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1. ATCC = American Type Culture Collection 
2. KTCC = Korean Agricultural Culture Collection 
3. pH = ความเปนกรดดาง 
4. กก. = กิโลกรัม 
5. มม. = มิลลิเมตร 
6. ซม. = เซนติเมตร 
7. มก. = มิลลิกรัม 
8. มล. = มิลลิลิตร 
9. ชม. = ชั่วโมง 
10. λmax = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด 
11. OD660 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
12. OD625 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร 
13. OD260 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
14. OD280 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
15. dNTP = ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต  

 



บทที่  1 
บทนํา 

  
สารตานจุลชีพ (antimicrobial substance) เปนสารที่สังเคราะหขึ้นจากสิ่งมีชีวติดวย

กระบวนการทางชีวภาพโดย  พืช  สัตว  และจุลินทรีย  ซ่ึงมีฤทธิ์ทําลายหรือยับยั้งจุลินทรียชนิดอืน่
ไดโดยใชปริมาณเพยีงเล็กนอย  (Korzybski และคณะ, 1966)     สารตานจุลชีพรวมถึงสารปฎิชีวนะ   
ยาตานไวรัส (anti-viral drug)  สารตานเชื้อรา (anti-fungal drug) และยากําจัดปาราสิต (anti-
parasitic drug)  (The Columbia Electronic Encyclopedia, 2003)    ในปจจุบันสารตานจุลชีพบาง
ชนิดสามารถสังเคราะหไดดวยกระบวนการสังเคราะหทางเคมี  เชน (N-[2-(5-bromothiophen-2-
yl)-2-oxoethyl])  และ (N-[(2-5-bromothiophen-2-yl)-2-oximinoethyl]) ซ่ึงเปนอนุพันธของเปเปอ
ราซินิล ควิโนโลน (piperazinyl quinolones) (Foroumadi  และคณะ, 2005) เปนตน    กระบวนการ
กึ่งสังเคราะห (semi-synthesis process) เปนการนําสารที่จุลินทรียสังเคราะหขึ้นเปนสารตั้งตนเพื่อ
ปรับปรุงโครงสรางใหไดเปนสารชนิดอื่นที่มีสมบัติที่ดีขึ้น  เชน  อนุพันธของเพนนิซิลิน 
(Greenwood และ Ogilvie, 2002) 

สารตานจุลชีพจัดเปนสารเมทาบอไลตทุติยภูม ิ  (secondary  metabolites) ที่จุลินทรียสราง
ขึ้นในชวงปลายของการเจรญิโดยจุลินทรยีบางกลุม  เชน สารตานจุลชีพ  ไดแก แมกโครไลด 
(macrolides)  โพลีอีน (polyenes)   และเตตราไซคลิน (tetracycline) (Berdy, 1974)    เปนตน   สาร
ตานอนุมูลอิสระ เชน ควิโนลิน (quinolines)  เทอรปนอยด  (terpenoids) (Berdy, 1974)   เปนตน    
มีการศึกษาพบวาจุลินทรียผลิตสารเหลานี้เพื่อประโยชนบางประการ  (Demain  และ Fang, 2000)    
เชน  1) ใชปองกันตัวเองจากจุลินทรียชนดิอื่น พืช  แมลง และสัตว     2)  มีประโยชนตอส่ิงมีชีวิตที่ 
จุลินทรียอาศัยแบบพึ่งพา (symbiosis)   3) เปนฮอรโมน   4) เปนสารที่ชวยในการขนสงโลหะ  
เปนตน  จุลินทรียที่สังเคราะหสารตานจลุชีพมีกลไกทีป่องกันตัวเองจากสารนั้นโดยวิธีดังตอไปนี้  
1) การลดความเปนพิษ(detoxification)  โดยทําใหสารตานจุลชีพอยูในรูปของเอนไซมคือสามารถ
กระตุนใหทํางานหรือยับยั้งการทํางานได 2) เปล่ียนแปลงโครงสรางของเซลลที่เปนเปาหมายของ
สารตานจุลชีพ  และ 3) สรางและปลอยออกภายนอกเซลล  จากนั้นลดอัตราการแพรของสารเขาสู
เซลล  (Demain, 1974  อางถึงใน  Martin  และ Demain, 1980) 
 
มูลเหตุจูงใจในการวิจัย 

จากการใชสารตานจุลชีพอยางกวางขวางมาเปนเวลานานแตก็มีโรคเกิดขึ้นใหมมากมาย
และปจจุบันพบวาจุลินทรียกอโรคสามารถตานทานตอยารักษาโรค (antimicrobial  resistance) หรือ
มีการดื้อยา (drug resistance)   ซ่ึงสาเหตุที่ทําใหจุลชีพดื้อยา คือการใชสารปฏิชีวนะผิดวิธี หรืออาจ
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เกิดจากการถายโอนยีนดื้อยาระหวางจุลชีพกอโรคทําใหเชื้อโรคมีการพัฒนาและตานทานตอสาร
ตานจุลชีพได นอกจากนี้สารตานจุลชีพบางชนิดมีผลขางเคียง(side effect) ตอผูใช ดังนั้นจึงตองมี
การพัฒนาและคนหาสารตานจุลชีพชนิดใหม ๆ   

งานวิจยันี้สนใจศึกษาสารตานจุลชีพที่สรางจากแบคทีเรียท่ีแยกไดใหมจากดินในประเทศ
ไทย    เมื่อศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวเคมแีละฟโนไทปพบวาเปนจีนสั  Bacillus  (จิราพร จิราพงษ, 
2545)   จากการศึกษาเบื้องตนดวยวิธี cross streak พบวาสารที่สรางจาก  Bacillus  spp.  สามารถ
ยับยั้งจุลินทรยีไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก Bacillus subtilis  และ Staphyloccus  aureus      
แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Pseudomonas aeruginosa  และ Escherichia coli   ยีสต  ไดแก  Candida  
albicans   และ  Saccharomyces   cerevisiae   และราเสนใย  ไดแก  Aspergillus  oryzae  โดยคัด
กรอง Bacillus  spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชีพที่ยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดดี  และศึกษาลักษณะ
สมบัติบางประการของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย  Bacillus  sp. สายพันธุทีด่ีที่สุดหนึ่งสาย
พันธุซ่ึงอาจมีความเปนไปไดที่จะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมเพื่อนําไปประยุกตใชในการรักษาโรค
ตอไป  

 
วัตถุประสงค  

1. คัดกรอง Bacillus  sp. สายพนัธุที่สังเคราะหสารตานจุลชีพที่สามารถยับยั้งจุลินทรียได  
2. ศึกษาโครงสรางและสมบัติบางประการของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย Bacillus  

sp. สายพันธุทีด่ีที่สุดจํานวนหนึ่งสายพนัธุซ่ึงคัดเลือกไดจากขอ 1 
 
ขั้นตอนการวจัิย 

1. คัดกรองแบคทีเรีย Bacillus spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชีพที่มผีลยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดด ี

2. ศึกษาชนดิของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  
Bacillus  sp.   สายพันธุที่ดีทีสุ่ดหนึ่งสายพนัธุที่คัดเลือกไดจากขอ 1 

3. ศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 
4. การจําแนกสปชีส (species) ของ Bacillus sp.  
5. การแยกสารตานจุลชีพที่ผลิตจาก  Bacillus   sp.   ใหบริสุทธิ์ 
6. การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชีพโดยวิธีวิเคราะหทางเคม ี

 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัยนี ้
 ทราบถึงชนิด  สมบัติและประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดยแบคทีเรีย 
Bacillus  sp.  สายพันธุที่คัดเลือกซ่ึงอาจจะสามารถนําไปใชประโยชนในอนาคตได 



 

 
บทที่ 2 

วารสารปริทัศน 
 
2.1  ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพ  

แมวาจะมีการคนหาสิ่งมีชีวติหรือผลิตภัณฑจากสิ่งมีชีวติมานานหลายศตวรรษเพื่อ
รักษาการติดเชื้อตาง ๆ แตไมสามารถลดอัตราการติดเชื้อและการตายได (Burgess และคณะ, 1999)  
จนกระทั่งชวงตนศตวรรษที่ 20 มีขอมูลรายงานวาอัตราการตายของประชากรอันเนื่องมาจากการติด
เชื้อในประเทศสหรัฐอเมริกาลดลงอยางชัดเจน (CDC, 1999)  (รูปที่ 1)  โดยพบวาอัตราการตายของ
ประชากรอันเนื่องมาจากการติดเชื้อของประชากรลดลงตามลําดับ เนื่องมาจากการคนพบสารตาน
จุลชีพและวัคซีนชนิดตาง ๆ 

 
  อัตราการตาย 

   ป 

 
 

รูปท่ี 1 อัตราการตายที่เกดิจากการติดเชื้อในประเทศสหรัฐอเมริกาในระหวางป ค.ศ. 1900-1996 
(CDC, 1999)   

 
ในป ค.ศ. 1929 อเล็กซานเดอร เฟลมมิง พบการปนเปอนของรา Penicillium notatum ใน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ   ซ่ึงยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus  และเมื่อนําไปศึกษาพบวาเกิด
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จากสารชนิดหนึ่ง  ที่ละลายน้ําไดไมเปนพษิตอส่ิงมีชีวิต  สามารถสกัดออกมาทําใหเขมขนได  จึง
เรียกสารนี้วา  เพนนิซิลิน (penicillin)  ตามชื่อของรา  และเมื่อนาํมารักษาอาการติดเชื้อพบวา
สามารถนํามาใชเปนยารักษาโรคได   ดังนัน้เพนนิซิลินจงึเปนยาปฏิชีวนะชนดิแรกทีม่ีการคนพบ 

ตอมา Dubos (1939a) นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันแยกจุลินทรียในดนิ พบวามีจุลินทรียที่
สามารถยอยแคปซูลของแบคทีเรีย Pneumococcus  ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคปอดบวมได 
และพบวา  Bacillus   brevis   สามารถสังเคราะหไทโรทริซิน  (tyrothricin)   ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียหลายชนิด (Dubos, 1939b) 

ในป 1939-1940 Chain และคณะ (1946)  สกัดเพนนซิิลินจากอาหารเหลว โดยใชตัวทํา
ละลายอินทรีย ทําใหสามารถเตรียมเกลือเพนนิซิลินในรูปผงแหงไดโดยทีย่ังคงความสามารถใน
การยับยั้งจุลินทรียไดสําเร็จเปนครั้งแรก  

ในป 1944  Selman  Wakmans (1952)   นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันสามารถแยกสเตรปโต
ไมซิน  (streptomycin)  และสารปฎิชีวนะอื่น ๆ  จาก   Streptomyces  griseus  
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ประวัติการคนพบสารตานจลุชีพอ่ืนชนิดตาง ๆ  แสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1  ประวัตกิารคนพบสารตานจุลชีพชนิดตาง ๆ    (Rai University, 2006)  
ชนิดของสารปฏิชีวนะ จุลินทรียผูผลิต การยับย้ังจุลินทรีย 

เพนนิซิลิน (1929) Penicillium  notatum แบคทีเรียแกรมบวก 

กริซีโอฟลูวิน (griseofulvin) (1939) Penicillium  griseofulvum ราเสนใย 

สเตรปโตไมซิน (1944) Streptomyces  griseus  แบคทีเรีย  และ Mycobacterium 
tuberculosis 

คลอแรมเฟนิคอล(chloramphenicol)  
(1947) 

Streptomyces  venezue/ae แบคทีเรีย และ Rickettsia บางชนิด 

โพลีไมซิน (polymyxin) (1947) Bacillus  polymyxa แบคทีเรียแกรมลบ 

เซฟาโรสปอริน (cephalosporin) (1948) Cephalosporium  brotzu แบคทีเรีย 

คลอโรเตตราไซคลิน(chlorotetracycline) 
(1948) 

Streptomyces  
aureofaciells 

แบคทีเรีย 

นีโอไมซิน (neomycin) (1949) Streptomyces  fradiae แบคทีเรีย 

ออกซีเตตราไซคลิน (oxytetracycline) 
(1950) 

Streptomyces  rimoslls แบคทีเรีย 

อีริโทรไมซิน (erythromycin) (1952) Streptomyces  erythreus แบคทีเรียแกรมบวก    Rickettsia บางชนิด
และไวรัสบางชนิด  

โนโวไบโอซิน (novobiocin) (1956) Streptomyces  spheroids 

Streptomyces  lliveus 

แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ
บางชนิด 

กรดฟูซิดิก (fusidic acid) (1962) Fusidium coccil1eum แบคทีเรียและ Staphylococcus  spp.  

ที่ดื้อยาเพนนิซิลิน 

เจนตาไมซิน (gentamicin) (1963) Micromonospora  
purpurea 

แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ
บางชนิด 
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2.2  จุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตานจุลชพี 
จุลินทรียที่ผลิตสารตานจุลชีพ (ตารางที่ 2)  มีทั้งแบคทีเรีย  เชน Bacillus   Actinomycetes   

Streptomyces  และรา   เชน  ราในกลุม  Aspergillaceae  และ Moniliales  เปนตน  (Korzybski  และ
คณะ, 1966) 
 
ตารางที่  2   กลุมของจุลินทรียที่สังเคราะหสารตานจุลชีพและจํานวนสารปฏิชีวนะที่พบ 
((Berdy , 1985 ;  อางถึงใน  Wong,  2003) 

กลุมของจุลินทรีย จํานวนของสารปฏิชีวนะ 
แบคทีเรีย   950 

Actinomycetes 4600 
ราเสนใย 1600 

 
Bacillus  เปนแบคทีเรียจนีัสหนึ่งที่นาสนใจในการนํามาศึกษาเกีย่วกับการสรางสารตานจุล

ชีพเพราะสามารถสรางสารตานจุลชีพ   และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลายชนิด (Wu และคณะ, 
2005)    Bacillus  เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทรงกระบอก มีสปอรภายในเซลล เปนจุลชีพทีม่ี
ความสําคัญทั้งในดานที่มีประโยชน และดานที่เปนโทษ คือ สรางสารตานจุลชีพ  สรางสารที่ชวย
ใหพืชเติบโตด ี  บางชนดิเปนจุลินทรียกอโรค  เปนตน   พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม  แตมกัพบใน
ดิน (Claus and Berkeley, 1986) โดยพบประมาณ 6 x 108 เซลลตอดินหนึ่งกรัม หรือคิดเปน 5% 
ของน้ําหนักแหง ซ่ึงจํานวนแบคทีเรียขึ้นอยูกับฤดูกาล ชนิดของดิน ปริมาณความชื้น ระดับความลึก
ของดินและปริมาณออกซิเจน (Kilian และคณะ, 2006)   Bacillus หลายชนิดสามารถสังเคราะหสาร
ที่มีประโยชนและนําไปใชมากมาย   ไดแก    เอนไซม   เชน  ซีรีนโปรตีเอส (serine protease) (Rao 
และคณะ1998)  อะไมเลส (amylase) (Pandey และคณะ, 2000)     สารตานจุลชีพ เชน บาซิทราซิน 
อิทูริน (Cho และคณะ, 2003) และสารตานจุลชีพอ่ืน ๆ (ตารางที่ 3)  เมทาบอไลตตาง ๆ ที่ใชใน
การเกษตร เชน กําจดัแมลงโดยสารพิษบทีี (BT toxin) จาก Bacillus thuringiensis (Schnepf และ
คณะ, 1998)  และสารที่ใชในอุตสาหกรรม (Turnbull และคณะ,1990)  เชน  เพียวรีนนิวคลีโอไทด 
(purine nucleotide) เพื่อแตงกลิ่นรส (Saure และคณะ, 1998) ไรโบฟลาวิน (riboflavin)  หรือ
วิตามินบ2ี เพือ่เพิ่มวิตามินในอาหารบางประเภท (Stahlmaan และคณะ,  2000)  เปนตน  
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ตารางที่ 3   สารตานจุลชีพที่ไดจาก  Bacillus  ชนิดตาง ๆ (Katz และDemain, 1977) 
 

สปชีส สารตานจุลชีพ  
Bacillus brevis Gramicidin S, Tyrocidine, Linear gramicidin, Brevin,  

B. subtilis Mycosubtilin, Subtilin, Subsporin, Iturin, Neocidin 
B. pumilis Micrococcin , Pumilin, Tetain 

B.  polymyxa Polymyxin, Colistin, Gatavalin, Jolipeptin 
B. circulans Butirosin, Circulin, Polypeptin, Xylostatin 

B. cereus Biocerin, Cerexin, Thiocillin 
B.  licheniformis Bacitracin, Licheniformin, Proticin 

 
การจัดจําแนกสปชีสของ Bacillus  ทําไดโดย 1)  การศึกษาฟโนไทปทําไดโดยการศึกษา

รูปรางและการติดสีโดยดูดวยกลองจุลทรรศน    ลักษณะสมบัติทางชีวเคมี เชน การใชน้ําตาลชนดิ
ตาง ๆ และ 2) การศึกษาจีโนไทปโดยการเปรียบเทียบปริมาณเบสกวานีน (G) และไซโทซีน (C) 
(G+C content)  และการเปรียบเทียบลําดบัลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิเคราะห 16S rDNA (Fox และ
คณะ, 1992) 

Cho และคณะ (2003)   ไดคัดแยกแบคทีเรีย  Bacillus sp. สายพันธุ  KS03  ซ่ึงสรางสาร
ตานจุลชีพยับยั้ง  Gloeosporium gloeosporioides  มาจําแนกจีนัสและสปชีสโดยการเปรียบเทยีบ
ลําดับ นิวคลีโอไทดของ  16S  rDNA   โดยการสกัด DNA  และทําปฏิกิริยาลูกโซ  (polymerase 
chain reaction : PCR) เพื่อเพิ่มจํานวน (amplification)  16S rDNA  โดยใชไพรเมอรเปน  27F 
(5PAGAGTTTGATCMTGGCTCAG) และ  1492R (5P-GGYTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 
1991 อางถึงใน  Cho และคณะ, 2003)   เมื่อได  PCR  product  แลวนําไปทําใหบริสุทธิ์และหา
ลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชเครื่อง  ABI  PRISM1 model 377 DNA sequencer    หลังจาก
เปรียบเทียบกบัขอมูลใน Gene Bank พบวาแบคทีเรียดงักลาวมีเปอรเซนตความเหมอืน (similarity)  
กับแบคทีเรีย  B. subtilis  ATCC 21331  เทากับ  98%    

Wu  และคณะ (2005)  ศึกษาการจําแนกสปชีสของแบคทีเรียที่แยกไดจากดินโดยการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S  rDNA   โดยใชไพรเมอร  คือ 16SF  มีลําดับนิวคลีโอไทด  
ดังนี้ (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’)  และ 16SR  มีลําดับนิวคลีโอ  จากนั้นยอยผลผลิต
ของ PCR  (PCR  product) แลวเชื่อมตอกับ  pGEM-T vector  เพื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด  
พบวาเปน  B. subtilis  สายพันธุ JM4  
 Katz  และ  Demain  (1977)    พบวาสารตานจุลชีพที่ไดจาก Bacillus มักเปนสารประเภท 
เปปไทด  ซ่ึงนํามาใชในการรักษาและปองกันโรคทั้งในพืชและสัตว (Pinchuk และคณะ, 2002)  
เชน  บาซิไลซิน (bacilysin) ซ่ึงเปนสารตานจุลชีพที่สรางโดย B. subtilis  มีโครงสรางเปนไดเปบ
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ไทดที่มีอะลานีนอยูที ่  N-terminal  และ  L-anticapsin ที่ C-terminal  (Walker และ Abraham, 
1970a)  มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียหลายชนิดและยีสต Candida  albican  (Tuzun และคณะ, 2003)      
บาซิลโลซิน (bacillocin)  เปนสารตานจุลชีพที่สรางโดย Bacillus  licheniformis  นิยมใชใน
อุตสาหกรรมนมเพราะทนความรอนไดด ี(Martirani และคณะ, 2002)  Bacillus   amyloliquefaciens   
ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกลเคยีงกับ  B. subtilis   สรางสารที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมรา
กอโรคในพืชตระกูลแตงได (Asaka และ   Shoda, 1996; Yoshida  และคณะ, 2001)  ซับทิลิน 
(subtilin)  (Chung  และคณะ, 1992)  และไมโครซับทิลิน (microsubtilin) (รูปที่ 2) (Duitman และ
คณะ, 1999)   เปนสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย  B. subtilis  ATCC6633   ซ่ึงเปนสารตานราใน
กลุมอิทูริน   บาซิโลไมซิน L (bacillomycin L)   เปนสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย B. subtilis  
เปนสารตานจลุชีพชนิดหนึ่งในกลุมอิทูริน (Volpon และคณะ, 1999)          เซอคูโลซิน (circulocin) 
(รูปที่ 3) เปนสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย Bacillus  circulans J2154  มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวก Streptococcus  และ  Enterobacter  ไดดี   แตยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดเล็กนอย (He และ
คณะ, 2001) 
 
 

 
  

รูปท่ี 2   โครงสรางของไมโครซับทิลิน (Duitman และคณะ, 1999) 
 

 
รูปท่ี  3  โครงสรางของเซอคูโลซิน (He และคณะ, 2001) 
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2.3 การจําแนกชนิดของสารปฏิชีวนะ  
สามารถแบงสารปฏิชีวนะไดเปนหลายประเภท  ดังนี ้
2.3.1  แบงตามการออกฤทธิ์ตอเซลล (Fix, 1997) จําแนกไดเปน 2 ชนิด  

2.3.1.1  ยาที่ใชทําลายแบคทเีรีย (bactericidal  drugs) มีฤทธิ์ทําลายเซลลแบคเรียที่
ยังมีชีวิตเทานัน้  เชน   สเตรปโตไมซิน  อะมิโนไกลโคไซด  (aminoglycosides)  และเพน
นิซิลิน  เปนตน 

2.3.1.2 ยาที่ใชยับยั้งแบคทีเรีย (bacteriostatic  drug)  ยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล  
เชน  ซัลโฟนาไมด (sulfonamides) เตตราไซคลิน  คลอแรมเฟนิคอล เปนตน 
 
2.3.2 แบงตามโครงสรางทางเคมี (Brock และ Medigan, 1991)  ซ่ึงวิธีนี้จัดวาดีที่สุดเพราะ

บอกความแตกตางไดชัดเจน 
2.3.2.1 สารปฏิชีวนะประกอบดวยคารโบไฮเดรต (carbohydrate containing 

antibiotics) ไดแก 
ก. สารปฏิชีวนะที่เปนพวกน้ําตาล เชน  โนจิริไมซิน  (nojirimycin) (รูป

ที่ 4)  
 

 
 

รูปท่ี  4  โครงสรางของโนจิริไมซิน    (Dhavale  และคณะ,  2002) 
 

ข. อะมิโนไกลโคไซด  (aminoglycocide)  เชน สเตรปโตไมซิน กานา
ไมซิน (kanamycin) และเจนตาไมซิน (gentamycin) เปนตน 

ค. n-ไกลโคไซด  (n-glycoside) เชน สเตรปโตทริซิน  (streptothricin) 
ง. c-ไกลโคไซด (c-glycoside) เชน แวนโคไมซิน (vancomycin)  
จ. ไกลโคลิปด (glycolipid) เชน โมอีโนไมซิน เอ (moenomycin A)  

(รูปที่ 5) 
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รูปท่ี  5  โครงสรางของโมอีโนไมซิน เอ (Kurz และคณะ, 1998) 
 

2.3.2.2 แมกโครไซคลิก  แลกโตน (macrocylic lactones) ไดแก  สารในกลุมแมก
โครไลด  เชน  อีริโทรซิน โพลีอีนหรือแคนดิซิดีน (candicidin),   แอซาไมซิน (ansamycin) 
และ ไรฟาไมซิน (rifamycin) (รูปที่  6)     เปนตน 

 

 
 

รูปท่ี  6   โครงสรางของไรฟาไมซิน  (Jacob และ Rose,  1974) 
 

2.3.2.3 ควินิน และสารปฏิชีวนะที่เกี่ยวของ (quinines and related antibiotics) 
ไดแก   เตตราไซคลิน   และแอนทราไซคลิน (anthracyclin)  เปนตน 

2.3.2.4 สารปฏิชีวนะพวกกรดอะมโินและเปบไทด (amino acid and peptides 
antibiotics)  ไดแก   อนุพันธของกรดอะมโิน เชน  ไซโคลซีรีน (cycloserine) พวกเปบไทด  
เชน บาซิทราซิน  ซับทิลิน (subtilin)  พวกโครโมเปบไทด  เชน  แอกทิโนไมซิน
(actinomycins) เปนตน  และยังรวมไปถึงพวกไซคลิกไดเปบไทด (cyclic dipeptide)  ซึ่ง
เปนเปบไทดทีพ่บในสัตวและพืชรวมทั้งในกระบวนการหมัก (Prasad, 1995) เชน   
cyclo(Leu-Gly)  (รูปที่ 7)  cyclo(L-Leu-L-Pro) (รูปที่ 8)  และ  cyclo(L-Arg-D-Pro) (รูปที่ 
9)  เปนตน   
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รูปท่ี 7 โครงสรางของ cyclo(Leu-Gly)  (Prasad, 1995) 
 

 
 

รูปท่ี 8 โครงสรางของ cyclo(L-Leu-L-Pro)  (Yan  และคณะ, 2004) 
  

 
 

รูปท่ี 9   โครงสรางของcyclo(L-Arg-D-Pro) (Houston  และคณะ, 2002) 
 

2.3.2.5 สารปฏิชีวนะพวกเฮเทอโรไซคลิกที่มีไนโตรเจน (heterocyclic antibiotics 
containing nitrogen) ไดแก  สารปฏิชีวนะพวกนิวโคลไซด  เชน  โพลีออกซิน (polyoxins) 

2.3.2.6 สารปฏิชีวนะพวกเฮเทอโรไซคลิกที่มีออกซิเจน  (heterocyclic antibiotics 
containing oxygen)  ไดแก   สารปฏิชีวนะพวกโพลีอีเทอร  เชน  โมเนนซิน(monensin)  

2.3.2.7 อนุพันธของอะลิไซคลิก  (alicyclic derivatives)  ไดแก  อนุพันธของไซ
โคลอัลเคน  (cycloalkane derivatives)  เชน  ไซโคลเฮกซาไมด (cyclohexamide)  สาร
ปฏิชีวนะพวกสเตียรอยด (steroid antibiotics)  เชน  กรดฟูซิดิก (fusidic acid) 

2.3.2.8 สารปฏิชีวนะพวกอะโรมาติก (aromatic antibiotics)  ไดแก  อะโรมาติก 
อีเทอร (aromatic ether) เชน โนโวไบโอซิน (รูปที่  10)    อนุพันธของเบนซีน (benzene 
derivative)  เชน คลอแรมเฟนิคอล  เปนตน 
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รูปท่ี  10  โครงสรางของคลอแรมเฟนิคอล  (Hansen  และคณะ,  2003) 
 

2.3.2.9 สารปฏิชีวนะพวกอลิฟาตกิ (aliphatics  antibiotics) เชน  ฟอสโฟไมซิน  
(fosfomycin) (รูปที่  11) 

 

 
รูปท่ี 11   โครงสรางของฟอสโฟไมซิน  

(http://medicine.cug.net/drug/01/01_01_10.htm) 
 

2.3.3. แบงตามความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย (activity spectrum)  (Fix, 1997) 
2.3.3.1 สารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด 

(broad   spectrum antibiotic)   เชน เซฟาโลสปอริน ยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแก
รมลบ 

2.3.3.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียไดเพียงบางชนิด  
(narrow spectrum antibiotic)  เชน เพนนิซิลิน ยับยั้งไดเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 

 
2.3.4  แบงตามกระบวนการสังเคราะห (Foroumadi และคณะ, 2005;  Greenwood และ 

Ogilvie, 2002) 
2.3.4.1 สารปฏิชีวนะที่ไดจากการกระบวนการชีวภาพ  ไดแก  สาร

ปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการหมัก โดยเฉพาะถาเติม precursor ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
สามารถเพิ่มและเรงปริมาณการผลิตสารปฏิชีวนะได  เชน เพนนิซิลิน G 

2.3.4.2 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการกึ่งสังเคราะห  ไดแก สาร
ปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการหมัก แลวนาํมาดัดแปลงโครงสรางโดยวิธีการทางเคม ีเชน 
แอมพิซิลิน 
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2.3.4.3 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการทางเคมี  ซ่ึงมีตนทุนการผลิตต่ํา
กวาการหมัก  เชน  คลอแรมเฟนิคอล 

 
2.3.5  พิจารณาจากกลไกการทํางาน หรือตาํแหนงท่ียับยัง้การเจริญของจุลินทรียชนดิอ่ืน 

(Todar, 2002 ;  Neu และ Gootz, 2005)  ดังนี้ 
2.3.5.1 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางผนังเซลล เชน เพนนิซิลิน เซฟาโรสปอริน 
2.3.5.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเยื่อหุมเซลล เชน  โพลีไมซิน  โพลีอีน 
2.3.5.3 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางโปรตีน เชน คลอแรมเฟนคิอลยับยั้งการทํางานของ 

50 S ของไรโบโซม  สเตปโตไมซินยับยั้งการทํางานของ 30 S ของไรโบโซม   
2.3.5.4 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางสารพันธุกรรม เชน ไรแฟมพิน ควินโนโลน 
2.3.5.5 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเมทาบอไลทที่สําคัญ เชน  ซัลโฟนิลาไมดยับยั้ง

กระบวนการเมทาบอลิซึมของโฟเลต 
 

2.3.6 อาศัยลักษณะทางอนุกรมวิธาน  โดยพิจารณาวาจุลินทรียผูผลิตจัดอยูในกลุมใด แลว
สามารถบอกวาสารดังกลาวอยูในกลุมนั้นดวย แตมีขอเสีย คือ จุลินทรียกลุมเดยีวกนัอาจผลิตสารได
หลายชนิด และสารเดียวกันอาจสังเคราะหไดจากจุลินทรยีหลายชนิด (Korzybski และคณะ, 1966)      

 
2.4   สมบัติของสารตานจุลชพีประเภทเปบไทดท่ีผลิตจาก  Bacillus   

สารตานจุลชีพซ่ึงผลิตจาก  Bacillus  มักเปนเปปไทด  (Wu และคณะ, 2005) สมบัติของ
สารตานจุลชีพพวกเปบไทด  (Katz และ Demain, 1977)  มีดังนี ้

2.4.1 สารตานจุลชีพพวกเปบไทดมีน้ําหนกัโมเลกุลนอยกวาโปรตีนชนิดอื่น 
2.4.2 จุลินทรียชนิดเดียวกันสามารถสรางสารตานจุลชีพไดหลายกลุมโดยแบง

ตามองคประ กอบทางเคมีที่แตกตางกันและสารปฏิชีวนะที่อยูในกลุมเดยีวกันอาจมีความ
แตกตางของกรดอะมิโนตั้งแตหนึ่งชนดิขึ้นไป 

2.4.3 เปปไทดที่ไดจาก Bacillus จะมีโครงสรางคลายกัน เชน  Bacillus brevis  
สรางกรามิซิดีน  และไทโรซดิีน  

2.4.4 โครงสรางโมเลกุลมักมีองคประกอบอื่น นอกจากกรดอะมิโนซึ่งแตกตาง
จากโปรตีนที่ไดจากพืชและสัตว  เชน พบกรดไขมันเมทิลออกตะโนอิก (6-methyl-
octanoic) ในโคลิสทิน (colistin)  ที่ไดจาก   B.  circulans   

2.4.5 สวนมากประกอบดวยกรดอะมิโนที่แตกตางจากที่พบในโปรตีนอื่น  
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2.4.6 สวนมากเปปไทดที่สังเคราะหขึ้นมักเปนวง (cyclic) เชน  บราซิทราซิน   
กรามิซิดีน S  แตบางชนิดกม็ีโครงสรางแบบเสนตรง (linear structure) เชน  ไนซิน  (nisin)   
อีวิดีน (evidine) เปนตน 

2.4.7 สารในกลุมนีท้นตอการถูกยอยดวยเอนไซมที่ยอยโปรตีนทั่วไป 
(Proteolytic enzymes) เชน เปปติเดส   โปรติเอส 

 
2.5  ปจจัยท่ีมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

2.5.1  ความรอน  
 Yu และคณะ (2002) พบวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง B. amyloliquefacien  ใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ LB  ที่ทําใหเขมขนขึ้น 5 เทา   ไปตมที่ 100  องศาเซลเซียส  นาน 20 นาที  
และที่  121  องสาเซลเซียส  นาน 15 นาที   แลวทดสอบกบั Rhizoctonia  zolani  พบวาการ
ตมที่100  องศาเซลเซียส ไมมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ แตการตมที่  121  
องศาเซลเซียส ทําใหประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพลดลง 40% 

Han  และคณะ (2005)  พบวาเมื่อนําสวนใสที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  sunhua  
ไปรับความรอนที่  40  60  80  และ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  และ  121  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที  แลวนํามาทดสอบกับ   Streptomyces   scabiei    KACC 
20101 ดวยวิธี  disc diffusion  พบวาสวนใสที่ไดรับความรอนที่อุณหภูม ิ  121  องศา
เซลเซียส ไมยบัยั้ง  S.   scabiei    KACC 20101    สวนใสที่ไดรับความรอนที่ 40 และ 60 
องศาเซลเซียส  มีแอกตวิิตีตอ  S.   scabiei    KACC20101  ประมาณ  94 และ 82%   และ
สวนใสที่ไดรับความรอนที ่ 80  และ  100  องศาเซลเซียสมีแอกติวิตีลดลง 50%     

2.5.2 pH   
Yu และคณะ (2002) พบวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง B. amyloliquefacien  ใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ LB  ที่ทําใหเขมขนขึ้น 5 เทา  ปรับ pH ดวย 0.5 M  NaOH  หรือ   HCl ให
ได 3   4  5  ถึง  11 และบมที่ 20 องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน 24  ชั่วโมง  แลวทดสอบกับ 
R.  zolani   พบวาคา pH ไมมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

Han  และคณะ (2005)  พบวาเมื่อนําสวนใสที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  sunhua  มา
ปรับ pH  เปน 1-14  ทิ้งไว  20 ชม และปรับ pH ใหเปนกลางแลวนํามาทดสอบกับ   
Streptomyces   scabiei    KACC 20101 ดวยวิธี  disc diffusion  พบวามีแอกตวิิตีดีทีสุ่ดเมื่อ
มี pH เปนกลาง   สวนใสที่ปรับ  pH   เปน  8.0-13.0  มีแอกติวิตใีกลเคยีงกัน   แตสวนใสที่
มี  pH  1.0-40  พบวาแอกตวิิตีคอย ๆ  ลดลงและไมมีแอกติวิตีเมื่อสวนใสมีคา  pH  เทากับ  
2.0   
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2.5.3 แสง 
  Yu และคณะ (2002)   พบวาเมื่อนําสวนใสเขมขนที่ไดจาก B. amyloliquefacien   

หยดใสแผนกระดาษ 100 ไมโครลิตร   จํานวน 15  แผน  ผ่ึงใหแหงในที่มืด  จากนั้นนํา  5   
แผนที่วางไวในที่มืดเปนชดุควบคุม  อีก  5 แผนมาตากแดดนาน 30  นาที  และ 5 แผนที่
เหลือนําไปสองดวยแสงยวูีทีค่วามยาวคลื่น 254  และ  365  นาโนเมตร โดยวางหางจาก
หลอดยวูี 10 ซม  นาน  30  นาที  แลวนาํมาทดสอบกับ  Rhizoctonia  solani    พบวาทั้ง
แสงแดดและรงัสียูวีไมมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

 
2.5.4 เอนไซมยอยโปรตีน (proteolytic enzyme)   
Brizani  และ  Brandelli   (2002)   ศึกษาผลของเอนไซม    ไดแก  ปาเปน  (papain)   

ทริปซิน  (trypsin) โปรตีเนส K  (proteinase K) โปรเนส  (pronase  K)  อะไมเลส (α-
amylase)   β-glucuronidase   β-galactosidase  และ   β-N-acetylglucosaminidase  (ความ
เขมขนของเอนไซมตอแบคเทอริโอซิน  เทากับ  3200  AU/มล)   ตอการออกฤทธิ์ของแบ
คเทอริโอซินที่ผลิตโดย  Bacillus sp. สายพันธุ  8A   พบวาเอนไซมทุกชนิดไมมผีลตอ
แอกทิวติีของแบคเทอริโอซิน  แตโปรตีเนส  K    และโปรเนส  K  ทําใหแอกติวิตีของแบ
คเทอริโอซินลดลง 100% 

Wu  และคณะ (2005)   พบวาเมื่อนําซับเปปติน  (subpeptin)  JM4-A  
และ  JM4-B   ที่ผลิตโดย  B.  subtilis   JM4  มายอยดวยเอนไซมโปรเนส  E  เปบซิน 
(pepsin)  โปรตีเนส K  และทริปซิน (trypsin)  พบวาซับเปปติน  (subpeptin)  JM4-A  และ  
JM4-B   ทนตอการยอยดวยเอนไซมโปรเนส  E   และเปบซิน แตโปรตีเนส K  และทริ
ปซิน (trypsin)  ทําใหการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารทั้งสองชนิดลดลง  50%   

 
2.6  ตัวอยางการศึกษาสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus  sp. 

Pichard และคณะ (1995)  ศึกษาสารตานจุลชีพที่ไดจาก  Bacillus  polymyxa  สายพันธุ 
BP1 เพื่อยับยั้งจุลินทรียที่กอโรคกับพืช  คือแบคทีเรีย  Xanthomonas  campestris  โดยเลี้ยง  
B. polymyxa  สายพันธุ BP1 ในอาหารเหลวที่มีแลคโตส แอมโมเนียมซัลเฟต และกรดอะมิโน 
พบวาสายพนัธุ BP1 สามารถสรางสารตานจุลชีพได  จากนัน้นําไปทําใหแหงภายใตเยือกแข็ง 
(lyophilized) และแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย semi-preparative  reverse phase HPLC พบวาแยกไดสาร 
2 ชนิด   ไดแก  1) กาวาซีรีน (gavaserin)  เมื่อนําวิเคราะหกรดอะมิโนและกรดไขมัน  พบวาไมมี
กรดไขมันในสารนี้   เมื่อนําไปยอยดวยกรดและเอนไซม (acid and enzyme hydrolysis) พบวา
ประกอบดวยกรดกลูตามิก อะลานีน วาลีน ซีรีน  2,4-diaminobutyric acid และกรดออกตะโนอกิ  
(octanoic acid)  ตามลําดับ  และหาน้ําหนกัโมเลกุลโดยวิธีแมสสเปกโทรสโคป (mass spectroscopy 
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: MS) พบวาสารนี้มีน้ําหนักโมเลกุล เทากับ  911 ดาลตัน  2) ซอลตาวาลีน (saltavalin)  
ประกอบดวย  ซีรีน อะลานนี ลิวซีน ทรีโอนีน วาลีน และ 2,4-diaminobutyric acid  มีน้ําหนัก
โมเลกุล เทากับ  903 ดาลตัน 

Oscariz และคณะ (1999) ศึกษาสารตานจุลชีพพวกเปบไทดในกลุมแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin)  คือ   ซีรีอิน  7  (cerein 7) ซ่ึงยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียในจีนัส  
Listeria  เพื่อใชในอุตสาหกรรมอาหาร  โดยแยกแบคทีเรียจากตวัอยางดิน และจําแนกชนิดโดยใช
ชุดทดสอบ API 50 CHB fermentation พบวาแบคทีเรียที่สรางสารตานจุลชีพ  คือ  Bacillus cereus  
โดยเลี้ยงในอาหารเหลว Brian Heart Infusion (BHI) แยกเซลลออกแลวนําสวนใสที่ไดไปทําให
บริสุทธิ์โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 65% แลวนําตะกอนทีไ่ดละลายในโซเดยีม 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร ซาไลน (sodium phosphate buffer saline : PBS)  pH 6.8 เขมขน 20  มิลลิโมลาร
ปริมาตร 100 เทา  (ของสวนใสที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต)  จากนั้นสกดัดวยบิวทานอล 
(butanol : BuOH) อัตราสวน 2 : 3 (BuOH : สวนใส)   นําไประเหยแหงและละลายใน PBS 
ปริมาตร 100 เทา  (ของสวนใสที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต)  เมื่อนําไปศึกษาการยับยั้ง 
จุลินทรียทดสอบ  พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดหลายชนิด แตไมยบัยั้งแบคทีเรียแก
รมลบ (ตารางที่ 4)  จากนัน้วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี Sodium Dodecyl  Sulphate (SDS)- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  โดยใชโปรตีนมาตรฐาน (standard protein) 
ขนาด 4.4-37.5 กิโลดาลตัน  พบวาเปนไฮโดรโฟบกิโปรตีนโมเลกุลเล็ก (small hydrophobic 
protein) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ  9.0-4.4 กิโลดาลตัน และวเิคราะหน้ําหนักโมเลกุลอยางละเอยีด
ดวย  mass  spectrometry  พบวามีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3.9 กิโลดาลตัน  
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ตารางที่ 4   spectrum of activity ของซีรีอิน 7 (Oscariz และคณะ,1999) 
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Yoshida  และคณะ (2001) ศึกษาแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens RC-2  ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง 
Colletotrichum  dematium ที่เปนรากอโรคแอนแทรคโนส (anthracnose) ของตนมัลเบอรรี โดย
เล้ียง B. amyloliquefaciens RC-2 ใน LB จากนั้นแยกเซลลแลวนําสวนใสมาเจือจางและทดสอบกบั
ราทดสอบ พบวา สวนใสที่ไดจาก RC-2  มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเตบิโตของรา  ไดแก Bipolaris 
leersiae  Colletotrichum acutatum       Colletotrichum dematium  Diaporthe nomurai       
Fusarium lateritium f.sp. mori    Glomerella cingulata   Myrothecium roridum   Pyricularia 
oryzae    Rosellinia necatrix      Sclerotinia sclerotiorum  และแบคทีเรีย   ไดแก   Agrobacterium  
tumefaciens     Pseudomonas cichorii   Clavibacter   michiganensis   subsp. Michiganensis      
Erwinia  carotovora  subsp. Carotovora  Pseudomonas  marginalis  pv. Marginalis     
Pseudomonas   syringae   pv. mori,  Pseudomonas  tolaasii     Pseudomonas viridiflava  และ  
Xanthomonas campestris pv. campestris จากนั้นนําสวนใสสกัดดวยเอทานอล  เมทานอล  และ
สกัดดวยชุดสกัดชนิด C18 solid-phase  และทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟ (รูปที่ 12) จากนัน้
นําสวนตาง ๆ ที่แยกไดมาทดสอบกับราทดสอบ และศึกษาโครงสรางโดยใช NMR และ MS พบวา
สารหนึ่งที่แยกได คือ อิทูริน A2 

 

 
 

รูปท่ี 12   ขั้นตอนการแยกสารตานเชื้อราจากสวนใสที่ผลิตโดยB. amyloliquefaciens   RC-2   
(Yoshida  และคณะ,  2001) 
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ในป  2002 Yu และคณะ ศกึษาสารตานจลุชีพที่ไดจาก  B.  amyloliquefaciens  ทีมีฤทธิ์
ยับยั้งรากอโรคในตนถ่ัวเหลือง คือ  Rhizoctonia  solani  โดยเลี้ยง B. amyloliquefaciens  ในอาหาร 
LB แลวทําใหสารเขมขนและแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย TLC  ซ่ึงมีระบบตัวทําละลายคอื 
คลอโรฟอรมตอเมทานอลตอน้ําในอัตราสวน 65:25:4 พบวาแยกสารตานเชื้อราได 3 ชนิด ซ่ึง
ประกอบดวยชนิดและสัดสวนของกรดอะมิโนเชนเดยีวกัน ไดแก แอสปาราจีน กลูตามีน ซีรีน โพ
รลีน และ ไทโรซีน ในอัตราสวนประมาณ 3:1:1:1:1       เมื่อศึกษาแมสสเปกตรัม พบวาสารทั้งสาม
ชนิดที่แยกไดเปนอิทูริน เอ โดยที่สารชนดิที่สนใจศกึษามีน้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 1042.5533  ซ่ึง
เทากับน้ําหนักโมเลกุลของ อิทูริน เอ และมีโครงสรางเปนไซคลิก ไลโพเปบไทดจากนั้นหาลําดบั
กรดอะมิโนโดยวิธีการสลายแบบเอด็มาน (Edman degradation) พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน คอื 
โพรลีน  แอสพาราจีน  ซีรีน    บีตา-อะมิโน (β-amino acid)  แอสพาราจีน  ไทโรซีน  แอสพาราจีน 
และกลูตามีน  สวนอีกสองชนิดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 1057.9 และ 1069.5 ตามลําดับ แตไมได
รายงานลําดับกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบ 

ตอมา  Pinchuk และคณะ (2002)  จําแนก Bacillus จากแหลงตาง ๆ เชน ดิน  คน สัตว เปน
ตน รวมทั้งหมด  51  สายพันธุ  จากนัน้ศึกษาเอกลักษณและความหลากหลายทางพันธุกรรมโดย
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวา 47 สายพันธุเปน B. subtilis  3 สายพันธุเปน 
Bacillus  licheniformis และอีกหนึ่งสายพนัธุ คือ Bacillus  pumilus  จากนั้นศกึษาการสรางอะมิคูมา
ซิน (amicoumacin) จาก Bacillus ทั้งหมด โดยเลี้ยงในอาหารที่มีแปงเปนสวนประกอบเพื่อชวยให
สรางสารตานจุลชีพ (Saito และคณะ, 1992) โดยมีสูตรอาหารดังนี ้น้ําแปง10  กรัมตอลิตร เปปโทน  
5  กรัมตอลิตร และโซเดยีมคลอไรด  0.5 กรัมตอลิตร ที่อุณหหภูม ิ  30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยา 175 รอบตอนาที  แยกเซลลและกรองผานแผนกรองขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.45 ไมครอน แลว
นําสวนใสที่ไดมาทดสอบกบั Staphylococcus  aureus โดยวิธีแพรผาน (agar well diffusion) พบวา
มีเพียง 37 สายพันธุที่สรางสารยับยั้ง S. aureus ได  ซ่ึง B. subtilis 34  สายพันธุยับยั้งไดดีทีสุ่ด 
รองลงมาคือ B. licheniformis  2  สายพันธุ และ B.  pumilus ตามลําดับ จึงเลือกสวนใสที่ไดทั้งหมด
มาทําใหบริสุทธิ์  โดยผาน TLC ที่ใช  CH3Cl : MeOH : H2O  (65 : 25 : 4)  เปนระบบตัวพา และ
แบงสวนหนึ่งที่ไดจาก TLC ไปวิเคราะหโครงสรางดวย MS  และสวนที่เหลือนําไปทําใหบริสุทธิ์
โดยสกัดดวย SepPak C18 cartridge (solid phase extraction)นําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC และหา
โครงสรางสารดวย MS  ซ่ึงผลจากการทํา MS ซ่ึงสวนที่ไดจาก TLC พบวามีอะมิคมูาริน A และ  B 
แตสวนที่ไดจาก HPLC พบวามีอะมิคูมารนิ C  (รูปที่ 13) 
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รูปท่ี 13 โครงสรางของอะมิคูมาซินชนิดตาง ๆ (Pinchuk และคณะ, 2002)   

 
Cho และคณะ (2003)  แยกและศึกษาสารตานเชื้อราที่ไดจาก B. subtilis  สายพันธุ KS03 ที่

มีฤทธยับยั้งรา Gloeosporium  gloeosporioides ที่เปนสาเหตุของโรคแอนแทรกโนสในผักและ
ผลไม  ขั้นแรกเปนการเตรยีมสารตานจุลชีพโดยเล้ียงสายพันธุ KS03 ในอาหาร LB  แลวนํามาทําให
บริสุทธิ์โดยสกัดดวยบวิทานอลแลวนํามาแยกดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟที่แพคดวยเซฟาโรส 
(sepharose)  และวิธีโครมาโทกราฟผิวบางแบบเปบเปอรเรทีฟ (preparative TLC) ตามลําดับ 
จากนั้นหาน้ําหนักโมเลกุลดวย MS   พบวามีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1042   และมีลําดับกรดอะมิ
โน (รูปที่ 14)  คือ  โพรลีน  แอสพาราจีน  ซีรีน    บีตา-อะมิโน  แอสพาราจีน  ไทโรซีน  แอสพารา
จีน และกลูตามีน ซ่ึงเปนโครงสรางของอิทูรินที่ปกติแลวมี 8  ไอโซเมอร และแตละไอโซเมอร
ตางกันที่โครงสรางของกรดอะมิโนชนิดบตีาจึงสรุปไดวาสารตานเชื้อราที่ไดจาก B.  subtilis  สาย
พันธุ KS03  มีน้ําหนกัโมเลกลุและโครงสรางเหมือนกับอทิูริน A2 

 
รูปท่ี  14  ลําดับกรดอะมิโนของสารตานจุลชีพที่ไดจาก  B. subtilis สายพันธุ   KS03 (Cho และ

คณะ, 2003) 

ในป 2005   Wu  และคณะ   ศึกษาการสรางสารตานจุลชีพของ B. subtilis   สายพนัธุ  JM4 
ซ่ึงเปนสายพันธุที่แยกไดจากตัวอยางดินในปกกิ่ง  โดยเลี้ยง B. subtilis  สายพันธุ JM4 ในอาหาร 
LB ที่ 37 องศาเซลเซียส   นําสวนใสมาทําใหบริสุทธิ์โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิม่ตัว 
80%   แยกเกลือออกโดยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) ในโซเดียมซิเตรท  บัฟเฟอร (pH 4.0)  แลวนํามา
แยกตอดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ   พบวาแยกไดสาร 2 ชนิด  คือ ซับเปปติน (subpeptin) JM4-
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A และ JM4-B   จากนัน้ศึกษา spectrum of activity กับจุลินทรียทดสอบทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและ
แบคทีเรียแกรมลบ  พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดเกือบทกุชนิดดังแสดงในตารางที่ 5    
 
ตารางที่ 5  spectrum of activity ของซับเปบติน JM4-A และ JM4-B  (Wu  และคณะ, 2005) 

 

 
เมื่อวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลดวยวิธี Sodium dodesyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 2512  ดาลตัล  
เมื่อวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนโดยวิธีการสลายแบบเอ็ดมาน   พบวาซับเปปติน JM4-A  และ JM4-
B  ประกอบดวยกรดกรดอะมิโน 12  ชนิด  คือ   x (ไมสามารถจําแนกชนิดของกรดอะมิโน)  x   ไล
ซีน กรดกลูตามิก  ไอโซลิวซีน  x  ฮีสทิดีน(ทริปโตเฟน)  ไอโซลิวซีน  ฟนิลอะลานีน   ฮีสทิดีน   
กรดแอสปาตกิ  โดยท่ีกรดอะมิโนตัวที ่7   ของซับเปปติน JM4-A  คือฮีสทิดีน  แตกรดอะมิโนตวัที่ 
7   ของซับเปป ติน JM4-B คือทริปโตเฟน ดังแสดงในรูปที่   15   

 

 
 
รูปท่ี  15  ลําดับกรดอะมิโนของซับเปปติน JM4-A และ JM4-B (Wu และคณะ, 2005) 
 
เมื่อศึกษาปจจยัที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   ไดแก  การยอย

ดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   ไมถูกทําลายดวย
เอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส K (protenase K)  และทริปซิน 
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(trypsin) มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารทั้งสองชนิด   (ตารางที่  7)  เมื่อศึกษาผลของความรอนตอ
การทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง 100 องศาเซลเซียส เมื่อบมนาน 30 นาที  แต
การยับยั้งจุลินทรียลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อบมที่ 120  องศาเซลเซียส เมื่อบมนาน 30 นาที  และเมื่อศกึษา
ผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมที ่37 องศาเซลเซียส ขามคืน  พบวาที่ pH 2  4   
6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยั้งจุลินทรีย  แตที่  pH  8  พบวาประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรยี
ทดสอบลดลงครึ่งหนึ่ง     เมือ่ศึกษาปจจยัที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   
ไดแก  การยอยดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   ไมถูก
ทําลายดวยเอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส K (protenase K)  
และทริปซิน (trypsin) มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารทั้งสองชนิด  (ตารางที่  6)   เมื่อศึกษาผลของ
ความรอนตอการทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง  100 องศาเซลเซียส เมื่อบม
นาน 30 นาที  แตการยับยัง้จุลินทรียลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อบมที่ 120  องศาเซลเซียส เมื่อบมนาน 30 
นาที  และเมือ่ศึกษาผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน  พบวาที่ pH 2  4   6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยัง้จุลินทรีย  แตที่  pH  8  พบวาประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบลดลงครึ่งหนึ่ง 
 
ตารางที่  6   ผลของเอนไซม  อุณหภูมิ และ pH ตอการยับยั้งจุลินทรยีของซับเปบติน   (Wu  และ
คณะ, 2005) 
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2.7 ความจําเปนในการศึกษาวิจัยเพื่อหาสารตานจุลชีพชนิดใหม 

2.7.1     ผลขางเคียงของยาปฏิชีวนะ   
ยาปฏิชีวนะบางชนิดมีผลขางเคียงที่ไมตองการ   เชน  การใชอะมิโนไกลโคไซดใน

ความเขมขนสูงมีผลทําลายไต  ทําใหระบบรับรูผิดปกติและหหูนวกได   หรือยาปฏิชีวนะบางชนดิมี
ขางเคียงในระยะยาว  เชน  คลอแรมเฟนิคอลทําใหเกิดโรค aplastic anemia  (Nester และคณะ, 
2004) หรือทําใหแพยา (antibiotic allergy) เชน  ผูที่แพยาแอมพิลินจะเปนผื่นคันและลมพษิ 
(Gruchalla และคณะ, 2006)  เปนตน  

2.7.2 การดื้อยาปฏิชวีนะ   
เนื่องจาการใชยาปฏิชีวนะผิดวิธี  เชน  ใชในปริมาณที่มากเกินไปทําใหจุลินทรียกอ

โรคมีการพัฒนาเพื่อตอตานกลไกการทํางานของยาปฏิชีวนะ (Oscariz  และคณะ, 1999)  เชน
Streptococcus  pneuminiae    เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคปอดบวมในผูใหญสามารถทําลายได
ดวยยาเพนนิซิลิน  แตในปจจุบัน S.  pneuminiae  บางสายพันธุดื้อตอยาเพนนิซิลินเพราะตัวมนัมี
การเปลี่ยนแปลงยีนบางสวนเพื่อลดตําแหนงที่จับของเพนนิซิลินกับตัวเซลล  (penicillin binding 
protein)  (Nester และคณะ,  2004) 

2.7.3 มีโรคเกิดขึ้นใหม  
จากการที่จุลินทรียดื้อตอยาปฏิชีวนะทําใหเกิดโรคขึ้นใหม เชน  Necrotizing otitis 

externa   เปนโรคติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย   Pseudomonas   aeruginosa   เปนโรคติดเชื้อที่
หูช้ันนอกแลวลามไปถึงฐานกระโหลก (skull base) ทําใหการควบคุมกระบวนเมทาบอลิซึมผิดปกติ
เปนอันตรายถงึตายได    (Peltier  J., 2004) 
 
2.8  การนําสารตานจุลชีพไปใชประโยชน  (Rai University, 2006)  

2.8.1      รักษาโรค เชน  รักษาโรคติดเชื้อตาง ๆ   โรคมะเร็ง  
2.8.2  ควบคุมโรคพืช  การใชสารปฏิชีวนะเพื่อควบคุมโรคพืชมีขอดีกวาการใชสารเคมี

หลายประการ คือ ที่ความเขมขนต่ํามีความเปนพิษเลก็นอยตอสัตวเลือดอุนและแมลงที่มีประโยชน 
และสลายตัวไดเร็ว 

2.8.3     การถนอมอาหาร  เชน ไพมาริซิน (pyrimacin)  เปนสารที่ใชฆาเชื้อราที่ผิวหนา
อาหาร ไทโลซิดิน (tyrocidin)  สามารถทําลาย Bacillus ไดดี และไนซนิสามารถทําลาย Clostridium 
ไดดีจึงนิยมใชคูกันในโรงงานอาหารกระปอง 

2.8.4     การใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตและใชเปนยารักษาโรคสัตว  การเติมสาร
ปฏิชีวนะลงในอาหารสัตวปริมาณเล็กนอย (1-10 มก/กก อาหารสัตว) ในระดับทีต่่ํากวาทีใ่ชในการ
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รักษาโรค จะชวยเรงการเจรญิเติบโตของสัตวได เพราะทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของไมโครฟลอ
รา ( microflora) ในทางเดินอาหารของสัตว 

2.8.5  การวจิัยทางดานชีวเคมีละชีววิทยาระดับโมเลกุล ในปจจุบันมกีารใชสารปฏิชีวนะ
ชวยในการคัดเลือกเซลลตางๆ ในงานวิจัยทางดานชีวเคมีและชีววิทยาระดับโมเลกุลอยางกวางขวาง 
ทําใหสามารถศึกษาหนาที่ตาง ๆ ของเซลล  เชน กระบวนการสรางดีเอ็นเอ เปนตน สารที่นิยมใช 
คือ คลอแรมเฟนิคลอ  แอมพิซิลลิน 
 

ในงานวิจยันี้คดักรอง Bacillus spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชีพที่ยบัยั้งจุลินทรียจาํนวน 
5 สายพันธุเพือ่คัดเลือกสายพันธุที่ดีที่สุด 1 สายพันธุ  โดยมีจุลินทรยีทดสอบเปนแบคทีเรียแกรม
บวก 3  ชนิด  ไดแก Bacillus subtilis   ATCC 6633    Staphylococcus  aureus  ATCC 25923  และ 
Micrococcus luteus   แบคทีเรียแกรมลบ 5 ชนิด   ไดแก   Escherichia  coli   ATCC 25922    
Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 27853    Enterobacter  sp.   Klebsiella  sp. และ  Serratia  sp.  
ยีสต 2  ชนิด   ไดแก   Saccharomyces  cerevisiae  และ  Candida  albicans   และราเสนใย 3 ชนิด   
ไดแก   Aspergillus  oryzae   Alternaria  sp. และ Fusarium  sp.   ศกึษาปจจัยบางประการที่มีผลตอ
การออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพที่ผลิตไดจากสายพันธุทีค่ัดเลือก  จําแนกสปชีสของ Bacillus sp.  
สายพันธุที่ศึกษาดวยการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด  การสกัดแยกใหสารตานจุลชีพบริสุทธิ์แลว
ศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย Bacillus sp. สายพันธุที่
คัดเลือกซ่ึงอาจมีความเปนไปไดที่จะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมที่สามารถนําไปประยุกตใชในการ
รักษาโรคตาง ๆ ไดตอไป 



บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 

 
3.1   วัสดุอุปกรณ 

3.1.1 เครื่องชั่งละเอียด รุน A200S 
3.1.2 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)  
3.1.3 ตูถายเชื้อแบบ lamina flow  
3.1.4 ตูอบฆาเชื้อ   ตูอบแหง    และหมออบฆาเชือ้ 
3.1.5 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (psycrotherm incubator sharker) รุน G27 
3.1.6 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) ของบริษัท Beckman  
3.1.7 เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา Avanti รุน J-301 ของบริษัท Beckman และเครื่องปน

เหวีย่งอุณหภมูิต่ํา Mikro รุน 22R 
3.1.8 อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
3.1.9 ไมโครปเปตและทิปขนาด 20  100 200 1,000 และ 5,000 มล. 
3.1.10 ชุดอุปกรณระเหยแหง  ไดแก   เครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (rotary vacuum 

evaporator)  เครื่องควบคุมสุญญากาศ   อางน้ําควบคุมอณุหภูมิ    อุปกรณหลอเยน็   
และคอลัมนควบแนน (condenser) 

3.1.11 ชุดอุปกรณทํา  agarose gel electrophoresis  ไดแก   ถาดเทเจล   ถังใสสารละลาย   
แผนหวี    และแหลงจายไฟ 

3.1.12 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง UV / VIS spectrophotometer  ยี่หอ  Perkin-Elmer 
Lambda และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) 

3.1.13 แผน TLC หลอดแคปปลารี  และถังใสตัวทาํละลาย 
3.1.14 เครื่องวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุล (Mass spectrometer) 
3.1.15 เครื่อง Oxford Model YH400 spectrometer   เพื่อศึกษา Nuclear Magnetic  

Resonance Spectroscopy  (NMR) 
3.1.16 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง spectrophotometer  และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) 
3.1.17 ชุดอุปกรณทําคอลัมนโครมาโทกราฟ  ไดแก คอลัมนแกว  จุกแกว  ขาตั้งและที่จับ 
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3.2  เคมีภัณฑ 
3.2.1 สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 
3.2.2 สารสกัดจากยสีต (yeast extract) 
3.2.3 สารสกัดจากมอลต (malt extract) 
3.2.4 แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) 
3.2.5 ทริปโทน (tryptone) 
3.2.6 ผงวุน 
3.2.7 น้ําตาลกลูโคส 
3.2.8 โซเดียมคลอไรด  
3.2.9 เอทิลอะซิเตท  
3.2.10 เมทานอล  
3.2.11 กรดเอทิลีนไดเอมีนเตตราอะซิติก  (ethylenediaminetetraacetic acid  :  EDTA) 
3.2.12 ทริสมา เบส (Trisma base) 
3.2.13 เอทานอล  และแอบโซลูทเอทานอล (absolute ethanol) 
3.2.14 เฮกเซน  
3.2.15 เอทิลอีเทอร  
3.2.16 โซเดียมไฮดรอกไซด  
3.2.17 คลอโรฟอรม  
3.2.18 วานิลลีน (vanillin) 
3.2.19 กรดไฮโดรคลอริก  
3.2.20 กลีเซอรอล 
3.2.21 ผงซิลิกา 
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3.3 วิธีการดําเนินการวิจัย 
3.3.1 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 

จากงานวิจยักอนหนานีไ้ดพบแบคทีเรียที่ผลิตสารตานจุลชีพ ไดแก Bacillus  sp. 
สายพันธุ  K-01  K-02  K-03   K-05 และ K- 08  ซ่ึงแยกและจําแนกจีนัสโดย  จิราพร   จิราพงษ 
(2545)  

ในการงานวิจยันี้ไดคัดกรอง  Bacillus  spp. จํานวน 5 สายพันธุดังที่ไดกลาว
มาแลวขางตนเพื่อคัดเลือกสายพันธุที่สามารถผลิตสารตานจุลชีพไดดีเพื่อนํามาศึกษาในขั้นตอไป 
โดยใชจุลินทรยีทดสอบ  (test organism)  ดงัตอไปนี ้

• แบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก  Bacillus subtilis   ATCC 6633  Staphylococcus  
aureus  ATCC 25923  และ Micrococcus luteus 

• แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Escherichia  coli  ATCC 25922  Pseudomonas  
aeruginosa ATCC 27853 Enterobacter sp.  Klebsiella  sp. และ  Serratia  sp. 

• ยีสต ไดแก   Saccharomyces  cerevisiae  และ  Candida  albicans  
• ราเสนใย  ไดแก   Aspergillus  oryzae    Fusarium  sp. และ Alternaria  sp.  

 
3.3.2 อาหารเลี้ยงเชือ้ 

อาหารเลี้ยงเชือ้สําหรับ Bacillus  spp.   ไดแก   อาหารเหลวนิวเตรียน (Nutrient  
broth : NB)  อาหารแข็งนวิเตรียน (Nutrient agar  :  NA)  อาหารเหลวลูเรีย (Luria broth : LB)  
อาหารแข็งลูเรีย (Luria agar : LA) อาหารเหลวทริปติเคสซอย (Trypticase Soy Broth  : TSB)  และ
อาหารแข็งทริปติเคสซอย (Trypticase Soy  agar : TSBA)  (ภาคผนวก ก)   

อาหารเลี้ยงเชือ้สําหรับแบคทีเรียทดสอบ  ไดแก  อาหาร  NB  และอาหาร  NA 
อาหารเลี้ยงเชือ้สําหรับยีสต และรา ไดแก   อาหารเหลวยสีตมอลต  (Yeast-Malt  

broth  : YM)  อาหารแข็งยีสตมอลต (Yeast-Malt agar : YMA)  และอาหารแข็งโพเตโตเด็กโตรส  
(Potato Dextrose agar : PDA)  (ภาคผนวก ก)   
 

3.3.3 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
3.3.3.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 

ก. แบคทีเรียทดสอบ 
เขี่ยแบคทีเรียมาเลี้ยงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง  NA  แลวนําไปบมที่

อุณหภูมิ 37   องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชม.  แลวเททบัดวย  15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆา
เชื้อแลว   จากนั้นนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 
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ข. แบคทีเรีย  Bacillus  sp. 
เขี่ยแบคทีเรียมาเลี้ยงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง LB  แลวนําไปบมที่

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชม.  แลวเททับดวย  15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชือ้
แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.3.2 การเก็บรักษายีสต 
เขี่ยยีสตมาเลี้ยงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง  YMA แลวนําไปบมที่อุณหภมู ิ

30   องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชม.  แลวเททับดวย  15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อและนําไป
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.3.3 การเก็บรักษาราเสนใย 
เล้ียงราเสนใยบนอาหารแข็งลาดเอียง  PDA  ที่อุณหภูม ิ   30 องศาเซลเซียส   

เปนเวลา 3-5 วัน   แลวเททบัดวย  15% กลีเซอรอล  นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ -
20 องศาเซลเซียส 
 

3.3.4 การคัดกรอง Bacillus  spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชพีท่ีมีผลยับยัง้จุลินทรีย
ไดด ี

จิราพร จิราพงษ (2545) รายงานการแยกและคัดกรองได Bacillus  spp. ทั้ง 5 สาย
พันธุที่ยับยั้งจลิุนทรียทดสอบไดดี   ไดแก  K-01  K-02  K-03  K-05 และ K-08  โดยเลี้ยงแบคทเีรีย
บนอาหาร NA  ที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน  24 ชม.   แลวศึกษาการยับยั้งจุลินทรยี
ทดสอบ  เพื่อคัดเลือกสายพันธุที่สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีที่สุดโดยใชวิธี cross streak   
(โดยจุลินทรยีทดสอบที่ใช  คือ แบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก  B. subtilis   S. aureus   แบคทีเรียแกรม
ลบ  ไดแก    E. coli  และ  P.  aeruginosa  ยีสต      ไดแก   S.  cerevisiae  และ  C.  tropicalis    และ
ราเสนใย    ไดแก   A. oryzae)     

ในขั้นตอนการศึกษาเพื่อคัดกรอง Bacillus sp.  สายพันธุที่ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดดี  เพื่อใชในการศึกษาขัน้ตอไป  มีวิธีการศึกษาดังตอไปนี ้

3.3.4.1 เขี่ย  Bacillus sp. เชื้อบริสุทธิ์มาขีดเปนแนวยาวกลางจานอาหารแข็ง LB
นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชม. 

3.3.4.2 ขีดจุลินทรียทดสอบในแนวตั้งฉากใหชดิกบัแนวการเจรญิของ Bacillus  sp.  
แตไมใหตัดกบัแนวการเจรญินั้น (รูปที่ 16)  สําหรับแบคทีเรียนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    
และสําหรับยสีตบมที่อุณหภูมิ   30 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24   ชม.   บันทึกผลการยับยั้ง 
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จุลินทรียทดสอบ

วัดขนาดบริเวณยับยั้ง

30  องศาเซลเซียส        48  ชม
Bacillus  sp. 

อาหารแข็ง LB

37  องศาเซลเซียส        24  ชม

Bacillus  sp. 

 
 

รูปท่ี  16   การศึกษาการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรีย และยีสตโดย  Bacillus  
spp. 

 
สําหรับราเสนใยซึ่งใชเวลาในการเจริญนานกวาแบคทีเรียและยีสตทําการศึกษา

โดยเลี้ยงราเสนใยบนอาหาร  PDA นาน 3-5 วัน แลวตัดช้ินอาหารบริเวณริมโคโลนรีาขนาด 8 มม.. 
(Kim และ Chung, 2004)   นํามาวางหางจากแนวการเจริญของ Bacillus  sp.  เทากับ  1.5   ซม. (รูป
ที่ 17)   จากนัน้นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน บันทกึผลการยับยั้ง 

 

30  องศาเซลเซียส        48  ชม

Bacillus  sp. 

โคโลนีรา
1.5 ซม 1.5 ซม

อาหารแข็ง LB

Bacillus  sp. 

30  องศาเซลเซียส        3-5  วัน

วัดขนาดบริเวณยับยั้ง  
 

รูปท่ี  17   การศึกษาการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนราเสนใยโดย  Bacillus  spp. 
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3.3.5 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีเหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพท่ี
ผลิตโดย  Bacillus  sp. สายพันธุ  K-05   

3.3.5.1 เตรียมหวัเชื้อ  โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์แลวขีดลงบนอาหารแข็ง  NA  LB  และ 
TSB  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  (จิราพร  จิราพงษ, 2542)  เปนเวลา 24 ชม.  จากนัน้
ถายเชื้อลงในขวดอาหารที่บรรจุอาหาร NB  LB (ภาคผนวก ก) (Yu  และคณะ, 2002)  และ TSB 
(ภาคผนวก ก) (Milner   และคณะ, 1996)  ขวดละ 50 มล. ที่บรรจุอยูในขวดทดลองขนาด 250  มล. 
นําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 ชม. 

3.3.5.2 ถายหัวเชื้อ  4  มล. (OD660 = 0.500)  ที่ไดจากอาหารเหลวแตละชนดิใสลง
ในขวดทดลอง ขนาด 250 มล.  ที่บรรจุอาหารเหลวชนดิเดิมขวดละ 50 มล. นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ชม. เก็บน้ําหมกั (culture broth) ทุก 
12 ชม.  แยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 20 นาที  นําสวนใส (supernatant) ที่ไดมาทดสอบทางชีววิธี (bioassay) กับจุลินทรียทดสอบ
ดวยวิธี paper disc diffusion (Briazani  และ Brandelli,  2002) 

 
3.3.6 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรยีโดยสารตานจุลชีพดวยวิธี paper disc diffusion 

3.3.6.1 การเตรียมจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรีย 
เล้ียงแบคทีเรียทดสอบบนอาหาร NA เปนเวลา 24 ชม. ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส แลวเขี่ยใสในหลอดทดลองซึ่งบรรจุอาหาร NB บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
6  ชม. จากนั้นวัดความขุนใหไดคา OD625  เทากับ 0.10 

3.3.6.2 การเตรียมจุลินทรียทดสอบที่เปนยีสต 
เล้ียงยีสตทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YMA เปนเวลา 24 ชม. ที่อุณหภมูิ  30  

องศาเซลเซียส แลวเขีย่เชื้อใสในหลอดทดลองซึ่งบรรจุอาหาร YMB บมที่อุณหภมูิ  30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ชม. จากนั้นวัดความขุนใหมีคา OD625 เทากับ 0.10 

3.3.6.3 การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 
 ใชสําลีพันปลายไมจุมหัวเชือ้จุลินทรียทดสอบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อตาม

วิธีในขอ  6.1 และ 6.2  เกลี่ยลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (อาหารสําหรับแบคทีเรีย  และยีสต   ไดแก
อาหาร NA และ  YMA  ตามลําดับ)   หมุนจานอาหารประมาณ 90  องศาแลวเกลีย่เชื้อใหทัว่จาน  
จากนั้นปเปตสารทดสอบ 100  ไมโครลิตร หยดลงบนแผนกระดาษกลม (paper disc) ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร   ทิ้งไวใหแหง แลวนําแผนกระดาษนัน้ไปวางบนจานทดสอบ  กดเบา 
ๆ ใหแผนกระดาษแนบกับผิวอาหาร (รูปที่ 18) สําหรับแบคทีเรียนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20  ชม. และยีสตบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 ชม. ตามลําดับ  
บันทึกผลการยับยั้ง 
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อาหาร  NA

แผนกระดาษ

 
 

รูปท่ี 18  การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรียหรือยีสตโดยสารตานจลุ
ชีพที่ไดจาก Bacillus  sp.  K-05  โดยวิธี  paper  disc  diffusion 

 
3.3.6.4 การเตรียมจุลินทรียทดสอบที่เปนราเสนใย 

เล้ียงราบนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิ   30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน 
เจาะชิ้นวุนที่บริเวณริมโคโลนี   แลววางลงบนกลางจานอาหารใหม (บรรจุอาหาร PDA)  (Bernal 
และคณะ, 2002)   บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน แลววางแผนกระดาษกลมที่มี
สารทดสอบหางจากขอบโคโลนีรา 0.5 เซนติเมตร (รูปที่ 19)  และนาํไปบมที่อุณหภูมิ   30 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 3-5 วัน บันทึกผลการยับยั้ง 

 

0.5 ซม

อาหาร  PDA

โคโลนีรา

แผนกระดาษ
 

 
รูปท่ี 19  การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนราเสนใยโดยสารตานจุลชีพที่ได

จาก Bacillus  sp.   K-05  โดยวิธี  paper  disc  diffusion 
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3.3.7 การศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 
จากการศึกษาในขอ  3.3.6 พบวาเมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.  K-05  ในอาหาร LB  ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา   60  ชม.  ยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดดีกวา
ตัวอยางสวนใสที่เวลาอื่น   ดังนั้นในการศกึษาขั้นตอไปจึงเล้ียง  Bacillus  sp. K-05  เปนระยะเวลา
นาน  60  ชม.   

3.3.7.1 ระยะเวลาการเก็บ 
ถายหัวเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ K-05  ปริมาตร 4 มล. ใสในอาหาร LB 

ปริมาตร 50 มล. ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มล. นําไปเลี้ยงในตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขยาดวยความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมักที่  60 ชม. แยกเซลลออก
ดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  เก็บสวน
ใสไวที ่4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 เดือน  และนํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบตามวิธีใน
ขอ 3.3.6  ทุก ๆ 1 เดือน 

3.3.7.2 ความรอน   
ถายหัวเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ K-05  ปริมาตร 4 มล.  ใสในอาหาร LB 

ปริมาตร 50 มล. ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มล. นําไปเลี้ยงในตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขยาดวยความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมักที่เวลา 60 ชม. แยก
เซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  
นําสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 60 ชม.  ไปไดรับความรอนทีอุ่ณหภูมิ 60   80 100 และ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   แลวนํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลอง
ขอ 3.3.6 

 
3.3.8 การจําแนกสปชีสของ Bacillus sp. K-05 

3.3.8.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA)  (Cai  and Wolk, 1990)   
เล้ียง Bacillus sp.  K-05  ในอาหาร  LB ปริมาตร 50 มล.  บมบนเครื่องเขยา 

ที่ 30 องศาเซลเซียส  200 รอบตอนาที  เปนเวลา 9 ชม.   จากนั้นปนแยกเซลลที่ 12,000 รอบตอนาน
ที 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส   ลางเซลลและพอลิแซคคาไรดดวย 0.85%  โซเดียมคลอไรด      
จากนั้นปนแยกเซลลที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส   เทสวนใสทิ้ง   
แลวเติมทีอีบฟัเฟอร  400  ไมโครลิตร   ใสเม็ดแกว  0.15 กรัม  และ   10%  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 
(SDS)    ปริมาตร 20  ไมโครลิตร  ปนเบา ๆ 1 นาท ี  จุมน้ําแข็ง ทําซ้ํา 10 คร้ัง    ปนแยกเซลลที่ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส    ดูดสวนใสชั้นบนใสในหลอดแอฟ
เพนดอฟใหมและเติมสารละลายฟนอลตอคลอโรฟอรมตอไอโซเอมิลแอลกอฮอล (phenol : CH3Cl 
: isoamyl alcohol  =  25 : 24 : 1) ปริมาตร 1 ตอ 1    คว่ําหลอดไปมาเบา ๆ จะเกดิสีขาวขุน  จากนัน้
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ปนเหวี่ยงที ่12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  และดูดสวนใสชั้นบนใสใน
หลอดแอฟเพนดรอฟใหม  แลวเติม  CH3Cl : isoamyl alcohol  (24 :1) ปริมาตร 1 ตอ 1 ปนเหวีย่งที่ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที ่ 4 องศาเซลเซียส      เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตท 3  
โมล.าร  ปริมาตร 0.1 เทา  ผสมกับแอทโซลูทเอทานอล ปริมาตร 2.5  เทา  เก็บไวที่ -70 องศา
เซลเซียส เปนเวลานาน 10 นาที เพื่อตกตะกอน DNA    จากนัน้ปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส   ลางตะกอนดีเอน็เอดวย  70% เอทานอล 300  ไมโครลิตร    
ละลายตะกอน DNA ในน้ํากลั่น 20  ไมโครลิตร  วัดคา OD260  และ  OD280  คํานวณความเขมขนของ  
DNA  โดยใชวิธีมาตราฐานซึ่งกําหนดให  OD260  เทากบั  1.0 มีปริมาณ DNA  50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร   เก็บ DNA ไวที ่-20  องศาเซลเซียส    ตรวจสอบคุณภาพของ DNA โดยใชวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็คโทรโฟรีซีส   (Agarose Gel Electrophoresis)  
  

3.3.8.2 การแยกดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (Agarose gel 
electrophoresis) 

อะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีสเปนการทําเพื่อตรวจสอบคุณภาพของ DNA 
โดยใช   0.8%  Agarose  Gel  Electrophoresis  และตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ  PCR โดยใช   
1.25%  Agarose  Gel  Electrophoresis   การทําอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีสทําไดโดยละลายอะ
กาโรสเจลในทีอีบัฟเฟอร    เทลงในถาดและเสียบหวีลงดานแคโทด (ดานบน) เมื่อเจลแข็งดึงหวี
ออก  ใสทีอีบฟัเฟอรในถัง (electrophoresis chamber)  ใหทวมเจล    ผสม   DNA  2  ไมโครลิตร  
(สําหรับ ผลิตภัณฑ  PCRใชปริมาตร 10 ไมโครลิตร)  และสี (loading dye)  2 ไมโครลิตร  หยดลง
ในชองหวี    เสียบสายไฟโดยใหขั้วแคโทด (ดานที่โหลดสาร) อยูดานบน ขั้วแอโนดอยูดานลาง 
เปดสวิตท   55  โวลต   จนกระทั่งสีเดนิทางถึงปลายเจล  ปดสวิทชนําเจลไปจุมในสารละลายอี
ทิเดียมโบรไมด  10  วินาที  ตรวจหาแถบ DNA ดวยแสงยูวีความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร   

 
3.3.8.3 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของ  16S rDNA โดยปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

(Polymerase Chain  Reaction)  
ช้ินสวน 16S rDNA ของ Bacillus  sp.   สายพันธุ  K-05   ถูกเพิ่มจํานวนโดย

การทํา PCR    โดยมีสวนผสมตาง ๆ ตามวธีิการของ  Dorsch และ Stackebrandt (1992)  ดังนี้  ไพร
เมอร  (ตารางที่  7)  (เขมขน 200 นาโนกรัมตอไมโครกรัม) ปริมาตร 0.25  ไมโครลิตร  DNA 
แมแบบ  2  ไมโครลิตร     แมกนเีซียมคลอไรด ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร  dNTP  1 ไมโครลิตร    
พีซีอารบัฟเฟอร  5   ไมโครลิตร   เอนไซมแทคดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (Taq DNA polymerase) 
ปริมาตร   0.25 ไมโครลิตร  และน้ํากล่ันปลอดเชื้อปลอดประจุ  (เพื่อปรับปริมาตรรวมของสารใน
ปฎิกิริยาใหมปีริมาตรสุทธิเทากับ 50  ไมโครลิตร)   
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ตารางที่ 7   โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรทีใ่ชในการการเพิ่มจํานวน  16S rDNA   

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) 
Forward primer 27F GAGTTTGATCCTGGCTCAG 

Reverse primer  1492R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 
 

 นําสวนผสมที่เตรียมไวไปเขาเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermol 
Cycler) โดยตัง้โปรแกรม ดงันี้ 

 
Hot start  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
Denaturation  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที 
Annealing อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที           30 รอบ 
Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 วินาที 
Final extension อุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 300  วินาท ี 

  
  ตรวจสอบผลที่ไดโดยดลูายพิมพ DNA  ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.9.2 
 

3.3.8.4 การหาลําดับนวิคลีโอไทด 16S rDNA   
นําผลิตภัณฑ  PCR   ของ 16S rDNA ของแบคทีเรีย Bacillus sp. สายพันธุ  

K-05  ที่ไดจากขั้นตอนที่   3.3.8.3  ไปหาลาํดับนิวคลีโอไทดที่หนวยบรกิารชีวภาพ (BIOSERVICE  
UNIT, BSU) สํานักงานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) โดยใชโอลิโกนิวคลี
โอไทดไพรเมอรดังแสดงในตารางที่ 8  เพื่อวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด จนครบทั้งสายของ 16S 
rDNA  
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ตารางที่ 8   โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรทีใ่ชในการหาลาํดับนิวคลีโอไทดของ  16S  rDNA   
 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) 
Forward primer 27F GAGTTTGATCCTGGCTCAG 
Reverse primer 343R CTGCTGCCTCCCGTA 
Reverse primer 519R G(TA)ATTACCGCGGC(TG)GCTG 
Reverse primer 787R CTACCAGGGTATCTAAT 
Reverse primer 907R CCGTCAATTCATTTGAGTTT 
Reverse primer 1100R AGGGTTGCGCTCGTTG 
Reverse primer 1385R CGGTGT(AG)CAAGGCCC 
Reverse primer 1241R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 
Reverse primer 1492R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 

 
3.3.8.5 การวิเคราะหผลการหาลําดับนิวคลีโอไทด 

นําผลการหาลําดับนิวคลีโอไทด  มาเชื่อมตอลําดับเบสทั้งหมดโดยใช
โปรแกรม  BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu)  แลวนํามารวมกนัเพื่อใหไดลําดบัเบสบนเสน  
sense strand  ของ  16S  rDNA  โดยเรียงลําดับจากปลาย  5’-phosphate  -->  3’-OH  แลวนําไป
เปรียบเทียบกบัขอมูลในฐานขอมูลของGenBank  โดยใชโปรแกรม  NCBI  BLAST  
(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) 

 
3.3.9 การแยกสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus   sp.   สายพนัธุ  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 

3.3.9.1 การศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสมเพื่อการสกัดแยกสาร
ตานจุลชพี  

ก. เตรียมสารตานจุลชีพ   โดยใสหัวเชื้อปริมาตร 8 มล.  ลงในอาหาร   LB 
ปริมาตร 100 มล.     ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250  มล.  นําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปน
เวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมกัมาแยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 
รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสที่
ไดไปทําใหเขมขนขึ้นโดยใช เครื่องระเหยแหง (rotary evaporater) 
(อุณหภูมิของอางน้ําเทากับ  37  องศาเซลเซียส)    จนเหลือสวนใส
ประมาณ  200 มล. (สวนใสเริ่มตน  2  ลิตร) 

ข. นําสวนใสที่ทาํใหเขมขนมาสกัดดวยตวัทําละลายอินทรีย ไดแก  
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เฮกเซน เอทิลอีเทอร   และเอทิลอะซิเตท โดยใชอัตราสวนระหวางสวนใส
และตัวทําละลายอินทรียตาง ๆ  อยางละ 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร)  นําสารสกัด
ที่ไดไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหง  เติมตัวทําละลายอินทรียที่ใชสกัด
ปริมาณเล็กนอยลงในสารสกัดเพื่อละลายสารที่สกัดได (1 มก./มล.) แลว
นํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบดวยวิธีที่กลาวมาแลวในขอ  3.3.6  โดยมี
ชุดควบคุม คือ ตัวทําละลายอินทรีย ไดแก  เฮกเซน  เอทิลอีเทอร   และ
เอทิลอะซิเตท  ที่หยดลงบนแผนกระดาษแลวทําใหตวัทําละลายระเหยไป 

 
3.3.9.2 การสกัดแยกสารตานจุลชพีจาก Bacillus  sp.  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 

จากการศึกษาในขอ 10.1 พบวาเมื่อสกัดสารตานจุลชีพดวยเอทิลอะซิเตท
แลวนํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบพบวามีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวาการสกัดดวยเฮ
กเซนและเอทลิอีเทอร   ดังนั้นจึงใชเอทิลอะซิเตทเพื่อสกดัสารตานจุลชีพตอไป 

การเตรียมสารตานจุลชีพทําไดโดยถายหวัเชื้อ  Bacillus  sp.  K-05 ปริมาตร 
8 มล.  ในอาหาร LB ปริมาตร 100 มล. ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มล.  นําไปเลี้ยงในตูบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมักมาแยก
เซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
นําสวนใสที่ไดไปทําใหเขมขนขึ้นโดยใชเครื่องระเหยแหง (rotary vacuum evaporater)  (อุณหภมูิ
ของอางน้ํา  = 37  องศาเซลเซียส)  จนเหลือสวนใสประมาณ 500 มล. (สวนใสเริ่มตน 5 ลิตร)   
จากนั้นนําสวนใสที่ทําใหเขมขนขึ้นมาสกดัดวยเอทิลอะซิเตท โดยใชอัตราสวนระหวางสวนใสและ
เอทิลอะซิเตทเทากับ 1 ตอ 1  จากนั้นนําสารสกัดที่ไดไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหง  นําสาร
สกัดเอทิลอะซิเตทมาละลายในตัวทําละลายอินทรียแลวนาํมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบดวยวิธีที่
กลาวมาแลวในขอ    3.3.6   

3.3.9.3 การวิเคราะหสารสกัดเอทิลอะซิเตทโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง 
(Thin Layer Chromatography  : TLC)  

ละลายสารสกัดเอทิลอะซิเตทที่ไดจากขอ 3.3.10.2 ในเอทิลอะซิเตท แลว
หยดลงบนแผน TLC  โดยมีระบบตวัทาํละลาย (solvent system)  ที่ใชเปนตวัพาใหสารเคลื่อน  
ไดแก  75% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  50% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  25% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท   
10%  เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท   100%  เอทิลอะซิเตท  5% เมทานอล ในเอทิลอะซิเตท  และ 50%  
เมทานอลในเอทิลอะซิเตท   จากนั้นตรวจสอบตําแหนงของสารที่แยกไดโดยการอังไอไอโอดีน  
และสองดูดวยหลอดยวูีที่ความยาวคลื่น 254  และ 365 นาโนเมตร    ถามีสารบนแผน TLC จะ
มองเห็นจดุสีน้ําตาล     สีมวงบนพืน้สีเขียว  และสีมวงเรืองแสงบนพืน้ขาว   ตามลําดับ 
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3.3.9.4 การแยกสารสกัดเอทิลอะซิเตทดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
การเตรียมคอลัมน   ทําไดโดยบรรจุคอลัมนดวยผงซิลิกาขนาด 0.04-0.06 

มม. โดยใชซิลิกา 50 กรัมตอสารสกัด 1 กรัม   ผสมซิลิกากับเฮกเซนคนใหเขากัน  ใชสําลีอุดที่ปลาย
คอลัมนเล็กนอย    เทซิลิกาใสคอลัมน  แลวเคาะเบา ๆ ที่ขางคอลัมนเพื่อปรับผิวหนาของผงซิลิกา
ใหเรียบเสมอกันและทําใหผงซิลิกาบรรจุแนนในคอลัมน   ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหผงซิลิกาเรียงตัวไดดี  
นําสารสกัดเอทิลอะซิเตทคลุกกับซิลิกาใสลงในคอลัมนแลวชะดวยระบบตัวพาดังแสดงในตารางที่  
9     จากนั้นเก็บแตละสวน (fraction) ที่แยกไดแลวนําไป ระเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหง
สุญญากาศ          นํามาทํา TLC  แลวสองดูดวยหลอดยูวีที่ความยาวคลื่น  254  และ  365  นาโน
เมตร   นําสวนที่มีจุดบนแผน TLC  ที่ตําแหนงเดียวกันมารวมกันแลวทําใหตัวทําละลายระเหยไป   
จากนั้นนําไปศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.6  โดยใชความเขมขน
เทากับ 1  มก./มล.   

  
 ตารางที่  9  ระบบตัวพาที่ใชชะสารจากคอลัมน 

ระบบตัวพา ปริมาตร (มล.) 
90% เฮกเซนในเอทิลอะเตท 100 

80% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 100 
70% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 100 
60% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 200 
55% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 200 
50%เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 100 
40% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 100 
35% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 200 
30% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 200 
25% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 200 
เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 100 

10% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท 100 
100% เอทิลอะซิเตท 100 

10% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท 100 
20% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท 100 
50% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท 100 

100% เมทานอล 300 
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3.3.10 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 
3.3.10.1 UV-VIS spectroscopy 

นําสวนที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบละลายในตวัทําละลายอินทรีย  เชน  
เมทานอล  เอทานอล เปนตน จากนั้นนํามาหา UV-VIS spectrum โดยใช   UV-VIS Spectrometer 
ยี่หอ Perkin-Elmer Lambda ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 

3.3.10.2 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry  (NMR) 
ศึกษา   1H-NMR (400  MHz)    13C-NMR (100 MHz)   DEPT  COSY   

HMQC  HMBC NOESY และ TOCSY spectra    ที่ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย   โดยใชเครื่อง Varience Model YH400 spectrometer   และตัวทําละลาย (Deuterated 
solvents)  ที่ใช    ไดแก คลอโรฟอรม (chloroform-d : CDCl3)   เมานอล (methanol : CD3OD)  และ 
น้ํา (D2O) 

 
3.3.10.3 Mass  spectrometry (MS) 

 นําสวนที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบละลายในตวัทําละลายอินทรีย  เชน  
เมทานอล  เอทานอล เปนตน ศึกษา mass spectrum แบบ  high  resolution โดยใชบริการจากหนวย
บริการเครื่องมือเครื่องมือ (BRU) ศูนยพนัธุวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
  
 



บทที่  4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การคัดกรอง  Bacillus  sp. สายพันธุท่ีผลิตสารตานจุลชพีท่ีมีผลยับยัง้จุลินทรียไดด ี

Kim และ Chung (2004)  แยกจุลินทรียจากดินเพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่สรางสารตานจุลชีพ
ยับยั้ง Collectrotrichu  lagenariumโดยวิธี cross streak พบวาแยกจุลินทรียไดทั้งหมด 250 ไอโซเลต   
แตมีเพยีงไอโซเลตเดียวทีย่บัยั้ง C.  lagenarium   

ในงานวิจยันี้ไดคัดกรอง Bacillus  spp. สายพันธุ  K-01   K-02  K-03   K-05 และ K-08  
เพื่อศึกษาการยับยั้งจุลินทรยีดวยวิธี cross streak  ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.4  พบวา Bacillus  spp. 
สายพันธุ  K-01   K-02  K-03   K-05 และ K-08  ยับยั้งจลิุนทรียทดสอบทั้งหมด  4    6   1  12  และ   
5  ชนิด   ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที่  10  ซ่ึงเห็นไดวา   Bacillus  sp.   K-05   ยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดมากกวาสายพันธุอ่ืน  กลาวคือ  Bacillus  sp.   K-05  ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (รูปที่ 20)   
ไดแก   B. subtilis  ATCC 6633    S. aureus  ATCC 25923   และ   M. luteus   แบคทีเรียแกรมลบ  
ไดแก  E. coli  ATCC 25922   Serratia  sp.   Klebsiella   sp. และ  Enterobacter  sp.   สําหรับยีสต
พบวา   Bacillus  sp.   K-05  ยับยั้งการเจรญิของ  C. albicans  และ  S.  cerevisiae   ไดดังแสดงใน
รูปที่  21  และยับยั้งราเสนใย    ไดแก  A. oryzae     Fusarium  sp.  และ  Alternaria  sp.  ดังแสดงใน
รูปที่  22 

จากการคัดกรอง  Bacillus  spp. จํานวน  5 สายพันธุ    โดยวิธี  cross streak  พบวา  
Bacillus  sp.   K-05  ยับยั้งจลิุนทรียไดหลายชนิดและมขีนาดของบริเวณยับยั้งมากกวาที่ไดจากสาย
พันธุอ่ืน  ดังนัน้จึงเลือก  Bacillus sp.  สายพันธุ   K-05  มาใชในการศกึษาขั้นตอไป  
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ตารางที่  10   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดย Bacillus  spp.  5  สายพันธุ ดวยวิธี  cross streak 
        

 Bacillus  spp.  

  จุลินทรียทดสอบ  K-01 K-02 K-03 K-05 K-08  

 แบคทีเรียแกรมบวก            

 B. subtilis ATCC 6633     ++ ++ - ++++ +  

 S. aureus ATCC 25923   ++ ++ - +++++ +  

 M. luteus - - - ++++ -  

 แบคทีเรียแกรมลบ            

 E. coli  ATCC 25922     +++ +++ - + +++  

 P. aeruginosa ATCC 27853   - - - - -  

 Enterobacter sp. - - - ++ -  

 Serratia sp. - - - ++ -  

 Klebisella sp. - - - ++ -  

 ยีสต            

 S. cerevisiae - + ++++ ++ +++  

 C. albicans ++ + - ++ ++++  

 ราเสนใย            

 A. oryzae - + - + -  

 Fusarium sp. - - - +++ -  

 Alternaria sp. - - - +++ -  
        

  
    หมายเหตุ              -           =   ไมมีการยับยั้ง                               +                 =   บริเวณยับยั้ง     = 0.1-0.3 ซม. 
              ++         =    บริเวณยับยั้ง  = 0.4-0.7  ซม.          +++             =   บริเวณยับยั้ง   =  0.8-1.0 ซม. 
              ++++      =    บริเวณยับยั้ง   = 1.1-1.3  ซม.         +++++        =   บริเวณยับยั้ง   >  1.4  ซม. 
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ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดย  Bacillus  sp.  K-05  ดวยวิธี   cross  streak 

 

B. subtilis ATCC 6633
S. aureus ATCC25923

M. luteus
Bacillus  sp. K-05

 
 
รูปท่ี  20   การยับยั้งตอแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก    B. subtilis  ATCC6633    S. aureus 

ATCC25923   และ  M. luteus โดย  Bacillus  sp.  K-05 
 

 

C. albicans
S. cerevisiae

Bacillus sp.  K-05

 
รูปท่ี  21  การยับยั้งตอยีสต   ไดแก  C. albicans  และ S. cerevisiae   โดย  Bacillus  sp.  K-05 
 

Baciillus sp. K-05

Fusarium sp.

Fusarium sp.
Baciillus sp. K-0

Alternaria sp.

Alternaria sp.

ก ข

 
  
รูปท่ี 22   การยับยั้งตอราทดสอบ ไดแก  (ก) Fusarium sp.  และ (ข) Alternaria  sp. โดย  

Bacillus sp.   K-05 
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4.2 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีเหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย  
Bacillus  sp. สายพันธุ  K-05  

Milner และคณะ (1996)  ศึกษาชนดิของอาหารตอการสรางคาโนซามีน (kanosamine)  
โดยแบคทีเรีย Bacillus cereus UW85 ในอาหารเหลวชนิดตาง ๆ   ไดแก   TSB   TSB ผสมเหล็ก 0.5 
มิลลิโมลาร    TSB ผสมฟอสเฟต  100  มิลลิโมลาร   และ  MES (morpholineethanesulfonic acid)  
พบวามีการสรางคาโนมีนเมือ่เล้ียงในอาหาร  TSB   TSB ผสมเหล็ก 0.5 มิลลิโมลาร   แตไมพบวามี
การสรางคาโนซามีนเมื่อเล้ียงในอาหาร  TSB ผสมฟอสเฟต  100  มิลลิโมลาร  และ  MES   

Bernal  และคณะ (2002)  รายงานการสรางสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย Bacillus  sp. ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลว  3  ชนิด  ไดแก  CPG  (กลูโคส 10  กรัมตอลิตร  กรดคาซามิโน  1  กรัมตอ
ลิตร  และเปบโทน 10  กรัมตอลิตร)   CPM  (มานิทอล  10   กรัมตอลิตร  กรดคาซามิโน  1  กรัมตอ
ลิตร และเปบโทน 10  กรัมตอลิตร)     และ  CPM ผสมแคลเซียม  (มานิทอล  10   กรัมตอลิตร  กรด
คาซามิโน  1  กรัมตอลิตร   เปบโทน 10  กรัมตอลิตร   และแคลเซียม  5  กรัมตอลิตร   (CaCl2 x 
2H2O)   พบวามีการสรางสารตานจุลชีพไดดีเมื่อเล้ียงในอาหาร CPM ผสมแคลเซียม  CPG  และ  
CPM  ตามลําดับ 

ในงานวิจยันี้ศกึษาการผลิตสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  K-05 ในอาหารเหลว   
3  ชนิด  ไดแก  อาหาร NB   อาหาร TSB  และอาหาร LB  ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.5  แลวนาํ
สวนใสมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบดวยวิธี  paper  disc  diffusion   ตามวิธีการทดลองที่  3.3.6  
พบวาเมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.   K-05    ในอาหาร NB   มีผลยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกชนิดเดยีว   คือ 
B. subtilis  ATCC 6633   โดยพบวาเริ่มมีการยับยั้งตั้งแตชั่วโมงที่  12   และมีขนาดบริเวณยับยั้ง
เทากับ  20  มม.   และตั้งแตช่ัวโมงที่  24   ถึงชั่วโมงที่  60  พบวามีการยับยั้งเพิ่มขึน้เล็กนอยโดยมี
ขนาดบริเวณเทากับ  25   มม.   จากนั้นพบวามีการยับยัง้ลดลงเล็กนอย   ดังแสดงในตารางที่   11 
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ตารางที่  11    การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย Bacillus  sp.  K-05  เมื่อ
เล้ียงในอาหาร  NB 
                    

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ระยะเวลาในการเลี้ยงเช้ือ (ชม.) 

จุลินทรียทดสอบ 
0 12 24 36 48 60 72 84 96 

B. subtilis  
ATCC 6633  - 20 25 25 25 25 22 22 20 
S. aureus 
 ATCC 25923   - - - - - - - - - 
M. luteus - - - - - - - - - 
E. coli 
 ATCC 25922    - - - - - - - - - 
P. aeruginosa 
ATCC 27853    - - - - - - - - - 
Enterobacter sp. - - - - - - - - - 
Serratia sp. - - - - - - - - - 
Klebsiella sp. - - - - - - - - - 
S. cerevisiae - - - - - - - - - 
C. albican - - - - - - - - - 
A.oryzae - - - - - - - - - 
Fusarium sp. - - - - - - - - - 
Alternaria sp. - - - - - - - - - 
          

หมายเหต ุ   -   หมายถึง  ไมมีการยับยั้ง 
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เมื่อเล้ียง   Bacillus  sp.   K-05 ในอาหาร TSB   พบวามีการสรางสารตานจุลชีพยับยั้ง  
จุลินทรียทดสอบ  2  ชนิด   ดังแสดงในตารางที่  12  กลาวคือ  สารตานจุลชีพที่ผลิตไดตั้งแตชัว่โมง
ที่  12 -96   ยบัยั้ง  B. subtilis  ATCC 6633  ไดใกลเคยีงกัน โดยมีบริเวณยับยั้งประมาณ  20  มม.  
สําหรับการยับยั้ง  S. aureus  ATCC 25923   พบวามีการยับยั้งใกลเคียงกันตั้งแตชัว่โมงที่ 12 ถึง  96  
โดยมีขาดบริเวณยับยั้งประมาณ   14  มม. 
 
ตารางที่  12   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  K-05  เมื่อ
เล้ียงในอาหาร  TSB 
          

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ระยะเวลาในการเลี้ยงเช้ือ (ชม.) จุลินทรียทดสอบ 

0 12 24 36 48 60 72 84 96 
B. subtilis  
ATCC 6633  - 18 18 20 20 20 19 19 19 
S. aureus  
ATCC 25923   - - 14 14 14 16 12 10 10 
M. luteus - - - - - - - - - 
E. coli  
ATCC 25922    - - - - - - - - - 
P. aeruginosa  
ATCC 27853    - - - - - - - - - 
Enterobacter sp. - - - - - - - - - 
Serratia sp. - - - - - - - - - 
Klebsiella sp. - - - - - - - - - 
S. cerevisiae - - - - - - - - - 
C. albicans - - - - - - - - - 
A.oryzae - - - - - - - - - 
Fusarium sp. - - - - - - - - - 
Alternaria sp. - - - - - - - - - 
          

หมายเหต ุ   -   หมายถึง  ไมมีการยับยั้ง 
 
 

 



 

 

45

สําหรับการสรางสารตานจุลชีพโดย Bacillus sp.  K-05 ในอาหาร LB  พบวายับยั้งไดทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis  ATCC 6633  S. aureus ATCC 25923  และ  M. luteus    
แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก   Serratia  sp. และราเสนใยทั้ง 3 ชนิด ไดแก  A. oryzae   Fusarium  sp.   
และ   Alternaria  sp.  โดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมซึ่งแสดงลักษณะโคโลนีของราเสนใยเมื่อไมมี
การยับยั้ง (รูปที่  23)  จากตารางที่ 13   พบวา Bacillus  sp.  K-05  เริ่มสรางสารตานจุลชีพตั้งแต
ชั่วโมงที่ 12 และเมื่อนําไปทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ พบวาสารตานจุลชีพที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อที่
ชั่วโมงตาง ๆ ใหผลการยับยัง้ใกลเคียงกัน  กลาวคือ  มกีารยับยั้ง B. subtilis  ATCC 6633 (รูปที่ 24)     
M. luteus    A. oryzae  (รูปที่  25)   Fusarium  sp.   และ   Alternaria  sp.  ตั้งแตช่ัวโมงที่ 12    
สําหรับ  S. aureus ATCC 25923 และ Serratia  sp.  มีการยับยั้งตั้งแตช่ัวโมงที่  24    และในการ
ยับยั้ง B. subtilis  ATCC 6633  โดยสารตานจุลชีพที่ไดผลิตโดย  Bacillus  sp.  K-05  ตั้งแตชั่วโมงที่  
12  มีขนาดบรเิวณยับยั้งเทากบั  29  มม.  และมีการยับยั้งเพิ่มขึ้นเล็กนอยตั้งแตชัว่โมงที่  24-96  โดย
มีขนาดบริเวณยับยั้งประมาณ  33  มม.     การยับยั้ง S. aureus ATCC 25923  เร่ิมตั้งแตชั่วโมงที่  24  
โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  13  มม.  และมีการยบัยัง้เพิ่มขึ้นเล็กนอยตั้งแตชัว่โมงที่  36-72  โดย
มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  18  มม.  และยับยั้งไดลดลงเลก็นอย     การยับยั้ง M. luteus  โดยสาร
ตานจุลชีพที่ผลิตจาก Bacillus  sp.  K-05  พบวามกีารยบัยั้งตั้งแตชัว่โมงที่  12  โดยมีขนาดบริเวณ
ยับยั้งเทากับ  18  มม.  และมีการยับยั้งเพิ่มขึ้นเล็กนอยตั้งแตชัว่โมงที่  24-96  โดยมีขนาดบริเวณ
ยับยั้งประมาณ  25  มม.   การยับยั้ง Serratia  sp.  มีขนาดบริเวณยับยัง้ใกลเคียงกันสําหรับการยับยั้ง
ราเสนใยทั้ง 3 ชนิด พบวามีคาใกลเคียงกันตั้งแตชั่วโมงที ่ 12   

เมื่อเล้ียงในอาหาร  LB  เปนเวลานาน  60  ชั่วโมง  ใหผลยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวา
หรือใกลเคียงกับตัวอยางที่ไดการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 48  และ  72  ชม.  ดงันั้นในการศึกษาขั้นตอไปจงึ
เก็บตัวอยางทีร่ะยะเวลา  60  ชม. 
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ตารางที่  13   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย Bacillus  sp.  K-05  เมื่อเล้ียง
ในอาหาร  LB 

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ระยะเวลาในการเลี้ยงเช้ือ (ชม.) จุลินทรียทดสอบ 

 0 12 24 36 48 60 72 84 96 
B. subtilis  
ATCC 6633  - 29 33 33 33 34 31 30 30 
S. aureus 
 ATCC 25923   - - 13 18 18 18 18 14 14 
M. luteus - 18 22 25 25 26 26 26 25 
E. coli  
ATCC 25922    - - - - - - - - - 
P. aeruginosa 
ATCC 27853    - - - - - - - - - 
Enterobacter sp. - - - - - - - - - 
Serratia sp. - - - 10 16 18 18 18 16 
Klebsiella sp. - - - - - - - - - 
S. cerevisiae - - - - - - - - - 
C. albicans - - - - - - - - - 
*  A. oryzae -  10,18 10,17 11,17 12,18 15,18 11,18 10,16 10,15 
*  Fusarium sp. -   10,25  15,25  15,25  15,25   15,25   15,25   15,25   15,25  
*  Alternaria sp. -   10,20  10,25  8,25 8,30  11,30  10,30  10,30  10,30  
          

หมายเหตุ      -     หมายถึง    ไมมีการยับยั้ง 
*     บริเวณยับยั้ง   หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางโคโลนีราเสนใย   
   

ก ข ค

 
 
รูปท่ี 23    โคโลนีราเสนใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 7 วัน  (ก)  A.  oryzae   (ข)   Fusarium   sp.   

และ  (ค)   Alternaria   sp. 
 

ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง  Bacillus  sp.  K-05 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB โดยวธีิ  paper disc diffusion 

 

72 84

60 4812 0

24 36  
 

รูปท่ี 24   การยับยั้งการเจรญิของ B.  subtilis  ATCC6633 โดยสารตานจุลชีพเมื่อเล้ียง   Bacillus sp.  
  K-05  ตั้งแต  0-84   ชม. 
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รูปท่ี   25    การยับยั้งการเจริญของ A. oryzae โดยสารตานจุลชีพเมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.  สายพันธุ  

K-05    ตั้งแต  0-84   ชม. 
 
4.3 การศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียโดยสารตานจุลชีพ 

4.3.1 ระยะเวลาการเก็บ 
เมื่อนําสวนใสที่ไดจากการเลีย้ง  Bacillus  sp.  K-05  เปนระยะเวลานาน 60 ชม. 

มาเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   ทดสอบกับจุลินทรียทดสอบทุก ๆ 1 เดือน เปนระยะเวลา 10 
เดือน   พบวาความสามารถในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบคอย ๆ ลดลงทุกเดือน (ตารางที่ 14)  โดย
พบวาไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดตั้งแตเดือนที ่ 6-8  ขึ้นกับชนิดของจลิุนทรียทดสอบ  
กลาวคือ  สารตานจุลชีพยับยั้งการเจริญของ  B. subtilis  ATCC6633  และ  A. oryzae   ไดจนถงึ
เวลา  5  เดือน (รูปที่ 26) โดยพบวาสําหรบั  B. subtilis  ATCC6633   มีขนาดบริเวณยับยั้งเริ่มตน  
เทากับ  27  มม.   จากนั้นคอย ๆ ลดลงและไมพบการยบัยั้งเมื่อเก็บตวัอยางนาน 6 เดือน เปนตนไป      
สารตานจุลชีพยับยั้งการเจรญิของ  S. aureus ATCC25923  และ  Fusarium sp.  (รูปที่  27)   ได
จนถึงเวลา  6  เดือน โดยไมพบการยับยั้งเมื่อเก็บตัวอยางนาน 7 เดือน เปนตนไป       สารตานจุลชีพ
ยับยั้งการเจรญิของ  M. luteus  และ  Alternaria sp.  ไดจนถึงเวลา  7  เดือน โดยไมพบการยับยั้งเมื่อ
เก็บตัวอยางนาน 8  เดอืน เปนตนไป        สําหรับ  Serratia  sp.  พบวาสารตานจุลชีพยับยั้งการเจรญิ
ของ  Serratia sp.  ไดจนถึงเวลา  4  เดือน โดยไมพบการยับยั้งเมื่อเก็บตัวอยางนาน 5  เดือน เปนตน
ไป             
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ตารางที่  14   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจลุชีพเมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
เปนระยะเวลา 10  เดือน  
             

บริเวณยับย้ัง (มม.)  
ระยะเวลาเก็บรักษาน้ําหมัก (เดือน)  จุลินทรียทดสอบ 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  
B. subtilis  
ATCC 6633     27 27 27 25 20 15 - - - - -  
S. aureus 
 ATCC 25923   18 18 18 15 15 15 12 - - - -  

M. luteus 32 31 32 30 28 25 24 16 - - -  
E. coli  
ATCC 25922   - - - - - - - - - - -  
P. aeruginosa  
ATCC 27853  - - - - - - - - - - -  

Enterobacter sp. - - - - - - - - - - -  

Serratia sp. 21 17 16 16 10 - - - - - -  

Klebsella sp. - - - - - - - - - - -  

S. cerevisiae - - - - - - - - - - -  

C. albican - - - - - - - - - - -  

*  A .oryzae 10,22 8,20 9,22 8,15 8,15 8,10 - - - - -  

* Fusarium sp. 16,34 12,32 10,25 10,23 10,18 10,15 10,15 - - - -  

* Alternaria sp. 12,28 12,25 11,21 10,21 10,18 11,18 10,15 10,15 - - -  
             

หมายเหตุ      0    คือสวนใสที่ทําการทดสอบทันที 
 -     หมายถึงไมมีการยับยั้ง 
  *   บริเวณยับยั้ง หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   

ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชพีท่ีผลิตจาก Bacillus  sp.  K-05  เม่ือเก็บท่ี  4  
องศาเซลเซียส 
 
 

เดือนท่ี 0 เดือนท่ี  4

 
 
รูปท่ี  26   การยับยั้งการเจริญของ  A.  oryzae   โดยสารตานจุลชีพเมือ่เก็บไวที่  4  องศาเซลเซียส          

เปนเวลานาน 0  และ  4  เดือน 
 
 

เดือนที่ 4 เดือนที่ 0 

 
 
รูปท่ี  27   การยับยั้งการเจรญิของ  Fusarium  sp.  โดยสารตานจุลชีพ เมื่อเก็บไวที่  4  องศาเซลเซียส    

เปนเวลานาน 0  และ  4  เดือน 
 
 

4.3.2 ความรอน   
Motta และคณะ (2004)     คัดแยก Bacillus  sp. จํานวน 19  สายพันธุจากแมน้ําอะ

เมซอน   แลวนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI)  ที่อุณหภูมิ  31  องศา
เซลเซียส   แยกเซลลแลวนําสวนใสมารับความรอนที่อุณหภูมิ 40-100 และ 121 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 15 นาที  จากนั้นศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ไดแก  Corynebacterium   fimi  NCTC 7547   
Listeria   monocytogenes ATCC 7644   B.  cereus ATCC 963437    Lactobacillus acidophilus 
ATCC 4356    S. aureus ATCC 25923     E. coli ATCC 25922    และ   Salmonella  enteritidis 
ATCC 13076  พบวาสารตานจุลชีพยังคงยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดแมวาไดรับความรอนถึง 100 
องศาเซลเซียส  และเมื่อไดรับความรอนที่ 121 องศาเซลเซียส  พบวามีเพียงสวนใสที่ไดจาก 
Bacillus  sp. 14  สายพันธุเทานั้นที่ยังคงยบัยั้งจุลินทรียทดสอบได   แตสวนใสที่ไดจาก  Bacillus  
sp. อีก 5  สายพันธุพบวาความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลง 

ในงานวิจยันี้เมื่อนําสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  สายพันธุ K-05 ใน
อาหาร LB เปนเวลา  60  ชม.  ไปใหไดรับความรอนทีอุ่ณหภูมิ  60   80   100  และ 121  องศา
เซลเซียส เปนเวลานาน 15 นาที   และเมือ่นําไปทดสอบกับจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอ  
3.3.6 พบวาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลงเมื่อไดรับความรอนที่อุณหภูมิสูงขึ้น (ตารางที่ 15)   
กลาวคือ สวนใสที่ไมไดรับความรอน (ชุดควบคุม) สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  ไดแก  B. 
subtilis  ATCC 6633  S. aureus  ATCC 25923   M. luteus   Serratia  sp.  A. oryzae   Fusarium  sp.  
และ  Alternaria  sp.   เมื่อสวนใสไดรับความรอนที่อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส พบวาสามารถยับยั้ง 
จุลินทรียทดสอบ ไดแก  B. subtilis  ATCC 6633   S. aureus  ATCC 25923   A. oryzae  (รูปที่  28) 
Fusarium  sp. และ  Alternaria  sp. และสวนใสไดรับความรอนที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส 
สามารถยับยั้งราเสนใย   Alternaria  sp. แตสวนใสที่ไดรับความรอนที่อุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส  
ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกชนิด 
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ตารางที่   15   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus sp. K-05   
เมื่อไดรับความรอนที่  60-121 องศาเซลเซียส 

       

บริเวณยับย้ัง (มม.)  

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  

จุลินทรียทดสอบ ชุดควบคุม 60 80 100 121  

B. subtilis  ATCC 6633     22 20 20 - -  

S. aureus   ATCC 25923   14 13 13 - -  

M. luteus 25 - - - -  

E. coli   ATCC 25922     - - - - -  

P. aeruginosa  ATCC 27853     - - - - -  

Enterobacter sp. - - - - -  

Serratia sp. 15 - - - -  

Klebsiella sp. - - - - -  

S. cerevisiae - - - - -  

C. albicans - - - - -  

*    A. oryzae 8,21 8,20 8,20 - -  

*   Fusarium sp. 13,20 8,25 8,20 - -  

*   Alternaria sp. 11,38 15,33 15,23 11,36 -  
       

หมายเหตุ     ชุดควบคุม คือ สวนใสที่ไมไดรับความรอน 
      -  หมายถึงไมมีการยับยั้ง 

          *   บริเวณยับยั้ง หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพท่ีไดรับความรอนท่ี 60 80  100  
และ  121  องศาเซลเซียส 

 
control

60
121

80

100

 
รูปท่ี   28  การยับยั้ง  A.  oryzae  โดยสารตานจุลชีพทีไ่ดรับความรอนที่  60  80  100  และ  121  

องศาเซลเซียส 
 
 
4.4 การจําแนกสปชีสของ Bacillus sp. K-05 

จากการสกัดจโีนมิกดีเอ็นเอของ Bacillus sp. K-05   ตามวิธีการทดลองขอ  3.3.9  แลว
นําไปวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ของสารละลายดีเอ็นเอโดยวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นา
โนเมตรดวย UV-VIS Spectroscopy และนําไปคํานวณหาความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอพบวา
มีความเขนขนเทากับ 1.105 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร   
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เมื่อนําสารละลายดีเอ็นเอไปทํา PCR และอิเล็คโทรโฟรีซีสไดช้ินสวนของ 16S rDNA  ดัง
รูปที่  29 

 
   ขนาด DNA   marker          16S rDNA ของ Bacillus sp. K-05 

12000
2000
1650
1000850
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500400
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รูปท่ี  29    ชิ้นสวนของ 16S rDNA  ของแบคทีเรีย Bacillus sp. สายพนัธุ K-05 

 
จากนั้นสงตวัอยางดีเอ็นเอทีไ่ดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ที่หนวย

บริการชีวภาพ (BIOSERVICE  UNIT, BSU)  โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรดังแสดงใน
ตารางที่ 9  ในวิธีการทดลองขอ  3.3.8.4   เพื่อวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด จนครบทั้งสายของ 
16S rDNA (ประมาณ 1,400-1,600 เบส)   และนําผลการวิเคราะหทีไ่ดมาหาสวนทีซ่อนทับของแต
ละไพรเมอรแลวนํามารวมกนัเพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดบนเสน sense strand  ของ  16S rDNA   
โดยเรียงจากปลาย 5’-phosphate ไป  3’-OH  ไดลําดับนวิคลีโอไทด  16S rDNA   ของ Bacillus  sp. 
K-05  ดังแสดงในรูปที่  30 

เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA กับขอมูลที่มีรายงานไว
ใน Genbank โดยใชโปรแกรม Blastn ใน  www.ncbi.nlm.nih.gov/blast ไดผลดังแสดงใน
ภาคผนวก ข     จํานวนนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. K-05 เทากับ  1,407 bp  และ
เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank  พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายกับ  Bacillus  
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subtilis  สายพันธุ  MO4  ที่รายงานไว  1,388 นิวคลีโอไทด  คิดเปน  99%  แสดงวา Bacillus  sp. 
สายพันธุ   K-05  คือ   Bacillus  subtilis   
 
5’ 
TTACGGCTAC   CTTGTTACGA   CTTCACCCCA   ATCATCTGTC   CCACCTTCGG   
CGGCTGGCTC   CATAAAGGTT   ACCTCACCGA   CTTCGGGTGT   TACAAACTCT   
CGTGGTGTGA   CGGGCGGTGT   GTACAAGGCC   CGGGAACGTA   TCAATCCGCG   
GCATGCTGAT   CCGCGATT-C   TAGCGATTCC   AGCTTCACGC   AGTCGAGTTG   
CAGACTGCGA   TCCGAACTGA   GAACAGATTT   GTGGGATTGG   CTTAACCTCG   
CGGTTTCGCT   GCCCTTTGTT   CTGTCCATTG   TAGCACGTGT   GTAGCCCAGG   
TCATAAGGGG   CATGATGATT   TGACGTCATC   CCCACCTTCC   TCCGGTTTGT   
CACCGGCAGT   CACCTTAGAG   TGCCCAACTG   AATGCTGGCA   ACTAAGATCA   
AGGGTTGCGC   TCGTTGCGGG   ACGGCTAACA   ACATCTCCGA   CCGAGCTGAC   
TACAACCATG   CACCACCTGT   CACTCTGCCC   CCGAAGGGGA   CGTCCTATCT   
CTAGGATTGT   CAGAGGATGT   CAAGACCTGG   TAAGGTTCTT   CGCGTTGCTT   
CGAATTAAAC   CACATGCTCC   ACCGCTTGTG   CGGGCCCCCG   TCAATTCCTT   
TGAGTTTCAG   TCTTGCGACC   GTACTCCCCA   GGCGGAGTGC   TTAATGCGTT   
AGCTGCAGCA   CTAAGGGGCG   GAAACCCCCT   AACACTTAGC   ACTCATCGTT   
TACGGCGTGG   ACTACCAGGG   TATCTAATCC   TGTTCGCTCC   CCACGCTTTC   
GCTCCTCAGC   GTCAGTTACA   GACCAGAGAG   TCGCCTTCGC   CACTGGTGTT   
CCTCCACATC   TCTACGCATT   TCACCGCTAC   ACGTGGAATT   CCACTCTCCT   
CTTCTGCACT   CAAGTTCCCC   AGTTTCCAAT   GACCCTCCCC   GGTTGAGCCG   
GGGGCTTTCA   CATCAGACTT   AAGAAACCGC   CTGCGAGCCC   TTTACGCCCA   
ATAATTCCGG   ACAACGCTTG   CCACCTACGT   ATTACCGCGG   CTGCTGGCAC   
GTAGTTAGCC   GTGGCTTTCT   GGTTAGGTAC   CGTCAAGGTG   CCGCCCTATT   
TGAACGGCAC   TTGTTCTTCC   CTAACAACAG   AGCTTTACGA   TCCGAAAACC   
TTCATCACTC   ACGCGGCGTT   GCTCCGTCAG   ACTTTCGTCC   ATGGCGGAAA   
ATCCCCTACT   GCTGCCTCCC   GTAGGAATCT   GGGCCGGGTC   TCATTCCCAG   
GGGGGCGATC   ACCTCTCAGG   TGGTTACCAT   CGTGCCTGGG   GGACCGTTAC   
CTCACAACTA   CTAAGGCCCC   GGGTCTTTTG   TAAGTGGTAG   CCGAAGCCAC   
CTTTTATGTC   TGAACCATGC   GGTTCAAACA   ACCATCCGGT   ATTAGCCCCG   
GTTTCCCGGA   GTTATCCCAG   TCTTACAGGC   AGGTTACCCA   CGTGTTACTC   
ACCCGTCCGC   CGCTAACATC   AGGGAGCAAG   CTCCCATCTG   TCCGCTCGAC   
TTGCATGTAT   TAGGCACGCC   GCCAGCGTTC   GTCCTGAGCC   AGGGATCAAA   
CTCAACGTCC     CCC 

3’ 
  รูปท่ี  30  ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. K-05 

 
 

4.5 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิ 
4.5.1 การศึกษาประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพท่ีไดจากการสกัดดวยตัวทําละลาย

อินทรีย 
จากการศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยการสกดัสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง  

B. subtilis   K-05   ดวยตวัทาํละลายอินทรยี  ไดแก  เฮกเซน  เอทิลอีเทอร  และเอทิลอะซิเตท ไดผล
ดังแสดงในตารางที่  16  กลาวคือ สารสกัดเฮกเซนไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดแสดงวาเฮ
กเซนไมสามารถแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสได   สารสกัดเอทิลอีเทอรยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 2  
ชนิด   คือ     B. subtilis  ATCC 6633  และ   S. aureus ATCC 2593  โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ   
16   และ  11 มม.  ตามลําดับ      เมื่อสกัดแยกสารตานจลุชีพดวยเอทิลอะซิเตทพบวายับยั้งจุลินทรยี
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ทดสอบทุกชนิด  คือ   แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC6633   S. aureus 25923  และ 
M. luteus โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  19  15  และ  15  มม..  แบคทีเรียแกรมลบ   ไดแก  
Enterobacter    sp.   Serratia  sp.   Klebsiella  sp.   โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งประมาณ  12  มม.    
ยีสต  ไดแก   S.  cerevisiae และ  C. albicans  มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  11  มม..  และสารสกัด
เอทิลอะซิเตทยับยั้งราเสนใยทุกชนิด    อยางไรก็ตามไมพบการยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด 
ไดแก   E. coli   ATCC 25922  และ  P. aeruginosa  ATCC 27853    ดังนั้นในการแยกสารตานจลุ
ชีพใหบริสุทธิ์เพื่อนําไปศึกษาสมบัติของสารตานจุลชีพจึงสกัดดวยเอทิลอะซิเตท 
 
ตารางที่   16  การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดเฮกเซน อีเทอร และเอทิลอะซิเตท 

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ตัวอยางทดสอบ จุลินทรียทดสอบ 

 เฮกเซน 
 

สารสกัด
เฮกเซน 

เอทิลอีเทอร 
 

สารสกัด
เอทิลอีเทอร 

เอทิลอะซิเตท 
 

สารสกัด
เอทิลอะซิเตท 

B. subtilis 
 ATCC 6633 - - - 16 - 19 
S. aureus 
 ATCC 25923 - - - 11 - 15 
M. luteus - - - - - 15 
E. coli  
ATCC25922 - - - - - - 
P. aeruginosa  
ATCC 27853 - - - - - - 
Enterobacter sp. - - - - - 11 
Serratia sp. - - - - - 12 
Klebsiella sp. - - - - - 12 
S. cerevisiae - - - - - 11 
C. albicans - - - - - 11 
*   A .oryzae - - - - - 10,15 
*  Fusarium sp. - - - - - 10,18 
*  Alternaria sp. - - - - - 10,20 
หมายเหต ุ  -   =   ไมมีการยบัยั้ง 

*   บริเวณยับยัง้ หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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4.5.2 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใส   และในสารสกัดเอทิลอะ
ซิเตท 
จากผลการศึกษาในขอที่  4.6.1   พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตทยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดดีที่สุด   จึงนํามาใชเพื่อการแยกสารตานจุลชีพที่ไดจาก  B. subtilis  K-05  ใหบริสุทธิ์
เพ่ือศึกษาสมบัติตาง ๆ ของสารตานจุลชีพ   

เมื่อศึกษาผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบระหวางสวนใส   สวนใสเขมขน  สารสกัด
เอทิลอะซิเตท  และสวนใสที่เหลือจากการสกัด   พบวาไดผลการยับยั้งดังแสดงในตารางที่  17
กลาวคือ  สวนใสยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis  ATCC 6633   S.  aureus ATCC 
25923    M. luteus   (รูปที่  30)     แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Serratia sp.  ราเสนใยไดแก  A. oryzae   
Fusarium sp.  และ Alternaria  sp.   สวนใสเขมขนยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis 
ATCC 6633   S.  aureus ATCC 25923  และ  M. luteus    แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Enterobacter 
sp.  และ  Serratia sp.  และราเสนใยไดแก  A. oryzae   Fusarium  sp.  และ  Alternaria  sp.   สาร
สกัดเอทิลอะซิเตทยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC 6633   S.  aureus  ATCC 
25923  และ  M. luteus    แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Enterobacter sp.  และ  Serratia sp.   ยีสต 
ไดแก  S.  cerevisiae  และ C.  albicans    และราเสนใยไดแก  A. oryzae   Fusarium sp.  และ   
Alternaria  sp.   

จากตารางที่ 16 พบวาสวนใสและสารสกัดเอทิลอะซิเตทสามารถยับยั้ง  Klebsiella  
sp.  ไดโดยมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคียงกันและไมพบการยับยั้งเมื่อทดสอบดวยสวนใส   อยางไรก็
ตามพบวาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดเอทิลอะซิเตทมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคียงกับ
สวนใส เชน  การยับยั้ง   B. subtilis   ATCC 6633   โดยสวนใส  สวนใสเขมขน  และสารสกัด
เอทิลอะซิเตทมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ   34    21   และ 21   มม.   การยับยั้ง  S. aureus  โดยสวน
ใส สวนใสเขมขน และสารสกัดมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคียงกันประมาณ  16  มม. 
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ตารางที่  17  การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใสและสารสกัดเอทิลอะซิเตท 
 

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ตัวอยางทดสอบ จุลินทรียทดสอบ 

สวนใส สวนใส
เขมขน เอทิลอะซิเตท สารสกัด

เอทิลอะซิเตท 
สวนที่เหลือ
จากการสกัด 

B. subtilis ATCC 6633     34 21 - 20 - 
S. aureus  ATCC 25923   18 16 - 16 - 
M. luteus 26 28 - 23 23 
E. coli   ATCC 25922     - - - - - 
P. aeruginosa ATCC 27853   - - - - - 
Enterobacter sp. - 14 - 13 - 
Serratia sp. 18 13 - 15 13 
Klebsiella sp. - 12 - 12 15 
S. cerevisiae - - - - - 
C. albican - - - - - 
*  A. oryzae 10,15 10,17 - 10,15 - 
*  Fusarium sp. 15,30 10,16 - 10,16 - 
*  Alternaria sp. 11,30 11,20 - 11,18 - 
 
หมายเหต ุ  -    =   ไมมีการยบัยั้ง 

*   บริเวณยับยัง้ หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบโดยsupernatantเขมขน  สารสกดัเอทิลอะซิเตท และ
สวนท่ีเหลือจากการสกัด 

 

เอทิลอะซิเตท

สวนท่ีเหลือจากการสกัดสารสกัดเอทิลอะซิเตท

สวนใสเขมขน

 
 
 

รูปท่ี  31   การยับยั้ง  M. luteus  โดยสวนใสเขมขน  สารสกัดเอทิลอะซิเตท และสวนที่เหลือจาก
การสกัด 

 
 

4.5.3 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยโครมาโทกราฟแบบผิวบาง 
จากการนําสารสกัดเอทิลอะซิเตทมาวิเคราะหโดยวิธี  TLC  ดวยระบบตวัทํา

ละลายตาง ๆ  ตามวิธีการทดลองขอที่  3.3.9.3     พบวาไมสามารถแยกสารสกัดเอทิลอะซิเตทเมื่อ
แยกสารสกัดโดยใชระบบตัวทําละลายเปน  100% เฮกเซน  และ   75% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  
แตเมื่อแยกโดยใชระบบตวัพาเปน  5%  เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  พบวาแยกสารสกัดเอทิลอะซิ
เตทไดดกีวาระบบตัวทําละลายอื่น  และเมื่อตรวจสอบโดยการอังไอไอโอดีน พบวาแยกสารสกัด
เอทิลอะซิเตทได 5  ตําแหนง   มีคา Rf   เทากับ 0.21  0.33  0.43  0.55  และ  0.79  ตามลําดับ  ดัง
แสดงในรูปที่  32   พบวาสารที่มีคา  Rf   ประมาณ  0.33  เปนสารที่พบทั้งในอาหาร LB สกัด   สวน
ใสเขมขน   สารสกัดเอทิลอะซิเตท    และสวนที่เหลือจากการสกัด   
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              Rf 

0.79

0.55

0.43
0.33
0.21

 
                 ก    ข     ค    ง 

รูปท่ี  32    โครมาโทแกรมจาก TLC   
ก) อาหาร LB  สกัดดวยเอทลิอะซิเตท   ข)   สวนใสเขมขน    
ค)  สารสกัดเอทิลอะซิเตท   ง)  สวนที่เหลือจากการสกัด 

 
4.5.4 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

จากการวิเคราะหสารสกัดเอทิลอะซิเตทดวยวิธี TLC โดยใชระบบตวัพา ตาม
วิธีการทดลองขอที่ 3.3.9.3 สามารถนํามาใชเปนแนวทางในการเลือกระบบชะสารจากคอลัมนโคร
มาโทกราฟ เชน 100% เฮกเซนไมสามารถแยกสารได   ดังนั้นเมื่อชะคอลัมนใหเพิ่มความเขมขน
ของตัวชะใหสูงขึ้นได   แตถาระบบตัวพานั้นแยกสารไดดีใหชะดวยระบบตัวพานั้นมากกวาระบบ
ตัวพาอื่น และชะดวยสารที่มขีั้วต่ําไปสูง ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.9.4 

เมื่อแยกสารสกัดเอทิอะซิเตท (0.2518 กรัม)  ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ และ
นําสวนที่มีตําแหนงบนแผน TLC   ตําแหนงเดียวกนัมารวมกัน       พบวาแยกสารไดทั้งหมด  14   
สวน  และนําสวนที่แยกไดมาศึกษาการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอที่  3.3.6  โดย
ใชความเขมขน  1 มก./มล.   

 
4.5.5 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรยีทดสอบโดยสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 

เมื่อนําสวนทีแ่ยกไดจากคอลมันโครมาโทกราฟมาศึกษาการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบตามวธีิการทดลองขอที่  3.3.6    แยกสารไดที่มีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 2 สวน  คือ 

สารที่  I    เปนสารที่ชะจากคอลัมนดวย  30%  เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  มีน้ําหนัก 
5.11  มก  และจากการทํา TLC   โดยใชระบบตวัพาเปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  และ
ตรวจสอบดวยหลอดยวูีที่  254 และ  365  นาโนเมตร  พบวาเรืองแสงที่  254 และ  365  นาโนเมตร   



 61

มีคา  Rf    =   0.53  (รูปที่  33)   เมื่อทําใหตัวทําละลายระเหยแหงสารนี้มีลักษณะเปนสีครีม (รูปที่ 
34 ก) 

สารที่ II  ซ่ึงเปนสารที่ชะจากคอลัมนดวย  25%  เฮกเซนในเอทลิอะซิเตท มี
น้ําหนกั  3.03  กรัม    และจากการทํา TLC   โดยใชระบบตัวพาเปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  
และตรวจสอบดวยหลอดยวูีที่  254 และ  365  นาโนเมตร  พบวาเรืองแสงที่  254  นาโนเมตร    มีคา 
Rf  =   0.37   (รูปที่  33)   เมื่อทําใหตวัทําละลายระเหยแหงสารนี้มีลักษณะเปนสีครีม (รูปที่  34ข) 
 

 

I         II  
 
     รูปท่ี   33   โครมาโทแกรมของสารที่ I   และสารที่  II 
 
 

ก ข

 
 

          รูปท่ี  34    ลักษณะของ (ก) สารที่ I และ  (ข)   สารที่ II 
 
 

เมื่อนําสารที่  I และ II มาศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบวาสารทั้งสองชนิด
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก  (ตารางที่ 18)  กลาวคือสารที่ I  และสารที่ II  ยับยั้ง  ไดแก   B. subtilis  
ATCC 6633    S. aureus  ATCC 25923  และ  M. luteus  โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคยีงกัน
ประมาณ  16  มม. 
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 ตารางที่  18  การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารที่ I  และสารที่  II  
บริเวณยับย้ัง (มม.) จุลินทรียทดสอบ 

 เมทานอล สารสวนที่ I สารสวนที่  II 
B. subtilis ATCC 6633     - 18 17 
S. aureus ATCC 25923   - 15 15 
M. luteus - 15 14 
E. coli ATCC 25922     - - - 
P. aeruginosa ATCC 27853    - - - 
Enterobacter sp. - - - 
Serratia sp. - - - 
Klebsiella sp. - - - 
S. cerevisiae - - - 
C. albican - - - 
A. oryzae - - - 
Fusarium sp. - - - 
Alternaria sp. - - - 

หมายเหต ุ  -   =   ไมมีการยบัยั้ง 
 
4.6 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 

จากการศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนที่แยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟพบ 
วาสวนที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบ  คือ  สารที่ I และสารที่  II   จึงนําสารทั้งสองมาศึกษา
ลักษณะมาศึกษาสมบัติของสารตานจุลชีพโดยวิธีวิเคราะหทางเคม ี

 
4.6.1 ลักษณะสมบัติของสารที่ I 

เมื่อนําสวนที่ 1  ละลายใน 95% เอทานอล  แลวนําไปหากความยาวคลืน่ที่ดูดกลนื
ไดดี (λ max)   ดวย  UV-VIS Spectrometer  พบวามีคา  λ max  = 210.06  และ  265.30  ดังแสดง
ในภาคผนวก ข     

เมื่อวิเคราะหโครงสรางของสารที่  I  ดวยวิธี  13C-NMR    พบวามี   13C-NMR 
spectrum   resonance ดังแสดงในภาคผนวก ข  และสามารถอานผลการวิเคราะหไดดังแสดงใน
ตารางที่  19  คือ   166.15 (s,C-1)   45.51(t, CH2-3)   22.74 (t,CH2-4)   28.11 (t, CH2-6)   58.98 
(d,CH-7)   170.16 (s,C-8)   53.35 (d,CH-10)  38.58 (t,CH2-11)   24.69 (d,CH-12)    21.15 (q,CH3-
13)   23.31 (q,CH3-14)    จากการวิเคราะหโครงสรางของสารที่  I  ดวยวิธี  1H-NMR  พบวามี  1H-
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NMR spectrum resonance  ดังแสดงในภาคผนวก  ข และสามารถอานผลการวิเคราะหไดดังแสดง
ในตารางที่  18 คือ 3.56 (1H,m,H-3)     1.82 (1H,m,H-4) และ 1.92 (1H,m,H-4)  2.06 (1H,m,H-5) 
และ 2.28 (1H,m,H-5)   4.06 (1H,dd,J = 7.6 และ 8.4 H2, H-6)  5.84 (1H,brs,NH-8)  3.95 (1H,dd,J 
= 3.2 และ 9.6 H2,H-9)   1.46 (1H,ddd,J = 4.8, 9.6, 14.4, H2,H-10) และ 2.02 (1H,m,H-10)   1.66 
(1H,m,H-11)   0.88 (3H,d,J = 6.8, H2,H-12)   0.93 (3H,d,J = 6.4, H2, H-13)     เมื่อวิเคราะห
โครงสรางของสารที่  I  ดวยวิธี  H,H correlation spectroscopy  (gCOSY)  และ heteronuclear  
multiple bond connectivity (gHMBC)  พบวามี spectrum  ดังแสดงในภาคผนวก  ข  และจากการ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวย  ESTOF-MS  พบวาของสารที่  I  มีคา  m/z   เทากับ  211.1446  
(M+H+)  (ภาคผนวก ข)   ดังนั้นสารนี้มีน้ําหนักโมเลกุล เทากับ  210.1446  ดาลตัน 
 
ตารางที่  19   การวิเคราะหผลโดยวิธี   13C-NMR  และ  1H-NMR ของสารสวนที่ I 

ตําแหนง 13C-NMR 1H-NMR 
1 166.15 (s,C-1) - 
2 - - 
3 45.51(t, CH2-3) 3.56 (1H,m,H-3)   
4 22.74 (t,CH2-4) 1.82 (1H,m,H-4) และ 1.94 (1H,m,H-4) 
5 28.11 (t, CH2-5) 2.06 (1H,m,H-5) และ 2.28 (1H,m,H-5) 
6 58.98 (d,H-10) 4.06 (1H,dd,J = 7.6 และ 8.4 H2, H-6) 
7 170.16 (s,C-7) - 
8 - 5.84 (1H,brs,NH-8) 
9 53.35 (d,CH-9) 3.95 (1H,dd,J = 3.2 และ 9.6 H2,H-9) 

10 38.58 (t,CH2-10) 1.46 (1H,ddd,J = 4.8, 9.6, 14.4, H2,H-10)  และ 2.02 (1H,m,CH2-10) 
11 24.69 (d,CH-11) 1.66 (1H,m,H-11) 
12 21.15 (q,CH3-12) 0.88 (3H,d,J = 6.8, H2, H-12) 
13 23.31 (q,CH3-13) 0.93 (3H,d,J = 6.4, H2, H-13) 

 
จากขอมูล 13C-NMR    1H-NMR    two-dimension  NMR (COSY  และ  HMBC)   

และ  MS  spectrum   สรุปวาสารที่  I  เปนสารที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 2 ชนิด  ไดแก  ลิวซีน  
และโพรลีนตอกันเปนวง  เรียกวา  cyclo(Leu-Pro) ดังแสดงในรูปที่  35   
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รูปท่ี  35 โครงสรางของสารที่  I 

 
4.6.2 ลักษณะสมบัติของสารที่ II 

เมื่อวิเคราะหโครงสรางของสารที่ II  ดวยวิธี   13C-NMR    พบวามี  13C-NMR 
spectrum  ดังแสดงในภาคผนวก  ข  และมี  13C-NMR  spectrum   resonance ดังแสดงในตารางที่  
20   คือ   164.85  (s,C-1)   45.15 (t,CH2-3)   22.35  (t,CH2-4)  29.69 (t,CH2-5)   28.52 (t,CH2-6)  
58.82 (d, CH-7)  169.95 (s, C-8) 60.33 (d, CH-10)  28.72 (d, CH-11)  16.03 (q, CH2-12)   19.30 
(q, CH3-13)  )    จากการวิเคราะหโครงสรางของสารที่ II  ดวยวิธี 1H-NMR   พบวาม ี

1H-NMR  spectrum  resonance  ดังแสดงในตารางที่  20   คือ    3.48 (1H,m,H-3)  
และ 3.56 (1H,m,H-3)   1.84 (1H,m,H-4)  และ 1.97 (1H,m,H-4)   1.18 (2H,s,H-5)   2.31 (2H,dt,J = 
7.2 และ 12.4, H-6)   4.02 (1H,dd,J = 7.6 และ 8.0, H-2, H-7)    5.72 (1H,brs,NH-9)   3.87 (1H,s,H-
10)   2.56 (1H,dq,J= 1.0 และ 7.2 H2,H-11)    0.84 (3H,d,J = 7.2 H2, H-12)   และ   1.00 (3H,d,J = 
7.2 H2, H-13)     เมื่อวิเคราะหโครงสรางของสารที่  II  ดวยวิธี  H,H correlation spectroscopy  
(gCOSY)  และ heteronuclear  multiple bond connectivity (gHMBC)  พบวามี spectrum  ดังแสดง
ในภาคผนวก  ข   จากการวเิคราะหน้ําหนกัโมเลกุลดวย  ESTOF-MS  พบวามี  spectrum  ดังแสดง
ในภาคผนวก ข    ซ่ึงสารที่ II  มีคา  m/z   เทากับ  197.1269  (M+H+)  ดังนั้นสารนี้มีน้าํหนักโมเลกุล 
เทากับ  196.1269  ดาลตัน 
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ตารางที่  20  การวิเคราะหผลโดยวิธี  13C-NMR   และ 1H-NMR ของสารที่ II  
ตําแหนง 13C-NMR 1H-NMR 

1 164.85  (s,C-1) - 
2 - - 
3 45.15  (t,CH2-3) 3.48 (1H,m,H-3)  และ 3.56 (1H,m,H-3) 
4 22.35  (t,CH2-4) 1.84 (1H,m,H-4)  และ 1.97 (1H,m,H-4) 
5 28.52 (t,CH2-5) 2.31 (2H,dt,J = 7.2,12.4 H2, H-5) 

6 58.82 (d, CH-6) 4.02 (1H,dd,J = 7.6 และ 8.0, H2, H-6) 
7 169.95 (s, C-7) - 
8 - 5.72 (1H,brs,NH-8) 
9 60.33 (d, CH-8) 3.87 (1H,s,H-7) 

10 28.72 (d, CH-11) 2.56 (1H,dq,J= 1.0 และ 7.2 H2,H-10) 

11 16.03 (q, CH3-11) 0.84 (3H,d,J = 7.2 H2, H-11) 
12 19.30 (q, CH3-12) 1.00 (3H,d,J = 7.2 H2, H-12) 

 
จากขอมูล 13C-NMR    1H-NMR    two-dimension  NMR (COSY และ HMBC)   

และ  MS  spectrum   สรุปวาสารที่  II  สรุปไดวาสารที่ II  เปนสารที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 2 
ชนิด  ไดแก วาลีนและโพรลีนตอกันเปนวง  เรียกวา  cyclo(Val-Pro)  ดังแสดงในรูปที่  36  
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รูปท่ี   36 โครงสรางของสารที่  II 
 
 

 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
5.1 การคัดกรอง  Bacillus  sp. สายพันธุท่ีผลิตสารตานจุลชพีท่ีมีผลยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดด ี

ในงานวิจยันี้คดักรอง  Bacillus  sp.  จํานวน 5 สายพันธุ  ไดแก  Bacillus  sp. K-01  K-05   
และ   K-08   ซ่ึงแยกไดจากดินในกรุงเทพ ฯ    Bacillus  sp.  K-03  แยกจากดนิในจังหวัดลําปาง  
และ Bacillus  sp.   K-02  จากดินในจังหวดัชุมพร  เมื่อเล้ียง   Bacillus  sp.  บนอาหารแข็ง LB   แลว
นํามาศึกษาการยับยั้งจุลินทรยี  พบวา Bacillus sp.  สายพันธุ  K-05 สรางสารตานจุลชีพยับยั้งทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC6633    S. aureus  ATCC25923   และ        M. luteus    
แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก  E. coli  ATCC25922     Serratia  sp.   Klebsiella   sp. และ  Enterobacter  
sp.   ยีสต    ไดแก C. albicans  และ  S.  cerevisiae   และราเสนใย  ไดแก   A. oryzae    Fusarium  
sp.  และ   Alternaria  sp.  จึงนํา   Bacillus   sp.  K-05    ไปใชในการศึกษาขั้นตอไป  จาก
ผลการวิจัยของ Yilmax และคณะ (2006)  สรุปไดวาสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดย Bacillus  สวนใหญมี
ผลตอแบคทีเรียแกรมบวก  สวนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ    
และสารตานเชื้อรามีสัดสวนนอยกวา (Morikawa และคณะ, 1992;  Perez  และคณะ,  1993;  Eltem  
และ  Ucar,  1988  อางถึงใน  Yilmax, 2006)  
 
5.2 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีเหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย  

Bacillus  sp. สายพันธุ  K-05  
ในงานวิจยันี้ศกึษาชนดิของอาหารเลี้ยงเชือ้เหลวที่เหมาะสมสําหรับการสรางสารตานจุล

ชีพของ Bacillus  sp.   K-05 ในอาหารเหลว NB TSB และ LB พบวาเมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร    LB   
สรางสารตานจุลชีพไดดกีวาในอาหาร TSB และ NB ตามลําดับ    กลาวคือสารตานจุลชีพจาก
อาหาร LB  ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC 6633  S. aureus ATCC 25923  
และ  M. luteus    แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก   Serratia  sp.  และราทดสอบทั้ง 3 ชนิด   ไดแก   
 A. oryzae    Fusarium   sp.   และ   Alternaria  sp.    แตไมพบการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด  
คือ  E. coli  ATCC 25922     Klebsiella   sp. และ  Enterobacter  sp.   และไมพบการยับยั้งยีสต ที่ใช
เปนจุลินทรียทดสอบ  ไดแก  C. albicans   และ  S.  cerevisiae   ซ่ึงแตกตางจากเมือ่เล้ียง  Bacillus  
sp.   K-05 บนอาหารแข็ง 

 Martin และ Demain (1980) รายงานวาฟอสเฟตมีผลยับยั้งการสรางสารทุติยภูมิ  และ
กลูโคสยับยั้งการสรางสารตานจุลชีพเพราะทําใหเกิดคาตาบอไลตรีเพรสชั่น  (catabolite repression)   
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Audisio  และคณะ (2001) ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิต bacteriocin โดย 
 Entrococcus  faeciun  สรุปไดวาการ complex carbohydrate จากโรงงานน้ําตาล  เชน  กากน้ําตาล   
มีผลใหการผลิต bacteriocin  ดีกวาการใชน้าํตาลทรายขาว   และน้ําตาลทรายแดง 

Noaman และคณะ (2004)  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตสารตานจุลชีพจาก  
Synechococcus  leopoliensis    ซ่ึงยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus   พบวาลิวซีนเปนแหลง
ไนโตรเจนทีด่ทีี่สุดสําหรับ antimicrobial activity    แหลงคารบอน ไดแก ซิเตรท และอะซิเตท  ได
พบวา antimicrobial activity สูงขึ้นมากเมื่อใชแหลงคารบอนเปนกาแลคโตสรวมกับแหลง
ไนโตรเจน คือ อะลานีน   หรือใชอราบิโนสกับเมไทโอนนี 

Todorov   และ  Dicks (2006)  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดแก MRS  BHI  M-17  soy 
meal   และกากน้ําตาล  และคา  pH  ที่มีผลตอการผลิต  bacteriocin   โดย  Lactobacillus   
plantarums   พบวามีการสราง  bacteriocin   ไดดีในอาหาร MRS 

  ในงานวิจยันี้เมื่อศึกษาการสรางสารตานจุลชีพในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแลวนํามาทดสอบ
กับจุลินทรียทดสอบโดยวิธี  paper disc diffusion   พบวาจาํนวนจุลินทรียทดสอบที่ถูกยับยั้งนอย
กวาทดสอบดวยวิธี cross streak  อาจมีสาเหตุมาจากปริมาณสารตานจุลชีพในสวนใสมีนอยกวาสาร
ตานจุลชีพที่มอียูในอาหารแข็งบริเวณโดยรอบโคโลนีของ  Bacillus sp.  K-05  หรืออาจเปนไปได
วาเมื่อเล้ียง  Bacillus sp. K-05 บนอาหารแข็งรวมกับจุลินทรียทดสอบมี “antagonistic effect”  
(Basha S. และ  Ulaganathan, 2002)   จึงมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิด 

เมื่อนําสวนใสมาศึกษาการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวาเริ่มมีการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบ
ตั้งแตช่ัวโมงที ่ 12 และคอย ๆ เพิ่มขึ้นจนคงที่ในชั่วโมงที ่   60    ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Katz 
และ Demain (1977)  ซ่ึงสรุปไดวาแมวาสารตานจุลชีพเปนสารทุติยภมูิที่สรางขึ้นในชวงปลายของ
ระยะเพิ่มจํานวนแบบทวีคณู (logarithum phase) แตสามารถตรวจพบไดตั้งแตระยะเริ่มตนของการ
เจริญ  (very early growth stages)   เชนเดยีวกับที่  Ohno และคณะ (1993)   ไดศึกษาความสัมพันธ
ระหวางการเจริญของ  B. subtilis   NB 22  และการสรางสารตานจุลชีพ  คือ   อิทูริน  พบวามีการ
สรางอิทูรินตั้งแตระยะเริ่มตนของการเจรญิ (กอนชั่วโมงที่  24)  และมีการสรางอิทูรินไปพรอม ๆ  
กับการเจริญของ B. subtilis   NB 22   

เมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.  BC121  บนอาหารแข็ง NA รวมกับราเสนใย   คือ  Curvularia  
lutana   พบวามี   “antagonistic effect”    สงผลใหเสนใยราบวม บดิเบี้ยว  และผนังเซลลแตก 
(Basha S. และ  Ulaganathan, 2002)   Sadfi และคณะ (2002) รายงานวา  Bacillus  cereus  
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยรา  Fusarium  roseum  var.  sambucinum  เมื่อเล้ียง B.  cereus บนอาหาร
แข็งนาน 24  ชม แลวจึงเพาะราเสนใย  F. roseum  var.  sambucinum              ดังนั้นอาจเปนไปได
วาในงานวจิัยนี้การเลี้ยง  B. subtilis K-05 บนอาหารแข็งรวมกับจุลินทรียทดสอบเปนผลใหมีการ
ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียทดสอบไดดกีวาเมื่อใช  supernatant  ที่ไดจากการเลี้ยง B. subtilis  K-
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05  โดยลําพังในอาหารเหลว   ซ่ึงอาจเปนปรากฏการณในลักษณะคลายกันกับ antagonistic  effect   
หรืออาจเปนไปไดวาสารตานจุลชีพที่อยูในอาหารแข็งมคีวามเขมขนมากกวาที่อยูในอาหารเหลว 
 
5.3 การศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

ในงานวิจยันี้เมื่อศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บสวนใสที่ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา  10  
เดือน และนํามาศึกษาการยบัยั้งจุลินทรียพบวาการยับยัง้จุลินทรียทดสอบคอย ๆ  ลดลงทุกเดือนชา
หรือเร็วแลวแตชนิดของจุลินทรียทดสอบ    เมื่อศึกษาผลของความรอนตอการออกฤทธิ์ของสาร
ตานจุลชีพโดยสวนใสที่ไดรับความรอนที่อุณหภูมิ  60  80  100  และ  121  องศาเซลเซียส  พบวา
การยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลง กลาวคอื  เมื่อไดรับความรอนทีอุ่ณหภูมิต่ํากวา  100 องศา
เซลเซียสสารตานจุลชีพยังมีการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบได แตไมพบการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบเมื่อสวนใสไดรับความรอนที่  121  องศาเซลเซียส    

Brizani และ Brandelli  (2002)   ศึกษาผลของความรอนตอการออกฤทธิ์ของแบคเทอริ
โอซินที่ผลิตโดย  Bacillus  cereus     ซ่ึงไมพบแอกตวิิตขีองแบคเทอริโอซินเมื่อรับความรอนที่ 100  
และ 121 องศาเซลเซียส   นาน 15 นาที     เมื่อนําแบคเทอริโอซินไปเก็บไวในที่ที่มีอุณหภูมิ  4 และ  
30  องศาเซลเซียส  นาน  30   วัน  และเก็บแบคเทอริโอซินแบบแชเยือกแข็ง (freeze dried) พบวา
แบคเทอริโอซินยังคงมีแอกตวิิตีเทาเดิม    

Sadfi และคณะ (2002)  ศึกษาผลของความรอนตอ  antibiotic  activity  ของสารที่ผลิต
โดย B. cereus  ที่ยับยั้ง  Fusarium  sp. โดยบมสารที่อุณหภูมิตั้งแต 40-121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที ไดพบวาสารทนตอความรอนไดจนถึง  80  องศาเซลเซียส  และไมมีฤทธิ์ยับยั้งเมื่อไดรับ
ความรอนที่  100 และ 121 องศาเซลเซียส 
 
5.4 การจําแนกสปชีสของ Bacillus sp. K-05 

วิธีการจําแนกสปชีสของแบคทีเรียมีหลายวิธี เชน ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 
ชีวเคมี และอาศัยขอมูลทางพันธุกรรมโดยการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 1S rDNA    แต
พบวาการจําแนกสปชีสโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 1S rDNA  มีความแมนยํากวาวธีิ
อ่ืน ๆ  (Chiang และคณะ, 2006)  โดยงานวิจัยนี้จําแนกสปชีสของ  Bacillus  sp.    K-05  ซ่ึงแยกได
จากดินในกรุงเทพ  ฯ โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ  16S  rDNA แลวนําไปเปรียบเทยีบ
กับขอมูลใน  GenBank  พบวามีความเหมือน (identity) กับ  Bacillus  subtilis  สายพันธุ   M04  
เทากับ  99%   จึงจัดวา Bacillus  sp.  สายพันธุ  K-05  เปน  Bacillus  subtilis   เชนเดยีวกับที่   
Pinchuk และคณะ (2002)  ไดรายงานการจําแนก Bacillus จากแหลงตาง ๆ เชน ดิน  คน สัตว เปน
ตน รวมทั้งหมด  51  สายพันธุ  แลวนํามาศึกษาเอกลกัษณและความหลากหลายทางพันธุกรรมโดย
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวาเปน B. subtilis  47 สายพันธุ   อีก  3 สาย
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พันธุเปน  Bacillus  licheniformis   อยางไรก็ตามไดมรีายงานการวิจยัที่จําแนกสปชีสโดยยังคงใช
ขอมูลทางอนุกรมวิธาน (taxonomic description) เชนในรายงานของ Yilmax และคณะ (2006) ที่ได
แยกแบคทีเรียจากดินในทองถ่ินตาง ๆ ในตรุกี พบวาเปน  Bacillus จํานวน  29  สายพันธุ และไดจัด
จําแนกเปนสปชีสตาง ๆ  
 
5.5 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิและการศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพี 

จากการทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธิ์โดยการสกัดดวยเอทิลอะซิเตท การวิเคราะหดวย TLC 
และคอลัมนโครมาโทกราฟแลวนําสวนทีแ่ยกไดมาศกึษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบวาสารที่ได
จากคอลัมนโครมาโทกราฟที่มีปริมาณมาก    มี  2  สวน   เรียกวาสารที่  I  และ  สารที่  II    ซ่ึงเมื่อ
ทําใหตวัทําละลายอินทรียระเหยไปไดสารมีลักษณะเปนผงสีครีม  และยับยั้งแบคทีเรีย  ไดแก  B. 
subtilis  ATCC6633    S. aureus  ATCC25923   และ M. luteus   เหมือนกัน 

เมื่อนําสารที่ I   มาวิเคราะหโครงสรางโมเลกุลดวยวิธี  NMR และวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุล
โดยใช  MS   พบวาสารที่ I  มีโครงสรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมโิน 2  ชนิด คอื  cyclo(Leu-
Pro)  หรือมีชื่อทางเคมีวา 3–isobutylhexahy dropyrrolo [1,2 α]pyrazine-1,4-dione  และมีน้ําหนัก
โมเลกุล  เทากบั 210.1446   และสารที่ II   มีโครง สรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมโิน 2  ชนิด คอื   
cyclo(Val-Pro)  หรือมีชื่อทางเคมีวา 3-isopropylhexahydropyrrolo [1,2-α] pyrazine-1,4-dione  มี
น้ําหนกัโมเลกลุ  เทากับ  196.1269 

สําหรับสารตานแบคทีเรียแกรมลบ  สารตานยีสตและสารตานเชื้อรา  ซ่ึงพบในการศึกษา
ผลการยับยั้งจลิุนทรียในตอนตนของงานวิจัยนี้อาจอยูในสารที่แยกจากคอลัมนโครมาโทกราฟสวน
ที่ยังไมไดนํามาศึกษาหรืออาจเปนเพราะสารไมคงรูป (unstable)  หรืออาจตองใชวธีิการอื่น ๆ ที่
แตกตางจากการศึกษาในงานวิจยันี้  ไดแก  การใช preparative high- performance  liquid 
chromatography (Hagelin และคณะ,  2004)  ซ่ึงจะตองมีการศึกษาวิจยัตอไป 

 ในป 1995  Adamcezeski  และคณะ พบวาสารไดคโีตเปเปอราซีน (diketopeperazine) ที่
ผลิตโดยฟองน้ํา (sponge) จากทะเลแคริบเบียนที่อยูรวมกับไซยาโนแบคทีเรียแบบซิมไบโอซิส  
มีโครงสรางเปนไดเปปไทดที่เปนโพรลีนและกรดอะมิโนอื่น  ไดแก  cyclo-(S-Pro-R-Leu)   cyclo-
(S-Pro-S-Ile)  cyclo-(S-Pro-R-Val)  cyclo-(R-Pro-R-Phe) cyclo-(4-methyl-R-Pro-S-nor Val)  และ 
cyclo-(R-Pro-R-Phe)      

ไดคีโตเปเปอราซีนเปนกลุมของสารอินทรียที่มีโครงสรางเปนวงประกอบดวยกรดอะมิโน
สองชนิดที่เชื่อมกันดวยพันธะเปปไทด   ซ่ึงเปนการสรางพันธะระหวางคีโตนและเปปเปอราซีน 
(รูปที่  37)   ซ่ึงเปนวงหกเหลี่ยมมีไนโตรเจนสองโมเลกุลอยูตรงกันขาม 
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รูปท่ี  37  โครงสรางของไดคีโตเปเปอราซีน (http://www.chem.ox.ac.uk/oc/sgdavies 
/research.html) 

 
ในป 2002 Rhee รายงานการคบพบสารตานจุลชีพชนดิใหมที่ผลิตโดย Streptomyces  sp. 

KH-614  ซ่ึงยับยั้ง vancomycin  resistance  enteroccoi (VRE)   ไดแก Enterococcus  faecium 
(vanA, vanB) และ  Enterococcus  faecalis (vanA, vanB) รวมทั้ง E. faecalis (K-99-34)   E. 
faecalis (K-00-184)   E. faecalis (K-00-221)  ที่ความเขมขนเทากับ 12.5   ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   
นอกจากนี้พบวาสารดังกลาวซึ่ง  ไดแก  cyclo(Leu-Pro) ยับยั้ง leukemic cell  lines ที่ความเขมขน
ต่ํากวา  100   ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แตถาใช cyclo(Leu-Pro) ที่ความเขมขนเทากับ  100   
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ leukemic cell  lines  ไดโดยพบวาการเจริญของ 
leukemic cell lines  K562   HL60 และ U937  ลดลง  95%   91%    และ 93% ตามลําดับ  แสดงวา 
cyclo(Leu-Pro)  เปนสารตานจุลชีพที่มีฤทธิ์ยับยั้งทั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวและยับยั้ง VRE ได    
  Yan  และคณะ(2004)  รายงานการคนพบ  cyclo(Leu-Pro)  ซ่ึงผลิตโดย  Achromobacter   
xylosoxidans  มีฤทธิ์ยับยั้ง precursor ของอัฟลาทอกซินที่ผลิตโดย  Aspergillus  parasiticus  โดย
พบวามีการยับยั้งการสราง precursor ของอัฟลาทอกซินที่ความเขมขนตั้งแต   3.5  มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร   และสามารถยั้บยัง้การสราง  precursor ของอัฟลาทอกซินและการสรางสปอรเมื่อมีความ
เขมขนเทากับ   6.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   แตเมื่อใช cyclo (L-Leu-L-Pro)  ที่ความเขมขนมากกวา 
6.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  สามารถยับยั้งการเจริญของ A.  parasiticus  ได    ดังนั้นอาจเปนไปไดวา
ถา cyclo(Leu-Pro)  ที่ไดจาก B. subtilis K-05 เขมขน  6.0  มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรจะยับยั้งราเสนใย 
A. oryzae หรืออาจรวมไปถงึการยับยั้ง Fusarium sp. และ Alternaria sp. ได  เมื่อศึกษาคาการ
เบี่ยงเบนระนาบแสง (optical rotation) ของ cyclo(D-Leu-D-Pro)  และ  cyclo(L-Leu-L-Pro)  พบวา
มีคาเทากับ   [α]D

24 - 124o (c 0.4, EtOH)   และ   [α]D
24 + 152o (c 0.4, EtOH)   ตามลําดับ     

Rhee (2004)  ศึกษาการยับยัง้ของ  cyclo(Leucyl-Propyl)   และ  cyclo(Phenyl-Prol)   ตอจุ
ลินทรียทดสอบ  ไดแก vancomycin  resistance  enteroccoci (VRE)  ไดแก  Enterococcus  faecalis 
(K-99-38)  Enterococcus   faecalis (K-99-17)  E. faecalis (K-99-258)  E. faecium (K-01-312)  
และ  E. faecalis (K-01-511)  ที่ความเขมขน  0.25–1.0  มิลลิกรัมตอลิตร    และยับยั้ง Candida 
albicans   Escherichia  coli    Staphylococcus aureus    Micrococcus luteus  และ  Cryptococcus   
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neoformans    ที่ความเขมขน  0.25–0.5  มิลลิกรัมตอลิตร   และพบวาสามารถยับยั้งการกลายพันธุ
ใน  Salmonella  typhimurium  TA98  และ  TA100 ได     
ในป 2006  Rhee รายงานการออกฤทธิ์ของไดเปบไทดสองชนิดรวมกัน  ไดแก  cyclo(Leu cyl-
Propyl)   และ  cyclo(Phenyl-Prol)  ซ่ึงผลิตจาก Streptomyces  sp.  พบวาสามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดและแบคทีเรียแกรมลบที่ไมใชอากาศบางชนิด (negative 
anaerobic bacteria)   รวมทั้งยังมีฤทธิ์ปองกันผลที่เกิดจากรังสีตอไฟโบรบลาสของเซลลปอด  
กลาวคือ เมื่อ fibroblast cell lines  (เซลลเร่ิมตน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)  ไดรับ cyclo(Leu cyl-
Propyl) cyclo(Phenyl-Prol) และ cyclo(Leucyl-Propyl) และ  cyclo(Phenyl-Prol)  นาน 24 ชม. 
จากนั้นนํามารบัรังสี  พบวาถาใชไดเปบไทดชนิดใดชนดิหนึ่งเซลลมีการอยูรอดนอยกวา 80%   
แตถาใชไดเปบไทดสองชนดิรวมกนั เซลลมีการอยูรอดมากกวา 90% 
 
สารตานจุลชีพที่สรางจาก Bacillus  สปชีสตาง ๆ สรุปไดดังแสดงในตารางที่ 21 
 
ตารางที่  21  สารตานจุลชีพที่สรางจาก Bacillus  สปชีสตาง ๆ  

สปชีส สารตานจุลชีพ เอกสารอางอิง 
Bacillus sp. 8A bacteriocin Brizani และ Brandelli, 2002 
Bacillus sp. GB-017 และ GB-0356 polyene และ lactone Kim และคณะ, 2003 
Bacillus  sp. CS93 bacilysin  chlorotetaine และ iturin A Phister และคณะ, 2004 
Bacillus sp. sunhua macrolacrin A Han และคณะ, 2005 
B. amyloliquefaciens  iturin A Yoshida และคณะ, 2001 
  iturin A Yu และคณะ, 2002 
B. cereus kanosamine Milner และคณะ, 1996 
 cerein 7 Osacariz และคณะ, 1999 
  zwittermicin A Emmert และคณะ, 2004 
B. circulans Butirocin Nam และ Ryu, 1985 
  circulocin He และคณะ, 2001 
B. lichenisformis licheniformins  Callow และ Work, 1952 
  bacillocin 490 Martiranil และคณะ, 2002 
  bacteriocins Cladera-Olivera และคณะ, 2004 
B. polymyxa polymyxin Pavliuk และคณะ, 1979 
  gavaserin และ saltavalin Pichard และคณะ, 1995 
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ตารางที่  21  สารตานจุลชีพที่สรางจาก Bacillus  สปชีสตาง ๆ  (ตอ) 
 

สปชีส สารตานจุลชีพ เอกสารอางอิง 
B.  thermoleovorans bacteriocins Novotny และ Perry, 1992 
B. subtilis bacilysin Walker และ Abraham, 1970 
 subtilin Chung และคณะ, 1992 
 mycosubtilin Duitman และคณะ, 1999 
 bacillomycin L  Volpon และคณะ, 1999 
  amicoumacin Pinchuk และคณะ, 2002 
  iturin A Cho และคณะ, 2003 
  maltacine complex Hagelin และคณะ, 2004 
  fumonisin B1 Cavaglieri และคณะ, 2005 

  
diffusible and volatile antifungal 
compound 

Chaurasia และคณะ, 2005 
 

  subpeptin JM4-A และ JM4-B Wu และคณะ, 2005 
B. brevis gramicidin C และ tyrocidin  Mannanov  และ Sattarova, 2001 
B. thuringiensis  BT toxin Schnepf และคณะ, 1998 
B. subtilis  K-05 (งานวิจัยนี้) cyclo(Pro-Leu) และ cyclo(Pro-Val)  
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สารตานจุลชีพพวกไซคลิกไดเปบไทดที่สรางจากสิ่งมีชีวิตตาง ๆ  สรุปไดดังแสดงในตารางที่ 22 
 

ตารางที่ 22  สรุปสาร cyclic dipeptide  ที่ผลิตโดยสิ่งมีชีวติที่มีรายงาน 
 

สาร cyclic 
dipeptide  

สิ่งมีชีวิตที่ผลิตสาร การออกฤทธิ์ เอกสารอางอิง 

cyclo(Pro-Leu) 
cyclo(Pro-Ile) 
cyclo(Pro-Val) 
cyclo(Pro-Phe) 

 
Calyx cf. podatypa 
(sponge) 

เปน secondary metabolite  จาก
ฟองน้ํา 

 
Adamczeski  และคณะ, 
1995 

cyclo(L-Leucyl-
LProlyl) 

Achromobacter  
xylosoxidans 

ยับยั้ง vancomycin  resistance  
enteroccoi (VRE)  

Yan  และคณะ, 2004 

cyclo(Leucyl-
Prolyl) 

Streptomyces  sp. 
KH-614 

ยับยั้งการสราง precursor  ของ 
อัฟลาทอกซิน (norsolorinic  
acid) 

Rhee,  2002 

cyclo(Leucyl-
Prolyl) 
Cyclo(Phenyl-
Propyl) 

Streptomyces  sp. ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแก
รมบวกบางชนิดและแบคทีเรียแก
รมลบที่ไมใชอากาศบางชนิด 
(negative anaerobic bacteria)   
รวมทั้งยังมีฤทธิ์ปองกันผลที่เกิด
จากรังสีตอไฟโบรบลาสของ
เซลลปอด 

Rhee,  2006 

cyclo(Pro-Leu) 
cyclo(Pro-Val) 

B.  subtilis  K-05 ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแก
รมบวก คือ B. subtilis  
ATCC6633   
S. aureus   ATCC25923  และ  
M. luteus 

 งานวิจัยนี้ 

 
 
 สรุปวางานวิจยันี้ไดพบสารที่ผลิตจาก B. subtilis  K-05  2  ชนิด  ไดแก สารที ่ I  คือ 
cyclo(Leu-Pro)  และสารที่ II  คือ  cyclo(Val-Pro)  และจากการเปรียบเทียบกับสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (bioactive compound)  ที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิตตาง ๆ เทาที่สืบคนมาไดดังสรปุในตารางที่ 24  
พบวายังไมเคยมีรายงานวา  Bacillus  sp.  ผลิตสารตานจุลชีพกลุมไดเปปไทด  cyclo(Leu-Pro)  และ 
cyclo(Val-Pro)  มากอน 



รายการอางอิง 
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