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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 ไกลดิงแบคทีเรีย (gliding bacteria) เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง พบทั้งรูป

แทงสั้นและเปนสายยาวประกอบดวยหลายเซลล แบคทีเรียกลุมนี้ไมมีฟลาเจลลา จึงไมสามารถ

เคล่ือนที่ในอาหารเหลวได แตจะเคล่ือนที่แบบไถล (glide) ไปตามแนวยาวของเซลลแทน (Alfred, 

1999) โดยอาศัยการยึดเกาะกับวัตถุที่มีพ้ืนผิวแข็งหรือก่ึงแข็งกึ่งเหลว ไดแก ดินตามที่ชื้น ซาก

ใบไมผุ ผิวของพืชน้ํา รวมทั้งชองปากและทางเดินอาหารของสัตวเลือดอุนอีกดวย (ดวงพร, 2537) 

ในขณะที่เซลลเคลื่อนที่จะขับสารเมือกออกมาเปนทางเรียกวา slime tracks ซึ่งเปนสารจําพวกพอ

ลิแซคคาไรด สารนี้ทําหนาที่เปนสัญญาณที่ชวยดึงดูดใหเซลลเคล่ือนที่ไปดวยกันเปนกลุมได 

(Morikawa และคณะ, 1998) ลักษณะการรวมกลุมของเซลลเชนนี้สงผลใหไกลดิงแบคทีเรียบาง

ชนิดสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compound) ตางๆ ออกมาไดในปริมาณ

มากเพียงพอที่จะตานจุลินทรียชนิดอื่นที่อยูในแหลงอาหารของมันได (Reichenbach, 2001)  

 ไกลดิงแบคทีเรียพบไดในสภาวะแวดลอมทั่วไป เชน ดิน ซากพืช วัตถุในน้ํา รวมทั้งมูลสัตว

เคี้ยวเอื้อง เปนตน บางชนิดมีการดํารงชีวิตแบบ saprophytic สามารถยอยสลายสาร biopolymer 

ได เชน สกุล Sorangium ยอยสลายเซลลูโลสได ซึ่งเซลลูโลสเปนองคประกอบของผนังเซลลพืชจึง

มักพบตามเปลือกไมของพืชทั้งพืชทีมีชีวิตอยูและตายแลว ไกลดิงแบคทีเรียบางชนิดจัดเปนผูลา

เหย่ือ (predator) ที่ตองการใชสารประเภทเปบไทดและกรดอะมิโนมาเปนสารอาหาร สามารถยอย

สลายโปรตีนและกินจุลินทรียชนิดอ่ืนไดทั้งเซลล เชน ยีสต และ Escherichia coli เปนตน 

(Reichenbach และ Dworkin, 1992) นอกจากนี้ไกลดิงแบคทีเรียบางชนิดยังมีประโยชนดานการ

ควบคุมทางชีวภาพ (biological control) โดยเฉพาะอยางยิ่ง Lysobacter sp. สามารถยอยสลาย

จุลินทรียที่กอโรคในพืช เนื่องจากจะผลิตทั้งสารปฏิชีวนะและเอนไซมออกมายอยสลายผนังเซลล

ของราและหนอนตัวกลมได (Sullivan, 2003) 

 จากการศึกษาที่ผานมาจุลินทรียที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดมักเปนรา 

แบคทีเรียกลุม Actinomyces  Bacillus และ Pseudomonas เปนสวนใหญ (Gaspari และคณะ, 

2005) อยางไรก็ตามปจจุบันเชื้อโรคตางๆ ไดมีการปรับตัวทําใหเกิดการตานทานตอสารปฏิชีวนะ

หรือดื้อยาชนิดเดิมที่ใชกันอยูอยางแพรหลายเปนระยะเวลานานได โรคใหมจึงเกิดขึ้นตลอดเวลา 

รวมทั้งสารปฏิชีวนะหลายชนิดมีผลขางเคียงตอผูปวย จึงมีการมุงเนนที่จะคัดแยกเชื้อกลุมใหม 

สายพันธุใหมเพื่อเพิ่มโอกาสในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม มีการคนพบไกลดิง

แบคทีเรียที่ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอยางตอเนื่อง ในป 1999 Jansen และคณะไดคนพบวา
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สาร crocacins ที่ผลิตจาก Chondromyces crocratus มีสมบัติตานราสายและยีสตได ป 2000 

Steinmetz และคณะ คนพบสาร myxothiazol ซึ่งผลิตจาก Myxococcus fulvus ตานการเจริญ

ของราสายโดยไปยับย้ังกระบวนการหายใจในไมโตคอนเดรีย และในระยะเวลาตอมาก็ไดมีการ

คนพบสารชนิดใหมอยางตอเนื่องทั้งที่มีฤทธิ์ตานราและแบคทีเรียตลอดจนยับย้ังการเพ่ิมจํานวน

ของเซลลมะเร็งได ปจจุบันไกลดิงแบคทีเรียผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมาแลวทั้งส้ินจํานวน  80 

สารที่เปนโครงสรางพ้ืนฐาน และ 450 สารที่เปนโครงสรางยอย และ 40 เปอรเซ็นตของสารที่พบ

เปนสารชนิดใหม ซ่ึงบางชนิดมีกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกตางไปจากเดิมดวย ( Reichenbach, 

2001) 

 จากที่กลาวมาจะเห็นไดวาไกลดิงแบคทีเรียมีความสําคัญในหลายดาน นอกจากจะมี

บทบาทสําคัญในระบบนิเวศน ซึ่งกอใหเกิดการหมุนเวียนสารอินทรียตางๆ ในธรรมชาติแลว ยัง

ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เปนประโยชนมากมาย ไกลดิงแบคทีเรียจึงเปนจุลินทรียกลุมใหมที่

นาสนใจในการแยกเพื่อศึกษาการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งจะเปนประโยชนตอการพัฒนา

ยารักษาโรคตอไป 

 
วัตถุประสงค 
  
 เพื่อคัดกรองไกลดิงแบคทีเรยีจากแหลงตางๆ ในธรรมชาติทีม่ีความสามารถผลิตสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่ไมรวมถึงการสรางเอนไซมและการยับย้ังจากการกินจุลินทรียทดสอบ 

 
ขั้นตอนการวจิัย 
 

1. คดัแยกไกลดิงแบคทีเรียจากแหลงตางๆ ในธรรมชาต ิ

2. ทดสอบความสามารถของไกลดิงแบคทีเรยีในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบ 

3. ระบุสายพันธุและจําแนกไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได จากการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ลักษณะทางชีวเคมีและลักษณะทางพันธุศาสตร 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
  

 ไดไกลดิงแบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการยับย้ังจุลินทรยีทดสอบ พรอมทั้งจําแนกชนิด

ของเชื้อ เพื่อเปนประโยชนในการนําไปประยุกตใชเพื่อผลิตสารปฏิชีวนะ 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 ลักษณะทัว่ไปของไกลดิงแบคทีเรีย 
 

ไกลดิงแบคทีเรียเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีรูปรางเปนแทง มักตอกันเปนสายยาวหรืออยู

ในรูปโซที่ประกอบดวยหลายเซลล ดังรูปที่ 2.1 a และ 2.1 b บางชนิดมีรูปรางเรียว หัวทายแหลม 

(รูปที่ 2.1 c) แตมีไกลดิงแบคทีเรียบางกลุม เชน ไซโตฟากา (cytophagas) มักพบเปนแทงสั้นๆ 

หัวทายกลมมน แสดงในรูปที่ 2.1 d (Reichenbach และ Dworkin, 1982) ไกลดิงแบคทีเรีย

สามารถเคลื่อนที่ไดโดยปราศจากฟลาเจลลา แตจะอาศัยการยึดเกาะกับพ้ืนผิวก่ึงแข็งกึ่งเหลวแทน 

(Siddiqui และ Burchard, 2001) จึงไมสามารถเคลื่อนที่ในอาหารเหลวได ซึ่งแตกตางจาก

แบคทีเรียที่มีแฟลเจลลาทั่วไป แบคทีเรียกลุมนี้จะผลิตสารเมือกซึ่งเปนสารประเภทพอลิแซคคาไรด

ออกมานอกเซลลขณะเคลื่อนที่ ซึ่งชวยเพ่ิมแรงตึงผิวทําใหการยึดเกาะระหวางพ้ืนผิวที่แข็งกับตัว

เซลลแบคทีเรียดีข้ึน (Burchard, 1982) แบคทีเรียจะเคล่ือนตัวไปตาม slime tracks ที่อยูบนวัตถุ

หรืออาหารที่มันอาศัยอยู โดยจะสังเกตเห็นเปนรอยทางเดินของเซลล ดังรูปที่ 2.2 ทําใหไกลดิง

แบคทีเรียเคล่ือนที่ไดโดยไมตองใชโครงสรางที่ชวยในการเคลื่อนที่ใดๆ (Dworkin, 1973) จึงเรียก

การเคลื่อนที่แบบนี้วาการไถล (gliding หรือ creeping) ไกลดิงแบคทีเรียยังมีลักษณะเฉพาะตัว

อ่ืนๆ อีก คือมีโครงสรางของชั้นผนังเซลลสวนเพปติโดไกลแคนที่เชื่อมตอกับสวนอื่นในลักษณะเปน

แผน ซ่ึงทําใหเซลลมีความยืดหยุนเปนพิเศษขณะที่แบคทีเรียกลุมอื่นเปนแบบถุง (White และคณะ

, 1968) ผนังเซลลประกอบดวย menaquinones และกรดไขมันที่มีก่ิงกาน มีสเปกตรัมเปนเลขคี่

เปนสวนใหญ ซ่ึงแตกตางจากแบคทีเรียแกรมลบที่ตองการอากาศทั่วไป ในบางกลุมพบน้ําตาล

ชนิด 3-0-methyl-D-xylose ซึ่งไมพบในแบคทีเรียอื่น (Rosenfelder และคณะ, 1974) นอกจากนี้

ไกลดิงแบคทีเรียสวนใหญสามารถผลิตรงควัตถุได สงผลใหโคโลนีมีสีสันสดใสแตกตางกันออกไป

ในแตละสปชีส (Brock, 1997) 
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รูปท่ี 2.1 ลักษณะเซลลแบบตางๆ ของไกลดิงแบคทเีรียทีต่อกันเปนสายยาวหรืออยูในรูปโซ

ที่ประกอบดวยหลายเซลล ดังรูป a และ b (Brock, 1997) รปูรางเรียว หัวทายแหลม (c) 

(Reichenbach, 2001) และรูปแทงสั้นๆ ทีม่ีหัวทายของเซลลกลมมน (d)  

 

2.2 สัณฐานวิทยาของไกลดิงแบคทีเรีย 

2.2.1 การสรางโคโลนีของไกลดิงแบคทีเรีย 

 ในภาวะแวดลอมปกติเซลลจะมีการเจริญและแบงตัวตามปกติ ขณะที่เซลลเจริญ 

(vegetative cell) เคลื่อนที่จะขับสารเมือกออกมา โดยเฉพาะเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งจะมีลักษณะ

เปน slime tracks เมื่อเซลลเพิ่มจํานวนมากขึ้นเปนโคโลนีจะเห็นสารเมือกของโคโลนีไดชัดเจน

ย่ิงขึ้น (slime colony) (จรัสโฉม, 2540) เมื่อภาวะแวดลอมไมเหมาะสม เชน มีปริมาณอาหาร

จํากัด เซลลเจริญจะเขารวมกลุม (aggregation) ในแนวขนานกันเรียกลักษณะนี้วาสวอม 

(swarm) ดังรูปที่ 2.3 ไกลดิงแบคทีเรียบางกลุม เชน มิกโซแบคทีเรีย (myxobacteria) จะมีวงชีวิต

ที่ซับซอนกวากลุมอื่นๆ คือ เมื่อเกิดการสวอมของโคโลนีแลวจะมีการตอบสนองทางเคมี ทําใหกลุม

เซลลเกิดการนูนขึ้นเปนโครงสรางสืบพันธุที่เรียกวาฟรุตติงบอดี (fruiting body) บริเวณสวนใด

สวนหนึ่งของโคโลนีดวย (Brock, 1997) ระยะนี้จะเกิดการลดรูปของเซลลกลายเปนเซลลระยะพัก

ตัว ซึ่งอยูภายในฟรุตติงบอดี เรียกวามิกโซสปอร (myxospores) สามารถทนตอภาวะแวดลอมที่ไม

เหมาะสมไดดี จนกระทั่งภาวะแวดลอมกลับมาเหมาะสมอีกครั้ง มิกโซสปอรจะงอกจากฟรุตติงบอ

ดีโดยการแตกของแคปซูล เจริญกลายเปนvegetative cell ตอไป (จรัสโฉม, 2540) วงชีวิตของมิก

โซแบคทีเรยีจะแสดงในรูปที่ 2.4  

a b  

c d 
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รูปท่ี 2.2 รอยเมือกเปนทางยาว (slime tracks) เนื่องจากการเคลือ่นที่ของไกลดงิแบคทีเรีย  

                                      

รูปท่ี 2.3 ลักษณะ swarm colony ของไกลดิงแบคทีเรีย (Vos และ Velicer, 2006) 

                   

รูปท่ี 2.4 วงชีวิตของมิกโซแบคทีเรีย (Brock, 1997) 
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2.2.2 การสรางฟรุตติงบอดีในมิกโซแบคทีเรีย 

 ฟรุตติงบอดีเปนโครงสรางสืบพันธุที่พบในมิกโซแบคทีเรีย เกิดจากการที่เซลล

เคลื่อนที่มารวมกลุมกันเมื่อภาวะแวดลอมไมเหมาะสมตอการเจริญ เซลลนับลานเซลลจะมีการ

เปลี่ยนแปลงไปเปนโครงสรางที่เปนกาน บางสวนไปเปนผนังของอับสปอร เซลลจะเกิดการพักตัว

เปนมิกโซสปอรซึ่งมีลักษณะเปนรูปแทงหรือรูปไขก็ได และถูกหอหุมดวยแคปซูลอยูภายในฟรุตติง

บอดี (Reichenbach และ Dworkin, 1982) ดังที่กลาวใน 2.2.1  ทําใหทนตอภาวะแวดลอมที่ไม

เหมาะสมจากรังสีอัลตราไวโอเลต ความรอน ความแหง และแรงสั่นสะเทือนไดดี ฟรุตติงบอดีสวน

ใหญมีสีสันที่สดใส เนื่องจากประกอบดวยรงควัตถุชนิดตางๆ ซึ่งรงควัตถุบางชนิดสามารถถูก

กระตุนโดยแสงได ดังนั้นแสงจึงมีอิทธิพลตอกระบวนการสรางโครงสรางสืบพันธุได (Brock, 1997) 

ฟรุตติงบอดีมักมีขนาดใหญสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา โดยมีลักษณะเปนจุดภายในโคโลนี 

ทั้งนี้รูปแบบของฟรุตติงบอดีจะมีลักษณะแตกตางกันไดข้ึนกับสปชีสของมิกโซแบคทีเรียเอง ดังรูป

ที่ 2.5 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.5 โครงสรางสืบพันธุที่เรียกวาฟรุตติงบอดีของไกลดิงแบคทีเรีย (Brock, 1997) 

 

2.2.3 รูปแบบตางๆ ของฟรุตติงบอดีของมิกโซแบคทีเรีย (Reichenbach และ 

Dworkin, 1982) 

  ลักษณะของฟรุตติงบอดีจะมีความหลากหลายมาก ดังรูปที่ 2.6 พบตั้งแตที่มี

รูปรางเปนทรงกลมงายๆ ซึ่งปราศจากเมือก ไมมีกานชู ไปจนถึงรูปแบบที่ซับซอน ซึ่งประกอบดวย

ผนังฟรุตติงบอดีและมีกานชู มีรายละเอียด ดังนี้  

  2.2.3.1 รูปรางทรงกลม หรือเปนหยดน้ํา นิ่มและมีเมือก สวนหัวมักติดกับฐาน 

พบไดใน Myxococcus sp. ดังรูป 2.6 a 
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  2.2.3.2 รูปรางยาว หรือเปนเกลียว บางครั้งมีโครงสรางคลายเขาย่ืนออกมา มัก

พบไดหลายรูปแบบ สวนใหญมีรากฝงลึกลงไปในอาหารแข็ง พบไดใน Corallococcus sp. ดังรูป 

2.6 b 

  2.2.3.3 รูปรางเปนกระเปาะหลายอันที่มีผนังหุมชั้นนอกเพียงอยางเดียว พบไดใน 

Angiococcus sp. ดังรูป 2.6 c 

  2.2.3.4 เปนอับสปอร ติดหรือฝงลงไปในวัตถุ มักมีชั้นเมือกปกคลุม พบไดใน 

Cystobacter sp. ดังรูป 2.6 d 

  2.2.3.5 เปนอับสปอรขนาดเล็กหลายอันตั้งอยูบนกานชู มี 1 ฟรุตติงบอดี ตอ 1 

กานชู สีน้ําตาลแก พบไดใน Melittangium sp. ดังรูป 2.6 e 

  2.2.3.6 เปนชอประกอบดวยกานชูหลายอัน มีอับสปอรรูปไขตั้งอยูบนกานชู พบ

ไดใน Stigmatella sp. ดังรูป 2.6 f 

  2.2.3.7 ประกอบดวยอับสปอรขนาดเล็กอยูภายในเยื่อหุม มักพบหลายรูปราง

มากกวาทรงกลม มีสีเหลือง สม แดง พบไดใน Sorangium sp. ดังรูป 2.6 g 

  2.2.3.8 เปนอับสปอรกลม จํานวนมากหรือนอยก็ได อยูในเยื่อหุม ซึ่งฝงอยูกับ

วัตถุ มีสีเหลือง สม น้ําตาล เทา พบไดใน Polyangium sp. ดังรูป 2.6 h 

  2.2.3.9 มีลักษณะแตกกิ่งกานที่กานชูหรือไมก็ได ประกอบดวยกลุมอับสปอรสีสม

สดใส พบไดใน Chondromyces sp. ดังรูป 2.6 i 

  2.2.3.10เปนอับสปอร ขนาดใหญ สีเหลืองทอง ผิวมีรอยยนหรือเปนตาขาย พบ

ไดใน Haploangium sp. ดังรูป 2.6 j 

  2.2.3.11ฟรุตติงบอดีขนาดเล็ก ทรงกลมหรือรูปไข มีอับสปอรจํานวนมากฝงลงใน

วัตถุ พบไดใน Nannocystis sp. ดังรูป 2.6 k 

  ในกรณีที่เซลลเจริญของแบคทีเรียกลุมนี้มีความคลายคลึงกับแบคทีเรียทั่วไป ทํา

ใหไมสามารถแยกออกจากกันได ความสามารถในการสรางฟรุตติงบอดีจะเปนประโยชนในการ

จําแนกมิกโซแบคทีเรียออกจากเซลลโพรคาริโอตอื่นๆ ได (จรัสโฉม, 2540) 



 8 

 

รูปท่ี 2.6 ฟรุตติงบอดีรูปแบบตางๆ ของมิกโซแบคทีเรีย (Reichenbach และ Dworkin, 

1982) 
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2.2.4 รงควัตถุที่พบในไกลดิงแบคทีเรีย 

 ไกลดิงแบคทีเรียมักมีสีเหลือง เหลืองอมเขียว สมหรือแดงเปนสวนใหญ หลาย

ชนิดพบรงควัตถุ protoporphyrin และ bacteriochlorophylls เชน ใน Chloroflexus sp. และพบ 

chlorophyll a และ phycobilins ไดในไซยาโนแบคทีเรีย บางชนิดพบรงควัตถุที่เปน carotenoids 

ที่มีความพิเศษ โดยจะประกอบดวย glycoside-fatty acid esters ไดแก myxobacton palmitate 

และ myxobactin stearate ซึ่งพบไดในมิกโซแบคทีเรีย (Kleinig และคณะ, 1971) รงควัตถุบาง

ชนิดประกอบดวย omega-phenyl poly-enic acid บริเวณของสวนที่ทําใหเกิดสี (chromophore) 

เรียกรงควัตถุชนิดนี้วา flexirubins เนื่องจากถูกพบใน Flexibacter sp. (Achenbach และคณะ, 

1978) นอกจากนี้ยังพบรงควัตถุจากไกลดิงแบคทีเรียอื่นๆ อีกมากซึ่งยังไมมีรายงานถึงโครงสราง

ทางเคมีออกมา สําหรับโครงสรางของรงควัตถุชนิดตางๆ ที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรียจะแสดงในรูป

ที่ 2.7        

 

รูปท่ี 2.7 โครงสรางทางเคมีของรงควัตถุชนิดตางๆ ที่พบในไกลดิงแบคทีเรีย รูป a 

คือ myxobacton palmitate รูป b คือ myxobactin stearate รูป c คือ flexirubin และรูป d คือ 

Chloroflexirubin 

2.3 การเคลื่อนที่ของไกลดิงแบคทีเรีย 

ไดมีการศึกษาการเคลื่อนที่ของไกลดิงแบคทีเรียตั้งแตถูกคนพบครั้งแรกเมื่อ 200 ปที่ผาน

มา โดยเบ้ืองตนทราบเพียงวาการเคลื่อนตัวของเซลลบนพ้ืนผิวอาหารอยางชาๆ นัน้ตองอาศัย

กระบวนการทีใ่ชพลังงาน การเคลื่อนที่ลกัษณะนี้จะไมอาศัยฟลาเจลลา แตเซลลจะเคลื่อนที่ไป

ตามแนวยาวของเซลล ดังรปูที่ 2.8 สงผลใหเกิดโคโลนีที่มีขอบแผขยายออกไป (รูปที ่ 2.9) 

(McBride, 2001) การเคลื่อนที่แบบไถลนี้มักพบในสายวิวัฒนาการของยูแบคทีเรยี (eubacteria) 

ซ่ึงประกอบดวย 3 กลุมไดแก กลุมมิกโซแบคทเีรีย กลุมไซโตฟากา-ฟลาโวแบคทีเรยีม (Lapidus 

and Berg, 1982) และกลุมไซยาโนแบคทเีรีย (Castenholz, 1989) แมวาแบคทเีรียเหลานี้
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สามารถพบไดทั่วไปในธรรมชาติ แตการศึกษาเก่ียวกับการเคลื่อนที่นัน้มีนอยมาก ไดมีการคดิคน

แบบจําลองเพื่ออธิบายการเคลื่อนที่ของไกลดิงแบคทีเรีย พบวากลไกการเคลื่อนที่สามารถมีได

หลากหลาย เนื่องมาจากไกลดิงแบคทีเรียนั้นถูกจัดจําแนกไวไดหลายกลุม 

  

 
 

รูปท่ี 2.8 การเคลื่อนตัวของเซลลบนพื้นผิวอาหารอยางชาๆ ตามแนวยาวของเซลล 

(McBride, 2001) 

 

 
 

รูปท่ี 2.9 การแผขยายบริเวณขอบโคโลนี เกิดจากการเคลื่อนที่ของเซลล (McBride, 2001) 

 

 ในป 1979 Hodgkin และ Kaiser พบวามิกโซแบคทีเรียมีการเคลื่อนที่ 2 ระบบ คือ ระบบ 

S (Social gliding) ใชในการเคลื่อนที่แบบกลุม และระบบ A (Adventurous gliding) สําหรับใชใน

การเคลื่อนที่เดี่ยว โดยทําการศึกษาใน Myxococcus xanthus สายพันธุปกติ (A+S+) เซลลจะมี

การแผขยายเปนโคโลนี แสดงใหเห็นวาเซลลมีการเคลื่อนที่ปกติ เมื่อทําการกลายพันธุยีนในระบบ 

S เซลลเดี่ยวจะมีการเคลื่อนที่ปกติแตจะสูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่เปนกลุม จึงไมสราง

ฟรุตติงบอดีซึ่งตองอาศัยการรวมกลุมกันของเซลลในชวงหนึ่งของวงชีวิตได และเมื่อกลายพันธุยีน

ในระบบ A (A-S+) พบวาเซลลจะเคลื่อนที่เปนกลุมไดดี ในขณะที่เซลลเดี่ยวไมสามารถเคลื่อนที่บน

อาหารแข็งได โดยสังเกตไดจากมีการแผขยายของโคโลนี แตไมพบเซลลเดี่ยวที่ขอบของโคโลนี 
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 ตอมาไดมีการศึกษาใหลึกลงไปในระดับยีน พบวาการเคลื่อนที่แบบ S ตองอาศัยพิไลชนิด

ที่ 4 (type IV pili) ซึ่งสรางไดจากโปรตีนที่มาจากการแปลรหัสของกลุมยีน pil การที่พิไลจากขั้ว

ของเซลลเกิดการยืดตัวซ้ําๆ กัน เมื่อพิไลสัมผัสกับพื้นผิวจะเกิดการหดตัว สงผลใหเกิดการเคลื่อนที่

ในที่สุด ดังรูปที่ 2.10 (Kaiser, 1979)  

 

 
 

รูปท่ี 2.10 พิไลจากขั้วของเซลลเกิดการยืดตัวซ้ําๆ กัน จะสงผลใหเกิดการเคลื่อนที่ 

 

 การเคลื่อนที่แบบ A นั้นจะไมอาศัยพิไลในการเคลื่อนที่ แตจะอาศัยยีน 2 กลุม คือ กลุม

ยีน cgl ซึ่งทําหนาที่สรางโปรตีนบริเวณเยื่อหุมเซลลที่จําเปนตอการเคลื่อนที่ และกลุมยีน agl ซึ่ง

อาจทําหนาที่สรางไลโพโปรตีนที่เก่ียวของกับการขนสงสารผานเขาออกเซลล อยางไรก็ตามกลไก

การเคลื่อนที่ยังไมทราบแนชัด โปรตีน AglU จะชวยในการขับสารเมือกที่เปนพอลิแซคคาไรดออก

จากเซลล ซึ่งขั้นตอนนี้ตองอาศัยพลังงาน ทําใหเกิดแรงตึงผิวระหวางตัวขับเคลื่อนและพ้ืนผิวของ

อาหาร กลุมยีนในระบบ A จึงเปนตัวบงชี้สมบัติการเคล่ือนที่ของเซลลเดี่ยวโดยตรง (McBride, 

2001) 

  
2.4 การคัดแยกไกลดิงแบคทีเรีย 

  
 มีประวัติการคนพบไกลดิงแบคทีเรียมาเปนเวลานานหลายรอยปมาแลว แตการศึกษา

รายละเอียดตางๆ ก็มีรายงานออกมาไมกวางขวางนัก เนื่องจากการคัดแยกเชื้อทําไดยากและอยู

ในวงแคบ ในชวงตอมาจึงมีการศึกษาและคิดคนวิธีในการคัดแยกเชื้อแพรหลายมากขึ้น ไดแก การ

ใชเหยื่อลอ เชน E. coli ดังรูปที่ 2.11 (Hillesland, 2005) ในการแยกมิกโซแบคทีเรียที่มีเอนไซม

ยอยสลายเซลล ตลอดจนการแยกเชื้อที่ยอยสลายเซลลูโลสไดโดยใชกระดาษกรองในการแยก 

(Reichenbach และ Dworkin, 1992)  
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รูปท่ี 2.11 ไกลดิงแบคทีเรีย (สีแดง) ขณะกินเซลล E. coli (สีเขียว) (Hillesland, 2005) 

 

 ไกลดิงแบคทีเรียบางชนิดแยกไดจากมูลสัตวที่อยูในปา เชน มูลกระตายปา เนื่องจากมี

ความอุดมสมบูรณจากแรธาตุในดินมาก การแยกวิธีนี้จะทําใหสังเกตฟรุตติงไกลดิงแบคทีเรียได

งาย โดยจะเห็นเปนกอนกลม มีสีสัน งอกออกมาจากมูลสัตวอยางชัดเจน (Reichenbach, 1999) 

การแยกเชื้อจากเปลือกไมหรือซากพืชที่กําลังเนาเปอยก็สามารถพบไกลดิงแบคทีเรียไดเชนกัน 

(Dawid, 2000) เชน พบ Sorangium sp. บนเปลือกไมซึ่งยอยเซลลูโลสได (Reichenbach และ 

Dworkin, 1982) นอกจากนี้ในทะเลก็สามารถพบมิกโซแบคทีเรียได (Brockman, 1970) โดยเชื่อ

วาเชื้อจะอยูในรูปสปอรอาศัยในน้ําทะเล ซึ่งอยูรอดในภาวะที่มีเกลือสูงไดเนื่องจากเซลลเปนเซลล

ในระยะพัก (Reichenbach และ Dworkin, 1992)  

 ในป 2002 Li และคณะไดทําการคัดแยกเชื้อจากทะเล โดยพบ Myxococcus sp. 

Corallococcus sp. Cystobacter sp. และ Angiococcus sp. จากน้ําทะเล ทราย หอยนางรม 

และหญาทะเล ตามลําดับ 

 จะเห็นไดวาไกลดิงแบคทีเรียสามารถพบไดในแหลงที่อยูอาศัยที่หลากหลาย ไมวาจะพบ

ในดิน เปลือกไม ซากพืช มูลสัตว หรือแมกระทั่งในทะเลที่มีความเขมขนเกลือสูงมาก สาเหตุหนึ่งที่

ทําใหไกลดิงแบคทีเรียมีสมบัติเชนนี้เพราะบางชนิดมีการตอบสนองตอสิ่งแวดลอมที่ไมเหมาะสม

ไดโดยการสรางฟรุตติงบอดี ซึ่งทําใหเซลลทนตอภาวะตางๆ ไดดี (Li และคณะ, 2002) และการที่

เซลลสามารถเคลื่อนที่ไดโดยอิสระสงผลใหมีการหลีกเลี่ยงจากภาวะขาดแคลนอาหาร หรือภาวะ

กดดันอื่นๆ ได (Jiang และคณะ, 2007)  

 
2.5 สารปฏิชีวนะ 

สารปฏิชีวนะหมายถึงสามารถยับย้ังหรือทําลายจุลินทรียชนิดอื่นที่มีความเขมขนนอย ๆ 

(Demain, 1999) สรางโดยจุลินทรีย โดยสวนมากจะเปนสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ (secondary 

metabolite) ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา แตจะไมรวมถึงสารสกัดจากพืช หรือแหลงอ่ืนที่ไมใชจุลินทรีย 

เพราะสารเหลานี้ใชความเขมขนสูงในการยับย้ังหรือทําลายจุลินทรีย ปจจุบันสารปฏิชีวนะอาจ
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รวมถึงสารกึ่งสังเคราะหที่ใชสารปฏิชีวนะที่สกัดไดจากธรรมชาติเปนตนแบบ การทํางานของสาร

ปฏิชีวนะแบงออกไดเปน 2 แบบ คือ ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียกอโรคเรียกวา microbistatic 

และฆาจุลินทรียกอโรคเรียกวา microbicidal ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ microbistatic รางกายจะ

กําจัดจุลินทรียกอโรคโดยใชระบบการปองกันของรางกายคือ phagocytosis การผลิตแอนติบอดี 

การผลิต interferon เมื่อมีการติดเชื้อจากไวรัส  และกลไกการปฏิเสธของลําไสโดยการเกิดอาการ

ทองเสีย อาเจียน ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ microbicidal จะฆาจุลินทรียกอโรคโดยการทําใหเซลล

แตก แตรางกายยังคงไดรับผลจากสารพิษที่จุลินทรียสรางขึ้น ปจจุบันสารปฏิชีวนะในตลาดยา

จํานวน 26% สกัดไดมาจากสิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ, 38% เปนสารกึ่งสังเคราะหที่สารตั้งตนมาจาก

ธรรมชาติ, 4% มาจากการสังเคราะหทางเคมีโดยใหมีโครงสรางเหมือนกับสารจากธรรมชาติ และ 

31% มาจากการสังเคราะหทางเคมี สารปฏิชีวนะที่สกัดไดจากธรรมชาติ 63% นํามาใชยับย้ัง

แบคทีเรีย และ 61% นํามาใชยับย้ังเซลลมะเร็ง 

2.5.1 ประเภทของสารปฏิชีวนะที่ผลิตจากจุลินทรีย 

  2.5.1.1 สารปฏิชีวนะกลุม Aminoglycosides   

  Aminoglycosides เปนสารปฏิชีวนะที่มักพบใน streptomycetes ไดแก  

streptomycin amikacin kanamycin gentamycin และ tobramycin เปนสารที่ประกอบดวย 

hexose nucleus ที่เรียกวา aminocyclitol ring ซึ่งเช่ือมตอกับ amino sugar จํานวน 2 โมเลกุล 

ดวย glycoside linkage เปนสารมีข้ัวจึงละลายน้ําได (Chambers และ Sande, 1996) มีกลไก

การออกฤทธิ์แบบ bactericide ยับย้ังการแปลรหัส (translation) ของ mRNA เนื่องจากทําหนาที่

จับกับไรโบโซมของแบคทีเรียเปนผลใหการสังเคราะหโปรตีนถูกยับย้ัง ตัวอยางโครงสรางสาร

ปฏิชีวนะกลุม aminoglycosides (Sneader, 2005) แสดงดังรูปที่ 2.12  
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รูปท่ี 2.12  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม  aminoglycosides  

  4.5.1.2 สารปฏิชีวนะกลุม  Tetracycline   

  เปนกลุมยากลุมใหญที่ประกอบดวยโครงสรางพื้นฐานที่เหมือนๆ กัน

ประกอบดวย polycyclic napthacene carboxamide ที่มี 4 วงตอกัน เปนสารปฏิชีวนะที่ออก

ฤทธิ์กวาง ( broad-spectrum ) สามารถยับย้ัง rickettsiae และโปรโตซัวบางชนิดไดดวย กลไก

การออกฤทธิ์เปนแบบ bacteriostatic (Kapusnik-Uner และ คณะ, 1996) ตองใชความเขมขนสูง

ถึงเปน bactericide ยับย้ังการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 30S subunit ของไรโบโซมของ

แบคทีเรีย โดยทําหนาที่รบกวนการเขามาจับของ tRNA ทําใหการตอสายเปบไทดหยุดลง สาร

ปฏิชีวนะกลุมนี้ ไดแก tetracycline, methacycline, doxycycline, และ minocycline ตัวอยาง

โครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม tetracycline (Sneader, 2005) แสดงดังรูปที่ 2.13  

 

รูปท่ี 2.13 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม tetracycline   
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  2.5.1.3 สารปฏิชีวนะกลุม Chloramphenicol   

  เปนสารปฏิชีวนะตัวแรกที่สามารถสังเคราะหได  เดิมใช กันอยาง

แพรหลายเพราะออกฤทธิ์กวางครอบคลุมเชื้อหลายชนิด แตปจจุบันพบวามีปฏิกิริยารุนแรง จึง

นํามาใช เฉพาะการติดเชื้อระบบสวนกลางที่ รุนแรง  เชน  เยื่อหุมสมองอักเสบ  เพราะ 

chloramphenicol สามารถผานผนังกั้นเสนเลือดในสมองไดดีมาก สารกลุมนี้ละลายไดดีใน

แอลกอฮอล แตละลายไดนอยมากในน้ํา (Kapusnik-Uner และ คณะ, 1996) สูตรโครงสราง

พ้ืนฐานประกอบดวยวงอะโรมาติกอยูปลายดานหนึ่งและปลายอีกดานหนึ่งเปน acyl side chain  

ยับย้ังการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 50S ไรโบโซมของแบคทีเรีย จะไมเกิดการตอกันของสาย

เปบไทดเนื่องจากทําหนาที่ในการยับย้ังการเรงปฏิกิริยาของเอ็นไซม peptidyl transferase ได 

ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม chloramphenicol (Sneader,2005) แสดงดังรูปที่ 2.14 

 

รูปท่ี 2.14 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม chloramphenicol 

  2.5.1.4 สารปฏิชีวนะกลุม Macrolide   

  เปนกลุมของสารปฏิชีวนะที่มีโครงสรางหลักเปน macrocyclic lactone 

ring ที่เชื่อมตอกับ deoxy sugar ตัวหลักๆของยากลุมนี้ คือ erythromycin ซึ่งประกอบดวยสวน

ของ sugar 2 หมู ตอกับ lactone ring ที่มี 4 อะตอม อนุพันธุอื่นๆ ของสารกลุมนี้ ไดแก 

clarithromycin azithromycin roxithromycin และ dirithromycin (Chambers, 1998) กลไกการ

ออกฤทธิ์เปนแบบ bacteriostatic กับจุลินทรีย สามารถยับย้ังการสังเคราะหโปรตีน โดยทําหนาที่

จับกับ 50S ไรโบโซมของแบคทีเรีย โดยจับอยาง reversible ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  

macrolide (Sneader, 2005) แสดงดังรูปที่ 2.15   

 

รูปท่ี 2.15 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม macrolide   
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  2.5.1.5 สารปฏิชีวนะกลุม Polyene   

  สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้  เปนสารประกอบขนาด

ใหญ ประกอบดวยสวนที่ชอบน้ําคือสวน hydroxylate และสวนที่เปน lipophilic มีกลไกการออก

ฤทธิ์โดยรบกวนกระบวนการสราง ergosterol ที่เปนองคประกอบที่สําคัญของเยื่อหุมเซลลของรา 

สวนพลาสมาเมมเบรนของเซลลคนและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม จะมี cholesterol เปนองคประกอบที่

สําคัญ (Carol และ Peggy, 1997) สารกลุมนี้ ไดแก nystatin และ amphotericin สามารถยับย้ัง

การเจริญของยีสตและราตาง ๆ แตไมยับย้ังแบคทีเรีย ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  

polyene (Sneader, 2005) แสดงดังรูปที่ 2.16  

 

 

รูปท่ี 2.16 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม polyene   

  2.5.1.6 สารปฏิชีวนะกลุม Rifamycin 

  ยับย้ังการสังเคราะห RNA โดยจับกับ beta-subunit ของเอ็นไซม DNA-

directed RNA polymerase ทําใหสาย RNA ที่ระบุรหัสโปรตีนซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห

โปรตีนไมถูกสรางขึ้น ยานี้จะไมมีผลตอเอนไซมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ยกเวนกรณีไดรับยาใน

ขนาดสูงๆ การดื้อยาของเชื้อจะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ beta-subunit ของเอ็นไซม DNA-

directed RNA polymerase ยากลุมนี้ ไดแก rifamycin B (rifampin ) สามารถยับย้ังแบคทีเรียแก

รมบวกไดหลายชนิดที่สําคัญ คือ Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae และ 

Mycobacterium avium (Kapusnik-Uner และ คณะ, 1996) นอกจากนี้ยังยับย้ังแบคทีเรียแกรม

ลบไดบางชนิด ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม rifamycin (Sneader, 2005) แสดงดังรูปที่ 

2.17   
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รูปท่ี 2.17 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม rifamycin 

  2.5.1.7 สารปฏิชีวนะกลุม Vancomycin 

  ยับย้ังการสังเคราะหผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยทําหนาที่ขัดขวางการจับกันของ 

muramyl pentapeptides สารกลุมนี้สามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก และ Staphylococci ที่

ดื้อยาได ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ (Sneader, 2005) แสดงดังรูปที่ 2.18   

 

รูปท่ี 2.18 ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม vancomycin  

2.6 รายงานสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรีย 

 เมื่อประมาณ 200 ปที่ผานมาไดมีการคนหาไกลดิงแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ ได นักวิทยาศาสตรไดลองเปลี่ยนกลุมจุลินทรียที่เปนแหลงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

โดยคาดวานาจะมีจุลินทรียกลุมอื่นที่มีสมบัติดังที่กลาวมา  

 ในป 1947 มีการคนพบวา Staphylococcus aureus ถูกยับย้ังโดยสารบางอยางที่หลั่ง

ออกมาจาก Myxococcus virescens ได (Oxford, 1947) อีก 2 ปตอมาไดมีการศึกษาสารชนิดนี้ 

แตก็ไมสามารถแยกสารหรือทราบโครงสรางทางเคมีไดเลย  

 หลังจากนั้นมีการวิเคราะหสมบัติของสารตัวแรกไดสําเร็จ ซึ่งเปนกรดไขมันที่มีการแตกกิ่ง

กาน เปนสารจากมิกโซแบคทีเรีย สารชนิดนี้ยับย้ังการงอกของสปอรของ Fusarium sp. ได 

(Noren และ Odham, 1973)  
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 ตอมาไดคนพบสารตัวแรกที่มีการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีไดสําเร็จ คือ ambruticin 

(รูปที่2.19) ซึ่งสามารถยับย้ังการเจริญของราได สารชนิดนี้ถูกคนพบใน Sorangium cellulosum 

ซ่ึงเปนไกลดิงแบคทีเรียที่ยอยเซลลูโลสได และเปนฟรุตติงไกลดิงแบคทีเรียเชนเดียวกัน (Connor 

และคณะ, 1977)   

 ไกลดิงแบคทีเรียที่ไมสรางฟรุตติงบอดีก็สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดเชนกัน มี

การพบสาร myxin ซึ่งผลิตจาก Lysobacter antibioticus สารชนิดนี้เปนสารประเภท phenazine 

dioxide (Weigele และ Leimgruber, 1967) นอกจากนี้ไกลดิงแบคทีเรียกลุมนี้มีการสรางสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพ พวก monobactam เปนสวนใหญ (Kato และคณะ, 1987) 

 glycoprotein จาก Cytophaga สายพันธุ RB1057 สามารถยับย้ังการแผขยายของโคโลนี

ของไกลดิงแบคทีเรีย Cytophaga สายพันธุ RB1058 ไดโดยการยับย้ังการเกาะติดระหวางเซลล

กับพื้นผิวอาหาร จึงทําให Cytophaga สายพันธุ RB1058 ไมสามารถเคลื่อนที่ไดในอาหารแข็ง 

(McBride และคณะ, 2003) 

 สารปฏิชีวนะที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรียที่คนพบเปนสวนใหญจัดเปนสารชนิดใหม แม

บางชนิดจะเคยพบในเชื้ออื่น เชน althiomycin (พบใน Streptomyces sp.) และ pyrrolnitrins 

(พบใน pseudomonads) แตก็มบีางหมูที่แตกตางไปจากเดิม (Reichenbach และคณะ, 1988) 

 ตอมาไดมีการคัดแยกไกลดิงแบคทีเรียมากขึ้น และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดถูกคนพบ

อยางตอเนื่อง ตั้งแตป 1975 เปนตนมาไดมีการคนพบไกลดิงแบคทีเรียที่มีการสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ ทั้งส้ิน 1,100 สายพันธุ พบวาเปนฟรุตติงไกลดิงแบคทีเรีย 800 สายพันธุ และเปนไกล

ดิงแบคทีเรียที่ไมสรางฟรุตติงบอดี เพียง 300 สายพันธุ (Reichenbach และคณะ, 1984) จึง

สมควรที่จะคัดแยกไกลดิงแบคทีเรียที่ไมสรางฟรุตติงบอดีใหมากขึ้นดวยนอกเหนือจากฟรุตติงไกล

ดิงแบคทีเรีย  

 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรียมีโครงสรางที่แตกตางกัน ดังรูปที่ 

2.20 พบไดทั้งสาร aromatics heterocycles quinines macrocycles lactones polyethers   

polyenes และ peptides (Reichenbach และคณะ, 1988) 
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รูปท่ี2.19 ambruticin สารยับย้ังการเจรญิของรา ที่ผลิตจาก Sorangium cellulosum เปน

สารตัวแรกที่มกีารวิเคราะหโครงสรางทางเคมีไดสําเร็จ  

 

 ลาสุดไดมีการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ชนิดใหม จากไกลดิงแบคทเีรีย และมีกลไก

การออกฤทธิ์ที่แตกตางกันมากมาย ดังนี ้ 

 crocacins พบในฟรุตติงไกลดิงแบคทีเรีย ไดแก Chondromyces crocatus และ 

Chondromyces pediculatus ยับย้ังการเจริญของยีสตและราและไดโดยการยับย้ังการสงผาน

อิเลคตรอนในกระบวนการหายใจที่ cytochrome bc1 complex III (Jansen และคณะ, 1999) 

 myxothiazol พบใน Myxococcus fulvus ยับย้ังการเจริญของราไดโดยการยับย้ัง

กระบวนการหายใจในไมโตคอนเดรียที่ cytochrome bc1 complex III เชนเดียวกับสาร 

crocacins (Steinmets และคณะ, 2000) 

 myxalamide พบใน Cystobacter fuscus ยับย้ังการเจริญของรากอโรคในพืช โดยยับย้ัง

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ NADH ในกระบวนการหายใจที่ไมโตคอนเดรีย (Kundim และ

คณะ, 2004) 
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รูปท่ี2.20 โครงสรางที่แตกตางกันของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรีย 

(Reichenbach และคณะ, 1988)  

 
 

รูปท่ี 2.21 soraphen A สารยับย้ังการทํางานของ acetyl-CoA carboxylase ของรา ผลิต

จาก Sorangium cellulosum  
 

angiolam A 

aurachin C 

sorangicin A  

stigmatellin A 

myxalamid 

myxothiazol A  

nitroresorcinol

pyrroinitrin

myxovirescin

saframycin

formylindole

myxovalargin 

corallopyronin

 

althiomycin
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รูปท่ี 2.22 chondramide A จาก Chondromyces crocatus มีสมบัติยับย้ังเซลลมะเร็งได 
 

 
 

รูปท่ี 2.23 epothilone A ชวยรักษาสภาพไมโคทิวบูลและนําเซลลไปสูการตายแบบอะพอพ

โทซิส 
 
 soraphen A (รูปที่ 2.21) พบใน Sorangium cellulosum ยับย้ังการทํางานของ acetyl-

CoA carboxylase ของราไดอยางจําเพาะเจาะจงและไมมีผลกระทบใดๆ ตอพืชช้ันสูง จึงสามารถ

ประยุกตทําเปนยาฆาราที่กอโรคในพืชผลทางการเกษตรได ซึ่งปจจุบันยังไมทําเปนการคา

เนื่องจากตองศึกษาถึงผลขางเคียงอ่ืนๆ อีก (Reichenbach, 2001) 

 chondramide A (รูปที่ 2.22) จาก Chondromyces crocatus กระตุนการตอสายของ

แอกตินในเซลลยูคาริโอต สาร epothilone A (รูปที่ 2.23) ชวยรักษาสภาพไมโคทิวบูลในเซลล

ไมใหสปนเดิลไฟเบอรทํางาน สงผลใหการแบงตัวไมเกิดขึ้น ซึ่งจะนําเซลลไปสูการตายแบบอะ

พอพโทซิสได จึงสามารถนําไปประยุกตเปนยารักษามะเร็งในอนาคตได (Reichenbach, 2001) 

  จากที่กลาวมาจะเห็นไดวาไกลดิงแบคทีเรียเปนทั้งผูผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่มี

ความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียอื่นๆ รวมทั้งยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งได ในปจจุบันมี

การคนพบสารที่ผลิตไดจากไกลดิงแบคทีเรียทั้งสิ้น 80 โครงสรางพื้นฐาน 450 โครงสรางยอย โดย 

40 % ของสารที่พบจัดเปนสารชนิดใหม (Reichenbach, 2001) ประกอบกับกลไกในการออกฤทธิ์

ของสารเหลานี้มีความพิเศษที่หาไดยากในจุลินทรียกลุมอื่น ไกลดิงแบคทีเรียจึงมีคุณคาควรแก

การศึกษาในฐานะกลุมจุลินทรียผูผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกลุมใหมที่นาสนใจเปนอยางยิ่ง 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1  อุปกรณ 
 

- ตูควบคุมอณุหภูมิ (incubator) รุน BE600 บริษัท Memmert, Germany 

- ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN  รุน V3-4 บริษัท Triwork Ltd., Thailand 

- หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บรษัิท Memmert, Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven) รุน UE600 บริษัท Memmert, Germany 

- กลองแยกเซลล (micromanipulator)  

- HPLC รุน Alltima คอลัมนชนดิ C18 ขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร 

- เครื่องชัง่น้ําหนักหยาบ (Laboratory Balance) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

- เครื่องชัง่น้ําหนักละเอียด (Analytical Balance) รุน L2200p บริษัท Sartorius, 

Germany 

- กลองจุลทรรศน (light microscope) Olympus รุน CH30RF200 บริษัท Olympus 

optical Co.,Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศน (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 บริษัท Olympus optical 

Co., Ltd. Japan  

- กลองถายรูป Sony รุน DSC-T70 บริษัท Sony, Japan 

- เครื่องกวนแมเหล็กไฟฟา (magnetic stirrer) รุน 502P-2 บริษัท PMC, USA 

- เครื่องเขยาแบบหมนุ (shaker) รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific 

Co., Inc.Edison, USA 

- เครื่องระเหยแหงสญุญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-

100 บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

- เครื่องระเหยน้าํที่อุณหภูมิต่าํ (lyophilizer) รุน 77520 บริษัท Labconco, U.S.A. 

- เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน SevenEasy บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 
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- ชุดระเหยแหงโดยการหมุน (centrivap) รุน Labconco บริษัท Becthai Bangkok 

Equipment and Chemical Co., Ltd., Thailand 

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 mm2 ย่ีหอ Loptik Labor บรษัิท 

Boeco 

- เครื่องเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, 

USA 

- ชุดเครื่องเจลอเิลกโทรฟอเรซสิ (Electrophoresis chamber set) รุน Mupid-ex  

บริษัท Advance 

- เครื่องตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุน Gel DOC 2000TM บรษัิท 

Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

- เครื่องปนเหว่ียงขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน Spectrafuge บริษัท National 

Labnet, Co., Edison, USA  

- เครื่องปนเหว่ียงปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 6500  

บริษัท Kubota Corp., Tokyo Japan 

- เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora รุน MW-2020 

- เครื่องวัดการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Genesys 20 บริษัท 

Spectronic Unicam, USA ตูแชแข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูม ิ-80°C

รุน ULT 1786 บริษัท FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) Sharp อุณหภูม ิ-20°C   

- เครื่องปนผสม (Vortex mixer) รุน G560-E บริษัท Scientific Industries, Inc., 

NewYork, USA 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette) P2 (0.1-2μl), P10 (0.5-10μl),  

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

- ปเปตตทิป (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 

- กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 1 ml บริษัท Nipro(Thailand) Corp., LTD., 

Thailand 

- กระดาษกรอง (cellulose acetate membrane filter) ขนาด 0.45 μm บรษัิท 

Sartorius, Germany  
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- ตัวกรองชนิด Nylon ขนาด 0.45 μm บริษัท National Scientific 

- มีดผาตดั (surgical blade) บริษัท Feather Safety Razor Co., Ltd., Japan 

- ไมพันสําลี (cotton swab) บริษัท Mfg. NTT Marketing Co., Ltd., Thailand 

- ชุดสกัดแยกสาร (separating funnel) รุน NS29,2/32  ขนาด 250 ml บริษัท  

witeg, Germany 

- แผน TLC aluminium sheet รุน silica gel 60 F254 บริษัท Merck, Germany 

- หลอด TLC (capillary) ขนาด 20 μl บริษัท Blaubrand, Germany 

- แผน PLC ขนาด 20x20 ซม. ความ 2 มม.บริษัท Blaubrand, Germany 

- หลอดยูวี (UV lamp) ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร รุน V01 7887 บริษัท 

Vilber Lourmat, France 

- UV-VIS spectrometer รุน Perkin-Elmer Lambda  

- Paper disc เสนผานศูนยกลาง 8 มม. อยางหนา บริษัท Toyo Rhoshi Kaisha, Ltd., 

Japan 

 
3.2  สารเคมีและชุดทดสอบสําเร็จ 
 

- สารสกัดจากเปปโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- สารสกัดจากยีสต (Yeast extract ) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- สารสกัดจากมอลต (Malt extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 

- อาหารเลี้ยงเชือ้ Marine บริษัท Bio-Rad, USA 

- เคซีโตน บริษัท Bio-Rad, USA 

- กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research organics, Inc., USA 

- น้ําตาลกลูโคส บริษัท Merck, Germany 

- กรดไฮโดรคลอริก บริษัท Merck. Germany  

- แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต บริษัท AJEX Chemicals, Australia 

- อะซีโตน (analytical grade) บริษัท Merck, Germany 

- ไอโซโพรพานอล บริษัท Merck. Germany 

- เมทานอล (HPLC grade) บริษัท Merck, Germany 

- เอทิลอะซิเตท (analytical grade) บริษัท Merck, Germany 

- เฮกเซน (analytical grade) บริษัท Merck, Germany 
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- ไดคลอโรมีเทน (analytical grade) บริษัท Merck, Germany 

- คลอแรมเฟนคิอล บริษัท Becton, Dickinson and Company, USA 

- Lambda HindIII บริษัท Bio-Rad, UK 

- 100 bp DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK 

- Proteinase K บริษัท US.Biological, US 

- Ribonuclease A (Rnase A) บริษัท Promega, USA 

- ชุด PCR purification kit QIAquick PCR purification kit บริษัท Qiagen, Germany   

- ชุดเอนไซม Taq DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 

- อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS บริษัท Bio-

Rad, USA 

 
3.3 ตัวอยางทีน่ํามาแยกเชื้อ 
 

 เก็บตัวอยางดิน น้ํา ปุย ซากใบไม วัตถุในทะเล รวมทั้งมลูสัตวตามแหลงตาง ๆ ในประเทศ

ไทย ไดแก จังหวัด นครปฐม กรุงเทพฯ นนทบุร ี ปทุมธาน ี นครนายก พิษณุโลก ปราจีนบรุี 

กาญจนบุรี ตาก ระยอง กระบี่ สุราษฏรธานี และนครศรีธรรมราช โดยเก็บตัวอยางละประมาณ 20 

กรมั ใสในถุงพลาสติกซิบ บันทึกชนิดของตัวอยาง สถานที่เก็บ ลักษณะ และสีของตัวอยาง 

ระหวางทีต่ัวอยางถูกวิเคราะห เก็บใสถุงพลาสติกซิบรักษาไวที่อุณหภมูิหอง หลังจากวิเคราะหแลว

เก็บรักษาตัวอยางที่อุณหภูม ิ4°C 

 
3.4 การคัดแยกไกลดิงแบคทีเรียจากตัวอยาง 
 

3.4.1 การคัดแยกไกลดิงแบคทีเรียที่ไมสรางฟรุตติงบอดี 

 นําตวัอยางดนิ ปุย หรือซากใบไม วัตถุในทะเล หรือมูลสัตวปรมิาณเล็กนอยมา

โปรยบนกลางจานอาหารแข็ง Water Cycloheximide Agar (WCX agar) สําหรับตัวอยางที่เก็บ

จากทะเลใช marine agar ในกรณทีีต่ัวอยางเปนของเหลวใหหยดตวัอยางน้ําหรือสารละลายดิน

เจือจางจํานวน 1 หยดบริเวณริมจานอาหารแข็งเอียง 45° ใหหยดน้ําไหลเปนแนวผานตรงกลาง

จาน อาหารแข็ง WCX agar จะมีการเตมิ crystal violet 0.1% (w/v) เพื่อลดการปนเปอนจาก

แบคทีเรียแกรมบวก และ cycloheximide 2.5 มิลลิกรัม ตอ 100 มิลลิลิตร เพ่ือยับย้ังรา (Zhang 

และคณะ, 2002) ซึ่งจะตองเตรียมอาหารไวลวงหนาประมาณ 2-3 วัน ใหผิวหนาของอาหารแหง

เพื่อปองกันแบคทเีรียทีม่ีแฟลเจลลาเคลื่อนที่ปะปน นอกจากนี้การที่ผิวหนาของอาหารแหงจะทํา
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ใหสังเกตการเคลื่อนที่ของไกลดิงแบคทีเรียไดชัดเจนขึน้ได บมตัวอยางที่อณุหภูมิ 28-30°C เปน

เวลา 3-5 วัน สังเกตการเจรญิของไกลดิงแบคทีเรีย ซึ่งสามารถจําแนกไกลดิงแบคทเีรียออกจาก

แบคทีเรียชนดิอ่ืนโดยจะพบโคโลนีทีม่ีลักษณะแผขยายออกอันเนื่องมาจากการเคลื่อนที่ ทําการ

แยกเชื้อโดยตดัชิน้วุนที่ขอบของโคโลน ี ซึ่งเปนบริเวณทีเ่ชื้อยังไมแกเมื่อเทียบกับกลางโคโลนีไปวาง

บนอาหารแข็ง Yeast Agar (Vy/2 agar) ซึ่งมีสารอาหารอุดมสมบรูณกวา WCX agar ทําการบมที่

อุณหภูม ิ 28-30°C กระทั่งเชื้อเติบโต จากนั้นใชเครื่อง micromanipulator (Sly and 

Arunpairojana, 1987) ซึ่งเปนเครื่องมอืที่ใชแยกเซลลจุลินทรียใหเปนเซลลเดี่ยวและบริสุทธิ์มา

วางบนอาหารแข็ง Vy/2 agar อีกครัง้ 

3.4.2 การคัดแยกไกลดิงแบคทีเรียที่สรางฟรตุติงบอดีหรือมิกโซแบคทีเรีย 

 นําตัวอยางดิน ปุย หรือซากพืชที่ผุปริมาณเล็กนอยมาวางเปนกลุมบนจานอาหาร

แข็ง WCX agar บมตัวอยางที่อุณหภูมิ 28-30°C เปนเวลา 3-5 วัน สังเกตการปรากฎของฟรุตติง

บอดีบนกองดิน โดยจะมีลักษณะกลม แบน หรือเปนชอ และมีสีสัน ทําการแยกเชื้อโดยใชปลายมีด

ผาตัดเขี่ย ฟรุตติงบอดีมาวางบนอาหารแข็ง Vy/2 agar บมที่อุณหภูมิ 28-30°C กระทั่งเชื้อเจริญ 

(Sly and Arunpairojana, 1987) จากนั้นใชเครื่อง micromanipulator แยกเซลลเดี่ยวเชนเดียวกับ

ไกลดิงแบคทีเรียที่ไมสรางฟรุตติงบอดี 

3.4.3 การตรวจสอบการเคลื่อนที่ของไกลดิงแบคทีเรีย 

 เชื้อที่คัดแยกไดจะถูกนํามาตรวจสอบวาเปนไกลดิงแบคทีเรียหรือไม โดยสังเกต

จากการเคลื่อนที่ในอาหารเหลวดวยวิธี hanging drop ซึ่งเปนการตรวจดูแบคทีเรียในหยดน้ํา

แขวนลอยดวยกลองจุลทรรศนวาสามารถเคลื่อนที่ไดหรือไม โดยใชสไลดที่มีหลุมตรงกลางปดทับ

ดวย coverslip ไกลดิงแบคทีเรียไมมีแฟลเจลลา ดังนั้นจึงไมเคล่ือนที่ในอาหารเหลว  

3.5 การเก็บรักษาไกลดิงแบคทีเรีย 

ตัดชิ้นวุนที่ขอบของโคโลนีหรือเข่ียฟรุตติงบอดีไปวางบนอาหารแข็ง Vy/2 agar นําไปบมที่

อุณหภูมิ 28-30°C ประมาณ 3-5 วัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C ไดเปนเวลา 1-2 สัปดาห สําหรับ

การเก็บรักษาเปนระยะเวลานานจะทําใหแหงโดยวิธีเยือกแข็ง (lyophilization) แลวเก็บรักษาไวใน

ตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20°C 
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3.6 การคัดกรองไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

ทําการคัดเลือกไกลดิงแบคทีเรียมาทดสอบจํานวน 10 สายพันธุ จาก 52 สายพันธุ โดย

อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน 
 
3.6.1 การเตรยีมหัวเชื้อไกลดิงแบคทีเรีย 

 
 การเตรียมเซลลไกลดิงแบคทีเรียจะตัดชิ้นวุนไกลดิงแบคทีเรียในขอ 3.5 ขนาด

ประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร ไปวางบนอาหารแข็ง Vy/2 agar นําไปบมที่อุณหภูมิ 30°C 

ประมาณ 3-5 วัน จากนั้นทําการตัดชิ้นวุนจํานวน 4 ชิ้น ลงในขวดรูปชมพูที่มีอาหารเหลว 

Casitone Yeast Extract Broth (CYE broth) 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30°C เขยาดวยเครื่องเขยา

แบบหมุน ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน เพื่อเตรียมเปนหัวเชื้อ 
 
3.6.2 การเล้ียงเชื้อในอาหารเหลว 
 
 ถายไกลดิงแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลวในขอ 3.6.1 ลงในขวดรูปชมพูที่มี

อาหารเหลว CYE broth 200 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30°C เขยาดวยเครื่องเขยาแบบหมุน ความเร็ว 

200 รอบตอนาที เล้ียงกอนทําการทดสอบ 7-10 วัน เพ่ือใหเชื้อสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และ

นําไปสกัดดวยตัวทําละลายตอไป  

 
 3.6.3 การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวยตัวทํา

ละลายอินทรีย (ภาคผนวก ค) 
 

 นําน้ําเลี้ยงเชื้อจากขอ 3.6.2 มาปนแยกสวนของเซลลและน้ําหมักออกจากกัน  

ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 20 นาที นําทั้งเซลลและน้ําหมักมา

สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ การสกัดสารจากน้ําหมักทําไดโดยใชอะซีโตน (acetone) ใน

อัตราสวน 1 ตอ 1 (V/V) (Jansen และคณะ, 1999) เปนตัวทําละลายอินทรียในการสกัด เมื่อ

ระเหยอะซีโตนออกดวยเครื่อง rotary vacuum evaporator จะไดสารที่มีลักษณะเปนของเหลว

หนืด สกัดตอดวยไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) ในอัตราสวน 1 ตอ 1 (V/V) (Jansen และ

คณะ, 1999) ซึ่งเปนสารที่มีข้ัวต่ําหรือไมมีข้ัวและมีน้ําหนักมากกวาน้ํา จึงแยกชั้นกับน้ําโดยสารที่

ไมละลายน้ําจะอยูสวนลางในชั้นไดคลอโรมีเทน และสารที่ละลายในน้ําไดจะอยูสวนบน ในกรณี

การสกัดสารจากเซลลใหละลายเซลลดวยอะซีโตนในอัตราสวน 1 ตอ 1 (W/V) โดยใสเม็ดแกวลง
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ไปบดใหเซลลแตก ทิ้งไวใหกากเซลลตกตะกอนจึงดูดสวนใสไปสกัดตอดวยไดคลอโรมีเทน ใน

อัตราสวน 1 ตอ 1 (V/V) แลวนําไประเหยแหงดวยชุดระเหยแหงแบบหมุน ทําการเก็บสารจากชั้น

ไดคลอโรมีเทน (สวนลาง) สารจากชั้นน้ําและอะซีโตน (สวนบน) และน้ําหมัก นํามาทําใหแหงดวย

เครื่อง centrivap สวนน้ําหมักทําใหแหงดวยเครื่อง freeze dry ชั่งน้ําหนักสารและเก็บสารสกัดไว

ในหลอดไมโครทิวป ที่อุณหภูมิ -20 °C ซึ่งจะนําไปทดสอบขั้นตนกับจุลินทรียกอโรคตอไป 
 
3.6.4 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียโดยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธี paper 

disc diffusion (Kundim และคณะ, 2004) 

 

ตารางที่ 3.1 จุลินทรียที่ใชทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (tested microorganisms)  

 

กลุมจุลินทรยี ช่ือจุลินทรีย แหลงที่มา สาเหตุของอาการหรือโรค 

แบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus aureus TISTR   118 ฝ อาหารเปนพิษ 

 Bacillus subtilis TISTR   008 อาหารเปนพิษ 

แบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli TISTR   780 ติดเชื้อทอทางเดินปสสาวะ ทองรวง 

 Enterococcus faecium TISTR 1283 ทองรวง โรคในชองปาก 

ยีสต Candida albicans TISTR 5119 โรค Candidiasis 

รา Fusarium oxysporum DOAC 0874 โรค Panama Disease ในพืช 

   
3.6.4.1    จุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรีย 

 
3.6.4.1.1    การเตรยีมหัวเชื้อ 

 
   นําแบคทีเรียทดสอบขีด (streak) บนอาหาร Nutrient agar (NA) เพื่อให

เปนโคโลนีเดี่ยว สําหรับ Enterococcus faecium ใชอาหาร MRS agar บมที่อุณหภูมิ 37°C เปน

เวลา 24 ช่ัวโมง ใชลูป (loop) เข่ียโคโลนีลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB)  5 มิลลิลิตร  

สําหรับ Enterococcus faecium ใชอาหาร MRS broth บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 ชั่วโมง ปรับ

ความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland 

Standard ซึ่งเทียบเทากับการอานคาจาก spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร 

คาความดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.1 เพ่ือใหมีเชื้อประมาณ 3x108 CFU/ml     
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    3.6.4.1.2    การเก็บรักษา 
   
    เขี่ยแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหารแข็งลาดเอียง NA แลวนําไปบมที่

อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวเททับดวย 15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 

จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4°C และ -20°C 

 
3.6.4.2 จุลินทรียทดสอบที่เปนยสีต 

 
3.6.4.2.1    การเตรยีมหัวเชื้อ 

 

  นํายีสตทดสอบขีด (streak) บนอาหาร Yeast-Malt Extract Agar 

(YMA) เพ่ือใหเปนโคโลนีเดี่ยว  บมที่อุณหภูมิ 30°C  เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใชลูป (loop) เข่ียโคโลนี

ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast-Malt Extract Broth (YMB)  5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30°C  เปน

เวลา 3 ชั่วโมง ปรับความขุนของยีสตทดสอบใหเทียบเทา 0.5 McFarland Standard ซึ่งเทียบเทา

กับการอานคาจาก spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร คาความดูดกลืนแสงอยู

ใหเทากับ 0.1 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 3x106  CFU/ml     

 
   3.6.4.2.2  การเก็บรักษา 
 

 เข่ียยีสตมาเล้ียงบนอาหารแข็งลาดเอียง YMA แลวนําไปบมที่อณุหภูม ิ 

30°C เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลวเททับดวย 15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไป

เก็บที่อุณหภูมิ 4°C และ -20°C 

 
3.6.4.3 จุลินทรียทดสอบที่เปนราเสนใย 

 
3.6.4.3.1 การเตรียมหัวเชื้อ 

   

 เล้ียงราในอาหารแข็งลาดเอียง Potato Dextrose Agar (PDA) 3-5 วัน 

หรือจนมีการสรางสปอร เติมสารละลาย 0.85% NaCl ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดเปนสปอร

แขวนลอย กรองสปอรดวยสําลีปลอดเชื้อ จากนั้นเจือจางสปอรดวยสารละลาย 0.85% NaCl ปรับ

จํานวนสปอรใหเทากับ 3x106 spore/ml โดยนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) 
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3.6.4.3.2 การเก็บรักษา 
 

   เล้ียงราเสนใยบนอาหารแข็งลาดเอียง PDA ที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 

3-5 วัน แลวเททับดวย 15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4°C 

และ -20°C 

 
3.6.4.4 การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

 
 ใชสําลีพันปลายไมจุมหัวเชื้อจุลินทรียทดสอบ ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อตาม

วิธีในขอ 3.6.4.1-3.6.4.3 เกลี่ยลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อใหทั่วจาน (อาหารสําหรบัแบคทีเรีย ยีสต

และราทดสอบ ไดแก อาหาร NA MRS agar YMA และ PDA ตามลําดับ ) จากนั้นปเปตสาร

ทดสอบ ไดแก สารชั้นอะซีโตน สารช้ันไดคลอโรมีเทนจากเซลลและน้ําหมักที่มีความเขมขน 1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยหยดสารลงบนแผนกระดาษกลม (paper disc) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

8 มิลลิเมตร ใหสารมีปริมาตร 30 ไมโครลิตร (ปริมาณสาร 30 ไมโครกรัม) และ 50 ไมโครลิตร 

(ปริมาณสาร 50 ไมโครกรมั) สําหรับทดสอบแบคทีเรยี และรา ตามลําดับ ทิง้ไวใหแหงแลวนํา 

paper disc ไปวางบนจานทดสอบ สําหรับแบคทีเรียนําไปบมที่อณุหภูมิ 37°C เปนเวลา 20 

ช่ัวโมง  ยีสตบมที่อุณหภูม ิ30°C เปนเวลา 20 ชั่วโมง  และราเสนใยบมที่อณุหภูม ิ30°C เปนเวลา 

3 ถึง 5 วัน (ทํา 2 ซ้ํา) โดยชุดควบคมุบวกหมายถึงยาปฏิชีวนะทียั่บย้ังจุลินทรยีทดสอบจนเกิด

บริเวณใส (inhibition zone) สําหรับแบคทีเรีย คือ chloramphenicol ยีสต คือ nystatin  และรา

เสนใย คือ cycloheximide  ซึ่งยับย้ังจุลินทรียทดสอบ  B. subtilis  En. faecium   E. coli   S. 

aureus C. albicans และ F. oxysporum เสนผานศนูยกลางเทากับ 23 26 29 25 26 และ 27 

มิลลิเมตร ตามลําดับ และชดุควบคุมลบคอือาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมหัวเชื้อ ตัวทําละลายอะซี

โตน และไดคลอโรมีเทน ทัง้นี้ขนาดของ inhibition zone จะวัดเสนผานศนูยกลางตัง้แตขอบของ

บริเวณใส จากดานหนึ่งมายังอีกดานหนึง่  

 
3.7 การศึกษาการเจริญของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4   
  
 ศึกษาการเจริญของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 โดยถายไกลดิงแบคทีเรียที่เลี้ยงใน

อาหารเหลวในขอ 3.6.1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร (2.5%) ลงในอาหารเหลว CYEB 50 มิลลิลิตร 

จํานวน 30 ขวด เขยาที่อุณหภูมิ 30°C เก็บตัวอยางทุกๆ 6 ชั่วโมง จนกวาเซลลมีการเจริญคงที่ 

ปนเหว่ียงแยกสวนของเซลลออกจากน้ําหมัก และหาน้ําหนักแหงเฉล่ียของเซลล (ภาคผนวก ง) 
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3.8 การศึกษาผลของระยะเวลาในการเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ตอการ
สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําหมักชั้นไดคลอโรมีเทนเพื่อยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
  

 ศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อยับย้ังจุลินทรียของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ 

RD4 โดยถายไกลดิงแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหารเหลวในขอ 3.6.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (2.5%) ลง

ในอาหารเหลว CYEB 200 มิลลิลิตร เขยาที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 9 วัน โดยเก็บตัวอยางใน

วันที่ 3 5 7 และ 9 กรองแยกสวนเซลลและน้ําหมักออกจากกันแลวนําน้ําหมักมาสกัดดวยตัวทํา

ละลายตามวิธีในขอ 3.6.3 จากนั้นจึงนําสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนมาชั่งน้ําหนัก และ

ทดสอบการยับย้ังจุลินทรียทดสอบ (ทํา 2 ซ้ํา) ดวยวิธี paper disc diffusion ตอไป  

 
3.9  การแยกสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรียสาย
พันธุ   RD4   ใหบริสุทธิ์เบ้ืองตนโดยวธิ ีThin Layer Chromatography (TLC) 

  
 ละลายสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่เลี้ยงไดจากการเลี้ยงเช้ือเปนเวลาเวลา 7 

วัน จากขอ 3.8 ดวยเมทานอล แลวหยดสารปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC aluminium 

sheet  รุน silica gel 60 F254 โดยมีระบบตัวทําละลาย (solvent system) ที่ใชเปนตัวพาใหสาร

เคลื่อน ไดแก  เฮกเซน เอทิลอะซีเตท และเมทานอล ในอัตราสวนเทากับ 55%:22.5%:22.5% 

ตามลําดับ เพื่อใหสารแยกออกจักกัน จากนั้นตรวจสอบตําแหนงของสารที่แยกไดโดยสองดูดวย

หลอดยูวีที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร  

 
3.10 การแยกสารสกัดนํ้าหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรียสาย
พันธุ RD4 ใหบริสุทธิ์เบ้ืองตนโดยวิธี Preparative Thin Layer Chromatography (PTLC) 
 
 เปนวิธีการทําสารใหบริสุทธิ์โดยใชหลักการเดียวกับขอ 3.9 โดยใชแผน PTLC รุน silica 

gel 60 F254 ซึ่งเปนผงซิลิกาที่แนบติดกับแผนกระจกที่มีความหนา 2 มิลลิเมตร ขนาด 20x20 

เซนติเมตร ในขั้นนี้ตองการเพิ่มปริมาณสารสกัดในแตละองคประกอบเพื่อนําไปวิเคราะหตอไปวา

องคประกอบใดที่มีฤทธิ์ยับย้ังจุลินทรียทดสอบ จึงเพิ่มปริมาณการเลี้ยงเชื้อใหมากขึ้น โดยเลี้ยง

ไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ในขวดรูปชมพูที่มีอาหารเหลว CYEB 200 มิลลิลิตร (ปริมาตร

ทั้งหมด 5 ลิตร) เปนเวลา 7 วัน นําน้ําหมักมาสกัดดวยตัวทําละลายตามวิธีในขอ 3.6.3 ระเหยให

แหงแลวแบงสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนสวนหนึ่งมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ (ทํา 2 

ซํ้า) เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดกอนทําการแยกสารใหบริสุทธิ์  นําสารสกัดอีกสวนหนึ่งมา

ละลายในเมทานอลแลวขีดเปนทางยาวบนแผน PTLC นําไป develop  ดวยตัวทําละลายผสม
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ระหวาง  เฮกเซน  เอททิลแอซิเตต  และเมทานอล  ในอัตราสวนเดียวกับ TLC คือ 

55%:22.5%:22.5% ตามลําดับ ทิ้งไวใหแหงจึงวิเคราะหตําแหนงของสารบนแผน PTLC โดยสอง

ภายใตรังสียูวีที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร ทําการสกัดสารแตละองคประกอบโดยใช

สันของมีดคัตเตอรขูดผงซิลิกาออกจากแผนกระจก นําผงซิลิกาแตละสวนมาละลายในเมทานอล

เพื่อแยกเอาสวนของสารสกัดออกจากสวนของผงซิลิกา ทําการกรองเพื่อเก็บสารสกัดแตละ

องคประกอบที่ละลายอยูในชั้นเมทานอล ทําใหแหงดวยเครื่อง  centrivap  ชั่งน้ําหนัก (ภาคผนวก 

ง) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารโดยวิธี  TLC อีกครั้งเพ่ือศึกษาการยับย้ังจุลินทรียทดสอบ

ของสารสกัดแตละองคประกอบตอไป  

 
3.11 การศึกษาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตโดยวิธี UV-VIS spectroscopy ของสาร
สกัดน้ําหมักจากชัน้ไดคลอโรมีเทนที่ทําใหบริสุทธิโ์ดยวิธ ีPTLC  
 
 นําสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผานการแยกโดยวิธี PTLC ในขอ 3.10 ทั้งสาร 

A B และ C มาละลายในเมทานอล ใสในหลอดที่มีฝาปด เพื่อปองกันการระเหยของเมทานอล

จากนั้นนํามาหาคาการดูดกลืนแสงดวย   UV-VIS   spectrometer  ที่ชวงการดูดกลืนแสงความ

ยาวคลื่นตั้งแต 200 ถึง 400 นาโนเมตร (ภาคผนวก ง) โดยใชเมทานอลเปน base line ซึ่งเทากับ 0 

 
3.12 การแยกสาร C จากสารสกัดนํ้าหมักชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิง
แบคทีเรียสายพันธุ RD4 ใหบริสุทธิ์โดยวิธี High Performance liquid Chromatography 
(HPLC) 

 ละลายสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากน้ําหมัก ที่ไดจากขอ 3.10 ดวยเมทานอลใหมีความ

เขมขนเทากับ 6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวนําสารละลายไปกรองผานชุดกรองสําเร็จรูป ขนาด 

0.45 ไมโครเมตร ใสลงในหลอดขนาดเล็กสําหรับฉีด HPLC เก็บที่อุณหภูมิ -20°C ทําสารให

บริสุทธิ์ดวย Reverse Phase HPLC โดยแปรผันอัตราสวนของตัวชะสาร (เมทานอล) ตั้งแต        

0-100% เก็บสารที่ไดจากชวงเวลา (retention time) ตางๆ กัน นําสารแตละสวนไปทดสอบ

ความสามารถในการตานจุลินทรียอีกครั้ง เพื่อนําไปวิเคราะหทางเคมีตอไป 

 รายละเอียดตางๆ ในระบบ HPLC เปนดังนี้ 

คอลัมน (column)   Alltima® C18 ขนาด 4.6 x 250  มิลลิเมตร 

ตัวชะสาร (Mobile phase)  เมทานอล 0-100%, 100 นาที 

อัตราไหล (Flow rate)   0.7 มิลลิลิตร ตอ นาที  
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อุณหภูมคิอลัมน    25°C 

ตัวตรวจวัดสาร (detecter)          RI (ใชหลักการกระเจิงแสง) 

ความเขมขนสารที่ฉีด   6 มิลลิกรัม ตอ มิลลิลิตร 

ปริมาตรสารทีฉ่ีด   100 ไมโครลิตร 

 
3.13 การจําแนกไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 
  

 ศึกษาการจัดจําแนกไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  ลักษณะ slime track ลักษณะฟรุตติงบอดี  และลักษณะทาง

พันธุศาสตร 

 
 3.13.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยศกึษาภายใตกลองจุลทรรศน  
 

  เลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Vy/2 agar บมที่อุณหภูมิ 30°C เพ่ือศึกษาการ 

slime track ดวยกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast (ภาคผนวก ค) ศึกษาสีและลักษณะของ

ฟรุตติงบอดี ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ จากนั้นนําไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบ

ใชแสง ใชเทคนิค slide culture  บันทึกลักษณะของเซลลหากิน (vetgetative cell) ลักษณะของ

มิกโซสปอร โดยเปรียบเทียบกับ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 9 

(Reichenbach และ Dworkin, 1982) 

 
 3.13.2 วิเคราะหลําดับเบสนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 
 
  3.13.2.1  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากไกลดิงแบคทีเรียสายพนัธุ RD4  

 
 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ (Ausubel และคณะ, 1999) 

โดยเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Vy/2 broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ 

30°C เปนเวลา 3 วัน จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปน

เหว่ียงเพื่อแยกเซลลที่ 4°C 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ละลายเซลลดวยบัฟเฟอร TE  

ปริมาตร 517 ไมโครลิตร จนเปนเนื้อเดียวกัน จึงเติมไลโซไซม (Lysozyme) เขมขน 60 มิลลิกรมัตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาใหสารผสมกันแลวบมที่ 37°C เปนเวลา 1 ชม. 

จากนั้นเติมโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) เขมขน 10%  ปริมาตร 30 
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ไมโครลิตร และโปรตีนเนสเค (protinase K) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 37°C เปนเวลา 1 ชม. เติมโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร 

ปริมาตร 120 ไมโครลิตร และ CTAB/NaCl ปริมาตร 220 ไมโครลิตร บมที่ 65°C เปนเวลา 10 

นาที จากนั้นเติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลาย

สุดทาย นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําสารละลายชั้นบนมาเติมฟ

นอล/คลอโรฟอรม เทากับปริมาตรสารละลายสุดทาย แลวนําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที 

จึงนําสารละลายชั้นบนมาเติมไอโซโพรพานอล 0.6 เทาของปริมาตรสุดทาย กลับหลอดไปมาจน

เห็นความขุนของดีเอ็นเอ แลวนําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใส

ออก ลางตะกอนดวยเอทานอล 70% ปริมาตร 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงเพื่อเทสวนใสทิ้ง 

จากนั้นจึงระเหยเอทานอลใหแหงแลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ใสอารเอ็นเอสเอ (RNase A) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร 

บมที่ 37°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บรักษาดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20°C  

 
  3.13.2.2  แยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 

  

  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกา

โรสเจลเขมขน 0.8% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE เทลงในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู เมื่อเจลแข็งตัว วาง

ช้ินเจลที่ไดลงในแชมเบอร แลวเทบัฟเฟอรใหทวมเจล ผสมผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซกับสีติดตาม 

หยอดลงในชองวิ่ง ใชเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตาง

ศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีติดตามเคลื่อนที่ไดในระยะทางที่เหมาะสม ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบร

ไมด เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

 
  3.13.2.3  เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรส (Polymerase Chain reaction, PCR)  
   
  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสารใน

ปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 27F และ 1492R ซึ่งจําเพาะตอบริเวณ 16S rDNA ของ

แบคทีเรีย ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดคือ 1,356 bp ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรดังตารางที่ 3.2 

 
 
 



 35 

ตารางที่ 3.2 แสดงลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอร 

 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 

Forward primer 27F GAGGTTGATCCTGGCTCAG 

Forward primer 341F TCCCCGTCAAGGTGCATCT 

Reverse primer 1100R AGGGTTGCGCTCGTTG 

Reverse primer 1492R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 

 
  ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอ

ไรด (MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1× Taq 

DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 100 พิโคโมลตอ

ไมโครลิตร (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธี 3.11.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับ

ปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสม

ใหเขากัน หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA 

Thermo Cycle) โดยใหมีสภาวะดังนี้ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°C เปนเวลา 5 นาที 

  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°C เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°C เปนเวลา 1.30 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°C เปนเวลา 2 นาที 

5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°C เปนเวลา 7 นาที 

  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น โดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร 

TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพ่ือตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR 

โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.12.2.2  

 
  3.13.2.4   วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 
 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA โดยสงวิเคราะหที่ 

First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย ผานทางบริษัท Ward Medic Ltd., Part 

โดยบริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 DNA Sequencing และเครื่อง ABI® 

PRISM DNA Sequencers วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร 27F 341F 1100R และ 
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1492R (ตารางที่ 3.2) ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรีย เมื่อได

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA จากแตละไพรเมอร (ภาคผนวก ง)

นําไปเชื่อมลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi 

Software Engineering Co.Ltd) วิเคราะหจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียโดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่

มีในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

 
3.13.2.5 สราง phylogenetic tree  

 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ทีผ่านการวิเคราะหและลําดบันิวคลีโอไทด

ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่ไดคดัเลือกไวแลวมาปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple 

alignment) ดวยโปรแกรม Clustal X จากนั้นนําขอมูลที่ผานการปรับแนวมาคาํนวณ distance 

matrix สราง phylogenetic tree ดวยการวิเคาระหแบบ Neighbor-joining และ Bootstrap ดวย

โปรแกรม PHYLIP software package version 3.572c ไดแก DNADIST.EXE NEIGHBOR.EXE 

และ SEQBOOT.EXE ตามลําดับ นําเสนอ phylogenetic tree ที่สรางขึ้นดวยโปรแกรม 

TREEVIEW (Felsenstein, 1993)    
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บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยาง 
 

 ทําการเก็บตัวอยางดิน น้ํา ปุย ซากใบไม วัตถุในทะเล รวมทั้งมูลสัตวตามแหลงตางๆ 17 

จังหวัด  ในประเทศไทย  จํานวน  80 ตัวอยาง  ดังแสดงในตารางที่ 4.1  

 
4.2 คัดแยกไกลดิงแบคทีเรียจากตัวอยาง 
 

 จากการแยกไกลดิงแบคทีเรียจากตัวอยาง 80 ตัวอยาง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง WCX 

agar สําหรับตัวอยางทั่วไปและใช   marine agar สําหรับตัวอยางที่เก็บจากทะเล ตาม

วิธีดําเนินการวิจัยขอ  3.4  พบวาสามารถแยกไกลดิงแบคทีเรียไดจํานวน  52  สายพันธุ  เปนชนิด

ที่ไมสรางฟรุตติงบอดี 49 สายพันธุ และชนิดที่สรางฟรุตติงบอดี  3 สายพันธุ ดังแสดงในตารางที่ 

4.1 

 
4.3 คัดกรองไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 

 ไกลดิงแบคทีเรียทีค่ัดแยกได 52 สายพันธุจากขอ 4.2 นั้น มีลักษณะทางสณัฐานวิทยาที่

เหมือนกันอยูมาก พบวามีเพียง 10 สายพันธุเทานัน้ที่มีลักษณะทางสณัฐานวิทยาแตกตางกัน 

ไดแก CD1 MG1 TW2 RD2 RD4 SA4 SN5 CP1 SW1 และ GR1 ดงัแสดงในตารางที่ 4.2 และ

รูปที่ 4.1 จึงนําไกลดิงแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุนี้มาศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอ 

โดยเลี้ยงในอาหาร CYEB เปนเวลา 7 วัน (3.6.2) แลวทําการสกัดสารจากน้ําหมักและตัวเซลล

ตามวิธีในขอ 3.6.3 เมื่อนําสารสกัดมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบทัง้ 6 ชนดิ ตามตารางที ่3.1 ใน

ขอ 3.6.4 ดวยวิธี paper disc diffusion พบวาจากไกลดิงแบคทีเรียจํานวน 10 สายพันธุ มีเพียง 6 

สายพันธุเทานัน้ ไดแก CD1 TW2 RD2 RD4 SN5 และ CP1 ดังรปูที่ 4.2-4.6 ที่สามารถยับย้ัง      

จุลินทรียทดสอบได ดงัแสดงในตารางที่ 4.3 จะเหน็ไดวาสารสกัดจากน้ําหมักชั้นไดคลอโรมีเทนที่

สรางจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ยับย้ังจุลินทรียทดสอบไดทุกชนดิ สวนสารสกัดจาก

ช้ันอะซีโตนและน้ําจะยับย้ังไดเฉพาะ F. oxysporum  เทานั้น ในขณะที่สายพันธุ TW2 RD2 และ 

CD1 จะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําหมักช้ันไดคลอโรมีเทนเทานัน้ ซึง่สารสกัดจากสาย
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พันธุ TW2 จะยับย้ังไดเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ สวนสายพันธุ RD2 ยับย้ังไดเฉพาะ

แบคทีเรียแกรมบวก และสายพันธุ CD1 ยับย้ังแบคทีเรยีแกรมบวก E. coli และ ยีสต ในไกลดงิ

แบคทีเรียสายพันธุ SN5 จะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จากน้ําหมักทั้งสารสกัดจากชั้นไดคลอโร

มีเทนและชั้นอะซีโตนและน้าํไดเชนเดียวกับสายพันธุ RD4 โดยสารสกัดจากชั้นไดคลอโรมีเทนจะ

ยับย้ังจุลินทรยีทดสอบไดทกุชนิด ยกเวน C. albicans และ En. faecium  แต En. faecium จะถูก

ยับย้ังไดโดยสารสกัดจากชั้นอะซีโตนและน้าํ ทั้งนี้ไมพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สรางจากไกลดิง

แบคทีเรียสายพันธุ MG1 SA4 SW1 และ GR1 เลย สวนสารสกัดจากเซลลนั้นจะพบในสายพันธุ 

CP1 เทานัน้ โดยยับย้ังไดเฉพาะ B. subtilis และ C. albicans  

 จากการคัดกรองไกลดิงแบคทีเรียจํานวน 10 สายพันธุที่มีลักษณะสัณฐานทางวิทยา

แตกตางกัน พบวามีเพียงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 เทานั้นที่

สามารถยับย้ังจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด และมีบริเวณยับย้ังกวางกวาสายพันธุอ่ืนเปนสวนใหญ 

ไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 จึงถูกคัดเลือกมาทําการศึกษาตอในข้ันตอนตอไป   
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ตารางที่ 4.1  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 

ลําดับ

ตัวอยาง 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

ประเภท          

ไกลดิงแบคทีเรีย 

จํานวน 

1 ดินโคนตนไม อ.บางใหญ  จ.นนทบรุ ี เนื้อรวน  ชื้น สีน้ําตาลแดง  T1 ไมสราง FB* 1 

2 ดินโคนตนไม อ. ไทรนอย  จ.นนทบรุ ี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล - - 0 

3 ดินสวนผัก อ. ไทรนอย  จ.นนทบรุ ี เนื้อเหนียว  สนี้ําตาล T2 ไมสราง FB 1 

4 ปุยชีวภาพ อ. ไทรนอย  จ.นนทบรุ ี เม็ด  สนี้ําตาลดํา F1 ไมสราง FB 1 

5 มูลวัว อ. ไทรนอย  จ.นนทบรุ ี เม็ด แหง  สีน้าํตาลออน CD1, CD2 สราง, ไมสราง FB 2 

6 ดินชายเลน อ. กระทุมแบน  จ.สมทุรสาคร เนื้อเหนียว  สนี้ําตาลดํา MG1 ไมสราง FB 1 

7 ดินโคนตนไม อ.บานโปง  จ.ราชบุร ี เนื้อรวน  ชื้น สีดํา T3 ไมสราง FB 1 

8 ดินโคนตนไม อ.ชะเมา  จ.ระยอง เนื้อรวน  ชื้น สีดํา - - 0 

9 ดินริมผาน้ําตก อ.ชะเมา  จ.ระยอง เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล - - 0 

10 ดินขุยไผ อ.ชะเมา  จ.ระยอง เนื้อรวน  แหง สีน้ําตาลแดง T4 ไมสราง FB 1 

11 ดินน้ําตก อ.ชะเมา  จ.ระยอง เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลดํา - - 0 

12 ซากใบไม อ.ชะเมา  จ.ระยอง กําลังยอยสลาย เมือก สีน้ําตาลดํา - - 0 

13 ดินสวนยางพารา อ.ชําฆอ  จ.ระยอง เนื้อรวน  ชื้น สีน้ําตาลแดง - - 0 

14 ดินทุงโลง อ.ชําฆอ  จ.ระยอง เนื้อรวน  ชื้น สีน้ําตาล - - 0 39
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ตารางที่ 4.1 (ตอ)  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 

ลําดับ

ตัวอยาง 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

ประเภท            

ไกลดิงแบคทีเรีย 

จํานวน 

15 ดินโคนตนไม อ. เกาะสมุย  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  แหง สีน้ําตาลแดง - - 0 

16 ดินริมทุงหญา อ. เกาะสมุย  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  ชื้น สีน้ําตาลดํา - - 0 

17 ดินทอระบายน้ํา อ. จอมทอง  กทม. เนื้อรวน  ชื้น สีน้ําตาลดํา TW1, TW2 ไมสราง FB 2 

18 ปุย อ. จอมทอง  กทม. น้ํา  สนี้ําตาลเหลือง - - 0 

19 มูลกระตายปา 1 อ. เวียงสา  จ.นาน เม็ดกลม แหง  สีน้ําตาลออน RD1 ไมสราง FB 1 

20 มูลกระตายปา 2 อ. เวียงสา  จ.นาน เม็ดกลม แหง  สีน้ําตาลออน RD2 ไมสราง FB 1 

21 มูลกระตายปา 3 อ. เวียงสา  จ.นาน เม็ดกลม แหง  สีน้ําตาล RD3 ไมสราง FB 1 

22 มูลกระตายปา 4 อ. เวียงสา  จ.นาน เม็ดกลม แหง  สีน้ําตาล RD4 สราง FB 1 

23 สาหรายทะเล อ. ชะอํา  จ.เพชรบรุ ี สีน้ําตาล S1 ไมสราง FB 1 

24 น้ําทะเล อ. ชะอํา  จ.เพชรบรุ ี ขุน ตะกอน  สีน้ําตาลออน S2 ไมสราง FB 1 

25 ดินโคนตนไม อ.นางรอง  จ.นครนายก เนื้อรวน  ชื้น สีน้ําตาล - - 0 

26 ซากใบไมริมน้ําตก อ.นางรอง  จ.นครนายก กําลังยอยสลาย  สีน้ําตาลเหลือง NA1 ไมสราง FB 1 

27 เมือกบนโขดหนิ อ.นางรอง  จ.นครนายก เมือก  สีน้ําตาลแดง NA2 ไมสราง FB 1 

28 ดินริมน้ําตก อ.นางรอง  จ.นครนายก เนื้อรวน เปยก สีน้ําตาล - - 0 40



 41 

ตารางที่ 4.1 (ตอ)  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 

ลําดับ

ตัวอยาง 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

ประเภท           

ไกลดิงแบคทีเรีย 

จํานวน 

29 ดินโคนตนไม อ. สาริกา  จ.นครนายก เนื้อรวน  ชื้น สีน้ําตาลดํา - - 0 

30 ซากใบไม อ. สาริกา  จ.นครนายก กําลังยอยสลาย สีเขียวดํา SA2 ไมสราง FB 1 

31 รากตนไม อ. สาริกา  จ.นครนายก เมือก  ชื้น สีน้าํตาลดํา SA3 ไมสราง FB 1 

32 เมือกบนโขดหนิ อ. สาริกา  จ.นครนายก เมือก  สีน้ําตาล SA4 ไมสราง FB 1 

33 ดินนาขาว อ. องครักษ  จ.นครนายก เนื้อเหนียว สีดาํ R1 ไมสราง FB 1 

34 เมล็ดขาว อ. องครักษ  จ.นครนายก เม็ดรี กําลังยอยสลาย  สีดํา R2 ไมสราง FB 1 

35 เมือกบนโขดหนิ

น้ําตกไทรโยคนอย 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี เมือก  สีน้ําตาลออน - - 0 

36 ดินโคนตนไมน้ําตก

ไทรโยคนอย 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี เนื้อรวน ชืน้ สนี้ําตาลดํา - - 0 

37 ซากใบไมน้ําตก

ไทรโยคนอย 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี กําลังยอยสลาย เมือก สีเหลือง

ดํา 

- - 0 

38 ซากใบไมริมทาง

น้ําตกไทรโยคนอย 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี กําลังยอยสลาย สีดํา SN4 ไมสราง FB 1 

41
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ตารางที่ 4.1 (ตอ)  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 

ลําดับ

ตัวอยาง 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

ประเภท           

ไกลดิงแบคทีเรีย 

จํานวน 

39 ดินริมน้ําตกไทรโยคนอย อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลแดง SN5 ไมสราง FB 1 

40 ดินกอตนไมน้าํตก     

ไทรโยคใหญ 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี เนื้อรวน ชืน้ สนี้ําตาล - - 0 

41 ดินริมน้ําตกน้าํตก     

ไทรโยคใหญ 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี เนื้อรวน เปยก สีน้ําตาลเขม - - 0 

42 ดินโคนตนไมน้ําตก    

ไทรโยคใหญ 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี เนื้อรวน ชืน้ สนี้ําตาลดํา SNK8 ไมสราง FB 1 

43 ซากใบไมน้ําตก         

ไทรโยคใหญ 

อ. ไทรโยค  จ.กาญจนบุร ี กําลังยอยสลาย สีดํา SNK9 ไมสราง FB 1 

44 เศษปะการัง อ. เกาะยาว  จ.พังงา สีน้ําตาลขาว CP1, CP2 ไมสราง FB 2 

45 เปลือกหอย อ. เกาะยาว  จ.พังงา สีขาว S3 ไมสราง FB 1 

46 สาหรายทะเล อ. เกาะยาว  จ.พังงา เมือก  สีน้ําตาลดํา SW1 ไมสราง FB 1 

47 ซากพืช อ. เกาะยาว  จ.พังงา เมือก  สีน้ําตาลเขียว S4 ไมสราง FB 1 

48 ดินชายเลน อ. เกาะยาว  จ.พังงา เนื้อเหนียว สีน้ําตาลดํา - - 0 42



 43 

ตารางที่ 4.1 (ตอ)  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 

ลําดับ

ตัวอยาง 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

ประเภท           

ไกลดิงแบคทีเรีย 

จํานวน 

49 ดินโคนตนไม อ. พระนคร  กทม. เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล - - 0 

50 ปุยคอกมูลวัว อ. ประจนัตคาม          

จ.ปราจีนบุร ี

เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลแดง F2 ไมสราง FB 1 

51 น้ําทะเล อ. ขนอม                

จ.นครศรธีรรมราช 

มีตะกอน ขุนเล็กนอย S5 ไมสราง FB 1 

52 ดินโคนตนไม อ. ลาดหลุมแกว          

จ.ปทุมธาน ี

เนื้อรวน ชื้น  สีน้ําตาล - - 0 

53 ดินโคนตนไม อ. ตาพระยา  จ.กระบี่ เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลดํา T5 ไมสราง FB 1 

54 ดินริมน้ําตก อ. พรหมโลก  จ.พิษณุโลก เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลออน - - 0 

55 ดินชายเลน อ. พระสมุทรเจดีย   

จ.สมุทรปราการ 

เนื้อเหนียว สีดาํ MG2 ไมสราง FB 1 

56 ดินคลองนาเกลือ อ. พระสมุทรเจดีย   

จ.สมุทรปราการ 

เนื้อรวน ชืน้ สนี้ําตาลแดง MG3, MG4 ไมสราง FB 2 

57 ดินสนามหญา อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน ชืน้ สดีํา GR1 ไมสราง FB 1 

43
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ตารางที่ 4.1 (ตอ)  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 

ลําดับ

ตัวอยาง 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

ประเภท           

ไกลดิงแบคทีเรีย 

จํานวน 

58 ดินสวนผัก อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อเหนียว สีดาํ T6 ไมสราง FB 1 

59 ดินริมคลอง อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อเหนียว สีน้ําตาลดํา - - 0 

60 ซากใบไม อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เมือก  สีน้ําตาลเขียว - - 0 

61 ดินโคนตนจามจุร ี อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล T7 ไมสราง FB 1 

62 ดินไรออย อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล - - 0 

63 ดินไรขาวโพด อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล T8 ไมสราง FB 1 

64 ดินโคนตนกระถิน อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน ชืน้ สนี้ําตาลดํา - - 0 

65 ปุยพืชสด อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน ชืน้ สดีํา F3, F4 ไมสราง FB 2 

66 ดินโคนตนมะมวง อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน ชื้น  สีน้ําตาล - - 0 

67 มูลมา อ. กําแพงแสน  จ.นครปฐม สีเขียว - - 0 

68 ดินสวนยางพารา อ. ขนอม                

จ.นครศรธีรรมราช 

เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลแดง - - 0 

69 ดินสวนมังคดุ อ. ขนอม                

จ.นครศรธีรรมราช 

เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลแดง - - 0 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ)  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและไกลดิงแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 

ลําดับ

ตัวอยาง 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

ประเภท           

ไกลดิงแบคทีเรีย 

จํานวน 

70 ดินสวนลองกอง อ. ขนอม               

จ.นครศรธีรรมราช 

เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาลแดง - - 0 

71 ดินโคนตนมะขาม อ. พระสมุทรเจดีย   

จ.สมุทรปราการ 

เนื้อรวน ชืน้  สีน้ําตาล - - 0 

73 ดินสเีทาโคนตนเฟองฟา อ. พระสมุทรเจดีย   

จ.สมุทรปราการ 

เนื้อรวน ชืน้  สีเทา T9, T10 ไมสราง FB 2 

74 ดินโคนตนขนนุ อ. บางมด กทม. เนื้อเหนียว สีดาํ TBK1, TBK2, 

TBK3 

ไมสราง FB 3 

75 ดินตนมะนาว อ. บางมด กทม. เนื้อรวน ชืน้  สีดํา - - 0 

76 ดินบอน้ํา อ. บางมด กทม. เนื้อเหนียว สีน้ําตาลดํา P1, P2 ไมสราง FB 2 

77 ดินสวนจําป อ. บางแค กทม. เนื้อรวน ชื้น  สีน้ําตาลดํา - - 0 

78 ดินสวนกลวยไม อ. บางแค กทม. เนื้อเหนียว สีดาํ T11 ไมสราง FB 1 

79 ดินตนบานไมรูโรย อ. บางแค กทม. เนื้อรวน แหง สีน้ําตาลออน - - 0 

80 ดินสวนมะละกอ อ. บางแค กทม. เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล - - 0 

หมายเหต:ุ * หมายถึง ฟรุตติงบอด ี(Fruiting Body) 
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ตารางที่ 4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไกลดิงแบคทีเรีย 10 สายพันธุทีค่ดัเลือกมาศึกษา 

 

สายพันธุ        

ไกลดิงแบคทีเรีย 
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา 

ประเภท        

ไกลดิงแบคทีเรีย 

CD1 โคโลนีสีสม ฟรตุตงิบอดีกลม สราง FB* 

MG1 โคโลนีสีขาวใส ผิวหนาเรียบ บาง ไมสราง FB 

TW2 โคโลนีสีเหลือง ขอบหยัก ผิวหนาเปนคล่ืน หนา ไมสราง FB 

RD2 โคโลนีสีสม ขอบขรุขระ ไมสราง FB 

RD4 โคโลนีสีสมออกน้ําตาล ฟรุตติงบอดียาว หยัก เปนคล่ืน สราง FB 

SA4 โคโลนีสีเหลืองสม ผิวหนาเรยีบ บาง ไมสราง FB 

SN5 โคโลนีสีขาวจนถึงน้ําตาล ผิวหนา ขรุขระ ขอบหยัก หนา ไมสราง FB 

CP1 โคโลนีสีสม ขอบเรียบ ผิวหนา เรียบ บางเปนชั้นๆ ไมสราง FB 

SW1 โคโลนีสีขาวขุน ขอบหยัก หนา ไมสราง FB 

GR1 โคโลนีสีขาว เหลืองหรือสม ขอบเรียบ หนา ไมสราง FB 

 

หมายเหตุ: * หมายถึง ฟรุตติงบอดี (Fruiting Body) 
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รูปท่ี 4.1     ลักษณะโคโลนีของไกลดิงแบคทีเรีย 10 สายพันธุที่ถูกคัดเลือกมาสกัดสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ 

 

GR1 

CD1 MG1 

TW2 RD2 

RD4 SA4 

SN5 CP1 

SW1 
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รูปท่ี 4.2     ลักษณะ vetgetative cell (1000 เทา) (a) slime track (400 เทา) (b) ฟรุตติงบอดี 

(80 เทา) (c) และมิกโซสปอร (1000 เทา) (d) ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ CD1  

a 

d 

c 

b 

5 μm 

0.1 mm 

5 μm 

5 μm 
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รูปท่ี 4.3     ลักษณะ vetgetative cell (1000 เทา) (a) และ slime track (400 เทา) (b) ของไกล

ดิงแบคทีเรียสายพันธุ TW2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 

5 μm 

5 μm 



 50 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.4     ลักษณะ vetgetative cell (400 เทา) (a) และ slime track (200 เทา) (b) ของไกลดิง

แบคทีเรียสายพันธุ RD2 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 

5 μm 

5 μm 
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รูปท่ี 4.5     ลักษณะ vetgetative cell (1000 เทา) (a) slime track (400 เทา) (b) ฟรุตติงบอดี 

(80 เทา) (c) และมิกโซสปอร (1000 เทา) (d) ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 

a 

b 

c 

d 

5 μm 

5 μm 

0.1 mm 



 52 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.6     ลักษณะ vetgetative cell (1000 เทา) (a) และ slime track (400 เทา) (b) ของไกล

ดิงแบคทีเรียสายพันธุ SN5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 

5 μm 

  5 μm 
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รูปท่ี 4.7     ลักษณะ vetgetative cell (1000 เทา) (a) และ slime track (400 เทา) (b) ของไกล

ดิงแบคทีเรียสายพันธุ CP1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  5 μm 

  5 μm 
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ตารางที่ 4.3 ความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเบื้องตนของสารสกัดจากน้ําหมักและ

เซลลของไกลดิงแบคทีเรีย 10 สายพันธุ 

 

ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ  สายพันธุ 

ไกลดิงแบคทีเรีย 
 

B.  

subtilis 

S.  

aureus 

E.  

coli 

En. 

faecium 

C. 

 albicans 

F. 

oxysporum 

MG1 Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

TW2  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

++ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

RD2  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

++ 

- 

- 

- 

++ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

RD4  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

+++ 

- 

- 

- 

++ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

++ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

SA4  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

SN5   Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

CP1  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเบื้องตนของสารสกัดจากน้ําหมัก 

และเซลลของไกลดิงแบคทีเรีย 10 สายพันธุ 

 

           +++ =       Ø ของ Inhibition zone 19 - 24 มลิลิเมตร 

  ++ =       Ø ของ Inhibition zone 14 - 18 มลิลิเมตร 

    + =       Ø ของ Inhibition zone  9 - 13 มิลลิเมตร 

     - =       ไมแสดงการยับย้ัง 

    C =       สารสกัดจากเซลล  

    B =       สารสกัดจากน้ําหมัก  

          Ace =       สารสกัดที่ไดจากชั้นอะซีโตน  

         DCM =       สารสกัดที่ไดจากชั้นไดคลอโรมีเทน  

 

 

 

 

 

 

ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ  สายพันธุ 

ไกลดิงแบคทีเรีย 
 

B. 

 subtilis 

S. 

 aureus 

E.  

coli 

En. 

faecium 

C.  

albicans 

F.  

oxysporum 

SW1  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

CD1  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

GR1  Ace / C 

         Ace / B 

         DCM / C 

         DCM / B 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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4.4 ศึกษาการเจริญของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4   
   
 จากการคัดกรองไกลดิงแบคทีเรียที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกตางกันจํานวน 10 

สายพันธุมาทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกับจุลินทรียทดสอบในขอ 4.3 พบวาไกลดิงแบคทีเรีย

สายพันธุ RD4 เปนสายพันธุเดียวที่สามารถยับย้ังจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดและสวนใหญมี

บริเวณยับย้ังกวาง ซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหลานี้มักถูกสรางและหลั่งออกมาเมื่อเชื้อมีการ

เจริญคงที่หรืออยูในชวง stationary phase การทดลองในขั้นนี้จึงศึกษาการเจริญของไกลดิง

แบคทีเรียสายพันธุ RD4 เพ่ือหาวาเชื้อจะใชเวลาเทาใดในการเขาสู stationary phase โดยศึกษา

ตามวิธีทดลองในหัวขอ 3.7 พบวาไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ใชเวลา 12 ชั่วโมงแรกในการ

ปรับตัวในอาหารใหม ( lag phase) จากนั้นจะเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว (log phase) ประมาณ

ช่ัวโมงที่ 48 ( 2 วัน) และมีเริ่มมีการเจริญคงที่ (stationary phase) เมื่อช่ัวโมงที่ 102 จนถึงชั่วโมง

ที่ 120 (5 วัน) ดังรูปที่ 4.8 ไกลดิงแบคทีเรียบางชนิดจะมีการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตั้งแต

ชวงปลาย log phase ดวย (Reichenbach, 2001) ดังนั้นการศึกษาขั้นตอไปจะศึกษาผลของ

ระยะเวลาในการเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4  ตอการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับย้ัง

จุลินทรียทดสอบ โดยจะใชเวลาในการเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียเปนเวลาตั้งแต 3 วันขึ้นไป ซึ่งเปนชวง

ที่เซลลอยูในปลายระยะ log phase และกําลังเขาสู stationary phase 

 

 
 
รูปท่ี 4.8 ความสัมพันธระหวางการเจริญและระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อของไกลดิง

แบคทีเรียสายพันธุ RD4  
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4.5 ศึกษาผลของระยะเวลาในการเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4  ตอการสราง
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําหมักชั้นไดคลอโรมีเทนเพื่อยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  
 

 จากการเจริญของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 พบวาเมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 3 วัน เซลล

จะอยูในชวงปลายของ log phase และเริ่มเขาสู stationary phase การทดลองในขั้นนี้จึง

ทําการศึกษาผลของระยะเวลาในการเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ตอการสรางสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเพื่อศึกษาวาชวงเวลาใดที่เซลลสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุดถาเซลลเจริญอยูใน stationary phase เปนระยะเวลา

นาน โดยเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียเปนเวลา 3 ถึง 9 วัน ตามวิธีในขอ 3.8 แลวนําสารสกัดน้ําหมักจาก

ช้ันไดคลอโรมีเทนมาทดสอบการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเชนเดียวกับหัวขอ 4.3 พบวาระยะเวลาใน

การเลี้ยงเชื้อมีผลตอและความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ที่เชื้อผลิตออกมา แสดงดังรูปที่ 4.9 สารสกัดจากน้ําหมักของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4  เริ่ม

ออกฤทธิ์ยับย้ัง  S. aureus  En. faecium  และ C. albicans  เมื่อเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียเปนเวลา 

5 วัน ซึ่งมีบริเวณการยับย้ังกวางขึ้นในวันที่  7  และจะคงที่หรือลดลงในวันที่ 9 สวน  B. subtilis  

E. coli  และ F. oxysporum จะถูกยับย้ังเมื่อเชื้อเจริญเปนเวลา 7 วัน ซึ่งมีการยับย้ังสูงสุด และคา

จะเปลี่ยนแปลงไมมากนักเมื่อผานไป 9 วัน เชนกัน โดยมีบริเวณการยับย้ังสูงที่สุดเมื่อทดสอบกับ 

B. subtilis  ซึ่งวัดบริเวณใสไดเทากับ 23.5 มิลลิเมตร เนื่องจากประสิทธิภาพในการยับย้ังสูงที่สุด

เมื่อเซลลเจริญเปนเวลา 7 วัน ดังนั้นในการศึกษาขั้นตอไปจึงควรเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ 

RD4  เปนเวลา 7 วัน เพื่อใหผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด 
 

 
 

รูปท่ี 4.9 ผลของระยะเวลาในการเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ตอการสรางสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับย้ังจุลินทรียทดสอบ 

ไมแสดงการยับย้ัง 
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4.6        แยกสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   
RD4   ใหบริสุทธิ์เบ้ืองตนโดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 

 
 จากการศึกษาผลของระยะเวลาในการเลี้ยงไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ตอการสราง

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งพบวามีประสิทธิภาพในการยับย้ังสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงเซลลเปนเวลา 7 วัน 

การทดลองในขั้นนี้ จึงนําสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได

จากการเล้ียงเซลลตามเวลาดังกลาว มาทําใหบริสุทธิ์เบื้องตนโดยวิธี TLC ตามหัวขอ 3.9 พบวา

อัตราสวนของตัวทําละลายเฮกเซน เอทิลอะซีเตทและเมทานอลที่ทําใหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ถูกแยกออกจากกันไดดีที่สุด คือ 55%:22.5%:22.5% ตามลําดับ เมื่อตรวจสอบแผน TLC ดวย

หลอดยูวีที่ความยาวคลื่น  254 และ 356 นาโนเมตร จะปรากฏแถบของสารแยกออกมา 3 

ตําแหนงหลักๆ  คือ  A  B  และ C โดยมีความสามารถในการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตได

แตกตางกัน  ซึ่งสาร  A ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตไดทั้งสองความยาวคลื่น ไดแก 254 และ 356 

นาโนเมตร มีคา Rf เทากับ 0.42 สวนสาร B และ C ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 

356 นาโนเมตร เทานั้น มีคา Rf เทากับ  0.33  และ 0.3 ตามลําดับ ดังรูปที่ 4.10 

 

 
 

รูปท่ี 4.10 โครมาโทแกรมของสารสกัดจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ที่แยกดวยวิธี 

TLC โดยแสดงคา Rf  ของแตละองคประกอบของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเมื่อสองภายใตรังสี

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 356 นาโนเมตร   
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4.7        ศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําหมักชั้นไดคลอโรมีเทนท่ีผลิตจากไกลดิง
แบคทีเรียสายพันธุ   RD4   เม่ือทําใหบริสุทธิ์เบ้ืองตนโดยวิธี Preparative Thin Layer 
Chromatography (PTLC) 
 
 4.7.1 แยกสารสกัดนํ้าหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรีย
สายพันธุ   RD4   โดยวิธี PTLC 
 

  จากการทดลองในขอ 4.6 หลังจากทําสารใหบริสุทธิ์ข้ึนโดยวิธี TLC แลวจะไดสาร

ในแตละองคประกอบในปริมาณที่นอยมาก ซ่ึงไมเพียงพอตอการนํามาทดสอบการยับย้ังจุลินทรีย

และการศึกษาอื่นๆ ในขั้นนี้จึงเพ่ิมปริมาณสารสกัดในแตละองคประกอบเพื่อนําไปวิเคราะหตอไป

วาองคประกอบใดที่มีฤทธิ์ยับย้ังจุลินทรียทดสอบ จึงเพิ่มปริมาณการเลี้ยงเชื้อใหมากข้ึน โดยเลี้ยง

ไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ใหมีปริมาตร 5 ลิตร เปนเวลา 7 วัน ตามวิธีในขอ 3.10 ซึ่งได

น้ําหนักเซลลแหง 62.51 กรัม และปริมาณสารทั้งหมด 462 มิลลิกรัม เมื่อตรวจสอบฤทธิ์ของสาร

สกัดตามวิธีในขอ 3.6.4 พบวาสารสกัดมีบริเวณยับย้ังใกลเคียงกับการศึกษาในขั้นตน จึงนําสาร

สกัดมาทําใหบริสุทธิ์ขึ้นโดยวิธี PTLC โดยใชระบบในการแยกสารเชนเดียวกับวิธี TLC ในหัวขอ 

4.6 พบวาเมื่อแยกสารสกัด  A  B  และ C ออกจากกันแลว ตําแหนงของสารแตละองคประกอบบน

แผน PTLC ยังคงเหมือนเดิมเชนเดียวกับวิธี TLC แตสีของแตละองคประกอบหลังจากที่ใชเมทา

นอลสกัดแยกสารออกมาจากแผน PTLC มีความแตกตางกัน โดยสาร A B และ C มีสีเหลืองออน 

สีฟาและสีเขียวตามลําดับ จึงนําสารแตละองคประกอบทั้ง A B และ C ไปวิเคราะหสมบัติของสาร 

โดยวัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อศึกษาตอไป 

 
 4.7.2 การศึกษาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตโดยวิธี UV-VIS spectroscopy 
ของสารสกัดน้ําหมกัจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ทําใหบริสุทธิ์โดยวธิี PTLC  
 

  เมื่อนําสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี PTLC จาก

ขอ 4.7 ทั้งสาร  A B และ C มาวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตดวย UV-VIS 

spectrophotometer   ตามวิธี 3.11 ไดโครมาโทแกรมดังรูปที่ 4.11 รูปดังกลาวแสดงวา สาร A มี

คาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตอยูในชวงความยาวคลื่นกวาง ไมมีพีคชัดเจน (220-320 นาโน

เมตร) และมีคาสูงสุดที่ 242 นาโนเมตร สาร B ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตได 3 ชวง คือ 230-240 

250-290 และ 290-400 นาโนเมตร มีคาสูงสุดที่ 261 นาโนเมตร สวนสาร C มีคาการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลตอยูในชวงความยาวคลื่น 230-400 นาโนเมตร และมีคาสูงสุดที่ 273 นาโนเมตร ซึ่ง

ที่ความยาวคลื่น 273 ของสาร C นี้ ตรงกับสาร saramycetin ที่พบใน Streptomyces sp. เปนสาร
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ประเภท thiazol ที่มักพบในไกลดิงแบคทีเรีย สาร saramycetin นี้สามารถยับย้ังราได (Cooper 

และคณะ, 1990) จึงนําสารเหลานี้ไปทดสอบการยับย้ังจุลินทรียทดสอบตอไปเพ่ือศึกษาวา

องคประกอบใดที่มีฤทธิ์ในการยับย้ัง และมีสมบัติในการยับย้ังเหมือนเดิมหรือไม 

 

 
 
 
 
รูปท่ี 4.11 โครมาโทแกรมการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตของสารสกัด A B และ C ที่ผลิต

จากไกลดิงแบคทเีรียสายพันธุ   RD4  
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4.7.3 ทดสอบการยับยั้งจุลินทรียโดยสารสกัดนํ้าหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจาก
ไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   RD4   ที่ไดจากวิธี PTLC 
  
  จากการนําสารสกัด A B และ C ที่ไดจาก 4.7.1 มาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ 

ทั้ง 6 ชนิด ตามขอ 3.6.4 ดังรูปที่ 4.12 พบวา สาร A สามารถยับย้ังไดเฉพาะ B. subtilis เทานั้น

โดยมีความกวางของบริเวณใสเทากับ 15 มิลลิเมตร สาร B และ C สามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรม

บวกทั้งไดทั้ง B. subtilis และ S. aureus  โดยการยับย้ังจากสาร B มีความกวางของบริเวณใส

เทากับ 21 และ 18 มิลลิเมตร ตามลําดับ สวนสาร C จะมีประสิทธิภาพในการยับย้ังจุลินทรียสูง

ที่สุด และมีบริเวณใสกวางที่สุดเมื่อยับย้ัง B. subtilis  โดยวัดไดเทากับ 25 และรองลงมา คือ S. 

aureus  วัดไดเทากับ 23 มิลลิเมตร  ตามลําดับ ดังตารางที่ 4.4 ทั้งนี้เมื่อสารสกัดถูกแยก

องคประกอบออกจากกันจะไมพบการยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบและรา ซึ่งเคยยับย้ังไดเมื่ออยูในรูป

สารสกัดจากน้ําหมักกอนทําการแยกสาร อยางไรก็ตามแมวาสาร  A  B  และ  C  ที่ไดหลังจากแยก

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากกันโดยวิธี PTLC จะมีจํานวนชนิดของจุลินทรียที่ถูกยับย้ังได

ลดลง แตสาร C ก็มีประสิทธิภาพในการยับย้ังจุลินทรียแกรมบวกไดสูงสุด ซึ่ง B. subtilis มี

ความสําคัญในการกอใหเกิดอาหารเปนพิษ และ S. aureus  กอใหเกิดโรคฝ หนอง และอาหาร

เปนพิษได จึงนําสาร C ไปทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี HPLC ตอไป 

 

  
  

รูปท่ี 4.12 แสดงการยับย้ังจุลินทรียทดสอบ B. subtilis และ S. aureus ของสารสกัดน้ํา

หมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ  RD4  เมื่อแยกดวยวิธี PTLC 

 

 

 

 
 

chloramphenicol chloramphenicol 
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ตารางที่ 4.4 การยับย้ังจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจาก

ไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ  RD4  ที่ทําใหบริสุทธิ์ข้ึนโดยวิธี PTLC 
 

บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

ชนิดสารสกัด 
B.  

subtilis 

S.  

aureus 

E.  

coli 

En. 

faecium 

C. 

albicans 

F. 

oxysporum 

A 15 y- y- y- y- y- 

B 21 18 y- y- y- y- 

C 25 24 y- y- y- y- 

 
    - หมายถึง       ไมแสดงการยับย้ัง 
 
4.8 แยกสาร C จากสารสกัดนํ้าหมักชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรีย
สายพันธุ RD4 ใหบริสุทธิ์โดยวิธี High Performance liquid Chromatography (HPLC) 
 
 จากการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําหมักในชั้นไดคลอโรมีเทน ที่สรางจากไกลดิง

แบคทีเรียสายพันธุ RD4 มาทําใหบริสุทธิ์เบื้องตนโดยวิธี PTLC ในขอ 4.7 พบวาสาร C ให

ประสทิธิภาพในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบแกรมบวกไดสูงที่สุด และมีคาดูดกลืนแสงตรงกับสาร 

saramycetin จาก Streptomyces sp. การศึกษาในขั้นนี้จงึนําสาร C มาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 

Reverse Phase HPLC โดยใชอัตราสวนตัวชะสารตามวิธีในขอ 3.12  พบวาเมื่อเพิ่มเมทานอล 

ตั้งแต 0 ถึง 100 % เปนเวลา 100 นาที สารจะมีพีคตดิกันเปนสวนใหญ ซึ่งไมสามารถเก็บสารได 

เมื่อปรับตัวทําละลายชวง 20 นาทีแรกที่อัตราสวนระหวางเมทานอลและน้ํา DDW เทากับ 40% 

ตอ 60% และนาทีที ่21 ถึงนาทีที ่40 เพิ่มเมทานอลจาก 60% จนถึง 100% จะทําใหสารแยกออก

จากกันไดดทีีสุ่ด ซึง่สามารถเก็บสารที่ออกมาแตละชวงเวลาไดจํานวน 12 พีค (F1-F12) ดังรูปที่ 

4.13 เมื่อนําสารแตละพีคมาทดสอบการยับย้ังจุลินทรยีทดสอบไดผลดังตารางที ่ 4.5 การยับย้ัง      

จุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดเมื่อทําใหบริสุทธิ์ข้ึนดวยวิธี HPLC แลวใหผลสอดคลองกับขอ 4.7.2 

คือสารสกัดมฤีทธิ์ยับย้ังแบคทเีรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis และ S. aureus โดยพบบริเวณ

ยับย้ัง B. subtilis จากสารพีคที ่ 1 2 4 5 6 และ 7 (F1 F2 F4 F5 F6 และ F7)  และพบบริเวณ

ยับย้ัง S. aureus จากสารพีคที่ 1 2 4 และ 6 (F1 F2 F4 และ F6) ซึ่ง F5 จะมีการยับย้ังสูงที่สุด 13 

มิลลิเมตร โดยยับย้ัง B. subtilis และ F6 ยับย้ัง S. aureus ไดสูงที่สดุ คือ 12 มิลลเิมตร 
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ตารางที่ 4.5 การยับย้ังจุลินทรียทดสอบโดยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ C ที่ไดจากวิธี HPLC 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) 
ลําดับ 

สารสกัด 
B. 

 subtilis 

S.  

aureus 

E.  

coli 

En. 

faecium 

C. 

 albicans 

F. 

oxysporum 

F1 9.5 10 - - - - 

F2 11 10.5 - - - - 

F3 - - - - - - 

F4 11 10.5 - - - - 

F5 13 - - - - - 

F6 11 12 - - - - 

F7 9.5 - - - - - 

F8 - - - - - - 

F9 - - - - - - 

F10 - - - - - - 

F11 - - - - - - 

F12 - - - - - - 

 

    - หมายถึง       ไมแสดงการยับย้ัง 
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รูปท่ี 4.13 โครมาโทแกรมการทําสารสกัด C จากน้ําหมักชั้นไดคลอโรมีเทนของไกลดิง

แบคทีเรียสายพันธุ RD4 ใหบริสุทธิ์ดวยวิธี reverse phase HPLC อัตราสวนระหวางเมทานอล

และน้ํา DDW เทากับ 40% ตอ 60% และนาทีที่ 21 ถึงนาทีที่ 40 เพิ่มเมทานอลจาก 60% จนถึง 

100% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F1 

 

F2 

F3 
F4 

F5 
F6 

F7 

F8 

F9 

F10  F11 F12
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4.9 การจําแนกสายพันธุของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 
  
 4.9.1 การจัดจําแนกไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   RD4   โดยการศึกษาสัณฐาน
วิทยาของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 
  

  จากขอ 3.13.1 เมื่อเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Vy/2 agar ที่อุณหภูมิ 30°C 

ผลศึกษาการ slime track ดวยกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast พบวาเซลลมีการเคลื่อนที่ไป

ดวยกัน โดยมีทิศทางแบบหัวเซลลติดกับทายเซลล (head-to-tail) ทําใหเห็นเปนรอยทางของเมือก

ดังรูปที่ 4.14 จากนั้นศึกษาสีและลักษณะของฟรุตติงบอดี ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 

จะเห็นฟรุตติงบอดีสีสม มีลักษณะยาว โคง รูปรางไมแนนอน (รูปที่ 4.15) ซึ่งสอดคลองกับไกลดิง

แบคทีเรียที่อยูในสกุล Corallococcus sp. (Reichenbach และ Dworkin, 1982) การศึกษา

ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง โดยใชเทคนิค slide culture  จะพบลักษณะของเซลลเจริญ 

(vegetative cell) มีรูปรางยาว เรียว หัวและทายแหลม ติดสีแกรมลบ ดังรูปที่ 4.16 a และมิกโซ

สปอรที่มีรูปรางกลม ดังรูปที่ 4.16 b 

 

 
 

รูปท่ี 4.14 รอยจากการเคลื่อนที่ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 (บริเวณลูกศรชี้) ภายใต

กลองจุลทรรศนแบบ phase contrast กําลังขยาย 1,000 เทา  

5 μm 
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 รูปที่ 4.15 ฟรุตติงบอดีของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4  (ดังลูกศรชี้) ภายใตกลอง

จุลทรรศนแบบสเตอริโอ กําลังขยาย 80 เทา  

 

          
 

                                 
 

รูปท่ี 4.16 เซลลเจริญของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 (a) และลักษณะของมิกโซสปอรมี

รูปรางกลม (b) (ดังลูกศรชี้) กําลังขยาย 1,000 เทา 

a 

b 

0.1 mm 
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  จากการจําแนกสกุลของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   RD4  ตามวิธี 3.13.1 เมื่อ

ศึกษาลักษณะเบ้ืองตนเปรียบเทียบกับ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 

9   พบวาไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   RD4 จัดอยูในสกุล Corallococcus  เนื่องจากมีฟรุตติงบอดี

หลากหลายรูปแบบตั้งแต ทรงกระบอก มีการแตกกิ่ง หรือ เปนรูปเกลียวหยัก จากผลที่ไดยังไม

สามารถจําแนกสปชีสที่แนชัดได จึงเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไกลดิงแบคทีเรีย

สายพันธุ  RD4 กับ Corallococcus ที่อยูในสปชีสตางๆ ตาม Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology Volume 9 พบวาไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ  RD4 มีลักษณะใกลเคียงกับ 

Corallococcus  coralloides มากที่สุดดังตารางที่ 4.6 

 

ตารางที่ 4.6 เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาระหวางไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ  RD4  

และ Corallococcus sp. 

 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ไกลดิงแบคทีเรีย   

สายพันธุ RD4 

Corallococcus 

coralloides 

Corallococcus 

exiguus 

Corallococcus 

macrosporus 

เสนผานศูนยกลางของ       

มิกโซสปอร (μm) 
1.4 1.3-1.9 1.5-1.8 1.8-2.5 

สีของฟรุตติงบอดี สม แดงอิฐ ขาว ชมพู แดงอิฐ น้ําตาล เหลืองสม 

ฟรุตติงบอดีมีการเชื่อมตอกัน มี มี ไมมี มี 

ประชากรของฟรุตติงบอดี     

บนอาหารแข็ง yeast agar 
คอนขางหนาแนน 

บางจนถึง

หนาแนน 
หนาแนนมาก 

บางจนถึง

หนาแนน 

 
 4.9.2    การจัดจําแนกไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   RD4   โดยวิเคราะหลําดับเบส
ของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA   
  

  เพื่อจําแนกสปชีสของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   RD4  อยางแนชัดจึงไดทําการ

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (วิธี 3.13.2.1) และเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA (วิธี 3.13.2.3) เพื่อ

ตรวจหาลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA โดยสง PCR product  ของสายพันธุ RD4 

(รูปที่ 4.17) เพื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ผานทางบริษัท 

Ward Medic Ltd., Part ตามวิธี 3.13.2.4 พบวาไดลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัส 16S 

rRNA จํานวน 1,356 เบส  
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RD4  

16S DNA 

 

 

 
 

รูปท่ี 4.17 PCR product ของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ 

RD4 

     

  เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของไกลดิง

แบคทีเรียสายพันธุ   RD4  จํานวน 1,356 เบส ดังรูปที่ 4.18 มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่บันทึกและรวบรวมไวใน GeneBank DNA database ตามวิธี 

3.13.2.4  พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ   RD4 (1,356 

เบส) มีความเหมือน (identity) กับลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของ Corallococcus sp. 

506 เทากับ 100% (1,457 เบส) (Mociardini และคณะ, 2008) ซึ่งสอดคลองกับผลจากการศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยากอนหนานี้ ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไกลดิงแบคทีเรีย

สายพันธุ  RD4 มีความคลายคลึงกับไกลดิงแบคทีเรียในสกุล Corallococcus 98-100% ดังแสดง

ในตารางที่ 4.7  

  จากการนําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ

บริสุทธิ์ RD4 และแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่คัดเลือกไวจากตารางที่ 4.7 มาทําการปรับแนวของ

ลําดับนิวคลีโอไทด (multiple alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X ตามวิธีในหัวขอ 3.13.2.5นํา

ขอมูลที่ผานการปรับแนวมาสราง phylogenetic tree ดังแสดงในรูปที่ 4.19 แสดงใหเห็นวาลําดับ

นิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์  RD4 จําแนกอยูในสกุล 

Corallococcus 

 

2000 bp 

1000 bp 

500 bp 

100 bp 

 DNA marker 
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GAGATGACTTCTGGAGCAATCGACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC

CCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTGCTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGCCTTCA 

TGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCTGAACTGAGACCGGTTTTCTGCGATTAGCTCCC

CCTCGCGGGTTTGCAGCGCTCTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTC

ATAAAGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTAACACCGGCAG

TCCCTCTAGAGATCCACTTGCGTGGCAACTAAAGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG

ACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTC

GGTTCCCTTGCGGGCACTCCCTCATCTCTGAAGGATTCCGAGGATGTCAAGACCAGG

TAAGGTTCTGCGCGTTGCGTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCC

CCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTACTTCCCAGGCGGAGAACTTAATG

CGTTAGCTACGGCACCGCGGGGGTCAACTCCCACGACACCTAGTTCTCATCGTTTAC

GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGCGTCTCAGCG

TCAGTTACCGTCCAGGTGGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCCCATATCTACGAAT

TTCACCTCTACTTGGGGAATTCCGCCACCCTCTCCGGCACTCAAGCTCTGCAGTTTCG

GGCGCACTTCCTCAGTTGAGCTGAGGGCTTTCACACCCGACTTGCAAAGCCGCCTAC

ACGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCT

GCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTCCCGGTACCGTCAAGGCAAAGCGTATT

AGGCTTTACGGTTTCGTCCCGGTCGAAAGTGCTTTACAATCCAAAGACCTTCATCACA

CACGCGGCGTTGCTGCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGCAAAATTCCCCACTGCTGCC

TCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCAGAC

CAGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGGGCCATTACCCCGCCAACTAGCTGATGGGCCG

CGGACTCATCTGGTTGTGATAGCTTGTATACAGAGGCCACCTTTTCCCTCAGTCTCCG

AAGAGACCGTGGGCTTATCCGGTATTAGCCAATCTTTCGACTGGTTATCCCAGGCATC

C A G G C A G A T T A T C C A C G T G T T A C G C A C C C G T G C G C C G C T C T A C T A A 

 

รูปท่ี 4.18 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหสั 16S  rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสาย

พันธุ  RD4 
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รูปที่ 4.19 phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของไกลดิงแบคทเีรียสายพันธุ RD4 สกุล Corallococcus จํานวน 13 สายพันธุ โดยใช 16S rDNA ของ 

Myxococcus xanthus สายพันธุ DSM435  เปน out-group (Stackebrandt and Pauker, 2005) และตัวเลขที่กิ่งสาขาแสดงถึงการนบัที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 

ครั้ง ดวย bootstrap 

Corallococcus coralloides 51643 

Corallococcus exiguus 14696 

Corallococcus sp. 116803 

Corallococcus coralloides 52497 

Corallococcus coralloides 51359 

Corallococcus coralloides 51547 

Corallococcus coralloides 51548 

RD4 

Corallococcus exiguus Cce100 

Corallococcus sp. SDU-2 

Corallococcus coralloides 51682 

Corallococcus sp. 506 

Corallococcus coralloides 52503 

Myxococcus xanthus DSM435 

70

76 

42 

26 

42 

44 
33 

37 
20 

28 
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ตารางที่ 4.7 ผลการเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA ของไกลดงิแบคทีเรียสายพันธุ RD4 กับลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn)

ลําดับที ่ สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. 
Sequencing Identity 

(%) 
เอกสารอางอิง 

1 Corallococcus sp. 506 AM489539 1457 bp / 100 Monciardini และคณะ, 2008 

2 Corallococcus sp. SDU-2 AY996785 1532 bp / 100 Wu และคณะ, 2005 

3 Corallococcus exiguus Cce100 AJ233932 1522 bp / 100 Sproer และคณะ, 1999 

4 Corallococcus coralloides DSM51682 AJ811596 1508 bp / 100 Swiderski, 2004 

5 Corallococcus coralloides DSM51548 AJ811593 1522 bp / 100 Swiderski, 2004 

6 Corallococcus coralloides DSM51547 AJ811592 1521 bp / 100 Swiderski, 2004 

7 Corallococcus coralloides DSM51359 AJ811579 1520 bp / 99 Swiderski, 2004 

8 Corallococcus coralloides DSM52497 AJ811597 1524 bp / 99 Swiderski, 2004 

9 Corallococcus exiguus DSM14696 DQ768121 1493 bp / 99 Park และคณะ, 2006 

10 Corallococcus sp. 116803 AM489538 1460 bp / 99 Monciardini และคณะ, 2008 

11 Corallococcus coralloides DSM51643 AJ811611 1517 bp / 98 Swiderski, 2004 

12 Corallococcus coralloides DSM52503 AJ811605 1524 bp / 98 Swiderski, 2004 

71
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคในการคัดแยกไกลดิงแบคทีเรียจากแหลงตางในธรรมชาติ ที่

สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อยับย้ังจุลินทรียทดสอบ ซึ่งไมรวมถึงการยับย้ังอัน

เนื่องมาจากเอนไซมและการกินจุลินทรีย จัดจําแนกกลุมและระบุสายพันธุของไกลดิงแบคทีเรีย 

โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรมของไกลดิงแบคทีเรียที่

คัดเลือก 

 จากการคัดแยกไกลดิงแบคทีเรียจากตัวอยางตางๆ ไดแก ดิน น้ํา ปุย ซากพืชที่กําลังยอย

สลาย วัตถุในทะเล รวมทัง้มูลสัตว จํานวน 80 ตัวอยาง จาก 17 จังหวัดในประเทศไทย สามารถ

แยกไกลดิงแบคทเีรียไดทั้งหมด 52 สายพนัธุ เปนชนิดทีไ่มสรางฟรตุตงิบอดี 49 สายพันธุ และชนดิ

ที่สรางฟรุตตงิบอด ี (มิกโซแบคทเีรีย) 3 สายพันธุ โดยมีเพียง 10 สายพันธุ เทานั้นทีม่ีลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน เมื่อนําไกลดิงแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุ นี้มาทดสอบการสรางสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อยับย้ังจุลินทรียทดสอบดวยการสกัดน้ําหมักและเซลล โดยกอนหนานี้ไดนําน้ํา

หมักที่ยังไมผานการสกัดดวยตัวทําละลายมาทดสอบ ซึ่งไมพบการยับย้ังจุลินทรียทดสอบเลย เมื่อ

สกัดน้ําหมักและเซลลของไกลดิงแบคทีเรยี พบวามีไกลดิงแบคทีเรียเพียง 6 สายพันธุ เทานั้นที่มี

การสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับย้ังจุลินทรียทดสอบ ไดแก ไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ  TW2  

RD2  RD4  SN5  CP1  และ CD1 โดยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสวนใหญเปนสารที่ไกลดงิ

แบคทีเรียขับออกมานอกเซลลและเปนสารไมมีข้ัวหรือมีความเปนข้ัวต่ํา เนื่องจากพบในชั้นไดคลอ

โรมีเทน มีเพียง RD4 และ SN5 เทานัน้ทีผ่ลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีข้ัวเนื่องจากพบในชั้นน้าํ

และอะซีโตน ซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีข้ัวที่สรางจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 สามารถ

ออกฤทธิ์ยับย้ัง  F. oxysporum และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีข้ัวที่สรางจากไกลดิงแบคทีเรีย

สายพันธุ SN5 สามารถออกฤทธิ์ยับย้ัง  En. faecium ได สวนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ไดจาก

เซลลจะพบในไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ CP1 เทานัน้ ซึ่งมีฤทธิ์ยับย้ัง B. subtilis และ E. coli ได 

ไกลดิงแบคทีเรียทั้ง 6 สายพันธุนี้สามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ

และรา เนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทเีรียที่ไวตอสารปฏิชีวนะมากกวาแบคทเีรียแกรมลบ 

เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเมมเบรนชั้นนอก  (outer membrane)  ซึ่งลอมรอบ  

เพปติโดไกลแคนไว ซึง่ทําหนาที่เปนเครื่องกั้นสารเคมีและเอนไซมจากภายนอกไมใหเขาไปทําลาย

เซลล (Reichenbach, 1993) 

 อยางไรก็ตามไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 เปนสายพันธุเดียวที่สรางสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่ยับย้ังไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและรา (Broad spectrum) จึง
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นําไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 มาศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอไป ทั้งนี้เมื่อสกัด

น้ําหมักและเซลลดวยตัวทําละลายแลว สามารถพบการออกฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

เนื่องจากการใชตัวทําละลายในการสกัดจะทําใหสารสกัดมีความบริสุทธิ์และมีความเขมขน

มากกวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําหมักที่ไมไดผานการสกัด 

 เมื่อนําไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 มาศึกษาการเจริญเพื่อหาระยะเวลาในการเขาสู 

stationary phase ซึ่งเปนชวงเวลาที่เชื้อจะมีการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งเปนสารทุติยภูมิ 

พบวาเชื้อเจริญเขาสู stationary phase ตั้งแต 102 ชั่วโมง จนถึง 120 ชั่วโมง อยางไรก็ตามมีไกล

ดิงแบคทีเรียบางชนิดที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดตั้งแตปลาย log phase (Reichenbach, 

2001) ในขั้นตอไปจึงเลือกเก็บตัวอยางตั้งแตวันที่ 3 จนถึงวันที่ 9 ซ่ึงสามารถพบฤทธิ์ของสารสกัด

ตั้งแตเชื้อเจริญได 5 วัน ซึ่งเปนชวงที่เชื้ออยูใน stationary phase แลว อยางไรก็ตามจะพบฤทธิ์

ของสารสกัดสูงที่สุดเมื่อเชื้อเจริญได 7 วัน อาจเปนเพราะเมื่อเชื้อเจริญได 9 วัน ปริมาณของเสีย

จากเซลลถูกขับออกมามากขึ้น ทําใหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเสียสภาพไปได ไกลดิงแบคทีเรีย

สายพันธุ RD4 ที่เจริญเปนเวลา 7 วัน จึงสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการ

ยับย้ังจุลินทรียทดสอบสูงสุด 

 เนื่องจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําหมักชั้นไดคลอโรมีเทนของไกลดิงแบคทเีรียสาย

พันธุ RD4 สามารถยับย้ังแบคทเีรียทดสอบไดทุกชนดิที่ 30 ไมโครกรัม/disc 8 มิลลิเมตร และ

ยับย้ังราทดสอบทุกชนดิที ่ 50 มิลลิกรัม/disc 8 มิลลิเมตร จงึนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสวนนี้มา

แยกและทําใหบริสุทธิ์เบื้องตนโดยวิธี TLC และ PTLC สามารถแยกสารบริสุทธิ์ได 3 ชนิดหลักๆ 

ไดแก สาร A สาร B และสาร C ซึ่งพบวาเมื่อสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพถูกแยกออกจากกันจะมีสี

ของสารแตกตางกัน จึงนําไปวิเคราะหการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต พบวามีคาการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลตหลายชวง เมื่อนํามาทดสอบสมบัติการการยับย้ังจุลินทรีย พบวาการออกฤทธิ์ของ

สารยังเปลี่ยนไป โดยไมพบการยับย้ัง E. coli  En. faecium C. albicans และ F. oxysporum เลย 

มีเพียง B. subtilis  และ S. aureus เทานั้นที่ถูกยับย้ังโดยสาร B และสาร C ได การที่ฤทธิ์ของสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพลดลง ทําใหสันนิษฐานไดวากอนทําการแยกสารดวย PTLC สารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ เปนสารโมเลกุลใหญที่ประกอบดวยโครงสรางยอยหลายหนวย เมื่อผานตัวทําละลายตางๆ 

ที่ใชแยกสาร ไดแก เฮกเซน เอทิลอะซีเตท และเมทานอล อาจทําใหโครงสรางของโมเลกุลเดิมทีม่ี

ขนาดใหญแตกออกจากกัน จึงขาดหมูตางๆ ที่จําเปนตอการเกิดปฏิกิริยา หรือจําเปนในการยับย้ัง          

จุลินทรียทดสอบได การยับย้ังจึงลดลง กรณีคลายกันนีพ้บในรายงานของยุวดี (2546) ซึ่งไดศึกษา

สารออกฤทธิ์ทางชวีภาพจากแอกติโนมัยซีส พบวาสารสกัดจากน้ําหมักสามารถยับย้ังจุลินทรีย

ทดสอบไดทัง้แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและรา แตเมื่อนํามาแยกและทําให

บริสุทธิด์วยวิธี PTLC ไดสารทั้งหมด 1 ชนิด ซึง่ไมสามารถยับย้ังจุลินทรียทดสอบใดไดเลย 
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อยางไรก็ตามจากการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 โดยวิธี 

PTLC  สาร C สามารถยับย้ังแบคทีเรยีแกรมบวกได โดยยับย้ัง B. subtilis  ไดสูงสุด ซึง่           

B. subtilis  มีความสําคัญทาํใหเกิดอาหารเปนพิษ และยับย้ัง S. aureus รองลงมา ซึ่ง S. aureus 

เปนจุลนิทรียสําคัญในการกอใหเกิดฝ หนอง และ อาหารเปนพิษ (Kundim และคณะ, 2004) จึง

นําสาร C มาทาํใหบริสทุธิ์ข้ึนอีกโดยวิธี HPLC เพื่อศึกษาวาองคประกอบจากสาร C ที่บริสุทธิ์แลว

ยังมีฤทธิ์ในการยับย้ัง  จุลนิทรียทดสอบหรือไม จากผลการศึกษาไดสารออกมาจํานวน 12 สาร ซึ่ง

มีเพียง F1  F2  F4  และ  F6  เทานัน้ทียั่บย้ัง B. subtilis  และ S. aureus ได สวน E. coli  En. 

faecium C. albicans และ  F. oxysporum ไมพบการยับย้ังและอาจมีสาเหตุเชนเดียวกับการ

แยกสารโดยวิธี PTLC ที่ไดกลาวไว ขางตน ซึง่มรีายงานวาสารที่สรางจากไกลดิงแบคทีเรียสวน

ใหญนัน้เปนสารที่มีโมเลกุลใหญ ไดแก สารกลุม macrolides polyenes และ aromatics เปนตน 

สวนสารที่เปน peptides เล็กๆ สามารถพบไดนอย (Reichenbach และคณะ, 1988) ซึ่งสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ไดจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ไมนาจะเปน peptides เนื่องจาก

การศึกษากอนหนานี้ไดนําสาร A สาร B และสาร C ไปทดสอบกับ ninhydrin (Boudjella และ

คณะ, 2005)  ซึ่งใชในการทดสอบหมู อะมโิน โดยใช BSA เปนตัวควบคุมบวก พบวา สาร A สาร 

B และสาร C ไมเกิดสีกับ ninhydrin เลย 

 ในการจําแนกสายพันธุของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 โดยศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา พบวามีลักษณะใกลเคียงกับ Corallococcus coralloides (Reichenbach และ 

Dworkin, 1982) อยางไรก็ตามการใชขอมูลทางพันธุกรรม โดยทําการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด

ของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 นํามาเปรียบเทียบกับลําดับ

นิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่รวบรวมไวใน GenBank พบวาลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 มีความเหมือน (%identity) 

กับ Corallococcus sp. 506 เทากับ 100% ซึ่งเคยมีรายงานการจําแนกไววาถูกคัดแยกมาจากดิน

ในประเทศอิตาลี (Mociardini และคณะ,2008) แสดงใหเห็นวาไกลดิงแบคทีเรียโดยเฉพาะฟรุตติง

ไกลดิงแบคทีเรีย สามารถพบไดในสิ่งแวดลอมที่หลากหลาย เนื่องจากการสรางฟรุตติงบอดีจะชวย

ทําใหเซลลทนตอภาวะกดดันตางๆ ได จึงทําใหฟรุตติงไกลดิงแบคทีเรียมีการกระจายตัวของ

ประชากรไดดี (Li และคณะ, 2002) จากการวิเคราะห phylogenetic tree ไกลดิงแบคทีเรียสาย

พันธุ RD4 มีความคลายคลึงกับไกลดิงแบคทีเรียที่อยูในสกุล Corallococcus 98-100% อยางไรก็

ตามความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่คัดเลือกมาวิเคราะหไม

เทากัน จึงไมสามารถบอกถึงสปชีสของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ไดแนชัด  

 จากงานวิจัยนี้แมวาสมบัติของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ 

RD4 จะเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งเกิดจากความไมเสถียรของสารอันเนื่องมาจาก การทําสารใหบริสุทธิ์ไม
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วาจะโดยวิธี PTLC หรือ HPLC ก็ตาม แตงานวิจัยนี้สามารถบอกไดถึงสวนที่มีสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis  และ S. aureus ได คือ F1  F2  F4  และ  

F6 และจากรายงานการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ 

Corallococcus sp. ที่ผานมาพบวามีนอยมากเชน สาร corallopyronin ที่มีฤทธิ์ยับย้ังแบคทีเรีย

แกรมบวก (Reichenbach และ Hofle, 1993) เชนเดียวกับไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 และใน

รายงานของ Gaspari และคณะ (2005) ที่คัดแยก Corallococcus sp. ไดทั้งหมด 17 สายพันธุนั้น 

ไมพบวายับย้ัง S. aureus En. faecium และ C. albicans เลย แตพบในไกลดิงแบคทีเรียสาย

พันธุ RD4 งานวิจัยนี้จึงไดบรรลุวัตถุประสงคดังที่กลาวไวขางตนแลว 
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ขอเสนอแนะในการวิจยั 

1. ควรศึกษาเพิ่มเติมถึงระยะเวลาและวิธีในการเก็บสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพวามีผลตอ
ประสิทธิภาพในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบหรือไม 

2. ควรศึกษาเพิ่มเติมถึงปจจัยในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแก อุณหภูมิ ความเปน

กรด-ดาง แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และการใหอากาศ เพื่อใหเหมาะสมกับการสราง

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหมีปริมาณมากได 

3. ควรศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุอื่นที่คัดแยกได 
นอกเหนือจาก 10 สายพันธุที่คัดเลือกมาศึกษา 

4. สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตไดจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ที่ผานการทําให

บริสุทธิ์โดยวิธี HPLC ควรจะนํามาแตละสวนมารวมกันเพื่อตรวจสอบฤทธิ์ในการยับย้ัง   

จุลินทรีย 

5. สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตไดจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ที่ผานการทําให

บริสุทธิ์โดยวิธี PTLC ควรจะนําบริเวณที่หยดสารมาตรวจสอบมาตรวจสอบฤทธิ์ในการ

ยับย้ังจุลินทรียดวย เนื่องจากสวนที่ไมไดถูกแยกออกมาอาจเปนสวนที่มีฤทธิ์ได 

6. สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตไดจากไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 ที่บริสุทธิ์แลว ควร

นําไปศึกษาตอวาเปนสารกลุมใด โดยการใช infrared spectrophotometry เพื่อ

ตรวจสอบหมูฟงกชั่น 

7. ควรทดสอบความเสถียรของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกอนการทําใหบริสุทธิ์เพื่อปองกัน
การถูกทําลายของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในระหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ 

8. จากไกลดิงแบคทีเรียที่แยกไดทั้ง 52 สายพันธุ นาจะนําไปพิสูจนเอกลักษณทั้งหมด  แลว

ทําการจัดกลุมเพื่อศึกษาวา ในตัวอยางประเภทใดที่พบไกลดิงแบคทีเรียสปชีสใดมากหรือ

นอย  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

1. Water Cycloheximide Agar (WCX Agar) 
 

 แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 1 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 ไซโคลเฮกซิมายด (Cycloheximide)  25 กรัม  

 คริสตัลไวโอเลต (crystal violet)   1 มิลลิลิตร  

 สารปฏิชีวนะและคริสตัวไวโอเลตทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 

0.45 ไมโครเมตร  และเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 50 °C 

 
2. Yeast Agar (Vy/2 Agar) 

 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast Extract)  5 กรัม 

 แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 1 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
3. Casitone Yeast Extract broth (CYE Broth) 

 

 เคซีโตน (Casitone)    3 กรัม 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast Extract)  1 กรัม 

 แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 1 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)    1,000 มิลลิลิตร 
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 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
4. Nutrient Agar (NA) 

 

 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract)   3 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)  5 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5. MRS Agar (MRSA) 

 
 ผงอาหารสําเร็จรูป MRS    55.5 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
6. Yeast-Malt Extract Agar (YMA) 

 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast Extract)  4 กรัม 

 สารสกัดจากมอลต (Malt Extract)  10 กรัม 

 น้ําตาลกลูโคส (glucose)   4 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 
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7. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 

 มันฝรั่ง      200 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)      20 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมนัฝรั่งในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อณุหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
8. Nutrient Agar (NA) 

 

 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract)   3 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone)  5 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
9. MRS Agar (MRSA) 

 
 ผงอาหารสําเร็จรูป MRS    55.5 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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10. Yeast-Malt Extract Agar (YMA) 
 

 สารสกัดจากยีสต (Yeast Extract)  4 กรัม 

 สารสกัดจากมอลต (Malt Extract)  10 กรัม 

 น้ําตาลกลูโคส (glucose)   4 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 

 
11. Potato Dextrose Agar (PDA) 

 
 มันฝรั่ง      200 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)      20 กรัม 

 วุนผง (agar)     15 กรัม 

 น้ํากล่ัน (Distilled water)   1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมนัฝรั่งในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อณุหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. 0.5 McFarland Standard 
 

 BaCl3.2H2O     1.175 กรัม 

 น้ํากล่ัน      100 มิลลิลตร 

 ละลาย BaCl3.2H2O  1.175 กรัมในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร  ปเปตตสารละลาย 

BaCl3.2H2O  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เตมิลงในสารละลาย 1% H2SO4  ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร  

จะไดสารแขวนลอยที่มีลักษณะขุน  เก็บรกัษาไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน  

 
2. Choloroform/isoamyl alcohol (24:1 v/v)  

 
Choloroform     192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol    8 มิลลิลิตร 

 
3. Tris-EDTA buffer (TE buffer) 

 
1 M Tris-HCl; pH 7.4, 7.5 หรือ 8  10 มิลลิลิตร 

 0.5 M EDTA; pH 8.0    2 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปฆาเชื้อ ที่อณุหภูม1ิ21 °C  

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมหิอง  
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลอง 
 

1. การหาน้ําหนักแหงของเซลล (Dry cell weight) 
 

 1.1 นํากระดาษฟอลยไปอบที่ 80 องศาเซลเซียส  แลวทิ้งใหเย็นในโถอบแหง 

(desicator)  นํามาชั่งน้ําหนักจนกวาจะไดน้ําหนักคงที่  

 1.2 ปนเหว่ียงเพื่อทําการแยกเซลลออกจากน้ําหมักดวยเครื่องปนเหวี่ยง ความเร็วรอบ

12,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4°C  เปนเวลา 20 นาที  ลางเซลลดวยน้ํากล่ันแลวทําการปน

เหว่ียงอีกครั้งเพื่อเก็บเซลล 

 1.3 ใชปเปตตดูดเซลลมาใสในกระดาษฟอลยที่เตรียมไว ทิ้งใหเย็นในโถอบแหง แลว

ช่ังน้ําหนัก 

 1.4 นําคาน้ําหนักของกระดาษฟอลยมาหักออกจากคาน้ําหนักรวม ผลทีไ่ดจะเปน

น้ําหนักแหงของเซลล 

 
2. การหาน้ําหนักแหงของสารสกัด 

 
 3.1 ใชปเปตตดูดเมททานอลมาละลายสารสกัดที่ผานการระเหยแหงดวยเครื่อง 

rotary vacuum evaporator หรือ lyophilizer ใสในหลอดหลอดไมโครทิวปที่ชั่งน้ําหนักไว  

 3.2 นําไประเหยแหงดวยเครื่อง centrivap ชั่งน้ําหนักสารสกัดแตละสวนแลวเก็บที่

อุณหภูมิ -20 °C 
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3. การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวยตัวทําละลาย
อินทรีย (Jansen และคณะ, 1999)  
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หลอดทดลอง 

บดเซลลดวยเม็ดแกว 
ดูดสวนเหลว 

เซลล 

น้ําหมักผสมอะซีโตน 

น้ําหมัก 

เติมอะซีโตน 1:1 

ไมโครทิวป 

เติมไดคลอโรมีเทน 1:1 

น้ําหมักผสมอะซีโตนแยกชั้น
กับไดคลอโรมีเทน สารสกัดจากเซลล 

ผสมอะซีโตน 

ชั่งนํ้าหนักแตละสวน 

ทดสอบกับจุลินทรีย 

เติมอะซีโตน 1:1 

เติมไดคลอโรมีเทน 1:1 

สารสกัดจากเซลลผสมอะซีโตน
แยกชั้นกับไดคลอโรมีเทน 

ทดสอบกับจุลินทรีย 

ใสไมโครทิวป  
ชั่งน้ําหนักแตละสวน 

ปนเหว่ียง 

สารแขวนลอยเซลล 
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4. การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาเซลลบริเวณขอบโคโลนีดวยกลองจุลทรรศน
แบบ phase contrast (Reichenbach และ Dworkin, 1992) 

 

 4.1 วางสไลดที่ผานการฆาเชื้อในจานอาหารเปลา ปดฝาไว 

 4.2 ดูดอาหารแข็ง Vy/2 agar ในขณะที่เหลวอยูปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงบนสไลด 

อาหารจะเปนแผนบางทวมสไลดพอดี 

 4.3 ตัดชิ้นวุนไกลดิงแบคทีเรียมาวางบนอาหาร บมที่อุณหภูมิ 28-30°C จนกวาเชื้อ

จะเจริญจึงนําสไลดมาสองภายใตกลองจุลทรรศนเพ่ือศึกษาลักษณะเซลลบริเวณขอบโคโลนีและ 

slime track 
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ภาคผนวก ง 
ตารางผลการทดลอง 

 
1. น้ําหนักเซลลแหงของไกลดิงแบคทีเรียสายพันธุ RD4 เมื่อเลี้ยงใน CYEB 200 มิลลิลิตร 

เปนเวลา 7 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เวลาในการเลี้ยงเชื้อ (ชั่วโมง) น้ําหนักเซลลแหง (มิลลิกรัม) 

0 0.7 

6 0.7 

12 0.7 

18 2.1 

24 3.7 

30 5.4 

36 11.4 

42 18.7 

48 23.5 

54 27.2 

60 29.3 

66 29.9 

72 31.2 

78 32.7 

84 33.7 

90 34.6 

96 34.9 

102 35.1 

108 35.3 

114 35.6 

120 35.4 
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2. ตารางแสดงการยับย้ังจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดน้าํหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิต

จากไกลดิงแบคทเีรียสายพันธุ RD4 ณ เวลาในการเลี้ยงตางๆ กันเปนคาเฉลี่ย 

 

 
3. ตารางแสดงน้ําหนักสารสกัดน้ําหมักจากชั้นไดคลอโรมีเทนที่ผลิตจากไกลดิงแบคทีเรีย

สายพันธุ RD4 หลังทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี PTLC 

 

ชนดิสารสกัด น้ําหนักของสารสกัด (มิลลิกรัม) 

A 274.6 

B 102.5 

C 26.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บริเวณยับย้ัง (มิลลิเมตร) เวลาใน

การเลี้ยง

เชื้อ (วัน) 
E.  

coli 

En. 

Faecium 

B. 

 subtilis 

S. 

 aureus 

C. 

albicans 

F. 

oxysporum 

3 0 0 0 0 0 0 

5 0 11 0 12 11 0 

7 13 17 23.5 15 13 12 

9 12.5 14.5 22 14.5 13 12.5 
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4. ตารางแสดงคาการดดูกลืนแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 200-400 นาโนเมตร ของ

สารสกัด A B และ C จากน้ําหมักชั้นไดคลอโรมีเทน หลังทําใหบริสทุธิ์โดยวิธี PTLC 

 
คาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต 

ความยาวคลื่น(นาโนเมตร) 
สาร A สาร B สาร C 

200 0.0286 0.0616 0.0892 

201 0.0257 0.0559 0.0817 

202 0.0217 0.0473 0.0691 

203 0.0171 0.0367 0.0529 

204 0.0126 0.0258 0.0359 

205 0.0087 0.0161 0.0206 

206 0.0058 0.0085 0.0083 

207 0.0039 0.0033 0 

208 0.0029 0.0002 -0.005 

209 0.0025 -0.001 -0.008 

210 0.0025 -0.001 -0.01 

211 0.0028 -0.002 -0.01 

212 0.0032 -0.001 -0.011 

213 0.0036 -0.001 -0.011 

214 0.0041 -0.001 -0.01 

215 0.0045 0 -0.01 

216 0.0049 0.0003 -0.01 

217 0.0053 0.0011 -0.009 

218 0.0056 0.0019 -0.009 

219 0.006 0.0027 -0.008 

220 0.0063 0.0036 -0.008 

221 0.0068 0.0046 -0.007 

222 0.0074 0.006 -0.006 

223 0.0082 0.0076 -0.004 

224 0.0091 0.0097 -0.002 

225 0.0103 0.0122 0 
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226 0.0117 0.015 0.0033 

227 0.0134 0.0184 0.0079 

228 0.0155 0.0224 0.014 

229 0.018 0.0271 0.0224 

230 0.0209 0.0328 0.0334 

231 0.0242 0.0394 0.0476 

232 0.0278 0.0465 0.0646 

233 0.0312 0.0534 0.0837 

234 0.0345 0.0592 0.1037 

235 0.0372 0.0628 0.1229 

236 0.0394 0.064 0.1402 

237 0.0409 0.0627 0.1548 

238 0.042 0.0597 0.1668 

239 0.0427 0.056 0.1769 

240 0.0432 0.0529 0.1862 

241 0.0435 0.0518 0.1959 

242 0.0437 0.0528 0.2066 

243 0.0437 0.0559 0.2183 

244 0.0435 0.0601 0.2302 

245 0.0433 0.0644 0.2415 

246 0.0429 0.0679 0.2514 

247 0.0425 0.0703 0.2594 

248 0.0421 0.0719 0.2661 

249 0.0416 0.0733 0.2722 

250 0.041 0.0753 0.2788 

251 0.0403 0.079 0.2868 

252 0.0394 0.0844 0.2965 

253 0.0384 0.0917 0.3077 

254 0.0374 0.1 0.3197 

255 0.0362 0.1088 0.3319 

256 0.0351 0.1172 0.3436 
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257 0.034 0.1247 0.3548 

258 0.0329 0.131 0.3655 

259 0.0318 0.1356 0.3757 

260 0.0308 0.1386 0.3855 

261 0.0298 0.1398 0.3947 

262 0.0289 0.1389 0.4033 

263 0.028 0.1359 0.4111 

264 0.0273 0.1306 0.4179 

265 0.0266 0.1231 0.424 

266 0.026 0.1142 0.4295 

267 0.0255 0.1044 0.4346 

268 0.025 0.0946 0.4394 

269 0.0246 0.0853 0.4436 

270 0.0242 0.0766 0.4473 

271 0.024 0.0687 0.4501 

272 0.0238 0.0614 0.4519 

273 0.0237 0.0545 0.4527 

274 0.0238 0.0477 0.4523 

275 0.0239 0.0412 0.4509 

276 0.0241 0.0351 0.4486 

277 0.0243 0.0298 0.4457 

278 0.0244 0.0255 0.4427 

279 0.0244 0.0222 0.4401 

280 0.0244 0.0195 0.4377 

281 0.0244 0.0166 0.4348 

282 0.0245 0.0127 0.4301 

283 0.0247 0.007 0.4218 

284 0.0251 0 0.4093 

285 0.0255 -0.008 0.3921 

286 0.0257 -0.015 0.372 

287 0.0256 -0.019 0.3508 
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288 0.025 -0.018 0.331 

289 0.0239 -0.012 0.3147 

290 0.0224 -0.002 0.302 

291 0.0207 0.0088 0.2928 

292 0.019 0.0201 0.2857 

293 0.0176 0.0293 0.2796 

294 0.0165 0.0357 0.2738 

295 0.0157 0.0391 0.2676 

296 0.0151 0.0403 0.2612 

297 0.0147 0.0402 0.2547 

298 0.0144 0.0397 0.2484 

299 0.0141 0.0391 0.2424 

300 0.0138 0.0386 0.2366 

301 0.0134 0.0383 0.231 

302 0.0131 0.0382 0.2256 

303 0.0127 0.0382 0.2205 

304 0.0123 0.0382 0.2156 

305 0.0118 0.0384 0.211 

306 0.0114 0.0386 0.2066 

307 0.0109 0.0388 0.2023 

308 0.0104 0.0387 0.1982 

309 0.0099 0.0385 0.1943 

310 0.0095 0.038 0.1905 

311 0.009 0.0374 0.1869 

312 0.0085 0.0367 0.1837 

313 0.0081 0.036 0.181 

314 0.0076 0.0356 0.1788 

315 0.007 0.0355 0.1772 

316 0.0064 0.0356 0.1758 

317 0.0058 0.0359 0.1745 

318 0.0052 0.0361 0.1729 
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319 0.0046 0.0362 0.1709 

320 0.0041 0.0361 0.1683 

321 0.0036 0.0359 0.1651 

322 0.0031 0.0355 0.1617 

323 0.0027 0.035 0.1583 

324 0.0024 0.0345 0.1552 

325 0.0022 0.034 0.1525 

326 0.002 0.0333 0.1502 

327 0.0018 0.0326 0.1481 

328 0.0018 0.0318 0.1459 

329 0.0016 0.0307 0.1432 

330 0.0015 0.0296 0.1397 

331 0.0015 0.0283 0.1356 

332 0.0013 0.027 0.131 

333 0.0012 0.0258 0.1263 

334 0.001 0.0247 0.1217 

335 0.0008 0.024 0.1176 

336 0.0006 0.0235 0.1141 

337 0.0003 0.0232 0.1111 

338 0.0001 0.0232 0.1083 

339 0 0.0231 0.1058 

340 0 0.0229 0.1032 

341 0 0.0224 0.1005 

342 0 0.0216 0.0976 

343 -0.001 0.0205 0.0944 

344 -0.001 0.0191 0.091 

345 -0.001 0.0175 0.0875 

346 -0.001 0.016 0.0841 

347 -0.001 0.0146 0.081 

348 -0.001 0.0136 0.0784 

349 -0.001 0.0131 0.0765 
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350 -0.002 0.0131 0.0753 

351 -0.002 0.0138 0.0749 

352 -0.003 0.0151 0.0751 

353 -0.003 0.0168 0.0759 

354 -0.004 0.0187 0.077 

355 -0.004 0.0208 0.0781 

356 -0.005 0.0227 0.0792 

357 -0.005 0.0244 0.0799 

358 -0.005 0.0257 0.0804 

359 -0.006 0.0267 0.0803 

360 -0.006 0.0273 0.0799 

361 -0.006 0.0276 0.0792 

362 -0.007 0.0278 0.0782 

363 -0.007 0.0277 0.077 

364 -0.007 0.0277 0.0757 

365 -0.007 0.0275 0.0743 

366 -0.007 0.0274 0.0729 

367 -0.007 0.0273 0.0715 

368 -0.008 0.0272 0.0701 

369 -0.008 0.0272 0.0687 

370 -0.008 0.0271 0.0673 

371 -0.008 0.0271 0.066 

372 -0.008 0.0271 0.0648 

373 -0.008 0.0271 0.0636 

374 -0.008 0.0272 0.0625 

375 -0.008 0.0272 0.0615 

376 -0.009 0.0274 0.0605 

377 -0.009 0.0276 0.0596 

378 -0.009 0.0279 0.0588 

379 -0.009 0.0281 0.058 

380 -0.009 0.0283 0.0572 
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381 -0.009 0.0282 0.0562 

382 -0.009 0.0278 0.0551 

383 -0.009 0.0272 0.0539 

384 -0.009 0.0262 0.0527 

385 -0.01 0.0252 0.0514 

386 -0.01 0.0243 0.0504 

387 -0.01 0.0236 0.0495 

388 -0.01 0.0232 0.0488 

389 -0.01 0.0228 0.0483 

390 -0.01 0.0226 0.0478 

391 -0.01 0.0224 0.0475 

392 -0.01 0.0221 0.0471 

393 -0.01 0.0216 0.0468 

394 -0.01 0.0212 0.0465 

395 -0.011 0.0207 0.0462 

396 -0.011 0.0204 0.046 

397 -0.011 0.02 0.0458 

398 -0.011 0.0197 0.0456 

399 -0.011 0.0194 0.0455 

400 -0.011 0.0192 0.0454 
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5. ผลการวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสาย

พันธุ RD4 จากไพรเมอร 27F 
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6. ผลการวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสาย

พันธุ RD4 จากไพรเมอร 341 
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7. ผลการวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสาย

พันธุ RD4 จากไพรเมอร 1100R 
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8. ผลการวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของไกลดิงแบคทีเรียสาย

พันธุ RD4 จากไพรเมอร 1492R 
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การเสนอผลงานทางวิชาการ 
 
 ไดเขารวมเสนอและไดรับรางวัลการเสนอผลงานทางวิชาการแบบโปสเตอรในการประชุม

ทางวิชาการครั้งที่ 15 ประจําป 2550 “ The 15th Acadamic Conference, the Annual 2007 ” ณ 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในหัวขอ “ SCREENING OF BIOACTIVE COMPOUNDS-

PRODUCING GLIDING BACTERIA รวมกับผูชวยศาสตราจารย ดร. ชาญวิทย โฆษิตานนท 

และ ดร. วัลลภา อรุณไพโรจน 
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