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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

be useful in agricultural prac tice. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

แอกติโนมัยซตีเปนจุลินทรียที่ถกูจัดใหอยูในกลุมแบคทีเรีย เพราะไมมีเยื่อหุมนวิเคลียส

และไมโตคอนเดรีย มีความไวตอสารปฏิชีวนะที่ทาํลายแบคทีเรียแตตานทานตอสารปฏิชีวนะที่

ทําลายรา  ติดสีแกรมบวก มีลักษณะบางประการคลายรา คือมีการสรางสปอรเรียกวา โคนิเดีย 

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

(Cross และ Goodfellow, 1973) มีลักษณะเปนสปอรเด่ียว สปอรคู หรือตอกันเปนสายยาว มีการ

สรางผนงักัน้เสนใย สายสปอรอาจมีลักษณะตรง เปนวง ขดเปนเกลียว อาจมีการสรางสปอรในอับ

สปอร เชน Actinoplanaceae Dactylosporangium และพบการสราง clamydospores  ใน 

Actinosporangium violacles  แตเสนใยมีขนาดเล็กกวารา มเีสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-

2.0 ไมโครเมตร (Sykes และ Skinner, 1973) มีเปอรเซ็นตเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอสูง

กวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติโนมยัซีตยังประกอบดวย 

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

acid glutamic acid  glycine และ alanine   สวนผนังเซลลของราประกอบดวย glucan  

mannan  และ chitin  โคโลนีที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชือ้มีลักษณะเปน ผงแปง หรือ เปนแผนหนงั 

ทึบแสง ผิวของโคโลนีอาจเรยีบ นูน ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปนเกล็ด โคโลนีมหีลากหลายสี ไดแก 

ขาว เหลือง สม ชมพู เขียว มวง ดํา และแดง เปนตน  เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

จะเหน็เปนเสนใย และมีสปอรเรียงตอกันเปนสายขดมวนอยูบริเวณปลายเสนใย เชน 

Streptomyces แอกติโนมัยซีตบางชนิดไมสรางสปอรแตเสนใยจะแตกหักเปนทอนๆลักษณะคลาย

อาโทรสปอร (arthospore)  เชน Nocardia (Lederberg และคณะ, 2000)   

ในดินพบแอกติโนมัยซีตมากเปนอันดับสองรองจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Sykes และ 

Skinner, 1973) หนาทีท่ี่สําคัญในธรรมชาติ คือทําหนาทีเ่ปนผูยอยสลาย (decomposer) 

อินทรียวัตถุในดิน โดยการผลิตเอนไซมทีสํ่าคัญไดหลากหลายกลุม เชน กลุมไฮโดรเลส ซึง่

ประกอบดวยเอนไซมที่สําคัญคือ เซลลูเลส แอกติโนมัยซีตมีความสามารถในการยอยสลายสารทีม่ี

โครงสรางซับซอน ไดแก ซากพชื ซากสัตว และสารไบโอโพลิเมอร ตางๆ เชน เซลลูโลส เคราติน   

เพคติน และไคติน เปนตน (ยุวดี มหาศักด์ิศิริ, 2546) รวมทัง้ปุยหมกั ซึ่งเปนปุยอินทรียชนิดหนึง่ 

สวนใหญไดมาจากพืชที่ถูกหมักใหยอยสลายโดยกระบวนการของจุลินทรียตางๆกนั แอกติโนมัย

ซีตเปนหนึง่ในกลุมจุลินทรียที่สําคัญในการยอยสลายวัสดุอินทรียหรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตร

ในกระบวนการทําปุยหมัก ในระหวางการยอยสลายวัสดุเศษพืชโดยกิจกรรมของจุลินทรียแบบ
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f)'Jl)J ~1)Jl ~() 1 Un1~~¥I-1~1 ~tl5:n'Ju:::~1-n FI'JU f'J)J~~UYl1tJL~f)~"I! L~tl'Yil1 ~Jl~tJl-1lJ' n~ ruJll'Yi ~ 

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

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

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

2. แยกชนิดของแอกติโนมัยซีตใหบริสุทธิ์ และเก็บรักษาเช้ือบริสุทธิ์ 

3. ทดสอบความสามารถในการสรางเซลลูเลสและสารปฏิชีวนะ 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางเซลลูเลส 

4. พิสูจนเอกลักษณของแอกติโนมัยซีตสายพันธุที่คัดเลือกซึ่งมีความสามารถในการสราง 

    เซลลูเลสและสารปฏิชีวนะ  
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 ผลการคัดเลือกและจําแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สรางเซลลเูลส และสารปฏิชีวนะ

ยับยั้งรากอโรคพืช  จะเปนองคความรูพื้นฐานของเซลลูเลสและสารปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอกติโน

มัยซีต  ซึ่งสามารถนาํเชื้อที่แยกไดไปใชประโยชนตอการพัฒนาทางดานการเกษตรหรือ

อุตสาหกรรมยาตอไป   

  



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 ลักษณะท่ัวไปและแหลงที่อยูของแอกติโนมัยซีต 
 

แอกติโนมัยซตีเปนแบคทีเรียที่ลักษณะคลายรา มีลักษณะเปน prokaryotic cell เซลลเปน

เสนสาย(filament) คลาย hypha ของรา แตมีขนาดเล็กและส้ันกวามาก แอกติโนมยัซีตเปน

แบคทีเรียแกรมบวกที่มีเปอรเซ็นตเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอสงูกวาแบคทีเรียแกรมบวก

ทั่วไป เชน Bacillus Clostridium  Staphylococcus และ Streptococcus แอกติโนมัยซีตถูกจัด

อยูในกลุมแบคทีเรียเพราะไมมีเยื่อหุมนวิเคลียสและไมโตคอนเดรีย นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติ

โนมัยซีตยังประกอบดวย mucopeptide ( N-acetyl glucosamine เช่ือมกับ N-acetyl muramic 

acid) 2,6- diaminopimeli acid  glutamic acid  glycine และ alanine   สวนผนงัเซลลของรา

ประกอบดวย Glucan Mannan และ Chitin แตแอกติโนมัยซีตมีลักษณะบางอยางที่คลายกับรา

คือ มีการสรางสปอรบนสายใยอาหารเรียก คอนนิเดียร (conidia) แตเสนใยมีขนาดเล็กกวารา มี

เสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-2.0 ไมโครเมตร มีการสรางสปอรบนสายใยอาหาร (Substrate 

mycelium)และสายใยอากาศ (aerial mycetium) มีลักษณะเปนสปอรเด่ียว สปอรคู หรือตอกนั

เปนสายยาว สายคอนนิเดียรอาจมีลักษณะตรง เปนวง ขดเปนเกลียว อาจมีการสรางสปอรในอับ

สปอร(sporangium) เชน Actinoplanaceae Dactylosporangium และพบการสราง 

Clamydospores  ใน Actinosporangium violacles  นอกจากนี้แอกติโนมยัซีตยังสามารถ

ขยายพันธุโดยการสรางสปอรไมมีเพศ ( asexual spore) มีชื่อเรียกวา conidia ไดอีกดวย แอกติโน

มัยซีตมีความสําคัญตอมนษุย บางก็ทาํใหเกิดโรคแกคน สัตว พชื แตก็มีดานที่เปนประโยชน

มากมายเชน ยอยสลายซากพืช ซากสัตวในดิน ทาํใหดินอุดมสมบูรณ และพวกที่สรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้รา สารตานเนื้องอก เปนตน แอกติโนมยัซิสสกุลทีน่ิยมศึกษาในเร่ืองการสรางสาร

ทุติยภูมิ ไดแก Sporostreptomycetes Norcardioform actinomycetes Actinoplanete 

โดยเฉพาะสกลุ  Streptomyces มีความสําคัญในการผลิตสารปฏิชีวนะที่ใชในดานการแพทย 

การเกษตรและอาหาร นอกจากนี้ยังมีความสําคัญตออุตสาหกรรมการผลิตเอนไซมตางๆ อีกดวย 

 
ลักษณะของแอกติโนมัยซีตที่คลายคลึงกับรา 

1. เสนใยของแอกติโนมยัซีตชัน้สูงจะแตกสาขาคลายเสนใยของรา 
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2. แอกติโนมัยซตีหลายกลุมจะสรางเสนใยที่เจริญอยูในอากาศ(aerial mecelium) ซึ่ง

ตรงปลายจะม ีconidia คลายกันเสนใยและสปอรของรา 

3. การเจริญของแอกติโนมัยซตีในอาหารเหลวไมคอยจะปรากฏวาทําใหเกิดสีขุน 

(turbidity) อันเนื่องมาจากการแขวนลอยของเซลลที่มีลักษณะเปนเซลลเดียวเชน 

แบคทีเรีย แตแอกติโนมัยซตีจะเจริญแบบกลุมกอน 

4. การเพิม่จํานวนของแอกติโนมัยซีตจะคลายกับรา(apically) สวนการเพิ่มจาํนวนของ

พวกแบคทีเรียจะเปนแบบทวีคูณ (exponential) 

 
ลักษณะของแอกติโนมัยซีตที่คลายคลึงกับแบคทเีรีย 

1. มีขนาดและรูปรางใกลเคียงกัน คือจะมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5-1.2 

ไมโครเมตร 

2. สวนที่ขาดออกเปนทอนๆ(fragment)จะมลัีกษณะคลายกับแบคทีเรียในกลุม  

Mycobacterium และ Coryneform  ไมวาจะเปนรูปราง การติดสียอมและลักษณะ

ทางสรีระวทิยา 

3. ถูกทาํลายโดยแบคเทอริโอฝาจ และสารปฏิชีวนะประเภทเดียวกับทีท่าํลายแบคทีเรีย 

4. เปนเซลลชัน้ตํ่าที่ยงัไมมีเยื่อหุมนวิเคลียส (prokaryotes) 

5. ผนังเซลลไมมไีคตินหรือเซลลูโลส แตเปนสารประกอบเชิงซอน (polymer) ของน้ําตาล 

กรดอะมิโน ซึง่คลายกับผนงัเซลลแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) 

แอกติโนมัยซตีเจริญไดในสภาพแวดลอมที่แตกตางกันพอสมควร คือ นอกจากจะพบใน

ดินที่เปนสภาพธรรมชาติแลว ยงัจะพบในกองปุยหมักทีอุ่ณหภูมิสูง ในโคลน แมน้าํ ใตทะเลสาบ 

แตโดยปกติมกัจะเจริญอยูผิวดินหรือในดินที่ไมลึกไปกวา 4 ซม. จากการนับจํานวนจากดิน

ตัวอยางที่ไมมกีารจํากัดการเจริญ พบวามีจํานวนใกลเคียงกับแบคทเีรีย แตถาในดินที่มีสภาพ

เปนดาง จะพบแอกติโนมัยซีตในอัตราสวนที่สูงข้ึน เชน ดินที่มีคาความเปนกรด-ดาง ที่ pH 6-8 

จะมีแอกติโนมัยซีตสูงถงึ 95% ของจุลินทรียในดินทัง้หมด แตในดินดางทัว่ๆไป จะพบประมาณ 

10-70% ของจุลินทรียในดินทัง้หมด จากความสามารถในการทนความแหงแลงไดดี ทาํใหสภาพ

ดินแหงจะพบแอกติโนมัยซตีเปนอัตราสวนสูงข้ึน  จึงมกัพบในดินเขตรอนมากกวาเขตอบอุน จาก

ลักษณะการเจริญที่ชากวาแบคทีเรียและรา ทาํใหในสภาพธรรมชาติแอกติโนมัยซีตไมสามารถ

แขงขันกับจุลินทรีย 2 ชนิดดังกลาว แตแอกติโนมยัซีตมคีวามสามารถในการยอยสลาย

สารประกอบทีย่อยสลายยาก จงึพบวาการเจริญมกัจะเพิ่มจํานวนมากข้ึนหลังจากทีจุ่ลินทรีย

ชนิดอ่ืนๆเจริญลดลงแลว จากสภาพดังกลาวทาํใหสภาพที่เหมาะสมกับแอกติโนมยัซิสอยูใน
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Lt\'tJ ltJ~;J Fl'J1~~tJ1 LL 'IltJ n 1 n '"l1ry'D'il~ LR L~,hi~'"ll n n1)'~i'J L;'il L'"l1ry 1 tJm~l ru~'Yi'ilL mn:;utJ 

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

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

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

I " t " " 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

สายใยอาหาร  C : ขอบของโคโลนทีี่กาํลังเจริญเติบโตพรอมกับการสรางสปอร

ของสายใยอากาศ  [ที่มา Atlas of Actinomycetes(1997)] 

 

โดยตัวอยางวงชีวิตของแอกติโนมัยซีตที่สามารถศึกษาระยะตางๆไดชัดเจน และเปนสาย

พันธุที่มกีารศึกษาระดับพันธุกรรมอยางกวางขวางคือ  Streptomyces coelicolor แสดงดังรูปที่ 

2.2  Chater (1993) ไดศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการเจริญในระยะตางๆของ Streptomyces 

coelicolor A3(2) มียีนที่เกีย่วของกับการเจริญในระยะตางๆ  โดยภายใตสภาวะที่เหมาะสม germ 

tube งอกออกมาจากสปอร  เจริญโดยการยืดยาวและแตกแขนงบริเวณปลายเสนใย  ไดเสนใย

อาหารจํานวนมาก  หลังจากนัน้ 2-3 วนั เสนใยอากาศจะเจริญแทงข้ึนมาจากในอาหารออกสู

อากาศซึง่ถูกควบคุมโดย ยนี bld  จากนั้นเจริญโดยการยืดยาวบริเวณปลายเสนใย  เมื่อเสนใย

อากาศเจริญเต็มที่ ยีน whiG  และ  whiJ  ควบคุมใหปลายเสนใยมวนเปนเกลียว  หลังจากนั้น ยนี 

whiA  whiB  whiH  และ whiI ควบคุมใหมีการแบงเซลลที่ปลายเสนใยโดยการสรางผนงักัน้แบง

เสนใยออกเปนสวน ๆ ยีน  whiD  และ  sigF  ควบคุมใหผนังเซลลหนาข้ึนเปนผนงัสปอรที่มี

คุณสมบัติทนตอความแหง  และ  ยนี  whiE  ควบคุมใหสปอรมีสีเขมข้ึน   
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รูปท่ี 2.2 แสดงตัวอยางวงชีวิต (life cycle)  ของแอกติโนมยัซีตStreptomyces coelicolor 

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]  

 

2.2.2 โครงสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซีต 

โคโลนีของแอกติโนมยัซีตจะมีสายใย 2 แบบ คือ สายใยอาหาร (substrate 

mycelium) และสายใยอากาศ (aerial mycelium) ซึง่จะแสดงลักษณะและหนาที่ทางชีววทิยาที่

แตกตางกนั  โดยทัว่ไปแอกติโนมยัซีตจะมีการสรางสายใยทั้ง 2 แบบ แตบางชนิดสรางเฉพาะ

สายใยอาหาร  ปกติไมพบผนังกั้นเซลลภายในสายใย  แตอาจพบไดในชวงแรกของกระบวนการ

แตกหักเปนช้ิน ๆ (fragmentation) ของสายใย  โครงสรางภายในสายใยท่ีแสดงวาแอกติโนมยัซตี

เปนโปรคาริโอต  แสดงในรูปที่ 2.3  จะประกอบดวย ผนงัเซลลซึ่งหนาประมาณ 10-20 นาโนเมตร 

ภายในเย่ือหุมเซลลประกอบดวยไซโตพลาสซึม ซึ่งมีบริเวณของสายดีเอ็นเอ ไรโบโซม  และสาร

ตาง ๆ ที่สะสมภายในเซลล เชน polyphosphates,  lipids หรือ polysaccharides  มีพลาสมาเมม

เบรน(plasma membrane)หรือเยื่อหุมเซลล หอหุมไซโตพลาสซึม ซึ่งเยื่อหุมเซลลบางสวนตรง

บริเวณที่ติดกบัผนังเซลล สามารถพัฒนาไปเปนมีโซโซม (mesosomes)   
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รูปท่ี 2.3 องคประกอบภายในไซโตพลาสซึมของสายใยอาหารในแอกติโนมัยซตี           

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

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

สะสมสารภายในเซลล  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

สายใยอาหาร  คือ สายใยที่สรางข้ึนในชวงเปน vegetative cell จะเจริญอยูใน

อาหารเล้ียงเชือ้  โดยจะมีขนาดและรูปรางแตกตางกัน  ชวงแรกสีของสายใยจะเปนสีขาวขุนหรือ

ครีม  แตเมื่อเจริญเต็มที่แลวจะกลายเปนสีเหลือง  แดง    เขียว  ชมพู  สม หรือ  น้ําตาล  และเมื่อ

เพาะเล้ียงตอไปบนอาหารเล้ียงเชื้อจะเกิดการเจริญอยางรวดเร็วภายในเวลา  2-6  ชั่วโมง  โดยจะ

มีการสรางทอเจริญ  (germ tube)  หนึ่งทอหรือหลายทอ ซึ่งจะเจริญตอไปเปนสายใยที่ยาวข้ึนและ

พัฒนาไปเปนสายใยที่ซับซอนยิ่งข้ึน  เสนผานศูนยกลางของสายใยประเภทน้ีพบต้ังแต 0.2-0.8 

ไมโครเมตร  บางชนิดสายใยมีลักษณะโคงและแตกแขนง  โครงสรางของสายใยจะมีความแตกตาง

กันข้ึนกับสวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  ภาวะที่เช้ือเจริญ  โดยเฉพาะอยางยิ่งอุณหภูมิและ

สารเคมี  เมือ่เช้ือมีอายุมากสายใยชนิดนี้จะมกีารแตกหักเปนชิน้สวนส้ัน ๆ บางชนิดอาจมีการ

แตกหักอยางรวดเร็ว  โดยเฉพาะเม่ืออยูในอุณหภูมิสูงหรือเจริญอยูในภาวะที่เปนของเหลว (Sykes 

และ Skinner, 1973) 

สายใยอากาศ (aerial mycelium) คือ  สายใยที่สรางข้ึนดานบนของสายใย

อาหาร  พบมากในแอกติโนมัยซีตสวนใหญโดยเฉพาะสกุล  Streptomyces  ลักษณะของสายใย

อากาศจะแตกตางกันไปตามกลุมของแอกติโนมยัซีต  สวนประกอบของอาหาร  และสภาวะของ

การเล้ียงเช้ือ  สวนใหญมีเสนผานศูนยกลางต้ังแต 1-1.4 ไมโครเมตร  การเจริญของสายใยอากาศ

จะเร่ิมจากการแตกหนอ (sprout)  หรือแตกแขนง (branching)  จากสวนของเสนใยอาหารแลว

เจริญข้ึนดานบนสัมผัสกับอากาศ  และเกดิการแบงตัว (subdivision)  เพื่อเจริญตอไปเปนเซลลที่
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" , 
n1~LL[;1nLL1'W-l~I'W')'Wtlln ~IULmnnlP1"l~L"l1-rutlnfl~t1yj'-ltflt~il Lil'fl~-lLn[;1(;l"l~m"l~n'Mru~ 

w • .. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

" 

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

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

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

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

รูปท่ี 2.4 แสดงการสรางสปอรเด่ียวของแอกติโนมยัซีตใน                                             

(A) Micromonospora                                                                                

(B)  Themomonospora                                                                             

(C) Saccharomonospora                                                                                   

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

  2. กลุมที่สรางสปอรเปนสาย  การสรางสปอรเปนสายเกดิจากเสนใยมกีารแบงตัว

เปน segments ตามขวาง  แตละ segments สามารถพฒันาเปนสปอรได  ในแอกติโนมัยซีตมีการ

สรางสปอรแบบนี้เปนสวนมาก  สามารถแบงเปนกลุมไดโดยพิจารณาถึงความยาวของสายสปอร

หรือจํานวนสปอร  คือ สปอรคู (bisporous)  สปอรสายส้ัน (oligosporous)  และสปอรสายยาว 

(polysporous)   

   สปอรคู  ประกอบดวย  คูของสปอรตอกันตามยาว  พบในสกุล 

Microbispora  เปนการสรางสปอรทีพ่บไดยาก  มีลักษณะเปนสปอรคูทรงรีมีเสนผานศูนยกลาง

มากกวา 2 ไมโครเมตร  อาจเกิดข้ึนบนสายใยอากาศโดยตรง  หรือเกิดบนกานชูสปอรส้ัน ๆ 

ลักษณะสปอรของ Microbispora  แสดงดังรูป 2.5 (A)  การสรางสปอรของ Microbispora  เร่ิม

จากเสนใยอากาศแตกหนอออกทางดานขางเปนกิง่ส้ัน ๆ จากนัน้สวนที่เปนกิ่งมีการพองออกและ

สรางผนงักัน้ตรงกลาง  แอกติโนมยัซีตที่สรางสปอรแบบ  bisporous ไมไดพบเฉพาะในสกลุ 

Microbispora เทานั้นซ่ึงลักษณะสปอร 2 สปอร ที่ตอกันเตามแนวยาวยังพบใน  Actinomadura 

echinospora  Actinomadura rugatobispora (Kroppenstedt และคณะ, 1990 อางอิงโดย 

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

   สปอรสายส้ัน  สวนมากพบ 7-20 สปอรตอสาย  นอยทีสุ่ดคือ  3 สปอร  

และบางสปชสีจะมีสปอรมากถึง 30 สปอร เชน Nocardia brevicatena  สรางสปอรสายส้ัน ๆ บน

สายใยอาหารและสายใยอากาศ  โดยมีจาํนวนสปอร 2-7 สปอรอยูบนกานชูสปอร  สายสปอรอาจ

มีการแตกแขนงและมีการแตกหักของเสนใยอาหารแสดงดังรูป 2.5 (B)  Saccharopolyspora  
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rectivirgula 

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

, >-

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

Streptoverticillum 

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

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

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

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

(Asano LL~:; 

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

d 
'itl'VI 2.5 ... 

A B c 

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

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

o ~ <OJ 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o 
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รูปท่ี 2.6 แสดงการสรางสปอรแบบสายยาวของแอกติโนมยัซีตใน สกุล Streptomyces : 

(A) Rectiflexibiles                                                                                           

(B) Retinaculiaperti                                                                                  

(C) Spira                                                                                                   

(D) Verticillati                                                                                                

(E) fragmenting  branched  ในสายใยอากาศของสกุล  Nocardiopsis            

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

  3. กลุมที่สรางสปอรในอับสปอร  มีหลายสกุลที่สรางสปอรในอับสปอร  ภายใน

อับสปอรมีสปอรอยูมากมาย  สามารถแบงกลุมที่สรางอับสปอรไดเปนสองกลุมใหญ คือ  กลุมที่

สรางอับสปอรบนสายใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอากาศ 

   กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอาหาร  ประกอบดวยสกุล Actinoplans  

อับสปอรมีลักษณะทรงกลม  หรือเกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงที่แนนอน  มีเสนผานศูนยกลาง

ประมาณ 5-15 ไมโครเมตร อับสปอรสรางข้ึนบนสายใยอาหารโดยตรง  โดยมีกานชูอับสปอร 

(sporangiophore)  ยืน่ข้ึนมาจากสายใยอาหาร  และท่ีปลายสุดของกานชูอับสปอรมีการแตก

แขนงออกเปนสายสปอรหลายสายขดกันเปนกอนภายในผนงัหอหุม  บางสปชีสในสกุล 

Actinoplans  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ทรงขวด  ขนาดของอับสปอรเฉล่ียกวาง 10 

ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร  ภายในอับสปอรมีสปอรเปนรูปแทงตอกนัเปนสาย (Couch, 

1963 อางถึงโดย Vobis, 1987) ลักษณะของอับสปอรในสกุล Actinoplans แสดงดังรูปที่ 2.7 (A)   

อีกสกุลทีม่ีการสรางสปอรในอับสปอรคือ Pilimelia  อับสปอรสรางข้ึนบนผิวของอาหาร  มีรูป

ทรงกระบอก  ทรงกลม  ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงเรียงตัวปนแถวขนาน

กัน  หรือวกวนไมเปนระเบียบ  ลักษณะของอับสปอรในสกุล Pilimelia แสดงดังรูปที่ 2.7 (B) 

นอกจากนีย้ังมีอีกหลายสกลุที่มีการสรางอับสปอร เชน สกุล Dactylosporangium  สกุลนีม้ี

จํานวนสปอรแบบ  oligosporous  คือ มีสปอรประมาณ 2-5 สปอรอยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลาย

นิ้ว  แสดงดังรูปที่ 2.7 (C) (Vobis และ Kothe, 1985)   
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  A 1   2    3    4 5 

  B       6       7          8              C 9 

รูปท่ี 2.7 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนสายใยอาหาร                                               

(A)  Actinoplanes : 1. ทรงกลม  2. ทรงกระบอก  3. เปนพ ู 4. กึ่งทรงกลม          

5. ไมเปนรูปทรง                                                                                                 

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

(C)  Dactylosporangium : 9. รูปทรงกระบอง                                                  

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

   กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยอากาศแสดงดังรูปที ่ 2.8  ประกอบดวย

สกุล Planomonospora  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ภายในมีเพยีงหนึ่งสปอร  สกุล 

Planobispora  สรางสปอรคูตอกันตามยาวอยูภายในอับสปอร  สกุล Planotetraspora  สรางอับ

สปอรทรงกระบอกยาว  ภายในมี 4 สปอร ตอกันเปนหนึ่งแถว (Runmao และคณะ, 1993)  สกลุ  

Planopolyspora  เมื่อเจริญเต็มที่อับสปอรจะมีลักษณะเปนเสนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร  มี

สปอรจํานวนมหาศาลตอกนัเปนแถวเด่ียวอยูภายในอับสปอร (Petrolini และคณะ, 1993)  สกุล 

Streptosporangium  สวนมากอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 10 

ไมโครเมตร  มีการสรางผนงักัน้เปนสปอรเด่ียวตอกนัเปนสายยาวขดเปนวงอยูภายในอับสปอร  ใน

ปจจุบันสกุล Kutzneria  ไดถูกแยกออกจากสกุล  Streptosporangium  ซึ่งสรางอับสปอรลูกกลม

ขนาดใหญ  เสนผานศูนยกลางมากกวา 48 ไมโครเมตร  อับสปอรมีผนังบางติดอยูบนกานชูสปอร

ยาว  สกุล Spirillospora  มีอับสปอรเปนรูปทรงกลม  หรือรูปรางเหมือนหนอน (vermiform)  มี

เสนผาศูนยกลางประมาณ 5-24 ไมโครเมตร  สปอรเรียงตัวกันเปนสายและขดเปนวง  ภายในวง



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

...; 
~U'Vl 2.8 .. 

A B 

o E 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

0-

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

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

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

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

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

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

(Williams LLf'l~Aru~,1989) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

I-

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

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

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

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

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

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

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

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

Actinopolyspora, Amycolatopsis 
, , 

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

Pseudonocardia Saccharothrix 

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

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

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

1~) 

4. Micromonosporaceae 

>-

L-Iysine l1ilil111'tl xylose LU'W 

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

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

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

LL'tl:; 

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

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

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

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

 กลุมนี้ผนังเซลลประกอบดวย  meso-DAP เสนใยอาหารแตกแขนงแตไมแตกหัก ไดแก 

สกุล  Thermomonospora ไมมีน้ําตาลเปนองคประกอบของเซลล  เปนพวก thermophilic เจริญ

ไดดีที่อุณหภูมิ 45-50 oC แยกไดจากกองอินทรียวัตถุที่เกิดการหมัก  สรางสปอรเด่ียว 

(aleuriospores) ที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอากาศ  อาจสรางสปอรเด่ียวบนเสนใย

อาหารดวย  สวนในสกุล Actinomadura มีน้ําตาล madurose เปนองคประกอบของเซลล  สราง

สายสปอรแบบ artrospores  สายสปอรอาจสั้นหรือยาวมีลักษณะตรง  มวน  หรือขดเปนวง  ผิว

สปอรเรียบ  ขรุขระ  หรือเปนหนาม 

 6. Streptosporangiaceae 

 กลุมนี้ผนังเซลลประกอบดวย  meso-DAP  มีน้าํตาล madurose เปนองคประกอบของ

เซลล  สมาชกิในกลุมนี้มีความหลากหลาย  ใชจํานวนสปอร  และการสรางสปอรในอับสปอร  หรือ

สรางสายสปอรบนกานชูสปอรเปนเกณฑในการแบงสกุล  สมาชิกในกลุมนี้สวนใหญสรางสาย

สปอรหรืออับสปอรบนเสนใยอากาศ  กลุมที่สรางสปอรสายส้ัน ๆ คอนนเิดียรไมเคล่ือนที ่ ไดแก 

Microbispora  (2 สปอร)  และ  Microtetraspora  (4 สปอร)  กลุมที่สรางสปอรในอับสปอร  

สปอรเคล่ือนทีไ่ด ไดแก Planobispora (สองสปอรเรียงตอกันในอับสปอรรูปกระบอง)  

Planomonospora (หนึ่งสปอรอยูในอับสปอรรูปทรงกระบอก) หรือสกุลที่สปอรเคล่ือนที่ไมได  

สรางสปอรจํานวนมากขดเปนวงอยูในอับสปอรทรงกลม คือสกุล  Streptosporangium 

 7. Streptomycetaceae   

  กลุมนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  L-DAP  หายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic)  เปน 

chemoorganotrophic  เปนกลุมที่พบมากที่สุดในส่ิงแวดลอม  ไดแก Streptomyces  เสนใย

อาหารแตกแขนงและแตกหกัเล็กนอย  สรางสายสปอรยาวประกอบดวยคอนนิเดียรมากกวา 50 

คอนนิเดียร) บนเสนใยอากาศท่ีเจริญเต็มที่  สายสปอรอาจมีลักษณะโคง  ปลายงอเหมือนตะขอ  

ปลายมวนเปนวง  ขดเปนเกลียว  ผิวคอนนิเดียรอาจเรียบ  ขรุขระ  มีหนามหรือมขีน  มีจํานวน

นอยที่สรางสปอรสายส้ัน  หรืออาจจะมโีครงสรางคลาย  Sclerotia  pycnidia  sporangia  และ 

synnemata  สวนสกุล Streptoverticillium  สรางเสนใยอากาศเปนสายตรง  มกีานชูสปอรแตก

แขนงออกเปนวง (verticils)  รอบเสนใยหลัก  ปลายกานชูสปอรสรางสปอรสายส้ันหลายสาย  ผิว

สปอรเรียบ  หรือขรุขระเล็กนอย 
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 8. กลุมอ่ืน ๆ  

 เปนกลุมที่ไมสามารถจัดเขาในกลุมอ่ืนได  เชน  Frankia  สรางเฉพาะเสนใยอาหาร  

อาศัยอยูในปมรากพชืที่ไมใชพืชกระกูลถัว่ทาํหนาที่ตรึงไนโตรเจน  Geodermatophilus  เซลลมี

ลักษณะกลมถึงส่ีเหล่ียมแบงเซลลโดยการสรางผนงักัน้ตามยาวและตามขวาง  Nocardiopsis  

สรางสปอรสายยาวบนเสนใยอากาศ  Kineosporia  สรางโครงสรางคลายอับสปอรรูปกระบองบน

เสนใยอาหาร  Spirillospora  สรางสายสปอรขดอยูในอับสปอรรูปกลมบนเสนใยอากาศ  สาย

สปอรมีการแตกแขนง  Sporichthya  มีความแตกตางจากลักษณะของแอกติโนมยัซทิีสตามปกติ  

คือไมสรางเสนใยอาหาร  สรางแตเสนใยอากาศสายส้ันที่แบงตัวเปนรูปแทง  Actinocorallia  สราง

สปอรสายยาวเปนกลุมที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอาหาร  Actinobisposa  สราง

สปอรรูปไข 2 สปอรตอกันตามยาวบนเสนใยอาหาร  อาจมีการสรางสปอรบนเสนใยอากาศที่สราง

ข้ึนอยางเบาบาง  Glycomyces  สรางสายใยอาหารและสายใยอากาศที่ไมมกีารแตกหัก  สราง

สปอรสายส้ัน  Thermoactinomyces  สรางสปอรเด่ียวทัง้บนเสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  

ภายในสปอรประกอบดวย  dipicolinic acid  ซึ่งสามารถทนความรอนไดสูงเหมือนกบั 

endospores  ใน  แบคทีเรีย สกุล  Bacillus  ซึ่ง  Thermoactinomyces  มีเปอรเซ็นเบสกวานนี

และไซโตซีน  ใน DNA นอยกวา 55 เปอรเซ็นต  จากการวิเคราะหหาลําดับเบสของ 16S rRNA  มี

ความใกลชิดกบั  สกุล  Bacillaceae  มากกวาแอกติโนมัยซีต   

 นอกจากการวเิคราะหทางสัณฐานวิทยาและองคประกอบทางเคมีแลว ยังสามารถใชวิธี

ทางอณูพนัธุศาสตร โดยการวิเคราะหลําดับยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA อาจใหผลการจําแนกได

ถึงระดับวงศ (family)  ดังรูปที่ 2.9 โดย Thermoactinomyces ซึ่งจัดเปนแอกติโนมัยซีตเนื่องจากมี

การสรางสายใยและสปอรสําหรับสืบพันธุกลับมีความใกลชิดกันทางพันธุศาสตรกบัแอกติโนมัยซีต 

กลุมอ่ืนๆนอยกวา Micrococcus ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมมีการสรางเสนใย    Actinomadura และ 

Thermomonospora ซึ่งถกูจัดอยูคนละกลุมใน Bergey’s manual เนื่องจากมีโครงสรางสปอร

แตกตางกนั  กลับมีความใกลชิดทางพันธุศาสตรมากเม่ือเปรียบเทียบความคลายกนัของลําดับ    

นิวคลีโอไทด 
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รูปท่ี 2.9 แสดงระดับความสัมพันธทางพนัธุศาสตรของแอกติโนมัยซตี และแบคทีเรียกลุมอ่ืน โดย

การวิเคราะหความเหมือนของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA [ที่มา Atlas of Actinomycetes 

(1997)] 
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2.4  การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีต   
 

ในดินพบแอกติโนมัยซิสมากเปนอันดับสองรองจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Sykes และ 

Skinner, 1973) หนาทีท่ี่สําคัญในธรรมชาติ คือทําหนาทีเ่ปนผูยอยสลาย (decomposer) 

อินทรียวัตถุในดิน โดยการผลิตเอนไซมทีสํ่าคัญไดหลากหลายกลุม เชน กลุมไฮโดรเลส ซึง่

ประกอบดวยเอนไซมที่สําคัญคือ เซลลูเลส แอกติโนมัยซิสมีความสามารถในการยอยสลายสารทีม่ี

โครงสรางซบัซอน ไดแก ซากพชื ซากสัตว และสารไบโอโพลิเมอรตางๆ เชน เซลลูโลส เคราติน เพ

คติน และไคติน เปนตน (ยุวดี มหาศักด์ิศิริ, 2546) รวมทัง้ปุยหมัก ซึ่งเปนปุยอินทรียชนิดหนึ่ง สวน

ใหญไดมาจากพืชที่ถูกหมกัใหยอยสลายโดยกระบวนการของจุลินทรียตางๆกนั แอกติโนมัยซีต

เปนหนึง่ในกลุมจุลินทรียที่สําคัญในการยอยสลายวัสดุอินทรียหรือวัสดุเหลือใชทางการเกษตรใน

กระบวนการทาํปุยหมัก ในระหวางการยอยสลายวัสดุเศษพืชโดยกจิกรรมของจุลินทรียแบบ

ตองการอากาศ จะมีผลทําใหสภาพแวดลอมทั้งทางดานกายภาพ เคมี และชีวภาพบางประการ

เปล่ียนแปลง มีผลตอเช้ือกอโรคพืชและศัตรูบางชนิด เชน เกิดปฏิกิริยาระหวางจุลินทรียในกองปุย

และเช้ือกอโรคพืช รวมถึงประโยชนบางประการของจุลินทรียอันเนื่องมาจากกองปุยหมกัเชน เรง

อัตราการยอยสลายในกองปุยหมกั  ชวยยับยัง้หรือทาํลายโรคพืชบางชนิดในกองปุยหมกั ชวย

ทําลายไขของแมลงบางชนดิ ชวยเพิ่มคุณภาพของปุยหมัก เปนตน   
 
2.4.1 รายงานเกี่ยวกับการแยกแอกติโนมัยซีต 

 Reiner และคณะ (2005) ไดมีการคนพบสายพนัธุใหมของแอกติโนมยัซีตจีนัส 

Micromonospora 8 สปชีสคือ Micromonospora citrea sp. nov.  Micromonospora 

echinaurantiaca sp. nov  Micromonospora echinofusca sp. nov. Micromonospora 

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

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

โดยศึกษาทางสัณฐานวิทยา การเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ การจาํแนกกลุมโดยใชสารเคมี การ

สรางสารทุติยภูมิ ยีน และทําการยนืยนัสปชีสโดย mass spectrometric analysis โดย matrix 

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

  

 Boudemagh และคณะ (2005) ไดทําการแยกและช้ีบงชนิดของแอกติโนมยัซีตในระดับ

โมเลกุล จาก Saharian soils ทางตะวันออกเฉียงใตของอัลจีเรีย  แยกได 27 สายพันธุและนําไป

ทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อราดวยวิธ ี Agar piece method  ตัวอยางดินจากบริเวณ

ตางกัน มีจํานวนของแอกติโนมัยซีตตางกันดวย พบวาอาหารทีเ่หมาะสมที่สุดในการคัดแยกเช้ือ
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Za itlin LL~~FlCW~ (2004) ~m~I~~'ll'tl~n'wlrlYl~'J'ULL~~~U'tl\hJ'vi~·rrl11'tln1n91'1J L~l.JL[;I 

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

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

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

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

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

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

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

Yll.J Streptomyces halstedii l'U 

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

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

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

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

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

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

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

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

w • 

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

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

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

พันธุที่แยกไดในชวงปค.ศ.1996-2000. สัดสวนของจํานวนแอกติโนมัยซีตที่แยกไดสวนใหญพบวา

เปนสายพนัธุตางๆในวงศ  Micromonosporaceae และ Streptosporangiaceae  

 Boudjella และคณะ (2005)  แยก Streptosporangia  จากดินในทะเลทรายสหรา 

(Saharan)  โดยการนาํดิน 1 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร  แลวเจอืจางตอดวยน้ํา

กล่ันฆาเชื้อ  ปเปตสารละลายดินที่ระดับความเจือจางตาง ๆ 0.2 มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนผิวหนา

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

ug/ml   

 Suzuki และคณะ (2001)  แยกสกุล Planomonospora  จากดิน  โดยใชอาหาร Humic 

acid-trace salts gellan gum ที ่pH9 เปนอาหารที่ใชคัดเลือก  โดย Planomonospora  สรางอับ

สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  สามารถแยกสปอรที่เคล่ือนที่ไดจากอับสปอรโดยใช  0.1% skim milk 5 

mM N-cyclohexyl-2-amino-ethanesulfonic acid (CHES) ที่ pH9  เปนสารละลายในการลาง

สปอรที่เคล่ือนที่ไดออกมา  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูม ิ 32 oซ  เปนเวลา 90 นาที  แยกสปอรโดย

การปนเหวี่ยงที่ 1000xg  เปนเวลา 10 นาที  วิธนีี้สามารถแยกสกุล  Planomonospora  ได 246 

สายพนัธุจากดินตัวอยางทังหมด 1,200 ตัวอยาง   

 Suzuki และคณะ (2000)  แยกสกุล  Actinobispora  จากดิน  โดยการอบดินตัวอยางที่

อุณหภูมิ  110 oซ  เปนเวลา 15 นาท ี  จากนั้นทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง  เติม 0.85% NaCl 1 

มิลลิลิตร  จะไดสารละลายสปอร  เจือจางสายละลายสปอรดวย 0.85% NaCl  และนํามาเกล่ีย 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

, , 

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

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

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

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

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

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

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

nalidixic acid 20 mg 

2.5 utJ'VIiJn . 

" 0 

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

., , 

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

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

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

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

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

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

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

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

C/N ratio ~-l Vi'l n LPlMYi'D l'I~:-;nf'l5'lijmiJlru 1'W LInJ'L 9'Wri'el'Wifl-l~-l n~lLf'lM.r~ t1l n1J'LnMIn~"llUt1l~'W 
IU \J 'U" 



27 

ihlhJ1ru1'WL(1ln9'W~1 (Cotrufo LL~ ~ f)ru~, 1995) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

6. pH 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

~,mJ~ 2.11 
" 

- __ • AER06IC 

- - - • • - - • ANAERQeI( 

UGNOC£UULOSEo 

9 
; 

~ 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Glucose (Ryu LL~:; Mendels, 1980) 

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

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

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

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

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

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

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

" " 
~~)'tl~ 2. 12 

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

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

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

ยวทบึแสดง reducing ends และรูปส่ีเหล่ียมโปรงแสดง nonreducing ends (Lee และคณะ, 

2002) 

 

 
2.7.1 รายงานเกี่ยวกับแอกติโนมัยซีตท่ีมีความสามารถในการยอยเซลลโูลส 
 

 Wietse de Boer และคณะ (2005) ศึกษาอิทธิพลของราตอภาวะที่เหมาะสมของการ

เจริญของจุลินทรียในดิน พบวาบทบาทของราและแบคทีเรียในการยอยสลายสารอินทรียที่ยอยได

ยากเชน เซลลูโลสและลิกนนิ อยูในรูปแบบแขงขันและแบบพึ่งพาซ่ึงกนัและกนั รวมทั้งเกิดการยอย

สลายไดทั้งสภาวะที่มีอากาศและไมมีอากาศ           การยอยสลายเซลลูโลสแบบใชอากาศพบใน   

จุลินทรียในดิน ทั้งชนิดที่มสีายใยเชน Streptomyces  Micromonospora และไมมีสายใยเชน 

Bacillus  Cellulomonas อยางไรก็ตามถงึแมวาสวนประกอบในระบบเอนไซมทีท่ําหนาทีย่อย

เซลลูโลสในแบคทีเรียและราจะมีความแตกตางกนับางแตมีการทําหนาที่คลายคลึงกนั เซลลูโลส

ไฟเบอรมักพบในรูปแบบบริสุทธิ ์ ตรึงอยูในโพลิเมอรตางๆ โดยเฉพาะเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิ 

นอกจากนีเ้ซลลูโลสในผนงัเซลลของพืชสวนใหญจะทนตอการไฮโดรไลซ โดยเอนไซมอัน
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L~~~lJ1r.t1n LrlNi1~ Crystalline(Fibriliose) rl,)llJiHnn'W~ltJ"lI'tl~ Degree of access ibility 

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

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

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

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

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

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

, .,. 
r.t1nn11." Streptomycetes 

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

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

Wang 

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

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

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

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

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

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

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



Actionomyces 

Cooling stage 

sp. ~L'"l1-[1J lJiL kI·lb~ 

~~nJ~ 2.13 

Mesophilic stage 

'U 

co, 

HF.AT 

ORGANIC MAlTER--1 IIUMl!S 

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

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

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

Temper-.tuo.I'C) pH 

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

110 

50 
, 

<10 
, " .' 

30 " ., ./ ' 
20 

10 meaophillc 

0 

I IIIermop/IiIIc: 
I 

I 

I 
I coolIng and maturation 

e 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

tll'l~1lm~~~tJ'Ii n~tl n 1~ • 

, , ~ 

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

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

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

microbistatic 

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

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

... 
2544) rlt! 

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

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

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

LV!tlnl~;'W (terramycin) rl~t!LL~~L~Ufltl~ (choloramphenicol) ill-Lfi~h.J~'W (erythromycin) 
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 4.  กลุมทีย่ับยั้งการทาํงานของกรดนิวคลอิิก ไดแก ไรแฟมพิซนิ (rifampicin) แอกติโนมัย

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

 5.  กลุมทีย่ังยัง้ระบบเอนไซมที่จําเพาะ ไดแก ซัลโฟนาไมด (sulfonamide) 

 

2.9 สารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

 แอกติโนมัยซตีเปนแหลงทีสํ่าคัญของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ  โดยเฉพาะสารปฏิชีวนะ 

65-75%  ผลิตจากแอกติโนมัยซีต  รองลงมาคือราและแบคทีเรีย  สารปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอกติโน

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

ตารางที่ 2.1  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจากแอกติโนมัยซตี 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ สมบัติ 

Actinomadura carminata Carminomycin ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Saccharopolyspora erythraea Erythromycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces albovinaceus Rifamycin B ตานไวรัส 

Streptomyces albus 8-Azaguanine ตานไวรัส 

Streptomyces aureofaciens Tetracycline ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces griseus Candicidin ยับยั้งรา 

Streptomyces griseus Cycloheximide ยับยั้งรา 

Streptomyces griseus Streptomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Amycolatopsis mediterranei Rifamicins ยับยั้งแบคทีเรีย 

 Streptomyces nodosus Amphotericin B ยับยั้งรา 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจากแอกติโนมัยซีต 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ สมบัติ 

Streptomyces noursei Nystatin ยับยั้งรา 

Amycolatopsis orientalis Vancomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces peuccetius Daunorubicin HCL ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces rimosus Oxytetracycline ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces venezuelae Chloramphenicol ยับยั้งแบคทีเรีย, ตานไวรัส 

Streptomyces verticillus Bleomycin sulfate ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces spp. Actinomycin D ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Norcardia lactamdurans Cephamycin C ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces orchidaceae Cycloserine ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces roseosporus Daptomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Micromonospora olivoasterospora Fortimicin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces spp. Fosfomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Micromonospora spp. Gentamicin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces kanamyceticus Kanamycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces lincolnensis Lincomycin ยับยั้งแบคทีเรีย 

Streptomyces argillaceus Mithramycin ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces verticillatus MitomycinC ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Streptomyces nataensis Natamycin ยับยั้งรา 



Streptomyces tenebrarius          Tobramycin     

 

Streptomyces cattleya Thienamycin 

Streptomyces pristinaespiralis Pristinamycin 

Streptomyces cacaoi var.asoensis Polyoxins 

Actinoplanes teichomyceticus Teichoplanin 

Streptomyces verticillus Phleomycin 

Streptomyces graminofaciens Streptogramins 

Streptomyces antibioticus Oleandomycin 

Streptomyces amofaciens Spiramycin 

Streptomyces niveus Novobiocin 

Streptomyces spectabilis Spectinomycin 

Nocardia uniformis Norcardicin 

Norcardia lurida Ristocetin 

Streptomyces tendae Nikkomycin 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจากแอกติโนมัยซีต 

Streptomyces fradiae Neomycin 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ สมบัติ 

ยับยัง้แบคทเีรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งรา 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งเซลลมะเร็ง 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

ยับยั้งรา 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

นอกจากนี้ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ ที่สรางโดยแอกติโนมัยซีตและปทีค่นพบ ดังแสดงในตารางที ่2.2 (Bull, A.T.,2004)  
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ตารางที่ 2.2  ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธิท์างชีวภาพ ทีส่รางโดยแอกติโนมัยซีตและปที่คนพบ  

Compound             Activity Scaffold             Original microorganism producing the scaffold  Year of discovery 

Streptomycin             AB Aminoglycoside Streptomyces griseus      1944 

Chloramphenicol       AB Phenylpropanoid Streptomyces venezuelae      1948 

Cholrtetracycline       AB Tetracycline Streptomyces aureofaciens      1948 

Neomycin                  AB Aminoglycoside Streptomyces sp.       1949 

Oxytetracycline         AB Tetracycline Streptomyces rimosus      1950 

Nystatin                     AB Polyene Streptomyces noursei      1950 

Synercid                    AB Streptogramins Streptomyces pristinaespiralis     1953 

Tetracycline              AB Tetracycline Streptomyces viridofaciens      1953 

Virginiamycin            FA Streptogramins Streptomyces virginiaensis      1955 

Vancomycin              AB Glycopeptide Streptomyces orientalis      1955 
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ตารางที่ 2.2(ตอ)  ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่สรางโดยแอกติโนมัยซตีและปที่คนพบ  

Compound             Activity Scaffold             Original microorganism producing the scaffold  Year of discovery 

Novobiocin                AB Coumarin Streptomyces spheroids      1955 

Cycloserine               AB Amino acid analogue Streptomyces orchidaceus      1955 

Amphotericin B         AF Polyene Streptomyces nodosus      1955 

Rifampin                    AB Rifamycin Streptomyces mediterranei      1959 

Kanamycin                AB Aminocyclitol Streptomyces kanamycetus      1960 

Tylosin                       FA 16-Membered macrolide Streptomyces fradiae      1961 

Avilamycin                 FA Orthosomycin Streptomyces viridochromogenes     1961 

Spectinomycin           AB Aminocyclitol Streptomyces spectabilis      1961 

Lincomycin                AB Lincomycin Streptomyces lincolnensis      1962 

Everninomycin           AB Orthosomyen Micromonospora carbonacea     1964 
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Fosfomycin               AB Phosphonic acid Streptomyces sp.       1969 

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

Cefoxitin                    AB ß-lactam (cephamycin) Nocardia lactamdurans      1971 

Imipenem                  AB ß-lactam (carbapenem) Streptomyces cattleya      1976 

Compound             Activity Scaffold             Original microorganism producing the scaffold  Year of discovery 

ตารางที่ 2.2(ตอ)  ตัวอยางกลุมของสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรีย, รา และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่สรางโดยแอกติโนมัยซตีและปที่คนพบ  

Monensin                   FA Polyester Streptomyces cinnamonensis     1967 

AB, Antibacterial; AF, antifungal; FA, food additive. 
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2.9.1  กลุมของสารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีต 

 1. สารปฏิชีวนะกลุม Aminoglycosides   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย  amino sugar  ที่เช่ือมกันแบบ  glycoside linkage  

มีกลไกการออกฤทธ์ิแบบ bactericide  ยับยั้งการแปลรหัส (translation) ของ mRNA โดยจับกบั 

ไรโบโซมของแบคทีเรียเปนผลใหการสงัเคราะหโปรตีนถกูยับยั้ง  ไดแก  streptomycin  neomycin 

B  kanamycin A  gentamycin C1  lincomycin  amikacin  netilmicin  และ  tobramycin  

ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม  aminoglycosides  แสดงดังรูปที่ 2.14  

     

     

 

รูปท่ี 2.14  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  aminoglycosides (Sneader, 2005) 

 

 2. สารปฏิชีวนะกลุม  Tetracycline   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย hydronapthacene nucleus  ที่มีวงตอกัน 4 วง 

กลไกการออกฤทธ์ิเปนแบบ bacteriostatic  กับจุลินทรียแบบ  broad-spectrum  ตองใชความ
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" L'l-J~lJ~-ln-lLiJlJ bactericide iJuiJ-ln1~~·nFl~I:;~1tl~~lJLentl~UnU 30S hLUL"1!l-J"lItl-lLLUFl~L~tI 
" 

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

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

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

cr . • OH 

~I 

o 

~~-lLtJlJ acyl side chain 

oxytetracycline 

tetracycline, R = H 
chlortetracrcJine, R = CI 

., 

demcclocyclinc 

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

~tl~ 2.16 
" 

chloramphenicol 
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 4. สารปฏิชีวนะกลุม  Macrolide   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้มีโครงสรางโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวย

อะตอมมากกวา 20 อะตอมข้ึนไปโดยมี macrocyclic lactone ring  เปนองคประกอบ  กลไกการ

ออกฤทธิเ์ปนแบบ bacteriostatic  กับจุลินทรีย  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 50S        

ไรโบโซมของแบคทีเรีย  ไดแก erythromycin  rapamycin  tacrolimus  และ  abamectin  

ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม  macrolide  แสดงดังรูปที ่2.17   

   

 

รูปท่ี 2.17     แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  macrolide  (Sneader, 2005) 

 

 5. สารปฏิชีวนะกลุม  Polyene   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี ้ เปนสารประกอบขนาดใหญ  ประกอบดวย

สวนที่ชอบน้าํคือสวน  hydroxylate  และสวนที่เปน  lipophilic  (Scholar และ Pratt, 2000)  

กลไกการออกฤทธ์ิมีผลตอเยื่อหุมเซลล โดยจับกับ ergosterol ที่เปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลล

ทําใหเยื่อหุมเซลลถูกทาํลาย  คุณสมบัติ selective permeability เสียไปทําใหเซลลสูญเสียประจุ  

ไดแก  nystatin  และ  amphotericin  ทั้งสองชนิดมีขอบเขตการยับยั้งเหมือนกันคือยับยัง้การ

เจริญของยีสตและราตาง ๆ แตไมยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ

กลุม  polyene  แสดงดังรูปที่ 2.18   
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รูปท่ี 2.18  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  polyene  (Sneader, 2005) 

 

 6. สารปฏิชีวนะกลุม  Rifamycin 

ยับยั้งการสังเคราะห RNA  โดยจับกับเอ็นไซม DNA-dependent RNA polymerase  เปน

เหตุใหสาย RNA ที่ระบุรหสัโปรตีนซึ่งเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหโปรตีนไมถูกสรางข้ึน  ทําให

สังเคราะหโปรตีนไมได  ไดแก  rifamycin B  และ  rifamycin SV  สารปฏิชีวนะทัง้สองชนิดยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดรวมทั้ง  Mycobacterium tuberculosis  M leprae และยับยัง้

แบคทีเรียแกรมลบไดบางชนิด  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin แสดงดังรูปที ่

2.19   

 

รูปท่ี 2.19  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin  (Sneader, 2005) 
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 7. สารปฏิชีวนะ  Vancomycin   

ยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลของแบคทีเรีย  โดยขัดขวางการจบักันของ muramyl 

pentapeptides  ยับยั้งแกรมบวก  และ Staphelococci  ที่ด้ือยา  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ

แสดงดังรูปที่ 2.20  (Sneader, 2005) 

 

รูปท่ี 2.20  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ vancomycin  (Sneader, 2005) 

 
2.9.2 รายงานที่เกี่ยวกับสารปฏชิีวนะทีผ่ลิตโดยแอกติโนมัยซีต 
 การคนพบสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมัยซตีเร่ิมข้ึนในป 1940 โดย Waksman และ 

Woodruff ซึ่งคนพบ Actinomycin  การคนควายังคงดําเนนิตอไปดวยเหตุผลที่วา จุลินทรียกอโรค

มีความตานทานตอสารปฏิชีวนะมากข้ึน เกิดโรคชนดิใหมมากข้ึนเชน AIDs โรคจาก E.coli 

O157:H7 เปนตน รวมทั้งโรคในพืชชนิดตางๆ 

 สารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมยัซีตสามารถออกฤทธิท์างชีวภาพไดหลากหลาย(Petr 

Karlovsky, 2008) โดยสามารถแบงไดเปน 4 ประเภทคือ  

1. สารที่ออกฤทธิ์ในการยับยัง้ (antagonistic agents) ประกอบดวย สารยับยั้ง

แบคทีเรีย สารยับยั้งรา สารยับยั้งโปรโตซัว และสารยับยั้งไวรัส 

2. สารออกฤทธในทางยา (pharmacological agents) ประกอบดวย สารยับยัง้เนื้องอก 

สารปรับเปล่ียนภูมิคุมกนั(immunomodulator)  สารที่ออกฤทธิ์ทางประสาท

(neurological agents) และสารยับยัง้เอนไซม 

3. สารออกฤทธทางดานชีววิทยาทางการเกษตร ประกอบดวย สารฆาแมลงและศัตรูพืช  

สารฆาวัชพืช 
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4. สารประกอบทีม่ีฤทธิ์ในการควบคุม เชน growth factor siderophores หรือ 

morphogenic agents 

 Zitouni และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาการแยก กิจกรรมทางชีวภาพ และชี้บงชนิดของ

สารปฏิชีวนะของแอกติโนมยัซีตจีนัส Nocardopsis และ Saccharothrix จาก Saharian soils 

ในอัลจีเรีย       แยกได 86 ชนิดตามลักษณะทางสรีรวทิยาบน Humic-vitamin B agar medium 

และผลิตสารปฏิชีวนะบางชนิด พบวาสารปฏิชีวนะมคีวามจาํเพาะกับบาง phenotype   จาก

ลักษณะทางสรีรวิทยาและ chemotaxonomy พบวาม ี54 ชนิดอยูในจนีัส Nocardiopsis  และ 32 

ชนิดอยูในจนีสั Saccharothrix    และจีนัส Saccharothrix สรางสารปฏิชีวนะตานกับแบคทีเรีย 

ยีสตและราไดดีกวา   ทดสอบความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะตานแบคทีเรียและราใน

อาหาร complex medium ISP2 และ synthetic medium (SM) ซึ่งประกอบดวยกลูโคสหรือแปง 

เปนแหลงคารบอน  และ แอมโมเนียมหรือไนเตรตเปนแหลงไนโตรเจน   SM medium 

ประกอบดวย แอมโมเนยีมซัลเฟต (0.2%)  แปง (0.5%)  ยีสตสกัด(0.3%)  ใชในการทดสอบการ

ผลิตสารปฏิชีวนะ      สารปฏิชีวนะที่ไดนํามาทาํใหบริสุทธิ์โดย G25-80 Sephadex column และ 

reverse phase HPLC    ไดสารบริสุทธิ์สองชนิดคือ ZA01 และ  ZA02 ซึ่งใชหลักการในการช้ีบง

จากการวิเคราะหขอมูลรวมกันของ chemical tests  UV visible  IR spectra และ Mass 

spectrometry   สารสองชนิดนี้มีความใกลเคียงกับ nucleotidic หรือ nucleosidic antibiotics  มี

โครงสรางเปนสายของน้ําตาล 3 หนวยตอกับอะโรมาติกที่มี phosphate residue  

Kitouni และคณะ (2005) ไดศึกษาการแยกเช้ือแอกติโนมัยซีตที่มคีวามสามารถในการ

สรางสารออกฤทธิ์ชวีภาพ จากตัวอยางดิน น้ําและเปลือกของตนไมในเขตตะวนัออกเฉียงเหนอื

ของอัลจีเรีย พบวาแยกได 25 สายพนัธุ ทดสอบประสิทธิภาพในการสรางสารตานจุลชีพโดย Agar 

cylinder method มี 14 สายพนัธุที่มีความสามารถในการสรางสารตานจุลชีพพวกแบคทีเรียได

มากกวา 1 ชนิด และมี 2 สายพนัธุที่สรางสารตานจุลชีพตอเช้ือรา จากการช้ีบงดวย Universal 

PCR พบวา 90% ตรงกับจีนสั Streptomyces และ 7% ตรงกับจีนัส Actinomadura 

 Boudjella และคณะ (2005)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  glycopeptide  ที่ผลิต

จากแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหมคือ  Streptosporangia Sg10  โดยปกติสกุล Streptosporangia 

ผลิตสารปฏิชีวนะกลุม  glycopeptide  คือ  sibiromycin และ sinefungins  แตจากขอมูลทาง 

สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที ่ Streptosporangia Sg10 สรางข้ึนมีคุณสมบัติไมตรงกับ 

sibiromycin และ sinefungins สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีแตมีฤทธิ์

นอยกับแบคทเีรียแกรมลบ  ยีสต  และราFguira และคณะ (2004)  พบแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ

ใหม คือ  Streptomyces sp. US80  จากการวเิคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับ
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L1J"'Ln~L~tJ~ (98%) nu Streptomyces reseoflavus ~~~~~1)'u5~'JkI:; n~lJ 

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

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

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

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

Sujatha LL~:;r1ru:; (2004) 

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

" ," ~ ~ ~4 

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

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

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

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

Vancomyc in 

Mellouli (2003) 

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

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

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

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

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

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

Hoppmann (2002) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

~u UULn1::: Kauai f~t]1'l1£J 
.s 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



บทที่ 3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert  รุน BE600  บริษัท Jebsen and Jebsen 

- ตูถายเช้ือ (laminar flow) CLEAN  รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part 

- หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert  รุน UE600 บริษัท Jebsen and 

Jessen, Germany 

- ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) Hotpack รุน บริษัท Hotpact 

Corporation, USA. 

- เคร่ืองชั่งน้าํหนัก (digital scale) Mettler Toledo   

- กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus  รุน 

BX51  บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนหวักลับ (inverted microscope) Olympus รุน CK2 บริษัท 

Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM)  

รุน JEM-T220  บริษัท Jeol, Japan   

- กลองถายรูป Olympus  บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- เคร่ืองเขยา (shaker)  New Brunswick Scientific บริษัท New Brunswick 

Scientific Co., Inc.Edison, USA 

- เคร่ืองวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) Mettler-Toledo  รุน S20-k  

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  รุน WB-710M  บริษัท Optima, Japan 

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer)  ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor บริษัท 

Boeco 
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- เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycle) Takara  

- ชุดเคร่ืองมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) รุน 

Muppid-ex  บริษัท Advance 

- เคร่ืองสําหรับถายภาพ Gel Documentation 

- เคร่ืองปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน CM-6010  บริษัท Hslangtai   

- เคร่ืองปนเหวีย่งปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 3700  

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

- เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene บริษัท Profuge 

- เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora  รุน MW-2020 

- เคร่ือง UV-Transilluminator   

- เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง  (microplate reader)  รุน Elx 800  บริษัท Bio-tek 

instrument 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer)  อุณหภูมิ -80 ซํ  รุน ULT 1786  บริษัท 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer)  อุณหภูม ิ -20 ซํ บริษัท SANYO Electric, 

Japan 

- เคร่ืองปนผสม (Vortex mixer)  รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

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

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 μl  และ 1 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA  

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

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

- หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 

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

Sartorius, Germany 

- ปเปตตแกว (seropipatte)  ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
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3.2 สารเคม ี
 

- L-อะราบิโนส (L-arabinose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- เดกซแทรน (dextran)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- D-ฟรุกโตส (D-fructose)  บริษัท Merck. Germany 

- D-กาแลคโตส (D-galactose)  บริษัท Merck. Germany 

- มีโซ-อินโนสิทอล (meso-inositol)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- D-แลคโตส (D-lactose)  บริษัท Merck. Germany 

- D-แมนนิทอล (D-mannitol)  บริษัท Difco Laboratory 

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

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

- ซูโครส (sucrose)  บริษัท Merck, Germany 

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

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

- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate)  บริษัท Merck, Germany 

- โซเดียมซิเตรท (sodium citrate)  บริษัท Merck, Germany 

- L-แอสปาราจีน (L-asparagine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-โพรลีน (L-proline)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- L-อาจินีน (L-arginine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

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

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

- โปแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate)  บริษัท Merck, Germany 

- L-ฟนิลอะลานนี (L-phenylalanine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-เซรีน (L-serine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-ธีโอนีน (L-theonine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

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

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

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

- อะดีนีน (adenine) 

- ไทโรซีน (tyrosine) 

- ไซแลน (xylan) 
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- แซนทนี (xanthine) 

- เคซีน (casein) 

- เจลาติน (gelatin) 

- แปง (starch)  

- Bacto peptone 

- Bacto tryptone 

- Bacto soytone 

- Beef extract 

- Yeast extract 

- Carboxymethylcellulose Sodium Salt บริษัท Fluka, Switzerland 

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

- Congo red บริษัท Merck, Germany 

- Sodium Chloride (NaCl) 

- Ferric chloride (FeCl3) 

- Magnesium sulfate (MgSO4) 

- Di-Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  

- Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4)  

- Ammonium sulphate (NH4)2SO4 

- Potassium nitrate (KNO3) 

- Ferrous sulphate (FeSO4.7H2O) 

- Zinc sulphate (ZnSO4.7H2O) 

- Manganese chloride (MnCl2) 

- Ammonium molybdate 

- Copper sulphate (CuSO4.7H2O) 

- Sodium caseinate  

- Sodium Hydrogen Carbonate (NaHCO3) 

- Glycerol 

- Sodium potassium tartrate 

- Sodium sulphate (Na2SO4) 

- Hydrochloric acid (HCl)  บริษัท Merck. Germany 

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

buffer) 

- Agarose molecular biology grade  บริษัท ISC Bio Express 

- Ethanol 

- Cycloheximide 

- Nystatin 

 

 
3.3 ตัวอยางดิน 
 เก็บตัวอยางดินจากจังหวัดตางๆในประเทศไทย 36 ตัวอยาง ไดแก จังหวัดตาก ลําปาง 

นครสวรรค ปทุมธานี นาน ระยอง พิษณุโลก สกลนคร เชียงราย นครศรีธรรมราช สุราษฎรธาน ี

ตัวอยางละประมาณ  50-100 กรัม ใสในถุงพลาสติกซิบ  บันทึกสถานที่เกบ็ ลักษณะและสี  

หลังจากนั้นความเปนกรดดาง (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) ตากใหแหง บดใหละเอียด  ใส

ถุงพลาสติก เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 

  
3.4 การแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน 
 อบตัวอยางดินที่อุณหภูมิ 60-65 oC นาน 2 ชั่วโมง เพือ่ลดจํานวนแบคทีเรียบางประเภท 

ชั่งตัวอยางดิน10 กรัม เจือจางในน้าํกล่ันปราศจากเช้ือ 90 มิลลิลิตร ไดสารแขวนลอยดินระดับการ

เจือจางที ่10 -1 จากนั้นเพิ่มระดับการเจือจางเปน 10 -2  - 10 -6 (serial ten fold dilution) ปเปตสาร

แขวนลอยดิน 0.1 มิลลิลิตรที่ระดับการเจอืจางเทากับ 10 -4  - 10 – 6 เกล่ีย (spread) บนอาหาร 

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

nystatin 50 ไมโครกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 oC 7 – 14 วัน คัดเลือกแอกติโนมัยซีตที่โคโลนมีี

ลักษณะแตกตางกนั ขีด(streak) ทําใหเปนโคโลนีเด่ียวบนอาหาร Sodium Caseinate Agar 

(SCA) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโคโลนภีายใตกลองจลุทรรศน เก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง 

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

(ภาคผนวก ก หมายเลข 3)  ที่อุณหภูมิ 4 oC และเกบ็สปอรโดยทําเปนสปอรแขวนลอยใน

สารละลาย 20 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล แชแข็งที่อุณหภูม ิ-20 oC 
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3.5 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซีต 
 

ขีดแอกติโนมัยซีตบนอาหารผิวเอียง  oat meal agar  หรือ  mannitol mungbean agar  

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 oC  ประมาณ 7-14 วัน  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC ไดเปนเวลา 1-2 เดือน  

สําหรับการเกบ็รักษาเปนระยะเวลานาน  เมื่อเช้ือสรางสปอรบนอาหารมากพอ  เติมสารละลาย 

20% กลีเซอรอลปริมาตร 7 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร  ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดออก  แลว

กรองสปอรแขวนลอยดวยสําลีปลอดเช้ือ  ปเปตตสารแขวนลอยสปอร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอด    

ไมโครทิวป (micro tube) เก็บรักษาไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 oC 

 
3.6 การทดสอบการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมัยซีต 

 

โดยวัดอัตราสวนขนาดของบริเวณใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลน ี ตามวิธีของ 

Hankin และ Anagonostakis (1977)   นําแอกติโนมัยซีตจาก Mungbean slant นํามาเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้ Mungbean agar แลวนําชิน้วุนแอกติโนมัยซตีขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 

มิลลิเมตร วางลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ CMC agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 7)   ทําการ

ทดลอง 3 ซ้ํา บมที่อุณภูมิ 30 oC ประมาณ 1 สัปดาห  วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี วัด

ขนาดของบริเวณใส ดวยการยอมสีคองโก เรด  ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ลงบนโคโลนีบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ ทิง้ไว 15 นาท ี แลวเทสารละลายทิง้ หลังจากนัน้เทสารละลายโซเดียมคลอไรด ความ

เขมขน 1 โมลตอลิตรตามลงไป  ทิ้งไว 15 นาท ี แลวเทสารละลายท้ิง จะเห็นบริเวณใส (Clear 

zone หรือ CMC hydrolysis zone)  หาอัตราสวนของบริเวณใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

คัดเลือกแบคทีเรียที่ใหคาอัตราสวนขนาดของบริเวณใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีสูงกวา

สายพนัธุอ่ืนๆ แสดงวามีแนวโนมที่จะมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลส 
 
3.7  การศึกษาความสัมพันธระหวางแหลงคารบอนกับแอกติวตีิของเซลลูเลสของ 
แอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 
 

เตรียมหัวเชื้อ (seed inoculum) โดยนาํแอกติโนมัยซตีที่ผานการคัดเลือกข้ันแรกมาเล้ียง

บนอาหารแข็ง CMC agar บมที ่30 oC เมื่อเช้ือเจริญเต็มที่  ใช  cork borer  เสนผานศูนยกลาง 5 

มิลลิเมตร  ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนโคโลนขีองแอกติโนมยัซีตที่เจริญอยูบนอาหารแข็ง 

CMC agar ใช needle นําช้ินวุนที่เจาะไว 3 ชิ้นถายลงใน  erlenmayer flask  ขนาด 250 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

" , " 

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

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

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

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

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

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

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

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

, 

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

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

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

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

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

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

LL'!ln~L'\J~t1:a~~1t1~'\Jfi NKP3-2 • 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

!..I Clo Clo __ I lid 

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

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

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

..... .. 
~ltJV.1.J6 NKP3-2 • 

I I" I 

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

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

, ~ ~ 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

11 ~ ~ ~.Q f Q 

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

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

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

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

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

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

I ~ ~ , 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

" o .d.c:. ~ Qq 

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

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

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

Pythium aphaniderma(um DOAC 1662 

Phytophthora parasi(ica DOAC 0005 

Collectotrichum capsici DOAC 1196 

Fusarium oxysporum f.sp. Iycopersici DOAC 0874 

Fusarium oxysporum f.sp . cubense DOAC 0893 

Alternaria porri DOAC 1756 

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

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

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

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

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

โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  การเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  การสรางรงควัตถุเมลานนิ  

การทดสอบทางชีวเคมี  การยอยสลายสาร  ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

ความสามารถในการเจริญทีค่วามเปนกรด-ดางตาง ๆ   และความสามารถในการใชแหลงคารบอน

และไนโตรเจนชนิดตาง ๆ  ตามวธิีที่รายงานโดย  (Williams และคณะ, 1989) 

 

 3.12.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  โดยศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด  (SEM)   

  ใชเทคนิค slide culture  (ภาคผนวก ค หมายเลข 2)  บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  GYM 

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

ก หมายเลข 1)  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  เพื่อศึกษาลักษณะของสายใยอากาศ  สายใยอาหาร  และ

จํานวนวันที่มกีารสรางสปอร  จากนัน้นําไปศึกษาโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  

บันทกึลักษณะการแตกออกของเสนใยอาหาร  ลักษณะของสายสปอร  การเรียงตัวของสปอร  

จํานวนสปอร  ลักษณะพื้นผิวของสปอร   

 

 3.12.2 การศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  

NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 โดยใชอาหารเล้ียงเชือ้  ISP (International Streptomyces 

Project) (ภาคผนวก ก หมายเลข 10-15)  ชนิดตาง ๆ ไดแก 

  ISP1-TYEA Trypton-yeast extract agar 

  ISP2-YMEA Yeast-malt extract agar 

  ISP3-OAA Oat meal agar 

  ISP4-ISSA Inorganic salts starch agar 

  ISP5-GAA Glycerol asparagines agar 

  ISP6-PYEA Peptone yeast extract iron agar 

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

ISP1-6  บมทีอุ่ณหภูมิ 30 oC  เปนเวลา 7-14 วัน  บันทึกการเจริญ  สีของสายใยอาหาร  สายใย

อากาศ  การสรางรงควัตถทุีล่ะลายน้ําและการสรางสปอร 

 

 



 60 

 3.12.3 ทดสอบการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

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

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

(ภาคผนวก ก หมายเลข 16)  บมที่อุณหภูมิ  30 oC  ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมื่อเขาสูวนัที่ 4 โดย

จะเกิดสีดําหรือสีน้ําตาลเขมบนอาหารเล้ียงเช้ือ   

 

 3.12.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 

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

เล้ียงเชื้อ nitrate agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 17)  ในหลอดอาหารขนาด 16x150 มิลลิลิตร  บม

ที่อุณหภูมิ 30 oC  เปนเวลา 14 วนั  ตรวจสอบการเปล่ียนไนเตรทเปนไนไตรท  โดยหยด

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

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

หลอดทดลองซึ่งจะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถูกสลายตอไป

เปนแอมโมเนยี  และกาซไนโตรเจน  ตองทดสอบข้ันที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป  ถาเกิดสีแดง

แสดงวายงัมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 

 3.12.5 ทดสอบการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต   

  ขีด (streak) แอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2  NV1-4 และ LK3-10 บนผิวหนา

อาหารวุนเอียง peptone yeast extract iron agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 15)  บมที่

อุณหภูมิ  30 oC  เปนเวลา  15-24 ชั่วโมง  สังเกตอาหารจะมีสีน้ําเงินดํา (bluish-black color)  

ควรสังเกตสีของอาหารกอนที่เชื้อจะสรางรงควัตถทุี่ละลายน้าํไดลงไปในอาหาร  (Tresner และ 

Danga, 1958) 

 

 3.12.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation  activity) 

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

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

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

ซีน (casein)  0.4% เจลาติน (gelatin)  และ 0.1% แปง (starch)  ตรวจสอบการยอยสลายโดย

สังเกตการเปล่ียนแปลงความใสบริเวณรอบหรือใตโคโลนีในอาหารวุน  ยกเวน  การยอยสลายเจ

ลาตินและแปง  ตรวจสอบโดยสังเกตจากวงใสหลังจากเททับดวยสารละลาย  acidified HgCl2  

และ  Iodine  ตามลําดับ 
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 3.12.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

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

เล้ียงเชื้อ  modified bennett agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 18)  บมที่อุณหภูม ิ37 oC  และ  45 
oC  สังเกตการเจริญหลังจากวันที่ 7  บมที่อุณหภูมิ 4 และ 10 oC  สังเกตการเจริญหลังจาก  2  

สัปดาห   

 

3.12.8 การตรวจสอบการเจริญที่ความเปนกรด-ดางตาง ๆ  

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

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

6  8  8.5  และ 9  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  สังเกตการเจริญหลังจาก 14 วนั 

 

 3.12.9 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน 

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

basal medium agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 18)  ที่แปรผันแหลงไนโตรเจน  ไดแก  0.1%L-

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

0.1%L-theonine  0.1%L-valine  0.1%L-glutamine  และ  0.1%B-alanine  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  

เปนเวลา  15 วัน  ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคือ  

อาหารเล้ียงเชือ้  basal medium agar  ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคือ  อาหาร

เล้ียงเชื้อ  basal medium agar  ที่ประกอบดวย 0.1% L-Asparagine  หรือ  0.1%L-proline 

 

 3.12.10 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน 

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

เชื้อ  carbon utilization agar  (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  ทีแ่ปรผันสารประกอบคารบอน  

ไดแก 1.0%L-arabinose  1.0%dextran  1.0%D-fructose  1.0%D-galactose  1.0%meso-

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

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

citrate  ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนโดยเปรียบเทียบการเจริญกับอาหารเล้ียงเช้ือ  carbon 

utilization agar  ที่ไมไดเติมแหลงคารบอน  และอาหารเล้ียงเชื้อ  carbon utilization agar  ที่

ประกอบดวย 1.0%glucose  บมที่อุณหภูมิ 30 oC  เปนเวลา  15 วัน   
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3.13 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 โดย
วิเคราะหลําดับเบสของยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA 

 

 3.13.1 การสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2, NV1-4 

และ LK3-10   

เล้ียงแอกติโนมัยซีตในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว  GYMB  เปนเวลา  3 วนั  ปนเหวีย่งเก็บเสน

ใยดวยความเร็ว  8,500 รอบตอนาที  เปนเวลา  15 นาท ี ลางเซลลดวย 0.85% NaCl  ปนเหวีย่ง

เก็บเสนใยที่สภาวะเดิม  นาํเสนใยประมาณ 30 กรัม ไปบดดวยโกรงบดยา  เพื่อใหเซลลเขาเปน

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

polyvinylpyrolidone 1%,  และ  ascorbic acid 0.05 M)  ผสมกับตัวอยางที่บดในโกรง  จากนั้น

ดูดใสในหลอด  microtube  ปนเหวี่ยงที่  1,500  รอบตอนาที  เปนเวลา 3 นาที  แลวเทสวนน้ําทิง้  

ทําซํ้าประมาณ  2 - 3 คร้ัง  จนน้ําใส  นาํตะกอนที่ไดมาสกัดดีเอ็นเอดวย  

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

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

mercaptoethanol 0.5%)  บมที่อุณหภูมิ 65 oC  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  เติมสารละลายผสม  

chloroform-isoamyl alcohol  (24:1,v/v)  ปริมาตรเทาตัวของ CTAB buffer  นําไปปนตกตะกอน

ที่  1,500 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 7 นาที  เกบ็น้าํใสสวนบนมาเติมสารละลายผสม  

chloroform-isoamyl alcohol  (24:1,v/v)  ปนตกตะกอนอีกคร้ัง  เก็บน้ําใสสวนบนมาตกตะกอนดี

เอ็นเอดวย  isopropanol  เก็บรักษาไวที ่0 oC  เปนเวลา 30 นาท ี จากน้ันนาํไปปนเหวี่ยงที่  8,000 

รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4 oC  เปนเวลา 10 นาที  เพื่อใหสายดีเอ็นเอตกตะกอนอยูที่กนหลอด  เท

สวนน้ําใสทิ้ง  ลางดีเอ็นเอดวย  70% ethanol  นําไปปนเหวี่ยงที ่ 8,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4 
oC  เปนเวลา 5 นาที  เทสวนน้าํใสทิง้  ระเหยของเหลวภายในหลอดใหแหง  ละลายตะกอนดีเอ็นเอ

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

ribonuclease solution (RNase)  10 mg/ml  1 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิ 37 oC  เปนเวลา 30 

นาที  เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ  ตกตะกอนดีเอ็นเออีกคร้ังโดยเติม  PEG solution (20%polyethylene 

glycol ใน  2.5 M NaCl)  60 ไมโครลิตร  เก็บไวที ่ 0 oC  เปนเวลา 20 นาท ี  นําไปปนเหวี่ยงที่ 

15,000  รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมิ 4 oC  เปนเวลา 10 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง  ลางตะกอนดีเอ็นเอ

ดวย 70% ethanol  ปนตกตะกอน  ระเหยจนแหง  ละลายดีเอ็นเอใน TE buffer  100 ไมโครลิตร  

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 oC  จนกวาจะนาํมาใช 
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3.13.2 การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ  

เมอรเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 

  ออกแบบไพรเมอร (primer)  อางอิงขอมูลจาก  Rintala  และคณะ (2001)  และ  

Lanoot  และคณะ (2005)  เพื่อใชในกระบวนการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ  16S 

rRNA  ไพรเมอรดังกลาวคือ  

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

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

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

ทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหัสของ  16S rRNA  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช

โครโมโซมมอลดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซตีสายพนัธุ  NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 ซึ่งสกัดดวยวิธี

ของ Zhou  และคณะ  (1999)  ตามวิธีในขอ 3.13.1  เปนแมแบบ (template)  ในสวนผสมทีท่ําให

เกิดปฏิกิริยา  ประกอบดวยสารผสม  dNTP  forward primer  reward primer  เอ็นไซม Tag 

DNA polymerase  PCR บัฟเฟอร  แมกนีเซียมคลอไรด  และเติมน้าํกล่ันบริสุทธิ์ใหครบปริมาตร 

20 ไมโครลิตร  สวนผสมที่ทาํใหเกิดปฏิกิริยาแสดงในตารางท่ี  3.1 

 

ตารางที่ 3.1   แสดงสวนผสมของรีเอเจนตตาง ๆ ในสารละลาย  PCR 20 ไมโครลิตร  ในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิม่จํานวนดีเอนเอทีต่องการ 

 

รีเอเจนต ความเขมขนสุดทาย 

สารผสม dNTP (dNTP mixture) 0.2 mM 

Primer 1 (forward) 0.5 μM 

Primer 2 (reverse) 0.5 μM 

แมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl2) 25 mM 1.5 mM 

แมแบบ (DNA template) 5 ng 

เอ็นไซม Tag DNA polymerase 0.5 U 

1X PCR บัฟเฟอร - 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวย  2 ข้ันตอนดังนี ้

  ข้ันตอนที ่ 1 เกิดการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิทัง้หมด  38 รอบปฏิกิริยา  

ประกอบดวย  ข้ัน  Denature  ที่อุณหภูมิ  94 oC  เปนเวลา 9 นาท ี  ข้ัน  Annealing  ที่อุณหภูม ิ

50 oC  เปนเวลา 1 นาที  และ  ข้ัน  Extension  ที่อุณหภูมิ  72 oC  เปนเวลา 1นาท ี
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  ข้ันตอนที ่ 2  เกิดการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิทัง้หมด  1 รอบปฏิกิริยา  

ประกอบดวย  ข้ัน  Denature  ที่อุณหภูมิ 94 oC  เปนเวลา 1 นาที  ข้ัน  Annealing  ที่อุณหภูมิ 50 
oC  เปนเวลา 1นาที  และ  ข้ัน  Extension  ที่อุณหภูม ิ72 oC  เปนเวลา 5 นาท ี

  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  4 oC เปนเวลา 5 นาท ี เก็บรักษาผลิตภัณฑที่ได

จากกระบวนการ  PCR  (PCR product)  ที่ -20 oC  จนกวาจะนาํมาใชงาน 

 

 3.13.3 การวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟรีซีส 

  ตรวจสอบยีนที่มีขนาด 1500 เบส และ 1000 เบส  โดยเตรียมอะกาโรสเจล 1.5%  

ซึ่งหลอมในสารละลายบัฟเฟอร  TAE  ลงในแบบพมิพซึ่งมหีว ี  (comb)  เสียบอยู  ปลอยใหเจ

ลแข็งตัว  ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม  (tracking dye)  ในอัตราสวน  5:2  หยดตัวอยาง

ลงในหลุมบนอะกาโรสเจล  จากนั้นนําไปทําอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร  โดยใชความตางศักย  

100 โวลต  เปนเวลา  30 นาที  ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูการเรืองแสงของ

แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต  เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  100 เบส

แพร  ดีเอ็นเอแลดเดอร + 1.5 กิโลแบสแพร 

 

 3.13.4 การวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ  16S rRNA    

 PCR product  ที่ไดจากการใช  primer  2 คู  ไดแก  PA กับ PH  และ  PA กับ 

StrepF  สงวิเคราะหที่บริษทั วอรด เมดิก จํากัด ในสวนของ First BASE Laboratories, Selangor 

Darul Ehsan, ประเทศมาเลเซีย เพื่อวเิคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัส  16S 

rRNA จากนั้นนําลําดับเบสที่วิเคราะหไดมาเปรียบเทียบเปอรเซน็ตความเหมือนของลําดับเบสใน  

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

ขอมูลที่ไดจากการเปรียบเทียบเปอรเซน็ตความเหมือนของลําดับเบสใน GenBank DNA 

database มาจัดเรียงลําดับเบสโดยใชโปรแกรม ClustalX และทําการสราง Phylogenetic tree 

โดยใชโปรแกรม PAUP 4.08 b 

 

 

 

 

 

 

 

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


บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยางดิน 
 ทําการเก็บตัวอยางดินจากจงัหวัดตางๆในประเทศไทย  จํานวน 36 ตัวอยาง  และบันทกึ

ลักษณะดิน สี  และวัด pH  ของตัวอยางดิน ไดแสดงไวในตารางที ่4.1  
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       ตารางที่ 4.1   แสดงแหลงที่มา  pH  และลักษณะของตัวอยางดิน 

 

ตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะตัวอยาง pH 

TM1 ดินใตตนมะขาม บานแมปะ อ.แมสอด จ.ตาก ดินรวนปนทราย สีน้ําตาล 8.18 

TM2 ดินใตตนชงโค บานแมปะ อ.แมสอด จ.ตาก ดินรวนเนื้อละเอียด สีน้าํตาลออน 7.83 

TP1 ดินใตตนองุน ต.คีรีราษฎร อ.พบพระ จ.ตาก ดินรวนปนทรายและแกลบ สีดําน้ําตาล 7.75 

LH1 ดินใตตนตะแบก  อ.หางฉัตร  จ.ลําปาง ดินรวนชื้น สีน้าํตาลดํา 9.09 

LK1 ดินใตตนคูณ  อ.เกาะคา  จ.ลําปาง ดินรวนชื้น สีน้าํตาลออน 8.22 

LK2 ดินใตตนสะเดา อ.เกาะคา จ.ลําปาง ดินรวน สีน้าํตาลออนอมเหลือง 7.87 

LK3 ดินใตตนจามจุรี อ.เกาะคา จ.ลําปาง ดินรวน สีน้าํตาลแดง 8.72 

NK1 ดินใตตนยาง  ต.มหาโพธิ์เหนือ อ.เกาเลี้ยว  จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลออน 7.61 

NK2 ดินใตตนมะมวง  ต.หาดเสลา อ.เกาเลี้ยว  จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลอมเหลือง 8.22 

NK3 ดินใตตนมะลิ  ต.แหลมยาง อ.เกาเลี้ยว  จ.นครสวรรค ดินรวนชื้น เนือ้ละเอียด สีดํา 8.49 

NKP1 ดินใตตนไผ ต.หนองปลิง อ.เมือง จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.19 

NKP2 ดินใตตนมะมวง ริมแมน้าํเจาพระยา อ.เมอืง จ.นครสวรรค ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.13 

NKP3 ดินในนาขาว ต.ศาลาแดง อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค ดินรวนปนเหนียว สีน้ําตาลออนปน 

ฟางขาว 

6.67 

PL1 ดินในนาขาว ต.คลองพระอุดม อ.ลาดหลุมแกว จ.ปทุมธาน ี ดินเหนียวสีดํา ชื้น 7.22 



 67 

        ตารางที่ 4.1(ตอ)   แสดงแหลงที่มา  pH  และลักษณะของตัวอยางดิน 

 

ตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะตัวอยาง pH 

NV1 ดินกองพืชใตตนไผ อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลดํา ชืน้ 7.80 

NV2 ดินใตตนไผ  อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.35 

NV3 ดินใตตนไผ  อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวนปนรากไผ สีน้าํตาลออน 6.98 

NV4 ดินใตตนสัก  อ.เวียงสา จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลดํา 7.18 

NT1 ดินบริเวณเขานัน จ.นครศรีธรรมราช ดินรวนชื้น สีดํา 7.37 

RK1 ปุยหมกั อ.เขาชะเมา จ.ระยอง ดินเนื้อหยาบ สีน้ําตาลดํา 7.95 

PB1 ปุยหมกัเปลือกกลวยน้าํวา อ.บางกระทุม จ.พิษณุโลก ดินรวน จับตัวเปนกอนเล็กๆ สีดําน้าํตาล 9.25 

PT1 ปุยหมกัขี้นกกระทา ขี้วัว   อ.ทาตาล จ.พิษณุโลก ดินรวน เบา ปนขนนก สีน้ําตาลอมเทาขาว 7.18 

PP1 ปุยกากชานออย อ.ไผลอม จ.พิษณุโลก ดินรวน เนื้อละเอียด สีน้ําตาลออน 7.35 

CHR1 ดิน Balclay อ.เวียงแกน จ.เชียงราย ดินรวนปนเหนียว สีน้ําตาลดํา 6.93 

SK1 ดินใตตนสัก  อ.โคกศรีสุพรรณ จ.สกลนคร ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.22 

SK2 ดินใตตนตะขบ อ.เมือง จ.สกลนคร ดินรวนปนทราย สีน้ําตาลดํา 7.32 

SK3 ดินกอไผ อ.โคกศรีสุพรรณ จ.สกลนคร ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.45 

RY1 ดินชายทะเล อ.เมือง จ.ระยอง ดินทราย สีน้ําตาลออน 7.12 
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        ตารางที่ 4.1(ตอ)   แสดงแหลงที่มา  pH  และลักษณะของตัวอยางดิน 

 

ตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะตัวอยาง pH 

NS1 ดินเขตปาชุมชน กม.9 สันติสุข-หวยหลักลาย อ.สันติสุข  

จ.นาน 

ดินเนื้อละเอียด จับตัวเปนกอนแข็ง 

สีน้ําตาลมวง 

6.63 

NPP1 ดินเขตปาชุมชน บานหวยคํา ต.ฝายแกว กิง่อ.ภูเพยีง จ.นาน ดินรวนละเอียด สีน้ําตาลเหลือง 6.78 

NC1 ดินจอมปลวก บริเวณปาจุฬาฯ จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาล 6.68 

NP1 ดินบริเวณศาลเจาหลวงภูคา ดอยภูคา อ.ปว จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลเขม 7.31 

NMJ1 ดินบริเวณโรงเรียนแมจริม อ.แมจริม จ.นาน ดินลูกรัง สีน้าํตาลเหลือง 7.26 

NMJ2 ดินบริเวณบานนาทะนงุ อ.นาหมื่น จ.นาน ดินรวน สีน้าํตาลดํา 7.34 

NST1 ดินบริเวณ อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช ดินรวน ชื้น สีน้ําตาลออน 7.89 

SRT1 ดินบริเวณ อ.ชัยบุรี จ.สุราษฎรธาน ี ดินรวน ชื้น สีน้ําตาลปนดํา 7.75 
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4.2 การแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน 
 

 จากการแยกแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน  36  ตัวอยาง  โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ sodium 

caseinate agar  ตามวิธดํีาเนนิการวิจยัขอ  3.4  พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดจํานวน  

115  สายพันธุ  ดังแสดงในตารางที่ 4.2   
 
ตารางที่ 4.2   แสดงสายพนัธุของแอกติโนมัยซีตที่แยกไดจากตัวอยางดิน  36 ตัวอยาง 

 

ตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซีตที่แยกได รวม 

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

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

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

LH1 LH1-1, LH1-2 2 

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

LK2 LK2-1 1 

LK3 

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

LK3-9, LK3-10 

10 

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

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

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

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

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

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

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

11 

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

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

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

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

NV4 NV4-1, NV4-2, NV4-3, NV4-4 4 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงสายพนัธุของแอกติโนมยัซีตทีแ่ยกไดจากตัวอยางดิน  36 ตัวอยาง 

 

ตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซีตที่แยกได รวม 

NT1 NT1-1, NT1-2 2 

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

PB1 PB1-1 1 

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

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

CHR1 CHR1-1, CHR1-2 2 

SK1 SK1-1, SK1-2 2 

SK2 SK2-1 1 

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

RY1 RY1-1 1 

NS1 NS1-1 1 

NPP1 NPP1-1 1 

NC1 NC1-1 1 

NP1 NP1-1 1 

NMJ1 NMJ1-1 1 

NMJ2 NMJ2-1 1 

NST1 NST1-1, NST1-2 2 

SRT1 SRT1-1, SRT1-2 2 
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4.3 การทดสอบการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมัยซีต 
จากการแอกติโนมัยซีตจากตัวอยางดิน  36  ตัวอยาง  โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ sodium 

caseinate agar  ตามวิธดํีาเนนิการวิจยัขอ  3.4  พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซีตไดจํานวน  

115  สายพันธุ  และไดทําการทดสอบการสรางเซลลูเลสเบ้ืองตน โดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือ 

carboxymethylcellulose(CMC) agar โดยวัดความสามารถในการสราง Cx-cellulase หรือ 

CMCase โดยหาอัตราสวนขนาดของบริเวณที ่ CMC ถูกยอยสลาย(ภาพบริเวณใสรอบโคโลนี

แสดงในรูปที่ 4.1) ตอขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนี (Ratio of the size of  CMC hydrolysis 

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

สัปดาห พบแอกติโนมยัซีตที่สรางเซลลูเลสจํานวน 82 สายพนัธุ ดังแสดงในตารางที ่4.3 

 

 ตารางที่ 4.3  ระดับของเซลลูเลสที่สรางโดยแอกติโนมยัซีตที่แยกจากดินจํานวน  36 ตัวอยาง 

 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการสราง

เซลลูเลส 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการ

สรางเซลลูเลส 

TM1-1 +++ NV2-3 + 

TM1-2 ++ NV2-4 ++ 

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

TM2-1 +++ NV3-1 ++ 

TM3-3 ++ NV3-3 ++ 

TP1-1 + NV4-1 ++ 

TP1-3 + NV4-2 +++ 

LH1-1 ++ NV4-3 +++ 

LH1-2 ++ NV4-4 ++ 

LK1-1 ++ NT1-1 + 

LK1-2 ++ RK1-1 ++ 

LK1-3 ++ RK1-2 + 

LK2-1 ++ RK1-4 ++ 

LK3-2 +++ PB1-1 + 

LK3-3 ++ PT1-1 + 

LK3-4 ++ PT1-2 ++ 
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ตารางที่ 4.3(ตอ)   ระดับของเซลลูเลสทีส่รางโดยแอกติโนมัยซีตที่แยกจากดินจํานวน  36 

ตัวอยาง 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการสราง

เซลลูเลส 

สายพนัธุแอกติโนมัย

ซีตที่สรางเซลลูเลส 

ระดับของการ

สรางเซลลูเลส 

LK3-5 ++ PP1-1 +++ 

LK3-7 ++ PP1-2 +++ 

LK3-8 + PP1-3 + 

LK3-9 ++ NV1-4 +++ 

LK3-10 ++ NV2-1 +++ 

NK1-2 + PP1-4 ++++ 

NK2-1 ++ PP1-5 +++ 

NK2-4 +++ CHR1-1 ++ 

NKP1-1 + CHR1-2 + 

NKP1-2 +++ SK1-1 + 

NKP1-3 + SK1-2 + 

NKP1-4 + SK2-1 ++ 

NKP1-5 ++ SK3-1 ++ 

NKP1-6 ++ SK3-3 + 

NKP2-1 ++ NC1-1 ++ 

NKP2-2 + NP1-1 ++ 

NKP2-3 ++ NMJ1-1 ++ 

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

NKP3-3 + NS1-1 ++ 

NKP3-4 +++ NPP1-1 ++ 

NKP3-5 + NST1-1 + 

NKP3-10 ++ NST1-2 + 

PL1-1 +++ SRT1-1 + 

PL1-3 ++ SRT1-2 + 

NV1-2 +   

NV1-3 +   
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หมายเหตุ ++++ =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  4.1 – 4.5 เซนติเมตร 

 +++ =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  3.1 – 4.0 เซนติเมตร 

++ =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  2.1 – 3.0 เซนติเมตร 

 + =  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลาง   

     โคโลนี  1.0 – 2.0 เซนติเมตร 

  - =  ไมสรางเซลลูเลส 
 

ความสามารถในการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมยัซีตทีแ่ยกได สรุปจัดเปนกลุมไวใน

ตารางที่ 4.4 และเปอรเซ็นแสดงดวยแผนภูมิวงกลมในรูปที่ 4.1   

ตารางที่ 4.4   จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สรางเซลลูเลสแตละกลุม 
 

ขอบเขตการสราง 

เซลลูเลส 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

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

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

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

 PP1-1, PP1-2, LK3-10   

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

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

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

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

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

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

 CHR1-1, NV1-4   

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

 

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

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

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

PP1-3, NKP3-5 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ)  จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซีตที่สรางเซลลเูลสแตละกลุม 

 
ขอบเขตการสราง 

เซลลูเลส 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

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

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

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

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

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

 SK3-2, SK3-4, RY1-1   

 
 

22.61%

33.04%13.04%

2.61%

28.70%

%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน +
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน ++
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน +++
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน ++++
%สายพันธุของแอกติโนมัยซีตท่ีมีขอบเขตการสรางเซลลูเลสเปน -

 
 

รูปท่ี  4.1  แผนภูมิวงกลมแสดงเปอรเซ็นตการจัดกลุมการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมัยซีต 

   

 จากรูปที ่ 4.1  จะเหน็ไดวาจาํนวนแอกติโนมัยซตีที่สามารถสรางเซลลูเลสมจีํานวน 

71.30% และจํานวนแอกติโนมัยซีตที่ไมสรางเซลลูเลสมจีํานวน 28.70%  โดยทาํการจัดอันดับจาก

อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี (Ratio of the size of  

CMC hydrolysis zone to colony diameter)  โดยพบวาแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2   ที่

แยกไดจากตัวอยางดินในนาขาว มีอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีที่เวลา 7 วนัมากที่สุดเทากับ 4.30 เซนติเมตร 
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รูปท่ี  4.2  ภาพการสรางเซลลูเลสของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 สังเกตจากบริเวณใสรอบ

โคโลน ีเมื่อเล้ียงเชื้อบนอาหาร CMC ในระยะเวลาตางๆและเททับดวยคองโก เรด  A)ในวนัที ่1   

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

A B 

C D 

E F 
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4.4 การศกึษาผลของแหลงคารบอนกับเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
NKP3-2 
 นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่ใช 0.5%CMC และ 0.5%alpha-cellulose  เปนแหลงคารบอนและ 0.1% 

yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน จากนัน้ทาํการเก็บตัวอยางอาหารเล้ียงเชื้อทุกวันเปนเวลา 7 

วัน และวัดแอคติวีตีของเซลลูเลส โดยการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Somogyi-

Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  ไดความสมัพันธดังแสดงในรูปที่ 4.3 และ 4.4 
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รูปท่ี 4.3  การเปล่ียนแปลง CMCase และ alpha-cellulase และ pH ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ 

NKP3-2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติม 0.5 %CMC และ 0.5 %alpha-cellulose เปนแหลงคารบอนใน

ระยะเวลา 7 วัน 
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รูปท่ี 4.4  การเปล่ียนแปลง CMCase และ alpha-cellulase และ น้าํหนักเซลลแหงของแอกติโน

มัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม 0.5 %CMC และ 0.5 % alpha-cellulose เปน

แหลงคารบอนในระยะเวลา 7 วัน 

จากรูปที ่4.3 และ 4.4 ทําการเล้ียงเชื้อแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่

ใช CMC และ alpha-cellulose เปนแหลงคารบอน พบวาแอกติโนมัยซิสสายพนัธุ NKP3-2 

สามารถใช CMC เปนแหลงคารบอนไดดีกวา alpha-cellulose ดังจะเหน็ไดจากคาของเซลลูเล

สแอกติวิตีมีแนวโนมเพิ่มข้ึนและสูงสุดในวันที่ 4 ของการทดลอง โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีเทากับ  

260.86  mU/ml   ขณะที่เซลลูเลสแอกติวีตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช alpha-

cellulose เปนแหลงคารบอนมีคาคอนขางตํ่าตลอดระยะเวลา 7 วนั  และคา pH มีคาเพิ่มข้ึน

เล็กนอย  โดยน้ําหนักเซลลแหงของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่มีแหลง

คารบอนเปน CMC มีคาสูงสุด ในวันที่ 4 เทากับ 2.01 g/l  ในขณะที่เมื่อแหลงคารบอนเปน alpha-

cellulose น้ําหนกัเซลลแหงมีคาคอนขางตํ่าและมีคาสูงสุดในวันที่ 4 เทากบั 0.33 g/l 
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4.5 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนกบัเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ 
NKP3-2 

 

นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่มีแหลงไนโตรเจนเปน 0.04%NH4Cl และ 0.07%KNO3 ซึ่งมีปริมาณ

เปอรเซ็นตของไนโตรเจนทัง้หมด (total nitrogen) เทากับ เปอรเซน็ตของไนโตรเจนทัง้หมด(total 

nitrogen) ของ 0.1%yeast extract ในอาหารเหลว 0.5 %CMC จากนั้นทาํการเก็บตัวอยาง

สารละลายอาหารเล้ียงเช้ือเปนเวลา 7 วัน และวัดแอคติวีตีของเซลลูเลส โดยการวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Somogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  ไดความสัมพันธ

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

 
 
รูปท่ี 4.5 การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีและ pH ของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ใน

อาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม 0.04%NH4Cl และ 0.07%KNO3 เปนแหลงไนโตรเจนในระยะเวลา 7 วัน 
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CMCase แอกติวิตีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม ammonium chloride
CMCase แอกติวิตีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม potassium nitrate
 น้ําหนักเซลลแหงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม ammonium chloride
 น้ําหนักเซลลแหงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม potassium nitrate

 
 
รูปท่ี 4.6  การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีและนํ้าหนักเซลลแหงของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

NKP3-2 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติม 0.04%NH4Cl และ 0.07%KNO3 เปนแหลงไนโตรเจนใน

ระยะเวลา 7 วัน 

 

จากรูปที ่4.5 และ 4.6 ทําการเล้ียงเชื้อแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่

มีแหลงไนโตรเจนเปน NH4Cl และ KNO3  พบวาแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 สามารถใช 

NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจนไดดีกวา KNO3 ดังจะเห็นไดจากคาของเซลลูเลสแอกติวิตีมีแนวโนม

เพิ่มข้ึนและสูงสุดในวันที่ 5 ของการทดลอง โดยมเีซลลูเลสแอกติวิตีเทากับ   249.75 mU/ml   โดย

คา pH มีแนวโนมเพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลา 7 วัน  ขณะทีเ่ซลลูเลสแอกติวีตีของแอกติโนมัยซีตสาย

พันธุ NKP3-2 เมื่อใช KNO3 เปนแหลงไนโตรเจนมีคาตํ่ากวาและคอนขางคงตัวในวนัที ่4, 5และ 6  

ในวนัที ่4 มีคาเซลลูเลสแอกติวีตีสูงสุดเทากับ 155.79     mU/ml   โดยน้ําหนักเซลลแหงของแอกติ

โนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่มีแหลงไนโตรเจนเปน NH4Cl มีคาสูงสุด ในวนัที ่ 4 

เทากับ 1.91 g/l  ในขณะที่เมื่อแหลงไนโตรเจนเปน KNO3 น้าํหนักเซลลแหงมคีาตํ่ากวาและมี

คาสูงสุดในวันที่ 3 เทากับ 1.46 g/l 
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4.6 การศึกษาผลของ pH กับเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 
 

นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่มีแหลงคารบอนเปน 0.5%CMCและแหลงไนโตรเจนเปน 0.1% yeast extract  

โดยมี pH เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9  จากนัน้ทําการเก็บตัวอยางสารละลายอาหารเล้ียงเชื้อเปน

เวลา 7 วนั และวัดแอคติวิตีของเซลลูเลส โดยการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ 

Somogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  ไดความสัมพนัธดังแสดงในรูปที่ 4.7 และ 

4.8 
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รูปท่ี 4.7  การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเล้ียง

เชื้อที ่pH เร่ิมตนเทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วนั  

 จากรูปที ่ 4.6.1 พบวาการสรางเซลลูเลสในอาหารเหลวที่มี pH เทากบั 5, 6, 7, 8 และ 9  

มีแนวโนมเพิ่มข้ึน โดยเซลลูเลสแอกติวีตีมีคาสูงสุด เทากับ 340.07 368.56  310.36  265.51 และ

232.17 mU/ml ในอาหารเหลวที่มีคา pH เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ  โดยในอาหารเหลว

ที่ม ีpH เทากบั 6 เซลลูเลสแอกติวีตีมีคาสูงสุดในวันที่ 4  โดยมีคาเทากับ 368.56  mU/ml 
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รูปท่ี 4.8  การเปล่ียนแปลงน้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเลี้ยง

เชื้อที ่pH เร่ิมตนเทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วนั 

 

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่ม ี pH เทากับ 5, 

6, 7, 8 และ 9  มีความแตกตางกัน  โดยในอาหารเหลวท่ี pH 5 น้ําหนักเซลลแหงมีคาสูงสุด ใน

วันที ่4 เทากบั 0.84 g/l  อาหารเหลวท่ี pH 6 น้ําหนักเซลลแหงมีคาสูงสุด ในวนัที ่4 เทากับ 1.03 

g/l  อาหารเหลวท่ี pH 7 น้ําหนกัเซลลแหงมีคาสูงสุด ในวันที่ 3 เทากับ 1.08 g/l  อาหารเหลวที่ pH 

8 น้ําหนักเซลลแหงมีคาสูงสุด ในวนัที่ 5  เทากับ 0.66 g/l   อาหารเหลวท่ี pH 9 น้าํหนักเซลลแหง

มีคาสูงสุด ในวันที่ 4 เทากับ 0.54 g/l   จะเห็นไดวาในอาหารเหลวท่ี pH 7 มีน้ําหนกัเซลลแหงของ

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

นําแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 ที่ผานการคัดเลือกในข้ันแรก มาศึกษาการสรางเซลลู

เลสในอาหารเหลวที่มีแหลงคารบอนเปน 0.5%CMCและแหลงไนโตรเจนเปน 0.1% yeast extract  

มี pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเทากบั 6 บมทีอุ่ณหภูมิ 30 45 และ 55 องศาเซลเซยีส จากนั้นทําการ

เก็บตัวอยางสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน และวัดแอคติวิตีของเซลลูเลส โดยการ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธีของ Somogyi-Nelson (Nelson, 1994; Somogyi, 1952)  

ไดความสัมพนัธดังแสดงในรูปที่ 4.9 และ 4.10 
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รูปท่ี 4.9  การเปล่ียนแปลงเซลลูเลสแอกติวิตีและ pH ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2 

เจริญที่อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วัน 
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รูปท่ี 4.10  การเปล่ียนแปลงน้าํหนักเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 เจริญที่

อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วัน 

 

จากรูปที ่ 4.9 และ 4.10  พบวาการสรางเซลลูเลสในอาหารเหลวของแอกติโนมยัซตีสาย

พันธุ NKP3-2 ที่อุณหภูมิเทากบั 30 45 และ 55 องศาเซลเซยีส มีเซลลูเลสแอกติวีตีสูงสุด ที่

อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส ในวันที ่ 4 โดยมีคาเทากบั 390.38 mU/ml รองลงมาคือ ที่อุณหภูมิ  

45 และ 55 องศาเซลเซยีส โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีเทากับ 264.90 และ 220.04 mU/ml  ในวนัที ่3 

และ 4 ตามลําดับ น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2 ในอาหารเหลวที่

อุณหภูมิเทากบั 30, 45 และ 55 องศาเซลเซียส  มีความแตกตางกนั โดยที่อุณหภูมิ  30  องศา

เซลเซียส ในวนัที ่4 มีคาน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 1.82 g/l รองลงมาคือ ในวันที่ 3 ที่อุณหภูมิ  

45 และ 55 องศาเซลเซยีส  โดยมีน้าํหนักเซลลแหงเทากับ 1.14 และ 0.93 g/l ตามลําดับ
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4.8 การทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซีตกับราท่ีกอใหเกิดโรคพืช 
 

นําแอกติโนมัยซีตที่แยกไดทั้งหมด  115  สายพันธุ  มาทดสอบความสามารถในการสราง

สารปฏิชีวนะ ดวยวิธ ีDual-culture  (Aghighi S. et al.,2004) กับราทีก่อโรคในพืชจํานวน 6 ชนิด 

ไดแก 

 

1. Pythium aphanidermatum DOAC 1662 

2. Phytophthora parasitica DOAC 0005 

3. Collectotrichum capsici DOAC 1196 

4. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici DOAC 0874 

5. Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 0893 

6. Alternaria porri DOAC 1756 

 

พบวาแอกติโนมัยซีตแตละสายพันธุมีความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้ราทีก่อ

โรคในพืชไดแตกตางกนั  ดังแสดงในตารางที ่4.5  

 

ตารางที่ 4.5   ความสามารถในการยับยัง้ราท่ีกอโรคในพืชของแอกติโนมัยซีต 

 

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

TM1-2 +++ - - - + - 

TM1-3 - - - - - - 

TM2-1 - - ++ - - - 

TM2-2 + - + - + - 

TM3-3 - - - - - - 

TM3-4 + + + - - ++ 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 
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TM3-5 ++ + +++ - - + 

TP1-1 - - - - - - 

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

TP1-3 - - - - - - 

LH1-1 - - - - - - 

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

LK1-1 + + + - - + 

LK1-2 - - - - - - 

LK1-3 - + + - - + 

LK2-1 - - - - - - 

LK3-1 ++ + + + + + 

LK3-2 - - - - - - 

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

LK3-4 - - - - - - 

LK3-5 + - - - - - 

LK3-6 - - + ++ - + 

LK3-7 - - - - - - 

LK3-8 + - + ++ ++ + 

LK3-9 ++ + + - - + 

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

NK1-1 +++ + + - - + 

NK1-2 - - - - - - 

NK1-3 ++ - + + + + 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 
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NK1-4 ++ + + ++ ++ + 

NK2-1 + - ++ + - + 

NK2-2 - - - - - - 

NK2-3 ++ - + - - ++ 

NK2-4 - - - - - - 

NK3-1 - - - - - - 

NK3-2 - - - - - - 

NK3-3 + - + + + + 

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

NKP1-2 - - - - - - 

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

NKP1-4 - - - - - - 

NKP1-5 ++ + + - - + 

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

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

NKP2-2 - - - - - - 

NKP2-3 - - + - + + 

NKP2-4 + - - - - - 

NKP3-1 + - + - - + 

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

NKP3-3 + ++ + - - + 

NKP3-4 ++ - + + + ++ 

NKP3-5 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 
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NKP3-6 ++ + ++ - - + 

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

NKP3-8 - - - - - - 

NKP3-9 - - - - - - 

NKP3-10 ++ + + + - + 

NKP3-11 - ++ + + + + 

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

PL1-2 - - - - - - 

PL1-3 + ++ + ++ + - 

PL1-4 - - + ++ ++ + 

PL1-5 - - - - - - 

NV1-1 - + + + + ++ 

NV1-2 - - - - - - 

NV1-3 ++ + ++ - + + 

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

NV2-1 + - + + - + 

NV2-2 - - - - - - 

NV2-3 - - - - - - 

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

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

NV3-1 + - + - + + 

NV3-2 - - - - - - 

NV3-3 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 

 

ระดับการยับยัง้การเจริญของราทดสอบ 
สา
ยพ
นัธ
ุ 

แอ
กติ
โน
มัย
ซตี
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NV4-1 - - + - + + 

NV4-2 - - - - - - 

NV4-3 - - + ++ ++ + 

NV4-4 + + + + + + 

NT1-1 - - - - - - 

NT1-2 ++ - + - - + 

RK1-1 - - - - - - 

RK1-2 - - - - - - 

RK1-3 ++ - + - - + 

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

PB1-1 - - - - - - 

PT1-1 - - - - - - 

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

PT1-3 - - ++ - - + 

PP1-1 - - - - - - 

PP1-2 - + + + - + 

PP1-3 - + ++ - + + 

PP1-4 - - - - - - 

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

CHR1-1 ++ - ++ - - - 

CHR1-2 + + ++ + + + 

SK1-1 - - - - - - 

SK1-2 ++ + + ++ + + 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 

 

ระดับการยับยัง้การเจริญของราทดสอบ 
สา
ยพ
นัธ
ุ 
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SK2-1 ++ + ++ - + + 

SK3-1 + - ++ - - + 

SK3-2 - - - - - - 

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

SK3-4 + - + + + + 

RY1-1 ++ - - - + - 

NS1-1 + ++ + + - + 

NPP1-1 - - + - ++ + 

NC1-1 + + + + - + 

NP1-1 + - + - ++ + 

NMJ1-1 + ++ + - - + 

NMJ2-1 + - + - - + 

NST1-1 - + + - + + 

NST1-2 ++ - + + + + 

SRT1-1 ++ + + + + + 

SRT1-2 + + + - - + 

 

หมายเหตุ ++++ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้(∆γ)เฉล่ีย มากกวา 20 มิลลิเมตร 

+++ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้(∆γ)เฉล่ีย  10.1-20 มิลลิเมตร 

++ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้ (∆γ)เฉล่ีย 5.1-10 มิลลิเมตร 

+ =  ระยะทางที่เสนใยของราถกูยับยัง้(∆γ)เฉล่ีย  2-5 มิลลิเมตร 

 - =  ราไมถูกยับยั้ง    
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โดย 

∆γ     =  ระยะทางที่เสนใยของราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีต(มิลลิเมตร) 

   γ    =  ระยะทางที่เสนใยเจริญในระนาบเดียวกับแอกติโนมยัซีต(มลิลิเมตร) 

   γ0 =  รัศมีการเจริญเติบโตของราควบคุม (มิลลิเมตร) 

 

ตารางที ่ 4.6  แสดงจํานวนสายพนัธุในแตละกลุม  และคิดเปนเปอรเซ็นแสดงดังแผนภูมิ

วงกลมรูป   ที ่4.11  

ตารางที่ 4.6   จัดกลุมจํานวนชนิดราโรคพืชทีถู่กยับยั้งโดยแอกติโนมยัซีตที่แยกได 

 
จํานวนชนิดราโรค

พืชท่ีถูกยับยั้ง 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

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

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

รา 3 ชนิด 

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

NKP1-6, NKP2-3 

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

RK1-3, SK3-1 

NPP1-1, NMJ2-1 

16 13.91 

รา 4 ชนิด 

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

NK1-1, NK2-1 

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

PL1-4, NV2-1 

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

SK3-3, NP1-1 

NMJ1-1, NST1-1, SRT1-2 

23 20.00 

รา 5 ชนิด 

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

NKP3-7, NKP3-10 

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

PP1-5, SK2-1 

SK3-4, NS1-1, NST1-2 

18 15.65 
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ตารางที่ 4.6(ตอ)  จัดกลุมจาํนวนชนิดราโรคพืชที่ถกูยับยั้งโดยแอกติโนมัยซีตที่แยกได 

 
จํานวนชนิดราโรค

พืชท่ีถูกยับยั้ง 
สายพันธุแอกติโนมัยซีต รวม % 

รา 6 ชนิด 

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

NKP2-1, NKP3-2 

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

12 10.43 

ไมยับย้ังราทดสอบ 

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

LK1-2, LK2-1,  

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

NK2-4, NK3-1 

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

NKP3-5, NKP3-8 

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

NV2-3, NV3-2 

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

PB1-1, PT1-1 

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

38 33.04 

 

 

2.61% 4.35%
13.91%

20.00%

15.65%
10.43%

33.04%

รา 1 ชนิด รา 2 ชนิด รา 3 ชนิด รา 4 ชนิด รา 5 ชนิด รา 6ชนิด ไมยังย้ัง
 

 
รูปท่ี  4.11  แผนภูมิวงกลมแสดงเปอรเซ็นตของแอกติโนมัยซีตตอจํานวนชนิดการยับยัง้ราโรคพืช 
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 จากรูปที ่ 4.11  จะเหน็ไดวาแอกติโนมัยซีตที่แยกไดสามารถออกฤทธิ์ยับยัง้ราโรคพืช 

66.96%  ไมสามารถออกฤทธ์ิยับยั้งราโรคพืช  33.04%  นอกจากนี้ยงัพบวาเปอรเซ็นตของแอกติ

โนมัยซีตที่สามารถยับยั้งราไดชนิดเดียวมีจํานวน  2.61%  ยับยัง้ราได 2 ชนิดมีจาํนวน  4.35%  

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

จํานวน  15.65%  ยับยั้งราได 6 ชนิดมีจาํนวน  10.43%  ทั้งนี้ในจํานวนแอกติโนมัยซีตที่สรางสาร

ปฏิชีวนะทั้งหมด แอกติโนมยัซีตสวนใหญสามารถยับยัง้ราโรคพืชได 4 ชนิด ซึง่ชนิดของราทดสอบ

ที่ถูกยับยัง้มีความแตกตางกนัไปตามแตละสายพันธุแอกติโนมยัซีต 

 จากการคัดเลือกแอกติโนมยัซีตสายพันธุที่มีความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะ 

พบวาสายพนัธุ LK3-10 มีความสามารถในการยับยั้งราโรคพืชไดทัง้ 6 ชนิด (Broad spectrum) 

ทั้งยังมีความสามารถในการยับยั้งรา Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum f.sp. 

lycopersici และ Fusarium oxysporum f.sp. cubense  ในระดับสูงสุด   และเพื่อแสดง

ผลกระทบและการเปล่ียนแปลงโครงสรางของราทดสอบดวยสารปฏิชีวนะที่สรางโดยแอกติโนมัย

ซีตสายพนัธุ LK3-10 ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ไดไวในรูปที่ 4.12-4.17  

โดยจะเห็นไดวา บริเวณปลายของเสนใยราทีถ่กูยับยัง้สวนใหญจะมีลักษณะทางสรีรวทิยา

เปล่ียนแปลงไป เชน ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี จะมโีครงสรางที่ไมสมบูรณ เสนใยมีการ

หดส้ันลง ขนาดเล็กลง หยกัและเจริญไดนอย เสนใยมกีารรวมตัวกันเปนกลุมกอน มีการกระจาย

ตัวแบบหลวมๆ ลักษณะผนงัเสนใยมีการเปล่ียนแปลง เปนตน    สายพันธุ NV1-4 มีความสามารถ

ในการยับยั้งราโรคพืชไดทัง้ 6 ชนิดไดดีรองลงมา  และสายพนัธุ  NKP3-2 มีความสามารถในการ

สรางสารปฏิชวีนะยับยัง้ราโรคพืชไดในระดับดี ดังรูปที่ 4.18  และแสดงการเปรียบเทยีบ

ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมยัซตีที่คัดเลือกทัง้สามชนิด ดังรูปที่ 4.19-

4.24 
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รูปท่ี 4.12  แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Alternaria porri DOAC 1756 (จากการสราง 

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

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

50x  F)กําลังขยาย 150x   H)กําลังขยาย 500x  และ J)กําลังขยาย 5000x  ในชดุที่เล้ียงรวมกบั

แอกติโนมัยซตี   

 จากรูปที ่ 4.12 จะเหน็ไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Alternaria 

porri มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีการขดตัว หดส้ันและหงิกงอ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมีโครงสราง

ที่สมบูรณ มกีารกระจายตัว ยืดยาวแผออกไปได 
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C D 
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รูปท่ี 4.13  แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Collectotrichum capsici DOAC 1196 (จาก

การสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  E)

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

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

ชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีต   

จากรูปที ่ 4.13 จะเห็นไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา 

Collectotrichum capsici มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ เสนใยบริเวณปลายไมสามารถเจริญแผ

E F 

G H 

J I 
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ออกไปได มีการขดตัว หดส้ัน มีรอยหยัก มีการกระจกุตัวรวมกนัอยางหนาแนน ขณะที่ชุดควบคุม

เสนใยมีโครงสรางที่สมบูรณ มีการกระจายตัว ยืดยาวแผออกไปได 
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รูปท่ี 4.14 แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici DOAC 

0874 (จากการสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  

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

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

5000x  ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี   

จากรูปที่ 4.14 จะเหน็ไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici DOAC 0874 มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีการขดตัว หดส้ัน มีรอย

ขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมีโครงสรางที่สมบูรณ มีการกระจายตัว เจริญประสานกันยืดยาว

แผออกไปได 
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รูปท่ี 4.15  แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 

0893 (จากการสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  

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

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

5000x  ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี   

จากรูปที่ 4.15 จะเหน็ไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีขนาดเสนใยเล็กลง มีการขดตัว หดส้ัน มี

รอยขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมโีครงสรางที่สมบูรณ มีการกระจายตัว เจริญประสานกันยดื

ยาวแผออกไปได 

 

 

 

           
 

J I 

A B 
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รูปท่ี 4.16 แสดงการยับยัง้ แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Pythium aphanidermatum 

DOAC 1662 (จากการสราง โดยแอกติโนมัยซีตสายพันธุ LK3-10)   A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)

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

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

J)กําลังขยาย 5000x  ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซตี   

จากรูปที ่ 4.16 จะเห็นไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา Pythium 

aphanidermatum มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีการเจริญกระจายตัวอยางหลวมๆ มีขนาดเสนใย

เล็กลง มกีารขดตัว หดส้ัน มรีอยขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมโีครงสรางที่สมบูรณ มีการเจริญ

ประสานกันอยางหนาแนน 
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รูปท่ี 4.17 แสดงผลกระทบของสารปฏิชีวนะตอ Phytophthora parasitica DOAC 0005 (จาก

การสราง โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ LK3-10) A)ในจานเล้ียงเช้ือ C)กําลังขยาย 50x  E)

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

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

ชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีต   

จากรูปที ่ 4.17 จะเห็นไดวา ในชุดที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีตเสนใยของรา 

Phytophthora parasitica มีโครงสรางที่ไมสมบูรณ มีขนาดเสนใยเล็กลง มีการขดตัว หงกิงอ หด

ส้ัน มีรอยขรุขระ ขณะที่ชุดควบคุมเสนใยมีโครงสรางทีส่มบูรณ มีการกระจายตัวเจริญประสานกัน

ยืดยาวแผออกไปได 

E F 

G H 

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

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

Phytophthora parasitica  Collectotrichum capsici  Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  

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

และ Q) แสดงการถกูยับยั้งดวยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NV1-4    ภาพ C) F) I) L) O) และ R) 

แสดงการถูกยบัยั้งดวยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2  ตามลําดับ 

  

 

             
 

P   Q   R   

M   N   O   

A B 

NKP3-2 NV1-4 

LK3-10 
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รูปท่ี 4.19  แสดงภาพการถูกยับยัง้การเจริญของราโรคพืช Alternaria porri โดยแอกติโนมยัซีต

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

ชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Alternaria porri รวมกับแอกติโนมัยซีต 
 
 
 

               
 
รูปท่ี 4.20  แสดงภาพการถูกยับยัง้การเจริญของราโรคพืช Collectotrichum capsici โดย      

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

บนอาหารเลี้ยงเช้ือเพยีงชนดิเดียว  B) เมือ่เล้ียง Collectotrichum capsici รวมกับแอกติโนมัยซตี 
 
 

             
 
รูปท่ี 4.21 แสดงภาพการถูกยับยั้งการเจริญของราโรคพชื Fusarium oxysporum f.sp. 

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

oxysporum f.sp. lycopersici บนอาหารเล้ียงเชื้อเพียงชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici รวมกับแอกติโนมัยซีต 

A B NKP3-2 

NV1-4 LK3-10 

A B 

NKP3-2 

NV1-4 

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

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

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

cubense รวมกับแอกติโนมยัซีต 
 
 

             
 
รูปท่ี 4.23 แสดงภาพการถูกยับยั้งการเจริญของราโรคพชื Pythium aphanidermatum โดยแอกติ

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

อาหารเล้ียงเชือ้เพียงชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Pythium aphanidermatum รวมกับแอกติโนมยัซีต 

 

A B 

NKP3-2 

NV1-4 

LK3-10 

A B 

NKP3-2 NV1-4 

LK3-10 
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รูปท่ี 4.24  แสดงภาพการถูกยับยัง้การเจริญของราโรคพืช Phytophthora parasitica  โดยแอกติ

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

อาหารเล้ียงเชือ้เพียงชนิดเดียว  B) เมื่อเล้ียง Phytophthora parasitica  รวมกับแอกติโนมยัซีต 
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สายพันธุ NKP3-2 สายพันธุ LK3-10 สายพันธุ NV1-4
 

รูปท่ี 4.25 แผนภูมิแทงแสดงระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกบั 

แอกติโนมัยซตีสายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 
หมายเหตุ      เปรียบเทียบความแตกตางของคาระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่เสนใยราถูกยับย้ังในระนาบ 

เดียวกับแอกติโนมัยซีต ตัวอักษรบนแทงกราฟที่ตางกัน แสดงวาคาเฉล่ียมีความ    

แตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 

 จากรูปที ่4.25 เปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งราโรคพืชทั้ง 6 ชนิด พบวาแอกติโน

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

aphanidermatum ไดดีที่สุด  

A B 

NKP3-2 

NV1-4 

LK3-10 

 a 
   b 

 c 

 b 
 a   a     a   a     

   a b      

     b 
  c    a     b 

  c 

    a  a 
 c 
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เมื่อเปรียบเทยีบความแตกตางทางสถิติในการยับยัง้ราโรคพืชแตละชนิดของแอกติโนมัย

ซีตสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 พบวา ระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่ราทดสอบ Pythium 

aphanidermatum ถูกยับยัง้โดยแอกติโนมัยซีตทัง้ 3 สายพนัธุมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ  

ระยะทางเฉล่ีย(∆γ) ที่ราทดสอบ Phytophthora parasitica ถูกยับยั้งโดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ 

NKP3-2 และ LK3-10  มคีวามแตกตางจากสายพนัธุ NV1-4 อยางมีนัยสําคัญ  ระยะทางเฉล่ีย

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

LK3-10  มีความแตกตางจากสายพันธุ NV1-4 อยางมนีัยสําคัญ  ระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ที่ราทดสอบ 

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ถูกยับยัง้โดยแอกติโนมยัซีตทั้ง 3 สายพนัธุ มีความ

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ  ระยะทางเฉล่ีย(∆γ)ทีร่าทดสอบ Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense ถกูยับยัง้โดยแอกติโนมัยซีตทัง้ 3 สายพนัธุ มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ   

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

และ LK3-10  มีความแตกตางจากสายพนัธุ NV1-4 อยางมีนยัสําคัญ 

 
4.9 การจัดกลุมความสามารถในการสรางเซลลูเลส 

จากการทดสอบการความสามารถในการสรางเซลลูเลสบนอาหารเล้ียงเชื้อ CMC พบวา

แอกติโนมัยซตีสายพนัธุ NKP3-2 มอัีตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีที่เวลา 7 วันสูงสุดเทากบั 4.30 เซนติเมตร  จึงมีแนวโนมที่จะสรางเซลลูเลสไดดี 

เพื่อจะนําศึกษาเซลลูเลสแอกติวิตีในอาหารเหลวไดตอไป  
 
4.10  การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏชิีวนะยบัยั้งราท่ีกอใหเกิดโรคพืช 
 เพื่อการนําแอกติโนมยัซีตไปประยุกตใชในการเกษตรใหไดประโยชนสูงสุด การคัดเลือก

สายพนัธุแอกติโนมัยซีตที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยบัยั้งราโรคพืชไดหลากหลายชนิด (Broad 

spectrum) จงึมีความสําคัญ  จากการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะเบ้ืองตนโดยวธิี Dual-culture 

พบวา สายพนัธุ LK3-10 มีความสามารถในการยับยั้งราโรคพืชไดทัง้ 6 ชนิด ทัง้ยงัมีความสามารถ

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

ระดับสูงที่สุด   และสายพันธุ NV1-4 มีความสามารถในการยับยั้งราโรคพชืไดทั้ง 6 ชนิดไดดี

รองลงมา   และจากการจัดกลุมความสามารถในการสรางเซลลูเลสพบวาแอกติโนมยัซีตสายพันธุ

NKP3-2 สามารถสรางสารปฏิชีวนะยบัยัง้ราโรคพืชไดในระดับสูง   
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4.11 สายพันธุที่คัดเลือกได 
 จากการจัดกลุมความสามารถในการสรางเซลลูเลสและสารปฏิชีวนะ  สามารถคัดเลือก

แอกติโนมัยซตีได 3 สายพนัธุ โดยพบวาสายพนัธุ  NKP3-2 มีความสามารถในการสรางเซลลูเลส

ไดสูงที่สุด และสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งราโรคพชืไดทั้ง 6 ชนดิในระดับสูง    สายพันธุ 

LK3-10 มีความสามารถในการยับยัง้ราโรคพืชไดทั้ง 6 ชนิด (Broad spectrum) ทัง้ยงัมี

ความสามารถในการยับยั้งรา Pythium aphanidermatum และ Fusarium oxysporum f.sp. 

lycopersici ในระดับสูงที่สุด  ทั้งยงัมคีวามสามารถในการสรางเซลลูเลสไดในระดับปานกลาง     

และสายพนัธุ NV1-4 มีความสามารถในการยับยัง้ราโรคพืชไดทั้ง 6 ชนิด ไดดีรองลงมา ทัง้

สามารถสรางเซลลูเลสไดในระดับสูงอีกดวย   ดังนัน้จงึนาจะเปนประโยชนที่จะใชแอกติโนมัยซตี

ทั้งสามสายพันธุมาประยุกตมาใชรวมกนัในการทําปุยหมัก เพราะจะชวยยอยสลายซากพืชและยัง

ชวยทําลายราโรคพืชดวย 

 
4.12 การจาํแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2, NV1-4 และ LK3-10 

ศึกษาการจําแนกสายพันธุแอกติโนมยัซีตโดย  Williams และคณะ  Bergey’s Manual of 

systematic Bacteriology Volume 9 (Williams และคณะ, 1994) 

4.12.1  การศึกษาทางสัณฐานวิทยา  ภายใตกลองจุลทรรศน light microscope,  กลอง

จุลทรรศนสเตอริโอ (stereo microscope)  และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM)   

   ใชเทคนิคการทํา slide culture  บนอาหารเล้ียงเชือ้  ISP2 agar และ  mannitol 

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

กลองจุลทรรศนแบบสองสวาง (light microscope) พบวาสายพนัธุ  NKP3-2  มีการสรางเสนใย

อาหารและเสนใยอากาศ ลักษณะคอนขางเปนเสนตรงปลายโคงงอเปนเกลียว  บนเสนใยอาหาร

สรางสปอรสายส้ัน ๆ เสนใยอากาศสรางสปอรสายยาว สปอรเคล่ือนทีไ่มได  สายสปอรเจริญเต็มที่

ในวนัที ่3 ดังรูปที่ 4.25  สายพันธุ  LK3-10  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศที่มีลักษณะ

คอนขางเปนเสนตรงปลายโคงงอเปนเกลียวพนักนัหลายรอบ  สรางสปอรสายส้ัน ๆ บนเสนใย

อาหาร  สรางสปอรสายยาวบนเสนใยอากาศ  สปอรเคล่ือนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่ในวันที ่7 

ดังรูปที่ 4.26 สายพนัธุ  NV1-4  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศลักษณะคอนขางเปน

เสนตรงปลายโคงงอเปนเกลียว  สรางสปอรสายส้ัน ๆ บนเสนใยอาหาร  สรางสปอรสายยาวบน

เสนใยอากาศ  สปอรเคล่ือนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่ในวันที่ 4 ดังรูปที่ 4.27 
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รูปท่ี 4.26    แสดงการพฒันาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  

        NKP3-2 บนอาหารแข็ง ISP2 เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400x     

        (AและC) และ 1,000x (B) 

        A) สายใยอาหารอาย ุ3 วัน มีลักษณะเปนเสนยาวแตกแขนง 

        B) สายใยอากาศอาย ุ3 วัน ปลายของเสนใยพัฒนาแตกแขนงไปชอมีการสรางผนงั  

             กัน้ภายในเสนใย มกีารเร่ิมสรางสปอร สายสปอรมวนเปนเกลียว               

        C) สายใยอากาศอาย ุ5 วัน เสนใยทีแ่ตกแขนงเร่ิมมีการหลุดออกเปนทอน สาย 

             สปอรเร่ิมหลุดออกจากชอสปอร 

 

 

 

A 

C

B 
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รูปท่ี 4.27    แสดงการพฒันาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  

        LK3-10 บนอาหารแข็ง ISP2 เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400x     

        (B) และ 1,000x (A,C และ D) 

        A) สายใยอาหารอาย ุ5 วัน มีลักษณะเปนเสนยาวแตกแขนง 

        B) สายใยอาหารและสายใยอากาศอายุ 5 วัน ปลายของเสนใยอาหารพัฒนาแตก    

             แขนง มกีารสรางผนังกั้นไป  มีการเร่ิมสรางชอสปอร สายสปอรมวนเปนเกลียว               

        C) สายใยอากาศอาย ุ7 วัน สายสปอรเจริญเต็มที่มวนเปนเกลียวหลายรอบชัดเจน 

                     D) สายใยอาหารและสายใยอากาศอายุ 7 วัน สายสปอรมวนเปนเกลียวหลายรอบ 

                          ชัดเจน อยูเปนกลุม เสนใยอาหารแตกแขนงมีขนาดหนาข้ึน 

 

 

 

A B 

C D 
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รูปท่ี 4.28    แสดงการพฒันาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  

        NV1-4 บนอาหารแข็ง ISP2 เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400x     

        (D) และ 1,000x (A,Bและ C) 

        A) สายใยอาหารอาย ุ3วัน มีลักษณะเปนเสนยาวแตกแขนง 

        B) สายใยอากาศอาย ุ3 วัน ปลายของเสนใยอาหารพัฒนาแตก    

             แขนง มกีารสรางผนังกั้นไป  มีการเร่ิมสรางชอสปอร สายสปอรยาวมวนเปน 

             เกลียว               

        C)  สายใยอากาศอาย ุ4 วนั สายสปอรเจริญเต็มที่มวนเปนเกลียวชัดเจน 

                     D) สายใยอาหารและสายใยอากาศอายุ 7 วัน สายใยอาหารท่ีแตกแขนงเร่ิมขดงอ 

                          และสปอรสายยาวเร่ิมขาดเปนทอนๆ  

 

 

 

A

C D 

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

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP2 ระยะเวลา 3 วนั กําลังขยาย 10,000x  

 

 

 
 

รูปท่ี 4.30 ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  NKP3-2 เจริญ

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

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Mannitol mungbean  ระยะเวลา 7 วัน กําลังขยาย 5,000x  

 

 

 
 

รูปท่ี 4.32  ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  LK3-10 เจริญ

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

อาหารเล้ียงเชือ้ ISP2  ระยะเวลา 4 วัน กําลังขยาย 7,500x 

 

 

 
 

รูปท่ี 4.34  ภาพ Scanning Electron Micrograph ของแอกติโนมยัซตีสายพนัธุ  NV1-4 เจริญบน

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

เล้ียงเชื้อ  International Streptomyces Project (ISP) media   

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

อาหารเล้ียงเชือ้ ISP  6 ชนิด  คือ  

 

  ISP1 TYEA Tryptone-yeast extract agar 

  ISP2 YMEA Yeast-malt extract agar 

  ISP3 OA Oat meal agar 

  ISP4 ISSA Inorganic salts starch agar 

  ISP5 GAA Glycerol asparagines agar 

  ISP6 PYEA Peptone-yeast extract iron agar 

 

 ศึกษาการเจริญ  และเมื่อเจริญเต็มที่  บันทกึลักษณะของสายใยอากาศ  สายใยอาหาร  

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

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

 

 

ลักษณะ 
ชนิดของอาหาร สายพนัธุ 

การเจริญ เสนใยอาหาร เสนใยอากาศ สปอร รงควัตถุที่ละลายน้าํ 

ISP1-TYEA NKP3-2 ดี ดี สีเหลืองขุน ดี สีขาว ดี สีขาว ไมสราง 

(Tryptone-yeast extract agar) LK3-10 ดี ดี สีเหลืองเขม ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

 NV1-4 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ปานกลาง สีขาว ปานกลาง สีขาว ไมสราง 

ISP2-YMEA NKP3-2 ดีมาก ดีมาก สีเหลืองเขม ดีมาก สีน้ําตาลเทา ดีมาก สีน้ําตาลเทา ไมสราง 

(Yeast-malt extract agar) LK3-10 ดี ดี สีเหลือง ดี สีเทาขาว ดี สีเทาขาว สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลือง ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

ISP3-OA NKP3-2 ดีมาก ดีมาก สีขาวเหลือง ดีมาก สีขาว ดีมาก สีน้ําตาล ไมสราง 

(Oat meal agar) LK3-10 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ปานกลาง สีขาว ปานกลาง สีขาว สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลือง ดี สีขาว ดี สีน้ําตาลเทา สราง 
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ตารางที่ 4.7(ตอ)  แสดงการเจริญของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP   

 

 

ลักษณะ 
ชนิดของอาหาร สายพนัธุ 

การเจริญ เสนใยอาหาร เสนใยอากาศ สปอร รงควัตถุที่ละลายน้าํ 

ISP4-ISSA NKP3-2 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ปานกลาง สีขาว ปานกลาง สีขาว ไมสราง 

(Inorganic salts starch agar) LK3-10 ดี ดี สีเหลือง ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลืองเขม ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

ISP5-GAA NKP3-2 นอย นอย สีเหลือง นอย สีขาว ไมสราง ไมสราง 

(Glycerol asparagines agar) LK3-10 นอย นอย สีเหลือง นอย สีขาว ไมสราง สราง 

 NV1-4 ดี ดี สีเหลืองเขม ดี สีขาว ดี สีขาว สราง 

ISP6-PYEA NKP3-2 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง นอย สีขาว นอย สีขาว ไมสราง 

(Peptone-yeast extract 

 iron agar) 
LK3-10 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลืองเขม นอย สีขาว ไมสราง ไมสราง 

 NV1-4 ปานกลาง ปานกลาง สีเหลือง ไมสราง ไมสราง ไมสราง 



 119 

 
 

รูปท่ี 4.35  ลักษณะโคโลนแีละสีของแอกติโนมัยซีตชนดิตางๆบนอาหาร ISP1  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.36  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP2  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.37  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP3 

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.38  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP4  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.39  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP5  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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รูปท่ี 4.40  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีตบนอาหาร ISP6  

A) ดานบนของสายพนัธุ NKP3-2     B) ดานลางของสายพนัธุ NKP3-2    

C) ดานบนของสายพนัธุ LK3-10     D) ดานลางของสายพนัธุ LK3-10   

E) ดานบนของสายพนัธุ NV1-4       F) ดานลางของสายพันธุ NV1-4 
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4.11.3 การศึกษาการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

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

บนอาหารวุนเอียง  peptone yeast extract iron agar  และอาหารวุนเอียง  tyrosine agar   

สามารถตรวจสอบการสรางรงควัตถุเมลานิน  จากการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อ  เมื่อสาย

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

เปล่ียนเปนสีน้าํตาลขุน  สายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4   ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของ

อาหารเล้ียงเชือ้เมื่อเจริญบนอาหาร  peptone yeast extract iron agar 

 

 4.11.4 การรีดิวสไนเตรท 

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

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

เปล่ียนเปนสีแดงเมื่อหยดดวยสารละลาย A และ B แสดงวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุสามารถรีดิวซไน

เตรตได สวนสายพันธุ NV1-4 สีของอาหารเล้ียงเช้ือไมมีการเปลีย่นแปลงเม่ือหยดดวยสารละลาย 

A และ B แสดงวาเชื้อไมสามารถรีดิวซไนเตรตได 

 

 4.11.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

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

ผิวหนาอาหารวุนเอียง peptone yeast extract iron agar พบวาสายพันธุ NKP3-2, LK3-10 และ 

NV1-4  ไมเกดิการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อสีน้าํเงนิดํา   และ TSI agar พบวาสายพนัธุ 

NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4 ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อเปนสีน้าํเงนิดํา    

 

 4.11.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร 

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

บนอาหารเล้ียงเช้ือ  modified bennett agar  ที่เติมสารที่ตองการตรวจสอบการยอยสลายสารแต

ละชนิดลงไป  ผลแสดงดังตารางที ่4.8 
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ตารางที่ 4.8  แสดงความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบ 

 

หมายเหตุ + : ยอยได - : ไมยอย 

 

 4.11.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

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

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  modified bennett agar  และตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ  4  10 

30 37 45 และ  55 องศาเซลเซียส  ผลการเจริญแสดงดังตารางที ่4.9 

ตารางที่ 4.9  ความสามารถในการเจริญของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2, LK3-10 และ 

NV1-4 ที่อุณภูมิตาง ๆ  

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

ผลการยอยสลายสารทดสอบของแอกติโนมัยซีต  

สารทดสอบ 
สายพนัธุ NKP3-2 

สายพนัธุ 

 LK3-10 
สายพนัธุ NV1-4 

อะดีนีน  (adenine) + - + 

ไทโรซีน  ( tyrosine) + + + 

ไซแลน  (xylan) + + + 

แซนทนี  (xanthine) + + + 

เคซีน  (casein) + + + 

เจลาติน  (gelatin) + + + 

แปง  (starch) + + + 

เล้ียงที่อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
สายพนัธุ NKP3-2 สายพนัธุ LK3-10 สายพนัธุ NV1-4 

4 - - - 

10 - - - 

30 + + + 

37 + + + 

45 + + + 

55 + + + 
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 4.11.8 การตรวจสอบการเจริญทีพ่ีเอชตาง ๆ  

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

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  modified bennett agar  ที่ปรับพีเอชเทากับ  4  4.5  5  5.5  6  8  8.5  และ 9  

ผลการเจริญแสดงดังตารางที่ 4.10 

ตารางที ่ 4.10  แสดงความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2, LK3-10 

และ NV1-4  ที่พีเอชตาง ๆ 

 

พีเอช 
แอกติโนมัยซีต 

4 4.5 5 5.5 6 8 8.5 9 

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

 

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.11.9 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

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

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ  basal medium agar  ที่เติมสารประกอบไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อ

ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน โดยเปรียบเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเช้ือ 

basal medium agar  ที่ไมเติมสารประกอบไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคืออาหารเล้ียงเชือ้ 

basal medium agar  ที่เติมแอสปาราจีน  หรือโปรลีน  ผลแสดงดังตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.11  แสดงความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ   

NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4 

 

                     ความสามารถในการเจริญ  
สารประกอบไนโตรเจน 

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

L-อาจินีน  (L-arginine) + + + 

L-ฮีสทิดีน (L-histidine) + + + 

L-เมทไธโอนนี  

(L-methionine) 

- - + 

โพแทสเซียมไนเตรท  

(potassium nitrate) 

+ + + 

L-ซีรีน (L-serine) + + + 

L-ธีโอนีน (L-theonine) + + + 

L-วาลีน (L-valine) + + + 

B-อะลานีน (B-alanine) + + + 

L-กลูตามีน  (L-

glutamine) 

+ + + 

 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

      ชุดควบคุมลบ : อาหารเล้ียงเชื้อ basal medium agar ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน 

    ชุดควบคุมบวก : อาหารเล้ียงเชื้อ basal medium agar ที่เติม 0.1% L-asparagine 

 

 4.11.10  การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

   จากการนําแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  มา

เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเชือ้  carbon utilization agar  ที่เติมสารประกอบคารบอนแตละชนิดลง

ไปเพื่อตรวจสอบการใชแหลงคารบอน  โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียง

เชื้อ  carbon utilization agar  ที่ไมไดเติมสารประกอบคารบอน  และชุดควบคุมบวกคือ  อาหาร

เล้ียงเชื้อ  carbon utilization agar  ที่ประกอบดวยกลูโคส  ผลแสดงดังตารางที่ 4.12 
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ตารางที ่4.12  แสดงความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  NKP3-2, 

LK3-10 และ NV1-4 

ความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีต 
สารประกอบคารบอน สายพนัธุ 

NKP3-2 

สายพนัธุ 

LK3-10 

สายพนัธุ 

NV1-4 

L-อะราบิโนส  (L-arabinose) + + + 

เดกแทรนซ  (dextrane) + + + 

D-ฟรุกโตส  (D-fructose) + + + 

D-กาแลคโตส  (D-galactose) + + + 

มีโซ-อินโนซิทอล  (meso-inositol) + + + 

D-แลคโตส  (D-lactose) + + + 

D-แมนนิทอล  (D-mannitol) + + + 

D-แมนโนส  (D-manose) + + + 

L-แรมโนส  (L-rhamnose) + + + 

ซูโครส  (sucrose) + + + 

ทรีฮาโลส  (threhalose) + + + 

ไซโลส  (xylose) + + + 

โซเดียมอะซิเตต   

(sodium acetate) 

+ + + 

โซเดียมซิเตรท  (sodiumcitrate) + + + 

 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

     ชุดควบคุมลบ : อาหารเล้ียงเชื้อ carbon utilization agar ที่ไมเติมแหลงคารบอน 

    ชุดควบคุมบวก : อาหารเล้ียงเชื้อ carbon utilization agar ที่เติม 1.0% glucose 
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4.13 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4  โดย
วิเคราะหลําดับเบสของยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA   
 

 จากการจําแนกแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 ตามหลักการ

จําแนกอางอิงตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 9 (Williams และ

คณะ, 1994)  พบวาแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 จัดอยูในสกุล  

Streptomyces  จากผลที่ไดยังไมสามารถจําแนกสปชีสที่แนชัดได  จึงไดทําการตรวจหาลําดับเบส

ของดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหัส 16S rRNA  ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  NKP3-2 LK3-10 และ NV1-

4 แตเนื่องจากยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมัยซีตเปนยนีที่มีขนาดใหญ และมีบริเวณ

ลําดับเบสอนุรักษ (conserved sequence)  อยูมาก  โดยใชไพรเมอร PA PH และ StrepF เพื่อให

มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดหลายขนาด และสามารถครอบคลุมชวงที่มีความแตกตางกนัของ

ลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA มากที่สุด  (hypervariable region)  และสง PCR 

product  ของสายพนัธุ NKP3-2 LK3-10 และ NV1-4 ไปวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสั 

16S rRNA   

จากการตรวจสอบขนาดของ PCR product เบ้ืองตนดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 

สามารถแสดงไดดังรูปที่ 4.40 
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       1          2           3          4         5          6          7          8  

 
 

รูปท่ี 4.41 ขนาดของ PCR product เมื่อใชไพรเมอรชนดิตางๆบนอะกาโรสเจล 

Lane 1 และ 8 : DNA marker ขนาด 1,500 bp 

Lane 2 : PCR product ของสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใชไพรเมอร PA/PH 

Lane 3 : PCR product ของสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใชไพรเมอร PA/StrepF 

Lane 4 : PCR product ของสายพนัธุ LK3-10 เมื่อใชไพรเมอร PA/PH 

Lane 5 : PCR product ของสายพนัธุ LK3-10 เมื่อใชไพรเมอร PA/StrepF 

Lane 6 : PCR product ของสายพนัธุ NV1-4 เมื่อใชไพรเมอร PA/PH 

Lane 7 : PCR product ของสายพนัธุ NV1-4 เมื่อใชไพรเมอร PA/StrepF 

 

 

ผลการวิเคราะหลําดับเบสช้ินสวนดีเอ็นเอของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2, LK3-10 และ 

NV1-4   แสดงดังรูปที ่4.41, 4.42 และ 4.43 ตามลําดับ 

 

ATCGACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGG

GCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATG

ACCGTCTTGGGCATCCTTGACGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCG

GCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGC

CTGAGAGGGCGACCGGTCACACTGGGACTGAGCCACGTTTACAAATATATACGGGA
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GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT

GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTG

ACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

TAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTC

ACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGG

CTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT

CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGA

GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

GTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAA

GTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC

CAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGT

ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTC

ACTGGAGACCGCCG 

รูปท่ี 4.42  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

      NKP3-2 จํานวน 1,082 เบส 

 

CGAACGATGAACCGGTTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG

GGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAT

GACTACCGACCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCC 

GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCC

GGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG

GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCC

GCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCA

AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA

TACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT

TGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGG

CAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCA

GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTG

AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
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AACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCA

TTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACG 

GGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCT

TACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACACTCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGG

TGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

CGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCTTTCGGGGTGATGGGGA

CTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACT  

รูปท่ี 4.43  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

      LK3-10 จํานวน 1,093 เบส 

 

AGCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTG

GGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAC

CACTCTCGCAGGCATCTGTGAGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGC

GGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGG 

CCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG

AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGC

GTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGT

GACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

GTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGT

CACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTA

GCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATA

TCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGA

GCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

GTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAA

GTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG

CCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACC

AAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGTGTA

CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA 
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ACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCA

CAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGA 

รูปท่ี 4.44  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

      NV1-4 จํานวน 1,096 เบส 

 

 จากนั้นลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  ของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  

NKP3-2, LK3-10 และ NV1-4   มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA  ที่

บันทกึ และรวบรวมไวใน GenBank DNA database จากเว็บไซต  

0http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาลําดับเบส 16S rRNA  ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  

NKP3-2 มีเปอรเซ็นตความเหมือน (%identity) กับ Streptomyces sp. เทากับ 98% ทั้งหมด 12 

สายพนัธุ นํามาสราง dendogram พบวาสายพนัธุทีม่คีวามใกลเคียงมากที่สุดคือ Streptomyces 

sp. 1A01654   ลําดับเบส 16S rRNA  ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ  LK3-10 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือน (%identity) กับ Streptomyces sp. เทากบั 99% ทั้งหมด 24 สายพันธุ นาํมาสราง 

dendogram พบวาสายพันธุที่มีความใกลเคียงมากทีสุ่ด 3 สายพันธุคือ Streptomyces sp. 

AB2A  Streptomyces hygroscopicus subsp. hygroscopicus และ Streptomyces 

hygroscopicus    ลําดับเบส 16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ    NV1-4 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือน (%identity) กับ Streptomyces sp. เทากบั 100% ทัง้หมด 3 สายพันธุ นาํมาสราง 

dendogram พบวาสายพันธุที่มีความใกลเคียงมากที่สุดคือ Streptomyces hygroscopicus 

strain 3088   
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รูปท่ี 4.45  Dendogram แสดงระดับความสัมพนัธทางพันธุศาสตรของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 

NKP3-2  LK3-10  NV1-4 และแบคทีเรียกลุมอ่ืน โดยการวิเคราะหความเหมือนของยนีที่ประมวล

รหัส 16s rRNA
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ตารางที่ 4.13  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุNKP3-2  LK3-10 และ NV1-4  เปรียบเทียบกบั 

Streptomyces hygroscopicus บนอาหาร ISP2 

 

สายพนัธุแอกติโนมัยซีต ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีรวิทยา NKP3-2 LK3-10 NV1-4 Streptomyces hygroscopicus 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง เหลือง เหลือง 

สีของสายใยอากาศ น้ําตาล เทา ขาว เทา 

สีสปอร เทาดํา เทาดํา เทา เทาดํา 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก (cylindrical) ทรงกระบอก (cylindrical) รูปไข (ovoid) รูปไข (ovoid) 

ลักษณะผิวสปอร เรียบ ขรุขระ เรียบ ขรุขระ 

ลักษณะสายสปอร เกลียว เกลียว เกลียว เกลียว 

การสราง 

รงควัตถุเมลานิน 
+ + + + 

รงควัตถุที่ละลายน้าํได - + + + 

การรีดิวซไนเตรท + + - + 

การยอยสลาย 

เจลาติน 
+ + + + 
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ตารางที่ 4.13(ตอ)  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4  เปรียบเทียบกับ   

Streptomyces hygroscopicus 

 

สายพนัธุแอกติโนมัยซีต ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีรวิทยา NKP3-2 LK3-10 NV1-4 Streptomyces hygroscopicus 

อะดีนีน + + + + 

แปง  + + + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

L-แรมโนส + + + + 

D-ฟรุกโตส + + + + 

D-กาแลคโตส + + + + 

ซูโครส + + + - 

มีโซ – อินโนซิทอล + + + + 

ไซโลส + + + + 

D-แมนนทิอล + + + + 

ทรีฮาโลส + + + + 
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ตารางที่ 4.13(ตอ)  แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีตสายพันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4  เปรียบเทียบกับ   

Streptomyces hygroscopicus 

 

สายพนัธุแอกติโนมัยซีต ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีรวิทยา NKP3-2 LK3-10 NV1-4 Streptomyces hygroscopicus 

การใชแหลงไนโตรเจน 

L-อาจินีน   

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

L-ฮีสทิดีน  + + + + 

L-เมทไธโอนนี  - - + - 

L-ซีรีน + + + + 

L-ธีโอนีน  + + + + 

L-วาลีน  + + + + 

B-อะลานีน  + + + + 

L-กลูตามีน   + + + + 

หมายเหตุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : www.freepatentsonline.com 

 

http://www.freepatentsonline.com/�


บทที่ 5  
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 

 จากการคัดแยกแอกติโนมยัซีตจากตัวอยางดินในจังหวัดตางๆในประเทศไทย จํานวน 36 

ตัวอยาง ไดแก จังหวัดตาก ลําปาง นครสวรรค ปทุมธานี นาน นครศรีธรรมราช ระยอง พิษณุโลก 

สกลนคร เชยีงราย สุราษฎรธาน ีสามารถแยกแอกติโนมัยซีตได 115 สายพนัธุ เมือ่นํามาทดสอบ

ความสามารถในการสรางเซลลูเลสเบ้ืองตนบน CMC agar พบวามีแอกติโนมยัซีตที่สามารถสราง

เซลลูเลสไดจํานวน 71.30% และจํานวนแอกติโนมยัซตีที่ไมสรางเซลลูเลสมีจํานวน 28.70%  โดย

ทําการจัดอันดับจากอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

(Ratio of the size of  CMC hydrolysis zone to colony diameter)  โดยพบวาแอกติโนมัยซตี

สายพนัธุ NKP3-2   ที่แยกไดจากตัวอยางดินในนาขาว อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค มีอัตราสวน

ระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนทีี่เวลา 7 วันมากที่สุดเทากบั 

4.30 เซนติเมตร ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Abdulla H.M. และคณะ (2007) ที่ทาํการแยกแอกติ

โนมัยซีตจากดินในสวนพฤกศาสตร ประเทศอียิปต ศึกษาเซลลูเลสแอกติวิตีโดยการยอยสลาย 

กระดาษกรองและฟางขาวเหลือใช พบวาแอกติโนมัยซีตสวนใหญสามารถยอยสลายฟางขาวได

อยางที่มีประสิทธิภาพ  และไดนําแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 ที่คัดเลือกไดมาศึกษาเอนไซม

แอกติวิตี โดยจากการศึกษาผลของแหลงคารบอนคือ คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส และแอลฟา 

เซลลูโลส ตอการสรางเซลลูเลสพบวา แอกติโนมยัซตีสายพนัธุ NKP3-2 สามารถใชคารบอกซี

เมทิลเซลลูโลสไดดีกวา โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีสูงสุดในวันที ่ 4 ของการทดลองเทากับ  260.859  

mU/ml     โดยเอนไซมแอกติวิตีเมื่อใชคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส และแอลฟา เซลลูโลส เปนแหลง

คารบอนมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ  และน้ําหนกัแหงในระยะเวลาเดียวกนั เมื่อใชคาร

บอกซีเมทิลเซลลูโลส และแอลฟา เซลลูโลส เปนแหลงคารบอน พบวามีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนคือ NH4Cl และ KNO3 ตอการสรางเซลลูเลสพบวา แอกติ

โนมัยซีตสายพันธุ NKP3-2 สามารถสรางเซลลูเลสในอาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม NH4Cl ไดสูงกวาใน

อาหารเล้ียงเชือ้ที่เติม KNO3 โดยมีเซลลูเลสแอกติวิตีสูงสุดในวันที ่ 5 ของการทดลอง เทากับ 

249.75 mU/ml    จะเหน็ไดวาเซลลูเลสแอกติวิตีเมื่อใช NH4Cl เปนแหลงไนโตรเจน มีคาใกลเคียง

กับกับเซลลูเลสแอกติวิตีเมื่อใช yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน โดยไมมีความแตกตางกนัทาง

สถิติ ดังนั้นจึงมีแนวโนมทีส่ามารถนํา NH4Cl มาใชเปนแหลงไนโตรเจนท่ีมีตนทุนตํ่ากวาแทน 

yeast extract ได    และน้าํหนักแหงในระยะเวลาเดียวกัน เมื่อใช NH4Cl และ KNO3 เปนแหลง

ไนโตรเจน พบวาไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ การศึกษาผลของ pH ตอการสรางเซลลูเลสพบวา
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m~I~L~tJ~L~il~iJ pH LvilnlJ 6 iJL"ll~~L~~LLiln~';)~~~~V11k!t5'k!~ 4 LV1tJiJl"ilLvi1nlJ 368.56 

mU/ml ffi~~~l-J1Flil~ pH 5 7 8 LL~::: 9 ml-J~I~lJ LV1m"ll~~L~~LLiln~1~1k!LLI?i~ :::m~I~L~tJ~ 
'IJ 

'" I • " 

L~ilYliJl"il pH tSl-J~k!LvilnlJ 5 6 7 8 LL~::: 9 iJfl'lIl-JLL~nl?il~nk!ilrJl~iJ'l!m~ll"iry il1~'l!mL~~lk! 

~:::tJ ::: L'l~IL~tJ'lnk!~ pH 5 8 LL~::: 9 hjiJf1'lIl-JLL~nl?il~nk!Vl1~~~~ LL~:::~I~~mL~~~ pH 5 6 

LL~::: 7 hjiJfl'lIl-JLL~nl?il~nk!Yl1~~~~ n1~~mfltJ~'1Iil~ilru~Jli1l?iiln1~~h~L"ll~~L~~VilJ~1 LLiln 
• 'IJ 'IJ 

L"ll~~L~~LLiln~';)~LYi1nlJ 264.90 LL~::: 220.04 mU/ml lk!t5'k!~ 3 LL~::: 4 ~1l..J~I~lJ LV1m"ll~~L~ 
'IJ " . " " 

~ LL il n ~1 ~1 k!LLI?i~:::il ru~Jli1Yh~ tJ~ iJ fl'lll-J LL~ n l?il~ nk!ilrJl~iJ~tJ ~ ll"i ru lll~~n LL ~~ 1 k! ~:::tJ:::L 'l ~1 
• 'IJ ~ . " . ci _Q"::::' Q.Q I 0 _ IIQ .c:t. 

LV1tJ'lnk!Ylilru~Jll-J 30 il~fi\IL"ll~L"lltJ~ l-Jfl'lIl-JLL~n~I~'"llnk!I~k!mL~~Ylilru~Jll-J 45 LL~::: 55 
III flJ .. '\J 

il~fi\IL'lI~L;tJ~ ilrJl~iJ~tJ~ll"iry k!iln'"lln;1fi~iJntJ~Ik!LV1tJ Andre Luiz Grigorevski de Lima 

LL~:::flru:::(2005) VilJ~1 Streptomyces drozdowiczii ~1l-Jl~(1~h~ CMCase Hl~~~V1LYi1nlJ 

595 U/I LriilL~tJ~lk!m~I~L~mL~il~iJ CMC LL~::: yeast extract Ltlk!LLWci~mflJilk!LL~ :::LL~~~ 
lk!L~n'"lk! ~1l-J~I~lJ LL~:::Lilk!l'l1,r~Il-Jl~(1fl~j;J'llcJl~~ru~1Ji1 50 il~fi\IL"lI~L;tJ~ pH 5 lcJlk!lk! 1 

i'lLl-J~ 

U!)~'lk!:::Li1il~~k!filJJ~nL~fl~'lI 6 "lIUV11C11LLrl Pythium aphanidermatum DOAC 1662, 

Phytophthora parasitica DOAC 0005, Col/ectotrichum capsici DOAC 1196, Fusarium 

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

0893 LL~::: Alternaria porri DOAC 1756 LV1tJ1fi Dual-culture VilJ~liJLLiln~Lk!irtJ~~~~Il-Jl~(1 

~~1~ ~1~U!)~'lk!:::filJJ~ ~1 L~fl~'lI1C11~ lk!'lk! 66. 96% LL~:::iJ LL il n ~L k!irtJ; ~~llJ~Il-J 1~(1~ ~1~~1~ 
" U!)~'lk!:::filJfi~n hfl~"lI1~~Ik!'lk! 33.04% 

" " "lIUV1iJ~Ik!'lk! 13.91 % tTlJtT~n1C11 4 'lIUV1iJ~Ik!'lk! 20.00% filJtT~n1cJl 5 "lIUV1iJ~Ik!,)k! 
" .... " I 

15.65% tTlJU~~11C11 6 "lIUVliJ~Ik!'lk! 1 0.43% i~\lLLiln~Lk!irtJ~~Yl~Il-Jl~(1~~I~~I~U!)~'lk!::: 

i~ ~l..J V1 ~ ll-Jl ~(1filJJ~n hfl~"ll1C11~ 1 LVi 1 :::LL~ n l?il~ nk! 1u ml-J LLI?i~:::~ltJ~k!fiLL iln ~L k!irtJ; ~ • 

'"l1 n n1~I"iV1 L~il n LLiln~L k!irtJ;~~ltJ~k!~~iJ fl'lIl-J~Il..Jl~(11 k!n1),~ ~1~~I~U!)~'lk!::: VilJ~1 ~ltJ 
" " ~k!fi LK3-10 NKP3-2 LL~::: NV1-4 ~1l-Jl)'(1filJfi~n L),fl~"lI1cJli~ 6 "llUVl LVltJ~ltJ~k!fi LK3-10 • • 

" ~1l..Jl)'(1filJfi~),1 Pythium aphanidermatum (~Y=31l..Jl-J . ) LL~ ::: Fusarium oxysporum f.sp. 
, " 

A 1 """"" Iycopersici (LlY=11 .7l..Jl-J .) V1VlYl~V1 ~ltJ~k!~ NKP3-2 ~1l..Jl~ClUlJU~),1 Pythium 
>-

aphanidermatum (~Y=28. 8l-Jl-J . ) lC11),il~~~l..Jl LL~ :::~ltJ~k!~ NV1-4 ~1l..Jll'(1UlJU~n Pythium 
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aphanidermatum (~Y=25 . 2lJlJ . ) LL~:; Fusarium oxysporum f. sp. Iycopersici (~Y=9 . 5 

mJ.) l~U!l£l~~(;l L~'mVi£lUflU~l£lli''Ufi NKP3-2 LL~ :; NVl-4 LL~:;L~!lLL~(;l-.lCJf'lm':;'VlULL~:;mJ' , , 

Ltl~ £l'ULL tl~-.l LI"1N~¥l-.l"ll!l-.l n'Vl (;l~!lU ~,)£l~ 1 J'tl5~')'U:;~ ~¥l-.l L(;ItJlL!l n ~L 'U,r£l~Ifl~l£lli''U~ LK3-1 0 
., " 

L(;l£l n~!l-.l9~'VlJ'J'P\1I~ Lii n 1flJ'!l'U YiU~lii mJ'ltl~£l'ULLtJ~-.lVi~-.lLn Ifll~ l~LLri L~'U 1£liimJ'~Ifl~'U~-.l , 

L~'U1£liimJ'ltJ~£l'ULLtJ~-.lLiinu!l£l LtI'U~'U i-.lntT-.lYiU~l~l£lli''U~ NKP3-2 ~R(;IL~!ln 1~9l nmJ' 

'Vl (;I~!lUmllJ~llJ1H11 'UmJ'~~l-.l L'~~L~~ ~llJ1J'C1~~1-.l~1J'tJ5~')'U:;tTu5-.ln hrlYi"ll't~i-.l 6 

"l!U(;ll~'UJ':;(1)u~-.l~n ~,)£l .. 

.yi1mJ'~m~t1~nMru:;'Vll-.l~ru~1'U1'Vlm Jll£l1~n~!l-.l'f'l'VlJ'J'P\1I~!l-.l~~1-.l (light microscope) 

n~!l-.l9 ~'VlJ'J'P\1I~ LIfl'f:iH!l (stereo microscope) LL~:;n~!l-.l9~'VlJ'J'P\~ Lii nlflJ'!l'ULLUU~!l-.l nn (;l , , 

(SEM) YiU~li-.l~llJ~l£lli''U~!l~1'U~tr~ Streptomyces 9lnCJ~~1~tT-.lhj~llJ1J'C1~lLL'Un~U~~ 
~ LLUi (;l1~ ~-.l ~!l-.lYil m J'~ nMl~ nMru:;'Vll-.l~,) Ll"1ii LLf'l:;~nMl~l (1)U LU~"II!l-.l ~ L~'UL!l~tJJ':;lJ,)~J'~~ 

16S rRNA 
, 

"" 16S rRNA lJln'Vl~(;l , 

(hypervariable region) (1)-.l,r'U~-.l!l!lmLuulYiJ'llJ!lf 9ln,r'Ul1l PCR product ~'t~9lnmJ'H 

primer 2 fi l~LLri PA flU PH LL~:; PA flU StrepF ~-.l1Ll"1n:;~~u1';'Vl ,)!lfc;) LlJ~n ~lfl(;l1'U .. 
~,)'U"ll!l-.l First BASE Laboratories. Selangor Darul Ehsan tJJ':; L'VlP\lJ1L~L;£l L~!l1LM1:;~~1 

• " ""~ " _ ~ ." • I ~ a ~ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blasVbeta/ 'Ul L!ll"11!l~~'Vl ~(;l9l n mJ'lUJ'£lu L'Vl£lULu!lJ'L"II'UIflI"1,)llJ 

L~ii!l'U"II!l-.l~1(1)ULU~1'U GenBank DNA database lJlr.rc;)Li£l-.l~1(1)ULU~Lc;)tl1-ifi:tJJ'lLmlJ 

ClustalX LL~:;YilmJ'~~l-.l Phylogenetic tree bc;m1-ifi:tlnLnJ'lJ PAUP 4.08 b YiU~l~l(1)ULU~ 

16S rRNA "ll!l-.lLL!ln ~L'U,r£l;Ifl~l£lli''Uf NKP3-2 iiLtl!lfL~'Uj;JI"1,)llJL~ii!lkl (%identity) flU 
" , 

I ........ ..., ~ 0 tI' I'" cr<C:II 

Streptomyces sp. L'VllnU 98% 'Vl-.l~lJ(;l 12 ~l£lYi'U~ 'UllJ1Ml-.l dendogram YiU,)l~lt1Yi'U~'Vl 

iil"1,)llJ1n~LFltl-.llJln~~(;lf;i!l Streptomyces sp . 1A01654 ~l(1)ULU~ 16S rRNA "II!l-.lLL!ln~L'U 

,r£l;Ifl~l£l~'U~ LK3-1 0 iiLtJ!lfL~'Uj;JI"1,)llJL~ii!l'U (%identity) flU Streptomyces sp. LVl1flU 
" ,. 

99% "'-.l~lJ(;l 24 ~l£l~'U~ l1llJl~~l-.l dendogram YiU~1~1t1~'U~ViiimllJ1n~LFlmlJlnVi~(;l 3 

~ ..... 
~l£lYi'U~I"1!l Streptomyces sp. AB2A Streptomyces hygroscopicus subsp . 

hygroscopicus LL~:; Streptomyces hygroscopicus ~l(1)ULU~ 16S rRNA "II!l-.lLL!ln~L'U,r£l 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/beta/
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.. 
Fl'B Streptomyces hygroscopicus strain 3088 

, ~ 

3 ~1t1~ufisD'I"ll'JtlrJ'BtI~~1m'll~~ L~~ LL~:::l1'1iJ'I"ll'JtI . ~ 

aphanidermatum LL~::: Fusarium oxysporum f.sp. Iycopersici hm Pythium 

aphanidermatum ~1L~~hFll'1nLl.hLL~:::LU1Fl'il~U (Damping off, Root rot) L-D\'! Ll'Fl LFlULU1 

"lI'B'I~Un~1 LL(;]'1n'J1 ~'11il:::LL'Yiil':::U1C;) 1~~1t1 Lc;)tI n1l'~ (;]1.11 nULlJ~vm1'B'ilrJ1 U~U j:::U1 Vl LVltl~1 
~ 

~ ~ 

~1'Yi'Jn LLlJULFlL'lIU L1.hUL'ilLUU l\.!ml'n14'c;)LjFlnnLt.hLL~:::Lu1Fl'il~\.!m~ U'Bnlil1nU Fusarium 

oxysporum f.sp. Iycopersici ~1L~~Ljf)L~mL~~'B'I (Fusarium wilt) L-DU hFlL~m'll'B'IlJ:::L;'B 
~ , 

LYlf'! LVltl n~1lJ1l'mL'Yiim:::Iil1t1 dh hJ1~11'1Yl1'1n nLL~ :::~h~u'lI'il'lY;"lI ~'1ijLLU'J L UlJVilil:::~1lJ1nl 

H'LL'il n ~L uirtl; (;]LLVlUml' H'~1nFlij~1'Yi'Jn LU L \.!ij~ mfLUUVl1:nlJ l\.!ml'n14' Vl hFl L~mL~~'B'I~ 
'" I II II 

1~ U'Bnlil1nul\.!illil'UUn1l'Vi1~tI~irn;'J1l1'Yi L!-lJijn1l'i!1i!1mn~1 (Distillery Slop) L1JUi!1 

~'11il1n~'ilni\.!lu'il(;]~1~mnJn1miu~n LnVllil1nrl(;]n~u~1-iiluml'~ilnM1 l~LLri 
ill ., ., ill 

~ , , 
n1ni!1(;]1~ ~'1ij~1l'1.h:::n'BU N P LL~::: K Vi~1lJ1l'ni!11t1Hth:::LtI"lI\.!1Vltl(;]j'lYl1'1mjLm~(;]~1~ 

LU\.!'elrJ1'1~ U'iln"1n~iJ'Iij~'Jutll':::n'ilU''JI'il'lU~ vf~Hil. um:::u'Jumn~ir ntlUlJ1 ~'JtI LL'Bn ~L uiltl . , ~ 

; (;]~1t1~ufi NKP3-2 ~'1ij LL U'J L UlJVi~1lJ1jnrJ'BtI~~1mL ~~'11u L(;]nlilUIil1 nu~ vfdj'eli!1i!1 m n~1 • 

lJ1~~l,m1mc;)mm'il'lt1t11 um~Vi1t1t1~iln 1~ 1 Un1l'Vi1t1t1~irn LvltlvT'J 1t1 irnij n1~Fl~nn'B'It1t1 ..., ., ., ., 
, ~ , 

~'JtI NH4Ci ~1'il KN03 LY;'ilL1JuLm~'11uL(;]~LIilU ~'1l1u~'1L1Ju-if'il~Vilil:::~1lJ1~ntll':::tJn(;]1-ifLL'Bn~ 
~ ~ 

Luiltl;(;]~1t1~ufi NKP3-2 L1Ju~'JLii'illun'il'lt1t1~irnu1~ • • 

n1~i!1 LL 'iln ~L uirtl' (;]lJ11.h:::tI n r;il ;i'JlJ nUL un ~:::1.J'J um jy'i1t1t1~ir n L ~tl m~Fl'JU FllJ Ll'Fl • •• .. ~ 

Y;"lI ~'JtI''J';jfi ~c;) ~\'!YlU 1 umj4' Vlii'il~1jLFlij 11'1iJ'I"lhtlfmn~1l1'Yi LL 'J C;)~'illJ ~'1U11il:::L1J\.!t1~::: LtI"lIoW • 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. โซเดียม เคซิเนต อการ (Sodium Caseinate Ager) 
 โซเดียมเคซิเนต (Sodium caseinate)    2.0 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.5 กรัม  

 แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.2 กรัม 

เฟอรัสคลอไรด (FeCl3)      0.01 กรัม  

 วุนผง        18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 เติม cycloheximide ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ nystin 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สาร

ปฏิชีวนะทําใหปลอดเช้ือโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตรและเติมในอาหาร

เล้ียงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แบบมาตรฐานที่อุณหภูม ิ50 oC 
 
2. นิวเทรียนท อการ (Nutrient Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน (Bacto peptone)    5.0 กรัม 

 วุนผง        18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
3. แมนนิทอล มังบนี อการ (Mannitol Mungbean Agar) 
 ถั่วเขียวบด       20.0 กรัม 

 น้ําตาลแมนนทิอล (D-mannitol)     20.0 กรัม 

 วุนผง        18.0 กรัม 

 น้ําประปา       500.0 มิลลิลิตร 

น้ํากล่ัน        500.0 มิลลิลิตร  
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 ตมถั่วเขียวบดกับน้าํประปาจนเดือด กรองเอาถ่ัวเขียวออก นาํน้ําตมถัว่เขียวที่ไดมาเติม

น้ําตาลแมนนทิอล และน้ํากล่ัน ปรับพเีอชเทากับ 7.0 เติมวุนผง แลวนาํไปตมจนเดือดอีกคร้ังนึ่งฆา

เชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
4. แซบบรอท อการ (Sabouraud Agar) 
 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    200.0 กรัม 

 เดกซโตรส (Dextrose)      40.0 กรัม 

 วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร  

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5. โปเตโต เดกซโตรส อการ (Potato Dextrose Agar) 
 มันฝร่ัง        200.0 กรัม 

 เดกซโตรส (Dextrose)      20.0 กรัม 

 วุนผง        20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาท ีกรองเอาสวนน้าํใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
กลโูคส ยสีต มอลล เอกซแทรก อการ (Glucose Yeast Malt Extract Agar) 6. 

 กลูโคส        4.0  กรัม 

 สารสกัดจากยสีต      4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล      10.0 กรัม 

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)     2.0 กรัม  

 วุนผง        17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอช เทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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7. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส อการ ( Carboxymethyl cellulose agar) 
 Carboxymethylcellulose     5 g. 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    1 g. 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.7 กรัม  

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   0.3 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4)      0.001 กรัม 

วุนผง        15.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
8. คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส บรอท ( Carboxymethyl cellulose broth) 
 Carboxymethylcellulose     5 g. 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    1 g. 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.7 กรัม  

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   0.3 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4)      0.001 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
9. แอลฟา เซลลูโลส บรอท (alpha-cellulose broth) 
 แอลฟา เซลลูโลส      5 g. 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    1 g. 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.7 กรัม  

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   0.3 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 
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เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4)      0.001 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
10. ISP1 ทริปโตน ยสีต เอกซแทรก อการ (Trypton-Yeast Extract Agar) 
 ทริปโตน (Trypton)      5.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    3.0 กรัม 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
11. ISP2 ยีสต มอลล เอกซแทรก อการ (Yeast-Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลล (Malt extract)    10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    4.0 กรัม 

 กลูโคส        4.0 กรัม 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
12. ISP3 โอต มีล อการ (Oat Meal Agar) 
 ขาวโอต (Oat meal )      20.0 กรัม 

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ตมขาวโอตในน้ํากล่ันโดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาที นํามากรองผานผา 

ขาวบาง เติมน้ํากล่ันลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เติม Trace salt solution ปรับพีเอช

เทากับ 7.0 นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน (*ภาคผนวก ก หมายเลข 21) 
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13. ISP4 อินออแกนิก ซอลล สตารช (Inorganic Salts Starch Agar) 
 แปง (Soluble starch)      10.0 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    1.0 กรัม  

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      1.0 กรัม 

แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4)     2.0 กรัม  

แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)     2.0 กรัม  

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 21) 

 
14. ISP5 กลเีซอรอล แอสปาราจีน อการ (Glycerol Asparagines Agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)      10.0 กรัม 

 แอล แอสปาราจีน (L-asparagine)    1.0 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 21) 

 
15. ISP6 เปปโตน ยสีต เอกซแทรก ไอรออน อการ (Peptone Yeast Extract Iron Agar) 
 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    15.0 กรัม 

 โปรติโอส เปปโตน (Proteose peptone)    5.0 กรัม 

 เฟอริก แอมโมเนียม ซิเตรต (Ferric ammonium citrate)  0.5 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4)      0.08 กรัม  
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 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    1.0 กรัม 

วุนผง        18.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
16. ไทโรซีน อการ (Tyrosine Agar) 
 กลีเซอรอล (Glycerol)      15.0 กรัม 

 แอล แอสปาราจีน (L-asparagine)    1.0 กรัม 

 แอล ไทโรซีน (L-Tyrosine)     0.5 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม  

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    1.0 กรัม  

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution)   1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2-7.4 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 21  ) 

 
17. ไนเตรต อการ (Nitrate Agar) 
 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    5.0 กรัม 

 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     3.0 กรัม 

โพแทสเซียมไนเตรท (KNO3)     2.0 กรัม  

วุนผง        5.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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18.  โมดิฟาย เบนเนท อการ (Modified Bennett’s Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)     1.0 กรัม 

 กลีเซอรอล (Glycerol)      10.0 กรัม 

 แบคโตเปปโทน (Bacto peptone)    2.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    1.0 กรัม 

วุนผง        15.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
19. เบซอล มีเดียม (Basal Medium Agar) 
 กลูโคส        10 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      0.5 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม 

วุนผง        12.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

 
20. คารบอน ยูทิไลเซชั่น อการ (Carbon Utilization Agar) 

แอมโมเนยีมซัลเฟต ((NH4)2SO4)     2.64 กรัม  

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   1.0 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2HPO4)   2.38 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.5 กรัม 

*สารละลายเทรซซอลลของ Pridham และ Gottlieb  1.0 มิลลิลิตร 

วุนผง        12.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.0 
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นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 oC และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาท ี

(*ภาคผนวก ก หมายเลข 22  ) 

 
21. สารละลายเทรซ ซอลล (Trace Salts Solution) 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.01 กรัม 

แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)     0.1 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnS04.7H2O)     0.1 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 μm และเติมลงในอาหารทีฆ่าเช้ือแลว

ที่อุณหภูมิ 45-50 oC 

 
22. สารละลายเทรซ ซอลลของ  Pridham และ Gottieb 
 (Pridham และ  Gottlieb trace salt solution 
 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.7H2O)    0.64 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)     0.11 กรัม 

แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)     0.79 กรัม 

ซิงคซัลเฟต (ZnS04.7H2O)     0.15 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 μm และเติมลงในอาหารทีฆ่าเช้ือแลว

ที่อุณหภูมิ 45-50 oC 
 
23. กลโูคส ยีสต มอลล เอกซแทรก บรอท (Glucose Yeast Malt Extract Broth) 
 กลูโคส        4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล (Malt extract)    10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)    4.0 กรัม 

วุนผง        17.0 กรัม 

น้ํากล่ัน        1,000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและวิธีการเตรยีม 
 

1. สารละลายที่ใชทดสอบบริเวณใส (Clear zone หรือ CMC hydrolysis zone) 
 1.1 สารละลายสีคองโก เรด ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร 

       ละลายสีคองโก เรด 1 กรัมในน้าํกล่ัน 1 ลิตร 

 1.2 สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 1 โมลตอลิตร 

       ละลาย NaCl 58.443 กรัมในน้าํกล่ัน 1 ลิตร 

 
2. รีเอเจนตสําหรบัหาปรมิาณน้าํตาลรีดิวซ โดยวธิี Somogyi-Nelson (Nelson, 1944; 
Somogyi, 1952) 
 2.1 อัลคาไลน คอปเปอร รีเอเจนต (Alkaline copper reagent) 

 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (Na2HPO4.12H2O) 71 กรัม และโรเซลซอลท 

(Potassium ammonium tartrate.4H2O) 40 กรัม ในน้ํากล่ัน 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอก

ไซด (NaOH) 1 N ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตามดวยสารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 

ความเขมขน 10% ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 ลิตร 

ดวยน้าํปลอดประจุ เก็บในขวดสีชา ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองออก

กอนนําไปใช 

 2.2 เนลสนั รีเอเจนต (Nelson’s reagent) 

 ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท [(NH4)6MoO24.4H2O] 53.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 900 

มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน (Conc.H2SO4) 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั เติมสารละลาย 

โซเดียมอาซีเนท (NaHasO4.7H2O) ความเขมขน 12% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทาย

ใหเปน 1 ลิตร ดวยน้าํปลอดประจุ เก็บในขวดสีชา ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง ถามีตะกอน กรองออก

กอนนําไปใช 

 
3. สารละลาย Acetate buffer 0.2 M 
 ประกอบดวย สารละลาย A x มิลลิลิตร และสารละลาย B y มิลลิลิตร นํามาผสมรวมกัน 

แลวเจือจางดวยน้าํกล่ันใหมีปริมาตรสุดทาย 100 มิลลิลิตร 

สารละลาย A : 0.2 M CH3COOH (11.55 ml. in 1000 ml.)  

 สารละลาย B : 0.2 M CH3COONa (C2H3O2Na 16.4 g. หรือ C2H3O2Na.3H2O 27.2 g.  

in 1000 ml.) 

 



 157 

 

x (ml.)    y (ml.)    pH 
 

   46.3      3.7    3.6 

 44.0      6.0    3.8 

 41.0      9.0    4.0 

 36.8    13.2    4.2 

 30.5    19.5    4.4 

 25.5    24.5    4.6 

 20.0    30.0    4.8 

 14.8    35.2    5.0 

 10.5    39.5    5.2 

   8.8    41.2    5.4 

   4.8    45.2    5.6 

 
4. กราฟมาตรฐาน 
 

y = 0.2557x

R2 = 0.9907
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ความเขมขนของสารละลายกลูโคส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)
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รูปท่ี ข.1 กราฟมาตรฐานของน้าํตาลกลูโคส (Somogyi, 1952; Nelson, 1944) 
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5. สารละลาย 0.04 N HCl  ใน isopropanol 
 เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตร ดวย isopropanol เก็บที่อุณภูมหิอง 
6. Tris-Hcl pH 8 
 Tris base    121 กรัม 

 น้ํากล่ัน     800 มิลลิลิตร 

 ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ดวย HCl ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากล่ันจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเช้ือที่อุณหภูม ิ121oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาที เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 oC 

 
7. Washing buffer 
 PVP (Polyvinylpyrolidone)  2 กรัม 

 Ascobic acid    1.76 กรัม 

 1M Tris-Hcl (pH 8.0)   20 มิลลิลิตร 

 2-mercaptoethanol   4 มิลลิลิตร 

 เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
8. Cholroform/isoamyl alcohol (24:1 v/v) 
 Chloroform    192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol   8 มิลลิลิตร 

 
9. 20% Polyethylene glycol 6000(PEG) 
 Polyethylene glycol 6000  20 กรัม 

 NaCl     14.61 กรัม 

 เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
10. Tris-EDTA buffer (TE buffer) 
 1 M Tris –HCl; pH 7.4 หรือ 8  10 มิลลิลิตร 

 0.5 M EDTA; pH 8.0   2 มิลลิลิตร 
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  เติมน้ํากล่ันจนปริมาตรเปน 1 ลิตร ผสมใหเขากนั นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง 

 
11. 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 
 EDTA     86.10 กรัม 

 น้ํากล่ัน     800 มิลลิลิตร 

  ละลาย EDTA ใหเขากนั ปรับ pH ดวย NaOH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้าํกล่ัน

จนปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 

15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 
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ภาคผนวก ค 
 
วิธีการทดลอง 

 
1. การวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของดิน 
 นําตัวอยางดิน 25 กรัม เติมน้ํากล่ัน 25 มิลลิลิตร (1:1) นําไปเขยาดวยเคร่ือง Rotary 

shaker  200 rpm เปนเวลา 30 นาท ี ต้ังทิง้ไวใหตกตะกอน จากนั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-ดาง

ดวย pH meter 

 
2. เทคนิคการทํา Slide culture 
 ตัดอาหารเล้ียงเช้ือเปนรูปส่ีเหล่ียม (agar block) วางบนแผนสไลดฆาเชื้อ จากนัน้ลงเช้ือ

บนแผนวุน วางแผนปดสไลดฆาเช้ือทับดานบน นาํไปบมใน moist chamber สังเกตการสราง

สายใยอากาศ(A) และสายใยอาหาร(B) โดยการนาํสไลดไปวางบนแทนของกลองจุลทรรศน สองดู

โดยตรง หรือนําแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่มกีารหยดสี lacto phenol cotton blue นาํมา

สองดูดวยกลองจุลทรรศน 

 หรือ ทําการขีดแอกติโนมัยซีตลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ นําแผนปดสไลดที่ฆาเช้ือแลว มา

เสียบเปนมุมเอียงลงบนรอยขีด บมอาหารเล้ียงเชื้อ หลังจากนั้นดึงแผนสไลดมาวางบนแผนสไลดที่

หยดสี lacto phenol cotton blue ไว แลวจึงนาํมาสองดูดวยกลองจุลทรรศนดังรูปดานลาง 

 

 
 
 
3. การหานํ้าหนักแหงของเสนใย (Dry cell weight) 
 3.1 นํากระดาษกรอง Whatman No.1 อบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 คืน 

ทิ้งใหเยน็ในโถอบแหง (desicator) แลวนํามาช่ังน้าํหนักที่แนนอน 

 3.2 นาํกระดาษกรองมากรองเสนใยออกจากน้าํเล้ียงเช้ือ 

 3.3 นํากระดาษกรองทีม่ีเสนใยติดอยู เขาตูอบ ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 
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 3.4 นาํออกมาใสในโถอบแหง(desicator) ทิ้งไวใหเยน็ แลวนาํมาช่ังน้ําหนกั 

 3.5 นาํคาน้าํหนักของกระดาษกรองมาหกัออก ผลที่ไดจะเปนน้ําหนกัแหงของเซลลใน

อาหารเล้ียงเชือ้ 50 มิลลิลิตร 
 
4.  การเตรียมตัวอยางเพือ่การศกึษาดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(Scanning electron microscopes, SEM) 
 4.1 ตัดช้ินวุนที่มีโคโลนีของแอกติโนมัยซตีอยูเปนชิน้ส่ีเหล่ียม มพีืน้ทีป่ระมาณ 5x5 ตาราง

มิลลิเมตร นําช้ินวุนไปอบดวยไอของ 1% ออสเมียมเตตระออกไซด (Osmium tetraoxide, OsO4) 

ใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4 ทิง้ไวที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1-2 ชั่วโมง 

ภายในตูควนั 

 4.2 ขจัดน้ําออก (dehydration) จุมตัวอยางในเอทานอลความเขมขน 30, 50, 70, 90 

และ 100 % ข้ันตอนละ 10-20 นาทีตามลําดับ 

 4.3 การทําตัวอยางใหแหง โดยการทาํใหแหง ณ จุดวิกฤต (critical point drying) โดยการ

ใชเคร่ืองทําใหแหง (critical dryer mode SAMDRI-780) 

 4.4 นาํตัวอยางไปติดบนแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางทีน่ําไฟฟาได

(electroconductive adhesive) 

 4.5 นาํตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง ความหนาประมาณ 20 ไมโครเมตร โดยใชเคร่ือง 

Ion sputter coater, model JSC-110) 

 4.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning 

electron microscopes, IEOL รุน JSM-5410L V) 

  

ที่มา : ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางผลการทดลอง 
 
ตารางที1่ อัตราสวนเสนผานศูนยกลางของบริเวณที ่ CMC ถูกยอยสลายตอขนาดเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีเฉล่ีย(เซนติเมตร) ของแอกติโนมยัซีต 82 สายพนัธ ุ 

 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอ

เสนผานศูนยกลางโคโลน ี
TM1-1 3.0 NV2-3 1.5 

TM1-2 2.5 NV2-4 2.1 

TM1-3 4.1 NV2-5 3.3 

TM2-1 3.2 NV3-1 2.1 

TM3-3 2.7 NV3-3 2.7 

TP1-1 1.5 NV4-1 2.3 

TP1-3 1.5 NV4-2 3.1 

LH1-1 2.7 NV4-3 3.4 

LH1-2 2.6 NV4-4 2.5 

LK1-1 2.1 NT1-1 1.7 

LK1-2 2.4 RK1-1 2.4 

LK1-3 2.1 RK1-2 2.0 

LK2-1 3.0 RK1-4 2.8 

LK3-2 3.5 PB1-1 1.5 

LK3-3 2.2 PT1-1 1.2 

LK3-4 2.1 PT1-2 2.7 

 

 

 

 

 

 



 163 

ตารางที1่(ตอ) อัตราสวนเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่ CMC ถกูยอยสลายตอขนาดเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีเฉล่ีย(เซนติเมตร) ของแอกติโนมยัซีต 82 สายพนัธ ุ 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอ

เสนผานศูนยกลางโคโลน ี

 

LK3-5 2.9 PP1-1 3.1 

LK3-7 2.3 PP1-2 3.1 

LK3-8 1.6 PP1-3 1.6 

LK3-9 2.5 NV1-4 3.8 

LK3-10 2.9 NV2-1 3.4 

NK1-2 1.4 PP1-4 4.1 

NK2-1 2.7 PP1-5 3.3 

NK2-4 3.9 CHR1-1 2.7 

NKP1-1 1.9 CHR1-2 1.7 

NKP1-2 3.5 SK1-1 1.5 

NKP1-3 1.5 SK1-2 1.6 

NKP1-4 1.6 SK2-1 2.3 

NKP1-5 2.5 SK3-1 2.8 

NKP1-6 2.9 SK3-3 1.4 

NKP2-1 2.8 NC1-1 2.7 

NKP2-2 1.6 NP1-1 2.9 

NKP2-3 2.8 NMJ1-1 2.8 

NKP3-2 4.3 NMJ2-1 2.3 

NKP3-3 1.7 NS1-1 2.3 

NKP3-4 3.1 NPP1-1 2.6 

NKP3-5 1.5 NST1-1 1.7 

NKP3-10 2.3 NST1-2 1.6 

 

 

 

 



 

 

ตารางที1่(ตอ) อัตราสวนเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่ CMC ถกูยอยสลายตอขนาดเสนผาน

ศูนยกลางโคโลนีเฉล่ีย(เซนติเมตร) ของแอกติโนมยัซีต 82 สายพนัธ ุ 
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สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี 

สายพันธุแอกติโนมัยซีต

ที่สรางเซลลูเลส 

อัตราสวนเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณใสตอ

เสนผานศูนยกลางโคโลน ี
PL1-1 3.4 SRT1-1 1.6 

PL1-3 2.9 SRT1-2 2.0 

NV1-2 1.5   

NV1-3 1.5   
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ตารางที่2  ความสามารถในการยับยั้งราที่กอโรคในพชืของแอกติโนมัยซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

TM1-1 6.0 - 4.0 - - 5.3 

TM1-2 11.3 - - - 3.7 - 

TM1-3 - - - - - - 

TM2-1 - - 7.5 - - - 

TM2-2 4.3 - 3.3 - 4.0 - 

TM3-3 - - - - - - 

TM3-4 5.0 3.7 2.8 - - 6.3 

TM3-5 7.3 4.7 12.7 - - 5.0 

TP1-1 - - - - - - 

TP1-2 17.7 7.7 4.3 - 3.3 5.8 

TP1-3 - - - - - - 

LH1-2 8.7 - 7.7 6.3 - 3.7 

LK1-1 5.0 4.0 4.3 - - 4.8 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

LK1-2 - - - - - - 

LK1-3 - 3.5 3.0 - - 3.0 

LK2-1 - - - - - - 

LK3-1 8.7 5.0 4.3 3.3 4.0 4.0 

LK3-2 - - - - - - 
LK3-3 18.7 5.0 4.0 7.3 13.0 9.0 

LK3-4 - - - - - - 

LK3-5 3.3 - - - - - 

LK3-6 - - 4.3 6.0 - 5.0 

LK3-7 - - - - - - 

LK3-8 5.0  4.3 7.7 9.7 5.0 

LK3-9 - - - - - - 

LK3-10 31.0 8.2 8.5 11.7 8.7 6.2 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NK1-1 12.3 5.0 5.0 - - 4.0 

NK1-2 - - - - - - 
NK1-3 7.0  4.7 5.0 4.0 3.7 

NK1-4 9.7 5.0 4.7 6.7 6.0 5.0 

NK2-1 4.0 - 8.3 3.0 - 3.3 

NK2-2 - - - - - - 

NK2-3 10.0 - 2.3 - - 7.3 

NK2-4 - - - - - - 

NK3-1 - - - - - - 

NK3-2 - - - - - - 

NK3-3 5.0 - 4.3 4.7 3.3 4.0 

NKP1-1 5.0 6.3 8.0 9.0 8.8 4.7 

NKP1-2 - - - - - - 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NKP1-3 11.3 5.0 5.0 - - 8.3 

NKP1-4 - - - - - - 

NKP1-5 5.3 5.0 5.0 - - 5.0 

NKP1-6 19.3 - 14.0 - - 5.0 

NKP2-1 3.3 8.3 5.0 6.3 7.7 5.0 

NKP2-2 - - - - - - 

NKP2-3 - - 4.0 - 2.0 3.3 

NKP2-4 4.0 - - - - - 

NKP3-1 4.3 - 5.0 - - 4.0 

NKP3-2 28.8 7.8 8.0 6.3 6.7 6.5 

NKP3-3 4.3 7.7 4.0 - - 2.7 

NKP3-4 9.7 - 4.3 4.0 4.0 8.3 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NKP3-5 - - - - - - 

NKP3-6 5.7 3.7 7.0 - - 4.7 

NKP3-7 13.7 - 4.0 6.3 6.7 5.0 

NKP3-8 - - - - - - 

NKP3-9 - - - - - - 

NKP3-10 9.0 4.0 2.0 3.7 - 4.3 

NKP3-11 - 8.7 5.0 4.3 4.0 3.3 

PL1-1 19.7 - 10.0 - - 4.3 

PL1-2 - - - - - - 

PL1-3 4.0 7.3 3.3 5.7 5.0 - 

PL1-4 - - 4.3 7.7 8.0 5.0 

PL1-5 - - - - - - 

 

 



 170 

ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NV1-1 - 4.0 4.3 4.0 3.7 7.0 

NV1-2 - - - - - - 

NV1-3 9.7 5.0 5.7 - 2.0 4.3 

NV1-4 25.2 6.0 5.8 9.5 10.3 3.5 

NV2-1 2.0 - 3.0 4.0 - 2.0 

NV2-2 - - - - - - 

NV2-3 - - - - - - 

NV2-4 19.3 - 7.7 6.0 4.7 5.0 

NV2-5 6.0 - 7.0 - - 7.7 

NV3-1 3.3 - 2.0 - 2.7 3.7 

NV3-2 - - - - - - 

NV3-3 - - - - - - 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NV4-1 - - 5.0 - 3.7 3.0 

NV4-2 - - - - - - 

NV4-3 - - 4.7 9.7 9.0 4.3 

NV4-4 2.7 2.7 4.0 4.7 4.3 5.0 

NT1-1 - - - - - - 

NT1-2 9.3 - 3.3 - - 2.0 

RK1-1 - - - - - - 

RK1-2 - - - - - - 

RK1-3 7.7 - 5.0 - - 5.0 

RK1-4 10.0 13.7 - - - - 

PB1-1 - - - - - - 

PT1-1 - - - - - - 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

PT1-2 15.7 9.3 4.3 - - 5.7 

PT1-3 - - 10.0 - - 4.7 

PP1-1 - - - - - - 

PP1-2 - 4.3 4.3 5.0 - 4.3 

PP1-3 - 5.0 9.3 - 3.7 3.0 

PP1-4 - - - - - - 

PP1-5 17.7 3.7 5.0 - 2.0 11.7 

CHR1-1 9.3 - 7.3 - - - 
CHR1-2 4.0 3.3 6.7 3.7 3.0 2.7 

SK1-1 - - - - - - 
SK1-2 8.7 3.3 3.0 7.3 5.0 4.3 

SK2-1 10.0 4.3 6.0 - 4.3 5.0 
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ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต    

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  แอกติโนมัยซีต 

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

SK3-1 2.7 - 9.3 - - 5.0 

SK3-2 - - - - - - 

SK3-3 11.3 13.3 4.3 - - 9.3 

SK3-4 4.3 - 5.0 4.7 4.3 4.0 

RY1-1 8.7 - - - 3.3 - 

NS1-1 3.0 8.7 4.3 4.0 - 4.3 

NPP1-1 - - 4.3 - 9.0 5.0 

NC1-1 3.7 2.3 2.0 2.0 - 4.7 

NP1-1 2.3 - 3.0 - 8.0 3.0 

NMJ1-1 4.0 9.0 3.3 - - 5.0 

NMJ2-1 5.0 - 2.3 - - 2.3 

NST1-1 - 5.0 4.0 - 3.3 4.0 
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   ตารางที่2(ตอ) ความสามารถในการยบัยั้งราที่กอโรคในพืชของแอกติโนมยัซีต 

 

   ระยะทางที่เสนใยราถูกยับยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโนมัยซีตเฉลี่ย (∆γ)  (มิลลิเมตร) 

Pythium  Phytophthora  Collectotrichum   Fusarium oxysporum  Fusarium oxysporum   Alternaria  

aphanidermatum parasitica capsici f. sp. lycopersici f. sp. cubense porri 

NST1-2 9.7 - 4.0 3.0 3.0 4.0 

SRT1-1 7.7 3.0 4.0 3.3 3.0 3.3 

SRT1-2 4.7 3.7 3.7 - - 4.3 

แอกติโนมัยซีต 
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ภาคผนวก จ 
 

ผลการวิเคราะหทางสถิติ 
 

ตารางที1่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช CMC และ alpha-cellulose เปน

แหลงคารบอน 

 
T-Test 

 

 

 
 
 

ตารางที2่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช yeast extract  NH4Cl และ KNO3 

เปนแหลงไนโตรเจน 

 

Paired Samples Statistics 

260.8590 3 12.18908 7.03737 

24.0863 3 .62394 .36023 

CMCase 

alpha-cellul 

ase 

Pair 1 

Mean N Std. Deviation 

Std. Error 

Mean 

Paired Samples Correlations 

3 .868 .331 
CMCase & 

alpha-cellulase 

Pair 1 

N Correlation Sig. 

Paired Samples Test 

236.7727 11.65169 6.72710 207.8283 265.7171 35.197 2 .001 CMCase  alpha-  
cellulase 

Pair 1 
Mean Std. Deviation 

Std. Err ro  
Mean Lower Up erp

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Paired Differences 

t df Sig. (2-tailed)

ANOVA 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 
19991.46 2 9995.732 130.295 .000 

460.296 6 76.716 

20451.76 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
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Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 
 

ตารางที3่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้ที่มี pH เร่ิมตน

เทากับ 5  6  7  8 และ 9 ตามลําดับ 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 Duncan 
a 

3 155.7880

3 249.7457

3 260.8590

1.000 .171 

 
แหลงไนโตรเจน 
potassium 

nitrate 

ammonium 

chloride 

yeast 

extract 

Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 

ANOVA 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 
36445.40 4 9111.350 199.637 .000 

456.396 10 45.640 

36901.79 14 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 Duncan 
a 

3 232.1667 

3 265.5063 

3 310.3637 

3 340.0667 

3 368.5570

1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

pH 

9.00 

8.00 

7.00 

5.00 

6.00 

Sig. 

N 1 2 3 4 5 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ตารางที4่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

เซลลูเลสแอกติวิตีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เจริญที่อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศา

เซลเซียส 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 

ANOVA 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

 

46771.82 2 23385.912 291.943 .000 

480.626 6 80.104 

47252.45 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

เซลลูเลสแอกติวิต ี

Duncan a 

3 220.0427

3 264.9000

3 390.3793

1.000 1.000 1.000 

temperatur 

e 

55.00 

45.00 

30.00 

Sig. 

N 1 2 3 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ตารางที5่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช CMC และ alpha-cellulose เปน

แหลงคารบอน 

 
T-Test 

 

 
 

 
 
 

 

ตารางที6่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อใช yeast extract  NH4Cl และ KNO3 

เปนแหลงไนโตรเจน 

 

Paired Samples Statistics 

2.0127 3 .37723 .21780 

.3247 3 .14914 .08610 

CMC 

alpha- 

cellulose 

Pair 1 

Mean N Std. Deviation 

Std. Error 

Mean 

Paired Samples Correlations 

3 .077 .951 CMC & alpha cellulose Pair 1 

N Correlation Sig. 

Paired Samples Test 

1.6880 .39482 .22795 .7072 2.6688 7.405 2 .018 CMC - alpha cellulose Pair 1 
Mean Std. Deviation 

Std. Err ro  
Mean Lower Up erp  

95% Confidence 
Interval of the 

Difference 

Paired Differences 

t df Sig. (2-tailed)

ANOVA 

นํ้าหนักเซลลแหง 

.512 2 .256 1.724 .256 

.891 6 .148 

1.402 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
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ตารางที7่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ี pH เร่ิมตน

เทากับ 5  6  7  8 และ 9 ตามลําดับ 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 

นํ้าหนักเซลลแหง 

Duncan a 

3 1.4627 

3 1.9080 

3 2.0127 

.142 

แหลงไนโตรเจน 

potassium 

nitrate 

ammonium 

chloride 

yeast 

extract 

Sig. 

N 1 

Subset 

for alpha 

= .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 

ANOVA 

นํ้าหนักเซลลแหงt 

.641 4 .160 4.802 .020 

.334 10 .033 

.975 14 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

นํ้าหนักเซลลแหง 

Duncan a 

3 .5440 

3 .6570 

3 .8347 .8347 

3 1.0313 

3 1.0780 

.092 .150 

pH 

9 

8 

5 

6 

7 

Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ตารางที8่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของ            

น้ําหนกัเซลลแหงของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2 เจริญที่อุณหภูมิ 30 45 และ 55 องศา

เซลเซียส 

 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 
 
 
 
ตารางที9่ วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Pythium aphanidermatum ถูกยับยัง้(∆γ) โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ 
NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 

ANOVA 

นํ้าหนักเซลลแหง 

1.302 2 .651 34.438 .001 

.113 6 .019 

1.415 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

นํ้าหนักเซลลแหง 

Duncan a 

3 .9260 

3 1.1373 

3 1.8173 

.109 1.000 

 
อุณหภูม ิ
re 55 

45 

30 

Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

52.167 2 26.083 36.115 .000 

4.333 6 .722 

56.500 8 

Between Groups 

Within Groups 

Total 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Homogeneous Subsets 
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ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

a Duncan 

 

ตารางที1่0 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Phytophthora parasitica ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2  

LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

 

 

3 25.1667 

3 28.8333 

3 31.0000 

1.000 1.000 1.000 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 3 

NV1-4 

NKP3-2 

LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

5.722 2 2.861 11.444 .009 

1.500 6 .250 

7.222 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 a Duncan 

3 6.3333 

3 7.8333 

3 8.1667 

1.000 .445 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 

NV1-4 

 NKP3-2 

 LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 



 182 

ตารางที1่1 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Collectotrichum capsici ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ NKP3-2  

LK3-10 และ NV1-4 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 
 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

ตารางที1่2 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ถูกยับยัง้(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีต
สายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

12.056 2 6.028 13.563 .006 

2.667 6 .444 

14.722 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 a Duncan 

3 5.8333 

3 8.0000 

3 8.5000 

1.000 .394 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 

NV1-4 

 NKP3-2 

 LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

43.167 2 21.583 38.850 .000 

3.333 6 .556 

46.500 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 
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ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 a Duncan 

 

ตารางที1่3 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Fusarium oxysporum f.sp. cubense ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมัยซีตสาย
พันธุ NKP3-2  LK3-10 และ NV1-4 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

 

 

3 6.3333 

3 9.5000 

3 11.6667 

1.000 1.000 1.000 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 3 

NKP3-2 

 NV1-4 

 LK3-10 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

20.222 2 10.111 17.333 .003 

3.500 6 .583 

23.722 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 
E 

a Duncan 

3 6.6667 

3 8.6667 

3 10.3333 

1.000 1.000 1.000 

ISOLATE 

Subset for alpha = .05 

N 1 2 3 

NKP3-2 

 LK3-10 

 NV1-4 

 Sig. 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางที1่4 วิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางดวย Duncan ของระยะทาง

เฉล่ียที่ราทดสอบ Alternaria porri ถูกยับยั้ง(∆γ) โดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ NKP3-2  LK3-10 

และ NV1-4 

ANOVA 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 

 
 
 

16.222 2 8.111 41.714 .000 

1.167 6 .194 

17.389 8 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

Within Groups 

Total 

ระยะทางเฉล่ียท่ีราถูกยับยัง 

 Duncan a 

3 3.5000 

3 6.1667 

3 6.5000 

1.000 .390 

ISOLATE 

NV1-4 

 LK3-10 

NKP3-2 

 Sig. 

N 1 2 

Subset for alpha = .05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. a. 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวศิราภรณ  สุขวโรทยั เกิดเมื่อวนัที่ 18 ธันวาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดนครสวรรค 

สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนนครสวรรค สําเร็จการศึกษาวทิยาศาสตรบัณฑิต 

จากภาควชิาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล เมื่อปการศึกษา 2547 และ

เขาศึกษาตอในระดับหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย เมือ่ปการศึกษา 2548 
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