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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 แอกติโนมัยซีตเปนจุลินทรียที่ถูกจัดใหอยูในกลุมของแบคทีเรียเนื่องจากไมมีเยื่อหุม
นิวเคลียส มีสวนประกอบของผนังเซลลเชนเดียวกับแบคทีเรีย ติดสีแกรมบวก มีความไวตอสาร
ปฏิชีวนะที่ทําลายแบคทีเรียแตตานทานตอสารปฏิชีวนะที่ทําลายรา มีปริมาณเปอรเซ็นตของเบส 
guanine และ cytosine (%G+C) ในดีเอ็นเอสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป และมีลักษณะบาง
อยางที่เหมือนกับราคือมีการสรางเสนใย (hyphae) แตเสนผานศูนยกลางของเสนใยมขีนาดเล็ก
กวารา (Sykes และ Skinner, 1973) และมีการสรางสปอร อาจเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู หรือเปน
สายสปอร เชน สกุล Actinoplans สรางสปอร (sporangiospore) ในอับสปอร (sporangium) 
(Couch, 1963 ; Vobis, 1987) โคโลนีของแอกติโนมัยซีตมีลักษณะทึบแสง ประกอบดวยสายใย
อาหาร (substrate mycelium ) และสายใยอากาศ (aerial mycelium) มีการสรางผนังกั้นเสนใย 
ผิวโคโลนีอาจเรียบ นูน ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกล็ด  โคโลนีมีสีตางๆ เชน สีขาว เหลือง สม 
ชมพู แดง มวง ฟา เขียว น้ําตาล และดํา  

 แอกติโนมัยซีตพบไดในสภาวะแวดลอมทั่วไป เชน ดิน น้ํา โคลน ปมรากพืช และอากาศ 
ในดินพบแอกติโนมัยซีตเปนอันดับสองรองจากแบคทีเรีย (Sykes และ Skinner, 1973) มีการดํารง
ชีวิตแบบ saprophytic เปนกลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสลายสาร biopolymer ที่มีโครงสราง    
ซับซอนได เชน ลิกโนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส เคราติน เพคติน และไคติน โดยเฉพาะสกุล 
Streptomyces สวนใหญสามารถยอยสลายไคติน เพื่อใชเปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน 
(Kutzner., 1981) นอกจากนี้มีรายงานวาการเติมไคติน สามารถเพิ่มจํานวนแอกติโนมัยซีตในดิน
ใหมากขึ้น (Gryndler et al., 2003) ดังนั้นดินรังปลวกจึงเปนแหลงหนึ่งที่นาสนใจในการแยกแอก   
ติโนมัยซีต เนื่องจากดินรังปลวกมีการสะสมของไคตินซึ่งเกิดจากปกและเปลือกผิวนอกของปลวก  
ที่ตาย  

 แอกติโนมัยซีตเปนแหลง bioactive metabolite มากมาย โดยเฉพาะสารปฏิชีวนะ ในป 
1995 สารปฏิชีวนะที่ใชกันอยางแพรหลาย 12,000 ชนิด พบวาผลิตโดย Streptomyces ถึง 55% 
ในกลุมแอกติโนมัยซีตที่ไมใช Streptomyces 11 % แบคทีเรีย 12% และราสรางเสนใย 22% นอก
จากสารปฏิชีวนะแลว แอกติโนมัยซีตยังสามารถผลิตสารยับยั้งเซลลมะเร็ง สารยับยั้งไวรัสอีกดวย  
และนอกจากในดานสาธารณสุข สารปฏิชีวนะยังถูกนํามาใชทางดานการเกษตรโดยใชควบคุม      
จุลินทรียกอโรคในพืช เชน การใช fungichomin ที่ผลิตโดย Streptomyces padanus ในการควบ
คุมโรคเนาคอดินในกล่ําปลี ที่มีสาเหตุมาจาก Rhizoctonia solani (Shih et al., 2003) และใน  
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อุตสาหกรรมการผลิตแอลกอฮอล มีการนํา virginiamycin ที่ผลิตโดย Streptomyces virginiae 
เพื่อควบคุมการเจริญของแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก (Hynes et al., 1997)  

แมวาสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัยซีตถูกคนพบตั้งแตป 1940 โดย Waksman และ 
Woodruff (Waksman และ Woodruff, 1940) แตการคนหาสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัย-
ซีตยังคงดําเนินตอไป เนื่องจากการพัฒนาของจุลินทรียกอโรคในการตานทานสารปฏิชีวนะ เชน 
ความตานทานตอยา methicillin ของ Staphylococcus (Glodman et al., 1996) การเกิดโรคใหม
เกิดขึ้นเชน AIDs, Hanta virus, Ebola virus, Cryptosporidium (Strohl, 1997) และความเปน
พิษจากยาบางชนดิที่ใชในปจจุบัน เชน Amphotericin B ทําใหเกิด nephrotoxicity ลดระดับการ
ไหลของเลือดที่ไต คลื่นไสอาเจียน และเบื่ออาหาร (Gupt et al., 2002) ดังนั้นการแยกแอกติโนมัย-
ซีตที่สรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียจากดินรังปลวก อาจเปนอีกขั้นหนึ่งในการพัฒนา                   
อุตสาหกรรมยาตอไป 
 
วัตถุประสงค 

เพื่อแยกแอกติโนมัยซีตจากดินรังปลวกที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย  
จําแนกชนิดของแอกติโนมัยซีตที่คัดเลือก ผลิตสารปฏิชีวนะ สกัดแยก และวิเคราะหหาสูตรโครง
สรางของสารปฏิชีวนะนั้น 
 
ขั้นตอนการวิจัย 

1. แยกแอกติโนมัยซีตจากดินรังปลวก 
2. ทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีต 
3. จําแนกชนิดของแอกติโนมัยซีตที่คัดเลือกได 
4. ผลิต สกัดแยก และทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์ 
5. วิเคราะหหาสูตรโครงสรางของสารบริสุทธิ์โดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกป  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ผลการคัดเลือกและจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ การ
ผลิตและวเิคราะหโครงสรางสารปฏิชีวนะนั้น จะเปนองคความรูพื้นฐานของสารปฏิชีวนะที่ผลิต
จากแอกติโนมัยซีต ซึ่งสามารถนําไปใชประโยชนตอการพัฒนาทางดานอุตสาหกรรมยาตอไป  
 
 



บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 ลักษณะทั่วไปของแอกติโนมัยซีต  

แอกติโนมัยซีตเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่มีเปอรเซ็นตเบสกวานีน (guanine) และ
ไซโตซีน (cytosine) ใน DNA สูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป เชน Bacillus, Clostridium, 
Staphylococcus และ Streptococcus (Kieser et al., 2000) แอกติโนมัยซีตถูกจัดใหอยูในกลุม
ของแบคทีเรียเนื่องจากไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส และไมโตคอนเดรีย (Cross และ Goodfellow, 1973) 
นอกจากนี้ผนังเซลลของแอกติโนมัยซีตยังประกอบดวย mucopeptide (N-acetyl glucosamine 
เชื่อมกับ N-acetyl muramic acid) ; 2, 6- diaminopimelic acid; glutamic acid; glycine และ 
alanine (David, 1959; Waksman และ Henrici, 1974) สวนผนังเซลลของเชื้อราประกอบดวย 
glucans, mannans และ chitin (Cummins, 1958) แตแอกติโนมัยซีตมีลักษณะบางอยางที่คลาย
กับราคือ มีการสรางเสนใย แตเสนใยมีขนาดเล็กกวารา คือมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5–2.0 
ไมโครเมตร มีการสรางสปอรบนสายใยอาหาร (subtrate mycelium) และ/หรือสายใยอากาศ 
(aerial mycelium) มีลักษณะเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู หรือตอกันเปนสายยาว สายสปอรอาจมี
ลักษณะตรง เปนวง ขดเปนเกลียว  อาจมีการสรางสปอรในอับสปอร (sporangium) เชน 
Actinoplanaceae และ Dactylosporangium  (Buchanan และ Gibbons, 1974) และพบการ
สราง clamydospores ใน Actinosporangium violacles (Krasil’nikov, 1981) 

 
2.2 สัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซีต 

2.1.2 การสรางโคโลนี 

  โคโลนีของแอกติโนมัยซีตเกิดจากการรวมกันของเสนใย เปนกลุมเสนใยที่หนา
แนน การสรางโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แสดงดังรูปที่ 2.1 เร่ิมจากการลงเชื้อในอาหารเลี้ยง
เชื้อ ซึ่งอาจเปนสปอรเดี่ยว อับสปอร สวนของเสนใยที่หัก หรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม รูป 
2.1(A) จากนั้นหัวเชื้อมีการพัฒนาเปนสายใยอาหาร รูป 2.1(B) และสายใยอาหารเจริญโดยการ
แทงผานอาหารขึ้นมาเปนสายใยอากาศ รูป 2.1(C) ซึ่งเปนสวนที่สัมผัสกับอากาศโดยตรง จากนั้น
มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลนีเชน การสรางสปอร การสรางสปอรและการแบงตัวของเสน
ใยเริ่มจากการสรางผนังกั้น    โดยทั่วไปเสนใยมักมีผนังกั้นชั้นเดียวเพื่อความคงตัว และสรางเปน
เสนใยแข็ง (Kalakoutskii และ Agre, 1976)  
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รูปที่ 2.1 ข้ันตอนการสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซีต [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

   

ลักษณะของโคโลนีมีความแตกตางกันในแตละสปชีส เชนใน Streptomyces  มีทั้งสายใย
อาหารและสายใยอากาศซึ่งเปนโครงสรางหลักของโคโลนี ใน Micromonospora และ 
Actinoplanes ไมมีสายใยอากาศ สวน Sporichthya การสรางเสนใยถูกจํากัดทําใหมีสายใย
อากาศสั้น โคโลนีอาจฟูหรือเรียบแบน บางครั้งมีลักษณะคลายหนัง มีความหลากหลายตั้งแตนุม 
เหนียว จนถึงแข็ง สีของโคโลนีมีส ีขาว เหลือง สม ชมพู แดง มวง ฟา เขียว น้ําตาลละดํา ผิวของ 
โคโลนีอาจเรียบ นูน ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกล็ด ขนาดของโคโลนีข้ึนกับสปชีส อายุ และ 
สภาวะการเจริญ เสนผานศูนยกลางของโคโลนีมีความแตกตางตั้งแตหนวยมิลลิเมตรจนถึง
เซนติเมตร 

2.2.2 โครงสรางภายในเสนใย 

  เสนใยเดี่ยวมีความหนาประมาณ 0.4 – 1.2 ไมโครเมตร มีผนังกั้น และเจริญออก
ทางดานปลายสามารถแตกแขนงได โครงสรางหลักในเสนใยที่แสดงวาเปนโปรคาริโอตคือ ใน     
ไซโตพลาสซึม ประกอบไปดวยสายดีเอ็นเอ ไรโบโซม และสารตางๆที่รวมอยูดวยกัน เชน 
polyphosphate,  lipid หรือ polysaccharides เยื่อหุมเซลลติดกับไซโตพลาสซึมอาจเกิดเปนมีโซ-
โซม ซึ่งมักจะตอกับโครงสรางของผนังเซลล  
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2.2.3 ชนิดของสปอร 

  แอกติโนมัยซีตมีการสรางสปอรแบงเปน 3 ประเภทตามลักษณะโครงสรางภาย
นอกคือ สปอรเดี่ยว เปนสาย และสรางสปอรในอับสปอร  

1. การสรางสปอรเดี่ยว การสรางสปอรเดี่ยวเรียกวา monosporous พบในหลายสกุล ใน 
Micromonospora กานชูสปอร (sporophore) เกิดขึ้นบนสายใยอาหาร สปอรติดอยูที่ฐานหรือ
อาจติดอยูกับกานสั้นๆ หรือแยกออกมาเดี่ยวๆ การสรางสปอรเร่ิมจากสวนปลายของเสนใยมีการ
พองตัว จากนั้นมีการสรางผนังกั้น และสรางเปนผนังสปอร (Kawamoto, 1989) 
Thermomonospora สรางสปอรเดี่ยวบนสายใยอากาศ ที่ปลายกานชูสปอร ที่แตกแขนงหรือไม
แตกแขนง การแตกแขนงทําใหเกิดการสรางเปนกลุมของสปอร สกุลอ่ืนๆที่สรางสปอรเดี่ยวคือ 
Saccharomonospora มีการสรางสปอรเดี่ยวรูปไขที่ปลายสายใยอากาศ กานชูสปอรไมแตกแขนง 
ถาใชศัพททางราอาจเรียกการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, Thermomonospora และ 
Saccharomonospora วา aleuriospores เพราะ สปอรเกิดจากปลายเสนใยที่แตกแขนงมีการโปง
ออก (McCarthy, 1989) ลักษณะการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, 
Thermomonospora และ Saccharomonospora แสดงดังรูปที่ 2.2  

รูปที่ 2.2  การสรางสปอรเดี่ยวของ A. Micromonospora  B. Thermomonospora  และ  
    C. Saccharomonospora  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

 

2. การสรางสปอรเปนสาย ในแอกติโนมัยซีตมีการสรางสปอรแบบนี้เปนสวนมาก ตาม
ศัพทแลวสามารถแบงลักษณะของสายสปอร โดยพิจารณาจากความยาวหรือจํานวนของสปอร 
นั่นคือ di- หรือ bisporous, oligosporous  และ polysporous  
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สาย bisporous ประกอบดวย สปอรคูตอกันตามยาว พบในสกุล Microbispora เปนการ
สรางสปอรที่พบไดยาก สปอรทรงรี 2 สปอรมีเสนผานศูนยกลางมากกวา 2 ไมโครเมตร อาจเกิดขึ้น
บนสายใยอากาศโดยตรง หรือเกิดบนกานชูสปอรสั้นๆ ลักษณะสปอรของ  Microbispora แสดงดัง
รูป 2.3 การสรางสปอรเร่ิมจากเสนใยอากาศแตกหนอออกทางดานขาง เปนกิ่งสั้นๆ จากนั้นมีการ
พองออกและสรางผนังกั้นตรงกลาง การจัดจําแนกกลุมใหมและลักษณะใหมชี้ใหเห็นวาลักษณะ
สาย disporous ไมไดพบในสกุล Microbisporora เทานั้น ลักษณะสปอรสอง สปอรที่ตอกันแนว
ยาวยังพบใน Actinomadura echinospora และ Actinomadura rugatobispora 
(Kroppenstedt et al., 1990; Miyadoh et al., 1990) นอกจากนี้สกุล Actinobispora มีสปอร
แบบ disporous เชนเดียวกัน (Jiang et al., 1991) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.3  A. การสรางสปอรแบบ disporous ของ  Microbispora  

B. และ C. การสรางสปอรแบบ oligosporous ของ Nocardia brevicatena และ     
Catellatospora  ตามลําดับ  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 
 

แอกติโนมัยซีตที่สรางสปอรแบบ oligosporous พัฒนาจากสปอรสายสั้นๆ สวนมากพบ 7-10 
สปอรตอสาย นอยที่สุดคือ 3 สปอร และบางสปชีสจะมีสปอรมากถึง 30 สปอร Nocardia 
brevicatena สรางสายสปอรส้ันๆคือ 2-7 สปอรดังรูป 2.3 บนสายใยอาหารและสายใยอากาศ 
กานชูสปอรและสายสปอรมีการแตกแขนง มีการแตกหักของเสนใยอาหาร ในสปชีส 
Saccharopolyspora rectivirgula (Korn-Wendisch et al., 1989) ในสายสปอรมีสปอรตอกัน
นอยกวา 5 สปอร บนดานขางหรือปลายของกานชูสปอร N. brevicatena และ  S. rectivirgula มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาคลายคลึงกัน สปชีสในสกุล Actinomadura และ Microtetraspora 
สรางสายสปอรสั้นๆบนสายใยอากาศ จํานวนสปอรบนสายสปอรมีตั้งแต 4 สปอรพบในสกุล 
Microtetraspora และจนถึง 10–20 สปอร สายสปอรอาจตรง เปนขอ มีลักษณะเปนวงเปด (open 
loop) หรือเปนเกลียว (spiral) ซอน 1 ชั้นจนถึง 4 ชั้น เชน Actinomadura pusila ในสกุล 
Streptoverticillium มีลักษณะเฉพาะคือกานชูสปอรอยูเปนวงรอบเสนใยแกน สายสปอรเปน
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เกลียวซอนติดกัน เสนใยแกนที่มีสายสปอรจะเกิดการบิด (Locci และ Baldan, 1971) สายสปอร
สั้นอาจจะตรง โคงงอ ปลายเปนขอ (Locci และ Schofield, 1989) การสรางสปอรในสกุล 
Macrospora, Microcelobosporia และ Elytrosporangium มีลักษณะสปอรใหญบนสายสปอร
สั้น หรือสายสั้นๆบนสายใยอาหาร (Cross และ Alderson, 1988)  สายสปอรส้ันพบใน 
Sporichthya polymorpha ซึ่งสายใยอากาศมีสปอรเปนรูปแทงจนถึงสปอรกลม (Lechevalier 
และ Lechevalier, 1989) Catellatospora สายสปอรมีลักษณะตรงจนถึงโคงงอ มีสปอร 5 - 30 
สปอร ซึ่งแทงขึ้นมาจากอาหารเปนสายสั้น ไมแตกแขนง หรือมีกานชู สปอรที่แตกแขนง แสดงดัง
รูปที่ 2.3 (Asano และ Kawamoto,1986)  

 แอกติโนมัยซีตที่สรางสปอรมาก(polysporous) ที่สําคัญคือ สปชีสในสกุล Streptomyces 
ซี่งมีการสราง สปอรเปนสายมากกวา 50 สปอร สปอรของ Streptomyces และแอกติโนมัยซีตชนิด
อ่ืนที่มี สปอรมากมักเรียกวา arthospores ซึ่งสอดคลองกับ arthospores ของราในกลุม 
Deuteromycota ที่มีการสรางสายสปอรและมีการแตกหักของเสนใย ความแตกตางของลักษณะ
ของสายสปอรสามารถใชเปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได (Ettlinger  et al., 1958 ; Pridham 
et al., 1958 ; Korn-Wendisch และ Kutzner, 1992) การสรางสปอรบนสายใยอากาศของ 
Streptomyces มีความแตกตางกันสามารถแบงออกไดเปน 4 ลักษณะคือ 

1. Rectiflexbiles ; ลักษณะของสายสปอรตรง หรือโคงงอ  

2. Retinaculiaperti ; สายสปอรคลายขอ (hook) เปนวงเปด หรือเปนเกลียวซอนกัน 1-3 
ชั้น 
3. Spira ; สายสปอรเปนเกลียว แยกไดเปน 2 แบบคือเปนวงปดเปนเกลียวติดกันแนน 
และ เปนเกลียวแบบวงเปด เกลียวยาว ยืด ไมติดกันแนน 

4. Verticillati ; สายสปอรขดคลายกนหอย และแตกแขนงออกเปนชอ 

การสรางสปอรแบบเปนสายยาว (แสดงดังรูปที่ 2.4) 

ในบางกรณสีายสปอรเปนเกลียวขดกันแนนและแยกออกมาทําใหมีลักษณะเหมือนกับ
อับสปอรหรือ pycnidia นอกจากนี้ในวงศ Pseudonocardiaceae สวนมากจะมีการสรางสปอร
จํานวนมาก (Embley, 1992) Pseudonocardia เกิดสายสปอรบนสายใยอาหารและสายใย
อากาศ อีกสกุลที่มีการสรางสปอรเปนสายยาวคือ Nocardiopsis ซึ่งเกิดขึ้นบนสายใยอากาศ อาจ
เปนสายตรงหรืองอ หรือซิกแซก (Meyer, 1989) 
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รูปที่ 2.4  การสรางสปอรแบบเปนสายยาวของ Streptomyces 4 ลักษณะคือ 
    1. Rectiflexbiles   2. Retinaculiaperti  3. Spira  4. Verticillati    

  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

3. การสรางสปอรในอับสปอร มีหลายสกุลที่สรางสปอรในอับสปอร ภายในอับสปอรมี 
สปอรอยูมากมาย สามารถแบงกลุมการสรางอับสปอรไดเปนสองกลุมใหญคือ กลุมที่สรางอับ 
สปอรบนสายใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอากาศ  

กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอาหาร ประกอบดวยสกุล Actinoplans อับสปอรมี
ลักษณะ ทรงกลม หรือเกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงที่แนนอน มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 5-15 
ไมโครเมตร และอยูบนสายใยอาหารโดยตรง มีสปอรตอกันเปนสายและแตกแขนงขดกันเปนกอน
อยูภายในผนังหอหุมแสดงดังรูป 2.5 สปชีส Ampullariella ในสกุล Actinoplans สรางอับสปอรมี
รูปรางแตกตางกันไป คือ รูปทรงกระบอก ทรงขวด เปนตุม จนถึงไมเปนรูปทรงแสดงดังรูป 2.5  
ขนาดของอับสปอรเฉลี่ยอยูที่ กวาง 10 ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงตอกัน
เปนสาย (Couch, 1963 ; Vobis, 1987) 

อีกสกุลที่มกีารสรางสปอรในอับสปอรคือ Pilimelia อับสปอรสรางขึ้นบนผิวของอาหาร มี
รูปทรงกระบอก ทรงกลม ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร สปอรเปนรูปแทง มีการเรียงตัวกัน
เปนแถวขนานกันหรือ วกวนไมเปนระเบียบ (Vobis, 1984) นอกจากนี้ยังมีอีกหลายสกุลที่มีการ
สรางอับสปอรเชน สกุล Dactylosporangium สกุลนี้มีจํานวนสปอรแบบ oligosporous คือมี 
สปอรประมาณ 2–5 สปอรอยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลายนิ้ว แสดงดังรูปที่ 2.5 (Vobis และ Kothe, 
1985)  
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รูปที่ 2.5 รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนสายใยอาหาร A. สกุล Actinoplanes (รวมถึง 
Ampullariella): 1. ทรงกลม  2. ทรงกระบอก 3. เปนพู 4. กึ่งทรงกลม 5. ไมเปนรูปทรง   
B. สกุล Pilimelia : 6. ทรงรี   7. รูปทรงระฆัง  8. ทรงกระบอก   
C. สกุล Dactylosporangium : 9. รูปทรงกระบอง  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 

 
 กลุมที่มีการสรางอับสปอรบนสายใยอากาศแสดงดังรูปที่ 2.6 ประกอบดวยสกุล 

Planomonospora มีอับสปอรรูปทรงกระบอก ภายในมีเพียงหนึ่งสปอร (Vobis, 1986) สกุล 
Planobispora มีสปอรคูตอกันอยูภายในอับสปอร (Thiemann และ Beretta, 1968) สกุล 
Planotetraspora มีอับสปอรทรงกระบอกยาว ภายในมีสี่สปอร ตอกันเปนหนึ่งแถว (Runmao 
Guizhen และ Junying, 1993)  สกุล Planopolyspora มีสปอรจํานวนมากภายในอับสปอร เมื่อ
โตเต็มที่อับสปอรจะเปนแผนแบนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร มีสปอรจํานวนมหาศาลตอกันเปน
แถวเดี่ยวอยูภายใน (Petrolini et al., 1993) สกุล Streptosporangium สวนมากอับสปอรเปนทรง
กลม มีเสนผานศูนยกลาง 10 ไมโครเมตร มีการสรางผนังกั้นเปนสปอรเดี่ยวตอกันเปนสายยาวขด
เปนวงอยูภายในอบัสปอร (Williams และ Sharples, 1976 ; Petrolini et al., 1992) ในปจจุบัน
สกุล Kutzneria ไดถูกแยกออกจากสกุล Streptosporangium มีอับสปอรลูกกลมขนาดใหญ เสน
ผานศูนยกลางมากกวา 48 ไมโครเมตร และมีผนังอับสปอรบาง อยูบนกานชูสปอรยาว  สกุล 
Spirillospora มีอับสปอรเปนทรงกลม หรือรูปรางเหมือนหนอน (vermiform) เสนผานศูนยกลาง 
5-24 ไมโครเมตร สปอรเรียงตัวเปนสายแตกแขนง หรือเปนวง สปอรเปนรูปแแทง และโคงงอ 
(Vobis, 1986) 
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รูปที่ 2.6   รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนสายใยอากาศ  
A. สกุล Planomonospora : monosporous, รูปกระบอง B. สกุล Planobispora : disporous, 
ทรงกระบอก C. สกุล Planotatraspora : tetrasporous, ทรงกระบอก D. สกุล Planopolyspora : 
polysporous, รูปทรงคลายทอ  E. สกุล Spirillospora:  polysporous, ทรงกลม และ   
F. สกุล Streptosporangium : polysporous, ทรงกลม [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)] 
 
 
2.3 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีต 

 
  โดยทั่วไปขอมูลพื้นฐานในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตคือ ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาเชน ลักษณะของสายใยอากาศ สายใยอาหาร โคนิเดีย (conidia) และอับสปอร 
นอกจากนี้ลักษณะทางเคมีของเซลล คือ dibasic amino acid ในผนังเซลล และ การ
วิเคราะหน้ําตาลภายในเซลลที่ถูกยอย สามารถนํามาใชในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตไดอีก
ดวย จากการวิเคราะหลักษณะทางเคมีของเซลล Williams และคณะในป 1989 ไดแบงผนัง
เซลลของแอกติโนมัยซีตออกไดเปน 4 ชนิด  แสดงดังตารางที่ 2.1 ผนังเซลลชนิด Ι คือมี 
diaminopimelic acid (DAP) ที่มีไอโซเมอรแบบ L พบในกลุมของ Streptomycetes และสกุลที่
ใกลเคียง ซึ่งทําใหสามารถจําแนกกลุมดังกลาวออกจากแอกติโนมัยซีตกลุมอ่ืนไดอยางชัดเจน 
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ตารางที่ 2.1  ความสัมพันธระหวางชนิดผนังเซลลและน้ําตาลภายในผนังเซลลของ  
แอกติโนมัยซีต (Williams et al., 1989) 

 
ชนิดผนังเซลล รูปแบบของกรดอะมิโนและน้ําตาล 

I L- diaminopimelic acid             ไกลซีน 
II meso* diaminopimelic acid       ไกลซีน 
III meso  diaminopimelic acid       ไมพบไกลซีน 
IV meso  diaminopimelic acid        อะราบิโนส  กาแลคโตส  ไมพบไกลซีน 

* อาจพบในรูปของ 3- hydroxy aminopimelic acid 
 
นอกจากนี้องคประกอบอื่นที่มีความสําคัญในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีต คือ ลักษณะ

รูปรางและสีของสายใยและสปอร  การสรางรงควัตถุที่แพรสูในอาหาร (diffusible pigment) การ
สรางรงควัตถุเมลานีน และการวิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  

ตามรายละเอียดขางตนสามารถใชในการจัดจําแนกแอคติโนมัยซีตออกไดเปน 8 กลุม
ใหญ (Holt et al, 1994) คือ 

1. Nocardioform actinomycetes  
กลุมนี้มีลักษณะแตกตางกัน สวนมากมีการแตกหักของเสนใย บางสกุลมีการสรางสายใย

อากาศ อาจมีหรือไมมี mycolic acids สามารถแบงเปนกลุมยอยไดดังนี้ 
1.1 แอกติโนมัยซีตที่พบ mycolic acid  
1.2 Pseudonocardia และสกุลใกลเคียง 
1.3 Nocardioides และ Terrabacter 
1.4 Promicromonospora และสกุลใกลเคียง 

2. Actinomycetes with multilocular sporangia  
กลุมนี้เสนใยมีการสรางผนังกั้นแบงตามยาวและตามขวาง มีการสรางอับสปอรขนาดใหญ 

สปอรอาจเคลื่อนที่ได เชนสกุล Dermatophilus และ Geodermatophilus เปนตน หรือเคลื่อนที่ไม
ได ไดแกสกุล Frankia 

3. Actinoplanetes  
มีการสรางเสนใยที่แข็งแรง ไมพบการสรางสายใยอากาศหรือมีการสรางนอย สปอร

เคลื่อนที่ไดเกิดในอับสปอร (Actinoplanes, Ampullariella, Dactylosporangium และ Pilimelia) 
หรือสรางสปอรเดี่ยวที่ไมเคลื่อนที่ ไดแก Micromonospora หรือสปอรตอกันเปนสายได แก
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Catellatospora ผนังเซลลประกอบดวย meso-DAP และไกลซีน ในเซลลที่ถูกยอยพบอะราบิโนส 
และไซโลส  

4. Streptomycetes และสกุลที่ใกลเคียง 
ผนังเซลลประกอบดวย L-DAP และไกลซีน มีการสรางสายใยอากาศ สปอรตอกันเปนสาย

ยาว ไดแก Streptomyces และ Streptoverticillium ในสกุลอ่ืนคือ Intrasporangium, 
Kineosporia และ Sporichthya มีการสรางสายใยอากาศนอย หรือไมสราง และมีการสรางสปอร
ในลักษณะที่แตกตางกันไป 

5. Maduromycetes  
สรางสปอรสายสั้นๆ ไมเคลื่อนที่ มีการสรางสปอรสองสปอรพบในสกุล Microbispora 

การสรางสปอรส่ีสปอร พบในสกุล Microtetraspora และใน Actinomadura มีการสรางสปอรที่
หลากหลาย ในบางสกุลมีการสรางสปอรในอับสปอรและสปอรเคลื่อนที่ได ไดแก Planobispora, 
Planomonospora และ Spirillospora หรือสปอรเคลื่อนที่ไมได ไดแก Streptosporangium ผนัง
เซลลประกอบดวย meso-DAP ในเซลลที่ถูกยอยพบ madurose 

6. Thermomonospora และสกุลใกลเคียง 
สรางสปอรบนสายใยอากาศ อาจเปนสปอรเดี่ยว ไดแก Thermomonospora สปอรตอกัน

เปนสาย พบใน Actinosynnema และ Nocardiopsis หรือสรางสปอรในโครงสรางที่คลายกับอับส
ปอรคือ Streptoalloterichus ผนังเซลลประกอบดวย meso-DAP  

7. Thermoactinomycetes  
ประกอบดวยสกุล Thermoactinomyces เพียงสกุลเดียว สรางสปอรเดี่ยวซึ่งเปน 

endospore มีการสรางทั้งสายใยอากาศ และสายใยอาหาร ทุกสปชีสเจริญไดที่อุณหภูมิ
สูง(thermophilic) ผนังเซลลประกอบดวย meso-DAP 

8. สกุลอ่ืนๆ  
เปนกลุมที่ไมสามารถจัดเขาในกลุมอ่ืนได ประกอบดวยสกุล Kitasatosporia, Glycomyces, 

Kibdelosporangium และ Saccharothrix ทุกสกุลมีการสรางสายสปอรบนสายใยอากาศ 
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2.4 การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีต 

  พบแอกติโนมัยซีตไดทั่วไปตามแหลงธรรมชาติ เชน ดิน น้ํา ในดินสามารถพบแอก
ติโนมัยซีตเปนที่สองรองจากแบคทีเรีย (Sykes และ Skinner, 1973) ดํารงชีวิตแบบ saprophytic 
เปนกลุมจุลินทรียในดินที่สามารถยอยสลายสาร biopolymers ที่มีโครงสรางซับซอน เชน          
ลิกโนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส เพคติน เคราติน และไคติน นอกจากนี้ในปมรากพืชพบแอกติโนมัย
ซีตที่สามารถตรึงไนโตรเจนคือสกุล Frankia อาศัยอยูรวมกบัไมดอกมากกวา 200 สปชีส (Mincer 
et al., 2002)  บริเวณผิวดิน (0-20 ซม.) มีประชากรของแอกติโนมัยซีตสูงกวาในดินที่ลึกลงไป      
21 – 40 ซม. (Yang et al., 2003)  ในการสํารวจความหลากหลายของแอกติโนมัยซีตในดินใน    
ปาเขตรอน ประเทศสิงคโปร พบแอกติโนมัยซีตสกุล Streptomyces มากที่สุด รองลงมาคือ 
Micromonospora, Actinoplanes, Actinomadura, Nonomuria, Nocardia และ 
Streptosporangium ตามลําดับ ชี้ใหเห็นวาปาฝนเขตรอนมีความหลากลายของแอกติโนมัยซีต
มาก จึงเปนแหลงหนี่งที่สําคัญในการคนพบสารประกอบที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม (Wang 
et al., 1999) ในแหลงดินภเูขาที่เก็บจากระดับความสูง 3,000 – 3,900 เมตร จากระดับน้ําทะเล 
ในมณฑลยูนาน ประเทศจีน พบ Streptomyces ถึง 99% ของแอกติโนมัยซีตที่พบทั้งหมด (Xu et 
al., 1996) แมในดินตัวอยางที่แตกตางกัน มักพบ Streptomyces จํานวนมากที่สุดในกลุมแอกติโน
มัยซีต ดังรายงานของ Park และคณะ (1999) ทําการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดินจากถ้ํา
หินปูนและดินบริเวณรากพืช สามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดทั้งหมด 162 สายพันธุจากดินในถ้ํา 
และจากดินบริเวณรากพืช 295 สายพันธุ พบวา Streptomyces เปนสายพันธุที่พบมากที่สุดในดิน
ทั้งสองแหลง นอกจากนี้ยังมีการศึกษาความหลากหลายของ แอกติโนมัยซีตที่สามารถยับยั้งรา
จากดินใน 14 เขตที่แตกตางกัน ทางตะวันตกของประเทศเกาหลี สามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดทั้ง
หมด 1,510 สายพันธุ พบวา Streptomyces เปนประชากรหลักในทุกดินตัวอยาง และมากกวา 
50% ของแอกติโนมัยซีตทั้งหมดที่สามารถยับยั้งราไดคือสกุล Streptomyces (Lee และ Hwang, 
2002)  

 จากรายงานขางตน ชี้ใหเห็นวา Streptomyces เปนประชากรหลักของแอกติโนมัยซตีที่
อาศัยอยูในดิน ดังนั้นสกุลอ่ืนที่นอกเหนือจาก Streptomyces จึงจัดเปนแอกติโนมัยซีตที่หายาก 
(rare actinomycetes) เชน Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis, 
Dactylosporangium, Kibdelosporangium, Microbispora, Micromonospora, Planobispora, 
Streptosporangium และ Planomonospora (Lazzarini et al., 2000) จึงมีวิธีที่จําเพาะในการ
แยกแอกติโนมัยซีตกลุมนี้ ดังรายงานตอไปนี้ 
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 Suzuki และคณะ (2001) แยกสกุล Planomonospora จากดิน โดยใชอาหาร Humic 
acid-trace salts gellan gum (pH 9) เปนอาหารที่ใชคัดเลือก โดย Planomonospora สรางอับ 
สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สามารถแยกสปอรที่เคลื่อนที่ไดจากอับสปอร โดยใช 0.1 % skim milk 5 
mM N–cyclohexyl–2–amino–ethanesulfonic acid (CHES) (pH 9) เปนสารละลายในการลาง 
สปอรที่เคลื่อนที่ไดออกมา จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 32 ซo เปนเวลา 90 นาที  แยกสปอรโดยการ
ปนเหวี่ยงที่ 1000xg เปนเวลา 10 นาที วิธีนี้สามารถแยกสกุล Planomonospora ได 246 สาย
พันธุ จากดินตัวอยางทั้งหมด 1,200 ตัวอยาง และมีรายงานวา Planomonospora parontospora 
var. antibiotica สรางสารปฏิชีวนะ sporangiomycin (Thiemann et al., 1968) 

 Suzuki และคณะ (2000) แยกสกุล Actinobispora จากดิน โดยการอบดินตัวอยางที่
อุณหภูมิ 110 ซo เปนเวลา 15 นาที จากนั้นทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เติม 0.85% NaCl 1 
มิลลิลิตร จะไดสารละลายสปอร เจือจางสารละลายสปอรดวย 0.85% NaCl และนํามาสเปรทบน
อาหาร Humic acid-vitamin gellan gum (HVG) ที่เติมสารปฏิชีวนะ leucomycin 1 µg/ml  
nivobiocin  1 µg/ml, tunicamycin 0.5 µg/ml,  cycloheximide 50 µg/ml และ nystatin 50       
µg/ml การใชวิธีนี้สามารถแยกสกุล Actinobispora ได 18% ของตัวอยางดิน  

 Suzuki และคณะ (1999) แยกสกุล Sporichthya จากดิน ที่มีการสราง zoospore โดยนํา
ดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 80 ซo เปนเวลา 60 นาที เพื่อลดจํานวนของแบคทีเรียชนิดอื่นที่ไมใช
แอกติโนมัยซีต จากนั้นเติมสารละลาย 0.1% skim milk ใน 10 mM MOPs 
(morpholinepropanesulfonic acid) (pH 8) ในดินที่อบแลว นําไปบมที่อุณหภูมิ 28 ซo เปนเวลา 
60 นาที แยกสปอรโดยการปนเหวี่ยงที่ 1000x g เปนเวลา 10 นาที เจือจางสปอรใน 0.85% NaCl
นําสารละลายสปอร สเปรทบนอาหาร Humic acid-vitamin agar (HVG)  

 Hayakawa และคณะ (1996) แยก Microtetraspora glauca  และแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุใกลเคียงจากดิน นําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 110 ซo อุณหภูมิ 60 นาที นํามาเจือจางใน
น้ํากลั่นฆาเชื้อ ปเปตสารละลายดิน 0.5 มิลลิลิตรที่ระดับการเจือจาง 10-1 เติมลงในฟอตเฟตบัฟ
เฟอร(5 mmol/l pH 7.0) 5 มิลลิลิตร ที่มีการเติม benzethonium 0.05% บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 30 นาที ปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร สเปรทบนอาหาร LSV-SE agar ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
kanamycin 20 mg norfloxacin 20 mg และ nalidixic acid 10 mg/l 

 Hayakawa และคณะ (1995) แยก Actinomadura viridis จากดิน นําดินตัวอยางมาอบที่
อุณหภูมิ 110 ซo เปนเวลา 60 นาที เจือจางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อที่เติม phenol 1.0 % นําไปบมที่ 30 
ซo เปนเวลา 30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.2 มิลลิลิตร มาสเปรทบนอาหาร Humic acid-
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vitamin (HV) agar ที่ผสม kanamycin, josamycin, lysozyme และ nalidixic acid มีรายงานวา
สกุล Actinomadura สามารถผลิตสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพคือ maduramicin, 
esperamicins และ pradimicins (Kroppenstedt et al., 1990)  

 จากรายงานขางตนสามารถสรุปไดวาในการแยกแอกติโนมัยซีต ในสกุลที่จําเพาะแบงเปน 
2 ขั้นตอนหลักดวยกันคือ pretreatment อาจทําโดยการอบดินดวยความรอน ใชสารเคมี เพื่อ
ทําลายแบคทีเรียที่ไมสรางเสนใย หรือใช polyvalent phage เพื่อลดจํานวนของ Streptomyces  
(Kurtboke et al., 1992) ที่เปนประชากรหลักในดิน และสองคือ การใชอาหารที่จําเพาะตอสาย
พันธุนั้นๆ อาจมีการเติมสารปฏิชีวนะในความเขมขนที่สายพันธุนั้นตานทานได และสามารถยับยั้ง
สายพันธุที่ไมตองการ นอกจากนี้การเติมสารบางอยางสามารถกระตุนการเจริญของแอกติโนมัย- 
ซีต ดังรายงานของ Grynder และคณะ (2003) พบวาการเติมไคตินเปนการเพิ่มจํานวนแอกติโน-
มัยซีตในดินมากขึ้น 
 

2.5 สารปฏิชีวนะ (antibiotic) 
 
  สารปฏิชีวนะหมายถึงสารประกอบอินทรียที่สรางโดยจุลินทรีย โดยสวนมากจะ
เปนสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ (secondary metabolite) มีมวลโมเลกุลตํ่า สามารถยับยั้งหรือ
ทําลายจุลินทรียชนิดอื่นที่ความเขมขนนอยๆ (Demain, 1999) และจะไมรวมถึงสารสกัดจากพืช
หรือแหลงอื่นที่ไมใชจุลินทรีย เพราะสารเหลานี้ใชความเขมขนสูงในการยับยั้งหรือทําลายจุลินทรีย 
ปจจุบันสารปฏิชีวนะอาจรวมถึงสารกึ่งสังเคราะหที่ใชสารปฏิชีวนะเปนตนแบบดวย (ดวงพร     
คันธโชติ, 2530) 

  การทํางานของสารปฏิชีวนะแบงออกเปน 2 แบบคือยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
กอโรคเรียกวา microbistatic และฆาจุลินทรียกอโรคเรียกวา microbicidal ถาสารปฏิชีวนะเปน
แบบ microbistatic รางกายจะกําจัดจุลินทรียกอโรคโดยใชระบบการปองกันของรางกายคือ 
phagocytosis การผลิตแอนติบอดี การผลิต interferon เมื่อมีการติดเชื้อจากไวรัส หรือ กลไกการ
ปฏิเสธของลําไสโดยเกิดอาการทองเสีย อาเจียน ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ microbicidal จะฆา    
จุลินทรียกอโรคโดยการทําใหเซลลแตก แตรางกายยังคงไดรับผลจากสารพิษที่จุลินทรียสรางขึ้น 
(Edwards, 1980) รูปที่ 2.7 แสดงการทํางานของสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
เรียกวา bacteristatic เชนการทํางานของ chloramphenicol และสารปฏิชีวนะที่ฆาเซลล
แบคทีเรียเรียกวา bactericidal ซึ่งสังเกตจากจํานวนของแบคทีเรียลดลง เชนสารปฏิชีวนะในกลุม 
aminoglycosides 
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รูป 2.7 ผลของสารปฏิชีวนะแบบ bacteriostatic และ bacteriocidal  ตอการเจริญของแบคทีเรีย 

[ที่มา Scholar และ Pratt, (2000)] 
 

2.6 สารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

  แอกติโนมัยซีตเปนแหลงที่สําคัญของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ โดยเฉพาะสาร
ปฏิชีวนะ ในป 1994 Berdy อางอิงโดย Kieser และคณะ (2000) รายงานวา แอกติโนมัยซีตผลิต
สารปฏิชีวนะ 66% ของสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยจุลินทรียทั้งหมด รองลงมาคือรา 22% และ
แบคทีเรีย 12% แสดงดังตารางที่ 2.2 ในกลุมของแอกติโนมัยซีตที่ผลิตสารปฏิชีวนะ ผลิตโดย 
Streptomyces 80% รองลงมาคือ Micromonospora  

 
ตารางที่ 2.2 จํานวนของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิโดยประมาณที่ผลิตโดยจุลินทรียหลาย

กลุม อางอิงในป 1994 [ที่มา Kieser และคณะ (2000)] 
 

สารเมตาบอไลต แหลงที่ได 
สารปฏิชีวนะ สารอื่นๆ ปริมาณรวม 

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

รา 2600 (22%) 1540 (51%) 4140 (28%) 
จุลินทรียทุกชนิด 11900 (100%) 3000 (100%) 14900 (100%) 

* หมายถึง สามารถพบไดจาก Streptomyces ประมาณ 80 เปอรเซ็นต และ 
พบไดจากแอกติโนมัยซีตกลุมอื่น ประมาณ 20 เปอรเซ็นต 
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2.7 กลุมของสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

1. สารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides  

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย amino sugar ที่เชื่อมกันแบบ glycoside linkage 
โครงสรางพื้นฐานแสดงดังรูปที่ 2.8  

กลไกการออกฤทธิ์ แบบ bactericide ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน โดยจับกับไรโบโซมใน
สหรัฐอเมริกาสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides ที่ใชกันอยางแพรหลายมี 8 ชนิด     แสดงดัง
ตารางที่ 2.3  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะในกลุม aminoglycosides แสดงดังรูปที่ 2.8 และ 
2.9   

ตารางที่ 2.3 สารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides ที่ใชกันอยางแพรหลาย 
 

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

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

2. สารปฏิชีวนะกลุม Tetracycline 

สูตรโครงสรางพื้นฐาน ชื่อไดมาจาก hydronapthacene nucleus ที่มีวงตอกัน 4 วง รูป
โครงสราง tetracycline และอนุพันธ แสดงดังรูปที่ 2.10 

กลไกการออกฤทธิ์ เปนแบบ bacteriostatic กับจุลินทรียแบบ broad-spectrum ตองใช
ความเขมขนสูงถึงเปน bactericide ไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับไรโบโซม และ mRNA 

Tetracycline ผลิตโดย Streptomyces หลายสปชีส สารประกอบในกลุมนี้มีการคนพบ
คร้ังแรกในป 1948 คือ chlortetracyclin (aureomycin)  
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Aminoglycoside R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 
Kanamycin A OH OH OH H NH2 H CH2OH OH H H 
Kanamycin B NH2 OH OH H NH2 H CH2OH OH H H 
Kanamycin C NH2 OH OH H OH H CH2OH OH H H 
Amikacin  OH OH OH H NH2 COR/ CH2OH OH H H 
Tobramycin NH2 H OH H NH2 H CH2OH OH H H 
Gemtamicin B OH OH OH H NH2 H H CH3 OH CH3 
Netilmicin - - - - - CR// H CH3 OH CH3 

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

รูปที่ 2.8 โครงสรางพื้นฐานและตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides 
 (Mingot-Lecercq et al., 1999) 
 
 

 

       

     

X  = 
 

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

 
รูปที่ 2.9 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides   
   (Mingot-Lecercq et al., 1999) 
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รูปที่ 2.10  โครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม Tetracycline  (Scholar และ Pratt, 2000) 
 

3. สารปฏิชีวนะกลุม Chloramphenicol 

สูตรโครงสรางพื้นฐาน แสดงดังรูป 2.11  Ι วงอะโรมาติก  ΙΙ สวนนี้มีการขยายได การแทน
ที่ไมทําใหลดประสิทธิภาพ bacteriostatic  ΙΙΙ acyl side chain  

กลไกการออกฤทธิ์ เปนแบบ bacteriostatic หยุดการสังเคราะหโปรตีนอยางรวดเร็ว แตไม
มีผลตอการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก 

Chloramphenicol เปนสารปฏิชีวนะตัวแรกที่เปน broad spectrum ผลิตจากแอกติโนมัย
ซีตที่แยกไดจากดินคือ Streptomyces venezuelae 

 

 

 

 

รูปที่ 2.11 โครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม Chloramphenicol (Scholar และ Pratt, 2000) 
 

4. สารปฏิชีวนะกลุม Macrolide 

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้มีโครงสรางโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวย
อะตอมคารบอนมากกวา 20 อะตอมขึ้นไปโดยมี macrocyclic lactone ring เปนองคประกอบ 
สามารถจัดจําแนกไดเปน 2 กลุมใหญคือ 16 member’s และ 14 member’s macrolides แสดง
ดังรูปที่ 2.12 
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กลไกการออกฤทธิ์ เปนแบบ bacteriostatic ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน โดยจับกับ 50S 
subunit ของ 70S ไรโบโซม 

สารปฏิชีวนะกลุมนี้ที่ใชกันอยางแพรหลายคือ erythromycin ผลิตโดย Streptomyces 
erythreus และ lincomycin ผลิตโดย S. linconensis สูตรโครงสราง erythromycin และ 
lincomycin แสดงดังรูปที่ 2.13 

 
       
 
 
 
 
 
16 member’s macrolides      14 member’ s macrolides 

รูปที่ 2.12 โครงสรางพื้นฐานสารปฏิชีวนะกลุม Macrolide (ดวงพร คันธโชติ, 2530) 

 

 

 

 

 

  Lincomycin       Erythromycin A 

รูปที่ 2.13 โครงสรางสารปฏิชีวนะ lincomycin และ  erytromycin (Nakajima, 1999) 
 

5. สารปฏิชีวนะกลุม Polyene  

สูตรโครงสรางพื้นฐาน เปนสารประกอบขนาดใหญ ประกอบดวยสวนที่ชอบน้ําคือสวน 
hydroxylate และสวนที่เปน lipophilic คือสวนที่ตอกัน 4-7พันธะคู (Scholar และ Pratt, 2000)  

กลไกการออกฤทธิ์ มีผลตอเยื่อหุมเซลลทําใหคุณสมบัติ selective permeability เสียไป  
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nystatin และ amphotericin B เปนสารปฏิชีวนะที่สําคัญในกลุมนี้ ผลิตโดย 
Streptomyces noursei และ S. nodosus ตามลําดับ (Edwards, 1980) ทั้งสองชนิดมีขอบเขต
การยับยั้งเหมือนกันคือ ยับยั้งการเจริญของยีสต และราตางๆ แตไมยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
โปรโตซัว หรือไวรัส (ดวงพร 2530) โครงสราง nystatin และ amphotericin B แสดงดังรูปที่ 2.14
และ 2.15 ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.14  โครงสรางสารปฏิชีวนะ nystatin (ดวงพร คันธโชติ, 2530) 

รูปที่ 2.15  โครงสรางสารปฏิชีวนะ  amphotericin B (Scholar และ Pratt, 2000) 
 

2.8 รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหม 

  แมวาการคนพบสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมัยซีตเกิดขึ้นตั้งแตป 1940 โดย 
Waksman และ Woodruff ซึ่งคนพบ actinomycin (Waksman และ Woodruff, 1940) แตการคน
หาสารปฏิชีวนะชนิดใหมยังดําเนินตอไป ดวยเหตุผลตอไปนี้คือ จุลินทรียกอโรคมีความตานทาน
ตอสารปฏิชีวนะมากขึ้น เกิดวิวัฒนาการของโรคชนิดใหม เชน AIDs, Hanta virus, Ebola virus, 
Cryptisporidium, legionnaiers’ disease, Lyme disease, Escherichia coli 0157:H7             
การดํารงอยูของแบคทีเรียที่ดื้อยา เชน Pseudomonas aeruginosa ในคนไขที่เปน cystic 
fibrosis และ ความเปนพิษของสารประกอบที่พบในปจจุบัน (Strohl, 1997) รายงานการคนพบ
สารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแอกติโนมัยซีตมีดังนี้ 
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Mellouli และคณะ (2003) พบแอกติโนมัยซีตสายพันธุใหมคือ Streptomyces sp. US24 
จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98%) กับ Streptomyces 
caelestis ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ niddamycin และ celesticetin แตจากขอมูลทาง สเปกโทรสโกป
พบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US24 สรางขึ้นมีคุณสมบัติไมตรงกับ niddamycin และ 
celesticetin สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก 

 Singh และคณะ (2003) พบ Mannopeptimycins α  β  γ  δ  และ ε  (รูปที่ 2.16) ซึ่งเปน
สารปฏิชีวนะไกลโคเปปไทดแบบวง ที่ผลิตจาก Streptomyces hygroscopicus LL – AC98 
Mannopeptimycins ε เปนสารประกอบที่มีฤทธิ์มากที่สุดคือสามารถยับยั้ง Staphylococci ที่ดื้อ
ยา methicillin  และ Enterococci ที่ดื้อยา vancomycin  

 Hoppmann และคณะ (2002) คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมคือ Vancoresmycin (รูปที่ 
2.16) ที่ผลิตโดย Amycolatopsis sp. ST 101170 มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก เชน 
Staphylococcus aureus และ Enterococcus spp. ที่ดื้อยา vancomycin แตไมมีฤทธิ์กับ
แบคทีเรียแกรมลบและรา  

 Schumacher และคณะ (2001) พบ Kahakamides A และ B (รูปที่ 2.17) เปน 
neosidomycin ชนิดใหม ที่ผลิตโดย Nocardiopsis dassonvillei ท่ีแยกจากดินตะกอนในแหลง
น้ําตื้น บนเกาะ Kauai รัฐฮาวาย พบวา Kahakamides A มีฤทธิ์ยับยั้ง Bacillus subtilis สวน 
Kahakamides  B มีสารไมเพียงพอในการทดสอบ 

 Ohta และคณะ (2001)  พบ Micromonospolide A  (รูปที่ 2.17) ซึ่งเปน macrolide ชนิด
ใหม ที่ผลิตจาก Micromonospora sp. ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งตัวออนของปลาดาว (Asterina 
pectinifera) ที่ความเขมขน 10 ng/ml  

Mukhopadhyay และคณะ (1999) พบ Methemycin B (รูปที่ 2.17) เปนสารยับยั้งรา
แบบ Macrolactone ชนิดใหมที่ผลิตจากแอกติโนมัยซีตสปชีส HIL Y – 8620959 มีฤทธิ์ยับยั้งรา
กอโรคในพืช เชน Alternaria mali P37 ที่คา MAC (minimum active concentration) 62.5 mg/l  

Kong และคณะ (1999) พบ Colubridin A (รูปที่ 2.18) เปนสารปฏิชีวนะแบบ macrolide 
ชนิดใหมที่ผลิตจาก Streptomyces sp. มีฤทธิ์ยับยั้งไสเดือนฝอย และแบคทีเรียแกรมบวกอยางมี
ประสิทธิภาพ แตยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดนอย 
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 Mukhopadhyay และคณะ (1998) พบ Gravidomycins (รูปที่ 2.17) อยูใน class 
Streptogramin ผลิตโดย Streptomyces sp. HIL Y – 8240155 มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
และแบคทีเรียแกรมบวกที่ดื้อยา แตไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ และรา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Mannopeptimycins 

 
 
 
 

 
Vancoresmycin 

 
รูปที่ 2.16  สารปฏิชีวนะชนิดใหมที่สรางโดยแอกติโนมัยซีต manopeptimycins และ 
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Micromonosporide A 
 
        
 
 
         

Methemycin B  
        

    

        
 
 
             
 
 
 
 

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

 

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

 
 
รูปที่ 2.17  สารปฏิชีวนะชนิดใหมที่สรางโดยแอกติโนมัยซีต  Micromonospolide A, 

Mathemycin B, Kahakamides และ Grividomycins 
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Culubricidin A 

รูปที่ 2.18 สารปฏิชีวนะชนิดใหมที่สรางโดยแอกติโนมัยซีต Colubicidin A 
 
2.9 สารปฏิชีวนะที่สรางโดย Streptomyces griseocarneus และรายงานที่เกี่ยวของ 

  จาก Bergey’s manual of systematic bacteriology Volume 4(1989) รายงาน
วา Streptoverticillium griseocarneum ATCC 12628 คนพบโดย Benedict, Stodola, 
Shotwell, Borud และ Linderfelser (1950) สรางสารปฏิชีวนะ hydroxystreptomycin  และ 
rotaventin 

Soliveri และคณะ (1987) คนพบ สารปฏิชีวนะยับยั้งรา 2 ชนิดคือ PA-5 และ PA-7 ซึ่ง
ผลิตโดย Streptoverticillium sp 43/16 ที่แยกไดจากดินในประเทศสเปน สารปฏิชีวนะ 2 ชนิดนี้
สกัดจากสวนของเสนใยดวยเมทานอล และทําใหบริสุทธิ์ดวยตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ และ 
วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชตัวดูดซับคือ LH-20 Sephadex เมื่อทําการจําแนกสาร PA-5 และ 
PA-7 โดยใชขอมูลจาก Elemental analysis, UV visible spectra และ IR spectra พบวาเปน 
สารปฏิชีวนะกลุม pentaene และ heptaene macrolide  มีสูตรโมเลกุลคือ  C22H40O10N  และ 
C39H68O19N  ตามลําดับ สารปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดนี้มีฤทธิ์ยับยั้งยีสตและรากอโรค 

Soliveri และคณะ (1988) ศึกษาถึงผลของสารอาหารชนิดตางๆตอการผลิตสารปฏิชีวนะ 
PA-5 และ PA-7 ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะ macrolide polyene ที่ผลิตโดย Streptoverticillium sp 
43/16 พบวาภาวะการผลิตที่เหมาะสมคือการใช L-proline และ glycine เปนแหลงไนโตรเจน  
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นอกจากนี้การใชแมงกานีสเปน metallic ion สามารถกระตุนการผลิตสารปฏิชีวนะไดอยางมีนัย
สําคัญ ความตองการฟอตเฟตในปริมาณที่เหมาะสมคือ 50 mM ซึ่งสูงกวาสายพันธุ 
Streptomyces ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ macrolide polyene แมกนีเซียมมีความสําคัญในการผลิต 
การผลิต PA-5 และ PA-7เพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของกลูโคสสูงขึ้นถึง 40 mM แตเมื่อความเขมขน
สูงมากขึ้นจะยับยั้งการผลิต         นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อเติมเกลือแอมโมเนียมและกรดอะมิโน   
L-cysteine และ/หรือ L-valine เปนแหลงไนโตรเจนนั้นใหผลลบตอการผลิตสารปฏิชีวนะทั้งสอง
ชนิด 

Witt และ Stackebrและt (1990) ทําการวิเคราะห phylogenetic ของ Streptomyces 
และ Streptoverticillium จํานวน 40 สายพันธุ ใน 37 สปชีส เพื่อศึกษาระดับความสัมพันธภายใน
กลุมโดยวิธี DNA-DNA hybridization และเมื่อเปรียบเทียบลําดับเบสของ16S rRNA พบวาสกุล 
Streptoverticillium มีความสัมพันธที่ใกลเคียงกับ สกุล Streptomyces จึงจัดใหสกุล 
Streptoverticillium ในบางสปชีส ใหอยูในสกุล Streptomyces รวมถึง Streptoverticillium 
griseocarneum จึงถูกเปลี่ยนชื่อเปน Streptomyces griseocarneus 

Fiddalgo และคณะ(1992) ไดจําแนก Streptoverticillium sp 43/1 วาเปน 
Streptoverticillium griseocarneum NCIMB 40447 และพบวาผลิตสารปฏิชีวนะชนิดใหม คือ 
AHPE-1 และ APHE-2 ซึ่งพบในทั้งสวนของเสนใยและอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยสกัดเสนใยดวยอะซี
โตน และสกัดอาหารเลี้ยงเชื้อดวยเอทิลแอซิเตต จากนั้นนําสารสกัดทั้งสองสวนมารวมกัน และทํา
ทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชตัวดูดซับคือ ซิลิกาเจล และชะดวยตัวทําละลาย
ผสมระหวางเมทานอลและคลอโรฟอรม จากนั้นนําสวนที่มีฤทธิ์จากวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟมา
ทําบริสุทธิ์ดวย semipreparative HPLC ไดสาร AHPE-1 และ APHE-2 มีลักษณะเปนของแข็งสี
เหลือง สารทั้งสองชนิดสามารถยับยั้งเซลลเนื้องอก (antitumor) และยับยั้งไดนอยตอแบคทีเรีย   
แกรมบวก ยีสต และราเสนใย และไมยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ 

Fiddalgo และคณะ(1992) วิเคราะหโครงสรางของสารปฏิชีวนะ pyrazolo-
isoquinolinone คือ AHPE-1 และ APHE-2 ที่ผลิตโดย Streptoverticillium griseocarneum 
NCIMB 40447 โดยการวิเคราะหขอมูลจาก NMR, 2D NMR และ mass spectra พบวา AHPE-1
และ APHE-2 สูตรโมเลกุล คือ C13H12N3O และ C14H14N2O ตามลําดับ โครงสรางของ AHPE-1 
และ APHE-2 แสดงดังรูปที่ 2.19 
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APHE-2 และเมื่อเปรียบเทียบการยับยั้งจุลินทรียของ APHE-1, APHE-2, APHE-3 และ APHE-4 

พบวา สารปฏิชีวนะที่มีสาย aliphatic ยาวกวามีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียไดดีกวา แต 

immunomodulatory activity กลับลดลง APHE ทั้ง 4 ชนิดไมสามารถยับยั้ง Penicillium 
oxalicum และ Aspergillus niger แตทําใหอัตราการเจริญของราลดลงเมื่อเทียบกับตัวควบคุม 
และไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได 

 
        R 
       APHE-3   CH3 

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

 
รูปที่ 2.19 โครงสรางของ AHPE-1, APHE-2, APHE-3 และ APHE-4 

 

Cruz และคณะ (1999) ศึกษาถึงผลของสารอาหารตอการผลิตสารปฏิชีวนะ  
pyrazoloisoquinolinone(APHE) โดย Streptomyces griseocarneus NCIMB 40447 (เปลี่ยน
ชื่อจาก Streptoverticillium griseocarneum NCIMB 40447) ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
APHE-1 ถึง APHE-3 คือการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน และ L-lysine เปนแหลงไนโตรเจน โดย
พบ APHE-3 มากที่สุด ในการผลิตที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนหลัก และใช propionate และ 
butyrate เปน precursor จะเพิ่มการผลิต APHE-1 และ APHE-2 แตกลับลดการผลิต APHE-3 
และพบวาความตองการสารอาหารในการผลิต APHE-3 นั้นแตกตางจาก APHE-1 และ APHE-2 

Cruz และคณะ (2000) ศึกษาความสัมพันธของการผลิตสารปฏิชีวนะ APHE (1,2 และ 
3) กับวงจรชีวิต โดยเฉพาะระหวางการสรางสปอรของ Streptomyces griseocarneus NCIMB 
40447 โดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง Bennett medium พบวามีการสรางเสนใยและ สปอรอยางหนา
แนน ในสภาวะนี้มีการผลิตสารปฏิชีวนะ APHE (1,2 และ3) ในการศึกษาพบวา การผลิต APHE–3 
เกิดขึ้นระหวางการสรางสปอร และพบมาในสปอร สวน APHE-1 และ APHE-2 พบมากในเสนใย 
สารประกอบ APHE พบใน Streptomycetes เกือบทุกชนิดที่นํามาศึกษา ซึ่งอาจเปนไปไดวาเปน
สารที่สรางขึ้นในวงจรชีวิตของจุลินทรียกลุมนี้ 

N
N

R

HO



บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 
 -     ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุน D-0601 model 500 บริษัท Memmert, U.S.A. 

- ตูถายเชื้อ (larminar flow) รุน 25 manometer บริษัท Dwyer instruments, U.S.A. 
- เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน J-30I บริษัท 

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

Unicam, U.S.A. 
- กลองจุลทรรศน (microscope) รุน CH30RF200 บริษัท Olympus optical, Japan 
- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน [Transmission electron 

microscope(TEM)] รุน JEM-200CX บริษัท Jeol, Japan. 
- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด [Scanning electron microscope(SEM)] 

รุน JEM-T220A บริษัท Jeol, Japan. 
- เครื่องเขยา (shaker) รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific, U.S.A. 
- เครื่องระเหยภายใตสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) รุน N-N 

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

Vilber Lourmat, France 
- อางอัลตราโซนิก (sonicater) รุน RX 100 บริษัท Bและelin electronic, Thailและ 
- เครื่องระเหยน้ําที่อุณหภูมิต่ํา (freeze dryer) รุน 77520 บริษัท Labconco, U.S.A. 
- เครื่องวัดความเปนกรดเบส (pH meter) รุน Ep 2000/9771 บริษัท Eutech 

Cybernetics, Singapore 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) รุน TW20 บริษัท Julabo, Germany 
- ฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด  bright line deep 1/10 มิลลิลิตร บริษัท 

Boeco, Germany 
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- paper disc เสนผานศูนยกลาง 8 มม. อยางหนา บริษัท Toyo Rhoshi Kaisha, Ltd., 
Japan 

- TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254 บริษัท Merck, Germany 
-    TLC cellulose บริษัท TCI, Japan 

 
3.2 สารเคมี 
  

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

บริษัท E. Merck, Germany 
- ตัวทําละลาย ไดแก เฮกเซน เอทิลแอซิเตต คลอโรฟอรม และเมทานอล เปนตัวทํา

ละลายชั้นคุณภาพอุตสาหกรรม (commercial grade) ทําใหบริสุทธิ์โดยการกลั่นทุก
คร้ัง กอนการใชในการทดลอง 

 
3.3      ตัวอยางดิน 
 
                       เก็บตัวอยางดินรังปลวกจากจังหวัดตางๆในประเทศไทย ตวัอยางละประมาณ   
30-100 กรัม บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะและสี ของดิน วัดพีเอช (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) ตาก
แดดใหแหง บด รอนดวยตะแกรงรอน ใสถุงพลาสติก เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง   
 
3.4       การแยกแอกติโนมัยซีตจากดินตัวอยาง 
 

                 นําดินตัวอยางอบที่อุณหภูมิ 80 ซo เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อลดจํานวนของจุลินทรีย
ที่ไมใชแอกติโนมัยซีต และเจริญไดรวดเร็ว จากนั้นชั่งดิน 10 กรัม ใสในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 90 มิลลิลิตร 
เขยาดวยเครื่องเขยาที่ 200 rpm. ที่อุณหภูมิหอง 30 นาที ไดสารแขวนลอยดินระดับการเจือจางที่ 
10-1 จากนั้นลดระดับการเจือจางเปน 10-2–10-6  (serial ten fold dilution) ปเปตสารแขวนลอยดิน 
0.1 มิลลิลิตรจากระดับ 10-4-10-6 สเปรท (spread) บนอาหาร sodium caseinate agar (SCA) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 1) โดยเติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 ซo  
7-14 วัน คัดเลือกแอกติโนมัยซีตที่โคโลนีมีลักษณะแตกตางกัน ขีด (streak) ทําใหเปนโคโลนีเดี่ยว 
บนอาหาร SCA เก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง oat meal agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 10) 
 
3.5 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซีต   

              
                   ขีดแอกติโนมัยซีตบนอาหารผิวเอียง oat meal agar นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 ซo 

ประมาณ 7-14 วัน เมื่อเชื้อสรางสปอรมากพอ เติมสารละลาย 20 เปอรเซ็นต   กลีเซอรอลปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุด แลวกรองสปอรแขวนลอยที่ไดในสารละลาย                    
กลีเซอรอล ดวยสําลีปลอดเชื้อ เก็บรักษาไวในตูแชแข็ง ที่อุณหภูมิ -20 ซo 
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3.6 การทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีต 
 

3.6.1 จุลินทรียที่ใชทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ (test organism)  
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน 
Escherichia coli  ATCC  25922   แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน 
Bacillus subtilis  ATCC  6633   แบคทีเรียแกรมบวก รูปรางทอน 
Staphylococcus  aureus  ATCC  25923 แบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม 
Cและida  albicans  ATCC  70014  ยีสต (รา ไมสรางเสนใย) 
Saccharomyces cerevisiae  TISTR  5169 ยีสต (รา ไมสรางเสนใย) 
Aspergillus niger  ATCC 6275   รา มีการสรางเสนใย 
 
3.6.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ  
Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 3)                 สําหรับเลี้ยงแบคทีเรีย 
Malt extract agar (MEA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5)   สําหรับเลี้ยงยีสตและรา 
 
3.6.3 ทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตโดยวิธี agar cross streak  

method (Waksman, S.A. 1950)  
        โดยขีดแอกติโนมัยซีตที่ตองการทดสอบเปนแนวยาวตรงกลางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่ใชทดสอบ บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 2 วัน จากนั้นจึงขีดจุลินทรียทดสอบตามขวางเปนแนว
ตั้งฉากกับแอกติโนมัยซีต บมที่อุณหภูมิเดียวกัน 1-2 วัน วัดความกวางของบริเวณที่มีการยับยั้ง
การเจริญ (inhibition zone) ของจุลินทรียทดสอบ คัดเลือกแอกติโนมัยซีตที่สรางสารปฏิชีวนะ 
พิจารณาจากจํานวนจุลินทรียทดสอบที่สามารถยับยั้งได และความกวางของบริเวณที่มีการยับยั้ง 
 
 
3.7  การวิเคราะหหา 2,6-diaminopimelic acid (DAP) ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลล
ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 (Cross และ Goodfellow, 1973) 
 

3.7.1 แอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิง 
- Streptomyces aminophilus ATCC 14961  
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3.7.2 การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
      เลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 และแอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิง ใน

อาหารยีสต เอกแทรก เดกซโตรส (yeast extract dextrose medium) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) 
บมเปนเวลา 3-4 วัน ที่อุณหภูมิ 27 ซo แลวแยกเซลลโดยการปน นําเซลลมาผสมกับเอทานอล ตั้ง
ทิ้งไว 1 คืน หลังจากนั้นแยกเซลลดวยการปน ทําใหแหงที่อุณหภมิ 55 ซo นําเซลลแหงมาผสมกับ
กรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6 นอรมอล ทิ้งไว 18 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 100 ซo จากนั้นนํามากรอง
เอาสวนน้ําใส เติมบิวทานอล 1-2 หยด ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่น ตรวจสอบชนิดขององค
ประกอบผนังเซลลดวยทินเลเยอรโครมาโทกราฟ เทียบกับสารมาตรฐาน 2,6-diaminopimelic 
acid (DAP)  และแอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิง 

 
3.7.3 วิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (Staneck และ Robert, 1974) 

       ใชแผน TLC cellulose F ขนาดกวาง 10 เซนติเมตร ยาว 20 เซนติเมตร จุด
สารสกัดจากวิธี 3.7.2 หางจากขอบลางประมาณ 1.5 เซนติเมตร นําแผน TLC ที่ไดไปใสในถัง
โครมาโทกราฟที่อ่ิมตัวดวยวัฏภาคเคลื่อนที่ซึ่งเปนสารผสม เมทานอล:น้ํา:กรดไฮโดรคลอริก 6  
นอรมอล:ไพริดีน ในอัตราสวน 80:26:4:10 เพื่อใหเกิดการแยก หลังจากวัฏภาคเคลื่อนที่เคลื่อนถึง
ตําแหนงที่หางจากปลายบนประมาณ 1 เซนติเมตรซึ่งทําเครื่องหมายไว นําแผน TLC ออกมาผึ่งให
แหง ตรวจการเคลื่อนที่ของตําแหนงสารโดยพนดวยสารละลาย 0.5 % นินไฮดรินในอะซีโตนลงบน
แผน TLC นําไปอบที่อุณหภูมิ 100 ซo เปนเวลา 2-3 นาที จะเกิดจุดสีน้ําตาลมวง วัดคา Rf คือ
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ตอระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ เปรียบเทียบคา Rf ของ DAP ของ 
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 และแอกติโนมัยซีตสายพันธุอางอิงกับคา Rf ของสารมาตรฐาน 
DAP 
 
 
3.8       การจําแนกสายพันธุแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 

          
  ศึกษาการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ตามวิธีที่รายงานโดย 

Williams และคณะ (1983) และ Bergey's manual of systematic Bacteriology Volume 4. 
(Williams et al., 1989) โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ การ
สรางรงควัตถุเมลานิน การทดสอบทางชีวเคมี การยอยสลายสาร ความสามารถในการเจริญที่
อุณหภูมิตางๆและความเปนกรด-ดางที่ 4.3 และความสามารถในการใชแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนชนิดตางๆ 
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3.8.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 แบบสองกราด (SEM) และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM) 

  ใชเทคนิค slide culture (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP4 
inorganic salt starch agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 11) บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เพื่อศึกษาลักษณะ
ของสายใยอากาศ สายใยอาหาร และจํานวนวันที่มีการสรางสปอร จากนั้นนําไปศึกษาโดยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน  

  บันทึกลักษณะการแตกออกของเสนใยอาหาร ลักษณะของสายสปอร การเรียงตัว
ของ สปอร จํานวนสปอร ลักษณะพื้นผิวของสปอร และโครงสรางอื่นเชน sclerotia 
 

3.8.2 การศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ      
Ac 9.1 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP (International Streptomyces Project) (ภาคผนวก ก หมาย
เลข 8-13) ชนิดตางๆไดแก 

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

ขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP1-6 บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 7- 14 วัน บันทึกการเจริญ สีของสายใยอาหาร สายใยอากาศ การสรางรงควัตถุที่ละลายน้ํา 
และการสรางสปอร  
 

3.8.3 การสรางรงควัตถุเมลานิน  
  เลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารเปปโตน ยีสตเอกซแทรกท 

ไอรออน อการ (peptone yeast extract iron agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 13) และ ไทโรซีน 
อการ (tyrosine agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 15) บมที่อุณหภูมิ 30 ซo ตรวจดูการสรางรงควัตถุ
เมื่อเขาสูวันที่ 4 โดยจะเกิดสีดําหรือสีน้ําตาลเขมในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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3.8.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
  แทง (stab) แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อไนเตรท อการ(

nitrate agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 16) ในหลอดทดลองขนาด 16 X 150 มล. บมที่อุณหภูมิ 
30 ซo เปนเวลา 14 วัน ตรวจสอบการเปลี่ยนไนเตรทเปนไนไตรท โดยหยดสารละลายเอ (ละลาย 
sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซิติก 100 มล.) และสารละลายบี (ละลาย alpha-
naphthylamine 0.5 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซิติก 100 มล.) ลงในหลอดทดลอง ซึ่งจะเกิดสี
แดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถูกสลายตอไปเปนแอมโมเนีย และกาซ
ไนโตรเจน ตองทดสอบขั้นที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป ถาเกิดสีแดงแสดงวายังมีไนเตรทอยู 
(Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 
3.8.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 
  แทง (stab) แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารที่มีเปปโตนเปนองค

ประกอบ ในหลอดทดลองขนาด 16 X 150 มิลลิเมตร ใสกระดาษเลดอะซีเตทที่ชื้น (lead acetate 
strip) ไวภายในอยาใหถูกอาหาร (หนีบปลายกระดาษไวกับจุกหลอด) บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 14 วัน ตรวจสอบการเกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟตจากกระดาษเลดอะซีเตทจะเปลี่ยนเปนสีดํา 
(Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 
3.8.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation activity) 
  โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท 

อการ (modified bennett agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17) ซึ่งประกอบดวย 0.5%อะดีนีน 
(adenine), 0.5%ไทโรซีน (tyrosine), 0.4%ไซแลน (xylan), 0.4%แซนทีน (xanthine), 0.1%เคซีน 
(casein), 0.4%เจลาติน (gelatin) และ 0.1%แปง (starch) ตรวจสอบการยอยสลายโดยสังเกต
การเปลี่ยนแปลงความใส บริเวณรอบหรือใตโคโลนีในอาหารวุน ยกเวน การยอยสลายเจลาติน 
และแปง ตรวจสอบโดยสังเกตจากวงใสหลังจากเททับดวยสารละลาย แอซิดดิไฟล เมอคิวริคคลอ-
ไรด (acidified HgCl2) และไอโอดีน (iodine) ตามลําดับ 
 

3.8.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ 
           โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท 

อการ (modified bennett agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17) บมที่อุณหภูมิ 37 ซo และ 45 ซo 
สังเกตการเจริญหลังจากวันที่ 7 และ 14 วัน บมที่อุณหภูมิ 4 และ 10 ซo สังเกตอัตราการเจริญหลัง
จาก 2 และ 4 สัปดาห 
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 3.8.8 การตรวจสอบการเจริญที่ความเปนกรด-ดางเทากับ 4.3 
            โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโมดิฟายด เบนเนท 

อการ (ภาคผนวก ก หมายเลข 17) ที่มีพีเอช เทากับ 4.3 บมที่อุณหภูมิ 30 ซo สังเกตการเจริญหลัง
จาก 7 และ 4 สัปดาห 

 
3.8.9 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน 

ตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนดังตอไปนี้ 
0.1 % L- อาจินีน  
0.1 % L- ฮีสติดีน  
0.1 % L- เมทไธโอนีน  
0.1 % โพแทสเซียม ไนเตรท  
0.1 %  L- ฟนิลอะลานีน  
0.1 %  L- ซีรีน  
0.1 %  L- ธีโอนีน  
0.1 % L- วาลีน  

           โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม 
(basal medium agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 18) ที่ประกอบไปดวยสารประกอบไนโตรเจนแต
ละชนิด บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 15 วัน ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยเทียบการเจริญ
กับชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่ไมไดเติมสาร และชุดควบคุมบวกคืออาหาร    
เบซอล มีเดียม ที่ประกอบดวย 0.1% L- แอสปาราจีน หรือ 0.1 % L- โปรลีน  

 
3.8.10 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน 

ตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอนดังตอไปนี้ 
1.0 % L- อะราบิโนส  
1.0 % เดกซแทรน  
1.0 % D- ฟรุกโตส  
1.0 % D- กาแลคโตส  
1.0 % มีโซ-อินโนซิทอล  
1.0 % D- แลคโตส  
1.0 % D- แมนนิทอล  
1.0 % D- แมนโนส  
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1.0 % L- แรมโนส  
1.0 % ซาลิซิน  
1.0 % ซูโครส  
1.0 % ทรีฮาโลส  
1.0 % ไซโลส  
1.0 % โซเดียมอะซิเตต  
1.0 % โซเดียมซิเตรต 
1.0 % โซเดียมมาโลเนต  

โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ 
(carbon utilization agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 19) ที่ประกอบดวยสารประกอบคารบอนแต
ละชนิด ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนโดยเปรียบเทียบการเจริญกับอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิ-
ไลเซชั่น อการ ที่ไมไดเติมสาร และอาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ ที่ประกอบดวย 
1.0% กลูโคส บมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 15 วัน 
 
 
3.9 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 โดยวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่

ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
 
โดยสงตัวอยางแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหาร ISP1-TYEA (Trypton-yeast 

extract agar) (ภาคผนวก ก หมายเลข 8) ไปวิเคราะหที่ Asian Natural Environmental Science 
Center, the University of Tokyo ประเทศญี่ปุน 
  

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

extract agar) เปนเวลา 7 วัน ตัดผิวหนาโคโลนีใสในหลอดขนาด 2.0 มิลลิลิตร บดดวย FastPrep 
FP120 homogenizer (Savant instruments, INC., NY) ใน washing buffer(0.1M Tris-HCl) 
(pH 8.0), 2-mercaptoethanol 2%,  polyvinylpyrolidone 1% และ ascorbic acid 0.05 M) ปน
เหวี่ยงที่ 1.500 rpm 2 นาที 18 ซo ทําซ้ํา 3 คร้ัง เทสวนใสทิ้ง นําตะกอนที่ไดมาสกัด   ดีเอ็นเอดวย 
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (Zhou et al., 1999) โดยใสตัวอยางใน CTAB 
buffer (CTAB 2%, Tris-HCl (pH 8.0) 0.1 M, EDTA (pH 8.0) 20 mM,  NaCl 1.4 M และ         
2-mercaptoethanol 0.5%) บมที่อุณหภูมิ 65 ซo เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลายผสม 
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chloroform-isoamyl alcohol (24:1, v/v) ปริมาตรเทาตัวของ CTAB buffer นําไปปนตกตะกอนที่ 
1,500 rpm 7 นาที เก็บน้ําใสสวนบนมาเติมสารละลายผสม chloroform-isoamyl alcohol (24:1, 
v/v) ปนตกตะกอนอีกครั้ง เก็บน้ําใสสวนบนมาตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol เก็บไวที่ 0 ซo 
10 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 10   นาที จะไดสาย DNA ที่กนหลอด เท
สวนใสทิ้ง ลาง DNA ดวย 80% เอทานอล  ปนเหวี่ยง 1,800 rpm 4 ซo 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ระเหย
ใหแหง ละลายดีเอ็นเอใน TE buffer 100 µl [Tris-HCl (pH 8) 10 mM  และ EDTA 1 mM] เติม 
ribonuclease solution (RNase, Nippon Gene) 10 mg/ml  1 µl บมที่อุณหภูมิ 37 ซo 30 นาที  
เพื่อกําจัด RNA ตกตะกอน DNA อีกครั้งโดยเติม PEG solution (20%polyethylene glycol (MW 
6000) ใน 2.5 M NaCl)  60 µl นําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm 4  ซo 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลาง
ตะกอน DNA ดวย 80% เอทานอล ปนตกตะกอน ระเหยจนแหง ละลาย DNA ใน TE buffer 100 
µl ( Tris-HCl (pH 8) 10 mM  และ EDTA 1 mM) เก็บที่ -30 ซo จนกวาจะนํามาใช 
 

3.9.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ        
เมอเรส 
  ออกแบบไพรเมอร (primer) อางอิงขอมูล Kataoka และคณะ (1997) เพื่อใชใน
กระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ไพรเมอรดังกลาวคือ  

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

ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช
โครโมโซมอลดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ซึ่งสกัดดวยวิธีของ Zhou และคณะ ในป 
1999 ตามวิธีในขอ 3.9.1 เปนแมแบบ (template) ในสวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกิริยา ประกอบดวย 
สารผสม dNTP, forward primer, reverse primer, เอนไซม Ampli Taq gold (Ampli Taq Gold 
kit, Perkin Elmer, Branchburj, NJ),  PCR บัฟเฟอร, แมกนีเซียมคลอไรด, BSA (bovine serum 
albumin) และเติมน้ํากลั่นบริสุทธิ์ใหครบปริมาตร 20 µl  สวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาดังแสดงใน
ตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 สวนผสมของรีเอเจนตตางๆ ในสารละลาย PCR 20 µl ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
เพื่อการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ตองการ 
 

รีเอเจนต ความเขมขนสุดทาย 
สารผสม dNTP (dNTP mixture) 0.2 mM 
Primer 1 (forward) 0.5 µM 
Primer 2 (reverse) 0.5 µM 
แมกนีเซียมคลอไรด 1.5 mM 
แมแบบ(template) 5 ng 
เอนไซม Ampli Taq gold 0.5 U 
1X PCR บัฟเฟอร - 
BSA(bovine serum albumin) 200 ng/µl 

 
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวย 2 ข้ันตอนดังนี้ 

  ขั้นตอนที่ 1 เกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิทั้งหมด 38 รอบปฏิกิริยา ประกอบดวย
ขั้น Denature  ที่ 94 ซo เปนเวลา 9 นาที  Annealing ที่ 50 ซo เปนเวลา 1 นาที และ Extension  ที่ 
72 ซo เปนเวลา 1 นาที 

 ขั้นตอนที่ 2 เกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิทั้งหมด 1 รอบปฏิกิริยา ประกอบดวย
ขั้น Denature  ที่ 94 ซo เปนเวลา 1 นาที  Annealing ที่ 50 ซo เปนเวลา 1 นาที และ Extension  ที่ 
72 ซo เปนเวลา 5 นาที 

  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาที่ 4 ซo เปนเวลา 5 นาที เก็บผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ 
PCR (PCR product) ที่ -30 ซo จนกวาจะนํามาใชงาน 

 
3.9.3 การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซีส 
  ตรวจสอบยีนที่มีขนาด 500 เบส โดยเตรียมอะกาโรสเจล 1.2% ซึ่งหลอมในสาร

ละลายบัฟเฟอร TAE ลงในแบบพิมพซึ่งมีหวี (comb) เสียบอยู ปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสาร
ละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (tracking dye) ในอัตราสวน 5:2 หยอดตัวอยางลงในหลุม                
บนอะกาโรสเจล จากนั้นนําไปทําอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร โดยใชความตางศักย 100 โวลต 
30 นาที ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลต เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร  ดีเอ็นเอแลดเดอร + 
1.5 กิโลเบสแพร 
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 3.9.4 การวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
  ภายหลังการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลว เก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอที่ได
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 ซo ทําการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
ทําการโคลนโดยใช pT7 Blue3 colning kid (Novagen Wl) จากนั้นเลือกโคโลนีที่มีการแทรก 
(insert) ของตําแหนง 16S rRNA มาทําการตรวจสอบวามีการเชื่อมกันระหวาง 16S rRNA กับ 
พลาสมิด อยางสมบูรณ โดยการเพิ่มจํานวน DNA ดวย M13 reverse และ U19 primer นํา PCR 
product ที่มีการแทรกของ plasmid อยางสมบูรณมาทําการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยใช Thermo Sequence Pre-mixed Cycle Sequencing kit 
(Hitachi Instrument Service Co.) โดยใช T7 และ U19 forward primer ที่ติดฉลากดวย 
fluorescence dry คือ Texas Red (Hitachi Instrument Service Co.) โดยใชเครื่อง SQ-5500E 
sequencer (Hitachi Electronics Engineering Co., Tokyo) นําลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA ที่ไดมาเปรียบเทียบเปอรเซ็นความเหมือนของลําดับเบสใน 
GeneBank DNA database จากเว็บไซต http:// www.ddbj.nig.ac.jp (ตุลาคม, 2543) 
 
 
3.10  การศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว  
 

จากการทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะโดยวิธี agar cross streak พบวาแอกติ-
โนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เปนสายพันธุเดียวที่สรางสารปฏิชีวนะแบบ broad spectrum คือยับยั้ง
ไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก คือ Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus แบคทีเรียแกรม
ลบ Pseudomonas aeruginosa และ Escherichia coli   ยีสต Candida albicans และ 
Saccharomyces cerevisiae และรา Aspergillus niger  จึงคัดเลือกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ     
Ac 9.1 มาทําการผลติสารปฏิชีวนะ 
 

3.10.1 การเตรียมสปอรแขวนลอย 
            ขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารวุนเอียง oat meal agar อายุ 7–10 

วัน ซึ่งมีสปอรเจริญเต็มที่ เติมสารละลาย tween 80 ปราศจากเชื้อ ความเขมขน 0.01% (ปริมาตร
ตอปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดเปนสปอรแขวนลอย กรองสปอร จากนั้น
นํามาเจือจางดวยสารละลายนอรมัลซาลีน (0.85% NaCl) ปรับจํานวนสปอรใหเทากับ 1X107 

สปอรตอมิลลิลิตร โดยนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร  
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  3.10.2 การเตรียมหัวเชื้อ (seed inocolum)   
                        นําสปอรแขวนลอยจากขอ 3.10.1 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ถายลงในอาหาร Yeast  
malt extract broth (YMEB) 50 มิลลิลิตร เขยาดวย rotary shaker 200 rpm. ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 3 วัน 
  

3.10.3 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว                       
                         เตรียมอาหารเหลว 4 ชนิด คือ Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4), 
Malt Extract Broth (MEB)(ภาคผนวก ก หมายเลข 5), Sodium caseinate broth (SCB)(ภาค
ผนวก ก หมายเลข 2) และ Soluble starch broth (SSB)(ภาคผนวก ก หมายเลข 21)  ชนิดละ 50 
มิลลิลิตร ใน erlenmayer flask ขนาด 250 มล. ใสหัวเชื้อจากขอ 3.10.2 ปริมาณ 1% ของ
ปริมาตรอาหารเลี้ยงในแตละฟลาสก บมที่อุณหภูมิหอง เขยาดวย rotary shaker 200 rpm.  เก็บ
ตัวอยางในชวง 3  5  และ 7 วัน จากนั้นกรองแยกสวนของเสนใยออก นําสวนอาหารเลี้ยงเชื้อไป
ระเหยน้ําออกดวยเครื่อง vacuum evaporator ใหมีปริมาตรลดลง 10 เทา จากนั้นกรองผาน
กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ปรับปริมาตรโดยใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ นําไปตรวจหาความ
สามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยวิธี agar well ตอไป  
 

3.10.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยวิธี agar 
well(Murray และ Baron, 1999) 
 
3.10.4.1   การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ 

                    นําแบคทีเรียทดสอบขีด (steak) บนอาหาร NA เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว 
บมที่อุณหภูมิ 37 ซo 24 ชั่วโมง ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4-5 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Nutrient broth (NB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 ซo จนสังเกตเห็นวา
หลอดเชื้อขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ใหมีความขุนเทียบเทา  
0.5 McFarland Standard  ซึ่งประกอบดวย  BaCl3 0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ 
NH2SO4 0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร โดยอานคาจาก spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
625 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.08-0.10 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 108 CFU/ml 
 
  3.10.4.2   การเตรียมยีสตทดสอบ 

     นํายีสตทดสอบขีด (steak) บนอาหาร Sabouraud agar (ภาคผนวก 
ก หมายเลข 23) เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว บมที่อุณหภูมิ 30 ซo 48 ชั่วโมง ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนี
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เดี่ยวขนาดเสนผานศูนยกลางอยางนอย 1 มม. จํานวน 5 โคโลนี ละลายใน 0.85% NaCl ที่ฆาเชื้อ
แลว วัดความขุนดวย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร ใหมีคาความดูดกลืน
แสงเทากับ 0.5 McFarland Standard ไดสารละลายเซลลประมาณ 1X106 - 3X106 CFU/ml  

 
3.10.4.3   การเตรียมราเสนใยสําหรับทดสอบ 

     เลี้ยงราในอาหารผิวเอียง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 22) 3-5 วัน 
หรือจนมีการสรางสปอร เติม 0.85% NaCl ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดเปนสปอรแขวนลอย 
กรองสปอร จากนั้นเจือจางดวยสารละลายนอรมัลซาลีน (0.85 % NaCl) ปรับจํานวนสปอรใหเทา
กับ 1X106 - 3X106 โดยนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) 

 
3.10.4.4 การทดสอบโดยวิธี Agar well  

     นําจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ 3.10.4.1 - 3.10.4.3 มานับ
จํานวนจุลินทรียทดสอบโดยวิธี Plate count ไดจํานวนของจุลินทรียทดสอบแสดงดังตารางที่ 3.2 
จากนั้นใชไมพันสําลีที่ปราศจากเชื้อ จุมลงในหลอดเชื้อ บิดสําลีกับขางหลอดพอหมาดๆ ปายลง
บนผิวหนาอาหาร Mueller-Hinton agar (Difco® Mueller-Hinton agar) (สําหรับแบคทีเรีย
ทดสอบ) อาหาร Sabouraud agar (สําหรับยีสตทดสอบ) และอาหาร PDA (สําหรับราทดสอบ) ที่
มีความหนาประมาณ 4 มิลลิเมตรใหทั่ว ในลักษณะสามทิศทาง ทิ้งไว 3-5 นาทีเพื่อใหผิวหนาของ
อาหารแหง แตไมเกิน 15 นาที จากนั้นใช cork borer เสนผานศูนยกลาง 8 มม. ฆาเชื้อโดยใช
เปลวไฟ เจาะลงบนอาหารแข็งในแนวทะแยงมุม นําชิ้นวุนที่เจาะไวออกโดยใช needle ใชปเปตดูด
สารที่ตองการทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในหลุมที่เจาะไว นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ซo เปน
เวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ สวนยีสตและราทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปน
เวลา 48 ชั่วโมง วัดบริเวณที่เกิดวงใส (clear zone) โดยตัวควบคุมบวกคือของแบคทีเรียคือ 
streptomycin ยีสตคือ nystatin และราคือ cycloheximide และตัวควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อ
แตละชนิดที่ไมมีการลงเชื้อ 

 
 
 
 
 
 
 



 42

ตารางที่ 3.2  ปริมาณจุลินทรียทดสอบ(CFU/ml) ที่มีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland  
Standard 

 
จุลินทรียทดสอบ คาการดูดกลืนแสง(OD) ปริมาณจุลินทรียทดสอบ(CFU/ml) 

P. aeruginosa   ATCC 27853 0.108 3.32 x 108 

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

   เติมหัวเชื้อจากขอ 3.10.2 ใหมีปริมาณ 1%ของปริมาตรอาหารเลี้ยง ลง
ในอาหาร SCB ที่มีการเติม 1% โดยน้ําหนักตอปริมาตร ของสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอย
โทนเปปโทน เลี้ยงเชื้อและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 3.10.3 และขอ 3.10.4 
 
 
3.11  การผลิตสารปฏิชีวนะโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
                                 

 ผลิตสารปฏิชีวนะโดยใชอาหาร SCB ที่มีการเติม 1% สารสกัดจากยีสต โดยเลี้ยงแอกติ-
โนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ตามวิธีขอ 3.10.3 ปริมาตรอาหาร 30 ลิตร เปนเวลา 7 วัน จากนั้นปน
แยกสวนของเสนใยออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 ซo กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 ชั่งน้ําหนักของเสนใยเปยก นําเสนใยและ
อาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดตอไป 
 
 
3.12  การสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใยของแอกติโนมัยซีต 

สายพันธุ Ac 9.1 
  
 การสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใยของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
Ac 9.1 มีขั้นตอนการดําเนินงานแสดงดังรูปที่ 3.1 
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รูปที่ 3.1  แผนภาพแสดงขั้นตอนการสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของ  

เสนใยของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  
 
 

3.12.1 การสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
                   นําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่แยกเสนใยออกตามวิธีขอ 3.11 มาระเหยน้ําออกดวย
เครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 ซo จนมีลักษณะเปนของเหลวหนืด ชั่งน้ําหนัก จากนั้นนํา
มาสกัดดวยเอทิลแอซิเตต โดยใชกรวยแยก เติมเอทิลแอซิเตต ในปริมาตร 1:1 แยกสวนสารสกัด

สกัดดวยเมทานอล

สารสกัดจากเมทานอลสวนที่เหลือจากการสกัดดวยเมทานอล 

กรอง

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 30 ลิตร อายุ 7 วัน

ปนแยกเสนใย 12,000 รอบ/นาที 20 นาที 4 ซo 

ระเหยภายใตสูญญากาศ

ของเหลวหนืด 

สกัดดวยเอทิลแอซิเตต

ชั่งน้ําหนัก(กรัม) 

สารสกัดจากเอทิลแอซิเตต สวนที่เหลือจากการสกัด 
ดวยเอทิลแอซิเตต ปนแยกเสนใย

สวนของเสนใย

เสนใยเปยก 1 ก./เมทานอล 4 มล.

Sonicate 10 นาที

สกัดซ้ํา

สารสกัดจากเมทานอล

สารสกัดจากเอทิลแอซิเตต

สกัดดวยเอทิลแอซิเตต 
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จากเอทิลแอซิเตต ทําการสกัดซ้ํา 3 คร้ังหรือจนกวาไมมีสารละลายปนอยูในเอทิลแอซิเตตซึ่งตรวจ
สอบโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ จากนั้นระเหยเอทิลแอซิเตตออกดวยเครื่อง rotary 
evaporator ที่อุณหภูมิ 35 ซo จนแหง ชั่งน้ําหนัก นําสวนที่เหลือจากการสกัดดวยเอทิลแอซิเตต 
มาสกัดตอดวยเมทานอล ในปริมาตร 1:1 ทําการสกัด 3 คร้ังหรือจนกวาไมมีสารละลายปนอยูใน
เมทานอลตรวจสอบโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ ระเหยเมทานอลออกดวยเครื่อง rotary 
evaporator  ที่อุณหภูมิ 35 ซo จนแหง ชั่งน้ําหนัก  
 

3.12.2 การสกัดสารปฏิชีวนะจากสวนของเสนใย 
            นําสวนของเสนใยที่ไดจากการปนแยก มาสกัดดวยเมทานอลในอัตราสวนน้ําหนัก

เสนใยเปยก 1 กรัม/เมทานอล 4 มิลลิลิตร นําไปวางไวในอางอัลตราโซนิก 10 นาที ปนแยกสวน
สารสกัดเมทานอลกับเสนใยดวยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที ที่ 4 ซo 10 นาที สกัดซ้ํา 3 คร้ังหรือ
จนกวาไมมีสารละลายปนอยูในเมทานอลซึ่งตรวจสอบโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ จากนั้น
ระเหยเมทานอลออกโดยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 35 ซo ชั่งน้ําหนัก จากนั้นนําสาร
สกัดจากเสนใยดวยเมทานอลมาสกัดตอดวยเอทิลแอซิเตต วิธีการสกัดเชนเดียวกับสกัดดวยเมทา
นอล ขั้นตอนการสกัดสารปฏิชีวนะจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย แสดงดังรูปที่ 3.1   
                         จากนั้นนําสารสกัดเมทานอล และเอทิลแอซิเตต จากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
และสารสกัดจากเมทานอล และเอทิลแอซิเตต จากสวนของเสนใย มาทดสอบโดยวิธี disk 
diffusion  
 

3.12.3 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อและสารสกัดจากสวนของเสนใยดวยวิธี disk diffusion (Murray และ Baron, 1999)  

  เตรียมจุลนิทรียทดสอบตามวิธีขอ 10.4.1–10.4.3 และลงเชื้อตามวิธีขอ 10.4.4
จากนั้นเตรียมดิสตทดสอบโดยปเปตสารสกัดที่ตองการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบปริมาตร 80 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษวงกลมมาตรฐาน (paper disk) อยางหนา เสน
ผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ทิ้งไวใหตัวทําละลายระเหยจนหมด จากนั้นวางแผนดิสตบนผิวหนา
ของอาหารที่ลงเชื้อทดสอบไว ในแนวทแยงมุม นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ซo เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง 
สําหรับแบคทีเรียทดสอบ สวนยีสตและราทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 ซo เปนเวลา 48 ชั่วโมง วัด
บริเวณที่เกิดวงใส (clear zone) โดยตัวควบคุมบวกคือของแบคทีเรียคือ streptomycin ยีสตคือ 
nystatin และราคือ cycloheximide และตัวควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดที่ไมมีการลง
เชื้อ  
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3.13 การแยกและทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์ 
 

3.13.1 วิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
เปนการเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะออกจาก     

สิ่งเจือปน โดยใชแผน TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254 และใชสารละลายเชน            
เมทานอล เอทิลแอซิเตต คลอโรฟอรม เฮกเซน เปนตัวชะ ในอัตราสวนที่เหมาะสมในการแยกสาร
ปฏิชีวนะใหบริสุทธิ์ การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน TLC หลังจากดีเวลลอป (develop)   
โดยอบแผน TLC ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน หรือสองภายใตรังสี ยู วี ที่ความยาวคลื่น 
254 และ 365 นาโนเมตร หรือพนดวยสาร anisaldehyde ในกรดซัลฟวริก (หรือ vanillin) หลังจาก
ที่ใหความรอนกับแผน TLC สีของสารจะปรากฏ จากนั้นนําไปวัดคา Rf  

 
3.13.2 วิธี preparative TLC (PTLC) 

เปนวิธีการทําสารใหบริสุทธิ์ หลักการเชนเดียวกับวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ  
โดยใชแผน TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60 F254 ขนาด 20 x 20 ซม. และตรวจสอบ 
ตําแหนงของสารบนแผน TLC หลังจากดีเวลลอป (develop) โดยสองภายใตรังสี ยู วี ที่ 
ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร จากนั้นขูดแถบของซิลิกาเจลที่ปรากฏแถบของสารออก
มาสกัดดวยตัวทําละลายที่เหมาะสม กรองสวนของซิลิกาเจลออก นําสวนของสารละลายไประเหย
ตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยแหงภายใตสุญญากาศ ชั่งน้ําหนัก ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
สารโดยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

3.13.3 การแยกสารสกัดในเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 
  นําสารสกัดในเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยง 5.463 กรัม  มาทาํการแยกโดย

คอลัมนโครมาโทกราฟ ใชซิลิกาเจล 60 No. 9385 เปนตัวดูดซับ(350 กรัม) ชะคอลัมนดวยตัวทํา
ละลายตามอัตราสวนตางๆกันเรียงจากความมีข้ัวนอยไปหามาก คือ คลอโรฟอรม สารละลายผสม
ระหวางคลอโรฟอรมกับเมทานอล และเมทานอล เก็บสารละลายที่ชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร จากนั้น
นําสารละลายแตละสวนมาตรวจสอบวามีองคประกอบทางเคมีเหมือนกันหรือไม โดยใชวิธีทินเล
เยอรโครมาโทกราฟ รวมสวนที่เหมือนกันเขาดวยกัน จากนั้นนําสวนที่ไดไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง 
จุลินทรียทดสอบ  
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3.13.4 การแยกสารจากสวน F8  
  นําสารจากสวน F8 353.2 มิลลิกรัมซ่ึงไดจากการแยกสารสกัดในเอทิลแอซิเตต

จากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยคอลัมนโครมาโทกราฟและเมื่อทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบ
วาสามารถยับยั้ง S. aureus มีบริเวณยับยั้งกวางกวาทุกสวนจึงนํามาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมน
โครมาโทกราฟ ใชซิลิกาเจล 60 No. 9385 เปนตัวดูดซับ (60 กรัม) ชะคอลัมนดวยตัวทําละลาย
ตามอัตราสวนตางๆกันเรียงจากความมีข้ัวนอยไปหามาก คือ สารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรม
กับเฮกเซน คลอโรฟอรม สารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรมกับเมทานอล และเมทานอล เก็บสาร
ละลายที่ชะครั้งละ 25 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายแตละสวนมาตรวจสอบวามีองคประกอบ
ทางเคมีเหมือนกันหรือไม โดยใชวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ รวมสวนที่เหมือนกันเขาดวยกัน ผล
การแยกสารจากสวน F8 แสดงไวในสวนของผลการทดลอง  

 
3.13.5 การแยกสารจากสวน F4  
  นําสารจากสวน F4 130.5 มิลลิกรัมซ่ึงไดจากการแยกสารสกัดในเอทิลแอซิเตต

จากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ และเมื่อทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
พบวาเปนสวนเดียวที่สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 4 ชนิดคือ P. aeruginosa, E. coli,         
B. subtilis และ S. aureus จึงนําสวน F4 ซึ่งเปนผลึกรูปเข็มปนอยูในน้ํามันสีเหลืองมาทําให
บริสุทธิ์โดยวิธีตกผลึกดวยสารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรมและเฮกเซน แยกสวนน้ํามันสี
เหลืองออก นําสวนผลึกที่ยังไมบริสุทธิ์มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC โดยใชระบบตัวทํา
ละลาย เฮกเซนและคลอโรฟอรมในอัตราสวน 15:85  
 

3.13.6 การตกผลึก 
            สารประกอบที่มีการตกผลึก สามารถแยกผลึกออกจากสิ่งเจือปนโดยละลายผลึก

ในตัวทําละลายที่ระเหยงายเชน เฮกเซน เอทิลแอซิเตต คลอโรฟอรม จนอิ่มตัว แยกสวนที่ละลาย
มาตกผลึกอีกครั้ง โดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  
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3.14 การพิสูจนเอกลักษณของสารบริสุทธิ์ 
 
3.14.1 NMR spectroscopy 
  บันทึกดวยเครื่อง Varian รุน Mercury 400 สําหรับหาโปรตอนและคารบอน

นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรา โดยวัดคาเคมีคัลชิฟทเปนพีพีเอ็ม (ppm) สารตัวอยางที่ใช
ตรวจวัดโดยละลายใน CDCl3 หรือ CD3OD หรือ D2O 

  
3.14.2 Infrared spectroscopy 

  บันทึกดวยเครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
ของบริษัท Nicolet Impect model 410 สําหรับวัดอินฟราเรดสเปกตราของสาร สารตัวอยางที่ใช
วัดเตรียมโดยผสมกับโพตัสเซียมโบรไมด (KBr) อัดเปนแผน(pellet) เสนผานศูนยกลาง 1 
เซนติเมตร หนาประมาณ 1 มิลลิเมตร 
  

3.14.3 Mass spectrometry 
  บันทึกดวยเครื่อง Fison Instruments Mass Spectrometer  model Trio 2000  
ของบริษัท Fisons Instruments ประเทศอังกฤษ ใช Electron Impact source(EI) ซึ่งมีความตาง
ศักย 70 อิเลกตรอนโวลต กระแส 300 ไมโครแอมป อุณหภูมิ 180-300 ซo สําหรับบันทึกแมสสเปก
ตรา 
 
 3.14.4 เครื่องวัดจุดหลอมเหลว (Melting point asparatus) 
  ใชเครื่อง Fisher Johns Melting Point Asparatus, Fisher Scientific ประเทศ
สหรัฐอเมริกา สําหรับหาจุดหลอมเหลว 
 
 

 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 ลักษณะของตัวอยางดินรังปลวก 

 
ทําการเก็บตัวอยางดินรังปลวกจาก 6 จังหวัด ในประเทศไทย จํานวน 15 ตัวอยางโดยตัว

อยางดินที่เก็บรวบรวมไดมีเนื้อดิน สี และคา pH แตกตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.1  
 

ตารางที่ 4.1 แหลงที่มา พีเอช และลักษณะของตัวอยางดินรังปลวก 
 
ตัวอยางดิน ที่มาของดิน คา pH ลักษณะของดินรังปลวก 

1 อ. เมือง จ.  สระแกว 8.38 ดินรวน สีน้ําตาลแดง 

2 อ. อรัญประเทศ จ.  สระแกว 6.43 ดินรวน สีดํา  

3 อ. เขาฉกรรจ  จ.  สระแกว 4.80 ดินเหนียวปนทราย สีน้ําตาล 

4 อ. วัฒนานคร  จ.  สระแกว 7.92 ดินรวน สีเหลืองน้ําตาล 

5 อ. มโนรม  จ. ชัยนาท 4.56 ดินรวน ปนทราย สีน้ําตาล 

6 อ. เมือง จ. ชัยนาท 3.88 ดินเหนียว จับเปนกอนแข็ง สีน้ําตาล  

7 อ. สรรคบุรี  จ. ชัยนาท 4.25 ดินรวน สีน้ําตาลแดง  

8 อ.บานตาก  จ. ตาก 4.25 ดินปนทราย จับตัวเปนกอน สีดํา 

9 อ. สอยดาว จ. จันทบุรี 6.37 ดินรวนบริเวณปายูคาลิปตัส   สีดํา 

10 อ. ทาเกษม จ. สระแกว 7.64 ดินรวน สีดํา 

11 อ. เมือง จ. สระแกว 7.53 ดินรวนปนทราย สีน้ําตาลออน 

12 อ. ปะนาเระ จ. ปตตานี 6.26 ดินรวน สีเทาเขม 

13 อ. สายบุรี จ. ปตตานี 5.72 ดินรวน สีน้ําตาล 

14 อ. ปาย  จ. แมฮองสอน 5.74 ดินรวนแข็ง สีน้ําตาลดํา 

15 อ. ปางมะผา จ. แมฮองสอน 7.08 ดินรวน สีน้ําตาลดํา 
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4.2 การแยกแอกติโนมัยซีตจากดินตัวอยาง 
 

จากการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ โซเดียม       
เคซีเนต อการ  พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดจํานวน 79 สายพันธุ เรียงตามลําดับตัวอยาง
ดินที่นํามาแยก ดังแสดงในตารางที่ 4.2  

 
ตารางที่ 4.2 สายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง 

 
ลําดับตัวอยางดิน สายพันธุแอกติโนมัยซีตที่แยกได รวม 

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

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

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

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

17 

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

11 Ac11.1, Ac11.2, Ac11.3 3 
12 Ac12.1 1 
13 Ac13.1, Ac13.2, Ac13.3 3 
14 Ac14.1, Ac14.2, Ac14.3, Ac14.4, Ac14.5, Ac14.6 6 
15 Ac15.1, Ac15.2, Ac15.3, Ac15.4 4 

           
 



 50

4.3  การทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีต 
  

นําแอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากดินรังปลวกทั้งหมด 79 สายพันธุ มาทดสอบโดยวิธี agar 
cross steak กับจุลินทรียทดสอบทั้งหมด 7 ชนิดดังนี้ 

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

พบวาแอกติโนมัยซีตแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรยทดสอบไดแตกตาง
กัน ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
 
ตาราง 4.3 ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 

 
ระดับการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtilis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

Ac 1.1 - - - - - - - 
Ac 2.1 - + - + - - ++ 
Ac 2.2 - ++ - ++ ++ ++ +++ 
Ac 3.1 - - - - - - - 
Ac 3.2 - - - - - - - 
Ac 3.3 - + - + +++ +++ - 
Ac 4.1 - - - - - - - 
Ac 4.2 - + - + - - - 
Ac 4.3 - ++ + ++ - - - 
Ac 4.4 - + + + - - - 
Ac 4.5 - + + + - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtilis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

Ac 5.1 - - - ++ - - - 
Ac 5.2 - +++ - ++ + + ++ 
Ac 5.3 - +++ - - - - - 
Ac 5.4 - + - - - - - 
Ac 5.5 - ++ - ++ - - - 
Ac 5.6 - ++++ - ++ - - - 
Ac 5.7 - ++++ - ++ - - + 
Ac 6.1 - + - - - - - 
Ac 6.2 - - - - - - - 
Ac 6.3 - - - - - + +++ 
Ac 6.4 - +++ - +++ ++ ++ ++ 
Ac 6.5 - - - - - - - 
Ac 6.6 - - - - - - - 
Ac 6.7 - - - - - - - 
Ac 6.8 - - - - - - - 
Ac 6.9 - + - + - - - 
Ac 6.10 - - - - - - - 
Ac 7.1 - + - - - - - 
Ac 7.2 - + - + + + ++ 
Ac 7.3 + +++ - +++ - - - 
Ac 7.4 - + - - - - ++ 
Ac 7.5 - +++ - +++ - - ++ 
Ac 8.1 - ++ + ++ - - - 
Ac 8.2 - +++ - +++ - - + 
Ac 8.3 - - - - - - - 
Ac 8.4 - ++ + + - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 
ระดับการยับยั้งการเจริญจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtillis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

Ac 9.1 + +++ +++ +++ ++ ++ +++ 
Ac 9.2 - - - +++ - - - 
Ac 9.3 - - - + - - - 
Ac 9.4 - - - - + + ++ 
Ac 9.5 - ++ - - + + ++ 
Ac 9.6 - ++ + ++ ++ ++ +++ 
Ac 9.7 - ++ + ++ - ++ ++ 
Ac 9.8 - ++ ++ ++ ++ ++ +++ 
Ac 9.9 - +++ - +++ - - - 
Ac 9.10 - +++ - +++ - - - 
Ac 9.11 - + + + - - - 
Ac 9.12 - + - - - - - 
Ac 9.13 - ++ - + - - - 
Ac 9.14 - ++ - ++ - ++ + 
Ac 9.15 - ++ - ++ ++ + ++ 
Ac 9.16 - - - - - - - 
Ac 9.17 - - - - ++ + ++ 
Ac 10.1 - ++ - + + + ++ 
Ac 10.2 - - - ++ - - - 
Ac 10.3 - - - - - - - 
Ac 10.4 - - - ++ - - - 
Ac 10.5 - + - - - - - 
Ac 10.6 - ++ ++ ++ + - ++ 
Ac 10.7 + - - ++ - - - 
Ac 10.8 - + - - - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีต 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ สายพันธุ

แอกติโน
มัยซีต 

P. 
aeruginosa  
27853 

B. subtilis 
6633 

E. coli 
25922 

S. aureus 
25923 

C. 
albicans 
70014 

S. 
cerevisiae 
5169 

A. niger 
6275 

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

 
หมายเหต ุ ++++   = ความกวางของ Inhibition zone 30 มิลลิเมตรขึ้นไป 
     +++     = ความกวางของ Inhibition zone 20-29 มิลลิเมตร 
     ++       = ความกวางของ Inhibition zone 10-19 มิลลิเมตร 

 +         = ความกวางของ Inhibition zone 1-9 มิลลิเมตร                    
 -          = ไมยับยั้ง 
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4.4 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  
จากการทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตทั้งหมด 79 สาย

พันธุ สามารถแบงกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะไดทั้งหมด 4 กลุม คือ กลุมที่ 1 
ยับยั้งราอยางเดียว กลุมที่ 2 ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว กลุมที่ 3 ยับยั้งทั้งราและแบคทีเรีย กลุม
ที่ 4 ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ตารางที่ 4.4 แสดงจํานวนสายพันธุในแตละกลุมและคิด
เปนเปอรเซ็นตแสดงดังแผนภูมิวงกลมในรูปที่ 4.1 

 
ตารางที่ 4.4 จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่มีผลตอการยับยั้งจุลินทรียในแตละกลุม 

ขอบเขตการยับย้ังกลุม   
จุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

ยับยั้งราและแบคทีเรีย 

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

27 34.18 

ยับยั้งแบคทีเรีย        
อยางเดียว 

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

30 37.97 

ยับยั้งราอยางเดียว Ac 6.3, Ac 9.4, Ac 9.17, Ac 14.5, Ac 15.1,  5 6.33 

ไมยับย้ังราและ
แบคทีเรีย 

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

17 21.52 

          
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1 แผนภูมิวงกลมการจัดกลุมการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 

34.18%

37.97%

6.33%

21.52%

ยับยั้งราและแบคทีเรีย ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว

ยับยั้งราอยางเดียว ไมยับยั้งราและแบคทีเรีย
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จากรูปที่ 4.1 จะเห็นไดวาเปอรเซ็นตของแอกติโนมัยซีตที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง  
จุลินทรียทดสอบคือ 78.48% สวนเปอรเซ็นตของแอกติโนมัยซีตที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบคือ 21.52% ชี้ใหเห็นวาดินรังปลวกเปนแหลงของแอกติโนมัยซีตที่สามารถ
สรางสารปฏิชีวนะ ทั้งนี้เนื่องจากดินรังปลวกมีการสะสมของไคตินซึ่งเกิดจากปกและเปลือกผิว
นอกของปลวกที่ตาย และแอกติโนมัยซีตสวนมากโดยเฉพาะสกุล Streptomyces สามารถยอย
สลายไคตินเพื่อใชเปนแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน (Kutzner, 1981) ดังนั้นแอกติโนมัยซีต
จึงพบไดมากในแหลงที่มีการสะสมของไคติน (Schrempf, 2001)  

นอกจากนี้ยังพบวาในกลุมของแอกติโนมัยซีตที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียวมี
จํานวนมากที่สุดคือ 37.97% และสามารถแบงเปนแบคทีเรียแกรมบวกอยางเดียวถึง 70% ทั้งนี้
เนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียที่ไวตอสารปฏิชีวนะมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เนื่อง
จากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเมมเบรนชั้นนอก (outer membrane) ลอมรอบเพปติโดไกล
แคนไว เมมเบรนนี้มีไขมันมากถึง 11-12% ของน้ําหนักแหงของผนังเซลล ซึ่งทําหนาที่เปนเครื่อง
กั้นสารเคมีและเอนไซมจากภายนอกไมใหเขาไปทําลายเซลล (นงลักษณ สุวรรณพินิจ และ ปรีชา 
สุวรรณพินิจ, 2541)  

 
 
4.5  สายพันธุที่คัดเลือกได 
 
 จากการทดสอบเบื้องตนในการสรางสารปฏิชีวนะโดยวิธี agar cross steak พบวาแอกติ-
โนมัยซีต สายพันธุ Ac 9.1 เปนสายพันธุเดียว จากทั้งหมด 79 สายพันธุ ที่สามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทั้งหมด 7 ชนิด ดังรูปที่ 4.2 แสดงถึงขอบเขตการยับยั้งแบบ 
broad spectrum คือสามารถยังยั้งไดทั้งแบคทีเรีย (P. aeruginosa, B. subtilis, E. coli และ      
S. aureus) ยีสต (C.  albicans และ S. cerevisiae) และรา (A. niger)   จึงคัดเลือกแอกติโนมัย-
ซีตสายพันธุ Ac 9.1 เพื่อนําไปศึกษาสารปฏิชีวนะที่ผลิตขึ้นตอไป  
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รูปที่ 4.2 การสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบทั้ง P. aeruginosa,  B. subtilis, E. coli 
S. aureus, C.  albicans, S. cerevisiae และ A. niger ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
 
 
4.6 การวิเคราะหหา 2,6-diaminopimelic acid ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลลของ      
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 (Cross และ Goodfellow, 1973) 
 

เมื่อนําสารสกัดที่เตรียมดวยวิธีขอ 3.7.2 มาวิเคราะหดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟ 
ตามวิธีทดลองขอ 3.7.3 ใชนินไฮดรินเปนตัวตรวจสอบ วัดคา Rf เทียบกับสารมาตรฐาน 2,6-
diaminopimelic acid พบวาสารสกัดจากแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีคา Rf เทากับคา Rf 
ของ Streptomyces aminophilus ATCC 14961 และไอโซเมอรชนิด L ของสารมาตรฐาน 2,6-
diaminopimelic acid ดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.3 จึงสามารถจัดแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ Ac 9.1 ใหอยูในกลุมแอกติโนมัยซีตที่มีผนังเซลลแบบที่ Ι ตามการแบงของ Williams และ
คณะในป 1989 ซึ่งผนังเซลลแบบที่ Ι พบในแอกติโนมัยซีตในกลุมที่ 1 คือสกุล Nocardioides และ
สกุล Terrabacter  แอกติโนมัยซีตกลุมที่ 4 คือ Streptomycetes และสกุลที่เกี่ยวของ และแอกติ-
โนมัยซีตกลุมที่ 8 คือสกุล Kitasatosporia ตามการแบงของ Holt และคณะในป 1994 จากขอมูลที่
ไดสามารถสันนิษฐานไดวาแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 อาจอยูใน 3 กลุมที่กลาวมาขางตน  

 

 



 57

ตารางที่ 4.5 คา Rf ของสารสกัด และสารมาตรฐาน 2,6-diaminopimelic acid 

ตัวอยาง คา Rf 
สารสกัดจากแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 0.45 
สารสกัดจาก Streptomyces aminophilus ATCC 14961  0.45 
สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค (ไอโซเมอรชนิด meso) 0.41 
สารมาตรฐาน 2,6 กรดไดอะมิโนพิมีลิค(ไอโซเมอรชนิด L) 0.46 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3 โครมาโทแกรมแสดงแถบของสารสกัด DAP ดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ  

A = สารมาตรฐาน  B = Ac 9.1 C = S. aminophilus 
 
4.7  การจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
  

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

4.7.1 การศึกษาทางสัณฐานวิทยา ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด(SEM) และกลองจุลทรรศอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) 

             จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาทํา slide culture บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ ISP 4 อินออรแกนิค ซอลล สตารช อการ พบวามีการสรางสายใยอาหาร และสายใยอากาศที่
มีลักษณะขดเปนวงซอนกัน เสนผานศูนยกลางกวาง แสดงดังรูปที่ 4.4 มีการสรางสปอรปลายเสน
ใย สปอรโตเต็มที่ในวันที่ 7 และจากการศึกษาลักษณะสปอรและสายสปอรดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราดพบวาสปอรตอกันเปนสายยาว สายสปอรมีลักษณะคอนขางตรง เปน
แบบ rectus-flexbilis แตกจากปลายเสนใยเปนชอ ดังรูปที่ 4.5 และ 4.6 และเมื่อศึกษาดวยกล อง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานพบวา สปอรมีความยาวประมาณ 1 ไมโครเมตร สปอรมีรูปทรง
กระบอก (cylindrical) ปลายมน มีผิวเรียบ แสดงดังรูป 4.7  
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รูป 4.4 ภาพของสายใยอากาศของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีลักษณะขดเปนวงซอนกัน  

เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 100 เทา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป 4.5 ภาพของสายสปอรของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีลักษณะคอนขางตรงสปอรตอ   
           กันเปนสายยาว เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด กําลังขยาย       
          10,000 เทา 
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รูป 4.6 แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีการสรางสายสปอรที่ปลายเสนใย สายสปอรแตกออก     

เปนชอจากปลายเสนใย เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด กําลัง
ขยาย 5,000 เทา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7 แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีผิวของสปอรเรียบ รูปทรงกระบอก เมื่อศึกษาภายใต 

  กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 16,500 เทา 
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จากขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจัดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ใหอยูใน
กลุมที่ 4 คือ Streptomycetes และสกุลที่เกี่ยวของ เนื่องจากแอกติโนมัยซีตในกลุมที่ 1 คือสกุล 
Nocardioides เปนสกุลที่มีการแตกหักของเสนสายใยอากาศและสายใยอาหาร ซึ่งไมพบใน     
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 สวนสกุล Terrabacter มีการสรางเฉพาะสายใยอาหารเทานั้น 
และแอกติโนมัยซีตกลุมที่ 8 คือสกุล Kitasatosporia มีการสรางสปอรเปนสายยาว แตไมพบการ
สรางการสรางสายสปอรตอกันเปนชอ (Holt et al, 1994)  

ในกลุมที่ 4 คือ Streptomycetes และสกุลที่เกี่ยวของ ประกอบไปดวยสกุล 
Streptomyces, สกุล Streptoverticillium, สกุล Intrasporangium, สกุล Kineosporia และสกุล 
Sporichthya จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ไมพบการสราง 
สปอรในอับสปอรเชนเดียวกับสกุล Intrasporangium และ สกุล Kineosporia และสปอรไมเคลื่อน
ที่ซึ่งแตกตางจากสกุล Sporichthya แตมีลักษณะสายสปอรที่แตกออกเปนชอ สปอรตอกันเปน
สายยาว ซึ่งเปนลักษณะทางสัณฐานวทิยาที่พบในสกุล Streptomyces หรือ สกุล 
Streptoverticillium ซึ่งเปนสกุลที่ใกลเคียงกัน การศึกษาสรีระวิทยาและการวิเคราะหลําดับเบสที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA จะทําใหทราบถึงสกุลและสปชีสที่แนนอนของแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ Ac 9.1 

 
4.7.2 ศึกษาการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ ลักษณะการเจริญ 
G                      ดีมาก 
AM                   ขาวเทา 
SM                   น้ําตาล 

ISP 1 - TYA 
Trypton-yeast extract agar 

SP                    น้ําตาลออน 
G                      ปานกลาง 
AM                   ขาวน้ําตาล 
SM                   น้ําตาลเหลือง 

ISP 2 - YMEA 
Yeast -  malt extract agar 

SP                    ไมมี 
G                      ดี 
AM                   ขาวสม 
SM                   สม 

ISP 3 - OA 
Oat meal agar 

SP                    น้ําตาล 
G                      ดี 
AM                   ขาวเหลือง 
SM                   ขาวเหลืองน้ําตาล 

ISP 4 - ISSA 
Inorganic salts starch agar 

SP                    สีน้ําตาลออน 
G                      ปานกลาง 
AM                   ขาวน้ําตาล 
SM                   ขาวน้ําตาล 

ISP 5 - GAA 
 Glycerol asparagine agar 

SP                    ไมมี 
G                      ดีมาก 
AM                   นอยสีน้ําตาลออนออกขาว 
SM                   สีน้ําตาลออน 

ISP 6 - PYEA  
Peptone-yeast extract agar 
 

SP                    ไมมี 
หมายเหต ุ    G   การเจริญ (Growth)      AM    สายใยอากาศ  
                    SM   สายใยอาหาร   SP     รงควัตถุที่ละลายน้ํา  
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รูปที่ 4.8  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 บนอาหาร ISP 2  

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

   A คือสีของสายใยอากาศ B คือสีของสายใยอาหาร  
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4.7.3 การศึกษาการสรางรงควัตถุเมลานิน  
  จากการนําแอคติโนมัยซีต Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนเอียงเปปโตนยีสต

เอกซแทรก ไอรอน อการ และอาหารวุนเอียงไทโรซีน อการ สามารถตรวจสอบการสรางรงควัตถุ   
เมลานินจากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.10  เมื่อเจริญบนอาหารเปป-
โตน ยีสตเอกซแทรก ไอรอน อการ สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลดํา  และไมเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเมื่อเจริญบนอาหาร ไทโรซีนอการ 

 
4.7.4 การรีดิวสไนเตรทและการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

              จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาตรวจสอบการรีดิวสไนเตรทและ
การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต พบวา Ac 9.1 สามารถรีดิวสไนเตรทได แตไมสรางกาซไฮโดรเจน
ซัลไฟต 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4.10  สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปปโตน ยีสตเอกแทรก ไอรอน อการ (PYIA) และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

     ไทโรซีน อการ (TA) เมื่อเพาะเลี้ยงแอกติโนมัยซีต Ac 9.1 เปนเวลา 7 วัน  
 
4.7.5  การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร 

              จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ โมดิ-
ฟายด    เบนเนท อการ ที่เติมสารที่ตองการตรวจสอบการยอยสลายสารแตละชนิดลงไป ผลแสดง
ดังตารางที่ 4.7  
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ตารางที่ 4.7 ความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบ 
 

สารทดสอบ ผลการยอยสลายสาร 

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

+ : ยอย  - : ไมยอย 
 
4.7.6  การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ 
  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ      

โมดิฟายด เบนเนท อการ และตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆคือ 4 10 37 และ 45 ซo ผลการ
เจริญแสดงดังตารางที่ 4.8  
 

ตารางที่ 4.8 ความสามารถเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
4 10 37 45 

การเจริญที่
อุณหภูมิตางๆ
ของ Ac9.1 - - + + 

  + : เจริญ  - : ไมเจริญ 
 
4.7.7 การตรวจสอบการเจริญที่พีเอชเทากับ 4.3 

  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ       
โมดิฟายด เบนเนท อการ ที่ปรับพีเอช เทากับ 4.3 ซึ่งเปนภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของ   
แอกติโนมัยซีต    พบวา Ac 9.1 สามารถเจริญที่ภาวะพีเอชเทากับ 4.3 ได 

 
 
 



 65

4.7.8 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 
  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล    
มีเดียม ที่เติมสารประกอบไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดย
เปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่ไมไดเติมสาร และชุด
ควบคุมบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อเบซอล มีเดียม ที่เติมแอสปาราจีน หรือโปรลีน ผลแสดงดัง   ตาราง 
4.9 

 
ตารางที่ 4.9 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  

 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารประกอบไนโตรเจน การเจริญของAc9.1 

L- อาจินีน - 
L- ฮีสทิดีน + 

L- เมทไธโอนีน + 
โพแทสเซียมไนเตรท + 

L- ฟนิลอะลานีน - 
L- ซีรีน - 

L- ธีโอนีน + 
L- วาลีน + 

+ : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากับชุดควบคุมบวก   
 -  : เจริญเทากับหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

 
4.7.9 การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 
  จากการนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ  Ac 9.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ ที่เติมสารประกอบคารบอนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลง
คารบอน โดยเปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ 
ที่ไมไดเติมสาร และชุดควบคุมบวกคือ อาหารเลี้ยงเชื้อคารบอน ยูทิไลเซชั่น อการที่ประกอบดวย
กลูโคส ผลแสดงดังตารางที่ 4.10 

 
 
 
 



 66

ตารางที่ 4.10 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  
 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารประกอบคารบอน การเจริญของAc9.1 
L- อะราบิโนส + 
เดกแทรนซ + 
D- ฟรุกโตส + 

D- กาแลคโตส + 
มีโซ-อินโนซิทอล - 

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

โซเดียมอะซิเตท - 
โซเดียมซิเตรท + 
โซเดียมมาโลเนท - 

+    : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากับชุดควบคุมบวก  
- : เจริญเทากับหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 
 

4.8 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 โดยวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่
ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
 

 จากการจําแนกสกุลของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ตามหลักการจําแนกอางอิงตาม 
Bergey ‘s Manual of Systematic Bacteriology Volume 4. (Williams et al.,1989) พบวาแอกติ
โนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 จัดอยูในสกุล Streptomyces หรือ สกุล Streptoverticillium และผลที่
ไดยังไมสามารถจําแนกสกุลและสปชีสที่แนชัดได เพื่อจําแนกสกุลและสปชีสของแอกติโนมัยซีต
สายพันธุ Ac 9.1 อยางชัดเจนจึงไดทําการตรวจหาลําดับเบสของดีเอ็นเอที่ประมวลรหัส 16S 
rRNA ของ แตเนื่องจากในกลุม Streptomycetes ชนิดตางๆ มีสวนลําดับเบสอนุรักษอยูมาก 
(conserved sequence) ดังนั้นจึงตองออกแบบไพรเมอร โดยครอบคลุมชวงที่มีความแตกตางกัน
มากสูงสุด (hypervariable region) ของลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ดังนั้นจึงออก
แบบไพรเมอรอางอิงขอมูลตาม Kataoka และคณะ (1997) จากนั้นจึงสงตัวอยางแอกติโนมัยซีต
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สายพันธุ Ac 9.1 ไปวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่ Asian Natural 
Environmental Science Center, the University of Tokyo ประเทศญี่ปุน  
 ผลการวิเคราะหหาลําดับเบสชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 แสดงดัง
รูปที่ 4.11  
 
     10         20         30         40         50         60 
5' GCGGCTGCTG GCACGTAGTT AGCCGGCGCT TCTTCTGCAG GTACCGTCAC TTTCGCTTCT 
           70         80         90        100        110        120 
   TCCCTGCTGA AAGAGGTTTA CAACCCGAAG CCGTCATCCC TCACGCGGCG TCGCTGCATC 
          130        140        150        160        170        180 
   AGGCTTTCGC CCATTGTGCA ATATTCCCCA CTGCTGCCTC CCGTAGAGTC TGGGCCGTGT 
          190        200        210        220        230        240 
   CTCAGTCCCA GTGTGGCCGG TCGCCCTCTC AGGCCGGCTA CCCGTCGTCG CCTTGGTAGG 
          250        260        270        280        290        300 
   CCATCACCCC ACCAACAAGC TGATAGGCCG CGGGCTCATC CTTGCACCGC CGGAGCTTTC 
          310        320        330        340        350        360 
   CACCACCAAC CATGCGGTCA GCGGTCGTAT CCGGTATTAG ACCCCGTTTC CAGGGCTTGT 
          370        380        390        400        410        420 
   CCCAGAGTGC AGGGCAGATT GCCCACGTGT TACTCACCCG TTCGCCACTA ATCCACCCCG 
          430        440        450        460        470        480 
   AAGGGCTTCA TCGTTCGACT TGCATGTGTT AAGCACGCCG CCAGCGTTCG TCCTGAGCCA 
          490          
   GGATCAAACT CTCCGTGA 3' 

 

รูปที่ 4.11  ลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
 
 จากนั้นนําลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 

Ac 9.1 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ที่บันทึกและรวบรวมไว
ใน GeneBank DNA database จากเว็บไซต http://www.ddbj.nig.ac.jp พบวา ลําดับเบสของ 
16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ 
Streptomyces griseocarneus โดยมีความเหมือน (% identity) เทากับ 98% ในตารางที่ 4.11 
แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยาเปรียบเทียบกับ Streptomyces griseocarneus 
NCIMB 40447 
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ตารางที่ 4.11  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
Ac9.1 เปรียบเทียบกับ Streptomyces griseocarneus NCIMB 40447 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และสรีรวิทยา Ac 9.1 

Streptomyces griseocarneus 
NCIMB 40447* 

สีของสายใยอาหาร เหลือง-น้ําตาล น้ําตาล 
สีของสายใยอากาศ เหลือง-น้ําตาล น้ําตาลออน หรือ ชมพู 

สีสปอร ขาว ขาว 
รูปรางสปอร ทรงกระบอก(cylindrical) ทรงกระบอก(cylindrical) 

ลักษณะผิวสปอร เรียบ เรียบ 
ลักษณะสายสปอร สายตรง สายตรง 
การสรางรงควัตถุ 

เมลานิน + - 

การสรางรงควัตถุ + - 
การรีดิวซไนเตรท + - 
การสรางกาซ H2S - - 
การยอยสลาย   

เจลาติน + + 
แปง + + 

การใชแหลงคารบอน   
ไซโลส + + 

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

D-กาแลคโตส + + 
ซูโครส + + 

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

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

   เมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลวทั้ง 4 ชนิด ตามวิธีในขอ 
3.10.3 ผลการทดลองในวันที่ 3, 5 และ 7 แสดงดังแผนภูมิรูปที่ 4.12, 4.13 และ 4.14 ตามลําดับ 
จากแผนภูมิในวันที่ 3, 5 และ 7 พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว SCB ในวันที่ 3, 5 และ 7 สามารถ
สรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง E.coli และ S. aureus ได แตเมื่อเลี้ยงในอาหาร MEB NB และ SSB ไม
สามารถยับยั้งได และในวันที่ 3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร NB เปนอาหารเพียงชนิดเดียวที่สามารถสราง
สารปฏิชีวนะยับยั้ง A. niger ได และการเลี้ยงในอาหารเหลวทั้ง 4 ชนิด ไมสามารถยับยั้ง             
P. aeruginosa ซึ่งเปนเชื้อทดสอบที่มีความไวนอยที่สุด ชี้ใหเห็นวาประสิทธิภาพการสรางสาร
ปฏิชีวนะในอาหารเหลวของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 นั้นลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการสราง
สารปฏิชีวนะในอาหารแข็งซึ่งสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทั้งหมด ทั้งนี้อาจเกิดจากสาเหตุ
หลายประการคือ การเลี้ยงในอาหารเหลวทําใหเกิดการแตกหักของเสนใย (fragmentation) ของ
เสนใยเปนผลใหเชื้อไมเขาสูระยะ stationary phase จึงไมมีการสรางสารปฏิชีวนะ (Shomura, et 
al., 1979 ; Pickup et al., 1993) หรืออาจมีการผลิตสารปฏิชีวนะในอาหารเหลวไดดีเชนเดียวกับ
ในอาหารแข็ง แตการทําลายสารปฏิชีวนะในอาหารเหลวเกิดขึ้นไดงายกวาบนอาหารแข็ง เชนการ
ทําลายสารโดย decomposing enzyme ซึ่งในอาหารเหลวโอกาสที่สารจะสัมผัสเอมไซมเปนไปได
มากกวา (Maruyama et al., 1975; Suhara et al., 1975)  

   จากผลการทดลองพบวาการเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร
เหลว SCB สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดถึง 5 ชนิด แตบริเวณยับยั้งยีสต
และรานอยกวาการเลี้ยงในอาหารเหลว MEB NB และ SSB จึงมีการปรับปรุงสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
SCB โดยการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน ความเขมขน 1% โดยปริมาตร
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อเพิ่มปริมาณสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 

 
 
 
 
 



 70

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12    แผนภูมิแสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  

       ในอาหารเหลว MEB NB และ SSB ในวันที่ 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.13    แผนภูมิแสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  

       ในอาหารเหลว MEB NB และ SSB ในวันที่ 5 

บริเวณยับยั้งเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 3 วัน
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รูปที่ 4.14    แผนภูมิแสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1  
       ในอาหารเหลว MEB NB และ SSB ในวันที่ 7 

 
4.9.2 ศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะและน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 

9.1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว SCB ที่มีการเติม สารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 
ความเขมขน 1% โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

             เมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลว SCB ที่เติมสารสกัด
จากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน ความเขมขน 1% โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อและ
วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบ ในวันที่ 3  5  และ 7 แสดง
ดังตารางที่ 4.12  4.13  และ 4.14 ตามลําดับ จากผลการทดลองพบวาการเติมสารสกัดจากยีสต 
1% ของอาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ในวันที่ 7 เกิดบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบมากที่สุด เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตไมสามารถ
ยับยั้ง P. aeruginosa  และ A. niger ได และจากการศกึษาน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีต
สายพันธุ Ac 9.1 พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร SCB ที่เติมสารสกัดจากยีสต ทําใหมีน้ําหนักเซลลแหง
มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการเติม  เปปโทน ซอยโทนเปปโทน และอาหาร SCB ที่ไมมีการเติม
สารอาหาร ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.15   

บริเวณยับยั้งเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 7 วัน
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ตารางที่ 4.12 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบในวันที่ 3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 1 % โดย
ปริมาตร 
 

บริเวณยับยั้งในวันที่ 3 (มม.) จุลินทรียทดสอบ
control* สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน

B. subtilis 11.20 c 13.30 a 11.20 c 12.33 b
S. aureus 11.43 b 13.10 a 0 c 0 c
E. coli  14.66 b 16.13 a 0 c 0 c
C. albicans 16.53 d 19.96 c 24.56 a 20.46 b
S. cereviseae 25.60 a 25.53 a 25.63 a 25.60 a
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา

เฉล่ีย ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05              
a = คาเฉลี่ยที่มากที่สุด  รองลงมาคือ b, c และ d ตามลําดับ 

                            * control อาหารเหลวโซเดียมเคซิเนต (SCB)  
 
 
ตารางที่ 4.13 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบในวันที่ 5 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 1 % โดย
ปริมาตร 
 

บริเวณยับยั้งในวันที่ 5 (มม.) จุลินทรียทดสอบ
control* สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน

B. subtilis 15.06 b 18.90 a 11.33 d 13.53 c
S. aureus 12.36 b 14.70 a 0 c 0 c
E. coli  13.50 b 14.33 a 0 c 0 c
C. albicans 11.86 d 18.33 c 21.63 a 19.43 b
S. cereviseae 17.63 d 23.43 a 22.53 b 22.40 c
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา

เฉล่ีย ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05              
a = คาเฉลี่ยที่มากที่สุด  รองลงมาคือ b, c และ d ตามลําดับ 

                            * control อาหารเหลวโซเดียมเคซิเนต (SCB)  
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ตารางที่ 4.14 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบในวันที่ 7 เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน 1 % โดย
ปริมาตร 
 

บริเวณยับยั้งในวันที่ 7 (มม.) จุลินทรียทดสอบ
control* สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน

B. subtilis 16.10 b 19.36 a 13.46 c 19.50 a
S. aureus 13.73 b 15.66 a 0 c 0 c
E. coli  14.66 b 15.46 a 0 c 0 c
C. albicans 18.60 d 24.90 a 22.60 b 22.06 b
S. cereviseae 0 d 24.23 a 20.26 b 19.50 c
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของคา

เฉล่ีย ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05              
a = คาเฉลี่ยที่มากที่สุด  รองลงมาคือ b, c และ d ตามลําดับ 

                            * control อาหารเหลวโซเดียมเคซิเนต (SCB)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15  แผนภูมิแสดงน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เมื่อเลี้ยงในอาหาร 

     ที่มีการเติม สารสกัดจากยีสต  เปปโทน และซอยโทนเปปโทน   
     control คืออาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร 
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  จากผลการทดลองพบวาการเติมสารสกัดจากยีสต 1% ของอาหารเลี้ยงเชื้อ SCB 
เปนผลใหการผลิตสารปฏิชีวนะและการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 สูงที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับการเติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทน รวมถึงตัวควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหาร 
ชี้ใหเห็นวาการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เมื่อเลี้ยงในอาหาร SCB ที่มี
การเติมสารสกัดจากยีสต 1% ไดดีที่สุด เนื่องจากเจริญไดมากที่สุดนั้นเอง ซึ่งสอดคลองก ับราย
งานของ Yang และคณะ (1996) มีรายงานวาถาปริมาณเซลลในระยะการเจริญสูง เชื้อจะสราง
สารปฏิชีวนะมากขึ้น  

  นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดจากยีสตประกอบดวยกรดอะมิโนเปนสวนมากคือ
ประมาณรอยละ 50 โดยมวล (Collee et al., 1989) ซึ่งจุลินทรียสามารถนําไปใชเปนแหลง
ไนโตรเจนในการผลิตสารปฏิชีวนะได Streptomycetes แตละชนิดมีความตองการไนโตรเจนเพื่อ
ใชในการผลิตสารปฏิชีวนะที่แตกตางกันไป เชนในการผลิต สารปฏิชีวนะ armentomycin โดย 
Streptomyces armentosus พบวาไลซีนเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด (He et al., 1995) สวน      
S. pristinaespiralis ใชกลูตาเมตและอลานีนเปนแหลงไนโตรเจนในการผลิต pristinamycin 
(Voelker และ Altaba, 2001) ดังนั้นเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่
เติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทน ไมเกิดบริเวณยับยั้งของ Staphylococcus aureus และ 
Escherichia coli ในวันที่ 3  5 และ 7 อาจมีสาเหตุมาจากเปปโทน และซอยโทนเปปโทนเปนสาร
อาหารที่ไมเหมาะสมตอการผลิตสารปฏิชีวนะโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 จึงเลือกอาหาร
เหลว SCB ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต 1 % ในการผลิตสารปฏิชีวนะใหมีปริมาณมากเพียงพอ
ในการวิเคราะหโครงสรางของสารปฏิชีวนะตอไป 
 
 
4.10 การผลิตสารปฏิชีวนะ 

 
จากการเลี้ยงแอกติโนมียซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่มีการเติม 1 % สารสกัด

จากยีสต เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง เขยาดวย rotary shaker 200 rpm ปริมาตร 30 ลิตร จาก
นั้นนําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย มาสกัดดวย เอทิลแอซิเตต และเมทานอล ตาม
วิธีขอ 3.12 น้ําหนักของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อทําการระเหยน้ําออกดวย rotary eveporater ที่
อุณหภูมิ 35 ซo จนมีลักษณะเปนของเหลวหนืดคือ 255.73 กรัม และน้ําหนักของเสนใยเปยกคือ 
612.61 กรัมน้ําหนักของสารสกัด และเปอรเซ็นของน้ําหนักสารสกัดตอน้ําหนักอาหารเลี้ยงเชื้อและ
เสนใยเปยกแสดงดังตาราง ที่ 4.15  
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ตารางที่ 4.15 น้ําหนักของสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย 
 

น้ําหนักของสารสกัดดวยตัวทําละลาย (กรัม) 
อาหารเลี้ยงเชื้อ เสนใย 

MeOH EtOAc MeOH EtOAc 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
30 ลิตร 

(255.73) 
64.98 5.46 12.14 1.28 

เปอรเซ็นต(w/w) *25.41 *2.14 #1.98 #0.21 
หมายเหต ุ  * เปอรเซ็นตของน้ําหนักสารสกัดจากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อตอน้ําหนักของเหลวหนืดของอาหาร 

      เล้ียงเชื้อ (255.73 ก.)     
    # เปอรเซ็นตของน้ําหนักสารสกัดจากสวนของเสนใยตอน้ําหนักของเสนใยเปยก (612.61 ก.) 
 
4.10.1 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบของสารสกัด 

  เมื่อนําสารสกัดทั้ง 4 ชนิดคือ สารสกัดเมทานอลจากอาหารเลี้ยงเชื้อ สารสกัดเอ
ทิลแอซิ-เตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ สารสกัดเมทานอลจากเสนใย และสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากเสน
ใย มาทดสอบโดยวิธี disk diffusion กับจุลินทรียทดสอบคือ P. aeruginosa, B. subtilis, E. coli,         
S. aureus, C.  albicans, S. cerevisiae และ A. niger ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.16 จาก
ผลการทดลองพบวาสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดทั้งหมดที่ความเขมขน 10 มก./ ดสิต 8 มม และเกิดบริเวณยับยั้ง B. subtilis ที่ความเขมขน 1 
มก./ ดิสต 8 มม สวนสารสกัดจากเสนใยดวยเมทานอลเกิดบริเวณยับยั้งยีสตที่ความเขมขน 1 และ 
10 มก./ ดิสต 8 มม และเกิดบริเวณยับยั้งกับแบคทีเรียแกรมบวกที่ความเขมขน 10 มก./ ดิสต 8 
มม  และสารสกัดจากสวนของเสนใยดวยเอทิลแอซิเตตเกิดบริเวณยับยั้งกับแบคทีเรียแกรมบวกที่
ความเขมขน 10 มก/ ดิสต 8 มม จึงเลือกสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการแยก
สารปฏิชีวนะเนื่องจากสามารถเกิดบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด 

  ผลจากการนําสกัดสารปฏิชีวนะจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใย
ดวย     เมทานอลและเอทิลแอซิเตตมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ ชี้ใหเห็นวาสารปฏิชีวนะที่สราง
โดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 แบงได 2 สวนคือ สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งแบคทีเรีย ซึ่งพบมาก
ในสวนสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ และสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งรา พบมากในสวนสาร
สกัดเมทานอลจากสวนของเสนใย เนื่องจากสารสกัดเอทิลแอซิ-เตตจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เปนสวนเดียวที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และสารสกัดเมทานอล
จากสวนของเสนใยสามารถยับยั้ง S. cerevisiae และ C. albicans ไดที่ความเขมขน 1 มก./ดิสต 



 76

8 มม. ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Soliveri และคณะ (1987) พบวา Streptoverticillium sp 
43/16 จากดินในสเปน ผลิตสารปฎิชีวนะ pentaene และ heptaene macrolide คือ PA-5 และ 
PA-7 ตามลําดับ ซึ่งพบในสวนของเสนใยที่สกัดดวยเมทานอลสามารถยับยั้ง C. albicans,          
S. cerevisiae  และ Cladosporium cucumerinum เปนตน  
 

ตารางที่ 4.16  บริเวณยับยั้งของจุลินทรียทดสอบ ของสารสกัดที่ความเขมขน 1 
มิลลิกรัม และ         10 มิลลิกรัมตอดิสต 8 มิลลิเมตร 

 
บริเวณยับย้ัง (inhibition zone) (มม.) ของจุลินทรียทดสอบ 

สารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ สารสกัดจากเสนใย 
MeOH EtOAc MeOH EtOAc 

  
จุลินทรียทดสอบ 

 1 มก 10 มก. 1 มก 10 มก. 1 มก 10 มก. 1 มก 10 มก.
B. subtilis - - 9.8 25.3 - 9.8 - 18.1 
S. aureus - - - 23.7 - 10.1 - 17.0 
E. coli - - - 20.4 - - - - 
P. aeruginosa - - - 13.4 - - - - 
C. albicans - - - 10.4 13.6 16.8 - - 
S. cerevisiae - - - 22.7 21.1 26.0 - - 
A. niger - - - * - * - - 
 หมายเหต ุ * เกิดบริเวณยับยั้งไมชัดเจน  -  ไมยับย้ัง 
 
 
4.11 การแยกและทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์ 

4.11.1 วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 นําสารสกัดเอทิลแอซิเตต จากอาหารเลี้ยงเชื้อ 5.4635 กรัม มาแยกสารปฏิชีวนะ
โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ ตามวิธีขอ 3.13.2 ผลจากวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ สามารถรวม
สารไดทั้งหมด 23 สวน แสดงดังตารางที่ 4.17 หลังจากนั้นนําแตละสวนที่ไดไปทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ดวยวิธ ี disk diffusion ที่ความเขมขน 1 มก./ดิสต 8 มม. ผลการทดลอง
แสดงดังตารางที่ 4.18 
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ตารางที่ 4.17 การแยกสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 
รหัส ตัวทําละลาย (อัตราสวนโดยปริมาตร) ลําดับสวนที่ น้ําหนักสาร (มิลลิกรัม) 

 
F1 

CHCl3 : MeOH 
100 : 0 

 
1 - 11 

 
68.8 

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

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

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

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

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

หมายเหต ุ สวนที่ไมเกิดการยับย้ังกับเชื้อทดสอบทุกชนิดไมไดแสดงผลในตาราง 
   ความเขมขน 1 มก./ ดิสต 8 มม.  ND = ไมไดทําการทดสอบ 
 
   จากการแยกสารปฏิชีวนะจากสารสกัดเอทิลแอซิเตต โดยวิธีคอลัมนโครมาโท- 
กราฟ พบวาสวนที่ 35-38(F6) ซึ่งถูกชะดวยตัวทําละลายผสมระหวางคลอโรฟอรมกับเมทานอล
อัตราสวน 98:2 และ 95:5 มีลักษณะเปนผลึกสีขาวในน้ํามันสีเหลือง จึงนํามาทําใหบริสุทธิ์โดย
การตกผลึกอีกครั้งเพื่อแยกสวนของน้ํามันออก โดยละลายในสารละลายผสมระหวางเฮกเซนและ
คลอโรฟอรม ตั้งทิ้งไวใหตกผลึก กรองแยกสวนที่เปนผลึกออกจากน้ํามัน ไดสารบริสุทธิ์คือสาร 1 
จากนั้นจึงทําการวิเคระหโครงสรางโดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกปตอไป 
 

4.11.2 ผลการวิเคราะหหาสูตรโครงสรางของสาร 1 
 

  สาร 1 ไดจากการตกผลึกจากสวนที่ 35-38(F6) ดังตารางที่ 4.17 มีลักษณะเปน
ผลึกสีขาวหนัก 69 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 133–135 ซo ละลายไดดีในเมทานอล อะซีโตน 
ละลายไดนอยในคลอโรฟอรม  

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

แถบการดูดกลืนแสง(ซม.-1) ความเขม แสดงลักษณะ 
3334 สูง OH ส่ันแบบยืดของหมูไฮดรอกซิล 
2933 ต่ํา C-H ส่ันแบบงออยางสมมาตรของหมู CH2 

1633 สูง C=O ส่ันแบบยืดของหมูคารบอนิล 
1594 ปานกลาง N-H ส่ันแบบงออยางสมมาตร 
1454 ปานกลาง C=C ส่ันแบบยืดของหมูอะโรมาติก 
808 ปานกลาง C-H ส่ันแบบงออยางออกนอกระนาบของหมูอะโรมาติก 

 
  โปรตอนเอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 (CD3OD) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 2) ปรากฏ

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

  คารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัม (CD3OD) ปรากฏสัญญาณของคารบอนที่คา 
chemical shift (δ) : 171.83 (s, -COCH3), 155.54 (s, C-4/), 129.83 (s, C-1/), 129.31 (s, C-2/, 
C-6/), 114.83 (s, C-3/, C-5/), 41.03 (t, C-1), 34.26 (t, C-2), 21.12 (q, -COCH3) (ภาคผนวก ฉ 
รูปที่ 3) และจาก DEPT 13C NMR (CD3OD) (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 4) ทําใหทราบวามีหมู CH3 1 หมู 
คือคาที่ chemical shift (δ) 21.12 ppm มีหมู CH2  2 หมู คือที่ 34.26 และ 41.03 ppm มีหมู  CH 
2 หมู คือที่ 114.83 และ 129.39 ppm มีควอเทอรแนรีคารบอน 3 อะตอม คือที่ 129.83, 155.54 
และ 171.83 ppm แสดงดังตารางที่ 4.20 

  นําสาร 1 มาทําการวิเคราะหดวยเครื่องแมสสเปกโตรมิเตอร เพื่อดูไอออนเชิง
โมเลกุลและการแตกตัวของสารประกอบ ไดแมสสเปกตรัมดังรูป (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 5) ซึ่งจะเห็น
วาพบไอออนเชิงโมเลกุลที่ m/z เทากับ 180[M+H]+(55), 121(20), 120[M - NH2COCH3]+(100), 
108(10), 107[M – CH2]+(37), 91(9), 78(8) และ 77[C6H5]+(22)  ดังนั้นสูตรโมเลกุลคือ 
C10H13NO2 (จากการคํานวณได C 67.04%, H 7.26% , N 7.82%) นํามาหาจํานวนวงและพันธะคู 
(DBE) ไดเทากับ 5 
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  ขอมูลจาก 2D-NMR (ตารางที่ 4.20) ; HMBC correlation (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 6) 
HSQC correlation (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 7)   และ COSY correlation (ภาคผนวก ฉ รูปที่ 8) นํามา
ใชในการวิเคราะหโครงสรางสาร 1  

 
ตารางที่ 4.20  HMQC, HMBC และ COSY สเปกตรัมของสาร 1 
 
ตําแหนง δC δH HMBC COSY 

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

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

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

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

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

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

 
  จากการสืบคนขอมูลทางวิทยาศาสตรโดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกปทั้งหมดที่

กลาวมาพบวา แสดงขอมูลโปรตอนและคารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัม เหมือนกับสาร          
N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl-acetamide] หรือ N-acetyltyramine (Garcez et al., 2000) 
แสดงดังตารางที่ 4.21 และ 4.22 ตามลําดับ  
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ตารางที่ 4.21    โปรตอนเอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 เปรียบเทียบกับสาร N-acetyltyramine  
 

คา chemical shift (ppm) coupling constant (Hz) ตําแหนงโปรตอน 
สาร 1 N-acetyltyramine 

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

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

-COCH3 1.93 (s) 1.89 (s) 

หมายเหต ุ สาร 1 ใชตัวทําละลายคือ CD3OD และ N-acetyltyramine .ใชตัวทําละลาย acetone-d6 

 
ตารางที่ 4.22 คารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 เปรียบเทียบกับสาร      

N-acetyltyramine  

 
คา chemical shift(ppm) ตําแหนงคารบอน 

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

-COCH3 171.83 173.3 
-COCH3 21.12 22.2 

หมายเหต ุ สาร 1 ใชตัวทําละลายคือ CD3OD และ N-acetyltyramine .ใชตัวทําละลาย acetone-d6 
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  ข อ มู ล จ า ก ต า ร า ง ที่  4.21 แ ล ะ  4.22 ชี้ ใ ห เห็ น ว า ส า ร  1 คื อ  N-[2-(4-
hydroxyphenyl)ethyl-acetamide] หรือ  N-acetyltyramine และจากรายงานของ  Marchand 
และคณะ (1969) พบวา N-acetyltyramine มีจุดหลอมเหลว 134-135 ซo ซึ่งสอดคลองกับจุด
หลอมเหลวของสาร 1 คือ 133-135 ซo โครงสรางของสาร 1 แสดงดังรูปที่ 4.16 และรูปที่ 4.17 
แสดงความสัมพันธของ H กับ C จากขอมูล HMBC  

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.16 โครงสรางสาร 1 หรือสาร N-acetyltyramine 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.17 ความสัมพันธของ H กับ C จากขอมูล HMBC ของสาร 1 
 

   นอกจากนี้ Garcez และคณะ (2000) มีรายงานวา N-acetyltyramine เปน phytoalexin 
ที่สะสมอยูในเมล็ดถั่วเหลือง (Glycine max, L.) ที่ตานทานตอโรค frog-eye leaf spot และโรค 
stem canker และเมื่อทดสอบความเปนพิษตอรา (fungitoxic) โดยวิธี bioautography กับ 
Cladosporium sphaeropermum พบวา N–Acetyltyamine มี fungitoxic activity ดังนั้นจึงนํา 
N–Acetyltyamine ที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาทดสอบกับรากอโรคพืช 3 ชนิด
คือ Fusarium proliferatium, Phytophthora perasitica และ Pythium aphanidermatum ดวย
วิธี agar well method (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) ที่ความเขมขน 500, 200, 100, 50 และ 10      
µg/ml โดยใช cycloheximide เปนตัวควบคุมบวก และตัวควบคุมลบคือน้ํากลั่นฆาเชื้อ ซึ่งใชเปน
ตัวทําละลายของ N–Acetyltyamine และ cycloheximide  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.23 
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O
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ตารางที่ 4.23  บริเวณยับยั้งของรากอโรคพืช 3 ชนิด 
 

บริเวณยับยั้ง (inhibiton zone)(มม.) ของรากอโรคพืช 
N–Acetyltyamine cycloheximide 

ความเขมขน    
(µg/ml) 

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

หมายเหต ุ –  ไมยับยั้ง               F = Fusarium proliferatium     
Phy = Phytophthora perasitica       Py = Pythium aphanidermatum 
 

  จากตารางที่ 4.23 พบวา N–Acetyltyamine เกิดบริเวณยับยั้ง                         
P. aphanidermatum ที่ความเขมขน 500 µg/ml แตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราโรคพืชทั้ง 3 
ชนิดไดนอยกวา cycloheximide  
 

4.11.3  การแยกสารปฏิชีวนะจากสวน F8 

  สวน F8 ไดจากการทําใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนโครมาโทกราฟของสารสกัดเอทิลแอ-
ซิเตต (ตารางที่ 4.17) มีน้ําหนัก 353 มิลลิกรัม จากตารางที่ 4.18 เมื่อนําสวน F8 มาทดสอบการ
ออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 4 ชนิด พบวาสามารถยับยั้ง S. aureus เกิดบริเวณยับยั้งกวาง
กวาทุกสวน จึงนําสวนนี้มาทําใหบริสุทธิ์ โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ ตามวิธีขอ 3.13.3 ตรวจ
สอบแตละสวนแยกดวยวิธีทินเลเยอรโครมาโทกราฟฟ สามารถรวมสารไดทั้งหมด 15 สวน จากนั้น
นําแตละสวนมาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง B. subtilis และ S. aureus ที่ความเขมขน 1 
มก/ดิสต 8 มม. ผลการทดลองดังตาราง ที่ 4.24  

  จากตารางที่ 4.24 สวน F8/8 มีน้ําหนัก 42.2 มิลลิกรัม เกิดบริเวณยับยั้งของ B. 
subtilis และ S. aureus เทากับ 20.4 มม. และ 25.7 มม. ตามลําดับ ซึ่งมากกวาทุกสวน จึงนํา
สวน F8/8 มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC (PTLC) โดยใชแผน TLC silica gel 60 F254 
ชะดวยสารละลายผสมระหวางเมทานอลกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 15:85 สามารถแยกสารที่มี
คา Rf ตางกันทั้งหมด 7 สวน แสดงผลดัง ตารางที่ 4.25 และเมื่อนําสวน F8/8-3 F8/8-4 และ  
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F8/8-5 (ไมไดแสดงขอมูล) มาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี PTLC พบวาไมสามารถแยกสารบริสุทธิ์ได ซึ่ง
อาจเกิดจากความไมเสถียรของสารปฏิชีวนะ ทําใหเกิดการสลายตัวในระหวางขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์ 
 

ตารางที่ 4.24  การแยกสารปฏิชีวนะจากสวน F8 โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและบริเวณ
ยับยั้งของ B. subtilis และ S. aureus 

รหัส ตัวทําละลาย (อัตรา
สวนโดยปริมาตร) 

ลําดับสวนที่ 
น้ําหนักสาร 
(มิลลิกรัม) 

บริเวณยับยั้ง 
B.subtilis (มม) 

บริเวณยับยั้ง    
S.aureus  (มม)

 
F8/1 

Hexane : CHCl3 
50 : 50 

 
1 - 27 

 
8.5 

 
- 

 
- 

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

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

 
F8/15 

CHCl3 : MeOH 
50 : 50 

 
246 - 279 

 
38.2 

 
- 

 
- 
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ตารางที่ 4.25  การแยกสารประกอบสวน F8/8 ใหบริสุทธิ์โดย เทคนิค Preparative TLC 

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

 

4.11.4 การแยกสารปฏิชีวนะจากสวน F4 

  จากตารางที่ 4.18 พบวาสวน F4 สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดทุกชนิด สาร
ประกอบในสวนนี้มีลักษณะเปนผลึกบาง สีขาวใส รูปเข็ม ปนอยูกับสารคลายน้ํามันสีเหลือง จึงทํา
การตกผลึกในขั้นตนเพื่อแยกสวนที่เปนน้ํามันออกไป แตยังไมไดผลึกบริสุทธิ์มีน้ําหนัก 31.1 
มิลลิกรัม จึงทําใหบริสุทธิ์โดยเทคนิค Preparative TLC ตามวิธีขอ 3.13.5 โดยใชระบบตัวทํา
ละลาย เฮกเซนและคลอโรฟอรมในอัตราสวน 15 : 85 สามารถแยกสารไดทั้งหมด 9 สวน แสดงผล
ดังตารางที่ 4.26 

 
ตารางที่ 4.26  การแยกสารประกอบสวน F4 ใหบริสุทธิ์โดย เทคนิค Preparative TLC 

รหัส Rf น้ําหนัก (มก) 
F4/1 0 2.9 
F4/2 0.07 4.6 
F4/3 0.16 1.5 
F4/4 0.35 6.9 
F4/5 0.52 9.1 
F4/6 0.53 3.1 
F4/7 0.56 1.7 
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จากตารางที่ 4.26 จึงนําสารแตละสวนมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบคือ  
B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa และ E. coli ดวยวิธี bioautography method (ภาคผนวก 
ข หมายเลข 4) พบวาสวน F4/5 สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด จึงนําสวน F4/5 มาทํา
ใหบริสุทธิ์โดยเทคนิค Preparative TLC โดยใชระบบตัวทําละลายเดิมคือ เฮกเซนและ
คลอโรฟอรมในอัตราสวน 15 : 85 สามารถแยกสารไดทั้งหมด 3 สวน แสดงดังตารางที่ 4.27 
 

ตารางที่ 4.27  การแยกสารประกอบสวน F4/5 ใหบริสุทธิ์โดย เทคนคิ Preparative TLC 
 

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

 
  จากตารางที่ 4.27 ชี้ใหเห็นวาสารประกอบในสวน F4/5 มีการสลายตัว เนื่องจาก

พบสวน F4/5-1 ที่คา Rf = 0.086 ดังนั้นการที่ไมสามารถแยกสารบริสุทธิ์จากสวน F4/5 ได อาจ
เกิดจากความไมเสถียรของสารปฏิชีวนะ ทําใหเกิดการสลายตัวในระหวางขั้นตอนการทําให
บริสุทธิ์ 

  อนึ่งงานวิจัยนี้นับเปนรายงานการศึกษาครั้งแรกของ Streptomyces 
griseocarneus ในการสรางสาร N – acetyltyramine และนําสารบริสุทธิ์มาทดสอบกับรากอโรค
พืช ดังนั้นขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้สามารถใชเปนขอมูลและแนวทางในการศึกษาของ 
Streptomyces griseocarneus เพื่อใชในการควบคุมราโรคพืชตอไป 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคที่จะคัดเลือกแอกติโนมัยซีต ที่สามารถสรางสารปฎิชีวนะยับยั้ง        
จุลินทรียทดสอบ จัดจําแนกกลุมและชนิดของแอคติโนมัยซีต โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
สรีรวิทยา และ ลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตที่คัดเลือก ผลิตและ
สกัดแยกสารปฏิชีวนะ และวิเคราะหสูตรโครงสรางของสารปฏิชีวนะที่สรางขึ้น 
 จากการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดินรังปลวกจํานวน 15 ตัวอยางจาก 6 จงัหวัด คือ 
สระแกว ชัยนาท ตาก จันทบุรี ปตตานี และแมฮองสอน สามารถแยกแอกติโนมัยซีตได 79 สาย
พันธุ เมื่อนําแอกติโนมัยซีตที่แยกไดมาทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวย
วิธี Agar cross streak สามารถจัดกลุมการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีตไดเปน 4 
กลุมคือ ยับยั้งราและแบคทีเรีย 34.18% ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว 37.97% ยับยั้งราอยางเดียว 
6.33% และไมยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 21.52% นอกจากนี้ยังพบวาแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
เปนสายพันธุเดียวที่สรางสารปฏิชีวนะแบบ broad spectrum คือสามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรีย 
ยีสต และราได จึงนําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาผลิตสารปฏิชีวนะตอไป  
 ในการจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 โดยศึกษาจากสวนประกอบ
ของผนังเซลลโดยวิธีโครมาโทกราฟ พบวาแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มีผนังเซลลแบบที่ I คือ
ประกอบดวย diaminopimelic acid (DAP) ไอโซเมอรชนิด L นอกจากนี้ในการจัดจําแนกไดใชขอ
มูลจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยา และความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิ และ       
พีเอชตางๆ สรุปดังตารางที่ 5. 1 
 แตลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยายังไมสามารถจําแนกถึงสปชีสได ดังนั้นจึงใข
ขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยงานวิจัยนี้ออกแบบไพรเมอรโดย
อางอิงขอมูลจาก Kataoka และคณะ (1997) จากนั้นจึงสงตัวอยางและไพรเมอรไปวิเคราะหลําดับ
เบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่ Asian Natural Environmental Science Center, the 
University of Tokyo ประเทศญี่ปุน และเมื่อนําลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 
ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S 
rRNA ที่บันทึกและรวบรวมไวใน GeneBank DNA database จากเว็บไซต 
http://www.ddbj.nig.ac.jp พบวา ลําดับเบสของ16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ Streptomyces griseocarneus โดยมีความเหมือน            
(% identity) เทากับ 98% เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยากับ 



 88

Streptomyces griseocarneus NCIMB 40447 (Soliveri et al, 1987) พบวามีลักษณะใกลเคียง
กัน 
 
ตารางที่ 5.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยา ความสามารถของการเจริญที่

อุณหภูมิและพีเอช ของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 
 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา แอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 

สีของสายใยอาหาร เหลือง-น้ําตาล 
สีสปอร ขาว 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก 
ลักษณะผิวสปอร เรียบ 
ลักษณะสายสปอร เสนตรง แตกออกเปนชอ 

การสรางรงควัตถุเมลานิน สราง 
การสรางรงควัตถุ สราง(สีน้ําตาล) 
การรีดิวซไนเตรท + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - 
การยอยสลาย  

อะดีนีน - 
ไทโรซีน + 
ไซแลน + 
แซนทีน + 
เคซีน + 
เจลาติน + 
แปง + 

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

การเจริญที่พีเอชเทากับ 4.3 + 
+ : ผลทดสอบบวก      - : ผลทดสอบลบ 
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การผลิตสารปฏิชีวนะโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหารเหลวทั้ง 4 ชนิดคือ 
Nutrient broth (NB), Malt extract broth (MEB), Soluble starch broth (SSB) และ Sodium 
casinate broth (SCB) ในวันที่ 3 5 และ 7 แสดงดังรูปที่ 4.12, 4.13 และ 4.14 ตามลําดับ จากผล
การทดลองพบวาการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการสราง
สารปฏิชีวนะในอาหารแข็ง  

การผลิตสารปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อ SCB สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดมากชนิดกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ NB MEB และ SSB  แตเมื่อเลี้ยงในอาหาร SCB การสราง
สารปฏิชีวนะยับยั้ง Candida albicans  ซึ่งเปนจุลินทรียกอโรคที่สําคัญในทางการแพทย นั้นนอย
กวา เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว NB MEB และ SSB ดังนั้นเพื่อเพิ่มการผลิตสารปฏิชีวนะในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ SCB จึงการเติมสารอาหารบางอยางในอาหารเลี้ยงเชื้อคือ สารสกัดจากยีสต เปปโทน 
และซอยโทนเปปโทน 1% ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาการเติมสารสกัดจากยีสต 1% ในวัน
ที่ 7 สามารถเพิ่มการผลิตสารปฏิชีวนะมากกวาการเติมเปปโทน และซอยโทนเปปโทนอยางมี     
นัยสําคัญ   

เมื่อศึกษาการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 เมื่อเลี้ยงดวยอาหาร SCB ที่มี
การเตมิสารสกัดจากยีสต ซอยโทนเปปโทน และเปปโทน 1%ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย
ศึกษาจากน้ําหนักเซลลแหง พบวาเมื่อเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่เติม
สารสกัดจากยีสต 1% มีน้ําหนักเซลลแหงมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ Ac 9.1 ในอาหาร SCB ที่เติมซอยโทนเปปโทน และเปปโทน รวมถึงตัวควบคุมที่ไมมีการเติม
สารอาหาร  

จากการสกัดสารปฏิชีวนะจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อและสวนของเสนใยดวยเมทานอล
และเอทิลแอซิเตตจากนั้นนําสารสกัดมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ ชี้ใหเห็นวาสารปฏิชีวนะที่
สรางโดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1แบงได 2 สวนคือสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งแบคทีเรีย 
(antibacterial) ซึ่งพบมากในสวนสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อ และสารปฏิชีวนะที่
ยับยั้งรา (antifungal) พบมากในสวนสารสกัดเมทานอลจากสวนของเสนใย เนื่องจากสารสกัดเอ
ทิลแอซิเตตจากสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปนสวนเดียวที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบทั้งแกรม
บวกและแกรมลบ และสารสกัดเมทานอลจากสวนของเสนใยสามารถยับยั้ง Saccharomyces 
cerevisiae และ Candida albicans ไดที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอดิสต 8 มิลลิเมตร  

เนื่องจากสารสกัดเอทิลแอซิเตตจากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบได
ทุกชนิดที่ 10 มก/ดิสต 8 มิลลิเมตร จึงนําสารสกัดสวนนี้มาแยกและทําใหสารปฏิชีวนะบริสุทธิ์โดย
วิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและวิธีทินเลเยอรโครมาโทรกราฟ สามารถแยกสารบริสุทธิ์ได 1 ชนิดคือ
สาร 1 จากนั้นนําสาร 1 ที่บริสุทธิ์มาวิเคราะหสูตรโครงสรางโดยวิธีทางสเปกโทรสโกป  
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จากการสืบคนขอมูลทางวิทยาศาสตรโดยใชขอมูลทางสเปกโทรสโกป แสดงขอมูล
โปรตอนและคารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตรัม เหมือนกับสาร N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl- 
acetamide] หรือ N-acetyltyramine (Garcez et al., 2000) โครงสรางของสาร 1 แสดงดังรูปที่ 
5.1  

 

 

 

 

รูปที่ 5.1   โครงสรางสาร 1 หรือสาร N-acetyltyramine 
 

เมื่อนําสาร 1 ไปทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ พบวาสาร 1 ไมสามารถยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบได และจากรายงานของ Garcez และคณะ(2000) พบวา N – Acetyltyamine เปน 
phytoalexin ที่สรางขึ้นโดยตนถั่วเหลืองที่ตานทานตอโรค Frog-eye leaf spot และ Stem canker  
และเมื่อทดสอบความเปนพิษตอรา (fungitoxic) โดยวิธี bioautography กับ Cladosporium 
sphaeropermum พบวา N – Acetyltyamine มี fungitoxic activity ดังนั้นจึงนํา N – 
Acetyltyamine ที่ผลิตโดยแอกตโินมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 มาทดสอบกับรากอโรคพืช 3 ชนิดคือ 
Fusarium proliferatium, Phytophthora perasitica และ Pythium aphanidermatum พบวา
สามารถยับยั้ง P. aphanidermatum ไดที่ความเขมขน 500 µg/ml แตมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
รากอโรคพืชทั้ง 3 ชนิดนอยกวา cycloheximide  

ถึงแมวาการวิเคราะหโครงสรางของสารปฏิชีวนะจะไมสามารถทําได เนื่องจากความไม
เสถียรของสารปฏิชีวนะ แตจากการทําสารใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและวิธีทินเล
เยอรโครมาโทกราฟ สามารถบอกถึงสวนที่คาดวาจะมีสารปฏิชีวนะที่ยับยั้งแบคทีเรียไดคือสวนที่ 
F4 และ F8 งานวิจัยนี้ไดบรรลุจุดประสงคคือสามารถแยกแอกติโนมัยซีตที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบได จําแนกแอกติโนมัยซีตที่สรางสารปฏิชีวนะ ผลิตและสกัดสารปฏิชีวนะ และวิเคราะห
โครงสรางสารบริสุทธิ์ที่แยกได  
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ขอเสนอแนะในการวิจัย 

1. แอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากดินรังปลวก เปนที่นาสนใจในการศึกษาการสรางเอนไซมไคติเนส 
เนื่องจากจุลินทรียที่สามารถยอยสลายไคตินไดสามารถนํามาใชประโยชนในดานการควบคุม
สัตวหรือจุลินทรียกอโรคที่มีไคตินเปนองคประกอบในเซลล เชน รากอโรคพืช ไสเดือนฝอยซึ่ง
เปลือกไขประกอบดวยไคติน 

2. จุลินทรียที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะนั้นเปนปญหาในดานการแพทยเปนอยางมาก จึงนาสนใจ
ที่นําจุลินทรียที่ตานทานตอสารปฏิชวีนะมาใชเปนจุลินทรียทดสอบดวยเชน Staphylococcus 
ที่ตานทานตอยา methicillin รวมถึงจุลินทรียที่กอใหเกิดปญหาในอุตสาหกรรมอาหาร เชน 
Escherichia coli 0157:H7 

3. ในการผลิตสารปฏิชีวนะยังมีปจจัยอีกหลายประการเพื่อเพิ่มปริมาณของสารปฏิชีวนะ เชน 
แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ การใหอากาศ คาความเปนกรดดาง เปนตน ดังนั้น
จึงควรมีการศึกษาถึงปจจัยที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะเพื่อใหมีปริมาณมากพอใน
การวิเคราะหสูตรโครงสรางอีกดวย  

4. ควรทดสอบความคงตัวของสารปฏิชีวนะกอนการทําใหบริสุทธิ์ เนื่องจากเปนการปองกันการ
สลายตัวของสารปฏิชีวนะในระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ 

5. เทคนิคการทําสารปฏิชีวนะใหบริสุทธิ์ อาจมีการใชวิธีอ่ืนๆเชน HPLC เพื่อใหเหมาะสมกับชนิด
และปริมาณสารปฏิชีวนะ 

6. ในสวนสารสกัดเมทานอลจากสวนของเสนใย จากผลการทดลองพบวามีสารปฏิชีวนะที่ยับยั้ง
รา ดังนั้นจึงควรนํามาทําใหบริสุทธิ์เพื่อวิเคราะหสูตรโครงสรางของสารปฏิชีวนะตอไป 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. โซเดียม เคซิเนต อการ (Sodium caseinate agar)  

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

ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
เติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรอง
ขนาด 0.45 µm และเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 50 ซo 
 
2. โซเดียม เคซิเนต บรอท (Sodium caseinate broth)  

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

ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
3. นิวเทรียนท อการ (Nutrient agar)   
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)    3    กรัม 
 แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)   5    กรัม 
 วุนผง       18    กรัม 

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

 
5. มอลล  เอกซแทรก อการ (Malt extract agar)  

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

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
6. มอลล  เอกซแทรก บรอท  (Malt extract broth)  

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

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
7. ยีสต เอกซแทรก เดกซโตส  (Yeast extract dextrose medium)  

สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   10.0  กรัม  
เดกซโตรส (Dextrose)     10.0 กรัม  
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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8.  ISP1 ทริปโตน ยีสต เอกซแทรก อการ (Trypton yeast extract agar) 
 ทริปโตน (Trypton)     5.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   3.0 กรัม   

วุนผง       18.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
9. ISP 2 ยีสต มอลล เอกซแทรก อการ  (Yeast malt extract agar) 
 สารสกัดจากมอลล (Malt extract)   10.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   4.0 กรัม 
 กลูโคส       4.0  กรัม 
 วุนผง       18.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
10.  ISP 3 โอต มีล อการ (Oat meal agar ) 

ขาวโอต (Oat meal)      20.0  กรัม 
*สารละลายเทรช ซอลล (Trace salts solution)   1.0  มิลลิลิตร 
วุนผง       18.0  กรัม 
น้ํากลั่น       1,000   มิลลิลิตร 

ตมขาวโอตในน้ํากลั่น ประมาณ 20 นาที นํามากรองผานผาขาวบาง เติมน้ํากลั่นลงไปในอาหารจน
ครบ 1,000 มิลลิลิตร เติม Trace salts solution ปรับพีเอช เทากับ 7.0 นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและ
ความดันมาตรฐาน   
* ภาคผนวก ก. หมายเลข 14 
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11. ISP 4 อินออแกนิก ซอลล สตารช (Inorganic salts starch agar) 
 แปง (Soluble starch)     10  กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)                     1.0  กรัม   

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     1.0 กรัม 
 แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)    2.0 กรัม 
 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)    2.0 กรัม 
 *สารละลาย เทรช ซอลล (Trace salt solution)  1.0  มิลลิลิตร 
 วุนผง       20.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.2 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

* ภาคผนวก ก. หมายเลข 14 
 

12. ISP 5 กลีเซอรอล แอสปาราจีน อการ (Glycerol asparagine agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)     10.0 กรัม 
 แอล แอสปาราจีน (L- asparagine)   1.0 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)  1.0 กรัม 
 *สารละลาย เทรช ซอลล (Trace salt solution)  1.0  มิลลิลิตร 
 วุนผง       20.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 ซo และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 

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

สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   1.0 กรัม 
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 วุนผง       18.0  กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
14. สารละลายเทรช ซอลล (Trace salts solution) 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด (Mncl2)    0.1 กรัม 
 ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อแลว
ที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส 

 
15. ไทโรซีน อการ (Tyrosine agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)     15 กรัม 
 แอล-ไทโรซีน (L- tyrosine)    0.5 กรัม 
 แอล-แอสปาราจีน (L- asparagine)   1.0 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.1 กรัม 
 วุนผง       20.0 กรัม 
 *สารละลาย เทรช ซอลล (Trace salt solution)  1.0  มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเปน 7.2 – 7.4 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 10 นาที และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 

* ภาคผนวก ก. หมายเลข 14 
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16. ไนเตรท อการ (Nitrate agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)    3.0 กรัม 
 แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)   5.0 กรัม 
 โปแทสเซียมไนเตรท (KNO3)    2.0 กรัม 
 วุนผง       5.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  
 
17. โมดิฟายด เบนเนท อการ (Modified Bennett's agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)    1.0 กรัม 
 กลีเซอรอล(Glycerol)     10.0 กรัม 
 แบคโต เคซีน (Bacto peptone)    2.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   1.0 กรัม  
 วุนผง       15.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.3  
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
 
18. เบซอล มีเดียม (Basal medium agar) 
 กลูโคส       10 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด(NaCl)     0.5 กรัม 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.01 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)  1.0 กรัม 
 วุนผง       12.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 
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19. คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ(Carbon utillization agar) 
 แอมโมเนียมซัลเฟต((NH4)2SO4)    2.64 กรัม 
 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต(KH2PO4)  2.38 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต(K2HPO4)  1.0 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 
 *สารละลายเทรซ ซอลทของ Pridham และ Gottlieb 1.0 มิลลิลิตร 
 วุนผง       12.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว 

* ภาคผนวก ก. หมายเลข 20 
 

20. สารละลายเทรซ ซอลทของ Pridham และ Gottlieb 
      (Pridham and Gottieb trace salt solution) 
 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.7H2O)    0.64 กรัม 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.11 กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด (Mncl2)    0.79 กรัม 
 ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)    0.15 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000    มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm และเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆา
เชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  ที่อุณหภูมิ 45-50 ซo 
 
21. โซลูเบิล สตารช บอช (Soluble starch broth) 
 แปง (Soluble starch)     10.0 กรัม 
 กลีเซอรอล (Glycerol)     10.0 กรัม 
 แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)                                  3.0      กรัม  
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   2.0 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  
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22. โปเตโต เดกซโตรส อการ (Potato dextrose agar) 
 มันฝร่ัง       200.0 กรัม 

เดกซโตรส (Dextrose)     20.0 กรัม 
วุนผง       20.0 กรัม 
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือด กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 
ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

เดกซโตรส (Dextrose)     40.0 กรัม 
วุนผง       20.0 กรัม 
น้ํากลั่น       1000.0 มิลลิลิตร  
ปรับพีเอชเทากับ 5.6 ± 0.2 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
24. วอเทอร อการ (Water agar) 

วุนผง       20.0 กรัม 
 น้ํากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  
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ภาคผนวก ข 
วิธีการทดลอง 

 
1. การวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของดิน 
 

  ชั่งดินตัวอยาง 10 กรัม เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร (1:1) นําไปเขยาดวย rotary 
shaker 200 rpm เปนเวลา 30 นาที ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน จากนั้นนําไปวัด pH ดวย pH meter  
 
2. เทคนิค slide culture 
  

  ตัดอาหารเลี้ยงเชื้อเปนรูปสีเหลี่ยม (agar block) วางบนแผนสไลตฆาเชื้อ จาก
นั้นลงเชื้อบนแผนวุน วางแผนปดสไลตฆาเชื้อทับดานบน นําไปบมใน moist chember สังเกตการ
สรางสายใยอาหาร (SM) และสายใยอากาศ (AM) โดยการนําสไลตไปวางบนแทนของกลอง
จุลทรรศน สองดูโดยตรง หรือ นําแผนปดสไลตมาวางบนแผนสไลตที่มีการหยดสี lacto phenol 
cotton blue นํามาสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
 
 
 
 
 
 
ที่มา Holt, J. G., Krieg, N. R., Sheath, P. H. A., Staley, J. T., and William, S. T.  1994.  

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

 
3.1 นํากระดาษกรอง Whatman No.1 อบที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน ทิ้งใหเย็น

ในโถอบแหง(desicator) แลวนํามาชั่งน้ําหนักที่แนนอน 
           3.2 นําตัวอยางของสนใยที่ไดจากการปนแยก มาลางน้ํากลั่น 3 คร้ัง แลวใสกระดาษกรองที่
อบไว 
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3.3 นําเขาตูอบอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง  
3.4 นําออกมาใสในโถอบแหง ทิ้งไวใหเย็นแลวชั่งน้ําหนัก  
3.5 นําคาน้ําหนักของกระดาษกรองมาหักออกผลที่ไดจะเปนน้ําหนักแหงของเซลลใน 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 50 มิลลิลิตร 
 

4. การทดสอบโดยวิธีไบโอออโตกราฟฟ 

  นําสารที่ตองการทดสอบจุด (spot) แผน TLC aluminium sheet  รุน silica gel 
60 F254 ขนาด 2x5 ซม. ผ่ึงใหตัวทําละลายระเหยจนหมด นําแผน TLC วางบนอาหาร water agar 
(ภาคผนวก ก. หมายเลข 24) ในจานอาหารเสนผานศุนยกลาง 9 ซม.  นําอาหาร NA ที่มีจุลินทรีย
ทดสอบที่มีจํานวน 108 เซลล/ มล. เททับบนแผน TLC บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 18 ชั่วโมง 
ตรวจดูตําแหนงที่มีบริเวณยับยั้งการเจริญ โดยยอมดวยสียอม lactophenol cotton blue สังเกต
บริเวณรอบจุดสารถาเกิดบริเวณยับยั้งจะไมติดสียอม หรือมีสียอมจางกวาบริเวณอื่น  
 
5.   การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

(Scanning electron microscope , SEM) 
 
5.1 นําตัวอยางที่ตองการศึกษามาตัดเปนชิ้นใหไดขนาดที่เหมาะสม นําไปแชในน้ํายาดอง

ขั้นที่ 1 (primary fixation) ซึ่งประกอบดวย 4 เปอรเซ็นต ของ พาราฟอรมอลดีไฮด (p-
formaldehyde) ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟต บัฟเฟอร pH 7.4 จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที แลวนํา
ตัวอยางไปแชยาดองขั้นที่ 2 (secondary fixation) ซึ่งประกอบดวย 1 เปอรเซ็นต ของ ออสเมียมเต
ตระออกไซด (osmium tetaoxide, OsO4) ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง ภายในตูควัน 

5.2 การขจัดน้ําออก (dehydration) โดนเทน้ํายาดองขั้นที่ 2 ออก แลวจุมตัวอยางในเอ-
ทานอล ความเขมขน 25 50 70 90 และ 100 เปอรเซ็นต ข้ันตอนละ 10-20 นาทีตามลําดับ 

5.3 การทําตัวอยางใหแหง โดยการทําใหแหง ณ จุดวิกฤต (critical point drying) โดน
การใชเครื่องทําใหแหง (critical dryer model SAMDRI-780) 

5.4นําตัวอยางไปติดยังแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางที่นําไฟฟาได 
(electroconductive adhesive)  

5.5 นําตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง ความหนาประมาณ 20 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง lon 
sputter coater , model JSC – 110 
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5.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning 
electron microscope, รุน JSM – T220A) 

 
ที่มา : ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
6. การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission 
electron microscope, TEM) 

6.1 นําตัวอยางที่ตองการศึกษามาตัดเปนชิ้นใหไดขนาดที่เหมาะสม 
6.2 นํากริด (grid) ที่เคลือบดวยฟอรมวาง (formvar) หรือ คอลโลเดียม (collodion) มา

คว่ําลงไปตัวอยาง 
6.3 กดใหกริดแนบกับตัวอยาง ข้ันตอนนี้ตองกระทําอยางระมัดระวัง เนื่องจากกริดบอบ

บาง ถากดแรงเกินไปจะทําใหกริดเสียรูปทรงได 
6.4 นํากริดขึ้นมา เขยาเล็กนอยเพื่อใหเศษของตัวอยางที่ไมตองากรหลุดออกไป 
6.5นํากริดไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron 

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



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

 
บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 

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

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

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

 
บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) (มม.) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 
B. subtilis 11.2 15.0667 16.1 13.3 18.9 19.3667 11.2 11.3333 13.4667 12.3333 13.5333 19.5 
S. aureus 11.4333 13.5 14.6667 13.1 14.3333 15.46667 0 0 0 0 0 0 
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
E. coli 14.6667 12.3667 13.7333 16.1333 14.7 15.6667 0 0 0 0 0 0 
C. albicans 16.5333 11.8667 0 19.9667 18.3333 24.5667 24.5667 21.6333 20.2667 20.4667 19.4333 19.5 
S. cerevisiae 25.6 17.6333 18.6 25.5333 23.4333 24.9 25.6333 22.5333 22.6 25.6 22.4 22.0667
A. niger 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 5   น้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 3, 5 และ 7 เมื่อเลี้ยงใน 
อาหารเหลว SCB ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน และซอยโทนเปปโทน และ       
control คือไมมีการเติมสารอาหาร 

 
 น้ําหนักเสนใยแหง(กรัม/ ลิตร) 
 control สารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 

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

เฉลี่ย 0.50 2.85 1.62 2.73 
วันที่ 5 0.78 3.04 2.18 2.48 

 0.66 3.12 2.06 2.52 
 0.71 3.05 2.04 2.52 

เฉลี่ย 0.72 3.07 2.09 2.51 
วันที่ 7 0.71 3.12 2.31 2.57 

 0.79 3.12 2.37 2.51 
 0.74 3.11 2.38 2.52 

เฉลี่ย 0.74 3.11 2.36 2.53 
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ภาคผนวก ง 
ผลการวิเคราะหทางสถิติ 

 
ตารางที่ 1 การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของบริเวณยับยั้ง
ของจุลินทรียทดสอบ เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อโซเดียมเคซิเนต(
SCB) ที่มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 1% โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และในอาหาร 
SCB ที่ไมเติมสารอาหาร 

 
ANOVA 

จุลินทรียทดสอบ  
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

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

Total 9.329 11    
Between Groups 455.580 3 151.860 182232.000 .000 

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

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

Total 714.740 11    
Between Groups 97.510 3 32.503 672.483 .000 

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

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

Total .169 11    
 

B. subtilis 
Duncan 

Subset for alpha = .05 อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 

Control 3 11.2000   
Peptone 3 11.2000   

Soy 3  12.3333  
Yeast 3   13.3000 
Sig.  1.0000 1.0000 1.0000 

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

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Soy 3 .0000   

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

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

 
E. coli 

Duncan 
Subset for alpha = .05 

อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 

Peptone 3 .0000   
Soy 3 .0000   

Control 3  14.6667  
Yeast 3   16.1333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

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

 
C. albicans 

Duncan 
Subset for alpha = .05 

อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 4 

Control 3 16.5333    
Yeast 3  19.9667   
Soy 3   20.4667  

Peptone 3    24.5667 
Sig.  1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

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

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 
Yeast 3 25.5333 

Control 3 25.6000 
Soy 3 25.6000 

peptone 3 25.6333 
Sig.  .428 

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

หมายเหต ุ control  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร  
yeast  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมสารสกัดจากยีสต  
peptone = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมเปปโทน   
soy  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCBที่เติมซอยโทนเปปโทน 

 
ตารางที่ 2 การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของบริเวณยับยั้งของ        
จุลินทรียทดสอบ เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 5 ในอาหารเลี้ยงเชื้อโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่
มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 1% โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และในอาหาร SCB ที่ไม
เติมสารอาหาร 

ANOVA 

จุลินทรียทดสอบ  Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. 

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

Total 91.609 11    
Between Groups 582.063 3 194.021 12253.947 0.000 

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

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

Total 557.647 11    
Between Groups 158.550 3 52.85 2536.800 0.000 

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

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

Total 61.720 11    
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B. subtilis 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 4 
Peptone 3 11.3333    

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

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

    S. aureus 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Peptone 3 .0000   

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

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

 
E. coli 

Duncan 
Subset for alpha = .05 

อาหารเลี้ยงเชื้อ N 
1 2 3 

peptone 3 0   
soy 3 0   

control 3  12.3667  
yeast 3   14.7000 
Sig.  1.0000 1.0000 1.0000 

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

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

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

peptone 3    21.6333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

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

 
S. aureus 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 4 
Control 3 17.6333    

Soy 3  22.4000   
Peptone 3   22.5333  

yeast 3    23.4333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

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

 
หมายเหต ุ control  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร  

yeast  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมสารสกัดจากยีสต  
peptone = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่เติมเปปโทน   
soy  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCBที่เติมซอยโทนเปปโทน 
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ตารางที่ 3 การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของบริเวณยับยั้งของ        
จุลินทรียทดสอบ เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีตสายพันธุ Ac 9.1 ในวันที่ 7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อโซเดียมเคซิเนต(SCB) ที่
มีการเติมสารสกัดจากยีสต เปปโทน ซอยโทนเปปโทน 1% โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และในอาหาร SCB ที่ไม
เติมสารอาหาร 
 

ANOVA 

จุลินทรียทดสอบ  
Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

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

Total 75.389 11    
Between Groups 681.973 3 227.324 24799.030 .000 

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

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

Total 653.890 11    
Between Groups 1062.727 3 354.242 21254.533 .000 

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

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

Total 61.129 11    
 
 

B. subtilis 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

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

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

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Peptone 3 .0000   

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

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

 
 

E. coli 
Duncan 

Subset for alpha = .05 
อาหารเลี้ยงเชื้อ N 

1 2 3 
Peptone 3 .0000   

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

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

 
 

C. albicans 
Duncan 

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

Control 3 0    
Soy 3  19.5000   

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

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

 
อาหารเลี้ยงเขื้อ 

 
N 

Subset for alpha = .05 

  1 2 3 4 
Control 3 18.6    

Soy 3  22.0667   
Peptone 3   22.6  

Yeast 3    24.9 
Sig.  1 1 1 1 

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

 
หมายเหต ุ control  = อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB ที่ไมเติมสารอาหาร  

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

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

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ฉ 
ขอมูลสเปกโทรสโกปของสาร 1  
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รูปที่ 1 อินฟราเรดสเปกตรัมของสาร 1 
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รูปที่ 2 โปรตอนเอ็นเอ็มอารสเปกตรัมของสาร 1 

7.05 6.74 3.35 2.71

1.93
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รูปที่ 3 คารบอน-13 เอ็นเอ็มอารสเปกตราของสาร 1 171.83
155.54

129.31 114.83

41.03
34.26

21.12
129.83
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รูปที่ 4  DEPT 13C เอ็นเอ็มอารสเปกตราของสาร 1 
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รูปที่ 5 แมสสเปกตรัมของสาร 1  
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รูปที่ 6 gHMBC สเปกตรัมของสาร 1 
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รูปที่ 7 gHSQC สเปกตรัมของสาร 1 
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รูปที่ 8  gCOSY สเปกตรัมของสาร 1  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวยุวดี มหาศักดิ์ศิริ เกิดวันที่ 21 กรกฏาคม 2519 ที่จังหวัดสระแกว สําเร็จการ
ศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
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