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  ลลิดา  วชังเงิน : การคัดกรองและการพิสูจนเอกลกัษณแอคติโนมัยสีทหายากท่ีมีฤทธ์ิ
ทางชีวภาพ.  อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ  : อ.ดร.บุษยา  อภิชัยเสถียรโชติ , รองศาสตราจารย ดร.
สมบูรณ ธนาศุภวัฒน และ ภญ.รองศาสตราจารย ดร.ชุตมิา ลิ้มมัทวาภิรัติ.์  115 หนา. 
       ทําการคัดแยกแอคติโนมัยสีทจากตัวอยางดินรอบราก และจากรากหนอไมฝร่ังจากแปลงเกษตร
อินทรียในจังหวัดประจวบคีรีขันธและเพชรบุรีไดจํานวน 25 สายพันธุ  มาทําการทดสอบฤทธ์ิในการตาน
จุลินทรียขั้นตน พบวาสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกได 10 สายพันธุ (40%) สวนที่ยับย้ังแบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบได 8 สายพันธุ (32%) ไมยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได 7 สายพันธุ (28%) และ
ไมสามารถยับย้ังยีสตไดเลย    ทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีท 14 สายพันธุซึ่งมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียไดดีมา
ทําการศึกษาลักษณะทางฟโนไทปพบวา 13 สายพันธุ จัดอยูในสกุล Micromonospora   และ 1 สายพันธุจัดอยู
ในสกุล Microbispora   แลวจึงทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถยับย้ังแบคทีเรียไดหลายชนิดมา
จํานวน 5 สายพันธุไดแก สายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-13-13 และ PKB32-19 ซึ่งจัดอยูใน
สกุล Micromonospora  และ PKB32-24  ซึ่งจัดอยูในสกุล Microbispora เพ่ือทําการศึกษาลักษณะทางฟโน
ไทปตอไป   นอกจากน้ีไดคัดเลือกสายพันธุ PKB32-7-22 และPKB32-24 เพ่ือศึกษาลักษณะทางเคโมไทป
และจีโนไทปเฉพาะสองสายพันธุ เนื่องจากมีฤทธ์ิการตานแบคทีเรียหลายชนิด  พบวาท้ังสองสายพันธุมี 
meso-diaminopimelic acid เปนองคประกอบของผนังเซลล   สายพันธุ PKB32-7-22  มีกรดไขมันชนิด   iso-

C15:0 (21.2%), iso-C16:0 (23.1%) และ anteiso- C17:0 (10.3%) และเมนาควิโนนชนิด MK-9H4 และ MK-9H8 เปน
องคประกอบหลัก  สรุปวาสายพันธุ  PKB32-7-22 มีความใกลเคียงกับ M. chersinia  DSM 44151T, M. 
inositola DSM 43819Tและ M. endolithica DSM 44398T เปน 99 %ของลําดับเบสในชวง 16S rRNA gene  ซึ่ง
จัดเปนสปช่ีสใหมของMicromonospora    สวนสายพันธุของ PKB32- 24 มีเมนาควิโนนชนิด MK-9H0 และ 
MK-9H2 เปนองคประกอบหลัก  พบวา มีความใกลเคียงกับ Mb. corallina DSM 44682T และ Mb. rosea subsp. 

rosea  DSM 43839T เปน 98 % ของลําดับเบสในชวง 16S rRNA gene  จัดเปนสปช่ีสใหมของสกุล 
Microbispora  นอกจากน้ีพบวาสารสกัดหยาบจากไดคลอโรมีเทนของสายพันธุ PKB32-24 สามารถยับย้ัง    
Bacillus subtilis ATCC 6633 ไดที่ระดับความเขมขน 20 มิลลิกรัม/ดิสก  
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     Twenty-five actinomycete strains were isolated from soil around asparagus root and 
from asparagus root of healthy plants grown in organic farm from Prachuabkhirikan and 
Phetchaburi provinces. On primary screening for antimicrobial activities, 10 strains (40%) 
showed the activities against Gram-positive bacteria and 8 strains (32%) inhibited Gram-
positive and Gram-negative bacteria. Sevens strains showed no activities against  Gram-
positive and Gram-negative bacteria including yeast strain. Fourteen potent strains were 
selected for their phenotypic characterization. Thirteen strains were belonged to the genus 
Micromonospora and one strain was Microbispora.  PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-13-13  and 
PKB32-19  identified as Micromonospora and PKB32-24  identified as Microbispora were 
selected for further phenotypic characterization. Strains PKB32-7-22 and PKB32-24 were  
selected for chemotaxonomic and genotypic characterization based on their antibacterial 
activities. Both strains  contained meso-diaminopemelic acid in cell wall.  Strains PKB32-7-22 
contained  iso-C15:0 (21.2%), iso-C16:0 (23.1%) and anteiso- C17:0 (10.3%) as major cellular 
fatty acids and MK-9H4 and MK-9H8 as major menaquinones.  Phylogenetic analysis using 16S 
rRNA gene sequences showed  that strain PKB32-7-22 was a novel species of the genus 
Micromonospora which was closely related to M.chersinia DSM 44151T,  M. inositola DSM 
43819T and M. endolithica DSM 44398T with 99% similarity. Strain PKB32-24 contained  MK-
9H0 and MK-9H2 as major menaquinones.  Phylogenetic analysis using 16S rRNA gene 
sequences showed that strain PKB32-24 was a novel species of the genus Microbispora 
which was closely related Mb. corallina DSM 44682T and  Mb. rosea subsp. rosea  DSM 
43839T with 98% similarity. In addition, the dichloromethane crude extract of   strain  PKB32-
24 inhibited Bacillus subtilis ATCC 6633 at 20 mg/disc. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 แอคติโนมัยสีทจัดอยูในกลุมโปรคารีโอตเน่ืองจากไมมีเหย่ือหุมนิวเคลียส เปนแบคทีเรีย 
แกรมบวกแตมีการสรางเสนใยคลายเช้ือรา มีปริมาณของเบสกัวนีนและไซโตซีน (% C+G) ใน       
ดีเอ็นเอมากกวา 50%  (Skyes และ Skinner, 1973) มีการสืบพันธุโดยการสรางสปอร โดยสปอรที่
สรางอาจเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู และสายสปอร (Couch, 1963; Vobis, 1987) เสนใยของแอคติโน
มัยสีทประกอบดวยเสนใยอาหารและเสนใยอากาศ โคโลนีทึบแสง ผิวของโคโลนีมีลักษณะเรียบ 
นูน ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกล็ด โคโลนีมีหลากหลายสี เชน สีเขียว สีขาว เหลือง สม ชมพู 
แดง มวง ฟา เขียว และดํา (Holt  et  al., 1994) 
 แอคติโนมัยสีทที่มีการกระจายตัวและหนาแนนมากในดินคือ  แอคติโนมัยสีทกลุม 
Streptomyces นอกจากน้ียังมีแอคติโนมัยสีทกลุม   non-streptomyces หรือที่เรียกวาแอคติโนมัย
สีทหายาก (rare actinomycetes) มีประมาณ 100 สกุล มีความแตกตางกันท้ังทางรูปราง วิวัฒนาการ 
และนิเวศวิทยา (Hayakawa et al., 1988) แอคติโนมัยสีทสามารถพบในส่ิงแวดลอมท่ัวไป เชน ดิน 
น้ํา โคลน ปมรากพืช และ อากาศ (Skyes และ Skinner, 1973) นอกจากน้ีพบวาไดมีการศึกษาและ
จําแนกเช้ือแอคติโนมัยสีทจากพืชหลายชนิด เชน กลวย (Cao et al., 2004) มะเขือเทศ (Cao et al., 
2004)  ขาวโพด (Janet et  al., 2000 )  ขาวสาลี (Coombs et al., 2003) และสมุนไพรตางๆ (ปยธิดา, 
2549) 
 ในงานวิจัยน้ีไดทําการคัดกรองและพิสูจนเอกลักษณแอคติโนมัยสีทหายากท่ีมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพจากรากหนอไมฝร่ังเพ่ือนาํไปใชในการเกษตรตอไป 
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ความมุงหมายและวัตถุประสงคการศึกษา 
เพื่อคัดกรองแอคติโนมัยสีทหายากจากรากและดินบริเวณรอบรากหนอไมฝร่ังท่ีมีฤทธ์ิทาง

ชีวภาพและทําการพิสูจนเอกลักษณแอคติโนมัยสีทหายากจากรากและดินบริเวณรอบราก
หนอไมฝร่ังท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ 

 
  ขอบเขตของการศึกษา 

1. คัดกรองแอคติโนมัยสีทหายากจากรากและดินบริเวณรอบรากหนอไมฝร่ัง 
2. คัดกรองแอคติโนมัยที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ 
3. พิสูจนเอกลักษณแอคติโนมัยสีทหายากจากรากและดินบริเวณรอบรากหนอไมฝร่ังท่ีมี       

ฤทธ์ิทางชีวภาพ  
 

ผลที่คาดวาจะไดรับ 
  สามารถแยกไดสายพันธุแอคติโนมัยสีทหายากท่ีสามารถผลิตสารปฏิชีวนะท่ีมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพและไดขอมูลความหลากหลายของแอคติโนมัยสีทหายากจากรากและดินบริเวณรอบราก
หนอไมฝร่ังท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ  
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บทท่ี 2 
การตรวจเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แอคติโนมัยสีท 
              แอคติโนมัยสีทอยูในอันดับ Actinomycetales (Miyadoh, 1997) ในดีเอ็นเอของแอ

คติโนมัยสีทมีปริมาณ G+CในCG content 57-75% (Lo et al., 2002) เปนแบคทีเรียแกรมบวก 
ตองการอากาศในการเจริญเติบโต มีเสนใยคลายรา (Ames et al., 1984; Nonomura, 1989a; Halder 

et al., 1991; Elliot และ Lynch, 1995)โดยการสรางเสนใยแบงเปนเสนใยอาหาร (substrate 

mycelium) และเสนใยอากาศ (aerial mycelium) ผนังเซลลของแอคติโนมัยสีทประกอบดวย 
mucopeptide (N-acetyl glucosamine เช่ือมกับ N-acetyl muramic acid); 2,6-diaminopimelic acid; 

glutamic acid, glycine และ alanine (David, 1959) 

2.2 แอคติโนมัยสีทในธรรมชาติ 
                             แอคติโนมัยสีทพบทั่วไปทั้งในดิน น้ํา อากาศ โคลน มูลสัตว อากาศ และในพืช 

แหลงท่ีพบมากไดแกบริเวณท่ีมีการสะสมสารอนิทรีย เชน ดินที่เพาะปลูก วัตถุเนาเปอย โคลน 
ตะกอนใตแมน้ํา ใตทะเล ดินบริเวณนํ้าพุรอน หรือปาชายเลน แอคติโนมัยสีทจะพบมากในดินช้ัน
บนและจะลดจํานวนลงในช้ันดินที่ลกึลง พบแอคติโนมัยสีทมากกวา 100 สกุล ในดินที่คอนขาง
เปนกลาง หรือมีความเปนกรด-ดาง ระหวาง 6.5-8.0 นอกจากน้ียังพบมากในดินรอบรากพืช 
(rhizospere) (Holt et al., 1994) แอคติโนมัยสีทที่พบมากท่ีสุดในดิน คือ Streptomyces พบประมาณ 
70-90% รองลงมา คือ Nocardia พบประมาณ 10-30% และ Micromonospora พบประมาณ 1-15% 

แอคติโนมัยสีทสวนใหญเปนพวก saprophyte (Alexander, 1977) มีความสําคัญในการยอยอนิทรีย
สาร (Goodfellow, 1985) ยอยเคอราติน ไคติน เซลลูโลส และแปง (McCarthy และ William, 1992; 

Holmalahi et al., 1994) นอกจากน้ียังสามารถพบแอคติโนมัยสีทจากแหลงนํ้า และสามารถยอย
สลายสารท่ีเปนพิษบางชนิดได เชน      ฟนอล  รวมท้ังสามารถผลิตเอนไซมและสารเมแทบอไลตที่
มีประโยชนอื่นๆ เชน เอนไซมไคติเนส (chitinase) และไฟบริโนไลซิน (fibrinolysin) (Jiang และ 

Xu, 1996) เปนตน แอคติโนมัยสีทสามารถพบไดทั้งในแหลงนํ้าจืด แหลงนํ้าเค็ม ดินตะกอนใตทะเล 

(Colquhoun et al., 1998; Pathom-aree et al., 2006) รวมถึงพืชและสัตวที่อยูใตทะเล (Zheng et al., 

2000) เชน สาหรายและฟองน้ํา (Jensen et al., 2005a) แอคติโนมัยสีทที่อาศัยอยูในแหลงนํ้าสวน
ใหญจัดอยูในสกุล Micromonospora และ Streptomyces (Jiang และ Xu, 1996; Terkina et al., 2002)

แหลงอื่นที่มีรายงานวาสามารถพบแอคติโนมัยสที ไดแก พื้นผิวของหินในเหมืองหินชนวนยุคกลาง
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(medieval slate mine) (Carlsohn et al., 2007) หินและกรวดในเขตแอนตารกติก (Hirsch et al., 

2004; Prabahar et al., 2004) และในไลเคน (González et al., 2005) เปนตน 

2.3 การพิสูจนเอกลกัษณและการคัดกรองแอคติโนมัยสีท 
       การพิสูจนและจําแนกแอคติโนมัยสีทในระดับสกุลสามารถใชขอมลูจากองคประกอบ

ทางเคมี ไดแก องคประกอบและไอโซเมอรของ diaminopimelic acid (DAP) ในผนังเซลล และชนิด
ของนํ้าตาลภายในเซลล องคประกอบของ phospholipid ชนิดของกรดไขมัน และ ชนิดของเมนาควิ
โนน (Boone และ Pine, 1968; Lechevalier and Lechevalier, 1980) รวมทั้งการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเชน การงอกของสปอร  การแตกกิ่งของเสนใย การรวมตัวของเสนใยอากาศ สีของ
เสนใยอาหารและเสนใยอากาศ และการสรางรงควัตถุละลายนํ้า (Holt et al., 1994)   ศึกษาการ
รวมตัวของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศทําไดโดยการใชกลองจุลทรรศน (Light microscope) 
สวนผิวของสปอรและโครงสรางของสปอรศึกษาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด 

(Scanning electron microscope) 
       การพิสูจนเอกลักษณโดยอาศัยขอมูลทางดาน 16S rRNA มีสวนสําคัญในการจําแนก

แอคติโนมัยสีทถึงระดับสปชีส จากขอมูล 16S rDNA นํามาสราง phylogenetic tree พบวาสามารถ
แบงแอคติโนมัยสีทไดมากกวา 100 สกุล (ภาพที่ 1) 
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ภาพที่ 1 แสดงการจัดกลุมของเช้ือแบคทีเรียใน class Actinobacteria โดยใชขอมูลลําดับเบสบน 

                ยีน 16S rRNA (Goodfellow, 1989a) 
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2.4 ลักษณะทั่วไปของแอคติโนมัยสีท 
         การศึกษาลักษณะท่ัวไปของแอคติโนมัยสีทพ่ือใชในการจัดจําแนกหมวดหมูแอคติโนมัยสีท
เบื้องตนไดแก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา องคประกอบทางเคมี และลักษณะทางจีโนไทป 

 2.4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
         2.4.1.1 โคโลนี 

                                       โคโลนีของแอคติโนมัยสีทเกิดจากการรวมตัวของเสนใย (mycelium) ที่
หนาแนน จากน้ันเปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลนี เชน การสรางสปอร โดยเร่ิมจากการสรางผนัง
กั้น โดยท่ัวไปมักสรางผนังกั้นช้ันเดียวเพื่อความคงตัวและเปนเสนใยแข็ง (Kalakoutskii และ Agre, 

1976) แตมีแอคติโนมัยสีทบางสายพันธุที่ไมสรางเสนใยอากาศ ไดแก Micromonospora  และ 
Actinoplanes 

                                       ลักษณะของโคโลนีอาจจะมีแบบยกตัวขึ้น (raised) หรือ แบนเรียบ (flat) 

บางคร้ังอาจจะมีลักษณะคลายหนัง (leathery layer) ซึ่งมีตั้งแตออนนุม และ เหนียวไปจนถึงแข็งมาก 

สีของโคโลนีมีตั้งแตสีขาว เหลือง  สม  แดงกุหลาบ  แดง  มวง น้ําเงิน เขียว น้ําตาล  และดํา  ผิวหนา
ของโคโลนีอาจมีลักษณะเรียบ ขรุขระ นูน  เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกร็ด ขนาดของโคโลนีขึ้นอยูกับส
ปชีส อายุ และสภาวะการเจริญเติบโต ซึ่งจะมีขนาดตางๆ ตั้งแตเสนผานศูนยกลางระดับมิลลิเมตร
ไปจนถึงเซนติเมตร  
                         2.4.1.2 โครงสรางภายในของเสนใย 

                        เสนใยเด่ียวมีขนาดความหนาประมาณ 0.4-1.2 ไมโครเมตร มีผนังกั้น และ
เจริญออกทางดานปลายสามารถแตกแขนงได โครงสรางหลักในเสนใยแสดงถึงการเปนโปรคาริ
โอตคือ ไซโตพลาสซึม ประกอบดวยสายดีเอ็นเอ ไรโบโซมและสารตางๆท่ีรวมอยูดวยกัน เชน 
polyphosphate, lipid หรือ polysaccharides เย่ือหุมเซลลติดกับไซโตพลาสซึมอาจเกิดเปนมีโซโซม 
ซึ่งมักตอกับโครงสรางของผนังเซลล  

         2.4.1.3 สปอร 
                      แอคติโนมัยสีทมีการสรางสปอรเปน 3 ชนิด ตามลักษณะโครงสรางภายนอก

ไดแก สปอรเดี่ยว สปอรเปนสาย และการสรางสปอรในอับปอร 
                               1. สปอรเดี่ยว 
                 การสรางสปอรเด่ียวของแอคติโนมัยสีทเรียกวา monosporous พบในหลาย
สกุลเชนในสกุล  Micromonospora  กานชูสปอร(sporophore) สรางสปอรบนสายใยอาหาร 
(Kawamoto, 1989) สวนสกุล Thermomonospora สรางสปอรเด่ียวบนเสนใยอากาศท่ีปลายกานชู
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สปอร  และ Saccharomonospora  มีการสรางสปอรเด่ียวรูปไขที่ปลายเสนใยอากาศ และมีกานชู
สปอรไมแตกแขนง (McCarthy, 1989) 
                               2. การสรางสปอรเปนสาย 

                     การสรางสปอรเปนสายพิจารณาจากความยาวหรือจํานวนของสปอรเชนการ
สรางสายสปอรคูหรือ bisporous ในสกุล Microbispora มีการสรางสปอรรูปทรงรี 2 สปอร มีเสน
ผานศูนยกลางมากกวา 2 ไมโครเมตร  
                      การสรางสปอรแบบบ oligosporous ของแอคติโนมัยสีทพัฒนาจากสปอรสาย
สั้นๆ จํานวนสปอรที่พบคือ 7-10 สปอตอสาย สวนจํานวนสปอรนอยที่สุดท่ีพบคือ 3 สปอร มี
บางสปชีสมีสปอรมากถึง 30 สปอรสปชีส (Korn-Wendisch et al., 1989) ในสกุล Actinomadura 

และ Microtetraspora สรางสายสปอรสั้นๆบนเสนใยอากาศ ในสกุล Microtetraspora พบจํานวน
สปอรมีตั้งแต 4 สปอรจนถึง 20 สปอร สายสปอรอาจตรง เปนขอ มีลักษณะเปนวงปด (open loop) 
หรือเปนเกลียว (spiral) ซอนตั้งแต 1 จนถึง 4 ช้ัน  สวนสกุล Strepoverticillium พบวาเสนใยท่ีมีสาย
สปอรจะเกิดการบิด (Locci  และ Baldan, 1971) สายสปอรสั้นท่ีสรางอาจจะตรง โคงงอ ปลายเปน 
(Locci และ Schofield, 1989)   ในสกุล Macrospora, Microcelobosporia และ Elytrosporangium 

สปอรมีลักษณะใหญบนสายสปอรสั้นบนเสนใยอาหาร (Cross และ Alderson, 1988) 
         จากความแตกตางของสายสปอรสามารถใชเปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมู

ได 4 ลักษณะ คือ (Ettlinger et al., 1958; Pridham et al., 1958; Korn-Wendisch และ Kutzner, 

1992) 
      A. Rectiflexibiles: สายโซของสปอรเปนแบบเสนตรงหรือเปนแบบโคงงออยูรวมกัน

เปนกลุม 

      B. Retinaculiaperti: สายโซจะเปนหวง (hooks) แบบหวงเปดแบบส้ัน หรือมวนเปน 

วงกลมประมาณ 1-3 วง 

     C. Spira: สายโซสปอรแบบเกลียว แบงออกเปน 2 ชนิด คือ a) แบบปด และ 

เกลียวอัดกันแนน b) แบบเปด เกลียวยาวและขยายออก 

     D. Verticillati: สายโซสปอรปนแบบเกลียวกนหอย และมีการแตกกิ่งออกมาเหมือนรม 

                               3. การสรางสปอรในอับสปอร 
                     การสรางสปอรในอับสปอรสามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญคือ กลุมท่ี

สามารถสรางอับสปอรบนเสนใยอาหารและกลุมท่ีสรางอับสปอรบนเสนใยอากาศ 

               กลุมท่ีสามารถอับสปอรบนเสนใยอาหารประกอบดวยสกุล Actinoplanes, 

Pilimelia และ Dactylosporangium เปนตนโดยสกุล Actinoplanes มีลักษณะอับสปอรทรงกลมหรือ
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เกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงที่ไมแนนอน มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 5-15 ไมโครเมตรอยูบน
เสนใยอาหารโดยตรงมีสปอรตอกันเปนสายและแตกแขนงขดรวมกันเปนกอนอยูภายในผนังหุ ม 

แตสปชีส  Ampullariella สรางอับสปอรที่มีรูปรางแตกตางกันไป คือ รูปทรงกระบอก ทรงขวด 
จนถึงไมเปนรูปทรง  ขนาดของอับสปอรเฉล่ียกวาง 10 ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร สปอรเปน
รูปแทงตอกันเปนสาย  (Couch, 1963; Vobis, 1987) ในสกุล Pilimelia มีการสรางอับสปอรบนผิว
อาหาร ซึ่งมีทั้งรูปทรงกระบอก และทรงกลม ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร  และมีการสราง
สปอรเปนรูปแทง มีการเรียงตัวกันเปนแถวขนานกันหรือวกวนไมเปนระเบียบ (Vobis, 1984) 
นอกจากนี้ยังมีอีกหลายสกุลที่สามารถสรางอัปสปอร เชน สกุล Dactylosporangium มีสปอรแบบ 
oligosporus คือมีสปอรประมาณ 2-5 สปอรอยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลายน้ิว  (Vobis และ Kothe, 

1985) 
               กลุมท่ีสรางอับสปอรบนเสนใยอากาศ ประกอบดวยสกุล Planomonospora 

มีอัปสปอรรูปทรงกระบอก ภายในมีเพียง 1 สปอร (Vobis, 1986) สกุล Planobispora มีสปอรคูกัน
ในอับสปอร(Thieman et al.,1968) สกุล  Planatetraspora มีอับสปอรทรงกระบอกยาว ภายในมี 4 

สปอรตอกันเปนหนึ่งแถว (Runmoa และ Junying, 1993) สกุล Planopolyspora มีสปอรจํานวนมาก
ในอับสปอรเมื่อโตเต็มท่ีอับสปอรจะเปนแผนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร(Petrolini et al., 1993) 
สกุล Streptosporangium สวนมากอัปสปอรเปนทรงกลม มีเสนผานศูนยกลาง 10 ไมโครเมตร และ
มีการสรางผนังกั้นเปนสปอรเดี่ยวตอกันเปนสายยาวขดเปนวงอยูในอับสปอร (William และ 
Sharples, 1976; Petrolini et al., 1992) ปจจุบันมีการแยกสกุล Kutzneria ออกจากสกุล 

Streptosporangium โดยพบวาสกุล Kutzneria มีการสรางอับสปอรลูกกลมขนาดใหญ เสนผาน
ศูนยกลางมากกวา  48 ไมโครเมตร และมีผนังอัปสปอรบางอยูบนกานชูสปอรยาว สกุล 
Spirillospora  มีอับสปอรเปนทรงกลมหรือรูปรางเหมือนหนอน (vermiform) เสนผาศูนยกลาง 5-24 

ไมโครเมตร สปอรเรียงตัวเปนสายแตกแขนง หรือเปนวงสปอรเปนรูปแทงและโคงงอ  (Vobis, 

1986) 
    2.4.2 องคประกอบทางเคมีของเซลล 
   2.4.2.1 Diaminopimelic acid 

                           ผนังเซลลของแอคติโนมัยสีทประกอบดวย diaminopimelic acid (DAP) ซึ่งมี 2 ไอ
โซเมอร คือ LL-DAP และ meso-DAP (ภาพที่ 2 และภาพท่ี 3)  
                           Becker และคณะ (1965) ศึกษาชนิดของ DAP ที่ผนังเซลลโดยใชวิธีโครมาโท
กราฟฟแบบกระดาษ (paper chromatography) ในการแยกความแตกตางระหวาง LL-DAP และ 
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meso-DAP พบวา LL-DAP จะเคลื่อนท่ีเร็วกวา meso-DAP และอยูดานบน ในขณะท่ีกรดอะมิโน
ชนิดอื่นๆ ใหสีมวงและเคลื่อนที่เร็วกวา DAP (ภาพที ่4)  

 
ภาพที่ 2 แสดงโครงสรางเปปติโดไกลแคนที่มี DAP ชนิด LL-isomer ของแอคติโนมัยสีทผนังเซลล 
                กลุม ที่ I, M = NAM และ G = NAG (Kudo, 2008) 

 

 

                                                           
 

                          ก                                                                                                ข  

ภาพที่ 3 แสดงโครงสรางเปปติโดไกลแคนที่มี DAP ชนิด meso-isomer ของแอคติโนมัยสีทผนัง      
 เซลล กลุมท่ี II (ก)   ผนังเซลลกลุมท่ี III และกลุมท่ี IV (ข)  M = NAM และ G = NA (Kudo, 2008) 
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 ภาพที่ 4 แสดงลักษณะโครมาโทกราฟฟที่ไดจากการวิเคราะหผนังเซลลแอคติโนมัยสีท    

  (Becker et   al., 1965) 

 

  Cummins และ Harris (1956) ไดแบงกลุมแอคติโนมัยสีทตามชนิดขององคประกอบ
ทางเคมีที่ผนังเซลลไวทั้งหมด 8 กลุมดังแสดงในตารางท่ี 1  

ตารางท่ี 1 องคประกอบทางเคมีของผนังเซลลแอคติโนมัยสีท 

  Major constituent         Chemotype 

     

I II III IV V VI VII VII 

L-Diaminopimelic acid   + 

meso-Diaminopimelic acid   + + + 

Diaminobutyric acid         + 

Aspartic acid         v 

Glycine    + +     + 

Lysine        + 

 Ornithine        +   + 

Arabinose       + 

Galactose      +  v 

 

หมายเหตุ v,  variable; +, present;  - , absent 
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                    2.4.2.2. ชนิดน้ําตาลภายในเซลล 
                        ชนิดนํ้าตาลภายในเซลลเปนขอมูลสําคัญในการจําแนกและพิสูจนเอกลกัษณแอ

คติโนมัยสีท เชนเดียวกับไอโซเมอรของ DAP การศึกษาชนิดของนํ้าตาลภายในเซลลใชวิธีโครมา
โทกราฟฟแบบกระดาษ (paper chromatography) ในการแยกความแตกตางของนํ้าตาลภายในเซลล
โดยใช n-บิวทานอล: น้ํา: ไพริดีน: โทลูอีน ในอตัราสวน 5: 3: 3: 4 (v/v) เปน mobile phase  

                    ในการแยกรูปแบบของน้ําตาลภายในเซลลของแอคติโนมัยสีทที่มี 
diaminopimelic ชนิด mesoไอโซเมอร สามารถแบงไดเปน 5 แบบดังตารางท่ี 2 พบวาน้ําตาลชนิด 
madurose (3-O-methyl-D-galactose) ซึ่งมีความสําคัญตอการจําแนกแอคติโนมัยสีทบางสกุล เชน 

Actinomadura, Streptosporangium, Spirillospora และ Microbispora (Lechevalier และ 

Lechevalier, 1981) 

 ตารางท่ี 2 ชนิดของนํ้าตาลภายในเซลลของแอคติโนมัยสีทที่มี diaminopimelic ชนิด meso ไอโซ 

                   เมอร (Lechevalier และ Lechevalier, 1981) 
Pattern      Sugar 

  Arabinose Fucrose  Galactose Madurose* Xylose 

A        +          + 

B              + 

C     No diagnostic sugar 

D        +             + 

E           + 

 หมายเหตุ *Madurose คือ 3-O-methyl-D-galactose.  

  Labeda (1986)ไดมีการเสนอการแบงกลุมของเช้ือแอคติโนมัยสีท โดยใชลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา และ ลักษณะสวนประกอบของผนังเซลล คือ diaminopimeric acid isomer (DAP) 

และ whole-cell sugar ซึ่งเปนท่ียอมรับกันอยางกวางขวางและใชเปน taxonomic markers (ตารางที่ 
3)โดยใชเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) เพื่อใชแยกความแตกตางขององคประกอบ
ผนังเซลล (cell wall type) คือ LL และ meso isomer ของ diaminopimelic acid (DAP) และความ
แตกตางขององคประกอบของน้ําตาลท่ีผนังเซลล  (whole cell sugar pattern) เชน galactose, 

arabinose, xylose, mannose, glucose, และ ribose เปนตน 
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ตารางท่ี 3 การจัดจําแนกและแบงกลุม โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและองคประกอบทางเคมี   
                 ของเซลล (Labeda, 1986) 
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      2.4.2.3 Phospholipid 

                   Phospholipid เปนองคประกอบท่ีจําเปนของเหย่ือหุมเซลลและมีความสัมพันธ
ตอการเลือกผานของเนื้อเย่ือและรูปรางของเน้ือเย่ือ phospholipid แสดงถึงลักษณะของแอมฟพาทิก 
(amphipatic) เน่ืองจากมีทั้งบริเวณท่ีไมชอบน้ํา และบริเวณท่ีชอบน้ําในโมเลกุล มีนอกจากน้ี
phospholipid มีความสําคัญในการจําแนกแอคติโนมัยสีทในระดับสกุล แบงเปน 5 รูปแบบ ดังแสดง
ในตารางที่ 4  
ตารางท่ี 4 แสดงชนิดของ Phospholipid ในแอคติโนมัยสีท (Lechevalier et al., 1977) 

Phospholipid tye PIMs PI PC PG PE PME GluNU APG DPG 

I     +  +   -  v   -    -      -     v     v 

II     +          +            -            v           +             -              -            v           + 

III     v   +   +   v   v   +     -      v     v 

IV    ND   +    -   -   v   v     +       -     + 

V    ND   +    -   +   v   -     +       v          +    

     

หมายเหตุ v , variable; + ,  present;  - , absent; PIM, phosphatidylinositolmannosides; PI,  

                 phosphatidylinositol; PC,  phosphatidylcholin; PG , phosphatidylglycerol; PE ,  

                 phosphatidylethanolamine; PME, phosphatidylmethylethanolamine; GluNU, unknown  

                glucosamine-containing phospholipids; APG, acyl phosphatidylglycerol และDPG,  

                diphosphatidylglycerol 

      ในป 1981 Lechevalier และคณะ ไดจัดรูปแบบของ phospholipid ในเย่ือหุมเซลลไว
ดังน้ี 

    PI ประกอบดวย phospholipid แทบทุกชนิดยกเวน phosphatidyletanolamine (PE), 

methyl-phosphatidylethanolamine (methyl-PE), OH-phosphatidylethanolamine (OH-PE), 

phosphatidylcholine (PC) และ phospholipid ที่ยังไมทราบโครงสรางท่ีประกอบดวยกลูโคซามนี 
(GluNu) 

  PII ประกอบดวย phosphatidyletanolamine (PE), methyl-phosphatidyletanolamine 

(methyl-PE) และ OH- phosphatidyletanolamine (OH-PE) เปนหลัก แตไมมี phosphatidylcholine 

(PC) และ phospholipid ที่ยังไมทราบโครงสรางท่ีประกอบดวยกลูโคซามีน (GluNu) เปน
องคประกอบภายในเซลล 
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 PIII ประกอบดวย phosphatidylcholine (PC) เปนหลักอาจจะมีหรือไมมี 
phosphatidyletanolamine (PE) แตไมม ี phospholipid ที่ยังไมทราบโครงสรางท่ีประกอบดวยกลโูค
ซามีน (GluNu) เปนองคประกอบภายในเซลล 
 PIV ประกอบดวย phosphatidyletanolamine (PE) และ phospholipid ที่ยังไมทราบ
โครงสร า ง ท่ีประกอบด วยกลู โคซามีน  ( G l uN u)  เปนองคประกอบภายในเซลลแตไมมี
phosphatidylcholine (PC) เปนองคประกอบภายในเซลล 

     2.4.2.4   isoprenoid quinones 

                    isoprenoid quinones อยูในพลาสมาแมมเบรนของแบคทีเรียและมีความสําคัญ
ตอระบบขนสงอิเล็คตรอนในกระบวนการหายใจ quinones พบในเซลลของแบคทีเรียที่ตองการ
เจริญเติบโต  isoprenoid quinones ในแบคทีเรียแบงออกเปน 2 ชนิด คือ menaquinone และ 
ubiquinone (ภาพท่ี 5)  จํานวนหนวยของ isoprene และระดับการเกิดปฎิกิริยา hydrogenation ของ
พันธะคูของสาย isopenyl สามารถนํามาใชในการวิเคราะหและจัดจําแนกแบคทีเรีย  การตรวจ
วิเคราะหชนิดและปริมาณหนวยของ isoprene นิยมใช high-performance liquid chromatography 

(HPLC) และ reverse-phase thin layer chromatography  (Komagato และ Suzuki, 1987) 

        
                                   ก                                                                 ข  

ภาพที่ 5 แสดง isoprenoid quinones ที่พบในแบคทีเรีย ก) menaquinone, ข) ubiquinone 

 

                    2.4 3 ลักษณะทางจีโนไทป 
                             ลักษณะทางจีโนไทป  เปนการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเช้ือ  สาร
พันธุกรรมของแบคทีเรียประกอบดวย DNA และ RNAโดย RNA มี 3 ชนิด ไดแก mRNA, tRNA 

และ rRNA ในปจจุบัน rRNA เขามามีบทบาทในการจําแนกชนิดของเช้ือโดยอาศัยความเหมือนและ
ความตางของลําดับเบส การวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอเปนการพิสูจนความแตกตางของดีเอ็นเอ
โดยตรงซ่ึงเปนการเปรียบเทียบการการเรียงตัวของเบสทั้ง 4 ชนิด (A, T, C และ G) ที่เปน
สวนประกอบของดีเอ็นเอซึ่งสามารถบอกถึงการเปลี่ยนแปลงอาจเกิดจากการ  transversion 

transition silent หรือการเลือกของยีน และยังใชเปนเคร่ืองวัดระดับ nucleotide base (Takamustsu et 

al., 1999) การวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอไดถูกนํามาใชในการจําแนกสายพันธุรวมท้ังศึกษา
ความสัมพันธทาง phylogenetic     
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        แอคติโนมัยสีทมีไรโบโซมอลอารเอ็นเอ (ribosomal RNA; rRNA) ประมาณ 80% มี
หนาท่ีสําคัญในการสังเคราะหโปรตีนรวมกับไรโบโซมอลของโปรตีนหลายชนิด  ไรโบโซมมี
ขนาด 70s ประกอบดวย 2 หนวยยอย คือ หนวยยอย 50s ซึ่งประกอบดวย rRNA ชนิด 5S และ 23S 

ขนาดประมาณ 120 กิโลเบส และ 3 กิโลเบสตามลําดับ สวนหนวยยอย 30S ซึ่งโปรตีนอยูรวมกับ 
rRNA ชนิด 16S ขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส (Lewin, 2000) โครงสรางทุติยภูมิของ 16s rRNA 

ประกอบดวย “stem and loop” ประมาณ 50 ชุด (Pernodet  et al., 1989) มีความสามารถในการจับ
กับโปรตีนจําเพาะหลายชนิดเพื่อรวมกันเปนองคประกอบของไรโบโซม หนวยยอย 30S สวนปลาย
สุดทางดานปลาย 3’ ของ 16S rRNA มีลําดับเบส 6 เบส คือ 5’-CCUCCU-3’ ทําหนาท่ีเกาะลําดับ 
ชายน-ดัลกาโน (Shine-Dalgano sequence) ตรงบริเวณปลาย 3’ ของ mRNA  ซึ่งอยูตําแหนงโคดอน
เร่ิมตน AUG ประมาณ 7 เบส สวนปลาย 3’ major domain มีหนาท่ีจับกับ initiation factor 3 (IF3) 
โดยการเกิดปฏิกิริยาคลอสลิงค (cross-link) ระหวางโปรตีนกับอารเอ็นเอ ในขณะท่ีอารเอ็นเอในไร
โบโซม 50S  ซึ่งเกาะอยูกับโปรตีนจําเพาะเชนกัน ทําหนาท่ีจับบริเวณปลาย 3’-CCA ของ tRNA 

และตําแหนงจับกับ elongation factor G และTu (Lewin, 2000) 

2.5 แอคติโนมัยสีทหายาก (Rare actinomycetes) 
    แอคติโนมัยสีทหายาก หรือ Rare actinomycetes (non-Streptomyces group) คือ แอคติ
โนมัยสีทนอกเหนือจากสกุล Streptomyces แอคติโนมัยสีทหายากประกอบดวย 5 แฟมิลี่ ไดแก 
Micromonosporaceae, Streptosporangiaceae, Pseudonocardiaceae, Thermomonosporaceae และ 
Other (unclassified) species 

 1.แฟมิลี ่Micromonosporaceae 

 แฟมิลี ่ Micromonosporacaea ประกอบดวยสกุล Micromonospora, Actinoplanes, 

Dactlosporagium, Pilimelia, Catenuloplanes, Couchiplanes, Catellotospora ซึ่งอธิบายโดย 

Stackebrandt และ คณะในป 1997 นอกจากน้ียังมี Spirilliplanes (Tamura, 1977) และ 
Verrucosispora (Rheims et al., 1998) (ตารางท่ี 5) 

 2. แฟมิลี ่Streptosporangiaceae 

                     แฟมิลี่ Streptosporangiaceae ประกอบดวยสกุล Amorphosporangium, Ampullariella, 

Dactylosporangium, Kitasatoa, Pilimelia, Planobispora, Planomonospora และ Spirillospora 
(Couch and Bland, 1974) (ตารางท่ี 6) 
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3. แฟมิลี่ Pseudonocardiaceae 

     แฟมิลี่ Pseudonocardiaceae ประกอบดวยสกุล Actinopolyspora, Amycolata, 

Amycolatopsis,Kibdelosporangium, Pseudonocardia, Saccharopolyspora, และSaccharomonospora 

(Bowen  et al., 1989; Embley et al., 1988a, b) 

             4 แฟมิลี่ Thermomonosporaceae  

    แฟมิลี่ Thermomonosporaceae ประกอบดวยสกุล Actinomadura (Lechevalier และ 

Lechevalier, 1970a), Actinocorallina (Iinuma et al., 1994), Spirillospora (Couch, 1963) และ 
Thermomonospora (Henssen, 1957) 

 5. แฟมิลี่ other (unclassified) species 

      แฟมิลี่อื่นๆ ประกอบดวยสกุล Frankia และ Salinispora ในประเทศไทยมีรายงานการพบส
ปช่ีใหมของแอคติโนมัยสีทหายากของสองสกุลไดแก สกุล Micromonospora (Thawai et al., 2004, 2005a, 

b, 2007, 2008; Jongrungranchok et al., 2008) และ สกุล Microbispora (Nakajima et al., 1999) ซึ่งมี
รายละเอียดดังน้ี 

     2.5.1 สกุล Micromonospora 
         สกุล Micromonospora มปีริมาณของเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอมี ประมาณ 71–
73 mol% (Vobis, 1989) สกุลน้ีสรางสปอรที่ไมเคลื่อนท่ี  มีผนังเซลลแบบที่ II น้ําตาลภายในเซลลรูปแบบ D  

phospolipid เปนแบบที่ II สรางเฉพาะเสนใยอาหารแตไมสรางเสนใยอากาศ สีของโคโลนี ไดแก pale 

yellow to light orange, becoming deep orange, red, purple, brown  และ  blue-green ขึ้นอยูกับอายุหรือสาย
พันธุ แลวเปลี่ยนเปนเมือกสีดํา (Kawamoto, 1989) มีการสรางสปอรเด่ียวบนเสนใยอาหาร สปอรที่สรางเปน
รูปไข มีขนาด 0.7-1.5 ไมโครเมตร  เจริญที่ความเปนกรดดางท่ีต่ํากวา 6 เจริญที่อุณหภูมิ 20-40 องศา
เซลเซียส ไมสามารถเจริญที่อุณภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส (Holt, 1989) เจริญที่ความเขมขนของ NaCl 

1.5-5% แตสวนมากเจริญที่ความเขนขนของ NaCl ที่ 3% ทุกสายพันธุสามารถยอยเจลาตินได ผนังเซลล
ประกอบดวย glycine, glutamic acid, meso- diaminopimelic acid (meso-DAP) และ D-alanine พบน้ําตาล 
pentose, xylose และ arabinose ในผนังเซลล  สวน hexose, glucose และ galactose พบบอยกวา mannose 

และ rhamnose  สวน phospholipid ที่พบในผนังเซลลไดแก diphosphatidylglycerol, phosphatidylinositol, 

phosphatidylinositolmannosides และ phosphatidylethanolamine แตไมพบ phosphatidylcholine กรดไขมนั
ที่พบบอยที่สุด คือ iso- และ anteiso-branches fatty acids บางสายพันธุพบกรดไขมันชนิด 10-methylated  

fatty acids หรือ unsaturated fatty acids (iso-C15:0, iso-C16:0, iso-C17:0, C17:0 และ  anteiso- C17:0) รูปแบบของ
กรดไขมันคอื 3b (Kroppenstedt, 1985)   เช้ือสกุลนี้สามารถยอยสลายไคติน เซลลูโลส และ ลิกนิน สามารถ
พบในดิน รากพืช น้ําพุ แมน้ํา โคลนทะเลสาบ ตะกอนแมน้ํา ชายหาด  ฟองน้ํา สิ่งแวดลอมในทะเล และใน
ตะกอนทะเล (Berdy, 2005; Rifaat, 2003; Jansen et al., 2005a,b, Eccleston et al., 2008 )  
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                    สกุล Micromonospora ประกอบดวย 15 สปช่ีส ยกเวน M. gallica แบงออกเปน 3 กลุมโดย
อาศัยองคประกอบของ menaquinones เปนหลัก คือ MK-9, MK-10 และ MK-12  สปช่ีสที่มี menaquinones 
ชนิด MK-9 เปนหลัก ไดแก M. carbonacea, M. halophytica, M. nigra และ M. chersina แตสปช่ีสที่มี 
menaquinones ชนิด MK-12 เปนหลักมีเพียง 1 สปช่ีส คือ M. pallida สวนท่ีมี menaquinones ชนิด MK-10 

เปนหลักไดแก M. chalcea, M. insitola, M. coerulea,                                M. purureochomogenes, M. 

oliversterospora,     M. echinospora, M. matsumotoense, M. rosaria และ M. aurantica 

 สกุล Micromonospora มีหลายสปชีสยกตัวอยางเชน M. coriariae, M. endolithica DSM 

44398T, M. chersina DSM 44151T, M. rosaria DSM 803T, M. inositola DSM 43819T, M. fulviridis DSM 

43906T, M. echinospora DSM 43816T, M. sagamiensis DSM 43912T, M. inyoensis DSM 46123T, M. 

saelicesensis และ M. lupini sp เปนตน (ตารางท่ี 7) 

      ในประเทศไทยมีรายงานการคนพบสปช่ีสใหมของสกุล  Micromonospora ไดแก  M. 

anrantionigra (Thawai et al., 2004), M. eburnean (Thawai et al., 2005a), M. siamensis (Thawai et al., 

2005b), M. narathiwaenis (Thawai et al., 2007), M. pattaloonggenesis (Thawai et al., 2008),                   
M. chaiyaphumensis (Jongrungranchok et al., 2008a), M. krabienesis (Jongrungranchok et al., 2008b), M. 

marina (Tanasupawat et al., 2010) และ M. humi (Songsumanus et al., 2011) 
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 2.5.2 สกุล Microbispora 
          สกุล Microbispora อยูในแฟมิลี่ Streptosporangiaceae (Nonomura และ Ohara, 

1957) เปนแบคทีเรียแกรมบวก ตองการอากาศในการเจริญ เปนแอคติโนมัยสีทที่เคลื่อนท่ีไมได สราง
สปอรคูบนเสนใยอากาศ สปอรมีรูปรางไข เสนใยอาหารมีสี pinkish to brownish red บางสายพันธุ
สามารถสรางรงควัตถุละลายนํ้าได เสนใยอาหารมีขนาด 0.5-0.8 ไมโครเมตร สปอรมีขนาด 1.2-1.6 

ไมโครเมตร ผิวของสปอรเปนผิวเรียบ 

 ผนังเซลลประกอบดวย meso-diaminopimelic acid , glutamic acid และ alanine ซึ่งเปนผนัง
เซลลชนิดท่ี III น้ําตาลภายในเซลลเปนชนิด B และ C  phospholipid ในเซลลประกอบดวย 
phosphatidyletanolamine และ ninhydrin-positive gylcophopholipid บงบอกวาเปน phospholipid ชนิด
ที่ IV  menaquinone ชนิดหลัก คือ MK-9 ปริมาณของเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอมี ประมาณ  
71–73 mol% 

 สกุล Microbispora มีหลายสปชีสยกตัวอยางเชน Mb. aerate    Mb.amethystogenes    Mb. 

crhomogenes   Mb. corallina   Mb. indica   Mb. karnatakensis   Mb. mesophilica   Mb. purva   Mb.  

rosea   Mb. thermodisastatica  Mb. thermosea เปนตน (ตารางท่ี 8) 
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2.6 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีแยกไดจากแอคติโนมัยสีทหายาก 
                         แอคติโนมัยสีทเปนแหลงสําคัญของสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ที่มีฤทธ์ิตาน
เช้ือกอโรคหลายชนิด ประมาณ 50 เปอรเซ็นต ของแอคติโนมัยสีทที่พบในดินสวนใหญจัดอยูในสกุล 
Streptomyces และประมาณ 75 เปอรเซ็นต ของสารทุติยภูมิที่พบในจีนัสน้ีมีฤทธ์ิตานเช้ือกอโรค 
(Boudemagh, et al., 2005) อยางไรก็ตามมีรายงานวา rare actinomycetes สามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มี
ฤท ธ์ิต านแบคที เ รียและ เ ช้ือรา  โดยเฉพาะ สกุล  Micromonospora, Actinomadura และ 

Streptosporangium  
                        Boudemagh และคณะ (2005) ไดทําการแยกแอคติโนมัยสีท  27 สายพันธุจากดิน 

(saharian soils) ที่เก็บไดจากทิศตะวันออกเฉียงใตของประเทศอัลจีเรีย พบวามีฤทธ์ิตานเช้ือรา Candida 

albicans UMIP48.72, C. albicans UMIP 884.65, Candida tropicalis R2 UMIP 1275.81, Aspergillus 

fumigatus UMIP1082.74. Aspergillus niger ATCC 16404 และ Fusarium oxysporum UMIP 625.72. 
โดยใชวิธี agar diffusion method  

       Sanglier และคณะ (1993) รายงานวา สกุล Spirillospora และ Nocardioides สรางสาร
ปฏิชีวนะในกลุม polyenes ที่ภายในโมเลกุลของสารประกอบดวย chromophore  

       จากรายงานการแยกแอคติโนมัยสีทจํานวน 25 สายพันธุ จากนํ้า ดิน และเปลือกตนของพืช 
ที่อยูทางทิศตะวันออกเฉียงใตของประเทศอัลจีเรียพบวา แอคติโนมัยสีทเหลาน้ีมีฤทธ์ิตานจุลชีพ 
(antimicrobial activity) เมื่อทดสอบดวยวิธี agar cylinder method โดยมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียแกรมบวก 
(gram-positive bacteria) แบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) ยีสต (yeast) และราเสนใย 
(filamentous fungi) ทั้งน้ีในจํานวน 25 สายพันธุ พบวา 14 สายพันธุ สามารถตานแบคทีเรียไดอยางนอย 
1 ชนิด และ 2 สายพันธุ แสดงฤทธ์ิตานเช้ือรา (antifungal activity) เมื่อศึกษาดวย universal PCR พบวา 
ประมาณ 90 เปอรเซ็นต ของ แอคติโนมัยสีทเหลาน้ีจัดอยูในจีนัส Streptomyces และอีก 7 เปอรเซ็นต 
จัดอยูในจีนัส Actinomadura (Kitouni et al., 2005) 

       มีรายงานการพบ  cyclo-(L-Pro-L-Met) (ภาพที่ 6) ซึ่ง เปนสารสําคัญที่แยกไดจาก 
fermentation broth ของ แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเล คือ Nocardiopsis sp. 03N67 (Shin et al., 

2010) โดยพบวาสารดังกลาวมีฤทธ์ิตานการสรางเสนเลือดใหม (anti-angiogenesis activity) โดยมีผล
ยับย้ังการเพ่ิมจํานวนของเซลลเย่ือบุผนังสายสะดือของเด็กทารก (human umbilical vein endothelial 

cells, HUVECs) 
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ภาพท่ี 6 โครงสรางทางเคมีของ cyclo- (L-Pro-L-Met) (Shin et al., 2010) 
 
   มีรายงานการคนพบ sannastatin (Yang et al., 2011) (ภาพที่ 7ก) จาก Streptomyces 

sannanensis ซึ่งพบในอุจจาระของแพนดายักษ (Ailuropoda melanoleuca) ซึ่งเปนสารใหมที่มี
โครงสรางทางเคมีเปน 20-membered macrocyclic lactam ภายในโมเลกุลประกอบดวย diene 

conjugated olefin สารท่ีมีโครงสรางเชนนี้จัดเปนสารท่ีพบไดยากในธรรมชาติ นอกจากน้ียังพบสารอื่น
ที่มีโครงสรางทางเคมีใกลเคียงกัน คือ  vicenistatin (ภาพที่ 7ข)  และสารท้ังสองชนิดน้ีมีฤทธ์ิตานไร
น้ําเค็มหรือไรสีน้ําตาล (brine shrimp, Artemia salina) (Yang et al., 2011) 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธกีารวิจัย 

 
 
1. สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
            
             1.โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) (Lab-scan, U.S.A) 
 2. กรดไฮโดรคลอริค (HCl) (Merck, Germany) 

 3. แอลกอฮอล 99 เปอรเซ็นต (ethanol) (Fluka, U.S.A) 

 4. กลีเซอรอล (glycerol) (Fluka, U.S.A) 

 5. เมนิทอล (manitol) (Difco) 

              6. ดี-ไรโบส (D-ribose) (Sigma, U.S.A.) 

 7. แอล-แรมโนส (L-rhamnose) (Sigma, U.S.A.) 

 8. ดี-เมลิไบโอส (D-melibiose(Sigma, U.S.A.) 

 9. ดี-ราฟฟโนส (D-raffinose) (Sigma, U.S.A.) 

 10. ดี-ไซโลส (D-xylose) (Sigma, U.S.A.) 

 11. ซาลิซิน (salicin) (Sigma, U.S.A.) 

 12. แลคโตส (Lactose) (Merck, Germany) 

 13. กาแลคโตส (galactose) (Merck, Germany) 

 14. แอล-อะราบิโนส (L-arabinose) (Sigma, U.S.A.) 

 15. เซลโลไบโอส (cellubiose) (Sigma, U.S.A.) 

 16. ดี-ฟรุคโตส (D-fructose) (Merck, Germany) 

 17. ซูโครส (sucrose) (Merck, Germany) 

 18. อินนอรซิทอล (inositol) (Sigma, U.S.A.) 

 19. แมนโนส (mannose) (Sigma, U.S.A.) 

 20. ไอโอดีนบริษัท (Merck, Germany)      

 21. กรดซัลฟานิค (sulfanic acid) (Fluka, U.S.A) 

22. ไดเมทิลแนปทิลลามีน (N,N-diamethyl-l-naphtylamine) (Fluka, U.S.A) 

23. เมทานอล (methanol) (Merck, Germany)  

24. ไพริดิน (pyridine) 
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25. นินไฮดริน (ninhydrin) 

 26. เอ็น-บิวทานอล (n-butanol) (Merck, Germany) 

 27. คลอโรฟอรม (chloroform) (Merck, Germany) 

 28. กรดอะซิติก (acetic acid) (Fluka, U.S.A) 

 29. กรดซัลฟูริก (sulfuric) (Merck, Germany) 

 30. อะซีโตน (acetone) (Merck, Germany) 

 31. ปโตรเลียมอีเทอร (Merck, Germany) 

 32. โซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต (SDS) (Sigma, U.S.A.) 

33. ฟนอล (phenol) (Fluka, U.S.A) 

34. ไดคลอโรมีเทน (Merck, Germany) 

35. ไซโคเฮกซามายด (cyclohexamide) (Fluka, U.S.A) 

36. ไนสเตติน (nystatin) (Fluka, U.S.A)) 

37. แอล-โพลีน (Sigma, U.S.A.) 
      

2. เครื่องมือและอปุกรณ 
        

1. เครื่องระเหิดแหง 

 2. เครื่องผสมสาร 

 3. ออโตปเปต 

 4. หลอดทดลอง 

 5. เครื่องช่ัง 2 ตําแหนง 

 6. เครื่องช่ัง 4 ตําแหนง 

 7. เครื่องปนเหว่ียง 

 8. ตูอบลมรอน 

 9. ตูเขี่ยเช้ือ 

 10. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 

 11. กลองจุลทรรศน 
 12. หมอนึ่งความดันไอ 

 13. เครื่องระเหยแหงสูญญากาศ 

 14. เครื่องเขยา 
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 15. ตูบมเช้ือ 

3. จุลินทรียทีใ่ชในการทดลอง 
 
 1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853   

 2. Micrococcus luteus ATCC 9341 

 3. Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 4. Bacillus subtilis ATCC 6633   

 5. Escherichia coli ATCC 25922 

 6. Candida albican ATCC 10231 

 7. Ralstonia solanacearum 

 8. Xanthomonas axonopodis pv. citri 
 
4. ตัวอยางที่แยกแอคติโนมัยสีทหายาก 
 
 รากและดินหนอไมฝร่ังจากสวนเกษตรอินทรียที่ เก็บมาจากแปลงสาธิตการปลูก
หนอไมฝร่ังจํานวน  4 ตัวอยางจากอําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี และ  อําเภอกุยบุรี จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ 
 
วิธีการทดลอง 
1. วิธีการเตรียมตัวอยางและการแยกเชื้อ 
      1.1 การแยกแอคติโนมัยสีทหายาก 

1.1.1 การแยกเช้ือแอคติโนมัยสีทโดยการวางรากหนอไมฝร่ังบนอาหาร 

          นํารากหนอไมฝร่ังลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา วางบน plate ที่มีกระดาษกรอง
ทิ้งไวใหแหงประมาณ 1 ถึง 3 วัน นําไปแชสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด  2 นาที แลวแชใน
แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และลางดวยน้ําเปลา 2 ถึง 3 ครั้ง วางบนกระดาษกรองทิ้งไวใหแหง
ประมาณ 1 ถึง 3 วัน จึงนํามาวางบนอาหาร starch glycerol agar และ อาหาร water proline agar ที่มี
การเติม nalidixic acid 50 ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร และ cyclohexamide ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บม
ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ถึง 4 สัปดาห 
             1.1.2 การแยกเช้ือโดยการบดรากหนอไมฝร่ังบนอาหาร 
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        นํารากหนอไมฝร่ังลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา วางบน plate ที่มีกระดาษกรอง
ทิ้งไวใหแหงประมาณ 1 ถึง 3 วัน นําไปแชสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด  2 นาที แลวแชใน
แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต และลางดวยน้ําเปลา 2 ถึง 3 ครั้ง วางบนกระดาษกรองทิ้งไวใหแหง
ประมาณ 1 ถึง 3 วัน ช่ังรากหนอไมฝร่ังประมาณ 0.2 กรัม ตัดเปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในโกรง เติม
สารละลาย winogradsky 5 มิลลลิิตร เจือจางตัวอยางโดยการดูดสารละลายตัวอยางราก 1 มิลลิลติร
ดวยสารละลาย winogradsky 9 มิลลิลิตร จนถึงระดับความเจือจาง 10-2 ดูดสารละลายตัวอยาง 500 

ไมโครลิตร มาเกลี่ยบนอาหาร starch glycerol agar และ อาหาร water proline agar ที่มีการเติม 
nalidixic acid 50 ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร และ cyclohexamide ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ถึง 4 สัปดาห 

1.2 การแยกเช้ือ Streptomyces จากตัวอยางดิน 

        ทําการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินบริเวณรอบรากตามท่ีดัดแปลงจากวิธีการของ 
Takahashi. et al. (1996) นําดินมาเจือจางต้ังแต 1:10-1:1,000 แลวนําสารละลายดินปริมาตร 0.2 

มิลลิลิตร มา pour plate บนอาหาร starch-glycerol agar และอาหาร water agar prolineซึ่งเติม 
Benlate 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ nalidixic acid 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ี 27 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห 
 

2. การคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยสที 
    ทําการแยกเช้ือเฉพาะโคโลนีสีสมท่ีคาดวาจะเปนแอคติโนมัยสีทหายากโดยใชเข็มเข่ียเช้ือ
มาขีดลากบนอาหาร yeast extract- malt extract agar (ISP2) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 7 ถึง 14 วัน เมื่อเช้ือเจริญดีแลวจึงนํามาแยกบริสุทธ์ิไวสําหรับทําการทดสอบความสามารถ
ในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียตอไป 
 

3. การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีเบ้ืองตน 
  ทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่สามารถตานแบคทีเรียดวยวิธี agar cross treak method 

(Waskman, 1940) โดยนําแอคติโนมัยสีทมาขีดลากเปนเสนยาวบนอาหาร ISP2นําไปบมท่ีอุณหภูม ิ
28 องศาเซลเซียส เปน 14 วัน จากน้ันนําจุลินทรยีที่ใชทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังท้ัง 8 สายพันธุมาขีดต้ัง
ฉากใหชิดกับโคโลนีของแอคติโนมัยสีท บมท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ตรวจการ
สรางสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดจากการเกิดบริเวณยับย้ัง ( inhibition zone) ระหวางโคโลนีของ 

แอคติโนมัยสีทและเช้ือทดสอบ 
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 4. การพสิูจนเอกลักษณของแอคติโนมัยสีท 

       นําแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกจากขอ 3 มาทําการศึกษาลักษณะทางฟโนไทป ลักษณะทาง
สรีรวิทยา ชีวเคมี และการวิเคราะหองคประกอบทางเคมี                

 4.1 การศึกษาลักษณะทางฟโนไทป 
       4.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมัยสีท 

                       นําแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกแลวมาขีดบนอาหาร ISP2 ตรวจดูลักษณะสปอร
และการเสนใยดวนกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40X ทําการตรวจสอบลักษณะสปอรดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope) โดยวิธีการของศูนยเคร่ืองมือ
วิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

    4.1.2 การศึกษาลักษณะทางการเจริญของแอคติโนมัยสีท 
                         นําแอคติโนมัยสีทมาขีดบนอาหาร yeast extract malt extract agar (ISP2), 

oatmeal agar (ISP3), inorganic salt-starch agar (ISP4), glycerol asparagine agar  (ISP5), tyrosine 

agar (ISP7), basal agar medium (ISP9),  glucose asparagine agar, Czpek’s sucrose agar และ 
nutrient agar (ภาคผนวก ก) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลาเวลา 7 ถึง 14 วันสังเกตการ
เจริญ สีของเสนใยอาหาร สีของเสนใยอากาศ และสีของรงควัตถุที่ละลายนํ้าเทียบกับกระดาษสี
มาตรฐาน (the NBS-ISCC color system)         
 

 4.2 การศึกษาลักษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคม ี
  4.2.1 การใชแหลงคารบอน 

                         เตรียมอาหาร basal agar medium (ISP9)  (ภาคผนวก ก) แลวจึงเติม 
casamino acid ความเขมขนรอยละ 1 นําไปฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  10 นาที โดยแหลง
คารบอนที่ใช ไดแก D-manitol, D-ribose, L-rhamnose, D-melibiose, D-fructose, raffinose, 

glycerol, Inositol, Salicin, lactose, D-galactose, L-arabinose, Cellobiose และ D-fructose นําเช้ือแอ
คติโนมัยสีทมาขีดบนอาหารแตละชนิด บมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา  7 ถึง 14 วัน โดย
เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือกับชุดควบคุมเชิงลบ (อาหาร basal agar medium ที่ไมมีการเติมแหลง
คารบอน) และชุดควบคุมเชิงบวก (อาหาร basal agar medium ที่มีการเติม D-glucose เปนแหลง
คารบอน) 
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           ทําการบันทึกผลดังน้ี 

ก. เมื่อเช้ือเจริญบนอาหารทดสอบไดดีกวาชุดควบคุมเชิงลบและชุดควบคุมเชิง
ลบ (+) 

ข. เมื่อเช้ือเจริญบนอาหารทดสอบไดดีกวาชุดควบคุมเชิงลบและเจริญไดนอย
กวาชุดควบคุมเชิงลบ (±) 

ค. เมื่อเช้ือเจริญบนอาหารทดสอบไดเทากับหรือนอยกวาชุดควบคุมเชิงลบ (-) 

       4.2.2 ความสามารถในการยอยแปง 

           เตรียมอาหาร ISP4 (ภาคผนวก ก) แลวนําเช้ือแอคติโนมัยสีทมาขีดบนอาหาร 
(Shirling และ Gottileb, 1966) มีแปงเปนแหลงคารบอน บมท่ีอณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 

ถึง 14 วัน นําสารละลายไอโอดีนมาราดบนผิวอาหาร ถาเช้ือสามารถยอยแปงในอาหารไดจะเกิด
บริเวณใสรอบโคโลนี 

 4.2.3 ความสามารถในการยอยเจลาติน 

            นําเช้ือแอคติโนมัยสีทเลี้ยงในอาหาร bouillon gelatin broth  (Arai, 1975) 

บมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 วัน บันทึกผลโดยการนําหลอดไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 ถึง 
10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ถาเช้ือสามารถยอยเจลาตินในอาหารไดอาหารจะเหลว 

  4.2.4 ความสามารถในการรีดิวสไนเตรต 
           นําเช้ือแอคติโนมัยสีทเลี้ยงในอาหาร peptone KNO3 (ภาคผนวก ก) (Arai, 

1975) บมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ถึง 14 วัน หยด salfanic acid 2 หยด และ 
สารละลาย N, N-dimethyl-1-naphtlamine 3 หยด ถามีการเปลี่ยนรูปไนเตรตเปนไนไตรทสีของ
อาหารจะเปลี่ยนเปนสีชมพูหรือแดง 

              4.2.5 ความสามารถในการยอยโปรตีน 

           นําเช้ือแอคติโนมัยสีทมาเลี้ยงในอาหาร skim milk (ภาคผนวก ก) บมท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 ถึง 14 วัน หากเช้ือสามารถยอยโปรตีนในอาหารไดจะเปลี่ยน
จากจากขุนเปนใส (peptonization) หรืออาจมีการรวมกลุมกันหรือตกตะกอนเปนกอน (coagulation) 

4.2.6 ความสามารถในการเจริญในอาหารท่ีมีระดับความเขมขนของโซเดียมคลอ 

          ไรดในระดับตางๆ 

              นําเช้ือแอคติโนมัยสีทมาขีดบนอาหาร ISP2 (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติม
โซเดียมคลอไรดที่มีความเขมขนรอยละ 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 บมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7 ถึง 14 วัน สังเกตการเจริญเติบโตของเช้ือ   
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             4.2.7 ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ 

          นําเช้ือแอคติโนมัยสีทมาขีดบนอาหาร ISP2 (ภาคผนวก ก) บมท่ีอุณหภูม ิ20, 

30, 37, 40 และ 50 องศาเซลเซียสเปน เวลา 7 ถึง 14 วัน สังเกตการเจริญเติบโตของเช้ือ 

4.2.8 ความสามารถในการเจริญที่ระดับความเปนกรด-ดาง 

           นําเช้ือแอคติโนมัยสีทมาขีดบนอาหารท่ีมีการปรับความเปนกรด-ดางท่ี 4, 5, 

6, 7 และ 8 บมท่ีอณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 ถึง 14 วัน สังเกตการเจริญเติบโตของเช้ือ 

 
4.3 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเซลล 

 4.3.1 การเตรียมเซลล 
     เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร ISP2 บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เข่ียเช้ือลง
ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร ISP2 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เขยาบนความเร็ว 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 วัน เก็บเซลลโดยปนเหว่ียงความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใหตกตะกอนและลางดวยน้ํากลั่น 5 ครั้ง นําเซลลไปเก็บในอุณหภูมิ  -
80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน กอนนําไปทําใหแหงดวยเครื่องระเหิดแหงดวยความเย็น (freeze 

dryer) นําเซลลที่ไดไปวิเคราะหองประกอบทางเคมี 
 4.3.2 การวิเคราะหลักษณะไอโซเมอรของ diaminopimelic acib (DAP) ในเซลล 
      นําเซลลแหง 10 มิลลิกรัมใสในกรดไฮโดคลอริกความเขมขน 6 นอรมอล      
(6N HCl) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปตมท่ี 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นแลว
นํามาแยกตะกอนออก นาํสารละลายไปทําใหแหงภายใตเคร่ืองสุญญากาศที่ 60 องศาเซลเซียส 
ละลายตัวอยางท่ีแหงดวยนํ้ากลั่นนําไปจุดบนแผน cellulose TLC นําไปจุมในสารละลายผสม 
methanol-water-6N HCl-pyridine ในอัตราสวน 80:26:4:10 ทิ้งไวในตัวทําละลายผสมเคลื่อนทีจ่น
สุดแผน เปาใหแหง นําแผน TLC มาพนดวย 0.5% ninhydrin solution ทั่วทั้งแผน นําไปอบที่ความ
รอน 100 องสาเซลเซียส 2 ถึง 3 นาที ตรวจแถบของสารท่ีเกิดข้ึนเทียบกับสารมาตรฐาน DAPไอโซ
เมอรตางๆ 

 4.3.3 การวิเคราะห isopreniod quinones 

     นําเซลลแหง 100 ถึง 500 มิลลกิรัมมาสกัดดวยตัวทําละลายผสมระหวาง 
คลอโรฟอรม-เมทานอล อัตราสวน 2:1 บนเคร่ืองเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 2 คืน ในท่ี
มืด นํามากรองและทําใหแหงในสภาวะสุญญากาศที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ละลายดวยอะซีโตน 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาจุดบนแผน siliga TLC เปบแถบยาว 5 เซ็นติเมตรนําไปจุมในตัวทําละลาย
เบนซีน ตรวจสอบแถบ menaquinone ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ขูดบริเวณ menaquinone ใส
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ในหลอดทดลองละลายดวยเมทานอล ปริมาตร 1 มิลลลิิตร กรองและนํามาวิเคราะหดวยเครื่อง High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC)  

        4.3.4 การวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมัน 

                      เตรียม methy ester ของกรดไขมันจากเซลลแหงโดยไฮโดรไลทดวย
สารละลาย methanolic hydrochoric acid ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวสกัด
ดวยปโตรเลียมอีเทอร แลววิเคราะหดวย Gas liquid chromatography (Komagata และ Suzuki, 

1987) 

            4.3.5 การสกัด DNA 

                       เลี้ยงแอคติโนมัยสีทบนอาหาร ISP2 บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เข่ียเช้ือ
ลงขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร ISP2 ที่มีการเติม glycine 0.20% ปริมาตร100 

มิลลลิิตร เขยาบนความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน เก็บเซลลโดยปนเหว่ียงความเร็วรอบ 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใหตกตะกอนและลางดวย        

S-EDTA 3 ครั้ง แลวเติม S-EDTA pH 8  จํานวน 2  มิลลิลิตร ใส lysozyme แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสจนหนืด เติม  Tris-NaCl pH 9 จํานวน 2 มิลลลิิตร เติมสารละลายฟนอล : 

คลอโรฟอรม (1:1 โดยปริมาตร) นําไปตกตะกอนโดยการปนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสใสในหลอดทดลอง ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยสารละลายเอทานอลเย็น 
95% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชแทงแกวขนาดเล็กที่ผานการฆาเช้ือแลวพันสายดีเอ็นเอ ทิ้งดีเอ็นเอให
แหง นําไปละลายในสายละลาย 0.1 standard saline citrate นําไปเก็บรักษาดีเอ็นเอท่ี -20 องศา
เซลเซียสแลวนําไปสงตัวอยางไปวิเคราะหที่ Macrogen ประเทศเกาหลี 

              4.3.6 การวิเคราะหสายวิวัฒนาการ 

                        ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจะถูกทําการจัดเรียงลําดับของนิวคลีโอไทดทีไ่ดกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือทีไดรับการคัดเลอืกจากฐานขอมูล genbank / EMBL/ DDBJ โดยใช 
bioedit software (ในวิทยานิพนธใช CLUSTAL X 1.83) จําลองขอมูลเปน multi-data set และสราง 
phylogenetic trees ดวยโปรแกรมใน CLUSTAL X 1.83 

 

5. การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพของสารสกัดจากสายพันธุที่แยกได 
     5.1 การเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตสารทุติยภูมิ 
           นําเช้ือแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกขางตนมาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร yeast extract-malt 

extract บนเคร่ืองเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อณุหภูมิหองเปนเวลา 14 วัน นําอาหาร
เลี้ยงเช้ือมาปนเหว่ียงท่ี 10,000 รอบตอนาที เพ่ือแยกสวนน้ําใสและตัวเซลลออกจากกนั 
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   5.2 การสกัดสาร 

           นําสวนนํ้าใสที่แยกไดจากขอ 5.1 มาสกัดดวยไดคลอโรมีเทน แลวนําไประเหยให
แหงภายใตการลดความดันดวยเคร่ืองระเหยแหงแบบสูญญากาศจะไดสารสกัดหยาบไปทดสอบ
ฤทธ์ิตาน B.  subtilis ATCC 6633 โดยวิธีการ agar disc diffusion นําเช้ือทดสอบมาผสมกับนํ้าเกลือ
ปรับความขุนเทากับ McFarland standard no. 0.5 ใชไมพันสําลีที่ปราศจากเช้ือชุบสารละลาย
แขวนลอยที่เตรียมไวทาลงบนผิวหนาอาหารแข็งดวยวิธี aseptic technique ในการทดสอบฤทธ์ิตาน
จุลินทรียใชเมทานอลเปนตัวทําละลายในการเจือจางสารสกัดหยาบ และใชเปนตัวควบคุมลบ 
(negative control) สารสกัดหยาบแตละชนิดจะถูกดูดซับบนแผนดิสกในปริมาตรท่ีแตกตางกันดังน้ี 
แผนดิสกขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 มิลลิเมตร บรรจุสารละลายของสารสกัดหยาบในปริมาตร 30 

และ 40 ไมโครลิตร (30 และ 40 มิลลิกรัม/ดิสก ตามลําดับ) ในขณะท่ีแผนดิสกขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร บรรจุสารละลายของสารสกัดหยาบในปริมาตร 10 และ 20 ไมโครลิตร (10 

และ 20 มิลลิกรัม/ดิสก ตามลําดับ) ทั้งน้ีสําหรับสารละลายของสารสกัดหยาบจากสายพันธุ PKB32-

24 สามารถเตรียมไดเฉพาะดิสกที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร บรรจุสารละลายของสาร
สกัดหยาบในปริมาตร 10 และ 20 ไมโครลิตร (10 และ 20 มิลลิกรัม/ดิสก ตามลําดับ) เทาน้ันทิ้งให
แหงแลววางบนผิวหนาอาหารท่ีมีการทาเช้ือทดสอบและเปรียบเทียบกับตัวควบคุมลบคือ ตัวทํา
ละลายชนิดเดียวกับท่ีใชละลายสารสกัด บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 วัน ตรวจผลโดย
วัดขนาดเสนผานศูนยกลางขอบเขตการยับย้ัง(inhibition zone) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 การแยกและผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเบ้ืองตน 

  4.1.1 การแยกแอคติโนมัยสีท 
                        ทําการแยกแอคติโนมัยสีทจากดินรอบรากและรากหนอไมฝร่ังจากแปลงเกษตร
อินทรียจากหุบกะพง อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี และ อําเภอกุยบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ พบวา
สามารถแยกแอคติโนมัยสีทได 43 สายพันธุ โดย 18 สายพันธุเปน Streptomyces   และ 25 สายพันธุ
เปนแอคติโนมัยสทีหายาก และทําการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยขอมูลของแหลงท่ี
แยก วันที่แยก และช่ือของสายพันธุแสดงในตารางท่ี 9 และ 10 

ตารางท่ี 9 แสดงการแยก Streptomyces จากดินรอบรากหนอไมฝร่ัง 
แหลงท่ีแยก วันที่แยก Strain no 

เพชรบุรี 30 มิถุนายน 2552  HP12-6, HP12-11 

เพชรบุรี 14  กันยายน 2552 HP21-10-22, HP21-12-3, HP 21-12-5 

เพชรบุรี 25  กันยายน 2552 HP 22, HP22-10-2, HP22-10-7, HP 22-10-9,   

HP22-11-4,  HP 22-13-8 

เพชรบุรี 5  ตุลาคม 2552 HP13-2, HP13-11, HP 13-12,  HP 13-18 

เพชรบุรี 6  ตุลาคม 2552 U 11-20, U 12-1, U13-5 
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ตารางที่ 10 แสดงการแยกแอคติโนมัยสีทหายากจากรากหนอไมฝร่ัง 
แหลงท่ีแยก วันที่แยก Strain no 

เพชรบุรี 4 เมษายน 2553 PKB12- 7, PKB31-9, PKB31-10, PKB31-19  

ประจวบคีรีขันธ 4 เมษายน 2553 PKB32-1, PKB32-3, PKB32-6-21, PKB32-7-12, PKB32-

7-21, PKB32-7-22, PKB32-8, PKB32-9-1, PKB32-9-2, 

PKB32-10, PKB32-12, PKB32-12-21, PKB32-12-22, 

PKB32-13-12, PKB32-13-13, PKB32-14, PKB32-16, 

PKB32-17, PKB32-18, PKB32-19, PKB32-20, PKB32-

22, PKB32-24 

 

   4. 1.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิของแอคติโนมัยสีทหายากยับย้ังการเจริญของจุลินทรียเบื้องตน 

         ผลการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกไดแก Bacillus subtilis 

ATCC 6633,  Micrococcus luteus ATCC 9341  และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 
แบคทีเรียแกรมลบไดแก Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Ralstonia solanacearum และ Xanthomonas axonopodis pv. citri  และ Candida albican ATCC 

10231 พบวาแอคติโนมัยสีทที่คัดแยกไดสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกคิดเปน 40% สวนท่ียับย้ัง
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบไดคิดเปน 32% และไมยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได
คิดเปน 28% (ตารางท่ี 11) จะเห็นวาแอคติโนมัยสีทในการยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก (B. subtilis, M. 
luteus และ S. aureus) แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli, R. solanacearum และ X.  axonopodis citri) และ
ยีสต (C. albicans) พบวาแอคติโนมัยสีทที่แยกไดสวนใหญสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกได
ดีกวาแบคทีเรียแกรมลบและไมมีเช้ือใดท่ีมีฤทธ์ิยับย้ังยีสต ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Boudjella 

et al. (2006) ที่รายงานวาแอคติโนมัยสีทที่แยกจากตัวอยางดินในประเทศแอลจีเรียมีฤทธ์ิยับย้ัง
แบคทีเรียแกรมบวกไดดี 2 ชนิด คือ B. subtillis และ Micrococcus luteus แตไมมีผลยับย้ังแบคทีเรีย
แกรมลบ แตยับย้ัง Pseudomonas fluorescens ไดเพียงเล็กนอยและไมมีฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบ
อื่นๆ นอกจากน้ียังมีรายงานวา Streptosporangium Sg10 สามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม
และรูปทอนไดดีกวา E. coli, A. niger  และ C. albicans (Saadoun et al., 1999; Basilio et al., 2003) 

 สาเหตุทีแ่อคติโนมัยสีทสวนใหญสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรีย
แกรมลบ เนื่องมาจากความแตกตางทางองคประกอบของผนังเซลลของแบคทีเรียทั้งสองกลุม  และ
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กลไกการออกฤทธ์ิของสารเมแทบอไลตที่แอคติโนมัยสีทสรางข้ึน โดยมีกลไกการออกฤทธ์ิยับย้ัง
การสังเคราะหผนังเซลล มีผลตอการสรางเพปติโดไกลแคน เชน ยับย้ังการสังเคราะหสารตั้งตนของ     
เพปติโดไกลแคน และยับย้ัง transpeptidation เปนตน ทั้งน้ีช้ันของเพปติโดไกลแคนดังกลาวเปน
โครงสรางสวนใหญที่พบในผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก  สวนแบคทีเรียแกรมลบมีช้ันของ  
เพปติโดไกลแคนที่บางกวาและมีผนังเซลลช้ันนอก (outer membrane) ที่เปน lipopolysaccharide 

ทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่มีฤทธ์ิตานแบคทีเรีย ได 14 สายพันธุ ไดแก PKB12-7, 

PKB31-10, PKB31-19, PKB32-1, PKB32-7-12, PKB32-7-21, PKB32-7-22, PKB32-8, PKB32-9-

1, PKB32-13-12, PKB32-13-13, PKB32-18, PKB32-19 และ PKB32-24 พบวา 13 สายพันธุจัดอยู
ในกลุม Micromonospora อีกหนึ่งสายพันธุจัดอยูในกลุม Microbispora ไปทําการศึกษาการเจริญ
บนอาหารชนิดตางๆ การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีตอไป 

สวนผลการทดสอบฤทธของเสตรปโตมัยสีทในการยับย้ังจุลินทรีย เบื้องตนอยูใน
ภาคผนวกง 
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ตารางท่ี 11 แสดงความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเบ้ืองตน 

Strain no. ภาพการยับย้ัง C. PS. E. B. S. M. R. X. 

PKB12-7 

 

- - - +i +i +i ND - 

PKB31-6 

 

- - - - - - ND - 

PKB31-10 

 

- - - + - + ND - 

PKB31-19 

 

- - - +i +i +i ND - 

PKB31-24 

 

- - - ++i - + ND - 

PKB32-1 

 

- - - - + - ND - 

PKB32-3 

 

- +i +i +i +i - ND - 

PKB32-6-21 

 

- - - - - - ND - 

PKB32-7-12 

 

- +i +i +i ++i ++i ND ++ 

PKB32-7-21 

 

- - - + - ++i ND +i 
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ตารางท่ี 11 แสดงความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเบ้ืองตน (ตอ) 
Strain no. ภาพการยับย้ัง C. PS. E. B. S. M. R. X. 

PKB32-7-22 

 

 

- +i - ++i +++i ++i ++++ ++ 

PKB32-8 

 

- - - + - +i ND - 

PKB32-9-1 

 

- - - + - + ND - 

PKB32-10 

 

- - - + +i - ND - 

PKB32-12 

 

- - - - - - ND - 

PKB32-12-22 

 

- - - - - - ND - 

PKB32-13-12 

 

- +i +i +i ++i ++i ND + 

PKB32-13-13 

 

- - - ++i +i +i ND - 
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ตารางท่ี 11 แสดงความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเบ้ืองตน (ตอ) 
Strain no. ภาพการยับย้ัง C. PS. E. B. S. M. R. X. 

PKB32-14 

 

- - - ++

+ 

+i - ND - 

PKB32-16 

 

- - - - - - - - 

PKB32-17 

 

- - - - - - ND - 

PKB32-18 

 

- +i +i +i +i +i ND ++i 

PKB32-19 

 

- +i +i ++i +i +i ND - 

PKB32-22 

 

- - - - - - ND - 

PKB32-24 

 

- - ++ ++i ++ +i ++ - 

หมายเหตุ   C, Candida albican ATCC 10231; PS, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;               

   E, Escherichia coli ATCC 25922; B, Bacillus subtilis ATCC 6633; S, Staphylococcus 
   aureus ATCC 25923, M,  Micrococcus luteus ATCC 9341, Ralstonia solanacearum    
   และ Xanthomonas axonopodis pv. citri 
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                   ++++++ =   ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) มากกวา 50 มิลลิเมตรข้ึนไป 

                   +++++   =   ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 41- 50 มิลลิเมตรข้ึนไป 

                     ++++   =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 31 -40 มิลลิเมตร 

          +++    =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 21-30 มิลลิเมตร 

            ++     =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 11-20 มิลลิเมตร 

                           +     =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 1-10 มิลลิเมตร 

       -      =    ไมยับย้ัง 

       i      =     ยับย้ังแตยับย้ังไมสมบูรณ 
    ND    =      No data 
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4.2 การพิสูจนเอกลกัษณแอคติโนมัยสีท 

           4.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะการเจริญบนอาหารชนิดตางๆ 

           ทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะการเจริญของ 14 สายพันธุบน
อาหาร YMA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วันแสดงในตารางท่ี12 ดังพบวาแอคติโนมัย
สีทที่คัดเลือกได 13 สายพันธุไดแก PKB12-7, PKB31-10, PKB31-19, PKB32-1, PKB32-7-12, 

PKB32-7-21, PKB32-7-22, PKB32-8, PKB32-9-1, PKB32-13-12, PKB32-13-13, PKB32-18 และ 

PKB32-19   จัดกลุมอยูในสกุล Micromonospora เนื่องจากมีโคโลนีมีลักษณะเปนเมือกสีดํา สราง
สปอรเดี่ยวบนกานชูสปอรสายสั้นๆ (Holt, 1989) และแอคติโนมัยสีท 1 สายพันธุคือ PKB32-24 ที่
โคโลนีเปนผงแหง เสนใยอาหารมีสีอมชมพูจนถึงสีอมนํ้าตาลแดง (pinkish to brownish red) คาดวา
จัดอยูในสกุล Microbispora (Holt, 1989) และสายพันธุ PKB32-9-1 ที่สามารถสรางรงควัตถุละลาย
น้ําได  
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ตารางท่ี 12 แสดงลักษณะการเจริญของแอคติโนมัยสีทบนอาหาร ISP2 บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซล  
 เซียส เปนเวลา 14 วัน 
 ชื่อเชื้อ  ลักษณะโคโลนี สีของเสนใย

อาหาร 
สีของสปอร สีของรงควัตถุ

ละลายน้ํา 
PKB12-7 Mucous Strong orange black - 

PKB31-10 Mucous Moderate orange black - 

PKB31-19 Mucous Moderate orange black - 

PKB32-1 Mucous Light Greenish 

Yellow 

Brilliant yellow - 

PKB32-7-12 Mucous Light orange black - 

PKB32-7-21 Mucous Brownish Black black - 

PKB32-7-22 Mucous Brownish Black black - 

PKB32-8 Powdery White white - 

PKB32-9-1 granule Yellowish White Yellowish 

White 

pink 

PKB32-13-12 Mucous Brownish Gray black - 

PKB32-13-13 Mucous Strong orange black - 

PKB32-18 Mucous Brownish Black black - 

PKB32-19 Mucous Brownish Gray black - 

PKB32-24 Powdery Deep Reddish 

Orange 

Moderate pink - 

 ทําการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทหายากรวมท้ังส้ิน 14 สายพันธุบนอาหารชนิดตางๆ ไดแก 
ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP7, ISP9, NA, Glu และ Su พบวาเช้ือที่สามารถเจริญบนอาหาร ISP2, 

ISP3, ISP4, ISP5, ISP7, NA และ Glu ไดดีไดแก สายพันธุ PKB12-7, PKB32-1, PKB32-7-12, 

PKB32-7-21, PKB32-7-22, PKB32-13-12, PKB32-13-13 และ PKB32-19 สวนสายพันธุที่เจริญบน
อาหาร ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP7, NA และ Glu ไดปานกลางไดแก PKB31-10, PKB31-19 
PKB32-9-1, PKB32-18 และ PKB32-24 สวนอาหาร ISP9 และ Su ทุกสายพันธุเจริญไดนอยยกเวน 
PKB32-8 

 ทําการศึกษาลักษณะการเจริญแอคติโนมัยสีทหายากที่แยกจํานวน 5 สายพันธุ ไดแก 
สายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-13-13, PKB32-19 และ PKB32-24 เนื่องจากสามารถ
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ยับย้ังแบคทีเรียไดหลายชนิด พบวาสายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-13-13 และ 
PKB32-19 จัดอยูในสกุล Micromonospora  โดยดูจากสีของเสนใยอาหารและสีของสปอรบน
อาหาร ISP2 พบวาเสนใยอาหารมีสี light orange, strong orange, brownish black และ brownish 

gray กอนท่ีจะเปลี่ยนเปนเมือกสีดํา เมื่อบมท่ีอุณหภูมิต่ํากวา 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วัน 
(ภาพที่ 7 ) 

 ดังน้ันจึงจัดสายพันธุ PKB32-24 อยูในสกุล Microbispora โดยดูจากสีของเสนใย
อาหารและสีของสปอรอาหาร ISP2 พบวาเสนใยมีสี จะเปลี่ยนจากสี deep reddish orange ไปเปนสี 
moderate pink เมื่อบมตามสภาวะดังกลาวขางตน จากตารางท่ี 13 พบวา สายพันธุ PKB32-24 

สามารถเจริญไดดีบนอาหารISP2 และ NA เจริญไดปานกลางบนอาหาร ISP 4 สามารถไดนอยบน
อาหาร ISP3, ISP5, ISP7, ISP9, Glu และ Su 
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ตารางท่ี 13 แสดงการเจริญของ rare actinomycete บนอาหารชนิดตางๆ 

Strain no อาหาร การเจริญ สีของเสนใยอาหาร 

 

 

 

 

PKB12-7 

ISP2 ดี Strong orange 

ISP3 ดี Strong orange 

ISP4 ดี Strong orange 

ISP5 ดี Strong orange 

ISP7 ปานกลาง Light orange 

ISP9 นอย white 

NA ดี Strong orange 

Glu ดี Strong orange 

Su นอย white 

 

 

 

 

PKB31-10 

ISP2 ดี Moderate orange 

ISP3 ปานกลาง Strong orange 

ISP4 ปานกลาง Light orange 

ISP5 ปานกลาง Light orange 

ISP7 ปานกลาง Brownish Gray 

ISP9 ปานกลาง Graynish Yellowish Pink 

NA ดี Brownish Gray 

Glu ดี Moderate orange 

Su นอย White 

 

 

 

 

PKB31-19 

ISP2 ดี Moderate orange 

ISP3 ดี Moderate orange 

ISP4 ปานกลาง Moderate orange 

ISP5 ปานกลาง Light orange 

ISP7 ปานกลาง Moderate orange 

ISP9 นอย White 

NA ดี Light orange 

Glu ปานกลาง Light orange 

Su นอย White 
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ตารางท่ี 13 แสดงการเจริญของ rare actinomycete บนอาหารชนิดตางๆ (ตอ) 
Strain no อาหาร การเจริญ สีของเสนใยอาหาร 

 
 
 
 
 
 
PKB32-1 

ISP2 ดี Light Greenish Yellow 

ISP3 ดี Light Greenish Yellow 

ISP4 ดี Light Greenish Yellow 

ISP5 ดี Light Greenish Yellow 

ISP7 ดี Pale Yellow 

ISP9 ปานกลาง Pale Yellow 

NA ดี Billiant Yellow 

Glu ปานกลาง Pale Yellow 

Su นอย White 
 
 
 
 
 
 
 
PKB32-7-12 

ISP2 ดี Light orange 

ISP3 ดี Light orange 

ISP4 ดี Moderate orange 

ISP5 ดี Light orange 

ISP7 ปานกลาง Moderate Brown 

ISP9 ดี Graynish  Reddish Orange 

NA ดี Moderate Brown 

Glu ดี Light orange 

Su นอย White 

 

 

 

 

 

PKB32-7-21 

ISP2 ดี Brownish Black 

ISP3 ดี Brownish Black 

ISP4 ดี Strong orange 

ISP5 ดี Strong orange 

ISP7 ปานกลาง Brownish Gray 

ISP9 นอย White 

NA ดี Brownish Black 

Glu ดี Light orange 

Su นอย White 
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ตารางท่ี 13 แสดงการเจริญของ rare actinomycete บนอาหารชนิดตางๆ (ตอ) 
Strain no อาหาร การเจริญ สีของเสนใยอาหาร 

 

 

 

 

PKB32-7-22 

ISP2 ดี Brownish Black 

ISP3 ดี Brownish Black 

ISP4 ดี Brownish Gray 

ISP5 นอย Pale Yellowish Pink 

ISP7 ดี Brownish Black 

ISP9 นอย White 

NA ดี Brownish Black 

Glu ดี Light orange 

Su นอย White 

 

 

 

 

PKB32-8 

ISP2 นอย White 

ISP3 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP4 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP5 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP7 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP9 ปานกลาง Light greenish Gray 

NA ปานกลาง Light greenish Gray 

Glu ปานกลาง Light Granish Reddish Brown 

Su ปานกลาง Yellowish White 

 

 

 

 

PKB32-9-1 

ISP2 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP3 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP4 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP5 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP7 ปานกลาง Light greenish Gray 

ISP9 ปานกลาง Light greenish Gray 

NA ปานกลาง Light Granish Reddish Brown 

Glu ปานกลาง Yellowish White 

Su นอย White 
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ตารางท่ี 13 แสดงการเจริญของ rare actinomycete บนอาหารชนิดตางๆ (ตอ) 
Strain no อาหาร การเจริญ สีของเสนใยอาหาร 

 

 

 

 

PKB32-13-12 

ISP2 ดี Brownish Gray 

ISP3 ดี Moderate Brown 

ISP4 ดี Moderate Brown 

ISP5 ปานกลาง Pale Yellowish  Pink 

ISP7 ดี Light orange 

ISP9 นอย White 

NA ดี Light orange 

Glu ปานกลาง Light orange 

Su นอย White 

 

 

 

 

PKB32-13-13 

ISP2 ดี Strong orange 

ISP3 ดี Moderate Brown 

ISP4 ดี Light orange 

ISP5 ปานกลาง Light orange 

ISP7 ดี Brownish Black 

ISP9 นอย White 

NA ดี Light orange 

Glu ดี Light orange 

Su นอย White 

 

 

 

 

PKB32-18 

ISP2 ปานกลาง Brownish Black 

ISP3 ปานกลาง Brownish Black 

ISP4 ดี Light orange 

ISP5 ดี Brownish Gray 

ISP7 ปานกลาง Brownish Gray 

ISP9 ดี white 

NA ดี Brownish Gray 

Glu ดี Light orange 

Su นอย White 
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ตารางท่ี 13 แสดงการเจริญของ rare actinomycete บนอาหารชนิดตางๆ (ตอ) 
Strain no อาหาร การเจริญ สีของเสนใยอาหาร 

 

 

 

 

PKB32-19 

ISP2 ดี Brownish Gray 

ISP3 ดี Brownish Gray 

ISP4 ดี Light orange 

ISP5 ดี Strong orange 

ISP7 ดี Brownish Black 

ISP9 นอย White 

NA ปานกลาง Brownish Gray 

Glu ดี Light orange 

Su นอย White 

 

 

 

 

PKB32-24 

ISP2 ดี Deep Reddish Orange 

ISP3 นอย Moderate Pink 

ISP4 ปานกลาง Moderate Pink 

ISP5 นอย Moderate Pink 

ISP7 นอย Light Pink 

ISP9 นอย White 

NA ดี Pale Pink 

Glu นอย Light Pink 

Su นอย White 

หมายเหตุ ISP2, Yeast extract-Malt extract agar; ISP3, Oatmeal agar; ISP4, Inorganic salt-starch  

 agar; ISP5, Glycerol-asparagine agar; ISP7, Tyrosine agar; ISP9,  Carbon utilization  

 medium; NA, Nutrient agar; Glu, Glucose asparagine agar; Su, Czpek’s sucrose agar 
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ภาพที่ 7 แสดงลักษณะของโคโลนีของแอคติโนมัยสีทบนอาหาร ISP2 เปนเวลา 14 วัน 

  ก) สายพันธุ PKB32-7-12; ข) สายพันธุ PKB32-7-22; ค) สายพันธุ PKB32-13-13;  

 ง) สายพันธุ PKB32-19 

  

 ศึกษาลักษณะสปอรของแอคติโนมัยสีทหายากท่ีมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียดี 4 สายพันธุ
ไดแก สายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-13-13 และ สายพันธุ PKB32-19 ภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราดท่ีกําลังขยาย 15,000 เทา พบวาท้ัง 4 สายพันธุมีลักษณะเปน
สปอรเดี่ยวบนกานชูสปอรสายส้ันๆแสดงวาอยูในกลุม Micromonospora ดังแสดงในภาพท่ี 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที่ 8 แสดงลักษณะของสปอรของแอคติโนมัยสีทภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสอง                    
 กราดกําลังขยาย 15,000 เทา ก) สายพันธุ PKB32-7-12; ข) สายพันธุPKB32-7-22;  

 ค) สายพันธุ PKB32-13-13 และ ง) สายพันธุ PKB3231-19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ก ข 

ค ง 
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4.2.2 การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะทางชีวเคมี 
  การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาของแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกไดจํานวน 14 สายพันธุ
ดังแสดงในตารางท่ี 14 พบวาสวนมากสามารถเจริญบนอาหารที่มีปริมาณโซเดียมคลอไรด    2 %    
ที่สภาพความเปนกรด-ดาง 5 ถึง 8 ชวงอุณหภูมิ 28-37 องศาเซลเซียส 

 จากตารางท่ี 15 พบวาแอคติโนมัยสีท 10 สายพันธุไดแก  PKB12-7, PKB31-19, 

PKB32-1, PKB32-7-12, PKB32-7-21, PKB32-7-22, PKB32-9-1, PKB32-13-12, PKB32-13-13 

และ PKB32-18 สามารถยอยโปรตีนในนม แอคติโนมัยสีท 9 สายพันธุไดแก PKB12-7, PKB31-10, 

PKB31-19, PKB32-7-12, PKB32-7-21, PKB32-7-22, PKB32-13-12, PKB32-18 และ PKB32-24 

สามารถยอยแปงได ทุกสายพันธุสามารถยอยเจลลาตินไดและรีดิวสไนเตรตไดยกเวนสายพันธุ 
PKB12-7, PKB32-1 และ PKB32-24  

       จากตารางท่ี 16 พบวาแอคติโนมัยสีท 8 สายพันธุสามารถใช sucrose และ mannose 

เปนแหลงคารบอนไดดี และสามารถใชน้ําตาล manitol และ D-ribose เปนแหลงคารบอนไดนอย 
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ตารางท่ี 14 แสดงผลทดสอบทางสรีรวิทยาของเช้ือแอคติโนมัยสีทหายาก 

Strain no. NaCl tolerance (%) pH tolerance Growth at (°C) 

0 1 2 3 4 5 6 4 5 6 7 8 10 28 30 37 45 50 
PKB12-7 + + + + + + ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB31-10 + + + + + + ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB31-19 + + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB32-1 + + + + + + + - ¯ + + + + + + + - - 

PKB32-7-12 + + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB32-7-21 + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB32-7-22 + + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB32-8 + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + ¯ - + + + - - 

PKB32-9-1 + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + ¯ - + + + - - 

PKB32-13-12 + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB32-13-13 + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB32-18 + + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ w + + + - + + + - - 

PKB32-19 + + + ¯ ¯ ¯ ¯ ¯ + + + + - + + + - - 

PKB32-24 + + + ¯ ¯ ¯ ¯ - + + + + - + + + - - 

หมายเหตุ +        =   positive reaction 

                 -        =   negative reaction 

    w      =   weakly reaction 
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ตารางท่ี 15 ผลทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือแอคติโนมัยสีทหายาก 
Strain NO. Skim milk Gelatin 

liquefaction 

Nitrate 

reduction 

 

Starch 

hydrolysis 
peptonize coagulation 

PKB12-7 + + + - + 

PKB31-10 - - + + + 

PKB31-19 + + + + + 

PKB32-1 + + + - - 

PKB32-7-12 + + + + + 

PKB32-7-21 + + + + + 

PKB32-7-22 + + + + + 

PKB32-8 + - + + - 

PKB32-9-1 + + + + - 

PKB32-13-12 + + + + + 

PKB32-13-13 + + + + - 

PKB32-18 + + + + + 

PKB32-19 - - + + - 

PKB32-24 - - + - + 

หมายเหตุ +    =   positive reaction 

                 -    =   negative reaction
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แห
ลง
คา
รบ

อน
 

Mannose + + + + + + ± - - - - 

Inositol - ± - + - + + - - ± + 

Sucrose + - + + + + + + + - + 

D-fructose - + - - - - ± - - - - 

Cellobiose - + - - - - + - - - - 

L-

Arabinose 

+ - ± - + - ± - - - - 

Galactose + ± - + - - - - - - - 

Lactose - ±±
 - + + - + - - - - 

Salicin - - - - - - + - - - - 

D-Xylose - - - - + - - - - - - 

Glycerol + ± - - - - + - - - - 

D-

Raffinose 

- ± - + - + ± - - - + 

D-

Melibiose 

+ - - - + - + - - - - 
L-

Rhamnose 

+ ± - + + - + - - - - 

D-Ribose - - - - - - + - - ± - 

Manitol - - - - - + + - - - + 

  

St
ra

in
 n

o.
 

PK
B1

2-
7 

PK
B3

1-
10

 

PK
B3

1-
19

 

PK
B 

32
-1

 

PK
B3

2-
7-

12
 

PK
B3

2-
7-

21
 

PK
B3

2-
7-

22
 

PK
B3

2-8
 PK

B 
32

-9-
1 

PK
B 

32
-9-

1 

PK
B3

2-
13

-1
2 

PK
B3

2-
13

-1
3 

 

ตา
ราง

ที่ 1
6 
กา
รใช

แห
ลง
คา
รบ

อน
ขอ

งแ
อค

ติโ
นม

ยัส
ีทห

ายา
ก 
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แห
ลง
คา
รบ

อน
 

Mannose + + + 

Inositol + - + 

Sucrose + + - 

D-fructose + - - 

Cellobiose + - - 

L-

Arabinose 

+ + + 
Galactose + - + 

Lactose + + + 

Salicin + + + 

D-Xylose + + - 

Glycerol + - + 

D-

Raffinose 

+ - - 

D-

Melibiose 

+ + - 

L-

Rhamnose 

- + + 

D-Ribose - - + 

Manitol - - - 

  

St
ra

in
 n

o.
 

   

 

ตา
ราง

ที่ 1
6 
กา
รใช

แห
ลง
คา
รบ

อน
ขอ

งแ
อค

ติโ
นม

ยัส
ีทห

ายา
ก(ต

อ) 

     
     

 หม
ายเ
หตุ

  ก
 เม
ื่อเชื้

อเจ
ริญ

บน
อา
หา
รท

ดส
อบ

ได
ดีก

วาชุ
ดค

วบ
คุม

เชิง
ลบ

แล
ะชุ
ดค

วบ
คุม

เชิง
ลบ

 (+
) 

   
   

   
   

   
   

ข เ
มื่อ

เชื้อ
เจริ

ญบ
นอ

าห
ารท

ดส
อบ

ได
ดีก

วาชุ
ดค

วบ
คุม

เชิง
ลบ

แล
ะเจ

ริญ
ได
นอ

ยก
วาชุ

ดค
วบ

คุม
เชิง

ลบ
(±)

 
  

ค เ
มื่อ

เชื้อ
เจริ

ญบ
นอ

าห
ารท

ดส
อบ

ได
เทา

กับ
หรื

อน
อย
กว
าชุ
ดค

วบ
คุม

เชิง
ลบ

 (-)
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                        4.3 การวิเคราะหผนังเซลล 
        เนื่องจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-13-13 และ  
PKB32-24 แสดงฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ  Bacillus subtilis ATCC 6633, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Micrococcus luteus ATCC 9341และสายพันธุ PKB32-

24 และ PKB32-7-22 สามารถยับย้ัง Ralstonia solanacearum ไดดี จึงไดทําการวิเคราะหผนังเซลล
ของแอคติโนมัยสีทสองสายพันธุดังกลาว  พบวามีผนังเซลลแบบ meso ไอโซเมอรของ 
diaminopimelic acid (DAP) ซึ่งเปนลักษณะของผนังเซลลในสกุล Micromonospora และ 
Microbispora (Holt, 1989)  
       การวิเคราะหเมนาควิโนนของแอคติโนมัยสีท 4 สายพันธุพบวาสายพันธุ PKB32-

7-12 และ PKB32-7-22 มีเมนาควิโนน หลักแบบ MK9H4 และ MK9H8 แตสายพันธุ PKB32-13-13 

มีเมนาควิโนนหลักแบบ MK9H4, MK9H8 และ MK10H4 ซึ่งเปนลักษณะของสกุล Micromonospora 

และสายพันธุ PKB32-24 มีเมนาควิโนนหลักแบบ MK9H0 และ MK9H2 ซึ่งเปนลักษณะของสกุล 
Microbispora (ตารางท่ี 17) 

ตารางท่ี 17 ผลการวิเคราะหชนิดของ menaquinone  
Strain no. ชนิดของ

ผนังเซลล 
Menaquinone 

MK9H0 MK9H2 MK9H4 MK9H6 MK9H8 MK10H4 

PKB32-7-12 meso-DAP - 6.69% 27.10% 5.24% 32.87% 6.639% 

PKB32-7-22 meso-DAP - 5.31% 27.43% 11.37% 28.35% 7.96% 

PKB32-13-13 meso-DAP - - 19.07% 14.42% 30.99% 19.95% 

PKB32-24 meso-DAP 45.95% 29.14% 3.23% - - - 

 

       เมื่อพิจารณาถึงฤทธ์ิการยับย้ังแบคทีเรียของสายพันธุ PKB32-7-22 แลวจึงนํามา
วิเคราะหกรดไขมันภายในเซลล ผลการวิเคราะหกรดไขมันหลักของสายพันธุ PKB32-7-22 พบวา 
เปน iso-C15:0, iso-C16:0 และ anteiso- C17:0 (ตารางท่ี 18) ซึ่งเปนชนิดท่ีพบในสกุล Micromonospora    
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ตารางท่ี 18 กรดไขมันของสายพันธุ PKB32-7-22 และ M .chersina 

Fatty acid  PKB32-7-22 M. chersina 
Saturated fatty acids   

C12:0 0.47 ND 

C14:0 0.24 ND 

C16:0 1.53 2 

C17:0 3.81 5 

C18:0 1.62 ND 

C19:0 0.39 ND 

Unsaturated fatty acids   

C17:1 8c 3.93 4 

C17:1 5c 0.15 ND 

C18:1 9c 1.54 ND 

C18:1 9c ND 2 

Branched fatty acids   

iso-C13:0 0.22 ND 

iso-C14:0 1.00 ND 

anteiso- C14:0 0.11 ND 

iso-C15:0 21.23 21 

anteiso- C15:0 4.11 5 

isoG-C15:1 0.53 ND 

iso-C16:0 23.05 15 

isoH-C15:1 2.21 ND 

iso-C17:0 8.27 10 

anteiso- C17:0 10.34 16 

anteiso- C17:0 9c 1.51 ND 

iso-C18:0 1.25 1 

iso-C19:0 0.11 ND 

10-Methylated  fatty acids   

10-Methylated C16:0 ND ND 
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Fatty acid  PKB32-7-22 M.chersina 
10-Methylated C17:0 4.24 2 

10-Methylated C18:0 0.72 4 

Summed Feature 3 0.29 4 

Summed Feature 6 0.78 ND 

Summed Feature 8 0.21 ND 

Summed Feature 9 6.04 ND 

หมายเหตุ Summed Feature 3, 16:1 w7c/16:1 w6c; Summed Feature 6, 19:1 w11c/19:1 w9c; 

Summed Feature 8, 18:1 w7c และ Summed Feature 9, 16:0 10-methyl สวน ND, not data 
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4.4 การวิเคราะหลําดับบน 16S rDNA และการสราง phylogenetic tree 
 4.4.1 การเพิ่มจํานวน 16S r DNA โดยวิธี PCR และการสราง phylogenetic tree 
                          เมื่อพิจารณาถึงฤทธ์ิการตานแบคทีเรียดีและอาจจะเปนแอคติโนมัยสีทสายพันธุ
ใหม จึงไดนําสายพันธุ PKB32-7-22 และ PKB32-24 มาศึกษาการเพ่ิมจํานวน 16S rDNA โดยวิธี 
PCR และทําการสราง phylogenetic tree จากการศึกษาการเพ่ิมจํานวน 16S rDNA โดยวิธี PCR ทํา
ใหไดลําดับเบสใน 16S rDNA ของสายพันธุ PKB32-7-22 และ PKB32-24 จากน้ันจึงนําขอมูล
ดังกลาวมาสราง phylogenetic tree พบวาสายพันธุ PKB32-7-22 จัดอยูในสกุล Micromonospora ซึ่ง
เปนสปชีสใหมที่มีความคลายคลึง  99 %ของลําดับเบสในชวง 16S rDNA  เมื่อเทียบกับ  M. 
chersinia DSM 44151T, M. inositola DSM 43819Tและ M. endolithica DSM 44398T (ภาพที่ 9)   
สําหรับสายพันธุ PKB32-24 จัดอยูในสกุล Microbispora และเปนสปชีสใหมที่มีความคลายคลึง  98 

%ของลําดับเบสในชวง 16S rRNA เมื่อเทียบกับ M. corallina DSM 44682T และ M. rosea subsp. 

rosea  DSM 43839T(ภาพที่ 10) 
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 จากขอมลูการเปรียบเทียบลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะทางชีวเคมี และการใช
แหลงคารบอนสรุปของสายพันธุ PKB32-7-22 เทียบกับ M. chersina ATCC 53710T,   M. 
endolithica DSM 44398T และ M. inositola DSM 43819T(ตารางท่ี 19) พบวาสีของเสนใยอาหาร
ของสายพันธุ PKB32-7-22 ตางกับ M.chersina ATCC 53710T, M. endolithica DSM 44398T และ 
M. inositola DSM 43819T แตมีลักษณะเปนสปอรเด่ียวเหมือนกัน ทั้งสามสายพันธุสามารถเจริญที่
อุณหภูมิ 28-37 องศาเซลเซียส ยกเวน M.chersina ATCC 53710T สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 41-49 

องศาเซลเซียส สายพันธุ PKB32-7-22 และ M.chersina ATCC 53710T สามารถยอยเจลาติน และ
ยอยแปง สวนM. endolithica DSM 44398T และ M. endolithica DSM 44398Tไมมีขอมูล สายพันธุ 
PKB32-7-22 และ M.chersina ATCC 53710T รีดิวสไนเตรตได สวน M. endolithica DSM 44398T 
และ M. endolithica DSM 44398Tไมสามารถรีดวิสไนเตรตได ทั้งสามสายพันธุสามารถใช sucrose 

เปนแหลงคารบอนได ผนังเซลลของท้ังสามสายพันธุเปนแบบ meso-DAP สวนเมนาควิโนนหลัก 
ของ PKB32-7-22 เปน MK-9H4 และMK-9H8 แต M.chersina ATCC 53710T, M. endolithica DSM 

44398T และ M. endolithica DSM 4439 มีเมนาควิโนนหลักแบบ MK10-H4จากขอมลูจากตาราง
พบวามีความแตกตางของ PKB32-7-22  ระหวาง M.chersina ATCC 53710T, M. endolithica DSM 

44398T และ M. inositola DSM 43819T อยางชัดเจนจึงสามารถสรุปไดวา สายพันธุ PKB32-7-22 

เปนสปช่ีสใหมในสกุล Micromonospora 
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ตารางท่ี19 ลักษณะของ PKB32-7-22 เทียบกับ M.chersina DSM 44151T, M. endolithica DSM  

                  44398T และ M. inositola DSM 43819T 
ลักษณะ PKB32-7-22 M.chersina DSM 

44151T 

M. endolithica 

DSM44398T 

M. inositola DSM 

43819T 

สีของเสนใยอาหาร 

 

ลักษณะของสปอร 
 

เจริญท่ีอุณหภูมิ 

28-37 °C 

41-49°C 

การเจริญท่ีมีความเขนขน
ของNaCl 

0-2% 

3% 

7% 

การยอยเจลาติน 

การยอยแปง 

การใชโปรตีนในนม 

การรีดิวสไนเตรต 

การใชแหลงคารบอน 

Manitol 

Gylcerol 

D-Arabinose 

D-Xylose 

Lactose 

Melibiose 

Sucrose 

Salicin 

ผนังเซลล 
ชนิดของ menaquinone 

Brownish Black 

 

สปอรเดี่ยว 

 

+ 

- 

 

 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

meso-DAP 

MK-9H4 และMK-

9H8  

Coloress to pale 

yellow 

สปอรเดี่ยว 

 

 

+ 

+ 

 

 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

meso-DAP 

 MK10-H4  

Orange 

 

สปอรเดี่ยว 

 

 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

ND 

meso-DAP 

MK-10H4     

Orange 

 

สปอรเดี่ยว 

 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

ND 

meso-DAP 

MK-10H4    

 สายพันธุ PKB32-7-22 สรางสปอรเด่ียวบนเสนใยอาหาร ผิวของสปอรมีลักษณะ
ขรุขระ สปอรไมเคลื่อนที่ ไมสรางเสนใยอากาศ โคโลนีมีสี Brownish Black บนอาหาร yeast 

extract- malt extract (ISP 2) แลวเปลี่ยนเปนเมือกสีดํา สามารถยอยโปรตีนในนม ยอยเจลาติน ยอย
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แปง และรีดิวสไนเตรตได เจริญบนอาหารที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดสูงสุดท่ี 2% เจริญ
ในชวงความเปนกรดดางท่ี 5-8 สามารถใชน้ําตาล manitol, D-ribose, L-rhamnose, D-melibiose, 

glycerol, salicin, lactose, cellobiose, sucrose และ myo-inositol เปนแหลงคารบอนไดดี สวนน้ําตาล 
D-raffinose, L-arabinose, D-fructose และ mannnose เปนแหลงคารบอนไดนอย ไมสามารถใช
น้ําตาล D-xylose และ galactose เปนแหลงคารบอนได  ผนังเซลลมี diaminopimelic acid ชนิด 
meso ไอโซเมอร มีเมนาควิโนนชนิด MK-9H4 และ MK-9H8 เปนองคประกอบหลัก กรดไขมัน
ประกอบดวย C12:0, C14:0, C16:0, C17:0, C18:0,  C19:0, C17:1 8c, C17:1 5c, C18:1 9c, C18:1 9c, iso-C13:0, 

iso-C14:0, anteiso- C14:0, iso-C15:0, anteiso- C15:0, isoG-C15:1, iso-C16:0, isoH-C15:1, iso-C17:0, anteiso- 

C17:0, anteiso- C17:0 9c, iso-C18:0, iso-C19:0, 10-Methylated C16:0, 10-Methylated C17:0 และ 10-

Methylated C18:0(ตารางท่ี 18 )  
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 จากขอมลูการเปรียบเทียบลักษณะทางสรีรวิทยา ลักษณะทางชีวเคมีและการใชแหลง
คารบอนของสายพันธุของ PKB32-24 เทียบกับ Mb. rosea subsp. rosea DSM 43839T และ Mb. 
corallina DSM 44682T (ตารางท่ี 20) พบวาทุกสายพันธุมีผนังเซลลแบบ meso-DAP และมีเมนาควิ
โนนแบบMK-9H0, MK-9H2 และMK-9H4 และสามารถรีดิวสไนเตรตไดสวนการเจริญที่อุณหภูมิ 
28-27 °C การยอยโปรตีนในนม และการยอยเจลาติน นั้นไมมีขอมูล จากความแตกตางน้ีคาดวาสาย
พันธุ PKB32-24 สปชีสใหมของสกุล Microbispora 

 

ตารางท่ี 21 ลักษณะของ PKB32-24 เทียบกับ Mb. rosea subsp. rosea DSM 43839T และ Mb.  
                  corallina DSM 44682T 

ลักษณะ PKB32-24 

 

Mb. rosea subsp. rosea 

DSM 43839T   

 

Mb. corallina DSM 

44682T 

เจริญท่ีอุณหภูมิ 

28-37 °C 
การยอยโปรตีนในนม 
การยอยเจลาติน 

การรีดิวสไนเตรต 

การใชแหลงคารบอน 
D-melibiose, Salicin และ 
galactose 
D-Ribose 
L-Rhamnose 

L-Arabinose 

Inositol 

ผนังเซลล 
ชนิดของ menaquinone 
 

 

+ 

- 
+ 

- 
 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

meso-DAP 

MK-9H0, MK-

9H2 และ 

MK-9H4 

 

ND 

ND 
ND 

+ 

 

+ 

- 

- 

- 

- 

meso-DAP 

MK-9H0, MK-9H2 และ 

MK-9H4 

 

ND 

ND 

ND 

+ 

 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

meso-DAP 

MK-9H0, MK-9H2 และ 

MK-9(III, VIII,H4) 

 

 สายพันธุ PKB32-24 เปนแบคทีเรียแกรมบวกมีการสรางเสนใยอาหารและเสนใย
อากาศ โคโลนีมีสี Deep Reddish Orange บนอาหาร yeast extract malt extract (ISP2) สปอรมีสี 
Moderate pink เจริญบนอาหารที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดสูงสุดท่ี 2% สามารถยอย        
เจลาติน และ แปง ไมสามารถรีดิวสไนเตรต และโปรตีนในนมได สามารถเจริญในชวงความเปน
กรดดางท่ี 5-8 เจริญไดดีในชวงอุณหภูมิ 28-37 องศาเซลเซียส สามารถใชน้ําตาล D-melibiose, 

salicin, galactose, D-ribose, L-rhamnose, L-arabinose, myo-inositol และ mannose เปนแหลง
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คารบอนไดดี ไมสามารถใช manitol, D-raffinose, cellobiose และ D-fructose  มี diaminopimelic 

acid ชนิด mesoไอโซเมอรเปนองคประกอบภายในเซลล มีเมนาควิโนนชนิด MK-9H0 และ  MK-

9H2 เปนองคประกอบหลัก  
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4.5 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจุลนิทรียของสารสกัดหยาบ 

                    เนื่องจากสายพันธุ PKB31-19, PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-19 และ PKB32-24 มี
ฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียหลายชนิด จึงนําสายพันธุเหลาน้ีมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร ISP2 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วัน จากน้ันนําอาหารเลี้ยงเช้ือมาปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แยกน้ําเลี้ยงเซลล (broth) ไปสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียไดคลอโรมีเทน 
(CH2Cl2) ครั้งละ 500 มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง แลวนําไดคลอโรมีเทนที่สกัดไดไประเหยแหงภายใตสภาวะ
สุญญากาศ ไดสารสกัดหยาบ (crude extract) ที่มีน้ําหนักแหงเทากับ 0.1, 0.1, 0.3, 2.13 และ 0.03 กรัม
ตามลําดับ (ตารางที่ 21)โดยพบวาสารสกัดหยาบทุกชนิดมีสีดํา ยกเวนสารสกัดหยาบจากสายพันธุ 
PKB32-24 ที่เปนผลึกสีน้ําตาล (ตารางท่ี 21) นําสารสกัดหยาบท่ีไดมาทดสอบฤทธ์ิตานแบคทีเรีย            
(B. subtilis ATCC 6633) ดวยวิธี disc diffusion method โดยเตรียมสารละลายของสารสกัดหยาบแตละ
ชนิดใหมีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอไมโครลิตร เน่ืองจากสารสกัดหยาบชนิดน้ีมีปริมาณตํ่า จึงไมเพียงพอ
สําหรับการเตรียมในดิสกที่มีขนาดใหญ จากน้ันนําดิสกที่เตรียมไดมาวางบนอาหาร muller hinton agar ที่
มีการทาแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6633 นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน พบวาสาร
สกัดหยาบจากสายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-22 และ PKB32-19 ไมแสดงฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียดังกลาว 
ในขณะท่ีสารสกัดหยาบจากสายพันธุ PKB31-19 และ PKB32-24 สามารถยับย้ัง B. subtilis ATCC 6633 
ไดที่ระดับความเขมขน 40 และ 20 มิลลิกรัม/ดิสก ตามลําดับ (ภาพที่ 11) 
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ตารางท่ี 21 ปริมาณและลักษณะของสารสกัดหยาบของแอคติโนมัยสีทหายากสายพันธุตางๆ 
Strain no. ปริมาณสารสกัดหยาบ(กรัม) ลักษณะของสารสกัดหยาบ 

PKB31-19 0.1 ของแข็งสีดํา 
PKB32-7-12 0.1 ของแข็งสีดํา 
PKB32-7-22 0.3 ของแข็งสีดําและผลึกไมมีสี 
PKB32-19 2.13 ของแข็งสีดํา 
PKB32-24 0.03 ผลึกสีน้ําตาล 
 
ตารางท่ี 22 การยับย้ัง B. subtilis ATCC 6633 ของสารสกัดหยาบของแอคติโนมัยสีทหายากสาย 

 พันธุตางๆ 

Strain no. ปริมาณของสารสกัดหยาบ(ไมโครกรัม) 
10 20 30 40 

PKB31-19 - - - + 

PKB32-7-12 - - - - 

PKB32-7-22 - - - - 

PKB32-19 - - - - 

PKB32-24 - + ND ND 

หมายเหตุ -, ไมมีการยับย้ัง B. subtilis ATCC 6633; +มีการยับย้ัง B. subtilis ATCC 6633;  

    ND, No data 

 

                
 

ภาพที่ 11 แสดงการทดสอบฤทธ์ิตานแบคทีเรียของสายพันธุ PKB31-19 และ สายพันธุ PKB32-24   

                  (ก: PKB31-19, -: PKB32-24) 
 
 
 
 
 

ก ข 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

1.ทําการคัดแยกแอคติโนมัยสีทจากดินรอบรากและรากหนอไมฝร่ังจากจังหวัด
เพชรบุรีและประจวบคีรีขันธได 25 สายพันธุทําการทดสอบฤทธ์ิในการตานจุลินทรียพบวาสามารถ
ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกได 10 สายพันธุ (40%) ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได 8 สาย
พันธุ (32%) ไมยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 7 สายพันธุ (28%) และไมยับย้ังยีสต  

 2.ทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีท 14 สายพันธุ ไดแก PKB12-7, PKB31-10, PKB31-

19, PKB32-1, PKB32-7-12, PKB32-7-21, PKB32-7-22, PKB32-8, PKB32-9-1, PKB32-13-12, 

PKB32-13-13, PKB32-18, PKB32-19 และ PKB32-24 ไปทําการศึกษาตอไป 

 3.ทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีท 5 สายพันธุไดแก สายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-

22, PKB32-13-13, PKB32-19 และ PKB32-24 เนื่องจากสามารถยับย้ังแบคทีเรียไดหลายชนิดมา
ทําการศึกษาลักษณะการเจริญพบวา 4 สายพันธุ PKB32-7-12, PKB32-7-22, PKB32-13-13 และ 

PKB32-19 จัดอยูในสกุล Micromonospora สวน PKB32-24 จัดอยูในสกุล Microbispora 
 4.ทําการศึกษาลักษณะทางฟโนไทปไดแก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญ 
สรีรวิทยา ชีวเคมี ลักษณะทางเคโมไทปและจีโนไทปเฉพาะของ 2 สายพันธุ ไดแก PKB32-7-22 

และ สายพันธุ PKB32-24 เน่ืองจากมีฤทธ์ิการตานแบคทีเรียดีและอาจจะเปนแอคติโนมัยสีทสาย
พันธุใหม ผลการทดลองพบวาสายพันธุ PKB32-7-22 เปน Micromonospora เน่ืองจาก มีไอโซเมอร
ของกรดไดอะมิโนไพเมลิกในผนังเซลลเปนแบบ meso-DAP สายพันธุนี้มีกรดไขมันชนิด   iso-

C15:0 (21.2%), iso-C16:0 (23.1%) และ anteiso- C17:0 (10.3%) และเมนาควิโนนชนิด MK-9H4 และ 
MK-9H8 เปนองคประกอบหลัก และจากการใชขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลจาก 16S 

rRNA และนําลําดับเบส 16S rRNA ของสายพันธุ PKB32-7-22 มาเทียบกับลําดับเบสท่ีรวบรวมใน
ฐานขอมูล GeneBank DNA database พบวาลําดับเบส 16S rRNA ของสายพันธุ PKB32-7-22 เปน 
Micromonospora สปชีสใหมที่มีความคลายคลึง  99% ของลําดับเบสในชวง 16S rRNA  กับ M. 
chersinia DSM 44151T, M. inositola DSM 43819T และ M. endolithica DSM 44398T 

 5.สายพันธุ PKB32-24 เปน Micobispra เนื่องจากมีไอโซเมอรของกรดไดอะมิโนพิเม
ลิกในผนังเซลลเปนแบบ meso-DAP สวนชนิดของเมนาควิโนนคือ MK9H0 และ MK9H2เปน
องคประกอบหลัก และจากการใชขอมูลจากลําดับเบสของยีนทีประมวลจาก 16S rRNA และนํา
ลําดับเบส 16S rRNA ของสายพันธุ PKB32-24 มาเทียบกับลําดับเบสท่ีรวบรวมในฐานขอมูล 
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GeneBank DNA database พบวาลําดับเบส16S rRNA ของสายพันธุ PKB32-24 เปน Microbispora 
สปชีสใหมที่มีความคลายคลึง  98% ของลําดับเบสในชวง 16S rDNA  กับ Mb. corallina DSM 

44682T และ Mb. rosea subsp. rosea  DSM 43839T 
  6.จากการศึกษาฤทธ์ิยับย้ังจุลินทรียของสารสกัดหยาบจากเช้ือแอคติโนมัยสีทดวย
วิธี agar disc diffusion พบวาสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทนจากเช้ือ PKB31-19 และ PKB32-24 

แสดงฤทธ์ิยับย้ัง Bacillus subtilis ATCC 6633ได ไดที่ระดับความเขมขน 40 และ 20 มิลลิกรัม/ดิสก 
ตามลําดับ สวนสารสกัดสกัดหยาบจากไดคลอโรมีเทนของสายพันธุ PKB32-7-12 , PKB32-7-22 และ 
PKB32-19 ไมยับย้ัง แบคทีเรียทดสอบ 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Water agar proline 

L-Proline        1        g 

Tap water        100    ml 

Agar         1.5     g 

pH 7.0-7.2 

Starch-glycerol agar 

Starch         1        g 

Glycerol        1        g 

(NH4)2SO4        0.2     g 

CaCO3         0.2     g 

K2HPO4         0.1     g 

MgSO4.7H2O        0.1     g 

NaCl         0.1     g 

Water         100    ml 

Agar         1.5     g 

pH 7.0 

Yeast extract – malt extract agar, YMA, ISP2  

Yeast extract            0.4      g 

Malt extract        1         g 

Glucose         0.4      g 

Agar            1.8      g 

Water         100     ml 

pH 7.3 

Oatmeal agar, OM, ISP3 

Oatmeal         2.0       g 

Agar         1.8       g 

Water         100      ml 

Inorganic salt-starch agar, IS, ISP4 

Soluble starch        1.0        g 
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K2HPO4•7H2O        0.1        g 

MgSO4•7H2O        0.1        g 

NaCl         0.1        g 

(NH4)2SO4          0.2        g 

CaCO3         0.2        g 

Trace salt solution (A)       0.1        ml 

Agar         2.0        g 

Water         100       ml 

pH 7.0-7.4 

Glycerol-asparagine agar, Gly.A, ISP5 

Glycerol           1.0         g 

L-asparagine        0.1 g 

K2HPO4         0.1 g 

Trace salt solution (A)       0.1 ml 

Agar         2.0 g 

Water         100 ml 

Tyrosine agar, TA, ISP7 

Glycerol        1.5 g 

L-Tyrosine        0.05 g 

L-Asparagine        0.1 g 

K2HPO4         0.05 g 

MgSO4 •7H2O        0.05 g 

NaCl         0.05 g 

FeSO4•7H2O        0.01 g 

Trace salt solution (A)       0.1 ml 

Agar         2.0 g 

Water         100 ml 

pH  7.2-7.4 

Carbon utilization medium, ISP9 

Carbohydrate        1.0 g 

(NH4)2S04        0.264 g 

K2HPO4•3H2O        0.565 g 
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KH2PO4•anhydrous       0.238 g 

MgSO4 •7H2O        0.1 g 

Trace salt solution (B)       0.1 ml 

Agar         1.5 g 

Water         100 ml 

pH   6.8-7.0 

Casamino acid 0.05% 

Nutrient agar, NA 

Beef extract        1.0 g 

Peptone         1.0 g 

NaCl         0.15 g 

Agar         1.5 g 

Water         100 ml 

Glucose asparagine agar 

Glucose         1.0 g 

Asparagine        0.05 g 

K2HPO4         0.05 g 

Agar         1.5 g 

Water         100 ml 

pH  6.8-7.0 

Czpek’s sucrose agar 
Sucrose         3.0 g 

K2HPO4         0.1 g 

MgSO4         0.05 g 

KCl         0.05 g 

FeSO         0.001 g 

Agar         1.7 g 

Water         100 ml 

pH7.0-7.2 

Peptone KNO3 broth 

Peptone         1.0 g 

KNO3         0.1 g 
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NaCl         0.5 g 

Water         100 ml 

pH 7.0 

Boullion gelatin broth 

Peptone         1.0 g 

Meat extract        0.5 g 

NaCl         0.5 g 

Gelatine         15.0 g 

Water         100 ml 

pH7.0-7.2 

Peptonization and Coagulation teat medium 

Skim milk        10.0 g 

Water         100 ml 

Trace salt solution (A) 

FeSO4 •7H20        0.1 g 

MnCl2 •4H20        0.1 g 

ZnSO4•7H20        0.1 g 

Water         100 ml 

Trace salt sution (B) 

CuSO4•5H20        0.64 g 

FeSO4 •7H20        0.11 g 

MnCl2 •4H20        0.79 g 

ZnSO4•7H20        0.15 g 

Water         100 ml 

Mueller-Himton agar 

Beef infusion form       30          g 

Casamino acid        1.74       g 

Strach         0.15       g 

Agar         1.7         g 

Water         100       ml 
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สารเคมี 
6N HCl 

Conc. HCl        60 ml 

Distilled water        60 ml 

Add conc. HCl into Distilled water 

Ninhydin solution 

Ninhydrin        0.3 g 

1-Butanol        100 ml 

Glascial acetic acid       3  ml 

Nitrate reduction test reagent 

Sulphnilic acid solution 

Sulphnilic acid        0.8 g 

5N Acetic acid        100 ml 

Dissolve by gentle heating in fume hood. 

N,N dimethy-1-naphtylamine solution 

N,N dimethy-1-naphtylamine      0.5 g 

5N Acetic acid        100 ml 

Phenol:Choloform (1:1 v/v) 

 Crystalline phenol was liquidified in water bath 65°C and mixed with chloroform in the 

ratio of 1:1 (v/v). Thesolution was stored in alight tight bottle. 

10% Sodium dodecyl sulphate (SDS) 

 The stock solution of 10% SDS was prepared by dissolved 10 g of sodium dodecyl 

sulphate in 100 ml steried distilled water. Sterilization is not required for the preparation of this 

stock solution. 

20XSSC 

3 M NaCl 

       0.1 M Tris-sodiumcitrate 

The 20XSSC was adjusted the pH to 7.0 with 1N NaOH. The Solution was sterilized by 

autoclaving for 15 minutes at 15 lb/in2. 
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0.1 M Tris-HCl buffer, pH 9. 

Tris         1.21 g 

Distilled water        100 ml 

Adjust the pH 9 with HCl 

Saline-EDTA 

O.1 M NaCl 

50 mM EDTA (pH 8) 
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ภาคผนวก ค 
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System 

Red, Pink 
1 Vivid Pink  1r 8.0 13.0 #FF7E93   

2 Strong Pink  1.2r 6.9 8.2 #FD7B7C   

3 Deep Pink 2.1r 6.0 11.1 #F3545E   

4 Light Pink  2.6r 8.5 4.0  #FFBCAD   

5 Moderate Pink  2.8r 7.2 5.3 #EE9086   

6 Dark Pink  2.7r 5.9 6.1 #C76864   

7 Pale Pink  2.0r 8.7 2.1 #FFCBBB   

8 Grayish Pink  2.6r 7.2 2.3 #CF9B8F   

9 Pinkish White 5.8r 9.0 0.8 #F9DBC8   

10 Pinkish Gray  9.8r 7.4 1.0 #C8A696   

11 Vivid Red 5.0r 3.9 15.4 #C10020   

12 Strong Red  4.0r 4.4 12.1 #BF2233   

13 Deep Red 5.1r 2.8 10.1 #7B001C   

14 Very Deep Red 6.5r 1.7 8.4 #4F0014   

15 Moderate Red 3.8r 4.4 9.1 #AB343A   

16 Dark Red 4.0r 2.8 6.8 #681C23   

17 Very Dark Red 2.0r 1.2 4.8 #320A18   

18 Light Grayish Red 5.3r 5.9 3.5 #B17267   

19 Grayish Red 4.0r 4.4 4.8 #8C4743   

20 Dark Grayish Red 2.9r 2.7 2.1 #482A2A   

21 Blackish Red 3.9r 0.8 1.7 #1F0E11   

22 Reddish Gray 7.0r 5.4 1.3 #8B6C62   

23 Dark Reddish Gray 6.0r 3.4 1.0 #523C36   

24 Reddish Black 2.0r 0.9 0.9 #1E1112   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Yellowish Pink 
25 Vivid Yellowish Pink 8.0r 8.0 13.0 #FF845C   

26 Strong Yellowish Pink 8.4r 7.0 9.5 #FF7A5C   

27 Deep Yellowish Pink 5.5r 5.8 12.1 #F64A46   

28 Light Yellowish Pink 1.9yr 8.2 4.6 #FFB28B   

29 Moderate Yellowish Pink 0.7yr 7.2 4.9 #EE9374   

30 Dark Yellowish Pink 7.0r 6.0 6.1 #CC6C5C   

31 Pale Yellowish Pink 4.2yr 8.6 2.2 #FFC8A8   

32 Grayish Yellowish Pink 1.3yr 7.2 2.4 #D39B85   

Reddish Orange, Reddish Brown 
33 Brownish Pink 7.0yr 7.1 2.3 #CD9A7B   

34 Vivid Reddish Orange 9.8r 5.4 14.5 #F13A13   

35 Strong Reddish Orange 9.3r 5.4 12.2 #FFB961   

36 Deep Reddish Orange 9.2r 3.9 12.1 #A91D11   

37 Moderate Reddish Orange 9.3r 5.5 9.2 #D35339   

38 Dark Reddish Orange 9.3r 4.0 9.1 #9B2F1F   

39 Grayish Reddish Orange 0.4yr 5.4 6.2 #B85D43   

40 Strong Reddish Brown 0.3yr 3.1 9.9 #7F180D   

41 Deep Reddish Brown 1.6yr 1.5 8.3 #490005   

42 Light Reddish Brown 0.5yr 5.5 4.1 #AA6651   

43 Moderate Reddish Brown 9.0r 3.4 5.2 #712F26   

44 Dark Reddish Brown 9.6r 1.3 3.6 #321011   

45 Light Grayish Reddish Brown 2.9yr 5.4 2.3 #966A57   

46 Grayish Reddish Brown 9.0r 3.4 2.4 #5E3830   

47 Dark Grayish Reddish Brown 9.0r 2.0 2.0 #371F1C   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System ตอ 

Orange Brown 
48 Vivid Orange 4.1yr 6.5 15.0 #FF6800   

49 Brilliant Orange 4.0yr 9.0 12.0 #FFB841   

50 Strong Orange 4.3yr 6.5 12.2 #FF6F1A   

51 Deep Orange 4.1yr 5.1 11.3 #C34D0A   

52 Light Orange 4.8yr 7.8 7.2 #FFA161   

53 Moderate Orange 4.6yr 6.5 8.2 #E8793E   

54 Brownish Orange 4.1yr 5.0 8.0 #B15124   

55 Strong Brown 4.6yr 3.5 7.6 #753313   

56 Deep Brown 5.6yr 2.4 5.2 #4D220E   

57 Light Brown 5.4yr 5.4 4.8 #A86540   

58 Moderate Brown 5.6yr 3.5 3.9 #673923   

59 Dark Brown 5.3yr 1.6 3.4 #35170C   

60 Light Grayish Brown 6.4yr 5.4 2.2 #946B54   

61 Grayish Brown 5.5yr 3.5 1.8 #5A3D30   

62 Dark Grayish Brown 5.5yr 2.0 1.5 #32221A   

63 Light Brownish Gray 7.0yr 5.4 1.2 #8B6D5C   

64 Brownish Gray 5.65r 3.4 0.9 #503D33   

65 Brownish Black 7.8yr 0.6 0.9 #140F0B   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Orange Yellow, Yellowish Brown 
66 Vivid Orange Yellow 8.6yr 7.3 15.2 #FF8E00   

67 Brilliant Orange Yellow 0.1y 8.1 10.5 #FFB02E   

68 Strong Orange Yellow 9.1yr 7.1 11.6 #FF8E0D   

69 Deep Orange Yellow 8.6yr 6.0 12.1 #D76E00   

70 Light Orange Yellow 9.4yr 8.3 6.8 #FFB961   

71 Moderate Orange Yellow 8.7yr 7.2 8.3 #F7943C   

72 Dark Orange Yellow 9.3yr 6.0 7.9 #C37629   

73 Pale Orange Yellow 9.2yr 8.7 4.4 #FFCA86   

74 Strong Yellowish Brown 8.8yr 4.6 8.5 #95500C   

75 Deep Yellowish Brown 8.8yr 3.1 5.0 #593315   

76 Light Yellowish Brown 8.7yr 6.5 5.0 #BB8B54   

77 Moderate Yellowish Brown 9.5yr 4.4 3.9 #7D512D   

78 Dark Yellowish Brown 9.4yr 2.3 3.3 #3F2512   

79 Light Grayish Yellowish Brown 9.7yr 6.4 2.5 #B48764   

80 Grayish Yellowish Brown 9.5yr 4.6 2.1 #785840   

81 Dark Grayish Yellowish Brown 8.8yr 2.5 1.6 #3D2B1F   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Yellow, Olive Brown 
82 Vivid Yellow 3.3y 8.0 14.3 #FFB300   

83 Brilliant Yellow 4.4y 8.7 8.9 #FFCF40   

84 Strong Yellow 3.7y 7.2 9.3 #E59E1F   

85 Deep Yellow 3.7y 5.9 9.1 #B57900   

86 Light Yellow 4.3y 8.8 6.8 #FFD35F   

87 Moderate Yellow 3.8y 7.1 6.5 #D79D41   

88 Dark Yellow 3.9y 6.0 6.4 #B07D2B   

89 Pale Yellow 4.7y 9.0 3.8 #FFDB8B   

90 Grayish Yellow 4.4y 7.2 3.8 #CEA262   

91 Dark Grayish Yellow 3.8y 5.9 4.0 #A47C45   

92 Yellowish White 4.5y 9.2 1.2 #FFE2B7   

93 Yellowish Gray 3.8y 7.4 1.4 #CAA885   

94 Light Olive Brown 2.1y 4.9 7.9 #945D0B   

95 Moderate Olive Brown 2.7y 3.6 5.5 #64400F   

96 Dark Olive Brown 2.0y 1.9 2.2 #302112  
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Greenish Yellow, Olive 
97 Vivid Greenish Yellow 9.1y 8.2 12.0 #F4C800   

98 Brilliant Greenish Yellow 9.8y 8.8 9.5 #FFDC33   

99 Strong Greenish Yellow 9.2y 7.2 9.2 #CCA817   

100 Deep Greenish Yellow 9.2y 5.9 9.2 #9F8200   

101 Light Greenish Yellow 9.8y 8.9 7.0 #FFDE5A   

102 Moderate Greenish Yellow 9.5y 7.1 6.5 #C4A43D   

103 Dark Greenish Yellow 9.4y 5.9 6.3 #9B8127   

104 Pale Greenish Yellow 9.5y 9.0 4.2 #FFDF84   

105 Grayish Greenish Yellow 9.0y 7.2 3.9 #C4A55F   

106 Light Olive 8.2y 5.1 5.6 #846A20   

107 Moderate Olive 7.6y 3.8 5.4 #5E490F   

108 Dark Olive 8.9y 2.4 3.1 #362C12   

109 Light Grayish Olive 7.85y 5.5 2.5 #8B734B   

110 Grayish Olive 8.0y 3.6 2.0 #52442C   

111 Dark Grayish Olive 9.7y 2.0 1.8 #2B2517   

112 Light Olive Gray 6.9y 5.5 1.3 #887359   

113 Olive Gray 8.1y 3.5 0.9 #4D4234   

114 Olive Black 9.0y 1.1 0.9 #121910   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Yellow Green, Olive Green 
115 Vivid Yellowish Green 5.4gy 6.8 11.2 #93AA00   

116 Brilliant Yellow Green 4.9gy 8.2 9.1 #CED23A   

117 Strong Yellow Green 5.4gy 6.0 8.7 #7F8F18   

118 Deep Yellow Green 7.4gy 4.2 7.1 #425E17   

119 Light Yellow Green 5.0gy 8.4 5.6 #DCD36A   

120 Moderate Yellow Green 4.8gy 6.0 5.0 #8B8940   

121 Pale Yellowish Green 3.4gy 8.7 2.4 #F0D698   

122 Grayish Yellowish Green 4.4gy 6.0 2.3 #90845B   

123 Strong Olive Green 4.0gy 3.0 11.0 #0A4500   

124 Deep Olive Green 4.0gy 1.5 11.0 #142300   

125 Moderate Olive Green 5.7gy 3.6 4.8 #434B1B   

126 Dark Olive Green 8.0gy 2.2 3.6 #232C16   

127 Grayish Olive Green 4.6gy 3.5 2.0 #48442D   

128 Dark Grayish Olive Green 5.4gy 2.0 1.8 #27261A   

129 Vivid Yellowish Green 1.1g 5.9 11.2 #379931   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 101 

ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Yellowish Green 
130 Brilliant Yellowish Green 0.3g 7.7 8.6 #8CCB5E   

131 Strong Yellowish Green 0.4g 5.4 8.7 #478430   

132 Deep Yellowish Green 0.9g 3.5 9.0 #00541F   

133 Very Deep Yellowish Green 10.0gy 1.5 11.0 #002800   

134 Very Light Yellowish Green 0.2g 8.6 4.6 #C6DF90   

135 Light Yellowish Green 0.7g 7.4 5.2 #007BA7   

136 Moderate Yellowish Green 0.5g 5.5 4.8 #657F4B   

137 Dark Yellowish Green 0.6g 3.5 5.0 #304B26   

138 Very Dark Yellowish Green 0.3g 1.8 4.3 #132712   

Green 
139 Vivid Green 3.2g 4.9 11.1 #007D34   

140 Brilliant Green 6.2g 6.5 8.3 #47A76A   

141 Strong Green 5.8g 4.4 8.7 #006B3C   

142 Deep Green 5.1g 3.0 8.1 #004524   

143 Very Light Green 6.5g 7.8 4.9 #98C793   

144 Light Green 6.0g 6.4 5.1 #719B6E   

145 Moderate Green 6.3g 4.5 5.1 #386646   

146 Dark Green 6.6g 2.8 4.6 #203A27   

147 Very Dark Green 8.0g 1.8 3.0 #16251C   

148 Very Pale Green 7.3g 8.8 1.9 #D8DEBA   

149 Pale Green 7.6g 6.4 1.7 #8D917A   

150 Grayish Green 8.8g 4.5 1.8 #575E4E   

151 Dark Greenish Yellowish Green 1.0bg 2.9 1.8 #313830   

152 Blackish Green 10.0g 1.0 1.4 #141613   

153 Greenish White 10.0g 9.2 0.8 #F5E6CB   

154 Light Greenish Gray 3.0g 7.5 0.9 #BAAF96   

155 Greenish Gray 7.5g 5.5 1.0 #7A7666   

156 Dark Greenish Gray 1.5bg 3.5 0.9 #45433B   

157 Greenish Black 8.7g 1.0 0.7 #181513   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Bluish Green 
158 Vivid Bluish Green 5.0bg 5.0 13.0 #00836E   

159 Brilliant Bluish Green 2.9bg 6.0 9.6 #009B76   

160 Strong Bluish Green 4.6bg 4.5 8.5 #006D5B   

161 Deep Bluish Green 2.8bg 2.4 8.3 #00382B   

162 Very Light Bluish Green 4.4bg 8.3 4.6 #A0D6B4   

163 Light Bluish Green 4.6bg 6.5 4.9 #669E85   

164 Moderate Bluish Green 4.6bg 4.5 5.0 #2F6556   

165 Dark Bluish Green 4.9bg 2.7 5.0 #013A33   

166 Very Dark Bluish Green 3.6bg 1.2 4.0 #001D18   

167 Vivid Greenish Blue 5.0b 5.0 13.0 #007BA7   

Greenish Blue 
168 Brilliant Greenish Blue 4.6b 5.9 7.7 #2A8D9C   

169 Strong Greenish Blue 4.9b 4.5 8.4 #00677E   

170 Deep Greenish Blue 5.0b 5.0 13.0 #007BA7   

171 Very Light Greenish Blue 4.0b 8.0 4.0 #A3C6C0   

172 Light Greenish Blue 4.5b 6.5 5.4 #649A9E   

173 Moderate Greenish Blue 4.7b 4.5 5.2 #30626B   

174 Dark Greenish Blue 3.7b 2.7 5.0 #003841   

175 Very Dark Greenish Blue 5.0b 1.5 3.6 #022027   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Blue 
176 Vivid Blue 5.0b 5.0 14.0 #007CAD   

177 Brilliant Blue 1.6pb 5.9 9.4 #4285B4   

178 Strong Blue 2.9pb 4.1 10.4 #00538A   

179 Deep Blue 2.8pb 2.5 7.9 #002F55   

180 Very Light Blue 2.7pb 7.9 6.0 #A6BDD7   

181 Light Blue 1.6pb 6.4 6.9 #6C92AF   

182 Moderate Blue 3.0pb 4.3 6.8 #395778   

183 Dark Blue 2.2pb 1.7 5.5 #002137   

184 Very Pale Blue 1.5pb 8.3 3.3 #C1CACA   

185 Pale Blue 0.6pb 6.5 2.6 #919192   

186 Grayish Blue 0.2pb 4.2 3.0 #4A545C   

187 Dark Grayish Blue 9.2b 2.7 2.0 #2C3337   

188 Blackish Blue 9.8b 1.3 1.5 #161A1E   

189 Bluish White 9.2b 9.1 1.2 #F9DFCF   

190 Light Bluish Gray 8.2b 7.5 1.0 #BEADA1   

191 Bluish Gray 8.9b 5.5 0.9 #7D746D   

192 Dark Bluish Gray 0.3pb 3.6 1.1 #464544   

193 Bluish Black 9.6b 1.1 0.8 #151719   

Purplish Blue 
194 Very Purplish Blue 7.8pb 2.0 12.5 #20155E   

195 Brilliant Purplish Blue 7.3pb 5.1 9.0 #62639B   

196 Strong Purplish Blue 8.0pb 4.0 10.9 #474389   

197 Deep Purplish Blue 7.8pb 1.5 8.0 #1A153F   

198 Very Light Purplish Blue 7.4pb 7.6 5.2 #BAACC7   

199 Light Purplish Blue 7.3pb 6.0 6.5 #837DA2   

200 Moderate Purplish Blue 7.9pb 3.5 6.5 #423C63   

201 Dark Purplish Blue 8.0pb 1.3 4.3 #1A162A   

202 Very Pale Purplish Blue 7.0pb 8.0 3.7 #CBBAC5   

203 Pale Purplish Blue 7.0pb 6.0 3.9 #8A7F8E   

204 Grayish Purplish Blue 6.9pb 3.4 3.8 #413D51   
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Violet 
205 Vivid Violet 2.0p 5.0 14.0 #884BAE   

206 Brilliant Violet 9.9pb 5.1 9.4 #755D9A   

207 Strong Violet 0.2p 3.7 10.1 #53377A   

208 Deep Violet 1.1p 1.2 8.6 #240935   

209 Very Light Violet 2.0p 8.5 7.0 #EEBEF1   

210 Light Violet 0.5p 5.6 7.1 #876C99   

211 Moderate Violet 1.4p 3.6 7.0 #543964   

212 Dark Violet 1.4p 1.3 4.9 #22132B   

213 Very Pale Violet 9.7pb 7.9 3.7 #D8B1BF   

214 Pale Violet 1.3p 6.0 4.0 #957B8D   

215 Grayish Violet 1.2p 3.3 3.9 #46394B   

Purple 
216 Vivid Purple 6.0p 4.5 14.0 #943391   

217 Brilliant Purple 6.0p 7.0 11.0 #DD80CC   

218 Strong Purple 6.5p 4.3 9.2 #803E75   

219 Deep Purple 6.3p 2.7 9.1 #531A50   

220 Very Deep Purple 5.0p 1.5 8.0 #320B35   

221 Very Light Purple 6.5p 7.8 5.1 #E3A9BE   

222 Light Purple 6.2p 6.5 6.5 #BA7FA2   

223 Moderate Purple 6.6p 4.5 7.1 #7F4870   

224 Dark Purple 6.3p 2.8 4.9 #472A3F   

225 Very Dark Purple 6.9p 1.0 4.5 #230D21   

226 Very Pale Purple 5.5p 8.2 3.2 #E6BBC1   

227 Pale Purple 7.9p 6.4 3.1 #AE848B   

228 Grayish Purple 8.1p 4.5 2.7 #72525C   

229 Dark Grayish Purple 0.5rp 2.8 2.0 #452D35   

230 Blackish Purple 0.8rp 0.9 1.6 #1D1018   

231 Purplish White 2.5rp 9.0 0.8 #FADBC8   

232 Light Purplish Gray 0.3rp 7.5 1.1 #C8A99E   

233 Purplish Gray 1.0rp 5.5 0.9 #88706B   

234 Dark Purplish Gray 1.0rp 3.6 1.0 #564042   

235 Purplish Black 9.54p 0.9 0.6 #1B1116  
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ตารางท่ี 23 แสดง The NBS/IBCC Color System (ตอ) 

Reddish Purple 
236 Vivid Reddish Purple 1.0rp 3.0 14.0 #7E0059   

237 Strong Reddish Purple 1.3rp 4.4 10.2 #9A366B   

238 Deep Reddish Purple 1.0rp 2.8 9.5 #641349   

239 Very Deep Reddish Purple 0.9rp 1.9 8.9 #470736   

240 Light Reddish Purple 0.7rp 6.0 6.9 #BB6C8A   

241 Moderate Reddish Purple 0.8rp 4.5 7.0 #8C4566   

242 Dark Reddish Purple 1.3rp 2.8 4.8 #4F273A   

243 Very Dark Reddish Purple 1.5rp 1.0 4.8 #270A1F   

244 Pale Reddish Purple 1.3rp 6.0 4.2 #AC7580   

245 Grayish Reddish Purple 1.0rp 4.5 4.2 #7D4D5D   

Purplish Pink, Purplish Red 
246 Brilliant Purplish Pink 6.0rp 8.5 11.0 #FF97BB   

247 Strong Purplish Pink 5.6rp 6.8 9.0 #F6768E   

248 Deep Purplish Pink 4.4rp 6.0 12.2 #EB5284   

249 Light Purplish Pink 4.6rp 8.0 5.5 #FFA8AF   

250 Moderate Purplish Pink 4.6rp 6.8 6.7 #E28090   

251 Dark Purplish Pink 6.4rp 5.9 7.0 #C76574   

252 Pale Purplish Pink 3.7rp 8.4 3.3 #FDBDBA   

253 Grayish Purplish Pink 3.7rp 7.0 3.5 #CC9293   

254 Vivid Purplish Red 7.6rp 4.9 13.6 #D5265B   

255 Strong Purplish Red 7.3rp 4.4 11.4 #B32851   

256 Deep Purplish Red 7.3rp 2.6 10.1 #6F0035   

257 Very Deep Purplish Red 6.8rp 1.7 8.0 #470027   

258 Moderate Purplish Red 7.1rp 4.5 9.0 #A73853   

259 Dark Purplish Red 7.1rp 2.7 6.0 #5B1E31   

260 Very Dark Purplish Red 6.6rp 0.9 4.8 #28071A   

261 Light Grayish Purplish Red 7.8rp 5.9 4.2 #B27070   

262 Grayish Purplish Red 7.0rp 4.5 5.1 #8C4852   

263 White 2.5pb 9.5 0.2 #FFC9D7   
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264 Light Gray 6.7y 7.4 0.2 #C2A894   

265 Medium Gray 3.3gy 5.4 0.1 #817066   

266 Dark Gray 2.5pb 3.5 0.0 #49423D   

267 Black 2.5pb 0.8 0.0 #131313   
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ภาคผนวก ง 
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ตารางท่ี 24 ฤทธ์ิยับย้ังเช้ือแบคทีเรียของเสตรปโตมัยสีทท่ีแยกไดจากดินรอบรากหนอไมฝร่ัง 
Strain 
NO. 

Inhibition zone (mm) 
C. albican 
ATCC 

10231 

Ps. aeroginosa 
ATCC 

27853 

B. subtilis 
ATCC 

6633 

E. coli 
ATCC 

25922 

S.aureus 
ATCC  

25923 

R.solanacearum X. axonopodis  
pv. citri 

HP12-6 - - ++ + - - - 
HP12-11 - - + +++ ++ - ++ 

HP21-10-22 - - ++ - ++ ++++ ++++ 

HP21-12-3 - - - - - +++++ ++++ 

HP21-12-5 - - - - - - ++++ 

HP22-10-2 - - - - - - - 

HP22-10-7 - - - - - - + 

HP22-11-4 - - - - - - - 

HP22-11-8 - - +++ - +++ + +++ 

HP22-13-18 - - - - - - - 

HP13-2 - - + ++ +++ - +++ 

HP13-12 - - - - - - - 

U12-1 - - - - - - - 

U13-5 - - - - - - - 

หมายเหตุ ++++++  =   ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) มากกวา 50 มิลลิเมตรข้ึนไป 

                   +++++   =   ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 41- 50 มิลลิเมตรข้ึนไป 

                     ++++   =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 31 -40 มิลลิเมตร 

          +++    =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 21-30 มิลลิเมตร 

            ++     =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 11-20 มิลลิเมตร 

                           +     =    ความกวางของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) 1-10 มิลลิเมตร 

       -      =    ไมยับย้ัง
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ภาคผนวก จ 
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ภาพที่  12 แสดงลําดับเบสของช้ินสวนดีเอ็นเอของสายพันธุ PKB32-7-22 
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ภาพที่  13 แสดงลําดับเบสของช้ินสวนดีเอ็นเอของสายพันธุ PKB32-24 

 

 

 

 



 114 

 
 

 

 
 

ภาพที่ 14 แสดงเมนาควิโนนของแอคติโนมัยสีทหายาก 
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