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Cellulase and antibiotic producing by isolated actinomycetes were studied. One hundred fifteen 

actinomycetes strain s were isolated from soil samples collected from 11 provinces in Thailand. Seventy 

one percent of these isolated strains showed cellulolytic activity by forming clear zone around colony on 

carboxymythylcellulose agar. NKP3-2 strain isolated from Krok Phra District, Nakhon Sawan Province 

exhibited the highest cellulolytic activity by the ratio of c lear zone and colony diameter at day 7 of 4.3 

centimeter. LK3-10 strain isolated from Koh Kha District, Lam Phang Province and NV1 -4 strain isolated 

from Viang Sa Distric t, Nan Province showed the ratio of 2.9 and 3.8 centimeter, respectively. Study of 

cellulase activity of strain NKP3-2 showed the highest cellulase activity of 390.38 mU/ml. Antimicrobial 

activity assay by Dual-culture method against 6 species of plant pathogenic fungi, inc luded Pythium 

aphanidermatum DOAC 1662, Phytophthora parasitica DOAC 0005, Collectotrichum capsici DOAC 1196, 

Fusarium oxysporum f. sp. Iycopersici DOAC 0874, Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 0893 and 

Alternaria p~rri DOAC 1756. The NKP3-2, LK3-10 and NV1-4 strain exhibited the broad spectrum 

antimicrobial activity against all 6 tested fungi . LK3-10 isolated showed highest antifungal activity against 

Pythium aphanidermatum (y=3 1mm.) and Fusarium oxysporum f. sp. Iycopersici. (~y= 11 .7mm) NKP3-2 

strain showed high activity against Pythium aphanidermatum. (~y=28.8 mm.) NV1 -4 strain was also 

inhibited Pythium aphanidermatum (~y=25.2mm.) and Fusarium oxysporum f.sp. Iycopersici ( ~y= 9.5 

mm.) at lower level when comparing with to the LK3-10 and NKP3-2 strain. 

Molecular identification of the nucleotide sequence of the 16s rRNA gene of NKP3-2 isolated strain 

showed 98% similarity closely related to Streptomyces sp. 1A01654. LK3-1 0 isolated strain showed 99% 

similarity closely related to 3 Streptomyces sp. included Streptomyces AB2A, Streptomyces 

hygroscopicus subsp. hygroscopic us and Streptomyces hygroscopicus. NV1 -4 isolated strain showed 

100% similarity c losely related to Streptomyces hygroscopic us strain 3088 . 

So the three promising isolated strain which showed cellulase and antimicrobial activity 

against plant pathogenic fungi could be able to use in the application of compost making, which will 

be useful in agricultural prac tice. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

แอกติโนมัยซตีเปนจุลินทรียที่ถกูจัดใหอยูในกลุมแบคทีเรีย เพราะไมมีเยื่อหุมนวิเคลียส

และไมโตคอนเดรีย มีความไวตอสารปฏิชีวนะที่ทาํลายแบคทีเรียแตตานทานตอสารปฏิชีวนะที่

ทําลายรา  ติดสีแกรมบวก มีลักษณะบางประการคลายรา คือมีการสรางสปอรเรียกวา โคนิเดีย 

(conidia) บนสายใยอาหาร (substrate mycelium) และสายใยอากาศ (aerial mycelium)  

(Cross และ Goodfellow, 1973) มีลักษณะเปนสปอรเด่ียว สปอรคู หรือตอกันเปนสายยาว มีการ

สรางผนงักัน้เสนใย สายสปอรอาจมีลักษณะตรง เปนวง ขดเปนเกลียว อาจมีการสรางสปอรในอับ

สปอร เชน Actinoplanaceae Dactylosporangium และพบการสราง clamydospores  ใน 

Actinosporangium violacles  แตเสนใยมีขนาดเล็กกวารา มเีสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-

2.0 ไมโครเมตร (Sykes และ Skinner, 1973) มีเปอรเซ็นตเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอสูง

กวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติโนมยัซีตยังประกอบดวย 

mucopeptide (N-acetyl glucosamine เชื่อมกับ N-acetyl muramic acid)  2,6- diaminopimeli 

acid glutamic acid  glycine และ alanine   สวนผนังเซลลของราประกอบดวย glucan  

mannan  และ chitin  โคโลนีที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชือ้มีลักษณะเปน ผงแปง หรือ เปนแผนหนงั 

ทึบแสง ผิวของโคโลนีอาจเรยีบ นูน ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกล็ด โคโลนีมหีลากหลายสี ไดแก 

ขาว เหลือง สม ชมพู เขียว มวง ดํา และแดง เปนตน  เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

จะเหน็เปนเสนใย และมีสปอรเรียงตอกันเปนสายขดมวนอยูบริเวณปลายเสนใย เชน 

Streptomyces แอกติโนมัยซีตบางชนิดไมสรางสปอรแตเสนใยจะแตกหักเปนทอนๆลักษณะคลาย

อาโทรสปอร (arthospore)  เชน Nocardia (Lederberg และคณะ, 2000)   

ในดินพบแอกติโนมัยซีตมากเปนอันดับสองรองจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Sykes และ 

Skinner, 1973) หนาทีท่ี่สําคัญในธรรมชาติ คือทําหนาทีเ่ปนผูยอยสลาย (decomposer) 

อินทรียวัตถุในดิน โดยการผลิตเอนไซมทีสํ่าคัญไดหลากหลายกลุม เชน กลุมไฮโดรเลส ซึง่

ประกอบดวยเอนไซมที่สําคัญคือ เซลลูเลส แอกติโนมัยซีตมีความสามารถในการยอยสลายสารทีม่ี

โครงสรางซับซอน ไดแก ซากพชื ซากสัตว และสารไบโอโพลิเมอร ตางๆ เชน เซลลูโลส เคราติน   

เพคติน และไคติน เปนตน (ยุวดี มหาศักด์ิศิริ, 2546) รวมทัง้ปุยหมกั ซึ่งเปนปุยอินทรียชนิดหนึง่ 

สวนใหญไดมาจากพืชที่ถูกหมักใหยอยสลายโดยกระบวนการของจุลินทรียตางๆกนั แอกติโนมัย

ซีตเปนหนึง่ในกลุมจุลินทรียที่สําคัญในการยอยสลายวัสดุอินทรียหรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตร

ในกระบวนการทําปุยหมัก ในระหวางการยอยสลายวัสดุเศษพืชโดยกิจกรรมของจุลินทรียแบบ
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~~-1n1~'i11 n1 PI '"I:::iJC,J~Yh 11X~JllmL'J r;)~~)Ji-1Yll-1 Jll'tJnltJJlTYi LFliJ LL~::::n'JJl l 'YiUl-1th ::: n1~ 

Ltl~mJLLtl~-1 iJ C,J~ ~~L~~ritl L~f)~'m~:::~(;1lUl-1-nU~ L 'liu Lnr;)tl5mm~:::l-1t)I-1~ ~uYl1tJ1un~-1~tJ 
LL~ ::: L~~ ri~ LJf)~-n ~'J)J D-1tl~::: LtJ-nUU1-1tl~ ::: n1 ~'IJ~-1'"1 ~ UYl1tJtlUL titl-1)Jl'"11 n n~-1 utJmJ m'liu Li-1 , , 

~1~~~n ~YlifYll-1:n'JJll'Yi (bioactive compounds) ~C,J~(;1 L~mL~n ~L ulJ'tJ:n (;1iJFl'J l )J 

l-1~lnl-1~ltJ 1JlLLri ~1~tl5:n'Ju ::: tTuJ-1lLUFlYh1mL~:::n ~1~tTUJWl!~;)J:::L~-1 l-11~~I~tTUJ-1 

Ltluh,r n1~~U'YiU~I~tl5:n'Ju:::'"IlmL~n~LulJ'tJ:n(;1l1)J~u1utJ 1940 L~tJ Waksman LL~::: 

Woodruff ;-1~U'YiU Actinomyc in Lr;)tJ 60-70 Ltl~flsDU(;]'lJtl-1mtl5:n'Ju:::?i'Ju1"vmJ~C,J~(;11Jl)Jl 

'"IlmL~ n~L ulJ'tJ; (;1 ?i'J'W~ll-1~~)Jl'"11 nnLL~ ::: LLUf)Yi ~tJ LL~::: 1 un ~ )JLL~n ~L ulJ'tJ; (;1,rUtl~:::)Jlru 50 

Ltl~fL ~U(;])Jl'"11n Streptomyces spp. LL~n ~LulJ'tJ; (;1iJ~:::~uml)J~I)Jl~()~l-1~1 nl-1~ltJ1un1~ 

tJl)Jl1-ill Un1~Fl'JU~)J~~uYl1tJ~ ri~ LJf) 1 uri "I! Lr;)tJiJnmlu~,ru~~Ut)1 iJn1~H fungichromin 

~C,J~(;1Lr;)tJ Streptomyces padanus 1Un1~Fl'JU~)JLJf)f)~Ll,h1'Wn ::: l-1~ltl~ (Sh ih LL~:::Flru:::, 

2003) 

ri~ LJFl~-n 10 -nUr;)'YiUt)1 Streptomyces halsted ii LL~::: Streptomyces rochei iJ f)'Jl)J~I)Jl~() 

1Un1~~IUYllUL~~nri~LJFl1u~-n1Jl~~~en (Zaitlin Ll~:::f)ru ::: , 2004) Streptomyces nodosus 

~1)Jl~()C,J~(;1 amphoteric in B HfLtJu~l~tl5:n'Ju ::: tTuJ-1n (Lederberg LL~ ::: f)ru::: , 2000) 

, ~ 4 ~I 
Micromonospora carbonacea ~1)Jl~() LUn1~(;11U Sclerotinia minor 'J!-1LuU~ILl-1[;J'lJtl-1 drop 

disease 1u~nn1enl-1tl)J (EI-Tarabily LL~:::Flru::: , 2000) 

~-1,ru LFl~-1 n1~1r.itJe'"l ::: ~ en LLtJ n lL ~ n ~L 'WlJ'tJ; (;1'"11 n LL l-1~-1 ~U~I-111 utl~ ::: L Yl Pl1 YltJ~iJ 

tl~:::~YlfiJll'Yi~-11 Un1~'Ii'JtJ ci~tJ~~ltJt) ~ ~~uYl1tJl-11tlt) ~ r;)Yll-1 n1 nnMm 1 'Wn1~YhutJl-1lJ' n LL~:::iJ '-' __ 'II "I 

f)'Jl)J ~1)Jl ~() 1 Un1~~¥I-1~1 ~tl5:n'Ju:::~1-n FI'JU f'J)J~~UYl1tJL~f)~"I! L~tl'Yil1 ~Jl~tJl-1lJ' n~ ruJll'Yi ~ 

LL~:::tln PI '"I 1 m~~~ LtJU~1 L l-1 [;J~'Yil11XLn r;) LrFlri"l! ;-1~I)Jl~()tJl1tl'YilC,J~(;1Jiru"oJ'J L~~~~uYl1tJ~ 
citltJ~~ltJt)~ r;)~UYl1tJL~~'Yi l UtJl-1lJ' n ~~ ltl , , 

L~tl LLtJmLtln~LulJ'tJ; (;1'"11 n LL l-1~-1~'Wf;h-111 Utl~:::lYl Pll YltJ ~~I)Jl~() 1Un1~~ ¥I-1 L'J!~~ L~ 

~LL~:::~I~tl5:n'Ju::: 91 LL un"l!ur;)'lJ~-1LL~n~L ulJ'tJ:n (;1~ ~~ L~~n 
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ขั้นตอนการวจิัย 
1. สํารวจและเก็บตัวอยางดิน 

2. แยกชนิดของแอกติโนมัยซีตใหบริสุทธิ์ และเก็บรักษาเช้ือบริสุทธิ์ 

3. ทดสอบความสามารถในการสรางเซลลูเลสและสารปฏิชีวนะ 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางเซลลูเลส 

4. พิสูจนเอกลักษณของแอกติโนมัยซีตสายพันธุที่คัดเลือกซึ่งมีความสามารถในการสราง 

    เซลลูเลสและสารปฏิชีวนะ  
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 ผลการคัดเลือกและจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สรางเซลลเูลส และสารปฏิชีวนะ

ยับยั้งรากอโรคพืช  จะเปนองคความรูพื้นฐานของเซลลูเลสและสารปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอกติโน

มัยซีต  ซึ่งสามารถนาํเชื้อที่แยกไดไปใชประโยชนตอการพัฒนาทางดานการเกษตรหรือ

อุตสาหกรรมยาตอไป   

  



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 ลักษณะท่ัวไปและแหลงที่อยูของแอกติโนมัยซีต 
 

แอกติโนมัยซตีเปนแบคทีเรียที่ลักษณะคลายรา มีลักษณะเปน prokaryotic cell เซลลเปน

เสนสาย(filament) คลาย hypha ของรา แตมีขนาดเล็กและส้ันกวามาก แอกติโนมยัซีตเปน

แบคทีเรียแกรมบวกที่มีเปอรเซ็นตเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอสงูกวาแบคทีเรียแกรมบวก

ทั่วไป เชน Bacillus Clostridium  Staphylococcus และ Streptococcus แอกติโนมัยซีตถูกจัด

อยูในกลุมแบคทีเรียเพราะไมมีเยื่อหุมนวิเคลียสและไมโตคอนเดรีย นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติ

โนมัยซีตยังประกอบดวย mucopeptide ( N-acetyl glucosamine เช่ือมกับ N-acetyl muramic 

acid) 2,6- diaminopimeli acid  glutamic acid  glycine และ alanine   สวนผนงัเซลลของรา

ประกอบดวย Glucan Mannan และ Chitin แตแอกติโนมัยซีตมีลักษณะบางอยางที่คลายกับรา

คือ มีการสรางสปอรบนสายใยอาหารเรียก คอนนิเดียร (conidia) แตเสนใยมีขนาดเล็กกวารา มี

เสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-2.0 ไมโครเมตร มีการสรางสปอรบนสายใยอาหาร (Substrate 

mycelium)และสายใยอากาศ (aerial mycetium) มีลักษณะเปนสปอรเด่ียว สปอรคู หรือตอกนั

เปนสายยาว สายคอนนิเดียรอาจมีลักษณะตรง เปนวง ขดเปนเกลียว อาจมีการสรางสปอรในอับ

สปอร(sporangium) เชน Actinoplanaceae Dactylosporangium และพบการสราง 

Clamydospores  ใน Actinosporangium violacles  นอกจากนี้แอกติโนมยัซีตยังสามารถ

ขยายพันธุโดยการสรางสปอรไมมีเพศ ( asexual spore) มีชื่อเรียกวา conidia ไดอีกดวย แอกติโน

มัยซีตมีความสําคัญตอมนษุย บางก็ทาํใหเกิดโรคแกคน สัตว พชื แตก็มีดานที่เปนประโยชน

มากมายเชน ยอยสลายซากพืช ซากสัตวในดิน ทาํใหดินอุดมสมบูรณ และพวกที่สรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้รา สารตานเนื้องอก เปนตน แอกติโนมยัซิสสกุลทีน่ิยมศึกษาในเร่ืองการสรางสาร

ทุติยภูมิ ไดแก Sporostreptomycetes Norcardioform actinomycetes Actinoplanete 

โดยเฉพาะสกลุ  Streptomyces มีความสําคัญในการผลิตสารปฏิชีวนะที่ใชในดานการแพทย 

การเกษตรและอาหาร นอกจากนี้ยังมีความสําคัญตออุตสาหกรรมการผลิตเอนไซมตางๆ อีกดวย 

 
ลักษณะของแอกติโนมัยซีตที่คลายคลึงกับรา 

1. เสนใยของแอกติโนมยัซีตชัน้สูงจะแตกสาขาคลายเสนใยของรา 
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2. แอกติโนมัยซตีหลายกลุมจะสรางเสนใยที่เจริญอยูในอากาศ(aerial mecelium) ซึ่ง

ตรงปลายจะม ีconidia คลายกันเสนใยและสปอรของรา 

3. การเจริญของแอกติโนมัยซตีในอาหารเหลวไมคอยจะปรากฏวาทําใหเกิดสีขุน 

(turbidity) อันเนื่องมาจากการแขวนลอยของเซลลที่มีลักษณะเปนเซลลเดียวเชน 

แบคทีเรีย แตแอกติโนมัยซตีจะเจริญแบบกลุมกอน 

4. การเพิม่จํานวนของแอกติโนมัยซีตจะคลายกับรา(apically) สวนการเพิ่มจาํนวนของ

พวกแบคทีเรียจะเปนแบบทวีคูณ (exponential) 

 
ลักษณะของแอกติโนมัยซีตที่คลายคลึงกับแบคทเีรีย 

1. มีขนาดและรูปรางใกลเคียงกัน คือจะมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-1.2 

ไมโครเมตร 

2. สวนที่ขาดออกเปนทอนๆ(fragment)จะมลัีกษณะคลายกับแบคทีเรียในกลุม  

Mycobacterium และ Coryneform  ไมวาจะเปนรูปราง การติดสียอมและลักษณะ

ทางสรีระวทิยา 

3. ถูกทาํลายโดยแบคเทอริโอฝาจ และสารปฏิชีวนะประเภทเดียวกับทีท่าํลายแบคทีเรีย 

4. เปนเซลลชัน้ตํ่าที่ยงัไมมีเยื่อหุมนวิเคลียส (prokaryotes) 

5. ผนังเซลลไมมไีคตินหรือเซลลูโลส แตเปนสารประกอบเชิงซอน (polymer) ของน้ําตาล 

กรดอะมิโน ซึง่คลายกับผนงัเซลลแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) 

แอกติโนมัยซตีเจริญไดในสภาพแวดลอมที่แตกตางกันพอสมควร คือ นอกจากจะพบใน

ดินที่เปนสภาพธรรมชาติแลว ยงัจะพบในกองปุยหมักทีอุ่ณหภูมิสูง ในโคลน แมน้าํ ใตทะเลสาบ 

แตโดยปกติมกัจะเจริญอยูผิวดินหรือในดินที่ไมลึกไปกวา 4 ซม. จากการนับจํานวนจากดิน

ตัวอยางที่ไมมกีารจํากัดการเจริญ พบวามีจํานวนใกลเคียงกับแบคทเีรีย แตถาในดินที่มีสภาพ

เปนดาง จะพบแอกติโนมัยซีตในอัตราสวนที่สูงข้ึน เชน ดินที่มีคาความเปนกรด-ดาง ที่ pH 6-8 

จะมีแอกติโนมัยซีตสูงถงึ 95% ของจุลินทรียในดินทัง้หมด แตในดินดางทัว่ๆไป จะพบประมาณ 

10-70% ของจุลินทรียในดินทัง้หมด จากความสามารถในการทนความแหงแลงไดดี ทาํใหสภาพ

ดินแหงจะพบแอกติโนมัยซตีเปนอัตราสวนสูงข้ึน  จึงมกัพบในดินเขตรอนมากกวาเขตอบอุน จาก

ลักษณะการเจริญที่ชากวาแบคทีเรียและรา ทาํใหในสภาพธรรมชาติแอกติโนมัยซีตไมสามารถ

แขงขันกับจุลินทรีย 2 ชนิดดังกลาว แตแอกติโนมยัซีตมคีวามสามารถในการยอยสลาย

สารประกอบทีย่อยสลายยาก จงึพบวาการเจริญมกัจะเพิ่มจํานวนมากข้ึนหลังจากทีจุ่ลินทรีย

ชนิดอ่ืนๆเจริญลดลงแลว จากสภาพดังกลาวทาํใหสภาพที่เหมาะสมกับแอกติโนมยัซิสอยูใน
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Lt\'tJ ltJ~;J Fl'J1~~tJ1 LL 'IltJ n 1 n '"l1ry'D'il~ LR L~,hi~'"ll n n1)'~i'J L;'il L'"l1ry 1 tJm~l ru~'Yi'ilL mn:;utJ 

'il1~ln~tJ~L;'il LC'ltJi'JL;'il'il1'"l~1'"lln~t1'ilfL~m ~u~t1'ilf ~'JtJ'D'il~Lt\'tJltJ~LL(;1nin ~1'il'"lln 

~'JtJ'D'il~ LFl L~ti~;J'il1£J~l n LL~:;'"l:;~(;l,ItJ1 dJtJ~ltJ ltJ'il1~l), Ln'il~ltJltJ'il1~l),L '"l1ryL~~~1 tJ 

"" , 
LLtJ'J ~~ LC'ltJLL IN ~ltJ'il1~1)';tJl-J1 dJtJ~ltJ ltJ'il1 n1 PI LL~:;'"l:;i1 n1ntl~tJtJLLtI~~~ m~ru:;'D'il~ LFl L~ti 

I " t " " 

L-ntJ ~h~~t1'ilfLt\'tJ ltJ'"l:;LLtl~ ~'J LhJ'"ll nn1)'~h,m,r~ rltJJl1tJ 1 tJ LC'ltJ-r1'J 1t1 Lt\'tJlmJni1~,r~ rltJ-DtJ 

L~mL~'ilFl'J1~Fl~~'J LL~:;~~l~LutJLt\'tJltJLL';j~ (Kalakoutskii LL~:; Agre, 1976) djtJn1)'tJ1n~ 

'"l:;~)'t1Fl'J1~~~ln~~ltJ~~~~C'l'D'il~~nljru:;LFlL~tiL-ntJL~mrlUn1~tl~~tJ~~"1I'il~LL'ilnUiLtJlJ'tJ~(;1 , 

Fl'J1~LL(;1n ~l~'D'il~~ltJ ltJ'il1~l nL~:;tntJ ltJ'il1 n1 PI~~U1l-J1 H LUtJ~~n 1 tJn1mtJn"l!UC'l'D'il~ LFl L~ti 

L-ntJ mru"ll'il~ Streptomyces i1~~~ltJ ltJ'il1~lm~:;~ltJ ltJ'il1n1 PI LUtJ LFl)'~~h~~~ n"1l'il~ LFl L~ti 
~~)'t1~ 2.1 ltJ Micromonospora LL~:; Actinoplanes hji1~ltJltJ'il1n1P1 tJ'iln'"llndu~'Yi1J'j1 

'" 
Sporichthya '"l:;i1'J~ir) (;1~~~\!mrLn'ili1n1),~~l~~ltJ ltJ'il1 n1P1itJ1 LFl L~ti"1l'il~ LL'iln ~L tJlJ'tJ; (;1 

'il1'"l~ (raised) ~1'il~tJULLUtJ (flat) u1~Rf~t1nFl~l-J~,.ltJitJ~i1~nljru:;Fl~ltJ~,r~ (leather) '" . 
~n'rtru:;'il1'"l;J~~LL~'Il~~ln mtim'"ltJ~~LL~~l-J1n ~'D'il~LRL~tiL-ntJ "1I1'J L~~'il~ t\'l-J "l!l-J'Yi LLC'l~ . '" .. .. 
l-i'J~ vh L;m U1(;11~LL~:;~1 Y;tJ~h'D'il~LFlL~ti'il1'"li1~nljru:;~tJu (smooth) \ftJ (ridged) 

"llrn:; (rough) LutJ)''iltJcitJ (wrinkled) LutJLijC'lLftn (granular) LUtJ~~ (powder) ~1'ilLUtJ 

a 'i' 'i' ... ..r '''' ~I"'% 1" .,. 'i' .!' Ln~C'l (squamous) 'DtJ1(1)'D'il~ LFl L~tJ'DtJ'il\Jnu ~U'h'i 'il1£J LL~:;~Jl1'J:; tJn1),L'"l)'ryL(;1UL(;1 LritJ 

~ltJPltJun~l~'D'il~ LFl L~tii1 R'J1~ LL(;1n ~l~~~LL~~'Il'JtJij~ ~ Ll-J (;1r'"ltJ~~ L"l!tJ~ L~ (;1)' 
'" 
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รูปท่ี 2.1  การพัฒนาของสายใยของ Streptomyces   A : การงอกของสปอร   B : การสราง

สายใยอาหาร  C : ขอบของโคโลนทีี่กาํลังเจริญเติบโตพรอมกับการสรางสปอร

ของสายใยอากาศ  [ที่มา Atlas of Actinomycetes(1997)] 

 

โดยตัวอยางวงชีวิตของแอกติโนมัยซีตที่สามารถศึกษาระยะตางๆไดชัดเจน และเปนสาย

พันธุที่มกีารศึกษาระดับพันธุกรรมอยางกวางขวางคือ  Streptomyces coelicolor แสดงดังรูปที่ 

2.2  Chater (1993) ไดศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการเจริญในระยะตางๆของ Streptomyces 

coelicolor A3(2) มียีนที่เกีย่วของกับการเจริญในระยะตางๆ  โดยภายใตสภาวะที่เหมาะสม germ 

tube งอกออกมาจากสปอร  เจริญโดยการยืดยาวและแตกแขนงบริเวณปลายเสนใย  ไดเสนใย

อาหารจํานวนมาก  หลังจากนัน้ 2-3 วนั เสนใยอากาศจะเจริญแทงข้ึนมาจากในอาหารออกสู

อากาศซึง่ถูกควบคุมโดย ยนี bld  จากนั้นเจริญโดยการยืดยาวบริเวณปลายเสนใย  เมื่อเสนใย

อากาศเจริญเต็มที่ ยีน whiG  และ  whiJ  ควบคุมใหปลายเสนใยมวนเปนเกลียว  หลังจากนั้น ยนี 

whiA  whiB  whiH  และ whiI ควบคุมใหมีการแบงเซลลที่ปลายเสนใยโดยการสรางผนงักัน้แบง

เสนใยออกเปนสวน ๆ ยีน  whiD  และ  sigF  ควบคุมใหผนังเซลลหนาข้ึนเปนผนงัสปอรที่มี

คุณสมบัติทนตอความแหง  และ  ยนี  whiE  ควบคุมใหสปอรมีสีเขมข้ึน   



 8 

 

รูปท่ี 2.2 แสดงตัวอยางวงชีวิต (life cycle)  ของแอกติโนมยัซีตStreptomyces coelicolor 

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]  

 

2.2.2 โครงสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซีต 

โคโลนีของแอกติโนมยัซีตจะมีสายใย 2 แบบ คือ สายใยอาหาร (substrate 

mycelium) และสายใยอากาศ (aerial mycelium) ซึง่จะแสดงลักษณะและหนาที่ทางชีววทิยาที่

แตกตางกนั  โดยทัว่ไปแอกติโนมยัซีตจะมีการสรางสายใยทั้ง 2 แบบ แตบางชนิดสรางเฉพาะ

สายใยอาหาร  ปกติไมพบผนังกั้นเซลลภายในสายใย  แตอาจพบไดในชวงแรกของกระบวนการ

แตกหักเปนช้ิน ๆ (fragmentation) ของสายใย  โครงสรางภายในสายใยท่ีแสดงวาแอกติโนมยัซตี

เปนโปรคาริโอต  แสดงในรูปที่ 2.3  จะประกอบดวย ผนงัเซลลซึ่งหนาประมาณ 10-20 นาโนเมตร 

ภายในเย่ือหุมเซลลประกอบดวยไซโตพลาสซึม ซึ่งมีบริเวณของสายดีเอ็นเอ ไรโบโซม  และสาร

ตาง ๆ ที่สะสมภายในเซลล เชน polyphosphates,  lipids หรือ polysaccharides  มีพลาสมาเมม

เบรน(plasma membrane)หรือเยื่อหุมเซลล หอหุมไซโตพลาสซึม ซึ่งเยื่อหุมเซลลบางสวนตรง

บริเวณที่ติดกบัผนังเซลล สามารถพัฒนาไปเปนมีโซโซม (mesosomes)   
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รูปท่ี 2.3 องคประกอบภายในไซโตพลาสซึมของสายใยอาหารในแอกติโนมัยซตี           

(cp) ไซโตพลาสซึม,  (pm) พลาสมาเมมเบรน,  (cw) ผนังเซลล,  (me) มีโซโซม,      

(se) ผนงักัน้เซลล,  (ri) ไรโบโซม,  (DNA) สายดีเอ็นเอ,  และ (re)  สารที่เก็บ

สะสมสารภายในเซลล  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

สายใยอาหาร  คือ สายใยที่สรางข้ึนในชวงเปน vegetative cell จะเจริญอยูใน

อาหารเล้ียงเชือ้  โดยจะมีขนาดและรูปรางแตกตางกัน  ชวงแรกสีของสายใยจะเปนสีขาวขุนหรือ

ครีม  แตเมื่อเจริญเต็มที่แลวจะกลายเปนสีเหลือง  แดง    เขียว  ชมพู  สม หรือ  น้ําตาล  และเมื่อ

เพาะเล้ียงตอไปบนอาหารเล้ียงเชื้อจะเกิดการเจริญอยางรวดเร็วภายในเวลา  2-6  ชั่วโมง  โดยจะ

มีการสรางทอเจริญ  (germ tube)  หนึ่งทอหรือหลายทอ ซึ่งจะเจริญตอไปเปนสายใยที่ยาวข้ึนและ

พัฒนาไปเปนสายใยที่ซับซอนยิ่งข้ึน  เสนผานศูนยกลางของสายใยประเภทน้ีพบต้ังแต 0.2-0.8 

ไมโครเมตร  บางชนิดสายใยมีลักษณะโคงและแตกแขนง  โครงสรางของสายใยจะมีความแตกตาง

กันข้ึนกับสวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  ภาวะที่เช้ือเจริญ  โดยเฉพาะอยางยิ่งอุณหภูมิและ

สารเคมี  เมือ่เช้ือมีอายุมากสายใยชนิดนี้จะมกีารแตกหักเปนชิน้สวนส้ัน ๆ บางชนิดอาจมีการ

แตกหักอยางรวดเร็ว  โดยเฉพาะเม่ืออยูในอุณหภูมิสูงหรือเจริญอยูในภาวะที่เปนของเหลว (Sykes 

และ Skinner, 1973) 

สายใยอากาศ (aerial mycelium) คือ  สายใยที่สรางข้ึนดานบนของสายใย

อาหาร  พบมากในแอกติโนมัยซีตสวนใหญโดยเฉพาะสกุล  Streptomyces  ลักษณะของสายใย

อากาศจะแตกตางกันไปตามกลุมของแอกติโนมยัซีต  สวนประกอบของอาหาร  และสภาวะของ

การเล้ียงเช้ือ  สวนใหญมีเสนผานศูนยกลางต้ังแต 1-1.4 ไมโครเมตร  การเจริญของสายใยอากาศ

จะเร่ิมจากการแตกหนอ (sprout)  หรือแตกแขนง (branching)  จากสวนของเสนใยอาหารแลว

เจริญข้ึนดานบนสัมผัสกับอากาศ  และเกดิการแบงตัว (subdivision)  เพื่อเจริญตอไปเปนเซลลที่
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" , 
n1~LL[;1nLL1'W-l~I'W')'Wtlln ~IULmnnlP1"l~L"l1-rutlnfl~t1yj'-ltflt~il Lil'fl~-lLn[;1(;l"l~m"l~n'Mru~ 

w • .. 

" " ... "" f1,)It1L"lItl1fl-lLLM 'flru~lltlLL~~f1,)It1"J!'W (Waksman, 1950) . " 

~U"t1'W{LL~~LL~(;l-ln-lfl,)It1LL[;1nl'il-l'll'fl-l"J!U(;l ~t1flfltlil-l~~ln~~IU L-D'W n~t1 (globose) ltlhl 

(ovoid) pJLLYi-l (rod) LL~~mh~t1'flf~~IUltlLLUU L-D'W ~UU (smooth) "lI~"lI~~ (irregular 

rugose) ffiU':'WLU'Wi'fl-l''Wl'W (parallel rugose) ~t1 (warty) ~t1U1,) (tuberculate) ~'Wlt1 

(spiny) LL~~ LU'W'lI'W (hairy) n1~~rl-l~t1flfLL1j-ll~ 3 t1~~Lll'Vl [;11t1~n'Mru::tflN~h-llllU'W'fln 

;;)fl ~t1flfL~m (single spore) ~lu~t1'flf (spores formed in chains) LL~::~rl-l~t1'flflllUL'W 

'tiu~t1'flf (spore formed within sporangia) 

1. n~t1~~h-l~t1flfL~m (monosporous) YlUL'W~~IU~rJ~ L'lI'W L'W 

Micromonospora rh'W"!~t1'flf (sporophores) Lii"'~'WU'W~IULumvn~ ~rl-l~t1'elf~(;l'fl~nu 
rh'W"!~t1flfi'W 1 LL~~LLU nflflntll L~U,) 1 n1~~h-l~t1flfLitl"llmh'WtI~lu~ (;l"llfl-l L~'W Luii n1~ 

" " , 
Yl'el-lI1l,)'flfln "l1 nu'Wii n1~~ rl-l ~U-l n'W~~~~I-l nl'W"J! ~t1flfLL~::~')'WViYl'fl-l'fl'tl n Lu'W~t1'flf LL~~~rl-l 

" 

Saccharomonospora iin1~~h-l~t1'tlfL~m~t1t"~t1~lu~IULUfl1n1P1 iinl'W"J!~t1'flfi'WLL~:: 
" " , " 

hhL[;1nLL1'W-l 'tll"l~Un~t1flfL~m'll'tl-lyj'-l 3 ~~~ifl-l~'W~1 aleuriospores LYln::~t1'flfLii(;l"lln 

t1~IUL~'WLUiin1~h]-l'tlfln (Cross, 1970 ~1-ln-lt",u McCarthy, 1989) ~n1iru~n1~~rl-l~t1'flf 

L~m'fl-l Micromonospora Thermomonospora LL~:; Saccharomonospora LL~(;l-l~-lltl~ 
2.4 
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A   B   C 

รูปท่ี 2.4 แสดงการสรางสปอรเด่ียวของแอกติโนมยัซีตใน                                             

(A) Micromonospora                                                                                

(B)  Themomonospora                                                                             

(C) Saccharomonospora                                                                                   

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

  2. กลุมที่สรางสปอรเปนสาย  การสรางสปอรเปนสายเกดิจากเสนใยมกีารแบงตัว

เปน segments ตามขวาง  แตละ segments สามารถพฒันาเปนสปอรได  ในแอกติโนมัยซีตมีการ

สรางสปอรแบบนี้เปนสวนมาก  สามารถแบงเปนกลุมไดโดยพิจารณาถึงความยาวของสายสปอร

หรือจํานวนสปอร  คือ สปอรคู (bisporous)  สปอรสายส้ัน (oligosporous)  และสปอรสายยาว 

(polysporous)   

   สปอรคู  ประกอบดวย  คูของสปอรตอกันตามยาว  พบในสกุล 

Microbispora  เปนการสรางสปอรทีพ่บไดยาก  มีลักษณะเปนสปอรคูทรงรีมีเสนผานศูนยกลาง

มากกวา 2 ไมโครเมตร  อาจเกิดข้ึนบนสายใยอากาศโดยตรง  หรือเกิดบนกานชูสปอรส้ัน ๆ 

ลักษณะสปอรของ Microbispora  แสดงดังรูป 2.5 (A)  การสรางสปอรของ Microbispora  เร่ิม

จากเสนใยอากาศแตกหนอออกทางดานขางเปนกิง่ส้ัน ๆ จากนัน้สวนที่เปนกิ่งมีการพองออกและ

สรางผนงักัน้ตรงกลาง  แอกติโนมยัซีตที่สรางสปอรแบบ  bisporous ไมไดพบเฉพาะในสกลุ 

Microbispora เทานั้นซ่ึงลักษณะสปอร 2 สปอร ที่ตอกันเตามแนวยาวยังพบใน  Actinomadura 

echinospora  Actinomadura rugatobispora (Kroppenstedt และคณะ, 1990 อางอิงโดย 

Miyadoh และคณะ, 1990)  และสกุล  Actinobispora  (Jiang และคณะ, 1991) 

   สปอรสายส้ัน  สวนมากพบ 7-20 สปอรตอสาย  นอยทีสุ่ดคือ  3 สปอร  

และบางสปชสีจะมีสปอรมากถึง 30 สปอร เชน Nocardia brevicatena  สรางสปอรสายส้ัน ๆ บน

สายใยอาหารและสายใยอากาศ  โดยมีจาํนวนสปอร 2-7 สปอรอยูบนกานชูสปอร  สายสปอรอาจ

มีการแตกแขนงและมีการแตกหักของเสนใยอาหารแสดงดังรูป 2.5 (B)  Saccharopolyspora  
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rectivirgula 

Actinomadura LL~:; Microtetraspora ~~1~~1tJ~tJ'elfi'W 11J'W~1tJ1tJmn1P1 ~1'W'l'W~tJ'elf 
1J'W~1tJ~tJ'elfi1~~LLr;i 4 ~tJ'elf ~'Wn~ 20 ~tJ'elf ~1tJ~tJ'elfm'"li1~miru:;j;lN (straight) dJ'W"lI'el 

, >-

(hooked) dJ'W'l~LtI", (open loop) ~1'elLU'WLn~m (spiral) Yi.n'el'Wfl'W 1-4 i'W L-D'W 

Streptoverticillum 

Ln~m.n'el'W~",n'W ~1'elL~~~'el LL~:;L~'W1mLn'W~i1~1tJ~tJ'elf'"l:;i1n1~U"'~'l (Locci LL~:; Schofield, 

1989) LLM\~~~ltJ~ 2.6 (0) ~fl~ Macrospora Microcelobosporia LL~:; Elytrosporangium 

~~1~~tJ'elf-n'W1'" 1m1i1'W~1tJ~tJ'elfi'W 1 ~~1J'W~1tJ1tJ'el1~1~ Sporichthya polymorpha ~~1~ 
~tJ~f~1tJi'W1J'W~1tJ 1tJ~1 n1 PI ~~~tJ~fi1~ m~tru:;Lu'WltJLLll~'"l'Wn~ltJnmJ Catellatospora 

~1tJ~tJ'elfi1~miru:;j;lN'"l'Wn~ L~~~'el i1~1'W'l'W~tJ'elf 5-30 ~tJ'elf 'eltJ1J'WtJ~1tJn1'W"lI~tJ~f~LLYl~ 
.. 'lI 

(Asano LL~:; 

Kawamoto, 1986) ~~LL~",~1'W~tJ 2.5 (C) 
'lI 

d 
'itl'VI 2.5 ... 

A B c 

(A) n1~~~1~~tJ'elfLL1J1J dis porous -n'el~ Microbispora 

" • I .. (8) LL~:; C. n1~M1~~u~m1J1J oligosporous "lI'el~ Nocardia brevicatena 
, 

o ~ <OJ 

LL~:; Catellatospora Vl1lJ~1"'1J [YllJ1 Atlas of Actinomycetes (1997)] 

Streptomyces ~~i1n1~~11~~tJ'elfdJ'W~1tJtJ1,)lJ1nnr)1 50 ~tJ'elf ~tJ~f-n~~ Streptomyces 

LL~:;LL'eln ~L'WirtJ;j;l"llU",~'W~i1~tJ'elf~1tJtJ1'l irm5-tJnr)1m Lm~tJ'elf (arthospores) Fl'eli.1 n1~ 

~~1~~tJ'elfLU'W~1tJL"'tJLn"'n1mj;ln~n'll~~L~'W1tJ~Ln"''"l1nn1nLU~Lu'W~'h'W 1 -n'el~L~'W1tJL~lJ 
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" d 'i' " .1'" Pridham lL~:;f1ru:; , 1958 m~rI~ ~'M.J korn-Wendisch Ll~:; kutzner, 1992) n1:i'M1~~u'eln.JlJ 

~1tJltJmn1p\"lI'el~ Streptomyces LLM1~c;)~ltl~ 2 .6 (A B C ll~:; D) ~-.3ijf1,)1l-JLLt;lnvh~nlJ 

~1l-J1:i'mltl~'tl'elnl~ltllJ 4 ~m~tru:;fi'el 

2.) Spira ~1tJ~t1'elfLtllJLn~m LLtJn'tl'elnl~LtllJ 2 LlUU fi'el LtllJ')~tJ"'LtllJ 

Ln~m ~ '" nlJLLUlJ LL~:;dJlJLn~m lLUU,)~ LtJ", Ln~mtJ1')u '" hj~ ",nlJLLUlJ 

~t1'elf ~~'tl pycnidia L-rilJllJ~rJ~ Actinosporangium lL~:; Actinopycnidium ~,)lJllJ~rJ~ 

Pseudonocardia ~¥1~~1tJ~t1'elfulJ~1tJ ltJ'el1~1:i'Ll~:;~1tJ ltJm n1 p\~ij~miru:;;nLl"lIn (zigzag 

shaped) ~rJ~ Nocardiopsis ~1l-J1:i'rI~¥1~~1tJ~t1'elfUlJ~1tJlt1'el1n1p\1~~1lJ,)lJl-J1n ~t1'elf 

mr.HtllJ~1t1t;lN -.3'el ~~'el;nLL'lIn (Meyer, 1989 ~1~i1~L"'t1 Miyadoh LL~:;f1ru:;, 1997) LL~"'-.3 

C;)~:i't1~ 2 .6 (E) 
" 

o 
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รูปท่ี 2.6 แสดงการสรางสปอรแบบสายยาวของแอกติโนมยัซีตใน สกุล Streptomyces : 

(A) Rectiflexibiles                                                                                           

(B) Retinaculiaperti                                                                                  

(C) Spira                                                                                                   

(D) Verticillati                                                                                                

(E) fragmenting  branched  ในสายใยอากาศของสกุล  Nocardiopsis            

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

  3. กลุมที่สรางสปอรในอับสปอร  มีหลายสกุลที่สรางสปอรในอับสปอร  ภายใน

อับสปอรมีสปอรอยูมากมาย  สามารถแบงกลุมที่สรางอับสปอรไดเปนสองกลุมใหญ คือ  กลุมที่

สรางอับสปอรบนสายใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอากาศ 

   กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอาหาร  ประกอบดวยสกุล Actinoplans  

อับสปอรมีลักษณะทรงกลม  หรือเกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงที่แนนอน  มีเสนผานศูนยกลาง

ประมาณ 5-15 ไมโครเมตร อับสปอรสรางข้ึนบนสายใยอาหารโดยตรง  โดยมีกานชูอับสปอร 

(sporangiophore)  ยืน่ข้ึนมาจากสายใยอาหาร  และท่ีปลายสุดของกานชูอับสปอรมีการแตก

แขนงออกเปนสายสปอรหลายสายขดกันเปนกอนภายในผนงัหอหุม  บางสปชีสในสกุล 

Actinoplans  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ทรงขวด  ขนาดของอับสปอรเฉล่ียกวาง 10 

ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร  ภายในอับสปอรมีสปอรเปนรูปแทงตอกนัเปนสาย (Couch, 

1963 อางถึงโดย Vobis, 1987) ลักษณะของอับสปอรในสกุล Actinoplans แสดงดังรูปที่ 2.7 (A)   

อีกสกุลทีม่ีการสรางสปอรในอับสปอรคือ Pilimelia  อับสปอรสรางข้ึนบนผิวของอาหาร  มีรูป

ทรงกระบอก  ทรงกลม  ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงเรียงตัวปนแถวขนาน

กัน  หรือวกวนไมเปนระเบียบ  ลักษณะของอับสปอรในสกุล Pilimelia แสดงดังรูปที่ 2.7 (B) 

นอกจากนีย้ังมีอีกหลายสกลุที่มีการสรางอับสปอร เชน สกุล Dactylosporangium  สกุลนีม้ี

จํานวนสปอรแบบ  oligosporous  คือ มีสปอรประมาณ 2-5 สปอรอยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลาย

นิ้ว  แสดงดังรูปที่ 2.7 (C) (Vobis และ Kothe, 1985)   



 15 

  A 1   2    3    4 5 

  B       6       7          8              C 9 

รูปท่ี 2.7 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนสายใยอาหาร                                               

(A)  Actinoplanes : 1. ทรงกลม  2. ทรงกระบอก  3. เปนพ ู 4. กึ่งทรงกลม          

5. ไมเปนรูปทรง                                                                                                 

(B)  Pilimelia : 6. ทรงรี  7. รูปทรงระฆงั  8. ทรงกระบอก                                    

(C)  Dactylosporangium : 9. รูปทรงกระบอง                                                  

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

   กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอากาศแสดงดังรูปที ่ 2.8  ประกอบดวย

สกุล Planomonospora  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ภายในมีเพยีงหนึ่งสปอร  สกุล 

Planobispora  สรางสปอรคูตอกันตามยาวอยูภายในอับสปอร  สกุล Planotetraspora  สรางอับ

สปอรทรงกระบอกยาว  ภายในมี 4 สปอร ตอกันเปนหนึ่งแถว (Runmao และคณะ, 1993)  สกลุ  

Planopolyspora  เมื่อเจริญเต็มที่อับสปอรจะมีลักษณะเปนเสนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร  มี

สปอรจํานวนมหาศาลตอกนัเปนแถวเด่ียวอยูภายในอับสปอร (Petrolini และคณะ, 1993)  สกุล 

Streptosporangium  สวนมากอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 10 

ไมโครเมตร  มีการสรางผนงักัน้เปนสปอรเด่ียวตอกนัเปนสายยาวขดเปนวงอยูภายในอับสปอร  ใน

ปจจุบันสกุล Kutzneria  ไดถูกแยกออกจากสกุล  Streptosporangium  ซึ่งสรางอับสปอรลูกกลม

ขนาดใหญ  เสนผานศูนยกลางมากกวา 48 ไมโครเมตร  อับสปอรมีผนังบางติดอยูบนกานชูสปอร

ยาว  สกุล Spirillospora  มีอับสปอรเปนรูปทรงกลม  หรือรูปรางเหมือนหนอน (vermiform)  มี

เสนผาศูนยกลางประมาณ 5-24 ไมโครเมตร  สปอรเรียงตัวกันเปนสายและขดเปนวง  ภายในวง



Sharples, 1976 ~1'l~'lLt1lt.J Petrolini LL~:::f'1ru:::, 1992) 

...; 
~U'Vl 2.8 .. 

A B 

o E 

(A) ~~~ Planomonospora : ~h'l monosporous ltJm:::u'tN 

(B) ~~~ Planobispora : ~~I'l dis porous ltJ'Vl:Nm:::u'tln 

(C) ~~~ Planotetraspora : ~~I'l tetrasporous ltJ'Vl:Nn~:::u'tln 

(D) ~~~ Planopolyspora : ~~I'l polysporous ltJ'VlNf'1~lmi'tl 

(E) ~~~ Spirillospora : ~~I'l polys porous ltJ'Vl~'ln~l-! 

(F) ~~~ Streptosporangium : ~rl'l polys porous ltJ'Vl:Nn~l-! 
, .,. 

['Vll-!1 Atlas of Actinomycetes (1997)] 
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F 

1fi~'W~I'Wl'Wn1~~t1l~ILL'\JnLL'tln~L'WlJu;(;I fi'tl ~m~tru:::'VlI'l~ru~I'W1'Vlt.J1 L'lI'W 
~ ~ .. 

~m;'ru ::: ~tJil .. m~:::~"1J'tl'l~lult.Jmn1f'\ ~1t.Jlum~11 Yi'WC1'J"D'tl'l~tJ'tlf ~tJLLUU"1J'tl'l~It.J~tJ'tlf 
v v 

0-

LL~:::~U~tJ'tlf ~1'tlnl~~h'l:Nf'1r)~~ (diffusible pigment) 'W'tln"lln\1~m;ru:::'VlI'lLf'1i1'11'tl'lL"J!~~ 

fi'tl 'tl'lf'1tJ~:::n'tlu'1l'tl'lc.J,r'lL"J!~~~tJ~:::n'tlu~'Ju dibasic amino acid ~1l-!I~mLti'lc.J,r'lL"J!~~'tl'tln 

1~LiJ\.A 4 mil-! fi'tl m-il-!~ I-IV Lt1lmL(;)~ ::: mll-!"l ::: LL~n(;)I'ln'W1tJml-!mt1l'tl ::: m\.AI?l:NI1iILL~U'l~ 3 . . . 
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'J'il~~1t1L(;1(;1),~LthJl 'Vl '" (tetrapeptide) LLf'l~ In f'l'U L u:SuL(;1'ilrLtltll 'Vl "'ti11'l (interpeptide 

bridges) LL~~tJ~),'.ll-J(i,:m1),':)LAn~~ltlLL1J1J~1(;11f'l~dJu'el~rhh:::n'il1JJl1tlLUL"l!f'l; A'il 'el:::nu 

LU~ (arabinose) ~~ALA~ (fucose) n1LLf'lFlL'Vl~ (galactose) Ll-J~h~ (madurose) LLf'l~ 

l'lLf'l~ (xylose) Ll'ltl~1~:S~n1)'4'I'l~ILLUn"II'il~ Bergey's Manual of Systematic Bacteriology 

(Williams LLf'l~Aru~,1989) 

1'(;1~~m .. d~Lu'ilI,"1), (diffusible pigment) 

;h~~U~Il-Jl)'nLflun1),~1LLUmL'eln~Lu,rtl;(;1 'il'ilnl~LiJu 8 n~l-J (Miyadoh LL~:::r1ru:::, 1997) 

LLf'l~ (William LL~:::Flru:::, 1994) 

..,J~ ",..::11 

1. Micromonococcus Microbacterium LLf'l~~nf'l'Vl Lnf'lLFltl~ , 

n~l-J~,"1tlL~ LC;\tlH''il'eln~L''U (aerobic) dJU chemoorganotrophic ~,r~L"l!f'l;n L-

diaminopimelic acid (L-DAP) ,"1'el meso-diaminopimelic acid (meso-DAP) dJU .. 
~l-J1:nnLUn~l-JljnFl'.l1l-J'Vt~1n'Vtf'l1t1LtJU'elrh~l-Jln l~LLri ~nf'l . . 

Micrococcus, Kineococcus, Luteococcus, LLf'l::: Microlunatus LtJuYl'.ln~llJ~~1'1L~ULtln 

L'1I~;Luultln~l-J ~~f'l Arthrobacter, Aureobacterium LLf'l::: Curtobacterium L'lIf'l;n 

~m~tru:::Luu)'tlnf'll-J )'tlLLl'~ LL~:::)'tl[;]'J1 (V shaped) ~n~ Cellulomonas L'lI~;n~mtru~Luu 
'lI 'U 'U " 

ltlLLvi~nm)'LL(;1mL'1IU~'1I'el~L'lI~; Oerskovia LL~::: Dermatophilus LtJu~~~~nn1)'~h~L~ULtl 

'ilI,"1)'LL~ :::nm)'LL(;1n~ n'1l'il~ L~U Ltln~ltl Luu~tl'ilrLFI~'elu~l~ Ll'ltl L~U Ltlij ~,r'l ~umj'l ~'.l~~ 

(;11l-JtI1'JLL~:::(;11l-J'1I'.l1~ ~~~ Agromyces ~~I'1L~ULtI'ilI'Vt1)'LL~:::ijn1),LL(;1n~n"lJ'el~L""ult1Luu 
I-

~tl'ilrlun~l-J LLf'l:::ltlLLvi~ t'i'JU~~~ Nocardioides LL~::: Promicromonospora ~~I~l1~L~ULtl 

'ilI,"1 m~::: L~U LtI'ilI n1 f'I LLf'l:::ij n 1 m(;1 n~ n'1l'il'l L~U Ltl nf'l1t1 LtJU~tl'il r)'tlu vi 'I ... 

, 
.0::11-, ",.0::11 

2. Mycobacterium Nocardia LLf'l:::~~f'l'Vl Lnf'lLFlm 

I-

n~l-Jljij'el~rltl)':::n'il1J"1l'il'l~,r~L"l!f'l;i1J''ilutl)'~n'el1J~'.ltl meso-DAP micolic acid LLf'l::: • 

arabinogalactan l~LLri ~~f'l~ijL'lIf'l;Luultln'(ll-J LL'(l~'Vt1'elltlLLvi'l llJ~~I'1L~ultl A'il~~'(l 

Corynebacterium (ijn1)'~h~~,r~~U(;11l-J'1I'Jl~Jllt1LUL"l!f'l;ltlLLvi~) Gordona Thukamurella 
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LL~:; Mycobacterium 

• ~ ~..::S 
t\lltl5' (conidia) ~'W9'W(1'ltl1') 

glutamium LL'tl:; C . monoagenes l1r1,)Il-J~Il-JI~(1L'Wn1nJ~~m'lnn~Ynijn) LL'tl:;'YI1'lmHL'Y'I'YIU 

(M. bovis ~ltJ~'Wfi BeG Lif~~~1r1~'Wtltl'ln'W1ruhr1) . 
, 

.0=.1., "" ~ 
3. Pseudonocardiaceae LL'tl:;~n'tl'YI Ln'tlLr1m . 

>..... 
l-J'Wlm'tl arabinose galactose LL'tl:; 

Actinopolyspora, Amycolatopsis 
, , 

• I ... "" .... ~ ..-
Saccharopolyspora , Actinokineospora (~utlnr1'tltl'W'YI Lin) LL'tl:; Lentzea 

Pseudonocardia Saccharothrix 

Saccharomonospora ~~I'l~utlfL~tJ,)U'W~ltJLtJtlln1f'\ ~~'tl~~~I'llr1N~~I'lr1~ltJ~u~lltlf 

lllnm.J (pseudosporangium) U'W~ltJLtJ!l1n1f'\ l~LLFi Kibdelosporangium (~~I'l~'l~ltJ 
~lltlfLL'tl :;lM'l~h'lr1~ltJ~U~utlf ~lltlfL~tl'W~l~) Kutzneria LL~:; Thermocrispum L'W~~'tl 

,.... .. ..J,.... J' .. "* ~ 
Actinosynnema MI'l~ltJ~lltl~U'W synnemata 'YI~nMI'l"ll'Wu'W~ltJLtJtll~l5' (~lltlHr1'tltl'W'YI 

1~) 

4. Micromonosporaceae 

>-

L-Iysine l1ilil111'tl xylose LU'W 

tl'lrlll~:;ntlu"lJtlWll'tl~ l1i'W peptidoglycan '1!UIn glycolyl n~l-Jn~,)'Wl-JlnLu'Wn~l-J~hl~~I'l 
l~'W LtJ!l1 n1 f'\ ~h'l L~'W LtJtll~lnLl1lnLL "lI'W'lll~hl LLI11 n~ n LLU'ltltl n 1~ L1J'Wn~l-J~~~I'l~Ut\ lltlfu'W 

L~'WLtJ!l1~I~'lJ11tJL'Wun~~tltlf~~Il-JI~mr1~tl'W~1~ l~lLfi ~~'tl Actinoplanes 

(~~I'l~u~tltlf'YINn'tll-J ~1tl 'YI5''lm':;utln J11tJL'WU~5'~~tltlfroll'W,)'Wl-Jln) . 
Pilimelia 

LL'tl:; 

n~l-J~hj . 
~~I'l~u~tltlfLL~~h'l~tltlfu'W~ltJLtJ!l1~I~ fltl ~~'tl Micromonospora (~h'l~utlfL~m'YIN 

" , 
nmJ"lJ'W1 In L m~j) Ll'tl :; Catellatospora (~~I'l~tltlf~ltJ~'W) LL'tl :;tT'll1n~l-JYi~~I'll~'WLtJtl1 n1 f'\ 

roll'W ') 'W Utl tJ ~ ~1'l ~ Utl f~ 1 tJ~ 'WU 'WL~'W LtJ tll n1 f'\ L~ tJ ~ 1 tJ ~ Utl fLL'tl:;~ 1 tJ LtJ!l1 n 1 f"llJ n ~ 'W n'WL U'W 

ntl'Wn'tll-Jr1~ltJ~u~tltlf fltl ~f1'tl Catenuloplanes lL'tl:; Couchioplanes (~utlfLr1~tl'W~l~) 
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 5. Thermomonosporaceae   

 กลุมนี้ผนังเซลลประกอบดวย  meso-DAP เสนใยอาหารแตกแขนงแตไมแตกหัก ไดแก 

สกุล  Thermomonospora ไมมีน้ําตาลเปนองคประกอบของเซลล  เปนพวก thermophilic เจริญ

ไดดีที่อุณหภูมิ 45-50 oC แยกไดจากกองอินทรียวัตถุที่เกิดการหมัก  สรางสปอรเด่ียว 

(aleuriospores) ที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอากาศ  อาจสรางสปอรเด่ียวบนเสนใย

อาหารดวย  สวนในสกุล Actinomadura มีน้ําตาล madurose เปนองคประกอบของเซลล  สราง

สายสปอรแบบ artrospores  สายสปอรอาจสั้นหรือยาวมีลักษณะตรง  มวน  หรือขดเปนวง  ผิว

สปอรเรียบ  ขรุขระ  หรือเปนหนาม 

 6. Streptosporangiaceae 

 กลุมนี้ผนังเซลลประกอบดวย  meso-DAP  มีน้าํตาล madurose เปนองคประกอบของ

เซลล  สมาชกิในกลุมนี้มีความหลากหลาย  ใชจํานวนสปอร  และการสรางสปอรในอับสปอร  หรือ

สรางสายสปอรบนกานชูสปอรเปนเกณฑในการแบงสกุล  สมาชิกในกลุมนี้สวนใหญสรางสาย

สปอรหรืออับสปอรบนเสนใยอากาศ  กลุมที่สรางสปอรสายส้ัน ๆ คอนนเิดียรไมเคล่ือนที ่ ไดแก 

Microbispora  (2 สปอร)  และ  Microtetraspora  (4 สปอร)  กลุมที่สรางสปอรในอับสปอร  

สปอรเคล่ือนทีไ่ด ไดแก Planobispora (สองสปอรเรียงตอกันในอับสปอรรูปกระบอง)  

Planomonospora (หนึ่งสปอรอยูในอับสปอรรูปทรงกระบอก) หรือสกุลที่สปอรเคล่ือนที่ไมได  

สรางสปอรจํานวนมากขดเปนวงอยูในอับสปอรทรงกลม คือสกุล  Streptosporangium 

 7. Streptomycetaceae   

  กลุมนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  L-DAP  หายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic)  เปน 

chemoorganotrophic  เปนกลุมที่พบมากที่สุดในส่ิงแวดลอม  ไดแก Streptomyces  เสนใย

อาหารแตกแขนงและแตกหกัเล็กนอย  สรางสายสปอรยาวประกอบดวยคอนนิเดียรมากกวา 50 

คอนนิเดียร) บนเสนใยอากาศท่ีเจริญเต็มที่  สายสปอรอาจมีลักษณะโคง  ปลายงอเหมือนตะขอ  

ปลายมวนเปนวง  ขดเปนเกลียว  ผิวคอนนิเดียรอาจเรียบ  ขรุขระ  มีหนามหรือมขีน  มีจํานวน

นอยที่สรางสปอรสายส้ัน  หรืออาจจะมโีครงสรางคลาย  Sclerotia  pycnidia  sporangia  และ 

synnemata  สวนสกุล Streptoverticillium  สรางเสนใยอากาศเปนสายตรง  มกีานชูสปอรแตก

แขนงออกเปนวง (verticils)  รอบเสนใยหลัก  ปลายกานชูสปอรสรางสปอรสายส้ันหลายสาย  ผิว

สปอรเรียบ  หรือขรุขระเล็กนอย 
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 8. กลุมอ่ืน ๆ  

 เปนกลุมที่ไมสามารถจัดเขาในกลุมอ่ืนได  เชน  Frankia  สรางเฉพาะเสนใยอาหาร  

อาศัยอยูในปมรากพชืที่ไมใชพืชกระกูลถัว่ทาํหนาที่ตรึงไนโตรเจน  Geodermatophilus  เซลลมี

ลักษณะกลมถึงส่ีเหล่ียมแบงเซลลโดยการสรางผนงักัน้ตามยาวและตามขวาง  Nocardiopsis  

สรางสปอรสายยาวบนเสนใยอากาศ  Kineosporia  สรางโครงสรางคลายอับสปอรรูปกระบองบน

เสนใยอาหาร  Spirillospora  สรางสายสปอรขดอยูในอับสปอรรูปกลมบนเสนใยอากาศ  สาย

สปอรมีการแตกแขนง  Sporichthya  มีความแตกตางจากลักษณะของแอกติโนมยัซทิีสตามปกติ  

คือไมสรางเสนใยอาหาร  สรางแตเสนใยอากาศสายส้ันที่แบงตัวเปนรูปแทง  Actinocorallia  สราง

สปอรสายยาวเปนกลุมที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอาหาร  Actinobisposa  สราง

สปอรรูปไข 2 สปอรตอกันตามยาวบนเสนใยอาหาร  อาจมีการสรางสปอรบนเสนใยอากาศที่สราง

ข้ึนอยางเบาบาง  Glycomyces  สรางสายใยอาหารและสายใยอากาศที่ไมมกีารแตกหัก  สราง

สปอรสายส้ัน  Thermoactinomyces  สรางสปอรเด่ียวทัง้บนเสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  

ภายในสปอรประกอบดวย  dipicolinic acid  ซึ่งสามารถทนความรอนไดสูงเหมือนกบั 

endospores  ใน  แบคทีเรีย สกุล  Bacillus  ซึ่ง  Thermoactinomyces  มีเปอรเซ็นเบสกวานนี

และไซโตซีน  ใน DNA นอยกวา 55 เปอรเซ็นต  จากการวิเคราะหหาลําดับเบสของ 16S rRNA  มี

ความใกลชิดกบั  สกุล  Bacillaceae  มากกวาแอกติโนมัยซีต   

 นอกจากการวเิคราะหทางสัณฐานวิทยาและองคประกอบทางเคมีแลว ยังสามารถใชวิธี

ทางอณูพนัธุศาสตร โดยการวิเคราะหลําดับยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA อาจใหผลการจําแนกได

ถึงระดับวงศ (family)  ดังรูปที่ 2.9 โดย Thermoactinomyces ซึ่งจัดเปนแอกติโนมัยซีตเนื่องจากมี

การสรางสายใยและสปอรสําหรับสืบพันธุกลับมีความใกลชิดกันทางพันธุศาสตรกบัแอกติโนมัยซีต 

กลุมอ่ืนๆนอยกวา Micrococcus ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมมีการสรางเสนใย    Actinomadura และ 

Thermomonospora ซึ่งถกูจัดอยูคนละกลุมใน Bergey’s manual เนื่องจากมีโครงสรางสปอร

แตกตางกนั  กลับมีความใกลชิดทางพันธุศาสตรมากเม่ือเปรียบเทียบความคลายกนัของลําดับ    

นิวคลีโอไทด 
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รูปท่ี 2.9 แสดงระดับความสัมพันธทางพนัธุศาสตรของแอกติโนมัยซตี และแบคทีเรียกลุมอ่ืน โดย

การวิเคราะหความเหมือนของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA [ที่มา Atlas of Actinomycetes 

(1997)] 
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2.4  การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีต   
 

ในดินพบแอกติโนมัยซิสมากเปนอันดับสองรองจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Sykes และ 

Skinner, 1973) หนาทีท่ี่สําคัญในธรรมชาติ คือทําหนาทีเ่ปนผูยอยสลาย (decomposer) 

อินทรียวัตถุในดิน โดยการผลิตเอนไซมทีสํ่าคัญไดหลากหลายกลุม เชน กลุมไฮโดรเลส ซึง่

ประกอบดวยเอนไซมที่สําคัญคือ เซลลูเลส แอกติโนมัยซิสมีความสามารถในการยอยสลายสารทีม่ี

โครงสรางซบัซอน ไดแก ซากพชื ซากสัตว และสารไบโอโพลิเมอรตางๆ เชน เซลลูโลส เคราติน เพ

คติน และไคติน เปนตน (ยุวดี มหาศักด์ิศิริ, 2546) รวมทัง้ปุยหมัก ซึ่งเปนปุยอินทรียชนิดหนึ่ง สวน

ใหญไดมาจากพืชที่ถูกหมกัใหยอยสลายโดยกระบวนการของจุลินทรียตางๆกนั แอกติโนมัยซีต

เปนหนึง่ในกลุมจุลินทรียที่สําคัญในการยอยสลายวัสดุอินทรียหรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตรใน

กระบวนการทาํปุยหมัก ในระหวางการยอยสลายวัสดุเศษพืชโดยกจิกรรมของจุลินทรียแบบ

ตองการอากาศ จะมีผลทําใหสภาพแวดลอมทั้งทางดานกายภาพ เคมี และชีวภาพบางประการ

เปล่ียนแปลง มีผลตอเช้ือกอโรคพืชและศัตรูบางชนิด เชน เกิดปฏิกิริยาระหวางจุลินทรียในกองปุย

และเช้ือกอโรคพืช รวมถึงประโยชนบางประการของจุลินทรียอันเนื่องมาจากกองปุยหมกัเชน เรง

อัตราการยอยสลายในกองปุยหมกั  ชวยยับยัง้หรือทาํลายโรคพืชบางชนิดในกองปุยหมกั ชวย

ทําลายไขของแมลงบางชนดิ ชวยเพิ่มคุณภาพของปุยหมัก เปนตน   
 
2.4.1 รายงานเกี่ยวกับการแยกแอกติโนมัยซีต 

 Reiner และคณะ (2005) ไดมีการคนพบสายพนัธุใหมของแอกติโนมยัซีตจีนัส 

Micromonospora 8 สปชีสคือ Micromonospora citrea sp. nov.  Micromonospora 

echinaurantiaca sp. nov  Micromonospora echinofusca sp. nov. Micromonospora 

fulviviridis sp. nov. Micromonospora inyonensis sp. nov. Micromonospora peucetia sp. 

nov, Micromonospora sagamiensis sp. nov. และ Micromonospora viridifaciens sp. nov. 

โดยศึกษาทางสัณฐานวิทยา การเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ การจาํแนกกลุมโดยใชสารเคมี การ

สรางสารทุติยภูมิ ยีน และทําการยนืยนัสปชีสโดย mass spectrometric analysis โดย matrix 

adsorbed laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) 

  

 Boudemagh และคณะ (2005) ไดทําการแยกและช้ีบงชนิดของแอกติโนมยัซีตในระดับ

โมเลกุล จาก Saharian soils ทางตะวันออกเฉียงใตของอัลจีเรีย  แยกได 27 สายพันธุและนําไป

ทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อราดวยวิธ ี Agar piece method  ตัวอยางดินจากบริเวณ

ตางกัน มีจํานวนของแอกติโนมัยซีตตางกันดวย พบวาอาหารทีเ่หมาะสมที่สุดในการคัดแยกเช้ือ
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Za itlin LL~~FlCW~ (2004) ~m~I~~'ll'tl~n'wlrlYl~'J'ULL~~~U'tl\hJ'vi~·rrl11'tln1n91'1J L~l.JL[;I 

'fl~LL'tln~L'UlYu;[;Il'U~'U LL~~~n1'~t1n1~iJl.JJ~L~flnL~mL'tln~L'UlYu~[;Il.Jl~"l!ll~ t~uL~lJ91nn1~ 

" "'Cil~fll.JFl,)llJ antagonism ~~VI~I~LL'tln~L'UlYu;[;I(Streptomyces) 1 0 ~lu~'Ufnl.JL~'tlnri'tl L~Fl 

Luvh 10 ~lu~'Uf Yil.J~1 Streptomyces halstedii LL~~ Streptomyces rochei ihh~~Y1fiJlIYl 

~Yi~rn vii n1~til.J~I'U,)'U'lI'tl~ Streptomyces halstedii LL~~til.J~I'U'J'U'll'tl~ LL'tln ~t 'UlYu~ m~'~VllJrn 

lug~ll.Jl~~~LL~~g~ll.Jl~i'J~ Yll.J~In1~~rnn1~lrlYl~'J'UViI1~~lu'J'U'lI'tl~ Streptomyces 

halstedii LL~~til.J~IU'l'U'll'tl~LL'tln~t'UlYu;[;Ii~VllJ~~~~~i~l'Ug~ll.Jl~~~LL~~g~ll.Jl~i'l~ n1~ 
hJiJm~ lrlYl~'l'UL~uViI1 ~~I'U'J'U Streptomyces halstedii LYh~'U~~ ~~~ 1 'Ug ~ 11.J 1~ ~~ 
lu L[;In9'UhJiJ ~~ 111'tl~I'U'J'ULL'tl n ~t 'UlYu; [;Ii~VllJ rn 

Streptomyces halstedii ~rn~~L~nil'tlul'Ug~ll.Jl~~~ 
"" 

Yll.J Streptomyces halstedii l'U 

canola residue ~lu~r.rutl;l ~ L~'U~1 Fl'lllJLL[;In 1111~'lI'tl~ n9 m~)..J"'I~n1~viln1~Ln1't[;l~m99~ 

hJ1-Jii19r.rU ~1 ~ '1J~iJ ~~ 111'tl~ 1 'U'J'ULL~ ~ Fl')1)..JVI~1 nVl~1 U'll'tl~ LL'tl n ~L 'UlYu; [;I 1 'U~'U 

Stefano LL~~FlCW~ (2002) 1~ViIn1~Mm;-ILYlFlllFlYlI~9~;'J~Y1mL~'tllfl'Un1~Fl'UVlI~I~ . 
'tl'tlngYltYlI~~'JJlIYi"lillrnlmj l'Ulh~LYlPI~m~1~iJn1~Fl'UYll.Jfll~'tl'tlngYltYlI~~'lJlIYl91n 

9~'UYl1rrLL~'llJlnn~1 50,000 flIU~'Ufi ~'l'Ulm\.JLtI'ULL'tln~L'UlYu;[;ILL~~n trnuVl~nm~l'Um~ 
• • w 

l'U~~~l.J L)..JL~n~ LL~~L~'tlFl'lllJ~,) rnL~'J Yll.JLLtln~L'UlYu; [;I~VllmnVl~IU"l!ll~ 'tl£h~ hii [;IllJ ()~LL~ . 
" ,. 

LLfln ~L'UlYu; [;IflIU~ufVllulntl9~m'tln1fll 'Um~~~ [;Ifll~'tltln ~Y1fiYlI~~'JJlIYl"lill~ 1 VllJ LLI11 

;rtllJ~Y11~~'Ufim~)..JLL~~fl1~~Y1UliJ~ Fl~ rJl'tl~iJm~Mm;-II11'tl hJ~ n)..Jln L~'tl Fl'lI)..J~'J rn L~'lmr.ru 1~ v • v 

, " 
~ 1ij.,J'U1 L'J n L[;Itl fYiflllJl ~rl~l.J:n 'U~ 'J'U~ L ~'UL 'tl"li'U1 Cill VI cU'll'tl-l LL'tl n ~L 'UlY u; [;I L~U n1~fl ~1~ n~)..J'lI'tl~ 

w • 

" UU91n:n'U~'J'UL~n1"l1'tl~ cloned DNA Li:Jumn[;l1ulJ insert library "lI'UI~lm1i91nfllu~'Uf 

LL'tln ~L'UlYu; [;I~VllmnLL~~fl~l..:J environmental libraries 1~ Fl')1)..Ji)..J~'Ufi'll'tl..:J LL'tl n ~t 'UlYu~[;I~ 

LLunl~~..:J~t.l~ 2.10 
v 
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รูปท่ี 2.10  แผนภูมิวงกลมแสดงการกระจายตัวของวงศ  ของแอกติโนมัยซีตประมาณ 9,300 สาย

พันธุที่แยกไดในชวงปค.ศ.1996-2000. สัดสวนของจํานวนแอกติโนมัยซีตที่แยกไดสวนใหญพบวา

เปนสายพนัธุตางๆในวงศ  Micromonosporaceae และ Streptosporangiaceae  

 Boudjella และคณะ (2005)  แยก Streptosporangia  จากดินในทะเลทรายสหรา 

(Saharan)  โดยการนาํดิน 1 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร  แลวเจอืจางตอดวยน้ํา

กล่ันฆาเชื้อ  ปเปตสารละลายดินที่ระดับความเจือจางตาง ๆ 0.2 มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนผิวหนา

อาหารเล้ียงเชือ้ citin-B vitamins agar  ที่เติม kanamycin 25 ug/ml และ  cycloheximide 50 

ug/ml   

 Suzuki และคณะ (2001)  แยกสกุล Planomonospora  จากดิน  โดยใชอาหาร Humic 

acid-trace salts gellan gum ที ่pH9 เปนอาหารที่ใชคัดเลือก  โดย Planomonospora  สรางอับ

สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  สามารถแยกสปอรที่เคล่ือนที่ไดจากอับสปอรโดยใช  0.1% skim milk 5 

mM N-cyclohexyl-2-amino-ethanesulfonic acid (CHES) ที่ pH9  เปนสารละลายในการลาง

สปอรที่เคล่ือนที่ไดออกมา  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูม ิ 32 oซ  เปนเวลา 90 นาที  แยกสปอรโดย

การปนเหวี่ยงที่ 1000xg  เปนเวลา 10 นาที  วิธนีี้สามารถแยกสกุล  Planomonospora  ได 246 

สายพนัธุจากดินตัวอยางทังหมด 1,200 ตัวอยาง   

 Suzuki และคณะ (2000)  แยกสกุล  Actinobispora  จากดิน  โดยการอบดินตัวอยางที่

อุณหภูมิ  110 oซ  เปนเวลา 15 นาท ี  จากนั้นทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง  เติม 0.85% NaCl 1 

มิลลิลิตร  จะไดสารละลายสปอร  เจือจางสายละลายสปอรดวย 0.85% NaCl  และนํามาเกล่ีย 

(spread) บนผิวหนาอาหาร Humic acid-vitamin gellan gum ที่เติมสารปฏิชีวนะ  leucomycin 
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1 :ug/ml, nivobiocin 1 ug/ml, tuniamycin 0.5 ug/ml, cycloheximide 50 ug/ml LL~:; 

nystatin 50 ug/ml n1:i'l-ir)~~~llJlnmtln~f.!~ Actinobispora 1~ 18% 'll'el~r;l,)'elrh~~'W 

Hayakawa ll~:;flru:; (1996) lltln Microtetraspora glauca r.nn~'W Llnm.11~'W 

r;l')t:lrh~lJ1t:llJ~mU~JliJ 110 °e dJ'WL,)~1 60 'W1Yl illlJ1L~'elr.n~1'W~lni'W~.hL~'el llLtl~ , ., 
, 

~1~~:;~It1~'W 0.5 iJ~~~~:i' Yl:i':;~lJn1n~'el91~ 1 0.
1 L~lJ~~l'W~'el~L~~u'Yh~'elf (5 mmol/l, 

pH7.0) 5 iJ~~~~:i' ~ijn1n~lJ benzethonium 0.05% UlJ~~ru~1JiJ 30 °e dJ'WL,)~1 30 'W1Yl 

tILU~~I~~:;~lt1 0.2 iJ~~~~:i' Ln~t1lJ'Wm~l:i' LSV-SE agar ~L~lJ~I:i'U!J~')'W:; kanamycin 

20 mg, norfloxacin 20 mg Ll',~:; nalidixic acid 10 mg/l 

Hayakawa Ll~:;f1ru:; (1991) LltIn Streptosporangium Dactylosporangium 

Micromonospora ll~:; Microbispora 91n~'WLlnmLl'i~:;~f.!~ l-ir)~ pretreatment LL~nl'il~n'W 

~'el LLtln Streptosporangium Llntlill~'Wr;l,)'elrh~lJl'ellJ~~ru~1JiJ 120 °e dJ'WL,)~1 60 'W1Yl 

illlJ1L~t:l91~1'W~lni'W~.hL~'el~L~lJ benzethonium chloride (Be) 0.01 % ill1UUl-J~ 30 °e 

LtI'WL,)~1 30 'W1Yl UlU~~I'j'~:;~lm9'el91~ 0.1 iJ~~~~'j' lJ1Ln~t1u'Wm~l:i' HV agar ~~~lJ 

nalidixic acid 20 mg LL~:; leucomycin 1 mg/L LLtln Dactylosporangium tlnmll~'Wr;l,)'elrh~ 

lJl'ellJ~'elru~JliJ 120 °e dJ'WL,)~1 60 'W1Yl illlJ1L9'el91~1'W~lni'W~hL~'el~L~lJ benzethonium , " 

, , 

iJ~~~~:i' lJlln~t1u'W'ell~I'j' HV agar Yi~~lJ nalidixic acid 20 mg LL~:; tunicamycin 10 

mg/L LLtln Micromonospora tlntlill~'Wr;l,)'elrh~lJlmn~lJ illl-J1L9'el~1~1'W~lni'W~hL;t:l~ 

L~lJ phenol 1.5 % ill1UUlJ~ 30 °e dJ'WL,)~1 30 'W1Yl ULU~~I:i'~:;~lm~'el91~ 0.2 iJ~~~~:i' 
, 0 

"" "'" lJlln~t1lJ'Wm~I'j' HV agar 'Vl~~lJ nalidixic acid 20 mg Ll~:; tunicamycin 20 mg/L LLtln 

Microbispora Llntlill ~'Wr;l')mh~lJl'ellJ~~ru~1JiJ 120 °e LtI'WL,)~1 60 'W1Yl illlJl L~'el~I~ 1'W~1 

ni'W,.]IL~'el~L~l-J phenol 1.5 % Ll~:; chlorhexidine gluconate 0.03% ill1UUlJ~ 30 °e LlJ'W 
o , 

L,)~1 30 'W1Yl ULU~~I'j'~:;~lm~'el91~ 0.1 iJ~ft~~~ lJ1Ln~t1lJ'Wm~I'j' HV agar Yi~~lJ 

nalidixic acid 20 mg 

2.5 utJ'VIiJn . 

" 0 

f1,)llJfl~'Vl'Wl'i'eln1'j'rJ'eltl~~It1 ij~ill ~1~~IYi ~t1 n11 '5'),r~ ij~lJlJ~l 'Wm'j'uflJlh~ ~'W yjl1-X~'W , 
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1. ~m"tru:-;'lJ'el-lLf'lM.r~t1l (Characteristic of plant residue) • 

., , 

1.1 'lJ'Wlt1l'll'el-lLf'I'I~6~t1l c1l.r~t1lij'lJ'Wlt1lL~n 9:-;ijYi'WYi~h~lJ~~lJln vi11~CJ~lJ , , 

f}'l)'n'el-l Lu'Wi'W1 LLf'l:-;n1)'n~Un'el-l~tJ9:-; LU'Wn1rD'ltJ CJ~lJ.r~ ~ 1 ~ Lil1 n'W~ LL~.r~ ~'lJ'Wl CO) 1 ~ qj~ij 
~nMru:-; LU'WL~'W~1'elvi'el'W 9:-;vi11 ~ij n1J'LLydm':-;9ltJ~1'el~:-;ultJm n1 f'll~~n~l.r~ t1l'lJ'Wl CO) L~ n , 

~'el-lfl'lliJ~'W LVin:-;c1lmlJlru~llJlmn'Wltln1~~:-;ultJmn1f'19:-;hl~ tllmnt1lm:-;u'l'Wn1m.h 

L~mLf'l :-; Lnt1ln~'WL~~'W1~ ~-l,r'Wc11LU'WLf'lMYi'll~t1l L'lI'W ~nl'lU"ll'll nm9UllJllnlmLt1lt1l 2-3 .r'W 

ntl'Wul1tlvhlJm ~'el~:-;L ~tJ~l'el'el n ltltl1-l ~1'elUllJ1CJ~lJ.r~ t1l~'WL'lI'W Yll-lil'l , . 

~,rnmj-llC112 Vi'lnFi'el Vi'ln~rJtltJ~f'lltJ1C11~lmLf'l:-;Vi'ln~rJ'eltJ~f'lltJl~mn 

~l~tl~:-;n'elu mfUtl'WLLf'l:-; 1 'W Ll'IJ'L 9'W LiJ'W~l~~~l LU'W~'eln1~L,,·hu'lltl-l9~'WVl1-rJ Lt1ltJ 
'" . 

~1-l1 'el19 hHl LU'W~'el-lL~lJ~1~1'W Ll'IJ'L9'W ~1'elm9L~lJl'WmlJlru~titltJn~1~Hf nULf'lMYi'D~ij 

C/N ratio ~-l Vi'l n LPlMYi'D l'I~:-;nf'l5'lijmiJlru 1'W LInJ'L 9'Wri'el'Wifl-l~-l n~lLf'lM.r~ t1l n1J'LnMIn~"llUt1l~'W 
IU \J 'U" 
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ihlhJ1ru1'WL(1ln9'W~1 (Cotrufo LL~ ~ f)ru~, 1995) 

'W'5 n91 n~r11 C/N ratio tT~~llJl~(l'llll.n lfl'Wn1~i191rul~lum,ujn~Yi1J'W9~'ll1111H . 

mlJl ru 1 'W L(1ln 9'W hi L~tI~Yi'5'tl (1ln n1nJ'5t1~~1t19 ~~1 ~~J'W~~ f)')n~lJ 1 'W L(1ln 9'W~~ 111 L ~'5~ (;) I'll 

C/N ratio 1 'IX'5rJl 'W~111Yi~mlJl~~lJ~1l-1f1J9~'Wyi!-rJL~'5'll11111fl'Wn9m~lJ~¥1~L"l!~'if L(;)tI C/N " . 
ratio ~ L l-1lJl~~lJ 1 'Wn1~rJ'5t1~~lt1~ r1111~~lJl ru 30-35: 1 'U~~'W 1 'W~~tI~~lJ LLm f)')~11f1J 1 'IX n'5~ 

utll-1lJn~ I'll C/N ratio 'tlrJl'W'Jl')~ ~~ n~l,) . " 
" 

3. f),)llJ1'W (Moisture content) 

~~ ~1J f),)llJ~'W 1 'Wnt1~Utll-1lJ n~ L l-1lJl:::~lJ ~t1n1~rJt1t1~~lt111~~lJl ru 50-60% L(;)tI~ll-1,:rn . 
cllf),)llJ~'W~ln~l 40% n1~rJt1t1~~1t19:::Ln(;)~'W'tlrJl~-nl1 LLj;Jcllfl,)llJ~'W~~n~l 80% n'5~~tI 

l-1lJ n9~LL 'U::: Ln'W 111 n1~~~1Jlt1t11 n1 Plhi~1Ln (;)~111Yi 1lJ~t11 n1 PI m~1J,)'Wn1 ~rJt1t1~~lt1~~ Ln (;)~'W 

1~-nl L ~t1~91 n9~'Wyi!-rJ~rJt1t1~~1t1 LPlMYl-n~')'W 1l-1 nJ LlI'WYi') n~ !Xt1~ n1~t11 n1 Pll fl 'Wn1~~¥1~ . -
Yi~~~l'W LL~~~~~Yll~~t1lJf1t1 ~111Yi1lJ~t11n1P1Yi11 'lXLn(;)n~'WL l-1ii'W111t11 'Wn'5~~tlmJn ;~ Ln (;) 

91n~1~~'WYl1rJ~~ mtl91Yi'Jn~LYl'W LL~~1uL(;)n9'Wi~1~c;l L(;)tln~lJ9~'WYl1rJ~1l-i!Xt1~n1~t11n1P\ . . 

4. n1~~~1Jlt1t11n1 PI (Aeration) 

9~'WYl1rJ~rJt1t1~~ltlLPlMY;'Jj11~~lJl ru 90% !Xt1~n1~t11 n1 PI LL~~9~'WYl1rJ9~~¥I-l Lt1'W 1 'Jj,J . . 
" ~ I a d 

Ln (;) n1 ~tlt1t1~~lt1L~')"'W 

5. t1rul-1l1ij(Temperature) . " 
t1 rul-111 ij LlI'W~')'W ~;h 'IX L ~'W~ 1 n ~~1J,) 'Wn 1 n 11~ tI'WLL 11~-l1 'Wnt1-lUtll-1lJ n-n 1l-15-t1 L ~'J LlI'Wr;l,) . " . 

Yi') n~1~~'WYl1rJ.yi11 'IX mllJ¥t1'W~ Ln (;)~'W 'W rit1t1LL Yiin ~~91t1t1t1n91 n n'5-l~tI ~ rul-1]JijI11t11 'Wn'5-l 

utll-1lJnmj-lLu'W 2 ~~tI~f1t1 . 
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tfhnn,lFnfu'U1.J1~'U'U n 1"l! '" ~ufl'fl~ufi'UtJ9::;fl ~fl'! 

~fl1tJ~1.J"r'i~cl"111l Cl~,! n~1L1.J~Jl1Y1'flru"vlJl~U n ~ 
'I 'U 'I III 

6. pH 

n1~H1~~L"vl~'fl~'!'Vl1'!n1nm~l1l~hjf)'fltJ51t1'1J"vl1 pH ~J1mrnLYin::;tI'J1.JLm1if)19::;'U~ 

L1.J..n'J'!nfl1'!"vl1'fln~~L'~ntJ'fltJ Gaur LLfl::;flru::; (1980) ntJ'l11.J~1 L1.J..n'J'! 2-3 11.JLLm pH "ll'fl'! 

n'fl'!utJ"vll! n51~::; ~U fl ~ fl'! L ~ 'fl'!91 n L1.J..n'J'! LLS'n ~ 1l.J 1 ~Cl t1'fltJ ~ fl1 tJ 1 ~ ~ ~ t1'fl tJ ~ fl1 tJ Hf~ 1 tJ'fl t1 1'1 , , 

LLU flYi IStJYI'J n~']j'flU1:) ru"vlJJ~~'!,,::;un n!) tI'J1.JL;'fl n~;1.J L1.J1:) ru"vlJJ~~'!l! n9::;v"l1r1J L1.J 5-10 'J1.J 

"vl~'! n1 m'f)'!utJ L1.J..n'J,!~ ~Yf1tJ"Jl'f),! m::;u'J1.Jn1nll1.JutJ"vll! m~'U'fl ru"vlJl~Jl1tJ L1.Jn'fl'!um~ lPlfl'! 9::; 
'I" "" 'lI " 

Y1ULL 'Un ~L 1.Jl!tJ;11l L" 1'1J Lll1.JtI'J1.J 1 "vl '1l ;,!9::;~,! Ln 11l1~91 nu'h 'J ru~'flU1.J'U n n'f)-l~tJmr n51~"Jl1'J "vl1'fl 

~111l1fl"ll'U'!nftlJ Lfl Lfll:n;'f)LL 'U n ~L 1.Jl!tJ; 111 , 

,,::;51 ~flYi11~~Jl1Y1 LL 'J lPl~'Ul.J~,!'Vl1'! ~T\,,ln1m1Yi Lfl51 LLfl::;;'JJl1YiU1-lU~::;n1nu~tJmLtlfl-l 51 ~fl 

I'l'UL;'f)rl'U hflVi"l!LLfl::;~l1llu1,!']j\l~ L..n1.J Ln~uDmtJ11'::;"vl~1-l L;'fl'1~1.J'Vl~tJ11.Jn'U'!~mLfl::;L;'Url'fl hfl 

Vi']j 1''JlJ ~'!u~::; LtJ']j,rUl'!U1'::;n1~"Jl'f),! L;'U9~1.J'Vl~cl"tl1.JL ~'f),!l.J1"1 n n'U'!utJ"vll! nL..n1.J Li'!tll1ln n11' . , 

'lJ'fl'!LYI~llJ'f)f~bJ51~'! tl1'::;n'flu~'JtJm,btJ'lJ'U,! D-glucose 1'l'U~'JtJ~1.Jfi::;1.4-~ glysosidic 

Lll1.JlJ"vl LlJ lfl ~fl;-llll1.J Lfl N ~ ¥1'! ~~niu.n'U\J hj~::;fl1tJ~1llfl ::;f)'U1.Jif1'!'Vl1.JI'l'f) n1 ~ Depolymerize 

LlPlm'U1.J1·nrLL~::;~1nfl51 11.J~Jl1'J::;fi1'1'l.J']j1 ~l'l!~fl L~~~'!"vllJlPlu1'::;n'Uu~'JtJ hemicellulose lL~::; 
'\J 
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lignin ;~";11~~~'WYi~'rrrJ~t11~tJ1n;'W (Wietse de Boer lL~:;Flru:;, 2005) ll~:;L"l!~tlL~~rJ~LU'W 
~'l'W~~~'1l'a~~'ll-J'l~ iJUYlU1Yl1 'Wn1~rJmJ~~lt1"l1~~,~'WYi~rr ;~iJFl'lll-J~l r1 ry~'a Carbon cycle 

~,mJ~ 2.11 
" 

- __ • AER06IC 

- - - • • - - • ANAERQeI( 

UGNOC£UULOSEo 

9 
; 

~ 

--4--1~=~ I 
(XL COAL G.-'5 

d 
~tl'YI 2.11 1!J~mFllfu'a'W (Wietse de Boer LL~:;Flru:;, 2005) 

r;l'l Li~tl!J mtll=D'l1l1'Y'4 (Biocata Iys t) 

~'ltl Fl'l1l-J~~lnW,ntlYll~=D'l1l1'Y'4lL~:;Fl'l1l-J~1l-Jl ~C11 'Wn1n.J~ j;l~l~Yl ~t1lljJ ";11 ~ LL 'a n ~ , " 

L 'WlTtI; j;l LU'WLL '\.Hi~t.J~ j;l~l~tl!J~'l'W:;LL~:; L 'a'W 1 "l!,r~~1 fl ryroh'W'l'Wl-Jl n L~mL 'an ~L 'WlT t1; ~~ll-Jl~C1 

t.J~j;lL'a'Wl"l!,rn~l-J ~1~1L'li'W n~l-Jlf:lLML~~ ;~tl~:;n~u ~')m'a'W 1 "l!,r~~1 r1ryFi~L"l!~tlL~~ 

L 'a'W 1 "l!,r~~ll-JlnlrJ'atl L"l!~ ~ L~~ C1 n-nu'a~ nl-J191 n9~'W'Vl1-t11tlrJ~~~LL 'l i?l~'al-J'Y'4¥'aWlU 
" " , 
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L'1fl~L~~Hh.h:;n'tlu~')tJ 3 n~l-JA'tl 1.4-J3 gluca n glucanohydrolase (EC 3.2. 1.6) 'Vi1~UI~ 

dlJu endoglucanase 1,4-J3-D- glucan cellubiohydrolase (EC 3.2.1.91) 'Vi1~UI~L~tJ')nu 

exoglucanase activity LL~:; ~-g lucosidase (EC 3.2. 1.21) 'Vi1~UI~U'tltJ cellubiose 

i:::'U'U".II'£I-!lL '£IU 1'11~ L'1I~"H ~~ Lth.lLLuu'Vil .. nwi'JlJ nl.! L'lil.! L'tlU 1"J!~ Endoglucanase (;] In ... 

~ltJ"lI'tlWII~tl t~~LLUU~l-J1~ Glucose LL~:; Oligosaccharide L'tll.!1"J!~ Exoglucanase U'tltJ 

Non-reducing end "ll'tl~L"J!~t'l t~~1~ Cellubiose LL~:;~InYlltJ Cellubiase U'tltJ Cellubiose 1~ 

Glucose (Ryu LL~:; Mendels, 1980) 

1l.!'li'J~~~ltJtI~ cJlUl-Jln nI)'~m;ILL'tl n ~t u,rtJ~ j;]~nFl'JIl-J~Il-JI~t:l1 Uni ),U'tltl L"J!~~ t~~ 
" 

Ll'ltJ"',)l.!1~rYd:Jl.!'Y'I'Jn Thermophilic LL~ :; Mesophilic 

Thermomonospora nFI'JIl-J~Il-JIH11UnI),U'tltlL"J!~tlt~~~~ t"'t1L'tlu1"J!~L"J!~t'lL~~~~¥I~;U91n 
~1t1~uf\ltl)':;n'tlU~,)t1 Extracellular Exogluca nase LL~:; Endoglucanase 'Vi1~IU1~~~ pH 6 

LL~:;'tlr\.ml1ntl),:;l-Jlru 60-70 °c , " 

'Y'I'Jn Mesophilic actinomycetes ~n),It1~lurjIU'tltIL"J!~t'l t~~1~ L'liU Streptomyces 

antibioticus, Streptomyces flavogriseus, Streptomyces viridosporus LL~ :; L'tll.!1'l!~'ViI~Il.!1~ 

~~ pH 5-7 n activity ~~~"'~ 40-55 °c ~~ Mesophilic LL~:; Thermophilic actinomycetes ~ 
;jFl,)Il-J~llJl),Cl1 UnI),U'tltl L 'l!~ ~ L~ ~ 1~L~'ilL~t1~ 1 um~ 1 :i'~;jnl),L~l-J L'l!~~ t~~'l!il"'~:;~It1~11~ 

" " 
~~)'tl~ 2. 12 

" , " .. 
L ti'tl~ ~'JtI Fl'JIl-J~~1 n~~ 1t1"ll'il~ LFlNil~ LL~ :;nI:i'~:;~It1,j11~m n-1l'tl~ L"J!~ ~ L~ ~u1~Ylfi 'ViI " , 

1lXnFl'JllJiltllJ1UnI)'1.ifL'l!~tlt~~~~:;tntl~11~A'tl Carboxymethylceliulose(CMC) dJU~I:i'~~ 
~l.!lJln;U~I~~UnI)'~m~nnl:i't.J~j;]L'ilu1'11~ Endoglucanase 
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รูปท่ี 2.12 แผนภาพแสดงการไฮโดรไลซิสของ amorphous และ microcrystalline cellulose โดย 

(A) noncomplexed cellulase systems และ (B)complexed  cellulase systems โดยรูปส่ีเหล่ี

ยวทบึแสดง reducing ends และรูปส่ีเหล่ียมโปรงแสดง nonreducing ends (Lee และคณะ, 

2002) 

 

 
2.7.1 รายงานเกี่ยวกับแอกติโนมัยซีตท่ีมีความสามารถในการยอยเซลลโูลส 
 

 Wietse de Boer และคณะ (2005) ศึกษาอิทธิพลของราตอภาวะที่เหมาะสมของการ

เจริญของจุลินทรียในดิน พบวาบทบาทของราและแบคทีเรียในการยอยสลายสารอินทรียที่ยอยได

ยากเชน เซลลูโลสและลิกนนิ อยูในรูปแบบแขงขันและแบบพึ่งพาซ่ึงกนัและกนั รวมทั้งเกิดการยอย

สลายไดทั้งสภาวะที่มีอากาศและไมมีอากาศ           การยอยสลายเซลลูโลสแบบใชอากาศพบใน   

จุลินทรียในดิน ทั้งชนิดที่มสีายใยเชน Streptomyces  Micromonospora และไมมีสายใยเชน 

Bacillus  Cellulomonas อยางไรก็ตามถงึแมวาสวนประกอบในระบบเอนไซมทีท่ําหนาทีย่อย

เซลลูโลสในแบคทีเรียและราจะมีความแตกตางกนับางแตมีการทําหนาที่คลายคลึงกนั เซลลูโลส

ไฟเบอรมักพบในรูปแบบบริสุทธิ ์ ตรึงอยูในโพลิเมอรตางๆ โดยเฉพาะเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิ 

นอกจากนีเ้ซลลูโลสในผนงัเซลลของพืชสวนใหญจะทนตอการไฮโดรไลซ โดยเอนไซมอัน
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L~~~lJ1r.t1n LrlNi1~ Crystalline(Fibriliose) rl,)llJiHnn'W~ltJ"lI'tl~ Degree of access ibility 

LLrl:; crystallinity "ll'tlWll~~L~~'tl1r.t~tJ'tl~rlUrl,)llJ~~lnW~ltJ"ll'tl~'~t.lYl~tJ~;:jm1lJ~1l-J1HlltJ 
n11Utlm'll~~ L~~ltJ~11~~~tJ~h--11rltJL"J!tJ 1~ ~rtl~tJ LUtJ~tJ 

n11L r.t1-ru"lltl--1~ltJ ltJ"ll'tl~nLL~:; LL'tln ~L tJl4tJ; (;J~;:j rl,)1l-J~1l-Jl1(l1 tJ011U'tltJ L "lI~~ L~~ 
w " 

O11~ nH1111 tJ 1~ n ft'tl--1r.t ~"'11P1'1!V.U~ 1 LL tl n ~L tJl4 tJ; (;J~;:j ~ltJ ltJU1--1'l1UC;) hi ~1l-Jl1(l U'tltJ . 
, " 

~~ltJ1m~LL~:;nu~lnl1~~1--1~ltJltJ"ll'tl--1LLtln~LtJl4tJ;(;JL.w'tlL.jhhJtT--1~11[;J--1~tJLutJnl1LL"1i~itJ 
I " '" " 

Ll'ltJ(;JNrlUnViii rl,)llJ~llJl1(l1 tJ011U'tltJ~11[;J~ ~tJt1tJVi~--1 Ln (;J L ~tJ 1~ tJitJLL1n L 'tltJ 1 "lI,rL"lI~~ L~~ 
'1/ 

, ," 
~111,):; pH ~--1LL~:;ltJm:;u')tJ011Vi;:j011L~lJ;tJ"lI'tl~ pH L"J!tJ Ammonification LUtJt19~tJ~1~t1! 

, .,. 
r.t1nn11." Streptomycetes 

~1lJ11rltlf'i'tltJ~111.h:;ntlU~ ~1tJ"'1tJvi'tl L~'tln,rtJ LL~ c;)~ 1 ~L ~tJ~1 ii011LL "11--1itJrlUL~'tln 1 tJ 

~111,):::~ L ~lJ1 :;~lJ,rtJ LL~:::ii LrltJ nm 1 tJ~1 LL tl n ~L tJl4 tJ; (;JiiU."Ul." LUtJcJU'tltJ ~ ~1 tJ ~1 tJ LtJ"lI 'tl~11 
'1/ 

Wang 

" 
itJ(;J'tltJf.1'tlO11 depolymerize ~1'tl 011 solubilized 1:::~~1~ cellobiohydrolase I (CBHI) rllJ 

endoglucanase I (EGI) LL~:;itJvi'tl1tlf.1'tlO11 hydrolyse L'tl~LnLlJtlfttlLUtJn~Lrl~Lc;)tJ EGI LL~:; 

beta-glucosidase iin11~m~t1LLUU~1~'tl--11tJ'Vl1~~[i~Lc;1tJHf filter paper activity assay 

pH 1tJ~tJr.t1n"lltJ:; 1tJ"J!,)--1 3 1:::tJ:::"ll'tl--1011~l4n~tJf.1'tl Mesophilic stage, Thermophilic stage 

LL~::: Cooling down stage v.u11iimllJ~~ln~~ltJ"ll'tl~'lIUC;)"lI'tl~,~tJ.,,1tJ1tJ"J!')~ Mesophilic 

stage )"l1nn11 Thermophilic stage LLUrlViJStJ~v.ultJ"J!,)--1 Mesophilic stage f.1'tl Bacillus sp. 

feacal coliforms, Pseudomonas, Streptomyces Sp . LL~::: Actionomyces S p . LL~:::V.U11 



Actionomyces 

Cooling stage 

sp. ~L'"l1-[1J lJiL kI·lb~ 

~~nJ~ 2.13 

Mesophilic stage 

'U 

co, 

HF.AT 

ORGANIC MAlTER--1 IIUMl!S 

, ,,,OI«iM 5 • cabolrydroleS . _ 
'lipidl 
, Ii",;. 

I 
L.~ ... ______ ___ ... _. __ .... _ .. __ . _ .. _ .. _ .... _._ ... _ __ ._._ .. _ 

Fi!- ! T~ "ompostinf p,,,,-;oo. (1llI.wara cl a l., 1995). 

Temper-.tuo.I'C) pH 

70 r---------~----------~----------------~8 

110 

50 
, 

<10 
, " .' 

30 " ., ./ ' 
20 

10 meaophillc 

0 

I IIIermop/IiIIc: 
I 

I 

I 
I coolIng and maturation 

e 

I--To<npetature . . . ,. - pH I 
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Fi .. 3. Te.npctatul'r _.xl pH variatiou durin, ""'lUrai c(lIupustin!. pr(.ccaS.. Tbt 6IPrc is l't:dlllwn from Golud.c «199 l). 

lu;1 2.13 LL'tl(;l'ln),:::U'lkln11~~n~mL'i'l:::fl'l1l-J~l-J~klfi"ll'tl'l~ru~1JiJm~::: pH lk1 

n1:::U'lkln11~~nilu (Taiwo LL'i'l::: Oso ,2003) • 

Sudeep LL'i'l:::rlru::: (2001) Hll;1n11~n'rnL'tlkll'11~ Carboxymethyl cellulase ~'tl~1'l 

L(;lU alkalothermophilic actinomycete ~LLUnHi'"l1n~ulk1~1U'i'l Uttar Pradesh lh:::LYlf'l 

novobiocin guanine-cytosine content "lI'tl'l chromosomal DNA LL'i'l:::~'lkllh:::n'tlu'lJ'tl~c.nr'l 

L'1I'i'l~YiU11'tl~1k19,r'tl Thermomonospora LL'i'l:::.yhn11UklUklc.J'i'l'"l1nn11hj;jn11L'"I1-[1JL~ULI'I"lI'tl'l 

'tl1.J'tlf~~1k1n111,xrl'l1l-J~'tlkl 90 °C kl1k1 10 kl1Yl LL'i'l:::hH1n11L'"I1-[1JL~ULI'IL~'tl;jn111~ 
0-_ .- Q I oIClI 

Novobioc in 50 ~g/ml '"I1nn11'lLrln:::~Yn'lLrll-JYiU'l1 Alkalothermophilic actinomycete kI 

c.J~I'IL'tlkll']j~ Carboxymethyl celiulase(CMCase)l~ 23 IU/ml. ~1k1n11.yhl,xu1-'tl'Vl-tLL'i'l::: . 
I'Inl'l:::n'tlkl~'lmL'tll-JLl-JL\lUl-Jsi'i'lLyjl'l cellulose affinity chromatography LL'i'l::: Sephacryl S-200 
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.gel filtration L~tI CMCase ij~1lnrnL~L~f)~ 38 KD LL~:;ij pi L'vi1nu 4.1 pH ~LVI~1:;~~lw 
n1nh.n'W'JJtl'lLtl'Wh~ Lvi1nu 5 LL~:;~'f.lruVlJJij 50 DC L~mtl'Wh~ij pH stability1'W'll')'1 7-10 

Ltn.l1'l!,ru'Irl'lij activity 100% ~tlruVlJ1ij 50 DC LL~:;ijrli'l~l'lLvi1nu 7 LL~:; 3 i,)L~'1~tlruVlllij 
" ~ " " 

~ , 
60 DC LL~:; 70 DC m~~1~U 'Wtlnr.nnUYiU11 CMCase ijrl,)1~L~()m'Lijtlijm~1~ commercial 

detergents L"JI'W Ariel , Henko, LL~:; Surf Excel LL~~'11~L~'Wi1ijLL'W,)Lil~~IOj:;U1hJH1'W 

tll'l~1lm~~~tJ'Ii n~tl n 1~ • 

, , ~ 

~1H~l'l1Utll~j;JYJ~tlJJij (secondary metabolite) nij~,)~L~L~f)~~1 ~1~1~ClUUU'IVl1tlyj1~1t1 
, , 

~~'Wvi~u"ll\l~:a'Wnijm1~Lif~if'Wiltltl 1 (Demain, 1999) lOj:;hJ~,)~~'1~1~~n~1Oj1n~"lI vi~tl 
, f II l;-

LL Vlft'l:a'Wnl~1 'll1Oj ~'WV!1u L TIn:;~1n Vlft1u1-if rl,)1~ L if~if'WM 1 'Wm ~uuu'IVl1tlyj1~1t1lOj ~'WV!1u 
• 'IJ' 

microbistatic 

phagocytosis m1'tJ~l'lLltl'W~Utl~ m1'tJ~l'l interferon L~tlijm~~~L~tlIOj1nl')f~ Vl1tl n~ln 

m~tl5l~fi'1Jtl'l~11~~tlmnn~mm~Y1tl'lL~tI mL~tI'W n1~1~tl5~lh'W:;Ltl'WLLUU microbicidal 

... 
2544) rlt! 

2. n~~~ijtJ~(;\tlL~tl~~L"lI~ff l~LLfi LYi~ijn:n'W (polymixin) LLmij:n~'W (gramicidin) 1V! 

L~;~'W (tyrocidin) U~Ll'l~'W (nystatin) LL~:;LLt!~L~LVI'ti~':n'W (amphotericin) 

3. n~~~rTuJ'Im~~~1'1Ltl~~'W 1~LLri ~Ll'l~tlLl'l1~:n'W (streptomycin) m'W11~;'W 
(kanamycin) mtll~~'W (neomyc in) Ll'll'ln h rl~'W(tetracycline) tltl1-Ltll~~'W (aureomycin) 

LV!tlnl~;'W (terramycin) rl~t!LL~~L~Ufltl~ (choloramphenicol) ill-Lfi~h.J~'W (erythromycin) 



 35 

 4.  กลุมทีย่ับยั้งการทาํงานของกรดนิวคลอิิก ไดแก ไรแฟมพิซนิ (rifampicin) แอกติโนมัย

ซิน (actinomycin)  ไมโตไมซิน (mitomycin) กรีสซิโอฟูลวิน (griseofluvin) 

 5.  กลุมทีย่ังยัง้ระบบเอนไซมที่จําเพาะ ไดแก ซัลโฟนาไมด (sulfonamide) 

 

2.9 สารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

 แอกติโนมัยซตีเปนแหลงทีสํ่าคัญของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ  โดยเฉพาะสารปฏิชีวนะ 

65-75%  ผลิตจากแอกติโนมัยซีต  รองลงมาคือราและแบคทีเรีย  สารปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอกติโน

มัยซีต 80% ผลิตจาก Streptomyces  ดังตารางที่ 2.1 (Krsek และคณะ, 2000)  

ตารางที่ 2.1  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจากแอกติโนมัยซตี 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ สมบัติ 

Actinomadura carminata Carminomycin ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Saccharopolyspora erythraea Erythromycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces albovinaceus Rifamycin B ตานไวรัส 

Streptomyces albus 8-Azaguanine ตานไวรัส 

Streptomyces aureofaciens Tetracycline ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces griseus Candicidin ยับยั้งรา 

Streptomyces griseus Cycloheximide ยับยั้งรา 

Streptomyces griseus Streptomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Amycolatopsis mediterranei Rifamicins ยับยั้งแบคทีเรีย 

 Streptomyces nodosus Amphotericin B ยับยั้งรา 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจากแอกติโนมัยซีต 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ สมบัติ 

Streptomyces noursei Nystatin ยับยั้งรา 

Amycolatopsis orientalis Vancomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces peuccetius Daunorubicin HCL ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces rimosus Oxytetracycline ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces venezuelae Chloramphenicol ยับยั้งแบคทีเรีย, ตานไวรัส 

Streptomyces verticillus Bleomycin sulfate ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces spp. Actinomycin D ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Norcardia lactamdurans Cephamycin C ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces orchidaceae Cycloserine ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces roseosporus Daptomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Micromonospora olivoasterospora Fortimicin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces spp. Fosfomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Micromonospora spp. Gentamicin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces kanamyceticus Kanamycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces lincolnensis Lincomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces argillaceus Mithramycin ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces verticillatus MitomycinC ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces nataensis Natamycin ยับยั้งรา 



Streptomyces tenebrarius          Tobramycin     

 

Streptomyces cattleya Thienamycin 

Streptomyces pristinaespiralis Pristinamycin 

Streptomyces cacaoi var.asoensis Polyoxins 

Actinoplanes teichomyceticus Teichoplanin 

Streptomyces verticillus Phleomycin 

Streptomyces graminofaciens Streptogramins 

Streptomyces antibioticus Oleandomycin 

Streptomyces amofaciens Spiramycin 

Streptomyces niveus Novobiocin 

Streptomyces spectabilis Spectinomycin 

Nocardia uniformis Norcardicin 

Norcardia lurida Ristocetin 

Streptomyces tendae Nikkomycin 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจากแอกติโนมัยซีต 

Streptomyces fradiae Neomycin 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ สมบัติ 

ยับยัง้แบคทเีรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งรา 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งรา 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

นอกจากนี้ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ ที่สรางโดยแอกติโนมัยซีตและปทีค่นพบ ดังแสดงในตารางที ่2.2 (Bull, A.T.,2004)  
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ตารางที่ 2.2  ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธิท์างชีวภาพ ทีส่รางโดยแอกติโนมัยซีตและปที่คนพบ  

Compound             Activity Scaffold             Original microorganism producing the scaffold  Year of discovery 

Streptomycin             AB Aminoglycoside Streptomyces griseus      1944 

Chloramphenicol       AB Phenylpropanoid Streptomyces venezuelae      1948 

Cholrtetracycline       AB Tetracycline Streptomyces aureofaciens      1948 

Neomycin                  AB Aminoglycoside Streptomyces sp.       1949 

Oxytetracycline         AB Tetracycline Streptomyces rimosus      1950 

Nystatin                     AB Polyene Streptomyces noursei      1950 

Synercid                    AB Streptogramins Streptomyces pristinaespiralis     1953 

Tetracycline              AB Tetracycline Streptomyces viridofaciens      1953 

Virginiamycin            FA Streptogramins Streptomyces virginiaensis      1955 

Vancomycin              AB Glycopeptide Streptomyces orientalis      1955 
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ตารางที่ 2.2(ตอ)  ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่สรางโดยแอกติโนมัยซตีและปที่คนพบ  

Compound             Activity Scaffold             Original microorganism producing the scaffold  Year of discovery 

Novobiocin                AB Coumarin Streptomyces spheroids      1955 

Cycloserine               AB Amino acid analogue Streptomyces orchidaceus      1955 

Amphotericin B         AF Polyene Streptomyces nodosus      1955 

Rifampin                    AB Rifamycin Streptomyces mediterranei      1959 

Kanamycin                AB Aminocyclitol Streptomyces kanamycetus      1960 

Tylosin                       FA 16-Membered macrolide Streptomyces fradiae      1961 

Avilamycin                 FA Orthosomycin Streptomyces viridochromogenes     1961 

Spectinomycin           AB Aminocyclitol Streptomyces spectabilis      1961 

Lincomycin                AB Lincomycin Streptomyces lincolnensis      1962 

Everninomycin           AB Orthosomyen Micromonospora carbonacea     1964 



40 

Fosfomycin               AB Phosphonic acid Streptomyces sp.       1969 

Clavulanic acid         AB ß-lactam (clavam) Streptomyces clavuligerus      1975 

Cefoxitin                    AB ß-lactam (cephamycin) Nocardia lactamdurans      1971 

Imipenem                  AB ß-lactam (carbapenem) Streptomyces cattleya      1976 

Compound             Activity Scaffold             Original microorganism producing the scaffold  Year of discovery 

ตารางที่ 2.2(ตอ)  ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่สรางโดยแอกติโนมัยซตีและปที่คนพบ  

Monensin                   FA Polyester Streptomyces cinnamonensis     1967 

AB, Antibacterial; AF, antifungal; FA, food additive. 
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2.9.1  กลุมของสารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

 1. สารปฏิชีวนะกลุม Aminoglycosides   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย  amino sugar  ที่เช่ือมกันแบบ  glycoside linkage  

มีกลไกการออกฤทธ์ิแบบ bactericide  ยับยั้งการแปลรหัส (translation) ของ mRNA โดยจับกบั 

ไรโบโซมของแบคทีเรียเปนผลใหการสงัเคราะหโปรตีนถกูยับยั้ง  ไดแก  streptomycin  neomycin 

B  kanamycin A  gentamycin C1  lincomycin  amikacin  netilmicin  และ  tobramycin  

ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม  aminoglycosides  แสดงดังรูปที่ 2.14  

     

     

 

รูปท่ี 2.14  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  aminoglycosides (Sneader, 2005) 

 

 2. สารปฏิชีวนะกลุม  Tetracycline   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย hydronapthacene nucleus  ที่มีวงตอกัน 4 วง 

กลไกการออกฤทธ์ิเปนแบบ bacteriostatic  กับจุลินทรียแบบ  broad-spectrum  ตองใชความ
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" L'l-J~lJ~-ln-lLiJlJ bactericide iJuiJ-ln1~~·nFl~I:;~1tl~~lJLentl~UnU 30S hLUL"1!l-J"lItl-lLLUFl~L~tI 
" 

LLfi:;~UmlJn1n-iiIl-JI~U"llTl-l tRNA l~LLfl chlortetracycline. oxytetracycline. tetracycline 

LL~:; demeclocycline j;J')tlUI-lLFlN~h.3~I~tl!J~lhlJ:;n~l-J tetracycline LL~en-lc;l-l~tl~ 2.15 

H3C, ,CH3 
HO 1~P.'1i ':f 

cr . • OH 

~I 

o 

~~-lLtJlJ acyl side chain 

oxytetracycline 

tetracycline, R = H 
chlortetracrcJine, R = CI 

., 

demcclocyclinc 

bacteriostatic nU~~lJ'Yi~tJLLUU broad-spectrum iJuiJ·ml~~-lLFln:;~1tl~~1.JLentl~UnU 50S . 
hLUL"1!l-J"lITl-lLLUFI~(~·tI LL~:;iJu5-ln1ni-ltl!Jmm"tl-.lL~1.JlrJl,r peptidyl transferase y'hl~~ 
Ln en n1~I11TlnlJ"lJtl-.l~lmtltll VIc;) j;J')tlUI-.l LFI~-.l~~I-.l~I~tl!J:n,)1.J:;n~l-J chloramphenicol LL~ en-.l c;l-.l 

~tl~ 2.16 
" 

chloramphenicol 
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 4. สารปฏิชีวนะกลุม  Macrolide   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้มีโครงสรางโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวย

อะตอมมากกวา 20 อะตอมข้ึนไปโดยมี macrocyclic lactone ring  เปนองคประกอบ  กลไกการ

ออกฤทธิเ์ปนแบบ bacteriostatic  กับจุลินทรีย  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 50S        

ไรโบโซมของแบคทีเรีย  ไดแก erythromycin  rapamycin  tacrolimus  และ  abamectin  

ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม  macrolide  แสดงดังรูปที ่2.17   

   

 

รูปท่ี 2.17     แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  macrolide  (Sneader, 2005) 

 

 5. สารปฏิชีวนะกลุม  Polyene   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี ้ เปนสารประกอบขนาดใหญ  ประกอบดวย

สวนที่ชอบน้าํคือสวน  hydroxylate  และสวนที่เปน  lipophilic  (Scholar และ Pratt, 2000)  

กลไกการออกฤทธ์ิมีผลตอเยื่อหุมเซลล โดยจับกับ ergosterol ที่เปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลล

ทําใหเยื่อหุมเซลลถูกทาํลาย  คุณสมบัติ selective permeability เสียไปทําใหเซลลสูญเสียประจุ  

ไดแก  nystatin  และ  amphotericin  ทั้งสองชนิดมีขอบเขตการยับยั้งเหมือนกันคือยับยัง้การ

เจริญของยีสตและราตาง ๆ แตไมยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ

กลุม  polyene  แสดงดังรูปที่ 2.18   
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รูปท่ี 2.18  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  polyene  (Sneader, 2005) 

 

 6. สารปฏิชีวนะกลุม  Rifamycin 

ยับยั้งการสังเคราะห RNA  โดยจับกับเอ็นไซม DNA-dependent RNA polymerase  เปน

เหตุใหสาย RNA ที่ระบุรหสัโปรตีนซึ่งเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหโปรตีนไมถูกสรางข้ึน  ทําให

สังเคราะหโปรตีนไมได  ไดแก  rifamycin B  และ  rifamycin SV  สารปฏิชีวนะทัง้สองชนิดยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดรวมทั้ง  Mycobacterium tuberculosis  M leprae และยับยัง้

แบคทีเรียแกรมลบไดบางชนิด  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin แสดงดังรูปที ่

2.19   

 

รูปท่ี 2.19  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin  (Sneader, 2005) 
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 7. สารปฏิชีวนะ  Vancomycin   

ยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลของแบคทีเรีย  โดยขัดขวางการจบักันของ muramyl 

pentapeptides  ยับยั้งแกรมบวก  และ Staphelococci  ที่ด้ือยา  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ

แสดงดังรูปที่ 2.20  (Sneader, 2005) 

 

รูปท่ี 2.20  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ vancomycin  (Sneader, 2005) 

 
2.9.2 รายงานที่เกี่ยวกับสารปฏชิีวนะทีผ่ลิตโดยแอกติโนมัยซีต 
 การคนพบสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมัยซตีเร่ิมข้ึนในป 1940 โดย Waksman และ 

Woodruff ซึ่งคนพบ Actinomycin  การคนควายังคงดําเนนิตอไปดวยเหตุผลที่วา จุลินทรียกอโรค

มีความตานทานตอสารปฏิชีวนะมากข้ึน เกิดโรคชนดิใหมมากข้ึนเชน AIDs โรคจาก E.coli 

O157:H7 เปนตน รวมทั้งโรคในพืชชนิดตางๆ 

 สารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมยัซีตสามารถออกฤทธิท์างชีวภาพไดหลากหลาย(Petr 

Karlovsky, 2008) โดยสามารถแบงไดเปน 4 ประเภทคือ  

1. สารที่ออกฤทธิ์ในการยับยัง้ (antagonistic agents) ประกอบดวย สารยับยั้ง

แบคทีเรีย สารยับยั้งรา สารยับยั้งโปรโตซัว และสารยับยั้งไวรัส 

2. สารออกฤทธในทางยา (pharmacological agents) ประกอบดวย สารยับยัง้เนื้องอก 

สารปรับเปล่ียนภูมิคุมกนั(immunomodulator)  สารที่ออกฤทธิ์ทางประสาท

(neurological agents) และสารยับยัง้เอนไซม 

3. สารออกฤทธทางดานชีววิทยาทางการเกษตร ประกอบดวย สารฆาแมลงและศัตรูพืช  

สารฆาวัชพืช 
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4. สารประกอบทีม่ีฤทธิ์ในการควบคุม เชน growth factor siderophores หรือ 

morphogenic agents 

 Zitouni และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาการแยก กิจกรรมทางชีวภาพ และชี้บงชนิดของ

สารปฏิชีวนะของแอกติโนมยัซีตจีนัส Nocardopsis และ Saccharothrix จาก Saharian soils 

ในอัลจีเรีย       แยกได 86 ชนิดตามลักษณะทางสรีรวทิยาบน Humic-vitamin B agar medium 

และผลิตสารปฏิชีวนะบางชนิด พบวาสารปฏิชีวนะมคีวามจาํเพาะกับบาง phenotype   จาก

ลักษณะทางสรีรวิทยาและ chemotaxonomy พบวาม ี54 ชนิดอยูในจนีัส Nocardiopsis  และ 32 

ชนิดอยูในจนีสั Saccharothrix    และจีนัส Saccharothrix สรางสารปฏิชีวนะตานกับแบคทีเรีย 

ยีสตและราไดดีกวา   ทดสอบความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะตานแบคทีเรียและราใน

อาหาร complex medium ISP2 และ synthetic medium (SM) ซึ่งประกอบดวยกลูโคสหรือแปง 

เปนแหลงคารบอน  และ แอมโมเนียมหรือไนเตรตเปนแหลงไนโตรเจน   SM medium 

ประกอบดวย แอมโมเนยีมซัลเฟต (0.2%)  แปง (0.5%)  ยีสตสกัด(0.3%)  ใชในการทดสอบการ

ผลิตสารปฏิชีวนะ      สารปฏิชีวนะที่ไดนํามาทาํใหบริสุทธิ์โดย G25-80 Sephadex column และ 

reverse phase HPLC    ไดสารบริสุทธิ์สองชนิดคือ ZA01 และ  ZA02 ซึ่งใชหลักการในการช้ีบง

จากการวิเคราะหขอมูลรวมกันของ chemical tests  UV visible  IR spectra และ Mass 

spectrometry   สารสองชนิดนี้มีความใกลเคียงกับ nucleotidic หรือ nucleosidic antibiotics  มี

โครงสรางเปนสายของน้ําตาล 3 หนวยตอกับอะโรมาติกที่มี phosphate residue  

Kitouni และคณะ (2005) ไดศึกษาการแยกเช้ือแอกติโนมัยซีตที่มคีวามสามารถในการ

สรางสารออกฤทธิ์ชวีภาพ จากตัวอยางดิน น้ําและเปลือกของตนไมในเขตตะวนัออกเฉียงเหนอื

ของอัลจีเรีย พบวาแยกได 25 สายพนัธุ ทดสอบประสิทธิภาพในการสรางสารตานจุลชีพโดย Agar 

cylinder method มี 14 สายพนัธุที่มีความสามารถในการสรางสารตานจุลชีพพวกแบคทีเรียได

มากกวา 1 ชนิด และมี 2 สายพนัธุที่สรางสารตานจุลชีพตอเช้ือรา จากการช้ีบงดวย Universal 

PCR พบวา 90% ตรงกับจีนสั Streptomyces และ 7% ตรงกับจีนัส Actinomadura 

 Boudjella และคณะ (2005)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  glycopeptide  ที่ผลิต

จากแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหมคือ  Streptosporangia Sg10  โดยปกติสกุล Streptosporangia 

ผลิตสารปฏิชีวนะกลุม  glycopeptide  คือ  sibiromycin และ sinefungins  แตจากขอมูลทาง 

สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที ่ Streptosporangia Sg10 สรางข้ึนมีคุณสมบัติไมตรงกับ 

sibiromycin และ sinefungins สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีแตมีฤทธิ์

นอยกับแบคทเีรียแกรมลบ  ยีสต  และราFguira และคณะ (2004)  พบแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ

ใหม คือ  Streptomyces sp. US80  จากการวเิคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับ
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L1J"'Ln~L~tJ~ (98%) nu Streptomyces reseoflavus ~~~~~1)'u5~'JkI:; n~lJ 

aminoglycoside ~'tl fl avomyc in LLI1i~ln;r'tl~~Yl1~ ~ Lun t Yl)'~ tntlYiUrJ1~1)'u5~'JkI:;~ 

Streptomyces sp. US80 ~~l~~kl51'1ru~l-Jlliihjm~nu flavomycin ;~ Streptomyces sp. 

lJS80 ~~1~~1)'u5~'JkI:;'tlrh:)~'tltJ 3 "]ji1~ LL~:;~(;l~~Lkln~lJ macrolide ~1)'u5~'JkI:;~~llJ1Hl 
" ........ QQ 

tJUtJ~LLUr1Yl L)'mLmlJU'J n LL~:;n 

Sujatha LL~:;r1ru:; (2004) 

.. " " 
Streptomyces psammoticus 8T-408 'tl'tln~YlfitTutT~l~yJ~LLur1YiL~mLn),lJu'Jn LLmlJ~U n 

" ," ~ ~ ~4 

LLfl:;tJum Staphylococcus aureus Yl(;l'tltJ1 methicillin 

Singh LL~:;r1ru:; (2003) 51),lm1k1n1),YiU~1)'u5~'JkI:; Mannopeptimycins ~~LiJkI~l), 

tl5;'JkI:; ln~ tmuul Yl (;)LLUU'J~ ~~ (;l t"'mL'tln~t kI,rtJ;~~ltJ~klf Streptomyces hygroscopicus 
" I'" I,.. _ _ q,dl I .c:Id 

LL-AC98 ~1l-J1HltJUtJ~ Staphylococci Yl"'~~~tJ1 Methicillin LL~:; Enterococci Yl"'~tJ1 

Vancomyc in 

Mellouli (2003) 

Streptomyces sp. US24 ~lnn1),1Lr1n:;lf~1~ULU~'lI~~ 16S rRNA YiurJl51~l~ULU~Ln~L~tJ~ 

flU Streptomyces caelestis (98% )~~~(;li'l1)'u5;'JkI:; nindamycin LL~:; celesticetin LLI1i~ln 

;r'tl~~Yl1~~ Lun t Yl),~ tntlYiUrJ1 ~1)'u5;'JkI:;~ ~~~t(;ltJ Streptomyces sp. US24 51 fJru~lJu~hj 

(i\)'~nu nindamyci n LL~ :; celesticetin ~1)'u5;'JkI:;~~llJ1HltTuJ~LLuFlYil5-mLnn.Ju'JmL~:;LLn 

~~~~t"'tJ Streptomyces hygroscopicus 
," ...... 

methicillin LL~:::: Enterococci Yl"''tltJ1 vancomycin 

Hoppmann (2002) 

.. " I'" &::I. _ _ .c:I4 

~~n~YlfitJum Staphylococci Yl(;l~tJ1 

Vancoresmycin ~~~~t"'tJ Amycolatopsis sp. ST 1 01170 51~Yl'itTuJ~LLuFlYil5-mLml-JU'Jn 

L"likl Staphylococcus aureus LL~:::: Enterococcus sPP.~~~tJ1 Vancomycin LL~hj~'tln~Yl'iflu 
...... 

LLU flYl L)'tJ LLnnJ~ULL~::::),l 

Ohta LL~:;flru:; (2001) 51),ltJ~lk1n1)'f)klYiU Micromonospolide A ~~dJkI Macrolide 

"lliJ", LVll-i ~~(;l t"'tJ Micromonospora sp. 51~Yl'itTuJ~[;)'J'ti~kI"~~U~l "'1'J (Asterina 
~ ,..".. 

pectinifera) Ylfl'J1lJL'lIlJ"llkl 10 ng/ml 

Schumacher LL~:;r1ru:; (2001) 51ntJ~lk1n1H~'klYiU Kahakamides A LL~:; 8 dJkI 

Neosidomyc in "lli1",1mJ ~~~t"'tJ Nocardiopsis dassonvillei ~LLtJn~ln~kI(i\ ::::n !lkl1k1LLVlft~~1 
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0-

~u UULn1::: Kauai f~t]1'l1£J 
.s 

.d .£.., ~ 
'YiU,)l Kahakamides A l-J~'VIfiUUU~ Bacillus subtilis ~,)lJ 

" Ouhdouch LL~~rH1.l~ (2001) 1~~m~nn1~fil""L~'ilm~'ilLL'iln~tlJ~u~l'I1lJlh~L'VIPI 
, " 

Ll-J~'iln tn LYhnn1.J~~~'VIfi[ll'Yi 1lJn1~~¥1~~1~~llJL~'iln h\ f'l,)ll-J~lJ h 1lJnl~fil"" L~'iln~l~~llJn 

1lJ~1.J'lI'il~ non-polyenic L'Yi~l~LtllJ~1.JLLUU~hlLtllJYiM~'ilf'llJLL~~~l'If LLunLL'iln~tlJ,ru~l'Il~ 320 
, ," 

'JIU"" L""Unn1n~l-J Actidione ~~1lJ'il1'n~ViH'~1~fUn1~fil""L~'iln~')U;~IOj~-rl,)uuuu~n1nlOj'hy 

'lI'il~nLL~~~~nml'l'Yi')nfJrn1-t'ill'l~1~11lJ~lJ~LtllJ~l'I~nULL'iln~tlJ,ru;l'I nn1~'VI""~'ilUW1~~¥1~ 
" " , 

~l~1.J~;,)lJ~ 1lJ'r.lru~1JijLL~~'ill~1~L~mL:n'il~1~1nlJ 'YiU~lLL'iln~tlJ,ru; l'IViLLU n 1~ 32 "liU""n 

" " , 
f'l,)1l-J~1l-J1Hl1lJn1~~llJLLUf'lVi~U ~lLL~~U~l'I1~~ Bennett's medium LtllJ'il1~l~L~U~L:n'ilVi~ 

fil(;lL~'ilnLL~~'r.lru~1Jij~1fllJn1nJ~l'I~1~1.J~~,)lJ~ non-polyenic 

antifungal metabolites t""U';)fi~1~1L-rllJ antimicrobial activity spheroplast 
,,",, .. 

regeneration,ergosterol inhibition LL~~ UV-visible spectrum characteristic 'YiU,)ll-J 10 "lilJ(;l 

~fil""L~'iln 1~'il~1lJ~l!~ Streptomyces LL~~(i~LL,j'~11Oj~LtllJ~l!~~1'il~t1~~L~m nlJ LL~LL'iln~t lJ 

iJu; l'I~ LLU n l~JlJ~ll-Jl.Hl CJ ~ l'I~l~'il'il n ~'VIt~h~"liU"" nlJ t(;lUl~lOjl n CJ~'lI'il-.l activity spectrum 



บทที่ 3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert  รุน BE600  บริษัท Jebsen and Jebsen 

- ตูถายเช้ือ (laminar flow) CLEAN  รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part 

- หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert  รุน UE600 บริษัท Jebsen and 

Jessen, Germany 

- ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) Hotpack รุน บริษัท Hotpact 

Corporation, USA. 

- เคร่ืองชั่งน้าํหนัก (digital scale) Mettler Toledo   

- กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus  รุน 

BX51  บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนหวักลับ (inverted microscope) Olympus รุน CK2 บริษัท 

Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM)  

รุน JEM-T220  บริษัท Jeol, Japan   

- กลองถายรูป Olympus  บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- เคร่ืองเขยา (shaker)  New Brunswick Scientific บริษัท New Brunswick 

Scientific Co., Inc.Edison, USA 

- เคร่ืองวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) Mettler-Toledo  รุน S20-k  

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  รุน WB-710M  บริษัท Optima, Japan 

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer)  ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor บริษัท 

Boeco 
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- เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycle) Takara  

- ชุดเคร่ืองมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) รุน 

Muppid-ex  บริษัท Advance 

- เคร่ืองสําหรับถายภาพ Gel Documentation 

- เคร่ืองปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน CM-6010  บริษัท Hslangtai   

- เคร่ืองปนเหวีย่งปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 3700  

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

- เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene บริษัท Profuge 

- เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora  รุน MW-2020 

- เคร่ือง UV-Transilluminator   

- เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง  (microplate reader)  รุน Elx 800  บริษัท Bio-tek 

instrument 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer)  อุณหภูมิ -80 ซํ  รุน ULT 1786  บริษัท 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer)  อุณหภูม ิ -20 ซํ บริษัท SANYO Electric, 

Japan 

- เคร่ืองปนผสม (Vortex mixer)  รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

P20 (2-20μl),  P100 (20-100μl),  P1000 (0.2-1ml)  บริษัท Gilsson France 

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 μl  และ 1 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA  

- หลอดไมโครทวิป (microtubes)  ขนาด 1.5 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA  

- หลอดพีซีอาร (PCR tube)  ขนาด 0.2 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 

- หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 

- กระดาษกรอง (cellulose acetate membrane filter)  Pore size 0.45 μm  บริษัท 

Sartorius, Germany 

- ปเปตตแกว (seropipatte)  ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
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3.2 สารเคม ี
 

- 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 Laboratory 

- D-แมนโนส (D-mamnose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- L-แรมโนส (L-rhamnose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- ซูโครส (sucrose)  บริษัท Merck, Germany 

- ทรีฮาโลส (threhalose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- ไซโลส (xylose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate)  บริษัท Merck, Germany 

- โซเดียมซิเตรท (sodium citrate)  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-ฮิสทิดีน (L-histidine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- L-เมทไธโอนนี (L-methionine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- โปแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate)  บริษัท Merck, Germany 

- L-ฟนิลอะลานนี (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 

- L-วาลีน (L-valine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-กลูตามีน (L-glutamine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- B-อะลานีน (B-alanine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- อะดีนีน (adenine) 

- ไทโรซีน (tyrosine) 

- ไซแลน (xylan) 
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- แซนทนี (xanthine) 

- เคซีน (casein) 

- เจลาติน (gelatin) 

- แปง (starch)  

- Bacto peptone 

- Bacto tryptone 

- Bacto soytone 

- Beef extract 

- Yeast extract 

- Carboxymethylcellulose Sodium Salt บริษัท Fluka, Switzerland 

- Alpha-cellulose fiber บริษัท Sigma Chemical, U.S.A 

- Congo red บริษัท Merck, Germany 

- Sodium Chloride (NaCl) 

- Ferric chloride (FeCl3) 

- Magnesium sulfate (MgSO4) 

- Di-Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  

- Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4)  

- Ammonium sulphate (NH4)2SO4 

- Potassium nitrate (KNO3) 

- Ferrous sulphate (FeSO4.7H2O) 

- Zinc sulphate (ZnSO4.7H2O) 

- Manganese chloride (MnCl2) 

- Ammonium molybdate 

- Copper sulphate (CuSO4.7H2O) 

- Sodium caseinate  

- Sodium Hydrogen Carbonate (NaHCO3) 

- Glycerol 

- Sodium potassium tartrate 

- Sodium sulphate (Na2SO4) 

- Hydrochloric acid (HCl)  บริษัท Merck. Germany 

- Taq DNA polymerase  บริษัท Fermentas 
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- 10x Tris boric acid disodium ethylenediamine tetracetic acid (10x TBE 

buffer) 

- Agarose molecular biology grade  บริษัท ISC Bio Express 

- Ethanol 

- Cycloheximide 

- Nystatin 

 

 
3.3 ตัวอยางดิน 
 เก็บตัวอยางดินจากจังหวัดตางๆในประเทศไทย 36 ตัวอยาง ไดแก จังหวัดตาก ลําปาง 

นครสวรรค ปทุมธานี นาน ระยอง พิษณุโลก สกลนคร เชียงราย นครศรีธรรมราช สุราษฎรธาน ี

ตัวอยางละประมาณ  50-100 กรัม ใสในถุงพลาสติกซิบ  บันทึกสถานที่เกบ็ ลักษณะและสี  

หลังจากนั้นความเปนกรดดาง (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) ตากใหแหง บดใหละเอียด  ใส

ถุงพลาสติก เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 

  
3.4 การแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน 
 อบตัวอยางดินที่อุณหภูมิ 60-65 oC นาน 2 ชั่วโมง เพือ่ลดจํานวนแบคทีเรียบางประเภท 

ชั่งตัวอยางดิน10 กรัม เจือจางในน้าํกล่ันปราศจากเช้ือ 90 มิลลิลิตร ไดสารแขวนลอยดินระดับการ

เจือจางที ่10 -1 จากนั้นเพิ่มระดับการเจือจางเปน 10 -2  - 10 -6 (serial ten fold dilution) ปเปตสาร

แขวนลอยดิน 0.1 มิลลิลิตรที่ระดับการเจอืจางเทากับ 10 -4  - 10 – 6 เกล่ีย (spread) บนอาหาร 

Sodium Caseinate Agar (SCA) (ภาคผนวก หมายเลข 1)   โดยเติม cycloheximide และ 

nystatin 50 ไมโครกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 oC 7 – 14 วัน คัดเลือกแอกติโนมัยซีตที่โคโลนมีี

ลักษณะแตกตางกนั ขีด(streak) ทําใหเปนโคโลนีเด่ียวบนอาหาร Sodium Caseinate Agar 

(SCA) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโคโลนภีายใตกลองจลุทรรศน เก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง 

oat meal agar (OMA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 10) หรือ  mannitol mungbean agar (MBA) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 3)  ที่อุณหภูมิ 4 oC และเกบ็สปอรโดยทําเปนสปอรแขวนลอยใน

สารละลาย 20 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล แชแข็งที่อุณหภูม ิ-20 oC 
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3.5 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซีต 
 

ขีดแอกติโนมัยซีตบนอาหารผิวเอียง  oat meal agar  หรือ  mannitol mungbean agar  

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 oC  ประมาณ 7-14 วัน  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC ไดเปนเวลา 1-2 เดือน  

สําหรับการเกบ็รักษาเปนระยะเวลานาน  เมื่อเช้ือสรางสปอรบนอาหารมากพอ  เติมสารละลาย 

20% กลีเซอรอลปริมาตร 7 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร  ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดออก  แลว

กรองสปอรแขวนลอยดวยสําลีปลอดเช้ือ  ปเปตตสารแขวนลอยสปอร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอด    

ไมโครทิวป (micro tube) เก็บรักษาไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 oC 

 
3.6 การทดสอบการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมัยซีต 

 

โดยวัดอัตราสวนขนาดของบริเวณใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลน ี ตามวิธีของ 

Hankin และ Anagonostakis (1977)   นําแอกติโนมัยซีตจาก Mungbean slant นํามาเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้ Mungbean agar แลวนําชิน้วุนแอกติโนมัยซตีขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 

มิลลิเมตร วางลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ CMC agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 7)   ทําการ

ทดลอง 3 ซ้ํา บมที่อุณภูมิ 30 oC ประมาณ 1 สัปดาห  วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี วัด

ขนาดของบริเวณใส ดวยการยอมสีคองโก เรด  ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ลงบนโคโลนีบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ ทิง้ไว 15 นาท ี แลวเทสารละลายทิง้ หลังจากนัน้เทสารละลายโซเดียมคลอไรด ความ

เขมขน 1 โมลตอลิตรตามลงไป  ทิ้งไว 15 นาท ี แลวเทสารละลายท้ิง จะเห็นบริเวณใส (Clear 

zone หรือ CMC hydrolysis zone)  หาอัตราสวนของบริเวณใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

คัดเลือกแบคทีเรียที่ใหคาอัตราสวนขนาดของบริเวณใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีสูงกวา

สายพนัธุอ่ืนๆ แสดงวามีแนวโนมที่จะมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลส 
 
3.7  การศึกษาความสัมพันธระหวางแหลงคารบอนกับแอกติวตีิของเซลลูเลสของ 
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 
 

เตรียมหัวเชื้อ (seed inoculum) โดยนาํแอกติโนมัยซตีที่ผานการคัดเลือกข้ันแรกมาเล้ียง

บนอาหารแข็ง CMC agar บมที ่30 oC เมื่อเช้ือเจริญเต็มที่  ใช  cork borer  เสนผานศูนยกลาง 5 

มิลลิเมตร  ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนโคโลนขีองแอกติโนมยัซีตที่เจริญอยูบนอาหารแข็ง 

CMC agar ใช needle นําช้ินวุนที่เจาะไว 3 ชิ้นถายลงใน  erlenmayer flask  ขนาด 250 

มิลลิลิตร  ที่บรรจุอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 0.5 %CMC broth (ภาคผนวก ก หมายเลข 8)  ปริมาตร 
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50 i1fl~~(;11 LLfl:::i1 ".ll(;lfl'l(;l (spring coil) L~'tlL~~uhJ1ru!l!ln:nL'"l\,l1~flUL'l!fl; L".llth~'ltJ rotary 

shaker 200 1!lU~'tl\,lll1 ~'tlru~Jln~'tl-.lLU\,IL'lfll 3 rJ\,I , " 

1~n~lL~'tl~L(;i~tJ~l~ 0.5 nfl~~(;11 fl-.l1\,1m~11L~mL~'tlL~fl'l 50 n~~~(;I1l1i1Lmfi-.l 

finfu!l\,lLU\,I 0.5 %CMC ~l~furJ~LL'ilnWj~".ll!l-.lL'tl\,ll"1i,rL'l!flflLfl~~tJ'iltJ~flltJ CMC (CMCase) 
" .." , 

LLfl:::'il1~l1LfltJ-.lL~'tlmfl'll1i1Lmfi-.lfi)lfu'tl\,lLU\,I a-cellulose (Jllfi)~\,I'ln n ~~ltJLfl".ll 9) ~l~fu 

rJ(;'ILL!lnm~"D'il-.lL!l\,ll"1i,rL"1ifl~Lfl~~tJ'iltJ a-cellulose (a-cellulase activity) u~~~ru~1Ji1~'il-.l 

U\,ILfi)1tl-.lL "DUl fi)'l1~ L~'l 200 1'ilU ~'il\,lll1 LrlU ~'l'ilUl-.l"ll'il-.l~11fl:::flltJm~11L~tJ-.l L~!l 'VI nrJ\,ILU\,I , 
, " 

L'lfll 1 ~u~n\f It)1-n1 \,In11rJ~LL'il fi)~1~"II'il-.lL'l!flflLfl~LLfl:::Ul L"1ifl;l11~~1~lul~'lJm'l!fl;LL~-.l ~'tllu 
'U 

L(;I1tJ~ crude enzyme L~tJLnU~'l'tlUl-.l~11fl:::flltJm~11L~mL~'tl 50 i1fl~~(;11 ~1~\,I 
m~mLLtJn(;l:::n!l\,lL'l!fl; ~'ltJLfi)1!l-.lL~~mfi)'l1~L~'l~-.l 1 0,000 1!lU~'il\,lll1 ~!lru~Jln 4 °c LU\,I 

" , " 

L'lfll 15-20 \,Ill1 LrlU~11fl:::flltJ1~(;I!l\,lU\,IU1:::~lru 1 0-15 nfl~~(;I1;-.lU1:::n'tlU~'ltJ crude 

enzyme It)1-n1\,1n11rJ ~LL'tlfi)ffi~"II'ilWllfl~Lfl~ L~tJn111 Lfi)n:::\fm~l ru~l(;11fl1~'li (;Il~1fi"ll!l-.l 

Somogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952) 

rJ(;'IUflnm~"II'tl-.lL"1ifl~Lfl~l1U'iltJ~flltJ CMC (CMCase activity) L~tJ~~~LLfl:::U~ 

~11fl:::flltJ"Dfl-.l crude enzyme 0.25 i1fl~~(;11 flU 0.5 nfl~~(;I1".ll'il-.l~11fl:::flltJ 1 % CMC 1\,1 

1.1 _ ~ _01::lI0 I .::::.t 

0.2 M acetate buffer pH 5.4 LLfl'lL(;I~ 1.4 ~flflfl(;l1 ".ll'tl-.l 0.2 M acetate buffer pH 5.4 U~'VI 

~ru~1Ji1 50°C dJ\,IL'lfll 1 i'lL~-.l ~tJ~u5mtJ1L~tJn11rX~1\,1~lL~'il~ 5 \,Ill1 1Lfi)n:::\fm~lru 

, 

rJ"'LL'iln~1~"II'tl-.lL'l!fl~Lfl~l1UfltJ a-cellulose (a-cellulase activity) L~tJ~~~LLfl:::U~ 

~11fl:::flltJ"Dfl-.l crude enzyme 0.25 i1fl~~(;11 flU 0.4 i1fl~~(;I1"11'tl-.l~11fl :::fll tJ 1 % a

cellulose 1\,1 0.2 M acetate buffer pH 5.4 LL~'lL~~ 1.4 i1fl~~(;11 "II'il-.l 0.2 M acetate buffer 

pH 5.4 u~~~ru~1Jn 50 °C LU\,IL'Jfll 2 i'JL~-.l ~tJ~u5mtJ1L"'tJn11~~1\,1~lL~'tl~ 5 \,Ill1 m'tl-.l 

Lm a -cellulose 'tl'tln 1Lfi)n:::\fm~lru~l(;11fl1~'li (;Il~1fi Somogyi-Nelson 

3 .8 n1~ilfnH1 Fl'11;.J-l ;.J~'\J fi~~'VI'h~ LL 'VI'a~ 1 '\J L~~L'"I'\J nu LL'!l n ~1 ~"1I'!l~L 'lI~~ L ~~"1I'!l..:J ., 

LL'!ln~L'\J~t1:a~~1t1~'\Jfi NKP3-2 • 

Lf;]1tJ~~'J L~fl (seed inoculum) L~tJUl LLfl n~L \,IlTtJ; (;I~ r..I1\,1n11f01 en L~!lni\,lLLm~l L~tJ..:J 

U\,Im~lm.:n~ CMC agar U~~ 30 °c L~'tlL~'ilL'"l1-C1JL~~~ H cork borer L~\,Ir.h\,l~\,Icl"nfll-.l 5 

ljfl~ L~m ,.]lL~!l L~ltJH LUfl'J 1'Y'l L~l:::fl-.lU\,I Lfi) LflU"ll!l-.lLL'iln~L\,IlTtJ; (;I~ L~1-ru!lUU\,Im~l1LL~-.l 
~ " 
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, ~ ~ 

~'i'l~~~r YlUrr"'el1'\.nrL~U-.1L;'elL'VIfl'l 0.5 %CMC broth (lllFl~1.J'ln n 'VIl-nULfl"ll 8) tIhn~r • 

50 ~tl~~~r LLfl:::n "ll~fl'l~ (spring coil) L~'elL~lJtIhJ1ru'el'eln:nL"1.JL,xnUL'lItl~ L"llrh~'lu rotary 

shaker 200 r'elU(;)'el1.J1Yl ~'elru'VI1li'j,x'el-.1LU1.JL'lfl1 3 rJ1.J 
• 'IJ 

L~n~lL;'el~LI;J1UlJl~ 0.5 i'jfl~~l;Jr fl-.1L1.J'el1'V11rLiU-.1L;'elLY1fl'l 50 i'jfl~~l;Jr~nLL'VI~-.1 

rnfutl1.JL1J1.J 0.5 %CMC ~1Y1furJ~LL'elnffi~"ll'el-.1L'lIflflLfl~~tJ'elU~fl1U CMC (CMCase) nLLY1~-l 
" 

llJL~rL"1.JLtJ1.J 0.04%NH4CI LLfl::: 0.07%KN03 tJlJ~'tJru'VI1Ji'j,x'el-l U1.JLFi~'fm"1ltJ1Fl'lllJL~'l 200 

rtlU;1tl1.J1Yl LliU(;]'l'eltJl-l'lltl-l~lrfl:::fllU'el1Y11rLiU-lL~'el YlnrJ1.JL1J1.JL'ltl1 1 ~tJ~l"f l.n-n1.Jn1rrJ~ • , ~ 

LLtl rl m ~':IItl-l L'lI flfl Lfl ~ Ufl :::Ul L 'lIfl~YlHllJ1Y11U1Y1,rn L'lI fl ~LL,x-l (;)'elLtI 
'IJ 

~ ~ , 
LI;J1UlJ crude enzyme L~ULnU(;]'ltltJ1-.1~lrfl:::fl1U'el1Y11rL~mL;tl 50 i'jfl~~l;Jr lJ1U1.J 

m~u,munl;J:::ntl1.JL'lItl~ ~'lULFi~tl-.1m~mFl'lllJL~'l~-l 10,000 rtlU;1tl1.J1Yl ~tlruY111i'j 4 °c dJ1.J 
'IJ • 'IJ 

L'l~l 15-20 1.J1Yl LnU~lr~:::~lUL~l;Jtl1.JU1.JtJr:::lJ1ru 1 0-15 i'jfl~~I;J~-llh:::ntlu~'lU crude 

enzyme l.n-n1.Jn1rrJ~LLtlFlW)~':IItl-lL'lIflflLfl~ L~Un1r1LFln:::"fmlJlru~1(;n~1~'li ~llJ1fi'lltl-l 
" 

Somogyi-Nelson (Nelson, 1994 ; Somogyi , 1952) 

rJ~LL'eln~1~"1ltl-.1L'lI~~L~~YltJtlU~~lU CMC (CMCase activity) L~u~~mL~:::tJlJ 

~lrtl:::fl1U"ll'el-.1 crude enzyme 0.25 i'jfl~~l;Jr nu 0.5 i'jfl~~l;Jr"lltl-.1~lr~:::fl1U 1 % CMC L1.J 
, 

!..I Clo Clo __ I lid 

0.2 M acetate buffer pH 5.4 LLfl'lLlnlJ 1.4 lJflfl~lnr "lJtl-l 0.2 M acetate buffer pH 5.4 UlJYl 

'tJCWY11Ji'j 50 °c dJ1.JL'J~l 1 i'JLlJ-.1 'VIrJ~tJDmU1L~Un1rrXlJL1.J~lL~tl~ 5 1.J1Yl 1LFln:::"fmlJ1CW 
~ o .II1:II_... _.::I 

1.Jlm~r~'J'lI InllJ'Jfi Somogyi-Nelson 

..... .. 
~ltJV.1.J6 NKP3-2 • 

I I" I 

U1.JtllW1rLLii-.1 CMC agar tJlJYl 30 °c LijtlL;tlL,,1'CYL~lJYi Hi' cork borer L~1.J~l1.J~1.Jtln~l-.1 5 

i'j~~ LlJ Inr ,,]1 L~tl L~U HLtJ~'J 1 ~ L "l:::fl-.1U1.J LFl L~~':IItl-l LLtln ~L 1.J,Ju; In~ L,,1'rutltJU1.J'el1'V11mii-.1 
~ " 

, ~ ~ 

i'j~~~lnr YlUn"'el1'V11rL~U-.1L;tlmfl'J 0.5 %CMC broth (lllFl~1.J'Jn n 'VIlJ1ULfl"lJ 8) mlJllnr . 
50 i'jfl~~lnr LLfl:::n "ll~~'J~ (spring coil) L~tlL~lJmlJlrutl'eln;L"1.JL,xnUL'lI~~ L"lltJ1~'JU rotary 

shaker 200 r'elU(;)tl1.J1Yl ~tlCWY111i'j,x'el-.1LtJ1.JL'Jfll 3 rJ1.J . " 
" I " " , 

L~n~lL;tlYlLI;J1UlJlc;) 0.5 i'jfl~~l;Jr ~-.1L1.J'el1'V11rL~U-.1L;'elLY1fl'J 50 i'j~~~l;JrYlnLLY1~-.1 

Fl1futl1.JLtl1.J 0.5 %CMC ~1Y1furJ~LLtlnffi~"lJtl-.1L'li~~L~~~tJ'elU~~lU CMC (CMCase) L~unFi1 
'IJ 
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, , 

PH 4, 5, 6, 7, 8, LL~~ 9 1?11lJ"h~U tllJ~tHUVl[)ij~!l'l U'WL"I~!l-:Jl"llthrl'lllJL~'J 200 ),!lUj;]!l'Wl~ . " 
" " Lnuvi'J!ltll'l'll!l'l~1),~~~1tJ!l1V11n~m L:n!l 'VI n~'WLU'WL 'J~1 1 'i.hJ~l~ 111. -ill 'Wn1),~ ~ LL!l f1~~ ~'lI!l'l . 

LI?11-tJlJ crude enzyme L~tJLnuvi'J!lth'l~1),~~~ltJ!l1V11),L~mL~!l 50 ij~~~I?1), lJ1D'W 

m~tJ-:JLLtJnl?1~n!l'WL'l!~~ ~'JtJLf11!l'lLVI~tJ'lf1'JllJL~'J~'l 1 0,000 ),!lUj;]!l'Wl~ ~!ln<!VI[)ij 4 °c LiJ'W " . .. 
L'J~l 15-20 'Wl~ Lfiu~l),~~~ltJ1.~I?1!l'WU'Wtl),~lJlru 1 0-15 ij~~~(;1),;-:Jtl)'~n!lU~'JtI crude 

" enzyme 111.-ill'Wn1),~~LL!lf1~~~'lI!l'lL'l!~~L~~ L~tJn1),~Lf1n~~uh.nru~1(;11~1-~hof (;11lJ~fi'll!l-:J 

Somogyi-Nelson (Nelson, 1994 ; Somogyi, 1952) 
, 

~~LL!ln~~~'lI!l'lL'l!~~L~~~tl!ltJ~~lt1 CMC (CMCase activity) L~tJt.J~mL~~tl).J 

~1),~~~ltJ'lI!l'l crude enzyme 0 .25 ij~~~(;1)' nu 0 .5 ij~~~(;1),"lI!l-:J~l),~~~lt1 1 % CMC 1'W 
, 

11 ~ ~ ~.Q f Q 

0.2 M acetate buffer pH 5.4 LL~'JL(;1lJ 1.4 lJ~~~(;1)' 'lI!l'l 0.2 M acetate buffer pH 5.4 UlJ'VI 

, " 
~ruVlJJij 50 °c LU'WL'J~l 1 -D'JLlJ'l VI~~tl~m-tI1L~tJn1)'c:rlJ1'W~1L~!l~ 5 'Wl~ ~Lf1n~~m).Jlru 
" o Q.Q ~ .QQ 

'Wl(;11~)'~'J'l! (;11lJ'Jfi Somogyi-Nelson 

LI?11-tJlJ,x'J L~!l (seed inoculum) L~tI~lLL!l n ~L 'W~tJ~ (;1~ ~1'Wn1),1"1~ L~!lni'WLLmlJl L~tI-:J 
U'W!l1V11m.:jj'l CMC agar tllJ~ 30 !l'lPllL'l!~L~tI~ L~!lL~!lLIGj1ryL~).J~ H cork borer L~'W~l'W 

" , 
PI'Wtlnfll'l 5 ij~~L).J(;1)' ~lL:n!l L~tlHfLtl~'J 1~ LlGjl~~'lU'WLf1 L~U"lltl-:JLL!ln~L'W~tI~(;1YlLIGj1rutltlu'W .. ~ .. 

" , " 
!lTlnm.:jj-:J CMC agar H needle ~1:n'W1'W~LlGjl~H 3 :n'\.Hhtl~-:J1'W erlenmayer flask "lI'Wl~ 

I ~ ~ , 

.Q QA. e:I .:::I .4 

250 lJ~~~(;1)' 'VIU)')'lGjtllV11),L~tJ-:JL'l!!lLVI~'J 0 .5 %CMC broth ([)lf1t.J'W'Jn n VllJltJLft"ll 8 ) . 
mlJl(;1)' 50 ijft~~(;1)' LL~~i1 "lI~~'J~ (spring coil) L~!lL~lJm).Jlru!l!ln:nLIGj'Wl~nuL'l!~; L"lItll 

~'JtJ rotary shaker 200 )'tlUj;]!l'W1Yl ~~ruVlJJij,x!l.UU'WL'Jftl 3 ~'W 
" I " " I 

1~n~lL:ntlYlL(;11-m-ll~ 0.5 ijft~~(;1)' ft-:Jl'WtllV11),L~mL;tlLVlft'J 50 ijft~~(;1)'~i1LLVlfi-:J 

f11fu!l'WLU'W 0 .5 %CMC ~1V1fu~~LLtln~~~"lItl-:JL'l!ftftLft~~tltltl~~1t1 CMC (CMCase) tllJ~ .. 
, 

.Q 0 0_ d, Q' I CIIa .... f 

~ruVlJJlJ30, 45, lL~~ 55 C mlJftl~U U'WLf"l)'tl-:JL"lItJlrl'lllJL),'J 200 )'tlU(;1!l'Wl'V1 LnU(;1'Jtltl1-:J 

" " 'lI!l-:J~l)'ft~ftlt1mVll),L~m L:n!l 'VIn~'WLU'WL 'Jfll 1 ~tl ~1~ 1.rL-ill 'Wn1),~ ~LL!l f1~~ ~"lI!l'l L'l!~~Lfl~ . .. 
LLft~~l L 'l!ft~~1~).J1V11~1V1,:rn L 'l!~;LL ~'l j;]tlltl 

L(;11-tJlJ crude enzyme L~tJLnuvi'J!ltll'l~1)'~~ftlt1mVl1),L~tI'lL~tl 50 ij~~~(;1)' ).J1D'W 

LVI~tI'lLLtJnl?1~n!l'WL'l!ft~ ~'JtJLf"l1!l-:J LVI~mf"l'Jlm~'JM 10,000 ),!lUj;]!l'W1Yl ~!lruVl[)ij 4 °c LU'W .. . .. 
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" enzyme 'lllfl:wn1:i'~r?lLLtlr1w)~"lltl':]L"l!'i'l~L'i'l~ Ll1ltln1:i'':5Lr1n:;tftfhJ1rul~n[;l1'i'l1~':Ii Wl)J':5fi"lltl':] 

§omogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952) 
, 

1'I1lLLtln~':5~"lltl-:)L"D'i'l~L'i'l~lititltl~'i'l1t1 CMC (CMCase activity) Ll1ltll:JtUJLL'i'l:;U)J 

~1:i''i'l:;'i'l1t1"lltl':] crude enzyme 0.25 iJ'i'l~~[;l:i' nu 0.5 iJ'i'l~~[;l:i'"lI'tl-:)~1:i''i'l:;'i'l1t1 1 % CMC 1u 
, 

".. A A A"::::' , d 

0.2 M acetate buffer pH 5.4 LL'i'l':lL[;l)J 1.4 )J'i'l'i'l'i'l[;l:i' "lI'tl.:] 0.2 M acetate buffer pH 5.4 U)JVI 

, " 
~ru"'.1:JiJ 50 °C LlJUL':I'i'l1 1 i':lL)J.:] "'tJl1lu!)mtl1tl1ltln1:i'~)J1ui!1L~tl~ 5 u1li ':5Lr1:i'1:;"hfi)J1ru 

" o .d.c:. ~ Qq 

U1[;l1'i'l:i'I1l':l"l! [;l1)J':Ifi Somogyi-Nelson 

3.11 'VI11l'Mn.lFl'J1~~1~1~{Jl'Un1~~f1-3~1~'L1D'h'U::n\J~1i:~FI;;1l 

:i'1 L:i'r1~"lI~1-ifVlI1l~tlUn1:i'~~1-:)~1:i'U!):n':llJ:; (test organisms) 

Pythium aphaniderma(um DOAC 1662 

Phytophthora parasi(ica DOAC 0005 

Collectotrichum capsici DOAC 1196 

Fusarium oxysporum f.sp. Iycopersici DOAC 0874 

Fusarium oxysporum f.sp . cubense DOAC 0893 

Alternaria porri DOAC 1756 

V111l~tlUm1)J~1)J1:i'Cl1lJn1:i'uuJ-:):i'1~ri'tl 1""Ln~ L:i'FI~"D Ll1ltl':5fi Dual Culture 

(Aghighi S., LL'i'l:;r1ru:; 2004) tl1ltlH\h~lJ1lJ"lltl'lnVlI1l~'tlU"lIlJ1~Lt\'lJe.hlJ~lJtJn'i'l1':] 5 iJ'i'l~L)J[;l:i' 

(!3.y) Ll1lm11ff'lljn1ntOi1CYL~UL[;l"1ltl'lnmuf1)J (Yo) 'i'lU~l':Itlff'llj~Lt\'lJ1t1"1ltl':]:i'1V1I1l~tlULtOi1cy1lJ 

:i':;lJ1UL~mnULLtln~LlJ,rtl:n[;l(y) ~.:]~)Jn1:i'!3.y = Yo- 'Y 
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3.12  การจําแนกสายพันธุแอกติโนมัยซีตสายพันธุ  NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 
  

 ศึกษาการจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3 19-2, NV1 12-6 และ LK3 11-10 

โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  การเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  การสรางรงควัตถุเมลานนิ  

การทดสอบทางชีวเคมี  การยอยสลายสาร  ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

ความสามารถในการเจริญทีค่วามเปนกรด-ดางตาง ๆ   และความสามารถในการใชแหลงคารบอน

และไนโตรเจนชนิดตาง ๆ  ตามวธิีที่รายงานโดย  (Williams และคณะ, 1989) 

 

 3.12.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  โดยศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด  (SEM)   

  ใชเทคนิค slide culture  (ภาคผนวก ค หมายเลข 2)  บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  GYM 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 11)  และ  sodium caseinate yeast cxtract agar (SCYA) (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 1)  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  เพื่อศึกษาลักษณะของสายใยอากาศ  สายใยอาหาร  และ

จํานวนวันที่มกีารสรางสปอร  จากนัน้นําไปศึกษาโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

บันทกึลักษณะการแตกออกของเสนใยอาหาร  ลักษณะของสายสปอร  การเรียงตัวของสปอร  

จํานวนสปอร  ลักษณะพื้นผิวของสปอร   

 

 3.12.2 การศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  

NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 โดยใชอาหารเล้ียงเชือ้  ISP (International Streptomyces 

Project) (ภาคผนวก ก หมายเลข 10-15)  ชนิดตาง ๆ ไดแก 

  ISP1-TYEA Trypton-yeast extract agar 

  ISP2-YMEA Yeast-malt extract agar 

  ISP3-OAA Oat meal agar 

  ISP4-ISSA Inorganic salts starch agar 

  ISP5-GAA Glycerol asparagines agar 

  ISP6-PYEA Peptone yeast extract iron agar 

  ขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ  NKP3-2 NV1-4 และ LK3-10 บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

ISP1-6  บมทีอุ่ณหภูมิ 30 oC  เปนเวลา 7-14 วัน  บันทึกการเจริญ  สีของสายใยอาหาร  สายใย

อากาศ  การสรางรงควัตถทุีล่ะลายน้ําและการสรางสปอร 
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 3.12.3 ทดสอบการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

  เล้ียงแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 บนอาหาร 

peptone yeast extract iron agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 15)  และ  tyrosine agar 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 16)  บมที่อุณหภูมิ  30 oC  ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมื่อเขาสูวนัที่ 4 โดย

จะเกิดสีดําหรือสีน้ําตาลเขมบนอาหารเล้ียงเช้ือ   

 

 3.12.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 

  แทง (stab)  แอกติโนมัยซตีสายพนัธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 ในอาหาร

เล้ียงเชื้อ nitrate agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 17)  ในหลอดอาหารขนาด 16x150 มิลลิลิตร  บม

ที่อุณหภูมิ 30 oC  เปนเวลา 14 วนั  ตรวจสอบการเปล่ียนไนเตรทเปนไนไตรท  โดยหยด

สารละลายเอ (ละลาย sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 N acetic acid 100 มลิลิลิตร)  และ

สารละลายบี (ละลาย alphanaphthylamine 0.5 กรัม ใน 5 N acetic acid 100 มิลลิลิตร)  ลงใน

หลอดทดลองซึ่งจะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถูกสลายตอไป

เปนแอมโมเนยี  และกาซไนโตรเจน  ตองทดสอบข้ันที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป  ถาเกิดสีแดง

แสดงวายงัมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 

 3.12.5 ทดสอบการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต   

  ขีด (streak) แอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 บนผิวหนา

อาหารวุนเอียง peptone yeast extract iron agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 15)  บมที่

อุณหภูมิ  30 oC  เปนเวลา  15-24 ชั่วโมง  สังเกตอาหารจะมีสีน้ําเงินดํา (bluish-black color)  

ควรสังเกตสีของอาหารกอนที่เชื้อจะสรางรงควัตถทุี่ละลายน้าํไดลงไปในอาหาร  (Tresner และ 

Danga, 1958) 

 

 3.12.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation  activity) 

  โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 ลงบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ  modified bennett agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 18)  ที่แปรผัน  0.5% อะดีนนี 

(adenine)  0.5% ไทโรซีน ( tyrosine)  0.4% ไซแลน (xylan)  0.4% แซนทนี (xanthine)  0.1% เค

ซีน (casein)  0.4% เจลาติน (gelatin)  และ 0.1% แปง (starch)  ตรวจสอบการยอยสลายโดย

สังเกตการเปล่ียนแปลงความใสบริเวณรอบหรือใตโคโลนีในอาหารวุน  ยกเวน  การยอยสลายเจ

ลาตินและแปง  ตรวจสอบโดยสังเกตจากวงใสหลังจากเททับดวยสารละลาย  acidified HgCl2  

และ  Iodine  ตามลําดับ 
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 3.12.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

  โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 ลงบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ  modified bennett agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 18)  บมที่อุณหภูม ิ37 oC  และ  45 
oC  สังเกตการเจริญหลังจากวันที่ 7  บมที่อุณหภูมิ 4 และ 10 oC  สังเกตการเจริญหลังจาก  2  

สัปดาห   

 

3.12.8 การตรวจสอบการเจริญที่ความเปนกรด-ดางตาง ๆ  

โดยขีดแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 ลงบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ  modified bennett agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 18)  ที่ม ีpH  เทากับ  4  4.5  5  5.5  

6  8  8.5  และ 9  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  สังเกตการเจริญหลังจาก 14 วนั 

 

 3.12.9 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน 

  ขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

basal medium agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 18)  ที่แปรผันแหลงไนโตรเจน  ไดแก  0.1%L-

arginine  0.1%L-histidine  0.1%L-methionine  0.1%potassium nitrate  0.1%L-serine  

0.1%L-theonine  0.1%L-valine  0.1%L-glutamine  และ  0.1%B-alanine  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  

เปนเวลา  15 วัน  ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคือ  

อาหารเล้ียงเชือ้  basal medium agar  ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคือ  อาหาร

เล้ียงเชื้อ  basal medium agar  ที่ประกอบดวย 0.1% L-Asparagine  หรือ  0.1%L-proline 

 

 3.12.10 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน 

  ขีดแอกติโนมัยซีตสายพันธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10  ลงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ  carbon utilization agar  (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  ทีแ่ปรผันสารประกอบคารบอน  

ไดแก 1.0%L-arabinose  1.0%dextran  1.0%D-fructose  1.0%D-galactose  1.0%meso-

inositol  1.0%D-lactose  1.0%D-mannitol  1.0%D-manose  1.0%L-rhamnose 

1.0%sucrose  1.0%threhalose  1.0%xylose  1.0%sodium acetate  และ  1.0%sodium 

citrate  ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนโดยเปรียบเทียบการเจริญกับอาหารเล้ียงเช้ือ  carbon 

utilization agar  ที่ไมไดเติมแหลงคารบอน  และอาหารเล้ียงเชื้อ  carbon utilization agar  ที่

ประกอบดวย 1.0%glucose  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  เปนเวลา  15 วัน   
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3.13 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 โดย
วิเคราะหลําดับเบสของยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 

 

 3.13.1 การสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2, NV1-4 

และ LK3-10   

เล้ียงแอกติโนมัยซีตในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว  GYMB  เปนเวลา  3 วนั  ปนเหวีย่งเก็บเสน

ใยดวยความเร็ว  8,500 รอบตอนาที  เปนเวลา  15 นาท ี ลางเซลลดวย 0.85% NaCl  ปนเหวีย่ง

เก็บเสนใยที่สภาวะเดิม  นาํเสนใยประมาณ 30 กรัม ไปบดดวยโกรงบดยา  เพื่อใหเซลลเขาเปน

เนื้อเดียวกนั  เติม washing buffer (0.1M Tris-HCl  pH8,  2-mercaptoethanol 2%,  

polyvinylpyrolidone 1%,  และ  ascorbic acid 0.05 M)  ผสมกับตัวอยางที่บดในโกรง  จากนั้น

ดูดใสในหลอด  microtube  ปนเหวี่ยงที่  1,500  รอบตอนาที  เปนเวลา 3 นาที  แลวเทสวนน้ําทิง้  

ทําซํ้าประมาณ  2 - 3 คร้ัง  จนน้ําใส  นาํตะกอนที่ไดมาสกัดดีเอ็นเอดวย  

Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)  (Zhou และคณะ, 1999)  โดยเติม  2X CTAB lysis 

buffer (CTAB 2%,  Tris-HCl (pH8) 0.1M,  EDTA (pH8) 20 mM,  NaCl 1.4 M  และ  2-

mercaptoethanol 0.5%)  บมที่อุณหภูมิ 65 oC  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  เติมสารละลายผสม  

chloroform-isoamyl alcohol  (24:1,v/v)  ปริมาตรเทาตัวของ CTAB buffer  นําไปปนตกตะกอน

ที่  1,500 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 7 นาที  เกบ็น้าํใสสวนบนมาเติมสารละลายผสม  

chloroform-isoamyl alcohol  (24:1,v/v)  ปนตกตะกอนอีกคร้ัง  เก็บน้ําใสสวนบนมาตกตะกอนดี

เอ็นเอดวย  isopropanol  เก็บรักษาไวที ่0 oC  เปนเวลา 30 นาท ี จากน้ันนาํไปปนเหวี่ยงที่  8,000 

รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4 oC  เปนเวลา 10 นาที  เพื่อใหสายดีเอ็นเอตกตะกอนอยูที่กนหลอด  เท

สวนน้ําใสทิ้ง  ลางดีเอ็นเอดวย  70% ethanol  นําไปปนเหวี่ยงที ่ 8,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4 
oC  เปนเวลา 5 นาที  เทสวนน้าํใสทิง้  ระเหยของเหลวภายในหลอดใหแหง  ละลายตะกอนดีเอ็นเอ

ดวย  TE buffer  (Tris-HCl (pH8) 10 mM  และ  EDTA 1 mM)  100 ไมโครลิตร  เติม  

ribonuclease solution (RNase)  10 mg/ml  1 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิ 37 oC  เปนเวลา 30 

นาที  เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ  ตกตะกอนดีเอ็นเออีกคร้ังโดยเติม  PEG solution (20%polyethylene 

glycol ใน  2.5 M NaCl)  60 ไมโครลิตร  เก็บไวที ่ 0 oC  เปนเวลา 20 นาท ี  นําไปปนเหวี่ยงที่ 

15,000  รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมิ 4 oC  เปนเวลา 10 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง  ลางตะกอนดีเอ็นเอ

ดวย 70% ethanol  ปนตกตะกอน  ระเหยจนแหง  ละลายดีเอ็นเอใน TE buffer  100 ไมโครลิตร  

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 oC  จนกวาจะนาํมาใช 
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3.13.2 การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ  

เมอรเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 

  ออกแบบไพรเมอร (primer)  อางอิงขอมูลจาก  Rintala  และคณะ (2001)  และ  

Lanoot  และคณะ (2005)  เพื่อใชในกระบวนการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ  16S 

rRNA  ไพรเมอรดังกลาวคือ  

  Forward primer   PA  (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 

  Reward primer   PH  (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) 

  Reward primer   StrepF (5’-ACGTGTGCAGCCCAAGACA-3’) 

ทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหัสของ  16S rRNA  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช

โครโมโซมมอลดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซตีสายพนัธุ  NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 ซึ่งสกัดดวยวิธี

ของ Zhou  และคณะ  (1999)  ตามวิธีในขอ 3.13.1  เปนแมแบบ (template)  ในสวนผสมทีท่ําให

เกิดปฏิกิริยา  ประกอบดวยสารผสม  dNTP  forward primer  reward primer  เอ็นไซม Tag 

DNA polymerase  PCR บัฟเฟอร  แมกนีเซียมคลอไรด  และเติมน้าํกล่ันบริสุทธิ์ใหครบปริมาตร 

20 ไมโครลิตร  สวนผสมที่ทาํใหเกิดปฏิกิริยาแสดงในตารางท่ี  3.1 

 

ตารางที่ 3.1   แสดงสวนผสมของรีเอเจนตตาง ๆ ในสารละลาย  PCR 20 ไมโครลิตร  ในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิม่จํานวนดีเอนเอทีต่องการ 

 

รีเอเจนต ความเขมขนสุดทาย 

สารผสม dNTP (dNTP mixture) 0.2 mM 

Primer 1 (forward) 0.5 μM 

Primer 2 (reverse) 0.5 μM 

แมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl2) 25 mM 1.5 mM 

แมแบบ (DNA template) 5 ng 

เอ็นไซม Tag DNA polymerase 0.5 U 

1X PCR บัฟเฟอร - 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวย  2 ข้ันตอนดังนี ้

  ข้ันตอนที ่ 1 เกิดการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิทัง้หมด  38 รอบปฏิกิริยา  

ประกอบดวย  ข้ัน  Denature  ที่อุณหภูมิ  94 oC  เปนเวลา 9 นาท ี  ข้ัน  Annealing  ที่อุณหภูม ิ

50 oC  เปนเวลา 1 นาที  และ  ข้ัน  Extension  ที่อุณหภูมิ  72 oC  เปนเวลา 1นาท ี
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  ข้ันตอนที ่ 2  เกิดการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิทัง้หมด  1 รอบปฏิกิริยา  

ประกอบดวย  ข้ัน  Denature  ที่อุณหภูมิ 94 oC  เปนเวลา 1 นาที  ข้ัน  Annealing  ที่อุณหภูมิ 50 
oC  เปนเวลา 1นาที  และ  ข้ัน  Extension  ที่อุณหภูม ิ72 oC  เปนเวลา 5 นาท ี

  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  4 oC เปนเวลา 5 นาท ี เก็บรักษาผลิตภัณฑที่ได

จากกระบวนการ  PCR  (PCR product)  ที่ -20 oC  จนกวาจะนาํมาใชงาน 

 

 3.13.3 การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟรีซีส 

  ตรวจสอบยีนที่มีขนาด 1500 เบส และ 1000 เบส  โดยเตรียมอะกาโรสเจล 1.5%  

ซึ่งหลอมในสารละลายบัฟเฟอร  TAE  ลงในแบบพมิพซึ่งมหีว ี  (comb)  เสียบอยู  ปลอยใหเจ

ลแข็งตัว  ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม  (tracking dye)  ในอัตราสวน  5:2  หยดตัวอยาง

ลงในหลุมบนอะกาโรสเจล  จากนั้นนําไปทําอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร  โดยใชความตางศักย  

100 โวลต  เปนเวลา  30 นาที  ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูการเรืองแสงของ

แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต  เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  100 เบส

แพร  ดีเอ็นเอแลดเดอร + 1.5 กิโลแบสแพร 

 

 3.13.4 การวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ  16S rRNA    

 PCR product  ที่ไดจากการใช  primer  2 คู  ไดแก  PA กับ PH  และ  PA กับ 

StrepF  สงวิเคราะหที่บริษทั วอรด เมดิก จํากัด ในสวนของ First BASE Laboratories, Selangor 

Darul Ehsan, ประเทศมาเลเซีย เพื่อวเิคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัส  16S 

rRNA จากนั้นนําลําดับเบสที่วิเคราะหไดมาเปรียบเทียบเปอรเซน็ตความเหมือนของลําดับเบสใน  

GenBank DNA database  จากเวบไซต  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/beta/ นําเอา

ขอมูลที่ไดจากการเปรียบเทียบเปอรเซน็ตความเหมือนของลําดับเบสใน GenBank DNA 

database มาจัดเรียงลําดับเบสโดยใชโปรแกรม ClustalX และทําการสราง Phylogenetic tree 

โดยใชโปรแกรม PAUP 4.08 b 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/beta/


บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยางดิน 
 ทําการเก็บตัวอยางดินจากจงัหวัดตางๆในประเทศไทย  จํานวน 36 ตัวอยาง  และบันทกึ

ลักษณะดิน สี  และวัด pH  ของตัวอยางดิน ไดแสดงไวในตารางที ่4.1  
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       ตารางที่ 4.1   แสดงแหลงที่มา  pH  และลักษณะของตัวอยางดิน 

 

ตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะตัวอยาง pH 

TM1 ดินใตตนมะขาม บานแมปะ อ.แมสอด จ.ตาก ดินรวนปนทราย สีน้ําตาล 8.18 

TM2 ดินใตตนชงโค บานแมปะ อ.แมสอด จ.ตาก ดินรวนเนื้อละเอียด สีน้าํตาลออน 7.83 

TP1 ดินใตตนองุน ต.คีรีราษฎร อ.พบพระ จ.ตาก ดินรวนปนทรายและแกลบ สีดําน้ําตาล 7.75 

LH1 ดินใตตนตะแบก  อ.หางฉัตร  จ.ลําปาง ดินรวนชื้น สีน้าํตาลดํา 9.09 

LK1 ดินใตตนคูณ  อ.เกาะคา  จ.ลําปาง ดินรวนชื้น สีน้าํตาลออน 8.22 

LK2 ดินใตตนสะเดา อ.เกาะคา จ.ลําปาง ดินรวน สีน้าํตาลออนอมเหลือง 7.87 

LK3 ดินใตตนจามจุรี อ.เกาะคา จ.ลําปาง ดินรวน สีน้าํตาลแดง 8.72 

NK1 ดินใตตนยาง  ต.มหาโพธิ์เหนือ อ.เกาเลี้ยว  จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลออน 7.61 

NK2 ดินใตตนมะมวง  ต.หาดเสลา อ.เกาเลี้ยว  จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลอมเหลือง 8.22 

NK3 ดินใตตนมะลิ  ต.แหลมยาง อ.เกาเลี้ยว  จ.นครสวรรค ดินรวนชื้น เนือ้ละเอียด สีดํา 8.49 

NKP1 ดินใตตนไผ ต.หนองปลิง อ.เมือง จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.19 

NKP2 ดินใตตนมะมวง ริมแมน้าํเจาพระยา อ.เมอืง จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.13 

NKP3 ดินในนาขาว ต.ศาลาแดง อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค ดินรวนปนเหนียว สีน้ําตาลออนปน 

ฟางขาว 

6.67 

PL1 ดินในนาขาว ต.คลองพระอุดม อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธาน ี ดินเหนียวสีดํา ชื้น 7.22 
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        ตารางที่ 4.1(ตอ)   แสดงแหลงที่มา  pH  และลักษณะของตัวอยางดิน 

 

ตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะตัวอยาง pH 

NV1 ดินกองพืชใตตนไผ อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลดํา ชืน้ 7.80 

NV2 ดินใตตนไผ  อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.35 

NV3 ดินใตตนไผ  อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวนปนรากไผ สีน้าํตาลออน 6.98 

NV4 ดินใตตนสัก  อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลดํา 7.18 

NT1 ดินบริเวณเขานัน จ.นครศรีธรรมราช ดินรวนชื้น สีดํา 7.37 

RK1 ปุยหมกั อ.เขาชะเมา จ.ระยอง ดินเนื้อหยาบ สีน้ําตาลดํา 7.95 

PB1 ปุยหมกัเปลือกกลวยน้าํวา อ.บางกระทุม จ.พิษณุโลก ดินรวน จับตัวเปนกอนเล็กๆ สีดําน้าํตาล 9.25 

PT1 ปุยหมกัขี้นกกระทา ขี้วัว   อ.ทาตาล จ.พิษณุโลก ดินรวน เบา ปนขนนก สีน้ําตาลอมเทาขาว 7.18 

PP1 ปุยกากชานออย อ.ไผลอม จ.พิษณุโลก ดินรวน เนื้อละเอียด สีน้ําตาลออน 7.35 

CHR1 ดิน Balclay อ.เวียงแกน จ.เชียงราย ดินรวนปนเหนียว สีน้ําตาลดํา 6.93 

SK1 ดินใตตนสัก  อ.โคกศรีสุพรรณ จ.สกลนคร ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.22 

SK2 ดินใตตนตะขบ อ.เมือง จ.สกลนคร ดินรวนปนทราย สีน้ําตาลดํา 7.32 

SK3 ดินกอไผ อ.โคกศรีสุพรรณ จ.สกลนคร ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.45 

RY1 ดินชายทะเล อ.เมือง จ.ระยอง ดินทราย สีน้ําตาลออน 7.12 
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        ตารางที่ 4.1(ตอ)   แสดงแหลงที่มา  pH  และลักษณะของตัวอยางดิน 

 

ตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะตัวอยาง pH 

NS1 ดินเขตปาชุมชน กม.9 สันติสุข-หวยหลักลาย อ.สันติสุข  

จ.นาน 

ดินเนื้อละเอียด จับตัวเปนกอนแข็ง 

สีน้ําตาลมวง 

6.63 

NPP1 ดินเขตปาชุมชน บานหวยคํา ต.ฝายแกว กิง่อ.ภูเพยีง จ.นาน ดินรวนละเอียด สีน้ําตาลเหลือง 6.78 

NC1 ดินจอมปลวก บริเวณปาจุฬาฯ จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาล 6.68 

NP1 ดินบริเวณศาลเจาหลวงภูคา ดอยภูคา อ.ปว จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.31 

NMJ1 ดินบริเวณโรงเรียนแมจริม อ.แมจริม จ.นาน ดินลูกรัง สีน้าํตาลเหลือง 7.26 

NMJ2 ดินบริเวณบานนาทะนงุ อ.นาหมื่น จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลดํา 7.34 

NST1 ดินบริเวณ อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช ดินรวน ชื้น สีน้ําตาลออน 7.89 

SRT1 ดินบริเวณ อ.ชัยบุรี จ.สุราษฎรธาน ี ดินรวน ชื้น สีน้ําตาลปนดํา 7.75 
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4.2 การแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน 
 

 จากการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน  36  ตัวอยาง  โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ sodium 

caseinate agar  ตามวิธดํีาเนนิการวิจยัขอ  3.4  พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดจํานวน  

115  สายพันธุ  ดังแสดงในตารางที่ 4.2   
 
ตารางที่ 4.2   แสดงสายพนัธุของแอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากตัวอยางดิน  36 ตัวอยาง 

 

ตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซีตที่แยกได รวม 

TM1 TM1-1, TM1-2, TM1-3 3 

TM2 TM2-1, TM2-2, TM3-3, TM3-4, TM3-5 5 

TP1 TP1-1,TP1-2,TP1-3 3 

LH1 LH1-1, LH1-2 2 

LK1 LK1-1, LK1-2, LK1-3 3 

LK2 LK2-1 1 

LK3 

LK3-1, LK3-2, LK3-3, LK3-4, LK3-5, LK3-6, LK3-7,LK3-8, 

LK3-9, LK3-10 

10 

NK1 NK1-1, NK1-2, NK1-3, NK1-4 4 

NK2 NK2-1, NK2-2, NK2-3, NK2-4 4 

NK3 NK3-1, NK3-2, NK3-3 3 

NKP1 NKP1-1, NKP1-2, NKP1-3, NKP1-4, NKP1-5, NKP1-6 6 

NKP2 NKP2-1, NKP2-2, NKP2-3, NKP2-4 4 

NKP3 NKP3-1, NKP3-2, NKP3-3, NKP3-4, NKP3-5, NKP3-6, NKP3-

7, NKP3-8, NKP3-9, NKP3-10, NKP3-11 

11 

PL1 PL1-1, PL1-2, PL1-3, PL1-4, PL1-5 5 

NV1 NV1-1, NV1-2, NV1-3, NV1-4 4 

NV2 NV2-1, NV2-2, NV2-3, NV2-4, NV2-5 5 

NV3 NV3-1, NV3-2, NV3-3 3 

NV4 NV4-1, NV4-2, NV4-3, NV4-4 4 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงสายพนัธุของแอกติโนมยัซีตทีแ่ยกไดจากตัวอยางดิน  36 ตัวอยาง 

 

ตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซีตที่แยกได รวม 

NT1 NT1-1, NT1-2 2 

RK1 RK1-1, RK1-2, RK1-3, RK1-4 4 

PB1 PB1-1 1 

PT1 PT1-1, PT1-2, PT1-3 3 

PP1 PP1-1, PP1-2, PP1-3, PP1-4, PP1-5 5 

CHR1 CHR1-1, CHR1-2 2 

SK1 SK1-1, SK1-2 2 

SK2 SK2-1 1 

SK3 SK3-1, SK3-2, SK3-3, SK3-4 4 

RY1 RY1-1 1 

NS1 NS1-1 1 

NPP1 NPP1-1 1 

NC1 NC1-1 1 

NP1 NP1-1 1 

NMJ1 NMJ1-1 1 

NMJ2 NMJ2-1 1 

NST1 NST1-1, NST1-2 2 

SRT1 SRT1-1, SRT1-2 2 
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4.3 การทดสอบการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมัยซีต 
จากการแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน  36  ตัวอยาง  โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ sodium 

caseinate agar  ตามวิธดํีาเนนิการวิจยัขอ  3.4  พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดจํานวน  

115  สายพันธุ  และไดทําการทดสอบการสรางเซลลูเลสเบ้ืองตน โดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือ 

carboxymethylcellulose(CMC) agar โดยวัดความสามารถในการสราง Cx-cellulase หรือ 

CMCase โดยหาอัตราสวนขนาดของบริเวณที ่ CMC ถูกยอยสลาย(ภาพบริเวณใสรอบโคโลนี

แสดงในรูปที่ 4.1) ตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนี (Ratio of the size of  CMC hydrolysis 

zone to colony diameter) ตามวิธีของ Hankin และ Anagonostakis (1977)  ทีเ่วลาประมาณ 1 

สัปดาห พบแอกติโนมยัซีตที่สรางเซลลูเลสจํานวน 82 สายพนัธุ ดังแสดงในตารางที ่4.3 

 

 ตารางที่ 4.3  ระดับของเซลลูเลสที่สรางโดยแอกติโนมยัซีตที่แยกจากดินจํานวน  36 ตัวอยาง 

 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการสราง

เซลลูเลส 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการ

สรางเซลลูเลส 

TM1-1 +++ NV2-3 + 

TM1-2 ++ NV2-4 ++ 

TM1-3 ++++ NV2-5 +++ 

TM2-1 +++ NV3-1 ++ 

TM3-3 ++ NV3-3 ++ 

TP1-1 + NV4-1 ++ 

TP1-3 + NV4-2 +++ 

LH1-1 ++ NV4-3 +++ 

LH1-2 ++ NV4-4 ++ 

LK1-1 ++ NT1-1 + 

LK1-2 ++ RK1-1 ++ 

LK1-3 ++ RK1-2 + 

LK2-1 ++ RK1-4 ++ 

LK3-2 +++ PB1-1 + 

LK3-3 ++ PT1-1 + 

LK3-4 ++ PT1-2 ++ 
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ตารางที่ 4.3(ตอ)   ระดับของเซลลูเลสทีส่รางโดยแอกติโนมัยซีตที่แยกจากดินจํานวน  36 

ตัวอยาง 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการสราง

เซลลูเลส 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการ

สรางเซลลูเลส 

LK3-5 ++ PP1-1 +++ 

LK3-7 ++ PP1-2 +++ 

LK3-8 + PP1-3 + 

LK3-9 ++ NV1-4 +++ 

LK3-10 ++ NV2-1 +++ 

NK1-2 + PP1-4 ++++ 

NK2-1 ++ PP1-5 +++ 

NK2-4 +++ CHR1-1 ++ 

NKP1-1 + CHR1-2 + 

NKP1-2 +++ SK1-1 + 

NKP1-3 + SK1-2 + 

NKP1-4 + SK2-1 ++ 

NKP1-5 ++ SK3-1 ++ 

NKP1-6 ++ SK3-3 + 

NKP2-1 ++ NC1-1 ++ 

NKP2-2 + NP1-1 ++ 

NKP2-3 ++ NMJ1-1 ++ 

NKP3-2 ++++ NMJ2-1 ++ 

NKP3-3 + NS1-1 ++ 

NKP3-4 +++ NPP1-1 ++ 

NKP3-5 + NST1-1 + 

NKP3-10 ++ NST1-2 + 

PL1-1 +++ SRT1-1 + 

PL1-3 ++ SRT1-2 + 

NV1-2 +   

NV1-3 +   
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หมายเหตุ ++++ =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  4.1 – 4.5 เซนติเมตร 

 +++ =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  3.1 – 4.0 เซนติเมตร 

++ =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  2.1 – 3.0 เซนติเมตร 

 + =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  1.0 – 2.0 เซนติเมตร 

  - =  ไมสรางเซลลูเลส 
 

ความสามารถในการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมยัซีตทีแ่ยกได สรุปจัดเปนกลุมไวใน

ตารางที่ 4.4 และเปอรเซ็นแสดงดวยแผนภูมิวงกลมในรูปที่ 4.1   

ตารางที่ 4.4   จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สรางเซลลูเลสแตละกลุม 
 

ขอบเขตการสราง 

เซลลูเลส 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

++++ TM1-3, NKP3-2, PP1-4 3 2.61 

+++ TM1-1, TM2-1, NV2-5, NV4-2, NV4-3, LK3-2 15 13.04 

 NK2-4, NKP1-2, NKP3-4, PL1-1, PP1-5, NV2-1   

 PP1-1, PP1-2, LK3-10   

++ TM1-2, TM3-3, LH1-1, LK3-4, LK1-1, LK1-2 38 33.04 

 LK1-3, LK2-1, LK3-3, LH1-2, NV2-4, NV3-1   

 NV3-3, NV4-1, NV4-4, RK1-1, RK1-4, PT1-2   

 LK3-5, LK3-7, LK3-9, NK2-1, NKP1-5, NKP1-6   

 NKP2-3, NKP2-1, NKP3-10, PL1-3, NPP1-1, NS1-1   

 NMJ2-1, NMJ1-1, NP1-1, NC1-1, SK3-1, SK2-1   

 CHR1-1, NV1-4   

+ TP1-1, TP1-3, PT1-1, NV2-3, RK1-2, NT1-1 26 22.61 

 

PB1-1, LK3-8, NK1-2, NKP1-1, NKP1-3, NKP1-4              

NKP2-2, NKP3-3, NV1-2, NV1-3, SRT1-2, SRT1-1             

NST1-2, NST1-1, SK3-3, SK1-2, SK1-1, CHR1-2                

PP1-3, NKP3-5 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ)  จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สรางเซลลเูลสแตละกลุม 

 
ขอบเขตการสราง 

เซลลูเลส 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

- TM2-2,TM3-4, TM3-5, TP1-2,LK3-1,LK3-6, 33 28.70 

 NK1-1,NK1-3, NK1-4, NK2-2, NK2-3,NK3-1   

 NK3-2, NK3-3, NKP2-4, NKP3-1, NKP3-6, NKP3-7   

 NKP3-8, NKP3-9,NKP3-11, PL1-2,PL1-4, PL1-5   

 NV1-1,NV3-2,NV2-2,NT1-2,RK1-3, PT1-3   

 SK3-2, SK3-4, RY1-1   

 
 

22.61%

33.04%13.04%

2.61%

28.70%

%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน +
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน ++
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน +++
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน ++++
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน -

 
 

รูปท่ี  4.1  แผนภูมิวงกลมแสดงเปอรเซ็นตการจัดกลุมการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมัยซีต 

   

 จากรูปที ่ 4.1  จะเหน็ไดวาจาํนวนแอกติโนมัยซตีที่สามารถสรางเซลลูเลสมจีํานวน 

71.30% และจํานวนแอกติโนมัยซีตที่ไมสรางเซลลูเลสมจีํานวน 28.70%  โดยทาํการจัดอันดับจาก

อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี (Ratio of the size of  

CMC hydrolysis zone to colony diameter)  โดยพบวาแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2   ที่

แยกไดจากตัวอยางดินในนาขาว มีอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีที่เวลา 7 วนัมากที่สุดเทากับ 4.30 เซนติเมตร 
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รูปท่ี  4.2  ภาพการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 สังเกตจากบริเวณใสรอบ

โคโลน ีเมื่อเล้ียงเชื้อบนอาหาร CMC ในระยะเวลาตางๆและเททับดวยคองโก เรด  A)ในวนัที ่1   

B)ในวนัที ่3  C)ในวันที่ 5  D)ในวันที่ 7  E)ในวนัที ่14  และ F)ตัวควบคุม  ตามลําดับ 
 
 
 
 

A B 

C D 

E F 
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4.4 การศกึษาผลของแหลงคารบอนกับเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
NKP3-2 
 นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่ใช 0.5%CMC และ 0.5%alpha-cellulose  เปนแหลงคารบอนและ 0.1% 

yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน จากนัน้ทาํการเก็บตัวอยางอาหารเล้ียงเชื้อทุกวันเปนเวลา 7 

วัน และวัดแอคติวีตีของเซลลูเลส โดยการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Somogyi-

Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  ไดความสมัพันธดังแสดงในรูปที่ 4.3 และ 4.4 
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CMCase แอกติวิตี alpha-cellulase แอกติวิตี
pH ของอาหารเหลว CMC pH ของอาหารเหลว alpha-cellulose

 
 
รูปท่ี 4.3  การเปล่ียนแปลง CMCase และ alpha-cellulase และ pH ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ 

NKP3-2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติม 0.5 %CMC และ 0.5 %alpha-cellulose เปนแหลงคารบอนใน

ระยะเวลา 7 วัน 
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น้ําหนักเซลลแหงในอาหารเหลว CMC น้ําหนักเซลลแหงในอาหารเหลว alpha-cellulose

 
 
รูปท่ี 4.4  การเปล่ียนแปลง CMCase และ alpha-cellulase และ น้าํหนักเซลลแหงของแอกติโน

มัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม 0.5 %CMC และ 0.5 % alpha-cellulose เปน

แหลงคารบอนในระยะเวลา 7 วัน 

จากรูปที ่4.3 และ 4.4 ทําการเล้ียงเชื้อแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่

ใช CMC และ alpha-cellulose เปนแหลงคารบอน พบวาแอกติโนมัยซิสสายพนัธุ NKP3-2 

สามารถใช CMC เปนแหลงคารบอนไดดีกวา alpha-cellulose ดังจะเหน็ไดจากคาของเซลลูเล

สแอกติวิตีมีแนวโนมเพิ่มข้ึนและสูงสุดในวันที่ 4 ของการทดลอง โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีเทากับ  

260.86  mU/ml   ขณะที่เซลลูเลสแอกติวีตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช alpha-

cellulose เปนแหลงคารบอนมีคาคอนขางตํ่าตลอดระยะเวลา 7 วนั  และคา pH มีคาเพิ่มข้ึน

เล็กนอย  โดยน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่มีแหลง

คารบอนเปน CMC มีคาสูงสุด ในวันที่ 4 เทากับ 2.01 g/l  ในขณะที่เมื่อแหลงคารบอนเปน alpha-

cellulose น้ําหนกัเซลลแหงมีคาคอนขางตํ่าและมีคาสูงสุดในวันที่ 4 เทากบั 0.33 g/l 
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4.5 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนกบัเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
NKP3-2 

 

นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่มีแหลงไนโตรเจนเปน 0.04%NH4Cl และ 0.07%KNO3 ซึ่งมีปริมาณ

เปอรเซ็นตของไนโตรเจนทัง้หมด (total nitrogen) เทากับ เปอรเซน็ตของไนโตรเจนทัง้หมด(total 

nitrogen) ของ 0.1%yeast extract ในอาหารเหลว 0.5 %CMC จากนั้นทาํการเก็บตัวอยาง

สารละลายอาหารเล้ียงเช้ือเปนเวลา 7 วัน และวัดแอคติวีตีของเซลลูเลส โดยการวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Somogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  ไดความสัมพันธ

ดังแสดงในรูปที่ 4.5 และ 4.6 
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CMCase แอกติวิตีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม ammonium chloride
CMCase แอกติวิตีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม potassium nitrate
pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม ammonium chloride
pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม potassium nitrate

 
 
รูปท่ี 4.5 การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีและ pH ของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ใน

อาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม 0.04%NH4Cl และ 0.07%KNO3 เปนแหลงไนโตรเจนในระยะเวลา 7 วัน 
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CMCase แอกติวิตีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม ammonium chloride
CMCase แอกติวิตีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม potassium nitrate
 น้ําหนักเซลลแหงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม ammonium chloride
 น้ําหนักเซลลแหงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม potassium nitrate

 
 
รูปท่ี 4.6  การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีและนํ้าหนักเซลลแหงของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

NKP3-2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติม 0.04%NH4Cl และ 0.07%KNO3 เปนแหลงไนโตรเจนใน

ระยะเวลา 7 วัน 

 

จากรูปที ่4.5 และ 4.6 ทําการเล้ียงเชื้อแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่

มีแหลงไนโตรเจนเปน NH4Cl และ KNO3  พบวาแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 สามารถใช 

NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจนไดดีกวา KNO3 ดังจะเห็นไดจากคาของเซลลูเลสแอกติวิตีมีแนวโนม

เพิ่มข้ึนและสูงสุดในวันที่ 5 ของการทดลอง โดยมเีซลลูเลสแอกติวิตีเทากับ   249.75 mU/ml   โดย

คา pH มีแนวโนมเพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลา 7 วัน  ขณะทีเ่ซลลูเลสแอกติวีตีของแอกติโนมัยซีตสาย

พันธุ NKP3-2 เมื่อใช KNO3 เปนแหลงไนโตรเจนมีคาตํ่ากวาและคอนขางคงตัวในวนัที ่4, 5และ 6  

ในวนัที ่4 มีคาเซลลูเลสแอกติวีตีสูงสุดเทากับ 155.79     mU/ml   โดยน้ําหนักเซลลแหงของแอกติ

โนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่มีแหลงไนโตรเจนเปน NH4Cl มีคาสูงสุด ในวนัที ่ 4 

เทากับ 1.91 g/l  ในขณะที่เมื่อแหลงไนโตรเจนเปน KNO3 น้าํหนักเซลลแหงมคีาตํ่ากวาและมี

คาสูงสุดในวันที่ 3 เทากับ 1.46 g/l 
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4.6 การศึกษาผลของ pH กับเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 
 

นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่มีแหลงคารบอนเปน 0.5%CMCและแหลงไนโตรเจนเปน 0.1% yeast extract  

โดยมี pH เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9  จากนัน้ทําการเก็บตัวอยางสารละลายอาหารเล้ียงเชื้อเปน

เวลา 7 วนั และวัดแอคติวิตีของเซลลูเลส โดยการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ 

Somogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  ไดความสัมพนัธดังแสดงในรูปที่ 4.7 และ 

4.8 
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รูปท่ี 4.7  การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเล้ียง

เชื้อที ่pH เร่ิมตนเทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วนั  

 จากรูปที ่ 4.6.1 พบวาการสรางเซลลูเลสในอาหารเหลวที่มี pH เทากบั 5, 6, 7, 8 และ 9  

มีแนวโนมเพิ่มข้ึน โดยเซลลูเลสแอกติวีตีมีคาสูงสุด เทากับ 340.07 368.56  310.36  265.51 และ

232.17 mU/ml ในอาหารเหลวที่มีคา pH เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ  โดยในอาหารเหลว

ที่ม ีpH เทากบั 6 เซลลูเลสแอกติวีตีมีคาสูงสุดในวันที่ 4  โดยมีคาเทากับ 368.56  mU/ml 
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รูปท่ี 4.8  การเปล่ียนแปลงน้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเลี้ยง

เชื้อที ่pH เร่ิมตนเทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วนั 

 

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่ม ี pH เทากับ 5, 

6, 7, 8 และ 9  มีความแตกตางกัน  โดยในอาหารเหลวท่ี pH 5 น้ําหนักเซลลแหงมีคาสูงสุด ใน

วันที ่4 เทากบั 0.84 g/l  อาหารเหลวท่ี pH 6 น้ําหนักเซลลแหงมีคาสูงสุด ในวนัที ่4 เทากับ 1.03 

g/l  อาหารเหลวท่ี pH 7 น้ําหนกัเซลลแหงมีคาสูงสุด ในวันที่ 3 เทากับ 1.08 g/l  อาหารเหลวที่ pH 

8 น้ําหนักเซลลแหงมีคาสูงสุด ในวนัที่ 5  เทากับ 0.66 g/l   อาหารเหลวท่ี pH 9 น้าํหนักเซลลแหง

มีคาสูงสุด ในวันที่ 4 เทากับ 0.54 g/l   จะเห็นไดวาในอาหารเหลวท่ี pH 7 มีน้ําหนกัเซลลแหงของ

แอกติโนมัยซตีสายพนัธุ NKP3-2 สูงสุด รองลงมาคืออาหารเหลวที ่pH 6, 5, 8 และ 9 ตามลําดับ 
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4.7 การศึกษาผลของอุณหภูมิกับเซลลูเลสแอกติวตีิของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 
 

นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่มีแหลงคารบอนเปน 0.5%CMCและแหลงไนโตรเจนเปน 0.1% yeast extract  

มี pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเทากบั 6 บมทีอุ่ณหภูมิ 30 45 และ 55 องศาเซลเซยีส จากนั้นทําการ

เก็บตัวอยางสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน และวัดแอคติวิตีของเซลลูเลส โดยการ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Somogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  

ไดความสัมพนัธดังแสดงในรูปที่ 4.9 และ 4.10 
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รูปท่ี 4.9  การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีและ pH ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2 

เจริญที่อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วัน 
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รูปท่ี 4.10  การเปล่ียนแปลงน้าํหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 เจริญที่

อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วัน 

 

จากรูปที ่ 4.9 และ 4.10  พบวาการสรางเซลลูเลสในอาหารเหลวของแอกติโนมยัซตีสาย

พันธุ NKP3-2 ที่อุณหภูมิเทากบั 30 45 และ 55 องศาเซลเซยีส มีเซลลูเลสแอกติวีตีสูงสุด ที่

อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส ในวันที ่ 4 โดยมีคาเทากบั 390.38 mU/ml รองลงมาคือ ที่อุณหภูมิ  

45 และ 55 องศาเซลเซยีส โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีเทากับ 264.90 และ 220.04 mU/ml  ในวนัที ่3 

และ 4 ตามลําดับ น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่

อุณหภูมิเทากบั 30, 45 และ 55 องศาเซลเซียส  มีความแตกตางกนั โดยที่อุณหภูมิ  30  องศา

เซลเซียส ในวนัที ่4 มีคาน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 1.82 g/l รองลงมาคือ ในวันที่ 3 ที่อุณหภูมิ  

45 และ 55 องศาเซลเซยีส  โดยมีน้าํหนักเซลลแหงเทากับ 1.14 และ 0.93 g/l ตามลําดับ
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4.8 การทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตกับราท่ีกอใหเกิดโรคพืช 
 

นําแอกติโนมัยซีตที่แยกไดทั้งหมด  115  สายพันธุ  มาทดสอบความสามารถในการสราง

สารปฏิชีวนะ ดวยวิธ ีDual-culture  (Aghighi S. et al.,2004) กับราทีก่อโรคในพืชจํานวน 6 ชนิด 

ไดแก 

 

1. Pythium aphanidermatum DOAC 1662 

2. Phytophthora parasitica DOAC 0005 

3. Collectotrichum capsici DOAC 1196 

4. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici DOAC 0874 

5. Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 0893 

6. Alternaria porri DOAC 1756 

 

พบวาแอกติโนมัยซีตแตละสายพันธุมีความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้ราทีก่อ

โรคในพืชไดแตกตางกนั  ดังแสดงในตารางที ่4.5  

 

ตารางที่ 4.5   ความสามารถในการยับยัง้ราท่ีกอโรคในพืชของแอกติโนมัยซีต 

 

ระดับการยับยัง้การเจริญของราทดสอบ 
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TM1-1 ++ - + - - ++ 

TM1-2 +++ - - - + - 

TM1-3 - - - - - - 

TM2-1 - - ++ - - - 

TM2-2 + - + - + - 

TM3-3 - - - - - - 

TM3-4 + + + - - ++ 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 
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TM3-5 ++ + +++ - - + 

TP1-1 - - - - - - 

TP1-2 +++ ++ + - + ++ 

TP1-3 - - - - - - 

LH1-1 - - - - - - 

LH1-2 ++ - ++ ++ - + 

LK1-1 + + + - - + 

LK1-2 - - - - - - 

LK1-3 - + + - - + 

LK2-1 - - - - - - 

LK3-1 ++ + + + + + 

LK3-2 - - - - - - 

LK3-3 +++ + + ++ +++ ++ 

LK3-4 - - - - - - 

LK3-5 + - - - - - 

LK3-6 - - + ++ - + 

LK3-7 - - - - - - 

LK3-8 + - + ++ ++ + 

LK3-9 ++ + + - - + 

LK3-10 ++++ ++ +++ +++ +++ ++ 

NK1-1 +++ + + - - + 

NK1-2 - - - - - - 

NK1-3 ++ - + + + + 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 

 

ระดับการยับยัง้การเจริญของราทดสอบ 
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NK1-4 ++ + + ++ ++ + 

NK2-1 + - ++ + - + 

NK2-2 - - - - - - 

NK2-3 ++ - + - - ++ 

NK2-4 - - - - - - 

NK3-1 - - - - - - 

NK3-2 - - - - - - 

NK3-3 + - + + + + 

NKP1-1 ++ ++ ++ + + + 

NKP1-2 - - - - - - 

NKP1-3 +++ + + - - ++ 

NKP1-4 - - - - - - 

NKP1-5 ++ + + - - + 

NKP1-6 +++ - +++ - - + 

NKP2-1 + ++ + ++ ++ + 

NKP2-2 - - - - - - 

NKP2-3 - - + - + + 

NKP2-4 + - - - - - 

NKP3-1 + - + - - + 

NKP3-2 ++++ +++ ++ ++ ++ + 

NKP3-3 + ++ + - - + 

NKP3-4 ++ - + + + ++ 

NKP3-5 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 
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NKP3-6 ++ + ++ - - + 

NKP3-7 +++ - + ++ ++ + 

NKP3-8 - - - - - - 

NKP3-9 - - - - - - 

NKP3-10 ++ + + + - + 

NKP3-11 - ++ + + + + 

PL1-1 +++ - ++ - - + 

PL1-2 - - - - - - 

PL1-3 + ++ + ++ + - 

PL1-4 - - + ++ ++ + 

PL1-5 - - - - - - 

NV1-1 - + + + + ++ 

NV1-2 - - - - - - 

NV1-3 ++ + ++ - + + 

NV1-4 ++++ ++ ++ +++ +++ + 

NV2-1 + - + + - + 

NV2-2 - - - - - - 

NV2-3 - - - - - - 

NV2-4 +++ - ++ ++ + + 

NV2-5 ++ - ++ - - ++ 

NV3-1 + - + - + + 

NV3-2 - - - - - - 

NV3-3 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 
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NV4-1 - - + - + + 

NV4-2 - - - - - - 

NV4-3 - - + ++ ++ + 

NV4-4 + + + + + + 

NT1-1 - - - - - - 

NT1-2 ++ - + - - + 

RK1-1 - - - - - - 

RK1-2 - - - - - - 

RK1-3 ++ - + - - + 

RK1-4 ++ +++ - - - - 

PB1-1 - - - - - - 

PT1-1 - - - - - - 

PT1-2 +++ ++ + - - ++ 

PT1-3 - - ++ - - + 

PP1-1 - - - - - - 

PP1-2 - + + + - + 

PP1-3 - + ++ - + + 

PP1-4 - - - - - - 

PP1-5 +++ + + - + ++ 

CHR1-1 ++ - ++ - - - 

CHR1-2 + + ++ + + + 

SK1-1 - - - - - - 

SK1-2 ++ + + ++ + + 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 

 

ระดับการยับยัง้การเจริญของราทดสอบ 
สา
ยพ
นัธ
ุ 

แอ
กติ
โน
มัย
ซตี
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 c
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. 
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e D
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08
93

 

Al
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ia 
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 D
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C 

17
56

 

SK2-1 ++ + ++ - + + 

SK3-1 + - ++ - - + 

SK3-2 - - - - - - 

SK3-3 +++ +++ + - - ++ 

SK3-4 + - + + + + 

RY1-1 ++ - - - + - 

NS1-1 + ++ + + - + 

NPP1-1 - - + - ++ + 

NC1-1 + + + + - + 

NP1-1 + - + - ++ + 

NMJ1-1 + ++ + - - + 

NMJ2-1 + - + - - + 

NST1-1 - + + - + + 

NST1-2 ++ - + + + + 

SRT1-1 ++ + + + + + 

SRT1-2 + + + - - + 

 

หมายเหตุ ++++ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้(∆γ)เฉล่ีย มากกวา 20 มิลลิเมตร 

+++ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้(∆γ)เฉล่ีย  10.1-20 มิลลิเมตร 

++ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้ (∆γ)เฉล่ีย 5.1-10 มิลลิเมตร 

+ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้(∆γ)เฉล่ีย  2-5 มิลลิเมตร 

 - =  ราไมถูกยับยั้ง    
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โดย 

∆γ     =  ระยะทางที่เสนใยของราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีต(มิลลิเมตร) 

   γ    =  ระยะทางที่เสนใยเจริญในระนาบเดียวกับแอกติโนมยัซีต(มลิลิเมตร) 

   γ0 =  รัศมีการเจริญเติบโตของราควบคุม (มิลลิเมตร) 

 

ตารางที ่ 4.6  แสดงจํานวนสายพนัธุในแตละกลุม  และคิดเปนเปอรเซ็นแสดงดังแผนภูมิ

วงกลมรูป   ที ่4.11  

ตารางที่ 4.6   จัดกลุมจํานวนชนิดราโรคพืชทีถู่กยับยั้งโดยแอกติโนมยัซีตที่แยกได 

 
จํานวนชนิดราโรค

พืชท่ีถูกยับยั้ง 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

รา 1 ชนิด TM2-1, LK3-5, NKP2-4 3 2.61 

รา 2 ชนิด TM1-2, RK1-4, PT1-3, CHR1-1, RY1-1 5 4.35 

รา 3 ชนิด 

TM1-1, TM2-2, LK1-3, LK3-6, NK2-3, 

NKP1-6, NKP2-3 

NKP3-1, PL1-1, NV2-5,NV4-1, NT1-2, 

RK1-3, SK3-1 

NPP1-1, NMJ2-1 

16 13.91 

รา 4 ชนิด 

TM3-4, TM3-5, LH1-2, LK1-1, LK3-9, 

NK1-1, NK2-1 

NKP1-3, NKP1-5, NKP3-3, NKP3-6, 

PL1-4, NV2-1 

NV3-1,NV4-3, PT1-2, PP1-2, PP1-3, 

SK3-3, NP1-1 

NMJ1-1, NST1-1, SRT1-2 

23 20.00 

รา 5 ชนิด 

TP1-2, LK3-8, NK1-3, NK3-3, NKP3-4, 

NKP3-7, NKP3-10 

NKP3-11, PL1-3, NV1-1, NV1-3, NV2-4, 

PP1-5, SK2-1 

SK3-4, NS1-1, NST1-2 

18 15.65 
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ตารางที่ 4.6(ตอ)  จัดกลุมจาํนวนชนิดราโรคพืชที่ถกูยับยั้งโดยแอกติโนมัยซีตที่แยกได 

 
จํานวนชนิดราโรค

พืชท่ีถูกยับยั้ง 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

รา 6 ชนิด 

LK3-1, LK3-3, LK3-10, NK1-4, NKP1-1, 

NKP2-1, NKP3-2 

NV1-4, NV4-4, CHR1-2, SK1-2, SRT1-1 

12 10.43 

ไมยับย้ังราทดสอบ 

TM1-3, TM3-3, TP1-1, TP1-3, LH1-1, 

LK1-2, LK2-1,  

LK3-2, LK3-4, LK3-7, NK1-2, NK2-2, 

NK2-4, NK3-1 

NK3-2, NKP1-2, NKP1-4, NKP2-2, 

NKP3-5, NKP3-8 

NKP3-9, PL1-2, PL1-5, NV1-2, NV2-2, 

NV2-3, NV3-2 

NV3-3, NV4-2, NT1-1, RK1-1, RK1-2, 

PB1-1, PT1-1 

PP1-1, PP1-4, SK1-1, SK3-2 

38 33.04 

 

 

2.61% 4.35%
13.91%

20.00%

15.65%
10.43%

33.04%

รา 1 ชนิด รา 2 ชนิด รา 3 ชนิด รา 4 ชนิด รา 5 ชนิด รา 6ชนิด ไมยังย้ัง
 

 
รูปท่ี  4.11  แผนภูมิวงกลมแสดงเปอรเซ็นตของแอกติโนมัยซีตตอจํานวนชนิดการยับยัง้ราโรคพืช 
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 จากรูปที ่ 4.11  จะเหน็ไดวาแอกติโนมัยซีตที่แยกไดสามารถออกฤทธิ์ยับยัง้ราโรคพืช 

66.96%  ไมสามารถออกฤทธ์ิยับยั้งราโรคพืช  33.04%  นอกจากนี้ยงัพบวาเปอรเซ็นตของแอกติ

โนมัยซีตที่สามารถยับยั้งราไดชนิดเดียวมีจํานวน  2.61%  ยับยัง้ราได 2 ชนิดมีจาํนวน  4.35%  

ยับยั้งราได 3 ชนิดมีจํานวน  13.91%  ยับยั้งราได 4 ชนดิมีจํานวน  20.00%  ยับยั้งราได 5 ชนิดมี

จํานวน  15.65%  ยับยั้งราได 6 ชนิดมีจาํนวน  10.43%  ทั้งนี้ในจํานวนแอกติโนมัยซีตที่สรางสาร

ปฏิชีวนะทั้งหมด แอกติโนมยัซีตสวนใหญสามารถยับยัง้ราโรคพืชได 4 ชนิด ซึง่ชนิดของราทดสอบ

ที่ถูกยับยัง้มีความแตกตางกนัไปตามแตละสายพันธุแอกติโนมยัซีต 

 จากการคัดเลือกแอกติโนมยัซีตสายพันธุที่มีความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะ 

พบวาสายพนัธุ LK3-10 มีความสามารถในการยับยั้งราโรคพืชไดทัง้ 6 ชนิด (Broad spectrum) 

ทั้งยังมีความสามารถในการยับยั้งรา Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum f.sp. 

lycopersici และ Fusarium oxysporum f.sp. cubense  ในระดับสูงสุด   และเพื่อแสดง

ผลกระทบและการเปล่ียนแปลงโครงสรางของราทดสอบดวยสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัย

ซีตสายพนัธุ LK3-10 ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ไดไวในรูปที่ 4.12-4.17  

โดยจะเห็นไดวา บริเวณปลายของเสนใยราทีถ่กูยับยัง้สวนใหญจะมีลักษณะทางสรีรวทิยา

เปล่ียนแปลงไป เชน ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี จะมโีครงสรางที่ไมสมบูรณ เสนใยมีการ

หดส้ันลง ขนาดเล็กลง หยกัและเจริญไดนอย เสนใยมกีารรวมตัวกันเปนกลุมกอน มีการกระจาย

ตัวแบบหลวมๆ ลักษณะผนงัเสนใยมีการเปล่ียนแปลง เปนตน    สายพันธุ NV1-4 มีความสามารถ

ในการยับยั้งราโรคพืชไดทัง้ 6 ชนิดไดดีรองลงมา  และสายพนัธุ  NKP3-2 มีความสามารถในการ

สรางสารปฏิชวีนะยับยัง้ราโรคพืชไดในระดับดี ดังรูปที่ 4.18  และแสดงการเปรียบเทยีบ

ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมยัซตีที่คัดเลือกทัง้สามชนิด ดังรูปที่ 4.19-

4.24 
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รูปท่ี 4.12  แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Alternaria porri DOAC 1756 (จากการสราง 

โดยแอกติโนมยัซีตสายพันธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  E)กําลังขยาย 150x  

G)กําลังขยาย 500x และ I)กําลังขยาย 5000x ในชุดควบคุม     B)ในจานเลี้ยงเช้ือ  D)กําลังขยาย 

50x  F)กําลังขยาย 150x   H)กําลังขยาย 500x  และ J)กําลังขยาย 5000x  ในชดุที่เล้ียงรวมกบั

แอกติโนมัยซตี   

 จากรูปที ่ 4.12 จะเหน็ไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Alternaria 

porri มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีการขดตัว หดส้ันและหงิกงอ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมีโครงสราง

ที่สมบูรณ มกีารกระจายตัว ยืดยาวแผออกไปได 
 

                     
 

       

J I 

A B 

C D 
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รูปท่ี 4.13  แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Collectotrichum capsici DOAC 1196 (จาก

การสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  E)

กําลังขยาย 150x  G)กําลังขยาย 500x และ I)กําลังขยาย 5000x ในชุดควบคุม     B)ในจานเล้ียง

เชื้อ  D)กําลังขยาย 50x  F)กําลังขยาย 150x   H)กําลังขยาย 500x  และ J)กําลังขยาย 5000x  ใน

ชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีต   

จากรูปที ่ 4.13 จะเห็นไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา 

Collectotrichum capsici มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ เสนใยบริเวณปลายไมสามารถเจริญแผ

E F 

G H 

J I 
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ออกไปได มีการขดตัว หดส้ัน มีรอยหยัก มีการกระจกุตัวรวมกนัอยางหนาแนน ขณะที่ชุดควบคุม

เสนใยมีโครงสรางที่สมบูรณ มีการกระจายตัว ยืดยาวแผออกไปได 
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รูปท่ี 4.14 แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici DOAC 

0874 (จากการสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  

E)กําลังขยาย 150x  G)กําลังขยาย 500x และ I)กําลังขยาย 5000x ในชุดควบคุม     B)ในจาน

เล้ียงเชื้อ  D)กําลังขยาย 50x  F)กําลังขยาย 150x   H)กําลังขยาย 500x  และ J)กําลังขยาย 

5000x  ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี   

จากรูปที่ 4.14 จะเหน็ไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici DOAC 0874 มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีการขดตัว หดส้ัน มีรอย

ขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมีโครงสรางที่สมบูรณ มีการกระจายตัว เจริญประสานกันยืดยาว

แผออกไปได 
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รูปท่ี 4.15  แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 

0893 (จากการสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  

E)กําลังขยาย 150x  G)กําลังขยาย 500x และ I)กําลังขยาย 5000x ในชุดควบคุม     B)ในจาน

เล้ียงเชื้อ  D)กําลังขยาย 50x  F)กําลังขยาย 150x   H)กําลังขยาย 500x  และ J)กําลังขยาย 

5000x  ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี   

จากรูปที่ 4.15 จะเหน็ไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีขนาดเสนใยเล็กลง มีการขดตัว หดส้ัน มี

รอยขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมโีครงสรางที่สมบูรณ มีการกระจายตัว เจริญประสานกันยดื

ยาวแผออกไปได 
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รูปท่ี 4.16 แสดงการยับยัง้ แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Pythium aphanidermatum 

DOAC 1662 (จากการสราง โดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)

กําลังขยาย 50x  E)กําลังขยาย 150x  G)กําลังขยาย 500x และ I)กําลังขยาย 5000x ในชดุ

ควบคุม     B)ในจานเล้ียงเช้ือ  D)กําลังขยาย 50x  F)กําลังขยาย 150x   H)กําลังขยาย 500x  และ 

J)กําลังขยาย 5000x  ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี   

จากรูปที ่ 4.16 จะเห็นไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Pythium 

aphanidermatum มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีการเจริญกระจายตัวอยางหลวมๆ มีขนาดเสนใย

เล็กลง มกีารขดตัว หดส้ัน มรีอยขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมโีครงสรางที่สมบูรณ มีการเจริญ

ประสานกันอยางหนาแนน 
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รูปท่ี 4.17 แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Phytophthora parasitica DOAC 0005 (จาก

การสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10) A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  E)

กําลังขยาย 150x  G)กําลังขยาย 500x และ I)กําลังขยาย 5000x ในชุดควบคุม     B)ในจานเล้ียง

เชื้อ  D)กําลังขยาย 50x  F)กําลังขยาย 150x   H)กําลังขยาย 500x  และ J)กําลังขยาย 5000x  ใน

ชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีต   

จากรูปที ่ 4.17 จะเห็นไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา 

Phytophthora parasitica มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีขนาดเสนใยเล็กลง มีการขดตัว หงกิงอ หด

ส้ัน มีรอยขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมีโครงสรางทีส่มบูรณ มีการกระจายตัวเจริญประสานกัน

ยืดยาวแผออกไปได 

E F 

G H 

J I 
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รูปท่ี 4.18  แสดงการยับยั้งราโรคพืชทัง้ 6 ชนิด ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NV1-4 และ  

NKP3-2   ภาพ A) D) G) J) M) และ P)แสดงตัวควบคุมของรา Pythium aphanidermatum  

Phytophthora parasitica  Collectotrichum capsici  Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  

Fusarium oxysporum f.sp. cubense และ Alternaria porri  ตามลําดับ  ภาพ B) E) H) K) N) 

และ Q) แสดงการถกูยับยั้งดวยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NV1-4    ภาพ C) F) I) L) O) และ R) 

แสดงการถูกยบัยั้งดวยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2  ตามลําดับ 

  

 

             
 

P   Q   R   

M   N   O   

A B 

NKP3-2 NV1-4 

LK3-10 
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รูปท่ี 4.19  แสดงภาพการถูกยับยัง้การเจริญของราโรคพืช Alternaria porri โดยแอกติโนมยัซีต

สายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4   A)เมื่อเล้ียง Alternaria porri บนอาหารเลีย้งเชื้อเพียง

ชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Alternaria porri รวมกับแอกติโนมัยซีต 
 
 
 

               
 
รูปท่ี 4.20  แสดงภาพการถูกยับยัง้การเจริญของราโรคพืช Collectotrichum capsici โดย      

แอกติโนมัยซตีสายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4   A)เมื่อเล้ียง Collectotrichum capsici 

บนอาหารเลี้ยงเช้ือเพยีงชนดิเดียว  B) เมือ่เล้ียง Collectotrichum capsici รวมกับแอกติโนมัยซตี 
 
 

             
 
รูปท่ี 4.21 แสดงภาพการถูกยับยั้งการเจริญของราโรคพชื Fusarium oxysporum f.sp. 

lycopersici  โดยแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4   A)เมื่อเล้ียง Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici บนอาหารเล้ียงเชื้อเพียงชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici รวมกับแอกติโนมัยซีต 

A B NKP3-2 

NV1-4 LK3-10 

A B 

NKP3-2 

NV1-4 

LK3-10 
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รูปท่ี 4.22 แสดงภาพการถูกยับยั้งการเจริญของราโรคพชื Fusarium oxysporum f.sp. cubense  

โดยแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4   A)เมื่อเล้ียง Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense บนอาหารเล้ียงเชื้อเพียงชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense รวมกับแอกติโนมยัซีต 
 
 

             
 
รูปท่ี 4.23 แสดงภาพการถูกยับยั้งการเจริญของราโรคพชื Pythium aphanidermatum โดยแอกติ

โนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4   A)เมื่อเล้ียง Pythium aphanidermatum บน

อาหารเล้ียงเชือ้เพียงชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Pythium aphanidermatum รวมกับแอกติโนมยัซีต 

 

A B 

NKP3-2 

NV1-4 

LK3-10 

A B 

NKP3-2 NV1-4 

LK3-10 
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รูปท่ี 4.24  แสดงภาพการถูกยับยัง้การเจริญของราโรคพืช Phytophthora parasitica  โดยแอกติ

โนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4   A)เมื่อเล้ียง Phytophthora parasitica  บน

อาหารเล้ียงเชือ้เพียงชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Phytophthora parasitica  รวมกับแอกติโนมยัซีต 
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 (∆
γ)

  

สายพันธุ NKP3-2 สายพันธุ LK3-10 สายพันธุ NV1-4
 

รูปท่ี 4.25 แผนภูมิแทงแสดงระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกบั 

แอกติโนมัยซตีสายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 
หมายเหตุ      เปรียบเทียบความแตกตางของคาระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่เสนใยราถูกยับย้ังในระนาบ 

เดียวกับแอกติโนมัยซีต ตัวอักษรบนแทงกราฟที่ตางกัน แสดงวาคาเฉล่ียมีความ    

แตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 

 จากรูปที ่4.25 เปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งราโรคพืชทั้ง 6 ชนิด พบวาแอกติโน

มัยซีตสายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 สามารถยับยัง้ราโรคพืช Pythium 

aphanidermatum ไดดีที่สุด  

A B 

NKP3-2 

NV1-4 

LK3-10 

 a 
   b 

 c 

 b 
 a   a     a   a     

   a b      

     b 
  c    a     b 

  c 

    a  a 
 c 
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เมื่อเปรียบเทยีบความแตกตางทางสถิติในการยับยัง้ราโรคพืชแตละชนิดของแอกติโนมัย

ซีตสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 พบวา ระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่ราทดสอบ Pythium 

aphanidermatum ถูกยับยัง้โดยแอกติโนมัยซีตทัง้ 3 สายพนัธุมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ  

ระยะทางเฉล่ีย(∆γ) ที่ราทดสอบ Phytophthora parasitica ถูกยับยั้งโดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ 

NKP3-2 และ LK3-10  มคีวามแตกตางจากสายพนัธุ NV1-4 อยางมีนัยสําคัญ  ระยะทางเฉล่ีย

(∆γ) ที่ราทดสอบ Collectotrichum capsici ถูกยับยัง้โดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 และ 

LK3-10  มีความแตกตางจากสายพันธุ NV1-4 อยางมนีัยสําคัญ  ระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่ราทดสอบ 

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ถูกยับยัง้โดยแอกติโนมยัซีตทั้ง 3 สายพนัธุ มีความ

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ  ระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ทีร่าทดสอบ Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense ถกูยับยัง้โดยแอกติโนมัยซีตทัง้ 3 สายพนัธุ มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ   

ระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่ราทดสอบ Alternaria porri ถูกยับยั้งโดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 

และ LK3-10  มีความแตกตางจากสายพนัธุ NV1-4 อยางมีนยัสําคัญ 

 
4.9 การจัดกลุมความสามารถในการสรางเซลลูเลส 

จากการทดสอบการความสามารถในการสรางเซลลูเลสบนอาหารเล้ียงเชื้อ CMC พบวา

แอกติโนมัยซตีสายพนัธุ NKP3-2 มอัีตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีที่เวลา 7 วันสูงสุดเทากบั 4.30 เซนติเมตร  จึงมีแนวโนมที่จะสรางเซลลูเลสไดดี 

เพื่อจะนําศึกษาเซลลูเลสแอกติวิตีในอาหารเหลวไดตอไป  
 
4.10  การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏชิีวนะยบัยั้งราท่ีกอใหเกิดโรคพืช 
 เพื่อการนําแอกติโนมยัซีตไปประยุกตใชในการเกษตรใหไดประโยชนสูงสุด การคัดเลือก

สายพนัธุแอกติโนมัยซีตที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยบัยั้งราโรคพืชไดหลากหลายชนิด (Broad 

spectrum) จงึมีความสําคัญ  จากการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะเบ้ืองตนโดยวธิี Dual-culture 

พบวา สายพนัธุ LK3-10 มีความสามารถในการยับยั้งราโรคพืชไดทัง้ 6 ชนิด ทัง้ยงัมีความสามารถ

ในการยับยั้งรา Pythium aphanidermatum และ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ใน

ระดับสูงที่สุด   และสายพันธุ NV1-4 มีความสามารถในการยับยั้งราโรคพชืไดทั้ง 6 ชนิดไดดี

รองลงมา   และจากการจัดกลุมความสามารถในการสรางเซลลูเลสพบวาแอกติโนมยัซีตสายพันธุ

NKP3-2 สามารถสรางสารปฏิชีวนะยบัยัง้ราโรคพืชไดในระดับสูง   
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4.11 สายพันธุที่คัดเลือกได 
 จากการจัดกลุมความสามารถในการสรางเซลลูเลสและสารปฏิชีวนะ  สามารถคัดเลือก

แอกติโนมัยซตีได 3 สายพนัธุ โดยพบวาสายพนัธุ  NKP3-2 มีความสามารถในการสรางเซลลูเลส

ไดสูงที่สุด และสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งราโรคพชืไดทั้ง 6 ชนดิในระดับสูง    สายพันธุ 

LK3-10 มีความสามารถในการยับยัง้ราโรคพืชไดทั้ง 6 ชนิด (Broad spectrum) ทัง้ยงัมี

ความสามารถในการยับยั้งรา Pythium aphanidermatum และ Fusarium oxysporum f.sp. 

lycopersici ในระดับสูงที่สุด  ทั้งยงัมคีวามสามารถในการสรางเซลลูเลสไดในระดับปานกลาง     

และสายพนัธุ NV1-4 มีความสามารถในการยับยัง้ราโรคพืชไดทั้ง 6 ชนิด ไดดีรองลงมา ทัง้

สามารถสรางเซลลูเลสไดในระดับสูงอีกดวย   ดังนัน้จงึนาจะเปนประโยชนที่จะใชแอกติโนมัยซตี

ทั้งสามสายพันธุมาประยุกตมาใชรวมกนัในการทําปุยหมัก เพราะจะชวยยอยสลายซากพืชและยัง

ชวยทําลายราโรคพืชดวย 

 
4.12 การจาํแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 

ศึกษาการจําแนกสายพันธุแอกติโนมยัซีตโดย  Williams และคณะ  Bergey’s Manual of 

systematic Bacteriology Volume 9 (Williams และคณะ, 1994) 

4.12.1  การศึกษาทางสัณฐานวิทยา  ภายใตกลองจุลทรรศน light microscope,  กลอง

จุลทรรศนสเตอริโอ (stereo microscope)  และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM)   

   ใชเทคนิคการทํา slide culture  บนอาหารเล้ียงเชือ้  ISP2 agar และ  mannitol 

mungbean agar  ในการจาํแนกแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 ภายใต

กลองจุลทรรศนแบบสองสวาง (light microscope) พบวาสายพนัธุ  NKP3-2  มีการสรางเสนใย

อาหารและเสนใยอากาศ ลักษณะคอนขางเปนเสนตรงปลายโคงงอเปนเกลียว  บนเสนใยอาหาร

สรางสปอรสายส้ัน ๆ เสนใยอากาศสรางสปอรสายยาว สปอรเคล่ือนทีไ่มได  สายสปอรเจริญเต็มที่

ในวนัที ่3 ดังรูปที่ 4.25  สายพันธุ  LK3-10  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศที่มีลักษณะ

คอนขางเปนเสนตรงปลายโคงงอเปนเกลียวพนักนัหลายรอบ  สรางสปอรสายส้ัน ๆ บนเสนใย

อาหาร  สรางสปอรสายยาวบนเสนใยอากาศ  สปอรเคล่ือนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่ในวันที ่7 

ดังรูปที่ 4.26 สายพนัธุ  NV1-4  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศลักษณะคอนขางเปน

เสนตรงปลายโคงงอเปนเกลียว  สรางสปอรสายส้ัน ๆ บนเสนใยอาหาร  สรางสปอรสายยาวบน

เสนใยอากาศ  สปอรเคล่ือนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่ในวันที่ 4 ดังรูปที่ 4.27 
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รูปท่ี 4.26    แสดงการพฒันาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  

        NKP3-2 บนอาหารแข็ง ISP2 เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400x     

        (AและC) และ 1,000x (B) 

        A) สายใยอาหารอาย ุ3 วัน มีลักษณะเปนเสนยาวแตกแขนง 

        B) สายใยอากาศอาย ุ3 วัน ปลายของเสนใยพัฒนาแตกแขนงไปชอมีการสรางผนงั  

             กัน้ภายในเสนใย มกีารเร่ิมสรางสปอร สายสปอรมวนเปนเกลียว               

        C) สายใยอากาศอาย ุ5 วัน เสนใยทีแ่ตกแขนงเร่ิมมีการหลุดออกเปนทอน สาย 

             สปอรเร่ิมหลุดออกจากชอสปอร 

 

 

 

A 

C

B 
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รูปท่ี 4.27    แสดงการพฒันาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  

        LK3-10 บนอาหารแข็ง ISP2 เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400x     

        (B) และ 1,000x (A,C และ D) 

        A) สายใยอาหารอาย ุ5 วัน มีลักษณะเปนเสนยาวแตกแขนง 

        B) สายใยอาหารและสายใยอากาศอายุ 5 วัน ปลายของเสนใยอาหารพัฒนาแตก    

             แขนง มกีารสรางผนังกั้นไป  มีการเร่ิมสรางชอสปอร สายสปอรมวนเปนเกลียว               

        C) สายใยอากาศอาย ุ7 วัน สายสปอรเจริญเต็มที่มวนเปนเกลียวหลายรอบชัดเจน 

                     D) สายใยอาหารและสายใยอากาศอายุ 7 วัน สายสปอรมวนเปนเกลียวหลายรอบ 

                          ชัดเจน อยูเปนกลุม เสนใยอาหารแตกแขนงมีขนาดหนาข้ึน 

 

 

 

A B 

C D 
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รูปท่ี 4.28    แสดงการพฒันาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  

        NV1-4 บนอาหารแข็ง ISP2 เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400x     

        (D) และ 1,000x (A,Bและ C) 

        A) สายใยอาหารอาย ุ3วัน มีลักษณะเปนเสนยาวแตกแขนง 

        B) สายใยอากาศอาย ุ3 วัน ปลายของเสนใยอาหารพัฒนาแตก    

             แขนง มกีารสรางผนังกั้นไป  มีการเร่ิมสรางชอสปอร สายสปอรยาวมวนเปน 

             เกลียว               

        C)  สายใยอากาศอาย ุ4 วนั สายสปอรเจริญเต็มที่มวนเปนเกลียวชัดเจน 

                     D) สายใยอาหารและสายใยอากาศอายุ 7 วัน สายใยอาหารท่ีแตกแขนงเร่ิมขดงอ 

                          และสปอรสายยาวเร่ิมขาดเปนทอนๆ  

 

 

 

A

C D 

B 
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รูปท่ี 4.29 ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  NKP3-2 เจริญ

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP2 ระยะเวลา 3 วนั กําลังขยาย 10,000x  

 

 

 
 

รูปท่ี 4.30 ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  NKP3-2 เจริญ

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP2 ระยะเวลา 3 วนั กําลังขยาย 20,000x 
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รูปท่ี 4.31 ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  LK3-10 เจริญ

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Mannitol mungbean  ระยะเวลา 7 วัน กําลังขยาย 5,000x  

 

 

 
 

รูปท่ี 4.32  ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  LK3-10 เจริญ

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Mannitol mungbean  ระยะเวลา 7 วัน กําลังขยาย 15,000x 
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รูปท่ี 4.33 ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  NV1-4 เจริญบน

อาหารเล้ียงเชือ้ ISP2  ระยะเวลา 4 วัน กําลังขยาย 7,500x 

 

 

 
 

รูปท่ี 4.34  ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  NV1-4 เจริญบน

อาหารเล้ียงเชือ้ ISP2  ระยะเวลา 4 วัน กําลังขยาย 15,000x 
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4.12.2 ศึกษาการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10  บนอาหาร

เล้ียงเชื้อ  International Streptomyces Project (ISP) media   

 จากการนาํแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10  มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้ ISP  6 ชนิด  คือ  

 

  ISP1 TYEA Tryptone-yeast extract agar 

  ISP2 YMEA Yeast-malt extract agar 

  ISP3 OA Oat meal agar 

  ISP4 ISSA Inorganic salts starch agar 

  ISP5 GAA Glycerol asparagines agar 

  ISP6 PYEA Peptone-yeast extract iron agar 

 

 ศึกษาการเจริญ  และเมื่อเจริญเต็มที่  บันทกึลักษณะของสายใยอากาศ  สายใยอาหาร  

รงควัตถุที่ละลายน้าํ  ดังแสดงในตารางที ่ 4.7 และรูปที่ 4.34, 4.35, 4.36, 4.37, 4.38 และ 4.39 

แสดงลักษณะของโคโลน ี สีของสายใยอากาศ สีของสปอร  และสีของสายใยอาหาร   
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ตารางที่ 4.7  แสดงการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP   

 

 

ลักษณะ 
ชนิดของอาหาร สายพนัธุ 

การเจริญ เสนใยอาหาร เสนใยอากาศ สปอร รงควัตถุที่ละลายน้าํ 

ISP1-TYEA NKP3-2 ดี ดี สีเหลืองขุน ดี สีขาว ดี สีขาว ไมสราง 

(Tryptone-yeast extract agar) LK3-10 ดี ดี สีเหลืองเขม ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

 NV1-4 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ปานกลาง สีขาว ปานกลาง สีขาว ไมสราง 

ISP2-YMEA NKP3-2 ดีมาก ดีมาก สีเหลืองเขม ดีมาก สีน้ําตาลเทา ดีมาก สีน้ําตาลเทา ไมสราง 

(Yeast-malt extract agar) LK3-10 ดี ดี สีเหลือง ดี สีเทาขาว ดี สีเทาขาว สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลือง ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

ISP3-OA NKP3-2 ดีมาก ดีมาก สีขาวเหลือง ดีมาก สีขาว ดีมาก สีน้ําตาล ไมสราง 

(Oat meal agar) LK3-10 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ปานกลาง สีขาว ปานกลาง สีขาว สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลือง ดี สีขาว ดี สีน้ําตาลเทา สราง 
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ตารางที่ 4.7(ตอ)  แสดงการเจริญของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP   

 

 

ลักษณะ 
ชนิดของอาหาร สายพนัธุ 

การเจริญ เสนใยอาหาร เสนใยอากาศ สปอร รงควัตถุที่ละลายน้าํ 

ISP4-ISSA NKP3-2 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ปานกลาง สีขาว ปานกลาง สีขาว ไมสราง 

(Inorganic salts starch agar) LK3-10 ดี ดี สีเหลือง ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลืองเขม ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

ISP5-GAA NKP3-2 นอย นอย สีเหลือง นอย สีขาว ไมสราง ไมสราง 

(Glycerol asparagines agar) LK3-10 นอย นอย สีเหลือง นอย สีขาว ไมสราง สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลืองเขม ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

ISP6-PYEA NKP3-2 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง นอย สีขาว นอย สีขาว ไมสราง 

(Peptone-yeast extract 

 iron agar) 
LK3-10 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลืองเขม นอย สีขาว ไมสราง ไมสราง 

 NV1-4 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ไมสราง ไมสราง ไมสราง 
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รูปท่ี 4.35  ลักษณะโคโลนแีละสีของแอกติโนมัยซีตชนดิตางๆบนอาหาร ISP1  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.36  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP2  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.37  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP3 

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.38  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP4  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.39  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP5  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.40  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP6  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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4.11.3 การศึกษาการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  มาเพาะเล้ียง

บนอาหารวุนเอียง  peptone yeast extract iron agar  และอาหารวุนเอียง  tyrosine agar   

สามารถตรวจสอบการสรางรงควัตถุเมลานิน  จากการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อ  เมื่อสาย

พันธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  เจริญบนอาหาร        tyrosine agar สีของอาหารเล้ียงเช้ือ

เปล่ียนเปนสีน้าํตาลขุน  สายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4   ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของ

อาหารเล้ียงเชือ้เมื่อเจริญบนอาหาร  peptone yeast extract iron agar 

 

 4.11.4 การรีดิวสไนเตรท 

  จากการแทง (stab)  แอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4 ใน

อาหารเล้ียงเชือ้ nitrate agar  สําหรับสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 สีของอาหารเล้ียงเช้ือจะ

เปล่ียนเปนสีแดงเมื่อหยดดวยสารละลาย A และ B แสดงวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุสามารถรีดิวซไน

เตรตได สวนสายพันธุ NV1-4 สีของอาหารเล้ียงเช้ือไมมีการเปลีย่นแปลงเม่ือหยดดวยสารละลาย 

A และ B แสดงวาเชื้อไมสามารถรีดิวซไนเตรตได 

 

 4.11.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

  จากการขีด (streak) แอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  บน

ผิวหนาอาหารวุนเอียง peptone yeast extract iron agar พบวาสายพันธุ NKP3-2, LK3-10 และ 

NV1-4  ไมเกดิการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อสีน้าํเงนิดํา   และ TSI agar พบวาสายพนัธุ 

NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4 ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อเปนสีน้าํเงนิดํา    

 

 4.11.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4 มาเพาะเล้ียง

บนอาหารเล้ียงเช้ือ  modified bennett agar  ที่เติมสารที่ตองการตรวจสอบการยอยสลายสารแต

ละชนิดลงไป  ผลแสดงดังตารางที ่4.8 
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ตารางที่ 4.8  แสดงความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบ 

 

หมายเหตุ + : ยอยได - : ไมยอย 

 

 4.11.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  มาเพาะเล้ียง

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  modified bennett agar  และตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ  4  10 

30 37 45 และ  55 องศาเซลเซียส  ผลการเจริญแสดงดังตารางที ่4.9 

ตารางที่ 4.9  ความสามารถในการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2, LK3-10 และ 

NV1-4 ที่อุณภูมิตาง ๆ  

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

ผลการยอยสลายสารทดสอบของแอกติโนมัยซีต  

สารทดสอบ 
สายพนัธุ NKP3-2 

สายพนัธุ 

 LK3-10 
สายพนัธุ NV1-4 

อะดีนีน  (adenine) + - + 

ไทโรซีน  ( tyrosine) + + + 

ไซแลน  (xylan) + + + 

แซนทนี  (xanthine) + + + 

เคซีน  (casein) + + + 

เจลาติน  (gelatin) + + + 

แปง  (starch) + + + 

เล้ียงที่อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
สายพนัธุ NKP3-2 สายพนัธุ LK3-10 สายพนัธุ NV1-4 

4 - - - 

10 - - - 

30 + + + 

37 + + + 

45 + + + 

55 + + + 
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 4.11.8 การตรวจสอบการเจริญทีพ่ีเอชตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  มาเพาะเล้ียง

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  modified bennett agar  ที่ปรับพีเอชเทากับ  4  4.5  5  5.5  6  8  8.5  และ 9  

ผลการเจริญแสดงดังตารางที่ 4.10 

ตารางที ่ 4.10  แสดงความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2, LK3-10 

และ NV1-4  ที่พีเอชตาง ๆ 

 

พีเอช 
แอกติโนมัยซีต 

4 4.5 5 5.5 6 8 8.5 9 

สายพันธุ NKP3-2 + + + + + + + + 
สายพันธุ LK3-10 - - + + + + + + 
สายพันธุ NV1-4 - - + + + + + + 

 

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.11.9 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4 มาเพาะเล้ียง

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  basal medium agar  ที่เติมสารประกอบไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อ

ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน โดยเปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเช้ือ 

basal medium agar  ที่ไมเติมสารประกอบไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคืออาหารเล้ียงเชือ้ 

basal medium agar  ที่เติมแอสปาราจีน  หรือโปรลีน  ผลแสดงดังตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.11  แสดงความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ   

NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4 

 

                     ความสามารถในการเจริญ  
สารประกอบไนโตรเจน 

สายพนัธุ NKP3-2 สายพันธุ  LK3-10 สายพนัธุ NV1-4 

L-อาจินีน  (L-arginine) + + + 

L-ฮีสทิดีน (L-histidine) + + + 

L-เมทไธโอนนี  

(L-methionine) 

- - + 

โพแทสเซียมไนเตรท  

(potassium nitrate) 

+ + + 

L-ซีรีน (L-serine) + + + 

L-ธีโอนีน (L-theonine) + + + 

L-วาลีน (L-valine) + + + 

B-อะลานีน (B-alanine) + + + 

L-กลูตามีน  (L-

glutamine) 

+ + + 

 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

      ชุดควบคุมลบ : อาหารเล้ียงเชื้อ basal medium agar ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน 

    ชุดควบคุมบวก : อาหารเล้ียงเชื้อ basal medium agar ที่เติม 0.1% L-asparagine 

 

 4.11.10  การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

   จากการนําแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  มา

เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเชือ้  carbon utilization agar  ที่เติมสารประกอบคารบอนแตละชนิดลง

ไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลงคารบอน  โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียง

เชื้อ  carbon utilization agar  ที่ไมไดเติมสารประกอบคารบอน  และชุดควบคุมบวกคือ  อาหาร

เล้ียงเชื้อ  carbon utilization agar  ที่ประกอบดวยกลูโคส  ผลแสดงดังตารางที่ 4.12 
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ตารางที ่4.12  แสดงความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2, 

LK3-10 และ NV1-4 

ความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีต 
สารประกอบคารบอน สายพนัธุ 

NKP3-2 

สายพนัธุ 

LK3-10 

สายพนัธุ 

NV1-4 

L-อะราบิโนส  (L-arabinose) + + + 

เดกแทรนซ  (dextrane) + + + 

D-ฟรุกโตส  (D-fructose) + + + 

D-กาแลคโตส  (D-galactose) + + + 

มีโซ-อินโนซิทอล  (meso-inositol) + + + 

D-แลคโตส  (D-lactose) + + + 

D-แมนนิทอล  (D-mannitol) + + + 

D-แมนโนส  (D-manose) + + + 

L-แรมโนส  (L-rhamnose) + + + 

ซูโครส  (sucrose) + + + 

ทรีฮาโลส  (threhalose) + + + 

ไซโลส  (xylose) + + + 

โซเดียมอะซิเตต   

(sodium acetate) 

+ + + 

โซเดียมซิเตรท  (sodiumcitrate) + + + 

 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

     ชุดควบคุมลบ : อาหารเล้ียงเชื้อ carbon utilization agar ที่ไมเติมแหลงคารบอน 

    ชุดควบคุมบวก : อาหารเล้ียงเชื้อ carbon utilization agar ที่เติม 1.0% glucose 
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4.13 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  โดย
วิเคราะหลําดับเบสของยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA   
 

 จากการจําแนกแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 ตามหลักการ

จําแนกอางอิงตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 9 (Williams และ

คณะ, 1994)  พบวาแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 จัดอยูในสกุล  

Streptomyces  จากผลที่ไดยังไมสามารถจําแนกสปชีสที่แนชัดได  จึงไดทําการตรวจหาลําดับเบส

ของดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหัส 16S rRNA  ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2 LK3-10 และ NV1-

4 แตเนื่องจากยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมัยซีตเปนยนีที่มีขนาดใหญ และมีบริเวณ

ลําดับเบสอนุรักษ (conserved sequence)  อยูมาก  โดยใชไพรเมอร PA PH และ StrepF เพื่อให

มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดหลายขนาด และสามารถครอบคลุมชวงที่มีความแตกตางกนัของ

ลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA มากที่สุด  (hypervariable region)  และสง PCR 

product  ของสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 ไปวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสั 

16S rRNA   

จากการตรวจสอบขนาดของ PCR product เบ้ืองตนดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 

สามารถแสดงไดดังรูปที่ 4.40 
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       1          2           3          4         5          6          7          8  

 
 

รูปท่ี 4.41 ขนาดของ PCR product เมื่อใชไพรเมอรชนดิตางๆบนอะกาโรสเจล 

Lane 1 และ 8 : DNA marker ขนาด 1,500 bp 

Lane 2 : PCR product ของสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใชไพรเมอร PA/PH 

Lane 3 : PCR product ของสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใชไพรเมอร PA/StrepF 

Lane 4 : PCR product ของสายพนัธุ LK3-10 เมื่อใชไพรเมอร PA/PH 

Lane 5 : PCR product ของสายพนัธุ LK3-10 เมื่อใชไพรเมอร PA/StrepF 

Lane 6 : PCR product ของสายพนัธุ NV1-4 เมื่อใชไพรเมอร PA/PH 

Lane 7 : PCR product ของสายพนัธุ NV1-4 เมื่อใชไพรเมอร PA/StrepF 

 

 

ผลการวิเคราะหลําดับเบสช้ินสวนดีเอ็นเอของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2, LK3-10 และ 

NV1-4   แสดงดังรูปที ่4.41, 4.42 และ 4.43 ตามลําดับ 

 

ATCGACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG

GCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATG

ACCGTCTTGGGCATCCTTGACGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCG

GCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGC

CTGAGAGGGCGACCGGTCACACTGGGACTGAGCCACGTTTACAAATATATACGGGA



 132 

GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT

GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTG

ACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTC

ACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGG

CTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT

CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGA

GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

GTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAA

GTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC

CAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGT

ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTC

ACTGGAGACCGCCG 

รูปท่ี 4.42  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

      NKP3-2 จํานวน 1,082 เบส 

 

CGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG

GGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT

GACTACCGACCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCC 

GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCC

GGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG

GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCC

GCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCA

AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA

TACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT

TGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGG

CAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCA

GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTG

AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
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AACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCA

TTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG 

GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCT

TACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACACTCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGG

TGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGA

CTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACT  

รูปท่ี 4.43  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

      LK3-10 จํานวน 1,093 เบส 

 

AGCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG

GGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAC

CACTCTCGCAGGCATCTGTGAGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGC

GGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGG 

CCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG

AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGC

GTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGT

GACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGT

CACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTA

GCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATA

TCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGA

GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

GTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAA

GTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG

CCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACC

AAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTA

CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA 
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ACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCA

CAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGA 

รูปท่ี 4.44  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

      NV1-4 จํานวน 1,096 เบส 

 

 จากนั้นลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  ของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  

NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4   มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA  ที่

บันทกึ และรวบรวมไวใน GenBank DNA database จากเว็บไซต  

0http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาลําดับเบส 16S rRNA  ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  

NKP3-2 มีเปอรเซ็นตความเหมือน (%identity) กับ Streptomyces sp. เทากับ 98% ทั้งหมด 12 

สายพนัธุ นํามาสราง dendogram พบวาสายพนัธุทีม่คีวามใกลเคียงมากที่สุดคือ Streptomyces 

sp. 1A01654   ลําดับเบส 16S rRNA  ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  LK3-10 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือน (%identity) กับ Streptomyces sp. เทากบั 99% ทั้งหมด 24 สายพันธุ นาํมาสราง 

dendogram พบวาสายพันธุที่มีความใกลเคียงมากทีสุ่ด 3 สายพันธุคือ Streptomyces sp. 

AB2A  Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus และ Streptomyces 

hygroscopicus    ลําดับเบส 16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ    NV1-4 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือน (%identity) กับ Streptomyces sp. เทากบั 100% ทัง้หมด 3 สายพันธุ นาํมาสราง 

dendogram พบวาสายพันธุที่มีความใกลเคียงมากที่สุดคือ Streptomyces hygroscopicus 

strain 3088   
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รูปท่ี 4.45  Dendogram แสดงระดับความสัมพนัธทางพันธุศาสตรของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

NKP3-2  LK3-10  NV1-4 และแบคทีเรียกลุมอ่ืน โดยการวิเคราะหความเหมือนของยนีที่ประมวล

รหัส 16s rRNA
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ตารางที่ 4.13  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุNKP3-2  LK3-10 และ NV1-4  เปรียบเทียบกบั 

Streptomyces hygroscopicus บนอาหาร ISP2 

 

สายพนัธุแอกติโนมัยซีต ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีรวิทยา NKP3-2 LK3-10 NV1-4 Streptomyces hygroscopicus 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง เหลือง เหลือง 

สีของสายใยอากาศ น้ําตาล เทา ขาว เทา 

สีสปอร เทาดํา เทาดํา เทา เทาดํา 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก (cylindrical) ทรงกระบอก (cylindrical) รูปไข (ovoid) รูปไข (ovoid) 

ลักษณะผิวสปอร เรียบ ขรุขระ เรียบ ขรุขระ 

ลักษณะสายสปอร เกลียว เกลียว เกลียว เกลียว 

การสราง 

รงควัตถุเมลานิน 
+ + + + 

รงควัตถุที่ละลายน้าํได - + + + 

การรีดิวซไนเตรท + + - + 

การยอยสลาย 

เจลาติน 
+ + + + 
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ตารางที่ 4.13(ตอ)  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4  เปรียบเทียบกับ   

Streptomyces hygroscopicus 

 

สายพนัธุแอกติโนมัยซีต ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีรวิทยา NKP3-2 LK3-10 NV1-4 Streptomyces hygroscopicus 

อะดีนีน + + + + 

แปง  + + + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

L-แรมโนส + + + + 

D-ฟรุกโตส + + + + 

D-กาแลคโตส + + + + 

ซูโครส + + + - 

มีโซ – อินโนซิทอล + + + + 

ไซโลส + + + + 

D-แมนนทิอล + + + + 

ทรีฮาโลส + + + + 
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ตารางที่ 4.13(ตอ)  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4  เปรียบเทียบกับ   

Streptomyces hygroscopicus 

 

สายพนัธุแอกติโนมัยซีต ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีรวิทยา NKP3-2 LK3-10 NV1-4 Streptomyces hygroscopicus 

การใชแหลงไนโตรเจน 

L-อาจินีน   

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

L-ฮีสทิดีน  + + + + 

L-เมทไธโอนนี  - - + - 

L-ซีรีน + + + + 

L-ธีโอนีน  + + + + 

L-วาลีน  + + + + 

B-อะลานีน  + + + + 

L-กลูตามีน   + + + + 

หมายเหตุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : www.freepatentsonline.com 

 

http://www.freepatentsonline.com/�


บทที่ 5  
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 

 จากการคัดแยกแอกติโนมยัซีตจากตัวอยางดินในจังหวัดตางๆในประเทศไทย จํานวน 36 

ตัวอยาง ไดแก จังหวัดตาก ลําปาง นครสวรรค ปทุมธานี นาน นครศรีธรรมราช ระยอง พิษณุโลก 

สกลนคร เชยีงราย สุราษฎรธาน ีสามารถแยกแอกติโนมัยซีตได 115 สายพนัธุ เมือ่นํามาทดสอบ

ความสามารถในการสรางเซลลูเลสเบ้ืองตนบน CMC agar พบวามีแอกติโนมยัซีตที่สามารถสราง

เซลลูเลสไดจํานวน 71.30% และจํานวนแอกติโนมยัซตีที่ไมสรางเซลลูเลสมีจํานวน 28.70%  โดย

ทําการจัดอันดับจากอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

(Ratio of the size of  CMC hydrolysis zone to colony diameter)  โดยพบวาแอกติโนมัยซตี

สายพนัธุ NKP3-2   ที่แยกไดจากตัวอยางดินในนาขาว อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค มีอัตราสวน

ระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนทีี่เวลา 7 วันมากที่สุดเทากบั 

4.30 เซนติเมตร ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Abdulla H.M. และคณะ (2007) ที่ทาํการแยกแอกติ

โนมัยซีตจากดินในสวนพฤกศาสตร ประเทศอียิปต ศึกษาเซลลูเลสแอกติวิตีโดยการยอยสลาย 

กระดาษกรองและฟางขาวเหลือใช พบวาแอกติโนมัยซีตสวนใหญสามารถยอยสลายฟางขาวได

อยางที่มีประสิทธิภาพ  และไดนําแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ที่คัดเลือกไดมาศึกษาเอนไซม

แอกติวิตี โดยจากการศึกษาผลของแหลงคารบอนคือ คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส และแอลฟา 

เซลลูโลส ตอการสรางเซลลูเลสพบวา แอกติโนมยัซตีสายพนัธุ NKP3-2 สามารถใชคารบอกซี

เมทิลเซลลูโลสไดดีกวา โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีสูงสุดในวันที ่ 4 ของการทดลองเทากับ  260.859  

mU/ml     โดยเอนไซมแอกติวิตีเมื่อใชคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส และแอลฟา เซลลูโลส เปนแหลง

คารบอนมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ  และน้ําหนกัแหงในระยะเวลาเดียวกนั เมื่อใชคาร

บอกซีเมทิลเซลลูโลส และแอลฟา เซลลูโลส เปนแหลงคารบอน พบวามีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนคือ NH4Cl และ KNO3 ตอการสรางเซลลูเลสพบวา แอกติ

โนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 สามารถสรางเซลลูเลสในอาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม NH4Cl ไดสูงกวาใน

อาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม KNO3 โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีสูงสุดในวันที ่ 5 ของการทดลอง เทากับ 

249.75 mU/ml    จะเหน็ไดวาเซลลูเลสแอกติวิตีเมื่อใช NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจน มีคาใกลเคียง

กับกับเซลลูเลสแอกติวิตีเมื่อใช yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน โดยไมมีความแตกตางกนัทาง

สถิติ ดังนั้นจึงมีแนวโนมทีส่ามารถนํา NH4Cl มาใชเปนแหลงไนโตรเจนท่ีมีตนทุนตํ่ากวาแทน 

yeast extract ได    และน้าํหนักแหงในระยะเวลาเดียวกัน เมื่อใช NH4Cl และ KNO3 เปนแหลง

ไนโตรเจน พบวาไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ การศึกษาผลของ pH ตอการสรางเซลลูเลสพบวา
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m~I~L~tJ~L~il~iJ pH LvilnlJ 6 iJL"ll~~L~~LLiln~';)~~~~V11k!t5'k!~ 4 LV1tJiJl"ilLvi1nlJ 368.56 

mU/ml ffi~~~l-J1Flil~ pH 5 7 8 LL~::: 9 ml-J~I~lJ LV1m"ll~~L~~LLiln~1~1k!LLI?i~ :::m~I~L~tJ~ 
'IJ 

'" I • " 

L~ilYliJl"il pH tSl-J~k!LvilnlJ 5 6 7 8 LL~::: 9 iJfl'lIl-JLL~nl?il~nk!ilrJl~iJ'l!m~ll"iry il1~'l!mL~~lk! 

~:::tJ ::: L'l~IL~tJ'lnk!~ pH 5 8 LL~::: 9 hjiJf1'lIl-JLL~nl?il~nk!Vl1~~~~ LL~:::~I~~mL~~~ pH 5 6 

LL~::: 7 hjiJfl'lIl-JLL~nl?il~nk!Yl1~~~~ n1~~mfltJ~'1Iil~ilru~Jli1l?iiln1~~h~L"ll~~L~~VilJ~1 LLiln 
• 'IJ 'IJ 

L"ll~~L~~LLiln~';)~LYi1nlJ 264.90 LL~::: 220.04 mU/ml lk!t5'k!~ 3 LL~::: 4 ~1l..J~I~lJ LV1m"ll~~L~ 
'IJ " . " " 

~ LL il n ~1 ~1 k!LLI?i~:::il ru~Jli1Yh~ tJ~ iJ fl'lll-J LL~ n l?il~ nk!ilrJl~iJ~tJ ~ ll"i ru lll~~n LL ~~ 1 k! ~:::tJ:::L 'l ~1 
• 'IJ ~ . " . ci _Q"::::' Q.Q I 0 _ IIQ .c:t. 

LV1tJ'lnk!Ylilru~Jll-J 30 il~fi\IL"ll~L"lltJ~ l-Jfl'lIl-JLL~n~I~'"llnk!I~k!mL~~Ylilru~Jll-J 45 LL~::: 55 
III flJ .. '\J 

il~fi\IL'lI~L;tJ~ ilrJl~iJ~tJ~ll"iry k!iln'"lln;1fi~iJntJ~Ik!LV1tJ Andre Luiz Grigorevski de Lima 

LL~:::flru:::(2005) VilJ~1 Streptomyces drozdowiczii ~1l-Jl~(1~h~ CMCase Hl~~~V1LYi1nlJ 

595 U/I LriilL~tJ~lk!m~I~L~mL~il~iJ CMC LL~::: yeast extract Ltlk!LLWci~mflJilk!LL~ :::LL~~~ 
lk!L~n'"lk! ~1l-J~I~lJ LL~:::Lilk!l'l1,r~Il-Jl~(1fl~j;J'llcJl~~ru~1Ji1 50 il~fi\IL"lI~L;tJ~ pH 5 lcJlk!lk! 1 

i'lLl-J~ 

U!)~'lk!:::Li1il~~k!filJJ~nL~fl~'lI 6 "lIUV11C11LLrl Pythium aphanidermatum DOAC 1662, 

Phytophthora parasitica DOAC 0005, Col/ectotrichum capsici DOAC 1196, Fusarium 

oxysporum f. sp . Iycopersici DOAC 0874, Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 

0893 LL~::: Alternaria porri DOAC 1756 LV1tJ1fi Dual-culture VilJ~liJLLiln~Lk!irtJ~~~~Il-Jl~(1 

~~1~ ~1~U!)~'lk!:::filJJ~ ~1 L~fl~'lI1C11~ lk!'lk! 66. 96% LL~:::iJ LL il n ~L k!irtJ; ~~llJ~Il-J 1~(1~ ~1~~1~ 
" U!)~'lk!:::filJfi~n hfl~"lI1~~Ik!'lk! 33.04% 

" " "lIUV1iJ~Ik!'lk! 13.91 % tTlJtT~n1C11 4 'lIUV1iJ~Ik!'lk! 20.00% filJtT~n1cJl 5 "lIUV1iJ~Ik!,)k! 
" .... " I 

15.65% tTlJU~~11C11 6 "lIUVliJ~Ik!'lk! 1 0.43% i~\lLLiln~Lk!irtJ~~Yl~Il-Jl~(1~~I~~I~U!)~'lk!::: 

i~ ~l..J V1 ~ ll-Jl ~(1filJJ~n hfl~"ll1C11~ 1 LVi 1 :::LL~ n l?il~ nk! 1u ml-J LLI?i~:::~ltJ~k!fiLL iln ~L k!irtJ; ~ • 

'"l1 n n1~I"iV1 L~il n LLiln~L k!irtJ;~~ltJ~k!~~iJ fl'lIl-J~Il..Jl~(11 k!n1),~ ~1~~I~U!)~'lk!::: VilJ~1 ~ltJ 
" " ~k!fi LK3-10 NKP3-2 LL~::: NV1-4 ~1l-Jl)'(1filJfi~n L),fl~"lI1cJli~ 6 "llUVl LVltJ~ltJ~k!fi LK3-10 • • 

" ~1l..Jl)'(1filJfi~),1 Pythium aphanidermatum (~Y=31l..Jl-J . ) LL~ ::: Fusarium oxysporum f.sp. 
, " 

A 1 """"" Iycopersici (LlY=11 .7l..Jl-J .) V1VlYl~V1 ~ltJ~k!~ NKP3-2 ~1l..Jl~ClUlJU~),1 Pythium 
>-

aphanidermatum (~Y=28. 8l-Jl-J . ) lC11),il~~~l..Jl LL~ :::~ltJ~k!~ NV1-4 ~1l..Jll'(1UlJU~n Pythium 
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aphanidermatum (~Y=25 . 2lJlJ . ) LL~:; Fusarium oxysporum f. sp. Iycopersici (~Y=9 . 5 

mJ.) l~U!l£l~~(;l L~'mVi£lUflU~l£lli''Ufi NKP3-2 LL~ :; NVl-4 LL~:;L~!lLL~(;l-.lCJf'lm':;'VlULL~:;mJ' , , 

Ltl~ £l'ULL tl~-.l LI"1N~¥l-.l"ll!l-.l n'Vl (;l~!lU ~,)£l~ 1 J'tl5~')'U:;~ ~¥l-.l L(;ItJlL!l n ~L 'U,r£l~Ifl~l£lli''U~ LK3-1 0 
., " 

L(;l£l n~!l-.l9~'VlJ'J'P\1I~ Lii n 1flJ'!l'U YiU~lii mJ'ltl~£l'ULLtJ~-.lVi~-.lLn Ifll~ l~LLri L~'U 1£liimJ'~Ifl~'U~-.l , 

L~'U1£liimJ'ltJ~£l'ULLtJ~-.lLiinu!l£l LtI'U~'U i-.lntT-.lYiU~l~l£lli''U~ NKP3-2 ~R(;IL~!ln 1~9l nmJ' 

'Vl (;I~!lUmllJ~llJ1H11 'UmJ'~~l-.l L'~~L~~ ~llJ1J'C1~~1-.l~1J'tJ5~')'U:;tTu5-.ln hrlYi"ll't~i-.l 6 

"l!U(;ll~'UJ':;(1)u~-.l~n ~,)£l .. 

.yi1mJ'~m~t1~nMru:;'Vll-.l~ru~1'U1'Vlm Jll£l1~n~!l-.l'f'l'VlJ'J'P\1I~!l-.l~~1-.l (light microscope) 

n~!l-.l9 ~'VlJ'J'P\1I~ LIfl'f:iH!l (stereo microscope) LL~:;n~!l-.l9~'VlJ'J'P\~ Lii nlflJ'!l'ULLUU~!l-.l nn (;l , , 

(SEM) YiU~li-.l~llJ~l£lli''U~!l~1'U~tr~ Streptomyces 9lnCJ~~1~tT-.lhj~llJ1J'C1~lLL'Un~U~~ 
~ LLUi (;l1~ ~-.l ~!l-.lYil m J'~ nMl~ nMru:;'Vll-.l~,) Ll"1ii LLf'l:;~nMl~l (1)U LU~"II!l-.l ~ L~'UL!l~tJJ':;lJ,)~J'~~ 

16S rRNA 
, 

"" 16S rRNA lJln'Vl~(;l , 

(hypervariable region) (1)-.l,r'U~-.l!l!lmLuulYiJ'llJ!lf 9ln,r'Ul1l PCR product ~'t~9lnmJ'H 

primer 2 fi l~LLri PA flU PH LL~:; PA flU StrepF ~-.l1Ll"1n:;~~u1';'Vl ,)!lfc;) LlJ~n ~lfl(;l1'U .. 
~,)'U"ll!l-.l First BASE Laboratories. Selangor Darul Ehsan tJJ':; L'VlP\lJ1L~L;£l L~!l1LM1:;~~1 

• " ""~ " _ ~ ." • I ~ a ~ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blasVbeta/ 'Ul L!ll"11!l~~'Vl ~(;l9l n mJ'lUJ'£lu L'Vl£lULu!lJ'L"II'UIflI"1,)llJ 

L~ii!l'U"II!l-.l~1(1)ULU~1'U GenBank DNA database lJlr.rc;)Li£l-.l~1(1)ULU~Lc;)tl1-ifi:tJJ'lLmlJ 

ClustalX LL~:;YilmJ'~~l-.l Phylogenetic tree bc;m1-ifi:tlnLnJ'lJ PAUP 4.08 b YiU~l~l(1)ULU~ 

16S rRNA "ll!l-.lLL!ln ~L'U,r£l;Ifl~l£lli''Uf NKP3-2 iiLtl!lfL~'Uj;JI"1,)llJL~ii!lkl (%identity) flU 
" , 

I ........ ..., ~ 0 tI' I'" cr<C:II 

Streptomyces sp. L'VllnU 98% 'Vl-.l~lJ(;l 12 ~l£lYi'U~ 'UllJ1Ml-.l dendogram YiU,)l~lt1Yi'U~'Vl 

iil"1,)llJ1n~LFltl-.llJln~~(;lf;i!l Streptomyces sp . 1A01654 ~l(1)ULU~ 16S rRNA "II!l-.lLL!ln~L'U 

,r£l;Ifl~l£l~'U~ LK3-1 0 iiLtJ!lfL~'Uj;JI"1,)llJL~ii!l'U (%identity) flU Streptomyces sp. LVl1flU 
" ,. 

99% "'-.l~lJ(;l 24 ~l£l~'U~ l1llJl~~l-.l dendogram YiU~1~1t1~'U~ViiimllJ1n~LFlmlJlnVi~(;l 3 

~ ..... 
~l£lYi'U~I"1!l Streptomyces sp. AB2A Streptomyces hygroscopicus subsp . 

hygroscopicus LL~:; Streptomyces hygroscopicus ~l(1)ULU~ 16S rRNA "II!l-.lLL!ln~L'U,r£l 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/beta/
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.. 
Fl'B Streptomyces hygroscopicus strain 3088 

, ~ 

3 ~1t1~ufisD'I"ll'JtlrJ'BtI~~1m'll~~ L~~ LL~:::l1'1iJ'I"ll'JtI . ~ 

aphanidermatum LL~::: Fusarium oxysporum f.sp. Iycopersici hm Pythium 

aphanidermatum ~1L~~hFll'1nLl.hLL~:::LU1Fl'il~U (Damping off, Root rot) L-D\'! Ll'Fl LFlULU1 

"lI'B'I~Un~1 LL(;]'1n'J1 ~'11il:::LL'Yiil':::U1C;) 1~~1t1 Lc;)tI n1l'~ (;]1.11 nULlJ~vm1'B'ilrJ1 U~U j:::U1 Vl LVltl~1 
~ 

~ ~ 

~1'Yi'Jn LLlJULFlL'lIU L1.hUL'ilLUU l\.!ml'n14'c;)LjFlnnLt.hLL~:::Lu1Fl'il~\.!m~ U'Bnlil1nU Fusarium 

oxysporum f.sp. Iycopersici ~1L~~Ljf)L~mL~~'B'I (Fusarium wilt) L-DU hFlL~m'll'B'IlJ:::L;'B 
~ , 

LYlf'! LVltl n~1lJ1l'mL'Yiim:::Iil1t1 dh hJ1~11'1Yl1'1n nLL~ :::~h~u'lI'il'lY;"lI ~'1ijLLU'J L UlJVilil:::~1lJ1nl 

H'LL'il n ~L uirtl; (;]LLVlUml' H'~1nFlij~1'Yi'Jn LU L \.!ij~ mfLUUVl1:nlJ l\.!ml'n14' Vl hFl L~mL~~'B'I~ 
'" I II II 

1~ U'Bnlil1nul\.!illil'UUn1l'Vi1~tI~irn;'J1l1'Yi L!-lJijn1l'i!1i!1mn~1 (Distillery Slop) L1JUi!1 

~'11il1n~'ilni\.!lu'il(;]~1~mnJn1miu~n LnVllil1nrl(;]n~u~1-iiluml'~ilnM1 l~LLri 
ill ., ., ill 

~ , , 
n1ni!1(;]1~ ~'1ij~1l'1.h:::n'BU N P LL~::: K Vi~1lJ1l'ni!11t1Hth:::LtI"lI\.!1Vltl(;]j'lYl1'1mjLm~(;]~1~ 

LU\.!'elrJ1'1~ U'iln"1n~iJ'Iij~'Jutll':::n'ilU''JI'il'lU~ vf~Hil. um:::u'Jumn~ir ntlUlJ1 ~'JtI LL'Bn ~L uiltl . , ~ 

; (;]~1t1~ufi NKP3-2 ~'1ij LL U'J L UlJVi~1lJ1jnrJ'BtI~~1mL ~~'11u L(;]nlilUIil1 nu~ vfdj'eli!1i!1 m n~1 • 

lJ1~~l,m1mc;)mm'il'lt1t11 um~Vi1t1t1~iln 1~ 1 Un1l'Vi1t1t1~irn LvltlvT'J 1t1 irnij n1~Fl~nn'B'It1t1 ..., ., ., ., 
, ~ , 

~'JtI NH4Ci ~1'il KN03 LY;'ilL1JuLm~'11uL(;]~LIilU ~'1l1u~'1L1Ju-if'il~Vilil:::~1lJ1~ntll':::tJn(;]1-ifLL'Bn~ 
~ ~ 

Luiltl;(;]~1t1~ufi NKP3-2 L1Ju~'JLii'illun'il'lt1t1~irnu1~ • • 

n1~i!1 LL 'iln ~L uirtl' (;]lJ11.h:::tI n r;il ;i'JlJ nUL un ~:::1.J'J um jy'i1t1t1~ir n L ~tl m~Fl'JU FllJ Ll'Fl • •• .. ~ 

Y;"lI ~'JtI''J';jfi ~c;) ~\'!YlU 1 umj4' Vlii'il~1jLFlij 11'1iJ'I"lhtlfmn~1l1'Yi LL 'J C;)~'illJ ~'1U11il:::L1J\.!t1~::: LtI"lIoW • 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. โซเดียม เคซิเนต อการ (Sodium Caseinate Ager) 
 โซเดียมเคซิเนต (Sodium caseinate)    2.0 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.5 กรัม  

 แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.2 กรัม 

เฟอรัสคลอไรด (FeCl3)      0.01 กรัม  

 วุนผง        18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 เติม cycloheximide ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ nystin 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สาร

ปฏิชีวนะทําใหปลอดเช้ือโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตรและเติมในอาหาร

เล้ียงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แบบมาตรฐานที่อุณหภูม ิ50 oC 
 
2. นิวเทรียนท อการ (Nutrient Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)    5.0 กรัม 

 วุนผง        18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
3. แมนนิทอล มังบนี อการ (Mannitol Mungbean Agar) 
 ถั่วเขียวบด       20.0 กรัม 

 น้ําตาลแมนนทิอล (D-mannitol)     20.0 กรัม 

 วุนผง        18.0 กรัม 

 น้ําประปา       500.0 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน        500.0 มิลลิลิตร  
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 ตมถั่วเขียวบดกับน้าํประปาจนเดือด กรองเอาถ่ัวเขียวออก นาํน้ําตมถัว่เขียวที่ไดมาเติม

น้ําตาลแมนนทิอล และน้ํากล่ัน ปรับพเีอชเทากับ 7.0 เติมวุนผง แลวนาํไปตมจนเดือดอีกคร้ังนึ่งฆา

เชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
4. แซบบรอท อการ (Sabouraud Agar) 
 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    200.0 กรัม 

 เดกซโตรส (Dextrose)      40.0 กรัม 

 วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร  

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5. โปเตโต เดกซโตรส อการ (Potato Dextrose Agar) 
 มันฝร่ัง        200.0 กรัม 

 เดกซโตรส (Dextrose)      20.0 กรัม 

 วุนผง        20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาท ีกรองเอาสวนน้าํใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
กลโูคส ยสีต มอลล เอกซแทรก อการ (Glucose Yeast Malt Extract Agar) 6. 

 กลูโคส        4.0  กรัม 

 สารสกัดจากยสีต      4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล      10.0 กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)     2.0 กรัม  

 วุนผง        17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอช เทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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7. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส อการ ( Carboxymethyl cellulose agar) 
 Carboxymethylcellulose     5 g. 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    1 g. 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.7 กรัม  

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   0.3 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4)      0.001 กรัม 

วุนผง        15.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
8. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส บรอท ( Carboxymethyl cellulose broth) 
 Carboxymethylcellulose     5 g. 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    1 g. 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.7 กรัม  

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   0.3 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4)      0.001 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
9. แอลฟา เซลลูโลส บรอท (alpha-cellulose broth) 
 แอลฟา เซลลูโลส      5 g. 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    1 g. 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.7 กรัม  

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   0.3 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 
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เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4)      0.001 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
10. ISP1 ทริปโตน ยสีต เอกซแทรก อการ (Trypton-Yeast Extract Agar) 
 ทริปโตน (Trypton)      5.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    3.0 กรัม 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
11. ISP2 ยีสต มอลล เอกซแทรก อการ (Yeast-Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลล (Malt extract)    10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    4.0 กรัม 

 กลูโคส        4.0 กรัม 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
12. ISP3 โอต มีล อการ (Oat Meal Agar) 
 ขาวโอต (Oat meal )      20.0 กรัม 

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ตมขาวโอตในน้ํากล่ันโดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาที นํามากรองผานผา 

ขาวบาง เติมน้ํากล่ันลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เติม Trace salt solution ปรับพีเอช

เทากับ 7.0 นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน (*ภาคผนวก ก หมายเลข 21) 
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13. ISP4 อินออแกนิก ซอลล สตารช (Inorganic Salts Starch Agar) 
 แปง (Soluble starch)      10.0 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    1.0 กรัม  

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      1.0 กรัม 

แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4)     2.0 กรัม  

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)     2.0 กรัม  

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 21) 

 
14. ISP5 กลเีซอรอล แอสปาราจีน อการ (Glycerol Asparagines Agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)      10.0 กรัม 

 แอล แอสปาราจีน (L-asparagine)    1.0 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 21) 

 
15. ISP6 เปปโตน ยสีต เอกซแทรก ไอรออน อการ (Peptone Yeast Extract Iron Agar) 
 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    15.0 กรัม 

 โปรติโอส เปปโตน (Proteose peptone)    5.0 กรัม 

 เฟอริก แอมโมเนียม ซิเตรต (Ferric ammonium citrate)  0.5 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4)      0.08 กรัม  
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 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    1.0 กรัม 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
16. ไทโรซีน อการ (Tyrosine Agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)      15.0 กรัม 

 แอล แอสปาราจีน (L-asparagine)    1.0 กรัม 

 แอล ไทโรซีน (L-Tyrosine)     0.5 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    1.0 กรัม  

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2-7.4 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 21  ) 

 
17. ไนเตรต อการ (Nitrate Agar) 
 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    5.0 กรัม 

 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     3.0 กรัม 

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3)     2.0 กรัม  

วุนผง        5.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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18.  โมดิฟาย เบนเนท อการ (Modified Bennett’s Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     1.0 กรัม 

 กลีเซอรอล (Glycerol)      10.0 กรัม 

 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    2.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    1.0 กรัม 

วุนผง        15.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
19. เบซอล มีเดียม (Basal Medium Agar) 
 กลูโคส        10 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      0.5 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม 

วุนผง        12.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

 
20. คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ (Carbon Utilization Agar) 

แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4)     2.64 กรัม  

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   2.38 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

*สารละลายเทรซซอลลของ Pridham และ Gottlieb  1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        12.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
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นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 22  ) 

 
21. สารละลายเทรซ ซอลล (Trace Salts Solution) 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)     0.1 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnS04.7H2O)     0.1 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 μm และเติมลงในอาหารทีฆ่าเช้ือแลว

ที่อุณหภูมิ 45-50 oC 

 
22. สารละลายเทรซ ซอลลของ  Pridham และ Gottieb 
 (Pridham และ  Gottlieb trace salt solution 
 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.7H2O)    0.64 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.11 กรัม 

แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)     0.79 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnS04.7H2O)     0.15 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 μm และเติมลงในอาหารทีฆ่าเช้ือแลว

ที่อุณหภูมิ 45-50 oC 
 
23. กลโูคส ยีสต มอลล เอกซแทรก บรอท (Glucose Yeast Malt Extract Broth) 
 กลูโคส        4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล (Malt extract)    10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    4.0 กรัม 

วุนผง        17.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและวิธีการเตรยีม 
 

1. สารละลายที่ใชทดสอบบริเวณใส (Clear zone หรือ CMC hydrolysis zone) 
 1.1 สารละลายสีคองโก เรด ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร 

       ละลายสีคองโก เรด 1 กรัมในน้าํกล่ัน 1 ลิตร 

 1.2 สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 1 โมลตอลิตร 

       ละลาย NaCl 58.443 กรัมในน้าํกล่ัน 1 ลิตร 

 
2. รีเอเจนตสําหรบัหาปรมิาณน้าํตาลรีดิวซ โดยวธิี Somogyi-Nelson (Nelson, 1944; 
Somogyi, 1952) 
 2.1 อัลคาไลน คอปเปอร รีเอเจนต (Alkaline copper reagent) 

 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (Na2HPO4.12H2O) 71 กรัม และโรเซลซอลท 

(Potassium ammonium tartrate.4H2O) 40 กรัม ในน้ํากล่ัน 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอก

ไซด (NaOH) 1 N ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตามดวยสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 

ความเขมขน 10% ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 ลิตร 

ดวยน้าํปลอดประจุ เก็บในขวดสีชา ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออก

กอนนําไปใช 

 2.2 เนลสนั รีเอเจนต (Nelson’s reagent) 

 ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท [(NH4)6MoO24.4H2O] 53.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 900 

มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน (Conc.H2SO4) 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั เติมสารละลาย 

โซเดียมอาซีเนท (NaHasO4.7H2O) ความเขมขน 12% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทาย

ใหเปน 1 ลิตร ดวยน้าํปลอดประจุ เก็บในขวดสีชา ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง ถามีตะกอน กรองออก

กอนนําไปใช 

 
3. สารละลาย Acetate buffer 0.2 M 
 ประกอบดวย สารละลาย A x มิลลิลิตร และสารละลาย B y มิลลิลิตร นํามาผสมรวมกัน 

แลวเจือจางดวยน้าํกล่ันใหมีปริมาตรสุดทาย 100 มิลลิลิตร 

สารละลาย A : 0.2 M CH3COOH (11.55 ml. in 1000 ml.)  

 สารละลาย B : 0.2 M CH3COONa (C2H3O2Na 16.4 g. หรือ C2H3O2Na.3H2O 27.2 g.  

in 1000 ml.) 
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x (ml.)    y (ml.)    pH 
 

   46.3      3.7    3.6 

 44.0      6.0    3.8 

 41.0      9.0    4.0 

 36.8    13.2    4.2 

 30.5    19.5    4.4 

 25.5    24.5    4.6 

 20.0    30.0    4.8 

 14.8    35.2    5.0 

 10.5    39.5    5.2 

   8.8    41.2    5.4 

   4.8    45.2    5.6 

 
4. กราฟมาตรฐาน 
 

y = 0.2557x

R2 = 0.9907
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รูปท่ี ข.1 กราฟมาตรฐานของน้าํตาลกลูโคส (Somogyi, 1952; Nelson, 1944) 
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5. สารละลาย 0.04 N HCl  ใน isopropanol 
 เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตร ดวย isopropanol เก็บที่อุณภูมหิอง 
6. Tris-Hcl pH 8 
 Tris base    121 กรัม 

 น้ํากล่ัน     800 มิลลิลิตร 

 ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ดวย HCl ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากล่ันจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเช้ือที่อุณหภูม ิ121oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาที เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 oC 

 
7. Washing buffer 
 PVP (Polyvinylpyrolidone)  2 กรัม 

 Ascobic acid    1.76 กรัม 

 1M Tris-Hcl (pH 8.0)   20 มิลลิลิตร 

 2-mercaptoethanol   4 มิลลิลิตร 

 เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
8. Cholroform/isoamyl alcohol (24:1 v/v) 
 Chloroform    192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol   8 มิลลิลิตร 

 
9. 20% Polyethylene glycol 6000(PEG) 
 Polyethylene glycol 6000  20 กรัม 

 NaCl     14.61 กรัม 

 เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
10. Tris-EDTA buffer (TE buffer) 
 1 M Tris –HCl; pH 7.4 หรือ 8  10 มิลลิลิตร 

 0.5 M EDTA; pH 8.0   2 มิลลิลิตร 
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  เติมน้ํากล่ันจนปริมาตรเปน 1 ลิตร ผสมใหเขากนั นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง 

 
11. 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 
 EDTA     86.10 กรัม 

 น้ํากล่ัน     800 มิลลิลิตร 

  ละลาย EDTA ใหเขากนั ปรับ pH ดวย NaOH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้าํกล่ัน

จนปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 

15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 
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ภาคผนวก ค 
 
วิธีการทดลอง 

 
1. การวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของดิน 
 นําตัวอยางดิน 25 กรัม เติมน้ํากล่ัน 25 มิลลิลิตร (1:1) นําไปเขยาดวยเคร่ือง Rotary 

shaker  200 rpm เปนเวลา 30 นาท ี ต้ังทิง้ไวใหตกตะกอน จากนั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-ดาง

ดวย pH meter 

 
2. เทคนิคการทํา Slide culture 
 ตัดอาหารเล้ียงเช้ือเปนรูปส่ีเหล่ียม (agar block) วางบนแผนสไลดฆาเชื้อ จากนัน้ลงเช้ือ

บนแผนวุน วางแผนปดสไลดฆาเช้ือทับดานบน นาํไปบมใน moist chamber สังเกตการสราง

สายใยอากาศ(A) และสายใยอาหาร(B) โดยการนาํสไลดไปวางบนแทนของกลองจุลทรรศน สองดู

โดยตรง หรือนําแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่มกีารหยดสี lacto phenol cotton blue นาํมา

สองดูดวยกลองจุลทรรศน 

 หรือ ทําการขีดแอกติโนมัยซีตลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ นําแผนปดสไลดที่ฆาเช้ือแลว มา

เสียบเปนมุมเอียงลงบนรอยขีด บมอาหารเล้ียงเชื้อ หลังจากนั้นดึงแผนสไลดมาวางบนแผนสไลดที่

หยดสี lacto phenol cotton blue ไว แลวจึงนาํมาสองดูดวยกลองจุลทรรศนดังรูปดานลาง 

 

 
 
 
3. การหานํ้าหนักแหงของเสนใย (Dry cell weight) 
 3.1 นํากระดาษกรอง Whatman No.1 อบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 คืน 

ทิ้งใหเยน็ในโถอบแหง (desicator) แลวนํามาช่ังน้าํหนักที่แนนอน 

 3.2 นาํกระดาษกรองมากรองเสนใยออกจากน้าํเล้ียงเช้ือ 

 3.3 นํากระดาษกรองทีม่ีเสนใยติดอยู เขาตูอบ ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 
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 3.4 นาํออกมาใสในโถอบแหง(desicator) ทิ้งไวใหเยน็ แลวนาํมาช่ังน้ําหนกั 

 3.5 นาํคาน้าํหนักของกระดาษกรองมาหกัออก ผลที่ไดจะเปนน้ําหนกัแหงของเซลลใน

อาหารเล้ียงเชือ้ 50 มิลลิลิตร 
 
4.  การเตรียมตัวอยางเพือ่การศกึษาดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(Scanning electron microscopes, SEM) 
 4.1 ตัดช้ินวุนที่มีโคโลนีของแอกติโนมัยซตีอยูเปนชิน้ส่ีเหล่ียม มพีืน้ทีป่ระมาณ 5x5 ตาราง

มิลลิเมตร นําช้ินวุนไปอบดวยไอของ 1% ออสเมียมเตตระออกไซด (Osmium tetraoxide, OsO4) 

ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ทิง้ไวที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1-2 ชั่วโมง 

ภายในตูควนั 

 4.2 ขจัดน้ําออก (dehydration) จุมตัวอยางในเอทานอลความเขมขน 30, 50, 70, 90 

และ 100 % ข้ันตอนละ 10-20 นาทีตามลําดับ 

 4.3 การทําตัวอยางใหแหง โดยการทาํใหแหง ณ จุดวิกฤต (critical point drying) โดยการ

ใชเคร่ืองทําใหแหง (critical dryer mode SAMDRI-780) 

 4.4 นาํตัวอยางไปติดบนแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางทีน่ําไฟฟาได

(electroconductive adhesive) 

 4.5 นาํตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง ความหนาประมาณ 20 ไมโครเมตร โดยใชเคร่ือง 

Ion sputter coater, model JSC-110) 

 4.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning 

electron microscopes, IEOL รุน JSM-5410L V) 

  

ที่มา : ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางผลการทดลอง 
 
ตารางที1่ อัตราสวนเสนผานศูนยกลางของบริเวณที ่ CMC ถูกยอยสลายตอขนาดเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีเฉล่ีย(เซนติเมตร) ของแอกติโนมยัซีต 82 สายพนัธ ุ 

 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอ

เสนผานศูนยกลางโคโลน ี
TM1-1 3.0 NV2-3 1.5 

TM1-2 2.5 NV2-4 2.1 

TM1-3 4.1 NV2-5 3.3 

TM2-1 3.2 NV3-1 2.1 

TM3-3 2.7 NV3-3 2.7 

TP1-1 1.5 NV4-1 2.3 

TP1-3 1.5 NV4-2 3.1 

LH1-1 2.7 NV4-3 3.4 

LH1-2 2.6 NV4-4 2.5 

LK1-1 2.1 NT1-1 1.7 

LK1-2 2.4 RK1-1 2.4 

LK1-3 2.1 RK1-2 2.0 

LK2-1 3.0 RK1-4 2.8 

LK3-2 3.5 PB1-1 1.5 

LK3-3 2.2 PT1-1 1.2 

LK3-4 2.1 PT1-2 2.7 
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ตารางที1่(ตอ) อัตราสวนเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่ CMC ถกูยอยสลายตอขนาดเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีเฉล่ีย(เซนติเมตร) ของแอกติโนมยัซีต 82 สายพนัธ ุ 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอ

เสนผานศูนยกลางโคโลน ี

 

LK3-5 2.9 PP1-1 3.1 

LK3-7 2.3 PP1-2 3.1 

LK3-8 1.6 PP1-3 1.6 

LK3-9 2.5 NV1-4 3.8 

LK3-10 2.9 NV2-1 3.4 

NK1-2 1.4 PP1-4 4.1 

NK2-1 2.7 PP1-5 3.3 

NK2-4 3.9 CHR1-1 2.7 

NKP1-1 1.9 CHR1-2 1.7 

NKP1-2 3.5 SK1-1 1.5 

NKP1-3 1.5 SK1-2 1.6 

NKP1-4 1.6 SK2-1 2.3 

NKP1-5 2.5 SK3-1 2.8 

NKP1-6 2.9 SK3-3 1.4 

NKP2-1 2.8 NC1-1 2.7 

NKP2-2 1.6 NP1-1 2.9 

NKP2-3 2.8 NMJ1-1 2.8 

NKP3-2 4.3 NMJ2-1 2.3 

NKP3-3 1.7 NS1-1 2.3 

NKP3-4 3.1 NPP1-1 2.6 

NKP3-5 1.5 NST1-1 1.7 

NKP3-10 2.3 NST1-2 1.6 

 

 

 

 



 

 

ตารางที1่(ตอ) อัตราสวนเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่ CMC ถกูยอยสลายตอขนาดเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีเฉล่ีย(เซนติเมตร) ของแอกติโนมยัซีต 82 สายพนัธ ุ 
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สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอ

เสนผานศูนยกลางโคโลน ี
PL1-1 3.4 SRT1-1 1.6 

PL1-3 2.9 SRT1-2 2.0 

NV1-2 1.5   

NV1-3 1.5   
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ตารางที่2  ความสามารถในการยับยั้งราที่กอโรคในพชืของแอกติโนมัยซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

TM1-1 6.0 - 4.0 - - 5.3 

TM1-2 11.3 - - - 3.7 - 

TM1-3 - - - - - - 

TM2-1 - - 7.5 - - - 

TM2-2 4.3 - 3.3 - 4.0 - 

TM3-3 - - - - - - 

TM3-4 5.0 3.7 2.8 - - 6.3 

TM3-5 7.3 4.7 12.7 - - 5.0 

TP1-1 - - - - - - 

TP1-2 17.7 7.7 4.3 - 3.3 5.8 

TP1-3 - - - - - - 

LH1-2 8.7 - 7.7 6.3 - 3.7 

LK1-1 5.0 4.0 4.3 - - 4.8 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

LK1-2 - - - - - - 

LK1-3 - 3.5 3.0 - - 3.0 

LK2-1 - - - - - - 

LK3-1 8.7 5.0 4.3 3.3 4.0 4.0 

LK3-2 - - - - - - 
LK3-3 18.7 5.0 4.0 7.3 13.0 9.0 

LK3-4 - - - - - - 

LK3-5 3.3 - - - - - 

LK3-6 - - 4.3 6.0 - 5.0 

LK3-7 - - - - - - 

LK3-8 5.0  4.3 7.7 9.7 5.0 

LK3-9 - - - - - - 

LK3-10 31.0 8.2 8.5 11.7 8.7 6.2 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NK1-1 12.3 5.0 5.0 - - 4.0 

NK1-2 - - - - - - 
NK1-3 7.0  4.7 5.0 4.0 3.7 

NK1-4 9.7 5.0 4.7 6.7 6.0 5.0 

NK2-1 4.0 - 8.3 3.0 - 3.3 

NK2-2 - - - - - - 

NK2-3 10.0 - 2.3 - - 7.3 

NK2-4 - - - - - - 

NK3-1 - - - - - - 

NK3-2 - - - - - - 

NK3-3 5.0 - 4.3 4.7 3.3 4.0 

NKP1-1 5.0 6.3 8.0 9.0 8.8 4.7 

NKP1-2 - - - - - - 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NKP1-3 11.3 5.0 5.0 - - 8.3 

NKP1-4 - - - - - - 

NKP1-5 5.3 5.0 5.0 - - 5.0 

NKP1-6 19.3 - 14.0 - - 5.0 

NKP2-1 3.3 8.3 5.0 6.3 7.7 5.0 

NKP2-2 - - - - - - 

NKP2-3 - - 4.0 - 2.0 3.3 

NKP2-4 4.0 - - - - - 

NKP3-1 4.3 - 5.0 - - 4.0 

NKP3-2 28.8 7.8 8.0 6.3 6.7 6.5 

NKP3-3 4.3 7.7 4.0 - - 2.7 

NKP3-4 9.7 - 4.3 4.0 4.0 8.3 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NKP3-5 - - - - - - 

NKP3-6 5.7 3.7 7.0 - - 4.7 

NKP3-7 13.7 - 4.0 6.3 6.7 5.0 

NKP3-8 - - - - - - 

NKP3-9 - - - - - - 

NKP3-10 9.0 4.0 2.0 3.7 - 4.3 

NKP3-11 - 8.7 5.0 4.3 4.0 3.3 

PL1-1 19.7 - 10.0 - - 4.3 

PL1-2 - - - - - - 

PL1-3 4.0 7.3 3.3 5.7 5.0 - 

PL1-4 - - 4.3 7.7 8.0 5.0 

PL1-5 - - - - - - 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NV1-1 - 4.0 4.3 4.0 3.7 7.0 

NV1-2 - - - - - - 

NV1-3 9.7 5.0 5.7 - 2.0 4.3 

NV1-4 25.2 6.0 5.8 9.5 10.3 3.5 

NV2-1 2.0 - 3.0 4.0 - 2.0 

NV2-2 - - - - - - 

NV2-3 - - - - - - 

NV2-4 19.3 - 7.7 6.0 4.7 5.0 

NV2-5 6.0 - 7.0 - - 7.7 

NV3-1 3.3 - 2.0 - 2.7 3.7 

NV3-2 - - - - - - 

NV3-3 - - - - - - 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NV4-1 - - 5.0 - 3.7 3.0 

NV4-2 - - - - - - 

NV4-3 - - 4.7 9.7 9.0 4.3 

NV4-4 2.7 2.7 4.0 4.7 4.3 5.0 

NT1-1 - - - - - - 

NT1-2 9.3 - 3.3 - - 2.0 

RK1-1 - - - - - - 

RK1-2 - - - - - - 

RK1-3 7.7 - 5.0 - - 5.0 

RK1-4 10.0 13.7 - - - - 

PB1-1 - - - - - - 

PT1-1 - - - - - - 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

PT1-2 15.7 9.3 4.3 - - 5.7 

PT1-3 - - 10.0 - - 4.7 

PP1-1 - - - - - - 

PP1-2 - 4.3 4.3 5.0 - 4.3 

PP1-3 - 5.0 9.3 - 3.7 3.0 

PP1-4 - - - - - - 

PP1-5 17.7 3.7 5.0 - 2.0 11.7 

CHR1-1 9.3 - 7.3 - - - 
CHR1-2 4.0 3.3 6.7 3.7 3.0 2.7 

SK1-1 - - - - - - 
SK1-2 8.7 3.3 3.0 7.3 5.0 4.3 

SK2-1 10.0 4.3 6.0 - 4.3 5.0 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

SK3-1 2.7 - 9.3 - - 5.0 

SK3-2 - - - - - - 

SK3-3 11.3 13.3 4.3 - - 9.3 

SK3-4 4.3 - 5.0 4.7 4.3 4.0 

RY1-1 8.7 - - - 3.3 - 

NS1-1 3.0 8.7 4.3 4.0 - 4.3 

NPP1-1 - - 4.3 - 9.0 5.0 

NC1-1 3.7 2.3 2.0 2.0 - 4.7 

NP1-1 2.3 - 3.0 - 8.0 3.0 

NMJ1-1 4.0 9.0 3.3 - - 5.0 

NMJ2-1 5.0 - 2.3 - - 2.3 

NST1-1 - 5.0 4.0 - 3.3 4.0 
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   ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NST1-2 9.7 - 4.0 3.0 3.0 4.0 

SRT1-1 7.7 3.0 4.0 3.3 3.0 3.3 

SRT1-2 4.7 3.7 3.7 - - 4.3 

แอกติโนมัยซีต 
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ภาคผนวก จ 
 

ผลการวิเคราะหทางสถิติ 
 

ตารางที1่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช CMC และ alpha-cellulose เปน

แหลงคารบอน 

 
T-Test 

 

 

 
 
 

ตารางที2่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช yeast extract  NH4Cl และ KNO3 

เปนแหลงไนโตรเจน 

 

Paired Samples Statistics 

260.8590 3 12.18908 7.03737 

24.0863 3 .62394 .36023 

CMCase 

alpha-cellul 

ase 

Pair 1 

Mean N Std. Deviation 

Std. Error 

Mean 

Paired Samples Correlations 

3 .868 .331 
CMCase & 

alpha-cellulase 

Pair 1 

N Correlation Sig. 

Paired Samples Test 

236.7727 11.65169 6.72710 207.8283 265.7171 35.197 2 .001 CMCase  alpha-  
cellulase 

Pair 1 
Mean Std. Deviation 

Std. Err ro  
Mean Lower Up erp

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Paired Differences 

t df Sig. (2-tailed)

ANOVA 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 
19991.46 2 9995.732 130.295 .000 

460.296 6 76.716 

20451.76 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
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Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 
 

ตารางที3่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้ที่มี pH เร่ิมตน

เทากับ 5  6  7  8 และ 9 ตามลําดับ 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 Duncan 
a 

3 155.7880

3 249.7457

3 260.8590

1.000 .171 

 
แหลงไนโตรเจน 
potassium 

nitrate 

ammonium 

chloride 

yeast 

extract 

Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 

ANOVA 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 
36445.40 4 9111.350 199.637 .000 

456.396 10 45.640 

36901.79 14 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 Duncan 
a 

3 232.1667 

3 265.5063 

3 310.3637 

3 340.0667 

3 368.5570

1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

pH 

9.00 

8.00 

7.00 

5.00 

6.00 

Sig. 

N 1 2 3 4 5 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ตารางที4่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เจริญที่อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศา

เซลเซียส 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 

ANOVA 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 

46771.82 2 23385.912 291.943 .000 

480.626 6 80.104 

47252.45 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

Duncan a 

3 220.0427

3 264.9000

3 390.3793

1.000 1.000 1.000 

temperatur 

e 

55.00 

45.00 

30.00 

Sig. 

N 1 2 3 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ตารางที5่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช CMC และ alpha-cellulose เปน

แหลงคารบอน 

 
T-Test 

 

 
 

 
 
 

 

ตารางที6่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช yeast extract  NH4Cl และ KNO3 

เปนแหลงไนโตรเจน 

 

Paired Samples Statistics 

2.0127 3 .37723 .21780 

.3247 3 .14914 .08610 

CMC 

alpha- 

cellulose 

Pair 1 

Mean N Std. Deviation 

Std. Error 

Mean 

Paired Samples Correlations 

3 .077 .951 CMC & alpha cellulose Pair 1 

N Correlation Sig. 

Paired Samples Test 

1.6880 .39482 .22795 .7072 2.6688 7.405 2 .018 CMC - alpha cellulose Pair 1 
Mean Std. Deviation 

Std. Err ro  
Mean Lower Up erp  

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Paired Differences 

t df Sig. (2-tailed)

ANOVA 

นํ้าหนักเซลลแหง 

.512 2 .256 1.724 .256 

.891 6 .148 

1.402 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
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ตารางที7่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ี pH เร่ิมตน

เทากับ 5  6  7  8 และ 9 ตามลําดับ 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 

นํ้าหนักเซลลแหง 

Duncan a 

3 1.4627 

3 1.9080 

3 2.0127 

.142 

แหลงไนโตรเจน 

potassium 

nitrate 

ammonium 

chloride 

yeast 

extract 

Sig. 

N 1 

Subset 

for alpha 

= .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 

ANOVA 

นํ้าหนักเซลลแหงt 

.641 4 .160 4.802 .020 

.334 10 .033 

.975 14 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

นํ้าหนักเซลลแหง 

Duncan a 

3 .5440 

3 .6570 

3 .8347 .8347 

3 1.0313 

3 1.0780 

.092 .150 

pH 

9 

8 

5 

6 

7 

Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ตารางที8่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เจริญที่อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศา

เซลเซียส 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 
 
 
ตารางที9่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Pythium aphanidermatum ถูกยับยัง้(∆γ) โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 
NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 

ANOVA 

นํ้าหนักเซลลแหง 

1.302 2 .651 34.438 .001 

.113 6 .019 

1.415 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

นํ้าหนักเซลลแหง 

Duncan a 

3 .9260 

3 1.1373 

3 1.8173 

.109 1.000 

 
อุณหภูม ิ
re 55 

45 

30 

Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

52.167 2 26.083 36.115 .000 

4.333 6 .722 

56.500 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Homogeneous Subsets 
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ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

a Duncan 

 

ตารางที1่0 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Phytophthora parasitica ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2  

LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

 

 

3 25.1667 

3 28.8333 

3 31.0000 

1.000 1.000 1.000 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 3 

NV1-4 

NKP3-2 

LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

5.722 2 2.861 11.444 .009 

1.500 6 .250 

7.222 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 a Duncan 

3 6.3333 

3 7.8333 

3 8.1667 

1.000 .445 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 

NV1-4 

 NKP3-2 

 LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางที1่1 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Collectotrichum capsici ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2  

LK3-10 และ NV1-4 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 
 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

ตารางที1่2 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ถูกยับยัง้(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีต
สายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

12.056 2 6.028 13.563 .006 

2.667 6 .444 

14.722 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 a Duncan 

3 5.8333 

3 8.0000 

3 8.5000 

1.000 .394 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 

NV1-4 

 NKP3-2 

 LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

43.167 2 21.583 38.850 .000 

3.333 6 .556 

46.500 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 
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ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 a Duncan 

 

ตารางที1่3 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Fusarium oxysporum f.sp. cubense ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

 

 

3 6.3333 

3 9.5000 

3 11.6667 

1.000 1.000 1.000 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 3 

NKP3-2 

 NV1-4 

 LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

20.222 2 10.111 17.333 .003 

3.500 6 .583 

23.722 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 
E 

a Duncan 

3 6.6667 

3 8.6667 

3 10.3333 

1.000 1.000 1.000 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 3 

NKP3-2 

 LK3-10 

 NV1-4 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 



 184 

ตารางที1่4 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Alternaria porri ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 

และ NV1-4 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

16.222 2 8.111 41.714 .000 

1.167 6 .194 

17.389 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 Duncan a 

3 3.5000 

3 6.1667 

3 6.5000 

1.000 .390 

ISOLATE 

NV1-4 

 LK3-10 

NKP3-2 

 Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวศิราภรณ  สุขวโรทยั เกิดเมื่อวนัที่ 18 ธันวาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดนครสวรรค 

สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนนครสวรรค สําเร็จการศึกษาวทิยาศาสตรบัณฑิต 

จากภาควชิาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล เมื่อปการศึกษา 2547 และ

เขาศึกษาตอในระดับหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย เมือ่ปการศึกษา 2548 
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