
สัตววิทยา, 2547) 

 

   เชื้อรา (Fungus) มีการนําเชื้อรามาใชควบคุมแมลงศัตรูพืช เชื้อราหลายชนิด
ควบคุมระดับประชากรของแมลงและไรใหอยูในระดับสมดุลได โดยเชื้อราที่กอโรคจะมีความ
เปนอยูแบบปรสิต (parasite) อาศัยอยูภายในลําตัวของสัตวอาศัย ใชเนื้อเยื่อภายในรางกายเพื่อ
ดํารงชีวิตและขยายพันธุ (Carner, 1976; Hajek และ Leger, 1994) เชื้อราที่เปนสาเหตุทําใหแมลง
และไรศัตรูพืชตายมีหลายสกุล เชน Entomophthora, Verticillium, Beauveria, Hirsutella, 
Metarhizium, Cordyceps, Culicinomyces และ Paecilomyces (Lewis และคณะ, 1981; Samson และ
คณะ, 1988; Ferron และคณะ, 1991; Vey  และคณะ, 1993; Humber, 1997; Fuka, 1998; Inglis และ
คณะ, 2001)  นอกจากนี้เชื้อราบางชนิดจะสรางสารเมแทบอไลท (toxic metabolite) ที่มีฤทธ์ิรุนแรง
และใชฆาแมลง เชน destruxins จาก Metarhizium anisopliae (Peng และคณะ, 2005), hirsutellin A 
จาก Hirsutella thompsonii (Maimala และคณะ, 2002)  และ beauvericin จาก Beauveria  (Ganassi 
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และคณะ, 2002)  สารพิษเหลานี้จะยับยั้งระบบภูมิคุมกันของแมลง หรือเปนสาเหตุใหแมลงตาย  
ปจจุบันมีการใชราเปนสารฆาแมลงมากขึ้น ตัวอยางผลิตภัณฑราที่ใชฆาแมลงเชน Biogreen ที่เปน 
conidia ของ M. anisopliae  ใชในการปราบแมลงศัตรูพืชในออสเตรเลีย (Milner, 2000) 
 

  ไวรัส (Virus)  Nuclear Polyhedrosis virus (NPV) เปนไวรัสกลุมที่มีประสิทธิภาพ
สูงในการทําใหแมลงเปนโรค และตายได  NPV เปนไวรัสที่จัดอยูในวงศ  Baculoviridae หรือที่
เรียกกันทั่วไปวา บาคูโลไวรัส (baculovirus)  (Wood และ Hughes, 1996) เชื้อ virus NPV มี
คุณสมบัติพิเศษที่มีความเฉพาะเจาะจงตอแมลงเปาหมายเทานั้น เชน ไวรัส NPV ของหนอนกระทู
หอมจะเขาทําลายเฉพาะหนอนกระทูหอม หรือไวรัส NPV ของหนอนเจาะสมอฝาย จะเขาทําลาย
เฉพาะหนอนเจาะสมอฝาย จึงมีความปลอดภัยตอมนุษย สัตว และสิ่งแวดลอม (กรมวิชาการเกษตร, 
2547) จากการทดสอบความเปนพิษของเชื้อ virus NPV โดยการใหกินและการสูดหายใจหรือฉีดเขา
ใต ผิ วหนั งในสัตวทดลอง  เ ชน  หนู  กระต าย  สุนัข  และลิ งไมพบอาการผิดปกติ ใดๆ 
(http://www.vet.ku.ac.th/course/malinee/pesticides 4.htm ; 25/5/2008) กลไกการควบคุมจําจัด
แมลงคือ เมื่อหนอนไดรับไวรัส NPV จาการกินพืชที่พนไวรัส ไวรัสจะเขาทําลายนิวเคลียสของ
เซลลกระเพาะอาหารสวนกลาง นิวเคลียสเซลลเม็ดเลือด ไขมัน กลามเนื้อ ทางเดินอาหาร ทอหายใจ
และผนังลําตัว หนอนจะตายภายใน 2-7 วัน (กรมวิชาการเกษตร, 2547) 
 

  จะเห็นวาการใชจุลินทรียกําจดัแมลงศัตรูพชื  สามารถทดแทนหรือลดการใชสาร
ฆาแมลงสังเคราะหทางเคม ี ใชตนทุนการผลิตต่ํา สภาวะที่ใชในการผลิตไมขึ้นกับทําเลที่ตั้งและ
ฤดูกาล ใชระยะเวลาสั้น ใชพื้นที่นอย สามารถผลิตปริมาณมากๆได เมื่อเล้ียงอยูในอาหารและ
สภาวะทีเ่ล้ียงเหมาะสม แตขอจํากัด เชนการฉีดพน Bt และ NPV ควรฉีดพนเวลาเยน็เพื่อหลีกเลีย่ง
ความรอนจากแสงแดด ซ่ึงมผีลทําใหประสิทธิภาพลดลง  เปนตน 
  

Streptomyces sp. เปนแบคทีเรียที่นักวิจัยใหความสนใจ เนื่องจากสารปฏิชีวนะกวา 
70-80%  ผลิตไดจาก Streptomyces sp. ความสําคัญของ Streptomyces sp. คือ สามารถสรางสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive compound) ไดแก สารปฏิชีวนะ เชน เตตราซัยคลิน (tetracycline),        
อิริโทรมัยซิน (erythromycin), สเตรปโตมัยซิน (streptomycin) และ คลอแรมเฟนิคอล 
(chloramphenicol) เปนตน สารตานมะเร็ง เชน daunorubicin, enediynes และ idarubicin เปนตน 
และยังสามารถสรางสารฆาแมลง (Kieser และคณะ, 2000) จากรายงานการวิจัยพบวา Streptomyces  
avermitilis   สามารถสรางสารฆาแมลงในกลุม Avermectin   
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 อะเวอรเมกติน (Avermectins) เปนสารฆาแมลงกลุมสารปฏิชีวนะ (antibiotic) 
โครงสรางดังแสดงในรูปที่ 1.1  อะเวอรเมกตินเปนชื่อเรียกกลุมสารซึ่งสกัดแยกไดจากผลิตผลจาก
การหมัก (fermentation product) โดย Streptomyces avermitilis (Burg และคณะ, 1979)  จุลินทรีย
ชนิดนี้พบครั้งแรกจากตัวอยางดินในประเทศญี่ปุน ในการศึกษารายละเอียดพบวา อะเวอรเมกตินป
ระกอบดวยสาร  8 ชนิด  มีลักษณะโครงสรางโมเลกุลอยูในกลุมแมโครไซคลิกแลกโตน 
(macrocyclic lactone) (Mironov และคณะ, 2003)  avermectin B1a เปนชนิดที่มีคุณสมบัติเปนสาร
ฆาแมลงดีที่สุด เมื่อทดสอบกับแมลงในอันดับ Hemiptera, Lepidoptera และ Coleoptera (ยกเวน
ชนิด Diabrotica undecimpunctata ซ่ึงออนแอตอ avermectin B2a มากกวา) ดังนั้น avermectin B1a 
จึงมีการพัฒนาผลิตขายเปนสารฆาแมลงในเชิงการคา ในขบวนการผลิตอะเวอรเมกติน ผลผลิตที่ได
จะมีสวนผสมของ avermectin B1a และ avermectin B1b อยูในอัตราประมาณรอยละ 80:20 เรียกชื่อ
วา avermectin B1 หรือ abamectin ซ่ึงในปจจุบันชื่อ abamectin ไดรับความนิยมมากกวา และใชเปน
ช่ือสามัญของสารฆาแมลง ในประเทศไทยมีจําหนายในชื่อการคา อากริเมค (Agrimec) ใชไดผลใน
การกําจัดแมลงศัตรูมากชนิด เชน หนอนใยผัก หนอนคืบกะหลํ่า หนอนกระทูหอม เพล้ียไฟชนิด
ตางๆ และไรขาว เปนตน abamectin มีความเปนพิษตอสัตวเลือดอุนต่ํา คา LD50 จากการทดลองกับ
หนูทางปาก มากกวา 5,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม อะเวอรเมกตินสามารถฆา nematode และ 
arthropods ไดอยางกวางขวาง มีความเปนพิษสูงตอแมลง ไร และหมัด    จะเปนพิษตอเสนประสาท 
โดยกระตุน γ-aminobutyric acid ซ่ึงเปนสารเคมีสงสัญญาณสรางที่ปลายประสาท  ซ่ึงยับยั้งการ
ติดตอส่ือสารระหวางเสนประสาทถึงเสนประสาท และเสนประสาทถึงกลามเนื้อ  สงผลใหแมลง
เปนอัมพาต  กินอาหารไมได และตายในที่สุด Avermectin สามารยอยสลายอยางรวดเร็วในดินโดย  
Photodegradation และ microbial degradation  ไมปนเปอนในแหลงน้ําใตดินเนื่องจาก avermectin 
จับกับอนุภาคของดินอยางเหนียวแนน ถูกยอยสลายจากจุลินทรีย และแสงแดด  ไมถูกชะลงสูแหลง
น้ําใตดิน (Wislocki และคณะ, 1989) 
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2.3 Streptomyces spp. 

 2.3.1 ลักษณะโดยทั่วไป 
Streptomyces ถูกจัดอยูในอันดับ (order) Actinomycetes วงศ (family) Streptomycetaceae  

สกุล (genus) Streptomyces (Cowan และคณะ, 1974) เปนแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) 
ประเภทตองการอากาศในการเจริญเติบโต (aerobic) สามารถสรางสายใย (hyphae)ได ขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 0.5-2.0 μm เสนใยแตกแขนงได โดยท่ีรางแหเสนใย  ที่สรางขึ้นจะมีลักษณะคลาย
เสนใยของพวกรา (Brock และ Madigan, 1991)  Streptomyces spp. มีลักษณะคลายเชื้อรา แตไมใช
เชื้อรา ซ่ึงลักษณะที่บงชี้วา Streptomyces spp. เปนแบคทีเรีย คือไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส และ ไมโท
คอนเดรีย นอกจากนี้ผนังเซลลของ Streptomyces sp. ยังประกอบดวย mucopeptide     (N-acetyl 
glucosamine เชื่อมกับ  N-acetyl muramic acid); L-2,6-diamino pimelic acid; glutamic acid; 
glycine และ alanine (Buchanan และ Gibbons, 1974)  ขณะที่ผนังเซลลของเชื้อราประกอบดวย 
glucans, mannans  และ chitin (Cummins และ Harris, 1958)  การเจริญของสายใยของ 
Streptomyces มี 2 แบบ คือสายใยอาหาร (substrate หรือ vegetative mycelium) ที่เจริญอยูบน
ผิวหนาอาหารและฝงอยูในอาหารมีหนาที่ในการดูดซึมอาหารและยึดเกาะพื้นผิว  สวนสายใยอากาศ 
(aerial mycelium) เจริญเหนือผิวหนาอาหาร มีหนาที่ในการสรางสปอรเพื่อการสืบพันธุ (รูปที่ 2.2) 
ทั้งสายใยอาหาร   และสายใยอากาศ  สามารถผลิตรงควัตถุ (pigment)ไดหลากหลายสี และบางสาย
พันธุสรางรงควัตถุที่ละลายในอาหารได  (Noel และคณะ 1983) โคโลนีมีขนาดเล็ก 1-10 มิลลิเมตร  
ผิวขอบเรียบ ลักษณะเปนปุยคลายผงแปง  Streptomyces spp. สืบพันธุโดยการงอกใหมของ aerial 
spore โดยในสภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญ Streptomyces spp. จะสืบพันธุแบบไมอาศัย
เพศโดยการสรางสปอรที่เรียกวา โคนิดิโอสปอร (conidiospore) ที่มีการเรียงตัวของสายสปอร  และ
การแตกกิ่งที่แตกตางกัน การสรางสปอรของ  Streptomyces  เกิดจากการสรางผนังกั้นชองวาง
ภายในผนังเซลลของสายใยอากาศออกเปนหลายๆเซลล  เรียกวา เซพตัม (septum)  แลวจึงแบง
ออกไปเปนเซลลแตละเซลลเพื่อกลายเปนสปอรตอไป   ลักษณะพิเศษของ  Streptomyces spp. คือ
สามารถผลิตสาร geosmins ซ่ึงใหกล่ินดิน  และ พบอยูจํานวนมากในดิน นอกจากนี้สามารถพบได
ในสิ่งแวดลอมทั่วไป ไมวาจะเปนในปุย ตะกอนจากระบบน้ําเสีย (Nikolakopoulou และคณะ, 
2005) ตะกอนดินจากทะเล (Macherla และคณะ, 2005) เมล็ดขาวสาลี (Coombs และ Franco, 2003) 
หญาแหง (Dalphin และคณะ, 1991) แหลงน้ําจืดและน้ําทะเล  แตที่พบมากสุดคือ พบในดิน 
โดยเฉพาะดินที่มีความอุดมสมบูรณของสารอาหารและมีความชุมชื้นที่พอเหมาะ (Rintala,  2003) 
นอกจากนี้ยังสามารถผลิต extracellular enzyme ไดเปนจํานวนมาก และสารปฏิชีวนะกวา 70-80% 
ผลิตไดจาก Streptomyces sp. (Kieser และคณะ, 2000) โดยมีรายงานการคนพบอยางตอเนื่อง  
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รูปที่ 2.2  วงชีวิตของ Streptomyces  spp.  
ที่มา: http://home.hiroshima-u.ac.jp/mbiotech/hosenkin_lab/Strepto-E.html (25/5/2008) 

วงชีวิตของ Streptomyces  spp. เร่ิมจากสปอรงอกบนอาหารแข็ง (ขั้นที่ 1) แลวสรางสายใย
อาหาร แพรกระจายไปบนผิวหนาอาหาร (ขั้นที่ 2) แลวจึงพัฒนาสรางเปนสายใยอากาศ ยื่นออกจาก
ผิวอาหาร (ขั้นที่3-4) สายใยอากาศเริ่มขดเปนเกลียว(ขั้นที่ 5) แลวผนังกั้นถูกแบงออกเปนหลายๆ 
เซลล (ขั้นที่ 6) เพื่อสรางเปนสายสปอร (ขั้นที่ 7) แลวหลุดออกเปนสปอรเดี่ยวๆ (ขั้นที่ 8) จากนั้น
เขาสูวงจรชีวิตอีกครั้ง 
 

2.4 สารเมแทบอไลททุติยภมิู (Secondary metabolites) 
  
 ตามคําจํากัดความสารเมแทบอไลททุติยภูมิ คือสารที่ไมจําเปนตอการเจริญเติบโต หรือตอ
กระบวนสรางเซลล สารเมแทบอไลททุติยภูมิถูกสรางขึ้นโดยจุลินทรียพวกแอคติโนแบคทีเรีย 
(actinobacteria), แบคทีเรียบาซิลัส (bacilli), และเชื้อรา (fungi) (Vining, 1990)  เพื่อทําลายหรือ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน สารเมแทบอไลททุติยภูมิ มากกวา 23,000 ชนิด ที่เปนที่รูจัก 
พบวา ผลิตไดจากแอคติโนแบคทีเรีย 42 เปอรเซ็นต ผลิตไดจากเชื้อรา 42 เปอรเซ็นต และ ผลิตได
จากแบคทีเรียอ่ืนๆ 16 เปอรเซ็นต (Lazzarini และคณะ, 2000)  Streptomycetes จัดวามีประสิทธภิาพ
ในการผลิตสารเมแทบอไลททุติยภูมิ โดยสารปฏิชีวนะประมาณ 10,000 ชนิดที่รูจัก ผลิตไดจาก 
Streptomycetes ถึง 45-55 เปอรเซ็นต (Demain, 1999, Lazzarini และคณะ, 2000) และมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพที่หลากหลาย (Nakano และคณะ, 2000) ดังแสดงในตารางที่ 2.4 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางสารเมแทบอไลททุติยภูมิชนิดตางๆ ที่ผลิตไดจาก Streptomyces spp. 
 

Compound Biological activity Species References 
Avermectin Antiparasitic S. avermitillis Burg และคณะ (1979) 
Anthracyclines Antitumor S. galileus Fujii และ Ebizuka (1997) 
Bafilomycin ATPase-inhibitor of 

micro-organisms, plant 
and animal cells 

S. griseus 
 

Werner และคณะ (1984) 

Chloramphennicol Antibacterial, inhibitor 
of protein biosynthesis 

S. venezuelae Bewick และคณะ (1976) 

Hygromycin Antimicrobial, 
immunosuppressive 

S. hygroscopicus Omura และคณะ (1987) 
Uyeda และคณะ (2001) 

Lincomycin Antibacterial, inhibitor 
of protein biosynthesis 

S. lincolnensis Peschke และคณะ (1995) 

Mitomycin C Antitumor, binds to 
double- standed DNA 

S.lavendulae Mao และคณะ (1999) 

Rapamycin Immunosuppressive, 
antifungal 

S.hygroscopicus Vezina และคณะ (1975) 

Streptomycin Antimicrobial S. griseus Egan และคณะ (1998) 
Streptozotocin Diabetgenic S. achromogenes Herr และคณะ (1967) 
Tetracyclines antimicrobial S.aureofaciens 

S. rimosus 
Saleh และคณะ (1985) 
Hansen และคณะ (2001) 

ที่มา: Rintala (2003) 
 

2.5 การนํามาใชประโยชน 

Streptomyces spp.สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลายชนิด สวนใหญเปน
สารปฏิชีวนะและมีเปาหมายของการออกฤทธิ์ตอจุลชีพ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ Streptomyces 
spp. ผลิตได ถูกนํามาประยุกตใชใหเกิดประโยชนในดานตางๆ เชน ดานการแพทย มีการคนพบ
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถตานการเจริญของจุลินทรียกอโรคได ดังมีการรายงานโดย Ezra 
และคณะ(2004) พบวา Coronamycin เปนสารปฏิชีวนะชนิดใหมที่สรางจาก Streptomyces 
sp.(MSU-2110) มีความสามารถตานการเจริญของ Cryptococcus neoformans ซ่ึงเปนรากอโรคใน
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มนุษย และมีฤทธิ์ในการทําลายปรสิตที่เปนสาเหตุของโรคมาลาเรีย จึงสามารถผลิตเปนยาที่ใชใน
การรักษาโรคไดอยางเฉพาะมากขึ้น ในป 2006 Pereira และคณะแยก Streptomyces tsukubaensis ที่
สามารถสรางสาร Tacrolimus ซ่ึงมีฤทธ์ิตานการอักเสบในหนูที่เปนโรคเยื่อหุมปลอดอักเสบได  
Taechowisan และคณะ(2007) พบวา Streptomyces aureofaciens  CMUAc130  สามารถสรางสาร
ตานการอักเสบ  4 -Arylcoumarins ตอเซลลมาโครฟาจ RAW 264.7 ที่สามารถนําไปพัฒนาเพื่อใช
ในทางการแพทย  และ  ในป 2008 Kim และ Park ทําการคัดเลือก Actinomycetes จากตัวอยางดิน
ในประเทศเกาหลี 127 ไอโซเลต พบ 1 ไอโซเลตคือ Streptomyces clavuligerus CKD1119 ที่สราง
สาร Tacrolimus ซ่ึงกดภูมิคุมกันได สามารถนําไปพัฒนาทางการแพทยเพื่อใชในการกดภูมิคุมกัน
ในผูเปลี่ยนถายอวัยวะได 

 

ดานอุตสาหกรรม ในป 2003 Hiraki และคณะ พบวา ε-Polylysine เปนโฮโมพอลิเมอรที่
ไดจากการหมักของเชื้อ Streptomyces albulus สามารถนํามาใชเปนสารถนอมอาหารโดยไมเปน
อันตรายตอผูบริโภค  Tanabe และคณะ (2003) พบวา Streptomyces griseus HUT6037 ผลิต
เอนไซม chitosanases ซ่ึงมีประโยชนในการเตรียม chitooligosaccharides ในอุตสาหกรรม และใน
ป 2008 Anisha และคณะ พบวา Streptomyces griseoloalbus  ผลิตเอนไซม galactocidases ซ่ึง
สามารถนําไปประยุกตใชไดในอุตสาหกรรมอาหารตอไป 

 

ดานปศุสัตว Pfaller (2006)  ไดประยุกตใช    Bambermycin (flavophospholipol)  ที่ผลิตได
จาก Streptomyces มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสรางผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกจําพวก 
Staphylococcus spp. และ Enterococcus faecalis โดยใชเติมลงไปในอาหารสัตวเชน วัว หมู ไก 
และไกงวง  เพื่อสงเสริมการเจริญเติบโต 

 

ดานการเกษตร Streptomyces สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ตอตานการ
เจริญของวัชพืชดังการศึกษาของ Schwartz และคณะ (2004) ไดศึกษายีนจาก Streptomyces 
viridochromogenes Tu494 ซ่ึงเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะห phosphinothricin tripeptide ที่มี
คุณสมบัติในการทําลายวัชพืช ในป 2005 Sahin พบวา Streptomyces 3 สายพันธุ คือ S.rochei, 
S.ldicus และ S.antibioticus สามารถสรางสารปฏิชีวนะที่มีโครงสรางคลาย penicillins และมีผล
ยับยั้งการเจริญของ Pseudomonas tolaasii ที่เปนสาเหตุของการเกิดโรค bacterial blotch ในฟารม
เห็ด ในป 2008 Hayashi และคณะ พบวา Streptomyces sp. F40 สามารถสรางสาร Terfestatin A 
(Trf A) ซ่ึงเปนตัวยับยั้งการสงสัญญาณของออกซิน และในป 2008 Benimeli และคณะ พบวา 
Streptomyces sp. M7 สามารถยอยสลายสารฆาแมลงตกคางในดินไดถึง 68 เปอรเซ็นต ทําใหการ
งอกของเมล็ดพืชดีขึ้น และแข็งแรงมากกวาในดินที่มี lindane ปนเปอน นอกจากนี้ Streptomyces 
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สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีฤทธ์ิในการกําจัดและควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยมีรายงาน
การคนพบอยางตอเนื่อง 
 

2.6 สารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ผลิตไดจาก Streptomyces spp.  
 

 Burg และคณะ (1979) พบ avermectin ผลิตโดย Strreptomyces avermitilis  สามารถฆา
nematode และ arthropods ได 
 

 นอกจากสารฆาแมลงในกลุม avermectin แลวยังมีรายงานวา Streptomyces hygroscopicus 
สามารถผลิต milbemycin (Deshpande และคณะ, 1988)  รวมทั้ง  Streptomyces nanchangesis  ก็
สามารถผลิต  meilingmycin  (Ouyang และคณะ, 1996)  ซ่ึงออกฤทธิ์ฆาแมลงได 
 

Warr และคณะ(1994) พบวา  Streptomyces hygroscopicus RB4569D สามารถผลิต  
milbemycin ได 

 

Glazer และ Nikaido (2000)  รายงานวา Streptomyces tendae สามารถสราง  nikkomycin 
ซ่ึงสามารถฆาแมลงได  

 

Lee และคณะ (2000)  ทดลองใสยีนควบคุม afsR2 จาก Streptomyce lividans ซ่ึงเปนยีนที่มี
รายงานวาชวยกระตุนการสรางสารปฏิชีวนะหลายชนิด เขาไปใน Streptomyces avermitilis   พบวา 
ยีนดังกลาวมีผลชวยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต avermectin ไดสูงขึ้นจากเดิม 

 

Lewer และคณะ (2003) พบ tartrolone C ซ่ึงเปนสารออกฤทธิ์ฆาแมลงชนิดใหม  ผลิตได
จาก Streptomycs sp. CP1130  

 

Xiong และคณะ (2004)  แยก Streptomyces sp. 173   ซ่ึงเปนจุลินทรียที่พบในทะเล และ
พบวาสามารถผลิตสารฆาแมลงในกลุม avermectin ได 

 

Engwall และคณะ (2005) ไดทดลองสังเคราะห DNA ของยีน  ave C  ใสเขาไปในเชื้อ  
Streptomyces avermitilis  เพื่อเพิ่มการผลิต doramectin ใหมีปริมาณมากขึ้นในภาคอุตสาหกรรม 

 
 

Zhang และคณะ (2006) สามารถตัดตอยนี Olm จากเชือ้ Streptomyces venezuelae ATCC 
15439 ใสเขาไปใน Streptomyces avermitilis  Olm 73-12 เพื่อผลิต ivermectin ไดแทนการ
สังเคราะหทางเคมี ซ่ึงมีตนทุนสูง 
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Yin และคณะ (2008)  ศึกษาผลของปริมาณของไนโตรเจนเริ่มตน ปริมาณออกซิเจนที่
ละลายในอาหาร ตอลักษณะการเจริญของเสนใยของ Streptomyces avermitilis ในการผลิตสาร 
avermectin ในถังหมัก ขนาด 50 ลิตร พบวา  ที่ปริมาณไนโตรเจนเริ่มตน 4.3 เปอรเซ็นต  เสนใยมี
ลักษณะการเจริญแบบ pellet ที่มีขนาดเล็ก และลักษณะเสนใยแบบ pellet นี้จะชวยในการสงผาน
ออกซิเจนเขาภายในเซลลไดดี ทําใหได avermectin ในปริมาณสูง 
 

2.7 ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

 การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ Streptomyces ชนิดตางๆ ไดมีการรายงานการใช
แหลงคารบอน และไนโตรเจนหลากหลายชนิด รวมทั้งภาวะที่ใชเล้ียงเชื้อก็แตกตางกันตามความ
เหมาะสมของเชื้อแตละชนิดดังนี้ 
 

Xiong และคณะ (2004) เล้ียง Streptomyces sp.173 ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแปงที่ละลายน้ํา
ได 5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และมีเพบโทน 1 เปอรเซ็นต รวมกับสารสกัดจากยีสต 0.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน บมเชื้อที่ 28 องศาเซลเซียส เขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบ/นาที เปนเวลา 7 วัน พบวาใหสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่มีประสิทธิภาพสูง เมื่อ
ทดสอบกับไรทะเล โดยใหเปอรเซ็นตการตาย 100 เปอรเซ็นตที่เวลาทดสอบ 1 ช่ัวโมง 

 

Gesheva และคณะ (2005) เล้ียง Streptomyces hygroscopicus  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบดวยแลกโตส 2.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียม
ซักซิเนต 0.15  เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน บมที่ 31.7 องศาเซลเซียส 
เขยาดวยความเร็ว 220 รอบ/นาที เปนเวลา 144 ช่ัวโมง พบวาผลิต AK-111-81 macrolide antibiotic 
ไดสูงถึง 17.68  ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมโปรตีน 

 

Sujatha และคณะ (2005) เล้ียง Streptomyces psammoticus BT-408 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบดวยกลูโคส  1.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมี NH4NO3 
0.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน บมเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวย
ความเร็ว 220 รอบ/นาที เปนเวลา 96 ช่ัวโมง พบวาผลิตสารปฏิชีวนะ SBR-22 ตานการเจริญของ 
Staphylococcus aureus ไดเพิ่มสูงขึ้น 1.82 เทา 
 

Zhuang และคณะ (2006) ศึกษาผลของแหลงอาหารเพื่อเพิ่มผลผลิต meilingmycin โดย 
Streptomyces nanchangensis พบวาเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย corn flour 43.6 
เปอรเซ็นต รวมกับ  maize starch 35.9 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และมี 
กากถั่วเหลือง 10 เปอรเซ็นต โดยมี KNO3 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
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ไนโตรเจน บมเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 220 รอบ/นาที เปนเวลา 7 วัน พบวาให 
meilingmycin เพิ่มขึ้นจาก 51.3 เปน 228.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

Wu และคณะ (2008) เล้ียง Streptomyces padanus PMS-702 ในอาหารเลีย้งเชื้อที่
ประกอบดวยกลูโคส 1.12 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน กากถั่วเหลือง 1.12 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน ปรับคาความเปนกรดดางเปน 5.5 และบมที่ 
31.7 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน พบวาให fungichromin ถึง 112 มิลลิกรัมตอลิตร 
  

Yu และคณะ (2008) เล้ียง  Streptomyces rimosus MY02 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย
แปง 5.33 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน defatted peanut powder 0.94 
เปอรเซ็นต และ ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.62 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงไนโตรเจน ปรับคาความเปนกรดดางเปน 6  และบมที่ 28  องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วนั 
พบวา ใหสารออกฤทธิ์ยับยัง้เชื้อ Fusarium oxysporium f sp. cucumarinum โดยให inhibition zone 
มีเสนผานศูนยกลาง  33.19 มิลลิเมตร เมื่อทดสอบเปนเวลา 120 ช่ัวโมง 

Liang และคณะ (2008) เล้ียง Streptomyces gilvosporeus LK-196 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อ
สราง natamycin โดยใชกลูโคส 6.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และใช
กากถั่วเหลือง, เพบโทน, สารสกัดจากยีสต และ สารสกดัจากเนื้อ 1.0, 0.5, 0.5 และ 0.5 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ตามลําดับเปนแหลงไนโตรเจน ปรับคาความเปนกรดดางเปน 7.0-7.2 และบม
ที่ 28 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถผลิต natamycin ไดสูงถึง 2.03 กรัมตอลิตร 
 
  
 



บทที่  3 
วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดาํเนินการวิจัย 

 

3.1 วัสดุอุปกรณ 
 1.  เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (electronic balance) รุน FX-3000 ของบริษัท A&D ประเทศญี่ปุน 
 2.  เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (electronic balance) รุน FX-180 ของบริษัท A&D ประเทศญี่ปุน 
 3. เครื่องเขยาผสม (Vortex mixer) รุน Vortex-Genie No.2 ของบริษัท Scientific Industries, 
Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 4. เครื่องปนเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูม ิ (centrifuge) รุน KR-20000T ของบริษัท Kubota 
Corporation ประเทศญี่ปุน 
 5. เครื่องปนเหวีย่ง (Microcentrifuge) รุน TOMY MC-15A ของบริษัท TOMY SEIKO 
ประเทศญี่ปุน 
  6. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน MV Spectronic 21 ของบริษัท 
BAUSCH&LOMB ประเทศญี่ปุน 
 7. ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Incubator) ของบริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุน 
 8. เครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบหมุน (rotary incubator shaker) รุน G-25 ของบริษัท New 
Brunswick Scientific Co., Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 9. หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) รุน HV-50 ของบริษัท Hirayama Manufacturing 
Corporation ประเทศญี่ปุน 
 10. ตูถายเชื้อ (laminar flow) ของบริษัท International Scientific Supply ประเทศไทย 
 11. อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ (water bath) รุน TE-8D ยีห่อ Tempette ของบริษัท Techne 
ประเทศอังกฤษ 
 12. Ultrasonic disruption รุน UD-201 ของบริษัท  Tomy Seiko Co., Ltd. ประเทศญี่ปุน 
 13. เตาอบไมโครเวฟ (Microwave oven) รุน NE-767C ของบริษัท Matsushita Electric 
Industrial ประเทศญี่ปุน 
 14.ปม (Pump) รุน MPN125ของบริษัท  Thakita Electric Works., Ltd.  ประเทศญี่ปุน 
 15. เครื่องวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน รุน Buchi 345 Distillation unit และ รุน Buchi 345 
Digestor ของบริษัท Buchi Labortory Techniques Ltd., ประเทศสวิตเซอรแลน 
 16. กลองจุลทรรศน (Microscope) รุน CHS ของบริษัท Olympus Optical ประเทศญี่ปุน 
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 17. เครื่อง HPLC (High performance Liquid Chromatography) ของบริษัท Thermo 
Finnigan ประเทศสหรัฐอเมริกา ที่ประกอบดวย 
 Pump  ของบริษัท Thermo Finnigan ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  UV detector model UV6000LP ของบริษัท Thermo Finnigan ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 Autosampler model AS3000 ของบริษัท Thermo Finnigan ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 HPLC column: RP-C18 (250 x 4.9 nm, I.D. 5 μm) ของบริษัท Phenomenex ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  
 18. PTFE Microfilter  ขนาดรูพรุน 0.45 μm ของบริษัท Sartorius ประเทศเยอรมัน 
 19. Vials พรอมฝา ขนาด 1.8 ml ของบริษัท Thermo Finnigan ประเทศสหรัฐอเมริกา  
 20. เครื่องกวนควบคุมอุณหภูมิ (hot plate stirrer) รุน HS-115 บริษัท หริกุล กรุป จํากัด 
ประเทศไทย 
 21. เครื่องระเหยแหง (rotary evaporator) รุน N-1000 ของบริษัท EYELA ประเทศญี่ปุน 
 22. High Speed Micro Refrigerated Centrifuge รุน MTX-150 บริษัท Tomy ประเทศญี่ปุน  

3.2 เคมีภัณฑ                                                                บริษัท                                   ประเทศ 
Agar (วุนผงตรานางเงือก)                                            พัฒนสินเอนเตอรไพรส       ไทย 
Albumin from bovine serum (BSA)                             Sigma                                  Germany 
Boric acid (H3BO3)                                                       Merck                                  Germany 
Copper sulfate (CuSO4.5H2O)                                      Fluka                                    Switzerland 
Dinitrosalicylic acid                                                      Sigma                                  U.S.A 
Ethanol absolute 99.5%                                                Merck                                  Germany 
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Folin-phenol)         Fluka                                    Switzerland 
Glucose (Dextrose)                                                       สยามชัย เคมิคอล                 ไทย 
Hydrochloric acid (HCl)                                               Merck                                  Germany 
Peptone          Difco           U.S.A 
Potassium sodium tartrate                                            Carlo Erba                            Italy 
Sodium chloride (NaCl)                                               Merck                                   Germany 
Sodium hydroxide (NaOH)        Merck           Germany 
Yeast extract          Difco                        U.S.A 
Acetronitrile, HPLC grade                                           Merck                                   Germany 
Methanol, HPLC grade                                                Merck                                   Germany 
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เคมีภัณฑ                                                                     บริษัท                                         ประเทศ 
Dextrin                                                                         Wako Pure                Japan 

   Chemical Industries, LTD  
Ammonium chloride (NH4Cl)                                      Fluka                                         Switzerland 
Ethanol                                                                         กรมสรรพสามิต                        ไทย 
Ethyl acetate                                                                Merck                                         Germany 
แปงมันสําปะหลังตราปลาไทย 5 ดาว     อี.ที.ซี เอี๊ยบตงจั่น จํากัด             ไทย                                          
แปงขาวโพดตราคนอร       ยูนิลิเวอร ไทย เทรดดิ้ง จํากัด     ไทย                                          
น้ําตาลทรายมติรผล                                                     น้ําตาลมิตรผล                             ไทย 
ไรทะเล           INVE (Thailand) LTD.               ไทย   
TLC aluminium sheet                                                  Merck                                Germany 
Alpha-amylase (BAN 480®L)                                      Novo                                            Denmark 
Avermectin B                                                               Merck                                         Germany                                 
Doramectin                                                                   Merck                                         Germany                                 
Ivermectin                                                                     Merck                                         Germany 
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3.3 วิธีดําเนินการทดลอง 

3.3.1 การทดสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงเบื้องตนของ Streptomyces spp. 
สายพันธุ 442, 449 และ O145702 ในอาหารวุนแข็ง และการเตรียมสารตัวอยางเพื่อทดสอบ 

 
เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 บนอาหารวุนแข็งสูตร

ดัดแปลงจาก Luria-Bertani (LB) (ภาคผนวก   ก หมายเลข 2 )  เล้ียงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 7 วัน  ตัดวุนใหมีขนาด 1 ตารางเซนติเมตร ใสลงใน centrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
สับใหละเอียด จากนั้นเติมน้ํากล่ัน ปราศจากเชื้อ 0.8 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน นําไปบมในตูเย็นที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อสกัดสารจากเชื้อที่เล้ียงบนอาหารวุนแข็ง นําไป
ปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นดูดสารสกัดสวนใส เก็บไวสําหรับ
ทดสอบตอไป 
 
3.3.2 การเลี้ยงและการทดสอบสารออกฤทธิ์ตอไรทะเล (Brine shrimp) (Xiong และคณะ, 2004) 
  

3.3.2.1. การเตรียมไรทะเล 
3.3.2.1.1 ใสไขไรทะเล (Artemia salina) 2.5 กรัม ในน้าํ 1 ลิตร โดยน้ําที่ใชฟกไร

ทะเลมีสัดสวนของน้ํากลั่นตอน้ําทะเลเปน 2:1 บมที่อุณหภูมิหอง พรอมทั้งใหอากาศและแสงสวาง
ในภาชนะรูปกรวยคว่ํา (ภาคผนวก จ หมายเลข 2 ) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 3.3.2.1.2 ดูดตัวออน (nauplii) เก็บในภาชนะที่เหมาะสม โดยปเปตในชัน้กลางของ
น้ําทะเล (ซ่ึงเปนบริเวณที่มตีัวออน) 

 
3.3.2.2 การทดสอบสารฆาแมลงกับไรทะเล 

  ดูดไรทะเล 200 ไมโครลิตร ที่มีตัวออน (nauplii) 9-15 ตัว ใสในถาดหลุมขนาด 96 
หลุม (96-well tissue culture plate) เติมสารตัวอยางจาก Streptomyces spp. ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ลงไปในแตละหลุม ทําการทดลอง 5 ซํ้า โดยใชสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมไดผาน
การเลี้ยงเชื้อเปนชุดควบคุม ตรวจดูผลการตายของตัวออน (nauplii) เทียบกับชุดควบคุม ที่
ระยะเวลาตางๆ ภายใน 24 ช่ัวโมง สองภายใตกลองและบันทึกผลดังนี้  

เปอรเซ็นตการตายของไรทะเล = จํานวนไรทะเลที่ตาย หรือหยดุวายน้ํา x 100 

                                                                                               จํานวนทั้งหมดของไรทะเล 
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3.3.3  การเลี้ยง Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 

 3.3.3.1 การเตรียมสปอร Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702  

  ปลูกเชื้อ สายพันธุ 442, 449 และ O145702   ในอาหารวุนแข็งเอยีง (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 1) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จนกระทั่งสปอรแกเตม็ที่ แลวจึงนํามา
ขูดสปอรออกโดยเทคนิคปลอดเชื้อ โดยใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตวัแขวนลอย ดูดสปอรแขวนลอย
ที่ไดมากรองผานชุดกรองสปอร (ภาคผนวก จ หมายเลข 1) นําสปอรแขวนลอยที่กรองไดมาปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง  ลางสปอรดวยน้ํากลั่นปลอด
เชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นแขวนลอยใน 20 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว  โดยเจือจางให
ไดความหนาแนนของสปอรเทากับ 108 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ 442 และ 449  และ 1010 
สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ O145702 แบงเก็บเปนปริมาตรนอยๆ (aliquots) ที่อุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 

 3.3.3.2  การเลี้ยง Streptomyces spp. สายพันธุ  442, 449 และ O145702 ในอาหารเหลว 

 ถายสปอรแขวนลอยของ สายพันธุ 442 และ 449  ความหนาแนนของสปอรเทากับ 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ1010 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ O145702 
ลงในอาหารเลีย้งเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิ
ลิลิตรซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชือ้บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 250 รอบตอ
นาที อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง  เพื่อนําไปสกัดสาร
ออกฤทธิ์ฆาแมลง  

3.3.4  การสกัดสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 

 3.3.4.1 นําเชื้อที่เตรียมไดในขอ 3.3.3.2 มาปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุม
อุณหภูมิดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยก
สวนเสนใย (Mycelium) และสวนน้ําเลี้ยงเชื้อ (Broth)  

 3.3.4.2 นําสวนเสนใยสกัดดวยเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้น
เขยาใหเขากันดวยเครื่องผสมเปนเวลา 10 นาที ทําซํ้า 2 คร้ัง 

 3.3.4.3 นําสวนน้ําเลี้ยงเชื้อมาสกัดดวยเอทลิอะซิเทต (ethyl acetate) ที่อัตราสวน 1 ตอ 1 
เปนเวลา 10 นาที ทําซํ้า 2 คร้ัง   
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 สําหรับชุดควบคุม คืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมไดผานการเลี้ยงเชื้อ แลวนํามาสกัดวิธีเดียวกับ
ขางตน ขอ 3.3.4.1 และ 3.3.4.3 

 3.3.4.4 ทิ้งใหสารแยกชั้น แลวจึงนําชั้นเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) มาระเหยแหงดวย
เครื่องระเหยแหงภายใตสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) ที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส  จนระเหยแหงหมด ช่ังน้ําหนกัสาร แลวละลายดวยเอทานอล 30 ไมโครลิตร แลวปรับ
ปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร โดยเติมน้ําขจดัไอออน (deionized water) จากนั้นเจือจางดวยน้ําขจดั
ไอออนใหไดความเขมขนเริม่ตนในชวง 10 ถึง 100 ppm เพื่อนําไปทดสอบหาประสิทธิภาพในการ
ฆาไรทะเล (ซ่ึงเมื่อนําไปทดสอบกับไรทะเลจะเทากับใชสารเขมขนในชวง 5 ถึง 50 ppm)  

3.3.5 การศึกษาผลของกลูโคสตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของสายพันธุ 442, 449 และ 
O145702 ในอาหารเหลว  

 

ถายสปอรแขวนลอยของ สายพันธุ 442 และ 449  ความหนาแนนของสปอรเทากับ 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ1010 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ O145702 
ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตรซึ่งมีขดลวดสปริงอยูภายใน บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 250 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เล้ียง 18 ช่ัวโมง  สําหรับสายพันธุ 442 และ 449   และ 30 
ช่ัวโมง สําหรับสายพันธุ O145702    จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยแปรความเขมขนของกลูโคสที่ 
0.1, 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง  
จากนั้นแบง culture มาปริมาตร 20-25 มิลลิลิตรไปสกัดดวยเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ตามขอ 
3.3.4  แลวนําไปทดสอบการออกฤทธิ์ฆาแมลงกับไรทะเลตามขอ 3.3.2  และนําอีก 5 มิลลิลิตรไป
หาการเจริญของเซลล โดยการปนแยกเซลลและลางน้ํา 2 ครั้งแลวนําไปทําใหเซลลแตกดวยความถี่
ของคลื่นเสียง (ภาคผนวก ค หมายเลข 6) จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนจากเซลลโดยวิธี Lowry  
(ภาคผนวก ค หมายเลข 1)  
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3.3.6 การศึกษาผลของแหลงคารบอนชนิดอ่ืนๆ ตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงโดย Streptomyces 
spp. สายพันธุ 442, 449  และ O145702 

 

 3.3.6.1 การหาชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
 แหลงคารบอนชนิดอื่นๆ ที่ใชแทนกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลง

จาก LB มีดังนี้ น้ําตาลทราย (sucrose) เดกซทริน (dextrin) แปงที่ละลายน้ําได (soluble starch) แปง
มันสําปะหลัง (cassava starch) แปงขาวโพด (corn starch) และแปงมันที่ผานการยอยดวย
เอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข หมายเลข 1 สําหรับสายพันธุ O145702) โดยใชความเขมขน 0.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมเปนเวลา 3 วัน จากนั้นแบง culture มาปริมาตร 20-25 มิลลิลิตร
ไปสกัดดวยเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ตามขอ 3.3.4 แลวนําไปทดสอบการออกฤทธิ์ฆาแมลงกับ
ไรทะเลตามขอ 3.3.2  และนําอีก 5 มิลลิลิตรไปหาการเจริญของเซลล โดยการปนแยกเซลลและลาง
น้ํา 2 ครั้งแลวนําไปทําใหเซลลแตกดวยความถี่ของคลื่นเสียง  จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนจาก
เซลลโดยวิธี Lowry   

 

3.3.6.2 หาความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
 ถายสปอรแขวนลอยของ สายพันธุ 442 และ 449  ความหนาแนนของสปอรเทากับ 

108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ1010 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ 
O145702 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอน
ที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.6.1 มาแปรความเขมขนที่ 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2  เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) บมเปนเวลา 3 วัน จากนั้นแบง culture มาประมาณ 20-25 มิลลิลิตรไปสกัด
ดวยเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ตามขอ 3.3.4 แลวนําไปทดสอบการออกฤทธิ์ฆาแมลงกับไรทะเล
ตามขอ 3.3.2  และนําอีก 5 มิลลิลิตรไปหาการเจริญของเซลล โดยการปนแยกเซลลออกจากสวนน้ํา
เล้ียงเชื้อโดยนําเซลลลางน้ํา 2 คร้ังแลวนําไปทําใหเซลลแตกดวยความถี่ของคลื่นเสียง จากนั้น
วิเคราะหปริมาณโปรตีนจากเซลลโดยวิธี Lowry  สวนน้ําเลี้ยงเชื้อนํามาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่
เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธี DNSA  (ภาคผนวก ค  หมายเลข 3 )  

 
3.3.6.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
              ถายสปอรแขวนลอยของ สายพันธุ 442 และ 449  ความหนาแนนของสปอร

เทากับ 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ1010 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสาย
พันธุ O145702 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลง
คารบอนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.6.2 บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 250 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง  จากนั้นแบง culture 
มาประมาณ 20-25 มิลลิลิตรไปสกัดดวยเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ตามขอ 3.3.4 แลวนําไป
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ทดสอบการออกฤทธิ์ฆาแมลงกับไรทะเลตามขอ 3.3.2  และนําอีก 5 มิลลิลิตรไปหาการเจริญของ
เซลล โดยการปนแยกเซลลออกจากสวนน้ําเลี้ยงเชื้อโดยนําเซลลลางน้ํา 2 คร้ังแลวนําไปทําใหเซลล
แตกดวยความถี่ของคลื่นเสียง  จากนั้นวิเคราะหปริมาณโปรตีนจากเซลลโดยวิธี Lowry  สวนน้ํา
เล้ียงเชื้อนํามาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธี DNSA  
 
3.3.7 ปริมาณอินทรียและอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม เพื่อใชในการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง

โดย Streptomyces spp. 
 

 3.3.7.1 การหาชนิดของอินทรียและอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม 
  แหลงไนโตรเจนที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ดัดแปลงคือ  yeast extract และ 
โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) ซ่ึงเปนอินทรียและอนินทรียไนโตรเจนตามลําดับ จากการวิเคราะห
ปริมาณไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldahl (ภาคผนวก ค  หมายเลข 4 ) พบวา yeast extract มีปริมาณ
ไนโตรเจนเทากับ 10.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอน้ําหนัก) และโพแทสเซียมไนเตรทมีปริมาณ
ไนโตรเจนเทากับ 17.29 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอน้ําหนัก) เมื่อคํานวณจากสูตรโมเลกุล โดยใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ดัดแปลง ใช  yeast extract 0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  จึงมีปริมาณ
ไนโตรเจนจาก yeast extract อยู 0.0217 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และใชโพแทสเซียม     
ไนเตรท 0.38 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ซึ่งมีปริมาณไนโตรเจนอยู 0.0527 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ดังนั้นปริมาณไนโตรเจนรวมในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ดัดแปลงเทากับ 0.0744 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  
  แหลงอินทรียและอนินทรียไนโตรเจนที่นํามาทดสอบไดแก สารสกัดจากยีสต    
เพบโทน  แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดแอมโมเนียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) และโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) 

 ทําการเลี้ยงเชื้อโดยถายสปอรแขวนลอยของสายพันธุ 442 และ 449 ความ
หนาแนนของสปอรเทากับ 108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 1010 สปอรตอ
มิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ O145702  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.6.3 นํามาแปรแหลงอินทรียและอนินทรีย
ไนโตรเจนที่นํามาใชไดแก สารสกัดจากยีสต, เพบโทน, NH4Cl, (NH4)2SO4, (NH4)2HPO4 และ
KNO3 ใหมีความเขมขนเทากับ 0.0744 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  นําไปบมบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  จากนั้นแบง culture มา
ประมาณ 20-25 มิลลิลิตรไปสกัดดวยเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ตามขอ 3.3.4 แลวนําไปทดสอบ
การออกฤทธิ์ฆาแมลงกับไรทะเลตามขอ 3.3.2  และนําอีก 5 มิลลิลิตรไปหาการเจริญของเซลล โดย
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การปนแยกเซลลนําเซลลลางน้ํา 2 คร้ังแลวนําไปทําใหเซลลแตกดวยความถี่ของคลื่นเสียง  จากนั้น
วิเคราะหปริมาณโปรตีนจากเซลลโดยวิธี Lowry   
 

 3.3.7.2 การหาความเขมขนของอินทรียหรืออนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการสราง
สารออกฤทธิ์ฆาแมลง 

ถายสปอรแขวนลอยของสายพันธุ 442 และ 449 ความหนาแนนของสปอรเทากับ 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 1010 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ 
O145702 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอน
และอินทรียหรืออนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.7.1 โดยนําอินทรียหรืออนินทรีย
ไนโตรเจนที่เหมาะสมมาแปรความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 0.025, 0.05, 0.075, และ 0.1 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 250 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  จากนั้นแบง culture มาประมาณ 20-25 มิลลิลิตรไปสกัดดวย
เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ตามขอ 3.3.4 แลวนําไปทดสอบการออกฤทธิ์ฆาแมลงกับไรทะเลตาม
ขอ 3.3.2  และนําอีก 5 มิลลิลิตรไปหาการเจริญของเซลล โดยการปนแยกเซลลออกจากสวนน้ําเลี้ยง
เชื้อโดยนําเซลลลางน้ํา 2 คร้ังแลวนําไปทําใหเซลลแตกดวยความถี่ของคลื่นเสียง จากนั้นวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนจากเซลลโดยวิธี Lowry   

 3.3.7.3 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงเมื่อเล้ียงในแหลง
คารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 ถายสปอรแขวนลอยของสายพันธุ 442 และ 449 ความหนาแนนของสปอรเทากับ 
108 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 1010 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ 
O145702  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่มีแหลงคารบอน
และอินทรียหรืออนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.3.7.2  บมบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อ 1-7 วัน 
เก็บตัวอยางทกุๆ 24 ช่ัวโมง จากนั้นแบง culture มาประมาณ 20-25 มิลลิลิตรไปสกัดดวยเอทิลอะซิ
เทต (ethyl acetate) ตามขอ 3.3.4 แลวนําไปทดสอบการออกฤทธิ์ฆาแมลงกับไรทะเลตามขอ 3.3.2  
และนําอีก 5 มิลลิลิตรไปหาการเจริญของเซลล โดยการปนแยกเซลลออกจากสวนน้ําเลี้ยงเชื้อโดย
นําเซลลลางน้ํา 2 คร้ังแลวนําไปทําใหเซลลแตกดวยความถี่ของคลื่นเสียง จากนัน้วเิคราะหปริมาณ
โปรตีนจากเซลลโดยวิธี Lowry สวนน้ําเลี้ยงเชื้อนํามาวเิคราะหปริมาณไนโตรเจนที่เหลือในอาหาร
เล้ียงเชื้อโดยวธีิ Kjeldahl  
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3.3.8 อุณหภูมิท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อ 
   

ถายสปอรแขวนลอยของ สายพันธุ 442 และ 449  ความหนาแนนของสปอรเทากับ 108 
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ1010 สปอรตอมิลลิลิตร สําหรับสายพันธุ O145702 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ซ่ึงมีขดลวดสปริงอยูภายใน 
บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เล้ียง 18 ช่ัวโมง  สําหรับสายพันธุ 442 และ 449   และ 30 ช่ัวโมง สําหรับสายพันธุ O145702  
จากนั้นถายเชื้อ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก 
LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที โดยแปร
อุณหภูมิที่ใชในการบมเชื้อคือ 28, 30 และ 32  องศาเซลเซียส เปนเวลา 0-7 วัน เก็บตัวอยางทุกวัน 
ติดตามการเจริญเติบโตโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  

เล้ียงเชื้อภายใตภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.3.7.3 บมเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภมูิดวย
ความเร็ว 250 รอบ โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อ 0-7 วัน เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไป
สกัดดวย เอทลิอะซิเทต (ethyl acetate) ตามขอ 3.3.4 นําไปทดสอบการออกฤทธิ์ฆาแมลงกับไร
ทะเลตามขอ 3.3.2    

 
3.3.9 การหาความเขมขนของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ทําให ไรทะเลตาย 50 เปอรเซ็นต ของจํานวน
เร่ิมตน (LD50) (Martins และคณะ, 2007) 
  

 ดูดไรทะเลมา 200 ไมโครลิตร ใหมีตัวออน (nauplii) 9-15 ตัว ใสในถาดหลุมขนาด 96 
หลุม (96-well tissue culture plate) เติมสารทดสอบ 200 ไมโครลิตรที่ความเขมขนตางๆ กัน ลงไป
ในแตละหลุม ทําการทดลอง 5 ซํ้าการทดลอง โดยใชสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมไดผานการ
เล้ียงเชื้อเปนชุดควบคุม ตรวจดูผลการตายของตัวออน (nauplii) เทียบกับชุดควบคุม 
 
3.3.10  การแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบโดยวิธีโครมาโทกราฟ (chromatography)  
 

3.3.10.1 แยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโตกราฟฟ 
(Preparative Thin Layer  chromatography) 

โดยการลากเปนแถบของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบโดยมีน้ําหนัก
สารประมาณ  35-50  มิลลิกรัมที่ละลายในเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ลงบนแผนซิลิกาเจล (silica 
gel 60 F254, E. Merck, Germany) ที่มีความหนา 1.0 มิลลิเมตร กวาง 20 เซนติเมตร และยาว 20 
เซนติเมตร นําแผนใสลงในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยสารละลายเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) โดยใหสวน
ปลายฐานของแผนแชอยูในตัวทําละลายสูงประมาณ ¾ นิ้ว  เมื่อสารละลายซึมมาถึงตําแหนงที่หาง
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จากปลายบนประมาณ  0.5 เซนติเมตร นํามาทําใหแหง  นํามาสองภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตที่
ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ใชดินสอลากเสนแตละแถบที่ปรากฏ  จากนั้นใชมีดขูดแตละแถบใส
ในหลอดทดลอง นําไปสกัดดวยเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) ระเหยแหง แลวนําสารสกัดที่ไดจาก
แตละแถบทดสอบการออกฤทธิ์ฆาไรทะเล และนําไปวิเคราะหโดย analytical  TLC และ High 
performance liquid chromatography 
 

3.3.10.2 การวิเคราะหโดย Analytical Thin Layer  chromatography  
  3.3.10.2.1 การเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการวิเคราะหสวนประกอบ
ของสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
  หยดสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่แยกไดจาก Preparative TLC ซ่ึงละลายใน เอทิลอะซิ
เทต (ethyl acetate) ลงบนแผนซิลิกาเจล (silica gel 60 F254, E. Merck, Germany) ที่มีความหนา 
0.25 มิลลิเมตร กวาง 5.0 เซนติเมตร และยาว 7 เซนติเมตร นําแตละแผนใสลงในภาชนะที่อ่ิมตัว
ดวยสารละลาย โดยใหสวนปลายฐานของแผนแชอยูในตัวทําละลายสูงประมาณ ¾ นิ้ว แปรชนิด
ของ mobile phase ดังนี้ 

ก. เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 
ข. 20% เมทานอล (methanol) : 80% เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 
ค. 15% เมทานอล (methanol) : 85% เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 
ง. 10% เมทานอล (methanol) : 90% เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 

 
เมื่อสารละลายซึมมาถึงตําแหนงที่หางจากปลายบนประมาณ  0.5 เซนติเมตร นํามาทําใหแหง  นํามา
ตรวจสอบโดยสองภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร จากนั้นนําแผนซิลิ
กามาพนดวย 10% กรดซัลฟูลิกในเอทานอล แลวนํามาใหความรอนบน hot plate จนเห็นแถบสาร
หาคา Rf  เทียบกับสารมาตรฐาน avermectin 
 

3.3.10.3 การแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลง โดย High performance liquid chromatography 
(HPLC) 
  3.3.10.3.1  การเตรียมสารฆาแมลงมาตรฐาน  

เตรียมสารละลายมาตรฐานไดแก avermectin, doramectin และ ivermectin  ละลาย
ในเมทานอลใหไดความเขมขน  100 ppm  นํามากรองผาน PTFE microfilter ขนาดรูพรุน 0.45 μm 
ใส vial ขนาด 1.5 mL  
   

3.3.10.3.2 การเตรียมสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่แยกไดจาก Preparative TLC จาก 
สายพันธุ 442, 449 และ O145702 
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ละลายสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหในเมทานอลใหไดความเขมขน  100 ppm  
นํามากรองผาน PTFE microfilter ขนาดรูพรุน 0.45 μm ใส vial ขนาด 1.5 mL  
 

3.3.10.3.3 สภาวะที่ใชวิเคราะหโดยเทคนิค HPLC 
ทําการวิเคราะหสารฆาแมลงมาตรฐาน และสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่แยกไดจาก 

Preparative TLC  โดย HPLC ตามวิธีการของ Seelanan และคณะ (2006) 
 

 Column   : Phenomenex® RP-C18, 250 x 4.9 nm, 5 μm 
 Mobile phase  : Methanol/ DDI water/Acetonitrile (Gradient Elution) 
       ดังแสดงในตารางที่ 3.1 
 Flow rate   : 1.0 mL/min 
 Injection volume  : 10 μL 
 Detection   : UV 254 nm 
ตารางที่ 3.1  Gradient Elution  
 

เวลา (นาที) MeOH(%)  DDI water (%) Acetonitrile(%) 

0 0 40 60 
40 30 10 60 
50 0 10 90 
51 0 40 60 
60 0 40 60 

 



บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การทดสอบความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces spp. สายพันธุ 
442, 449 และ O145702 เม่ือเล้ียงในอาหารวุนแข็ง 

 
จากรายงานการคัดกรอง Streptomyces สายพันธุตางๆ ที่แยกไดจากแหลงดินในประเทศ

ไทยโดย Sujitwanit และคณะ (2007) พบวาสายพันธุ 442, 449 และ O145702 สามารถสรางสาร
ออกฤทธิ์ฆาแมลงไดเมื่อทดสอบกับไรทะเล  การทดลองนี้จะทดสอบเพื่อยืนยันวา  Streptomyces 
spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702  ยังคงสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ฆาไรทะเลได โดยทําการ
เล้ียงเชื้อภายใตภาวะตามวิธีการขอ 3.3.1  ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.1 พบวาสารสกัดหยาบ
จากเชื้อ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702  สามารถฆาไรทะเลไดเมื่อบมกับไร
ทะเลเปนเวลาตั้งแตช่ัวโมงที่ 11, 9 และ 1 ตามลําดับ โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลเพิ่มขึ้น
เมื่อเวลาในการบมเพิ่มขึ้น  และใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลสูงสุดถึง  95.92, 98.45 และ 100 
เปอรเซ็นตตามลําดับ  เมื่อทําการทดลองเปนเวลา 22, 24 และ 22  ช่ัวโมง ตามลําดับ  เทียบกับชุด
ควบคุมซึ่งใชสารสกัดหยาบจากอาหารวุนแข็งปราศจากเชื้อ (Control)  ซ่ึงไมพบการตายของไร
ทะเลตั้งแตช่ัวโมงที่ 0-9  แตที่ช่ัวโมงที่ 11-24 พบการตายของไรทะเลเล็กนอยประมาณ 0.77-7.28 
เปอรเซ็นต  เมื่อบมเปนเวลา 15-24 ช่ัวโมง 
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control 442 449 O145702  
รูปที่ 4.1  เปอรเซ็นตการตายของไรทะเลเมื่อทดสอบดวยสารสกัดหยาบจากเชื้อ Streptomyces spp. 
สายพันธุ 442, 449 และ O145702 บนอาหารวุนแข็งสูตรดดัแปลงจาก LB ที่เวลาตางๆ 
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4.2 การตรวจสอบแหลงสะสมสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 
และ O145702 ในอาหารเหลว 
  

 การทดลองนี้เพื่อตรวจสอบวาสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจาก  Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 
449 และ O145702  สรางขึ้นเปนชนิดปลอยออกนอกเซลล (extracellular substance) หรือเก็บไวใน
เซลล (intracellular substance) โดยทําการเลี้ยงเชื้อภายใตภาวะตามวิธีการในขอ 3.3.3.2 จากนั้นแยก
สวนน้ําเลี้ยงเชื้อและเซลลไปสกัดดวยเอทิลอะซิเทตแลวนํามาทดสอบการออกฤทธิ์ฆาไรทะเลตาม
วิธีการในขอ 3.3.2   ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากทั้งสวนเสนใย
และสวนน้ําเลี้ยงเชื้อ ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm สามารถออกฤทธิ์ฆาไรทะเลได เมื่อบม
กับไรทะเลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ดังนั้นสารออกฤทธิ์ฆาแมลงสรางจาก  Streptomyces spp. ทั้ง 3 สาย
พันธุ ถูกสรางขึ้นภายในเซลลและปลอยออกมานอกเซลล  โดยยังมีบางสวนสะสมอยูภายในเซลล 
โดยพบวาใหฤทธิ์ฆาไรทะเลสูงใกลเคียงกับที่ปลอยออกนอกเซลล  
 

 จากขอมูลที่ไดขางตน ดังนั้นการสกัดสารออกฤทธิ์ฆาไรทะเลจาก Streptomyces  ทั้ง 3 สาย
พันธุ  ในการทดลองตอๆไปจะสกัดจากน้ําเล้ียงเชื้อและเสนใยทั้งหมด (whole culture)  ผลการ
ทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.3 ไดทําการสกัดน้ําเลี้ยงเช้ือและเสนใยทั้งหมด ของ Streptomyces  ทั้ง 3 
สายพันธุ ที่เล้ียงใน LB สูตรดัดแปลงที่ใช KNO3 0.38 เปอรเซ็นต แทนเพบโทน และมีกลูโคส 0.1 
เปอรเซ็นต พบวา สายพันธุ 442 และ 449 สามารถฆาไรทะเลไดดี โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไร
ทะเลสูงสุดถึง 100 เปอรเซ็นตทั้งคู เทียบกับชุดควบคุมซ่ึงไมพบการตายของไรทะเล  เมื่อบมกับไร
ทะเลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ในขณะที่สายพันธุ O145702  ใหสารออกฤทธิ์ฆาแมลงมีประสิทธิภาพใน
การฆาไรทะเลต่ํา โดยใหเปอรเซ็นตการตายสูงสุด 15.15 เปอรเซ็นต ในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ชุดควบคุม

 

รูปที่ 4.2  เปอรเซ็นตการตายของไรทะเล บม 24 ช่ัวโมง เมื่อทดสอบดวยสารสกัดหยาบเขมขน 50 
ppm จากเชื้อ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702  เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
สูตรดัดแปลงจาก LB ที่มีกลูโคส 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  
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รูปที่ 4.3 เปอรเซ็นตการตายของไรทะเล บม 24 ช่ัวโมงเมื่อทดสอบดวยสารสกัดหยาบเขมขน 50 
ppm จาก Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702  เมือ่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
สูตรดัดแปลงจาก LB ที่มีกลูโคส 0.1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน 

4.3  ผลของความเขมขนกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงและการเจริญ

ของ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 

 จากการแปรความเขมขนของกลูโคสที่ 0.1, 0.5 และ 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใน
อาหารสูตรดัดแปลงจาก LB ผลการทดลองในรูปที่ 4.4 พบวาสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสายพันธุ 
449 ใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดถึง 100 เปอรเซ็นต ตั้งแตวันที่ 1 ถึงวันที่ 7 ของการ
เล้ียงเชื้อที่ความเขมขนกลูโคส 0.1 และ 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เมื่อใชความเขมขน
สารสกัดหยาบ 50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ขณะที่เมื่อความเขมขนกลูโคสเพิ่มขึ้นเปน 1 
เปอรเซ็นต กลับใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลลดลง ซ่ึงสายพันธุ 442 ก็ใหผลเชนเดียวกัน  
สําหรับสายพันธุ O145702 พบวาที่ความเขมขนกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ให
ประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงกวาเมื่อเล้ียงในกลูโคส 0.1 และ 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ตามลําดับ อาจเนื่องจากวาปริมาณกลูโคส 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) มีปริมาณ
ไมเพียงพอตอการเจริญของเชื้อ ในขณะที่เมื่อทําการเพิ่มกลูโคสเปน 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) กลับมีผลเพ่ิมการเจริญมากกวาการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง ดังแสดงในรูปที่ 4.5 ซ่ึง
สอดคลองกับ Gallo และ Katz (1972) พบวากลูโคสยับยั้งการสรางสาร phenoxazinone และ 
actinomycin  และ Inoue (2007) พบวา กลูโคสยับยั้งการผลิตสาร retamycin จากการทดลองจะเห็น
วาที่ความเขมขนกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูง
ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ ทั้ง 3 สายพันธุ  ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปจะแปรชนิดของแหลง
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คารบอนอ่ืนๆ ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วัน  
เปรียบเทียบกับกลูโคสในการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
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0.1% กลูโคส  0.5% กลูโคส

1% กลูโคส 0.1, 0.5 และ 1% กลูโคส (ชุดควบคุม)  

รูปที่ 4.4 ผลของความเขมขนกลูโคสตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของเชื้อ Streptomyces spp. 
สายพันธุ 442, 449 และ O145702 ทดสอบที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm บมเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง  
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0.1% กลูโคส 0.5% กลูโคส 1% กลูโคส  
 
รูปที่ 4.5 ผลของความเขมขนกลูโคสตอการเจริญของเชื้อ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 
และ O145702  
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4.4 การศึกษาผลของแหลงคารบอนชนิดอ่ืนๆ ตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงโดย Streptomyces 
spp. สายพันธุ 442, 449  และ O145702 
 
4.4.1  การหาชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
 จากการทดลองแปรแหลงคารบอนชนิดตางๆ ไดแกน้ําตาลทราย (sucrose), เดกซทริน 
(dextrin), แปงที่ละลายน้ําได (soluble starch), แปงมันสําปะหลัง (cassava starch) และ แปง
ขาวโพด (corn starch)   แทนการใชกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB โดยใช
ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เล้ียงเปนเวลา 3 วัน พบวา แปงมันสําปะหลังและ
แปงขาวโพด เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสําหรับการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง โดยสายพันธุ 449 
ใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลเทากับ 90.48 และ 89.25 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงมีคาการตาย
ของไรทะเลสูงกวาเมื่อเล้ียงในกลูโคส  เมื่อทําการบมกับไรทะเลเปนเวลาเพียง 3 ช่ัวโมง ที่ความ
เขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm  และพบวาสารออกฤทธิ์ฆาไรทะเลที่ไดจากสายพันธุ 449  จากทุก
แหลงคารบอน  สามารถฆาไรทะเลได 100 เปอรเซ็นต เมื่อบมสารออกฤทธิ์ 50 ppm กับไรทะเลเปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  ขณะที่แปงขาวโพด และเดกซทริน เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุด สําหรับสายพันธุ 
442 และ O145702 ตามลําดับ โดยใหเปอรเซ็นการตายของไรทะเล 88.51 และ 72.42 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวาเมื่อเล้ียงในกลูโคส ดังแสดงในตารางที่ 4.1   
 
ตารางที่ 4.1 ผลของชนิดของแหลงคารบอน ที่ความเขมขน  0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ตอประสิทธิภาพในการฆาไรทะเล  ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm  ของเชื้อ Streptomyces 
สายพันธุ 442, 449 และ O145702 เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB เปนเวลา 3 
วัน 

แหลงคารบอน เปอรเซ็นตการตายของไรทะเล             

 4491 4492 4422 O1457022

กลูโคส 76.72 ± 8.12 100 ± 0.00 80.30 ± 11.30 58.95 ± 11.25 

น้ําตาลทราย 66.98 ± 6.23 100 ± 0.00 80.28 ±12.63 24.70 ± 7.71 
เด็กตริน 79.23 ± 6.31 100 ± 0.00 77.93 ± 11.70 72.42 ± 14.71 

แปงที่ละลายน้าํได 85.78 ± 8.46 100 ± 0.00 84.22 ± 9.42 44.99 ± 16.79 
แปงมันสําปะหลัง 90.48 ± 8.53 100 ± 0.00 79.40 ± 11.77 19.16 ± 9.68 
แปงขาวโพด 89.25 ± 5.37 100 ± 0.00 88.51 ± 10.09 7.95 ± 1.03 

หมายเหตุ     1. บมกับไรทะเลเปนเวลา 3 ช่ัวโมง 2. บมกับไรทะเลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
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 จากผลการทดลองในตารางที่ 4.1 บงชี้วาสายพันธุ 442 และ 449 สามารถผลิตเอนไซมที่
ยอยแปงใหเปนโมเลกุลเล็กแลวนํามาใชในการเจริญของเชื้อได  ดังนั้นจึงไดเปรียบเทียบการเจริญ
ของเชื้อเมื่อเล้ียงในแหลงคารบอนชนิดตางๆ  โดยการทําใหเซลลแตกดวยคล่ืนเสียง     (ภาคผนวก 
ค หมายเลข 6)  แลววิเคราะหปริมาณโปรตีนจากเซลล (ภาคผนวก ค หมายเลข 1)  เมื่อพิจารณาจาก
การเจริญของเชื้อเมื่อเล้ียงในอาหารที่มีแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดเปนสวนประกอบ พบวา
เชื้อมีการเจริญดีและมีการเจริญสูงกวาเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน  ดังแสดงในตารางที่ 4.2  
ในขณะที่การเจริญของสายพันธุ O145702  ที่เล้ียงในแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดมีการเจริญ
ที่ต่ํากวาเมื่อเล้ียงในกลูโคส  และประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลต่ํากวาเมื่อเล้ียงในกลูโคสเชนกัน 
ดังแสดงในตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.2 ผลของชนิดของแหลงคารบอน ที่ความเขมขน  0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ตอการเจริญของ Streptomyces สายพันธุ 442, 449 และ O145702 เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
สูตรดัดแปลงจาก LB เปนเวลา 3 วัน 
 

แหลงคารบอน โปรตีนจากเซลล (มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร)  

 449  442 O145702 

กลูโคส 230.55 ± 2.21  225.60 ± 3.83 134.38 ± 2.21 
น้ําตาลทราย 177.43 ± 4.42 222.48 ± 5.85 142.19 ± 2.21 

เด็กตริน 225.55 ± 3.83 217.79 ± 2.21  154.69 ± 3.83 
แปงที่ละลายน้าํได 372.74 ± 3.83 256.85 ± 5.85 117.19 ± 3.83 
แปงมันสําปะหลัง 269.61 ± 3.83 251.00 ± 3.83 101.56 ± 2.21 
แปงขาวโพด 308.68 ± 2.21 233.41 ± 2.21  92.19 ± 2.21 

 

ในการทดลองขั้นตอไปจะเลือกใชแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอน 
สําหรับสายพันธุ 442 และ 449  สวนสายพันธุ O145702 พบวาเดกซทรินเปนแหลงคารบอนที่ดี
ที่สุด  แตเนื่องจากเดกซทรินมีราคาสูง  จึงไดทดลองใชแปงมันสําปะหลังที่ผานการยอยดวย
เอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) เปนเวลา 5 นาที ซ่ึงใหคา DE 38 % และ 10 นาที ซ่ึง
ใหคา DE 45 %  เปรียบเทียบกับการใชเดกซตรินซึ่งวิเคราะหคา DE ได 28 % และแปงมัน
สําปะหลังที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซมอะไมเลส โดยใชความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน บมเปนเวลา 3 วัน  ผลการทดลอง ในรูปที่ 4.6 พบวา แปงมัน
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สําปะหลังที่ยอยดวยเอนไซมอะไมเลสเปนเวลา 5 นาที (38%DE)  ผลิตสารที่มีประสิทธิภาพฆาไร
ทะเลสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลเทากับ 80 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัด
หยาบ 50 ppm  ทดสอบกับไรทะเลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ดังนั้นในการศึกษาตอไปเลือกใชแปงมัน
สําปะหลังที่ยอยดวยเอนไซมอะไมเลสเปนเวลา 5 นาที มีคา DE 38% เปนแหลงคารบอนตอไป  
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รูปที่ 4.6 ผลของแหลงคารบอนชนิดตางๆ ที่ความเขมขน  0.5 เปอรเซ็นต  ตอประสทิธิภาพในการ
สรางสารฆาแมลง  ของเชื้อ Streptomyces สายพันธุ O145702 เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวสูตร
ดัดแปลงจาก LB เปนเวลา 3 วัน  (ใชสารสกัดหยาบ  50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  )  
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4.4.2  ผลของความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
 จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 442 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่ใชแปง
มันสําปะหลังและแปงขาวโพดแทนกลูโคส โดยแปรความเขมขนที่ 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) โดยเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 วัน พบวาความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ใหการออกฤทธิ์ฆาไรทะเลสูงสุด โดยให
เปอรเซ็นตการตายของไรทะเลเทากับ 95.55 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm บม
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.7ก ขณะที่ความเขมขนของแปงขาวโพดที่ 1.0 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ใหสารออกฤทธิ์ฆาไรทะเลสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเล
เทากับ 88.31 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดังผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.7ข  
 ในการศึกษาการเจริญของสายพันธุ 442 โดยการทําใหเซลลแตกดวยคล่ืนเสียง (ภาคผนวก 
ค หมายเลข 6)  จากนัน้วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนจากเซลล (ภาคผนวก ค หมายเลข 1)  พบวา
ปริมาณโปรตีนจากเซลลจะเพิ่มขึ้น เมื่อเพิม่ความเขมขนของแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพด แต
กลับลดลงเมื่อใชความเขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนทั้งในแปง
มันสําปะหลัง และแปงขาวโพด อาจเนื่องจากวาแปงมีปริมาณมากเกินไป ทําใหรบกวนการให
อากาศแกเชื้อ ทาํใหเชื้อเจริญไดลดลง  ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
 ในการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือในน้าํเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) เทยีบกับ
ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนทั้งหมด (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) ดังแสดงในตารางที่ 4.3 พบวาเชื้อสามารถ
ใชแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดในการเจริญไดดี  
 ดังนั้นจึงเลือกใชแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน มาใชในการทดลองตอไป เนื่องจากมีราคาถกูกวาแปงขาวโพดถึง 3 เทา และ
ประเทศไทยสามารถผลิตแปงมันสําปะหลงัไดปริมาณสงู ในขณะทีย่ังตองนําเขาแปงขาวโพดจาก
ตางประเทศเปนสวนมาก  และใหผลในการฆาไรทะเลที่ดี 

 
 
 
 
 
 
 
 



 48 

(ก) 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0.25 0.5 1 1.5 2
ความเขมขน (น้ําหนักตอปริมาตร)

 เป
อร
เซ็
น
ต
ก
าร
ต
าย
ข
อง
ไร
ท
ะเ
ล

 
(ข) 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0.25 0.5 1 1.5 2
ความเขมขน (น้ําหนักตอปริมาตร)

 เป
อร
เซ็
น
ต
ก
าร
ต
าย
ข
อง
ไร
ท
ะเ
ล

 

รูปที่ 4.7  ผลของความเขมขนของ (ก) แปงมันสําปะหลัง และ (ข) แปงขาวโพด ตอ การสรางสาร
ออกฤทธิ์ฆาไรทะเลโดยสายพันธุ 442  เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 วนั  (ใชสารสกัดหยาบ 50 ppm บม
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง) 
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ตารางที่ 4.3 ผลของความเขมขนของแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดตอการเจริญของ 
Streptomyces สายพันธุ 442  เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB   เปนเวลา 3 วัน 
 
แหลงคารบอน ความเขมขน 

(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

โปรตีนจากเซลล 
(มิลลิกรัมตอ
อาหารเลี้ยงเชือ้ 1 
ลิตร) 

ปริมาณน้ําตาล
เร่ิมตนทั้งหมด
(กรัมตออาหาร
เล้ียงเชื้อ 1 ลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลที่
เหลือในอาหาร 
(กรัมตออาหาร
เล้ียงเชื้อ 1 ลิตร) 

 
แปงมัน
สําปะหลัง 

 
0.25 
0.50 
1.00 
1.50 
2.00 

 
60.94 
79.69 
150.0 

234.38 
181.25 

 
1.75 
3.25 
6.75 
9.5 

13.5 

 
0.13 
0.14 
2.92 
3.31 
5.92 

 
แปงขาวโพด 

 
0.25 
0.50 
1.00 
1.50 
2.00 

 
46.88 
70.31 

140.63 
187.50 
134.38 

 
1.80 
3.75 
7.00 
9.74 

13.75 

 
0.13 
0.17 
2.69 
3.46 
5.95 

 
ขณะที่การเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 449 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่ใช

แปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดแทนกลูโคส โดยแปรความเขมขนที่ 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 วัน พบวาความเขมขนของแปงมัน
สําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหสารออกฤทธิ์ฆาไรทะเลสูงสุด โดยให
เปอรเซ็นตการตายของไรทะเลเทากับ 94.39 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm บม
เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.8ก ขณะที่ความเขมขนของแปงขาวโพดที่ 1.0 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ใหสารออกฤทธิ์ฆาไรทะเลสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเล
เทากับ 92.22 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm บมเปนเวลา 3 ช่ัวโมง ดังผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.8ข  
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 ในการศึกษาการเจริญของสายพันธุ 449 โดยวิเคราะหปริมาณโปรตีนจากเซลล พบวา
ปริมาณโปรตีนจากเซลลจะเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มความเขมขนของแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพด แต
กลับลดลงเมื่อใชความเขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอนทั้งในแปง
มันสําปะหลัง และแปงขาวโพด อาจเนื่องจากวาแปงมีปริมาณมากเกินไป ทําใหรบกวนการให
อากาศแกเชื้อ ทําใหเชื้อเจริญไดลดลง  ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
 ในการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อ เทียบกับปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
ทั้งหมด ดังแสดงในตารางที่ 4.4 พบวาเชื้อสามารถใชแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดในการ
เจริญไดดี  

ดังนั้นจึงเลือกใชแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เปนแหลงคารบอน มาใชในการทดลองตอไป เนื่องจากมีราคาถูกกวาแปงขาวโพด และใหผลใน
การฆาไรทะเลที่ดี 
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รูปที่ 4.8  ผลของความเขมขนของ (ก) แปงมันสําปะหลัง และ (ข) แปงขาวโพด ตอ การสรางสาร
ออกฤทธิ์ฆาไรทะเลโดยสายพันธุ 449  เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 วนั  (ใชสารสกัดหยาบ 50 ppm บม
เปนเวลา 3 ช่ัวโมง) 
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ตารางที่ 4.4 ผลของความเขมขนของแปงมันสําปะหลังและแปงขาวโพดตอการเจริญของ 
Streptomyces สายพันธุ 449  เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB เปนเวลา 3 วัน 
 
แหลงคารบอน ความเขมขน 

(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

โปรตีนจากเซลล 
(มิลลิกรัมตอ
อาหารเลี้ยงเชือ้ 1 
ลิตร) 

น้ํ า ต า ลทั้ ง หมด
เ ร่ิมตน  (กรัมตอ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 
ลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลที่
เห ลือในอาหาร 
(ก รัมต ออาหาร
เล้ียงเชื้อ 1 ลิตร) 

 
แปงมันสําปะหลัง 

 
0.25 
0.50 
1.00 
1.50 
2.00 

 
140.63 
328.13 
440.63 
459.38 
437.50 

 
1.75 
3.25 
6.75 
9.50 
13.5 

 
0.12 
0.35 
1.64 
2.15 
4.82 

 
แปงขาวโพด 

 
0.25 
0.50 
1.00 
1.50 
2.00 

 
182.81 
360.94 
459.38 
487.50 
455.63 

 
1.80 
3.75 
7.00 
9.74 

13.75 

 
0.10 
0.62 
2.15 
3.28 
5.77 

 
 และจากการเลีย้ง Streptomyces sp. สายพนัธุ O145702 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก 
LB ที่ใชแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสมีคา DE 38% แทนกลูโคส โดยแปรความเขมขนที่ 
0.25, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) โดยเลีย้งเชื้อเปนเวลา 3 วัน พบวา
ความเขมขนของแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสที่ 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ให
สารที่มีประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลประมาณ 80 
เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดังแสดงในรปูที่ 4.9  
 ในการศึกษาการเจริญของสายพันธุ O145702 โดยวิเคราะหปริมาณโปรตีนจากเซลล พบวา
ปริมาณโปรตีนจากเซลลจะเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มความเขมขนของแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลส 
แตกลับลดลงเมื่อใชความเขมขนตั้งแต 1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
อาจเนื่องจากวาแปงสวนที่ยังไมถูกยอยดวยเอนไซมรบกวนการใหอากาศแกเชื้อ เมื่อเพิ่มความ
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เขมขนแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสมากขึ้น ทําใหเช้ือเจริญไดลดลง  ดังแสดงในตารางที่ 
4.4 
 ในการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือในน้ําเล้ียงเช้ือ  เทียบกับปริมาณน้ําตาลเริ่มตน
ทั้งหมด ดังแสดงในตารางที่ 4.5 พบวาเชื้อสามารถใชแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสในการ
เจริญไดดี  

ดังนั้นจึงเลือกใชแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน มาใชในการทดลองตอไป  
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รูปที่ 4.9  ผลของความเขมขนของแปงมันสําปะหลังที่ถูกยอยดวยเอนไซมอะไมเลสมีคา DE 38% 
ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาไรทะเลโดยสายพันธุ O145702 เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 วัน (ใชความ
เขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง) 
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ตารางที่ 4.5 ผลของความเขมขนของแปงมันสําปะหลังที่ถูกยอยดวยอะไมเลสมีคา DE 38% ตอการ
เจริญของ Streptomyces สายพันธุ O145702  เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลวสูตรดัดแปลงจาก LB 
เปนเวลา 3 วัน 
 
แหลงคารบอน ความเขมขน 

(น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 

โปรตีนจากเซลล 
( มิ ล ลิ ก รั ม ต อ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 
ลิตร) 

น้ําตาลทั้งหมด
เ ร่ิ มตน (กรั ม
ตออาหารเลี้ยง
เชื้อ 1 ลิตร) 

ปริมาณน้ําตาลที่
เห ลือในอาหาร 
(ก รัมตออาหาร
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4.4.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชือ้เพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
  จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 442 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB 
ที่มีแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดย
แปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.10 พบวาใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเล
สูงสุดประมาณ  98.50 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัด 50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียง
เชื้อเปนระยะเวลา 4 วัน ดังนั้นการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 4 วัน เมื่อใช
แปงมันสําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
 การวิเคราะหการเจริญของสายพันธุ 442 โดยหาปริมาณโปรตีนจากเซลล พบวาปริมาณ
โปรตีนจากเซลลเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ นั่นคือเชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผานไป  โดยมีคาการเจริญ
สูงสุดเฉลี่ย 235.94 มิลลิกรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1 ลิตร ในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน รูปที่ 
4.11  
 ในการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อในแตละชวงการทดลอง จากผลการ
ทดลองพบวาในการใชแปงมันสําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน ปริมาณน้ําตาลเร่ิมตนทั้งหมด  จะลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนํา
น้ําตาลไปใชในการเจริญของเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.11  
 ดังนั้นการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 4 วัน เมื่อใชแปงมัน
สําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.10  ผลของระยะเวลาที่เล้ียงเชื้อ ตอเปอรเซ็นตการตายของไรทะเล ณ ช่ัวโมงที่ 24 จากสาร
สกัดหยาบที่ 50 ppm โดย Streptomyces sp. 442 เมื่อใชแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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การเจริญของเซลล ปริมาณน้ําตาล  
รูปที่ 4.11  ปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูและการเจริญของสายพันธุ 442 เมื่อใชแปงมันสําปะหลังที่
ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 7 วัน 
 

ขณะที่การเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 449 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่มี
แปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปร
ระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.12 พบวาใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเล
สูงสุดประมาณ  96.23 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัด 50 ppm บมเปนเวลา 3 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียง
เชื้อเปนระยะเวลา 4 วัน  
 การวิเคราะหการเจริญของสายพันธุ 449 โดยหาปริมาณโปรตีนจากเซลล พบวาปริมาณ
โปรตีนจากเซลลเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ นั่นคือเชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผานไป  โดยมีคาการเจริญ
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สูงสุดเฉลี่ย 440.625 มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน รูป
ที่ 4.13  
 ในการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อในแตละชวงการทดลอง จากผลการ
ทดลองพบวาในการใชแปงมันสําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน ปริมาณน้ําตาลเร่ิมตนทั้งหมด  จะลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนํา
น้ําตาลไปใชในการเจริญของเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.13  

ดังนั้นการศึกษาตอไปจึงเลอืกระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 4 วนั เมื่อใชแปงมัน
สําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.12  ผลของระยะเวลาที่เล้ียงเช้ือ ตอเปอรเซ็นตการตายของไรทะเล ณ ช่ัวโมงที่ 3 จากสาร
สกัดหยาบที่ 50 ppm โดย Streptomyces sp. 449 เมื่อใชแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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การเจริญของเซลล ปริมาณน้ําตาล  
 
รูปที่ 4.13  ปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูและการเจริญของสายพันธุ 449 เมื่อใชแปงมันสําปะหลังที่
ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 7 วัน 

 
 และจากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ O145702 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก 
LB ที่มีแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสมีคา DE เทากับ 38%  ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 
4.14 พบวาใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุด โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลประมาณ  
94.67 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัด 50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียงเชื้อเปน
ระยะเวลา 5 วัน  
 การวิเคราะหการเจริญของสายพันธุ O145702 โดยหาปริมาณโปรตีนจากเซลล พบวา
ปริมาณโปรตีนจากเซลลเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ นั่นคือเชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผานไป  โดยมีคาการ
เจริญสูงสุดเฉลี่ย 51.56 มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร ในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน 
รูปที่ 4.15  
 ในการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อในแตละชวงการทดลอง จากผลการ
ทดลองพบวาในการใชแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยเอนไซมอะไมเลสที่เวลา 5 นาที มีคา DE เทากับ 
38%  ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนทั้งหมด  จะลดลง
เร่ือยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนําน้ําตาลไปใชในการเจริญของเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.15  
 



 58 

 ดังนั้นการศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 5 วัน เมื่อใชแปงมัน
สําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลง
คารบอน 
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รูปที่ 4.14 ผลของระยะเวลาที่เล้ียงเชื้อ ตอเปอรเซ็นตการตายของไรทะเล ณ ช่ัวโมงที่ 24 จากสาร
สกัดหยาบที่ 50 ppm โดย Streptomyces sp. O145702 เมื่อใชแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวย
เอนไซมอะไมเลสที่เวลา 5 นาที มีคา DE เทากับ 38%  ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
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การเจริญของเซลล ปริมาณน้ําตาล  
รูปที่ 4.15  ปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูและการเจริญของสายพันธุ O145702 เมื่อใชแปงมันสําปะหลัง
ที่ยอยดวยเอนไซมอะไมเลสที่เวลา 5 นาที มีคา DE เทากับ 38%  ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร)  เปนแหลงคารบอน เปนเวลา 7 วัน 
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4.5 ผลของอินทรียและอนินทรียไนโตรเจน ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงโดย Streptomyces 
spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 
 4.5.1 ชนิดของอินทรียและอนินทรียไนโตรเจนที่เหมาะสม 
  นํา Streptomyces sp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 มาเลี้ยงในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลงจาก LB ที่ใชแหลงคารบอนเปนแปงมันสําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) สําหรับสายพันธุ 442 และ 449 และแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลสที่ความเขมขน 
0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) สําหรับ O145702  แปรแหลงไนโตรเจนเปนอินทรียและ     
อนินทรียไนโตรเจนชนิดตางๆ  ไดแก สารสกัดจากยีสต (yeast extract), เพบโทน (peptone), 
แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl),  แอมโมเนียมซัลเฟต((NH4)2SO4), ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) และโพแทสเซียมไนเตรท (KNO3) และใหมีความเขมขนเทียบเทากับ
ไนโตรเจน 0.074 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ซ่ึงเปนความเขมขนในสูตรเดิม (ภาคผนวก ง 
หมายเลข 1)   เปรียบเทียบสูตรเดิม (สารสกัดจากยีสตกับโพแทสเซียมไนเตรต)  โดยเลี้ยงเปนเวลา 
4 วัน สําหรับสายพันธุ 442 และ 449  และเวลา 5 วัน สําหรับสายพันธุ O145702  จากนั้นไดทําการ
ทดสอบผลการฆาไรทะเลเบื้องตนของสารสกัดหยาบ แลวเลือกความขมขนที่เหมาะสมของสาร
สกัดหยาบจากแตละเชื้อที่ใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลไมเกิน 100 เปอรเซ็นต มาเปรียบเทียบ
การออกฤทธิ์ เมื่อใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ  ผลการทดลองในตารางที่ 4.6 พบวา  สารสกัดจาก
ยีสตเปนแหลงอินทรียไนโตรเจนที่ใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดสําหรับสายพันธุ 442 
และ 449  โดยสารสกัดหยาบที่ความเขมขนสาร 25 ppm จากสายพันธุ 442 ใหเปอรเซ็นตการตาย
ประมาณ 70.55 เปอรเซ็นต   และสารสกัดหยาบที่ความเขมขนสาร 5 ppm  จากสายพันธุ 449 
สามารถฆาไรทะเลได 81.58 เปอรเซ็นต ซ่ึงใหเปอรเซ็นตการตายสูงกวาเมื่อเล้ียงเชื้อในแหลง
ไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับโพแทสเซียมไนเตรต  ขณะที่สายพันธุ O145702 พบวา
เมื่อเล้ียงเชื้อในแหลงไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับโพแทสเซียมไนเตรต ให
เปอรเซ็นตการตายของไรทะเลสูงสุดประมาณ 92.70 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 
ppm   เมื่อเปรียบเทียบเฉพาะกลุมอนินทรียไนโตรเจน พบวา (NH4)2HPO4 ใหประสิทธิภาพในการ
ฆาไรทะเลสูงสุด โดยสารสกัดหยาบที่ความเขมขนสาร 25 ppm จากสายพันธุ 442 ใหเปอรเซ็นต
การตายประมาณ 58 เปอรเซ็นต   และสารสกัดหยาบที่ความเขมขนสาร 5 ppm จากสายพันธุ 449 
สามารถฆาไรทะเลได 61.58 เปอรเซ็นต และ 50 ppm จาก O145702 สามารถฆาไรทะเลได 57.23 
เปอรเซ็นต        
  ผลวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนจากเซลล ผลการทดลองในตารางที่ 4.7 พบวาทุกสายพันธุ
เจริญในแหลงอินทรียไนโตรเจนดีกวาแหลงอนินทรียไนโตรเจน  อาจเนื่องจากวาเชื้อนําแหลง
อินทรียในโตรเจนไปใชในกระบวนการเจริญเติบโตไดงายกวาแหลงอนินทรียไนโตรเจน   และ
แหลงอนินทรียไนโตรเจนที่ความเขมขนสูงอาจมีความเปนพิษซ่ึงอาจยับยั้งการเจริญของเซลลได   
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ดังรายงานของ Basak และคณะ (1973) พบวา แหลงอนินทรียไนโตรเจน ไดแก แอมโมเนียมคลอ
ไรด, แอมโมเนียมซัลเฟต และ แอมโมเนียมไนเตรต มีผลทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปนกรด
เพิ่มขึ้น เปนผลใหยับยั้งการเจริญของเชื้อ และใหผลผลิต kanamycin นอยกวาเมื่อเล้ียงในแหลง
อินทรียไนโตรเจน   
 

ตารางที่ 4.6  ผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ  ที่ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.074 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ตอประสิทธิภาพในการฆาไรทะเล ของ Streptomyces สายพันธุ 
442, 449 และ O145702  
 

เปอรเซ็นตการตายของไรทะเลเวลาทดสอบ 24 ช่ัวโมง แหลงไนโตรเจน 
449 (5 ppm) 442 (25 ppm) O145702 (50 ppm) 

สารสกัดจากยสีต + KNO3 69.96 ± 3.03 61.28 ± 4.77 92.70 ± 1.36 
สารสกัดจากยสีต 81.58 ± 2.12 70.55 ± 3.54 70.79 ± 1.78 
เพบโทน 75.36 ± 2.82 59.26 ± 3.24 72.50 ± 2.50 
NH4Cl 51.77 ± 2.53 40.09 ± 6.27 52.39 ± 1.70 
(NH4)2SO4 29.84 ± 3.84 41.18 ± 4.29 45.12 ± 0.48 
(NH4)2HPO4 61.58 ± 3.08 58.00 ± 5.42 57.23 ± 1.91 
KNO3 37.58 ± 2.66 49.72 ± 4.58 52.83 ± 2.27 
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ตารางที่ 4.7 ผลของแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ  ที่ความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจน 0.074 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร)  ตอการเจริญของเชื้อ Streptomyces สายพันธุ 442, 449 และ 
O145702 
 

  

แหลงไนโตรเจน โปรตีนจากเซลล (มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร)  

 449  442 O145702 

สารสกัดจากยสีต + KNO3 432.19 ± 2.21 235.94 ± 3.83 52.63 ± 2.21 
สารสกัดจากยสีต 464.69 ± 3.83 260.25 ± 2.21 60.25 ± 3.83 
เพบโทน 445.31 ± 2.21 248.25 ± 2.21  55.50 ± 2.21 
NH4Cl 132.81 ± 0.00   92.38 ± 3.83 17.19 ± 2.21 
(NH4)2SO4 171.19 ± 2.21 106.75 ± 2.21 17.19 ± 2.21 
(NH4)2HPO4 192.19 ± 2.21 115.25 ± 0.00 45.15 ± 3.83 
KNO3 171.19 ± 2.21 108.23 ± 2.21 32.81 ± 2.21 

4.5.2 ผลของความเขมขนของอินทรียและอนินทรียไนโตรเจนตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
  

4.5.2.1 ผลของความเขมขนของสารสกัดจากยีสต ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง ของ
สายพันธุ 442 และ 449  
 จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 442 และ 449 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวสูตร
ดัดแปลงจาก LB ที่ใชแปงมันสําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
และสารสกัดจากยีสตเปนแหลงอินทรียไนโตรเจน โดยแปรความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 
0.025, 0.05, 0.075 และ 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยเลี้ยงเปนเวลา  4  วัน จากการ
ทดลองพบวาสายพันธุ 442 ที่เล้ียงในสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่ 0.025 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหสารที่มีประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุด โดยให
เปอรเซ็นตการตายของไรทะเลประมาณ    76.88   เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสาร 25 ppm บมปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  แสดงในรูปที่  4.16    ขณะที่สารสกัดจากยีสตที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 
0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ใหสารที่มีประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดประมาณ    
94.87   เปอรเซ็นต สําหรับสายพันธุ 449  ที่ความเขมขนสาร 5 ppm บมปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แสดง
ในรูปที่ 4.17   
 สําหรับการเจริญของสายพันธุ 442 และ 449 พบวาเซลลมีการเจริญเพิ่มขึ้น  เมื่อเพิ่มความ
เขมขนในรูปของไนโตรเจนของสารสกัดจากยีสตมากขึ้นทั้ง 2 สายพันธุ ดังแสดงในตารางที่ 4.8 
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ดังนั้นจึงเลือกใชสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที่   0.025 และ 0.075     
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร)   สําหรับสายพันธุ 442  และ 449 ตามลําดับ มาใชในการทดลอง
ตอไป 
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รูปที่ 4.16  ผลของความเขมขนสารสกัดจากยีสตตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของสายพันธุ 
442  เมื่อใชแปงมันสําปะหลัง 1.5 เปอรเซ็นต  เปนแหลงคารบอน เล้ียงเปนเวลา 4 วัน (ใชสารสกัด
หยาบ 25 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง) 
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รูปที่ 4.17  ผลของความเขมขนสารสกัดจากยีสตตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของสายพันธุ 
449  เมื่อใชแปงมันสําปะหลัง 1.5 เปอรเซ็นต  เปนแหลงคารบอน เล้ียงเปนเวลา 4 วัน (ใชสารสกัด
หยาบ 5 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง) 
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ตารางที่ 4.8 ผลของความเขมขนของสารสกัดจากยีสต ตอการเจริญของ Streptomyces สายพันธุ 442 
และ 449  
 

โปรตีนจากเซลล    (มิลลิกรัมตอ
อาหารเลี้ยงเชือ้ 1 ลิตร) 

สารสกัดจากยสีตความ
เขมขนในรูปของ

ไนโตรเจน             
(%น้ําหนักตอปริมาตร) 

442 449 

0.025 
0.050 
0.075 
0.100 

180.25 ± 5.85 
220.50 ± 3.83 
260.25 ± 2.21 
290.65 ± 2.21 

292.19 ± 2.21 
404.69 ± 5.85 
464.69 ± 3.83 
585.94 ± 3.83 

 
4.5.2.2 ผลของความเขมขนของไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) ตอการสรางสาร
ออกฤทธิ์ฆาแมลง ของสายพันธุ 442 และ 449  
 จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 442 และ 449 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร
ดัดแปลงจาก LB ที่ใชแปงมนัสําปะหลังที่ 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน 
และ (NH4)2HPO4 เปนแหลงอินทรียไนโตรเจน โดยแปรความเขมขนเทียบเทากับไนโตรเจนที ่
0.025, 0.05, 0.075 และ 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน  พบวา ที่ความ
เขมขน 0.05 เปอรเซ็นต ใหสารที่มีประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดสําหรับสายพันธุ 442 โดย
ใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลประมาณ 61.63 เปอรเซ็นต สําหรับสายพันธุ 442  ที่ความเขมขน
สาร 25 ppm บมปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แสดงในรูปที่ 4.18  ขณะที่ความเขมขน 0.075 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ใหสารที่มีประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดสําหรับสายพันธุ 449 โดยให
การตายของไรทะเล  88.08 เปอรเซ็นต ทีค่วามเขมขนสาร 5 ppm บมปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แสดงใน
รูปที่   4.19 
 สําหรับการเจริญของสายพันธุ 442 และ 449  โดยวิเคราะหจากปริมาณโปรตีนจากเซลล 
พบวาเซลลมีการเจริญเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มความเขมขนในรูปของไนโตรเจนของ (NH4)2HPO4 มากขึ้น 
ทั้ง 2 สายพันธุ ดังแสดงในตารางที่ 4.9 

ดังนั้นจึงเลือกใช (NH4)2HPO4 ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจนที ่ 0.05  และ   0.075  
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร)   สําหรับสายพันธุ 442 และ 449 ตามลําดับ มาใชในการทดลอง
ตอไป 
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รูปที่ 4.18 ผลของความเขมขน (NH4)2HPO4 ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง ของสายพันธุ 442 
เมื่อใชแปงมันสําปะหลัง 1.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน (ใชสารสกัด
หยาบ 25 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง)  
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รูปที่ 4.19  ผลของความเขมขน (NH4)2HPO4 ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง ของสายพันธุ 449 
เมื่อใชแปงมันสําปะหลัง 1.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน (ใชสารสกัด
หยาบ 5 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง)  
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ตารางที่ 4.9 ผลของความเขมขนของไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ตอการเจรญิของ 
Streptomyces สายพันธุ 442 และ 449  
 

โปรตีนจากเซลล    (มิลลิกรัมตอ
อาหารเลี้ยงเชือ้ 1 ลิตร) 

(NH4)2HPO4           
ความเขมขนในรูปของ

ไนโตรเจน             
(%น้ําหนักตอปริมาตร) 

442 449 

0.025 
0.050 
0.075 
0.100 

96.25 ± 2.21 
115.50 ± 2.21 
125.25 ± 3.38 
145.25 ± 3.38 

175.00 ± 4.42 
189.69 ± 2.21 
214.06 ± 2.21 
226.56 ± 2.21 

 
 
4.5.2.3  การหาสัดสวนที่เหมาะสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับโพแทสเซียมไนเตรต  (KNO3 ) หรือ
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4)  ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง โดยในสาย
พันธุ O145702 
  

จากผลการทดลองในตารางที่ 4.6 พบวา Streptomyces sp. สายพันธุ O145702 ที่เล้ียงใน
อาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่ใชแปงมันสําปะหลังยอยดวยเอนไซมอะไมเลส ที่ 0.5 
เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับ KNO3 
เทียบเทากับไนโตรเจน 0.074 เปอรเซ็นต ใหสารออกฤทธิ์ฆาแมลงสูงสุด ขณะที่เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุมอนินทรียไนโตรเจน (NH4)2HPO4 ใหการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงสูงสุด การทดลองนี้จึงทํา
การแปรเพื่อหาสัดสวนที่เหมาะสมระหวางสารสกัดยีสตกับ KNO3 หรือ (NH4)2HPO4  ที่ใหความ
เขมขนรวมเทียบเทากับไนโตรเจน 0.074 เปอรเซ็นต ดังแสดงการแปรสัดสวนในภาคผนวก ง 
หมายเลข 2  เล้ียงเช้ือเปนเวลา 5  วัน ผลการทดลองในตารางที่ 4.10  พบวา สารสกัดจากยีสตกับ 
KNO3 เทากับ 0.2 ตอ 0.38 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)   ใหสารที่มีประสิทธิภาพในการฆาไร
ทะเลสูงสุด ประมาณ  90.7  เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสาร 50 ppm บมปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ขณะที่
ปริมาณระหวางสารสกัดจากยีสตกับ (NH4)2HPO4 ที่ 0.2  ตอ 0.25 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ใหสารที่มีประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดประมาณ  88.85    เปอรเซ็นต สําหรับ ที่ความ
เขมขนสาร 5 ppm บมปนเวลา 24  ช่ัวโมง   สําหรับการเจริญของสายพันธุ O145702  พบวาเซลลมี
การเจริญเพิ่มขึ้น  เมื่อเพิ่มปริมาณของสารสกัดจากยีสตมากขึ้น  ดังแสดงในตารางที่ 4.10 
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ดังนั้นจึงเลือกใชแหลงไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับ KNO3 ที่สัดสวนสาร
สกัดจากยีสตกับ KNO3 เทากับ 0.2 ตอ 0.38 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร)   
 
ตารางที่ 4.10  ผลของสัดสวนปริมาณระหวางสารสกัดจากยีสตกับโพแทสเซียมไนเตรต  หรือกับ 
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟตที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน เทากับ 0.074 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ตอการเจริญของเชื้อ O145702 และตอเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลที่ 24 
ช่ัวโมง (โดยใชความเขมขนสารสกัดหยาบ 50 ppm)  เมื่อใชแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยเอนไซมอะ
ไมเลสที่ 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และเลี้ยงเปนเวลา 5 วัน 
 

แหลงไนโตรเจน โปรตีนจากเซลล               
(มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร) 

เปอรเซ็นตการ
ตายของไรทะเล  

0.05%  สารสกัดจากยีสต+0.5% KNO3 44.25 ± 2.21 73.84 ± 4.4 
0.1% สารสกัดจากยีสต+0.46% KNO3 50.50 ± 3.38 75.3 ± 3.89 
0.2% สารสกัดจากยีสต+0.38% KNO3 55.25 ± 2.21 90.7 ± 1.36 
0.05% สารสกัดจากยีสต+0.325% 
(NH4)2HPO4

46.40 ± 2.21 
 

68.65 ± 2.97 

0.1% สารสกัดจากยีสต+0.3% 
(NH4)2HPO4

52.25 ± 3.38 73.43 ± 2.72 

0.2% สารสกัดจากยีสต+0.25% 
(NH4)2HPO4

57.50 ± 2.21 88.85 ± 1.65 

 
4.5.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงเมื่อเล้ียงในแหลง
คารบอน และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม 
 
 4.5.3.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ 442 เพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆา
แมลง เมื่อใชสกัดจากยีสต เปนแหลงอินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลัง เปนแหลง
คารบอน 
  

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 442 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่มีสาร
สกัดจากยีสต ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.025 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงอินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.20 พบวา
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ใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดประมาณ  91.16  เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัด 25 
ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียงเชื้อเปนระยะเวลา 5 วัน  
 จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากเซลล พบวาจากวันแรกของการเลี้ยงเชื้อจน
ส้ินสุดการทดลอง ปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยมีคาสูงสุดเฉลี่ย 270.5 มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยง
เชื้อ 1 ลิตร ในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน รูปที่ 4.21 และเมื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน  
ที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อ พบวาจะลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนําไปใชในการเจริญ
ของเชื้อ และใชหมดลงในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.21  
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รูปที่ 4.20 ผลของระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces  สาย
พันธุ 442 เมื่อเล้ียงดวยแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจน 0.025 % (ใชสารสกัดหยาบ 25 ppm บมเปนเวลาที่ 24 ช่ัวโมง) 
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เปอรเซ็นตไนโตรเจนที่เหลือ การเจริญของเซลล  
รูปที่ 4.21  ความสัมพันธของปริมาณโปรตีนทั้งหมดของสายพันธุ 442 กับความเขมขนไนโตรเจน 
ที่เหลือ เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารที่มีแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขนใน
รูปไนโตรเจน 0.025 % 
 

4.5.3.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ 442 เพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆา
แมลง เมื่อใชไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมัน
สําปะหลัง เปนแหลงคารบอน 
  

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 442 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก Luria-
Bertani ที่มีไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.22 พบวาใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดประมาณ  70.42เปอรเซ็นต ที่
ความเขมขนสารสกัด 25 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียงเชื้อเปนระยะเวลา 4 วัน  
 จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากเซลล พบวาจากวันแรกของการเลี้ยงเชื้อจน
ส้ินสุดการทดลอง ปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยมีคาสูงสุดเฉลี่ย 132.5 มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยง
เชื้อ 1 ลิตร ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน รูปที่ 4.23  และเมื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 
ที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อ พบวาจะลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนําไปใชในการเจริญ
ของเชื้อ และใชหมดลงในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.23 
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รูปที่ 4.22  ผลของระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces  สาย
พันธุ 442 เมื่อเล้ียงดวยแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และ (NH4)2HPO4 ที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจน 0.05 % (ใชสารสกัดหยาบ 25 ppm บมเปนเวลาที่ 24 ช่ัวโมง) 
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เปอรเซ็นตไนโตรเจนที่เหลือ การเจริญของเซลล  
รูปที่ 4.23  ความสัมพันธของปริมาณโปรตีนทั้งหมดของสายพันธุ 442 กับความเขมขนไนโตรเจน 
ที่เหลือ เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารที่มีแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และ (NH4)2HPO4 ที่ความเขมขนในรูป
ไนโตรเจน 0.05 % 
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4.5.3.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ 449 เพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง เมื่อใช
สกัดจากยีสต เปนแหลงอินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลัง เปนแหลงคารบอน 
  

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 449 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่มีสาร
สกัดจากยีสต ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงอินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.24 พบวา
ใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดประมาณ  98.5  เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัด 5 ppm 
บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียงเชื้อเปนระยะเวลา 4 วัน  
 จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากเซลล พบวาจากวันแรกของการเลี้ยงเชื้อจน
ส้ินสุดการทดลอง ปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยมีคาสูงสุดเฉล่ีย 475.25 มิลลิกรัมตออาหาร
เล้ียงเช้ือ 1 ลิตร ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน รูปที่ 4.25 และเมื่อวิเคราะหปริมาณ
ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อ พบวาจะลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนําไปใช
ในการเจริญของเชื้อและใชหมดลงในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.25  
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รูปที่ 4.24  ผลของระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces  สาย
พันธุ 449 เมื่อเล้ียงดวยแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจน 0.075 % (ใชสารสกัดหยาบ 5 ppm บมเปนเวลาที่ 24 ช่ัวโมง) 
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เปอรเซ็นตไนโตรเจนที่เหลือ การเจริญของเซลล  
 

รูปที่ 4.25  ความสัมพันธของปริมาณโปรตีนทั้งหมดของสายพันธุ 449 กับความเขมขนไนโตรเจน 
ที่เหลือ เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารที่มีแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และสารสกัดจากยีสตที่ความเขมขนใน
รูปไนโตรเจน 0.075 % 

 
4.5.3.4 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ 449 เพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง เมื่อใช
ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลัง เปน
แหลงคารบอน 
  

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ 449 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่มีได
แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ที่ความเขมขนในรูปของไนโตรเจน 0.075 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลังที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 
4.26 พบวาใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดประมาณ  93.8เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสาร
สกัด 5 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียงเชื้อเปนระยะเวลา 4 วัน  
 จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากเซลล พบวาจากวันแรกของการเลี้ยงเชื้อจน
ส้ินสุดการทดลอง ปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยมีคาสูงสุดเฉล่ีย 238.06 มิลลิกรัมตออาหาร
เล้ียงเช้ือ 1 ลิตร ในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน รูปที่ 4.27 และเมื่อวิเคราะหปริมาณ
ไนโตรเจนที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อ พบวาจะลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนําไปใช
ในการเจริญของเชื้อและใชหมดลงในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.27 
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รูปที่ 4.26 ผลของระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces  สาย
พันธุ 449 เมื่อเล้ียงดวยแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และ (NH4)2HPO4 ที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจน 0.075 % (ใชสารสกัดหยาบ 5 ppm บมเปนเวลาที่ 24 ช่ัวโมง) 
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เปอรเซ็นตไนโตรเจนที่เหลือ การเจริญของเซลล  
 
รูปที่ 4.27  ความสัมพันธของปริมาณโปรตีนทั้งหมดของสายพันธุ 449 กับความเขมขนไนโตรเจน 
ที่เหลือ เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารที่มีแปงมันสําปะหลัง 1.5 % และ (NH4)2HPO4 ที่ความเขมขนในรูป
ไนโตรเจน 0.075 % 
 
 



 73 

4.5.3.5 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ O145702 เพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง  
  

จากการเลี้ยง Streptomyces sp. สายพันธุ O145702 ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่
มีไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับโพแทสเซียมไนเตรต ที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจน 0.074 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน  และมีแปงมันสําปะหลงัที่
ยอยดวยเอนไซมอะไมเลส มีคา DE 38 % ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปน
แหลงคารบอน โดยแปรระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 0-7 วัน ผลการทดลองในรูปที่ 4.28 พบวาให
ประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลสูงสุดประมาณ  91.5 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขนสารสกัด 50 ppm 
บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเล้ียงเชื้อเปนระยะเวลา 5 วัน  
 จากการวิเคราะหปริมาณโปรตีนทั้งหมดจากเซลล พบวาจากวันแรกของการเลี้ยงเชื้อจน
ส้ินสุดการทดลอง ปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยมีคาสูงสุดเฉลี่ย 65.25 มิลลิกรัมตออาหารเลี้ยง
เชื้อ 1 ลิตร ในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงใน รูปที่ 4.29  และเมื่อวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน
ที่เหลือในน้ําเลี้ยงเชื้อ พบวาจะลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนําไปใชในการเจริญ
และใชหมดลงในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.29 
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รูปที่ 4.28 ผลของระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ ตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces  สาย
พันธุ O145702  เมื่อเล้ียงดวยแปงมันสําปะหลังยอยดวยอะไมเลส ที่ 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลง
คารบอน และแหลงไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับ KNO3 ที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจน 0.074 % (ใชสารสกัดหยาบ 50 ppm บมเปนเวลาที่ 24 ช่ัวโมง) 
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เปอรเซ็นตไนโตรเจนที่เหลือ การเจริญของเซลล  
 
รูปที่ 4.29  ความสัมพันธของปริมาณโปรตีนทั้งหมดของสายพันธุ O145702 กับความเขมขน
ไนโตรเจนที่เหลือ เมื่อเล้ียงดวยแปงมันสําปะหลังยอยดวยอะไมเลส ที่ 0.5 เปอรเซ็นต เปนแหลง
คารบอน และแหลงไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับ KNO3 ที่ความเขมขนในรูปของ
ไนโตรเจน 0.074 % 
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4.6 ผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อ 
  
 4.6.1 ผลของอุณหภูมิเบื้องตนตอการเจริญของเชื้อ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 
และ O145702 เมื่อเล้ียงในสตูรดัดแปลง LB ที่มีกลูโคส 0.1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน 

จากรายงานการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตกลุมของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจาก 
Streptomyces spp. พบวาอยูระหวาง 28 และ 30 องศาเซลเซียส (Warr,1994, Mironov, 2003, Xiong, 
2004, Gesheva, 2005 และ Zhuang, 2006)  งานวิจัยนี้จึงไดทดสอบเบื้องตนถึงผลของอุณหภูมิตอ
การเจริญของ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 เมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
สูตรดัดแปลงจาก LB ที่มีกลูโคส 0.1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที โดยแปรอุณหภูมิที่ใช
ในการบมเชื้อคือ 28, 30, และ 32 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0-7 วัน เก็บตัวอยางทุกวัน ติดตามการ
เจริญเติบโตโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  จากการทดลองพบวา เมื่อ
เล้ียงเชื้อทั้ง 3 สายพันธุที่อุณหภูมิ 30 และ 32 องศาเซลเซียส  เชื้อมีการเจริญไดใกลเคียงกัน  แตที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสายพันธุ 442 กลับพบวาเชื้อมีการเจริญต่ํา  ขณะที่สายพันธุ 449 และ 
O145702  เชื้อสามารถเจริญได และใหผลการเจริญที่ใกลเคียงกับที่อุณหภูมิ 30 และ 32 องศา
เซลเซียส แสดงดังรูปที่ 4.30 

ดังนั้นในการทดลองตอไปจะทดสอบผลของอุณหภูมิตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง
โดยเลือกใช อุณหภูมิ  28, 30, และ 32 องศาเซลเซียส สําหรับสายพันธุ 449 และ O145702   และใช
อุณหภูมิ  30 และ 32 องศาเซลเซียส สําหรับสายพันธุ 442 โดยนํามาเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีแหลง
คารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม 
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รูปที่ 4.30 ผลของอุณหภูมิทีใ่ชในการเลี้ยงเชื้อตอการเจรญิของเชื้อ Streptomyces spp. สายพันธุ 
442, 449 และ O145702 
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 4.6.2 ผลของอุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
  4.6.2.1 ผลของอุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อ Streptomyces sp. 442 ตอการผลิตสารออก
ฤทธิ์ฆาแมลง 
  จากการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ  442 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่มี
แปงมันสําปะหลัง เปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสตเปนแหลงอินทรียไนโตรเจน  หรือได
แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน  โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยง
เชื้อที่ 30 และ 32 องศาเซลเซียส เล้ียงเปนเวลา 0-7 วัน พบวา ที่ 30 องศาเซลเซียสทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่มีแหลงไนโตรเจนเปนสารสกัดจากยีสต หรือไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ใหเปอรเซ็นต
การตายของไรทะเลสูงสุดประมาณ 91.16 และ 70.42 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนที่ 32 องศา
เซลเซียส ใหประสิทธิภาพการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงต่ํากวาเล็กนอย ดังผลการทดลองในรูปที่ 
4.31  ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 30 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.31  ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces 
สายพันธุ 442 เมื่อใช (ก) สารสกัดจากยีสต  และ (ข) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  เปนแหลง
ไนโตรเจน (ใชสารสกัดหยาบเขมขน 25 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง) 
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4.6.2.2 ผลของอุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อ Streptomyces sp. 449 ตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
  จากการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ  449 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB ที่มี
แปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน  และสารสกัดจากยีสตเปนแหลงอินทรียไนโตรเจน  หรือได
แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เปนแหลงอนินทรียไนโตรเจน  โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยง
เชื้อที่ 28, 30 และ 32 องศาเซลเซียส เล้ียงเปนเวลา 0-7 วัน พบวา ที่ 30 องศาเซลเซียส  ทั้งอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจนเปนสารสกัดจากยีสต หรือไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ให
เปอรเซ็นตการตายของไรทะเลสูงสุดประมาณ 98.58 และ 93.8 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนที่ 28 และ 
32 องศาเซลเซียส ใหประสิทธิภาพการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงต่ํากวาเล็กนอย  ดังผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.32  ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 30 องศาเซลเซียส 
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28 องศาเซลเซียส 30 องศาเซลเซียส 32 องศาเซลเซียส  
 
รูปที่ 4.32  ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces 
สายพันธุ 449 เมื่อใช (ก) สารสกัดจากยีสต  และ (ข) ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  เปนแหลง
ไนโตรเจน (ใชสารสกัดหยาบเขมขน 5 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง) 
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4.6.2.3 ผลของอุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อ Streptomyces sp. O145702 ตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 
  จากการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ  O145702 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก LB 
ที่มีแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยเอนไซมอะไมเลส เปนแหลงคารบอน  และไนโตรเจนผสมระหวาง
สารสกัดจากยีสตและโพแทสเซียมไนเตรต เปนแหลงไนโตรเจน  โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยง
เชื้อที่ 28, 30 และ 32 องศาเซลเซียส เล้ียงเปนเวลา 0-7 วัน พบวา ที่ 30 องศาเซลเซียส ใหเปอรเซ็นต
การตายของไรทะเลสูงสุดประมาณ 91.5 เปอรเซ็นต  สวนที่ 28 และ 32 องศาเซลเซียส ให
ประสิทธิภาพการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงต่ํากวาเล็กนอย ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.33  ดังนั้น
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อคือ 30 องศาเซลเซียส 
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28 องศาเซลเซียส 30 องศาเซลเซียส 32 องศาเซลเซียส  
 
รูปที่ 4.33  ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงเชื้อตอการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces 
สายพันธุ O145702  เมื่อใชไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตและโพแทสเซียมไนเตรตเปน
แหลงไนโตรเจน (ใชสารสกัดหยาบเขมขน 50 ppm บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง) 
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4.7  ผลของความเขมขนของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ทําให ไรทะเลตาย 50 เปอรเซ็นต ของจํานวน
เร่ิมตน (LD50)  
  

จากการหาความเขมขนของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ทําให ไรทะเลตายเปนจํานวน 50 
เปอรเซ็นต ของจํานวนเริ่มตน (LD50)  โดยทําการทดลองตามวิธี Martins และคณะ (2007) พบวา
สายพันธุ 442, 449 และ O145702  ใหคา LD50   ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ 10, 3.5 และ 12.5 ppm  
ตามลําดับ เมื่อทําการทดสอบกับไรทะเลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.34 
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รูปที่ 4.34 ผลของความเขมขนของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ทําใหไรทะเลตาย 50 เปอรเซ็นต ของ
จํานวนเริ่มตน (LD50) 
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4.8  การแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบโดยวิธีโครมาโตกราฟฟ  
  

 การทดลองนี้จะทําการแยกองคประกอบในสารสกัดหยาบจากจุลินทรียทั้ง 3 สายพันธุ เพื่อ
ตรวจสอบชนิดของสารออกฤทธิ์ฆาแมลง 

4.8.1 การแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโตกราฟฟ 
(Preparative Thin Layer  chromatography, preparative TLC)  

ไดทําการแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบ โดยการลากสารสกัดหยาบ
ที่ไดจากสายพันธุ 442, 449 และ O145702  ปริมาณ 44.6, 45.5 และ 38.6  มิลลิกรัม ตามลําดับ ที่
ละลายในเอทิลอะซิเทต 1.5 มิลลิลิตร ลงบนแผน preparative TLC (silica gel 60 F254, E. Merck, 
Germany) นําแผนใสลงในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยสารละลายเอทิลอะซิเทต พบวาสามารถแยก
องคประกอบในสารสกัดหยาบได 3 แถบจากสายพันธุ 442  และ 4 แถบจากสายพันธุ 449 และ 
O145702  เมื่อดูภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ดังแสดงเปนรูปจําลองที่  4.35 
เนื่องจากไมสามารถถายภาพได 

442           
                            

 
 
 
 
                            449      

แถบ 1 

            แถบ 2 

แถบ 3 

     แถบ 3 

0.76 

0.44 

0.18 

0.86 

0.27 
0.16 
0.10 

0.78 
0.59 
0.38 

0.09 

 แถบ 4 
    แถบ  3 

 
 

 แถบ 2 

      แถบ 1 

 แถบ 2 
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รูปที่ 4.35  รูปจําลองการแยกสารสกัดหยาบจากเชื้อ Streptomyces spp.สายพันธุ 442, 449 และ 
O145702โดยใช  Preparetive Thin Layer Chromatography  
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จากนั้นขูดแตละแถบมาสกัดดวยเอทิลอะซิเทต ตามวิธีการทดลองขอ 3.3.4 และนําไป
ทดสอบการออกฤทธิ์ในการฆาไรทะเลตามวิธีการทดลองขอ 3.3.2  ผลการทดลองในตารางที่ 4.11
พบวาสายพันธุ 442   แถบ 1 มีฤทธ์ิในการฆาไรทะเลสูงสุด ใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลสูงถึง 
88.71 เปอรเซ็นต เมื่อใชความเขมขนสาร 5 ppm   ขณะที่สายพันธุ  449 แถบ 4 มีฤทธ์ิในการฆาไร
ทะเลสูงสุดสุด  ใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลสูงถึง 79.32 เปอรเซ็นต เมื่อใชความเขมขนสาร 5 
ppm  ดังแสดงในตารางที่ 4.12   และสายพันธุ  O145702  พบวาแถบ 3 และ 4   มีฤทธ์ิในการฆาไร
ทะเลสูงสุดสุด และรองลงมาตามลําดับ  โดยใหเปอรเซ็นตการตายของไรทะเลสูงถึง 79.52  และ 
67.52 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อใชความเขมขนสาร 5 ppm  ดังแสดงในตารางที่ 4.13   
 
ตารางที่ 4.11  ผลการออกฤทธิ์ฆาแมลงของสารสกัดจาก Streptomyces sp. 442 ที่แยกโดย
Preparative Thin Layer Chromatography เปรียบเทียบกบัสารสกัดหยาบ 
 

เปอรเซ็นตการตายของไรทะเล ณ ช่ัวโมงที่ 24 สารสกัดจาก Streptomyces sp.442 
เมื่อผาน preparative TLC 5 ppm 50 ppm 

สารสกัดหยาบ 67.54 ± 8.28 100.00 ± 0.00 
แถบ 1 88.71 ± 7.20 100.00 ± 0.00 
แถบ 2 5.76 ± 4.56 70.89 ± 6.04 
แถบ 3 0.00 ± 0.00 17.54 ± 4.16 

 
ตารางที่ 4.12  ผลการออกฤทธิ์ฆาแมลงของสารสกัดจาก Streptomyces sp. 449 ที่แยกโดย
Preparative Thin Layer Chromatography เปรียบเทียบกบัสารสกัดหยาบ 
 

เปอรเซ็นตการตายของไรทะเล ณ ช่ัวโมงที่ 24 สารสกัดจาก Streptomyces sp.449 
เมื่อผาน preparative TLC 5 ppm 50 ppm 

สารสกัดหยาบ 0.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 
แถบ 1 0.00 ± 0.00 32.04 ± 9.57 
แถบ 2 0.00 ± 0.00 81.99 ± 12.44 
แถบ 3 0.00 ± 0.00 19.09 ± 16.50 
แถบ 4 79.32 ± 13.76 100.00 ± 0.00 
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ตารางที่ 4.13  ผลการออกฤทธิ์ฆาแมลงของสารสกัดจาก Streptomyces sp.O145702 ที่แยกโดย
Preparative Thin Layer Chromatography เปรียบเทียบกบัสารสกัดหยาบ 
 

เปอรเซ็นตการตายของไรทะเล ณ ช่ัวโมงที่ 24 สารสกัดจาก Streptomyces sp. 
O145702 เมื่อผาน preparative TLC 5 ppm 50 ppm 

สารสกัดหยาบ 49.47 ± 5.19 91.72 ± 1.24 
แถบ 1 19.68 ± 3.05 31.86 ± 1.50 
แถบ 2 20.61 ± 1.74 42.77 ± 2.23 
แถบ 3 79.52 ± 0.67 100.00 ± 0.00 
แถบ 4  67.52 ± 1.21  100.00 ± 0.00 

 
4.8.2 การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดที่ผานการแยกโดย Preparative TLC โดย 

Analytical Thin Layer  chromatography (Analytical TLC) 
 

 4.8.2.1 ผลการวิเคราะหสารฆาแมลงมาตรฐาน (avermectin, doramectin และ ivermectin) 
โดย  Analytical TLC 
 นําสารฆาแมลงมาตรฐานไดแก avermectin, doramectin และ ivermectin ซ่ึงละลายใน 
เอทิลอะซิเทต ที่ความเขมขน 500  ppm มาหยดลงบนแผนซิลิกาเจล แลวนําแผนใสลงในภาชนะที่
อ่ิมตัวดวยเอทิลอะซิเทตตามวิธีขอ 3.3.10.2.1  ดูตําแหนงการเคลื่อนที่ของสาร จากการทดลองพบวา 
avermectin, doramectin และ ivermectin ใหคา Rf เทากับ 0.51 แสดงในรูปที่ 4.36 เนื่องจากสารฆา
แมลงมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ใหคา Rf เทากัน ดังนั้นในการทดลองตอไป  จึงเลือกใช avermectin เปน
ตัวแทนของสารฆาแมลงมาตรฐาน ในการเปรียบเทียบกับสารออกฤทธิ์ฆาแมลงแตละแถบที่แยก
โดย Preparative TLC  จากสายพันธุ 442, 449 และ O145702  
 

 

  Rf 

     0.51 

1            2           3  
รูปที่ 4.36  คา Rf ของสารฆาแมลงมาตรฐาน 1. avermectin 2. doramectin 3. ivermectin 
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4.8.2.2 ผลการวิเคราะหโดย Analytical TLC เทียบกับ avermectin   
นําสารออกฤทธิ์ฆาแมลงแตละแถบที่แยกโดย Preparative TLC  จากสายพันธุ 442, 449 

และ O145702 ซ่ึงละลายใน เอทิลอะซิเทตเขมขน 50 ppm  มาหยดลงบนแผนซิลิกาเจล แลวนําแผน
ใสลงในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยเอทิลอะซิเทต เปรียบเทียบตําแหนงของสารที่เคล่ือนที่กับ avermectin  
พบวาสารออกฤทธิ์ฆาแมลงแตละแถบที่แยกไดจาก Preparative TLC ทั้ง 3 สายพันธุ ใหคา Rf  ที่
ตางจาก avermectin ซ่ึงมีคา Rf เทากับ 0.51   ดังแสดงในรูปที่ 4.37  
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รูปที่ 4.37  คา Rf ของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงแตละแถบที่แยกไดจาก Preparative TLC  จากสายพันธุ 
442, 449 และ O145702  เปรียบเทียบกับ avermectin ( Avm = avermectin, C = สารสกัดหยาบ และ 
B1-B4 = แถบที่ 1-4 ) เมื่อวิเคราะหโดย Analytical TLC  โดยมีเอทิลอะซิเทต เปน mobile phase 
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แตอยางไรก็ตามพบวา แถบที่ 2 จากสายพันธุ 442 และแถบที่ 3 จากสายพันธุ O145702 มี
คา Rf  ใกลเคียงกับ avermectin  ดังนั้นจะทําการหาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการวิเคราะห
สวนประกอบของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงตอไป  
 

4.8.2.3  การเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการวิเคราะหองคประกอบของสารออก
ฤทธิ์ฆาแมลงโดย Analytical TLC 
  หยดสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่แยกไดจาก Preparative TLC จากสายพันธุ 442 และ 
O145702  ซ่ึงละลายใน เอทิลอะซิเทต ลงบนแผนซิลิกาเจล นําแตละแผนใสลงในภาชนะที่อิ่มตัว
ดวย mobile phase ดังนี้ 

ก. เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 
ข. 10% เมทานอล (methanol) : 90% เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 
ค. 15% เมทานอล (methanol) : 85% เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 
ง. 20% เมทานอล (methanol) : 80% เอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 

ทําการทดลองตามขอ 3.3.10.2  แลวเปรียบเทียบคา Rf  กับ avermectin ผลการทดลองดังแสดงในรูป
ที่ 4.38 และ 4.39 พบวาสารทดสอบใหคา Rf  ที่ตางจาก avermectin  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาจากผลการ
ทดลองที่ 4.8.2.2 และ 4.8.2.3  สารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ไดจากสายพันธุทั้ง 3 นาจะเปนสารออกฤทธิ์
ฆาแมลงชนิดใหมที่ไมใช avermectin   
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(ก)   Rf 

 
      (ข) 
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รูปที่ 4.38  คา Rf  ของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงแตละแถบที่แยกไดจาก Preparative TLC  จากสายพันธุ 
442 วิเคราะหโดย Analytical TLC  โดยมี  mobile phase เปน (ก) เอทิลอะซิเทต (ข) 10% เมทานอล  
: 90% เอทิลอะซิเทต  (ค) 15% เมทานอล  : 85% เอทิลอะซิเทต และ (ง) 20% เมทานอล: 80% 
เอทิลอะซิเทต เปรียบเทียบกับ avermectin ( Avm = avermectin, C = สารสกัดหยาบ และ B1-B4 = 
แถบที่ 1-4 ) 
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รูปที่ 4.39  คา Rf  ของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงแตละแถบที่แยกไดจาก Preparative TLC  จากสายพันธุ 
O145702  วิเคราะหโดย Analytical TLC  โดยมี  mobile phase เปน (ก) เอทิลอะซิเทต (ข) 10% เม
ทานอล  : 90% เอทิลอะซิเทต  (ค) 15% เมทานอล  : 85% เอทิลอะซิเทต และ (ง) 20% เมทานอล: 
80% เอทิลอะซิเทต เปรียบเทียบกับ avermectin ( Avm = avermectin, C = สารสกัดหยาบ และ B1-
B4 = แถบที่ 1-4 ) 
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4.8.3  การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ฆาแมลงโดย High performance liquid1 chromatography (HPLC) 
 
4.8.3.1  การวิเคราะหสารฆาแมลงมาตรฐานโดย  HPLC  

   นําสารละลาย 10 ไมโครลิตร avermectin, doramectin และ ivermectin ซ่ึงละลายในเมทา
นอลที่ความเขมขน  50 ppm  มาวิเคราะหโดย HPLC  วิธีการทดลองในขอ 3.3.10.3.3  จากการ
ทดลองพบวา  สารละลาย avermectin, doramectin และ ivermectin  ใหคา retention time (RT) ที่ 
34.143, 39.587 และ 46.132 นาที ตามลําดับ  แสดงในรูปที่ 4.40 
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รูปที่ 4.40 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานของ (ก) avermectin, (ข) doramectin  และ     
(ค) ivermectin 
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 4.8.3.2  การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่แยกไดจาก Preparative TLC จากสายพันธุ 
442, 449 และ O145702  โดย  HPLC  

 
ไดทดลองนําสารออกฤทธิ์ฆาแมลงแตละแถบที่แยกไดจาก Preparative TLC  จากสายพันธุ 

442, 449 และ O145702  ละลายในเมทานอลใหไดความเขมขน  50 ppm ปริมาตรสารที่วิเคราะห 10 
ไมโครลิตรนํามาวิเคราะหโดย HPLC ตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.10.3.3  พบวา  สารออกฤทธิ์ฆา
แมลงแตละแถบที่แยกไดจาก Preparative TLC ทั้ง 3 สายพันธุ  ใหคา retention time (RT) ที่ตางจาก
สารฆาแมลงมาตรฐาน avermectin, doramectin และ ivermectin  แสดงในรูปที่ 4.41- 4.43  ซ่ึงอาจ
สรุปไดวาสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่สกัดไดจากสายพันธุทั้ง 3 ชนิดนี้ เปนสารออกฤทธิ์ฆาแมลงชนิด
ใหมที่ไมใช avermectin, doramectin และ ivermectin   ซ่ึงใหผลสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวย 
Analytical TLC  ขอ 4.8.2.1 และ 4.8.2.2  นอกจากนี้ยังพบวาในสายพันธุ 442 แถบ 1  ที่แยกไดจาก 
Preparative TLC  เมื่อวิเคราะหดวย  HPLC แสดงพีคเดี่ยวใหคา RT ที่ 14.982 นาที แสดงในรูปที่ 
4.41ข และใหประสิทธิภาพในการฆาไรทะเลไดสูงถึง 88.71 % ที่ความเขมขนสารสกัด 5 ppm จาก
ผลการทดลองในตารางที่ 4.12  ซ่ึงอาจนําไปศึกษาทางเคมีเพื่อหาโครงสรางและน้ําหนักโมเลกุล
ของสารโดยวิธี NMR และ Mass spectroscopy  ตอไป  

 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 90 

(ก) 

Minutes
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

m
A

U

0

500

1000

1500

m
A

U

0

500

1000

1500

1.7
37

14
.35

5

UV6000-254nm
442Crude
442Crude.dat

Retention Time

 
(ข) 

   Minutes
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

m
A

U

0

250

500

750

1000

m
A

U

0

250

500

750

1000

14
.98

2

uv6000-254nm
442Band2PLC300608
442Band1.dat

Retention Time

 
(ค) 

Minutes
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

m
A

U

0

250

500

750

1000

m
A

U

0

250

500

750

1000

4.5
47

40
.41

2

UV6000-254nm
442B2
442B2.dat

Retention Time

 
(ง) 

    Minutes
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

m
A

U

0

200

400

600

800

m
A

U

0

200

400

600

800

9.5
90

36
.63

7

43
.21

0

UV6000-254nm
442B3
442B3.dat

Retention Time

 
รูปที่ 4.41 โครมาโทแกรมของของ (ก) สารสกัดหยาบ, (ข)- (ง) สารสกัดที่แยกได Preparative TLC 
แถบที่ 1-3 ตามลําดับ จากเชื้อ Streptomyces sp. 442  
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รูปที่ 4.42 โครมาโทแกรมของของ (ก) สารสกัดหยาบ, (ข)-(จ) สารสกัดที่แยกไดจาก Preparative 
TLC แถบที่ 1- 4 ตามลําดับ จากเชื้อ Streptomyces sp. 449 
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รูปที่ 4.43 โครมาโทแกรมของของ (ก) สารสกัดหยาบ, (ข)- (จ) สารสกัดที่แยกไดจาก Preparative 
TLC แถบที่ 1- 4 ตามลําดับ จากเชื้อ Streptomyces sp. O145702  
 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 งานวิจัยนี้ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจาก Streptomyces spp. 
สายพันธุ 442, 449 และ O145702 ซ่ึงแยกไดจากดินในประเทศไทย  และการทดสอบการออกฤทธิ์
ฆาแมลงทําโดยสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อและเสนใย ดวยเอทิลอะซิเทต แลวทดสอบการฆาไรทะเล  จากผล
การทดลองสรุปภาวะเหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces spp. สายพันธุ 
442, 449 และ  O145702  ดังแสดงในตารางที่ 5.1 
 

ตารางที่ 5.1  ภาวะเหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงของ Streptomyces spp. สายพันธุ 
442, 449 และ  O145702  
   

สายพันธุ แหลง
คารบอน 

แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ
บมเชื้อ 

(oC) 

ระยะ 
เวลาเลี้ยง
เชื้อ (วัน) 

% การ
ตายของ
ไรทะเล * 

 

442 
 
 
 
 

449 
 
 
 
 

O145702 

 

แปงมัน
สําปะหลัง  
1.5 % (w/v) 
 
 

แปงมัน
สําปะหลัง  
1.5 % (w/v) 
 
 

แปงมัน
สําปะหลังที่
ยอยดวยอะ
ไมเลสที่     
0.5 % (w/v) ; 
DE 38%  

 

1. สารสกัดยีสต  เทียบเทา    
N 0.025 % (w/v) 
2. (NH4)2HPO4  เทียบเทา    
N 0.05 % (w/v) 
 

1. สารสกัดยีสต เทียบเทา    
N 0.075 % (w/v) 
2. (NH4)2HPO4เทียบเทา      
N 0.075 % (w/v) 
 

ไนโตรเจนผสมระหวาง 
สารสกัดยีสต และ KNO3

เทียบเทา  N 0.074 % (w/v) 
 

 

30 
 

30 
 
 

30 
 

30 
 
 

30 

 

5 
 

4 
 
 

4 
 

4 
 
 

5 

 

91.16 
(25 ppm) 

70.42 
(25 ppm) 

 

98.58 
(5 ppm) 

93.8 
(5 ppm) 

 

91.5 
(50 ppm) 

 

 

หมายเหตุ   * บมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และตัวเลขในวงเลบ็คือความเขมขนสารสกัด 
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 จากผลการทดลองที่ไดพบวา สายพันธุ 449 มีประสิทธิภาพสูงสุด ในการผลิตสารฆาแมลง 
รองลงมา ไดแก สายพันธุ 442 และ O145702 ตามลําดับ 

ไดมีผูรายงานถึงการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จาก Streptomyces spp. พบวา สามารถ
ใชแหลงคารบอนไดหลากหลายชนิด ไดแก กลูโคส ฟรัสโตส ซูโครส แลกโทส มอลโทส             
กลีเซอรอล เดกซทริน แปง  แปงขาวโพด และแปงที่ละลายน้ําได เปนตน ( Warr และคณะ, 1994 ; 
Jonsbu และ คณะ, 2002; Xiong และคณะ, 2004; Gesheva และคณะ, 2005; Zhuang และคณะ, 
2006)  งานวิจัยนี้ พบวา เมื่อเล้ียง Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702  ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวา การออกฤทธิ์ฆาแมลงลดลง เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
กลูโคส  โดยจะมีผลเพิ่มการเจริญมากกวาการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง ซ่ึงสอดคลองกับ Jonsbu 
และคณะ (2002)  รายงานวากลูโคสยับยั้งการสรางสาร nystatin และ Inoue (2007) พบวา กลูโคส
ยับยั้งการผลิตสาร retamycin    งานวิจัยนี้ยังไดแปรชนิดของแหลงคารบอน ไดแก น้ําตาลทราย, 
เดกซทริน, แปงที่สามารถละลายน้ําได,  แปงมันสําปะหลัง และแปงขาวโพด แทนการใชกลูโคส  
พบวาในสายพันธุ 442 และ 449 แปงมันสําปะหลังซึ่งเปนสารประกอบเชิงซอน เปนแหลงคารบอน
ที่ดีที่สุด ซ่ึงใหสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่สูงเมื่อทดสอบสารออกฤทธิ์กับไรทะเล ซ่ึงใหผลสอดคลอง
กับรายงานของ Warr และคณะ (1994)  ที่รายงานวา การผลิต milbemycin ซ่ึงเปนสารปฏิชีวนะใน
กลุม macrolides  แปรผันตามชนิดของแหลงคารบอนที่ใช โดยถาใชแปงเปนแหลงคารบอน จะให
ผลผลิตสูงกวากลูโคส  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาสายพันธุ 442 และ 449 สามารถสราง
เอนไซมยอยแปงใหเปนโมเลกุลเล็ก แลวนําไปใชได ซ่ึงมีรายงานวา Streptomyces sp. NO.4 
สามารถสรางอะไมเลสได (Primarini และคณะ, 1999) และ ในป 2008  Kar และ Ray รายงานวา 
Streptomyces erumpens MTCC 7317 ผลิตแอลฟา-อะไมเลสได ขณะที่ในสายพันธุ O145702 กลับ
พบวามีการเจริญและการออกฤทธิ์ฆาแมลงไดนอยเมื่อเล้ียงในแปงมันสําปะหลังแสดงวา สายพันธุ 
O145702  ไมสามารถสรางเอนไซมมายอยแปงมันสําปะหลังได ขณะที่เมื่อใชเดกซทรินเปนแหลง
คารบอน กลับเจริญและใหการออกฤทธิ์ฆาแมลงไดดี  แตเนื่องจากเดกซทรินมีราคาสูงจึงไดทดลอง
ใชแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลส พบวาแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวยอะไมเลส ที่มีคา DE 
เทากับ 38 เปอรเซ็นต  ใหการออกฤทธิ์ฆาไรทะเลไดดีกวาเมื่อใชเดกซทริน ที่ความเขมขนของ
แหลงคารบอน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  
 

จากการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนพบวา Streptomyces spp. สายพันธุ 442 และ 449 
สามารถใช ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) ซ่ึงเปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนได 
ใหผลสอดคลองกับรายงานอื่นๆ ที่ใชอนินทรียไนโตรเจนเปนแหลงคารบอน เชน Sujatha และ
คณะ (2005) เล้ียง Streptomyces  sp. BT-408   ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวที่มี แอมโมเนียมไนเตรท 
NH4NO3 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนแหลงไนโตรเจน สามารถสรางสารปฏิชีวนะ 
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SBR-22  ตาน Staphylococcus aureus ที่มีปริมาณสูงถึง 181 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Yu และคณะ 
(2008)  ทําการเลี้ยง Streptomyces rimosus MY02 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี แอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4) 6.244 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร พบวา สามารถสรางสารที่มีประสทธิภาพตานเชื้อ
ราไดดี เปนตน 

 
นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชอินทรียไนโตรเจน เชน Xiong และคณะ (2004) ใชสารสกัด

จากยีสต และเพบโทน 10 และ 20 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่มี
ประสิทธิภาพสูงจากเชื้อ Streptomyces sp. 173   และในป 2008 Wu และคณะ ทําการเลี้ยง 
Streptomyces padanus PMS-702 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีมี soybean meal 11.2 กรัมตอลิตร 
สามารถสรางสาร fungichromin ไดสูงถึง 112 มิลลิกรัมตอลิตร  ซ่ึงก็พบวาสายพันธุ 442 และ 449 
สามารถใชสารสกัดจากยีสต (yeast extract) เปนแหลงอินทรียไนโตรเจน ในการสรางสารออกฤทธิ์
ฆาแมลงไดดีเชนกัน 

 
  สวนสายพันธุ O145702 สามารถใชแหลงไนโตรเจนผสมระหวางสารสกัดจากยีสตกับ

โพแทสเซียมไนเตรต ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลง  และจากการทดลองพบวา
เมื่อเช้ือใชไนโตรเจนจนหมดจะใหประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ฆาไรทะเลของสารสกัดเพิ่มสูงขึ้น
ทั้ง 3 สายพันธุ ซ่ึงใหผลสอดคลองกับ Zhuang และคณะ (2006) ที่กลาววาการเพิ่มปริมาณ
ไนโตรเจนทําใหการผลิต meilingmycin โดย Streptomyces nanchangesis ลดลง ซ่ึงเปนไปไดวา
การผลิต  meilingmycin จะเกิดขึ้นหลังจากมีการใชกรดอะมิโนหมดไป ซ่ึงยังมีรายงานอื่นๆ ที่
สนับสนุนวาการสรางสารเมแทบอไลททุติยภูมิอ่ืนๆ จะเกิดขึ้นหลังจากเชื้อมีการใชไนโตรเจนหมด
ไป (Majumdar, 1967; Byrne และ Greenstein, 1986; Cheng และคณะ, 1995 และ Gesheva และ
คณะ, 2005 เปนตน) 
    

จากการหาผลของอุณหภูมิเล้ียงเชื้อตอการผลิตสารออกฤทธิ์ฆาแมลงพบวาเมื่อเล้ียงเชื้อทั้ง 
3 สายพันธุ ที่ 30 องศาเซลเซียส ใหประสิทธิภาพการสรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ดี โดยให
เปอรเซ็นการตายของไรทะลสูงสุด  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
ผลิตกลุมของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจาก Streptomyces spp. พบวาอยูระหวาง 28 และ 30 องศา
เซลเซียส  (Warr และคณะ,1994, Mironov และคณะ, 2003, Xiong และคณะ, 2004, Gesheva และ
คณะ, 2005 และ Zhuang และคณะ, 2006)  

 
ผลของความเขมขนของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบที่ทําให ไรทะเลตาย 50 

เปอรเซ็นต ของจํานวนเริ่มตน (LD50)  ทั้ง 3 สายพันธุ พบวา สายพันธุ 442, 449 และ O145702 ให
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คา LD50 ที่ความเขมขนสารสกัดหยาบ  10, 3.5 และ 12.5  ppm ตามลําดับ เมื่อทดสอบกับไรทะเล
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ซ่ึงสารสกัดเหลานี้อาจมีคา LD50  ต่ํากวานี้  ถาไดมีการแยกสารออกฤทธิ์ฆา
แมลงและทําใหบริสุทธิ์ยิ่งขึ้น  ดังเชนรายงานของ Xiong และคณะ (2004) ไดทดสอบฤทธิ์การฆา
ไรทะเลของ avermectin B1 ซ่ึงเปนสารบริสุทธิ์  พบวา ที่ความเขมขนนอยกวา 0.1 ppm สามารถฆา
ไรทะเลได 100 เปอรเซ็นต เมื่อทดสอบกับไรทะเลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง                        

 
จากการทดลองแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจากสารสกัดหยาบโดย Preparative TLC  แลว

วิเคราะหโดย analytical  TLC  และ HPLC เทียบกับสารมาตรฐาน avermectins พบวาสารดังกลาว
ใหคา Rf จาก TLC และคา retention time จาก HPLC แตกตางจากสารมาตรฐาน avermectins  ซ่ึง
อาจเปนไปไดวา Streptomyces ทั้ง 3 สายพันธุ สรางสารออกฤทธิ์ฆาแมลงชนิดใหม  ซ่ึงอาจนํามา
พัฒนาจนไดสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่มีประสิทธิภาพดี และมีศักยภาพที่จะผลิตในเชิงอุตสาหกรรม  
เพื่อทดแทนการนําเขาสารฆาแมลงจากตางประเทศได 
 
ขอเสนอแนะ 

1. ในสายพันธุ O145702 พบวา สารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ไดจากการสกัดดวยน้ํา ใหฤทธ์ิใน
การฆาไรทะเลไดสูงกวาเมื่อสกัดดวยเอทิลอะซิเทต อาจเนื่องจากวาสารออกฤทธิ์ละลายไดดีในน้ํา  
ดังนั้นควรหาภาวะแยกสารที่มีสมบัติเปน hydrophilic เชน แยกโดย ion exchange หรือ gel 
filtration เปนตน 

2. ควรแยกสารออกฤทธิ์ฆาแมลงจาก Streptomyces ทั้ง 3 สายพันธุ และทําใหบริสุทธิ์ เพื่อ
ศึกษาโครงสราง 

3. ศึกษาโครงสรางทางเคมีและน้ําหนักโมเลกุลของสารออกฤทธิ์ฆาแมลงที่ผานการทําให
บริสุทธิ์แลว ดวยวิธี NMR และ Mass spectroscopy ตอไป  เพื่อใหทราบวาเปนสารชนิดใหมหรือไม 
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ภาคผนวก ก 

 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ แข็งสําหรับกระตุนการสรางสปอร 

 ถ่ัวเหลืองบด      2.0  เปอรเซ็นต 
 วุนผง (agar)                                                                     2.0  เปอรเซ็นต 
 Mannitol                                                                                 2.0  เปอรเซ็นต 
 น้ําปลอดประจุ (deionized water) และน้ําประปาในอัตราสวน         1 ตอ 1  
 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน (ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 ปอนด/ตารางนิ้ว 15  นาที) 

    2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก Luria-Bertani (LB) 

 กลูโคส                                                                                       0.1 เปอรเซ็นต 
      โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                           0.5  เปอรเซ็นต   
 โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3)                                                    0.38  เปอรเซ็นต 
 สารสกัดจากยสีต (yeast extract)                                                0.2  เปอรเซ็นต 
 น้ําปลอดประจุ        1000 มิลลิลิตร  
 กรณีอาหารแข็งจะเติมผงวุน (agar)                                            1.5  เปอรเซ็นต 
 อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 

 

1.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรดัดแปลงจาก Luria-Bertani ที่เติม แปงมันสําปะหลังที่ผานการยอยดวย
เอนไซมอะไมเลส  (38%DE) 

แปงมันสําปะหลังที่ผานการยอยดวยเอนไซมอะไมเลส    13.0 มิลลิลิตร 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)                                                              0.5  เปอรเ ซ็นต   
โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3)                                                     0.38  เปอรเซ็นต 
สารสกัดจากยสีต (yeast extract)                                                 0.2  เปอรเซ็นต 
น้ําปลอดประจุ          1000 มิลลิลิตร  
อบฆาเชื้อแบบมาตรฐาน 

การยอยแปงมันดวย BAN® 480 L (บริษัท NOVO) 

 แปงมันสําปะหลัง   0.5 กิโลกรัม 
 น้ํา     1.0 ลิตร 
 BAN 480L     0.165 มิลลิลิตร (เทียบเทากับ 95 KNU) 

 โดย BAN 480L อยูในรูปของเหลวมีความหนาแนน 1.2 กรัมตอมิลลิลิตร มีปริมาณ
เอนไซม 480 KNU/g  

 1 KNU = one Kilo Novo alpha-amylase Unit  สามารถยอยแปงได  5.26 กรัม 
 

วิธีการยอยแปงมันสําปะหลงัดวยเอนไซม 

 นําแปงมันสําปะหลังผสมน้ําละลายใหเขากัน เติมเอนไซมอะไมเลส กวนผสมใหเขากันบน
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  เก็บตัวอยางแปงมันสําปะหลังที่ยอยดวย
เอนไซมอะไมเลสที่นาทีที่ 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, และ 120 
นาที ทําการหยุดการทํางานของเอนไซมดวยการตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปปน
เหวี่ยง เก็บเอาเฉพาะสวนใส นําไปหาปริมาณน้ําตาล (ภาคผนวก ค หมายเลข 3)  หาน้ําหนักแหง 
และนําไปวิเคราะหหาปริมาณเดกซโตรสอิคริวาเลนท (% DE) (ภาคผนวก ค หมายเลข )  ซ่ึงแสดง
คา %DE ที่ไดในรูปที่ ข.1 
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ภาคผนวก ค 

 

1. การวิเคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1951) 
สารเคมี  

สารละลาย ก สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  2 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮ 
ดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมัล แลวปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 

สารละลาย ข สารละลายโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.2 กรัม ในน้ําปราศจาก
ไอออน ปรับใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

สารละลาย ค สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) 0.1  กรัมในน้ําปราศจากไอออน 
ปรับปริมาตรใหได 10 มิลลิลิตร 

สารละลาย ง ผสมสารละลาย  ก  98 มิลลิลิตรกับสารละลาย  ข   1 มิลลิลิตร  และ
สารละลาย ค 1 มิลลิลิตร  (เตรียมเมื่อทําการทดลองเทานั้น) 

สารละลาย จ สารละลายโฟลินฟนอล (Folin phenol reagent)   ทําการเจือจางในน้ํา
ปราศจากไอออนในอัตราสวน 1 ตอ 3  (เตรียมเมื่อทําการทดลองเทานั้น) 

วิธีการวิเคราะห 

ปเปตสารละลายตัวอยางที่เจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ปริมาตร 0.1มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลอง เติมสารละลาย ง  3  มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไว 10 นาที เติมสารละลาย จ  0.3 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไว 30 นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร 
ใชน้ําปราศจากไอออนเปนตัวเปรียบเทียบ เทียบหาปริมาณโปรตีนในตัวอยางไดจากกราฟ
มาตรฐานโปรตีน แสดงในรูปที่ ค.1 
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                                                 รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 

 

2. การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  

นําตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร เติม 1.2 N HCl 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั นําไปใหความรอนที่ 
121 องศาเซลเซียส  15  นาที รอใหเยน็ นําไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาล (reducing sugar) โดยวิธี 
DNSA (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) 

3.   วิเคราะหปริมาณน้ําตาล (reducing sugar) โดยวิธี DNSA (Bernfeld, 1955)   
สารเคมี 
1. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 
   ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 โม

ลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ําขจัดไอออน 50 มิลลิลิตร และเติมโพแทสเซียมทารเทรต 
30  กรัม  ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ําขจัดไอออน เก็บในขวดสีชา 

 
วิธีการทดลอง 
1. ปเปตสารละลายตัวอยางที่เจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลง

ในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 มลิลิลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง ผสมใหเขา

กัน ปดปากหลอดทดลอง นําไปตมในอางน้ําเดือด เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปแชในอางน้ําเย็น 



 113 

3. เติมน้ําขจัดไอออน 10 มิลลิลิตร ลงในสารละลายผสมในขอ 2 ผสมใหเขากัน นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  

4. ทํา blank โดยใชน้ําขจัดไอออนแทนสารละลายตัวอยาง แลวนําไปทําการทดลอง
เชนเดียวกันกับสารละลายตัวอยาง 

5. เทียบคาการดูดกลืนแสงที่ไดกับกราฟมาตรฐานกลูโคสความเขมขน 0 -0.1 กรัมตอลิตร 
 
การทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 
 1. เตรียมสารละลายมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 1 กรัมตอลิตร 
 2. เจือจางใหได 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 กรัมตอลิตร 
 3. นําไปทําการทดลองเชนเดียวกับสารละลายตัวอยาง แลวนําไปเขยีนกราฟมาตรฐาน
น้ําตาลกลูโคส แสดงในรูปที ่ค.2 

y = 0.39x
R2 = 0.9893
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                                                  รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 

 

4.   การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีเจลดาหล (Kjeldahl protein, A.O.A.C., 1975) 
 ช่ังตัวอยาง 0.5 กรัม สําหรับเซลล หรือดูดปริมาตร 1 มิลลิลิตร สําหรับตัวอยางน้ําหมัก ใส
ในขวดกลั่นขนาด 300 มิลลิลิตร เติมเกลือผสมชวยเรงปฏิกิริยา ซ่ึงประกอบดวยโปรแตสเซียม
ซัลเฟตและคอปเปอรซัลเฟตอัตราสวน 95:5  ลงไปจํานวน 7 กรัม จากนั้นเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 
15 มิลลิลิตร นําไปยอยบนเตาหลุมจนสารละลายใส เปนเวลา 45 นาที ทิ้ไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
แลวเติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร  จากนั้นนําไปประกอบเขากับเครื่องกล่ันไนโตรเจน และเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 40 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 50-60 
มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเปนสีดํา แลวกล่ันจับกาซแอมโมเนียที่เกิดขึ้นโดยใชสารละลายบอริก



 114 

เขมขน 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่เติมอินดิเคเตอร 3 หยด ซ่ึงเปน
เมทิลเรดเมทิลลีนบลู (methyl red methylene blue) กล่ันจนสารละลายบอริกมีปริมาตร 250 
มิลลิลิตร แลวนําสารละลายที่กล่ันไดมาไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที่ทราบ
ความเขมขนที่แนนอน บันทึกปริมาตรกรดที่ใชไทเทรตแลวคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน หรือ
ปริมาณโปรตีน 

เปอรเซ็นตไนโตรเจน = (ปริมาตรกรดเกลอื x ความเขมขนกรดเกลือ x 1.4)/ น้ําหนกัแหง 
เปอรเซ็นโปรตีน = เปอรเซ็นตไนโตรเจน x 6.25 

การเตรียมสารสําหรับวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 

 4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1N 

 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  1 M (1 N) = 40 กรัม 
 ถาสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N     = (40 x 0.1X/1 = 4 กรัม 
 นําสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหเปน 1 
ลิตร 

 4.2 การเตรียมสารละลาย Potassium hydrogen phosphate (KHP) 

 KHP มีมวลโมเลกุล (M.W.)     204.23  
 ดังนั้นสารละลาย KHP 0.1 N จะมีสาร KHP อยู = 0.1 x 204.23   =  20.423 กรัม 
ลายสาร KHP 20.4 กรัม ในน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 1 ลิตร หรือหากตองการเตรียมสารละลาย KHP 25 
มิลลิลิตร ตองละลายสาร KHP 0.51 กรัม 

4.3 การหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 

 โดยนําสารละลาย KHP ที่เตรียมไดจากขอ.2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 250  มิลลิลิตร เติมอินดิเคเตอรฟนอฟทาลีน (Phenophthalein) ลงไป 3 หยด  จากนั้นนํามา
ไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรียมไดจากขอ 3.1 เมื่อถึงจุดยุติ สารละลายในฟ
ลาสกจะเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู บันทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไทเทรต แลว
คํานวณหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ดังนี้ 

N ของ NaOH     =   (ปริมาตรของ KHP x 1000)/M.W. x ปริมาตรของ NaOH ทีใ่ชไทเทรต 

 4.4 การเตรียมสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก (HCl) 0.1 N 
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 เตรียมจากกรดไฮโดรคลอริก เขมขน 37% (น้ําหนักตอน้าํหนัก) 
 โดย HCl 1 ลิตร = 1.19 กิโลกรัม 
 ความหนาแนน = มวล/ปริมาตร = 1.19 กิโลกรัม/1000 มิลลิลิตร; 1 มิลลิลิตร = 1.19 กรัม 
 น้ําหนกัโมเลกลุของ HCl = 36; 1N = 36 กรัม 
 1 N HCl มีเนื้อ HCl อยู = 36 กรัม 
 ถา 0.1 N HCl มีเนื้อ HCl อยู = 36 x 0.1 = 3.6 กรัม 
 แตในการเตรียม  ตองเตรียมจาก HCl 37% 
 เนื้อสาร HCl 37 กรัม มาจากสารละลาย HCl = 100 กรัม 
 ถาเนื้อสาร HCl 3.6 กรัม มาจากสารละลาย HCl = 100 x 3.6/37 = 9.7297 กรัม 
 HCl 1190 กรัม มาจากสารละลาย HCl = 1000 มิลลิลิตร 
 ถา HCl 9.7297 กรัม มาจากสารละลาย HCl = 100 x 9.7297/1190 = 8.1762 มิลลิลิตร 

ดังนั้นในการเตียมสารละลาย 0.1 N HCl ปริมาตร 1 ลิตร ตองดูด HCl เขมขน 37% มาปริมาตร 
8.1762 มิลลิลิตร ละลายในน้ําบริสุทธิ์ 1 ลิตร 

 4.5 การหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก 0.1 N 

 โดยนํา HCl 0.1 N ที่เตรียมจากขอ 3.4 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร มาไทเทรตกับ 0.1 N NaOH ที่ทราบความเขมขนที่แนนอนจากขอ 3.3 โดยใชฟนอฟทาลีน 
เปนอินดิเคเตอร  เมื่อถึงจุดยุติสารละลายจะเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู  โดยสูตรคํานวณหาความ
เขมขนที่แนนอนของ HCl ดังนี้  

    N1V1 = N2V2

 N1 = ความเขมขนที่แนนอนของสาร NaOH 

 V1 = ปริมาตรของสาร NaOH ที่ใชไทรต 
 N2 = ความเขมขนที่แทจริงของ HCl ที่ตองการทราบ 
 V2 = ปริมาตรของ HCl ที่นํามาไทเทรต 

 4.6 การเตรียมสารละลายกรดบอริก (Boric acid) 4 % 

 ละลายกรดบอริก 40 กรัมในน้ําบริสุทธิ์ ปริมาตร 1 ลิตร อาจใชความรอนชวยในการละลาย 
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 4.7 การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 40% 

 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 400 กรัม ในน้ําบริสุทธิ์ ปรับปริมาตร 1 ลิตร 

 4.8 การเตรียมอินดิเคเตอร (Mixed Indicator) 

 นํา methyl red 0.001 กรัม ละลายในแอลกอฮอล 10 มิลลิลิตร และนํา bromcresol green 
0.001 กรัม ละลายในแอลกอฮอล 10 มิลลิลิตร แลวนําสารละลายทั้งสองมาผสมกัน ในอัตราสวน 
1:5 
 
5.   วิเคราะหหาปริมาณเดกซโตรสอิคริวาเลนท (% DE) ในตัวอยางน้ําตาลที่ไดจากแปงมันที่ยอย
ดวยเอนไซมอะไมเลส 
  

อุปกรณและสารเคมี 
1. หลอดแกวขนาด 16 x 150 มลิลิเมตร 
2. ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
3. ลูกยางดูดสารเคมี 
4. Spectrophotometer รุน  Spectronic 21 
5. ตูอบไฟฟา 
6. DNSA Reagent 
7. Rack (ที่ใสหลอดทดลอง) 
8. หมอตมน้ําเดือด 
9. เตาไฟฟา สําหรับตมน้ําเดือด 

วิธีการทดลอง 
1. ปนเหวี่ยงตวัอยางน้ําตาลที่ไดจากแปงมันที่ยอยดวยเอนไซมอะไมเลส เอาสวนใสมาใช 
2. ดูดน้ําตาลที่กรองแลวมา 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดแกว ขนาด 16x150 มิลลิลิตร ที่มีน้ํา

กล่ัน 9 มิลลิลิตร 
3. ผสมน้ําตาลกับน้ําใหเขากัน โดยใชปเปตอันใหมดูดสารละลายขึ้นมาในปเปต แลว

ปลอยใสในหลอด ทําเชนนี้หลายๆ เที่ยว จนเห็นวาน้ําตาลเปนเนื้อเดียวกันกับน้ําแลว 
4. ดูดสารละลายจากหลอดแกวนี้ 1 มิลลิลิตร ใสหลอดแกวหลอดที่สอง ซ่ึงมีน้ําอยู 9 

มิลลิลิตร เชนกัน แลวใชปเปตอันใหมดูดผสมน้ําตาลกับน้ําใหเปนเนื้อเดียวกัน 
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5. ดูดสารละลายจากหลอดที่สอง ลงในหลอดที่สาม ซ่ึงมีน้ําอยู 4  มิลลิลิตร ผสมน้ําตาล
กับน้ําใหเปนเนื้อเดียวกัน โดยใชปเปตอันใหม ดูดสารละลายในหลอดที่สาม ขึ้นมา 
แลวปลอยลงในหลอดอยางเดิมเชนนี้ หลายๆ เที่ยว 

6. ดูดสารละลายน้ําตาลจากหลอดที่สาม  1 มิลลิลิตร ใสในหลอดแกวเปลาๆ และดูดน้ํา
กล่ัน 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดแกวเปลาอีกหลอดหนึ่ง จากนั้นดูดสารเคมีที่ช่ือวา DNSA 
1 มิลลิลิตร ลงในหลอดแกวที่มีน้ําตาล 1 มิลลิลิตร และดูด DNSA 1 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดแกวที่มีน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร เชนกัน เขยาหลอดแกวที่มีน้ํากับ DNSA  และน้ําตาล
กับ DNSA ใหสารทั้ง 2 ชนิดผสมกัน นําหลอดแกวนี้ตมในหมอตมที่มีน้ํากําลังเดือดอยู 
ตมอยูนาน 5 นาที จึงนํามาทําใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

7. ดูดน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดแลวที่ตมและทําใหเย็นแลว ปดหลอดแกวดวย
พาราฟลม เขยาหลอดแกวใหน้ําผสมกับสารจนเปนเนื้อเดียวกัน นําไปวัดคาดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

8. นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพื่อคิดเปนคาน้ําตาล
รีดิวซ่ิง แลวนําคานี้มาหารดวย น้ําหนักแหง (กรัมตอมิลลิลิตร) และคิดเทียบเปน
เปอรเซ็น 

 
วิธีการคํานวณเปอรเซ็นตเดกซโตรสอิคริวาเลนท 
 

เปอรเซ็นตเดกซโตรสอิคริวาเลนท (% DE)   =      คาน้ําตาลรีดิวซ่ิง x 100%
                                                                                 น้ําหนกัแหง (กรัมตอมิลลิลิตร) 

 

6. การทําใหเซลลแตกดวยความถี่คล่ืนเสียง (ultrasonics) 
 นํา culture ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เตรียมไดมาปนเหวีย่งดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที  เพื่อแยกสวนเสนใย (Mycelium) ออกจากสวนน้ําเลี้ยง
เชื้อ (Broth)  นําสวนเสนใยลางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง จากนั้นนําสวนเสนใยมาใสในหลอด
ทดลอง เติมน้าํกลั่นปราศจากเชื้อ 1.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปทาํใหเซลลแตกดวยความถี่คล่ืน
เสียงดวยเครื่อง Ultrasonic disruption เปนเวลา 12 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวีย่ง  
แยกเอาเฉพาะสวนใสไปวิเคราะหหาจากปริมาณโปรตีนจากเซลลโดยวิธี Lowry (ภาคผนวก ค 
หมายเลข 1) ตอไป 
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ภาคผนวก ง 
 
1. คํานวณรอยละไนโตรเจนในสูตรอาหารดัดแปลง LBโดยวิธีเจลดาหล 
สูตรคํานวณ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (รอยละ) = XxNx1.4x100 
                                                                                       W 
X= Vol. of acid titration 
N= normality of acid 
W= weight of sample 
 
Yeast extract 
Yeast extract 0.13 g ใช HCl ในการไทเทรต  = 10.7 ml 
 10.7 x 0.1002 x 1.4  =  11.5461 
                       0.13 
Yeast extract 0.12 g ใช HCl ในการไทเทรต  = 8.6 ml 
 8.6 x 0.1002 x 1.4  =  10.0534 
                       0.12 
Yeast extract 0.10 g ใช HCl ในการไทเทรต  = 7.8 ml 
 7.8 x 0.1002 x 1.4  =  10.9418 
                       0.10 
เฉล่ีย Yeast extract มีรอยละไนโตรเจน = 10.8471 

 
แหลงไนโตรเจนที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ดัดแปลงคือ  yeast extract และ โพแทสเซียม

ไน- เตรท (KNO3) ซ่ึงเปนอินทรียและอนินทรียไนโตรเจนตามลําดับ จากการวิเคราะหปริมาณ
ไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldahl พบวา yeast extract มีปริมาณไนโตรเจนเทากับ 10.85 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอน้ําหนัก) และโพแทสเซียมไนเตรทมีปริมาณไนโตรเจนเทากับ 13.86 เปอรเซ็นต
(น้ําหนักตอน้ําหนัก) เมื่อคํานวณจากสูตรโครงสรางทางเคมี  โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ดัดแปลง 
ใช  yeast extract 0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ดังนั้นมีปริมาณไนโตรเจนจาก yeast extract 
อยู 0.0217 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และใชโพแทสเซียมไนเตรท 0.38 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) ดังนั้นมีปริมาณไนโตรเจนจากโพแทสเซียมไนเตรท อยู 0.0527 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) ดังนั้นปริมาณไนโตรเจนจากอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ดัดแปลงเทากับ 0.074 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) 
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2. สัดสวนแหลงไนโตรเจนที่ใหปริมาณเทียบเทากับไนโตรเจนรวม  0.074% 
 

สารสกัดจากยสีต KNO3 (NH4)2HPO4

% (w/v) %N % (w/v) %N % (w/v) %N 
%N 

ทั้งหมด 

0.05 0.006 0.50 0.068 0.325 0.068 0.074 
0.10 0.011 0.46 0.063 0.30 0.063 0.074 
0.20 0.022 0.38 0.052 0.25 0.052 0.074 
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ภาคผนวก จ 

 

 

รูปที่ จ.1 ชุดกรองสปอรของ Streptomyces spp. สายพันธุ 442, 449 และ O145702 

 

 

 
เครื่องใหอากาศ 

โคมไฟ 
ภาชนะรูปกรวย 

บรรจุน้ําทะเล 
และไขไรทะเล 

รูปที่ จ.2 อุปกรณการเพาะเลี้ยงไรทะเล (Brine shrimp) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาววารุณี  ตันติธนากรกุล  เกิดเมื่อวันพฤหัสบดีที่  4 กุมภาพันธ  พ .ศ .  2525 ที่ 
กรุงเทพมหานคร  ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา  จากคณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  ในปการศึกษา 2547 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญา
มหาบัณฑิตในหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยา ในปการศึกษา 
2548 
 
การเสนอผลงานวิจัย 
 Tantithanagorngul, W., Sujitwanit, A., Chunthong, P., Piluk, J. Tolieng, V., Petsom, A., 
Palaga, T. and Pinphanichakarn, P. Effect of Carbon Source on Insecticidal Activity of 
Streptomyces Strains 442, 449 and O145702. Poster presentation and proceedings. 268-273 and 
Screening for Insecticide-Producing Streptomyces Isolates from Thai Soil. Poster presentation and 
proceedings. 245-250 in The 19th  Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology “TSB 
2007: Biotechnology for Gross National Happiness”., 9-12 October 2007, Thammasat University, 
Pathumthani, Thailand. 
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