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ผลการทดลองและวจิารณ์ผล  

1. ข้อมูลตัวอย่างและการสกดัสารสกดัหยาบของตัวอย่างแอคติโนมัยซีท 
 ตวัอยา่งแอคติโนมยัซีทท่ีใชใ้นการศึกษาปีท่ี 2 จ  านวนทั้งส้ิน 13 สายพนัธ์ุ ดงัแสดงใน 
ตารางท่ี 2 ไดม้าจาก 2 ส่วน ดงัน้ี  

1. เช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีแยกจากดินตะกอนชายฝ่ังทะเลภาคตะวนัออก และดินตะกอนป่า      
ชายเลนของจงัหวดัชลบุรี ระยอง และจนัทบุรี จ  านวน 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ A1-3, RY2-20, CH54-5 

2. เช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน อ าเภอเมือง จงัหวดัชุมพร ซ่ึงท าการ
เก็บตวัอยา่งช่วงเดือนเมษายน 2557 จ านวน 3 จุดเก็บตวัอยา่ง ดงัแสดงในภาพท่ี 1 เช้ือแอคติโนมยั
ซีทเล้ียงดว้ยอาหารเหลว ISP-2 จ านวนทั้งส้ิน 11 สายพนัธ์ุ  
จุดเก็บตวัอยา่งดินตะกอนป่าชายเลน จ. ชุมพร วนัท่ี 20 เมษายน 2557 แบ่งเป็น 3 จุด ดงัน้ี 

จุดเก็บท่ี 1 บริเวณบา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร (10º 29' 50.2" N และ 99º 14' 02.9" E)  
ลกัษณะเป็นพื้นทรายปนโคลน มีตน้แสมทะเลและโกงกางใบเล็ก  

จุดเก็บท่ี 2 บริเวณบา้นนาชะองั ต. นาทุ่ง อ. เมือง  จ. ชุมพร (10º 30' 22.3" N และ 99º 14' 
52.3" E)  ลกัษณะเป็นพื้นทรายปนโคลน บริเวณปากคลองออกทะเล มีตน้แสมทะเล  

จุดเก็บท่ี 3 บริเวณปากคลองอุทธยานฯหมู่เกาะทะเลชุมพร อ. เมือง  จ. ชุมพร (10º 21' 26.1" 
N และ 99º 13' 49.3" E)  ลกัษณะเป็นโคลน มีตน้โกงกางใบเล็ก 

 
 
 
 
 
   
 

 ก) ข)  
 

 
 
 
        ค) 
 
ภาพท่ี 1 แสดงต าแหน่งจุดเก็บตวัอยา่งดิน ก) จุดเก็บท่ี 1  ข) จุดเก็บท่ี 2 และ ค) จุดเก็บท่ี 3 
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 จากผลการแยกเช้ือแอคติโนมยัซีทบริเวณต าแหน่งต่างๆและท าการตรวจสอบคุณสมบติั
บางประการทางชีวเคมี รวมถึงการทดสอบฤทธ์ิตา้นจุลชีพของเช้ือท่ีแยกได ้ดว้ยเทคนิค cross streak 
จากโครงการวิจยัท่ี 5 ท าให้ไดเ้ช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีน่าสนใจจ านวน 10 ไอโซเลท นอกจากน้ียงัได้
ท าการศึกษาเช้ือแอคติโนมยัซีทท่ีแยกจากดินตะกอนชายฝ่ัง จ. ชลบุรี (A1-3) และดินป่าชายเลน
บริเวณปากแม่น ้ าพงัราด จงัหวดัระยอง (RY2-20) และดินป่าชายเลน จ. จนัทบุรี (CH54-5) ขอ้มูล
แอคติโนมยัซีทท่ีแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน 13 สายพนัธ์ุและน ้าหนกัสารสกดัหยาบ ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 2 

จากการตรวจเอกลกัษณ์ในเบ้ืองตน้ดว้ยวธีิทางชีวเคมี, colony morphology และการหา
ล าดบัเบส 16s rRNA gene พิสูจน์เอกลกัษณ์โดยคุณรัตนาภรณ์ ศรีวบูิลย ์ นกัวทิยาศาสตร์ช านาญ
การพิเศษ สถาบนัวทิยาศาสตร์ทางทะเล มหาวทิยาลยับูรพา พบวา่ 

แอคติโนมยัซีท A1-3 มีความใกลเ้คียงกบั Streptpmyces massasporeus ท่ี 99.88% 
similarity 

ส่ วนแอคติโนมัย ซีท  CH54-5 มีความใกล้ เคี ยง  Streptomyces indiaensis ท่ี  99.24 % 
similarity  

แอคติโนมยัซีท RY2-20 ผลจากการวิเคราะห์คุณสมบติัทางเคมีของผนังเซลล์ และการ
ตรวจดูลกัษณะรูปร่างของโครงสร้างของแอคติโนมยัซีท พบวา่เป็นแอคติโนมยัซีทในกลุ่ม Family 
Micromonosporaceae genus Virgisporangium  

ขณะท่ีแอคติโนมยัซีทท่ีไดจ้ากดินป่าชายเลน จ. ชุมพร พบวา่ส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่ม Family 
Micromonosporaceae และ Streptomyces จากการหาล าดบัเบส 16s rRNA gene โดยท่ีแอคติโนมยั
ซีท CP8-4A และ B พบวา่เป็น Streptomyces lannensis 100%   
 สกดัสารสกดัหยาบตวัอยา่งแอคติโนมยัซีทในส่วนของเซล (intracellular) และน ้าเล้ียง 
(extracellular) ดว้ยสารละลายเอธิลอะซิเตท เพื่อน าส่วนสกดัทั้งสองชั้นไปท าการศึกษาฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวธีิต่างๆ และฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรีย ์ 

2. การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเบื้องต้นด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบผวิบาง (TLC-DPPH) 
 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพเป็นการทดสอบเพื่อแสดงชนิดของ
สารประกอบท่ีตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีอยู่ในตวัอย่าง ซ่ึงวิธีการวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีนิยม
ไดแ้ก่ โครมาโตกราฟีแบบผิวบาง (TLC) โดยสารท่ีแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจะให้จุดสีเหลืองบน
พื้นหลังสีม่วงของสารละลาย DPPH จ านวนของสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบชั้ น  
เอธิลอะซิเตทในส่วนของเซลล์และน ้ าเล้ียงข้ึนกบั mobile phase ท่ีใช้ในการพฒันาให้เกิดการแยก
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สารบนแผ่น (development of TLC plate) ซ่ึงระบบท่ีใช้ เช่น Chloroform, Chloroform : Methanol 
98:2   
ตารางท่ี 2 ขอ้มูลตวัอยา่งแอคติโนมยัซีทและน ้าหนกัสารสกดัหยาบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2.1 การแยกสารบนแผ่น TLC ของสารสกดัหยาบจากแอคติโนมัยซีททีแ่ยกจากดินตะกอน
ภาคตะวนัออก ได้แก่ เช้ือ A1-3, CH54-5 และ RY2-20 

จากการแยกสารสกดัหยาบจากแอคติโนมยัซีท 3 สายพนัธ์ุ ท่ีแยกจากดินตะกอนภาค
ตะวนัออก ดว้ยเทคนิค TLC-DPPH พบวา่ตวัอยา่งสารสกดัของเช้ือแอคติโนมยัซีทจากชั้นน ้าเล้ียง
จะท าปฏิกิริยาตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ไดร้วดเร็วและดีกวา่ชั้นเซลล ์โดยสารสกดัจาก A1-3 M และ 
RY2-20 M หลงัจาก 30 นาที พบสารประกอบหลายตวัจากสารสกดัในชั้นน ้าเล้ียง (M) แสดงฤทธ์ิ
ในการตา้นอนุมูลอิสระเพิ่มมากข้ึน แต่พบวา่สารรงควตัถุท่ีไดจ้ากเช้ือ A1-3M  ปรากฎต าแหน่งของ
สารประกอบหลายตวัทั้งท่ีมีขั้วสูงและขั้วต ่าท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งอนุมูลอิสระ (ดงัแสดงในภาพท่ี 2) 
ขณะท่ีสารของเช้ือ CH54-5 และ RY2-20 ต าแหน่งท่ีแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งไมใ่ช่สารรงควตัถุ จึงไดท้  า
การทดสอบเชิงปริมาณวิเคราะห์ในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระต่อไป 

 

 
  

นน. เซล(g) /

รหัส สถานท่ีเกบ็ สี / ลกัษณะ cell ปริมาตร medium (ml) cell medium

CP 8-4-A ดินปากคลองอุทธยาน หมู่เกาะทะเล

ชุมพร จ.ชุมพร

สีน ้าตาลแดงสม้/ เมด็เลก็ละเอียด 28.1 / 700 173.10 54.60

CP 8-4-B ดินปากคลองอุทธยาน หมู่เกาะทะเล

ชุมพร จ.ชุมพร

สีน ้าตาลแดงสม้/ เมด็เลก็ละเอียด 13.2 / 500 11.10 105.00

CP3-1 บา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร สีน ้าตาลแดงสม้/ เมด็เลก็ละเอียด 0.2 /200 7.10 5.90

CP-PH3-2 บา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร สีสม้ /  เมด็เลก็ละเอียด 5.7 / 500 31.20 20.30

CP-PH3-8 บา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร สีสม้ /  เมด็เลก็ละเอียด 18.46 / 500 29 55.9

CP-PH3-9 บา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร สีน ้าตาลเหลือง/ เมด็เลก็ละเอียด 6.57 / 500 29.4 39.3

CP-PH3-12 บา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร สีสม้สะทอ้นแสง/ เมด็เลก็

ละเอียด

2.5 / 250 15 11.1

CP-PH3-13 บา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร สีน ้าตาลเหลือง/ เมด็เลก็ละเอียด 13.0 / 500 21.8 34

CP-PH3-22 บา้นนาทบ อ. เมือง  จ. ชุมพร สีน ้าตาลเหลือง/ เมด็เลก็ละเอียด 1.2 / 250 10.9 12.7

A 1-3 ดินชายฝ่ัง หาดวอนนภา ชลบรีุ น ้าตาลสม้/ เมด็เลก็ละเอียด 26.6 /2.75 245.80 449.28

CH 54-5 ดินป่าชายเลน จนัทบรีุ สีแดง/ เมด็เลก็ละเอียด 116.4/2500 283.60 137.00

RY2-20 ดินป่าชายเลน ระยอง สีสม้ /  เมด็เลก็ละเอียด 8.4 / 500 45.80 48.00

crude extract EtOAc (mg)
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ภาพท่ี 2 แสดงลกัษณะการแยกชนิดสารสกดัหยาบ และทดสอบฤทธ์ิดว้ยเทคนิค TLC-DPPH เช้ือภาค  
             ตะวนัออก  
             C = สารสกดัชั้นเซล; M = สารสกดัชั้นน ้าเล้ียง 
 

 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
  

2.2 การแยกสารบนแผ่น TLC ของสารสกดัหยาบจากแอคติโนมัยซีททีแ่ยกจากดินตะกอนป่า    
ชายเลน จังหวดัชุมพร 

การตรวจสอบฤทธ์ิดา้นอนุมูลอิสระเบ้ืองตน้ของสารสกดัหยาบของเช้ือแอคติโนมยัซีท 
จ านวน 10 สายพนัธ์ุท่ีแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน จ. ชุมพรดว้ยเทคนิค TLC-DPPH พบวา่
ตวัอยา่งสารสกดัของเช้ือแอคติโนมยัซีทชั้นน ้าเล้ียงแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ไดดี้กวา่ชั้น
เซลล ์ พบสารประกอบหลายตวัจากสารสกดัในชั้นน ้าเล้ียง (M) แสดงฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ
โดยเฉพาะสารสกดัจาก CP-PH3-2, CP-PH3-13, CP-PH3-8, และ CP8-4B แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระในชั้นน ้าเล้ียง (M)  ค่อนขา้งชดัเจน จากผลท่ีไดจ้ะพบวา่เช้ือแอคติโนมยัซีทจาก จ. ชุมพร ท่ี
ผลิตสารรงควตัถุท่ีเด่นชดั ไดแ้ก่ เช้ือ CP8-4A,B แต่ผลท่ีไดไ้ม่พบสารรงควตัถุท่ีก าจดัอนุมูลอิสระ  
แต่ละเช้ือสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดห้ลายชนิดทั้งท่ีมีขั้วสูงและต ่า (ดงัแสดงภาพ
ท่ี 3) โดยสังเกตจากต าแหน่งของสารประกอบท่ีออกฤทธ์ิบนแผน่ TLC จึงท าการหาค่า IC50 ของ
สารสกดัหยาบท่ีแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งอนุมูลอิสระ ความเขม้ของจุดสีเหลืองและความเร็วของการท า
ปฏิกิริยาบนแผน่ TLC ข้ึนกบัปริมาณและลกัษณะทางเคมีของสารประกอบ จลนศาสตร์ของ
ปฏิกิริยาระหวา่ง DPPH และสารออกฤทธ์ิ กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบแต่ละตวัก็
แตกต่างกนั  เช่น บางตวัเป็นพวก hydrogen donor และบางตวัอาจเป็น electron donor ในปฏิกิริยา
ของการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH เป็นกลไกพวก hydrogen donor ท่ีโดดเด่น ท าการประเมินฤทธ์ิ
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 ภาพท่ี 3 แสดงลกัษณะการแยกชนิดสารสกดัหยาบ และทดสอบฤทธ์ิดว้ยเทคนิค TLC-DPPH ของ                      
               เช้ือ จ.นครศรีธรรมราช   C = สารสกดัชั้นเซล; M = สารสกดัชั้นน ้าเล้ียง 
 

ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิท่ีต่างกนั ไดแ้ก่ DPPH และ ABTS
+ ซ่ึงความสามารถในการตา้นอนุมูล

อิสระตอ้งท าการวิเคราะห์มากกวา่หน่ึงวธีิเพื่อใหท้ราบกลไกของสารตา้นอนุมูลอิสระ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. การทดสอบเชิงปริมาณวเิคราะห์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ 

3.1 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging assay) 
 เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัในการรวมตวักบั DPPH ท่ีอยใูนรูปอนุมูลอิสระ
ท่ีเสถียรท่ีอยูใ่นสารละลาย โดย DPPH คือ อนุภาคอิสระท่ีเสถียรและสามารถรับอิเล็กตรอนได ้เม่ือ 
ไดรั้บอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลอ่ืนจะท าใหเ้ปล่ียนเป็นโมเลกุลท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระ โดย
อิเล็กตรอนท่ีไม่ไดจ้บัคู่ในโมเลกุลของอนุมูล DPPH สามารถดูดกลืนพลงังานแสงไดท่ี้ความยาว
คล่ืน 517 นาโนเมตร ท าให้มองเห็นเป็นสีม่วง และเม่ืออนุมูล DPPH ถูกรีดิวซ์โดยสารตา้นอนุมูล
อิสระท่ีมีคุณสมบติัเป็น hydrogen donor เม่ือไดรั้บอะตอมไฮโดรเจนจากโมเลกุลอ่ืน จะท าให้
เปล่ียนเป็นโมเลกุลท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระ DPPH-H ซ่ึงการสูญเสียอิเล็กตรอนดงักล่าวท าใหอ้นุมูล 
DPPH ดูดกลืนพลงังานแสงไดน้อ้ยลง สารดงักล่าวจึงเปล่ียนเป็นสีเหลือง (Brand-William et al., 
1995) ในการศึกษาไดว้เิคราะห์ความสามารถของสารสกดัในการท าใหค้วามเขม้ขน้ของ DPPH 
ลดลง 50% (IC50) โดยมีascorbic acid และ trolox เป็นตวัควบคุม 

จากผลของการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเบ้ืองตน้ดว้ยเทคนิค TLC-DPPH พบวา่สารสกดั
ของแอคติโนมยัซทท่ีแยกจากดินตะกอนป่าชายเลนทั้งของภาคตะวนัออกและจงัหวดัชุมพรท่ีแสดง
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คุณสมบัติต้านอนุ มูล อิสระ  DPPH ใน  30  น าที  ได้แ ก่  RY2-20, CP8-4B, CP-PH3-2 และ            
CP-PH3-13  

จากการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบจากเซลล์และน ้ าเล้ียงจากตวัอย่าง  
แอคติโนมัยซีทจ านวน 11 สายพันธ์ุ ได้แก่ RY2-20, CP3-1, CP8-4A, CP8-4B, CP-PH2-2, CP-
PH3-2, CP-PH3-8, CP-PH3-9, CP-PH3-12, CP-PH3-13 และ CP-PH3-22  ด้วยวิธี  DPPH radical 
scavenging assay โดยมี ascorbic acid และ  trolox เป็นสารมาตรฐาน แล้วหาค่าความเข้มข้นท่ี
สามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) โดยท าการศึกษาท่ีความเขม้ขน้ในช่วง 6.25 - 
400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบวา่สารสกดัจากแอคติโนมยัซีทออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ได้
แตกต่างกนั แสดงผลการทดลองดงัตารางท่ี 3 และภาพท่ี 4 พบวา่สารสกดัหยาบของเช้ือแอคติโนมยั
ซีทในส่วนน ้ าเล้ียง มีค่าการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH ไดดี้กวา่ในส่วนของเซลล์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
งานวิจยัของ Thenmozhi และคณะ (2010) ได้รายงานผลการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH ของเช้ือ 
Streptomyces sp. VITTK3 ว่าในชั้นเล้ียงสามารถยบัย ั้งได้ 96 เปอร์เซนต์ ขณะท่ีชั้นเซลล์ยบัย ั้งได้
เพียง 22 เปอร์เซ็นต์ โดยสารสกดัหยาบของเช้ือ CP-PH3-2 และ RY2-20 มีค่าการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 
DPPH ดีท่ีสุด ซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากบั 133.07+ 4.0 และ 158.59+24.7 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั 
นอกจากน้ีสารสกดัของแอคติโนมยัซีท CP8-4B และ CP-PH3-13 มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ใน
ระดับปานกลาง (205.55+19.4, 277+2.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ขณะท่ีสารต้านอนุมูลอิสระ
มาตรฐาน ascorbic acid และ Trolox มีค่า IC50 เท่ากบั 1.91+0.1และ 2.15+0.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ซ่ึงความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกดัหยาบชั้นน ้ าเล้ียงสามารถเรียงล าดบั
จากมากไปหานอ้ยไดด้งัน้ี 

                    CP-PH3-2> RY2-20 > CP8-4B > CP-PH3-13 >CP3-1≥ CP-PH2-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งเปอร์เซ็นตก์ารก าจดัอนุมูล DPPH กบัความเขม้ขน้สารสกดัหยาบของ
แอคติโนมยัซีทจากชั้นน ้ าเล้ียง (M)  
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ตารางท่ี 3 ความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ของสารสกดัหยาบจาก        
แอคติโนมยัซีท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3.2  ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ABTS•+(ABTS radical scavenging assay) 

เป็นวธีิการวดัความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระ ABTS•+ ซ่ึงเป็นสารสังเคราะห์สี
เขียวปนน ้าเงินสามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุดท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร จากนั้นน า ABTS•+ ท่ี
เจือจางแลว้ท าปฏิกิริยากบัสารสกดัตวัอยา่งและตั้งทิ้งไว ้ เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาสามารถหาความเป็น
สารตา้นอนุมูลอิสระของสารตวัอยา่งได ้ จากการค านวณสีท่ีจางลงของการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 
ABTS•+ โดยเทียบกบัสารมาตรฐาน trolox หรือ ascorbic acid ขอ้ดีของวธีิการน้ีคือ ABTS•+ละลาย
ไดดี้ในน ้าและตวัท าละลายอินทรีย ์ จึงท าปฏิกิริยาไดอ้ยา่งรวดเร็วและท าปฏิกิริยาไดดี้ในช่วง pH 
กวา้งส่วนขอ้เสียคือ ABTS•+ ไม่เป็นสารธรรมชาติท่ีพบในร่างกายหรือในเซลลข์องส่ิงมีชีวติและ
ตอ้งมีการท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนก่อนถึงจะเกิดเป็นอนุมูลอิสระ 

จากการศึกษาความสามารถการก าจดัอนุมูลอิสระ ABTS+• ของสารสกดัหยาบจากแอคติโน
มยัซีท พบวา่แอคติโนมยัซีทเกือบทุกสายพนัธ์ุท่ีแสดงฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูลอิสระ ABTS+• ได้
แตกต่างกนั ยกเวน้สารสกดัของเช้ือ CP8-4A และ B โดยท่ีสารสกดัจากชั้นน ้าเล้ียงสามารถก าจดั

cell medium cell medium

CP 3-1 202.47+36.1 203.94 + 8.7 >400 393.3+7.2

CP-PH2-2 392.13+23.5 110.33+9.1 >400 393.3+7.2

CP-PH3-2 >400 63.3+6.9 >400 133.07+4.0

CP-PH3-8 305.5+23.7 116.8+7.1 >401 >400

CP-PH3-9 >400 248.72+10.4 >400 >400

CP-PH3-12 147.47+26.9 177.46+14.4 >400 >400

CP-PH3-13 64.04+3.3 55.21+1.3 >400 277+2.8

CP-PH3-22 79.63+4.7 74.04+2.1 >400 >400

CP8-4 A >400 >400 >400 >400

CP8-4 B >400 413.88+35.8 >400 205.55+19.4

RY2-20 >400 66.12+5.4 >400 158.59+24.7

Trolox

ascorbic acid

Sample 
% IC50 ABTS scavenging

2.19+0.06

% IC50 DPPH scavenging

2.15+0.2

1.91+0.13.15+0.1
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อนุมูลอิสระ ABTS ไดดี้กวา่ โดยพบวา่ในชั้นน ้าเล้ียงเช้ือ CP-PH3-13, CP-PH3-2, RY2-20 และ 
CP-PH3-22 มีฤทธ์ิก าจดัอนุมูล ABTS+• ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 55.21+1.3, 63.3+6.9, 
66.12+5.4 และ 74.04+2.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั ขณะท่ีสารสกดัจากชั้นเซลล ์CP-PH3-
13, CP-PH3-22 แสดงฤทธ์ิก าจดัอนุมูล ABTS+• ไดดี้ท่ีสุดมีค่า IC50 เท่ากบั 64.04+3.3 และ 
79.63+4.7 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั จากการทดลองค่า IC50 ของสารมาตรฐาน ascorbic acid 
คือ 3.15+0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารมาตรฐาน Trolox มีค่า IC50 คือ 2.19+0.06 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 3 และภาพท่ี 5 และ  6 ความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระABTS+• 
ของสารสกดัหยาบชั้นเซลลแ์ละชั้นน ้าเล้ียง 

 
 

 

 

 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 5 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเปอร์เซ็นตก์ารก าจดัอนุมูล ABTS กบัความเขม้ขน้สาร
สกดัหยาบของแอคติโนมยัซีทจากชั้นเซลล ์(C)  
 

ความสามารถในการรีดิวซ์อนุมูลอิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระประกอบดว้ย 2 กลไกหลกั 
ไดแ้ก่ single electron transfer (SET) และ hydrogen atom transfer (HAT) ซ่ึงวธีิวเิคราะห์
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกดงักล่าว ไดแ้ก่ วธีิ ABTS, DPPH และ 
FRAP กลไกการถ่ายทอดอิเลคตรอน (ET) เป็นการเปล่ียนสีเม่ือสารอนุมูลอิสระถูกรีดิวซ์ โดยท่ีสีท่ี
เปล่ียนไปสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของสารออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่งท่ีทดสอ นอกจากน้ี
ฤทธ์ิในการก าจดัอนุมูล DPPH จะแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีทดสอบ ส าหรับกลไก
การตา้นอนุมูลอิสระ DPPH คือ อิเล็กตรอนท่ีไม่ไดจ้บัคู่ในโมเลกุลของอนุมูลอิสระ DPPH ดูดกลืน
พลงังานแสงท าใหม้องเห็นเป็นสีม่วงเม่ืออนุมูลอิสระ DPPH ถูกรีดิวซ์ โดยสารตา้นอนุมูลอิสระซ่ึง
มีคุณสมบติัเป็น hydrogen donor จะเปล่ียนเป็นสารสีเหลือง DPPH-H ซ่ึงการสูญเสียอิเล็กตรอน
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ดงักล่าวจะท าใหอ้นุมูลอิสระ DPPH สามารถดูดกลืนพลงังานแสงไดน้อ้ยลง (ปิยาภทัร, 2549, 
William et al., 1995) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเปอร์เซ็นตก์ารก าจดัอนุมูล ABTS กบัความเขม้ขน้สาร
สกดัหยาบของแอคติโนมยัซีทจากชั้นน ้าเล้ียง (M)  
 

จากทดลองพบว่าสารสกัดหยาบท่ีมีค่าการดักจบัอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุดของทั้ งสองการ
ทดลอง (DPPH และ ABTS) ได้แก่ สายพันธ์ุ CP-PH3-2 M, CP-PH3-13 M และ RY2-20 M สาร
สกดัหยาบทุกสายพนัธ์ุมีค่าการดกัจบัอนุมูลอิสระสูงกวา่สารมาตรฐานแอสคอร์บิก ผลดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3 นั่นแสดงว่าสารสกดัของเช้ือ CP-PH3-2 M, CP-PH3-13 M และ RY2-20 M มีสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีคุณสมบติัในการให้ไฮโดรเจนอะตอมท่ีดี ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของสารประกอบท่ีแยกไดจ้ากเช้ือ Streptomyces sp. ในหลายรายงานพบวา่
มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีรุนแรง เช่น สาร 2-allyloxyphenol ท่ีแยกจากเช้ือ Streptomyces sp. MS1/7 
(Arumugam และคณะ, 2012, Revathy และคณะ, 2013, Zhong และคณะ, 2011) เน่ืองจากอนุมูล
อิสระ DPPH• มีความคงตวัไม่ไวต่อปฏิกิริยา ดงันั้นวิธีน้ีจึงไม่สามารถล าดบัหรือจดัอนัดบัความไว
ของอนุมูลได้ วิธี DPPH เป็นวิธท่ีเก่ียวข้องกับขั้นตอนการให้ไฮโดรเจนอะตอม ประกอบกับ
โครงสร้างทางเคมีของ DPPH• ท่ีประกอบด้วยวงเบนซีน 3 วง จะไปบดบงัอิเลคตรอนเด่ียวของ
อนุมูลอิสระและหมู่ไนโตรเจนท าให้สารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิรุนแรงแต่อาจจะมีขนาด
โครงสร้างทางเคมีใหญ่บางสารไม่สามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยาขจดัอนุมูลอิสระไดห้รือเกิดปฏิกิริยา
ช้ากว่าความเป็นจริง จากขอ้มูลท่ีได้ TLC-DPPH ท าให้ทราบว่าเช้ือ CP-PH3-2 M, CP-PH3-13 M 
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และ RY2-20 M แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีดี แต่สารท่ีแสดงฤทธ์ิของทั้ง 3 สายพนัธ์ุไม่ใช้สาร
รงควตัถุจึงไม่ไดท้  าการคน้หาสารออกฤทธ์ิ  

ส าหรับการทดสอบดว้ยวธีิ ABTS+• radical scavenging assay เป็นวธีิการวเิคราะห์
ความสามารถของสารสกดัในการตา้นออกซิเดชนัโดยใชส้ารคงตวั ABTS (2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) ท าปฏิกิริยาออกซิเดชนัท าให้เกิดสีกบัสาร
โพแทสเซียมเพอร์ซลัเฟต ซ่ึงออกซิไดซ์ ABTS ใหเ้ป็นอนุมูลอิสระ ABTS•+ เกิดเป็นสารละลายสี
น ้าเงินเขียว จากนั้นสารตา้นอนุมูลอิสระจะรีดิวซ์ ABTS•+ ใหก้ลบัเป็น ABTS ท าใหเ้กิดสีนอ้ยลง
หรือไม่เกิดสีเลย โดยมี trolox เป็นสารมาตรฐาน จากการทดลองพบวา่สารสกดัจากแอคติโนมยัซีท
ชั้นน ้าเล้ียงและชั้นเซลลอ์อกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ABTS ไดดี้กวา่ การออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
DPPH ซ่ึงอาจมาจากการละลายของสารสกดัไดดี้ข้ึนจึงเขา้ท าปฏิกิริยาไดม้ากข้ึน โดยพบวา่สารสกดั
หยาบแอคติโนมยัซีทจากชั้นน ้าเล้ียงและเซลล ์CP-PH3-13 มีค่าการก าจดัอนุมูล ABTS+• ดีท่ีสุดซ่ึง
มีค่า IC50 เท่ากบั 55.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามดว้ยสารสกดัจากเช้ือ CP-PH3-2 > RY2-20 > 
CP-PH3-22 >….  (ตารางท่ี 3) สารสกดัหยาบทุกสายพนัธ์ุมีประสิทธิภาพการดกัจบัอนุมูลอิสระต ่า
กวา่สารมาตรฐาน trolox (IC50 เท่ากบั 2.19 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ผลการทดลองแสดงวา่สาร
สกดัจากเช้ือ CP-PH3-13, CP-PH3-2, RY2-20 และ CP-PH3-22 มีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมี
ความสามารถในการใหอิ้เลคตรอนไดเ้ป็นอยา่งดี  

จากผลความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระทั้งวธีิ (DPPH และ ABTS) ท าใหท้ราบวา่สาร 
สกดัจากเช้ือ CP-PH3-2, RY2-20 และ CP-PH3-13 มีความสามารถก าจดัอนุมูลอิสระ โดยมี
คุณสมบติัเป็นผูใ้ห้อิเลคตรอนท่ีดี  

4. การทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ของสารสกดัหยาบ 
    การตรวจสอบฤทธ์ิยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียโดยใช้วธีิ cross streak และ disc diffusion       
              จากการศึกษาฤทธ์ิตา้นจุลินทรียเ์บ้ืองตน้ของแอคติโนมยัซีททั้งหมดจากชั้นน ้ าเล้ียง ด้วย
เทคนิค cross streak  พบว่าเช้ือ CP8-4A และ CP8-4 B จาก จ. ชุมพร และ A1-3 และ CH54-5 ท่ี
แสดงคุณสมบัติในการย ับย ั้ งเช้ือ Staphylococcus aureus  และ  Candida albicans   จึงท าการ
ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดั ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียด์ว้ยวิธี  disc diffusion 
บนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA ซ่ึงพบวา่สารสกดัจากเช้ือ A1-3 และ CH54-5 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
ทั้ ง เช้ือ Staphylococcus aureus  และ  Candida albicans  ได้ดีโดยสังเกตจากการพบบริเวณการ
ยบัย ั้งไดอ้ยา่งชดัเจน (ภาพท่ี 7) และใหค้่าเฉล่ียบริเวณยบัย ั้งของเช้ือทั้ง 2 ชนิด ในตารางท่ี 4 จากผล
การทดลองพบวา่ CH54-5  สามารถยบัย ั้งเช้ือทั้ง 2 ชนิดไดดี้ท่ีสุด มีค่าเฉล่ียบริเวณยบัย ั้งมีค่าเท่ากบั 
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19.25 และ 19.64 มม . ขณะท่ี   A1-3 ส ามารถย ับย ั้ ง เช้ื อ  Staphylococcus aureus  ได้ดี  โดย
เปรียบเทียบกบั Positive control ท่ีเป็นยาปฏิชีวนะ คือ Novobiocin และ Pennicillin  

 

 

 

 

 

 

                               ( ก)                                                                                (ข) 

 

 

 

 

 

                               (ค)                                                                                 (ง) 
ภาพท่ี 7 บริเวณยบัย ั้งของสารสกัดจากแอคติโนมัยซีท ต่อเช้ือ (ก)  Candida albicans  และ (ข) 
Staphylococcus aureus (ค)  NV คือ Novobiocin และ (ง) P คือ Penicillin เป็น positive control 

 
 จากผลการยบัย ั้งเช้ือของเช้ือ A1-3 และ CH54-5 ซ่ึงไดต้รวจเอกลกัษณ์วา่เป็น Streptpmyces 
massasporeus และ Streptomyces indiaensis ท่ีผ่านมามีการคน้พบสารปฏิชีวนะจ านวนมาก ท่ีผลิต
โดยเช้ือกลุ่ม Streptomyces ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Boudemagh และคณะ (2005) แยกแอคติโนมยัซีท 27 
สายพนัธ์ุจากดิน โดยพบวา่มีฤทธ์ิตา้นเช้ือรา Candida albicans นอกจากน้ีในปี ค.ศ. 2005 Macherla 
และคณะ แยกสาร glaciapyrroles A, B และ C จากเช้ือ Streptomyces (NPSOO 8187) ท่ีแยกจากดิน
ตะกอน ซ่ึงสารเหล่าน้ีแสดงฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรีย มีการแยกสาร Tunicamycin ซ่ึงเป็นสาร
ปฏิชีวนะท่ีแยกไดจ้าก Streptomyces strain No. T-4 มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือมากมาย ไดแ้ก่ Staphylococcus 
aureus, Micrococcus lutea, Bacillus subtilis, B. pumilus, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Aspergillus flavus (Atta, 

NV30 

P10 
NV30 

P10 
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2015) จากผลพบว่าค่า inhibition zone ของสารสกดั A1-3 และ CH54-5 มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งท่ีดีเม่ือ
เทียบกบัยามาตรฐาน จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะน าไปท าการแยกสารประกอบปฏิชีวนะต่อไป 
 
ตารางท่ี 4 ผลการยบัย ั้งเช้ือมาตรฐานของสารสกดัเช้ือแอคติโนมยัซีท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. การแยกสารประกอบให้บริสุทธ์ิของแอคติโนมัยซีท  
 5.1 เช้ือแอคติโนมยัซีท A1-3 M 
 จากผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือ Staphylococcus aureus  และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจึงท า
การแยกหาสารออกฤทธ์ิชีวภาพของ A1-3 ดว้ยวธีิทางเคมี โดยใชเ้ทคนิคโครมาโตรกราฟฟี พร้อม

S. aureus C. albicans S. aureus C. albicans

CP 3-1 - - - -

CP-PH2-2 - - - -

CP-PH3-2 - - - -

CP-PH3-8 - - - -

CP-PH3-9 - - - -

CP-PH3-12 - - - -

CP-PH3-13 - - - -

CP-PH3-22 - - - -

CP8-4 A + + NT NT

CP8-4 B + + NT NT

RY2-20 - - - -

A1-3 + + 13.75 7.07

CH54-5 + + 19.25 19.64

NV30 33 22

P10 36.1 3.14

ค่าเฉลี่ยเส้นผ่าศูนย์กลาง

บริเวณยับยั้งของเช้ือทีใ่ช้

ทดสอบ (มม.)

Actinomycetes /

 ยามาตรฐาน

ผลการยับยั้งเช้ือทดสอบ
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กบัการท า bioassay guidance หรือ autobiography   ของสารประกอบดงัแสดงในภาพท่ี 8 จะพบวา่
ท่ีต าแหน่งสารสีแดงเกิดการยบัย ั้งเช้ือทั้ง 2 ชนิด จึงท าการแยกสารรงควตัถุ ท่ีเป็นสารปฏิชีวนะ โดย 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                                                (ข)  

ภาพท่ี 8 แสดงต าแหน่งของสารออกฤทธ์ิชีวภาพดว้ยวธีิ autobiography (ก) เช้ือ C. albicans (ข) เช้ือ 
S. aureus 
 

วธีิ Preparative Thin Layer Chromatography (PTLC) จะไดส้ารบริสุทธ์ิ A1-3M/1  สีแดงมีฤทธ์ิตา้น
เช้ือ S. aureus (ดงัแสดงภาพท่ี 9) น าไปหาโครงสร้างและน ้าหนกัโมเลกุลดว้ยเทคนิคสเปคโตรสโค
ปี (ดงัภาพท่ี 10 และ 11) ซ่ึงขอ้มูลยงัอยูใ่นขั้นตอนการแปลโครงสร้าง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    ภาพท่ี 9 แสดงต าแหน่งการแยกของสารประกอบบนแผน่ TLC 
 

A1-3M/1 
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ภาพท่ี 10 1H-NMR ของสารประกอบ A1-3M/1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11 13C-NMR ของสารประกอบ A1-3M/1 
 
  


