
 

 

บทคดัย่อ 

 

พื้นผิวโลกมากกวา่ร้อยละ 70 ถูกปกคลุมดว้ยทะเลดงันั้นผลิตภณัฑ์ธรรมชาติจากจุลินทรียท์ะเลจึงป็น

แหล่งท่ีใหญ่ท่ีสุด  งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อตรวจหาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียทดสอบโดยแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บั

ฟองนํ้าในทะเลไทย ซ่ึงจะเป็นแหล่งใหม่ของสารออกฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย จากการคดัแยกแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยั

อยูก่บัฟองนํ้ าจาํนวน 33 ตวัอยา่ง ท่ีเก็บมาจากบริเวณชายฝ่ังหมู่เกาะเต่า จงัหวดัสุราษฏร์ธานี สามารถคดัแยก

แบคทีเรียทะเลได ้197 สายพนัธ์ุ  พบแบคทีเรียอาศยัอยูใ่นฟองนํ้ าแต่ละตวัอยา่งมีปริมาณแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนั

โดยพบจาํนวนนอ้ยท่ีสุดใน ฟองนํ้าครกสีม่วง  TAO-E-02, Xestospongia  testudinaria จาํนวน 2.0 x 103 โคโลนี

ต่อกรัม และมากท่ีสุดฟองนํ้าท่อพุม่สีแดง TAO-G-08  Oceanapia  sagittaria  จาํนวน 8.66 x 106 โคโลนีต่อกรัม 

จากการตรวจสอบฤทธ์ิการตา้นแบคทีเรียทดสอบโดยแบคทีเรียทะเลจาํนวน 197  สายพนัธ์ุ  โดยตรวจสอบฤทธ์ิ

ในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ Bacillus  subtilis, Staphylococcus  aureus  และแกรมลบ 

ไดแ้ก่  Psedomonas  aeruginosa,    Vibrio  alginoliticus  และ  Escherichia  coli พบวา่มีแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยั

อยูก่บัฟองนํ้า 21  สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ10.6 ท่ีแสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีทดสอบ ไดแ้ก่ 

B. subtilis,  S.  aureus,   P. aeruginosa และ  E. coli  แต่ไม่มีแบคทีเรียทะเลใดสามารถยบัย ั้ง V. alginoliticus   

โดยในจาํนวนน้ีมี  3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ T55 H 1-6, T55 J 2-7, และ  T55 J 2-6 ท่ีแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย

ท ด ส อ บ ไ ด้ ดี ท่ี สุ ด ทั้ ง แ บ ค ที เ รี ย แ ก ร ม บ ว ก แ ล ะ แ ก ร ม ล บ  แ ล ะ ส า ม า ร ถ จํา แ น ก ช นิ ด ไ ด้ เ ป็ น ส กุ ล 

Pseudoalteromonas spp. และ  Pseudomonas sp. ตามลาํดบั  เม่ือนาํสายพนัธ์ุท่ีแสดงฤทธ์ิทั้ง 21 สายพนัธ์ุ 

มาทาํการเพาะเล้ียงและสกดัสารแยกออกเป็นส่วนของนํ้าเล้ียงสกดัดว้ยตวัทาํละลายเอทิลอะซิเตท และส่วนของ

เซลล์สกดัด้วยสารละลายผสมเมทานอลและคลอโรฟอร์ม (อตัราส่วน 2:1) และระเหยแห้งดว้ย Rotary 

Evaporator จนไดส้ารสกดัหยาบทั้งสองส่วน จากนั้นนาํไปทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียซํ้ าดว้ยวิธี Disc 

Diffusion  Agar  Assay พบวา่สารสกดัหยาบของแบคทีเรียทะเลน้ีมีเพียง 11 สายพนัธ์ุท่ียงัคงมีประสิทธิภาพใน

การยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบไดแ้ก่ B. subtilis, S. aureus และ V. alginoliticus  แต่มีสารสกดัหยาบของ

แบคทีเรียทะเล 10 ตวัอยา่งสูญเสียความสามารถในการยบัย ั้ง E. coli   
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Abstract 
 

More than 70% of the Earth’s surface cover with the seas, marine derived microbial natural 
products have been largest and many unique microorganisms, which produce biological active 
compounds to adapt to particular environmental conditions. For examples, antibiotics are 
secondary metabolites of biosynthetic pathways in microorganisms. The aim of this study was to 
screening of antibacterial activity from sponge-associated bacteria. A total of 197 isolates from 
33 sponges collected from northern to western coast of Tao Island, Suratthani Province were 
screened for antibacterial  activity using disc diffusion agar assay. The result showed that 21 
isolated bacteria(about 10.6%) exhibited antagonistic activity  against the test bacteria, gram 
positive bacteria, Bacillus  subtilis, Staphylococcus aureus and gram negative bacteria,  Vibrio 
alginolyticus  and/or  Escherichia coli. Among them, 3 isolates, T55 H 1-6, T55 J 2-7, and T55 J 
2-6 showed high antibacterial activity against to all test gram positive- and gram negative 
bacteria. These isolates were identified as Pseudoalteromonas spp. and Pseudomonas sp. 
respectively.   In further study, culture supernatant and cell pellets were extracted with ethyl  
acetate  and mix  solvents  of methanol and  chloroform (ratio 2:1) then both extracted fractions 
were evaporated by  Rotary vacuum evaporator. Only ethyl acetate extracts indicated the high 
potential antibacterial activity from confirmed assay against test bacteria, B. subtilis, S. aureus 
and V. alginolyticus.  The results obtained in this study suggest that sponge-associated bacteria 
may be an interesting source for discovery of antibacterial agents.  
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การศึกษาบทบาทศกัยภาพของจุลชีพ /แบคทีเรียทะเลท่ีสาํคญัต่อระบบเวศน์ในทะเล ในการผลิตสารเม

ตาบอไลต ์ ไดก้ลายเป็นหวัขอ้การวจิยัใหม่ท่ีสาํคญัในปัจจุบนั(Faulkner, 2000) มีการคน้ควา้วจิยัหลาย ๆ  

โครงการคน้พบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหรือสารปรกอบเคมีท่ีน่าสนใจเพิ่มจาํนวนมากข้ึนเร่ือย ๆ (Barsby et 

al., 2001; Chelossi et al., 2004.; Hardt et al., 2000) โดยส่วนใหญ่ความสนใจจะมุ่งเนน้ท่ีการวจิยัจุลินทรียท์ั้ง

จากตะกอนดินบริเวณชายฝ่ังและทะเลลึก แบคทีเรียทะเลสามารถผลิตสารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียและ/

หรือสารยบัย ั้งการลงเกาะของเพรียง antifouling(Holmstrom and Kjelleberg, 1999; De Rosa et al., 2000; Egan 

et al., 2000; Dechsakulwaatana et al, 2002) ซ่ึง Wilkinson (1978) ทั้งสารเคมีและ/หรือทางกายภาพภายใน

ฟองนํ้าท่ีเก่ียวขอ้งกบัมวลชีวภาพของจุลินทรรียม์ากถึง 40 % (Vacelet, 1975; Wilkinson, 1978 a;b; Berthold, et 

al., 1982) 

 จากการท่ีจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูร่่วมกนั บางพวกอยูอ่ยา่งเสริมกนั( Benevolent interaction) ขณะท่ี   บาง

พวกอาจอยูอ่ยา่งต่อตา้นกนั(Antagonistic interaction) ส่วนอีกหลายๆ พวกอยูอ่ยา่งอิสระไม่เก่ียวขอ้งกนั  การท่ี

จุลินทรียบ์างอยา่งสามารถสร้างสารท่ีตา้นการเจริญของจุลินทรียพ์วกอ่ืนๆได ้ จะใชผ้ลิตภณัฑท่ี์เกิดจากการแตก

ของเซลลท่ี์ตายแลว้สาํหรับใชใ้นการรอดชีวิต (Gauthier and Flatau 1976) 

 ปัญหาสาํคญัของนกัเคมีผลิตภณัฑธ์รรมชาติจากทะเลท่ีไม่อาจปฏิบติัไดก้็คือปริมาณของเมตาบอไลต์

จากสัตวท์ะเลเช่น ฟองนํ้า  ท่ีจะตอบสนองต่อการพฒันาทางเภสัชกรรม  การเก็บเก่ียวจากธรรมชาติ ดูเหมือนจะ

สวนทางกบัการอนุรักษค์วามหลากหลายทางชีวภาพในโลกปัจจุบนั การเพาะเล้ียงฟองนํ้ายงัคงประสบความสาํเร็จ

นอ้ย  ในขณะเดียวกนัความพยายามท่ีจะแสวงหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูร่่วมกบัฟองนํ้า  

เพื่อผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัช ซ่ึงสามารถทดแทนแหล่งใหม่ได ้ และสามารถรักษาประชากรของฟองนํ้าใน

ธรรมชาติไวไ้ด ้อีกทั้งในอนาคตความกา้วหนา้ทาง พนัธุวศิวกรรมของ นาโนเทคโนโลยชีีวภาพ

(Nanobiotechnology) จะสามารถช่วยใหท้ราบถึง  DNA  ท่ีเป็นตวัรหสัสาํคญัในการสังเคราะห์ทางชีวภาพ 

สามารถนาํส่วนของยนีส์นั้นถ่ายสู่   DNA   ของ Escherichia  coli  หรือแบคทีเรียอ่ืนๆ ได ้ และสร้างแบคทีเรียท่ี

สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  ดงันั้นจึงมีความจาํเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้งศึกษาและคน้หากลไกของ

จุลินทรียใ์นการสร้าง สารออกฤทธ์ิชีวภาพของฟองนํ้า  และนาํไปสู่การโคลนน่ิง  DNA  ต่อไป  (Faulkner, et 

al.,2000) 

 ต่อมา Stierle และ คณะ(1988) ไดท้าํการทดสอบพิสูจน์ใหเ้ห็นวา่สารประกอบเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ี

แยกไดจ้ากสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัในทะเลนั้น ในความเป็นจริงนั้นสารประกอบเหล่านั้นผลิตข้ึนมาโดย

แบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัสัตวน์ั้นๆ ซ่ึงสามารถแยกสาร diketopiperazines (DKP’s) โครงสร้างท่ี 1-3 จาก

แบคทีเรียกรัมบวก รูปกลม Micrococcus sp. ท่ีคดัแยกจากฟองนํ้า Tedania ignis เช่นกนั ซ่ึงต่อมา Bultel-Ponce 

และคณะ (1998) ไดท้าํการวิจยัเพิ่มเติมแสดงใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของแบคทีเรียสกุลเดียวกนั แต่ต่างชนิด 

Micrococcus luteus ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากฟองนํ้าต่างชนิด Xestospongia sp.  สามารถสร้างสารยบัย ั้งจุลินทรีย์
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เช่นเดียวกบัสารสังเคราะห์ท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัก่อนหนา้น้ี 2,4,4’-trichloro-2’-hydroxydiphenylether และยงัพบสาร

ยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดใหม่ท่ีเป็นสารสาํคญัท่ีผลิตไดคื้อ acyl-l-(acyl-6’-mannobiosyl)-3-glycerol 

 มนุษยส์ามารถท่ีจะนาํปรากฏการณ์น้ีมาใชป้ระโยชน์  สารปฏิชีวนะท่ีจุลินทรียผ์ลิตข้ึนในช่วงท่ีเร่ิมหยดุ

การเจริญจะมีประโยชน์  เพราะยบัย ั้งการสร้างโมเลกุลขนาดใหญ่บางชนิดในเซลลไ์ด ้ จึงช่วยรักษาพลงังานส่วน

หน่ึงไว ้ นอกจากน้ีถา้อยูร่่วมกบัจุลินทรียอ่ื์นในสภาวะแวดลอ้มท่ีตอ้งแก่งแยง่อาหาร  สารท่ีสร้างข้ึนน้ีจะช่วย

ยบัย ั้งหรือทาํลายจุลินทรียท่ี์อยูร่อบขา้งบางชนิดลงได ้ ประโยชน์ของยาปฏิชีวนะท่ีดดัแปลงมาจากสารเมตา

บอไลทท่ี์จุลินทรียบ์างชนิดผลิตข้ึนนั้น  จะมีอาการแพย้าหรือเป็นอนัตรายต่อมนุษยน์อ้ยมาก  สารเมตาบอไลท์

เหล่าน้ีมีประโยชน์ในดา้นต่างๆมากมายทั้งดา้นอุปโภค  บริโภค  และอุตสาหกรรม  โดยเฉพาะอยา่งยิง่ทางดา้น

การแพทยอ์าจใชรั้กษาโรคติดเช้ือ  หรือรักษาโรคอ่ืน  เช่น  เพื่อรักษาโรคมะเร็ง  หรือใชใ้นงานวจิยัเพราะมีพิษสูง

เกินกวา่ท่ีจะใชใ้นร่างกาย (มาลิน, 2540) ในการผลิตยาปฏิชีวนะท่ีจะนาํมาใชไ้ดน้ั้น  จาํเป็นตอ้งมีคุณสมบติั

หลายประการ เช่น  ไม่ควรมีพิษ  ไม่ตกตะกอนโปรตีนในซีร่ัม  ไม่ทาํใหเ้มด็เลือดแดงแตกตวั  ไม่ควรมีฤทธ์ิ

ขา้งเคียงหรือมีนอ้ยท่ีสุด  ในปัจจุบนัยงัไม่มียาปฏิชีวนะใดท่ีมีคุณสมบติัดีทุกดา้น  ทาํใหง้านการคน้หาตวัยาใหม่ๆ 

ยงัมีความจาํเป็น  อยา่งไรก็ตามการผลิตยาปฏิชีวนะจากจุลินทรียมี์ขอ้ดี คือ  1.  สามารถปรับปรุงสายพนัธ์ุ

จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการผลิตให้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตได ้ 2.  สามารถปรับปรุงสภาแวดลอ้มในการเจริญ

ของจุลินทรีย ์ 3.  สามารถปรับปรุงและควบคุมสภาวะในการผลิตสารของ    จุลินทรีย ์ เป็นตน้ (มาลิน, 2540)  

 จากการคน้ควา้จึงจาํเป็นตอ้งมีการศึกษาบทบาทของแบคทีเรียท่ีผลิตสารปฏิชีวนะท่ีแยกไดจ้ากส่ิงมีชีวติท่ี

ไม่มีกระดูกสันหลงัในทะเล และคุณประโยชน์ทางการแพทยข์องสารท่ีต่อตา้นจุลินทรียท่ี์ผลิตโดย แบคทีเรียท่ี

อาศยัอยูก่บัฟองนํ้าตลอดจนแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ท่ีอาศยัอยูใ่นทะเลเพื่อใชใ้นการพฒันาปรับปรุงป็นยารักษาโรค

ในชั้นสูงต่อไป 

 การศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ และผลิตภณัฑเ์สริมอาหารในประเทศไทยยงัมีอยูน่อ้ยมากทั้งท่ี

ประเทศไทยเป็นแหล่งทรัพยากรทางทะเลท่ีอุดมสมบูรณ์และนกัวจิยัชาวต่างชาติพยายามท่ีจะเขา้มาทาํการศึกษา

วจิยัในรูปแบบต่างๆ ถึงแมว้า่จะเร่ิมมีหน่วยงานอ่ืนท่ีศึกษาในเร่ืองน้ีอยูบ่า้งแต่จากผลการศึกษาเบ้ืองตน้ของ Kijjoa 

et al. (2002, 2007) และชุติวรรณและคณะ(2541)พบวา่ฟองนํ้าชนิดเดียวกนัท่ีเก็บในประเทศไทยสถานท่ีเดียวกนั

แต่แตกต่างช่วงเวลา จะใหส้ารประกอบและแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนั ดงันั้นจึงควรท่ีจะสนบัสนุนการศึกษาวจิยัดา้น

ผลิตภณัฑธ์รรมชาติจากทะเลใหม้ากยิง่ข้ึน และช่วยกนัศึกษาวจิยัหลายๆหน่วยงานเพื่อเสริมสร้างความเขม้แขง็

ศกัยภาพในการแข่งขนัของประเทศและส่งเสริมใหป้ระเทศไทยไดพ้ึ่งพาตนเองในดา้นอุตสาหกรรมยาและ

ผลิตภณัฑเ์คมีไดม้ากข้ึนและเร็วยิง่ข้ึนทนัต่อการพฒันาประเทศในอนาคตอนัใกลน้ี้ 

 

 

 

 

วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
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1 เพื่อคดัแยกและตรวจหาสารสกดัหยาบจากจุลชีพท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองนํ้า ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ

เจริญของจุลินทรียท์ดสอบ (antimicrobial activity)  

2 เพื่อศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive metabolites) สารตา้นอนุมูลอิสระ โดยสารสกดัจากแบคทีเรีย

ท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้าบางชนิดท่ีพบบริเวณชายฝ่ังทะเล  

3 เพื่อศึกษาสารประกอบของแบคทีเรียในฟองนํ้าท่ีแสดงผลในการยบัย ั้ง เพื่อเป็นแนวทางในการ

พฒันาสังเคราะห์ หรือสารตั้งตน้ตวัยาใหม่ 

4 เพื่อศึกษาถึงความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียและจุลชีพท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า 

5 เพื่อถ่ายทอดความรู้ในการศึกษาผลิตภณัฑธ์รรมชาติจากทะเล 

ขอบเขตของโครงการวจัิย 

- จากการดาํเนินการวจิยัระยะท่ี 1 ท่ีผา่นมา พบถึงศกัยภาพการพฒันาคุณค่าความหลากหลายทางชีวภาพ ของ

ทะเลไทย งานวจิยัน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายในการวจิยัเพื่อตรวจหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากสารสกดัหยาบโดยอาศยั

กระบวนทางเคมีและชีวเคมี ในแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า ในดา้นต่างๆ เช่น ฤทธ์ิตา้นจุลินทรีย ์

(antimicrobial) ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (anti-oxidant) ฤทธ์ิตา้นมะเร็ง (anti-cancer)  นอกจากน้ียงัพฒันาในดา้น

ผลิตภณัฑเ์สริมอาหารท่ีสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ได ้คือ กรดไขมนั ชีวรงควตัถุ และเอนไซม ์โดยในระยะท่ี 2 น้ี

จะมุ่งเนน้การเก็บตวัอยา่งฟองนํ้าบริเวณชายฝ่ังทะเลอ่าวไทยตอนล่าง ครอบคลุมพื้นท่ีบริเวณชายฝ่ังทะเล  บริเวณ

จงัหวดัชุมพร  และ เกาะสมุย จงัหวดัสุราษฎร์ธานี   ดาํเนินการเก็บตวัอยา่งฟองนํ้า ประมาณ  60 - 100  ตวัอยา่ง 

ในปีท่ี 1-3 

       - จาํนวนของเช้ือแบคทีเรียคาดวา่จะคดัแยกไดป้ระมาณ  300 – 600  สายพนัธ์ุท่ีนาํมาใชใ้นโครงการวจิยั 

- ดาํเนินการตรวจหาฤทธ์ิทางชีวภาพ ปีท่ี  1-3  

- ร่วมมือวจิยัและพฒันาสารตวัยาท่ีน่าสนใจกบัเครือข่ายวิจยัของศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นนวตักรรมทาง

เคมี  

 - สร้างนกัวจิยัใหม่ท่ีมีความเช่ียวชาญเฉพาะผา่นผูช่้วยวิจยั การฝึกงานวจิยัแก่นิสิต นกัศึกษา และการทาํ

ปัญหาพิเศษและวทิยานิพนธ์ 

- ถ่ายทอดองคค์วามรู้แก่ หน่วยงานภาครัฐและภาคเอกชนท่ีสนใจผา่นสมัมนาวชิาการการหรือฝึกอบรม 

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร ฯลฯ และหน่วยงานท่ีนาํผลการวจิยัไปใชป้ระโยชน์   

1. ใหท้ราบถึงสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้าท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ(bioactive metabolites) และ 

สารประกอบทางเคมีนั้น ท่ีสามารถนาํไปใชเ้ป็นตน้แบบในการสังเคราะห์สารใหม่ท่ีสกดัจากแบคทีเรียท่ีแยก

ไดจ้ากฟองนํ้าทะเลท่ีพบในประเทศไทย  ซ่ึงจะยงัประโยชน์ต่อการแพทย ์ดา้นวทิยาศาสตร์ การเพาเล้ียงสตัว์

นํ้าและอ่ืนๆ 
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2. ทาํใหท้ราบถึงขอ้มูลพื้นฐานของฤทธ์ิทางชีวภาพ(bioactive metabolites) และเภสัชวทิยา จากแบคทีเรีย

ท่ีอาศยัอยูใ่นฟองนํ้าในประเทศไทย ซ่ึงเป็นแนวทางนาํไปสู่การพฒันาดา้นเภสัชกรรม ต่อไป 

3. ไดข้อ้มลูของปัจจยัท่ีมีผลต่อความสามารถของแบคทีเรียและสารสกดักลุ่มต่างๆในการตา้น          

จุลินทรีย ์

4. ทาํใหมี้ขอ้มูลและสามารถถ่ายทอดความรู้เก่ียวการใชป้ระโยชน์จากผลิตภณัฑธ์รรมชาติท่ีมีอยูใ่น

ทอ้งถ่ินแก่นกัเรียน นิสิตนกัศึกษา อาจารย ์นกัวจิยัและเกษตรกรผูส้นใจ 

5. ไดข้อ้มลูหรือขั้นตอนการวจิยัสาํหรับนาํไปใชใ้นการสอนวชิาเคมี ชีวเคมี  จุลชีววทิยา  เภสัชวทิยาและ

เทคโนโลยชีีวภาพ ระดบัอุดมศึกษา 

6. ไดแ้นวทางสารตั้งตน้สารปฏิชีวนะ ขอ้มูลหรือขั้นตอนการวจิยัสาํหรับนาํไปใชใ้นการวจิยัต่อยอดใน

ระดบัสูงข้ึนและพฒันาไปสู่การนาํไปใชป้ระโยชน์ในเชิงพาณิชยต่์อไป 
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        เอกสารงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 

 การคน้หาตวัยาใหม่ไดเ้กิดการแข่งขนัสูงมาก  โดยเฉพาะทั้งยาต่อตา้นไวรัส และต่อตา้นมะเร็ง เป็นสารท่ี

ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลซ่ึ์งฤทธ์ิจะถูกเลือกเฉพาะท่ีไม่ทาํอนัตรายส่ิงมีชีวติ นั้นดว้ย ตวัยาใหม่บางตวัเหล่าน้ี

ไดจ้ากผลิตภณัฑธ์รรมชาติ เป้าหมายในช่วงหลายทศวรรษท่ีผา่นมา คือ ส่ิงมีชีวติจากทะเล อาทิ เช่น ฟองนํ้า 

กลัปังหา ปะการัง นบัแต่นั้นมานกัวจิยัทางเคมี และเภสัชกรรมของผลิตภณัฑธ์รรมชาติไดห้นัมาใหค้วามสนใจต่อ

ฟองนํ้า 

 ในปี 1995 การคน้พบของเวชภณัฑใ์หม่ ๆ เช่นยาปฏิชีวนะมาจากแหล่งขอ้มูลทางพนัธุกรรมของท่ีดินท่ี

ใชเ้ป็นจุดเร่ิมตน้ใหล้ดนอ้ยลง นกัวทิยาศาสตร์จาํเป็นตอ้งเป็นแหล่งใหม่เพื่อคน้หาสารพนัธุกรรม Aphios, บริษทั 

ดา้นเทคโนโลยชีีวภาพท่ีมีขนาดเล็กมีการวางแผนท่ีจะเป็นระบบเก็บรวบรวมและประเมินตวัอยา่งของ

เช้ือจุลินทรียจ์ากความหลากหลายของแหล่งท่ีมาของทะเลมหาสมุทรในสถานท่ีท่ีแตกต่างกนัและระดบัความลึก 

(เช่นตะกอนนํ้าลึก, โกงกางต้ืนและบ่อเกลือ) และการพฒันา แพลตฟอร์มเทคโนโลยสีาํหรับการเพาะเล้ียง, 

fractionating และคดัเลือกเช้ือจุลินทรียใ์นทะเลเพื่อท่ีจะพฒันาห้องสมุดของการรักษาท่ีมีศกัยภาพ Aphios 

นาํมาใชส้าํหรับการระดมทุนจากสาขาวชิาเทคโนโลยขีั้นสูง (ATP) ในปี 1995; ขอ้เสนอของพวกเขารวมหลาย

ผูรั้บเหมาไดรั้บการยอมรับจากผูเ้ช่ียวชาญเช่น Bristol - Myers Squibb, Kelco ส่วนหน่ึงของมอนซานโต, 

CalBioMarine Technologies, ฮาร์เบอร์สาขาสถาบนั Oceanographic, Massachusetts Institute of Technology, 

เซลลห์น่ึง ระบบและ Scripps Institution of Oceanography เป็นโครงการท่ีมีความเส่ียงและนวตักรรมท่ีสูง

เน่ืองจากการเก็บรักษาหอ้งสมุดท่ีครอบคลุมของจุลินทรียใ์นทะเลชีวติสาํหรับการวจิยัในอนาคตท่ีเกิดความทา้

ทายท่ีสาํคญั นอกจากน้ียงัมีเทคนิคท่ีแขง็แกร่งไม่ไดพ้ร้อมสาํหรับการไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพจุลินทรียท่ี์เพาะเล้ียง

ในทะเลนํ้าทะเลเช่นส่ือการสืบพนัธ์ุของส่ิงมีชีวติเหล่าน้ีไม่เคยไดท้าํในเชิงการคา้และส่ิงอาํนวยความสะดวกเพียง

เล็กนอ้ยหรือไม่มีอยูใ่นการผลิตยาใหม่ ๆ จากการมีชีวติในทะเล 

 เน่ืองจากฟองนํ้าไดก้ลายมาเป็นแหล่งท่ียิง่ใหญ่ของการคน้พบผลิตภณัฑเ์มตาบอไลท ์ อาทิ เช่น การยบัย ั้ง

จุลินทรีย ์(Amade et al., 1987 ; Amade et al., 1982 ; Nair & Simidu, 1987 ; McCaffery & Endean, 1985 ; Ravi et 

al. 1974 ; Thompson et al., 1985), สารต่อตา้นมะเร็ง (Weinheimer 7 Karns, 1974),  สารอลัดาลอยดต่์อตา้นลุดิ

เมีย prianosin A (Kobayashi et al., 1987), สารเปปไตดใ์หม่ : keramamide B-D (Kobayashi et al., 1991) สาร

ไธอะโซล-เปปไตดใ์หม่ : keramamide-F (Itagaki et al., 1992) สารไซโตทอซิค-เซสคิเทอร์พินอยด์ : 

metachromines D-H (Kobayashi et al., 1992) สารโพลีแซคคาไลดใ์หม่ : theonezolide A (Kobayashi et al., 1993) 

 วนิดา  เลาะศิริ และคณะ (1994) ไดศึ้กษาพบวา่ 40% ของฟองนํ้า 73 ตวัอยา่งจากประเทศไทย แสดงผล

การยบัย ั้งการแบ่งเซลลข์องไข่เม่นทะเลท่ีผสมแลว้ ผลการศึกษาการต่อตา้นทั้งเช้ือรา และแบคทีเรียก็พบวา่ฟองนํ้า

หลายชนิดมีประสิทธิภาพดงักล่าว   
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 นอกจากน้ีแอกทีฟเมตาบอไลตห์ลายชนิด สามารถแยกไดจ้ากฟองนํ้าเช่นกนั อาทิเช่น สารไซโตทอซิค : 

kabiramide B และ C, สารปฏิชีวนะแซ สเทอร์ฟีนอยด ์ : 6 z Neomanoalide, สารปฏิชีวนะดิเทอร์พีนอยด ์ : 

Kalihinol X, สารเซลดิเทอฟีนนอยดคิ์นอน  

 จากการศึกษาของ Nair และ Simidu (1987) พบวา่แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งนํ้าทะเล ตะกอน แพลงก์

ตอนพืช และแพลงกต์อนสัตว ์ท่ีเก็บจากอ่าวSuruga, Sagami และ Tokyo ประเทศญ่ีปุ่น รวมทั้งปะการังอ่อนและ

ฟองนํ้าท่ีเก็บจากชายฝ่ังประเทศไตห้วนั      จาํนวนรวมทั้งส้ิน  726  สายพนัธ์ุ  ในจาํนวนน้ี  37 สายพนัธ์ุ แสดงผล

การยบัย ั้งแบคทีเรียอ่ืน  Vibrio  parahaemolyticus  ( ATCC17802 )  หรือ  Staphylococcus   aureus     ( P 209 )  

เม่ือไม่ก่ีปีท่ีผา่นมา Shigemori และคณะ (1992) ไดอ้ธิบายถึงยทุธศาสตร์ท่ีสร้างการคน้พบสาร Tetracyclic 

Alkaloid, Alteramide A จากแบคทีเรีย  Alteromonas sp.ท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า (Halichondria okadai) จากนั้นในปี  

ค.ศ. 1992 Imamura และคณะ (1993) คน้พบสารปฏิชีวนะท่ีช่ือวา่ urauchimycins A,B จาก Streptomyces sp. ซ่ึง

แยกไดจ้ากฟองนํ้า  

 ในปี ค.ศ. 1992 Shigemori และคณะ ไดอ้ธิบายถึงยทุธศาสตร์ท่ีสร้างการคน้พบสาร Tetracyclic Alkaloid, 

Alteramide A จากแบคทีเรีย Alteromonas sp. ท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า (Halichondria okadai) จากนั้นในปี ค.ศ. 1993 

Imamura และคณะ คน้ พบสารปฏิชีวนะท่ีช่ือวา่ urauchimycins A, B จาก Streptomyces sp. ซ่ึงแยกไดจ้ากฟองนํ้า

เช่นกนั  

 นอกจากน้ีมีรายงานการศึกษาผลิตภณัฑธ์รรมชาติจากทะเล สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีไดจ้ากแบคทีเรียท่ี

อาศยัอยูก่บัฟองนํ้าดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี 1 

 จากการศึกษาของชุติวรรณและคณะ(2541)  ท่ีเก็บตวัอยา่งฟองนํ้าได ้  68 ชนิด จากบริเวณทั้ง 4 แห่ง คือ 

เกาะครก  จ. ชลบุรี, หมู่เกาะสิมิลนั, หมู่เกาะสุรินทร์  จ. พงังา และหนา้หาดแม่รําพึง  จงัหวดัระยอง  พบวา่ 

สามารถแยกแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะสัณฐานวทิยาของโคโลนีท่ีแตกต่างกนัในฟองนํ้า แต่ละชนิดไดร้วม 468 สาย

พนัธ์ุ แบคทีเรียท่ีไดส่้วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมลบมากกวา่ 95 เปอร์เซ็นต ์และแบคทีเรียแกรมบวก ประมาณ 5 

เปอร์เซ็นต ์  ซ่ึงเม่ือทาํการตรวจสอบฤทธ์ิในการต่อตา้นเช้ือ Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia 

coli ATCC 25922, Vibrio anguillarum ORI และ Bacillus subtilis ATCC 6633 พบเช้ือท่ีมีความสามารถในการ

ต่อตา้นเช้ือ   ดงักล่าว 20 สายพนัธ์ุ คิดเป็น 4.3% แต่ไม่พบวา่มีแบคทีเรียทะเลสายพนัธ์ุใดแสดงฤทธ์ิในการต่อตา้น

ฟังไจ Candida albicans และ Pennicillium crysogenum  เม่ือทาํการมาสกดัสารอยา่งหยาบทั้งจากส่วนของเซลล ์

และส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความสามารถละลายไดใ้นชั้นของ ethyl acetate และละลายไดช้ั้นของนํ้า พบวา่ 

ส่วนของสารสกดัของเซลลใ์นชั้นของนํ้า และสารสกดัของส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือในชั้น ethyl acetate ของเช้ือ

สายพนัธ์ุ IMS 7-1, IMS 11-2, แสดงฤทธ์ิในการในการต่อตา้นเช้ือ S. aureus ATCC 25923 ไดดี้ ส่วนสายพนัธ์ุ 

IMS 24-1, IMS 25-2, และ IMS 34-1 มีฤทธ์ิในการต่อตา้น B. subtilis ATCC 6633 และ V. anguillarum ไดดี้ ซ่ึง

เม่ือนาํสารสกดัของสายพนัธ์ุ IMS 24-1, IMS 25-2, และ IMS 34-1 มาทาํการแยกแฟรคชัน่ดว้ย Silica Column 

Chromatography หรือ Thin Layer Chromatography และ HPLC จากนั้นจึงนาํไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง GC-MS 
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และ NMR Spectrometer (Varian 200 หรือ 500 MHz พบวา่สารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพคือ Cyclo- tyr- Val, 

Pentabromopseudiline และ Isatin ตามลาํดบั 

 ฤทธิรงค ์ และคณะ (2548) ทาํการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารยบัย ั้งจุลชีพจากฟองนํ้าท่ีเก็บจากหมู่เกาะ

แสมสาร จงัหวดัชลบุรี ไดแ้บคทีเรีย 93 ไอโซเลตจากฟองนํ้า 10 ชนิด ผลการศึกษาท่ีน่าสนใจคือ แบคทีเรียท่ีคดั

แยกจากฟองนํ้า 2 ชนิด Clathria sp. และ Hymeraphia sp โดยเฉพาะ Clathria sp. พบมีแบคทีเรียจาํนวน 8 สาย

พนัธ์ุ จากทั้งหมด 10 สายพนัธ์ุ สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก  Bacillus subtilis ไดดี้ อีกทั้งยงัพบแบคทีเรียท่ีมี

ฤทธ์ิย ั้บย ั้งเช้ือรา Candida albicans  

 จากการวจิยัเพื่อพิสูจน์หาแหล่งท่ีมาของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดย Stierle และ คณะ(1988) แสดงให้

เห็นวา่สารประกอบเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแยกไดจ้ากสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัในทะเลนั้น ในความเป็นจริงนั้น

สารประกอบเหล่านั้นผลิตข้ึนมาโดยแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัสัตวน์ั้นๆ ซ่ึงสามารถแยกสาร diketopiperazines 

(DKP’s) โครงสร้างท่ี 1-3 จากแบคทีเรียกรัมบวก รูปกลม Micrococcus sp. ท่ีคดัแยกจากฟองนํ้า Tedania ignis 

เช่นกนั ซ่ึงต่อมา Bultel-Ponce และคณะ (1998) ไดท้าํการวจิยัเพิ่มเติมแสดงใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของแบคทีเรียสกุล

เดียวกนั แต่ต่างชนิด Micrococcus luteus ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากฟองนํ้าต่างชนิด Xestospongia sp.  สามารถสร้างสาร

ยบัย ั้งจุลินทรียเ์ช่นเดียวกบัสารสังเคราะห์ท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัก่อนหนา้น้ี 2,4,4’-trichloro-2’-hydroxydiphenylether 

และยงัพบสารยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดใหม่ท่ีเป็นสารสาํคญัท่ีผลิตไดคื้อ acyl-l-(acyl-6’-mannobiosyl)-3-glycerol หรือ

แมแ้ต่แบคทีเรียต่างกลุ่มคือแบคทีเรียกรัมลบ รูปท่อน ท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้าก็แสดงถึงศกัยภาพในการสร้างออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพในดา้นอ่ืนๆ เช่นกนั จากผลการวิจยัของ Bultel-Ponce และคณะ (1999) ท่ีพบวา่แบคทีเรียกรัมลบ 

รูปท่อน กลุ่ม Pseudomonas ท่ีคดัแยกจากฟองนํ้า Hamophynia sp. สามารถสร้างสาร Quinolones 1(2-undecyl-4-

quinolone) ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ Plasmodium falciparum และยงัมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง KB cells ไดดี้ แต่ไม่

แสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียอ่ื์นท่ีทดสอบ 

 นอกจากแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้าหรือสัตวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงัจะเป็นแหล่งของสารฤทธ์ิทางชีวภาพ

แลว้ Mitova  และคณะ (2003) ยงัไดร้ายงานถึงแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า เป็นแหล่งของประกอบท่ี

สาํคญัอ่ืน เช่น ไซโคลเปปไตด ์  โดยไดค้ดัแยกแบคทีเรีย 2 ชนิดจากฟองนํ้า Ircinia muscaran จากอ่าว Naples 

ประเทศอิตาลี  ทาํการสกดั Fatty acid และ cyclic dipeptide จากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. ท่ีเพาะเล้ียง แลว้สกดั

สารจากส่วนของ exo -cellular พบวา่เป็นสารชนิดใหม่ cyclotetra peptide 1 ส่วน   

De Rosa และคณะ (2003) โดยไดค้ดัแยกแบคทีเรีย 2 ชนิด คือ Pseudomonas / Alteromonas จากฟองนํ้า Ircinia 

variabillis จากอ่าว Naples ประเทศอิตาลี เช่นเดียวกนัสามารถทาํการสกดั Fatty acid และ cyclic dipeptide ไดจ้าก

แบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียง 

 สาํหรับประเทศไทยเม่ือเร็ว ๆ น้ี Preecha และคณะ (2003) รายงานถึงการคน้พบ สาร Mycaperoxide H, 

ซ่ึงเป็นสารชนิดใหม่ท่ีเป็นพิษต่อ cytotoxic norsesterterpene peroxide ท่ีสกดัไดจ้ากฟองนํ้าไทย   และจาก

รายงานของ Rungprom และคณะ (2008) ท่ีเป็นการศึกษาวจิยัร่วมกบัเครือข่ายการวจิยัของสถาบนัวทิยาศาสตร์
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ทางทะเล มหาวทิยาลยับรูพาไดร้ายงานถึงการคน้พบสาร cyclic peptides ชนิดใหม่จากแบคทีเรียทะเล 

Pseudoalteromonas sp.   ท่ีคดัแยกจากฟองนํ้าของไทย Halisarca ectofibrosa ท่ีเก็บไดจ้ากอ่าวไทยเช่นเดียวกนั 

 นอกจาก น้ี เครือข่ายการวิจยัของสถาบนัวทิยาศาสตร์ทางทะเล ไดแ้สดงผลใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของการ

สร้างนวตักรรมทางเคมีผลิตภณัฑธ์รรมชาติของทรัพยากรชีวภาพโดยเฉพาะอยา่งยิง่ ฟองนํ้า และแบคทีเรียทะเล

ในอ่าวไทย อาทิเช่น   Kijjoa และคณะ (2007) ไดร้ายงานถึงศกัยภาพของสารประกอบ kuanoniamines A และ  C 

ท่ีสกดัจากฟองนํ้าท่ีเก็บจากอ่าวไทยแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง เซลลม์ะเร็งไดดี้ และเม่ือเร็วๆ น้ี  

Watanadilok., R. และคณะ( 2007) คน้พบฟองนํ้า 2 ชนิด Haliclona baeri และ Haliclona cymaeformis ท่ีเก็บจาก

อ่าวไทยแสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรากลุ่มยสิต ์7 ชนิด และเช้ือราท่ีมีเส้นใย 8 ชนิด ไดดี้เช่นกนั แต่ไม่มีชนิดใด

สามารถยบัย ั้งเซลลเ์น้ืองอกเตา้นม(MCF- 7)ได ้

โครงการน้ีจะเป็นการวิจยัประยกุตห์าสารตวัยาไดส้ารตั้งตน้และนาํไปการพฒันายารักษาโรค และ

ผลิตภณัฑเ์สริมอาหารต่างๆ ท่ีมีความเป็นไดสู้ง เป็นการสร้างมูลค่าเพิ่มใหก้บัทรัพยากรชีวภาพจากทะเลท่ีมีอยูใ่น

ประเทศ นอกจากน้ียงัก่อใหเ้กิดความกา้วหนา้ทางวทิยาการในเร่ืองการศึกษาผลิตภณัฑธ์รรมชาติทางทะเลอยา่ง

กวา้งขวาง อีกทั้งส่งเสริมให้มีการคน้ควา้ตวัยารักษาโรค และผลิตภณัฑเ์สริมอาหารใหม่ๆ อยา่งจริงจงั และยงั

ช่วยพฒันาเครือข่ายความร่วมมือหอ้งปฏิบติัการในการทดสอบฤทธ์ิของยา และผลิตภณัฑท์างเภสัชวทิยา  

นอกจากน้ีสารสกดั สารบริสุทธ์ิ และจุลินทรียท่ี์แยกไดจ้ากโครงการน้ีจะถูกนาํไปทดสอบฤทธ์ิต่อเซลลม์ะเร็ง 

เช้ือ HIV ฤทธ์ิตา้นอกัเสบ และผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร เป็นตน้ ซ่ึงอาจนาํไปสู่การพฒันาตวัยารักษาโรค เป็น

แนวทางสู่การแกปั้ญหาท่ีสาํคญัดา้นสุขภาพ และส่งผลต่อสังคมสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจเหล่าน้ีจะถูก

นาํไปทดสอบทางเภสัชวทิยาดา้นพิษวทิยา เพื่อเป็นแนวทางในการพฒันาเป็นสารตวัยาตั้งตน้ และผลิตภณัฑ์

เสริมอาหารในระยะต่อไป 
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ระเบยีบวธีิวจิยั 

 

1. การคัดแยกแบคทเีรียทีอ่าศัยอยู่กบัจากฟองนํา้ให้บริสุทธ์  (Isolation and Purification of sponge-

associated bacteria, test  strain) และ การเตรียมเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากฟองนํ้า  (isolated strains) 

2. การตรวจหาฤทธ์ิในการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทีท่ดสอบ(test/ target strains) และยนืยนัผล (Screening of 

antimicrobial activity 

 3. การตรวจหาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิรดดยสารสกดัหยาบจากแบคทเีรียทะเลทีม่ีฤทธ์ิยบัยั้งจุลนิทรีย์ที่

ทดสอบ(antioxidants activity) 

  

1. การคัดแยกแบคทเีรียทีอ่าศัยอยู่กบัจากฟองนํา้ให้บริสุทธ์  (Isolation and Purification of sponge-associated 

bacteria, test  strain) และ การเตรียมเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากฟองนํ้า  (test strains) 

 

1.1 ดําเนินการคัดแยกและเพาะเลีย้งแบคทเีรียจากฟองนํา้และแยกให้บริสุทธ์ิ โดยวิธีดังนี ้

 การเก็บตวัอยา่งฟองนํ้าจะเก็บโดยนกัดาํนํ้าแบบ Scuba Diving ลงไปเก็บตวัอยา่งฟองนํ้าโดยตดัส่วนของ

ฟองนํ้า เก็บใส่ถุงท่ีปิดสนิทพร้อมติดแผน่บนัทึกขอ้มูล 

 1.1.1 ตดัเน้ือเยือ่ฟองนํ้าเพื่อชัง่นํ้าหนกัใหไ้ดป้ระมาณ 5-10 กรัม แลว้ลา้งฟองนํ้าเพื่อกาํจดัส่ิงเจือปนดว้ย

นํ้าทะเลท่ีปราศจากเช้ือ เช่น ตะกอนออก 

 1.1.2. ทาํการบดเน้ือเยือ่ฟองนํ้าโดยใส่นํ้าทะเลท่ีฆ่าเช้ือแลว้ประมาณ 5 มิลลิลิตร จนละเอียด 

 1.1.3 ดูดส่วนท่ีเป็นนํ้าท่ีไดจ้ากการบด 1 มิลลิลิตร ทาํการเจือจางตวัอยา่งจากการบดใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 

10-1,10-2, 10-3 และ 10-4 ในนํ้าทะเลท่ีฆ่าเช้ือแลว้ ต่อจากนั้นนาํมาเกล่ียเช้ือ โดยทาํเช่นเดียวกบัขอ้  

 1.1.4 ดูดส่วนท่ีเป็นนํ้าท่ีไดจ้ากการเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ  แลว้เกล่ียกระจาย

เช้ือบนผิวหนา้อาหาร เล้ียงเช้ือ  Zobell medium ท่ีปรับปรุงสูตร 

 1.1.5 บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนานประมาณ 5 - 7 วนั ตรวจดูผล 

 1.6 นบัจาํนวนโคโลนีท่ีเจริญข้ึนในแต่ละจานเพาะเล้ียง แลว้คาํนวณค่าเป็นโคโลนีต่อกรัม (CFU/g) 

 1.1.7 เลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาแตกต่างกนัในแต่ละจานเพาะเช้ือของแต่ละตวัอยา่ง

ฟองนํ้า 

 1.1.8 นาํโคโลนีท่ีเลือกมาทาํใหบ้ริสุทธ์ิ (Purify) โดยเข่ียเช้ือจากโคโลนีนั้นลงจานอาหารเล้ียงเช้ือใหม่ 

บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง 2 - 3 วนั เม่ือไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ เก็บรักษาเป็น stock ในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ  Zobell medium 

ท่ีปรับปรุงสูตรท่ีมีวุน้0.3 เปอร์เซ็นต ์เพื่อใชใ้นศึกษาสารผลิตภณัฑธ์รรมชาติต่อไป 

      1.2 การเกบ็รักษาสายพันธ์ุบริสุทธ์ิ  

 ทาํการเก็บสายพนัธ์ุแบบก่ึงถาวรเพื่อรักษาสภาพสรีระของเซลล ์ภายเทคนิคปราศจากเช้ือ 
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 1.2.1 นาํแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีแยกไดบ้ริสุทธ์ิแลว้ มาทาํการเพาะเล้ียงใน Zobell broth ท่ีอุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 1 วนั 

 1.2.2 นาํเช้ือแบคทีเรียท่ีไดไ้ปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วประมาณ  8,000  รอบ/นาที จากนั้นทาํการลา้งเซลล ์

ดว้ยนํ้าทะเล แลว้ป่ันเหวีย่งอีกคร้ัง เทนํ้าลา้งเซลลทิ์้ง 

 1.2.3 เติมอาหารเล้ียงเช้ือใหม่คร่ึงหน่ึง อีกคร่ึงหน่ึงเติมกลีเซอรอล แลว้นาํไปแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ   

 - 80  องศาเซลเซียส เป็นการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรียแบบก่ึงถาวร 

 

2. การตรวจหาฤทธ์ิในการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทีท่ดสอบ(target strains) และยนืยนัผล (Screening of antimicrobial 

activity 

            2.1 การเตรียม  Standard  test  strains ไดแ้ก่ 

     

แกรมบวก แกรมลบ 

-  Staphylococcus  aureus  ATCC25923 -  Vibrio  . anguillarum  / Vibrio parahaemolyticus 

-  Bacillus  subtilis  ATCC6633 - Pseudomonas aeruginosa ATCC 

-  Micrococcus luteus - Escherichia  coli  ATCC25922 

 

  

        2.1.1.  เล้ียงเช้ือสายพนัธ์ุมาตรฐาน  (Standard  test  strain)  ในอาหารวุน้  Tryptic Soy Agar medium หรือ 

Mueller Hinton medium บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชัว่โมง  ส่วนฟังไจใช ้อาหารวุน้ Potato  

Dextose  แทน 

2.1.2  ทาํการถ่ายเช้ือ  ลงในหลอดอาหารเหลว TSB   (heavy  inoculate)  บ่มเช้ือท่ี 

อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24  ชัว่โมง  ภายในการเขยา่ในแนวราบ  (100  รอบต่อนาที) 

         2.1.3 วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  (O.D.  ท่ี  600  nm)  ของเช้ือ 

Standard  test  strain  โดยจะใชท้าํการทดลองเม่ือมีค่า  O.D.  ประมาณ  0.5 – 1.0 

         2.1.4.  ดูดเช้ือปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  หยดลงใน Tryptic Soy Agar medium หรือ Mueller Hinton 

medium plate  แลว้เกล่ียเช้ือใหก้ระจายทัว่จานอาหารเล้ียงเช้ือ  ทาํซํ้ า  3  จาน  (trplicates) 

2.2  การตรวจสอบฤทธ์ิในการต่อต้านเช้ือแบคทเีรียทีก่าํหนด  (Screening  of  Antimicrobial activity  

assay) 

การเตรียมเช้ือแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้จากฟองนํา้  (test  strain) 

         2.2.1.  เล้ียงแบคทีเรียจากฟองนํ้าแต่ละสายพนัธ์ุ  (test  strain)  บนอาหารวุน้  modified Zobell agar  slant  

บ่มท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชัว่โมง   
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         2.2.2  ทาํการถ่ายเช้ือลงอาหารเหลว  modified Zobell  broth   (Heavy  inoculate)  ท่ีมีปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

หรือ 1-10  ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชัว่โมง  ภายใตก้ารเขยา่ในแนวราบ  (100 รอบต่อ

นาที) 

         2.2.3 วดัค่าการดูดกลืนแสง  ท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  (O.D.  ท่ี  600  nm)  และนาํเช้ือท่ีมีค่า  

O.D.  ระหวา่ง  0.6 – 1.0  มาทาํการทดสอบต่อไป 

         2.2.4.  นาํ  antibiotic  assay  disc  (AA  disc)  ท่ีปราศจากเช้ือ  ขนาด  13  มิลลิเมตร  วางบน  petri dish  ท่ี

ปราศจากเช้ือ  จากนั้นดูดเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากฟองนํ้ ามา  0.1  มิลลิเมตร  มาหยดลงบน  sterile AA disc  ทิ้ง

ไวส้ักครู่  แลว้นาํไปวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือ  standard  ท่ีเตรียมไวแ้ลว้นาํไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ  25  องศา

เซลเซียส  นาน 20 – 24 ชัว่โมง  และควบคุมการทดลองโดยใช ้ standard  antibiotic  disc ท่ีมี  Oxytetracyclin  30  

ไมโครกรัมและ  Streptomycin  10  ไมโครกรัม  ต่อ  disc  โดยทาํกาทดสอบซํ้ า  3  คร้ัง  (triplicates) 

 ส่วน 1-10  ลิตร  นาํไปป่ันเหวีย่งแยกส่วนของเซลลแ์ละนํ้าเล้ียง นาํไปสกดัดว้ยสารละลาย ethyl acetate, 

chloroform: methanol, ethanol แลว้ทาํการละเหยแหง้ เม่ือจะนาํไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ จึงละลายดว้ย 

Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขม้ขน้ตามท่ีตอ้งการ 

 2.2.5 ทาํการวดัผลฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียโดยการวดัขนาดของบริเวณท่ียบัย ั้ง (inhibition zone) โดย

สังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 

 สาํหรับแบคทีเรียจากฟองนํ้าท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีกาํหนดจะนาํมาทดสอบสารสกดัเบ้ืองตน้ใน

ขั้นตอนต่อไป 

 

       2.3. การตรวจสอบข้ันยืนยนัผลฤทธ์ิในการยบัยั้งจุลินทรีย์มาตรฐาน 

           2.3.1 ทาํการเตรียมเช้ือ S. aureus ATCC 25923, V. anguillarum ORI และ B. subtilis ATCC 6633 ลงใน

อาหารวุน้ Tryptic Soy Agar medium หรือ Mueller Hinton medium ซ่ึงวธีิการไดอ้ธิบายไวแ้ลว้ในขอ้ 3.1 ใน

หวัขอ้การเตรียม standard test strains 

           2.3.2 เล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียจากการทดสอบเบ้ืองตน้บน modified Zobell  

agar slant บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง 

           2.3.3 ทาํการถ่ายเช้ือลง modified Zobell  broth (Heavy inoculate) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง ภายใตก้ารเขยา่ในแนวราบ (120 รอบต่อนาที) 

 2.3.4 วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD ท่ี 600 nm) และนาํเช้ือท่ีมีค่า OD 

ระหวา่ง 0.6 - 1.0 มาทดสอบต่อไป 

 2.3.5 ทาํการป่ันเหวีย่งเช่ือตวัอยา่งโดยใชเ้คร่ือง Microcentrifuge Fixed Angle Rotor ท่ีอุณหภูมิ 20 องศา

เซลเซียส ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที นาน 10-20 นาที 

 2.3.6 หลงัจากป่ันเหวีย่งทาํใหไ้ดส่้วนของตะกอนเซลล ์และส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ (supernatant) 
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• ส่วนของอาหารเลีย้งเช้ือ  นาํ antibiotic assay disc (AA disc) วางบน petri dish ท่ีปราศจากเช้ือ 

จากนั้นดูดส่วนใสท่ีได ้0.1 มิลลิลิตร หยดลงบน AA disc ทิ้งไวส้ักครู่แลว้นาํไปวางบนจานอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือ standard ท่ีเตรียมไวแ้ลว้ในขอ้ 1 

• ส่วนของเซลล์  หลงัจากท่ีมีการนาํส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือออกไปแลว้ จะเหลือส่วนของตะกอน

จะนาํมาละลายดว้ย modified Zobell  broth ในอตัราส่วนท่ีเท่ากบัส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือในตอน

แรก ต่อจากนั้นนาํสารละลายตะกอนท่ีได ้ 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบน AA disc ทิ้งไวส้ักครู่ แลว้

นาํไปวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือเดียวกนักบัส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ 

• ทาํการควบคุมการทดลองโดยใช ้ standard antibiotic disc ท่ีมี oxytetracyclin 30 ไมโครกรัม, 

streptomycin 10 ไมโครกรัมต่อ disc โดยทาํการทดลองซํ้ า 3 คร้ัง (tripicates) 

• ทาํการวดัผลฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียโดยการวดัขนาดของบริเวณท่ียบัย ั้ง (inhibition zone) โดย

สังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 

 

        3. การตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidants) บนแผ่น TLC ชนิดบางโดยสารสกดัหยาบ(crude 

extracts) จากแบคทเีรียทะเลทีม่ฤีทธ์ิยบัยั้งจุลนิทรีย์อื่น 

 3.1 การสกดัสารสกดัหยาบจากแบคทเีรียทะเล (crude extraction) 

3.1.1 เล้ียงเช้ือสายพนัธ์ุท่ีมีฤทธ์ิในการต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีกาํหนดใน modified Zobell  agar slant 

บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง 

3.1.2 ทาํการถ่ายเช้ือลงใน modified Zobell  broth บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 -

48ชัว่โมง ภายใตก้ารเขยา่ในแนวราบ (100 รอบต่อนาที) 

3.1.3 ทาํการถ่ายเช้ือท่ีไดจ้ากขอ้ 2 ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงบรรจุ(ขนาด 2 ลิตร)ฟลาสคล์ะ 1 ลิตร 

บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตก้ารเขยา่ในแนวราบ (100 รอบต่อนาที) โดยจะใชท้าํการ

ทดลองเม่ือครบเวลาเท่ากบัท่ีเช้ือออกฤทธ์ิในการต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีกาํหนด 

3.1.4 นาํไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง High Speed Refrigerated Centrifuge ดว้ยความเร็วรอบ 8000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส หลงัจากผา่นการป่ันเหวีย่งแลว้จะแยก

ออกเป็นสองส่วน ดงัน้ี 

 

ส่วนเซลล์ของแบคทเีรีย 

• นาํส่วนของเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดม้าลา้งดว้ย Normal saline 0.85% 

• ทาํการป่ันเหวีย่งเช่นเดียวกบัขอ้ 3.1.4 ในแต่ละหลอดท่ีใชป่ั้นแยกเซลลโ์ดยนาํส่วนท่ีชะไดท้ั้งหมดใส่ลงใน

หลอด ท่ีใชใ้นการป่ันเหวีย่งหลอดใหม่ท่ีชัง่นํ้าหนกั และบนัทึกไวแ้ลว้ 
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• ทิ้งส่วน supernatant ทิ้งไปคงเหลือแต่ส่วนของเซลล ์และนาํไปชัง่นํ้าหนกัทั้งหมด แลว้คาํนวณหานํ้าหนกัของ

เซลล ์

• ทาํการสกดัดว้ยสารละลาย เอทธานอล, สารละลายผสม คลอโรฟอร์ม และเมทธานอล (CH3 : MeOH = 1 : 2) 

ประมาณ 100 มิลลิลิตร  โดยทาํการชะตะกอนเซลลใ์หห้ลุดออกจากกนั แลว้นาํไปบด (homogenized) โดยใช้

เคร่ือง biomixer หรือ Ultrazonic นาน 5-10 นาที 

• เทสารละลายท่ีไดใ้ส่บีกเกอร์ ผา่นการทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเคร่ือง Ultrazonic 

• ทาํการป่ันเหวีย่งเช่นเดียวกบัขอ้ 4 

• นาํส่วนของตะกอนเซลลท่ี์ไดม้าทาํเช่นเดียวกบัตอนตน้ อีก 2 คร้ัง แลว้ทาํการชัง่นํ้าหนกัสุดทา้ย 

• นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าใส่ ethyl acetate และนํ้า โดยใชอ้ตัราส่วน 1 : 1 ประมาณ 100 มิลลิลิตร ใส่กรวยสาํหรับ

แยกชั้นขนาด 300 มิลลิลิตร พร้อมทั้งเขยา่จนสารละลายเขา้กนั แลว้ตั้งทิ้งไวจ้นแยกชั้นของ ethyl acetate และ

นํ้า  โดยส่วนชั้นบนจะเป็นส่วนท่ีสามารถละลายไดใ้น ehthyl acetate ซ่ึงจะนาํมาทาํใหแ้หง้โดยใชพ้ลาสค์

สาํหรับ evaporate ท่ีชัง่นํ้าหนกัเรียบร้อยแลว้ ส่วนชั้นล่างจะเป็นส่วนท่ีมีสารสกดัท่ีละลายไดดี้ในนํ้าจะนาํมา

ใส่ ethyl acetate ประมาณ 30 มิลลิลิตร พร้อมทั้งเขยา่จนสารละลายเขา้กนั แลว้ตั้งทิ้งไวจ้นแยกชั้น ทาํเช่นน้ี

จนครบ 3 คร้ัง แลว้เอาส่วนของนํ้าท่ีไดสุ้ดทา้ยไปทาํใหแ้หง้ และชัง่นํ้าหนกัก่อน และหลงัทาํการทดลองทุก

คร้ัง 

• นาํส่วนใสท่ีไดแ้ต่ละชั้นคือ ethyl acetate และนํ้าใส่ฟลาสคส์าํหรับ evaporate โดยต่อเขา้กบัเคร่ือง rotary 

vacumm evaporator 

 

 ส่วนของอาหารเลีย้งเช้ือ (supernatant) 

• นาํส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดม้าสกดัดว้ย ethyl acetate ในอตัราส่วน 1 : 4 พร้อมทั้งเขยา่จนสารละลายเขา้

กนั แลว้ตั้งทิ้งไวจ้นแยกชั้นของ ethyl acetate และนํ้า โดยส่วนชั้นบนจะเป็นส่วนสารท่ีสามารถละลายไดใ้น 

ethyl acetate ซ่ึงจะนาํมาระเหยใหแ้หง้โดยใชฟ้ลาสคส์าํหรับ evaporate เพื่อนาํไปทดสอบต่อไป 

• ทาํการทดลองขั้นต่อไป เช่นเดียวกบัท่ีดาํเนินการในตอนตน้ 

นาํสารสกดัหยาบท่ีได(้crude extracts) ทั้งสองส่วน(fractions) ไปทดสอบหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระต่อไป 

 

 

   3.2 การเตรียมทดสอบ 

        3.2.1 การเตรียมสารละลาย 0.004 % DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  

การเตรียมสารละลาย ดีพีพีเอช DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl ) ในเอทานอลบริสุทธ์ิ ความเขม้ขน้ 

0.004% ในสารละลายเอทธานอลบริสุทธ์ิ เก็บในภาชนะทึบแสง(ขวดสเปรย)์ โดยชัง่ดีพีพีเอช  0.0004 กรัม ลง

ในขวด  ละลายดว้ยเอทานอ วดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้ก ั
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        3.2.2  การแยกสาร secondary metabolites โดยวิธี Thin – layer Chromatography (TLC) 

3.2.2.1  เตรียมแผ่น TLC แทงค์ TLC และระบบตวัทําละลาย (Stahl, 1969) 

นําแผ่น TLC ชนิด plates sheet silica gel 60 F 254 บริษัท Merck (ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร)  ตดัมา 

ขนาด 3 x 5 เซนติเมตร  

ในการเตรียมแทงค์ TLC ซึง่มีสารละลายในอตัราสว่น  CH3Cl  : CH3OH ในการแยกสว่นประกอบของสาร 

secondary metabolites 

 วิธีการแยกสาร secondary metabolites ท่ีได้ด้วย TLC 

 นําแผ่น TLC plates sheet silica gel ท่ีเตรียมได้จากข้อ 3.2.1.1 มาทําการหยดสารสกดัหยาบจากสว่นตา่งๆ 

ข้อ 3.1 มาแยกสาร secondary metabolites ท่ีเป็นจดุ (spot) โดยให้มีขนาดเลก็ท่ีสดุโดยใช้หลอดแคปิลารีขนาด 5 

ไมโครลิตร  แล้วปลอ่ยทิง้ให้แห้ง  จากนัน้นําแผ่น TLC plates silica gel แตล่ะแผ่น ไปอบในภาชนะท่ีอ่ิมตวัด้วย

สารละลายผสมในอตัราสว่น CH3Cl  : CH3OH  หรือ Dichloromethane : Methanol (95:5) โดยให้สว่นปลายฐาน

ของแผ่นท่ีแช่อยู่ในตวัทําละลายสงูประมาณ  0.5  เซนติเมตร  เม่ือสารละลายเคลื่อนท่ีมาถงึตําแหน่งท่ีห่างจากปลาย

บน  TLC plates silica gel ประมาณ 1 เซนติเมตร  นํามาทําให้แห้ง จากนัน้ทําการตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยา 

antioxidation โดยการสเปรย์ฉาบบผิวของ TLC plates ภายใต้แสง UV เป็นการตรวจสอบคณุสมบติัการเป็นไขมนั  

และอบด้วยเกลด็ไอโอดีนเป็นคณุสมบติัการเป็นสาร hydrophobic ตอ่จากนัน้ทําการวดัระยะท่ีสารแตล่ะชนิดเคลื่อนท่ี

ได้บนแผน่ TLC คํานวณหาคา่ Rf ของสาร secondary metabolites ท่ีแยกแตล่ะชนิด 

               

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 16 



 

ผลและอภปิรายผลการวจิยั 

 

1. การคัดแยกแบคทเีรียทีอ่าศัยอยู่กบัจากฟองนํา้ให้บริสุทธ์ิ  (Isolation and Purification of sponge-associated 

bacteria, test  strain) และ การเตรียมเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากฟองนํ้า  (isolated strains) 

การศึกษาจุลชีพท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า: แหล่งใหม่ของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร 

ระยะท่ี 2  ดาํเนินการเก็บตวัอยา่งฟองนํ้าจากจุดเก็บตวัอยา่งทั้งหมด 8 จุดสาํรวจ โดยวธีิ scuba diving จากบริเวณ

ทะเลหมู่เกาะเต่า จงัหวดัสุราษณ์ธานี ไดแ้ก่ บริเวณทิศเหนือ จรดทิศตะวนัตก  ไดฟ้องนํ้าจาํนวน  33  ตวัอยา่ง 

โดยไดท้าํการเพาะเล้ียงแบคทีเรียโดยการเกล่ียกระจายบนอาหารเล้ียงเช้ือ Modified Zobell agar และสามารถคดั

แยกเช้ือแบคทีเรียทะเลใหบ้ริสุทธ์ิโดยเลือกแต่ละโคโลนีท่ีแตกต่างกนันาํมาขีด (streak) บนอาหารใหม่ได้

ทั้งหมด สามารถทาํการคดัแยกแบคทีเรียได ้197  สายพนัธ์ุ พบแบคทีเรียอาศยัอยูใ่นฟองนํ้าแต่ละตวัอยา่งมี

ปริมาณแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนัโดยพบจาํนวนนอ้ยท่ีสุดใน ฟองนํ้าครกสีม่วง  TAO-E-02, Xestospongia  

testudinaria จาํนวน 2.0 x 103 โคโลนีต่อกรัม และมากท่ีสุดฟองนํ้าท่อพุม่สีแดง TAO-G-08  Oceanapia  

sagittaria  จาํนวน 8.66 x 106 โคโลนีต่อกรัม  ดงัแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 1   และตวัอยา่งภาพถ่ายฟองนํ้า

รหสั TAO-E-02  และ  TAO-G-08   ดงัแผน่ภาพท่ี 1 
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ตารางที ่1 จาํนวนแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจ้ากฟองนํ้าบริเวณเกาะเต่า จงัหวดัสุราษฎร์ธานี  
 

 

รหสั 

 

ช่ือฟองนํ้า จาํนวนแบคทีเรียทะเล 

ทั้งหมดท่ีพบใน

ฟองนํ้า(CFU/g) ช่ือไทย ช่ือวทิยาศาสตร์ 

TAO-A-01 ฟองนํ้าปล่องภูเขาไฟ Spheciospongia vagabunda 7.0 x 104 

TAO-A-02 ฟองนํ้าครกแขง็สีเหลือง Petrosia (Petrosia) sp. 3.4 x 104 

TAO-A-03 ฟองนํ้าเคลือบหนาสีฟ้า Gelliodes   petrosioides  3.76 x 105 

TAO-A-04 ฟองนํ้าเคลือบแดงลายขาว Clathria (Thalysias)   toxifera  8.2 x 106 

TAO-A-05 ฟองนํ้าเคลือบแขง็สีม่วง Xestospongia sp. 1.08 x 105 

TAO-B-01 ฟองนํ้าไฟ Biemna  fortis  2.78 x 105 

TAO-B-02 ฟองนํ้าถูตวัสีดาํ Cacospongia  sp. 3.1 x 105 

TAO-B-03 ฟองนํ้าเคลือบบางสีส้มหนามยาว Thrinacophora  incrustans,  1.36 x 106 

TAO-B-04 ฟองนํ้าเคลือบสีชมพ ู Psammochela  elegans  2.72 x 105 

TAO-B-05 ฟองนํ้าสีนํ้าเงิน Neopetrosia  sp. 6.46 x 105 

TAO-B-06 ฟองนํ้าเปล่ียนสีสีเหลือง Pseudoceratina  purpurea  2.47 x 106 

TAO-B-07 ฟองนํ้าเคลือบแขง็สีม่วง Xestospongia  sp. 1.88 x 105 

TAO-B-08 ฟองนํ้าครกสีม่วง Xestospongia  testudinaria  4.0 x 104 

TAO-B-09 ฟองนํ้าท่อสีขาว Haliclona  sp. 1.42 x 106 

TAO-C-01 ฟองนํ้าสีนํ้าตาล Petrosia (Petrosia)  hoeksemai  1.7 x 105 

TAO-C-02 ฟองนํ้าครกสีม่วง Xestospongia  testudinaria  1.6 x 104 

TAO-C-03 ฟองนํ้าเปล่ียนสีสีเหลือง Pseudoceratina  purpurea  1.15 x 106 

TAO-C-04 ฟองนํ้าเคลือบแขง็สีม่วง Xestospongia sp. 1.42 x 105 

TAO-D-01 ฟองนํ้ายดืหยุน่สีดาํ Hyrtios   erectus  2.94 x 105 

TAO-D-02 ฟองนํ้าสีม่วง Axinyssa  sp. 6.4 x 104 

TAO-D-03 ฟองนํ้าถูตวัสีดาํ Cacospongia  sp. 1.46 x 106 

TAO-D-04 ฟองนํ้าฝังตวัสีแดง Mycale (Mycale) grandis  2.67 x 104 

TAO-D-05 ฟองนํ้าเคลือบสีดาํ Corticium  niger  1.26 x 105 

TAO-D-06 ฟองนํ้าครกสีม่วง Xestospongia  testudinaria  1.0 x 104 
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ตารางที ่1 (ต่อ ) 

 
 

รหสั 

 

ช่ือฟองนํ้า จาํนวนแบคทีเรียทะเล 

ทั้งหมดท่ีพบใน

ฟองนํ้า (CFU/g) ช่ือไทย ช่ือวทิยาศาสตร์ 

TAO-E-01 ฟองนํ้าสีนํ้าตาล Petrosia (Petrosia)  hoeksemai  1.1 x 105 

TAO-E-02 ฟองนํ้าครกสีม่วง Xestospongia  testudinaria  2.0 x 103 

TAO-E-03 ฟองนํ้ายดืหยุน่สีดาํ Hyrtios  erectus  2.22 x 105 

TAO-E-04 ฟองนํ้ายดืหยุน่สีเทา Hyrtios  erectus  5.48 x 105 

TAO-E-05 ฟองนํ้าไฟ Biemna  fortis  3.86 x 105 

TAO-E-06 ฟองนํ้าเปล่ียนสีสีเหลือง Pseudoceratina  purpurea  9.03 x 105 

TAO-F-01 ฟองนํ้าสีนํ้าเงิน Neopetrosia  sp. 4.6 x 104 

TAO-F-02 ฟองนํ้าสีนํ้าตาล Petrosia (Petrosia)  hoeksemai  1.64 x 105 

TAO-F-03 ฟองนํ้าสีม่วง Axinyssa  sp. 3.18 x 105 

TAO-F-04 ฟองนํ้าถูตวัสีดาํ Cacospongia  sp. 7.5 x 105 

TAO-F-05 ฟองนํ้าเคลือบหนาสีฟ้า Gelliodes  petrosioides  1.72 x 105 

TAO-F-06 ฟองนํ้าเคลือบแขง็สีม่วง Xestospongia  sp. 1.46 x 105 

TAO-F-07 ฟองนํ้าไฟ Biemna  fortis  3.6 x 105 

TAO-F-08 ฟองนํ้าตน้ไมสี้ดาํ Pachastrissa  nux   6.44 x 105 

TAO-F-09 ฟองนํ้าก่ิงสีขาว Halichondria  sp. 2.2 x 106 

TAO-F-10 ฟองนํ้าท่อพุม่สีแดง Halichondria  Halichondria 5.6 x 105 

TAO-G-01 ฟองนํ้าเคลือบสีชมพู Psammochela  elegans  3.3 x 106 

TAO-G-02 ฟองนํ้าก่ิงสีขาว Petrosia (Petrosia)  sp. 1.68 x 105 

TAO-G-03 ฟองนํ้าก่ิงสีนํ้าตาลม่วง Halichondria  sp. 8.28 x 105 

TAO-G-04 ฟองนํ้าก่ิงสีขาว Xestospongia  sp. 6.6 x 104 

TAO-G-05 ฟองนํ้ากอ้นน่ิมสีขาว Stylissa  massa  1.1 x 106 

TAO-G-06 ฟองนํ้ากอ้นหนามสีนํ้าตาล Echinodictyum  sp.1 3.38 x 106 

TAO-G-07 ฟองนํ้าลูกกอลฟ์ Cinachyrella  australiensis  2.72 x 105 

TAO-G-08 ฟองนํ้าท่อพุม่สีแดง Oceanapia  sagittaria  8.66 x 106 
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ตารางที ่1 (ต่อ ) 

 
 

รหสั 

 

ช่ือฟองนํ้า จาํนวนแบคทีเรียทะเล 

ทั้งหมดท่ีพบใน

ฟองนํ้า (CFU/g) ช่ือไทย ช่ือวทิยาศาสตร์ 

TAO-H-01 ฟองนํ้าเคลือบสีเหลืองน่ิม Halichondria  sp. 9.0 x 105 

TAO-H-02 ฟองนํ้าท่อสีขาว Haliclona  sp. 1.98 x 106 

TAO-H-03 ฟองนํ้าเคลือบสีม่วง Petrosia (Petrosia)  sp. 1.0 x 106 

TAO-I-02 ฟองนํ้าปะการังสีฟ้า Cladocroce  sp. 1.2 x 106 

TAO-J-01 ฟองนํ้าลูกกอลฟ์ Cinachyrella  australiensis  8.48 x 105 

TAO-J-02 ฟองนํ้าก่ิงสีเหลือง Pseudoceratina  sp. 3.11 x 106 

TAO-J-03 ฟองนํ้าสีม่วง Axinyssa  sp. 2.04 x 106 

TAO-J-04 ฟองนํ้าเคลือบแขง็สีม่วง Xestospongia  sp. 8.8 x 104 

TAO-J-05 ฟองนํ้าครกด่าง Petrosia (Petrosia)  sp. 8.2 x 104 

TAO-K-01 ฟองนํ้าก่ิงสีม่วง Axinyssa  sp. 6.6 x 105 

TAO-K-02 ฟองนํ้าเคลือบสีม่วงน่ิม Axinyssa  sp. 3.38 x 105 

TAO-K-03 ฟองนํ้าเคลือบสีขาวท่อใหญ่ Halichlona sp. 1.12 x 106 

TAO-K-04 ฟองนํ้าเปล่ียนสีสีเหลือง Pseudoceratina  purpurea  8.6 x 104 
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2. การตรวจหาฤทธ์ิในการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทีท่ดสอบ(test strains) และยนืยันผล (Screening of antimicrobial 

activity 

จากการศึกษาการตรวจสอบฤทธ์ิการต้านเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบของแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยู่กับ

ฟองนํ้ าท่ีระยะเวลา 24 ชั่วโมง ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบท่ีใช้ในการตรวจสอบมีทั้งหมด 4 ชนิด ได้แก่    

Bacillus  subtilis, Staphylococcus  aureus, Escherichia  coli  และ Vibrio  alguilalum โดยวิธี Disc  Diffusion  

Agar  Assay  ใชน้ํ้ าท่ีเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้ าปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบนดิสก์ แลว้ไป

ทดสอบกบัแบคทีเรียทดสอบท่ีเป็นตวัแทนของเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรค บนอาหารเล้ียงเช้ือ Modified Zobell agar 

พบวา่ แบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดม้าจากฟองนํ้า ท่ีเก็บจากบริเวณ หมู่เกาะเต่า จงัหวดัสุราษณ์ธานี ไดแ้ก่ บริเวณทิศ

เหนือ จรดทิศตะวนัตก  ไดฟ้องนํ้ าจาํนวน  33  ตวัอยา่ง ท่ีนาํมาทดสอบจาํนวนแบคทีเรียทะเล 197  สายพนัธ์ุ 
สามารถตา้นการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบได ้21 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 10.6  ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ

แบคทีเรียท่ีทดสอบ โดยในจาํนวนน้ี พบวา่แบคทีเรียทะเล 35 สายพนัธ์ุ  สามารถตา้นการเจริญของ B. subtilis 

ไดแ้ก่  T55 H 1-6, T55 J 2-7, และ  T55 J 2-6 ซ่ึงสายพนัธ์ุ TE 11-7 ให้ผลการตา้นดีท่ีสุด มีขนาดของ

บริเวณใส คือ 25.0 มิลลิเมตร นอกจากน้ียงัพบวา่ B. subtilis  เป็นชนิดท่ีมีจาํนวนของสายพนัธ์ุแบคทีเรียทะเลท่ี

สามารถตา้นการเจริญไดม้ากท่ีสุด  ผลการทดลองท่ีไดค้ลา้ยกบังานวิจยัของ Kennedy และคณะ (2009) และ 

Ocky และคณะ (2007) และมีขนาดของบริเวณใสใหญ่สุดดว้ยเช่นกนั ส่วน S. aureus พบฤทธ์ิตา้นโดยแบคทีเรีย

ทะเล 16 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ TA 2-6 Bk, TA 5-2 R, TA 5-3 Br, TA 5-12 Bk, TA 5-3 Br, TC 3-1 Bk, TE 11-1 DP, 

TE 19-1 R, TE 19-4 Br,  TE 19-5 BK, MSA 2-3 R, MSA 4-8R, MSA 4-9 Y, MSB 1-5 Y และ MSB 6-3R ซ่ึง

สายพนัธ์ุ TE 19-5 BKใหผ้ลการตา้นดีท่ีสุด ซ่ึงมีขนาดของบริเวณใสคือ 20.2 มิลลิเมตร  ซ่ึงความสามารถในการ

ตา้นของแบคทีเรียทะเลแต่ละสายพนัธ์ุนั้นมีค่าใกลเ้คียงกนั โดย P. aeruginosa ถูกตา้นโดยแบคทีเรียทะเลสาย

พนัธ์ุเดียว ไดแ้ก่ TE 9-8  ในขณะท่ีไม่มีแบคทีเรียทะเลสายพนัธ์ุใดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของ V. alginoliticus 

ได ้แบคทีเรียทะเลท่ีสามารถตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบมากกวา่ 1 ชนิดมี 14 สายพนัธ์ุ ดงัแสดงรายละเอียดใน

ตารางท่ี  2 

จากผลการทดลองพบวา่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Ocky และคณะ (2007) พบแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยู่

กบัฟองนํ้า  A. hydrophila และสายพนัธ์ุรหสั BSP4.3 ท่ีสามารถตา้นการเจริญของ S. aureus  และ B. subtilis ซ่ึง

เป็นเช้ือแบคทีเรียทดสอบท่ีไดใ้ชใ้นการทดลองน้ีไดเ้ช่นกนั 

 

เม่ือทาํการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียอ่ืนพบแบคทีเรียทะเลจาํนวน 21 สายพนัธ์ุ จากท่ีทดสอบ 

197 สายพนัธ์ุ  แสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียอ่ืนท่ีใชใ้นการทดสอบรวม 4 ชนิด โดยสามารถยบัย ั้งในกลุ่ม

แบคทีเรียกรัมบวกไดแ้ก่ Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, และ/หรือ กลุ่มแบคทีเรียกรัมลบไดแ้ก่ 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (ตารางท่ี 2)  จากนั้นไดค้ดัเลือกทาํการเพาะเล้ียงเพื่อสกดัหาสาร

ออกฤทธ์ิชีวภาพจาํนวน 4 สายพนัธ์ุ เพื่อใหไ้ดส้ารสกดัหยาบจาํนวนมากสาํหรับศึกษาในขั้นยนืยนัฤทธ์ิทาง

ชีวภาพและศึกษาสารประกอบทางเคมีต่อไป  
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ตารางที ่1  แสดงฤทธ์ิในการยบัยั้งแบคทเีรียทดสอบโดยแบคทเีรียทีอ่าศัยอยู่กบัฟองนํา้(บริเวณยบัยั้ง แสดงผล

เส้นผ่านศูนย์กลางเป็นมิลลิเมตร) 

 

หมายเลข 

 

รหัสเช้ือ 

ผลของการยบัยั้ง 

B. subtilis S. aureus V.alginolyticus E. coli 

82 T55A1-5Y - 14+14/2=14.0 15+15/2=15.0 18+16/2=17.0 

94 T55A2-6or 15+14/2=14.5 14+14/2=14.0 - - 

104 T55A3-3 20+19/2=19.5 19+17/2=18.0 16+14/2=15.0 21+19/2=20.0 

114 T55A4-2 - 15+16/2=15.5 - - 

126 T55A5-4or 15+15/2=15.0 16+15/2=15.5 15+15/2=15.0 18+16/2=17.0 

134 T55A5-13 16+19/2=17.5 18+17/2=17.5 16+16/2=16.0 - 

135 T55B7-1 15+16/2=15.5 - - 15+15/2=15.0 

143 T55B8-1or 18+16/2=17.0 - - - 

155 T55B9-5BK 18+17/2=17.5 - 20+19/2=19.5 18+17/2=17.5 

175 T55D5-4C - 16+15/2=15.5 - 15+15/2=15.0 

190 T55E5-5 16+16/2=16.0 - - - 

191 T55E5-7 15+15/2=15.0 - - - 

198 T55E5-19 15+15/2=15.0 - - - 

199 T55E6-1cy 15+18/2=17.0 - - - 

210 T55F2-3Y - - 18+16/2=17.0 18+17/2=17.5 

215 T55F4-9C 15+15/2=15.0 16+16/2=16.0 - - 

222 T55G2-1Y 17+17/2=17.0 - - - 

223 T55G2-2 19+19/2=19.0 - - - 

226 T55G3-6or - - 15+15/2=15.0 - 
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 ตารางที ่1  (ต่อ) 

 

หมายเลข 

 

รหัสเช้ือ 

ผลของการยบัยั้ง 

B. subtilis S. aureus V.alginolyticus E. coli 

243 T55G5-10Bk 15+14/2=14.5 - - - 

254 T55G6-11R 18+17/2=17.5 18+18/2=18.0 15+15/2=15.0 - 

255 T55G7-1Bk 16+16/2=16.0 17+18/2=17.5 15+15/2=15.0 - 

256 T55G7-2 14+15/2=14.5 14+14/2=14.0 - - 

276 T55H1-6Bk 19+19/2=19.0 14+15/2=14.5 16+15/2=15.5 18+15/2=16.5 

290 T55H3-7Br 16+18/2=17.0 - - - 

296 T55H3-13Br 18+17/2=17.5 19+19/2=19.0 - - 

316 T55J2-6 19+19/2=19.0 20+18/2=19.0 20+19/2=19.5 18+18/2=18.0 

317 T55J2-7R 18+16/2=17.0 17+16/2=16.5 15+16/2=15.5 16+16/2=16.0 

319 T55J2-9Br 15+15/2=15.0 18+17/2=17.5 - - 

330 T55J4-5Br 18+17/2=17.5 - - - 

341 T55k1-4Br 18+18/2=18.0 - - - 

360 T55k3-4R 16+15/2=15.5 - - - 

365 T55k3-9Bk 15+15/2=15.0 - - - 

373 T55k4-7Br 17+17/2=17.0 - - - 

 

หมายเหตุ: การทดสอบกบัเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ ไดแ้ก่ B. subtilis :Bacillus  subtilis, S. aureus :           

Staphylococcus  aureus, P. aeruginosa : Psedomonas  aeruginosa, ,V. alguila :Vibrio  alginoliticus ,       E. 

coli :Escherichia  coli   
ตัวเลข: แสดงขนาดของบริเวณท่ีมีฤทธ์ิการตา้นแบคทีเรียทดสอบซ่ึงเป็นค่าเฉล่ียมาจากทดสอบ 2 ซํ้ า มีหน่วย

เป็นมิลลิเมตร,  เคร่ืองหมาย − : แสดงผลท่ีไม่มีการตา้นแบคทีเรียทดสอบ และ ND หมายถึงไม่ไดท้าํ

การทดสอบ   
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3  การตรวจสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัหยาบทีส่กดัมาจากแบคทเีรียทะเลที่อาศัยอยู่

กบัฟองนํา้ 

 

จากการศึกษาคกัเลือกแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า ท่ีเก็บจากหมู่เกาะสมุย จงัหวดัสุราษฎร์ธานี 

ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียทดสอบ สายพนัธ์ุใดท่ีแสดงประสิทธิภาพท่ีดี จะคดัไปทาํการเพาะเล้ียง

ปริมาตร 1 ลิตร เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เพื่อนาํไปทดสอบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ จาํนวน 43 สายพนัธ์ุ  โดย

วธีิ DPPH Assay (Spray with 0.004 % DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) on loaded TLC plate)  

 

ผลการศึกษาพบวา่สารสกดัหยาบดว้ยส่วนของเซลลส์กดัดว้ยตวัทาํละลายผสม คลอโรฟอร์ม และ

เมทธานอล (CH3 : MeOH = 1 : 2) และส่วนของนํ้าเล้ียงท่ีสกดัดว้ย เอทิลอะซิเตต ของแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุ

แสดงแบนสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH  แตกต่างกนัไป โดยสารสกดัหยาบดว้ยเมทานอลหรือเอทิลอะซิ

เตต ท่ีแสดงแบนสารมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ชดัเจนท่ีสุด (ดงัแสดงผลในตารางท่ี 3) จะถูกนาํสารสกดั

หยาบมาแยกต่อเพื่อแยกหาสารออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโตกราฟฟีและการตก

ผลึก และวเิคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีของสารท่ีแยกไดโ้ดยอาศยัขอ้มูลจากการวเิคราะห์โดยเทคนิกสเป็คโตส

โคปี ไดแ้ก่IR, UV, NMR และ LCMS ต่อไป 

ผลของโครงการวิจยัน้ีเป็นขอ้มูลแสดงถึงศกัยภาพของแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า เพื่อส่งเสริมการ

วจิยัและพฒันาสารออกฤทธ์ิตา้นจุลินทรียแ์ละตา้นอนุมูลอิสระ เพื่อเป็นแนวทางในการวจิยัหาสารตวัยาท่ีมี

ประสิทธิภาพยิง่ข้ึนต่อไป  

 

ทดสอบเช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการตรวจสอบมี 5 ชนิด คือ  B. Subtilis,  S.  Aureus,   P. Aeruginosa, V.  

Alginoliticus  และ E.  coli  ทดสอบกบัแบคทีเรียทะเล โดยใชว้ิธี Disc  Diffusion  Agar  Assay บนอาหารเล้ียง

เช้ือ Mueller  Hinton  Aagr โดยใช ้AA disc ขนาด 6 มิลลิเมตร. เม่ือนาํ 44 สายพนัธ์ุมาทาํการแยกเพาะเล้ียงและ

สกัดสารแยกออกเป็นส่วนของนํ้ าเล้ียงสกัดด้วยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตด และส่วนของเซลล์สกัดด้วย

สารละลายผสมเมทานอลและคลอโรฟอร์ม (อตัราส่วน2:1) และระเหยแห้งดว้ย Rotary Evaporator จนไดส้าร

สกดัหยาบทั้งสองส่วน  แลว้นาํมา ทดสอบกบัเช้ือแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด  พบวา่สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย

ทะเลมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบได ้ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 200, 400 และ 800 µg  ของสารสกดั

หยาบท่ีสกดัไดจ้ากแบคทีเรียทะเลท่ีแยกจากฟองนํ้ ามีเพียง 11 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 25 จาก 44 สายพนัธ์ุท่ีมี

ฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ จะพบวา่สารสกดัหยาบจากแบคทีเรียทะเลท่ีสามารถตา้นการเจริญของ 

B. subtilis ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ TB 8-6Br (เซลล์), TA 5-3 Br (นํ้าเล้ียง) และ MSB5 – 3 R (เซลล์) ส่วนสารสกดัของ

สายพนัธ์ุ TA5-2-7BK, TE 11 – 1DP และ TA5 – 12 Bk แสดงประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ

ไดท้ั้งในส่วนของนํ้าเล้ียงและเซลล ์โดยสายพนัธ์ุ TB8 – 6 Br (เซลล)์ ซ่ึงมีขนาดของบริเวณยบัย ั้งการเจริญสูงสุด
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คือ 21.7 มิลลิเมตร ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 800 µg  ส่วนสารสกดัหยาบจากแบคทีเรียทะเลท่ีสามารถตา้นการเจริญ

ของ S. aureus ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ TA5 – 12 Bk(นํ้ าเล้ียง), TB 6 – 1 Br (นํ้ าเล้ียง), TC3 – 1 Bk (เซลล์ซ่ึง TB8 – 6 

Br, TA5-2-7BK และ TE 11 – 1DP สามารถตา้นไดท้ั้งในส่วนของนํ้ าเล้ียงและเซลล์ โดยสายพนัธ์ุ TA5 – 12 Bk 

(นํ้าเล้ียง) ซ่ึงมีขนาดของบริเวณยบัย ั้งสูงสุดคือ 10.0 มิลลิเมตร ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 400 µg  ในขณะท่ีสารสกดั

หยาบจากแบคทีเรียทะเลท่ีสามารถตา้นการเจริญของ V. alginoliticus  ไดแ้ก่  สายพนัธ์ุ  MSB5 – 3 R (เซลล์), 

MSA2 – 3R (เซลล์) และ MSB6 – 3R  (เซลล์)ซ่ึงสายพนัธ์ุ TE 11 – 1 DP และ MSA3– 6  สามารถตา้นไดท้ั้งใน

ส่วนของนํ้ าเล้ียงและเซลล์ โดยสายพนัธ์ุ CD3266DP (เซลล์) มีขนาดของบริเวณใสใหญ่สุดคือ 13.2 มิลลิเมตร  

ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 800 µg  ซ่ึงไม่มีสารสกดัหยาบท่ีสกดัจากแบคทีเรียทะเลสายพนัธ์ุใดสามารถตา้นการเจริญ

ของเช้ือ P. aeruginosa และ E. coli ได ้เพราะสูญเสียความสามารถในการตา้นไปท่ีอาจเกิดจากวิธีการสกดัสารท่ี

ตอ้งมีความจาํเพาะต่อสาร  ซ่ึงระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบเป็นตวัช้ีวา่สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย

ทะเลนั้นสามารถตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบไดท่ี้ความเขม้ขน้มากหรือนอ้ย  เพราะถา้ใช้ในระดบัความเขม้ขน้

นอ้ยๆแลว้มีการตา้น  แสดงวา่ฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรียสูง  จะใชส้ารสกดัหยาบในระดบัความเขม้ขน้นอ้ยๆก็มี

ฤทธ์ิในการตา้นไดแ้ลว้  จากการทดสอบจะพบวา่สารสกดัหยาบท่ีมีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบทั้งในส่วน

ของทั้งส่วนของนํ้ าเล้ียงและเซลล์ อยู ่4 สายพนัธ์ุ เฉพาะส่วนนํ้ าเล้ียง 3 สายพนัธ์ุ และส่วนเซลล ์ 3 สายพนัธ์ุ  

โดยเฉพาะสายพนัธ์ุ TE 11 – 1DP (นํ้าเล้ียงและเซลล์) สามารถตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบไดม้ากท่ีสุด 3 ชนิด 

ไดแ้ก่ B.  subtilis, S. aureus และ E. coli  ดงัแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 3 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ 

Kennedy และคณะ (2009)  พบแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยู่กบัฟองนํ้ าสายพนัธ์ุรหัส  BC2, SM2, SM4, SM8, 

SM18 และ SM19 ท่ีสามารถตา้นการเจริญของ  B. subtilis แต่ไม่มีฤทธ์ิตา้น E. coli ได ้ในขณะท่ีการวิจยัคร้ังน้ีมี

แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดส้ายพนัธ์ุ TE 11 – 1DP (นํ้าเล้ียงและเซลล์) และ MSB5 – 3 R (เซลล์) แสดงประสิทธิภาพ

ในการยบัย ั้ง E. coli ได ้ 
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ตารางที ่3 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระโดยวิธี DPPH Assay  

   (Spray with 0.004 % DPPH on loaded TLC plate) 

ลาํดบั รหสั Mid-point (b) Solvent front (a) ค่า Rf (b÷a) 

1 TB8 – 6 Br(นํ้าเล้ียง) 3.6 4.1 0.88 

2 TB8 – 6 Br(Cell) 3.5 4.1 0.85 

3 TA5 – 3 Br(นํ้าเล้ียง) 3.5 4.1 0.85 

4 TA5 – 3 Br(Cell) - - - 

5 TA5 – 2 R(นํ้าเล้ียง) 3.8 4.1 0.93 

6 TA5 – 2 R(Cell) 3.5 4.1 0.85 

7 TA3 – 4 y(นํ้าเล้ียง) 2.9 4.0 0.72 

8 TA3 – 4 y(Cell) - - - 

9 TA 3 -3(นํ้าเล้ียง) 3.2 4.0 0.8 

10 TA 3 -3(Cell) - - - 

11 TA5-2-7Bk(นํ้าเล้ียง) 3.5 4.2 0.83 

12 TA5-2-7Bk(Cell) - - - 

13 TB 4 – 1(นํ้าเล้ียง) 3.3 4.2 0.78 

14 TB 4 – 1(Cell) - - - 

15 TA2 – 6 Bk(นํ้าเล้ียง) 3.6 4.2 0.86 

16 TA2 – 6 Bk(Cell) - - - 

17 TA 2 – 4R  (นํ้าเล้ียง) 3.2 4.2 0.76 

18 TA 2 – 4R (Cell) - - - 

19 TC 7 -  6y(นํ้าเล้ียง) 3.2 4.2 0.76 

20 TC 7 -  6y(Cell) - - - 

21 TB 6 – 1 Br(นํ้าเล้ียง) 3.5 4.2 0.83 

22 TB 6 – 1 Br(Cell) - - - 

23 TB 5 – 3 - 11(นํ้าเล้ียง) 3.3 4.1 0.80 

24 TB 5 – 3 - 11(Cell) - - - 

25 TE 11-7(นํ้าเล้ียง) 3.3 4.1 0.80 

26 TE 11-7(Cell) - - - 

27 TE 9 – 8(นํ้าเล้ียง) 3.4 4.1 0.83 
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ตารางที ่3  (ต่อ) 
 
ลาํดบั รหสั Mid-point (b) Solvent front (a) ค่า Rf (b÷a) 

28 TE 9 – 8(Cell) - - - 

29 TE 9 – 9 Br(นํ้าเล้ียง) 3.2 4.1 0.78 

30 TE 9 – 9 Br(Cell) - - - 

31 TE 11 – 1 DP(นํ้าเล้ียง) 3.3 4.1 0.80 

32 TE11 – 9 Or(นํ้าเล้ียง) 3.3 4.1 0.80 

33 TE11 – 9 Or(Cell) - - - 

34 TE14 – 7(นํ้าเล้ียง) 3.4 4.1 0.83 

35 TE14 – 7(Cell) - - - 

36 TE19 – 1R(นํ้าเล้ียง) 3.5 4.1 0.85 

37 TE19 – 4Br(นํ้าเล้ียง) 3.3 4.1 0.80 

38 TE19 – 4Br(Cell) - - - 

39 TE19 – 5Bk(นํ้าเล้ียง) 3.8 4.1 0.93 

40 TC3 – 1 Bk (นํ้าเล้ียง) 3.1 4.0 0.78 

41 TC3 – 1 Bk(Cell) - - - 
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  แผ่นภาพที ่2  รูปถ่ายฟองนํ้ าจากบริเวณเกาะเต่า จงัหวดัสุราษฎร์ธานี 

                        ( ภาพถ่ายโดย ดร.สุเมตต ์ปุจฉาการ ) 

                                                                    

 

                                                                                                     

รูปที ่1 TAO-G-08 ฟองนํ้าท่อพุม่สีแดง Oceanapia  

sagittaria พบจาํนวนแบคทีเรียมากท่ีสุด 8.66 x 106 

โคโลนีต่อกรัม 

รูปที ่2 TAO-E-02  ฟองนํ้าครกสีม่วง Xestospongia  

testudinaria พบจาํนวนแบคทีเรียนอ้ยท่ีสุด2.0 x 103 

โคโลนีต่อกรัม 

รูปที ่4 Pseudoceratina sp."yellow" 

รหัส  TAO55-J-POR02 

ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าก่ิงสีเหลือง 

 

รูปที ่3 Halichondria  sp."yellow" 

รหัส  TAO55-H-POR01 

ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าเคลือบสีเหลืองน่ิม 
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แผ่นภาพที ่2  รูปถ่ายฟองนํ้าจากบริเวณเกาะเต่า จงัหวดัสุราษฎร์ธานี 

           ( ภาพถ่ายโดย ดร.สุเมตต ์ปุจฉาการ ) 

 

 

 

 

รูปที ่ 2 Oceanapia  sagittaria 

รหัส  TAN-A-05 

ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าท่อพุม่สีแดง 

 

รูปที ่ 3 Axinyssa  sp. 

รหัส  TAN-B-04 

ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าเคลือบสีม่วง 

 

  รูปที ่ 1 Biemna  fortis 

 รหัส  TAN-A-02 

 ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าไฟ 

 
 

รูปที ่4 Xestospongia  testudinaria  

รหัส  TAN-B-8 

ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าครกแขง็ 
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แผ่นภาพที ่2 (ต่อ) รูปถ่ายฟองนํ้าจากบริเวณเกาะเต่า จงัหวดัสุราษฎร์ธานี 

           ( ภาพถ่ายโดย ดร.สุเมตต ์ปุจฉาการ ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่6 Neopetrosia  sp. 

รหัส  TAN-C-12 

ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าสีนํ้าเงิน 

 

รูปที ่5 Hyattella  intestinalis  

รหัส  TAN-C-3 

ช่ือสามัญ : ฟองนํ้าถูตวัสีนํ้าตาลเขียว 
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สรุปผลการวจิยั 

 

จากการตรวจสอบฤทธ์ิของแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจ้ากฟองนํ้ าในการสร้างสารมาตา้นการเจริญของ

แบคทีเรียท่ีทดสอบทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ Bacillus  subtilis, Staphylococcus  aureus,   Vibrio  alginoliticus  และ 

Escherichia  coli ในระยะเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงจากจาํนวนแบคทีเรียทะเล 197 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากฟองนํ้ า มี 44 

สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 10 ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ พบวา่แบคทีเรียทะเลจาํนวน 38 สาย

พนัธ์ุ สามารถตา้นการเจริญของ   B. subtilis ได ้ซ่ึงสายพนัธ์ุ TE 11-9 Or ให้ผลการตา้นขนาดใหญ่ท่ีสุด โดยท่ีมี

ฤทธ์ิตา้นการเจริญของ S. aureus ได ้มีแบคทีเรียทะเลจาํนวน 16 สายพนัธ์ุ ซ่ึงสายพนัธ์ุ TE 19-5 BK ให้ผลการ

ตา้นขนาดใหญ่ท่ีสุด  ส่วนท่ีมีฤทธ์ิตา้น E. coli  มีแบคทีเรียทะเลจาํนวน 5 สายพนัธ์ุ ซ่ึงความสามารถในการตา้น

ของแบคทีเรียทะเลแต่ละสายพนัธ์ุนั้นมีค่าใกลเ้คียงกนั และแบคทีเรียทะเลเพียงตวัเดียวท่ีสามารถตา้นเช้ือ P. 

aeruginosa ไดแ้ก่  TE 9-8Y ซ่ึงไม่มีแบคทีเรียทะเลสายพนัธ์ุท่ีสามารถตา้นเช้ือ V. alginoliticus ได ้ 

สรุปไดว้า่แบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจ้ากฟองนํ้ าสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive) ท่ี

ทดสอบได ้ 2 ชนิด ไดแ้ก่ B. subtilis  และ S.  aureus และ แบคทีเรียแกรมลบ (gram  negative) ท่ีทดสอบได ้2 

ชนิดเช่นเดียวกนั ไดแ้ก่ P. aeruginosa และ E. coli  

จากการตรวจสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบทั้ง 5 ชนิด ของสารสกดัหยาบท่ีสกดัไดจ้ากส่วน

ของนํ้าเล้ียงและเซลลข์องแบคทีเรียทะเลท่ีแยกจากฟองนํ้ าเพาะเล้ียงท่ีปริมาตร 1 ลิตร ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 200, 

400 และ 800 µg  มีเพียง 11 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 25 จาก 44 สายพนัธ์ุท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ี

ทดสอบ พบวา่สารสกดัหยาบจากแบคทีเรียทะเลสามารถตา้นการเจริญของ        B. subtilis ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ TB 

8-6Br (เซลล์), TA 5-3 Br (นํ้าเล้ียง) และ MSB 5-3 R (เซลล์) ซ่ึงสายพนัธ์ุ TB 5-2-7 Bk, TE 11-1 DP, TA 5-12 

Bk สามารถตา้นไดท้ั้งในส่วนของนํ้าเล้ียงและเซลล์  โดยสายพนัธ์ุ CD3085Br (เซลล์) ให้ผลการตา้นขนาดใหญ่

ท่ีสุด  ส่วนสารสกดัหยาบจากแบคทีเรียทะเลท่ีสามารถตา้นการเจริญของ S. aureus ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ TA 5-12 Bk 

(นํ้าเล้ียง), TB 8-6Br (นํ้าเล้ียง),  TC 3-1 Bk (เซลล์), MSB 5-3 R (เซลล์), MSA 2-3 R (นํ้าเล้ียง), MSA 3-6 (นํ้า

เล้ียง), MSA 2-3 R (เซลล์) และ MSB 6-3R (เซลล์) ได ้ซ่ึง TB 8-6Br,  TB 5-2-7 Bk และ TE 11-1 DP สามารถ

ตา้นไดท้ั้งในส่วนของนํ้ าเล้ียงและเซลล์ โดยสายพนัธ์ุ TA 5-12 Bk (นํ้าเล้ียง) ให้ผลการตา้นขนาดใหญ่ท่ีสุด  

ในขณะท่ีสารสกดัหยาบจากแบคทีเรียทะเลท่ีสามารถตา้นการเจริญของ V. alginoliticus  ไดแ้ก่  สายพนัธ์ุ MSB 

5-3 R (เซลล์), MSA 2-3 R (เซลล์), และ MSB 6-3R (เซลล์)  ซ่ึงสายพนัธ์ุ TE 11-1 DP และ MSA 3-6สามารถ

ตา้นไดท้ั้งในส่วนของนํ้าเล้ียงและเซลล ์โดยสายพนัธ์ุ TE 11-1 DP (เซลล)์ ใหผ้ลการตา้นขนาดใหญ่ท่ีสุด  ซ่ึงไม่

มีสารสกดัหยาบท่ีสกดัจากแบคทีเรียทะเลสายพนัธ์ุใดสามารถตา้นเช้ือ P. aeruginosa และ E. coli ได ้จะพบวา่

สารสกดัหยาบท่ีมีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบทั้งอยูใ่นส่วนของทั้งส่วนของนํ้ าเล้ียงและเซลล์จาํนวน 4 สาย

พนัธ์ุ เฉพาะส่วนนํ้าเล้ียงจาํนวน 3 สายพนัธ์ุ และส่วนเซลล ์จาํนวน 3 สายพนัธ์ุ 
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สรุปไดว้า่สารสกดัหยาบจากแบคทีเรียทะเลมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive) 

ท่ีทดสอบได ้ 2 ชนิด ไดแ้ก่ B. subtilis  และ S. aureus และ แบคทีเรียแกรมลบ (gram  negative) ไดแ้ก่ V. 

alginoliticus  เพียงชนิดเดียว 
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Introduction 
 
         Marine organisms and their associated microorganisms are improved promising to 
produce several novel products that have  potentially application in medicine, in food and 
cosmetics. The potential of these products is tremendous investigation.  Recently, the bioprocess 
of several marine organisms are improved.A large number of bioactive compounds / lead 
compounds that have potential to become drugs candidate have been isolated from sponges and 
their associated microorganisms. Out of screening on 15,000 natural marine products, Currently, 
45 marine derived natural products are tested in preclinical and clinical trials (Faulkner, 2000; 
Newman et al., 2004). In addition, Thai waters also has potential to develop because of theirs 
geological connect to Indian Ocean and Pacific Ocean that supply diversity of marine organisms. 
Currently, several Thai sponges and theirs associated bacteria have the potential activity against 
test microorganisms,tuberculosis tomor and cancer cell lines (Kijjoa et al., 2007; Watanadilok et 
al., 2007; Rungprom et al., 2008; Dechsakulwatana et al.,2007). In this paper, Thai sponge and 
their associated bacterial extracts are approached on antibacterial and cytotoxic activity.   
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Collection of sponges and Isolation of marine associated bacteria  
       In this study, a total of 33 sponge samples were collected the nothern to western coast of Tao 
Island, Suratthani Province,Thailand and 197 bacterial strains were isolated from sponges. 
Viable count ranged from 2.0x 103 to 8.6x 106 CFU/g(Table 1).  
    Antibacterial assay  
       The results indicated that 21 bacterial strains showed antibacterial activity against the test 
gram positive bacteria; Bacillus subtilis or Staphylococcus aureus while only 7 samples showed 
activity against gram negative Vibrio. alginoliticus  and/or Escherichia coli. Among them, 3 
active isolates T55 H 1-6, T55 J 2-6, and T55 J 2-7R exhibited wild sprectrum highly activity 
against all test bacteria. Then each active strain was cultured again and extracted in both partials, 
cell pellets was sonicated and extract with mix solvents of chloroform/methanol(1:2) and 
cultured broth with ethyl acetate. Out of the 21 extracts of active isolates, 15 showed stability of 
antibacterial activity. And 4 isolates those indicated on the fraction of ethyl acetate extractions at 
the minimum concentration 250 mcg/disc stills exhibited high activity against test bacteria B. 
subtilis, S. aureus and /or V. alginoliticus which were summarized in Table 1. In addition this 
study has 4 isolates, T55 F 3-2, T55 H 1-6Bk, T55 J 2-6, and T55 J 2-7R against E. coli which 
are summarized in Table 2. . These results will be guided to further study on cytotoxicity test 
against tumor and cancer cell lines.  
       Identification of 3 active bacteria T55 H 1-6, T55 J 2-6, and T55 J 2-7R are gram negative, 
with will further be apply to 16S rRNA gene sequence Eubac27F 5’-GAG AGT TTG ATC CTG 
GCT CAG-3’ and Eubac1492R 5’-CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA-3’.  
      In conclusion, this study has approved the promising of potential of antibiotics producing by 
sponge-associated bacteria. 
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ฤทธ์ิทางชีวภาพและการประยุกต์ใช้แบคทเีรียที่อาศัยอยู่ร่วมกับฟองนํา้ 
; ชุติวรรณ  เดชสกุลวัฒนา1; ปรีชา ภวูไพรศิริศาล

2
;วรพจน์ สนุทรสขุ3; วิชัย ร้ิวตระกูล4;  

1มหาวิทยาลยับูรพา  2 จฬุาลงกรณม์หาวทิยาลยั   3มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้
ธนบุรี                   4มหาวิทยาลยัมหิดล   
 
บทคดัย่อ  

 

รงควัตถุชีวภาพ (สารส)ี มีความสาํคัญในอุตสาหกรรมอาหาร ยาและเคร่ืองสาํอาง จุลินทรีย์สามารถ

เป็นแหล่งผลิตรงควัตถุชีวภาพเช่นกนั โดยเฉพาะยีสต์ Rhodotorula spp. หรือเช้ือรา Monascus spp. แบคทเีรีย

ที่อาศัยร่วมกบัฟองนํา้ทะเลกเ็ป็นแหล่งผลิตรงควัตถุชีวภาพที่น่าสนใจและเป็นอกีทางเลือกหน่ึง แบคทเีรียที่

อาศัยร่วมกบัฟองนํา้ทะเลจาํนวน 19 สายพันธุจ์าก 24 สายพันธุ ์ที่สามารถผลิตสเีหลือง ส้ม แดงและนํา้ตาล 

บนอาหารกึ่งแขง็กึ่งเหลว (Modified Zobell agar) ส่วนใหญ่เป็นแบคทเีรียแกรมลบและมีรูปร่างเป็นทอ่น ที่

อาศัยร่วมกบัฟองนํา้ทะเลและผลิตรงควัตถุได้ 8 สายพันธุ ์พบว่าเป็นแบคทเีรีย Methylobacterium 

mesophilicum,  Chryseomonas luteola, Pseudomonas luteola,  Moraxella sp., Burkholderia cepacia,  และ 

Vibrio vulnificus ซ่ึงหลงัจากการเล้ียง 7-10 วนั แบคทีเรียดงักล่าวผลิตเบตา้-แคโรทีนในอาหาร Modified 

Zobell 0.14-0.81 µg/ml พบว่ารงควัตถุชีวภาพที่ผลิตจากแบคทเีรีย MAKB08-4 และ CHOB06-6 คาดว่าเป็น

แคโรทนีอยด์ชนิด แอสต้าแซนทนิและ/หรืออนุพันธข์องแคโรทนีอยด์ สาํหรับแบคทเีรีย CHOB 04-1 และ 

KODA19-6 คาดวา่เป็นแคโรที-นอยดช์นิด เบตา้-แคโรทีนและแอสตา้แซนทิน 

จากการศึกษาฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียโดยสารสกดัจากฟองนํ้าท่ีเก็บจากบริเวณเกาะบริเวณชายฝ่ัง

ภาคตะวนัออก จาํนวน  44  ตวัอยา่ง สามารถคดัแยกแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองนํ้าทะเลท่ีมีลกัษณะและ

สัณฐานวทิยาของโคโลนีท่ีแตกต่างกนัทั้งส้ิน  551  สายพนัธ์ุ เม่ือทาํการทดสอบพบวา่สารสกดัหยาบเมทธานอล

ท่ีไดจ้ากฟองนํ้าจาํนวน 35  ตวัอยา่ง มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ โดยมี 35 ตวัอยา่ง

สามารถยบัย ั้งแบคทีเรีย กรัมบวกคือ Micrococcus luteus ATCC9341 และ/หรือ Bacillus subtilis ATCC6633 

ไดดี้ ส่วนแบคทีเรียกรัมลบนั้นมีเพียง 3  ตวัอยา่ง มีประสิทธิภาพยบัย ั้ง Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Vibrio. alginoliticus หรือ Escherichia coli ATCC 25922 ส่วนประสิทธิภาพของแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยูร่่วม

พบวา่มี 23 สายพนัธ์ุ  ท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรีย กรัมบวกท่ีทดสอบ  B. subtilis และ M. luteus 

และ มีเพียง 10 สายพนัธ์ุเท่านั้นท่ียบัย ั้งแบคทีเรียกรัมลบ P. aeruginosa และ V. alginoliticus และจากการนาํสาร

สกดัจากส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ยเอธิลอะซิเตตและส่วนของเซลลท่ี์สกดัดว้ยเมธานอลผสม

คลอโรฟอร์มของแบคทีเรีย 8 สายพนัธ์ุ  ยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. subtilis,     M. luteus  และ V. 

alginoliticus สารสกดัจากแบคทีเรียไปทดสอบการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง/เน้ืองอก P388, KB, MCF-7, 

Lu-1, และ ASK โดยตรวจผลกบัสาร MTT พบวา่มีแบคทีเรีย 8 สายพนัธ์ุมีฤทธ์ิยบัย ั้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ี IC 

50 < 4 ถึง 15 ไมโครกรัม/ม.ล  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง 

 

1. Modified  Zobell   Medium   มีองคป์ระกอบต่อลิตรดงัน้ี 

 1.1 Proteose  peptone No. 3 (DIFCO)    1 กรัม 

 1.2 Yeast  extract        1 กรัม 

 1.3 Phytone(BBL)      0.5 กรัม 

 1.4 Sodium  thiosulfate      0.2 กรัม 

 1.5 Sodium  sulfite      0.05 กรัม 

 1.6 2% Ferric  citrate      1 มิลลิลิตร 

 1.7 นํ้าทะเล       900 มิลลิลิตร 

 1.8 นํ้ากลัน่       100 มิลลิลิตร 

     ปรับ    pH 7.6 ± 1 

 

  นาํส่วนผสมทั้งหมดละลายในนํ้ า 1,000  มิลลิลิตร  กวนส่วนผสมทั้งหมดให้ละลายผสมเป็น

เน้ือเดียวกนั  ปรับpH ใหไ้ดต้ามท่ีตอ้งการดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซต(์NaCl) และกรดไฮโดรคลอริก(HCl)  เม่ือได ้

pH  ท่ีตอ้งการแลว้เติม agar   กรณี Modified  Zobell   agar  plate ใส่ agar 1.5 %  ส่วนท่ีใช่เป็น stock เก็บเช้ือ ใส่ 

agar 0.3 %    กวนส่วนผสมให้ให้ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั แล้วให้ความร้อนจน agar ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั  

นาํไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 

 45 


