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6. ซม. = เซนติเมตร 
7. มก. = มิลลิกรัม 
8. มล. = มิลลิลิตร 
9. ชม. = ชั่วโมง 
10. λmax = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด 
11. OD660 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
12. OD625 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร 
13. OD260 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
14. OD280 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
15. dNTP = ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต  

 



บทที่  1 
บทนํา 

  
สารตานจุลชีพ (antimicrobial substance) เปนสารที่สังเคราะหขึ้นจากสิ่งมีชีวติดวย

กระบวนการทางชีวภาพโดย  พืช  สัตว  และจุลินทรีย  ซ่ึงมีฤทธิ์ทําลายหรือยับยั้งจุลินทรียชนิดอืน่
ไดโดยใชปริมาณเพยีงเล็กนอย  (Korzybski และคณะ, 1966)     สารตานจุลชีพรวมถึงสารปฎิชีวนะ   
ยาตานไวรัส (anti-viral drug)  สารตานเชื้อรา (anti-fungal drug) และยากําจัดปาราสิต (anti-
parasitic drug)  (The Columbia Electronic Encyclopedia, 2003)    ในปจจุบันสารตานจุลชีพบาง
ชนิดสามารถสังเคราะหไดดวยกระบวนการสังเคราะหทางเคมี  เชน (N-[2-(5-bromothiophen-2-
yl)-2-oxoethyl])  และ (N-[(2-5-bromothiophen-2-yl)-2-oximinoethyl]) ซ่ึงเปนอนุพันธของเปเปอ
ราซินิล ควิโนโลน (piperazinyl quinolones) (Foroumadi  และคณะ, 2005) เปนตน    กระบวนการ
กึ่งสังเคราะห (semi-synthesis process) เปนการนําสารที่จุลินทรียสังเคราะหขึ้นเปนสารตั้งตนเพื่อ
ปรับปรุงโครงสรางใหไดเปนสารชนิดอื่นที่มีสมบัติที่ดีขึ้น  เชน  อนุพันธของเพนนิซิลิน 
(Greenwood และ Ogilvie, 2002) 

สารตานจุลชีพจัดเปนสารเมทาบอไลตทุติยภูม ิ  (secondary  metabolites) ที่จุลินทรียสราง
ขึ้นในชวงปลายของการเจรญิโดยจุลินทรยีบางกลุม  เชน สารตานจุลชีพ  ไดแก แมกโครไลด 
(macrolides)  โพลีอีน (polyenes)   และเตตราไซคลิน (tetracycline) (Berdy, 1974)    เปนตน   สาร
ตานอนุมูลอิสระ เชน ควิโนลิน (quinolines)  เทอรปนอยด  (terpenoids) (Berdy, 1974)   เปนตน    
มีการศึกษาพบวาจุลินทรียผลิตสารเหลานี้เพื่อประโยชนบางประการ  (Demain  และ Fang, 2000)    
เชน  1) ใชปองกันตัวเองจากจุลินทรียชนดิอื่น พืช  แมลง และสัตว     2)  มีประโยชนตอส่ิงมีชีวิตที่ 
จุลินทรียอาศัยแบบพึ่งพา (symbiosis)   3) เปนฮอรโมน   4) เปนสารที่ชวยในการขนสงโลหะ  
เปนตน  จุลินทรียที่สังเคราะหสารตานจลุชีพมีกลไกทีป่องกันตัวเองจากสารนั้นโดยวิธีดังตอไปนี้  
1) การลดความเปนพิษ(detoxification)  โดยทําใหสารตานจุลชีพอยูในรูปของเอนไซมคือสามารถ
กระตุนใหทํางานหรือยับยั้งการทํางานได 2) เปล่ียนแปลงโครงสรางของเซลลที่เปนเปาหมายของ
สารตานจุลชีพ  และ 3) สรางและปลอยออกภายนอกเซลล  จากนั้นลดอัตราการแพรของสารเขาสู
เซลล  (Demain, 1974  อางถึงใน  Martin  และ Demain, 1980) 
 
มูลเหตุจูงใจในการวิจัย 

จากการใชสารตานจุลชีพอยางกวางขวางมาเปนเวลานานแตก็มีโรคเกิดขึ้นใหมมากมาย
และปจจุบันพบวาจุลินทรียกอโรคสามารถตานทานตอยารักษาโรค (antimicrobial  resistance) หรือ
มีการดื้อยา (drug resistance)   ซ่ึงสาเหตุที่ทําใหจุลชีพดื้อยา คือการใชสารปฏิชีวนะผิดวิธี หรืออาจ
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เกิดจากการถายโอนยีนดื้อยาระหวางจุลชีพกอโรคทําใหเชื้อโรคมีการพัฒนาและตานทานตอสาร
ตานจุลชีพได นอกจากนี้สารตานจุลชีพบางชนิดมีผลขางเคียง(side effect) ตอผูใช ดังนั้นจึงตองมี
การพัฒนาและคนหาสารตานจุลชีพชนิดใหม ๆ   

งานวิจยันี้สนใจศึกษาสารตานจุลชีพที่สรางจากแบคทีเรียท่ีแยกไดใหมจากดินในประเทศ
ไทย    เมื่อศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวเคมแีละฟโนไทปพบวาเปนจีนสั  Bacillus  (จิราพร จิราพงษ, 
2545)   จากการศึกษาเบื้องตนดวยวิธี cross streak พบวาสารที่สรางจาก  Bacillus  spp.  สามารถ
ยับยั้งจุลินทรยีไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก Bacillus subtilis  และ Staphyloccus  aureus      
แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Pseudomonas aeruginosa  และ Escherichia coli   ยีสต  ไดแก  Candida  
albicans   และ  Saccharomyces   cerevisiae   และราเสนใย  ไดแก  Aspergillus  oryzae  โดยคัด
กรอง Bacillus  spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชีพที่ยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดดี  และศึกษาลักษณะ
สมบัติบางประการของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย  Bacillus  sp. สายพันธุทีด่ีที่สุดหนึ่งสาย
พันธุซ่ึงอาจมีความเปนไปไดที่จะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมเพื่อนําไปประยุกตใชในการรักษาโรค
ตอไป  

 
วัตถุประสงค  

1. คัดกรอง Bacillus  sp. สายพนัธุที่สังเคราะหสารตานจุลชีพที่สามารถยับยั้งจุลินทรียได  
2. ศึกษาโครงสรางและสมบัติบางประการของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย Bacillus  

sp. สายพันธุทีด่ีที่สุดจํานวนหนึ่งสายพนัธุซ่ึงคัดเลือกไดจากขอ 1 
 
ขั้นตอนการวจัิย 

1. คัดกรองแบคทีเรีย Bacillus spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชีพที่มผีลยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดด ี

2. ศึกษาชนดิของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  
Bacillus  sp.   สายพันธุที่ดีทีสุ่ดหนึ่งสายพนัธุที่คัดเลือกไดจากขอ 1 

3. ศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 
4. การจําแนกสปชีส (species) ของ Bacillus sp.  
5. การแยกสารตานจุลชีพที่ผลิตจาก  Bacillus   sp.   ใหบริสุทธิ์ 
6. การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชีพโดยวิธีวิเคราะหทางเคม ี

 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัยนี ้
 ทราบถึงชนิด  สมบัติและประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดยแบคทีเรีย 
Bacillus  sp.  สายพันธุที่คัดเลือกซ่ึงอาจจะสามารถนําไปใชประโยชนในอนาคตได 



 

 
บทที่ 2 

วารสารปริทัศน 
 
2.1  ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพ  

แมวาจะมีการคนหาสิ่งมีชีวติหรือผลิตภัณฑจากสิ่งมีชีวติมานานหลายศตวรรษเพื่อ
รักษาการติดเชื้อตาง ๆ แตไมสามารถลดอัตราการติดเชื้อและการตายได (Burgess และคณะ, 1999)  
จนกระทั่งชวงตนศตวรรษที่ 20 มีขอมูลรายงานวาอัตราการตายของประชากรอันเนื่องมาจากการติด
เชื้อในประเทศสหรัฐอเมริกาลดลงอยางชัดเจน (CDC, 1999)  (รูปที่ 1)  โดยพบวาอัตราการตายของ
ประชากรอันเนื่องมาจากการติดเชื้อของประชากรลดลงตามลําดับ เนื่องมาจากการคนพบสารตาน
จุลชีพและวัคซีนชนิดตาง ๆ 

 
  อัตราการตาย 

   ป 

 
 

รูปท่ี 1 อัตราการตายที่เกดิจากการติดเชื้อในประเทศสหรัฐอเมริกาในระหวางป ค.ศ. 1900-1996 
(CDC, 1999)   

 
ในป ค.ศ. 1929 อเล็กซานเดอร เฟลมมิง พบการปนเปอนของรา Penicillium notatum ใน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ   ซ่ึงยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus  และเมื่อนําไปศึกษาพบวาเกิด
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จากสารชนิดหนึ่ง  ที่ละลายน้ําไดไมเปนพษิตอส่ิงมีชีวิต  สามารถสกัดออกมาทําใหเขมขนได  จึง
เรียกสารนี้วา  เพนนิซิลิน (penicillin)  ตามชื่อของรา  และเมื่อนาํมารักษาอาการติดเชื้อพบวา
สามารถนํามาใชเปนยารักษาโรคได   ดังนัน้เพนนิซิลินจงึเปนยาปฏิชีวนะชนดิแรกทีม่ีการคนพบ 

ตอมา Dubos (1939a) นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันแยกจุลินทรียในดนิ พบวามีจุลินทรียที่
สามารถยอยแคปซูลของแบคทีเรีย Pneumococcus  ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคปอดบวมได 
และพบวา  Bacillus   brevis   สามารถสังเคราะหไทโรทริซิน  (tyrothricin)   ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียหลายชนิด (Dubos, 1939b) 

ในป 1939-1940 Chain และคณะ (1946)  สกัดเพนนซิิลินจากอาหารเหลว โดยใชตัวทํา
ละลายอินทรีย ทําใหสามารถเตรียมเกลือเพนนิซิลินในรูปผงแหงไดโดยทีย่ังคงความสามารถใน
การยับยั้งจุลินทรียไดสําเร็จเปนครั้งแรก  

ในป 1944  Selman  Wakmans (1952)   นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันสามารถแยกสเตรปโต
ไมซิน  (streptomycin)  และสารปฎิชีวนะอื่น ๆ  จาก   Streptomyces  griseus  
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ประวัติการคนพบสารตานจลุชีพอ่ืนชนิดตาง ๆ  แสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1  ประวัตกิารคนพบสารตานจุลชีพชนิดตาง ๆ    (Rai University, 2006)  
ชนิดของสารปฏิชีวนะ จุลินทรียผูผลิต การยับย้ังจุลินทรีย 

เพนนิซิลิน (1929) Penicillium  notatum แบคทีเรียแกรมบวก 

กริซีโอฟลูวิน (griseofulvin) (1939) Penicillium  griseofulvum ราเสนใย 

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  จุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตานจุลชพี 
จุลินทรียที่ผลิตสารตานจุลชีพ (ตารางที่ 2)  มีทั้งแบคทีเรีย  เชน Bacillus   Actinomycetes   

Streptomyces  และรา   เชน  ราในกลุม  Aspergillaceae  และ Moniliales  เปนตน  (Korzybski  และ
คณะ, 1966) 
 
ตารางที่  2   กลุมของจุลินทรียที่สังเคราะหสารตานจุลชีพและจํานวนสารปฏิชีวนะที่พบ 
((Berdy , 1985 ;  อางถึงใน  Wong,  2003) 

กลุมของจุลินทรีย จํานวนของสารปฏิชีวนะ 
แบคทีเรีย   950 

Actinomycetes 4600 
ราเสนใย 1600 

 
Bacillus  เปนแบคทีเรียจนีัสหนึ่งที่นาสนใจในการนํามาศึกษาเกีย่วกับการสรางสารตานจุล

ชีพเพราะสามารถสรางสารตานจุลชีพ   และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลายชนิด (Wu และคณะ, 
2005)    Bacillus  เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทรงกระบอก มีสปอรภายในเซลล เปนจุลชีพทีม่ี
ความสําคัญทั้งในดานที่มีประโยชน และดานที่เปนโทษ คือ สรางสารตานจุลชีพ  สรางสารที่ชวย
ใหพืชเติบโตด ี  บางชนดิเปนจุลินทรียกอโรค  เปนตน   พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม  แตมกัพบใน
ดิน (Claus and Berkeley, 1986) โดยพบประมาณ 6 x 108 เซลลตอดินหนึ่งกรัม หรือคิดเปน 5% 
ของน้ําหนักแหง ซ่ึงจํานวนแบคทีเรียขึ้นอยูกับฤดูกาล ชนิดของดิน ปริมาณความชื้น ระดับความลึก
ของดินและปริมาณออกซิเจน (Kilian และคณะ, 2006)   Bacillus หลายชนิดสามารถสังเคราะหสาร
ที่มีประโยชนและนําไปใชมากมาย   ไดแก    เอนไซม   เชน  ซีรีนโปรตีเอส (serine protease) (Rao 
และคณะ1998)  อะไมเลส (amylase) (Pandey และคณะ, 2000)     สารตานจุลชีพ เชน บาซิทราซิน 
อิทูริน (Cho และคณะ, 2003) และสารตานจุลชีพอ่ืน ๆ (ตารางที่ 3)  เมทาบอไลตตาง ๆ ที่ใชใน
การเกษตร เชน กําจดัแมลงโดยสารพิษบทีี (BT toxin) จาก Bacillus thuringiensis (Schnepf และ
คณะ, 1998)  และสารที่ใชในอุตสาหกรรม (Turnbull และคณะ,1990)  เชน  เพียวรีนนิวคลีโอไทด 
(purine nucleotide) เพื่อแตงกลิ่นรส (Saure และคณะ, 1998) ไรโบฟลาวิน (riboflavin)  หรือ
วิตามินบ2ี เพือ่เพิ่มวิตามินในอาหารบางประเภท (Stahlmaan และคณะ,  2000)  เปนตน  
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ตารางที่ 3   สารตานจุลชีพที่ไดจาก  Bacillus  ชนิดตาง ๆ (Katz และDemain, 1977) 
 

สปชีส สารตานจุลชีพ  
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 

 
การจัดจําแนกสปชีสของ Bacillus  ทําไดโดย 1)  การศึกษาฟโนไทปทําไดโดยการศึกษา

รูปรางและการติดสีโดยดูดวยกลองจุลทรรศน    ลักษณะสมบัติทางชีวเคมี เชน การใชน้ําตาลชนดิ
ตาง ๆ และ 2) การศึกษาจีโนไทปโดยการเปรียบเทียบปริมาณเบสกวานีน (G) และไซโทซีน (C) 
(G+C content)  และการเปรียบเทียบลําดบัลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิเคราะห 16S rDNA (Fox และ
คณะ, 1992) 

Cho และคณะ (2003)   ไดคัดแยกแบคทีเรีย  Bacillus sp. สายพันธุ  KS03  ซ่ึงสรางสาร
ตานจุลชีพยับยั้ง  Gloeosporium gloeosporioides  มาจําแนกจีนัสและสปชีสโดยการเปรียบเทยีบ
ลําดับ นิวคลีโอไทดของ  16S  rDNA   โดยการสกัด DNA  และทําปฏิกิริยาลูกโซ  (polymerase 
chain reaction : PCR) เพื่อเพิ่มจํานวน (amplification)  16S rDNA  โดยใชไพรเมอรเปน  27F 
(5PAGAGTTTGATCMTGGCTCAG) และ  1492R (5P-GGYTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 
1991 อางถึงใน  Cho และคณะ, 2003)   เมื่อได  PCR  product  แลวนําไปทําใหบริสุทธิ์และหา
ลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชเครื่อง  ABI  PRISM1 model 377 DNA sequencer    หลังจาก
เปรียบเทียบกบัขอมูลใน Gene Bank พบวาแบคทีเรียดงักลาวมีเปอรเซนตความเหมอืน (similarity)  
กับแบคทีเรีย  B. subtilis  ATCC 21331  เทากับ  98%    

Wu  และคณะ (2005)  ศึกษาการจําแนกสปชีสของแบคทีเรียที่แยกไดจากดินโดยการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S  rDNA   โดยใชไพรเมอร  คือ 16SF  มีลําดับนิวคลีโอไทด  
ดังนี้ (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’)  และ 16SR  มีลําดับนิวคลีโอ  จากนั้นยอยผลผลิต
ของ PCR  (PCR  product) แลวเชื่อมตอกับ  pGEM-T vector  เพื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด  
พบวาเปน  B. subtilis  สายพันธุ JM4  
 Katz  และ  Demain  (1977)    พบวาสารตานจุลชีพที่ไดจาก Bacillus มักเปนสารประเภท 
เปปไทด  ซ่ึงนํามาใชในการรักษาและปองกันโรคทั้งในพืชและสัตว (Pinchuk และคณะ, 2002)  
เชน  บาซิไลซิน (bacilysin) ซ่ึงเปนสารตานจุลชีพที่สรางโดย B. subtilis  มีโครงสรางเปนไดเปบ
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ไทดที่มีอะลานีนอยูที ่  N-terminal  และ  L-anticapsin ที่ C-terminal  (Walker และ Abraham, 
1970a)  มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียหลายชนิดและยีสต Candida  albican  (Tuzun และคณะ, 2003)      
บาซิลโลซิน (bacillocin)  เปนสารตานจุลชีพที่สรางโดย Bacillus  licheniformis  นิยมใชใน
อุตสาหกรรมนมเพราะทนความรอนไดด ี(Martirani และคณะ, 2002)  Bacillus   amyloliquefaciens   
ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกลเคยีงกับ  B. subtilis   สรางสารที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมรา
กอโรคในพืชตระกูลแตงได (Asaka และ   Shoda, 1996; Yoshida  และคณะ, 2001)  ซับทิลิน 
(subtilin)  (Chung  และคณะ, 1992)  และไมโครซับทิลิน (microsubtilin) (รูปที่ 2) (Duitman และ
คณะ, 1999)   เปนสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย  B. subtilis  ATCC6633   ซ่ึงเปนสารตานราใน
กลุมอิทูริน   บาซิโลไมซิน L (bacillomycin L)   เปนสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย B. subtilis  
เปนสารตานจลุชีพชนิดหนึ่งในกลุมอิทูริน (Volpon และคณะ, 1999)          เซอคูโลซิน (circulocin) 
(รูปที่ 3) เปนสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย Bacillus  circulans J2154  มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวก Streptococcus  และ  Enterobacter  ไดดี   แตยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดเล็กนอย (He และ
คณะ, 2001) 
 
 

 
  

รูปท่ี 2   โครงสรางของไมโครซับทิลิน (Duitman และคณะ, 1999) 
 

 
รูปท่ี  3  โครงสรางของเซอคูโลซิน (He และคณะ, 2001) 
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2.3 การจําแนกชนิดของสารปฏิชีวนะ  
สามารถแบงสารปฏิชีวนะไดเปนหลายประเภท  ดังนี ้
2.3.1  แบงตามการออกฤทธิ์ตอเซลล (Fix, 1997) จําแนกไดเปน 2 ชนิด  

2.3.1.1  ยาที่ใชทําลายแบคทเีรีย (bactericidal  drugs) มีฤทธิ์ทําลายเซลลแบคเรียที่
ยังมีชีวิตเทานัน้  เชน   สเตรปโตไมซิน  อะมิโนไกลโคไซด  (aminoglycosides)  และเพน
นิซิลิน  เปนตน 

2.3.1.2 ยาที่ใชยับยั้งแบคทีเรีย (bacteriostatic  drug)  ยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล  
เชน  ซัลโฟนาไมด (sulfonamides) เตตราไซคลิน  คลอแรมเฟนิคอล เปนตน 
 
2.3.2 แบงตามโครงสรางทางเคมี (Brock และ Medigan, 1991)  ซ่ึงวิธีนี้จัดวาดีที่สุดเพราะ

บอกความแตกตางไดชัดเจน 
2.3.2.1 สารปฏิชีวนะประกอบดวยคารโบไฮเดรต (carbohydrate containing 

antibiotics) ไดแก 
ก. สารปฏิชีวนะที่เปนพวกน้ําตาล เชน  โนจิริไมซิน  (nojirimycin) (รูป

ที่ 4)  
 

 
 

รูปท่ี  4  โครงสรางของโนจิริไมซิน    (Dhavale  และคณะ,  2002) 
 

ข. อะมิโนไกลโคไซด  (aminoglycocide)  เชน สเตรปโตไมซิน กานา
ไมซิน (kanamycin) และเจนตาไมซิน (gentamycin) เปนตน 

ค. n-ไกลโคไซด  (n-glycoside) เชน สเตรปโตทริซิน  (streptothricin) 
ง. c-ไกลโคไซด (c-glycoside) เชน แวนโคไมซิน (vancomycin)  
จ. ไกลโคลิปด (glycolipid) เชน โมอีโนไมซิน เอ (moenomycin A)  

(รูปที่ 5) 
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รูปท่ี  5  โครงสรางของโมอีโนไมซิน เอ (Kurz และคณะ, 1998) 
 

2.3.2.2 แมกโครไซคลิก  แลกโตน (macrocylic lactones) ไดแก  สารในกลุมแมก
โครไลด  เชน  อีริโทรซิน โพลีอีนหรือแคนดิซิดีน (candicidin),   แอซาไมซิน (ansamycin) 
และ ไรฟาไมซิน (rifamycin) (รูปที่  6)     เปนตน 

 

 
 

รูปท่ี  6   โครงสรางของไรฟาไมซิน  (Jacob และ Rose,  1974) 
 

2.3.2.3 ควินิน และสารปฏิชีวนะที่เกี่ยวของ (quinines and related antibiotics) 
ไดแก   เตตราไซคลิน   และแอนทราไซคลิน (anthracyclin)  เปนตน 

2.3.2.4 สารปฏิชีวนะพวกกรดอะมโินและเปบไทด (amino acid and peptides 
antibiotics)  ไดแก   อนุพันธของกรดอะมโิน เชน  ไซโคลซีรีน (cycloserine) พวกเปบไทด  
เชน บาซิทราซิน  ซับทิลิน (subtilin)  พวกโครโมเปบไทด  เชน  แอกทิโนไมซิน
(actinomycins) เปนตน  และยังรวมไปถึงพวกไซคลิกไดเปบไทด (cyclic dipeptide)  ซึ่ง
เปนเปบไทดทีพ่บในสัตวและพืชรวมทั้งในกระบวนการหมัก (Prasad, 1995) เชน   
cyclo(Leu-Gly)  (รูปที่ 7)  cyclo(L-Leu-L-Pro) (รูปที่ 8)  และ  cyclo(L-Arg-D-Pro) (รูปที่ 
9)  เปนตน   
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รูปท่ี 7 โครงสรางของ cyclo(Leu-Gly)  (Prasad, 1995) 
 

 
 

รูปท่ี 8 โครงสรางของ cyclo(L-Leu-L-Pro)  (Yan  และคณะ, 2004) 
  

 
 

รูปท่ี 9   โครงสรางของcyclo(L-Arg-D-Pro) (Houston  และคณะ, 2002) 
 

2.3.2.5 สารปฏิชีวนะพวกเฮเทอโรไซคลิกที่มีไนโตรเจน (heterocyclic antibiotics 
containing nitrogen) ไดแก  สารปฏิชีวนะพวกนิวโคลไซด  เชน  โพลีออกซิน (polyoxins) 

2.3.2.6 สารปฏิชีวนะพวกเฮเทอโรไซคลิกที่มีออกซิเจน  (heterocyclic antibiotics 
containing oxygen)  ไดแก   สารปฏิชีวนะพวกโพลีอีเทอร  เชน  โมเนนซิน(monensin)  

2.3.2.7 อนุพันธของอะลิไซคลิก  (alicyclic derivatives)  ไดแก  อนุพันธของไซ
โคลอัลเคน  (cycloalkane derivatives)  เชน  ไซโคลเฮกซาไมด (cyclohexamide)  สาร
ปฏิชีวนะพวกสเตียรอยด (steroid antibiotics)  เชน  กรดฟูซิดิก (fusidic acid) 

2.3.2.8 สารปฏิชีวนะพวกอะโรมาติก (aromatic antibiotics)  ไดแก  อะโรมาติก 
อีเทอร (aromatic ether) เชน โนโวไบโอซิน (รูปที่  10)    อนุพันธของเบนซีน (benzene 
derivative)  เชน คลอแรมเฟนิคอล  เปนตน 
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รูปท่ี  10  โครงสรางของคลอแรมเฟนิคอล  (Hansen  และคณะ,  2003) 
 

2.3.2.9 สารปฏิชีวนะพวกอลิฟาตกิ (aliphatics  antibiotics) เชน  ฟอสโฟไมซิน  
(fosfomycin) (รูปที่  11) 

 

 
รูปท่ี 11   โครงสรางของฟอสโฟไมซิน  

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

2.3.3. แบงตามความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย (activity spectrum)  (Fix, 1997) 
2.3.3.1 สารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด 

(broad   spectrum antibiotic)   เชน เซฟาโลสปอริน ยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแก
รมลบ 

2.3.3.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียไดเพียงบางชนิด  
(narrow spectrum antibiotic)  เชน เพนนิซิลิน ยับยั้งไดเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 

 
2.3.4  แบงตามกระบวนการสังเคราะห (Foroumadi และคณะ, 2005;  Greenwood และ 

Ogilvie, 2002) 
2.3.4.1 สารปฏิชีวนะที่ไดจากการกระบวนการชีวภาพ  ไดแก  สาร

ปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการหมัก โดยเฉพาะถาเติม precursor ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
สามารถเพิ่มและเรงปริมาณการผลิตสารปฏิชีวนะได  เชน เพนนิซิลิน G 

2.3.4.2 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการกึ่งสังเคราะห  ไดแก สาร
ปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการหมัก แลวนาํมาดัดแปลงโครงสรางโดยวิธีการทางเคม ีเชน 
แอมพิซิลิน 
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2.3.4.3 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการทางเคมี  ซ่ึงมีตนทุนการผลิตต่ํา
กวาการหมัก  เชน  คลอแรมเฟนิคอล 

 
2.3.5  พิจารณาจากกลไกการทํางาน หรือตาํแหนงท่ียับยัง้การเจริญของจุลินทรียชนดิอ่ืน 

(Todar, 2002 ;  Neu และ Gootz, 2005)  ดังนี้ 
2.3.5.1 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางผนังเซลล เชน เพนนิซิลิน เซฟาโรสปอริน 
2.3.5.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเยื่อหุมเซลล เชน  โพลีไมซิน  โพลีอีน 
2.3.5.3 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางโปรตีน เชน คลอแรมเฟนคิอลยับยั้งการทํางานของ 

50 S ของไรโบโซม  สเตปโตไมซินยับยั้งการทํางานของ 30 S ของไรโบโซม   
2.3.5.4 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางสารพันธุกรรม เชน ไรแฟมพิน ควินโนโลน 
2.3.5.5 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเมทาบอไลทที่สําคัญ เชน  ซัลโฟนิลาไมดยับยั้ง

กระบวนการเมทาบอลิซึมของโฟเลต 
 

2.3.6 อาศัยลักษณะทางอนุกรมวิธาน  โดยพิจารณาวาจุลินทรียผูผลิตจัดอยูในกลุมใด แลว
สามารถบอกวาสารดังกลาวอยูในกลุมนั้นดวย แตมีขอเสีย คือ จุลินทรียกลุมเดยีวกนัอาจผลิตสารได
หลายชนิด และสารเดียวกันอาจสังเคราะหไดจากจุลินทรยีหลายชนิด (Korzybski และคณะ, 1966)      

 
2.4   สมบัติของสารตานจุลชพีประเภทเปบไทดท่ีผลิตจาก  Bacillus   

สารตานจุลชีพซ่ึงผลิตจาก  Bacillus  มักเปนเปปไทด  (Wu และคณะ, 2005) สมบัติของ
สารตานจุลชีพพวกเปบไทด  (Katz และ Demain, 1977)  มีดังนี ้

2.4.1 สารตานจุลชีพพวกเปบไทดมีน้ําหนกัโมเลกุลนอยกวาโปรตีนชนิดอื่น 
2.4.2 จุลินทรียชนิดเดียวกันสามารถสรางสารตานจุลชีพไดหลายกลุมโดยแบง

ตามองคประ กอบทางเคมีที่แตกตางกันและสารปฏิชีวนะที่อยูในกลุมเดยีวกันอาจมีความ
แตกตางของกรดอะมิโนตั้งแตหนึ่งชนดิขึ้นไป 

2.4.3 เปปไทดที่ไดจาก Bacillus จะมีโครงสรางคลายกัน เชน  Bacillus brevis  
สรางกรามิซิดีน  และไทโรซดิีน  

2.4.4 โครงสรางโมเลกุลมักมีองคประกอบอื่น นอกจากกรดอะมิโนซึ่งแตกตาง
จากโปรตีนที่ไดจากพืชและสัตว  เชน พบกรดไขมันเมทิลออกตะโนอิก (6-methyl-
octanoic) ในโคลิสทิน (colistin)  ที่ไดจาก   B.  circulans   

2.4.5 สวนมากประกอบดวยกรดอะมิโนที่แตกตางจากที่พบในโปรตีนอื่น  
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2.4.6 สวนมากเปปไทดที่สังเคราะหขึ้นมักเปนวง (cyclic) เชน  บราซิทราซิน   
กรามิซิดีน S  แตบางชนิดกม็ีโครงสรางแบบเสนตรง (linear structure) เชน  ไนซิน  (nisin)   
อีวิดีน (evidine) เปนตน 

2.4.7 สารในกลุมนีท้นตอการถูกยอยดวยเอนไซมที่ยอยโปรตีนทั่วไป 
(Proteolytic enzymes) เชน เปปติเดส   โปรติเอส 

 
2.5  ปจจัยท่ีมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

2.5.1  ความรอน  
 Yu และคณะ (2002) พบวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง B. amyloliquefacien  ใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ LB  ที่ทําใหเขมขนขึ้น 5 เทา   ไปตมที่ 100  องศาเซลเซียส  นาน 20 นาที  
และที่  121  องสาเซลเซียส  นาน 15 นาที   แลวทดสอบกบั Rhizoctonia  zolani  พบวาการ
ตมที่100  องศาเซลเซียส ไมมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ แตการตมที่  121  
องศาเซลเซียส ทําใหประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพลดลง 40% 

Han  และคณะ (2005)  พบวาเมื่อนําสวนใสที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  sunhua  
ไปรับความรอนที่  40  60  80  และ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  และ  121  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที  แลวนํามาทดสอบกับ   Streptomyces   scabiei    KACC 
20101 ดวยวิธี  disc diffusion  พบวาสวนใสที่ไดรับความรอนที่อุณหภูม ิ  121  องศา
เซลเซียส ไมยบัยั้ง  S.   scabiei    KACC 20101    สวนใสที่ไดรับความรอนที่ 40 และ 60 
องศาเซลเซียส  มีแอกตวิิตีตอ  S.   scabiei    KACC20101  ประมาณ  94 และ 82%   และ
สวนใสที่ไดรับความรอนที ่ 80  และ  100  องศาเซลเซียสมีแอกติวิตีลดลง 50%     

2.5.2 pH   
Yu และคณะ (2002) พบวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง B. amyloliquefacien  ใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ LB  ที่ทําใหเขมขนขึ้น 5 เทา  ปรับ pH ดวย 0.5 M  NaOH  หรือ   HCl ให
ได 3   4  5  ถึง  11 และบมที่ 20 องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน 24  ชั่วโมง  แลวทดสอบกับ 
R.  zolani   พบวาคา pH ไมมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

Han  และคณะ (2005)  พบวาเมื่อนําสวนใสที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  sunhua  มา
ปรับ pH  เปน 1-14  ทิ้งไว  20 ชม และปรับ pH ใหเปนกลางแลวนํามาทดสอบกับ   
Streptomyces   scabiei    KACC 20101 ดวยวิธี  disc diffusion  พบวามีแอกตวิิตีดีทีสุ่ดเมื่อ
มี pH เปนกลาง   สวนใสที่ปรับ  pH   เปน  8.0-13.0  มีแอกติวิตใีกลเคยีงกัน   แตสวนใสที่
มี  pH  1.0-40  พบวาแอกตวิิตีคอย ๆ  ลดลงและไมมีแอกติวิตีเมื่อสวนใสมีคา  pH  เทากับ  
2.0   
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2.5.3 แสง 
  Yu และคณะ (2002)   พบวาเมื่อนําสวนใสเขมขนที่ไดจาก B. amyloliquefacien   

หยดใสแผนกระดาษ 100 ไมโครลิตร   จํานวน 15  แผน  ผ่ึงใหแหงในที่มืด  จากนั้นนํา  5   
แผนที่วางไวในที่มืดเปนชดุควบคุม  อีก  5 แผนมาตากแดดนาน 30  นาที  และ 5 แผนที่
เหลือนําไปสองดวยแสงยวูีทีค่วามยาวคลื่น 254  และ  365  นาโนเมตร โดยวางหางจาก
หลอดยวูี 10 ซม  นาน  30  นาที  แลวนาํมาทดสอบกับ  Rhizoctonia  solani    พบวาทั้ง
แสงแดดและรงัสียูวีไมมีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

 
2.5.4 เอนไซมยอยโปรตีน (proteolytic enzyme)   
Brizani  และ  Brandelli   (2002)   ศึกษาผลของเอนไซม    ไดแก  ปาเปน  (papain)   

ทริปซิน  (trypsin) โปรตีเนส K  (proteinase K) โปรเนส  (pronase  K)  อะไมเลส (α-
amylase)   β-glucuronidase   β-galactosidase  และ   β-N-acetylglucosaminidase  (ความ
เขมขนของเอนไซมตอแบคเทอริโอซิน  เทากับ  3200  AU/มล)   ตอการออกฤทธิ์ของแบ
คเทอริโอซินที่ผลิตโดย  Bacillus sp. สายพันธุ  8A   พบวาเอนไซมทุกชนิดไมมผีลตอ
แอกทิวติีของแบคเทอริโอซิน  แตโปรตีเนส  K    และโปรเนส  K  ทําใหแอกติวิตีของแบ
คเทอริโอซินลดลง 100% 

Wu  และคณะ (2005)   พบวาเมื่อนําซับเปปติน  (subpeptin)  JM4-A  
และ  JM4-B   ที่ผลิตโดย  B.  subtilis   JM4  มายอยดวยเอนไซมโปรเนส  E  เปบซิน 
(pepsin)  โปรตีเนส K  และทริปซิน (trypsin)  พบวาซับเปปติน  (subpeptin)  JM4-A  และ  
JM4-B   ทนตอการยอยดวยเอนไซมโปรเนส  E   และเปบซิน แตโปรตีเนส K  และทริ
ปซิน (trypsin)  ทําใหการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารทั้งสองชนิดลดลง  50%   

 
2.6  ตัวอยางการศึกษาสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus  sp. 

Pichard และคณะ (1995)  ศึกษาสารตานจุลชีพที่ไดจาก  Bacillus  polymyxa  สายพันธุ 
BP1 เพื่อยับยั้งจุลินทรียที่กอโรคกับพืช  คือแบคทีเรีย  Xanthomonas  campestris  โดยเลี้ยง  
B. polymyxa  สายพันธุ BP1 ในอาหารเหลวที่มีแลคโตส แอมโมเนียมซัลเฟต และกรดอะมิโน 
พบวาสายพนัธุ BP1 สามารถสรางสารตานจุลชีพได  จากนัน้นําไปทําใหแหงภายใตเยือกแข็ง 
(lyophilized) และแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย semi-preparative  reverse phase HPLC พบวาแยกไดสาร 
2 ชนิด   ไดแก  1) กาวาซีรีน (gavaserin)  เมื่อนําวิเคราะหกรดอะมิโนและกรดไขมัน  พบวาไมมี
กรดไขมันในสารนี้   เมื่อนําไปยอยดวยกรดและเอนไซม (acid and enzyme hydrolysis) พบวา
ประกอบดวยกรดกลูตามิก อะลานีน วาลีน ซีรีน  2,4-diaminobutyric acid และกรดออกตะโนอกิ  
(octanoic acid)  ตามลําดับ  และหาน้ําหนกัโมเลกุลโดยวิธีแมสสเปกโทรสโคป (mass spectroscopy 
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: MS) พบวาสารนี้มีน้ําหนักโมเลกุล เทากับ  911 ดาลตัน  2) ซอลตาวาลีน (saltavalin)  
ประกอบดวย  ซีรีน อะลานนี ลิวซีน ทรีโอนีน วาลีน และ 2,4-diaminobutyric acid  มีน้ําหนัก
โมเลกุล เทากับ  903 ดาลตัน 

Oscariz และคณะ (1999) ศึกษาสารตานจุลชีพพวกเปบไทดในกลุมแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin)  คือ   ซีรีอิน  7  (cerein 7) ซ่ึงยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียในจีนัส  
Listeria  เพื่อใชในอุตสาหกรรมอาหาร  โดยแยกแบคทีเรียจากตวัอยางดิน และจําแนกชนิดโดยใช
ชุดทดสอบ API 50 CHB fermentation พบวาแบคทีเรียที่สรางสารตานจุลชีพ  คือ  Bacillus cereus  
โดยเลี้ยงในอาหารเหลว Brian Heart Infusion (BHI) แยกเซลลออกแลวนําสวนใสที่ไดไปทําให
บริสุทธิ์โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 65% แลวนําตะกอนทีไ่ดละลายในโซเดยีม 
ฟอสเฟต บัฟเฟอร ซาไลน (sodium phosphate buffer saline : PBS)  pH 6.8 เขมขน 20  มิลลิโมลาร
ปริมาตร 100 เทา  (ของสวนใสที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต)  จากนั้นสกดัดวยบิวทานอล 
(butanol : BuOH) อัตราสวน 2 : 3 (BuOH : สวนใส)   นําไประเหยแหงและละลายใน PBS 
ปริมาตร 100 เทา  (ของสวนใสที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต)  เมื่อนําไปศึกษาการยับยั้ง 
จุลินทรียทดสอบ  พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดหลายชนิด แตไมยบัยั้งแบคทีเรียแก
รมลบ (ตารางที่ 4)  จากนัน้วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี Sodium Dodecyl  Sulphate (SDS)- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  โดยใชโปรตีนมาตรฐาน (standard protein) 
ขนาด 4.4-37.5 กิโลดาลตัน  พบวาเปนไฮโดรโฟบกิโปรตีนโมเลกุลเล็ก (small hydrophobic 
protein) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ  9.0-4.4 กิโลดาลตัน และวเิคราะหน้ําหนักโมเลกุลอยางละเอยีด
ดวย  mass  spectrometry  พบวามีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 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 ที่เปนรากอโรคแอนแทรคโนส (anthracnose) ของตนมัลเบอรรี โดย
เล้ียง B. amyloliquefaciens RC-2 ใน LB จากนั้นแยกเซลลแลวนําสวนใสมาเจือจางและทดสอบกบั
ราทดสอบ พบวา สวนใสที่ไดจาก RC-2  มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเตบิโตของรา  ไดแก Bipolaris 
leersiae  Colletotrichum acutatum       Colletotrichum dematium  Diaporthe nomurai       
Fusarium lateritium f.sp. mori    Glomerella cingulata   Myrothecium roridum   Pyricularia 
oryzae    Rosellinia necatrix      Sclerotinia sclerotiorum  และแบคทีเรีย   ไดแก   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 จากนั้นนําสวนใสสกัดดวยเอทานอล  เมทานอล  และ
สกัดดวยชุดสกัดชนิด C18 solid-phase  และทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟ (รูปที่ 12) จากนัน้
นําสวนตาง ๆ ที่แยกไดมาทดสอบกับราทดสอบ และศึกษาโครงสรางโดยใช NMR และ MS พบวา
สารหนึ่งที่แยกได คือ อิทูริน A2 

 

 
 

รูปท่ี 12   ขั้นตอนการแยกสารตานเชื้อราจากสวนใสที่ผลิตโดยB. amyloliquefaciens   RC-2   
(Yoshida  และคณะ,  2001) 
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ในป  2002 Yu และคณะ ศกึษาสารตานจลุชีพที่ไดจาก  B.  amyloliquefaciens  ทีมีฤทธิ์
ยับยั้งรากอโรคในตนถ่ัวเหลือง คือ  Rhizoctonia  solani  โดยเลี้ยง B. amyloliquefaciens  ในอาหาร 
LB แลวทําใหสารเขมขนและแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย TLC  ซ่ึงมีระบบตัวทําละลายคอื 
คลอโรฟอรมตอเมทานอลตอน้ําในอัตราสวน 65:25:4 พบวาแยกสารตานเชื้อราได 3 ชนิด ซ่ึง
ประกอบดวยชนิดและสัดสวนของกรดอะมิโนเชนเดยีวกัน ไดแก แอสปาราจีน กลูตามีน ซีรีน โพ
รลีน และ ไทโรซีน ในอัตราสวนประมาณ 3:1:1:1:1       เมื่อศึกษาแมสสเปกตรัม พบวาสารทั้งสาม
ชนิดที่แยกไดเปนอิทูริน เอ โดยที่สารชนดิที่สนใจศกึษามีน้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 1042.5533  ซ่ึง
เทากับน้ําหนักโมเลกุลของ อิทูริน เอ และมีโครงสรางเปนไซคลิก ไลโพเปบไทดจากนั้นหาลําดบั
กรดอะมิโนโดยวิธีการสลายแบบเอด็มาน (Edman degradation) พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน คอื 
โพรลีน  แอสพาราจีน  ซีรีน    บีตา-อะมิโน (β-amino acid)  แอสพาราจีน  ไทโรซีน  แอสพาราจีน 
และกลูตามีน  สวนอีกสองชนิดมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 1057.9 และ 1069.5 ตามลําดับ แตไมได
รายงานลําดับกรดอะมิโนที่เปนองคประกอบ 

ตอมา  Pinchuk และคณะ (2002)  จําแนก Bacillus จากแหลงตาง ๆ เชน ดิน  คน สัตว เปน
ตน รวมทั้งหมด  51  สายพันธุ  จากนัน้ศึกษาเอกลักษณและความหลากหลายทางพันธุกรรมโดย
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวา 47 สายพันธุเปน B. subtilis  3 สายพันธุเปน 
Bacillus  licheniformis และอีกหนึ่งสายพนัธุ คือ Bacillus  pumilus  จากนั้นศกึษาการสรางอะมิคูมา
ซิน (amicoumacin) จาก Bacillus ทั้งหมด โดยเลี้ยงในอาหารที่มีแปงเปนสวนประกอบเพื่อชวยให
สรางสารตานจุลชีพ (Saito และคณะ, 1992) โดยมีสูตรอาหารดังนี ้น้ําแปง10  กรัมตอลิตร เปปโทน  
5  กรัมตอลิตร และโซเดยีมคลอไรด  0.5 กรัมตอลิตร ที่อุณหหภูม ิ  30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยา 175 รอบตอนาที  แยกเซลลและกรองผานแผนกรองขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.45 ไมครอน แลว
นําสวนใสที่ไดมาทดสอบกบั Staphylococcus  aureus โดยวิธีแพรผาน (agar well diffusion) พบวา
มีเพียง 37 สายพันธุที่สรางสารยับยั้ง S. aureus ได  ซ่ึง B. subtilis 34  สายพันธุยับยั้งไดดีทีสุ่ด 
รองลงมาคือ B. licheniformis  2  สายพันธุ และ B.  pumilus ตามลําดับ จึงเลือกสวนใสที่ไดทั้งหมด
มาทําใหบริสุทธิ์  โดยผาน TLC ที่ใช  CH3Cl : MeOH : H2O  (65 : 25 : 4)  เปนระบบตัวพา และ
แบงสวนหนึ่งที่ไดจาก TLC ไปวิเคราะหโครงสรางดวย MS  และสวนที่เหลือนําไปทําใหบริสุทธิ์
โดยสกัดดวย SepPak C18 cartridge (solid phase extraction)นําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC และหา
โครงสรางสารดวย MS  ซ่ึงผลจากการทํา MS ซ่ึงสวนที่ไดจาก TLC พบวามีอะมิคมูาริน A และ  B 
แตสวนที่ไดจาก HPLC พบวามีอะมิคูมารนิ C  (รูปที่ 13) 
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รูปท่ี 13 โครงสรางของอะมิคูมาซินชนิดตาง ๆ (Pinchuk และคณะ, 2002)   

 
Cho และคณะ (2003)  แยกและศึกษาสารตานเชื้อราที่ไดจาก B. subtilis  สายพันธุ KS03 ที่

มีฤทธยับยั้งรา Gloeosporium  gloeosporioides ที่เปนสาเหตุของโรคแอนแทรกโนสในผักและ
ผลไม  ขั้นแรกเปนการเตรยีมสารตานจุลชีพโดยเล้ียงสายพันธุ KS03 ในอาหาร LB  แลวนํามาทําให
บริสุทธิ์โดยสกัดดวยบวิทานอลแลวนํามาแยกดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟที่แพคดวยเซฟาโรส 
(sepharose)  และวิธีโครมาโทกราฟผิวบางแบบเปบเปอรเรทีฟ (preparative TLC) ตามลําดับ 
จากนั้นหาน้ําหนักโมเลกุลดวย MS   พบวามีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1042   และมีลําดับกรดอะมิ
โน (รูปที่ 14)  คือ  โพรลีน  แอสพาราจีน  ซีรีน    บีตา-อะมิโน  แอสพาราจีน  ไทโรซีน  แอสพารา
จีน และกลูตามีน ซ่ึงเปนโครงสรางของอิทูรินที่ปกติแลวมี 8  ไอโซเมอร และแตละไอโซเมอร
ตางกันที่โครงสรางของกรดอะมิโนชนิดบตีาจึงสรุปไดวาสารตานเชื้อราที่ไดจาก B.  subtilis  สาย
พันธุ KS03  มีน้ําหนกัโมเลกลุและโครงสรางเหมือนกับอทิูริน A2 

 
รูปท่ี  14  ลําดับกรดอะมิโนของสารตานจุลชีพที่ไดจาก  B. subtilis สายพันธุ   KS03 (Cho และ

คณะ, 2003) 

ในป 2005   Wu  และคณะ   ศึกษาการสรางสารตานจุลชีพของ B. subtilis   สายพนัธุ  JM4 
ซ่ึงเปนสายพันธุที่แยกไดจากตัวอยางดินในปกกิ่ง  โดยเลี้ยง B. subtilis  สายพันธุ JM4 ในอาหาร 
LB ที่ 37 องศาเซลเซียส   นําสวนใสมาทําใหบริสุทธิ์โดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอิม่ตัว 
80%   แยกเกลือออกโดยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) ในโซเดียมซิเตรท  บัฟเฟอร (pH 4.0)  แลวนํามา
แยกตอดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ   พบวาแยกไดสาร 2 ชนิด  คือ ซับเปปติน (subpeptin) JM4-
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A และ JM4-B   จากนัน้ศึกษา spectrum of activity กับจุลินทรียทดสอบทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและ
แบคทีเรียแกรมลบ  พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดเกือบทกุชนิดดังแสดงในตารางที่ 5    
 
ตารางที่ 5  spectrum of activity ของซับเปบติน JM4-A และ JM4-B  (Wu  และคณะ, 2005) 

 

 
เมื่อวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลดวยวิธี Sodium dodesyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 2512  ดาลตัล  
เมื่อวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนโดยวิธีการสลายแบบเอ็ดมาน   พบวาซับเปปติน JM4-A  และ JM4-
B  ประกอบดวยกรดกรดอะมิโน 12  ชนิด  คือ   x (ไมสามารถจําแนกชนิดของกรดอะมิโน)  x   ไล
ซีน กรดกลูตามิก  ไอโซลิวซีน  x  ฮีสทิดีน(ทริปโตเฟน)  ไอโซลิวซีน  ฟนิลอะลานีน   ฮีสทิดีน   
กรดแอสปาตกิ  โดยท่ีกรดอะมิโนตัวที ่7   ของซับเปปติน JM4-A  คือฮีสทิดีน  แตกรดอะมิโนตวัที่ 
7   ของซับเปป ติน JM4-B คือทริปโตเฟน ดังแสดงในรูปที่   15   

 

 
 
รูปท่ี  15  ลําดับกรดอะมิโนของซับเปปติน JM4-A และ JM4-B (Wu และคณะ, 2005) 
 
เมื่อศึกษาปจจยัที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   ไดแก  การยอย

ดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   ไมถูกทําลายดวย
เอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส K (protenase K)  และทริปซิน 
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(trypsin) มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารทั้งสองชนิด   (ตารางที่  7)  เมื่อศึกษาผลของความรอนตอ
การทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง 100 องศาเซลเซียส เมื่อบมนาน 30 นาที  แต
การยับยั้งจุลินทรียลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อบมที่ 120  องศาเซลเซียส เมื่อบมนาน 30 นาที  และเมื่อศกึษา
ผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมที ่37 องศาเซลเซียส ขามคืน  พบวาที่ pH 2  4   
6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยั้งจุลินทรีย  แตที่  pH  8  พบวาประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรยี
ทดสอบลดลงครึ่งหนึ่ง     เมือ่ศึกษาปจจยัที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   
ไดแก  การยอยดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B   ไมถูก
ทําลายดวยเอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส K (protenase K)  
และทริปซิน (trypsin) มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารทั้งสองชนิด  (ตารางที่  6)   เมื่อศึกษาผลของ
ความรอนตอการทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง  100 องศาเซลเซียส เมื่อบม
นาน 30 นาที  แตการยับยัง้จุลินทรียลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อบมที่ 120  องศาเซลเซียส เมื่อบมนาน 30 
นาที  และเมือ่ศึกษาผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน  พบวาที่ pH 2  4   6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยัง้จุลินทรีย  แตที่  pH  8  พบวาประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบลดลงครึ่งหนึ่ง 
 
ตารางที่  6   ผลของเอนไซม  อุณหภูมิ และ pH ตอการยับยั้งจุลินทรยีของซับเปบติน   (Wu  และ
คณะ, 2005) 
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2.7 ความจําเปนในการศึกษาวิจัยเพื่อหาสารตานจุลชีพชนิดใหม 

2.7.1     ผลขางเคียงของยาปฏิชีวนะ   
ยาปฏิชีวนะบางชนิดมีผลขางเคียงที่ไมตองการ   เชน  การใชอะมิโนไกลโคไซดใน

ความเขมขนสูงมีผลทําลายไต  ทําใหระบบรับรูผิดปกติและหหูนวกได   หรือยาปฏิชีวนะบางชนดิมี
ขางเคียงในระยะยาว  เชน  คลอแรมเฟนิคอลทําใหเกิดโรค aplastic anemia  (Nester และคณะ, 
2004) หรือทําใหแพยา (antibiotic allergy) เชน  ผูที่แพยาแอมพิลินจะเปนผื่นคันและลมพษิ 
(Gruchalla และคณะ, 2006)  เปนตน  

2.7.2 การดื้อยาปฏิชวีนะ   
เนื่องจาการใชยาปฏิชีวนะผิดวิธี  เชน  ใชในปริมาณที่มากเกินไปทําใหจุลินทรียกอ

โรคมีการพัฒนาเพื่อตอตานกลไกการทํางานของยาปฏิชีวนะ (Oscariz  และคณะ, 1999)  เชน
Streptococcus  pneuminiae    เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคปอดบวมในผูใหญสามารถทําลายได
ดวยยาเพนนิซิลิน  แตในปจจุบัน S.  pneuminiae  บางสายพันธุดื้อตอยาเพนนิซิลินเพราะตัวมนัมี
การเปลี่ยนแปลงยีนบางสวนเพื่อลดตําแหนงที่จับของเพนนิซิลินกับตัวเซลล  (penicillin binding 
protein)  (Nester และคณะ,  2004) 

2.7.3 มีโรคเกิดขึ้นใหม  
จากการที่จุลินทรียดื้อตอยาปฏิชีวนะทําใหเกิดโรคขึ้นใหม เชน  Necrotizing otitis 

externa   เปนโรคติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย   Pseudomonas   aeruginosa   เปนโรคติดเชื้อที่
หูช้ันนอกแลวลามไปถึงฐานกระโหลก (skull base) ทําใหการควบคุมกระบวนเมทาบอลิซึมผิดปกติ
เปนอันตรายถงึตายได    (Peltier  J., 2004) 
 
2.8  การนําสารตานจุลชีพไปใชประโยชน  (Rai University, 2006)  

2.8.1      รักษาโรค เชน  รักษาโรคติดเชื้อตาง ๆ   โรคมะเร็ง  
2.8.2  ควบคุมโรคพืช  การใชสารปฏิชีวนะเพื่อควบคุมโรคพืชมีขอดีกวาการใชสารเคมี

หลายประการ คือ ที่ความเขมขนต่ํามีความเปนพิษเลก็นอยตอสัตวเลือดอุนและแมลงที่มีประโยชน 
และสลายตัวไดเร็ว 

2.8.3     การถนอมอาหาร  เชน ไพมาริซิน (pyrimacin)  เปนสารที่ใชฆาเชื้อราที่ผิวหนา
อาหาร ไทโลซิดิน (tyrocidin)  สามารถทําลาย Bacillus ไดดี และไนซนิสามารถทําลาย Clostridium 
ไดดีจึงนิยมใชคูกันในโรงงานอาหารกระปอง 

2.8.4     การใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตและใชเปนยารักษาโรคสัตว  การเติมสาร
ปฏิชีวนะลงในอาหารสัตวปริมาณเล็กนอย (1-10 มก/กก อาหารสัตว) ในระดับทีต่่ํากวาทีใ่ชในการ
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รักษาโรค จะชวยเรงการเจรญิเติบโตของสัตวได เพราะทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของไมโครฟลอ
รา ( microflora) ในทางเดินอาหารของสัตว 

2.8.5  การวจิัยทางดานชีวเคมีละชีววิทยาระดับโมเลกุล ในปจจุบันมกีารใชสารปฏิชีวนะ
ชวยในการคัดเลือกเซลลตางๆ ในงานวิจัยทางดานชีวเคมีและชีววิทยาระดับโมเลกุลอยางกวางขวาง 
ทําใหสามารถศึกษาหนาที่ตาง ๆ ของเซลล  เชน กระบวนการสรางดีเอ็นเอ เปนตน สารที่นิยมใช 
คือ คลอแรมเฟนิคลอ  แอมพิซิลลิน 
 

ในงานวิจยันี้คดักรอง Bacillus spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชีพที่ยบัยั้งจุลินทรียจาํนวน 
5 สายพันธุเพือ่คัดเลือกสายพันธุที่ดีที่สุด 1 สายพันธุ  โดยมีจุลินทรยีทดสอบเปนแบคทีเรียแกรม
บวก 3  ชนิด  ไดแก Bacillus subtilis   ATCC 6633    Staphylococcus  aureus  ATCC 25923  และ 
Micrococcus luteus   แบคทีเรียแกรมลบ 5 ชนิด   ไดแก   Escherichia  coli   ATCC 25922    
Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 27853    Enterobacter  sp.   Klebsiella  sp. และ  Serratia  sp.  
ยีสต 2  ชนิด   ไดแก   Saccharomyces  cerevisiae  และ  Candida  albicans   และราเสนใย 3 ชนิด   
ไดแก   Aspergillus  oryzae   Alternaria  sp. และ Fusarium  sp.   ศกึษาปจจัยบางประการที่มีผลตอ
การออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพที่ผลิตไดจากสายพันธุทีค่ัดเลือก  จําแนกสปชีสของ Bacillus sp.  
สายพันธุที่ศึกษาดวยการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด  การสกัดแยกใหสารตานจุลชีพบริสุทธิ์แลว
ศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของสารตานจุลชีพที่สังเคราะหโดย Bacillus sp. สายพันธุที่
คัดเลือกซ่ึงอาจมีความเปนไปไดที่จะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมที่สามารถนําไปประยุกตใชในการ
รักษาโรคตาง ๆ ไดตอไป 



บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 

 
3.1   วัสดุอุปกรณ 

3.1.1 เครื่องชั่งละเอียด รุน A200S 
3.1.2 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)  
3.1.3 ตูถายเชื้อแบบ lamina flow  
3.1.4 ตูอบฆาเชื้อ   ตูอบแหง    และหมออบฆาเชือ้ 
3.1.5 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (psycrotherm incubator sharker) รุน G27 
3.1.6 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) ของบริษัท Beckman  
3.1.7 เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา Avanti รุน J-301 ของบริษัท Beckman และเครื่องปน

เหวีย่งอุณหภมูิต่ํา Mikro รุน 22R 
3.1.8 อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
3.1.9 ไมโครปเปตและทิปขนาด 20  100 200 1,000 และ 5,000 มล. 
3.1.10 ชุดอุปกรณระเหยแหง  ไดแก   เครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (rotary vacuum 

evaporator)  เครื่องควบคุมสุญญากาศ   อางน้ําควบคุมอณุหภูมิ    อุปกรณหลอเยน็   
และคอลัมนควบแนน (condenser) 

3.1.11 ชุดอุปกรณทํา  agarose gel electrophoresis  ไดแก   ถาดเทเจล   ถังใสสารละลาย   
แผนหวี    และแหลงจายไฟ 

3.1.12 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง UV / VIS spectrophotometer  ยี่หอ  Perkin-Elmer 
Lambda และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) 

3.1.13 แผน TLC หลอดแคปปลารี  และถังใสตัวทาํละลาย 
3.1.14 เครื่องวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุล (Mass spectrometer) 
3.1.15 เครื่อง Oxford Model YH400 spectrometer   เพื่อศึกษา Nuclear Magnetic  

Resonance Spectroscopy  (NMR) 
3.1.16 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง spectrophotometer  และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) 
3.1.17 ชุดอุปกรณทําคอลัมนโครมาโทกราฟ  ไดแก คอลัมนแกว  จุกแกว  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 ผงวุน 
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 คลอโรฟอรม  
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 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 

จากงานวิจยักอนหนานีไ้ดพบแบคทีเรียที่ผลิตสารตานจุลชีพ ไดแก Bacillus  sp. 
สายพันธุ  K-01  K-02  K-03   K-05 และ K- 08  ซ่ึงแยกและจําแนกจีนัสโดย  จิราพร   จิราพงษ 
(2545)  

ในการงานวิจยันี้ไดคัดกรอง  Bacillus  spp. จํานวน 5 สายพันธุดังที่ไดกลาว
มาแลวขางตนเพื่อคัดเลือกสายพันธุที่สามารถผลิตสารตานจุลชีพไดดีเพื่อนํามาศึกษาในขั้นตอไป 
โดยใชจุลินทรยีทดสอบ  (test organism)  ดงัตอไปนี ้

• แบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก  Bacillus subtilis   ATCC 6633  Staphylococcus  
aureus  ATCC 25923  และ Micrococcus luteus 

• แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Escherichia  coli  ATCC 25922  Pseudomonas  
aeruginosa ATCC 27853 Enterobacter sp.  Klebsiella  sp. และ  Serratia  sp. 

• ยีสต ไดแก   Saccharomyces  cerevisiae  และ  Candida  albicans  
• ราเสนใย  ไดแก   Aspergillus  oryzae    Fusarium  sp. และ Alternaria  sp.  

 
3.3.2 อาหารเลี้ยงเชือ้ 

อาหารเลี้ยงเชือ้สําหรับ Bacillus  spp.   ไดแก   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  ไดแก  อาหาร  NB  และอาหาร  NA 
อาหารเลี้ยงเชือ้สําหรับยีสต และรา ไดแก   อาหารเหลวยสีตมอลต  (Yeast-Malt  

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

3.3.3 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
3.3.3.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 

ก. แบคทีเรียทดสอบ 
เขี่ยแบคทีเรียมาเลี้ยงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง  NA  แลวนําไปบมที่

อุณหภูมิ 37   องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชม.  แลวเททบัดวย  15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆา
เชื้อแลว   จากนั้นนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 
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ข. แบคทีเรีย  Bacillus  sp. 
เขี่ยแบคทีเรียมาเลี้ยงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง LB  แลวนําไปบมที่

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชม.  แลวเททับดวย  15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชือ้
แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.3.2 การเก็บรักษายีสต 
เขี่ยยีสตมาเลี้ยงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง  YMA แลวนําไปบมที่อุณหภมู ิ

30   องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชม.  แลวเททับดวย  15% กลีเซอรอลที่ผานการนึ่งฆาเชื้อและนําไป
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.3.3 การเก็บรักษาราเสนใย 
เล้ียงราเสนใยบนอาหารแข็งลาดเอียง  PDA  ที่อุณหภูม ิ   30 องศาเซลเซียส   

เปนเวลา 3-5 วัน   แลวเททบัดวย  15% กลีเซอรอล  นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ -
20 องศาเซลเซียส 
 

3.3.4 การคัดกรอง Bacillus  spp. สายพันธุที่ผลิตสารตานจุลชพีท่ีมีผลยับยัง้จุลินทรีย
ไดด ี

จิราพร จิราพงษ (2545) รายงานการแยกและคัดกรองได Bacillus  spp. ทั้ง 5 สาย
พันธุที่ยับยั้งจลิุนทรียทดสอบไดดี   ไดแก  K-01  K-02  K-03  K-05 และ K-08  โดยเลี้ยงแบคทเีรีย
บนอาหาร NA  ที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน  24 ชม.   แลวศึกษาการยับยั้งจุลินทรยี
ทดสอบ  เพื่อคัดเลือกสายพันธุที่สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีที่สุดโดยใชวิธี cross streak   
(โดยจุลินทรยีทดสอบที่ใช  คือ แบคทีเรียแกรมบวก  ไดแก  B. subtilis   S. aureus   แบคทีเรียแกรม
ลบ  ไดแก    E. coli  และ  P.  aeruginosa  ยีสต      ไดแก   S.  cerevisiae  และ  C.  tropicalis    และ
ราเสนใย    ไดแก   A. oryzae)     

ในขั้นตอนการศึกษาเพื่อคัดกรอง Bacillus sp.  สายพันธุที่ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดดี  เพื่อใชในการศึกษาขัน้ตอไป  มีวิธีการศึกษาดังตอไปนี ้

3.3.4.1 เขี่ย  Bacillus sp. เชื้อบริสุทธิ์มาขีดเปนแนวยาวกลางจานอาหารแข็ง LB
นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชม. 

3.3.4.2 ขีดจุลินทรียทดสอบในแนวตั้งฉากใหชดิกบัแนวการเจรญิของ Bacillus  sp.  
แตไมใหตัดกบัแนวการเจรญินั้น (รูปที่ 16)  สําหรับแบคทีเรียนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    
และสําหรับยสีตบมที่อุณหภูมิ   30 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24   ชม.   บันทึกผลการยับยั้ง 
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จุลินทรียทดสอบ

วัดขนาดบริเวณยับยั้ง

30  องศาเซลเซียส        48  ชม
Bacillus  sp. 

อาหารแข็ง LB

37  องศาเซลเซียส        24  ชม

Bacillus  sp. 

 
 

รูปท่ี  16   การศึกษาการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรีย และยีสตโดย  Bacillus  
spp. 

 
สําหรับราเสนใยซึ่งใชเวลาในการเจริญนานกวาแบคทีเรียและยีสตทําการศึกษา

โดยเลี้ยงราเสนใยบนอาหาร  PDA นาน 3-5 วัน แลวตัดช้ินอาหารบริเวณริมโคโลนรีาขนาด 8 มม.. 
(Kim และ Chung, 2004)   นํามาวางหางจากแนวการเจริญของ Bacillus  sp.  เทากับ  1.5   ซม. (รูป
ที่ 17)   จากนัน้นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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   การศึกษาการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนราเสนใยโดย  Bacillus  spp. 
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3.3.5 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีเหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพท่ี
ผลิตโดย  Bacillus  sp. สายพันธุ  K-05   

3.3.5.1 เตรียมหวัเชื้อ  โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์แลวขีดลงบนอาหารแข็ง  NA  LB  และ 
TSB  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  (จิราพร  จิราพงษ, 2542)  เปนเวลา 24 ชม.  จากนัน้
ถายเชื้อลงในขวดอาหารที่บรรจุอาหาร NB  LB (ภาคผนวก ก) (Yu  และคณะ, 2002)  และ TSB 
(ภาคผนวก ก) (Milner   และคณะ, 1996)  ขวดละ 50 มล. ที่บรรจุอยูในขวดทดลองขนาด 250  มล. 
นําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 ชม. 

3.3.5.2 ถายหัวเชื้อ  4  มล. (OD660 = 0.500)  ที่ไดจากอาหารเหลวแตละชนดิใสลง
ในขวดทดลอง ขนาด 250 มล.  ที่บรรจุอาหารเหลวชนดิเดิมขวดละ 50 มล. นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ชม. เก็บน้ําหมกั (culture broth) ทุก 
12 ชม.  แยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 20 นาที  นําสวนใส (supernatant) ที่ไดมาทดสอบทางชีววิธี (bioassay) กับจุลินทรียทดสอบ
ดวยวิธี paper disc diffusion (Briazani  และ Brandelli,  2002) 

 
3.3.6 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรยีโดยสารตานจุลชีพดวยวิธี paper disc diffusion 

3.3.6.1 การเตรียมจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรีย 
เล้ียงแบคทีเรียทดสอบบนอาหาร NA เปนเวลา 24 ชม. ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส แลวเขี่ยใสในหลอดทดลองซึ่งบรรจุอาหาร NB บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
6  ชม. จากนั้นวัดความขุนใหไดคา OD625  เทากับ 0.10 

3.3.6.2 การเตรียมจุลินทรียทดสอบที่เปนยีสต 
เล้ียงยีสตทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ YMA เปนเวลา 24 ชม. ที่อุณหภมูิ  30  

องศาเซลเซียส แลวเขีย่เชื้อใสในหลอดทดลองซึ่งบรรจุอาหาร YMB บมที่อุณหภมูิ  30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ชม. จากนั้นวัดความขุนใหมีคา OD625 เทากับ 0.10 

3.3.6.3 การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 
 ใชสําลีพันปลายไมจุมหัวเชือ้จุลินทรียทดสอบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อตาม

วิธีในขอ  6.1 และ 6.2  เกลี่ยลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (อาหารสําหรับแบคทีเรีย  และยีสต   ไดแก
อาหาร NA และ  YMA  ตามลําดับ)   หมุนจานอาหารประมาณ 90  องศาแลวเกลีย่เชื้อใหทัว่จาน  
จากนั้นปเปตสารทดสอบ 100  ไมโครลิตร หยดลงบนแผนกระดาษกลม (paper disc) ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร   ทิ้งไวใหแหง แลวนําแผนกระดาษนัน้ไปวางบนจานทดสอบ  กดเบา 
ๆ ใหแผนกระดาษแนบกับผิวอาหาร (รูปที่ 18) สําหรับแบคทีเรียนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20  ชม. และยีสตบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 ชม. ตามลําดับ  
บันทึกผลการยับยั้ง 
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อาหาร  NA

แผนกระดาษ

 
 

รูปท่ี 18  การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรียหรือยีสตโดยสารตานจลุ
ชีพที่ไดจาก Bacillus  sp.  K-05  โดยวิธี  paper  disc  diffusion 

 
3.3.6.4 การเตรียมจุลินทรียทดสอบที่เปนราเสนใย 

เล้ียงราบนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิ   30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน 
เจาะชิ้นวุนที่บริเวณริมโคโลนี   แลววางลงบนกลางจานอาหารใหม (บรรจุอาหาร PDA)  (Bernal 
และคณะ, 2002)   บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน แลววางแผนกระดาษกลมที่มี
สารทดสอบหางจากขอบโคโลนีรา 0.5 เซนติเมตร (รูปที่ 19)  และนาํไปบมที่อุณหภูมิ   30 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 3-5 วัน บันทึกผลการยับยั้ง 

 

0.5 ซม

อาหาร  PDA

โคโลนีรา

แผนกระดาษ
 

 
รูปท่ี 19  การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบที่เปนราเสนใยโดยสารตานจุลชีพที่ได

จาก Bacillus  sp.   K-05  โดยวิธี  paper  disc  diffusion 
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3.3.7 การศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 
จากการศึกษาในขอ  3.3.6 พบวาเมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.  K-05  ในอาหาร LB  ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนระยะเวลา   60  ชม.  ยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดดีกวา
ตัวอยางสวนใสที่เวลาอื่น   ดังนั้นในการศกึษาขั้นตอไปจึงเล้ียง  Bacillus  sp. K-05  เปนระยะเวลา
นาน  60  ชม.   

3.3.7.1 ระยะเวลาการเก็บ 
ถายหัวเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ K-05  ปริมาตร 4 มล. ใสในอาหาร LB 

ปริมาตร 50 มล. ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มล. นําไปเลี้ยงในตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขยาดวยความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมักที่  60 ชม. แยกเซลลออก
ดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  เก็บสวน
ใสไวที ่4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 เดือน  และนํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบตามวิธีใน
ขอ 3.3.6  ทุก ๆ 1 เดือน 

3.3.7.2 ความรอน   
ถายหัวเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ K-05  ปริมาตร 4 มล.  ใสในอาหาร LB 

ปริมาตร 50 มล. ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มล. นําไปเลี้ยงในตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขยาดวยความเรว็ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมักที่เวลา 60 ชม. แยก
เซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  
นําสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 60 ชม.  ไปไดรับความรอนทีอุ่ณหภูมิ 60   80 100 และ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   แลวนํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลอง
ขอ 3.3.6 

 
3.3.8 การจําแนกสปชีสของ 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.  บมบนเครื่องเขยา 

ที่ 30 องศาเซลเซียส  200 รอบตอนาที  เปนเวลา 9 ชม.   จากนั้นปนแยกเซลลที่ 12,000 รอบตอนาน
ที 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส   ลางเซลลและพอลิแซคคาไรดดวย 0.85%  โซเดียมคลอไรด      
จากนั้นปนแยกเซลลที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส   เทสวนใสทิ้ง   
แลวเติมทีอีบฟัเฟอร  400  ไมโครลิตร   ใสเม็ดแกว  0.15 กรัม  และ   10%  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 
(SDS)    ปริมาตร 20  ไมโครลิตร  ปนเบา ๆ 1 นาท ี  จุมน้ําแข็ง ทําซ้ํา 10 คร้ัง    ปนแยกเซลลที่ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส    ดูดสวนใสชั้นบนใสในหลอดแอฟ
เพนดอฟใหมและเติมสารละลายฟนอลตอคลอโรฟอรมตอไอโซเอมิลแอลกอฮอล (phenol : CH3Cl 
: isoamyl alcohol  =  25 : 24 : 1) ปริมาตร 1 ตอ 1    คว่ําหลอดไปมาเบา ๆ จะเกดิสีขาวขุน  จากนัน้
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ปนเหวี่ยงที ่12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส  และดูดสวนใสชั้นบนใสใน
หลอดแอฟเพนดรอฟใหม  แลวเติม  CH3Cl : isoamyl alcohol  (24 :1) ปริมาตร 1 ตอ 1 ปนเหวีย่งที่ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที ่ 4 องศาเซลเซียส      เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตท 3  
โมล.าร  ปริมาตร 0.1 เทา  ผสมกับแอทโซลูทเอทานอล ปริมาตร 2.5  เทา  เก็บไวที่ -70 องศา
เซลเซียส เปนเวลานาน 10 นาที เพื่อตกตะกอน DNA    จากนัน้ปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส   ลางตะกอนดีเอน็เอดวย  70% เอทานอล 300  ไมโครลิตร    
ละลายตะกอน DNA ในน้ํากลั่น 20  ไมโครลิตร  วัดคา OD260  และ  OD280  คํานวณความเขมขนของ  
DNA  โดยใชวิธีมาตราฐานซึ่งกําหนดให  OD260  เทากบั  1.0 มีปริมาณ DNA  50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร   เก็บ DNA ไวที ่-20  องศาเซลเซียส    ตรวจสอบคุณภาพของ DNA โดยใชวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็คโทรโฟรีซีส   (Agarose Gel Electrophoresis)  
  

3.3.8.2 การแยกดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (Agarose gel 
electrophoresis) 

อะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีสเปนการทําเพื่อตรวจสอบคุณภาพของ DNA 
โดยใช   0.8%  Agarose  Gel  Electrophoresis  และตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ  PCR โดยใช   
1.25%  Agarose  Gel  Electrophoresis   การทําอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีสทําไดโดยละลายอะ
กาโรสเจลในทีอีบัฟเฟอร    เทลงในถาดและเสียบหวีลงดานแคโทด (ดานบน) เมื่อเจลแข็งดึงหวี
ออก  ใสทีอีบฟัเฟอรในถัง (electrophoresis chamber)  ใหทวมเจล    ผสม   DNA  2  ไมโครลิตร  
(สําหรับ ผลิตภัณฑ  PCRใชปริมาตร 10 ไมโครลิตร)  และสี (loading dye)  2 ไมโครลิตร  หยดลง
ในชองหวี    เสียบสายไฟโดยใหขั้วแคโทด (ดานที่โหลดสาร) อยูดานบน ขั้วแอโนดอยูดานลาง 
เปดสวิตท   55  โวลต   จนกระทั่งสีเดนิทางถึงปลายเจล  ปดสวิทชนําเจลไปจุมในสารละลายอี
ทิเดียมโบรไมด  10  วินาที  ตรวจหาแถบ DNA ดวยแสงยูวีความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร   

 
3.3.8.3 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของ  16S rDNA โดยปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

(Polymerase Chain  Reaction)  
ช้ินสวน 16S rDNA ของ Bacillus  sp.   สายพันธุ  K-05   ถูกเพิ่มจํานวนโดย

การทํา PCR    โดยมีสวนผสมตาง ๆ ตามวธีิการของ  Dorsch และ Stackebrandt (1992)  ดังนี้  ไพร
เมอร  (ตารางที่  7)  (เขมขน 200 นาโนกรัมตอไมโครกรัม) ปริมาตร 0.25  ไมโครลิตร  DNA 
แมแบบ  2  ไมโครลิตร     แมกนเีซียมคลอไรด ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร  dNTP  1 ไมโครลิตร    
พีซีอารบัฟเฟอร  5   ไมโครลิตร   เอนไซมแทคดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (Taq DNA polymerase) 
ปริมาตร   0.25 ไมโครลิตร  และน้ํากล่ันปลอดเชื้อปลอดประจุ  (เพื่อปรับปริมาตรรวมของสารใน
ปฎิกิริยาใหมปีริมาตรสุทธิเทากับ 50  ไมโครลิตร)   



 34

 
ตารางที่ 7   โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรทีใ่ชในการการเพิ่มจํานวน  16S rDNA   

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

Reverse primer  1492R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 
 

 นําสวนผสมที่เตรียมไวไปเขาเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermol 
Cycler) โดยตัง้โปรแกรม ดงันี้ 

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

  
  ตรวจสอบผลที่ไดโดยดลูายพิมพ DNA  ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.9.2 
 

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

K-05  ที่ไดจากขั้นตอนที่   3.3.8.3  ไปหาลาํดับนิวคลีโอไทดที่หนวยบรกิารชีวภาพ (BIOSERVICE  
UNIT, BSU) สํานักงานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) โดยใชโอลิโกนิวคลี
โอไทดไพรเมอรดังแสดงในตารางที่ 8  เพื่อวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด จนครบทั้งสายของ 16S 
rDNA  
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ตารางที่ 8   โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรทีใ่ชในการหาลาํดับนิวคลีโอไทดของ  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 การวิเคราะหผลการหาลําดับนิวคลีโอไทด 

นําผลการหาลําดับนิวคลีโอไทด  มาเชื่อมตอลําดับเบสทั้งหมดโดยใช
โปรแกรม  BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu)  แลวนํามารวมกนัเพื่อใหไดลําดบัเบสบนเสน  
sense strand  ของ  16S  rDNA  โดยเรียงลําดับจากปลาย  5’-phosphate  -->  3’-OH  แลวนําไป
เปรียบเทียบกบัขอมูลในฐานขอมูลของGenBank  โดยใชโปรแกรม  NCBI  BLAST  
(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) 

 
3.3.9 การแยกสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus   sp.   สายพนัธุ  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 

3.3.9.1 การศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียท่ีเหมาะสมเพื่อการสกัดแยกสาร
ตานจุลชพี  

ก. เตรียมสารตานจุลชีพ   โดยใสหัวเชื้อปริมาตร 8 มล.  ลงในอาหาร   LB 
ปริมาตร 100 มล.     ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250  มล.  นําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปน
เวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมกัมาแยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 
รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสที่
ไดไปทําใหเขมขนขึ้นโดยใช เครื่องระเหยแหง (rotary evaporater) 
(อุณหภูมิของอางน้ําเทากับ  37  องศาเซลเซียส)    จนเหลือสวนใส
ประมาณ  200 มล. (สวนใสเริ่มตน  2  ลิตร) 

ข. นําสวนใสที่ทาํใหเขมขนมาสกัดดวยตวัทําละลายอินทรีย ไดแก  
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เฮกเซน เอทิลอีเทอร   และเอทิลอะซิเตท โดยใชอัตราสวนระหวางสวนใส
และตัวทําละลายอินทรียตาง ๆ  อยางละ 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร)  นําสารสกัด
ที่ไดไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหง  เติมตัวทําละลายอินทรียที่ใชสกัด
ปริมาณเล็กนอยลงในสารสกัดเพื่อละลายสารที่สกัดได (1 มก./มล.) แลว
นํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบดวยวิธีที่กลาวมาแลวในขอ  3.3.6  โดยมี
ชุดควบคุม คือ ตัวทําละลายอินทรีย ไดแก  เฮกเซน  เอทิลอีเทอร   และ
เอทิลอะซิเตท  ที่หยดลงบนแผนกระดาษแลวทําใหตวัทําละลายระเหยไป 

 
3.3.9.2 การสกัดแยกสารตานจุลชพีจาก Bacillus  sp.  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 

จากการศึกษาในขอ 10.1 พบวาเมื่อสกัดสารตานจุลชีพดวยเอทิลอะซิเตท
แลวนํามาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบพบวามีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวาการสกัดดวยเฮ
กเซนและเอทลิอีเทอร   ดังนั้นจึงใชเอทิลอะซิเตทเพื่อสกดัสารตานจุลชีพตอไป 

การเตรียมสารตานจุลชีพทําไดโดยถายหวัเชื้อ  Bacillus  sp.  K-05 ปริมาตร 
8 มล.  ในอาหาร LB ปริมาตร 100 มล. ที่บรรจุในขวดทดลองขนาด 250 มล.  นําไปเลี้ยงในตูบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ชม. เก็บน้ําหมักมาแยก
เซลลออกดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ 12,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
นําสวนใสที่ไดไปทําใหเขมขนขึ้นโดยใชเครื่องระเหยแหง (rotary vacuum evaporater)  (อุณหภมูิ
ของอางน้ํา  = 37  องศาเซลเซียส)  จนเหลือสวนใสประมาณ 500 มล. (สวนใสเริ่มตน 5 ลิตร)   
จากนั้นนําสวนใสที่ทําใหเขมขนขึ้นมาสกดัดวยเอทิลอะซิเตท โดยใชอัตราสวนระหวางสวนใสและ
เอทิลอะซิเตทเทากับ 1 ตอ 1  จากนั้นนําสารสกัดที่ไดไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหง  นําสาร
สกัดเอทิลอะซิเตทมาละลายในตัวทําละลายอินทรียแลวนาํมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบดวยวิธีที่
กลาวมาแลวในขอ    3.3.6   

3.3.9.3 การวิเคราะหสารสกัดเอทิลอะซิเตทโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง 
(Thin Layer Chromatography  : TLC)  

ละลายสารสกัดเอทิลอะซิเตทที่ไดจากขอ 3.3.10.2 ในเอทิลอะซิเตท แลว
หยดลงบนแผน TLC  โดยมีระบบตวัทาํละลาย (solvent system)  ที่ใชเปนตวัพาใหสารเคลื่อน  
ไดแก  75% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  50% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  25% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท   
10%  เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท   100%  เอทิลอะซิเตท  5% เมทานอล ในเอทิลอะซิเตท  และ 50%  
เมทานอลในเอทิลอะซิเตท   จากนั้นตรวจสอบตําแหนงของสารที่แยกไดโดยการอังไอไอโอดีน  
และสองดูดวยหลอดยวูีที่ความยาวคลื่น 254  และ 365 นาโนเมตร    ถามีสารบนแผน TLC จะ
มองเห็นจดุสีน้ําตาล     สีมวงบนพืน้สีเขียว  และสีมวงเรืองแสงบนพืน้ขาว   ตามลําดับ 
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3.3.9.4 การแยกสารสกัดเอทิลอะซิเตทดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
การเตรียมคอลัมน   ทําไดโดยบรรจุคอลัมนดวยผงซิลิกาขนาด 0.04-0.06 

มม. โดยใชซิลิกา 50 กรัมตอสารสกัด 1 กรัม   ผสมซิลิกากับเฮกเซนคนใหเขากัน  ใชสําลีอุดที่ปลาย
คอลัมนเล็กนอย    เทซิลิกาใสคอลัมน  แลวเคาะเบา ๆ ที่ขางคอลัมนเพื่อปรับผิวหนาของผงซิลิกา
ใหเรียบเสมอกันและทําใหผงซิลิกาบรรจุแนนในคอลัมน   ทิ้งไวขามคืนเพื่อใหผงซิลิกาเรียงตัวไดดี  
นําสารสกัดเอทิลอะซิเตทคลุกกับซิลิกาใสลงในคอลัมนแลวชะดวยระบบตัวพาดังแสดงในตารางที่  
9     จากนั้นเก็บแตละสวน (fraction) ที่แยกไดแลวนําไป ระเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหง
สุญญากาศ          นํามาทํา TLC  แลวสองดูดวยหลอดยูวีที่ความยาวคลื่น  254  และ  365  นาโน
เมตร   นําสวนที่มีจุดบนแผน TLC  ที่ตําแหนงเดียวกันมารวมกันแลวทําใหตัวทําละลายระเหยไป   
จากนั้นนําไปศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.6  โดยใชความเขมขน
เทากับ 1  มก./มล.   

  
 ตารางที่  9  ระบบตัวพาที่ใชชะสารจากคอลัมน 

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 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 
3.3.10.1 UV-VIS spectroscopy 

นําสวนที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบละลายในตวัทําละลายอินทรีย  เชน  
เมทานอล  เอทานอล เปนตน จากนั้นนํามาหา UV-VIS spectrum โดยใช   UV-VIS Spectrometer 
ยี่หอ Perkin-Elmer Lambda ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 

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   โดยใชเครื่อง Varience Model YH400 spectrometer   และตัวทําละลาย (Deuterated 
solvents)  ที่ใช    ไดแก คลอโรฟอรม (chloroform-d : CDCl3)   เมานอล (methanol : CD3OD)  และ 
น้ํา (D2O) 

 
3.3.10.3 Mass  spectrometry (MS) 

 นําสวนที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบละลายในตวัทําละลายอินทรีย  เชน  
เมทานอล  เอทานอล เปนตน ศึกษา mass spectrum แบบ  high  resolution โดยใชบริการจากหนวย
บริการเครื่องมือเครื่องมือ (BRU) ศูนยพนัธุวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
  
 



บทที่  4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การคัดกรอง  Bacillus  sp. สายพันธุท่ีผลิตสารตานจุลชพีท่ีมีผลยับยัง้จุลินทรียไดด ี

Kim และ Chung (2004)  แยกจุลินทรียจากดินเพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่สรางสารตานจุลชีพ
ยับยั้ง Collectrotrichu  lagenariumโดยวิธี cross streak พบวาแยกจุลินทรียไดทั้งหมด 250 ไอโซเลต   
แตมีเพยีงไอโซเลตเดียวทีย่บัยั้ง C.  lagenarium   

ในงานวิจยันี้ไดคัดกรอง Bacillus  spp. สายพันธุ  K-01   K-02  K-03   K-05 และ K-08  
เพื่อศึกษาการยับยั้งจุลินทรยีดวยวิธี cross streak  ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.4  พบวา Bacillus  spp. 
สายพันธุ  K-01   K-02  K-03   K-05 และ K-08  ยับยั้งจลิุนทรียทดสอบทั้งหมด  4    6   1  12  และ   
5  ชนิด   ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที่  10  ซ่ึงเห็นไดวา   Bacillus  sp.   K-05   ยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดมากกวาสายพันธุอ่ืน  กลาวคือ  Bacillus  sp.   K-05  ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (รูปที่ 20)   
ไดแก   B. subtilis  ATCC 6633    S. aureus  ATCC 25923   และ   M. luteus   แบคทีเรียแกรมลบ  
ไดแก  E. coli  ATCC 25922   Serratia  sp.   Klebsiella   sp. และ  Enterobacter  sp.   สําหรับยีสต
พบวา   Bacillus  sp.   K-05  ยับยั้งการเจรญิของ  C. albicans  และ  S.  cerevisiae   ไดดังแสดงใน
รูปที่  21  และยับยั้งราเสนใย    ไดแก  A. oryzae     Fusarium  sp.  และ  Alternaria  sp.  ดังแสดงใน
รูปที่  22 

จากการคัดกรอง  Bacillus  spp. จํานวน  5 สายพันธุ    โดยวิธี  cross streak  พบวา  
Bacillus  sp.   K-05  ยับยั้งจลิุนทรียไดหลายชนิดและมขีนาดของบริเวณยับยั้งมากกวาที่ไดจากสาย
พันธุอ่ืน  ดังนัน้จึงเลือก  Bacillus sp.  สายพันธุ   K-05  มาใชในการศกึษาขั้นตอไป  
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ตารางที่  10   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดย Bacillus  spp.  5  สายพันธุ ดวยวิธี  cross streak 
        

 Bacillus  spp.  

  จุลินทรียทดสอบ  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 ++ + - ++ ++++  

 ราเสนใย            

 A. oryzae - + - + -  

 Fusarium sp. - - - +++ -  

 Alternaria sp. - - - +++ -  
        

  
    หมายเหตุ              -           =   ไมมีการยับยั้ง                               +                 =   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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ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดย  Bacillus  sp.  K-05  ดวยวิธี   cross  streak 

 

B. subtilis ATCC 6633
S. aureus ATCC25923

M. luteus
Bacillus  sp. K-05

 
 
รูปท่ี  20   การยับยั้งตอแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก    B. subtilis  ATCC6633    S. aureus 

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

 

C. albicans
S. cerevisiae

Bacillus sp.  K-05

 
รูปท่ี  21  การยับยั้งตอยีสต   ไดแก  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   การยับยั้งตอราทดสอบ ไดแก  (ก) Fusarium sp.  และ (ข) Alternaria  sp. โดย  

Bacillus sp.   K-05 
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4.2 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีเหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย  
Bacillus  sp. สายพันธุ  K-05  

Milner และคณะ (1996)  ศึกษาชนดิของอาหารตอการสรางคาโนซามีน (kanosamine)  
โดยแบคทีเรีย Bacillus cereus UW85 ในอาหารเหลวชนิดตาง ๆ   ไดแก   TSB   TSB ผสมเหล็ก 0.5 
มิลลิโมลาร    TSB ผสมฟอสเฟต  100  มิลลิโมลาร   และ  MES (morpholineethanesulfonic acid)  
พบวามีการสรางคาโนมีนเมือ่เล้ียงในอาหาร  TSB   TSB ผสมเหล็ก 0.5 มิลลิโมลาร   แตไมพบวามี
การสรางคาโนซามีนเมื่อเล้ียงในอาหาร  TSB ผสมฟอสเฟต  100  มิลลิโมลาร  และ  MES   

Bernal  และคณะ (2002)  รายงานการสรางสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย Bacillus  sp. ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลว  3  ชนิด  ไดแก  CPG  (กลูโคส 10  กรัมตอลิตร  กรดคาซามิโน  1  กรัมตอ
ลิตร  และเปบโทน 10  กรัมตอลิตร)   CPM  (มานิทอล  10   กรัมตอลิตร  กรดคาซามิโน  1  กรัมตอ
ลิตร และเปบโทน 10  กรัมตอลิตร)     และ  CPM ผสมแคลเซียม  (มานิทอล  10   กรัมตอลิตร  กรด
คาซามิโน  1  กรัมตอลิตร   เปบโทน 10  กรัมตอลิตร   และแคลเซียม  5  กรัมตอลิตร   (CaCl2 x 
2H2O)   พบวามีการสรางสารตานจุลชีพไดดีเมื่อเล้ียงในอาหาร CPM ผสมแคลเซียม  CPG  และ  
CPM  ตามลําดับ 

ในงานวิจยันี้ศกึษาการผลิตสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  K-05 ในอาหารเหลว   
3  ชนิด  ไดแก  อาหาร NB   อาหาร TSB  และอาหาร LB  ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.5  แลวนาํ
สวนใสมาทดสอบกับจุลินทรียทดสอบดวยวิธี  paper  disc  diffusion   ตามวิธีการทดลองที่  3.3.6  
พบวาเมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.   K-05    ในอาหาร NB   มีผลยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกชนิดเดยีว   คือ 
B. subtilis  ATCC 6633   โดยพบวาเริ่มมีการยับยั้งตั้งแตชั่วโมงที่  12   และมีขนาดบริเวณยับยั้ง
เทากับ  20  มม.   และตั้งแตช่ัวโมงที่  24   ถึงชั่วโมงที่  60  พบวามีการยับยั้งเพิ่มขึน้เล็กนอยโดยมี
ขนาดบริเวณเทากับ  25   มม.   จากนั้นพบวามีการยับยัง้ลดลงเล็กนอย   ดังแสดงในตารางที่   11 
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ตารางที่  11    การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย Bacillus  sp.  K-05  เมื่อ
เล้ียงในอาหาร  NB 
                    

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ระยะเวลาในการเลี้ยงเช้ือ (ชม.) 

จุลินทรียทดสอบ 
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  ไมมีการยับยั้ง 
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เมื่อเล้ียง   Bacillus  sp.   K-05 ในอาหาร TSB   พบวามีการสรางสารตานจุลชีพยับยั้ง  
จุลินทรียทดสอบ  2  ชนิด   ดังแสดงในตารางที่  12  กลาวคือ  สารตานจุลชีพที่ผลิตไดตั้งแตชัว่โมง
ที่  12 -96   ยบัยั้ง  B. subtilis  ATCC 6633  ไดใกลเคยีงกัน โดยมีบริเวณยับยั้งประมาณ  20  มม.  
สําหรับการยับยั้ง  S. aureus  ATCC 25923   พบวามีการยับยั้งใกลเคียงกันตั้งแตชัว่โมงที่ 12 ถึง  96  
โดยมีขาดบริเวณยับยั้งประมาณ   14  มม. 
 
ตารางที่  12   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  K-05  เมื่อ
เล้ียงในอาหาร  TSB 
          

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ระยะเวลาในการเลี้ยงเช้ือ (ชม.) จุลินทรียทดสอบ 

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  ไมมีการยับยั้ง 
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สําหรับการสรางสารตานจุลชีพโดย Bacillus sp.  K-05 ในอาหาร LB  พบวายับยั้งไดทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis  ATCC 6633  S. aureus ATCC 25923  และ  M. luteus    
แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก   Serratia  sp. และราเสนใยทั้ง 3 ชนิด ไดแก  A. oryzae   Fusarium  sp.   
และ   Alternaria  sp.  โดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมซึ่งแสดงลักษณะโคโลนีของราเสนใยเมื่อไมมี
การยับยั้ง (รูปที่  23)  จากตารางที่ 13   พบวา Bacillus  sp.  K-05  เริ่มสรางสารตานจุลชีพตั้งแต
ชั่วโมงที่ 12 และเมื่อนําไปทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ พบวาสารตานจุลชีพที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อที่
ชั่วโมงตาง ๆ ใหผลการยับยัง้ใกลเคียงกัน  กลาวคือ  มกีารยับยั้ง B. subtilis  ATCC 6633 (รูปที่ 24)     
M. luteus    A. oryzae  (รูปที่  25)   Fusarium  sp.   และ   Alternaria  sp.  ตั้งแตช่ัวโมงที่ 12    
สําหรับ  S. aureus ATCC 25923 และ Serratia  sp.  มีการยับยั้งตั้งแตช่ัวโมงที่  24    และในการ
ยับยั้ง B. subtilis  ATCC 6633  โดยสารตานจุลชีพที่ไดผลิตโดย  Bacillus  sp.  K-05  ตั้งแตชั่วโมงที่  
12  มีขนาดบรเิวณยับยั้งเทากบั  29  มม.  และมีการยับยั้งเพิ่มขึ้นเล็กนอยตั้งแตชัว่โมงที่  24-96  โดย
มีขนาดบริเวณยับยั้งประมาณ  33  มม.     การยับยั้ง S. aureus ATCC 25923  เร่ิมตั้งแตชั่วโมงที่  24  
โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  13  มม.  และมีการยบัยัง้เพิ่มขึ้นเล็กนอยตั้งแตชัว่โมงที่  36-72  โดย
มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  18  มม.  และยับยั้งไดลดลงเลก็นอย     การยับยั้ง M. luteus  โดยสาร
ตานจุลชีพที่ผลิตจาก Bacillus  sp.  K-05  พบวามกีารยบัยั้งตั้งแตชัว่โมงที่  12  โดยมีขนาดบริเวณ
ยับยั้งเทากับ  18  มม.  และมีการยับยั้งเพิ่มขึ้นเล็กนอยตั้งแตชัว่โมงที่  24-96  โดยมีขนาดบริเวณ
ยับยั้งประมาณ  25  มม.   การยับยั้ง Serratia  sp.  มีขนาดบริเวณยับยัง้ใกลเคียงกันสําหรับการยับยั้ง
ราเสนใยทั้ง 3 ชนิด พบวามีคาใกลเคียงกันตั้งแตชั่วโมงที ่ 12   

เมื่อเล้ียงในอาหาร  LB  เปนเวลานาน  60  ชั่วโมง  ใหผลยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวา
หรือใกลเคียงกับตัวอยางที่ไดการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 48  และ  72  ชม.  ดงันั้นในการศึกษาขั้นตอไปจงึ
เก็บตัวอยางทีร่ะยะเวลา  60  ชม. 
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ตารางที่  13   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย Bacillus  sp.  K-05  เมื่อเล้ียง
ในอาหาร  LB 

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ระยะเวลาในการเลี้ยงเช้ือ (ชม.) จุลินทรียทดสอบ 

 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    ไมมีการยับยั้ง 
*     บริเวณยับยั้ง   หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางโคโลนีราเสนใย   
   

ก ข ค

 
 
รูปท่ี 23    โคโลนีราเสนใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA อายุ 7 วัน  (ก)  A.  oryzae   (ข)   Fusarium   sp.   

และ  (ค)   Alternaria   sp. 
 

ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง  Bacillus  sp.  K-05 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB โดยวธีิ  paper disc diffusion 

 

72 84

60 4812 0

24 36  
 

รูปท่ี 24   การยับยั้งการเจรญิของ B.  subtilis  ATCC6633 โดยสารตานจุลชีพเมื่อเล้ียง   Bacillus sp.  
  K-05  ตั้งแต  0-84   ชม. 
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รูปท่ี   25    การยับยั้งการเจริญของ A. oryzae โดยสารตานจุลชีพเมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.  สายพันธุ  

K-05    ตั้งแต  0-84   ชม. 
 
4.3 การศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียโดยสารตานจุลชีพ 

4.3.1 ระยะเวลาการเก็บ 
เมื่อนําสวนใสที่ไดจากการเลีย้ง  Bacillus  sp.  K-05  เปนระยะเวลานาน 60 ชม. 

มาเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   ทดสอบกับจุลินทรียทดสอบทุก ๆ 1 เดือน เปนระยะเวลา 10 
เดือน   พบวาความสามารถในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบคอย ๆ ลดลงทุกเดือน (ตารางที่ 14)  โดย
พบวาไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดตั้งแตเดือนที ่ 6-8  ขึ้นกับชนิดของจลิุนทรียทดสอบ  
กลาวคือ  สารตานจุลชีพยับยั้งการเจริญของ  B. subtilis  ATCC6633  และ  A. oryzae   ไดจนถงึ
เวลา  5  เดือน (รูปที่ 26) โดยพบวาสําหรบั  B. subtilis  ATCC6633   มีขนาดบริเวณยับยั้งเริ่มตน  
เทากับ  27  มม.   จากนั้นคอย ๆ ลดลงและไมพบการยบัยั้งเมื่อเก็บตวัอยางนาน 6 เดือน เปนตนไป      
สารตานจุลชีพยับยั้งการเจรญิของ  S. aureus ATCC25923  และ  Fusarium sp.  (รูปที่  27)   ได
จนถึงเวลา  6  เดือน โดยไมพบการยับยั้งเมื่อเก็บตัวอยางนาน 7 เดือน เปนตนไป       สารตานจุลชีพ
ยับยั้งการเจรญิของ  M. luteus  และ  Alternaria sp.  ไดจนถึงเวลา  7  เดือน โดยไมพบการยับยั้งเมื่อ
เก็บตัวอยางนาน 8  เดอืน เปนตนไป        สําหรับ  Serratia  sp.  พบวาสารตานจุลชีพยับยั้งการเจรญิ
ของ  Serratia sp.  ไดจนถึงเวลา  4  เดือน โดยไมพบการยับยั้งเมื่อเก็บตัวอยางนาน 5  เดือน เปนตน
ไป             
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ตารางที่  14   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจลุชีพเมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
เปนระยะเวลา 10  เดือน  
             

บริเวณยับย้ัง (มม.)  
ระยะเวลาเก็บรักษาน้ําหมัก (เดือน)  จุลินทรียทดสอบ 

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    คือสวนใสที่ทําการทดสอบทันที 
 -     หมายถึงไมมีการยับยั้ง 
  *   บริเวณยับยั้ง หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   

ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชพีท่ีผลิตจาก Bacillus  sp.  K-05  เม่ือเก็บท่ี  4  
องศาเซลเซียส 
 
 

เดือนท่ี 0 เดือนท่ี  4

 
 
รูปท่ี  26   การยับยั้งการเจริญของ  A.  oryzae   โดยสารตานจุลชีพเมือ่เก็บไวที่  4  องศาเซลเซียส          

เปนเวลานาน 0  และ  4  เดือน 
 
 

เดือนที่ 4 เดือนที่ 0 

 
 
รูปท่ี  27   การยับยั้งการเจรญิของ  Fusarium  sp.  โดยสารตานจุลชีพ เมื่อเก็บไวที่  4  องศาเซลเซียส    

เปนเวลานาน 0  และ  4  เดือน 
 
 

4.3.2 ความรอน   
Motta และคณะ (2004)     คัดแยก Bacillus  sp. จํานวน 19  สายพันธุจากแมน้ําอะ

เมซอน   แลวนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI)  ที่อุณหภูมิ  31  องศา
เซลเซียส   แยกเซลลแลวนําสวนใสมารับความรอนที่อุณหภูมิ 40-100 และ 121 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 15 นาที  จากนั้นศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ไดแก  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  พบวาสารตานจุลชีพยังคงยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดแมวาไดรับความรอนถึง 100 
องศาเซลเซียส  และเมื่อไดรับความรอนที่ 121 องศาเซลเซียส  พบวามีเพียงสวนใสที่ไดจาก 
Bacillus  sp. 14  สายพันธุเทานั้นที่ยังคงยบัยั้งจุลินทรียทดสอบได   แตสวนใสที่ไดจาก  Bacillus  
sp. อีก 5  สายพันธุพบวาความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลง 

ในงานวิจยันี้เมื่อนําสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus  sp.  สายพันธุ K-05 ใน
อาหาร LB เปนเวลา  60  ชม.  ไปใหไดรับความรอนทีอุ่ณหภูมิ  60   80   100  และ 121  องศา
เซลเซียส เปนเวลานาน 15 นาที   และเมือ่นําไปทดสอบกับจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอ  
3.3.6 พบวาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลงเมื่อไดรับความรอนที่อุณหภูมิสูงขึ้น (ตารางที่ 15)   
กลาวคือ สวนใสที่ไมไดรับความรอน (ชุดควบคุม) สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  ไดแก  B. 
subtilis  ATCC 6633  S. aureus  ATCC 25923   M. luteus   Serratia  sp.  A. oryzae   Fusarium  sp.  
และ  Alternaria  sp.   เมื่อสวนใสไดรับความรอนที่อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส พบวาสามารถยับยั้ง 
จุลินทรียทดสอบ ไดแก  B. subtilis  ATCC 6633   S. aureus  ATCC 25923   A. oryzae  (รูปที่  28) 
Fusarium  sp. และ  Alternaria  sp. และสวนใสไดรับความรอนที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส 
สามารถยับยั้งราเสนใย   Alternaria  sp. แตสวนใสที่ไดรับความรอนที่อุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส  
ไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกชนิด 
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ตารางที่   15   การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus sp. K-05   
เมื่อไดรับความรอนที่  60-121 องศาเซลเซียส 

       

บริเวณยับย้ัง (มม.)  

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)  

จุลินทรียทดสอบ 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 สวนใสที่ไมไดรับความรอน 
      -  หมายถึงไมมีการยับยั้ง 

          *   บริเวณยับยั้ง หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพท่ีไดรับความรอนท่ี 60 80  100  
และ  121  องศาเซลเซียส 

 
control

60
121

80

100

 
รูปท่ี   28  การยับยั้ง  A.  oryzae  โดยสารตานจุลชีพทีไ่ดรับความรอนที่  60  80  100  และ  121  

องศาเซลเซียส 
 
 
4.4 การจําแนกสปชีสของ Bacillus sp. K-05 

จากการสกัดจโีนมิกดีเอ็นเอของ Bacillus sp. K-05   ตามวิธีการทดลองขอ  3.3.9  แลว
นําไปวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ของสารละลายดีเอ็นเอโดยวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นา
โนเมตรดวย UV-VIS Spectroscopy และนําไปคํานวณหาความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอพบวา
มีความเขนขนเทากับ 1.105 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร   
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เมื่อนําสารละลายดีเอ็นเอไปทํา PCR และอิเล็คโทรโฟรีซีสไดช้ินสวนของ 16S rDNA  ดัง
รูปที่  29 

 
   ขนาด DNA   marker          16S rDNA ของ Bacillus sp. K-05 
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รูปท่ี  29    ชิ้นสวนของ 16S rDNA  ของแบคทีเรีย Bacillus sp. สายพนัธุ K-05 

 
จากนั้นสงตวัอยางดีเอ็นเอทีไ่ดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ที่หนวย

บริการชีวภาพ (BIOSERVICE  UNIT, BSU)  โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรดังแสดงใน
ตารางที่ 9  ในวิธีการทดลองขอ  3.3.8.4   เพื่อวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด จนครบทั้งสายของ 
16S rDNA (ประมาณ 1,400-1,600 เบส)   และนําผลการวิเคราะหทีไ่ดมาหาสวนทีซ่อนทับของแต
ละไพรเมอรแลวนํามารวมกนัเพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดบนเสน sense strand  ของ  16S rDNA   
โดยเรียงจากปลาย 5’-phosphate ไป  3’-OH  ไดลําดับนวิคลีโอไทด  16S rDNA   ของ Bacillus  sp. 
K-05  ดังแสดงในรูปที่  30 

เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA กับขอมูลที่มีรายงานไว
ใน Genbank โดยใชโปรแกรม Blastn ใน  www.ncbi.nlm.nih.gov/blast ไดผลดังแสดงใน
ภาคผนวก ข     จํานวนนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. K-05 เทากับ  1,407 bp  และ
เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank  พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายกับ  Bacillus  



 55

subtilis  สายพันธุ  MO4  ที่รายงานไว  1,388 นิวคลีโอไทด  คิดเปน  99%  แสดงวา 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  ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. K-05 

 
 

4.5 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิ 
4.5.1 การศึกษาประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพท่ีไดจากการสกัดดวยตัวทําละลาย

อินทรีย 
จากการศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยการสกดัสวนใสที่ไดจากการเลี้ยง  

B. subtilis   K-05   ดวยตวัทาํละลายอินทรยี  ไดแก  เฮกเซน  เอทิลอีเทอร  และเอทิลอะซิเตท ไดผล
ดังแสดงในตารางที่  16  กลาวคือ สารสกัดเฮกเซนไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดแสดงวาเฮ
กเซนไมสามารถแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสได   สารสกัดเอทิลอีเทอรยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 2  
ชนิด   คือ     B. subtilis  ATCC 6633  และ   S. aureus ATCC 2593  โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ   
16   และ  11 มม.  ตามลําดับ      เมื่อสกัดแยกสารตานจลุชีพดวยเอทิลอะซิเตทพบวายับยั้งจุลินทรยี
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ทดสอบทุกชนิด  คือ   แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC6633   S. aureus 25923  และ 
M. luteus โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  19  15  และ  15  มม..  แบคทีเรียแกรมลบ   ไดแก  
Enterobacter    sp.   Serratia  sp.   Klebsiella  sp.   โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งประมาณ  12  มม.    
ยีสต  ไดแก   S.  cerevisiae และ  C. albicans  มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  11  มม..  และสารสกัด
เอทิลอะซิเตทยับยั้งราเสนใยทุกชนิด    อยางไรก็ตามไมพบการยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด 
ไดแก   E. coli   ATCC 25922  และ  P. aeruginosa  ATCC 27853    ดังนั้นในการแยกสารตานจลุ
ชีพใหบริสุทธิ์เพื่อนําไปศึกษาสมบัติของสารตานจุลชีพจึงสกัดดวยเอทิลอะซิเตท 
 
ตารางที่   16  การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดเฮกเซน อีเทอร และเอทิลอะซิเตท 

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ตัวอยางทดสอบ จุลินทรียทดสอบ 

 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 ุ  -   =   ไมมีการยบัยั้ง 

*   บริเวณยับยัง้ หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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4.5.2 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใส   และในสารสกัดเอทิลอะ
ซิเตท 
จากผลการศึกษาในขอที่  4.6.1   พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตทยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดดีที่สุด   จึงนํามาใชเพื่อการแยกสารตานจุลชีพที่ไดจาก  B. subtilis  K-05  ใหบริสุทธิ์
เพ่ือศึกษาสมบัติตาง ๆ ของสารตานจุลชีพ   

เมื่อศึกษาผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบระหวางสวนใส   สวนใสเขมขน  สารสกัด
เอทิลอะซิเตท  และสวนใสที่เหลือจากการสกัด   พบวาไดผลการยับยั้งดังแสดงในตารางที่  17
กลาวคือ  สวนใสยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis  ATCC 6633   S.  aureus ATCC 
25923    M. luteus   (รูปที่  30)     แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Serratia sp.  ราเสนใยไดแก  A. oryzae   
Fusarium sp.  และ Alternaria  sp.   สวนใสเขมขนยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis 
ATCC 6633   S.  aureus ATCC 25923  และ  M. luteus    แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Enterobacter 
sp.  และ  Serratia sp.  และราเสนใยไดแก  A. oryzae   Fusarium  sp.  และ  Alternaria  sp.   สาร
สกัดเอทิลอะซิเตทยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC 6633   S.  aureus  ATCC 
25923  และ  M. luteus    แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก  Enterobacter sp.  และ  Serratia sp.   ยีสต 
ไดแก  S.  cerevisiae  และ C.  albicans    และราเสนใยไดแก  A. oryzae   Fusarium sp.  และ   
Alternaria  sp.   

จากตารางที่ 16 พบวาสวนใสและสารสกัดเอทิลอะซิเตทสามารถยับยั้ง  Klebsiella  
sp.  ไดโดยมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคียงกันและไมพบการยับยั้งเมื่อทดสอบดวยสวนใส   อยางไรก็
ตามพบวาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดเอทิลอะซิเตทมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคียงกับ
สวนใส เชน  การยับยั้ง   B. subtilis   ATCC 6633   โดยสวนใส  สวนใสเขมขน  และสารสกัด
เอทิลอะซิเตทมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ   34    21   และ 21   มม.   การยับยั้ง  S. aureus  โดยสวน
ใส สวนใสเขมขน และสารสกัดมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคียงกันประมาณ  16  มม. 
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ตารางที่  17  การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใสและสารสกัดเอทิลอะซิเตท 
 

บริเวณยับย้ัง (มม.) 
ตัวอยางทดสอบ จุลินทรียทดสอบ 

สวนใส สวนใส
เขมขน เอทิลอะซิเตท สารสกัด

เอทิลอะซิเตท 
สวนที่เหลือ
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 ุ  -    =   ไมมีการยบัยั้ง 

*   บริเวณยับยัง้ หมายถึง ระยะหางจากแผนกระดาษ (ดานกวาง และดานยาว)   
ถึงขอบโคโลนี (เทียบกับชดุควบคุม) 
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ตัวอยางการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบโดยsupernatantเขมขน  สารสกดัเอทิลอะซิเตท และ
สวนท่ีเหลือจากการสกัด 

 

เอทิลอะซิเตท

สวนท่ีเหลือจากการสกัดสารสกัดเอทิลอะซิเตท

สวนใสเขมขน

 
 
 

รูปท่ี  31   การยับยั้ง  M. luteus  โดยสวนใสเขมขน  สารสกัดเอทิลอะซิเตท และสวนที่เหลือจาก
การสกัด 

 
 

4.5.3 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยโครมาโทกราฟแบบผิวบาง 
จากการนําสารสกัดเอทิลอะซิเตทมาวิเคราะหโดยวิธี  TLC  ดวยระบบตวัทํา

ละลายตาง ๆ  ตามวิธีการทดลองขอที่  3.3.9.3     พบวาไมสามารถแยกสารสกัดเอทิลอะซิเตทเมื่อ
แยกสารสกัดโดยใชระบบตัวทําละลายเปน  100% เฮกเซน  และ   75% เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  
แตเมื่อแยกโดยใชระบบตวัพาเปน  5%  เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  พบวาแยกสารสกัดเอทิลอะซิ
เตทไดดกีวาระบบตัวทําละลายอื่น  และเมื่อตรวจสอบโดยการอังไอไอโอดีน พบวาแยกสารสกัด
เอทิลอะซิเตทได 5  ตําแหนง   มีคา Rf   เทากับ 0.21  0.33  0.43  0.55  และ  0.79  ตามลําดับ  ดัง
แสดงในรูปที่  32   พบวาสารที่มีคา  Rf   ประมาณ  0.33  เปนสารที่พบทั้งในอาหาร LB สกัด   สวน
ใสเขมขน   สารสกัดเอทิลอะซิเตท    และสวนที่เหลือจากการสกัด   
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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  สกัดดวยเอทลิอะซิเตท   ข)   สวนใสเขมขน    
ค)  สารสกัดเอทิลอะซิเตท   ง)  สวนที่เหลือจากการสกัด 

 
4.5.4 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

จากการวิเคราะหสารสกัดเอทิลอะซิเตทดวยวิธี TLC โดยใชระบบตวัพา ตาม
วิธีการทดลองขอที่ 3.3.9.3 สามารถนํามาใชเปนแนวทางในการเลือกระบบชะสารจากคอลัมนโคร
มาโทกราฟ เชน 100% เฮกเซนไมสามารถแยกสารได   ดังนั้นเมื่อชะคอลัมนใหเพิ่มความเขมขน
ของตัวชะใหสูงขึ้นได   แตถาระบบตัวพานั้นแยกสารไดดีใหชะดวยระบบตัวพานั้นมากกวาระบบ
ตัวพาอื่น และชะดวยสารที่มขีั้วต่ําไปสูง ตามวิธีการทดลองขอที่ 3.3.9.4 

เมื่อแยกสารสกัดเอทิอะซิเตท (0.2518 กรัม)  ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ และ
นําสวนที่มีตําแหนงบนแผน TLC   ตําแหนงเดียวกนัมารวมกัน       พบวาแยกสารไดทั้งหมด  14   
สวน  และนําสวนที่แยกไดมาศึกษาการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอที่  3.3.6  โดย
ใชความเขมขน  1 มก./มล.   

 
4.5.5 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรยีทดสอบโดยสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 

เมื่อนําสวนทีแ่ยกไดจากคอลมันโครมาโทกราฟมาศึกษาการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบตามวธีิการทดลองขอที่  3.3.6    แยกสารไดที่มีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 2 สวน  คือ 

สารที่  I    เปนสารที่ชะจากคอลัมนดวย  30%  เฮกเซนในเอทิลอะซิเตท  มีน้ําหนัก 
5.11  มก  และจากการทํา TLC   โดยใชระบบตวัพาเปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  และ
ตรวจสอบดวยหลอดยวูีที่  254 และ  365  นาโนเมตร  พบวาเรืองแสงที่  254 และ  365  นาโนเมตร   
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มีคา  Rf    =   0.53  (รูปที่  33)   เมื่อทําใหตัวทําละลายระเหยแหงสารนี้มีลักษณะเปนสีครีม (รูปที่ 
34 ก) 

สารที่ II  ซ่ึงเปนสารที่ชะจากคอลัมนดวย  25%  เฮกเซนในเอทลิอะซิเตท มี
น้ําหนกั  3.03  กรัม    และจากการทํา TLC   โดยใชระบบตัวพาเปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  
และตรวจสอบดวยหลอดยวูีที่  254 และ  365  นาโนเมตร  พบวาเรืองแสงที่  254  นาโนเมตร    มีคา 
Rf  =   0.37   (รูปที่  33)   เมื่อทําใหตวัทําละลายระเหยแหงสารนี้มีลักษณะเปนสีครีม (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 มาศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบวาสารทั้งสองชนิด
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก  (ตารางที่ 18)  กลาวคือสารที่ I  และสารที่ II  ยับยั้ง  ไดแก   B. subtilis  
ATCC 6633    S. aureus  ATCC 25923  และ  M. luteus  โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งใกลเคยีงกัน
ประมาณ  16  มม. 
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 ตารางที่  18  การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารที่ I  และสารที่  II  
บริเวณยับย้ัง (มม.) จุลินทรียทดสอบ 

 เมทานอล สารสวนที่ I สารสวนที่  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 ุ  -   =   ไมมีการยบัยั้ง 
 
4.6 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 

จากการศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนที่แยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟพบ 
วาสวนที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบ  คือ  สารที่ I และสารที่  II   จึงนําสารทั้งสองมาศึกษา
ลักษณะมาศึกษาสมบัติของสารตานจุลชีพโดยวิธีวิเคราะหทางเคม ี

 
4.6.1 ลักษณะสมบัติของสารที่ I 

เมื่อนําสวนที่ 1  ละลายใน 95% เอทานอล  แลวนําไปหากความยาวคลืน่ที่ดูดกลนื
ไดดี (λ max)   ดวย  UV-VIS Spectrometer  พบวามีคา  λ max  = 210.06  และ  265.30  ดังแสดง
ในภาคผนวก ข     

เมื่อวิเคราะหโครงสรางของสารที่  I  ดวยวิธี  13C-NMR    พบวามี   13C-NMR 
spectrum   resonance ดังแสดงในภาคผนวก ข  และสามารถอานผลการวิเคราะหไดดังแสดงใน
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)    จากการวิเคราะหโครงสรางของสารที่  I  ดวยวิธี  1H-NMR  พบวามี  1H-
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NMR spectrum resonance  ดังแสดงในภาคผนวก  ข และสามารถอานผลการวิเคราะหไดดังแสดง
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
โครงสรางของสารที่  I  ดวยวิธี  H,H correlation spectroscopy  (gCOSY)  และ heteronuclear  
multiple bond connectivity (gHMBC)  พบวามี spectrum  ดังแสดงในภาคผนวก  ข  และจากการ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวย  ESTOF-MS  พบวาของสารที่  I  มีคา  m/z   เทากับ  211.1446  
(M+H+)  (ภาคผนวก ข)   ดังนั้นสารนี้มีน้ําหนักโมเลกุล เทากับ  210.1446  ดาลตัน 
 
ตารางที่  19   การวิเคราะหผลโดยวิธี   13C-NMR  และ  1H-NMR ของสารสวนที่ I 

ตําแหนง 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) 

 
จากขอมูล 13C-NMR    1H-NMR    two-dimension  NMR (COSY  และ  HMBC)   

และ  MS  spectrum   สรุปวาสารที่  I  เปนสารที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 2 ชนิด  ไดแก  ลิวซีน  
และโพรลีนตอกันเปนวง  เรียกวา  cyclo(Leu-Pro) ดังแสดงในรูปที่  35   
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รูปท่ี  35 โครงสรางของสารที่  I 

 
4.6.2 ลักษณะสมบัติของสารที่ II 

เมื่อวิเคราะหโครงสรางของสารที่ II  ดวยวิธี   13C-NMR    พบวามี  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)  )    จากการวิเคราะหโครงสรางของสารที่ II  ดวยวิธี 1H-NMR   พบวาม ี

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)     เมื่อวิเคราะหโครงสรางของสารที่  II  ดวยวิธี  H,H correlation spectroscopy  
(gCOSY)  และ heteronuclear  multiple bond connectivity (gHMBC)  พบวามี spectrum  ดังแสดง
ในภาคผนวก  ข   จากการวเิคราะหน้ําหนกัโมเลกุลดวย  ESTOF-MS  พบวามี  spectrum  ดังแสดง
ในภาคผนวก ข    ซ่ึงสารที่ II  มีคา  m/z   เทากับ  197.1269  (M+H+)  ดังนั้นสารนี้มีน้าํหนักโมเลกุล 
เทากับ  196.1269  ดาลตัน 
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ตารางที่  20  การวิเคราะหผลโดยวิธี  13C-NMR   และ 1H-NMR ของสารที่ II  
ตําแหนง 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) 

 
จากขอมูล 13C-NMR    1H-NMR    two-dimension  NMR (COSY และ HMBC)   

และ  MS  spectrum   สรุปวาสารที่  II  สรุปไดวาสารที่ II  เปนสารที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 2 
ชนิด  ไดแก วาลีนและโพรลีนตอกันเปนวง  เรียกวา  cyclo(Val-Pro)  ดังแสดงในรูปที่  36  
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รูปท่ี   36 โครงสรางของสารที่  II 
 
 

 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
5.1 การคัดกรอง  Bacillus  sp. สายพันธุท่ีผลิตสารตานจุลชพีท่ีมีผลยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดด ี

ในงานวิจยันี้คดักรอง  Bacillus  sp.  จํานวน 5 สายพันธุ  ไดแก  Bacillus  sp. K-01  K-05   
และ   K-08   ซ่ึงแยกไดจากดินในกรุงเทพ ฯ    Bacillus  sp.  K-03  แยกจากดนิในจังหวัดลําปาง  
และ Bacillus  sp.   K-02  จากดินในจังหวดัชุมพร  เมื่อเล้ียง   Bacillus  sp.  บนอาหารแข็ง LB   แลว
นํามาศึกษาการยับยั้งจุลินทรยี  พบวา Bacillus sp.  สายพันธุ  K-05 สรางสารตานจุลชีพยับยั้งทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC6633    S. aureus  ATCC25923   และ        M. luteus    
แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก  E. coli  ATCC25922     Serratia  sp.   Klebsiella   sp. และ  Enterobacter  
sp.   ยีสต    ไดแก C. albicans  และ  S.  cerevisiae   และราเสนใย  ไดแก   A. oryzae    Fusarium  
sp.  และ   Alternaria  sp.  จึงนํา   Bacillus   sp.  K-05    ไปใชในการศึกษาขั้นตอไป  จาก
ผลการวิจัยของ Yilmax และคณะ (2006)  สรุปไดวาสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดย Bacillus  สวนใหญมี
ผลตอแบคทีเรียแกรมบวก  สวนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ    
และสารตานเชื้อรามีสัดสวนนอยกวา (Morikawa และคณะ, 1992;  Perez  และคณะ,  1993;  Eltem  
และ  Ucar,  1988  อางถึงใน  Yilmax, 2006)  
 
5.2 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีเหมาะสมตอการสรางสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย  

Bacillus  sp. สายพันธุ  K-05  
ในงานวิจยันี้ศกึษาชนดิของอาหารเลี้ยงเชือ้เหลวที่เหมาะสมสําหรับการสรางสารตานจุล

ชีพของ Bacillus  sp.   K-05 ในอาหารเหลว NB TSB และ LB พบวาเมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร    LB   
สรางสารตานจุลชีพไดดกีวาในอาหาร TSB และ NB ตามลําดับ    กลาวคือสารตานจุลชีพจาก
อาหาร LB  ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC 6633  S. aureus ATCC 25923  
และ  M. luteus    แบคทีเรียแกรมลบ  ไดแก   Serratia  sp.  และราทดสอบทั้ง 3 ชนิด   ไดแก   
 A. oryzae    Fusarium   sp.   และ   Alternaria  sp.    แตไมพบการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด  
คือ  E. coli  ATCC 25922     Klebsiella   sp. และ  Enterobacter  sp.   และไมพบการยับยั้งยีสต ที่ใช
เปนจุลินทรียทดสอบ  ไดแก  C. albicans   และ  S.  cerevisiae   ซ่ึงแตกตางจากเมือ่เล้ียง  Bacillus  
sp.   K-05 บนอาหารแข็ง 

 Martin และ Demain (1980) รายงานวาฟอสเฟตมีผลยับยั้งการสรางสารทุติยภูมิ  และ
กลูโคสยับยั้งการสรางสารตานจุลชีพเพราะทําใหเกิดคาตาบอไลตรีเพรสชั่น  (catabolite repression)   
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Audisio  และคณะ (2001) ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิต bacteriocin โดย 
 Entrococcus  faeciun  สรุปไดวาการ complex carbohydrate จากโรงงานน้ําตาล  เชน  กากน้ําตาล   
มีผลใหการผลิต bacteriocin  ดีกวาการใชน้าํตาลทรายขาว   และน้ําตาลทรายแดง 

Noaman และคณะ (2004)  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตสารตานจุลชีพจาก  
Synechococcus  leopoliensis    ซ่ึงยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus   พบวาลิวซีนเปนแหลง
ไนโตรเจนทีด่ทีี่สุดสําหรับ antimicrobial activity    แหลงคารบอน ไดแก ซิเตรท และอะซิเตท  ได
พบวา antimicrobial activity สูงขึ้นมากเมื่อใชแหลงคารบอนเปนกาแลคโตสรวมกับแหลง
ไนโตรเจน คือ อะลานีน   หรือใชอราบิโนสกับเมไทโอนนี 

Todorov   และ  Dicks (2006)  ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดแก MRS  BHI  M-17  soy 
meal   และกากน้ําตาล  และคา  pH  ที่มีผลตอการผลิต  bacteriocin   โดย  Lactobacillus   
plantarums   พบวามีการสราง  bacteriocin   ไดดีในอาหาร MRS 

  ในงานวิจยันี้เมื่อศึกษาการสรางสารตานจุลชีพในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแลวนํามาทดสอบ
กับจุลินทรียทดสอบโดยวิธี  paper disc diffusion   พบวาจาํนวนจุลินทรียทดสอบที่ถูกยับยั้งนอย
กวาทดสอบดวยวิธี cross streak  อาจมีสาเหตุมาจากปริมาณสารตานจุลชีพในสวนใสมีนอยกวาสาร
ตานจุลชีพที่มอียูในอาหารแข็งบริเวณโดยรอบโคโลนีของ  Bacillus sp.  K-05  หรืออาจเปนไปได
วาเมื่อเล้ียง  Bacillus sp. K-05 บนอาหารแข็งรวมกับจุลินทรียทดสอบมี “antagonistic effect”  
(Basha S. และ  Ulaganathan, 2002)   จึงมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิด 

เมื่อนําสวนใสมาศึกษาการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวาเริ่มมีการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบ
ตั้งแตช่ัวโมงที ่ 12 และคอย ๆ เพิ่มขึ้นจนคงที่ในชั่วโมงที ่   60    ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Katz 
และ Demain (1977)  ซ่ึงสรุปไดวาแมวาสารตานจุลชีพเปนสารทุติยภมูิที่สรางขึ้นในชวงปลายของ
ระยะเพิ่มจํานวนแบบทวีคณู (logarithum phase) แตสามารถตรวจพบไดตั้งแตระยะเริ่มตนของการ
เจริญ  (very early growth stages)   เชนเดยีวกับที่  Ohno และคณะ (1993)   ไดศึกษาความสัมพันธ
ระหวางการเจริญของ  B. subtilis   NB 22  และการสรางสารตานจุลชีพ  คือ   อิทูริน  พบวามีการ
สรางอิทูรินตั้งแตระยะเริ่มตนของการเจรญิ (กอนชั่วโมงที่  24)  และมีการสรางอิทูรินไปพรอม ๆ  
กับการเจริญของ B. subtilis   NB 22   

เมื่อเล้ียง  Bacillus  sp.  BC121  บนอาหารแข็ง NA รวมกับราเสนใย   คือ  Curvularia  
lutana   พบวามี   “antagonistic effect”    สงผลใหเสนใยราบวม บดิเบี้ยว  และผนังเซลลแตก 
(Basha S. และ  Ulaganathan, 2002)   Sadfi และคณะ (2002) รายงานวา  Bacillus  cereus  
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยรา  Fusarium  roseum  var.  sambucinum  เมื่อเล้ียง B.  cereus บนอาหาร
แข็งนาน 24  ชม แลวจึงเพาะราเสนใย  F. roseum  var.  sambucinum              ดังนั้นอาจเปนไปได
วาในงานวจิัยนี้การเลี้ยง  B. subtilis K-05 บนอาหารแข็งรวมกับจุลินทรียทดสอบเปนผลใหมีการ
ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียทดสอบไดดกีวาเมื่อใช  supernatant  ที่ไดจากการเลี้ยง B. subtilis  K-
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05  โดยลําพังในอาหารเหลว   ซ่ึงอาจเปนปรากฏการณในลักษณะคลายกันกับ antagonistic  effect   
หรืออาจเปนไปไดวาสารตานจุลชีพที่อยูในอาหารแข็งมคีวามเขมขนมากกวาที่อยูในอาหารเหลว 
 
5.3 การศึกษาปจจัยบางประการที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลชีพ 

ในงานวิจยันี้เมื่อศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บสวนใสที่ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา  10  
เดือน และนํามาศึกษาการยบัยั้งจุลินทรียพบวาการยับยัง้จุลินทรียทดสอบคอย ๆ  ลดลงทุกเดือนชา
หรือเร็วแลวแตชนิดของจุลินทรียทดสอบ    เมื่อศึกษาผลของความรอนตอการออกฤทธิ์ของสาร
ตานจุลชีพโดยสวนใสที่ไดรับความรอนที่อุณหภูมิ  60  80  100  และ  121  องศาเซลเซียส  พบวา
การยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลง กลาวคอื  เมื่อไดรับความรอนทีอุ่ณหภูมิต่ํากวา  100 องศา
เซลเซียสสารตานจุลชีพยังมีการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบได แตไมพบการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบเมื่อสวนใสไดรับความรอนที่  121  องศาเซลเซียส    

Brizani และ Brandelli  (2002)   ศึกษาผลของความรอนตอการออกฤทธิ์ของแบคเทอริ
โอซินที่ผลิตโดย  Bacillus  cereus     ซ่ึงไมพบแอกตวิิตขีองแบคเทอริโอซินเมื่อรับความรอนที่ 100  
และ 121 องศาเซลเซียส   นาน 15 นาที     เมื่อนําแบคเทอริโอซินไปเก็บไวในที่ที่มีอุณหภูมิ  4 และ  
30  องศาเซลเซียส  นาน  30   วัน  และเก็บแบคเทอริโอซินแบบแชเยือกแข็ง (freeze dried) พบวา
แบคเทอริโอซินยังคงมีแอกตวิิตีเทาเดิม    

Sadfi และคณะ (2002)  ศึกษาผลของความรอนตอ  antibiotic  activity  ของสารที่ผลิต
โดย B. cereus  ที่ยับยั้ง  Fusarium  sp. โดยบมสารที่อุณหภูมิตั้งแต 40-121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที ไดพบวาสารทนตอความรอนไดจนถึง  80  องศาเซลเซียส  และไมมีฤทธิ์ยับยั้งเมื่อไดรับ
ความรอนที่  100 และ 121 องศาเซลเซียส 
 
5.4 การจําแนกสปชีสของ Bacillus sp. K-05 

วิธีการจําแนกสปชีสของแบคทีเรียมีหลายวิธี เชน ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 
ชีวเคมี และอาศัยขอมูลทางพันธุกรรมโดยการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 1S rDNA    แต
พบวาการจําแนกสปชีสโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 1S rDNA  มีความแมนยํากวาวธีิ
อ่ืน ๆ  (Chiang และคณะ, 2006)  โดยงานวิจัยนี้จําแนกสปชีสของ  Bacillus  sp.    K-05  ซ่ึงแยกได
จากดินในกรุงเทพ  ฯ โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ  16S  rDNA แลวนําไปเปรียบเทยีบ
กับขอมูลใน  GenBank  พบวามีความเหมือน (identity) กับ  Bacillus  subtilis  สายพันธุ   M04  
เทากับ  99%   จึงจัดวา Bacillus  sp.  สายพันธุ  K-05  เปน  Bacillus  subtilis   เชนเดยีวกับที่   
Pinchuk และคณะ (2002)  ไดรายงานการจําแนก Bacillus จากแหลงตาง ๆ เชน ดิน  คน สัตว เปน
ตน รวมทั้งหมด  51  สายพันธุ  แลวนํามาศึกษาเอกลกัษณและความหลากหลายทางพันธุกรรมโดย
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวาเปน B. subtilis  47 สายพันธุ   อีก  3 สาย
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พันธุเปน  Bacillus  licheniformis   อยางไรก็ตามไดมรีายงานการวิจยัที่จําแนกสปชีสโดยยังคงใช
ขอมูลทางอนุกรมวิธาน (taxonomic description) เชนในรายงานของ Yilmax และคณะ (2006) ที่ได
แยกแบคทีเรียจากดินในทองถ่ินตาง ๆ ในตรุกี พบวาเปน  Bacillus จํานวน  29  สายพันธุ และไดจัด
จําแนกเปนสปชีสตาง ๆ  
 
5.5 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิและการศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพี 

จากการทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธิ์โดยการสกัดดวยเอทิลอะซิเตท การวิเคราะหดวย TLC 
และคอลัมนโครมาโทกราฟแลวนําสวนทีแ่ยกไดมาศกึษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบวาสารที่ได
จากคอลัมนโครมาโทกราฟที่มีปริมาณมาก    มี  2  สวน   เรียกวาสารที่  I  และ  สารที่  II    ซ่ึงเมื่อ
ทําใหตวัทําละลายอินทรียระเหยไปไดสารมีลักษณะเปนผงสีครีม  และยับยั้งแบคทีเรีย  ไดแก  B. 
subtilis  ATCC6633    S. aureus  ATCC25923   และ M. luteus   เหมือนกัน 

เมื่อนําสารที่ I   มาวิเคราะหโครงสรางโมเลกุลดวยวิธี  NMR และวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุล
โดยใช  MS   พบวาสารที่ I  มีโครงสรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมโิน 2  ชนิด คอื  cyclo(Leu-
Pro)  หรือมีชื่อทางเคมีวา 3–isobutylhexahy dropyrrolo [1,2 α]pyrazine-1,4-dione  และมีน้ําหนัก
โมเลกุล  เทากบั 210.1446   และสารที่ II   มีโครง สรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมโิน 2  ชนิด คอื   
cyclo(Val-Pro)  หรือมีชื่อทางเคมีวา 3-isopropylhexahydropyrrolo [1,2-α] pyrazine-1,4-dione  มี
น้ําหนกัโมเลกลุ  เทากับ  196.1269 

สําหรับสารตานแบคทีเรียแกรมลบ  สารตานยีสตและสารตานเชื้อรา  ซ่ึงพบในการศึกษา
ผลการยับยั้งจลิุนทรียในตอนตนของงานวิจัยนี้อาจอยูในสารที่แยกจากคอลัมนโครมาโทกราฟสวน
ที่ยังไมไดนํามาศึกษาหรืออาจเปนเพราะสารไมคงรูป (unstable)  หรืออาจตองใชวธีิการอื่น ๆ ที่
แตกตางจากการศึกษาในงานวิจยันี้  ไดแก  การใช preparative high- performance  liquid 
chromatography (Hagelin และคณะ,  2004)  ซ่ึงจะตองมีการศึกษาวิจยัตอไป 

 ในป 1995  Adamcezeski  และคณะ พบวาสารไดคโีตเปเปอราซีน (diketopeperazine) ที่
ผลิตโดยฟองน้ํา (sponge) จากทะเลแคริบเบียนที่อยูรวมกับไซยาโนแบคทีเรียแบบซิมไบโอซิส  
มีโครงสรางเปนไดเปปไทดที่เปนโพรลีนและกรดอะมิโนอื่น  ไดแก  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)      

ไดคีโตเปเปอราซีนเปนกลุมของสารอินทรียที่มีโครงสรางเปนวงประกอบดวยกรดอะมิโน
สองชนิดที่เชื่อมกันดวยพันธะเปปไทด   ซ่ึงเปนการสรางพันธะระหวางคีโตนและเปปเปอราซีน 
(รูปที่  37)   ซ่ึงเปนวงหกเหลี่ยมมีไนโตรเจนสองโมเลกุลอยูตรงกันขาม 
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รูปท่ี  37  โครงสรางของไดคีโตเปเปอราซีน (http://www.chem.ox.ac.uk/oc/sgdavies 
/research.html) 

 
ในป 2002 Rhee รายงานการคบพบสารตานจุลชีพชนดิใหมที่ผลิตโดย Streptomyces  sp. 

KH-614  ซ่ึงยับยั้ง vancomycin  resistance  enteroccoi (VRE)   ไดแก 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)  ที่ความเขมขนเทากับ 12.5   ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   
นอกจากนี้พบวาสารดังกลาวซึ่ง  ไดแก  cyclo(Leu-Pro) ยับยั้ง leukemic cell  lines ที่ความเขมขน
ต่ํากวา  100   ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แตถาใช cyclo(Leu-Pro) ที่ความเขมขนเทากับ  100   
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ leukemic cell  lines  ไดโดยพบวาการเจริญของ 
leukemic cell lines  K562   HL60 และ U937  ลดลง  95%   91%    และ 93% ตามลําดับ  แสดงวา 
cyclo(Leu-Pro)  เปนสารตานจุลชีพที่มีฤทธิ์ยับยั้งทั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวและยับยั้ง VRE ได    
  Yan  และคณะ(2004)  รายงานการคนพบ  cyclo(Leu-Pro)  ซ่ึงผลิตโดย  Achromobacter   
xylosoxidans  มีฤทธิ์ยับยั้ง precursor ของอัฟลาทอกซินที่ผลิตโดย  Aspergillus  parasiticus  โดย
พบวามีการยับยั้งการสราง precursor ของอัฟลาทอกซินที่ความเขมขนตั้งแต   3.5  มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร   และสามารถยั้บยัง้การสราง  precursor ของอัฟลาทอกซินและการสรางสปอรเมื่อมีความ
เขมขนเทากับ   6.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   แตเมื่อใช cyclo (L-Leu-L-Pro)  ที่ความเขมขนมากกวา 
6.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  สามารถยับยั้งการเจริญของ A.  parasiticus  ได    ดังนั้นอาจเปนไปไดวา
ถา cyclo(Leu-Pro)  ที่ไดจาก B. subtilis K-05 เขมขน  6.0  มิลลิกรัมตอมลิลิลิตรจะยับยั้งราเสนใย 
A. oryzae หรืออาจรวมไปถงึการยับยั้ง Fusarium sp. และ Alternaria sp. ได  เมื่อศึกษาคาการ
เบี่ยงเบนระนาบแสง (optical rotation) ของ cyclo(D-Leu-D-Pro)  และ  cyclo(L-Leu-L-Pro)  พบวา
มีคาเทากับ   [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)   ตอจุ
ลินทรียทดสอบ  ไดแก vancomycin  resistance  enteroccoci (VRE)  ไดแก  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)  ที่ความเขมขน  0.25–1.0  มิลลิกรัมตอลิตร    และยับยั้ง Candida 
albicans   Escherichia  coli    Staphylococcus aureus    Micrococcus luteus  และ  Cryptococcus   
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neoformans    ที่ความเขมขน  0.25–0.5  มิลลิกรัมตอลิตร   และพบวาสามารถยับยั้งการกลายพันธุ
ใน  Salmonella  typhimurium  TA98  และ  TA100 ได     
ในป 2006  Rhee รายงานการออกฤทธิ์ของไดเปบไทดสองชนิดรวมกัน  ไดแก  cyclo(Leu cyl-
Propyl)   และ  cyclo(Phenyl-Prol)  ซ่ึงผลิตจาก Streptomyces  sp.  พบวาสามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดและแบคทีเรียแกรมลบที่ไมใชอากาศบางชนิด (negative 
anaerobic bacteria)   รวมทั้งยังมีฤทธิ์ปองกันผลที่เกิดจากรังสีตอไฟโบรบลาสของเซลลปอด  
กลาวคือ เมื่อ fibroblast cell lines  (เซลลเร่ิมตน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)  ไดรับ cyclo(Leu cyl-
Propyl) cyclo(Phenyl-Prol) และ cyclo(Leucyl-Propyl) และ  cyclo(Phenyl-Prol)  นาน 24 ชม. 
จากนั้นนํามารบัรังสี  พบวาถาใชไดเปบไทดชนิดใดชนดิหนึ่งเซลลมีการอยูรอดนอยกวา 80%   
แตถาใชไดเปบไทดสองชนดิรวมกนั เซลลมีการอยูรอดมากกวา 90% 
 
สารตานจุลชีพที่สรางจาก Bacillus  สปชีสตาง ๆ สรุปไดดังแสดงในตารางที่ 21 
 
ตารางที่  21  สารตานจุลชีพที่สรางจาก Bacillus  สปชีสตาง ๆ  

สปชีส สารตานจุลชีพ เอกสารอางอิง 
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 

 



 

 

72

ตารางที่  21  สารตานจุลชีพที่สรางจาก Bacillus  สปชีสตาง ๆ  (ตอ) 
 

สปชีส สารตานจุลชีพ เอกสารอางอิง 
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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สารตานจุลชีพพวกไซคลิกไดเปบไทดที่สรางจากสิ่งมีชีวิตตาง ๆ  สรุปไดดังแสดงในตารางที่ 22 
 

ตารางที่ 22  สรุปสาร cyclic dipeptide  ที่ผลิตโดยสิ่งมีชีวติที่มีรายงาน 
 

สาร cyclic 
dipeptide  

สิ่งมีชีวิตที่ผลิตสาร การออกฤทธิ์ เอกสารอางอิง 

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

 
Calyx cf. podatypa 
(sponge) 

เปน 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 

ยับยั้งการสราง precursor  ของ 
อัฟลาทอกซิน (norsolorinic  
acid) 

Rhee,  2002 

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

Streptomyces  sp. ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแก
รมบวกบางชนิดและแบคทีเรียแก
รมลบที่ไมใชอากาศบางชนิด 
(negative anaerobic bacteria)   
รวมทั้งยังมีฤทธิ์ปองกันผลที่เกิด
จากรังสีตอไฟโบรบลาสของ
เซลลปอด 

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 

 
 
 สรุปวางานวิจยันี้ไดพบสารที่ผลิตจาก B. subtilis  K-05  2  ชนิด  ไดแก สารที ่ I  คือ 
cyclo(Leu-Pro)  และสารที่ II  คือ  cyclo(Val-Pro)  และจากการเปรียบเทียบกับสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ (bioactive compound)  ที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิตตาง ๆ เทาที่สืบคนมาไดดังสรปุในตารางที่ 24  
พบวายังไมเคยมีรายงานวา  Bacillus  sp.  ผลิตสารตานจุลชีพกลุมไดเปปไทด  cyclo(Leu-Pro)  และ 
cyclo(Val-Pro)  มากอน 



รายการอางอิง 
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