
  

บทน ำ 

แอคติโนมยัซีททะเลไดรั้บการจบัตาวา่เป็นแหล่งของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีศกัยภาพ
และงานวิจยัท่ีท าก่อนหน้าน้ีแสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์เหล่าน้ีเป็นแหล่งของสารทุติยภูมิท่ีอุดม
สมบูรณ์ท่ีสุด นบัจากการคน้พบสาร actinomycin ท าให้พบวา่แอคติโนมยัซีทสามารถผลิตสารออก
ฤทธ์ิชีวภาพทางการคา้ไดม้ากมาย ประมาณสองในสามของยาปฏิชีวนะท่ีไดจ้ากธรรมชาติถูกแยก
มาจากแบคทีเรียเหล่าน้ี โดยเฉพาะอย่างยิ่งจาก Streptomyces ซ่ึงสารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติเหล่าน้ีใช้
เป็นสารโครงสร้างน า (lead structure) ในการพฒันาเป็นยาชนิดใหม่ จุลชีววิทยาทางทะเลมีการ
พฒันาอยา่งมากในหลายประเทศโดยมุ่งเน้นไปท่ีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ความตอ้งการยารักษา
โรคร้ายแรงทั้งท่ียงัไม่สามารถรักษาไดแ้ละโรคท่ีมีอาการด้ือยา โรคติดเช้ือต่างๆ รวมถึงยาปฏิชีวนะ
ใหม่ๆยงัคงเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง 

ถึงจะประสบความส าเร็จในการคน้พบยาปฏิชีวนะและพฒันาไปถึงกระบวนการผลิต แต่
โรคติดเช้ือยงัคงเป็นสาเหตุการตายเป็นอนัดบัสองของโลก ถึงแมจ้ะมียาหรือสารสังเคราะห์ของยา
ตา้นจุลชีพ แต่ผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติยงัคงเป็นแหล่งท่ีอุดมสมบูรณ์ และมีประโยชน์ส าหรับการ
พฒันาเป็นยาตา้นจุลินทรียใ์หม่ๆ (Bull and Stach, 2007) จึงท าให้นกัวิจยัเร่ิมมองหาแหล่งของสาร
ผลิตภณัฑ์ธรรมชาติแหล่งใหม่ท่ีจะสามารถน าไปพฒันาท าเป็นยารักษาโรคได ้พบวา่แบคทีเรียทะเล
เป็นแหล่งท่ีมีศกัยภาพ เน่ืองจากแบคทีเรียพวกน้ีตอ้งแข่งขนักนัเองภายใตส้ภาวะท่ีรุนแรงต่างๆ เช่น 
ความเค็ม ออกซิเจน ความเป็นกรด อุณหภูมิ แร่ธาตุ พวกแอคติโนมยัซีทผลิตสารปฏิชีวนะชนิด
ต่างๆท่ีแตกต่างกนั สารประกอบท่ีผลิตแสดงฤทธ์ิท่ีรุนแรงและเป็นท่ีน่าสนใจของนกัวิจยั โดยท่ีสาร
ผลิตภณัฑธ์รรมชาติเหล่าน้ีหลายตวัแสดงคุณสมบติัทางยาท่ีโดดเด่น  

สารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติท่ีออกฤทธ์ิชีวภาพประมาณ 32,500 ชนิด มาจากแหล่งจุลินทรีย ์
(Antibase data base) ซ่ึงรวมถึงสารท่ีไดจ้ากจุลินทรียท์ะเลดว้ย (Singh and Pelaez, 2008) และมีสาร
ตา้นจุลชีพหลายตวัได้มาจาก marine actinomycetes (Batlz, 2008) ในปัจจุบนัสองในสามของยา
ปฏิชีวนะจากธรรมชาติได้มาจาก actinomycetes ซ่ึงแบคทีเรียกลุ่มน้ีเป็นแหล่งทางเลือกของสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆอีกดว้ย (Behal, 2003) แอคติโนมยัซีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีลกัษณะ
เป็นเส้นสาย พบมีการแพร่กระจายอยูท่ ัว่ไปในส่ิงแวดลอ้ม โดยเฉพาะในดิน ปุ๋ยหมกั น ้ า โคลนตม 
และบริเวณรากพืช มีความสามารถในการผลิตสารเมตาบอไลท์ไดห้ลายชนิด เช่น สารสี วิตามิน 
และผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดดี้โดยเฉพาะฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ แอคติโนมยัซีทมีวงจรชีวติท่ี
ซบัซ้อนอยูใ่นไฟลมั Actinobateria แอคติโนมยัซีททะเลเป็นแหล่งผูผ้ลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ใหม่ๆ โดยเฉพาะในกลุ่ม Streptomyces spp. ท่ีผลิตสารต้านจุลชีพมากถึงร้อยละ 85 ประมาณ 
10,000 ของยาปฏิชีวนะท่ีผลิตจากเช้ือกลุ่มน้ี (Lazzarini et al., 2000) โดยเร่ิมจากการค้นพบ 
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streptothricin จาก Streptomyces ในปี ค.ศ.1942 อีกสองปีต่อมาคน้พบ streptomycin นอกจากน้ียงั
พบ natamycin หรือท่ีรู้จกัในช่ือ pimaricin เป็นยาปฏิชีวนะพวก polyene macrolide ท่ีไดจ้ากเช้ือ S. 
natalensis, S. chattanoogensis, และ S. lydicus (Aparicio et al., 2003) ความส าคญัของยาปฏิชีวนะ
ชนิดน้ีอยู่ท่ีออกฤทธ์ิไดต้า้นเช้ือจุลินทรียห์ลากหลายสายพนัธ์ุและมีความเป็นพิษต ่ากบัเซลล์สัตว์
เล้ียงลูกดว้ยนม (Fisher et al., 1978) Natamycin ถูกใชใ้นการรักษาเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรา keratitis 
(Malecha, 2004) มัน มีประสิทธิภาพในการย ับย ั้ ง เช้ื อCandida, Aspergillus, Cephalosporium, 
Fusarium และ Penicillium (Prajna et al., 2002) ยงัพบมีการคน้พบสารออกฤทธ์ิตวัใหม่ๆ เช่น สาร
ตา้นเช้ือรา สารตา้นไวรัส และยาปฏิชีวนะ อยูจ่นถึงปัจจุบนั   
 แอคติโนมัยซีทเป็นแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพภาพในการสร้างสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ี
หลากหลายชนิดนอกจากสารปฏิชีวนะแลว้ ยงัรวมถึงสามารถผลิตสารสีท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น 
Streptomyces, Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Bacillus, Vibrio, และ Cytophaga ซ่ึงแยกไดจ้าก
ดินตะกอน น ้ าทะเล สาหร่าย และสัตวท์ะเล ซ่ึงสารรงควตัถุท่ีถูกสร้างมีหลายกลุ่ม ไดแ้ก่ อนุพนัธ์
ข อ ง  indole (quinones แ ล ะ  violacein), alkaloids (prodiginines แ ล ะ  tambjamines), polyenes, 
macrolides, peptides และ terpenoids แอคติโนมัยซีทเป็นกลุ่มหน่ึงท่ีเป็นผู ้ผลิตสารทุติภูมิท่ี มี
ประสิทธิภาพท่ีสุด และยงัมีความส าคญัในอุตสาหกรรมดว้ย จากแอคติโนมยัซีทหลายๆชนิดพบวา่ 
Streptomyces, Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora และ Actinoplanes เป็นผูผ้ลิต
หลกัของสาร biomolecule ท่ีส าคญัทางการคา้  หลายๆรายงานพบว่าสารตา้นเช้ือแบคทีเรียและเช้ือ
รามาจาก  marine actinomycetes  ทั้ งท่ีอยู่ในดินตะกอนและท่ีอาศัยร่วมกับส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ เช่น 
ฟองน ้ าทะเล (Dharmaraj & Sumantha, 2009) และสารท่ีไดจ้ากกลุ่ม Streptomycetes ถูกน าไปใชใ้น
ก าร รั ก ษ าม ะ เร็ ง  เช่ น  anthracyclines (aclarubicin, daunomycin แ ล ะ  doxorubicin), peptides 
(bleomycin แ ล ะ  actinomycin D), aureolic acids (mithramycin), enediynes (neocarzinostatin), 
antimetabolites (pentostatin), carzinophilin, mitomycins (Olano et al., 2009) เช้ือแอคติโนมัยซีท
หลายสายพนัธ์ุมีรายงานว่ามีฤทธ์ิเป็น antioxidant ท่ีดี สารตา้นอนุมูลอิสระเป็นสารท่ีอาจมาจาก
อาหารหรือจากการสังเคราะห์ทางเคมีจ าเป็นตอ้งค านึงถึงความปลอดภยัในการน าไปใช้ เน่ืองจาก
มกัมีความเป็นพิษ ดงันั้นความตอ้งการสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมาจากธรรมชาติ ท่ีมีความปลอดภยั
และไม่เป็นพิษจึงมีเพิ่มมากข้ึน การศึกษาในปัจจุบนัก าลงัให้ความสนใจกบัระบบการตา้นอนุมูล
อิสระของแบคทีเรีย ซ่ึงมีความส าคญัทางเทคโนโลยีชีวภาพ มีรายงานของสารสารประกอบ 2 ชนิด
ท่ีแยกจากเช้ือ Streptomyces (2-allyoxyphenol และ streptopyyrolidine) ท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
และไม่มีความเป็นพิษ (Shin, et al., 2008; Arumugam, et al., 2010)   

อยา่งไรก็ตามสารรงควตัถุท่ีไดจ้ากแอคติโนมยัซีททะเลในประเทศไทยยงัมีรายงานอยูใ่น
จ านวนไม่มากนกั และจากการท่ีแบคทีเรียจะผลิตสารมาเพื่อความอยู่รอดและป้องกนัตวัเองในแต่
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ละสภาวะนั้น ท าให้คณะผูว้ิจยัสนใจท าการศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียท่ีแยกจาก
ดินตะกอนป่าชายเลน ซ่ึงอยูใ่นเขตท่ีนบัวา่มีความอุดมสมบูรณ์ของแหล่งทรัพยากร 

วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิยในปีที ่2 
1.  เพื่อตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองตน้ของสารสกดัจากเช้ือแบคทีเรียทะเล 
2.  เพื่อคน้หารงควตัถุท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพของแบคทีเรียทะเลท่ีเก็บจากอ่าวไทย และดินป่า

ชายเลน โดยรวมถึงการแยกสารสีใหบ้ริสุทธ์ิ และการแปลโครงสร้างสารประกอบ 
3.   เพื่อประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพของรงควตัถุท่ีแยกไดจ้ากแบคทีเรียทะเล 
4.  เพื่อถ่ายทอดความรู้ในการศึกษาดา้นรงควตัถุท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียทะเล 

ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 
 โครงการวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อคน้หาสารรงควตัถุท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากสารสกดั
ของแบคทีเรียทะเลโดยใชเ้ทคนิคทางเคมีและชีวเคมี   

1.  ตวัอยา่งเช้ือแอคติโนมยัซีท ท่ีจะท าการศึกษาจะมุ่งเนน้ท่ีคดัแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน
บริเวณชายฝ่ังทะเลอ่าวไทยตอนกลาง ได้แก่ จงัหวดัชุมพร และสุราษฎร์ธานี รวมถึง
บริเวณชายฝ่ังทะเลอ่าวไทยฝ่ังตะวนัออกหรือดินป่าชายเลน  

2.  ตวัอยา่งเช้ือแอคติโนมยัซีท ท่ีจะท าการศึกษาในโครงการน้ีประมาณ 5-10 ตวัอยา่ง 
3.  การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเช้ือแอคติโนมัยซีท จะท าการทดสอบ

ทางดา้น antimicrobial และ antioxidation activities  
4.  การแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิจะใชว้ธีิ recrystallization หรือวธีิทางโครมาโตกราฟฟีต่างๆ เช่น  
 Column Chromatography, Preparative Thin Layer Chromatography (PTLC) แล ะ  High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) ดว้ย 
5.  การแปลโครงสร้างของสารประกอบท่ีแยกไดจ้ะวเิคราะห์ขอ้มูลทาง spectroscopy ไดแ้ก่ 

UV-Vis, 1D-NMR และ 2D-NMR, Mass Spectrometry (EIMS/HRMS) และ X-Ray 
Crystallography 

กรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวจัิย 
 แบคทีเรียสามารถผลิตรงควตัถุไดห้ลากหลาย ซ่ึงรวมถึงแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูใ่นทะเลดว้ย 
รงควตัถุน้ีมีความส าคญัต่อสรีรวิทยาของเซลและการอยูร่อด สารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติเหล่าน้ีหลาย
ตวัพบวา่มีคุณสมบติัเป็นยาตา้นจุลชีพ ตา้นมะเร็งและกดภูมิคุม้กนั (immunosuppressive) ส่วนใหญ่
จุลินทรียผ์ลิตสารทุติยภูมิผ่านกลไก quorum sensing ซ่ึงสารรงควตัถุเหล่าน้ีสามารถยบัย ั้งหรือฆ่า
เช้ือแบคทีเรียและจุลินทรียอ่ื์นๆไดท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ต ่าๆ จากความหลากหลายของสารเหล่าน้ี
และยงัมีแนวโนม้ท่ีดีในการออกฤทธ์ิยบัย ั้งโรคต่างๆไดห้ลายโรค จึงมีบทบาทส าคญัทั้งในงานวิจยั
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ทางการแพทยแ์ละทางการเกษตร มนัยงัคงมีความไม่แน่นอนวา่ท าไมสารรงควตัถุจากแบคทีเรียจึงมี
ฤทธ์ิตา้นจุลชีพ และหรือตา้นเซลมะเร็ง ถึงแมว้า่บทบาททางสรีระท่ีแทจ้ริงยงัไม่ถูกคน้พบ 
 จากข้อมูลท่ีผ่านมาได้มีการกล่าวถึงหน้าท่ีทางชีววิทยาส าหรับการผลิตรงควตัถุของ
แบคทีเรียท่ีเป็นไปได ้โดยท่ีแบคทีเรียท่ีแยกจากทะเลท่ีผลิตรงควตัถุดูเหมือนจะมีบทบาทส าคญัๆ 2 
ประการ 1) พวกเขาผลิตสีเพื่อปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาวะแวดลอ้ม และ 2) เพื่อป้องกนัตวัจากผูล่้าอ่ืนๆ 
(Bhatnagar and Kim,  2010) เช่น รงควตัถุท่ีเป็นสีน ้ าตาลของสารเมลานิน (melanin) ท่ีผลิตโดย
แบคทีเรียในหลายๆชนิด เช่นเดียวกับรงควตัถุสี เหลืองเขียวของ scytonemin ท่ีแยกได้จาก 
cyanobacteria เหล่าน้ีเพื่อปกป้องเซลจากรังสี UV และป้องกันไม่ให้ผิวแห้ง (Margalith,  1992 ; 
Stevenson, et al., 2002) ดงันั้นเพื่อปรับตวัต่อแสงแดดท่ีมากเกินไป และเพื่อความอยู่รอดภายใต้
อนัตรายจากรังสี แบคทีเรียจะตอ้งผลิตสารประกอบเหล่าน้ีท่ีขาดไม่ได ้ในปี ค.ศ. 1955 Griffiths et 
al.  พบว่าคาโรทีนอยด์เป็นส่วนประกอบส าคญัของชั้นเมมเบรนของจุลินทรีย ์และอาจจะปกป้อง
เซลของแบคทีเรียจากการเกิด photo-oxidation หรือความเสียหายท่ีเกิดจากรังสีวิซิเบล จากท่ีกล่าว
มาขา้งตน้ถึงการปรับตวัและตอ้งอดทนในสภาวะต่างๆของแบคทีเรียท าให้สามารถแสดงคุณสมบติั
ต่างๆมากมาย จากการท่ีแบคทีเรียทะเล (ทั้งแบบ free-living และ symbiotic)  สามารถผลิตรงควตัถุ
และสารเคมีท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแตกต่างกนัออกไปตามปัจจยัต่างๆทางสภาวะแวดล้อมและ
แหล่งท่ีอยูท่ี่แตกต่างกนั 

กำรทบทวนเอกสำรทีเ่กีย่วข้อง 
ลกัษณะโดยทัว่ไปของแอคติโนมัยซีท (Actinomycete) 
 แอคติโนมัยซีทเป็นกลุ่มของจุลินทรีย์เซลล์เดียวเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ท่ีมีปริมาณ
เบสกวันีน (guanine) และไซโตซีน (cytosine) ในสารพนัธุกรรมสูงกว่า 55 % (ประมาณ 55-78%) 
ตอ้งการอากาศในการเจริญเติบโต มีเส้นใยคลา้ยราสามารถสร้างเส้นใย (hyphae) เป็นสายยาว หรือ
เส้นสายท่ีแตกแขนงมีการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ และมีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียทั้ง
ขนาดและรูปร่าง มีเซลล์แบบ prokaryotes (ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส) อตัราการเจริญของแอคติโนมยั
ซีทจะชา้กวา่แบคทีเรียและเช้ือรา (Waksman, et al., 1967) แอคติโนมยัซีทพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติ 
เช่น ในดิน น ้ า อากาศ อาหาร และในพืช แหล่งท่ีพบมาก ไดแ้ก่ บริเวณท่ีมีการสะสมสารอินทรีย ์
เช่น ดินท่ีเพาะปลูก วตัถุเน่าเป่ือย โคลน ตะกอนในแม่น ้ า ใตท้ะเล ดินบริเวณน ้ าพุร้อน หรือป่าชาย
เลน แอคติโนมยัซีทจะพบมากในดินชั้นบนและลดจ านวนลงในชั้นดินท่ีลึกลง พบแอคติโนมยัซีท
ในดินท่ีมีสภาวะค่อนขา้งเป็นกลาง หรือเป็นกรด-ด่าง ระหวา่ง 6.5-8.0 (Holt et al., 1994)   

แอคติโนมยัซีทจดัอยูใ่นอนัดบั (Order) Actinomycetales ซ่ึงประกอบดว้ย 8 วงศ ์ ไดแ้ก่ 
Actinomycetaceae, Mycobacteriaceae, Frankiaceae, Actinoplanaceae, Dermatophilaceae, 
Nocardiaceae, Streptomycetaceae และ Micromonosporaceae ซ่ึงส่วนใหญ่สามารถสร้างไดท้ั้งเส้น



5 
 

 
 

ใยอาหาร (substrate mycelium) และเส้นใยอากาศ (aerial mycelium) หรืออาจพบเฉพาะเส้นใย
อาหารมีลกัษณะผอมบางยาวแตกก่ิงกา้นสาขา ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะในวงศ ์ Streptomycetaceae 
โคโลนีของแอคติโนมยัซีทมีลกัษณะท่ีแตกต่างจากโคโลนีของแบคทีเรียอ่ืนๆ คือ มีลกัษณะทึบแสง
ลกัษณะของโคโลนีอาจจะมีแบบยกตวัข้ึน (raised) หรือแบนเรียบ เส้นใยเหนือผวิอาหารแหง้และมี
ลกัษณะเป็นผง เม่ือมองดว้ยตาเปล่าสามารถสังเกตไดช้ดัเจน หรือผวิโคโลนีอาจเรียบคลา้ยหนงัสัตว ์
หรืออาจเป็นรอยยน่เป็นเส้นใยสั้นๆ สังเกตดว้ยตาเปล่าคลา้ยก ามะยี ่ สีของโคโลนีมีตั้งแต่สีขาว 
เหลือง ส้ม แดงกุหลาบ แดง ม่วง น ้าเงิน เขียว น ้าตาล และด า (รัตนาภรณ์ ศรีวบูิลย,์ 2549) ขนาด
ของโคโลนีข้ึนอยูก่บัสปีช่ีส์ อาย ุ และสภาวะการเจริญเติบโต สามารถพบแอคติโนมยัซีทในดินซ่ึง
ประมาณวา่ในดินท่ีอุดมสมบูรณ์ 1 กรัม สามารถพบแอคติโนมยัซีทไดม้ากกวา่ 1 ลา้นเซลล ์โดยมนั
สามารถมีชีวติอยูไ่ดด้ว้ยการใชส้ารอินทรียเ์พียงเล็กนอ้ยท่ีมีอยูใ่นดินนั้น สมาชิกในกลุ่มแอคติโนมยั
ซีทท่ีมีจ านวนมากท่ีสุดคือ Streptomyces ประมาณ 70-90% รองลงมาคือ Nocardia ประมาณ 10-
30% และ Micromonospora ประมาณ 1-15% แอคติโนมยัซีทเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 25-30 องศา
เซลเซียส พบวา่ส่วนใหญ่เป็นพวก saprophyte สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส 
(Alexander, 1977) ปัจจยัท่ีมีผลต่อการควบคุมปริมาณของแอคติโนมยัซีท คือ สภาพและปริมาณ
อินทรียวตัถุ ความเป็นกรด ด่างและระดบัความช้ืนอุณหภูมิ (Porter, 1971) แอคติโนมยัซีทผลิตสาร
ปฏิชีวนะมากมาย สารเหล่าน้ีไดถู้กน ามาใชใ้นทางการแพทยอ์ยา่งกวา้งขวาง เน่ืองจากเป็น
สารประกอบท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติ มีความเป็นพิษนอ้ย ยอ่ยสลายไดง่้ายกวา่ และราคาถูกกวา่
สารประกอบท่ีสร้างข้ึนจากปฏิกิริยาเคมี 

ลกัษณะทัว่ไปของเช้ือ Streptomyces spp. 

เช้ือ Streptomyces spp. เป็นเช้ือแบคทีเรียจัดอยู่ใน phylum และ class Actinobacteria ใน 
order Actinomycetales วงศ์ Streptomycetacee เป็นแบคทีเรียในกลุ่มกรัมบวก Streptomyces เป็น
สกุลท่ีมีจ านวนมาก และส าคญัท่ีสุดในแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมยัสีทเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีมี G+C 
content สูงมาก ใน order Actinomycetales มีแบคทีเรียทั้งท่ีมีประโยชน์และก่อโรคแก่มนุษยแ์ละ
สัตว ์แบ่งกลุ่มใหญ่ๆดงัน้ี  

- กลุ่ม Coryneform (Corynebacterium, Brevibacterium, Arthrobacter, Cellulomonas)  
- กลุ่ม Propionic acid bacteria (Propionibacterium, Eubacterium) 
- กลุ่ม Obligate anaerobes (Bifidobacterium, Acetobacterium) 
- กลุ่ม Actinomycetes ซ่ึงเป็นกลุ่มเช้ือแบคทีเรียท่ีอยู่เป็นสายยาวและมีเช้ือหลายชนิดใน

กลุ่มน้ีสร้าง mycelium คลา้ยเช้ือราและอาจแตกก่ิง (branching)  
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เช้ือ Streptomycetes เป็นเช้ือกลุ่มใหญ่ท่ีสร้างสายใยท่ีแตกแขนงไดแ้บบเดียวกบัเช้ือรา โดย
เราเรียกเส้นใยน้ีว่า mycelium เหมือนกับในเช้ือรา อาศยัอยู่ทัว่ไปในดิน ปุ๋ยหมกั น ้ า ละอองฝุ่ น 
อากาศ โดยเช้ือจะสร้างเส้นใยท่ีเจริญลงไปในอาหารท่ีเรียกวา่ substrate mycelium และเส้นใยท่ีผิว
ของโคโลนีท่ีเรียกว่า aerial mycelium เช้ือท่ีส าคญัในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เช้ือ Streptomyces ลกัษณะเส้น
ใยไม่มีผนงักั้น เม่ือเช้ือเจริญเต็มท่ีเส้นใยอากาศจะสร้างสายสปอร์ท่ีไม่เคล่ือนท่ี ซ่ึงมีรูปแบบต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ แบบเส้นตรง (rectiflexibile) แบบลูป (retinaculiaperti) และแบบเวียนเกลียว (spiral) ลกัษณะ
ผิวสปอร์มี 5 แบบ คือผิวเรียบ (smooth) ผิวเป็นหนาม (spiny) ผิวเป็นขน (hairy) ผิวเป็นปุ่มปม 
(warty) และผิวย่น (rugose) (Tresner, Davies and Backus, 1961 ; Dietz and Methews, 1971) เช้ือ
ส่วนใหญ่ใน Genus น้ีสร้างสปอร์ ซ่ึงลกัษณะโคโลนีในระยะแรกผิวโคโลนีเรียบ เม่ืออายุมากข้ึน
เส้นใยอากาศจะพฒันาเป็นสปอร์ท่ีจะะมี nuclei หลายอนั และเกิดการสร้างผนังกั้น ท าให้แต่ละ
เซลล์พฒันาไปเป็น conidia ซ่ึงมกัเป็นสายโซ่ยาว (polysporous) มีมากกวา่ 50 สปอร์ (Cross, 1970) 
และมีลกัษณะหลากหลาย ทั้งสปอร์และ conidia มกัมีสีต่างๆกนั ท าให้สามารถแยกสายพนัธ์ุของ
เช้ือโดยอาศัยจากทั้ งลักษณะและสีของสปอร์ และ conidia ร่วมกับคุณสมบัติด้านอ่ืนๆ เช้ือ 
Streptomyces มีมากกวา่ 500 species แมว้า่จะไดมี้การจดัระบบต่างๆเพื่อจ าแนก species แต่ก็ยงัเป็น
การยากท่ีจะจ าแนกเช้ือในกลุ่มน้ี Streptomyces spp. สร้างรงควตัถุหลายชนิด และใช้ออกซิเจนใน
การเจริญเติบโตเป็นพวก chemo-organotrophic เมตาบอลิซึม เป็นแบบ oxidative สามารถรีดิวซ์ไน
เตรทให้เป็นไนไตรท ย่อยอะดีนีน (adenime) เอสคูลิน (esculin) เคซีน (casein) เจลาติน (gelatin) 
ไฮโปแซนธีน (hypoxanthine) แป้ง และไทโรซีน (L-tyrosine) เจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ 25-30 องศา
เซลเซียส pH 6.5-8.0 ส่วนใหญ่เป็นพวก mesophile มีบางชนิดท่ี เป็นพวก psychrophile และ 
thermophile (Lechevalier and Lechevalier, 1970) ใช้แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนเป็นแหล่ง
พลงังาน เช่น กลูโคส กลีเซอรอล และเปบโตน เป็นตน้ ทนเค็มไดดี้ท่ี 3 เปอร์เซ็นต ์(w/v) ของเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ บางชนิดทนได้ถึง 13 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการสร้างสาร ปฏิชีวนะ Streptomyces 
spp. จ  าเป็นต้องใช้แร่ธาตุบางชนิด ได้แก่ โซเดียม แมกนีเซียม แคลเซียม และ ฟอสเฟต เป็นต้น 
(Williams, Goodfellow and Alderson, 1989)  

เช้ือใน genus Streptomyces ส่วนใหญ่เป็นเช้ือท่ีไม่ก่อโรค มีบาง species ท่ีก่อให้เกิดโรคใน
พืชและในดิน ลักษณะท่ีส าคัญท่ีใช้แยกเช้ือใน genus Streptomyces คือการมี LL isomer ของ 
diaminopimelic acid (LL-DAP) ซ่ึงเป็น diamino acid ท่ีเป็นส่วนประกอบของ peptidoglycan ใน
ผนังเซลล์ และ glycine  บน aerial mycelium (Lechevalier and Lechevalier, 1970) อย่างไรก็ตาม
พบวา่บางสายพนัธ์ุ มี DL-DAP เป็นส่วนประกอบของผนงัเซลล ์(Kieser et al, 2000) 

เน่ืองจากเช้ือน้ีมีความสามารถในการสร้างยาปฏิชีวนะ และสารออกฤทธ์ิชีวภาพอ่ืนๆ ท่ี
พัฒนาสู่อุตสาหกรรมได้ ท าให้มีการด าเนินการจดสิทธิบัตรการปกปิดข้อมูล ท าให้มีความ
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ยากล าบากในการน าเช้ือมาเปรียบเทียบกนั เช้ือในกลุ่มน้ีเป็นเช้ือท่ีน่าสนใจ เพราะ Streptomyces 
spp. สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดห้ลายชนิดโดยเฉพาะยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ สารต่อตา้น 
แบคทีเรีย (anti-bacterial agent) เช่น ampicillin, penicillin-N  มีคุณสมบติัยบัย ั้งการสร้างเปบติโด
ไกลแคนท่ีผนังเซลล์แบคทีเรีย ผลิตโดย S. antibioticus (Swan, Rodriguez, Vilches, Mendez and 
Salas, 1994) สารต่อตา้นเช้ือรา (anti-fungal agent) เช่น แคนดิซิดิน (candicidin) เป็นสารพวกโพลีอี
นแมค  โครไลด์  (polyene macrolide) ผ ลิตโดย  S. griseus มี ฤท ธ์ิ ต่อผนั ง เซลล์ ของเช้ื อรา 
(Lechevalier, Acker, Corke, Haenseler and Waksman, 1953) จากสารออกฤท ธ์ิ ชีวภาพ  22,500 
ชนิด ท่ีสร้างโดยเช้ือจุลินทรียป์ระมาณ 10,100 ชนิด สร้างโดยเช้ือใน order Actinomycetales โดยมี
การคาดการณ์ว่า 7,630 ชนิด สร้างโดยเช้ือใน Genus Streptomyces สารส่วนใหญ่ (~ 6,550 ชนิด) 
จะเป็นยาปฏิชีวนะ (Berdy, 1995) ซ่ึงในความเป็นจริง อาจมีสารออก ฤทธ์ิชีวภาพท่ีสร้างโดย
จุลินทรียใ์นกลุ่มน้ีท่ียงัไม่ถูกคน้พบอีกมาก มียาปฏิชีวนะมากกว่า 60 ชนิด ท่ีผลิตโดยเช้ือในกลุ่ม 
Streptomyces สามารถน ามาผลิตและประยุกต์ใช้ในระดบัอุตสาหกรรมได้ ตวัอยา่งยาปฏิชีวนะท่ีมี
ขายในทอ้งตลาด ทั้งยาฆ่าเช้ือแบคทีเรียและรา หลายชนิดท่ีรู้จกักนัอย่างแพร่หลาย และเป็นยาท่ี
ผลิตจากเช้ือใน genus Streptomyces ได้แก่ streptomycin, spectinomycin, neomycin, tetracycline, 
chlorotetracycline, erythromycin, clindamycin, nystatin, amphoteracin B แ ล ะ  chloramphenical 
เป็นตน้ (Madigan et al, 2009) นอกจากน้ียงัมีสารท่ีแสดงฤทธ์ิชีวภาพอ่ืนๆท่ีได้จากเช้ือใน genus 
Streptomyces เช่น สารตา้นอนุมูลอิสระ  

สำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพทีแ่ยกได้จำกแอคติโนมัยซีท 
 แอคติโนมยัซีทเป็นแบคทีเรียกลุ่มท่ีผลิตสารท่ีแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจ โดยเฉพาะ
ในสกุล  Streptomyces ซ่ึงเป็นชนิดท่ีมีมากท่ีสุดและประมาณ 75 เปอร์เซ็นต์ของสารทุติยภูมิท่ีพบ
ในจีนสัน้ีมีรายงานการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเป็นจ านวนมาก สารเมตาบอไลทจ์ากแอคติโน
มยัซีทอาจจะมีรูปแบบท่ีใชเ้ป็นพื้นฐานในการสังเคราะห์ตวัยาเพื่อใช้รักษาโรคและต่อสู้กบัเช้ือด้ือ
ยาได ้โดยมีฤทธ์ิค่อนขา้งกวา้งสามารถยบัย ั้งเช้ือรา ยบัย ั้งเซลมะเร็ง ตา้นจุลชีพ กดภูมิคุม้กนั และ
ตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงสารออกฤทธ์ิเหล่าน้ีโดยรวมถึงสารสีจากแบคทีเรียดว้ย ส่วนมากประกอบไป
ดว้ยสารหลายประเภท ไดแ้ก่ terpene, alkaloid, polyketide เป็นตน้  
 จากรายงานการแยกแอคติโนมยัซีท 27 สายพนัธ์ุจากดิน ของประเทศอลัจีเรีย พบวา่มีฤทธ์ิ
ตา้นเช้ือรา Candida albicans (Boudemagh et al., 2005) ในปีเดียวกนั Kitouni และคณะ รายงานผล
การแยกแอคติโนมัยซีท 25 สายพันธ์ุจากน ้ า ดิน และเปลือกต้นพืชพบว่ามีฤทธ์ิต้านจุลชีพทั้ ง
แบคทีเรียกรัมลบและบวก รวมถึงยสีตแ์ละราเส้นใยดว้ย  
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 ในปี ค.ศ. 2014 Kumar และคณะ ได้ท าการศึกษาฤทธ์ิชีวภาพของเช้ือ  Streptomyces 
lavendulae strain SCA5 พบวา่มีฤทธ์ิตา้นจุลชีพ ตา้นอนุมูลอิสระและตา้นเซลล์มะเร็ง มีรายงานการ
คน้พบสารออกฤทธ์ิชีวภาพมากมายจากเช้ือ Streptomyces เช่น ในปี ค.ศ. 2005 Macherla และคณะ 
แยกสาร glaciapyrroles A, B และ C จากเช้ือ Streptomyces (NPSOO 8187) ท่ีแยกจากดินตะกอน 
ซ่ึงสารเหล่าน้ีแสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย ในปีต่อมา (2006) รายงานการคน้พบสาร meroterpenoid 
Azamerone แยกจากแบคทีเรียทะเล (Cho et al., 2006) นอกจากน้ีในปี 2006  Asolkar  และคณะ ได้
แยกสาร Daryamides A, B และ C ท่ีแยกไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือของสายพนัธ์ุ Streptomyces เป็นสาร
พวก cytotoxic polyketides มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลมะเร็ง colon carcinoma cell line HCT-116 ท่ีระดบัปาน
กลางและยบัย ั้งเช้ือรา Candida albicans ในระดบัไม่รุนแรง  
 
 
 
 
 

          Azamerone                                          glaciapyrroles A, B และ C  
 
 

 
 
 
                                                       Daryamides A, B และ C 

 โดยทัว่ไปสารประกอบพวก quinone จะเป็นกลุ่มท่ีมีโมเลกุลท่ีแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพ และ
สารท่ีไดจ้ากแบคทีเรียทะเล Streptomyces จะมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสูง เช่น สารประกอบเชิงซ้อนของ 
C-glycosides himalomycins A และ B, พวกสารกลุ่ม  anthraquinones fridamycin E สารเหล่าน้ี
ไดม้าจากแบคทีเรีย Streptomyces sp. 6921 ท่ีไดจ้ากดินตะกอนเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นจุลชีพท่ีรุนแรง 
(Maskey et al., 2002) น อกจาก น้ี ย ัง มี ส าร  tetracenomycin D ซ่ึ ง เป็ น ส ารต้ าน จุล ชีพ พ วก 
anthraquinone ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย S. corchorusii AUBN (1)/7 ซ่ึงสารน้ีสามารถยบัย ั้งเซลมะเร็ง 
HMO2 (gastric adenocarcinoma) และ HepG2 (hepatic carcinoma) และยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทั้ งแก
รมบวกและลบ (Adinarayana et al. 2006) สารกลุ่ม isoquinoline quinones ท่ีแยกจากชั้ น ethyl 
acetate extract  ข อ ง เช้ื อ แ บ ค ที เรี ยท ะ เล   Streptomyces sp. ส ายพัน ธ์ุ  Mei37 ไ ด้ แ ก่  ส าร 
Mansouramycin A-D พบว่าสารเหล่าน้ีมีความเฉพาะเจาะจงกับเซลมะเร็งจ านวนมาก เช่น เซล
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มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม   melanoma และ prostate cancer cells (Hawas et al., 2009) และสาร 
Lucentamycins A และ B ท่ีแยกจากแอคติโนมัยซีททะเล Nocardiopsis lucentensis (strain CNR-
712) ซ่ึงแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเซลมะเร็ง HCT-116 human colon carcinoma (Cho et al., 2007) นอกจากน้ี
ยงัมีรายงานการผลิตสารท่ีแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัร่วมกบัสัตวช์นิดอ่ืน เช่น 
เช้ือแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้ าและผลิตสารท่ียบัย ั้งจุลชีพ เช่น เช้ือ Streptomyces อาศยั
อยูร่่วมกบัฟองน ้ า Callyspongia diffusa ให้ฤทธ์ิตา้นจุลินทรียท์ั้งแบคทีเรียและเช้ือรา (Gandhimathi 
et al. 2008) 
 
 
 
 
 

      Himalomycins A                 Himalomycins B  

 
 
 
 
 
              Tetracenomycin D                        Mansouramycin           Lucentamycin A  

Fehe´r et al. (2008) ไดแ้ยกสารสีกลุ่ม prodiginine-type จากแบคทีเรียทะเล 
Pseudoalteromonas rubra ซ่ึงสามารถยบัย ั้งเซลมะเร็ง SKOV-3, a human ovarian adenocarcinoma 
cell line ช่ือ 2-(p-hydroxybenzyl)prodigiosin จากการรวบรวมขอ้มูลคุณสมบติัทางชีวภาพของสาร
สีม่วง violacein ท่ีแยกไดจ้ากแบคทีเรีย Chromobacterium violaceum พบวา่สามารถยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย ยบัย ั้งเซลมะเร็ง และยบัย ั้งเช้ือไวรัส (Lichstein & Van de Sand 1945; Durân et al. 1983; 
Durân et al. 1996; May et al. 1991) นอกจากสารสีท่ีกล่าวมายงัมีการรวบรวมสารสีจากจุลินทรียท่ี์
มีศกัยภาพในการแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆท่ีน่าสนใจ ดงัแสดงในตาราง 1 (Liu & Nizet, 2009) 

 
 

 

2-(p-hydroxybenzyl)prodigiosin                   Violacein                                    Prodigiosin 
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ตารางท่ี 1 ศกัยภาพของฤทธ์ิทางชีวภาพต่างๆของรงควตัถุจากจุลินทรีย ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
 

  Pyocyanin                Melanin                              Granadaene 
 

Saurav และ Kannabiran (2012) แยกสารตา้นอนุมูลอิสระ และประเมินความเป็นพิษต่อ
เซลของสาร 5-(2,4-dimethylbenzyl) pyrrolidin-2-one (DMBPO) ซ่ึงแยกไดจ้ากเช้ือแอคติโนมยัชีท
ทะเล Streptomyces VITSVK5 spp. สายพนัธ์ุน้ีแยกไดจ้ากตวัอยา่ง ตะกอนดิน เช้ือแอคติโนมยัชีทท่ี
แยกไดแ้สดงฤทธ์ิตา้นเช้ือ Aspergillus ไดดี้ จากการสกดัและแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ bioactivity 
guided ซ่ึงสาร DMBPO แสดงความเป็นพิษต่อเซลมะเร็ง HEP 2 และ Hep G2 ท่ีค่า IC50 2.8 µg/ml 
และ 8.3 µg/ml ตามล าดบั โดยเปรียบเทียบกบั Vero cell (ท่ีค่า IC5022.6  µg/ml)   นอกจากน้ียงัแสดง
ค่า hemolytic EC50 (ความเขม้ของสารท่ีออกฤทธ์ิกระตุน้ ได ้ 50%) ท่ีมีต่อเซลเมด็เลือดแดงของ
มนุษยท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ 288 μg/ml สาร DMBPO ยงัแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH radical 
scavenging ท่ี 44.13% ท่ีความเขม้ขน้ 5 µg/ml และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระรวมทั้งหมดท่ีร้อยละ 50.10 
ระดบัความเขม้ขน้ 5 μg/ml ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ DMBPO เป็นพิษต่อ
เซลลม์ะเร็งและมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  

Revathy และคณะ (2013) ได้ศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งอนุมูลอิสระและยบัย ั้งเอนไซม์จากเช้ือ 
Streptomyces SP สายพนัธ์ุ VITMSS05 พบวา่สารสกดัมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระอยา่งมีนยัสาคญัท่ีค่า
IC50 92.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม ์alpha amylase ท่ีร้อยละ 64.1 ขณะท่ี
ขณะท่ีสามารถยบัย ั้งเอนไซม ์alpha glucosidase ท่ีร้อยละ 91.5 โดยมีค่า IC50  คือ  42.89 และ 385.97
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ไมโครกรัม /มิลลิลิตร  ตามล าดบั  ปีเดียวกนั Aizuddin et al., (2013)  ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของแอคติ
โนมยัซีท 100 สายพนัธ์ุ ซ่ึงถูกแยกจากฟองน ้ าทะเล ท่ีเก็บมาจาก Sipadan Island ในซาบาห์ แอคติ
โนมยัซีททะเลมีศกัยภาพสูงและยงัผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เน่ืองจากการปรับตวัพิเศษใน
สภาพแวดลอ้มท่ีรุนแรงในมหาสมุทรไดดี้ พบเช้ือ 22 สายพนัธ์ุ แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี 
DPPH assay โดยมีค่า IC 50ระหวา่ง 99.1 - 56.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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อปุกรณ์และวธีิกำร 
อุปกรณ์ 
 1. อุปกรณ์และเคร่ืองมือส ำหรับกำรเตรียมตัวอย่ำงแอคติโนมัยซีท 
 1.1 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Tomyseiko ประเทศญ่ีปุ่น) 
 1.2 เคร่ืองชัง่ความละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Sartorius ประเทศเยอรมนั) 
 1.3 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยแรงดนัไอน ้า   
 1.4 ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Yamato Scientific Co. Ltd., ประเทศญ่ีปุ่น) 
 1.5 ตูดู้ดควนั (Yamato Scientific Co. Ltd., ประเทศญ่ีปุ่น) 
 1.6 เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (Bio-Shaker; TAITEC ประเทศญ่ีปุ่น) 
 1.7 ขวดรูปชมพูข่นาด 250, 1,000 และ2,000 มิลลิลิตร 
 2. อุปกรณ์ส ำหรับกำรสกดัสำรสกดัหยำบ 
  2.1 เคร่ือง Ultrasonic bath บริษทั Elma ประเทศเยอรมนั 
  2.2  เคร่ืองระเหยสารแบบหมุน (rotary evaporator; BUCHI ประเทศสมาพนัธรัฐสวสิ ) 
  2.3  vial ส าหรับใส่สารสกดัหยาบ 
  2.4 ขวดกน้กลม 
.   2.5 กรวยแยก ขนาด 250, 1000  มิลลิลิตร 
 3. อุปกรณ์ส ำหรับกำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอสิระ   
 3.1 ไมโครเพลทขนาด 96 หลุม 
  3.2 micropipett ขนาด 200, 1000 และ5000 ไมโครลิตร (Biohit, ประเทศเยอรมนั) 
  3.3 เคร่ือง UV lamp (Spectroline ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 3.4 เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์แบบ UV-Vis (Analytik Jena, ประเทศเยอรมนั) 
  3.5 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสงแบบ Microtiter plate reader (Thermo Fisher  
   Scientific ประเทศฟินแลนด)์ 
 3.6 ขวดปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 3.7 โครมาโตกราฟีแบบผวิบาง(Thin-layer chromatography) 
 4. อุปกรณ์ส ำหรับกำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนจุลนิทรีย์ 
  4.1 เคร่ืองป่ันผสม โฮโมจีไนเซอร์ (homogenizer) 
  4.2 เคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer) 
 4.3 ตูป้ลอดเช้ือ (laminar air flow) 
 4.4 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยแรงดนัไอน ้า (autoclave) 
 4.5 ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (incubator) 
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 4.6 ไมโครปิเปต ขนาด 20, 200, 1000 ไมโครลิตร 
 4.7 จานเพาะเช้ือ (sterilized Petri dish) 
 4.8 antibiotic assay disc (AA disc) 
 4.9 เขม็เข่ียเช้ือ  
 4.10 แท่งแกว้คนสาร  
 4.11 แท่งแกว้สามเหล่ียมปาดเช้ือ (Spreader) 
สำรเคมีทีใ่ช้ในกำรสกดัสำรสกดัหยำบ  

1. Acetone (Rcllabscan Ltd., ประเทศไทย)  
2. n-buthanol (n-BuOH) (Rcllabscan Ltd., ประเทศไทย)  
3. chloroform (CHCl3) (Rcllabscan Ltd., ประเทศไทย)  
4. 95% ethanol & ethanol (commercial grade) (EtOH)  
5. ethyl acetate (EtOAc) (Rcllabscan Ltd., ประเทศไทย)  
6. methanol (MeOH) (Rcllabscan Ltd., ประเทศไทย)  

สำรเคมีทีใ่ช้ในกำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอสิระ DPPH และ ABTS   
1. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) (Sigma-Aldrich, ประเทศเยอรมนั)  
2. 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS) (Sigma-Aldrich, 

ประเทศเยอรมนั)  
3. L(+)-Ascorbic acid, (Riedel-de-Haen, ประเทศจีน)  
4. Potassium persulphate (Ajax Finechem, ประเทศนิวซีแลนด)์  

เช้ือแบคทเีรียและอำหำรเลีย้งเช้ือ 
1.1  เช้ือแอคติโนมยัซีท 

เช้ือแอคติโนมยัซีทไดรั้บจากโครงการวิจยัท่ี 5 จ านวนทั้งส้ิน 13 ไอโซเลต ไดแ้ก่  
- เช้ือแอคติโนมยัซีท แยกจากดินตะกอนชายฝ่ังทะเล ภาคตะวนัออก จงัหวดัชลบุรี 2 

ไอโซเลต  
- เช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน จงัหวดัชุมพร 11 ไอโซเลต  

 ตัวอย่างเช้ือแอคติโนมัยซีทถูกตรวจเอกลักษณ์โดย คุณรัตนาภรณ์  ศรีวิบูลย์ นัก 
วิทยาศาสตร์ช านาญการพิเศษ และเก็บตวัอยา่งเช้ือแอคติโนมยัซีท ไวท่ี้ห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา 
สถาบนัวทิยาศาสตร์ทางทะเล มหาวทิยาลยับูรพา 
 1.2 อาหารส าหรับเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีท 
 อาหารท่ีใชเ้ล้ียงแอคติโนมยัซีทในการศึกษาคร้ังน้ี ไดแ้ก่ yeast extract malt extract agar 
ISP2 (International Streptomyces Project2) ซ่ึงวธีิการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแสดงในภาคผนวก ก 
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   - BactoTM Agar (Bacton Dickinson and Company, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
   - BactoTMMalt Extract (Bacton Dickinson and Company,ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
   - BactoTMYeast Extract (Bacton Dickinson and Company,ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
  - Glucose (MERCK, ประเทศเยอรมนั) 

เช้ือแบคทเีรียมำตรฐำนส ำหรับทดสอบฤทธ์ิต้ำนจุลนิทรีย์ อำหำรเลีย้งเช้ือ และยำต้ำนจุลนิทรีย์ 
 เช้ือมาตรฐานท่ีน ามาใชใ้นการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ Staphylococus aureus 
TISTR No.517 และ Candida albicans TISTR 5239  
 อาหารท่ีใชเ้ล้ียงแบคทีเรียในการศึกษาคร้ังน้ี ไดแ้ก่ TSA และ TSB วธีิการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ
แสดงในภาคผนวก ก 
 ยาตา้นจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ Tetracycline 30ไมโครกรัม  Neomycin 30ไมโครกรัม 

ขั้นตอนและวธีิในกำรวจัิย  
1. กำรเพำะเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีท 

 เข่ียเช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีเก็บไวบ้นอาหารวุน้เอียงมาบ่มลงในอาหาร yeast extract malt 
extract agar - ISP2 แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-7 วนั หรือกระทัง่เช้ือ
เจริญเติมท่ี  
 2. กำรเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีทเพ่ือสกดัสำรสกดัหยำบ 
 2.1 เลือกโคโลนีเด่ียวๆของเช้ือแอคติโนมยัซีทถ่ายลงในอาหารเหลวสูตร ISP2 ปริมาตร 
250 และ 500 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 1000 และ 2000 มิลลิลิตร ตามล าดบั น าไป
เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 110 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วนั 
 2.2 ป่ันเหวี่ยงอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเร็วรอบ 1000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อแยก
เซลลอ์อกจากน ้าเล้ียง ส่วนของเซลลล์ล์า้งดว้ย Normal saline ไดต้วัอยา่ง ชัง่น ้าหนกัสดของเซลล ์
 3. กำรเตรียมตัวอย่ำงสำรสกดัหยำบ 
 3.1 น าส่วนของเซลล์มาสกดัดว้ยเมทานอลคร้ังละ 50 มิลลิลิตร ท าการ homogenize โดย
ใชเ้คร่ืองอลัตราโซนิค เป็นเวลา 30 นาที ตั้งทิ้งไว ้24 ชม .กรองเซลล์ผา่นกระดาษกรอง ท าการสกดั
ส่วนของเซลล์ซ ้ า 3 คร้ัง รวมชั้นสารละลายเมธานอล น าไประเหยตวัท าละลายออกให้เขม้ขน้ข้ึน 
ดว้ยเคร่ืองระเหยสารสุญญากาศแบบหมุน  
 3.2 จากนั้นท าการสกดัแยกส่วน (partition) ระหวา่งน ้า–เอธิลอะซิเตท อตัราส่วน 1:1 v/v) 
ท าการสกดัซ ้ า 3 คร้ัง รวมชั้นเอธิลอะซิเตทแลว้น าไประเหยแห้ง ถ่ายใส่ขวดเก็บตวัอยา่ง ท าให้แห้ง
ดว้ยแก๊สไนโตรเจน ชัง่น ้าหนกัสารสกดัหยาบท่ีได ้จะได ้สำรสกดัหยำบช้ัน EtOAc (C) 
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 3.3 น าส่วนของน ้าเล้ียงมาสกดัดว้ยเอธิลอะซิเตท อตัราส่วน 1:1 (v/v) (ท าการสกดั 3 ซ ้ า)
ตั้งทิ้งไวใ้ห้แยกชั้น รวมชั้นเอธิลอะซิเตทแลว้น าไประเหยแห้งดว้ยเคร่ืองระเหยสารถ่ายใส่ขวดเก็บ
ตวัอย่างท าให้แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน ชั่งน ้ าหนักสารสกัดหยาบท่ีได้ จะได้ สำรสกัดหยำบช้ัน 
EtOAc (M) 
 4. กำรทดสอบฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอสิระเบื้องต้นของสำรสกดัหยำบ 
 สารสกดัหยาบทั้ง 2 ชั้น ชั้น EtOAc (C)  และ EtOAc (M)  ไปตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระ การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีใชใ้นการทดสอบ มี 3 วธีิ ดงัน้ี 
 4.1 ตรวจสอบความสามารถเบ้ืองตน้สารท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่ของสารสกดัหยาบดว้ย
วธีิ Rapid TLC screening method ดว้ย DPPH radical 
 โดยท าการตรวจสอบดว้ยวธีิโครมาโทกราฟีผิวบางดว้ยระบบตวัชะ (elute) ท่ีเหมาะสม 
เช่น คลอโรฟอร์ม:เมทานอล 98:2, 95:5 หรือ 90:10 สังเกตต าแหน่งการเคล่ือนท่ีของสารบนแผน่ 
TLC ภายใตแ้สง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร จากนั้นฉีดพน่โครมาโทแกรมดว้ย
สารละลาย DPPH (0.2% ในเมธานอล) สารประกอบท่ีมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระจะ
ปรากฏเป็นจุดสีเหลืองอยูบ่นพื้นหลงัสีม่วงบนแผน่ TLC (Alessandra, et al., 2002)  
 4.2 การวเิคราะห์ฤทธ์ิก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging assay) 
  ทดสอบความสามารถในการดักจบัอนุมูล DPPH ในสารสกัดตามวิธีของ Cotelle     
et al., 1996 ดดัแปลงตามวิธีของ Fenglin (2004) โดยน าสารสกดัหยาบท่ีเจือจางในเมทานอลท่ีช่วง
ความเขม้ขน้ 3.125–400  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน ascorbic acid ท่ี 
ความเขม้ขน้ 0.781–100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเมทานอลเป็นการทดลองชุดควบคุม ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ใส่ในไมโครเพลท 96 หลุม แต่ละหลุมแยกกนัแลว้ เติมสารละลาย 0.2 มิลลิโมลาร์ 
DPPH ในเมทานอลปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้ เข้ากันในไมโครเพลท ตั้ งทิ้ งไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง ในท่ีมืดนาน 30 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีค่าความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร
ดว้ยเคร่ือง Microtiter plate reader โดยมีสารสกดัท่ีช่วงความเขม้ขน้ท่ีทดสอบของสารสกดัแต่ละ
ชนิด 100 ไมโครลิตร ผสมกบัเมทานอล 100 ไมโครลิตร เป็น blank ของสารละลายตวัอย่าง และมี
เมธานอล 100 ไมโครลิตร ผสมกบั DPPH100 ไมโครลิตร เป็น control ในแต่ละความเขม้ขน้ท า
การทดลอ ซ ้ า น าค่าท่ีวดัไดม้าค านวณหาเปอร์เซ็นต์การดกัจบัอนุมูล 3 DPPH (% DPPH radical 
scavenging) จากสมการ 
              % scavenging   = ((Absorbance control - Absorbance sample) / Absorbance control) x 100  

 จากนั้นค านวณหาค่า IC50 (ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถดกัจบัอนุมูล DPPH 

ไดท่ี้ 50 เปอร์เซ็นต)์ จากกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารสกดักบั % inhibition  
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 4.3 การวเิคราะห์ฤทธ์ิก าจดัอนุมูลอิสระ ABTS+• (ABTS radical scavenging assay) 
 ก ารท ด ส อบ ฤ ท ธ์ิ ก า จัด อ นุ มู ล อิ ส ร ะ  ABTS ท าผ่ าน  ABTS cation radical 
decolorization (ABTS+•) (Yang, et al., 2011) เตรียมสารละลาย ABTS+• โดยการผสมสารละลาย     
7 mM ABTS 2 มิลลิลิตร (ในน ้ ากลั่น) และ 140 mM potassium persulphate (K2S2O8) ในน ้ ากลั่น 
35.5 ไมโครลิตร (ซ่ึงท าให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ potassium persulphate ประมาณ 2.45 mM) 
ผสมให้เขา้กนัตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง สารละลายอนุมูล ABTS+• เม่ือ
เตรียมแล้วสามารถเก็บได้ประมาณ  7 วนัท่ีอุณหภูมิห้อง ท าการเจือจางสารละลาย ABTS+• ก่อน
น าไปใชด้ว้ยเมธานอล ใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง 0.700 ± 0.020 ท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโน
เมตร (โดยผสมสารละลายอนุมูล ABTS+• 1 มิลลิลตร กบัเมธานอล 89 มิลลิลตร)  

เตรียมสารละลายมาตรฐานของ Trolox ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.781 – 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลาย ABTS+• 100 ไมโครลิตร ผสมกบัสารสกดัแอคติโนมยัซีทหรือ
สารมาตรฐานแต่ละความเขม้ขน้ 50 ไมโครลิตร โดยใชเ้มธานอลเป็น blank ผสมใหเ้ขา้กนัตั้งทิ้งไว้
ในท่ีมืดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร ดว้ย
เคร่ือง Microtitre plate reader น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณหา % scavenging ตามสมการ ดงัน้ี 

 % scavenging = ((Absorbance control - Absorbance sample) / Absorbance control) x 100  

ความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระแสดงในรูป IC50 โดยท่ีค่า IC50 ถูกค านวณจากกราฟระหวา่ง 
% scavenging กบัความเขม้ขน้ 
 5. กำรทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งแบคทเีรีย (antimicrobial activity) 
 5.1 การทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียของสารสกดัหยาบจากส่วนของเซลล์ล์และ
น ้ าเล้ียง โดยใช้ Disc diffusion method (Lorian, 1991) ส าหรับสารกลุ่มผลิตภณัฑ์ธรรมชาติท่ีสกดั
ดว้ยตวัท าละลาย 

          - การเตรียมแบคทีเรียท่ีใชท้ดสอบ ท าการ streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มท่ีอุณหภูมิ 
35-37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และใชเ้ช้ือปริมาณ 105-107 เซลลล์ต่์อมิลลิลิตร  

          - ท าการปิเปตสารสกัดและชุดควบคุมปริมาตร 10 ไมโครลิตร แล้วหยดลงบน
กระดาษกรองท่ีปราศจากเช้ือ (paper disc) เส้นผ่านศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร การทดสอบวิธี น้ีใช้
หลกัการแพร่ของสารออกฤทธ์ิบนกระดาษกรองในปริมาณทดสอบท่ีก าหนด น าเช้ือท่ีเตรียมไวม้า
ป้ายลงบนอาหารเล้ียงเช้ือให้ทัว่ผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือทิ้งไว ้3-5 นาที น าแผน่กระดาษกรองวางบน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีจากนั้นน าจานเพาะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลล์เซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
และวดัผลการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดจ้ากการหาบริเวณยบัย ั้งเช้ือ (Inhibition zone) ท่ีเกิดข้ึนรอบๆแผ่น 
disc ในหน่วยมิลลิเมตร บนัทึกผลและวเิคราะห์ผลการทดลอง 
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6. กำรแยกสำรประกอบให้บริสุทธ์ิ 
 การแยกสารประกอบใหบ้ริสุทธ์ิของแอคติโนมยัซีท A1-3 M (ชั้นน ้าเล้ียง) 

 น าสารสกดัหยาบบางส่วนของ A1-3 M (28.4 กรัม) มาแยกสารดว้ยวธีิ Preparative 
TLC โดยใชร้ะบบตวัพา CHCl3:formic acid 1% (x2) จะไดส้ารบริสุทธ์ิของ “A1-3M/1” และ “A1-
3M/2” น าไปหาโครงสร้างสารและทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียต่อไป 

 การแยกสารประกอบใหบ้ริสุทธ์ิของแอคติโนมยัซีท CH54-5/C (ชั้นเซลล)์ 
 น าสารสกดัหยาบของ CH54-5/C (0.2886 กรัม) มาแยกสารดว้ยวธีิ  SiO2 Column 
chromatography โดยใชร้ะบบ gradient: Petroleum ether:Chloroform, CHCl3, CHCl3:acetone, 
MeOH โดยเก็บ fraction ละ 10 mL ท าการรวม fraction น าแต่ละ fraction ไปทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือ
แบคทีเรีย  
 7. กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
 การศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS โดยท าการทดสอบตวัอย่างละ 3 
คร้ัง (n=3) และหาค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (±S.D.)  
 
 
 
 
 
   
  


