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 งานวิจัยน้ีเปนการผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis สายพันธุ K-05  การทําสารใหบริสุทธิ์

และการศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชีพ ภาวะที่ใชเล้ียง Bacillus subtilis สายพันธุ K-05 ไดแก เล้ียงใน
อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 ช่ัวโมง  ไดสารซึ่งแสดงการยับยั้งจุลินท
รียทดสอบไดทุกชนิด คือ สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  ยีสตและราเสนใย โดยจุลินทรีย
ทดสอบไดแก Bacillus subtilis ATCC 6633   Staphylococcus aureus  ATCC 25923   Escherichia coli ATCC 
25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853      Candida albicans ATCC 70014     Aspergillus oryzae  
Fusarium sp. และ Alternaria sp. เมื่อสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสดวยเอทิลอะซิลเตท และจากเซลลดวยเมทา
นอลแลวนํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบ พบวาสารสกัดทั้งจากสวนใสและจากเซลล สามารถยับยั้ง
จุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดในระดับที่สูงกวาเมื่อเทียบกับสารจากสวนใส ยกเวนการยับย้ังยีสต C. albicans ATCC 
70014  ซึ่งมีผลการยับยั้งลดลง    พบวาสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบได
ใกลเคียงกันและใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก ซึ่งไดแก คลอแรมเฟนิคอลและนีสแตติน  การแยกสารตานจุลชีพจาก
สวนใสและสารสกัดจากเซลลโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง  โดยระบบตัวพา คือ  เมทานอล : เอทิลอะซิเตท (5:95 
โดยปริมาตร)  พบวาสําหรับสารตานจุลชีพจากสวนใส   แยกสารได 4 ตําแหนงโดยมีคา Rf ของสารเทากับ 0.17  
0.29  0.61 และ 0.75   สารตานจุลชีพจากเซลลพบวาแยกสารได 4 ตําแหนงเชนเดียวกัน  โดยมีคา Rf ของสารเทากับ  
0.09  0.21  0.29  และ 0.61  แสดงใหเห็นวาสารตานจุลชีพที่ผลิตจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมีองคประกอบ
ของสารบางอยางที่แตกตางกัน ศึกษาการทําใหสารตาน   จุลชีพที่ไดจากสวนใสบริสุทธิ์  เน่ืองจากเปนสารสวนที่มี
ปริมาณมากและมีผลการศึกษามากอนวาพบสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได   ผลการทําสารตาน  
จุลชีพใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟฟ  โดยมีระบบตัวพาคือเอทิลอะซิเตท 20% (โดยปรมิาตร)ในเฮกเซน 
พบวา ไดสารที่บริสุทธิ์มีลักษณะเปนของเหลวสีนํ้าตาล     ซึ่งสามารถแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุก
ชนิด  จากการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีโดย 1H-NMR  13C-NMR   2D-NMR  IR และ MS สรปุไดวาสารดังกลาว 
คือ 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid มีนํ้าหนักโมเลกุลเทากับ 102   ซึ่งสารทั้งสองชนิดน้ีเปนสาร
ที่ไมพบวาเคยมีรายงานการมีฤทธิ์เปนสารตานจุลชีพที่ผลิตโดย  Bacillus spp.     มากอน  
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 The production, purification and characterization of the antimicrobial compounds produced by 
Bacillus subtilis strain K-05 has been studied.   B. subtilis strain K-05 was cultivated in Lauria-Bertani 
(LB) liquid medium in shake flask and jar fermentor at 30 oC for 60 h with aeration.  The supernatant 
obtained from culture broth exhibited broad spectrum activity against Gram positive and negative bacteria, 
yeasts and mycelial molds studied.  The test organisms were Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, Escherichai coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida 
albicans ATCC 70014, Aspergillus oryzae, Fusarium sp. and Alternaria sp.  Ethyl acetate extract of 
supernatant and methanol extract of cells could inhibit all test microorganisms.  The inhibitory activity of 
crude extract was higher than that of the supernatant except on Candida albicans ATCC 70014.  The 
inhibitory activity of crude extract of supernatant and cells was nearly equal to that of chloramphenicol and 
nystatin (positive control).  Thin layer chromatography (TLC) using methanol: ethyl acetate (5:95) as 
eluent was used for isolation of the antimicrobial compounds from supernatant and cell extract.   
Supernatant extract showed 4 spots on TLC plate with Rf values of 0.17, 0.29, 0.61 and 0.75.  While the 
cell extract gave 4 spots at Rf 0.09, 0.21, 0.29 and 0.61.  This result indicated that some components in 
supernatant and cell extract was different.  Purification of the antimicrobial compounds from supernatant 
was investigated due to it was the major portion and some purified compounds with inhibitory activity 
against some Gram positive bacteria was previously reported. After purification by column 
chromatography using 20% (v/v) ethyl acetate in hexane as eluent, the brown liquid purified compound 
was obtained.  This compound revealed broad spectrum activity againt all test microorganisms.  From the 
result of chemical analyses by 1H-MMR, 13C-NMR, 2D-NMR , IR and MS, it was concluded that the 

compounds are 2-methyl butanoic acid  and 3-methyl butanoic acid with M.W. of 102.  So far, there have 
been no reports on antimicrobial activities and the productions of these two compounds by Bacillus 
spp. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
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2.  pH  = ความเปนกรดดาง 
3.  มม  =  มิลลิเมตร 
4.  ซม  = เซนติเมตร 
5.  มก     =            มิลลิกรัม 
6.  มล  = มิลลิลิตร 
7.  ชม  = ช่ัวโมง 
8.  μg  =            ไมโครกรัม 
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12. OD625 = คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

  

 

บทที่  1 
                                                                  บทนํา 

   
สารตานจุลชีพ (antimicrobial substance) หมายถึงสารท่ีสังเคราะหข้ึนจากส่ิงมีชีวิตดวย

กระบวนการทางชีวภาพโดย  พืช  สัตว  และจุลินทรีย  สารตานจุลชีพท่ีผลิตโดยจุลินทรียชนิดใดชนิด
หนึ่งอาจเปนแบคทีเรีย รา หรือ แอคติโนมัยซีทจัดเปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซ่ึงสามารถ
ยับยั้ง มีฤทธ์ิทําลายหรือชะลอการเจริญเติบโตของจุลินทรียกลุมใดกลุมหนึ่งไดโดยใชปริมาณเพียง
เล็กนอย (Korzybski และคณะ, 1996) การผลิตสารตานจุลชีพสามารถจําแนกได  3 กลุมตาม
กระบวนการสังเคราะหคือ สารตานจุลชีพท่ีผลิตไดจากกระบวนการหมัก (biosynthetic process) เชน 
เพนนิซิลิน จี      กระบวนการก่ึงสังเคราะห (semi-synthesic process) เปนการนําสารท่ีจุลินทรีย
สังเคราะหข้ึนเปนสารต้ังตนเพื่อปรับปรุงโครงสรางใหไดเปนสารชนิดอ่ืนท่ีมีสมบัติท่ีดีข้ึน เชน การ
ทนตอกรด การทนตอเอนไซม หรือเพ่ิมความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียชนิดตางๆ ไดมากข้ึน โดย
ตัวอยางสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดยกระบวนการน้ี  เชน  อนุพันธของเพนนิซิลิน ไดแก แอมพิซิลิน 
(ampicillin)   แอมมอกซิซิลลิน (amoxicillin) และออกซาซิลิน (oxacillin) และสารตานจุลชีพบาง
ชนิดสามารถสังเคราะหไดดวยกระบวนการสังเคราะหทางเคมี (synthesic process) เชน คลอแรมฟนิ
คอล (chloramphenecol) ไพโรลไนทริน (pyrrolitrin) และฟอสโฟมัยซิน (phosphomycin) เปนตน 
(Sneader W., 2005)  

สารตานจุลชีพจัดเปนสารเมทาบอไลตทุติยภูมิ (secondary  metabolites) ท่ีจุลินทรียสรางข้ึน
ในชวงปลายของการเจริญโดยจุลินทรียบางกลุมซ่ึงเปนชวงท่ีจุลินทรียเร่ิมหยุดการเพิ่มจํานวน สาร
ปฏิชีวนะท่ีถูกสรางข้ึนในชวงนี้อาจสรางข้ึนเพื่อยับยั้งการสังเคราะหสารโมเลกุลใหญในเซลลจึงเปน
การชวยรักษาพลังงานบางสวนไวได หรืออาจสรางข้ึนเม่ือตองอยูรวมกับจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ใน
สภาวะที่มีการแยงสารอาหาร (สมใจ สิริโภค, 2547) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวาจุลินทรียผลิตสาร
เหลานี้เพื่อประโยชนบางประการ (Demain  และ Fang, 2000)     เชน  1)ใชปองกันตัวเองจากจุลินทรีย
ชนิดอ่ืน พืช  แมลง และสัตว     2) มีประโยชนตอส่ิงมีชีวิตท่ีจุลินทรียอาศัยแบบพึ่งพา (symbiosis)     
3) เปนฮอรโมน  และ  4) เปนสารท่ีชวยในการขนสงโลหะ เปนตน  จุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตาน  
จุลชีพมีกลไกท่ีปองกันตัวเองจากสารน้ันโดยวิธีดังตอไปนี้  1) การลดความเปนพิษ (detoxification) 
โดยทําใหสารตานจุลชีพอยูในรูปของเอนไซมคือสามารถกระตุนใหทํางานหรือยับยั้งการทํางานได    
2)เปล่ียนแปลงโครงสรางของเซลลท่ีเปนเปาหมายของสารตานจุลชีพ  และ 3) สรางและปลอยออก
ภายนอกเซลล  จากน้ันลดอัตราการแพรของสารเขาสูเซลล  (Demain, 1974  อางถึงใน  Martin  และ 
Demain, 1980) 
 



 

 

  

 

มูลเหตุจูงใจในการวิจัย 
จากการใชสารตานจุลชีพอยางกวางขวางมาเปนเวลานานแตเนื่องจากในปจจุบันมีโรคตางๆ 

เกิดข้ึนใหมมากมายและพบวาจุลินทรียกอโรคสามารถตานทานตอยารักษาโรค (antimicrobial  
resistance) หรือมีการดื้อยา (drug resistance)   ซ่ึงสาเหตุท่ีทําใหจุลชีพดื้อยา คือการใชสารปฏิชีวนะ
ผิดวิธี หรืออาจเกิดจากการถายโอนยีนดื้อยาระหวางจุลชีพกอโรคทําใหเช้ือโรคมีการพัฒนาและ
ตานทานตอสารตานจุลชีพได นอกจากนี้สารตานจุลชีพบางชนิดมีผลขางเคียง (side effect) ตอผูใช 
ดังนั้นจึงเปนเหตุผลสําคัญท่ีตองมีการพัฒนาและคนหาสารตานจุลชีพชนิดใหม ๆ   

งานวิจัยนี้มุงที่จะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมี
รายงานวาสามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือจุลินทรียไดหลายชนิด โดยพบวาสามารถ
ยับยั้งจุลินทียทดสอบไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต และ ราเสนใย จากการศึกษา
เบ้ืองตนดวยวิธี cross streak   เม่ือทําใหสารบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟและศึกษาลักษณะ
สมบัติสารพบวาสารดังกลาวคือ  โพรลีนและลิวซีน  (cyclo(Pro-Leu)) และโพรลีนและวาลีน 
(cyclo(Pro-Val)) โดยสารท้ัง  2 ชนิด มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได (สุดารัตน บุญยง, 2548) 
นอกจากนี้ยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะสมบัติสาร ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงมุงท่ีจะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ในสวนอ่ืนๆ ท่ียังไมไดทํา
ใหบริสุทธ์ิ  ศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยการวิเคราะหทางเคมีและศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียของ
สารตานจุลชีพซ่ึงอาจมีความเปนไปไดท่ีจะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมเพื่อนําไปประยุกตใชในการ
รักษาโรคตอไป  

 
วัตถุประสงค  
 ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05   ทําใหบริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะสมบัติของ
สารตานจุลชีพ 
 
ขั้นตอนการวิจัย 

1. ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยั้งจุลินทรีย 
(antimicrobial activity) ของสารตานจุลชีพ 

2. ทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิ 
3. การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชีพ 

 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัยนี้ 
 ทราบถึงชนิด  สมบัติและประสิทธิภาพของสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดยแบคทีเรีย 
Bacillus  subtilis K-05 ซ่ึงอาจจะสามารถนําไปใชประโยชนในอนาคตได 



 

 

  

 

บทที่ 2 
วารสารปริทัศน 

 
ในกระบวนการตามธรรมชาติเม่ือจุลินทรียอยูในสภาวะการเจริญท่ีไมปกติ เชน สภาวะการ

ขาดสารอาหาร การทนตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการเจริญ และเจริญสภาวะปฏิปกษ           
จุลินทรียบางชนิดจะสรางสารบางอยางเพื่อใหสามารถทนหรืออยูรอดในสภาวะนั้นๆได โดยเฉพาะ
การสรางสารในสภาวะปฏิปกษท่ีมีการแขงขัน จุลินทรียจะสรางสารเพ่ือยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ      
จุลินทรียชนิดนั้นเองหรือจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ การตานการเจริญของจุลินทรียสังเกตไดโดย “การเกดิ
แอนตาโกนิสม” (antagonism) ของจุลินทรีย 2 ชนิดหรือโดยการทดสอบสารที่จุลินทรียสรางข้ึนซ่ึง
คาดวาจะมีผลยับยั้งการเจริญแกจุลินทรียทดสอบดวยกระบวนการทางชีววิธี (bioassay) โดยสารท่ี     
จุลินทรียสรางข้ึนในสภาวะการเจริญดังกลาวสามารถจัดจําแนกไดหลายแบบ (Jack และคณะ, 1995 
อางถึงใน นิโลบล พรหมประสิทธ์ิ, 2542) ดังนี ้

1. สารพิษ (toxins) 
2. เอนไซมท่ีสลายแบคทีเรีย (bacteriolytic enzymes) 
3. แบคเทอริโอฟาจและแบคเทอริโอฟาจท่ีไมสมบูรณ (bacteriophages and defective 

bacteriophages) 
4. สารท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึม (by-products of primary metabolic pathways) 
5. สารปฏิชีวนะ (antibiotic substances) 
6. แบคเทอริโอซิน และสารคลายแบคเทอริโอซิน (bacteriocins and bacteriocin-like 

agents) 
 
1. สารพิษ (toxins) 
 สารในกลุมนีท่ี้สรางจากจุลินทรียจะทําใหเช้ือจุลินทรียชนิดนั้นๆ มีความรุนแรงในการ
กอใหเกิดโรคมากย่ิงข้ึน สารพิษท่ีสรางข้ึนแลวมีการปลอยออกนอกเซลลเรียกวา เอกโซทอกซิน 
(exotoxin) หรือถาสรางแลวอยูภายเซลลเรียกวา เอนโดทอกซิน (endotoxin) ซ่ึงเอกโซทอกซินจะมี
ความเปนพษิสูงกวา โดยสารกลุมนี้จะมีความเปนพษิตอเซลลพวกยูคาริโอต (eukaryotic cells) และ
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆ ไดแมใชปริมาณเพียงเล็กนอยดวยลักษณะโครงสรางของ
โมเลกุลท่ีมีโครงสรางหลัก (domain structure) คลายกับแบคเทอริโอซินและมีโครงสรางสวนท่ี
กอใหเกิดพษิกบัเซลลพวกยูคาริโอต ตัวอยางสารพิษเหลานี้ เชน  diphtheriatoxins, tetanus toxins, 
choleratoxins, enterotoxins, cytotoxins และเม่ือสารท่ีไดจากการทําใหบริสุทธ์ิบางสวน (partial 



 

 

  

 

purifications) ของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจาก E. coli และ Streptococcus  pyogenes  ซ่ึงมีรายงานใน
การกอใหเกิดพิษกับเซลลพวกยูคาริโอต (Farkas-Himsley และคณะ, 1992) 
 
2. เอนไซมท่ีสลายแบคทีเรีย (bacteriolytic enzymes) 
 เอนไซมท่ีผลิตไดโดยจุลินทรียบางชนิดสามารถทําลายจุลินทรียชนดิอ่ืนๆ ไดโดยสามารถ
แสดงผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดเชนเดียวกับสารตานจุลชีพ จากการศึกษาฤทธ์ิการ
ยับยั้งของเอนไซมตอจุลินทรียทดสอบพบวา เอนไซมกลุมนี้สามารถยอยสลายผนังเซลลของจุลินทรีย
ทดสอบได (Gilmore และคณะ (1991); Venema และคณะ (1993); Wichitra และคณะ (2006)) 
ตัวอยางเอนไซมเหลานี้แสดงไวดังตารางท่ี 1 
 

ตารางท่ี 1 ตัวอยางเอนไซมท่ีสามารถแสดงผลการยับยั้งจุลินทรียเชนเดียวกับสารตานจุลชีพ 
 

   เอนไซม                                                จุลินทรียผูผลิต                              
Lysostaphin                                       Staphylococcus aureus                    
Lysozyme                                          Staphylococcus aureus                    
Hemolysins                                       Enterococcus faecalis                      
Phospholipase A                               Lactococous lactis                           
β-1,3-glucanase                                Bacillus subtilis NSRS 89-24           

 
 
3.แบคเทอริโอฟาจและแบคเทอริโอฟาจท่ีไมสมบูรณ (Bacteriophages and defective 
bacteriophages) 
 การยับยั้งการเจริญตอจุลินทรียชนิดอ่ืนๆของแบคเทอริโอฟาจเกดิข้ึนไดโดยแบคเทอริโอฟาจ
จะเขาไปเจริญในเซลลของเช้ือจุลินทรียทดสอบ ทําใหเชื้อจุลินทรียทดสอบไมสามารถเจริญได ความ
แตกตางของฟาจกับสารตานจุลชีพชนิดอ่ืนๆ อาจแสดงไดโดยการเกิดพลาค (plaques) เม่ือเพ่ิมการเจือ
จางของสวนใส (supernatants) ท่ีนํามาทดสอบการยังยั้งบนอาหารแข็งท่ีมีเช้ือทดสอบอยู นอกจากนี้ยัง
พบวา  แบคเทอริโอฟาจมีความตานทานอยางมากตอทริปซิน (trysin) 
 
4. สารท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิสม (By-products of metabolic pathways) 
 ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรียพบวา อาจมีการสรางสารบางชนิดที่ใหผลยับยั้ง    
จุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ได เชน lactic acid    free fatty acids    ammonia  และ hydrogen peroxide (Rogula 
และ Carr, 1972; Malke และคณะ, 1974) 



 

 

  

 

5. สารปฏชิีวนะ (antibiotic substances) 
 สารปฏิชีวนะ หมายถึง สารท่ีสังเคราะหข้ึนจากส่ิงมีชีวิตดวยกระบวนการทางชีวภาพโดย  
พืช  สัตว  และจุลินทรีย ซ่ึงสารกลุมนี้สามารถยับยั้ง    มีฤทธ์ิทําลายหรือชะลอการเจริญเติบโตของ    
จุลินทรียกลุมใดกลุมหนึ่งไดโดยใชปริมาณเพียงเล็กนอย  การสังเคราะหสารปฏิชีวนะเกิดข้ึนโดยการ
ทํางานของกลุมเอนไซม (multienzyme complexs)     ลักษณะของสารปฏิชีวนะท่ีดีและเหมาะสมตอ
การประยุกตใชในดานตางๆ มีดังนี้ 
 1.สามารถทําลายหรือมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิดหรือมีขอบขายการออก
ฤทธ์ิกวาง (broad spectrum) 
 2.ไมทําใหจุลินทรียท่ีกอโรคเกิดการตานทานตอยาหรือเกิดการผาเหลา 
 3.ไมทําใหเกิดผลขางเคียงท่ีไมพึงประสงคตอโฮสต เชน ไมทําใหเกิดอาการแพยาหรือเกิด
การระคายเคืองกับระบบทางเดินอาหารหรือไต และไมทําอันตรายตอระบบประสาท เปนตน 
 4.ไมมีผลทําลายจุลินทรียท่ีมีอยูตามปกติในรางกายของโฮสต เพราะจะทําใหเสียสมดุลตาม
ธรรมชาติ ซ่ึงอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหเกิดการติดเช้ือจากจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ และสามารถกอโรคได  
  
6. แบคเทอริโอซิน และสารคลายแบคเทอริโอซิน (bacteriocins and bacteriocin-like agents) 
 แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซิน คือ สารท่ีผลิตไดจากแบคทีเรียซ่ึงมีการ
สังเคราะหไดโดยตรงดวยกระบวนการสังเคราะหพอลิเพปไทดผานทางไรโบโซม (ribosomaly 
synthesized polypeptides) แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินสามารถแบงไดเปน 3 กลุม
ตามองคประกอบของโครงสรางของสาร คือ 1) lanthiiotics โดยมีโครงสรางของกรดอะมิโนเปน
องคประกอบ    2) cystibiotics โดยมีโครงสรางสารประกอบดวยพันธะซัลไฟดหนึ่งหรือสองพันธะ
ซ่ึงมีความสําคัญตอการมีฤทธ์ิยับยั้งของสารในกลุมนี้ และ  3) triolbiotics โดยมีโครงสราง
สารประกอบดวย  active –SH group (Jack และคณะ, 1995)  

ในระยะแรกท่ีมีการศึกษาสารในกลุมนี้จะเปนการศึกษาแบคเทอริโอซินท่ีสังเคราะหไดจาก
แบคทีเรียแกรมลบในกลุม   Enterobacteriaceae (อาจจะเปน E.coli) ซ่ึงสามารถอธิบายลักษณะสมบัติ
ของแบคเทอริโอซินโดยอาศัยสาร colicins เปนตนแบบ (model) ในการศึกษา (Tagg และคณะ, 1976 
อางถึงใน นิโลบล พรหมประสิทธ์ิ, 2542)  

ลักษณะสมบัติของแบคเทอริโอซินท่ีสังเคราะหไดจากแบคทีเรียแกรมลบมีดังน้ี 
1. มักแสดงฤทธ์ิยับยั้งจุลชีพซ่ึงจะมีขอบขายการออกฤทธิ์ในวงแคบกับจุลินทรียทดสอบ

เพียงไมกี่ชนิด โดยจุลินทรียทดสอบนั้นจะเปนชนิดท่ีใกลเคียงกับจุลินทรียผูผลิตท่ีสราง
แบคเทอริโอซิน 

2. มีองคประกอบหลักในโมเลกุลเปนโปรตีน 



 

 

  

 

3. การยับยั้งแบคทีเรียจะมีกระบวนการยับยั้งดวยการทําใหตาย (bactericidal mode of 
action)โดยมีกลไกการทํางานได 2 แบบ คือ 

-  ทําใหเกิด ion channels บริเวณเยื่อหุมเซลล ซ่ึงเปนผลทําใหคุณสมบัติการเปน  
    เยื่อเลือกผานของเยื่อหุมเซลลเสียไป สงผลใหเซลลเสียความสามารถในการ 
    ยอมใหสารผานเขาออก (permeability) 
-  แสดงความสามารถในการสลายกรดนิวคลีอิก (nuclease activity) 

4. แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมลบจะจับกับ
เซลลจุลินทรียทดสอบในบริเวณท่ีจําเพาะ (specific cell receptors) 

5. พันธุกรรมการสรางของแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย    
แกรมลบสังเคราะหจากสารพันธุกรรมท่ีอยูในพลาสมิด (plasmid-borne genetic 
determinants) 

6. ระยะเวลาในการสังเคราะหแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินในแบคทีเรีย
แกรมลบสวนมากจะมีการสังเคราะหข้ึนในระยะท่ีเซลลกําลังจะตาย 

 
 นอกจากแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดจะสามารถสรางแบคเทอริโอซินไดแลว    แบคทีเรีย    
แกรมบวกบางชนิดก็สามารถสรางแบคเทอริโอซินหรือสารคลายไดเชนเดียวกัน แบคเทอริโอซินและ
สารคลายท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมบวกมลัีกษณะสมบัติดังนี้  

1. แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิด
สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิดไมเฉพาะแตในกลุมของจุลินทรียแกรมบวก
ดวยกันเทานั้น แตยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดไดอีกดวย เชน nisin ท่ี
ผลิตโดย Lactococcus lactis (Kalchayanand, Hanlin และ Ray, 1992) 

2. มีองคประกอบหลักในโมเลกุลเปนโปรตีนหรือเพปไทดและมีโครงสรางขององค 
ประกอบรองซ่ึงมีความหลากหลายซ่ึงเปนผลใหสารกลุมนี้มีโครงสรางไดหลายแบบ    
แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินบางชนิดมีสวนประกอบเพ่ิมเติมของ
คารโบไฮเดรตหรือไขมัน เชน Plantaricins S และ T ท่ีมีไขมันอยูในโมเลกุล  (Jimenez-
Diaz และคณะ, 1993) และแบคเทอริโอซินท่ีไดจาก Leuconostoc paramesenteroides ท่ีมี
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบในโมเลกุล    แบคเทอริโอซินบางชนิดท่ีมีมวลโมเลกุล
มากอาจประกอบไปดวยหนวยยอยของแบคเทอริโอซินท่ีมีมวลโมเลกุลนอย  เชน 
Staphylococcin 1580   บางคร้ังอาจพบแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีมี
ขนาดเล็ก เชน พวก lantibiotics และ cerein เปนตน 

3. การออกฤทธ์ิในการฆาแบคทีเรียของแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ี
สรางโดยแบคทีเรียแกรมบวก มีกลไกการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ คลายแบคเทอริโอซิน



 

 

  

 

ท่ีสรางโดยแบคทีเรียแกรมลบกลาวคือ มีผลทําใหคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือกผานของเยื่อ
หุมเซลลเสียไป ซ่ึงสงผลใหเซลลเสียความสามารถในการยอมใหสารผานเขาออก 
(permeability) นอกจากนี้สารกลุมดังกลาวยังมีผลตอการทําลายสารพันธุกรรมของ         
จุลินทรียทดสอบอีกดวย และโดยท่ัวไปพบวาแบคเทอริโอซินที่มีมวลโมเลกุลนอยจะมี
ผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบไดดีโดยการทําใหเสียความสามารถในการผานเขาออกของ
เซลล (Bruno และ Montville, 1993; Klaenhammer, 1993) 

4. สําหรับแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมลบจะ
กับเซลลของจุลินทรียทดสอบในบริเวณจําเพาะท่ีเยื่อหุมช้ันนอกเปนข้ันแรกของการ
ปฏิสัมพันธของแบคเทอริโอซิน แตแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีสราง
โดยแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดจะแสดงความจําเพาะในการจับในลักษณะเชนนี้นอย
มาก (Yang และ คณะ, 1992) 

5. พันธุกรรมการสรางของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแกรมบวก มีรายงานวาแบคเทอริ
โอซินหลายชนิด สรางข้ึนจากรหัสพัธุกรรมท่ีอยูบนพลาสมิด เชน เดียวกับแบคทีเรีย    
แกรมลบ (Klaenhammer, 1993) 

6. ระยะเวลาในการสังเคราะหแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินในแบคทีเรีย
แกรมบวกสวนมากจะมีการสังเคราะหอยูในชวงระยะการเจริญเต็มท่ี (Klaenhammer, 
1993) 

ตัวอยางของแบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินท่ีผลิตไดเชน ซับทิลิน (subtilin) 
ซ่ึงมีการศึกษากันอยางกวางขวาง สารดังกลาวคือ lanthibiotic ท่ีผลิตโดย Bacillus subtiis ATCC 6633  
มีโครงสรางและกลไกการออกฤทธิ์เหมือนไนซิน (nisin) ซ่ึงเปนสารท่ีมีการอนุญาตใหใชไดใน
กระบวนการถนอมอาหาร สําหรับแบคทีเรียกลุม Bacillus สายพันธุอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานวาสามารถสราง
แบคเทอริโอซินและสารคลายแบคเทอริโอซินได คือ B.thuringiensis  B.subtilis  
B.sterarothermophilus  B.licheniformis  B.megaterium และ B.cereus (He และคณะ, 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

  

 

ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพ  
 สารตานจุลชีพจัดเปนสารเมทาบอไลตทุติยภูมิ  (secondary  metabolites) ท่ีจุลินทรียสรางข้ึน
ในชวงปลายของการเจริญ (last log phase) และเร่ิมเขาสูระยะพัก (staionary phase) ซ่ึงสารตานจุลชีพ
ท่ีสรางข้ึนมีความสัมพันธกับกลไกการทํางานบางอยางของจุลินทรีย ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับกระบวนการ
เปล่ียนแปลงภายในเซลล เชน การเปล่ียนแปลงจากเซลลปกติ (vegetative cell) ไปเปนเซลลสืบพันธุ 
(reproductive cell) หรือ สปอร โดยมีรายงานวามีสารตานจุลชีพหลายชนิดท่ีถูกสรางข้ึนไปพรอมๆ 
กับการสรางสปอร (Katz และ Demain,1977) หรือมักเกิดข้ึนในสภาวะท่ีมีการขาดแคลนอาหาร 
(Marahiel และคณะ, 1993) และมีกลไกการควบคุมกระบวนการสังเคราะหคอนขางซับซอนไมวาจะ
เปนการชักนํากระบวนการสราง (Induction) การควบคุมคาตาบอไลต (catabolite repression) และการ
ถูกควบคุมโดยผลิตภัณฑ (Feedback regulation) 

การคนพบสารตานจุลชีพมีรายงานต้ังแตในป ค.ศ. 1929 อเล็กซานเดอร เฟลมมิง ไดพบการ
ปนเปอนของรา Penicillium notatum ในจานอาหารเลี้ยงเช้ือซ่ึงยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus 
aureus และเม่ือนําไปศึกษาพบวาเกิดจากสารชนิดหนึ่งท่ีละลายนํ้าไดไมเปนพิษตอส่ิงมีชีวิต  สามารถ
สกัดออกมาทําใหเขมขนได  จึงเรียกสารนี้วา  เพนนิซิลิน (penicillin)  ตามช่ือของรา  และเม่ือนํามา
รักษาอาการติดเช้ือพบวาสามารถนํามาใชเปนยารักษาโรคได (Fleming, 1945)   ดังนั้นเพนนิซิลินจึง
เปนยาปฏิชีวนะชนิดแรกท่ีมีการคนพบ 

ตอมา Dubos (1939a) นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันแยกจุลินทรียในดิน พบวามีจุลินทรียท่ี
สามารถยอยแคปซูลของแบคทีเรีย Pneumococcus ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีทําใหเกิดโรคปอดบวมได และ
พบวา  Bacillus   brevis   สามารถสังเคราะหไทโรทริซิน (tyrothricin)   ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียหลาย
ชนิด (Dubos, 1939b) 

ในป 1939-1940 Chain และคณะ (1946) สกัดเพนนิซิลินจากอาหารเหลว โดยใชตัวทําละลาย
อินทรีย ทําใหสามารถเตรียมเกลือเพนนิซิลินในรูปผงแหงไดโดยท่ียังคงความสามารถในการยับยั้ง    
จุลินทรียไดสําเร็จเปนคร้ังแรก  

ในป 1944  Selman Wakmans (1952)   นักจุลชีววิทยาชาวอเมริกันสามารถแยกสเตรปโตไม
ซิน  (streptomycin)  และสารปฎิชีวนะอื่น ๆ  จาก   Streptomyces  griseus  

ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพชนิดอ่ืนๆ  แสดงในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 ประวัติการคนพบสารตานจุลชีพชนิดตาง ๆ (Mark S. Butter และคณะ, 2006 และ Rai 
University, 2006)  
 

ชนิดของสารปฏิชีวนะ จุลินทรียผูผลิต การยับย้ังจุลินทรีย ผูคนพบ 

เพนนิซิลิน  Penicillium  notatum ยับยั้งการสรางผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมบวก 

Flemming    
(1929) 

กริซีโอฟลูวิน 
(griseofulvin)  

Penicillium  griseofulvum ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ
และอารเอ็นเอของราเสนใย 

Roistric        
(1939) 

แกรมิซิดีน 
(gramicidin)  

Bacillus brevis ทําลายผนังเซลลและเย่ือหุมเซลลของ
แบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรม
บวก 

Ren Dubos   
(1939) 

ไทโรซิดีน    
(tyrocidin)  

Bacillus brevis ทําลายผนังเซลลและเย่ือหุมเซลลของ
แบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรม
บวก 

Ren Dubos   
(1939) 

สเตรปโตไมซิน  

 

Streptomyces  griseus  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมลบ  กลุมซัลโมเนลลา 
และ Mycobacterium tuberculosis 

Waksman       
(1944)             

แบคซิทราซิน 
(bacitracin)  

Bacillus  subtilis ยับยั้งการสรางผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 

Meleney      
(1945)                 

คลอแรมเฟนิคอล
(chloramphenicol)   

Streptomyces  venezue/ae ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ และ 
Rickettsia บางชนิด 

Burkholder  
(1947)  

โพลีไมซิน 
(polymyxin)  

Bacillus  polymyxa ทําลายเย่ือหุมเซลลของแบคทีเรีย    
แกรมลบ 

Brownและ 
Brownlee (1947) 

เซฟาโรสปอริน 
(cephalosporin)  

Cephalosporium  brotzu ยับยั้งการสรางผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ  

Florey          
(1948) 

คลอโรเตตราไซคลิน
(chlorotetracycline) 

Streptomyces  aureofaciells 

 

ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ 

Duggar 



 

 

  

 

ตารางท่ี 2 (ตอ) ประวัตกิารคนพบสารตานจุลชีพชนิดตาง ๆ (Mark S. Butter และคณะ, 2006 และ Rai 
University, 2006)  
 

ชนิดของสารปฏิชีวนะ จุลินทรียผูผลิต การยับย้ังจุลินทรีย ผูคนพบ 

นีโอไมซิน (neomycin)  Streptomyces  fradiae ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรีย 

Waksman    
(1949) 

ออกซีเตตราไซคลิน
(oxytetracycline)  

Streptomyces  rimoslls ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวกและริกเกตเซีย 

Findley        
(1950) 

ไนสแตติน (nystatin)  Streptomyces  noursei ทําลายเย่ือหุมเซลลของยีสตและราเสน
ใย 

Hazen และ Brown   
(1950) 

อีริโทรไมซิน
(erythromycin)  

Streptomyces  erythreus ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรียแกรมบวก    Rickettsia บาง
ชนิดและไวรัสบางชนิด  

Mcquire และ 
Tanner         
(1952) 

โนโวไบโอซิน 
(novobiocin)  

Streptomyces  spheroids 

Streptomyces  lliveus 

ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ
ของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย
แกรมลบบางชนิด 

Welch          
(1955) 

ไซโคลเซอรีน
(cycloserine)  

Streptomyces garyphatus ยับยั้งการสรางผนังเซลลของแบคทีเรีย Welch                     
(1955) 

แวนโคไมซิน 
(vancomycin)  

Streptomyces orientalis ยับยั้งการสรางผนังเซลลของแบคทีเรีย Mccomick                
(1956) 

แอมโฟเทอริซิน 
(amphotericin)  

Streptomyces  nodosus ทําลายเย่ือหุมเซลลของยีสต ราและ
เซลลสัตว 

Gold            
(1956) 

กานาไมซิน 
(kanamycin)  

Streptomyces  kanamyceticus ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของ
แบคทีเรีย 

Umezawa    
(1957) 

กรดฟูซิดิก         
(fusidic acid)  

Fusidium coccil1eum ยับยั้งแบคทีเรีย และ Staphylococcus  
spp. ที่ด้ือยาเพนนิซิลิน 

        -                
(1962) 

เจนตาไมซิน 
(gentamicin)  

Micromonospora  purpurea แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย     
แกรมลบบางชนิด 

Black           
(1963) 

 



 

 

  

 

จุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตานจุลชีพ 
มีรายงานการศึกษาสารตานจุลชีพจากจุลินทรียในกลุมตางๆ ท่ีสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมี

ฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆได โดยมีการรายงานมีท้ังในกลุมของแบคทีเรีย เชน Bacillus   
Actinomycetes   Streptomyces  และรา เชน ราในกลุม  Aspergillaceae และ Moniliales  เปนตน  
(Korzybski  และคณะ, 1996) ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 
ตารางท่ี  3   กลุมของจุลินทรียท่ีสังเคราะหสารตานจุลชีพและจํานวนสารปฏิชีวนะที่พบ 
(Berdy , 1985 อางถึงใน  George Wong,  2003) 
 

กลุมของจุลินทรีย จํานวนของสารปฏิชีวนะ 
แบคทีเรีย  และ Actinomycetes  บางชนิด 950 
Actinomycetes 4600 
ราเสนใย 1600 
 

Bacillus  เปนแบคทีเรียสกุลหนึ่งท่ีนาสนใจในการนํามาศึกษาเกี่ยวกับการสรางสารตาน     
จุลชีพเพราะสามารถสรางสารตานจุลชีพ   และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดหลายชนิด (Wu และคณะ, 
2005)    Bacillus  เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทรงกระบอก มีสปอรภายในเซลล เปนจุลชีพท่ีมี
ความสําคัญท้ังในดานท่ีมีประโยชนและดานท่ีเปนโทษ กลาวคือ Bacillus บางสายพันธุสามารถสราง
สารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ไดด ี   สรางสารท่ีชวยใหพืชเติบโตไดดี  และบางสาย
พันธุเปนจุลินทรียกอโรค  เปนตน   Bacillus  เปนแบคทีเรียท่ีพบไดท่ัวไปส่ิงแวดลอม  แตมักพบใน
ดิน (Claus and Berkeley, 1986) โดยพบประมาณ 6 x 108 เซลลตอดินหนึ่งกรัม หรือคิดเปน 5% ของ
น้ําหนกัแหง ซ่ึงจํานวนแบคทีเรียข้ึนอยูกบัฤดูกาล ชนดิของดิน ปริมาณความช้ืน ระดับความลึกของ
ดินและปริมาณออกซิเจน (Kilian และคณะ, 2006)   Bacillus หลายชนิดสามารถสังเคราะหสารท่ีมี
ประโยชนและนําไปใชมากมาย   ไดแก    เอนไซม   เชน  ซีรีนโปรตีเอส (serine protease) (Rao และ
คณะ1998)  อะไมเลส (amylase) (Pandey และคณะ, 2000)     สารตานจุลชีพ เชน บาซิทราซิน อิทูริน 
(Cho และคณะ, 2003) และสารตานจุลชีพอ่ืน ๆ เมทาบอไลตตาง ๆ ท่ีใชในการเกษตร เชน กาํจัด
แมลงโดยสารพิษบีที (BT toxin) จาก Bacillus thuringiensis (Schnepf และคณะ, 1998)  และสารท่ีใช
ในอุตสาหกรรม (Turnbull และคณะ,1990)  เชน  เพียวรีนนิวคลีโอไทด (purine nucleotide) เพื่อแตง
กล่ินรส (Saure และคณะ, 1998) ไรโบฟลาวิน (riboflavin)  หรือวิตามินบี2 เพื่อเพ่ิมวิตามินในอาหาร
บางประเภท (Stahlmaan และคณะ,  2000)  เปนตน  

 
 



 

 

  

 

 สารตานจุลชีพท่ีไดจาก Bacillus มักเปนสารประเภทเปปไทด ซ่ึงมีกระบวนการสังเคราะห2 
แบบ ไดแก Ribosomal synthesis และ Nonribosomal synthesis (Wu และคณะ, 2005)   
 1. Ribosomal synthesis ในป 1992 Kolter และ Morenoรายงานวาสารปฏิชีวนะกลุมเพปไทด
ท่ีมีกลไกการสังเคราะหแบบ Ribosomal synthesis กระบวนการสังเคราะหจะคลายคลึงกับการ
สังเคราะหสายเพปไทดท่ัวไป โดยเร่ิมจากกรดอะมิโนจะถูกกระตุนใหจับกับ tRNA โดย Aminoacyl-
tRNA synthetase จากนัน้ tRNA ท่ีจับอยูกับกรดอะมิโนจะเคล่ือนยายไปยัง Ribosome ตามลําดับท่ี
อานจาก mRNA กรดอะมิโนท่ีถูกนําพาไปจะเช่ือมตอกันเปน Prepeptide และจะมีการเปล่ียนแปลง 
(Modify) โครงสรางบนสายเพปไทดโดยกรดอะมิโนบางชนิด เชน Serine หรือ Threonine ซ่ึงจะเกดิ
การสูญเสียน้ําแลวไดเปน Dehydroalanine และ Dehydrobutyrine ตามลําดับ จากนัน้จะเกิดการสราง 
Thioester linkage ระหวางกรดอะมิโนท่ี Dehydrate กบั Cysteine residue ทําใหไดเปนกรดอะมโินท่ี
ไมปกติ (Unusual amino acid) คือ สารปฏิชีวนะท่ีมีกระบวนการสังเคราะหเชนนีส้ามารถแบงได 2 
กลุม ไดแก 

1. Linear shaped lantibiotic ไดแก Nisin และ Subtilin   
2. Globular shaped lantibiotic ไดแก Cinnamycin และ gallidermin  
 
2. Nonribosomal synthesis 

 การสังเคราะหแบบนี้ มีช่ือเรียกอีกอยางหนึ่งวา Thiotemplate Multienzyme Mechanism 
(Preechaborisutkul, 1994) เปนกลไกท่ีถูกเรงโดยระบบ Multienzyme complex โดยเร่ิมจากกรดอะมิ
โนถูกกระตุนโดย ATP ไดเปน Aminoacyl-adenylate และถูกเคล่ือนยายไปยัง Thio group ท่ีอยูบน 
Enzyme Domain หลังจากนัน้ Enzyme domain จะเกิดการเช่ือมตอกนักับกรดอะมิโนดวย Thioester 
linkages (S) จากน้ันจะเกิดกระบวนการ Transpeptidation โดยโคแฟกเตอรท่ีช่ือวา PAN ซ่ึงจับอยูบน 
Enzyme subunit ทําใหเกดิผลิตภัณฑเปนสายเพปไทด สายเพปไทดท่ีเกิดข้ึนนี ้ จะมีการเปล่ียนแปลง
โครงสรางแตกตางไปจากทีพ่บในการสังเคราะหแบบ Ribosomal synthesis กลาวคือ กระบวนการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางจะเกดิการ Methylation ของกรดอะมิโน เปนตน สารปฏิชีวนะท่ีมี
กระบวนการสรางเชนนี้แบงออกเปน 4 กลุมคือ 

1. Linear peptide ไดแก Evidine และ Linear Gramicidin 
2. Cyclopeptide หรือ Cyclic oligopeptide ไดแก Tyrothicin และ Gramicidin S 
3. Branched cyclopeptide ไดแก Bacitracin และ Polymyxin 
4. Cyclic lipopeptide ไดแก Surfactin 

 
 



 

 

  

 

ตารางท่ี 4   สารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุตาง ๆ (Katz และ Demain, 1977 ; Zuber, 
Nakano และ Marahiel, 1993; Mannanov และ Sattarova, 2001; Stein, 2005)  

 
จุลินทรียผูผลิต สารตานจุลชีพ โครงสราง การยับยั้งจุลินทรีย 

Bacillus brevis               
 
 
 
 
 
 

Gramicidin S   
Tyrocidine 
Linear gramicidin 
Brevin 
Edeine 
Eseine 
Bresseine 
Brevistin 

cyclic peptide 
cyclic peptide 
polypeptide 
peptide 
peptide 
peptide 
peptide 
acylcyclic 
peptidolactone 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
ราเสนใย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

Bacillus subtilis Mycobacillin  
Subtilin  
Bacilysin 
Bacillomycin 
Fungistatin 
Agrasstatine 
Bacillin 
Subsporin 
Bacillocin 
Mycosubtilin 
Fungycin 
Difficidin 
Iturin 
Bacitracin 
Alboleutin 
Botrycidine AJ 1361 
Chlorotetain 
Rhizocticins 
Serfactins 

peptide 
peptide 
dipeptide 
cyclic peptide 
cyclic peptide 
cyclic peptide 
peptide 
cyclic peptide 
polypeptide 
cyclic peptide 
acylpeptide 
polyene macrolide 
cyclic lipopeptide 
polypeptide 
peptide 
polypeptide 
dipeptide 
dipeptide , tripeptide 
peptide 

ราเสนใยและยสีต 
ราเสนใย 
แบคทีเรียและรา 
ราเสนใย 
ราเสนใยและยสีต 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
แบคทีเรียแกรมบวก 
ราเสนใย 
แบคทีเรีย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ราเสนใย 
ไมโครแบคทีเรียม 



 

 

  

 

ตารางท่ี 4  (ตอ)  สารตานจลุชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus  สายพันธุตางๆ (Katz และ Demain, 1977 ; 
Zuber, Nakano และ Marahiel, 1993; Mannanov และ Sattarova, 200; Stein, 2005) 
 

จุลินทรียผูผลิต สารตานจุลชีพ โครงสราง การยับยั้งจุลินทรีย 
Bacillus licheniformis 
 
 

Bacitracin 
Licheniformin 
Proticin 

cyclic peptide 
non-peptide 
phosphoruscontaining 

แบคทีเรีย 
ไมโครแบคทีเรียม 
ไมมีขอมูล 

Bacillus polymyxa 
 
 
 

Polymyxin 
Colistin 
Gatavalin 
 Jolipeptin 
Tridecaptins 

cyclic acylpeptide 
cyclic polypeptide 
peptide 
peptide 
acylated peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรียแกรมลบ 
ราเสนใย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

 Bacillus circulans 
 
 
 

Butirosin 
Circulin 
Polypeptin 
Xylostatin 
Octapeptins 

Aminoblycoside 
peptide 
Peptidolacton 
peptide 
cyclic acylpeptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย  ราเสนใย 
และโปรโตซัว 

Bacillus laterosporus 
 

Laterosporamine 
Laterosporin 

non-peptide 
non-peptide 

แบคทีเรีย 
ไมโครแบคทีเรียม 

Bacillus  cereus Biocerin 
Cerexin 
Thiocillin 

peptide 
Acylpeptide 
peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรียแกรมลบ 

Bacillus 
thiaminolyticus 

Octopytin(Thianosine) 
Baciphelacin 

peptide 
peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

Bacillus pumilis 
 
 

Micrococcin P  
Pumilin 
Tetain 

cyclic peptide 
peptide 
peptide 

แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 
แบคทีเรีย 

 
 
 



 

 

  

 

 Katz  และ  Demain  (1977)    พบวาสารตานจุลชีพท่ีไดจาก Bacillus มักเปนสารประเภท 
เปปไทด  ซ่ึงนํามาใชในการรักษาและปองกันโรคท้ังในพืชและสัตว (Pinchuk และคณะ, 2002)  เชน  
บาซิไลซิน (bacilysin) ซ่ึงเปนสารตานจลุชีพท่ีสรางโดย B. subtilis มีโครงสรางเปนไดเปบไทดท่ีมีอะ
ลานีนอยูท่ี N-terminal และ L-anticapsin ท่ี C-terminal  (Walker และ Abraham, 1970a)  มีฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรียหลายชนิดและยีสต Candida  albican  (Tuzun และคณะ, 2003)   บาซิลโลซิน (bacillocin) 
เปนสารตานจลุชีพท่ีสรางโดย Bacillus  licheniformis  นิยมใชในอุตสาหกรรมนมเพราะทนความรอน
ไดด ี (Martirani และคณะ, 2002)  Bacillus   amyloliquefaciens   ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวทิยา
ใกลเคียงกับ  B. subtilis   สรางสารท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมรากอโรคในพืชตระกูลแตงได 
(Asaka และ   Shoda, 1996; Yoshida  และคณะ, 2001)  ซับทิลิน (subtilin)  (Chung  และคณะ, 1992)  
และไมโครซับทิลิน (microsubtilin) (Duitman และคณะ, 1999)   เปนสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย  
B. subtilis  ATCC6633   ซ่ึงเปนสารตานราในกลุมอิทูริน   บาซิโลไมซิน L (bacillomycin L)   เปน
สารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย B. subtilis  เปนสารตานจุลชีพชนิดหนึง่ในกลุมอิทูริน (Volpon และ
คณะ, 1999)          เซอคูโลซิน (circulocin) เปนสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus  circulans 
J2154  มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก Streptococcus  และ  Enterobacter  ไดดี   แตยับยั้งแบคทีเรีย
แกรมลบไดเล็กนอย (He และคณะ, 2001) 
 Cook และ Baker (1983) พบวา Bacillus หลายสายพันธุสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิ
ยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ไดดี กลาวคือ B.cereus  B.subtilis และ B.mycoides สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือรากอโรคพืชไดหลายชนิด ไดแก เช้ือราในสกุล Rizoctonia  Sclerotinia  Fusarium 
Gaeummanomyces   Nectria    Pythuim  และ Phytophthora (Mckinight, 1993; Fiddman และ  
Rossall, 1994) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา Bacillus สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรากอโรคพืชท่ี
เกิดข้ึนภายหลังจากการเก็บเกี่ยว (post harvest control) ไดดีอีกเชนกนั โดยเม่ือนําสารยับยั้งการเจริญ
ของราท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุดังกลาวมาศึกษาลักษณะสมบัติของสารพบวา   สารตานจุลชีพท่ี
ผลิตไดเปนสารประเภทเปปไทด (Katz และ Domain, 1977)  ตวัอยางสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก 
Bacillus และมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของรา ไดแก  ไมโครบาซิลลิน (Mycobacillin)  ไมโครซับทิลิน 
(Mycosubtilin)  ฟงจิสแตติน(fungistatins) ซับสปอริน (subsporins) และ อินทูริน(Iturins) ซ่ึง
สังเคราะหโดย  Bacillus subtilis  (Besson และ Michel, 1990)  โดยสารตานจุลชีพดังกลาวมี
องคประกอบหลักเปน cyclic peptides และอาจมีองคประกอบยอยเปนสารประเภทอ่ืนๆ เชน cyclic 
acylpeptide และ lipopeptide เปนตน นอกจากสารตานจุลชีพประเภทนี้จะมีลักษณะเปน cyclic 
peptides แลวยังมีสารท่ีมีลักษณะท่ีเปนโซตรง เชน Rhizocticins โดยมีโครงสรางเปน dipeptide และ 
tripeptide (Kluger และคณะ, 1990) 
 



 

 

  

 

 จากรายงานการศึกษาสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุตางๆ พบวา    สารตานจุล
ชีพท่ีผลิตไดมักเปนสารประเภทเปปไทด (Katz และ Domain, 1977) โดยความสามารถในการยับยั้ง   
จุลินทรียชนิดตางๆ ข้ึนอยูกบัลักษณะโครงสรางของสารที่เปนองคประกอบ นอกจากนี้ยังพบวา มีสาร
บางชนิดท่ีผลิตจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของ  Bacillus บางสายพันธุท่ีมีลักษณะโครงสรางทาง
เคมีเปนสารชนิดอ่ืนนอกเหนือจากสารประเภทเปปไทดและมีความสามารถในการยบัยั้งจุลินทรียชนิด
ตางๆ ไดเชนเดียวกัน เชน เอนไซมไคติเนส (chitinase)และเอนไซมชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถยอยหรือ
ทําลายผนังเซลลของสารตานจุลชีพได (Pelletier และSygusch,1990) สารประกอบประเภทสารระเหย 
(Sadfi และคณะ, 2001) สารประกอบท่ีแยกไดจากกลไกการตานทานตอยาหรือสารปฏิชีวนะ 
(Kehlenbeckและคณะ, 1994) สารกลุมโพลีคีไทด (polyketide)   สารกลุมอะมิโนซูการ (amiosugar)  
และ ฟอสโฟลิปด (Phospholipid) เปนตน (Stein, 2005) 

 
 
 
 
  

รูปท่ี 1 โครงสรางสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus spp. 
 



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1 (ตอ) โครงสรางสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus spp. 

ไมโครซับทิลิน (Duitman และคณะ, 1999) 

 

เซอคูโลซิน (He และคณะ, 2001) 

ไซโครเซอริน (Cycloserine) 

Gramidin s       

บาซิทราซิน (Bacitracin) 

โคริสติน (Colistin) 

บูริสติน (buristin) 



 

 

  

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1 (ตอ) โครงสรางสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหโดย Bacillus spp. 



 

 

  

 

การจําแนกชนิดของสารปฏชิีวนะ  
สามารถแบงสารปฏิชีวนะไดเปนหลายประเภท ดังนี ้
1. แบงตามการออกฤทธ์ิตอเซลล (Fix, 1997) จําแนกไดเปน 2 ชนิด  

1.1 ยาท่ีใชทําลายแบคทีเรีย (bactericidal  drugs) มีฤทธ์ิทําลายเซลลแบคเรียท่ียังมีชีวติ
เทานั้น  เชน   สเตรปโตไมซิน  อะมิโนไกลโคไซด  (aminoglycosides)  และเพนนิซิลิน  เปนตน 

1.2 ยาท่ีใชยับยั้งแบคทีเรีย (bacteriostatic drug)  ยับยั้งการเพิม่จํานวนเซลล  เชน  ซัลโฟ
นาไมด (sulfonamides) เตตราไซคลิน  คลอแรมเฟนิคอล เปนตน 

 
2. แบงตามโครงสรางทางเคมี (Brock และ Medigan, 1991) ซ่ึงการจัดจําแนกดวยวธีินี้จัดวา

เปนวิธีดีท่ีสุดเนื่องจากสามารถบงช้ีลักษณะความแตกตางขององคประกอบของสารไดอยางชัดเจน 
2.1 สารปฏิชีวนะประกอบดวยคารโบไฮเดรต (carbohydrate containing antibiotics) 

ไดแก 
2.1.1 สารปฏิชีวนะที่เปนพวกน้ําตาล เชน  โนจริิไมซิน  (nojirimycin)  

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2  โครงสรางของโนจิริไมซิน    (Dhavale และคณะ, 2002) 
 
 

2.1.2 อะมิโนไกลโคไซด (aminoglycocide) เชน สเตรปโตไมซิน กานาไมซิน 
(kanamycin) และเจนตาไมซิน (gentamycin) เปนตน 

2.1.3 n-ไกลโคไซด  (n-glycoside) เชน สเตรปโตทริซิน  (streptothricin) 
2.1.4 c-ไกลโคไซด (c-glycoside) เชน แวนโคไมซิน (vancomycin)  
2.1.5 ไกลโคลิปด (glycolipid) เชน โมอีโนไมซิน เอ (moenomycin A)  
 

 
 

 
 

http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www_bget?cpd:C01737�


 

 

  

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 3 โครงสรางของโมอีโนไมซิน เอ (Kurz และคณะ, 1998) 
 

2.2 แมกโครไซคลิก  แลกโตน (macrocylic lactones) ไดแก  สารในกลุมแมกโครไลด  
เชน  อีริโทรซิน โพลีอีนหรือแคนดิซิดีน (candicidin),   แอซาไมซิน (ansamycin) และ ไรฟาไมซิน 
(rifamycin)  เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  4   โครงสรางของไรฟาไมซิน  (Jacob และ Rose,  1974) 
 

2.3 ควินิน และสารปฏิชีวนะท่ีเกีย่วของ (quinines and related antibiotics) ไดแก   เตตรา
ไซคลิน   และแอนทราไซคลิน (anthracyclin)  เปนตน 

2.4 สารปฏิชีวนะพวกกรดอะมิโนและเปบไทด (amino acid and peptides antibiotics)  
ไดแก   อนุพันธของกรดอะมิโน เชน  ไซโคลซีรีน (cycloserine) พวกเปบไทด  เชน บาซิทราซิน  
ซับทิลิน (subtilin)  พวกโครโมเปบไทด  เชน  แอกทิโนไมซิน(actinomycins) เปนตน  และยังรวมไป
ถึงพวกไซคลิกไดเปบไทด (cyclic dipeptide)  ซ่ึงเปนเปบไทดท่ีพบในสัตวและพืชรวมท้ังใน
กระบวนการหมัก (Prasad, 1995) เชน  ไซคลิกไดเปบไทดของ-ลิวซีน-ไกลซีน (cyclo(Leu-Gly))  ลิว
ซีน-โพรลีน (cyclo(L-Leu-L-Pro)) และ  อารจินีน-โพรลีน (cyclo(L-Arg-D-Pro)) เปนตน   



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5 โครงสรางของ cyclo(Leu-Gly)  (Prasad, 1995) 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 6 โครงสรางของ cyclo (L-Leu-L-Pro) (Yan  และคณะ, 2004) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7   โครงสรางของ cyclo(L-Arg-D-Pro) (Houston  และคณะ, 2002) 
 

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



 

 

  

 

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

2.7 อนุพันธของอะลิไซคลิก  (alicyclic derivatives)  ไดแก  อนุพันธของไซโคลอัลเคน  
(cycloalkane derivatives)  เชน  ไซโคลเฮกซาไมด (cyclohexamide)  สารปฏิชีวนะพวกสเตียรอยด 
(steroid antibiotics)  เชน  กรดฟูซิดิก (fusidic acid) 

2.8 สารปฏิชีวนะพวกอะโรมาติก (aromatic antibiotics)  ไดแก  อะโรมาติก อีเทอร 
(aromatic ether) เชน โนโวไบโอซิน อนุพันธของเบนซีน (benzene derivative)  เชน คลอแรมฟนิคอล  
เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี  8 โครงสรางของคลอแรมฟนิคอล  (Hansen  และคณะ,  2003) 
 
 

2.9 สารปฏิชีวนะพวกอลิฟาตกิ (aliphatics  antibiotics) เชน  ฟอสโฟไมซิน  
(fosfomycin)  
 
 
 
 
 

รูปท่ี 9 โครงสรางของฟอสโฟไมซิน 
 
 
 
 

 
 



 

 

  

 

3.  แบงตามความสามารถในการยับยัง้จุลินทรีย (activity spectrum)  (Fix, 1997) 
3.1 สารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด (broad   spectrum 

antibiotic)   เชน เซฟาโลสปอริน ยับยั้งไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
3.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียไดเพียงบางชนิด (narrow spectrum 

antibiotic)  เชน เพนนิซิลิน ยับยั้งไดเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 
 

4.  แบงตามกระบวนการสังเคราะห (Foroumadi และคณะ, 2005; Greenwood และ Ogilvie, 
2002) 

4.1 สารปฏิชีวนะที่ไดจากการกระบวนการชีวภาพ  ไดแก  สารปฏิชีวนะท่ีไดจาก
กระบวนการหมัก โดยเฉพาะถาเติม precursor ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ สามารถเพ่ิมและเรงปริมาณการ
ผลิตสารปฏิชีวนะได  เชน เพนนิซิลิน G 

4.2 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการกึ่งสังเคราะห  ไดแก สารปฏิชีวนะท่ีไดจาก
กระบวนการหมัก แลวนํามาดัดแปลงโครงสรางโดยวิธีการทางเคมี เชน แอมพิซิลิน 

4.3 สารปฏิชีวนะที่ไดจากกระบวนการทางเคมี  ซ่ึงมีตนทุนการผลิตตํ่ากวาการหมัก  เชน  
คลอแรมฟนิคอล 
 

5. พิจารณาจากกลไกการทํางาน หรือตาํแหนงท่ียับยัง้การเจริญของจุลินทรียชนดิอ่ืน (Todar, 
2002 ;  Neu และ Gootz, 2005)  ดังนี ้

5.1 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางผนังเซลล เชน เพนนิซิลิน เซฟาโรสปอริน 
5.2 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเยื่อหุมเซลล เชน  โพลีไมซิน  โพลีอีน 
5.3 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางโปรตีน เชน คลอแรมเฟนิคอลยบัยั้งการทํางานของ 50 

S ของไรโบโซม  สเตปโตไมซินยับยั้งการทํางานของ 30 S ของไรโบโซม   
5.4 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางสารพันธุกรรม เชน ไรแฟมพิน ควินโนโลน 
5.5 สารปฏิชีวนะที่ยับยั้งการสรางเมทาบอไลทท่ีสําคัญ เชน  ซัลโฟนิลาไมดยับยั้ง

กระบวนการเมทาบอลิซึมของโฟเลต 
 

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



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

2) ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหผนังเซลล 
 

3) ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโปรตีน 
 

1) สารตานจุลชีพท่ีมีผลตอยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
 

รูปท่ี 10  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีมีกลไกการทํางานในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 



 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 11  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีมีกลไกการทํางานยับยั้งการเจริญของรา 

รูปท่ี 12  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีมีกลไกการทํางานยับยั้งการเจริญไวรัส 



 

 

  

 

 

 
 
 

รูปท่ี 13  ตัวอยางสารตานจลุชีพท่ีไดจากกระบวนการกึง่สังเคราะห   



 

 

  

 

การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิ 
กระบวนการทําใหบริสุทธ์ิของสารตานจุลชีพสามารถทําไดหลายวิธี โดยการเลือกวธีิการทํา

ใหท่ีทําใหไดสารบริสุทธ์ิตองมีความเหมาะสมกับลักษณะทางเคมีของสารตานจุลชีพนั้นๆ ใน
การศึกษาเบ้ืองตนสารตานจลุชีพท่ีไดจากจุลินทรียมักอยูในรูปของผสมและมีส่ิงเจอืปนอ่ืน ๆ ท่ีอาจจะ
ยับยั้งหรือลดการออกฤทธ์ิของสารตานจุลชีพได  จึงจําเปนท่ีจะตองสกัดแยกสารตานจุลชีพนั้นๆ ให
บริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึนเพื่อนําไปศึกษาลักษณะสมบัติของสาร เชน โครงสรางและน้ําหนักโมเลกุล   เพื่อ
สามารถนําไปจําแนกประเภทของสารตานจุลชีพได   การทําใหสารตานจุลชีพทําไดหลายวิธี ดังนี ้
 
1. การสกัดดวยตวัทําละลาย 

การสกัดแยกโดยใชตวัทําละลายอินทรียเปนวิธีท่ีเหมาะสําหรับสารปฏิชีวนะท่ีมีข้ัวซ่ึงเปนวิธี
ท่ีคอนขางจะมีความจําเพาะสูง ตัวทําละลายอินทรียท่ีนิยมใชไดแก เอทิลอะซีเตท คลอโรฟรม           
ไดเอทิลอีเธอร บิวทานอล  บิวทิลอะซิเตท เฮกเซน เปนตน   
2. การตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต  

การตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต จัดเปนหนึ่งในนวธีิการตกตะกอนโปรตีนท่ีอาศัยหลัก
ของการเพ่ิมความแรงไอออน (ion strength) หรือเรียกวา “salting-out” การตกตะกอนเชนนี้เปนวิธี
เบ้ืองตนที่แพรหลายอยางหน่ึงในการคัดแยกโปรตีน โปรตีนท่ีถูกตกตะกอนลงมามักจะไมเสียสภาพ
และความาสามารถในการทํางานยังคงมีอยูไดหลังจากนาํตะกอนไปละลายกลับ นอกจากน้ีเกลือท่ี
นํามาใชยังสามารถรักษาโปรตีนไวไมใหถูกทําลายไปดวยการทํางานของเอนไซมท่ีสลายโปรตีนหรือ
การปนเปอนของแบคทีเรีย วิธีการตกตะกอนโปรตีนนี้จงึเหมาะแกการทํางานท่ีตองเก็บโปรตีนไวใน
ระยะเวลาหนึง่ การตกตะกอนโปรตีนตามหลักการ salting-out นี้จะข้ึนกบัลักษณะไมชอบนํ้า 
(hydrophobic nature) ท่ีพื้นผิวของโปรตีน โดยท่ัวไปแลวจะพบสวนท่ีไมชอบน้ําไดมากบริเวณภายใน
โมเลกุลโปรตีนแตก็มีบางสวนอยูท่ีพื้นผิวได กอนมีการเติมเกลือโมเลกุลน้ําจะถูกบังคับใหสัมผัสอยูท่ี
บริเวณไมชอบน้ํา (hydrophobic patches) ตอมาเม่ือเติมเกลือลงไป โมเลกุลน้ําจะมาอยูกับไอออนของ
เกลือทําใหบริเวณท่ีไมชอบน้าํถูกเผยออก ทําใหโมเลกุลของโปรตีนแตละโมเลกุลเกดิปฏิสัมพันธกัน
ไดดวยบริเวณดังเกลาวแลวเกิดการรวมกลุมเปนตะกอนโปรตีน ตะกอนน้ีจะถูกแยกออกไปจาก
สารละลายไดดวยการเซนตริฟวจ (centrifuge) ดังนั้นโมเลกุลโปรตีนท่ีมีบริเวณไมชอบน้ําขนาดใหญ
หรือมีหลายบริเวณจะเกิดการรวมกลุมไดกอนโมเลกุลโปรตีนท่ีมีบริเวณดังกลาวมีขนาดเล็กหรือมี
บริเวณไมชอบน้ํานอยกวา สวนท่ีตกตะกอนไดกอนหรือหลังนี้นําไปใชแยกสวน (fractionation) ของ
โปรตีนได แตตะกอนโปรตีนท่ีไดจะไมบริสุทธ์ิอาจมีโปรตีนอ่ืนปนออกมาบาง (Wu และคณะ, 2005; 
Harris,1989 อางถึงในนิโลบล พรหมประสิทธ์ิ, 2542 )  เกลือท่ีใชตกตะกอนโปรตีนมีหลายชนิด 
ประสิทธิภาพของเกลือในการตกตะกอนโปรตีนสวนใหญข้ึนกับลักษณะของแอนไอออน (anions) 
แอนไอออนทีมี่หลายประจ ุ (multi-charged) จะมีประสิทธิภาพสูงสุด ประสิทธิภาพของเกลือ



 

 

  

 

เรียงลําดับจากมากไปนอยไดดังนี้ ฟอสเฟต ซัลเฟต อะซีเตต และคลอไรด ถึงแมวาฟอสเฟสจะมีประ
สิทธิภาพมากกวาซัลเฟต แตในทางปฏิบัติฟอสเฟตท่ีนาํมาใชมักจะอยูในรูป HPO4 

2- และ H2PO4 ท่ีมีพี
เอชท่ีเปนกลางมากกวาจะเปนรูป PO4 

3-  ซ่ึงเปนรูปไอออนท่ีมีประสิทธิภาพสูงกวา ดังนัน้ซัลเฟตจึง
เปนท่ีนิยมใชงานมากกวา เม่ือพิจารณาถึงแคทไอออน (cations) แคทไอออนท่ีเปนโมโนวาเลนต 
(monovalent) จะมีประสิทธิภาพสูงจากมากไปนอยดังนี้ แอมโมเนียม โปแตสเซียม และโซเดียม 
นอกจากประสิทธิภาพแลวการพิจารณาเลือกเกลือท่ีจะใชตกตะกอนตองคํานึงถึงราคา ความบริสุทธ์ิ
ของเกลือ และความสามารถในการละลายเพราะการละลายท่ีทําการตกตะกอนตองใหมีความเขมขน
ของเกลือสูงเพียงพอแกการเกิดตะกอนของโปรตีนท่ีตองการ นอกจากน้ีเม่ือเกลือเกิดการละลายไม
ควรเกิดความรอนสูงเพราะอาจสงผลกระทบตอการเสียสภาพของโปรตีนได 

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนเกลือท่ีถูกนํามาใชอยางแพรหลายในการตกตะกอนโปรตีนตาม 
หลักการขางตน เนื่องดวยแอมโมเนียมซัลเฟตมีความสามารถในการตกตะกอนไดดี ราคาถูก 
ความสามารถในการละลายดี (สามารถละลายในนํ้าบริสุทธ์ิไดถึงความเขมขน 4 โมลาร) ในทาง
ปฏิบัติจะกลาวถึงความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน% saturation (%sat) การคํานวณจํานวน
กรัม (g) ของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีเติมลงในสารละลาย 1 ลิตรท่ี 20 องศาเซลเซียส เปนไปดังสมการ 

 
                                       g = 533 (S2 – S1) 
                                           100  - 0.3 S2 
 
เม่ือ  S1 เปนความเขมขน (%sat.) ของแอมโมเนียมซัลเฟต 
  S2 เปนความเขมขน (%sat.) สุดทายท่ีตองการ 
 
 เพื่อความสะดวกในการใชงานจึงนยิมอานคาจํานวนกรัมของแอมโมเนยีมซัลเฟต ดัง
แสดงในตารางท่ี 5 

 



 

 

  

 

ตารางที่ 5 จํานวนกรัม (g) ของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการตกตะกอนโปรตีน (Harris, 1989 อางถึงใน นิโลบล พรหมประสิทธิ์, /2542) 
 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 
ความเขมขนเริ่มตนของแอมโมเนียมซัลเฟต 
                             จํานวนกรัมในรูปของแข็งของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมลงในสารละลาย 100 มิลลิลิตร 
0 10.7 13.6 16.6 19.7 22.9 26.2 29.5 33.1 36.6 40.4 44.2 28.3 52.3 56.7 61.1 65.9 70.7 
5 8.0 10.9 13.9 16.8 20.0 23.2 26.6 30.0 33.6 37.3 41.1 45.0 49.1 53.3 57.8 62.4 67.1 
10 5.4 8.2 11.1 14.1 17.1 20.3 23.6 27.0 30.5 34.2 37.9 41.8 45.8 50.0 54.5 58.9 63.6 
15 2.6 5.5 8.3 11.3 14.3 17.4 20.7 24.0 27.5 31.0 34.8 38.6 42.6 46.6 51.0 55.5 60.0 
20 0 2.7 5.6 8.4 11.5 14.5 17.7 21.0 24.4 28.0 31.6 35.4 39.2 43.3 47.6 51.9 56.5 
25  0 2.7 5.7 8.5 11.7 14.8 18.2 21.4 24.8 28.4 32.1 36.0 40.1 44.2 48.5 52.9 
30   0 2.8 5.7 8.7 11.9 15.0 18.4 21.7 25.3 28.9 32.8 36.7 40.8 45.1 49.5 
35    0 2.8 5.8 8.8 12.0 15.3 18.7 22.1 25.8 29.5 33.4 37.4 41.6 45.9 
40     0 2.9 5.9 9.0 12.2 15.5 19.0 22.5 26.2 30.0 34.0 38.1 42.4 
45      0 2.9 6.0 9.1 12.5 15.8 19.3 22.9 26.7 30.6 34.7 38.8 
50       0 3.0 6.1 9.3 12.7 16.1 19.7 23.3 27.2 31.2 35.3 
55        0 3.0 6.2 9.4 12.9 16.3 20.0 23.8 27.7 31.7 
60         0 3.1 6.3 9.6 13.1 16.6 20.4 24.2 28.3 
65          0 3.1 6.4 9.8 13.4 17.0 20.8 24.7 
70           0 3.2 6.6 10.0 13.6 17.3 21.2 
75            0 3.2 6.7 10.2 13.9 17.6 
80             0 3.3 6.8 10.4 14.1 
85              0 3.4 6.9 10.6 
90               0 3.4 7.1 
95                0 3.5 
100                 0 
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3) วิธีโครมาโทกราฟ  
เปนการแยกความแตกตางดานสมบัติของสารท่ีตองการจะแยก เชน สมบัติการละลาย

ขนาดโมเลกุล ประจุบนโมเลกุล เทคนิคดงักลาวเปนการแยกสารผสม แบงออกเปน 2 สวน  คือ     
1)  ตัวพาหรือตัวทําละลายท่ีทําหนาท่ีพาของผสมใหแยกออกจากกัน  และ 2) ตัวดดูซับเปนสวนท่ี
ดูดซับของผสม (The American Heritage® Dictionary of the English Language, Fourth Edition, 
2004) เชน  กระดาษ เจลาติน ซิลิกา  และถาน เปนตน   แตตัวดูดซับท่ีเลือกใชตองไมทําปฏิกิริยากบั
สาร และตองแยกสารออกมาจากตัวดูดซับได การแยกสารดวยวิธีโครมาโทกราฟมีไดหลายแบบ 
เชน โครมาโทกราฟแบบกระดาษ โครมาโทกราฟแบบผิวบาง โครมาโทกราฟแบบคอลัมน        
โครมาโทกราฟแบบสมรรถนะสูง เปนตน ซ่ึงสามารถเลือกใชไดตามความเหมาะสม และอาจใชได
หลายวิธีรวมกนัเพื่อใหสารปฏิชีวนะมีความบริสุทธ์ิมากข้ึน    
 3.1 เปเปอรโครมาโทกราฟ (paper chromatography) คือ การแยกสารโดยใชกระดาษ
เปนตัวดูดซับ หยดสารลงบนกระดาษแลวนําไปจุมในตัวทําละลาย เชน เอทานอล น้ํา เปนตน       
ตัวทําละลายพาสารเคล่ือนท่ีจากลางข้ึนบน สารใดท่ีดูดซับไดดีเคล่ือนท่ีชา     Two-way paper 
chromatography  คือ การนําแผนกระดาษที่แยกสารแลวไปแยกซํ้าอีกคร้ัง  โดยหมุนแผนกระดาษ 
90 องศา เปล่ียนตัวพาเพื่อแยกสารผสมท่ีเคล่ือนท่ีไดเทากนัในคร้ังแรกออกจากกนั 

3.2 โครมาโทกราฟแบบผิวบาง (Thin Layer Chromatogrphy : TLC)  เปนการแยกสาร 
บนแผน TLC ซ่ึงมีตัวดูดซับเปนซิลิกา ท่ีเคลือบบนแผนอะลูมิเนยีม หรือแผนแกว เม่ือหยดสารบน
แผน TLC แลวนําไปวางจุมในสารละลายเม่ือสารถูกพาใหเคล่ือนท่ีถึงบริเวณท่ีตองการนําออกจาก
สารละลาย ท้ิงไวใหแหงและสองดูดวยแสงยูวหีรือวิธีอ่ืนๆ ท่ีสามารถตรวจสอบตําแหนงของสาร
ได (visualization) 

     3.3 คอลัมนโครมาโทกราฟ เปนเทคนิคท่ีใชแยกสารอินทรียท้ังของแข็งและของเหลว 
ตัวดูดซับท่ีใช  เชน ซิลิกาเจล   อะลูมินา เปนตน สารตัวพาหรือตัวชะ คือ ตัวทําละลายอินทรีย ชนดิ
เดียว หรือผสมกันหลายชนดิ  เชน เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate)  ผสมกับ เมทานอล (methanol) ใน
อัตราสวนตาง ๆ   เปนตน เรียกสารท่ีชะออกมาวา  สวน (fraction)  จากนั้นวิเคราะหสารแตละสวน  
(fraction) ดวย TLC  

     3.4 โครมาโตกราฟแบบเจลคัดแยกขนาด (Gel Permeation Chromatography) เปน    
โครมาโทกราฟท่ีแยกสารออกไดดวยความแตกตางของขนาด โครมาโทกราฟนี้มีชื่อเรียกไดหลาย
ช่ือไดแก gel filtration, gel exclusion chromatography, molecular sieve chromatography หรือ gel 
chromatography หลักการเบ้ืองตนของโครมาโทกราฟนี้คือ โมเลกุลของสารจะถูกแบงเขาไป 
(partition) ในระหวางสวนของตัวทําละลายและสวนไมเคล่ือนท่ี (stationary phase) ซ่ึงมีรูพรุน
ขนาดแนนอน (uniform pore size) กระบวนการแยกทําไดโดยใชสารตัวกลางซ่ึงเปนเจล (gel 
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maxtrix) ท่ีมีรูพรุนมักมีรูปรางเปนเม็ดกลมเล็ก ๆ (bead) บรรจุลงในคอลัมนท่ีมีตัวทาํละลายอยูดวย 
สารผสมตัวอยางท่ีตองการแยกจะประกอบดวยโมเลกุลขนาดตาง ๆ กันท้ังท่ีเล็กกวา ใหญกวา และ
ขนาดเทากับขนาดของรูสารตัวกลางโดยปกติสารท่ีโมเลกุลเล็กกวารูพรุนของสารตัวกลางจะเขาไป
ภายในสารตัวกลางไดจึงเคล่ือนท่ีไดชาในคอลัมนแลวออกจากคอลัมนเปนลําดับทายๆ โมเลกุล
ขนาดกลางท่ีพอดีกับรูพรุนสามารถเขาไปในรูของสารตัวกลางไดเชนกันแตใชเวลานอยกวาในการ
เคล่ือนท่ีจึงออกจากคอลัมนในลําดับตอมา ในขณะท่ีสารท่ีมีขนาดใหญไมสามารถเขาไปอยูในสาร
ตัวกลาง จะอยูในสวนของตัวทําละลายรอบ ๆ สารตัวกลาง เคล่ือนท่ีไดเร็วกวาจึงออกจากคอลัมน
ในลําดับแรก ๆ ดังนั้นโมเลกุลตาง ๆ จะถูกชะออกจากคอลัมนตามลําดับกอนหลังจากขนาด
โมเลกุลใหญไปหาเล็ก สําหรับรูปรางของโมเลกุลมีผลตอการแยกเชนเดียวกับขนาดของโมเลกุล 
โดยโมเลกุลท่ีมีรูปรางยาวเปนเสนจะถูกชะออกมาไดกอนโมเลกุลรูปรางเปนกอนกลม (globular) 
โครมาโทกราฟชนิดนีจ้ึงใชศึกษาขนาดโมเลกุลหรือมวลโมเลกุล และรูปรางโมเลกุลรวมไปถึงใช
ติดตามการเสียสภาพของโมเลกุลโปรตีนท่ีทําใหรูปรางโมเลกุลเปล่ียนแปลงไป นอกจากนี้ยัง
สามารถใชในการกําจัดเกลือออกจากโปรตนีท่ีผานการตกตะกอนดวยเกลือไดดวยการศึกษาขนาด
โมเลกุลดวยโครมาโทกราฟแบบคัดแยกขนาด ทําไดโดยการสรางกราฟระหวางมวลโมเลกุลของ
สารมาตรฐาน (สเกล log) กับคา Kav ของสารนั้น (สเกลปกติ) คา Kav ของแตละโมเลกุลหาไดจาก
สมการดังนี ้

 
                       Kav = ( Ve - Vo) 

       ( Vt - Vo) 
 

เม่ือ     Ve   คือ  ปริมาตรตัวทําละลายที่ชะสารที่มีมวลโมเลกุลนั้นออกมาจากคอลัมน(elution 
volume)                  
          Vo   คือ  ปริมาตรตัวทําละลายท่ีชะสารที่มีมวลโมเลกุลขนาดใหญกวารูพรุนของสารตัวกลาง 
                ออกมา (exclusion volume) 
           Vt   คือ  ปริมาตรตัวทําละลายท้ังท่ีอยูภายในและภายนอกสารตัวกลาง (Total bed volume) 

 
ในการศึกษาเม่ือสรางกราฟมาตรฐานขางตนไดแลว ทําการผานสารที่ตองการทราบขนาด

โมเลกุลลงในคอลัมนเดิม บันทึกคา Ve ของสารนั้น คํานวณหาคา Kav จากสมการขางบน แลว
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ทําใหทราบมวลโมเลกุลของสารนั้นไดสารตัวกลางที่นํามาใชใน     
โครมาโทกราฟแบบคัดแยกมีหลายประเภท การจะเลือกใชสารตัวกลางชนิดใด ควรพิจารณา
เบ้ืองตนดังนี้ 
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1.ชวงพิสัยของการแยกลําดับสวน (fractional range) เลือกใชสารตัวกลางที่ใหชวงพสัิยของ
การแยกท่ีเหมาะสมกับขนาดของสารที่ตองการแยกโดยสารท่ีตองการแยกตองไมถูกชะออกมาใน 
exclusion volume และ total bed volume 

2. ความสามารถในการแยก (resolution) เม็ดเจลเล็กท่ีมีขนาดเล็กกวา  เชน fine และ  
superfine grades มักจะใหความสามารถในการแยกท่ีดีกวา แตมักจะใหอัตราการไหลไมดีนัก 

3. ความเสถียร (stability) สารตัวกลางตางๆ มีความเสถียรตางกันตอ พีเอช อุณหภูมิและตัว
ทําละลายอินทรีย เชน สารตัวกลางท่ีเปนอะกาโรส (agarose) จะไมทนตอยูเรียและตัวทําละลาย
อินทรียเปนตน ดังนั้นสารตัวกลางที่นํามาใชตองมีความเสถียรไดในสภาวะท่ีใชในการแยกจึงจะให
ความสามารถในการแยกสารไดเต็มท่ี 

3.5 โครมาโตกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน (Ion Exchange Chromatography) โครมาโท 
กราฟแบบแลกเปล่ียนประจุถูกใชอยางแพรหลายในการทําใหบริสุทธ์ิของโปรตีนเนื่องดวย
คุณสมบัติเหมาะสมหลายประการ เชน ความงายตอการขยายขนาด (scale-up) และคาใชจายไมสูง
นักเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืนๆโปรตีนสามารถมีไดท้ังประจุบวกและประจุลบบนพื้นผิวของโมเลกุลเพราะ
โมเลกุลมี side chains ท่ีกรดอะมิโนอาจอยูในรูปกรดและรูปเบส ประจุบวกมักเกิดจาก histidine 
lysine    arginine และสวนท่ีเปน N-terminal amines ประจุลบเกิดจาก asparatic และ glutamic acids 
C-terminal carboxyl groups และบริเวณ cysteine residues ประจุสุทธิของโมเลกุลโปรตีนข้ึนกับ
จํานวนประจุบวกและประจุลบเหลานั้น ประจุสุทธิเปล่ียนแปลงไดดวยพีเอช พีเอแชท่ีทําใหประจุ
สุทธิของโปรตีนเปนศูนย จะเรียกวา “isoelectric point” (pI) เม่ือโปรตีนอยูใน pH ท่ีสูงกวา pI 
โปรตีนจะมีประจุสุทธิเปนลบ แตถาอยูในพีเอชที่ต่ํากวา pI ประจุสุทธิของโปรตีนจะเปนบวกโคร
มาโทกราฟแบบแลกเปล่ียนประจุจําแนกโปรตีนดวยความแตกตางของประจุสุทธิของโปรตีน  
โมเลกุลโปรตีนจะถูกดูดซับไวบนผิวของสารตัวกลางที่มีประจุตรงขามกัน แตโปรตีนท่ีมีประจุสุทธิ
เดียวกับสารตัวกลางหรือประจุสุทธิเปนศูนยจะถูกปลอยออกมาจากคอลัมนหลังจากลางดวย
บัฟเฟอรท่ีมีคาท่ีพีเอชเหมาะสม เม่ือจะนําโปรตีนท่ีถูกดูดซับไวออกจากคอลัมนจะทําโดยการ
แทนท่ีโมเลกุลโปรตีนดวยไอออนที่มีความแข็งแรงในการจับกับสารตัวกลางมากกวาโปรตีนนั้น 
โปรตีนท่ีจับกับสารตัวกลางไดไมแข็งแรงมากนักจะหลุดออกมาจากคอลัมนเม่ือชะดวยความ
เขมขนของไอออนต่ํา และโปรตีนท่ีจับกับสารตัวกลางไดแข็งแรงจะชะออกจากคอลัมนไดเม่ือเพิ่ม
ความเขมขนของไอออนใหสูงข้ึน 
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ส่ิงท่ีควรพิจารณาในการทําใหบริสุทธ์ิดวยการเปล่ียนประจ ุ
1. การเลือกสารตัวกลาง (matrix) เลือกตามความเหมาะสมของชนิดตัวกลางขนาดของ 

สารตัวกลาง ชวงพีเอชในการทํางานอัตราการไหล 
2. การเลือกหมูฟงกช่ัน (functional groups) หมูฟงกท่ีอยูบนผิวของสารตัวกลาง ทําให 

เกิดความแรงในการจับและแลกเปล่ียนประจุมากนอยตางกันตามชนดิหมูฟงกช่ัน      เชน    
Diethylaminoethyl (DEAE) ใชในการแลกเปล่ียนประจุลบ (anion exchange) อยางออน หมูฟงกช่ัน
เลือกใชตองสอดคลองตามประจุสุทธิของโปรตีนท่ีตองการแยก 

3. บัฟเฟอร ประจุสุทธิของโปรตีนเกิดข้ึนไดเพราะพีเอชของสารละลายบัฟเฟอร ถา 
โปรตีนอยูในสารละลายท่ีมีคาพีเอชสูงกวาคา pI ประจุสุทธิจะเปนลบ แตถาคาพีเอชต่ํากวา pI ประจุ
สุทธิของโปรตีนจะเปนบวก บัฟเฟอรตองใหคาพีเอชท่ีทําใหโปรตีนท่ีตองการแยกเสถียร และไม
เกิดการรบกวนการแลกเปล่ียนประจุ    

 
ตัวอยางการศึกษาสารตานจุลชีพท่ีผลิตจาก  Bacillus  spp. 

Pinchuk และคณะ (2002)  จําแนก Bacillus จากแหลงตาง ๆ เชน ดิน  คน สัตว เปนตน รวม
ท้ังหมด  51  สายพันธุ  จากนั้นศึกษาเอกลักษณและความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยการ
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดของ 16S rDNA พบวา 47 สายพันธุเปน B. subtilis  3 สายพันธุเปน 
Bacillus  licheniformis และอีกหนึ่งสายพนัธุ คือ Bacillus  pumilus  จากนั้นศึกษาการสรางอะมิคูมา
ซิน (amicoumacin) จาก Bacillus ท้ังหมด โดยเล้ียงในอาหารท่ีมีแปงเปนสวนประกอบเพื่อชวยให
สรางสารตานจุลชีพ (Saito และคณะ, 1992) โดยมีสูตรอาหารดังนี ้น้ําแปง10  กรัมตอลิตร เปปโทน  
5  กรัมตอลิตร และโซเดียมคลอไรด  0.5 กรัมตอลิตร ท่ีอุณหหภูมิ  30 องศาเซลเซียส บนเคร่ือง
เขยา 175 รอบตอนาที  แยกเซลลและกรองผานแผนกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.45 ไมครอน แลว
นําสวนใสท่ีไดมาทดสอบกบั Staphylococcus  aureus โดยวิธีแพรผาน (agar well diffusion) พบวา
มีเพียง 37 สายพันธุท่ีสรางสารยับยั้ง S. aureus ได  ซ่ึง B. subtilis 34  สายพันธุยับยั้งไดดีท่ีสุด 
รองลงมาคือ B. licheniformis  2  สายพันธุ และ B.  pumilus ตามลําดับ จึงเลือกสวนใสท่ีไดท้ังหมด
มาทําใหบริสุทธ์ิ  โดยผาน TLC ท่ีใช  CH3Cl : MeOH : H2O  (65 : 25 : 4)  เปนระบบตัวพา และ
แบงสวนหนึ่งท่ีไดจาก TLC ไปวิเคราะหโครงสรางดวย MS  และสวนท่ีเหลือนําไปทําใหบริสุทธ์ิ
โดยสกัดดวย SepPak C18 cartridge (solid phase extraction)นําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC และหา
โครงสรางสารดวย MS  ซ่ึงผลจากการทํา MS ซ่ึงสวนท่ีไดจาก TLC พบวามีอะมิคูมาริน A และ  B 
แตสวนท่ีไดจาก HPLC พบวามีอะมิคูมาริน C   
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รูปท่ี 14 โครงสรางของอะมิคูมาซิน  (Pinchuk และคณะ, 2002) 
 
Kim (2004) ศึกษาสารตานจลุชีพท่ีผลิตโดย Bacillus thuringeinsis CMB 26 ซ่ึงแยกไดจาก

ดิน โดยเม่ือเล้ียง B.thuringeinsis CMB 26 ในอาหารเหลว LB ท่ีอุณหภมิู37 องศาเซลเชียส เปนเวลา 
92 ช่ัวโมง จะสามารถผลิตสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเช้ือราท่ีกอโรคพืชไดดี ไดแก 
Collectrotrichum gleosporioides เม่ือเปรียบเทียบกับการยับยั้งการเจริญดวยสารบริสุทธ์ิท่ีผลิตเปน
การคา ไดแก เซอแฟคติน (surfactin) และอินทูริน (Intuirn) ในข้ันตอนการทําสารบริสุทธ์ิจะใช
สวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือโดยการนําสวนใสมาตกตะกอนดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความ
เขมขน 3 นอรมอล (N) โดยสวนใสจะเกดิการตกตะกอนเม่ือปรับคา pH เทากับ 2  หลังจากนั้นนาํ
ตะกอนท่ีไดมาสกัดดวยตัวทําละลาย คือ คลอโรฟอรมและเมธานอลในอัตราสวน 2 ตอ 1 โดย
ปริมาตร และทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิข้ึนโดยใช revers-phase High Performance Liquid 
Chromatography (revers-phase HPLC) เปนข้ันตอนตอไป เม่ือทําการแยกจนไดสารท่ีบริสุทธ์ิและ
ทําการศึกษาลักษณะสมบัติแลว พบสารตานจุลชีพดังกลาวมีองคประกอบเปน lipopeptide ท่ีมี
ลักษณะเปนวง (cyclic structure) โดยมีกรดอะมิโนท่ีเปนองคประกอบของโมเลกุลไดแก L-Glu  D-
Orn  L-Tyr  D-allo-Thr  D-Ala  D-Val  L-Pro  L-Ile ในอัตราสวน 3:1:2:1:1:2:1:1 ซ่ึงกรดอะมิโนท่ี
เปนองคประกอบของโมเลกุลของสารตานจุลชีพดังกลาวมีความเหมือนกับกรดอะมิโนท่ีเปน
องคประกอบของโมเลกุลของสารฟงจิซิน (fengycin) แตมีองคประกอบของกรดไขมันในโมเลกุลท่ี
แตกตางและเม่ือนําสารบริสุทธ์ิไปทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้ พบวาสารบริสุทธ์ิดังกลาวสามารถยับยั้ง
การเจริญรา แบคทีเรีย และแมลงท่ีสามารถกอโรคพืชไดดี จึงมีความเปนไปไดท่ีจะพัฒนาเพือ่
ประยุกตใชในโอกาสตอไป                       
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         รูปท่ี 15 โครงสรางของสารตานจุลชีพ lipopeptide ท่ีแยกไดจาก Bacillus thuringeinsis  
                       CMB 26 (Kim, 2004)   
 

ในป 2005   Wu  และคณะ   ศึกษาการสรางสารตานจุลชีพของ B. subtilis   สายพันธุ  JM4 
ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีแยกไดจากตัวอยางดินในปกกิ่ง  โดยเล้ียง B. subtilis  สายพันธุ JM4 ในอาหาร 
LB ท่ี 37 องศาเซลเซียส   นําสวนใสมาทําใหบริสุทธ์ิโดยตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 
80%   แยกเกลือออกโดยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) ในโซเดียมซิเตรท  บัฟเฟอร (pH 4.0)  แลวนํามา
ทําใหบริสุทธุข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ   พบวาสามารถแยกไดสาร 2 ชนดิ  คือ ซับเปปติน 
(subpeptin) JM4-A และ JM4-B   จากนั้นศึกษา spectrum of activity กับจุลินทรียทดสอบท้ัง
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดเกือบทุกชนดิ
ดังแสดงในตารางท่ี 6   
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ตารางท่ี 6  spectrum of activity ของซับเปบติน JM4-A และ JM4-B  (Wu  และคณะ, 2005) 

 
เม่ือวิเคราะหน้าํหนักโมเลกุลดวยวิธี Sodium dodesyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis พบวาซับเปปติน JM4-A และ JM4-B มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 2512  ดาลตัล  
เม่ือวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนโดยวิธีการสลายแบบเอ็ดมาน   พบวาซับเปปติน JM4-A  และ JM4-
B  ประกอบดวยกรดกรดอะมิโน 12  ชนิด   คือ   x (ไมสามารถจําแนกชนิดของกรดอะมิโน)   x   
ไลซีน กรดกลูตามิก  ไอโซลิวซีน  x  ฮีสทิดีน(ทริปโตเฟน)  ไอโซลิวซีน  ฟนิลอะลานีน   ฮีสทิดีน   
กรดแอสปาติก  โดยท่ีกรดอะมิโนตัวท่ี 7   ของซับเปปติน JM4-A  คือฮีสทิดีน  แตกรดอะมิโนตัวท่ี 
7   ของซับเปป ติน JM4-B คือทริปโตเฟน เม่ือศึกษาปจจัยที่มีผลตอการออกฤทธ์ิของซับเปปติน 
JM4-A และ JM4-B   ไดแก  การยอยดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A 
และ JM4-B   ไมถูกทําลายดวยเอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส 
K (protenase K)  และทริปซิน (trypsin) มีผลตอการออกฤทธ์ิของสารท้ังสองชนิด เม่ือศึกษาผลของ
ความรอนตอการทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง 100 องศาเซลเซียส เม่ือบมนาน 
30 นาที  แตการยับยั้งจุลินทรียลดลงคร่ึงหนึ่งเม่ือบมท่ี 120  องศาเซลเซียส เม่ือบมนาน 30 นาที  
และเม่ือศึกษาผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน  
พบวาท่ี pH 2  4   6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยั้งจุลินทรีย  แตท่ี  pH  8  พบวาประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลงคร่ึงหนึ่ง     เม่ือศึกษาปจจยัท่ีมีผลตอการออกฤทธ์ิของซับเปปติน JM4-
A และ JM4-B   ไดแก  การยอยดวยโปรตีโอไลติกเอนไซมตาง ๆ    พบวาซับเปปติน JM4-A และ 
JM4-B   ไมถูกทําลายดวยเอนไซมโปรเนส  E (pronase E)  และเปบซิน (pepsin) แตโปรตีเนส K 
(protenase K)  และทริปซิน (trypsin) มีผลตอการออกฤทธ์ิของสารท้ังสองชนิด เม่ือศึกษาผลของ
ความรอนตอการทํางานของซับเปบตินพบวาทนความรอนไดสูงถึง  100 องศาเซลเซียส เม่ือบม
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นาน 30 นาที  แตการยับยัง้จุลินทรียลดลงคร่ึงหนึ่งเม่ือบมท่ี 120  องศาเซลเซียส เม่ือบมนาน 30 
นาที  และเม่ือศึกษาผลของ pH  โดยการปรับ pH  ของซับเปบตินแลวบมท่ี 37 องศาเซลเซียส 
ขามคืน  พบวาท่ี pH 2  4   6  และ 8  ไมมีผลตอการยับยั้งจุลินทรีย  แตท่ี  pH  8  พบวา   
ประสิทธิภาพในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบลดลงคร่ึงหนึ่ง 

ในป 2007 Liu และคณะ ศึกษาสารตานจลุชีพท่ีมีผลตอการยับยั้งการเจริญของราคือ บาซิซู
บิน (bacisbin) ท่ีผลิตจาก B.subtilis B-916 เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว YPG ท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง การทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิทําโดยการตกตะกอนโปรตีนดวย
เกลือและทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟแบบตางๆ โดยมีข้ันตอน
ดังนี้คือ นําสวนท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือมาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมนียมซัลเฟสอ่ิมตัว 95% จากนัน้
นําตะกอนท่ีไดมาละลายในทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอร (Tris-HCl buffer) pH เทากับ 8.01 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และเม่ือนําสวนของโปรตีนท่ีตกตะกอนไปทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอรา
ทดสอบ คือ Rhizoctonia solani พบวาสารทดสอบใหผลยับยั้งท่ีดี จงึนําสารสวนนี้มาทําใหมีความ
บริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟแบบตางๆ ไดแก คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบ
แลกเปล่ียนไอออน (Ion exchange chromatography) โดยใชคอลัมน DEAE Sepharose Fast Flow  
และ คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบ Hydrophobic interaction (Hydrophobic interaction 
chromatography) โดยใชคอลัมน Phenyl Sepharose 6 Fast Flow และ คอลัมน Hydroypatite  โดย
หลังจากท่ีทําสารใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีดังกลาว จะไดสารบริสุทธ์ิคือ บาซิซูบิน ซ่ึงจะมี
ฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเสนใยของราทดสอบหลายชนิด ไดแก R..solani Alternaria oleracae   
A.brassicae  และ Botrytis cinerea และเม่ือนํามาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเปรียบเทียบกับโปรตีน
มาตรฐาน (protein marker) โดย SDS-page พบวามวลโมเลกุลเทากับ 41.9 กิโลดาลตัล (KDa)  

Sutyak และ คณะ (2007) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens ซ่ึงแยกไดจาก
กระบวนการผลิตโยเกิรตและเม่ือวิเคราะหความสัมพันธกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆดวยการทํา 
phylogenic tree พบวาแบคทีเรียดังกลาวมีลักษณะทางพนัธุกรรมใกลเคียงกับ B.subtilis เม่ือเล้ียง B. 
amyloliquefaciens ในอาหารเหลว MRS ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง โดยให
คารบอนไดออกไซด 5% พบวา สวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือสามารถแสดงฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียกอ
โรคไดหลายชนิด ไดแก Listeria monocytogenes  Gardnerella vaginalis และ Streptococcus 
agalactiae ในระดับท่ีดเีม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวก คือ ไนซิน (nisin) ซ่ึงเปนแบคเทอริ
โอซินท่ีผลิตโดย Bacillus subtiis และเปนสารท่ีมีการอนุญาตใหใชไดในกระบวนการถนอมอาหาร  
การทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิทําไดโดยการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟส
อ่ิมตัว 30% จากนั้นนําสวนของโปรตีนท่ีไดจากการตกตะกอนมาวิเคราะหโดย SDS-page 
เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน (protein marker) คือ ซับทิโรซิน (subtilosin) โดยพบวาตําแหนง
บนแผนเจลจากสวนของโปรตีนท่ีไดจากการตกตะกอนมีองคประกอบท่ีแยกไดตรงกับโปรตีน
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มาตรฐาน จากน้ันนําสารในสวนนี้มาทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึนโดยคอลัมนโครมาโทรกราฟ
โดยใชคอลัมน Sep-Pak C18 เพื่อแยกโปรตีนท่ีสนใจ การชะคอลัมนจะใชสารตัวพาคือ เมทานอล
50% จนถึง เมทานอล 100% โดยพบวา สารท่ีแยกไดจากการใชเมทานอล 90% เปนสารตัวพาใน
การชะคอลัมนแสดงฤทธ์ิยบัยั้งตอแบคทีเรียทดสอบไดดีท่ีสุดโดยสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดหลาย
ชนิด นอกจากนี้ยังพบวาสารดังกลาวสามารถทนตอการถูกทําลายฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียไดดเีม่ืออยู
ในสภาวะตางๆ คือ สามารถทนตอเอนไซมหลายชนิดยกเวน ทริปซิน (trypsin) และโปรติเนส เค 
(protinase k)  สามารถทนตอคาความเปนกรดดางในชวง pH กวาง โดยยังคงแสดงฤทธ์ิยับยั้งตอ
แบคทีเรียทดสอบไดในชวง pH เทากับ 2-10 และแสดงฤทธ์ิยบัยั้งไดในระดบัท่ีดีท่ีชวง pH 
ประมาณ 6.5  การทนตอความรอนพบวาเม่ือใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
60 นาที สารตานจุลชีพยังคงแสดงผลการยับยั้งท่ีดีเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไมไดรับความ
รอน 

 
ตารางท่ี  7 ผลของเอนไซมตอการยับยัง้จุลินทรียของสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens   
(Sutyak และ คณะ 2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี  8   ผลของอุณหภูมิตอการยับยัง้จุลินทรียของสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens   
(Sutyak และ คณะ 2007) 
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Zhang และ คณะ (2008) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus sp. B-TL2 ซ่ึงแยกไดจากลําตน
ของยาสูบ โดย Bacillus sp. B-TL2 สามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีผลยับยั้งเช้ือรากอโรคพืชไดดี
เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีอุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ข้ันตอน
สําหรับการทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิประกอบดวย 3 ข้ันตอนตามลําดับ คือ การตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟส คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน (cation 
exchange chromatography) และ revers-phase High Performance Liquid Chromatography (revers-
phase HPLC) เปนข้ันตอนสุดทาย การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือทําไดโดยนําสวนท่ีไดจากการ
เล้ียงเช้ือมาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟสอ่ิมตัว 85% จากนัน้นําตะกอนท่ีไดมาละลายใน
ฟอสเฟสบัฟเฟอร (phosphate buffer) pH เทากับ 6 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรและแยกส่ิงเจือปนออก 
หลังจากนัน้นาํสารนี้ไปทําใหทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟแบบ
แลกเปล่ียนไอออน (Ion exchange chromatography) โดยใชคอลัมน CM Sepharose Fast Flow  
จากนั้นนําแตละสวนท่ีแยกไดในข้ันตอนนี้มาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอเช้ือราทดสอบ คือ A.niger 
และนําสวนท่ีแสดงฤทธ์ิยับยั้งตอราทดสอบมาทําใหบริสุทธ์ิมากข้ึนดวย revers-phase High 
Performance Liquid Chromatographyโดยใชคอลัมน Source 5RPC ซ่ึงข้ันตอนนี้จะปรากฏพคีท่ี
แยกได 4 ตําแหนง โดยพบวาพีคของสารตําแหนงท่ี 3 แสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอเช้ือราทดสอบและ
เม่ือนํามาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดย SDS-page และ mass spectrometry พบวามวลโมเลกุล
เทากับ 2500 ดาลตัล (Da) และมีลําดับกรดอะมิโนท่ี N-terminal คือ NH2-K-Q-Q-L-A-T-E-A-E-S-
A-G-P-I-L ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนดังกลาวมีความแตกตางจากลําดับกรดอะมิโนท่ีปรากฏในสารตาน
จุลชีพชนิดอ่ืนๆ ท่ีผลิตไดจากจุลินทรียท่ีเคยมีการรายงาน สารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจาก Bacillus sp. B-
TL2 แสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอเช้ือราทดสอบซ่ึงเปนราท่ีกอโรคพืช ไดแก Bipolaris maydis  A. 
brassicae  A.niger และ Cercospora personata นอกจากน้ียังพบวาสารดงักลาวสามารถทนตอความ
รอนไดดีกลาวคือ เม่ือใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที พบวาสารตาน
จุลชีพมีผลการยับยั้งท่ีไมลดลงโดยสามารถแสดงฤทธ์ิการยับยั้งไดดีเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ี
ไมไดรับความรอน 
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ตารางท่ี 9 ข้ันตอนการทําใหสารตานจุลชีพจาก B. amyloliquefaciens ใหบริสุทธ์ิ (Zhang และ  
                 คณะ,2008) 

 

 

 

 

 

 

ความจําเปนในการศึกษาวิจัยเพื่อหาสารตานจุลชีพชนิดใหม 

 1. ผลขางเคยีงของสารปฏชิีวนะ สารปฏิชีวนะบางชนิดมีผลขางเคียงท่ีไมตองการ   
เชน การใชอะมิโนไกลโคไซดในความเขมขนสูงมีผลทําลายไต ทําใหระบบรับรูผิดปกติและหู
หนวกได   หรือสารปฏิชีวนะบางชนดิมีขางเคียงในระยะยาว  เชน  คลอแรมฟนิคอลทําใหเกิดโรค 
aplastic anemia  (Nester และคณะ, 2004) หรือทําใหแพยา (antibiotic allergy) เชน ผูท่ีแพยาแอมพิ
ซิลินจะเปนผ่ืนคันและลมพษิ (Gruchalla และคณะ, 2006)  เปนตน  

              2. การดื้อสารปฏิชีวนะ การดื้อสารปฏิชีวนะเปนกระบวนการท่ีจุลินทรียสามารถ
ทนทานตอสภาพแวดลอมซ่ึงอาจเกิดจากปจจัยบางประการในตัวจุลินทรียเองหรืออาจเกิดภายหลัง
จากการที่จุลินทรียไดรับปจจัยท่ีมีผลตอการดื้อสารปฏิชีวนะ สาเหตุท่ีสําคัญสาเหตุหนึ่งเนื่องมาจาก
การใชสารปฏิชีวนะผิดวิธี  เชน  ใชในปริมาณท่ีมากจนเกินไปทําใหจุลินทรียกอโรคมีการพัฒนา
เพื่อตอตานกลไกการทํางานของสารปฏิชีวนะ (Oscariz  และคณะ, 1999)  เชน Streptococcus  
pneuminiae    เปนแบคทีเรียท่ีทําใหเกิดโรคปอดบวมในผูใหญสามารถทําลายไดดวยยาเพนนิซิลิน  
แตในปจจุบัน     S. pneuminiae  บางสายพันธุดื้อตอยาเพนนิซิลินเพราะตัวมันมีการเปล่ียนแปลงยีน
บางสวนเพื่อลดตําแหนงท่ีจับของเพนนิซิลินกับตัวเซลล  (penicillin binding protein)  (Nester และ
คณะ,  2004)   นอกจากนี้การดื้อสารปฏิชีวนะอาจเกิดจาก 

1. การยับยั้งแบบมีตัวแกงแยงระหวางสารเมแทบอไลดท่ีจําเปน และสารปฏิชีวนะท่ี
มีโครงสรางคลายสารเมแทบอไลด (metabolic analog) 

2. การเปลี่ยนแปลงทางวิถีเมแทบอลิซึม (metabolic pathway) ท่ีหลีกเล่ียงข้ันตอนท่ี        
จุลินทรียถูกยับยั้งดวยสารปฏิชีวนะ 
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3. การสังเคราะหเอนไซมของจุลินทรียอยูในระดับท่ีสูงเกินกวาท่ีสารปฏิชีวนะจะ 
ยับยั้งหรือทําลายจุลินทรียได 

4. เกิดการเปล่ียนแปลงบริเวณเยื่อหุมเซลลเปนผลใหสารปฏิชีวนะไมสามารถแทรก 
ซึมเขาไปในเซลลได 
 
       3. มีโรคเกิดขึ้นใหม จากการท่ีจุลินทรียดื้อตอสารปฏิชีวนะทําใหเกดิโรคข้ึนใหม เชน   
Necrotizing otitis externa   เปนโรคติดเชื้อท่ีมีสาเหตุมาจากแบคทีเรีย   Pseudomonas   aeruginosa   
เปนโรคติดเชือ้ท่ีหูช้ันนอกแลวลามไปถึงฐานกระโหลก (skull base) ทําใหการควบคุมกระบวนเม
ทาบอลิซึมผิดปกติเปนอันตรายถึงตายได    (Peltier J., 2004) 
 
 
การนําสารตานจุลชีพไปใชประโยชน   

1. รักษาโรค เชน  รักษาโรคติดเช้ือตาง ๆ   โรคมะเร็ง  
2. ควบคุมโรคพืช  การใชสารปฏิชีวนะเพื่อควบคุมโรคพืชมีขอดีกวาการใชสารเคมีหลาย 

ประการ คือ ท่ีความเขมขนต่ํามีความเปนพิษเล็กนอยตอสัตวเลือดอุนและแมลงท่ีมีประโยชน และ
สลายตัวไดเร็ว 

3. การถนอมอาหาร เชน ไพมาริซิน (pyrimacin)  เปนสารท่ีใชฆาเช้ือราท่ีผิวหนาอาหาร 
ไทโลซิดิน (tyrocidin)  สามารถทําลาย Bacillus ไดดี และไนซินสามารถทําลาย Clostridium ไดดีจึง
นิยมใชคูกันในโรงงานอาหารกระปอง 

4. การใชเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตและใชเปนยารักษาโรคสัตว  การเติมสาร 
ปฏิชีวนะลงใน อาหารสัตวปริมาณเล็กนอย (1-10 มิลลิกรัม / กิโลกรัม อาหารสัตว) ในระดับท่ีต่ํา
กวาท่ีใชในการรักษาโรค จะชวยเรงการเจริญเติบโตของสัตวได เพราะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง
ของ    ไมโครฟลอรา ( microflora) ในทางเดินอาหารของสัตว 

5. การวิจยัทางดานชีวเคมแีละชีววิทยาระดับโมเลกุล ในปจจุบันมีการใชสารปฏิชีวนะ 
ชวยในการคัดเลือกเซลลตางๆ ในงานวิจัยทางดานชีวเคมีและชีววิทยาระดับโมเลกุลอยางกวางขวาง 
ทําใหสามารถศึกษาหนาท่ีตาง ๆ ของเซลล  เชน กระบวนการสรางดีเอ็นเอ เปนตน สารท่ีนยิมใชคือ 
คลอแรมฟนิคอล  แอมพิซิลลิน 
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งานวิจยันี้มุงท่ีจะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ี 
มีรายงานวาสามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือจุลินทรียไดหลายชนิด โดยพบวาสามารถ
ยับยั้งจุลินทียทดสอบไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต และ ราเสนใย จาก
การศึกษาเบ้ืองตนดวยวิธี cross streak   เม่ือทําใหสารบริสุทธ์ิดวยวธีิคอลัมนโครมาโทรกราฟและ
ศึกษาลักษณะสมบัตสิารพบวา สารดังกลาวคือ โพรลีนและลิวซีน (cyclo(Pro-Leu)) และโพรลีน
และวาลีน   (cyclo(Pro-Val)) โดยสารท้ัง  2 ชนิด มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได (สุดารัตน บุญ
ยง, 2548) นอกจากนี้ยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิและศึกษาลักษณะสมบัติ
สาร ดังนั้นในงานวิจยันีจ้ึงมุงท่ีจะศึกษาสารตานจุลชีพท่ีสรางจาก Bacillus subtilis K-05 ในสวน  
อ่ืน ๆ  ท่ียงัไมไดทําใหบริสุทธ์ิ   ศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยการวิเคราะหทางเคมีและศึกษาฤทธ์ิ
การยับยั้งจุลินทรียของสารตานจุลชีพซ่ึงอาจมีความเปนไปไดท่ีจะไดสารตานจุลชีพชนิดใหมเพื่อ
นําไปประยุกตใชในการรักษาโรคตอไป 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 

 
3.1   วัสดุอุปกรณ 

3.1.1 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)  
3.1.2 ตูถายเช้ือแบบ lamina flow  
3.1.3 ตูอบฆาเช้ือ   ตูอบแหง    และหมออบฆาเช้ือ 
3.1.4 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) ของบริษัท Beckman  
3.1.5 ตูบมเชื้อ (incubator)    
3.1.6 ไมโครปเปตและทิปขนาด 20   200  1,000 และ 5,000 มล. 
3.1.7 อุปกรณสกัดสาร (separatory funnel) ขนาด 1000 มล. 
3.1.8 ชุดอุปกรณระเหยแหง  ไดแก เคร่ืองระเหยแหงสุญญากาศ (rotary vacuum 

evaporator)  เคร่ืองควบคุมสุญญากาศ   อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ    อุปกรณหลอเยน็   
และคอลัมนควบแนน (condenser) 

3.1.9 แผนโครมาโทกราฟแบบผิวบาง (TLC) สําเร็จรูปชนิด Art. 5554  TLC Aluminum     
              sheet silicagel 60 F254 (1.05554.0001)  ของบริษัท Merck   
3.1.10 หลอดแคปปลารี  และถังใสตัวทําละลาย 
3.1.11 หัวกรองและกระดาษกรอง (nylon membrane) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
3.1.12 ตัวดูดซับ silica gel 60  No. 1.09385.9025 (0.04-0.063 มม.)  ของบริษัท Merck 
3.1.13 เคร่ือง Mass spectrometer รุน VQ-TOF2 ของบริษัท Perkin Elmer เพื่อวิเคราะห 
              น้ําหนักโมเลกุลของสาร  
3.1.14 เคร่ือง Oxford Model YH400 spectrometer รุน Varian Mercury 400 NMR เพื่อ

ศึกษา Nuclear Magnetic  Resonance Spectroscopy  (1H-NMR) และ 13C-NMR) 
3.1.15 เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) รุน Perkin Elmer  

683 ของบริษัท Perkin Elmer เพื่อวิเคราะหกลุมฟงกชันของสาร 
3.1.16 ชุดอุปกรณทําคอลัมนโครมาโทกราฟ  ไดแก คอลัมนแกว  จุกแกว  ขาต้ังและท่ีจับ 
3.1.17 เคร่ือง High performance liquid chromatography (HPLC)   ELSD detector   
             (Evaporative Light Scattering Detector) รุน 2000ES ของบริษัท Alltech ประเทศ 
             สหรัฐอเมริกา 
3.1.18 คอลัมน Analytical  High Performance Liquid Chromatography ชนิด C18  
             (packing material : Altima C18, 5u, 250x4.6 mm., serial number N507745)ของ 
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             บริษัท Alltech ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.19 คอลัมน semi-preparative High Performance Liquid Chromatography ชนิด C18  
             (packing material : Altima C18, 10u, 250x10 mm., serial number 605090702.1) 
             ของบริษัท Alltech ประเทศสหรัฐอเมริกา 

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 แอซิดเคซีนไฮโดรไลเซท 
3.2.7 แปง 
3.2.8 ผงวุน 
3.2.9 น้ําตาลกลูโคส 
3.2.10 โซเดียมคลอไรด  
3.2.11 เอทิลอะซิเตท  
3.2.12 เมทานอล 
3.2.13 เฮกเซน  
3.2.14 อะซิโตไนไตรล 
3.2.15 ไดคลอโรมีเธน 
3.2.16 โซเดียมไฮดรอกไซด  
3.2.17 ไดเมธิลซัลฟอกไซด (DMSO) 
3.2.18 วานิลลีน (vanillin) 
3.2.19 เกร็ดไอโอดีน 
3.2.20 กลีเซอรอล 
3.2.21 กรดไตรฟูออโรอะซิติก (TFA) 
3.2.22 สารยับยั้งการเจริญของรา ไดแก  ไนทสแตติน (Nystatin) 
3.2.23 แผน disc มาตรฐาน คลอแรมฟนิคอล (chloramphenicol) 30 ไมโครกรัม 
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3.3 วิธีการดําเนินการวิจัย 
        3.3.1 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 
   งานวิจัยนี้ใช Bacillus subtilis K-05  ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมีรายงานวาสามารถสรางสารตาน
จุลชีพท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียไดหลายชนิด  โดยพบวาสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดท้ัง
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต และราเสนใย (สุดารัตน บุญยง, 2548) โดยมุงท่ีจะ
ศึกษาฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย (antimicrobial activity)   การผลิตสารตานจุลชีพจาก   Bacillus subtilis 
K-05   ทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิ แลวศึกษาลักษณะสมบัติของสารดวยการวิเคราะหทางเคมี 

ในการผลิตสารตานจุลชีพและทําใหสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิในแตละข้ันตอนจะนํามา
ทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียโดยใชจุลินทรียทดสอบ  (test organism)  ดังตอไปน้ี 

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

• แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Escherichia  coli  ATCC 25922  และPseudomonas  
aeruginosa ATCC 27853  

• ยีสต ไดแก   Candida  albicans  ATCC 70014   

• ราเสนใย  ไดแก   Aspergillus  oryzae    Fusarium  sp. และ Alternaria  sp.  
  3.3.1.1 อาหารเล้ียงเชื้อ 

อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ Bacillus subtilis K-05 ไดแก อาหารเหลวลูเรีย (Luria 
Bertani broth : LB)  อาหารแข็งลูเรีย (Luria Bertani agar : LA) (ภาคผนวก ก)   

อาหารเล้ียงเช้ือสําหรับแบคทีเรียทดสอบ  ไดแก อาหารเหลวนิวเตรียนต (Nutrient  
broth : NB)  อาหารแข็งนิวเตรียนต (Nutrient agar  :  NA) (ภาคผนวก ก)   

อาหารเล้ียงเชื้อสําหรับยีสต และราทดสอบ ไดแก   อาหารเหลวยีสตมอลต  
(Yeast-Malt  broth : YM)     อาหารแข็งยีสตมอลต (Yeast-Malt agar : YMA)  และ  อาหารแข็ง
ซับบรอทเด็กโตรส  (Subouraud’Dextrose agar : SDA)  (ภาคผนวก ก)  

               อาหารเล้ียงเช้ือสําหรับศึกษาฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียของสารตานจุลชีพท่ีผลิตในแต
ละข้ันตอนโดยวิธี Agar well  diffusion ไดแก อาหารแข็งมิลเรอรฮิลตัน (Mueller Hinton agar  :  
MHA) (ภาคผนวก ก) สําหรับแบคทีเรียทดสอบ และอาหารแข็ง SDA สําหรับยีสต และราทดสอบ  

 
 
 
 
 
 



 

 

46 

3.3.1.2 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
    การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
ก. แบคทีเรียทดสอบ 

    เข่ียแบคทีเรียมาเล้ียงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง NA แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37    
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททับดวย 15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว จากนัน้
นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

ข. แบคทีเรียผูผลิต  Bacillus subtilis K-05   
     เข่ียแบคทีเรียมาเล้ียงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง LB แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททับดวย  15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวนําไป
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และ -20 องศาเซลเซียส 

     การเก็บรักษายีสต 
     เข่ียยีสตมาเล้ียงลงบนอาหารแข็งลาดเอียง  YMA แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30    

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททับดวย 15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือและนําไป
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ -20 องศาเซลเซียส 

        การเก็บรักษาราเสนใย 
    เล้ียงราเสนใยบนอาหารแข็งลาดเอียง  PDA ท่ีอุณหภูมิ    30 องศาเซลเซียส    

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

 
 3.3.2 ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยั้งจุลินทรียของ
สารตานจุลชีพ 

3.3.2.1 เตรียมหัวเช้ือโดยเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิแลวขีดลงบนอาหารแข็ง LB นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นถายเช้ือลงในขวดอาหารท่ีบรรจุอาหาร LB 
(ภาคผนวก ก) ขวดละ 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอยูในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงบน
เคร่ืองเขยาท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 ช่ัวโมง (สุดารัตน บุญยง, 2548)    

3.3.2.2 การถายหวัเช้ือ   
            ก. ในระดับขวดทดลอง นําหัวเช้ือท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

(OD660 = 0.500) ถายลงในขวดทดลอง ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอาหารเหลว LB ขวดละ 50 
มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 120 
ช่ัวโมง 
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ข. ในระดับถังหมัก (fermentor) นําหัวเช้ือท่ีไดจากขอ 3.3.2.1 ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
(OD660 = 0.500) ถายลงใน fermentor ขนาด 10 ลิตร ท่ีบรรจุอาหารเหลว LB 5 ลิตร โดยใหอากาศ 1 
vvm.  อุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 60 ช่ัวโมง  

เก็บน้ําหมัก (culture broth) ทุก 3-12 ช่ัวโมง ในการผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus 
subtilis K-05 ในระดับขวดทดลอง และทุก 12 ช่ัวโมง เม่ือเล้ืยงเช้ือในระดับถังหมัก  หลังจากนัน้
ปนแยกเซลลออกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที  นําสวนใส (supernatant) ท่ีไดมาทดสอบทางชีววิธี (bioassay) กับจุลินทรียทดสอบดวยวิธี 
Agar well  diffusion (Briazani  และ Brandelli,  2002) เซลลท่ีแยกออกจากสวนใสนํามาสกัดดวยตัว
ทําละลายซ่ึงจะกลาวถึงในข้ันตอนของการทําสารบริสุทธ์ิและนําสารสกัดหยาบ (crude extract) ท่ี
ไดมาทดสอบทางชีววิธีกับจลิุนทรียทดสอบเชนเดยีวกับสวนใส  

 
          3.3.3 การศึกษาการยับยัง้จุลินทรียโดยสารตานจุลชีพดวยวิธี Agar well diffusion   

          3.3.3.1 การเตรียมจุลินทรียทดสอบ  
         ก. การเตรียมจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรีย 

  เล้ียงแบคทีเรียทดสอบบนอาหาร NA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภมิู 37 
องศาเซลเซียส แลวเข่ียใสในหลอดทดลองซ่ึงบรรจุอาหาร NB บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 6 ชม จากนั้นวัดความขุนใหไดคา OD625 เทากับ 0.10  

                    ข. การเตรียมจุลินทรียทดสอบท่ีเปนยีสต 
เล้ียงยีสตทดสอบบนอาหารเล้ียงเช้ือ YMA เปนเวลา 24 ชม ท่ีอุณหภูมิ 30  

องศาเซลเซียส แลวเข่ียเช้ือใสในหลอดทดลองซ่ึงบรรจุอาหาร YMB บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นวัดความขุนใหมีคา OD600 เทากับ 0.10  

        ค. การเตรียมจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใย 
เล้ียงราบนอาหาร SDA บมท่ีอุณหภูมิ   30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน 

เจาะช้ินวุนท่ีบริเวณริมโคโลนี แลววางลงบนกลางจานอาหารใหม (บรรจุอาหาร SDA) (Bernal และ
คณะ, 2002)   บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน  

       3.3.3.2 การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 
     ชุดควบคุมบวก (positive control)  ไดแก  
       -แผน disc มาตรฐาน chloramphenicol    30 μg สําหรับแบคทีเรีย 
       -สารละลาย Nystatin 10 μg สําหรับยีสตและ 25 และ50 μg สําหรับราทดสอบ 

                    ชุดควบคุมลบ (negative control)  ไดแก สารละลาย DMSO    อาหารเหลว LB 
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การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอแบคทีเรียและยีสต   
              นําจุลินทรียท่ีเตรียมไดจากการเล้ียงเช้ือตามวิธีในขอ ก. และ ข. ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ (อาหารสําหรับแบคทีเรียและยีสต ไดแกอาหาร MHA 
และ SDA ตามลําดับ) ใชสําลีพันปลายไมเกล่ียลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ หมุนจานอาหารประมาณ 
90  องศาแลวเกล่ียเช้ือใหท่ัวจาน  จากนัน้ปเปตสารทดสอบ 50  ไมโครลิตร หยดลงในหลุมท่ีเจาะ
เตรียมไวดวยท่ีเจาะจกุคอรก (cork borer) ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร (รูปท่ี 16) ท้ิงไว
จนสารทดสอบแพรไปบนอาหารแข็งท่ีใชทดสอบจนหมด (รอจนสารทดสอบท่ีหยดลงไปแหง) 
แลวนําไปบม สําหรับแบคทีเรียนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-20  ช่ัวโมง และ
ยีสตบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-20 ช่ัวโมง ตามลําดับ  บันทึกผลการยับยัง้
เช้ือจุลินทรียทดสอบ 

  การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งราเสนใย   
  นําราทดสอบท่ีเตรียมไดจากการเล้ียงเช้ือตามวิธีในขอ ค. มาเจาะหลุมรอบโคโลนี
ของราทดสอบดวยเจาะจุกคอรก ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร โดยเจาะใหหางจากริม
โคโลนีของราทดสอบ 0.5 เซนติเมตร (รูปท่ี17) จากนั้นปเปตสารทดสอบ 50 ไมโครลิตร หยดลงใน
หลุมท่ีเจาะเตรียมไว ท้ิงไวจนสารทดสอบแพรไปบนอาหารแข็งท่ีใชทดสอบจนหมด (รอจนสาร
ทดสอบท่ีหยดลงไปแหง) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ   30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน บันทึกผล
การยบัยั้ง เนื่องจากบริเวณยับยั้งโคโลนีของราเม่ือทดสอบดวยวิธีดังกลาวมีดานกวางและดานยาว
ไมเทากัน การวัดผลจึงวดัระยะยับยั้งท้ัง 2 ดานแลวคิดคาเฉล่ียดังแสดงเปนไดอะแกรมในรูปท่ี 18 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 16  การศกึษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียหรือยีสต โดยสารตาน 

                   จุลชีพท่ีไดจาก Bacillus  subtilis K-05   
 

หลุมท่ีเจาะซ่ึงมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 
8 มิลลิเมตร 

เกล่ียเช้ือจุลินทรียทดสอบลงบน
จานอาหารเล้ียงเช้ือ  
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รูปท่ี17  การศกึษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใยโดยสารตานจุลชีพท่ีได

จาก Bacillus subtilis K-05   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี18 การวดับริเวณยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใยโดยสารตานจุลชีพท่ีได
จาก Bacillus subtilis K-05   
             
                                       บริเวณยับยั้งราเสนใย  =        A+ B 
                                                                                         2 
 
 

A 

B 

โคโลนีเช้ือราทดสอบอาย ุ3-5 วัน 

0.5 cm. 
หลุมท่ีเจาะซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 
 8 มิลลิเมตร 
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3.3.4 การทําสารตานจุลชพีท่ีผลิตจาก  Bacillus subtilis  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 
         3.3.4.1 การสกัดแยกสารตานจุลชพี  
                     หลังจากเก็บน้าํหมักตามวิธีการผลิตสารตานจุลชีพจากBacillus subtilis  K-05 

ในขอ 3.3.2.2 แลวนําน้ําหมักดังกลาวมาปนแยกเซลลออกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นนําสวนใสและเซลลท่ีทําการปนแยก
แลวมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี ้

ก. การสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใส 
                                      นําสวนใสมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย  ไดแก เอทิลอะซิเตทโดยใช
อัตราสวนระหวางสวนใสและเอทิลอะซิเตท เทากับ 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร) และนําสวนใสดังกลาว
มาสกัดซํ้า 5 คร้ัง จากนัน้นําสารสกัดท่ีไดไประเหยแหงดวยเคร่ืองระเหยแหงโดยในงานวิจัยนี้ใช
สวนใสในการสกัดปริมาณ 20 ลิตร   

 ข.  การสกัดแยกสารตานจุลชีพจากเซลล     
               นําเซลลมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย  ไดแก เมทานอล โดยใช
อัตราสวนระหวางเซลลและเมทานอล คือ ใชเซลล 25.2 กรัม (จากการเก็บน้ําหมัก 20 ลิตร) สกัด
ดวยเมทานอล 600 มิลิลิตร เขยาและแชท้ิงไว นาน14-15 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง หลังจากนั้นกรอง
สารสกัดดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1   และเม่ือกรองสารสกัดแลวนําสวนท่ีเหลือจากการ
สกัดไปสกัดในสารละลายเอทิลอะซิเตทอีกคร้ังหนึ่ง และกรองสารสกัดท่ีไดดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 หลังจากนั้นรวมสารสกัดท่ีไดจากการสกัดดวยเมทานอลและสกัดดวยเอทิลอะซิ
เตทแลวนําไประเหยแหงดวยเคร่ืองระเหยแหง (ปรับปรุงจาก ปทมา บัวเพ็ชร, 2549) 

          นําสารสกัดท้ัง 2 สวน คือ สารสกัดท่ีดจากสวนใสและสารสกัดท่ีไดจาก 
เซลลมาทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้กับจุลินทรียทดสอบดวยวธีิท่ีกลาวมาแลวในขอ  3.3.3 โดยใชความ
เขมขนของสารสกัดหยาบ (crude extract) ในการทดสอบ 1000 ไมโครกรัม (20ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร)   
 

3.3.4.2 การวิเคราะหสารสกัดหยาบโดยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง  
(Thin Layer Chromatography  : TLC)  

             นําสารสกัดท้ัง 2 สวน คือ สารสกัดท่ีไดจากสวนใสและสารสกัดท่ีไดจาก 
เซลลท่ีไดในขอ 3.3.4.1 มาละลายในตัวทําละลาย คือ เอทิลอะซิเตทและเอทิลอะซิเตทผสมกับเมทา
นอลตามลําดับ แลวหยดลงบนแผน TLC โดยมีระบบทีใ่ชเปนตัวพาใหสารเคล่ือนไดแก   เมทานอล 
5%ในเอทิลอะซิเตท จากนัน้ตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความ
ยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน    
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ถาระบบตัวพามีความเหมาะสมสามารถแยกสารไดและมีสารบนแผน TLC จะ 
สามารถตรวจสอบไดดังนี้  

- สังเกตเหน็จดุสีมวงบนพืน้สีเขียว  และสีมวงเรืองแสงบนพ้ืนขาว เม่ือตรวจสอบ 
  ดวยยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร ตามลําดับ 

              -  สังเกตเห็นจุดสีน้ําตาลเม่ือตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการอังไอ  
   ไอโอดีน    

                            -สังเกตเหน็จุดสีมวงเม่ือ จุมแผน TLC ลงในสารละลายวานิลินและใหความรอน    
 

3.3.4.3 การแยกสารสกัดท่ีแยกไดจากสวนใสใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโท       
กราฟ  (Column  Chromatography)  

    การเตรียมคอลัมนทําไดโดยบรรจุคอลัมนขนาดตางๆ ดวยผงซิลิกาขนาด 
0.04-0.063 มิลลิเมตร(silica gel 60 No. 1.09385.9025) โดยใชซิลิกา 50 กรัมตอสารสกัดหยาบ 1 
กรัม ผสมซิลิกากับระบบตัวพาเร่ิมตนท่ีจะใชในชะคอลัมนคนใหเขากนั  ใชสําลีอุดท่ีปลายคอลัมน
เล็กนอย  เทซิลิกาใสคอลัมน  แลวเคาะเบา ๆ ท่ีขางคอลัมนเพื่อปรับผิวหนาของผงซิลิกาใหเรียบ
เสมอกันและทําใหผงซิลิกาบรรจุแนนในคอลัมน   ท้ิงไวขามคืนเพื่อใหผงซิลิกาเรียงตัวไดดี  นําสาร
สกัดเอทิลอะซิเตทคลุกกับซิลิกาใสลงในคอลัมนแลวชะดวยตัวทําละลายจากสารท่ีมีข้ัวต่ําไปสูง  
เชน    ชะดวย  เฮกเซน100%     เฮกเซน90%ในเอทิลอะซิเตท      เฮกเซน25%ในเอทิลอะซิเตท      
เอทิอะซิเตท100%  เมทานอล10%ในเอทิลอะซิเตท      เมทานอล50%ในเอทิลอะซิเตท ไปจนถึง   
เมทานอล100%      เก็บสารแตละสวน (fraction) ท่ีแยกไดแลวนําไป ระเหยแหงดวยเคร่ืองระเหย
แหงสุญญากาศ  จากนั้นนํามาวิเคราะหโดย TLC  แลวตรวจสอบโดยสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาว
คล่ืน  254  และ  365  นาโนเมตร   การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับ จากนั้นนํา
สวนท่ีมีจุดบนแผน TLC  ท่ีตําแหนงเดียวกันมารวมกนัแลวทําใหตวัทําละลายระเหยออกไป และ
นําไปศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.3  

 
3.3.4.4 การแยกสารสกัดท่ีแยกไดจากสวนใสใหบริสุทธ์ิดวยเคร่ือง High  

Performance Liquid Chromatography  (HPLC)  
             หลังจากท่ีแยกสารสกัดหยาบจากสวนใสใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโคร 

มาโทกราฟและนําสารแตละสวนมาทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.3 แลว   นําสารสวนท่ีใหผล
ยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนดวย HPLC ซ่ึงการหาระบบท่ีเหมาะสมในการแยก
เพื่อใหไดสารบริสุทธ์ิจะใชคอลัมน Analytical High performance Liquid Chromatography ชนดิ 
C18 และใชคอลัมน semi-preparative High Performance Liquid Chromatography ชนิด C18 ใน
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การแยกสารเพ่ือเก็บแตละลําดับสวน จากนั้นนําไปศึกษาการยับยัง้จุลินทรียทดสอบตามวิธีการ
ทดลองขอ 3.3.3  
               การหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกใหไดสารบริสุทธ์ิโดย HPLC มีดังนี ้

คอลัมน :       - คอลัมน Analytical  High performance Liquid Chromatography  
                        ชนิด C18 (packing material : Altima C18, 5u, 250x4.6 mm) 

                                                  - คอลัมน semi-preparative High Performance Liquid      
 Chromatography ชนิด C18 (packing material : Altima C18,  

           10u, 250x10 mm.) 
                ระบบตัวพา :  A = น้ําปลอดประจุ (DI) + 0.05% TFA 

                          B = อะซิโตไนไตรล+ 0.05% TFA 
             โดยศึกษาในสภาวะแบบ gradient ตั้งแต 0-100%   
   Detector     :   ELSD 
   Flowrate     :  0.7 ml/min (คอลัมน analytical) และ 5 ml/min (คอลัมน semi- 
                                      preparative) 

    Drift tube temp. :  110 องศาเซลเซียส 
  

3.3.5 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 
3.3.5.1 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry  (NMR) 

    ศึกษา   1H-NMR (400 MHz)    13C-NMR (100 MHz)   DEPT COSY   
HMQC และ HMBCท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   โดยใชเคร่ือง 
Varience Model YH400 spectrometer สําหรับการหาโปรตรอนและคารบอนนิวเคลียรแมกเนติกเร
โซแนนซสเปกตราโดยวัดคาเคมิคอลชิฟทเปนพีพีเอ็ม (ppm) การเตรียมตัวอยางสารท่ีใชในการ
วิเคราะหเตรียมโดยใชสารตัวอยาง 1-5 มิลลิกรัม สําหรับ1H-NMR   มากกวา 50 มิลลิกรัมสําหรับ
13C-NMR  และมากกวา 20 มิลลิกรัมสําหรับ 2D-NMR  โดยละลายสารตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห
ในตัวทําละลาย (Deuterated solvents) ท่ีเหมาะสม ไดแก คลอโรฟอรม-ด3ี  (chloroform-d : CDCl3)  
เมทานอล-ด4ี (methanol : CD3OD) ไดเมธิลซัลฟอกไซด-ด6ี  (DMSO-d6) และดิวเทอรเรียมออกไซด 
(D2O)   การศกึษา   1H-NMR  วิเคราะหท่ี 400 MHz สําหรับ  1H nuclei โดยอางอิงกับคาเคมิคอล
ชิฟทของตัวทําละลาย โดยคาเคมิคอลชิฟท 7.66 ppm สําหรับคลอโรฟอรม-ดี3   4.87 ppm สําหรับเม
ทานอล-ด4ี    2.25 ppm สําหรับไดเมธิลซัลฟอกไซด-ด6ี และ 4.80 ppm สําหรับดิวเทอรเรียม
ออกไซด  และการศึกษา   13C-NMR วิเคราะหท่ี 100 MHz สําหรับ   13C nuclei โดยอางอิงกับคาเคมิ
คอลชิฟทของตัวทําละลาย โดยมีคาเคมิคอลชิฟท 77.1 ppm สําหรับคลอโรฟอรม-ดี    
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3.3.5.2 Mass  spectrometr y (MS) 
  ใชสําหรับการหามวลโมเลกุลของสารประกอบโดยวิเคราะหดวยเทคนิค 

High resolution electrospray true of flight (HR-TOF-MS) ท่ีภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล การเตรียมตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะหทําโดยละลายสารตัวอยางในตัวทํา
ละลาย (Deuterated solvents) ท่ีเหมาะสม ไดแก เมทานอลและเอทานอล เปนตน ซ่ึงการเตรียมสาร
ท่ีใชในการวิเคราะหเตรียมโดยใชสารตัวอยาง 1 มิลลิกรัม 
  3.3.5.3 Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
              ใชสําหรับการวิเคราะหหมูฟงชันกของสาร โดยการวดัอิฟาเรดสเปกตรา 
ซ่ึงการเตรียมตัวอยางสารท่ีใชในการวิเคราะหเตรียมโดยใชสารอยางนอย 20 มิลลิกรัม การวิเคราะห
สารตัวอยางใชบริการจากกรมวิทยาศาสตรบริการ 
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รูปท่ี 19 แผนภาพสรุปข้ันตอนการแยกสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย Bacillus subtilis K-05 บริสุทธ์ิ 
 

เล้ียง Bacillus subtilis K-05 ในอาหาร LB 
ปริมาตรรวมท้ังหมด 20 ลิตร เปนเวลา 60 ช่ัวโมง 

ปนแยกเซลลออก (12,000 rpm,  4  ๐C , 20 

สวนใส 20 ลิตร เซลล 25.2 กรัม 

สกัดดวย EtOAc (อัตราสวน 1:1) 

สารสกัดหยาบ EtOAc 
20.025 กรัม 

คอลัมนโครมาโทกราฟ 

ทดสอบฤทธ์ิการยับยั้ง
ตอจุลินทรียทดสอบ 

HPLC 

ทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรีย
ทดสอบและเลือกสารสวนท่ีมีการ
ยับยั้งมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึน 

สกัดดวย MeOH (อัตราสวน 1:2) 

กรองสารสกัดดวยกระดาษ

สารสกัดจาก 
MeOH  

สวนท่ีเหลือ
จากการสกัด 

สกัดดวย EtOAc 

(อัตราสวน 1:1) 

กรองสารสกัด
ดวยกระดาษ

รวมสารสกัดท้ัง 2 สวน 

สารสกัดหยาบ 2.749 กรัม 

ระเหยแหง 

ระเหยแหง 
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บทที่  4  
ผลการทดลอง 

 

 4.1 ผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยัง้จุลินทรียของสาร
ตานจุลชพี 

 ก. การผลิตสารตานจุลชีพในระดับขวดทดลอง การผลิตสารตานจุลชีพจาก         
B. subtilis K05 ในระดับflask ตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.2(ก)  พบวา B. subtilis K05 มีการ
เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ ตัง้แต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงที่ 60 ซ่ึงมีน้ําหนกัเซลลแหง (cell dry 
weight) มากท่ีสุด คือ 1.264 กรัมตอลิตร และหลังจาก 60 ช่ัวโมงพบวาการเจริญเติบโต B. subtilis 
K05 คอยๆ ลดลง และเร่ิมสรางสารตานจุลชีพตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 และเมื่อศึกษาการยับยั้งจุลินทรีย
ของสารตานจุลชีพจากสวนใสกับเช้ือทดสอบ คือ B. subtilis  ATCC 6633  และ  Fusarium  sp.   
โดยใชสวนใส 50 ไมโครลิตร ทดสอบตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.3 พบวาสารตานจลุชีพท่ีไดจาก
การเล้ียงเชื้อท่ีช่ัวโมงตาง ๆ ใหผลการยบัยั้งท่ีเพิ่มข้ึนเปนลําดับกลาวคือ มีการยบัยั้ง B. subtilis  
ATCC 6633  ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  12  มิลลิเมตรและมีการยับยั้งเพิ่มข้ึน
เร่ือยๆ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  24-120 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดประมาณ  19 มิลลิเมตร และต้ังแต
ช่ัวโมงท่ี 6 สําหรับรา Fusarium sp. โดยมขีนาดบริเวณยบัยั้งเทากับ 16.5 มิลลิเมตรและมีการยับยั้ง
เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  9-120 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดประมาณ 29.5 มิลลิเมตร 
(รูปท่ี 21) ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 10 

              เม่ือเล้ียงในอาหาร  LB เปนเวลานาน 60 ช่ัวโมง  ใหผลยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 
ดีกวาหรือใกลเคียงกับตัวอยางท่ีไดการเล้ียงเช้ือท่ีเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง ดังนั้นในการศึกษาข้ัน
ตอไปจึงเก็บตัวอยางท่ีระยะเวลา  60 ช่ัวโมง 

            ข.  การผลิตสารตานจุลชีพในระดบัถังหมัก มีวัตถุประสงคเพื่อเพ่ิมปริมาณสารสกัด
หยาบใหเพยีงพอสําหรับใชในข้ันตอนของการทําสารบริสุทธ์ิ การผลิตสารตานจุลชีพจากB. subtilis 
K-05 ในระดบัถังหมัก ตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.2 (ข)  พบวา B. subtilis K05 มีการเจริญเติบโต
เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงที่ 36 ซ่ึงมีน้ําหนักเซลลแหงมากท่ีสุด คือ 1.5 กรัมตอลิตร 
และหลังจาก 36 ช่ัวโมงพบวาการเจริญเติบโต B. subtilis K05 คอยๆ ลดลง และเม่ือศึกษาการยับยัง้
จุลินทรียของสารตานจุลชีพจากสวนใสกบัจุลินทรียทดสอบ คือ B. subtilis  ATCC 6633  และ  
Fusarium  sp. โดยใชสวนใส 50 ไมโครลิตร ทดสอบตามวิธีการทดลองในขอ 3.3.3 พบวาสารตาน
จุลชีพท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือท่ีช่ัวโมงตาง ๆ ใหผลการยับยั้งท่ีเพิ่มข้ึนเปนลําดับกลาวคือมีการยับยัง้ B. 
subtilis  ATCC 6633  ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12 ซ่ึงมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากบั  12 มิลลิเมตร และมีการ
ยับยั้งเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  24-60 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดเทากบั 19 มิลลิเมตร 
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และสําหรับรา Fusarium sp. ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 12  มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ 18 มิลลิเมตรและการ
ยับยั้งเพิ่มข้ึนตามลําดับ ตั้งแตช่ัวโมงท่ี  24-60 โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งกวางท่ีสุดเทากับ 29 
มิลลิเมตร (รูปท่ี 21) ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 11 
 
                        เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบคํานวณโดย 
      การยับยั้งการเจริญ (%)   =         บริเวณยับยั้งในแตละชวงเวลา (มม.) x 100 
        บริเวณยับยั้งของชุดควบคุมบวก (มม.) 
 
 
ตารางท่ี10 การเจริญของ  B. subtilis K-05 และการยับยั้ง B. subtilis ATCC 6633 และรา Fusarium 
sp. ของสารตานจุลชีพเม่ือเล้ียง B. subtilis K-05 ในขวดทดลอง 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) การยับยัง้การเจริญ (%) เวลา      
(ชั่วโมง) 

น้ําหนักเซลลแหง  
(กรัม/ลิตร) 

B. subtilis 
ATCC 6633 

Fusarium sp. B. subtilis 
ATCC 6633 

Fusarium sp.

0 
3 
6 
9 
12 
24 
36 
48 
60 
72 
84 
96 
108 
120 

0.072 
0.096 
0.176 
0.472 
0.676 
0.704 
0.960 
0.984 
1.264 
1.096 
0..600 
0.524 
0.500 
0.460 

0 
0 
0 
0 

12 
16 
17 
17 
17 
17 
18 
18 
19 
19 

0 
0 

16.5 
17 

18.5 
25 

25.5 
27 

27.5 
28 
29 
29 
29 
29 

0 
0 
0 
0 

50 
66.66 
70.83 
70.83 
70.83 
70.83 

75 
75 

79.17 
79.17 

0 
0 

80.49 
82.93 
90.24 
100 

>100 
>100 
>100 
>100 
>100 
>100 
>100 
>100 

Chloramphenicol / nystatin 
 อาหารเหลว LB 

24 
0 

20.5 
0 

100 
0 

100 
0 
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ตารางท่ี 11 การเจริญของ  B. subtilis K-05 และการยับยั้ง B. subtilis ATCC 6633 และรา Fusarium 
sp. ของสารตานจุลชีพเม่ือเล้ียง B. subtilis K-05 ในถังหมัก 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) การยับยัง้การเจริญ (%) เวลา  
(ชั่วโมง) 

น้ําหนักเซลลแหง  
(กรัม/ลิตร) B. subtilis 

ATCC 6633 
Fusarium sp B. subtilis 

ATCC 6633 
Fusarium sp 

0 
12 
24 
36 
48 
60 

0.068 
0.50 
1.00 
1.50 
1.00 
1.00 

0 
12 
17 
19 
19 
19 

0 
18.5 
20 
27 
29 
29 

0 
50 

70.83 
79.17 
79.17 
79.17 

0 
90.24 
97.56 
>100 
>100 
>100 

Chloramphenicol / nystatin 
 อาหารเหลว LB 

         24 
          0 

20.5 
0 

100 
0 

100 
0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 20  กราฟแสดงการเจริญของ  B. subtilis K-05 ในอาหาร LB 

 

0
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8

10
12
14
16
18
20

0 3 6 9 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

เวลา (ชม.)

น้ํ
าห

นัก
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ห
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,
 บ
ริเ
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0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

inhibition zone (mm)

cell dry w eight LB

บริเวณยับย้ัง (mm.) 

นํ้าหนักเซลลแหง (g/l) 
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 ตัวอยางแสดงผลการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย B. subtilis  
K-05  ตั้งแต 0-120 ชั่วโมง เม่ือเล้ียงในขวดทดลอง  และ ตั้งแต 0-60 ชัว่โมงเมื่อเล้ียงในถังหมัก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 21 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบ (B. subtilis ATCC 6633 และ Fusarium sp.) ของสารตาน      
จุลชีพท่ีผลิตโดย B. subtilis  K-05 เม่ือเล้ียงในขวดทดลอง รูป (ก-1 และ ก-2)  และในถังหมักรูป(ข)   
           (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg สําหรับแบคทีเรีย และนิสแตติน      
50 μg สําหรับราเสนใย     (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก อาหารเหลว LB 

0 

3 

6 
9 

12 
24 

36 

48 60 

72 
84 

120 

96 

108 

P P P 

P 

N 

24 12 

P 

N 

48 

36 0 

60 

P 

6 N 

0 3 

P 

N 

36 48 

60 

P 

N 
96 

72 84 

P N 

108 P 

120 

P 

N 

9 12 

24 

(ก-2) 

(ข) 

(ก-1) 
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4.2 การทําสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย  Bacillus subtilis  K-05  ใหบริสุทธ์ิ 
4.2.1 การสกัดสารตานจุลชีพและการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใส   สาร

สกัดจากสวนใส และสารสกัดจากเซลล 
สุดารัตน บุญยง (2548) ศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยการสกัดสวนใสท่ีไดจากการ

เล้ียง B. subtilis   K-05   ดวยตัวทําละลายอินทรีย  ไดแก  เฮกเซน  เอทิลอีเทอร  และเอทิลอะซิเตท 
พบวาสารสกัดเฮกเซนไมสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดแสดงวาเฮกเซนไมสามารถแยกสารตาน
จุลชีพจากสวนใสได   สารสกัดเอทิลอีเทอรยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 2  ชนิด   คือ     B. subtilis  
ATCC 6633  และ   S. aureus ATCC 2593  โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ   16   และ  11 มม.  
ตามลําดับ      เม่ือสกัดแยกสารตานจุลชีพดวยเอทิลอะซิเตทพบวายับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกชนิด  
คือ   แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. subtilis  ATCC6633   S. aureus 25923  และ M. luteus โดยมี
ขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  19  15  และ  15  มม..  แบคทีเรียแกรมลบ   ไดแก  Enterobacter   sp.   
Serratia sp.   Klebsiella sp.   โดยมีขนาดบริเวณยับยั้งประมาณ  12 มม. ยีสต ไดแก   S.  cerevisiae 
และ  C. albicans ATCC 70014   มีขนาดบริเวณยับยั้งเทากับ  11  มม..  และสารสกัดเอทิลอะซิเตท
ยับยั้งราเสนใยทุกชนิด    อยางไรก็ตามไมพบการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด ไดแก   E. coli   
ATCC 25922  และ  P. aeruginosa  ATCC 27853    ซ่ึงจากผลการทดลองนี้พบวา สารสกัดเอทิลอะ
ซิเตทยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีท่ีสุด   จึงนําเอทิลอะซิเตทมาใชเพื่อสกัดแยกสารตานจุลชีพท่ีได
จาก  B. subtilis  K-05  ใหบริสุทธ์ิและศึกษาสมบัติตาง ๆ ของสารตานจุลชีพตอไป   

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใชเอทิลอะซิเตทในการสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสและ
ทําใหบริสุทธ์ิเพื่อนําไปศึกษาลักษณะสมบัติสารของสารตานจุลชีพ เนื่องจากในงานวิจัยนี้ใช        
B. subtilis   K-05 และสภาวะในการผลิตสารตานจุลชีพเชนเดียวกันกับงานวิจัยดังกลาว 

หลังจากเก็บน้ําหมักตามวิธีการผลิตสารตานจุลชีพจาก Bacillus K-05 ในขอ 3.3.2.2 แลว
นําน้ําหมักดังกลาวมาปนแยกเซลลออกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นนําสวนใสและเซลลท่ีทําการปนแยกแลวมาสกัดดวยตัวทํา
ละลายอินทรีย พบวา เม่ือสกัดแยกสารตานจุลชีพจากสวนใสปริมาตร  20 ลิตร ดวยเอทิลอะซิเตท
โดยใชอัตราสวนระหวางสวนใสและเอทิลอะซิเตทเทากับ 1 ตอ 1 (โดยปริมาตร) และนําไประเหย
แหงจะไดปริมาณสารสกัดหยาบท่ีมีลักษณะเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขมท้ังหมด 20.025 กรัม  
และเม่ือนําเซลลท่ีทําการปนแยกออกจากสวนใสปริมาตร  20 ลิตร ซ่ึงมีน้ําหนักเซลล 25.2 กรัม มา
สกัดตามวิธีการขอ 3.3.4.1 (ข) และนําไประเหยแหงจะไดปริมาณสารสกัดหยาบที่มีลักษณะเปน
ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออนท้ังหมด 2.749 กรัม   จากน้ันนําสารสกัดท้ัง 2 สวน มาทดสอบฤทธ์ิการ
ยับยั้งกับจุลินทรียทดสอบเปรียบเทียบกับสวนใสดวยวิธีท่ีกลาวมาแลวในขอ  3.3.3 โดยใชความ
เขมขนของสารสกัดหยาบท้ัง 2 สวนในการทดสอบเทากับ 1000 ไมโครกรัม (20 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร)   
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เม่ือศึกษาผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนใส   สารสกัดจากสวนใส และสารสกัด
จากเซลล  พบวาสารทดสอบแตละสวนมีผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบ ดังแสดงในตารางท่ีกลาวคือ  
สารตานจุลชีพจากท้ัง 3 สวนดังกลาวใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิดในระดับท่ีแตกตางกัน 
ยกเวน A. oryzae ซ่ึงไมพบการยับยั้งเม่ือทดสอบกับสารสกัดจากสวนใส   โดยสวนใสใหผลยับยั้ง 
C. albicans ATCC 70014 มากท่ีสุดโดยมีบริเวณยับยั้งเทากับ 24 มิลลิเมตร และรองลงมาคือ E. coli   
ATCC 25922     P. aeruginosa ATCC 27853   B. subtilis ATCC 6633   และ S. aureus  ATCC 
25923 ตามลําดับ   สําหรับราเสนใยพบวาสวนใสใหผลยับยั้งตอ  Alternaria  sp.   มากท่ีสุดโดยมี
บริเวณยับยั้งเทากับ  40 มิลลิเมตร รองลงมา ไดแก  Fusarium sp.  และ A. oryzae ตามลําดับ ผลการ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสกัดจากสวนใส และสารสกัดจากเซลลพบวา สารสกัดจากท้ัง 2 
สวนใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับสวนใสยกเวน         C. albicans 
ATCC 70014  ราเสนใย ไดแก Fusarium sp.  และ A. oryzae พบวา บริเวณยับยั้งนอยกวาเม่ือ
เปรียบเทียบกับการยับยั้งโดยสารสกัดจากสวนใส และสําหรับ A. oryzae ไดผลวาไมพบการยับยั้ง
โดยสวนใส    สารสกัดจากเซลลมีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียโดยพบวา ใหยับยั้งตอแบคทีเรียแกรม
บวกและแบคทีเรียแกรมลบไดดีกวาสวนใสเล็กนอย และพบวาสารสกัดจากเซลลสามารถยับยั้งรา
เสนใยไดท้ัง 3 ชนิด แตบริเวณยับยั้งลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับการยับยั้งโดยสวนใส  เม่ือ
เปรียบเทียบผลการยับยั้งกับชุดควบคุมบวกพบวา สารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย B. subtilis K-05 
สามารถยับยั้ง E. coli   ATCC 25922  ไดดีมากกวาแบคทีเรียทดสอบทุกชนิด แตสําหรับจุลินทรีย
ทดสอบท่ีเปนราเสนใย พบวา สารในสวนใสท่ีไดจากการเล้ียง B. subtilis K-05 สามารถยับยั้งรา
เสนใยไดมากกวาชุดควบคุมบวก และสําหรับสารสกัดจากเซลล พบวาสามารถยับยั้งราเสนใยได
ใกลเคียงหรือดีกวาชุดควบคุมบวก 
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ตารางท่ี 12 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพจากสวนใส สารสกัดจากสวนใสและสาร
สกัดจากเซลลท่ีผลิตโดย B. subtilis K-05 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) 

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนใส 
สารสกัด
จากสวนใส 

สารสกัด
จากเซลล 

Chloramphenicol 
/ nystatin 

DMSO 

B. subtilis ATCC 6633     17 20 20 24 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   15 21 21 26 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     20 22 25 28 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    19 19 20 13 
 
- 

C. albicans ATCC 70014    24 12 12 33 
 
- 

 A. oryzae 28.5 - 22.5 11.5 
 
- 

 Fusarium sp. 27.5 16.5 24 20.5 
 
- 

 Alternaria sp. 40 28 28.5 34 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 
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ตารางท่ี 13 เปอรเซ็นการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุมบวกโดยสารตานจุลชีพ
จากสวนใส สารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลท่ีผลิตโดย B. subtilis K-05  
 

การยับยัง้การเจริญ (%) 

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนใส 
สารสกัด
จากสวนใส 

สารสกัด
จากเซลล 

Chlorampheni
col / nystatin 

DMSO 

B. subtilis ATCC 6633     70.83 83.3 83.3 100 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   57.69 80.77 80.77 100 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     71.43 78.57 89.29 100 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    >100 >100 >100 100 
 
- 

C. albicans ATCC 70014    72.73 36.36 36.36 100 
 
- 

 A. oryzae >100 - >100 100 
 
- 

Fusarium sp. >100 80.49 >100 100 
 
- 

Alternaria sp. >100 82.35 83.82 100 
 
- 

 
หมายเหต ุ  -  =ไมมีการยับยัง้ 
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ตัวอยางแสดงการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพจากสวนใส   สารสกัดจากสวน
ใสและสารสกัดจากเซลล 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 22 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพจากสวนใส สารสกัดจากสวนใส

และสารสกัดจากเซลล   (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg สําหรับแบคทีเรีย          
ไนสแตติน 10 และ 50 μg สําหรับยีสตและราเสนใยตามลําดับ  (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO      

หมายเหต ุ(S)  คือสวนใส      
                (EC) คือสารสกัดจากตัวเซลล    
                (ES) คือสารสกัดจากสวนใส 
 

(ก) A. oryzae      

(ข) Fusarium sp. 

(ค) Alternaria sp. 

(ง) B. subtilis ATCC 6633 

(จ) S. aureus  ATCC 25923  

(ฉ)  E. coli   ATCC 25922 

(ช) P. aeruginosa ATCC 27853    

(ก) (ข) (ค) 

N N N 

S S S 
EC 

EC EC 

ES 
ES ES 

P P P 

(ง) 

(ช) (ซ) 

(จ) (ฉ) 

N N N 

N N 

S 
S S 

S S 

EC EC EC 

EC EC 

ES ES ES 

ES 

P P P 

P P 

ES 
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4.2.2 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง 
เม่ือนําสารสกัดท้ัง  2 สวน คือ สารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมาวิเคราะหโดย

วิธี TLC โดยระบบตัวทําละลายชนิดตางๆ  เพ่ือหาระบบตัวพาท่ีเหมาะสมสําหรับเปนแนวทางใน
การแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ  โดยพบวาระบบตัวพาท่ีดีท่ีสุดท่ีเหมาะสมสําหรับแยก
สารสกัดท้ัง 2 สวนนี้ คือ  เมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท   

เม่ือแยกสารสกัดจากสวนใสดวยระบบดังกลาวและตรวจสอบตําแหนงของสารที่แยกได
โดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และ
สารละลายวานิลิน ตามลําดับ พบวาสามารถแยกสารสกัดได 4  ตําแหนง มีคา Rf   เทากับ 0.17  0.29  
0.61  และ  0.75  ตามลําดับ   และเม่ือแยกสารสกัดจากเซลลดวยระบบดังกลาวและตรวจสอบ
ตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร 
การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับ พบวาสามารถแยกสารสกัดได 4  ตําแหนง มี
คา Rf   เทากับ  0.09   0.21  0.29  และ  0.61  ตามลําดับ   

จากผลการวิเคราะหดังกลาวพบวาสารที่มีคา  Rf   เทากับ 0.29 เปนสารท่ีพบท้ังในอาหาร 
LB สกัด   สารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลล   นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดจากสวนใสและ
สารสกัดจากเซลล มีตําแหนงของสารท่ีแยกไดตรงกัน 2 ตําแหนง คือท่ีคา Rf   เทากับ 0.29 และ 
0.61   

                                                                                                  

                                                             
รูปท่ี 23 โครมาโทแกรมจาก TLC โดยระบบตัวพาเมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท 

               ก) อาหาร LB สกัดดวยเอทิลอะซิเตท   ข)   สารสกัดจากสวนใส   ค) สารสกัดจากเซลล    

0.17 

0.75 

0.29 

0.61 

 

สารสกัดจาก
เซลล (Rf) 

สารสกัดจาก
สวนใส (Rf) 

ก)  ข)  ค) 

0.61 

0.29 
0.21 

0.09 
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4.2.3 การทําสารตานจุลชีพใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
จากการวิเคราะหสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลดวยวิธี TLC โดยใชระบบตัว

พา คือ เมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท ตามวิธีการทดลองขอท่ี 3.3.4.2 สามารถนํามาใชเปนแนวทาง
ในการเลือกระบบชะสารจากคอลัมนโครมาโทกราฟ เชน เฮกเซน 100% ไมสามารถแยกสารได   
ดังนั้นเม่ือแยกสารดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟการชะคอลัมนจึงควรเพิ่มความมีข้ัวของสารตัวพา 
(eluent) ใหสูงข้ึนได   แตถาระบบตัวพานั้นสามารถแยกสารไดดีใหชะดวยระบบตัวพาดังกลาว
มากกวาระบบตัวพาอ่ืน และการชะคอลัมนจะชะดวยสารตัวพาที่มีความเปนข้ัวต่าํไปจนถึงสารตัว
พาท่ีมีความเปนข้ัวสูง ตามวิธีการทดลองขอท่ี 3.3.4.3 

จากผลการวิเคราะหสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลโดยวิธี  TLC  ดังกลาว
พบวาตําแหนงของสารท่ีแยกไดตรงกนั 2  ตําแหนง คือท่ีคา Rf   ประมาณ 0.44  และ  0.74  สวนท่ี
ตําแหนงอ่ืนมี คา Rf   ตางกัน ดังนั้นในการทําใหบริสุทธ์ิในข้ันตอนนี้จึงไมนําสารท้ัง 2 สวนมา
รวมกันเพราะจะทําใหการแยกใหไดสารบริสุทธ์ิทําไดยากข้ึน และเลือกที่จะศึกษาสารสกัดจากสวน
ใสกอนเปนลําดับแรกเนื่องจากเปนสวนท่ีมีปริมาณมากและเคยมีรายงานการพบสารบริสุทธ์ิท่ีมี
ฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได และยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิ (สุดารัตน 
บุญยง, 2548) 

การแยกสารสกัดจากสวนใสทําโดยนําสารสกัดหยาบ 20.025 กรัม (สกัดจากสวนใส 20 
ลิตร) มาแยกดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟตามวิธีการในขอ 3.3.4.3 การแยกดวยคอลัมนโคร
มาโทกราฟคร้ังท่ี1 ใชคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 เซนติเมตรและใชซิลิกาเจล (300 กรัม) 
เปนตัวดูดซับซ่ึงแพ็ค (pack) สูงเทากับ 50 เซนติเมตร เกบ็สารสวนท่ีชะไดจากคอลัมนคร้ังละ 25-50      
มิลิลิตร โดยระบบสารตัวพาท่ีใชชะคอลัมนไดชะดวยตัวทําละลายอินทรียท่ีมีความเปนข้ัวต่ําไปจน 
ถึงสารตัวพาที่มีความเปนข้ัวสูง (ตารางท่ี14) ตามวธีิการทดลองขอท่ี 3.3.4.3 

เม่ือแยกสารใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและตรวจสอบตําแหนงของสารท่ี
แยกไดโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน 
และสารละลายวานิลิน ตามลําดับแลว  นําสารสวนท่ีมีตําแหนงบนแผน TLC   ตําแหนงเดียวกันมา
รวมกัน พบวาแยกสารไดท้ังหมด  15 สวน (F1-F15) หลังจากนั้นนําสวนท่ีแยกไดมาศึกษาการยบัยัง้
จุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอท่ี  3.3.3  โดยใชความเขมขน 500 ไมโครกรัม (10 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร)  เปนข้ันตอนตอไป 
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ตารางท่ี14  การแยกสวนสาร(fractions) จากสารสกัดหยาบจากสวนใสของสารตานจุลชีพท่ีผลิต
โดย Bacillus subtilis  K-05  
  

สวนสาร ระบบท่ีใชชะคอลัมน ลักษณะของสาร น้ําหนกั 
(กรัม) 

F1 เฮกเซน100% สารใสไมมีสี 0.003 
F2 เอธิลอะซิเตต20%ในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีเหลือง+

ของแข็งสีขาว 
0.3118 

F3 เอธิลอะซิเตต 20%ในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
(ปนน้ํามัน) 

0.9399 

F4 เอธิลอะซิเตต 20%ในเฮกเซน ของเหลวสีน้ําตาล (ปนน้ํามัน) 1.8587 
F5 เอธิลอะซิเตต 50%ในเฮกเซน ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม+

ของแข็งสีน้ําตาล 
2.0289 

F6 เฮกเซน 30%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+
ของแข็งสีน้ําตาล 

0.1406 

F7 เฮกเซน 25%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน+
ของแข็งสีน้ําตาล 

0.0128 

F8 เอธิลอะซิเตต100% ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 5.0837 
F9 เอธิลอะซิเตต100% ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 0.1271 
F10 เมทานอล  5% ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.1266 
F11 เมทานอล5%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+

ของแข็งสีเหลือง 
0.1563 

F12 เมทานอล25%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีเหลืองออน+
ของแข็งสีเหลืองออน 

0.8171 

F13 เมทานอล25%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีเหลืองออน+
ของแข็งสีขาว 

0.3846 

F14 เมทานอล50%ในเอธิลอะซิเตต ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 6.2786 
F15 เมทานอล    80%-100ใน

เอธิลอะซิเตต 
ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 4.0861 
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                            (1)                                                      (2) 
รูปท่ี 24 การแยกสารบน TLC โดยใชระบบตัวพาเปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตทของสารสกัด
ท้ัง 15 สวน    (1) สารสกัดจากสวนใส   (2) สารสวนท่ี1-15 
 

ตารางท่ี 15 คา Rf ตําแหนงตางๆ ของสารสกัดท้ัง 15 สวนเมื่อแยกสารบน TLC โดยใชระบบตัวพา
เปน 5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท  
 

สวน ตําแหนงสารท่ีแยก
ได 

คา Rf 

F1 1 0.85 
F2 1 0.82 
F3 1 0.70 
F4 1 0.75 
F5 2 0.5, 0.65 
F6 4 0.45, 0.52, 0.56, 0.62 
F7 2 0.52, 0.56 
F8 2 0.54,0.56 
F9 3 0.37, 0.43, 0.54 
F10 2 0.33, 0.45 
F11 2 0.33, 0.45 
F12 2 0.32, 0.43 
F13 3 0.25, 0.32, 0.42 
F14 1 0.24 
F15 0 ไมสามารถแยกไดดวยระบบนี้ 

F1 
F2 

F4 
F5 

F7 
F6 

F8 
F9 
F10 
F11 
F12 

F14 
F15 

F13 

F3 ES 
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4.2.4 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 
เม่ือนําสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟท้ังหมด15 สวนมาศึกษาการยับยั้งจลิุนทรีย

ทดสอบตามวธีิการทดลองขอท่ี  3.3.3 โดยเลือกตัวแทนของเช้ือทดสอบ 4 คือ แบคทีเรียแกรมบวก
ไดแก   B. subtilis ATCC 6633    แบคทีเรียแกรมลบไดแก   E. coli   ATCC 25922    ยีสต ไดแก C. 
albican ATCC 70014  และราเสนใย ไดแก Alternaria sp. ซ่ึงผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 16 
ผลการศึกษาพบวา สารสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟท้ัง 15 สวน (F1-F15) ใหผลยั้บยั้ง
แตกตางกนัข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียทดสอบ  โดยเม่ือทดสอบกับ B. subtilis ATCC 6633 พบวา
สารเกือบทุกสวนใหผลยับยั้งตอแบคท่ีเรียดงักลาวยกเวนสารสวน F1 และ F11 ซ่ึงไมมีผลยับยั้ง 
โดยสวนของสารท่ีใหผลการยับยั้งตอ B. subtilis ATCC 6633 ดีท่ีสุดคือสารสวน F4 และ F8 ซ่ึงมี
บริเวณยับยั้งเทากับ 26 และ 25 มิลลิเมตร ตามลําดับ  และเม่ือทดสอบสารท้ัง 15 สวนกับ E. coli   
ATCC 25922     พบวาสารเกือบทุกสวนใหผลยับยั้งตอเช้ือดังกลาวยกเวนสารสวน F1 F2 และ F11 
ซ่ึงไมแสดงผลยับยั้ง โดยสวนของสารท่ีใหผลการยับยั้งตอ E. coli   ATCC 25922 ดีท่ีสุดคือสาร
สวน F4  และ F13 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 28 และ27 มิลลิเมตร ตามลําดับ  และเม่ือทดสอบสารท้ัง 
15 สวนกับ C. albicans ATCC 70014 พบวามีสารเพยีงบางสวนท่ีใหผลยับยั้งตอเช้ือดังกลาว คือ
สารสวน  F3-F11 โดยสวนของสารท่ีใหผลการยับยั้งตอ C. albicans ATCC 70014  ดีท่ีสุดคือสาร
สวน F4  ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 25 มิลลิเมตร  และเม่ือทดสอบสารท้ัง 15 สวนกับราเสนใยคือ 
Alternaria sp. พบวา มีสารเพียง1 สวนท่ีใหผลยับยั้งตอเช้ือดังกลาว คือ  F4 โดยสวนของสารท่ี
ใหผลการยับยัง้ตอ Alternaria sp. ดีท่ีสุดคอืสารสวน F4  ซ่ึงมีบริเวณยบัยั้งเทากับ 28.5 มิลลิเมตร  

สรุปผลการทดลองนี้ทําใหพบวาสารสวน F4 เปนสารสวนเปนสารสวนท่ีมีฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก (B. subtilis ATCC 6633) แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli) ยีสต (C. albicans 
ATCC 70014) และราเสนใย (Alternaria sp.) โดยบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกกลุมท่ีศึกษาได
ใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก และสารสวน F13 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก (B. subtilis ATCC 6633) แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli) โดยเฉพาะ E. coli
โดยมีบริเวณยบัยั้งใกลเคียงกบัการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก 

ดังนั้นจึงเปนผลการศึกษาท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่ง เนื่องจากชุดควบคุมบวกเปนสารบริสุทธ์ิ
จําหนายเปนการคายอมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียไดดีมาก เม่ือสารท่ีผลิตจาก Bacillus 
subtilis  K-05 และแยกใหบริสุทธ์ิมาเปนสารสวน F4 แลวสามารถแสดงฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ
ไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและราเสนใย (broad spectrum) และสารสวน 
F13 ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียแกรมบวก  โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบซ่ึงมีสาร
ตานจุลชีพนอยชนิดท่ีแสดงฤทธ์ิยับยั้งเนื่องจากองคประกอบทางเคมีของผนังเซลลแบคทีเรียแกรม
ลบมีความซับซอนมากกวาแบคทีเรียแกรมบวก  จึงนาจะมีประโยชนถาสามารถศึกษาลักษณะ
สมบัติทางเคมีของสารนี้ เพื่อประโยชนในการพัฒนา เพือ่นํามาใชทางเภสัชวิทยาตอไป 
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ตารางท่ี 16 ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโท  
กราฟ ท้ังหมด15 สวน 
 

บริเวณยับยั้งจลิุนทรียทดสอบ (มม.) / (%) 

B. subtilis  
ATCC 6633 

E. coli 
ATCC 25922 

C. albican 
ATCC 70014 

Alternaria sp. 

 
สวนสาร 

(มม.) (%) (มม.) (%) (มม.) (%) (มม.) (%) 
F1 - - - - - - - - 
F2 12 50 - - - - - - 
F3 15 62.5 9 32.14 11 36.67 -  
F4 26 >100 28 100 25 83.33 28.5 >100 
F5 18 75 13 46.43 11 36.67 - - 
F6 17 70.83 16 57.14 16 53.33 - - 
F7 15 62.5 12 42.86 10 33.33 - - 
F8 25 >100 12 42.86 13 43.33 - - 

F9 21 87.5 14 50 12 40 - - 
F10 19 79.17 15 53.57 - - - - 
F11 - - - - - - - - 
F12 9 37.5 10 35.71 - - - - 
F13 15 62.5 27 96.43 - - - - 

F14 19 79.17 12 42.86 - - - - 
F15 20 83.33 12 42.86 - - - - 

Chloramphenicol / 
nystatin 

24 100 28 100 30 100 22.5 100 

DMSO - - - - - - - - 
 
หมายเหตุ   (-) =ไมมีการยับยั้ง  
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ตัวอยางแสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมน     
โครมาโทกราฟ ท้ังหมด15 สวน 
 
 

 
 

 
 
 

(ก) 
 
 
 
 
 
 
 

(ข) 
 
 
 
 
 

 
 

(ค) 
 
รูปท่ี 25 ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโทกราฟ 
ท้ังหมด15 สวน (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) E. coli   ATCC 25922     (ค) C. albican ATCC 
70014  และ (ง) Alternaria sp.                                                                                                        
            (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  สําหรับแบคทีเรีย  นิสแตติน 10 และ 
25 μg  สําหรับยีสตและราเสนใยตามลําดบั     (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 

F12 

F11 

F14 F13 

F15 P F12 

F6 

F7 

F9 F8 

F10 P 

F1 

F2 

F4 F3 

F5 
P 

F11 

F14 F13 

F15 F12 
P 

F6 

F7 

F9 
F8 

F10 P 

F1 

F2 

F4 
F3 

F5 
P 

F1 

F2 

F4 F3 

F5 
P 

F6 

F7 

F9 
F8 

F10 P 

F11 

F14 F13 

F15 P 
F12 
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รูปท่ี 25 (ตอ) ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมาโท  
กราฟ ท้ังหมด15 สวน  (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) E. coli   ATCC 25922     (ค) C. albican 
ATCC 70014  และ  (ง) Alternaria sp.             
             (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  สําหรับแบคทีเรีย  นิสแตติน 10 และ 
25 μg  สําหรับยีสตและราเสนใยตามลําดับ      (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 

 
 
จากผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโครมา     

โทกราฟท้ังหมด15 สวน สรุปไดวา สารสวนท่ี 4 (F4) ใหผลการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบไดดีท่ีสุด 
โดยสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดและใหบริเวณยับยั้งท่ีกวาง และสารอีกสวนท่ีใหผล
การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบไดดีรองลงมาคือ สารสวนท่ี 13 (F13) ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบ คือ   B. subtilis ATCC 6633 และ E. coli   ATCC 25922 โดยเฉพาะใหผลยังยั้งเปนบริเวณ
ยับยั้งท่ีกวาง ตอ E. coli   ATCC 25922   และสารท้ัง 2 สวนนี้ยังใหผลการยับยั้งตอจุลินทรีย
ทดสอบ ใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก ไดแก  คลอแรมฟนิคอล 30 μg  สําหรับแบคทีเรีย และนิสแต
ติน 10 และ 25 μg  สําหรับยีสตและราเสนใย ตามลําดับ  ดังนั้นจึงเลือกสารท้ัง 2 สวน ในการทําให
บริสุทธ์ิข้ึนและศึกษาลักษณะสมบัติสารตอไป 

 

F14 
F13 

F15 
P 

N 

F1 F2 

F3 

P 

N 

F7 

F9 

F8 

P 
N 

F10 
F11 

F12 
P 

N 

F4 F5 

F6 

P 
N 

(ง) 
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รูปท่ี 26 แผนภาพแสดงข้ันตอนการแยกสารบริสุทธ์ิท่ีผลิตโดย Bacillus subtilis K05 จากสารสกัด
หยาบจากสวนใส  
 

สารสกัดหยาบ 20.025 กรัม จาก
สวนใส (สกัดโดยเอธิลอะซิเตต) 

คอลัมนโครมาโทกราฟ 

15 สวน (Fractions) 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 

ทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรีย

F4 

1.8587 กรัม 
F13 

0.3846 กรัม 

มีผลยับยั้งตอจลิุนทรีย
ทดสอบทุกชนิด 

มีผลยับยั้งตอจลิุนทรียทดสอบท่ี
เปนแบคทีเรีย 
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4.2.4.2 การทําใหสารตานจุลชพีบริสุทธ์ิขึ้นของสารสวนท่ี 4 (F4) 
              สารสวนท่ี 4 (F4) แยกไดจากสารสกัดหยาบจากสวนใสท่ีสกดัดวยเอธิลอะซิเตต 

จากวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชระบบเอธิลอะซิเตต 20% ในเฮกเซนเปนระบบท่ีชะสารสวน
ดังกลาวจากคอลัมนไดของเหลวสีน้ําตาลมีลักษณะเปนน้ํามัน มีน้ําหนัก 1.8587 กรัม ซ่ึงสามารถ
ละลายไดดใีนเอธิลอะซิเตตและเฮกเซนและจากการทํา TLC   โดยใชระบบตัวพาเปน 5% เมทานอล
ในเอทิลอะซิเตท  และตรวจสอบโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคลื่น 254  และ 365 นาโน
เมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับแลว  พบวามีคา  Rf  = 0.75  (รูปท่ี24)    

 
 
 
 

              
รูปท่ี 27 ลักษณะสารสวนท่ี4 (F4) จากการแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟคร้ังท่ี1 

 
และเม่ีอวเิคราะหดวยวิธีทางเคมีคือ 1H-NMR   13C-NMR  และ 2D-NMR พบวา

สารสวนนี้นาจะมีสารปนกันอยูมากกวา1ชนิด จึงนําไปทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีโครมาโทกราฟอีก
คร้ัง และเม่ือนํา F4 มาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยการหาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชแยกสารสวน
ดังกลาวใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2 โดยใชคอลัมนขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 3 เซนติเมตรและใชซิลิกาเจล 150 กรัม เปนตัวดูดซับซ่ึงแพค็สูงเทากับ 30 เซนติเมตร เกบ็
สารสวนท่ีชะไดจากคอลัมนคร้ังละ 10-15  มิลิลิตร โดยระบบสารตัวพาท่ีใชชะคอลัมน คือ  เฮกเซน 
90% ตอ เอทิลอะซิเตท5%  ตอ เมทานอล5% ซ่ึงเปนระบบท่ีแยกลําดับสวนนี้ไดดีท่ีสุด (รูปท่ี 28) 

                                                                                          
                                                                                                          คา Rf  ของสาร               

 
                                                                                       

                                                                                                          
                                                                                                          

 
                 
                                                                     F4   F4-E 
รูปท่ี 28 โครมาโทแกรมจาก TLC ของสารสวนท่ี 4 (F4 และ F4-E) เม่ือตรวจสอบตําแหนงของสาร
ท่ีแยกไดดวยระบบเฮกเซน ตอ 5%เอทิลอะซิเตท  ตอ 5%เมทานอล 

0.41 
0.32 
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ตารางท่ี17 การแยกสารสวนท่ี 4 (F4) ใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบ   
เฮกเซน90% ตอ เอทิลอะซิเตท5%  ตอเมทานอล5% 
  

ลําดับสวน(fractions) ลักษณะของสาร น้ําหนกั (กรัม) 

F4-A ของเหลวหนืดสีน้ําตาล 0.0171 
F4-B ของเหลวหนืดสีน้ําตาล 0.0118 
F4-C ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+ของแข็งสีขาว 0.0086 
F4-D ของเหลวหนืดสีน้ําตาล+ของแข็งสีขาว 0.0093 
F4-E ของแข็งสีขาว+ของเหลวหนดืสีน้ําตาล 0.1099 
F4-F ของแข็งสีขาว+ของเหลวหนดืสีเหลือง 0.0394 
F4-G ของแข็งสีน้ําตาล+ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.0387 
F4-H ของแข็งสีน้ําตาล+ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.0376 
F4-I ของแข็งสีน้ําตาล+ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.085 

 
เม่ือนําสารสวน F4 มาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบเฮกเซน

90% ตอ เอทิลอะซิเตท5% ตอเมทานอล5%และตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกไดโดยการสองดู
ดวยหลอดยวูท่ีีความยาวคล่ืน 254  และ 365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน 
ตามลําดับแลว  นําสารสวนท่ีมีตําแหนงบนแผน TLC   ตําแหนงเดยีวกันมารวมกัน พบวาแยกสาร
ไดท้ังหมด  9 สวน (F4-A -  F4-I)   ซ่ึงสารสวนท่ีแยกออกมาไดปริมาณมากท่ีสุด คือ F4-E โดยมี
น้ําหนกั 0.1099 กรัม ซ่ึงมีลักษณะเปนของแข็งปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลเล็กนอย 

หลังจากนัน้นาํสวนท่ีแยกไดท้ังหมดจากคอลัมนท้ัง 9 สวน (F4-A - F4-I)   มาศึกษาการ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอท่ี 3.3.3 โดยใชความเขมขน 500 ไมโครกรัม (10 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) เปนข้ันตอนตอไป 
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ตารางท่ี18 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโคร
มาโทกราฟคร้ังท่ี 2  (ระบบสารตัวพา เฮกเซน90% ตอเอทิลอะซิเตท 5% ตอเมทานอล5%) 
 

บริเวณยับยั้งจลิุนทรียทดสอบ (มม.)  
 

สวนสาร 
B. subtilis  

ATCC 
6633 

S. aureus  
ATCC 
25923   

E. coli 
ATCC 
25922 

P.aeruginosa 
ATCC 
27853  

C. albican 
ATCC 
70014 

Alternaria 
sp. 

 

F4-A 12 - 11 11 - - 
F4-B 14 - 11 14 10 - 
F4-C 15 16 14 17 11 - 

F4-D 16 15 16 29 11 - 

F4-E 17 10 15 18 11 - 

F4-F 10 10 10 10 - - 
F4-G 10 10 10 10 11 - 
F4-H 11 10 10 9 11 - 
F4-I 13 10 11 9 10 - 

 รวม F4 A-I 13 12 12 11 11 - 
Chloramphenicol/ 

Nystatin 
       24 27 28 16 30 22.5 

DMSO - - - - - - 
 
หมายเหตุ   (-) =ไมมีการยับยั้ง  
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ตารางท่ี 19 เปอรเซ็นการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมน
โครมาโท กราฟคร้ังท่ี 2   (ระบบสารตัวพา เฮกเซน90% ตอเอทิลอะซิเตท 5% ตอเมทานอล5%) 
 

การยับยั้งจุลินทรียทดสอบ (%)  
 

สวนสาร 
B. subtilis  

ATCC 
6633 

S. aureus  
ATCC 
25923   

E. coli 
ATCC 
25922 

P.aeruginosa 
ATCC 
27853  

C. albican 
ATCC 
70014 

Alternaria 
sp. 

 

F4-A 50 - 39.29 68.75 - - 
F4-B 58.33 - 39.29 87.5 33.33 - 
F4-C 62.5 59.26 50 >100 36.68 - 

F4-D 66.67 55.56 57.14 >100 36.68 - 

F4-E 70.83 37.04 53.57 >100 36.68 - 

F4-F 41.67 37.04 35.71 62.5 - - 
F4-G 41.67 37.04 35.71 62.5 36.68 - 
F4-H 45.83 37.04 35.71 56.25 36.68 - 
F4-I 54.17 37.04 39.29 56.25 33.33 - 

 รวม F4 A-I 54.17 44.44 42.86 68.75 36.68 - 
Chloramphenicol/ 

Nystatin 
100 100 100 100 100 100 

DMSO - - - - - - 
 
หมายเหตุ   (-) =ไมมีการยับยั้ง  
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ตัวอยางแสดงผลการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิขึ้นโดยวิธี
คอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบ   เฮกเซน90% ตอเอทิลอะซิเตท 5% ตอเมทานอล 5% 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
(ก) 

 
 

 
 
 
 
 
 

(ข) 
 
 

 
รูปท่ี 29 ผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโครมาโทก
ราฟคร้ังท่ี 2 (F4-A  -  F4-I)       (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923  (ค) E. 
coli   ATCC 25922       และ (ง) P.aeruginosa ATCC 27853      
             (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 
 
 

F4-F 

F4-G 

F4-H F4-I 

pool 
P 

F4-A 

F4-C F4-D 

F4-E P 

F4-F 

F4-G 

F4-H F4-I 

pool P 

F4-A 

F4-B 

F4-C F4-D 

F4-E P 
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                                                   (ค) 
 
 
 
 
 
 
 

 
   (ง) 

รูปท่ี 29   (ตอ) .การยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ี 4 ท่ีทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีคอลัมนโคร
มาโทกราฟคร้ังท่ี 2 (F4-A  -  F4-I)       (ก)B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923  
(ค) E. coli   ATCC 25922       และ (ง) P.aeruginosa ATCC 27853        

(P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนคิอล 30 μg (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 

 จากผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพสวนท่ี 4 (F4) ท่ีทําใหบริสุทธ์ิ
ข้ึนโดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  ดวยระบบเฮกเซน90% ตอ เอทิลอะซิเตท5% ตอเมทา
นอล5%  จะไดสวนของสารท่ีแยกจากคอลัมนท้ังหมด 9 สวน (F4-A -  F4-I)   และเม่ือนําลําดับ
สวนท่ีแยกไดมาศึกษาการฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวา หลังจากท่ีนําสารสวนท่ี 4 (F4)  มาทํา
ใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนมีผลทําใหฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบลดลง กลาวคือ ใหผลการ
ยับยั้งตอชนิดของจุลินทรียทดสอบและมีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะทําใหมี
ความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน (กอนลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  )  ซ่ึงจากเดิมท่ีเคยใหผลการยับยั้งท่ี
ดีตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวกไดแก   B. subtilis ATCC 6633    แบคทีเรีย

F4-F 

F4-G 

F4-H F4-I 

pool P 

F4-A 

F4-C F4-D 

F4-E 
P 

 

F4-F 

F4-H F4-I 

pool 
P 

F4-A 

F4-B 

F4-C F4-D 

F4-E 
P F4-G 
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แกรมลบไดแก   E. coli   ATCC 25922    ยีสต ไดแก C. albican ATCC 70014  และราเสนใย ไดแก 
Alternaria sp.  หลังจากท่ีทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนและนํามาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
พบวา ลําดับสารทุกสวนท่ีแยกได (F4-A - F4-I) ไมมีผลตอการยับยั้งการเจริญของ  ราเสนใย ไดแก 
Alternaria sp.  และมีผลตอการยับยั้งการเจริญของ  C. albican ATCC 70014 ในระดับที่ลดลงมาก
เม่ือเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน สําหรับจุลินทรียทดสอบท่ีเปน
แบคทีเรีย พบวา แมวาสารแตละสวนจะมีระดับผลการยับยั้งท่ีลดลง แตบริเวณยังยั้งท่ีปรากฎก็ยังคง
ใหผลท่ีสามารถวัดระดับการยังยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได โดยคือ เม่ือทดสอบกับ B. 
subtilis ATCC 6633 พบวา สารสวน F4-A -  F4-E ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-E 
ใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 17 มิลลิเมตร      S. aureus  ATCC 25923  สาร
สวน F4-C -  F4-D ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-C ใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมี
บริเวณยับยั้งเทากับ 16 มิลลิเมตร    E. coli   ATCC 25922   สารสวน F4-C -  F4-D ใหผลการยับยั้ง
ในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-Dใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 16 มิลลิเมตร      
P.aeruginosa ATCC 27853 สารสวน F4-B -  F4-E ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีใกลเคียงกัน ซ่ึง F4-D
ใหผลการยับยั้งไดดีท่ีสุดซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 19 มิลลิเมตร  และเม่ือนําสารทุกสวนกลับมา
รวมกัน (F4-A -  F4-I) พบวา ไมมีผลทําใหการยับยั้งเพิ่มข้ึน 

จากผลการทดลองดังกลาวสรุปไดวาสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบอยูในชวงแรกๆ
ของการชะคอลัมนดวยระบบเฮกเซน90% ตอ เอทิลอะซิเตท5% ตอเมทานอล5% คือ F4-A -  F4-E 
สวนในชวงหลัง คือ  F4-F -  F4-I ใหผลการยับยั้งในระดับท่ีต่ํามากหรือไมมีผลยับยั้งเลย ดังนั้นใน
ข้ันตอนของการศึกษาลักษณะสมบัติสาร จึงเลือกสวน F4-E เนื่องจากเปนสารท่ีมีปริมาณมากท่ีสุด
ท่ีไดจากการลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  และเปนสารท่ีใหผลท่ีดีตอการยับยั้งตอจุลินทรีย
ทดสอบเม่ือเปรียบเทียบกับสารสวนอ่ืนๆ  นอกจากนี้เม่ือวิเคราะหสารแตละสวนดวยวิธีทางเคมี คือ 
1H-NMR พบวาสารสวนนี้มีลักษณะโครมาโทแกรมท่ีดีเม่ือเปรียบเทียบกับสารสวนอ่ืนๆ  ซ่ึงนาจะ
นํามาศึกษาลักษณะสมบัติของสารได 

 
 
 
 
   
 

 
 
รูปท่ี 30 ลักษณะสารสวนท่ี4 (F4-E) จากการแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟคร้ังท่ี2  
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4.2.4.3 การทําใหสารตานจุลชพีบริสุทธ์ิขึ้นของสารสวนท่ี 13 (F13) 
  สารสวนท่ี13(F13)  แยกไดจากสารสกัดหยาบจากสวนใสท่ีสกัดดวยเอธิลอะซิเตตโดยวิธี
คอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบตัวพา คือ เมทานอล25%ในเอธิลอะซิเตตเปนระบบท่ีชะสารสวน
ดังกลาวจากคอลัมนจะไดของแข็งสีเหลืองมีน้ําหนกั 0.3846 กรัม ซ่ึงสามารถละลายไดดใีนเอธิลอะ
ซิเตตและเมทานอล และเม่ือนํามาลางดวยเอธิลอะซิเตตและปลอยใหตกตะกอน (5 คร้ัง) จะสามารถ
แยกสารได 2 สวน คือ ของเหลวหนืดสีเหลืองออน (F 13-A)ปนกับของแข็งสีขาว (F13-B)  ซ่ึงมี
น้ําหนกั 0.3283 กรัม และ 0.0563 กรัม ตามลําดับ หลังจากนั้นนําสารท่ีแยกไดท้ัง 2 สวนมาทดสอบ
ฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียซ่ึงแสดงผลในตารางท่ี 20 

 
 
 
 
 
 
 
 
            สารสวนท่ี13(F13)                                                                  สารสวนท่ี13-A (F 13-A) 
                                                                                                                                                                            
 
 
 
  
 
 
                                                                                                      สารสวนท่ี13-B (F13-B) 
 

รูปท่ี 31 ลักษณะสารสวนท่ี13 (F13) จากการแยกสารโดยวิธีคอลัมนโครมาโทรกราฟคร้ังท่ี1 
 
 
 
 
 

ลางดวยเอธิลอะซิเตต
และปลอยให



 

 

81 

ตารางท่ี20 การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบโดยสารสวน F 13-A และ F13-B 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.) / (%การยับยั้ง) 

สารทดสอบ 

F 13A F13-B Chloramphenicol  
DMSO 

จุลินทรียทดสอบ 

(มม.) (%) (มม.) (%) (มม.) (%)  

B. subtilis ATCC 6633     16 66.67 -  24 100 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   18 69.29 -  26 100 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     25 89.29 -  28 100 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    20 >100 -  16 100 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 
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ตัวอยางแสดงผลการยับยัง้ตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียของสารสวน F 13-A และ 
สารสวน F13-B 

 
 
 
 
 
 
 
 
                                    (ก)                                                       (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                    (ค)                                                       (ง) 

 
 
รูปท่ี 32    การยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรียของสาร F 13-A และ สาร F13-B             
(ก) B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923    (ค) E. coli   ATCC 25922  และ        
(ง) P.aeruginosa ATCC 27853        
     (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 
 

 
 
 

F13a 
F13b 

P 

F13a F13b 

P 

F13a F13b 

P 

F13a 
F13b 

P 
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เม่ือนําสารท่ีแยกไดท้ัง 2 สวนมาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรีย
พบวา สารสวน F13-A ใหผลการยบัยั้งตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียทุกชนิดในระดับท่ี
แตกตางกนั โดยใหผลยับยับ้ท่ีดีตอแบคทีเรียแกรมลบคือ E. coli   ATCC 25922 และ P.aeruginosa 
ATCC 27853 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้งเทากับ 25 และ 20 มิลลิเมตร ตามลําดับ    และใหผลยับยั้งรองลงมา
ตอแบคทีเรียแกรมบวกคือ S. aureus  ATCC 25923 และ B. subtilis ATCC 6633 ซ่ึงมีบริเวณยับยั้ง
เทากับ 18 และ 16  มิลลิเมตร ตามลําดับ  สําหรับสารสวน F13-B  ไมมีผลยับยั้งตอจลิุนทรียทดสอบ
ทุกชนิด 

จากผลการทดลองดังกลาวพบวาสารท่ีมีฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบอยูในสวนของ 
F 13-A จึงนําสารในสวนนีม้าทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยการหาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชในการ
แยกสารดังกลาวโดยใช preparative plate ซ่ึงระบบท่ีดีท่ีสุดที่สามารถแยกสารได คือ 100%เอทิลอะ
ซิเตทซ่ึงสามารถแยกสารได สวน ซ่ึงมี Rf = 0.26 และ 0.33 (รูปท่ี33) จึงใชระบบดังกลาวในการ
แยกสารและเม่ือแยกสาร F 13-A บน preparative plate พบวาสามารถแยกสารได 2 ตําแหนงเชนกนั 
แตเม่ือขูดแยกสารท้ัง 2 ตําแหนงมาวเิคราะหทางเคมี (1H-NMR) พบวาสาร2 ตําแหนงยังปนกันอยู  

 
 
 
                                                        คา Rf  ของสาร 
 
 
                                                               0.33 

                                                               0.26 

 
                                    F13-A 
 

รูปท่ี 33 โครมาโทแกรมจาก TLC ของสารสวน F13-A เมื่อตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกได
ดวยระบบเอทิลอะซิเตท100%   
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จากผลการวิเคราะหทางเคมี (1H-NMR) พบวา สาร2 ตําแหนงท่ีแยกบน TLC ดวยระบบ 
เอทิลอะซิเตท100% ยังปนกันอยู เม่ือแยกสารดังกลาวโดยใช Preparative plate TLC (PTLC) จึง
สรุปไดวาวิธีนีไ้มเหมาะสมในการแยกสารสวนท่ี 13-A เพื่อใหไดสารบริสุทธ์ิ  

จากนั้นทําการศึกษาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชแยกสารสวนท่ี 13-A โดยเทคนิค
คอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชระบบตัวพาตางๆ เชน เมทานอล 2% ในเอธิลอะซิเตต    เมทานอล 
5% ในเอธิลอะซิเตต      เฮกเซน 5% ตอเอธิลอะซิเตต 90%ตอเมทานอล 5%   เฮกเซน10%ตอ
เอธิลอะซิเตต 85%ตอเมทานอล 5%     เฮกเซน5%ตอเอธิลอะซิเตต 85%ตอเมทานอล10%    เฮกเซน
5%ตอเอธิลอะซิเตต 80%ตอเมทานอล15%  เปนตน ดังแสดงในรูปท่ี 34 ซ่ึงพบวาการแยกของสาร
ในแตละระบบมีแนวโนมไมแตกตางกนั โดยตําแหนงของสารท่ีแยกไดมีคา Rf ใกลเคียงกันมากจงึ
คาดวาการหาระบบท่ีเหมาะสมบน TLC เพื่อใชแยกสารสวนท่ี 13-A โดยเทคนิคคอลัมนโครมาโทก
ราฟจะไมสามารถแยกสารใหมีความบริสุทธ์ิได จึงนําสารดังกลาวมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยใช
เทคนิคอ่ืนๆ คือ HPLC ในข้ันตอนตอไป 

 
  

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 34 โครมาโทแกรมจาก TLC ของสารสวน F13-A เมื่อตรวจสอบตําแหนงของสารท่ีแยกได
ดวยระบบตางๆ  

 
 4.2.4.3.1 การทําใหสารสวน F 13-A ใหบริสุทธ์ิขึ้นโดย HPLC 

เนื่องจากการทําใหสารสวน F13-A มีความบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีตางๆ ท่ีกลาวมาแลว 
ในขางตนยังไมมีความเหมาะสมท่ีจะทําใหสารสวนนี้มีความบริสุทธ์ิมากพอท่ีจะศึกษาลักษณะ
สมบัติของสารดวยวิธีทางเคมีได จึงนําสารสวนF 13-A ซ่ึงใหผลท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบโดยเฉพาะ
ตอแบคทีเรียแกรมลบมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนดวย HPLC ซ่ึงการหาระบบท่ีเหมาะสมในการแยกเพ่ือให
ไดสารบริสุทธ์ิจะใชคอลัมน analytical High performance liquid chromatography ชนิด C18 และ
ใชคอลัมน semi-preparative High performance liquid chromatography ชนิด C18 ในการแยกสาร
เพื่อเก็บแตละสวน จากนั้นนาํไปศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวธีิการทดลองขอ 3.3.3  
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 ในการวิเคราะหเพื่อหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกใหไดสารบริสุทธ์ิจะเตรียมใหมีความ
เขมขนเทากับ 20 mg/ml และใชปริมาณสารในการวิเคราะหคร้ังละ 100 ไมโครลิตร ซ่ึงสภาวะใน
การแยกสารใชระบบ gradient ตั้งแต 0-100% โดยระบบตัวพา ไดแก  ปม A คือน้ําปลอดประจุ (DI) 
+ 0.05% TFA และ ปม B คือ อะซิโตไนไตรด+ 0.05% TFA  และใชเวลา 30 นาทีแรกในการแยก
สารในระบบ gradient ตั้งแต 0-50% และใชเวลา 30 นาทีหลังในการแยกสารในระบบ gradient 
ตั้งแต 51-100%  ซ่ึงจากผลการวิเคราะหพบวา ปรากฏพีค (peak) ของสารจํานวนมากท่ีสามารถแยก
ไดในชวงระบบตัวพาและชวงเวลาตางๆ ดังแสดงในรูปท่ี 35 
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รูปที 35 การแยกสารสวน F13-A โดยใชระบบ gradient ตั้งแต 0-100% 
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จากผลการแยกสารโดยใชระบบ gradient ตั้งแต 0-100%  ท่ีแสดงดงักลาวซ่ึงปรากฏพีค 
ของสารจํานวนมากท่ีสามารถแยกไดในชวงระบบตัวพาและชวงเวลาตางๆ  จึงทําใหไมสามารถเก็บ
สวนของสารท่ีแยกในแตละพีคได จึงทําการทดลองโดยการหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกพีคของ
สารออกเปนกลุมๆ แลวนํามาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียทดสอบตามวิธีการทดลองขอ 3.3.3 
กอน แลวจงึนําสวนท่ีมีผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนและศึกษาลักษณะสมบัติ
สาร 

จากการหาระบบท่ีเหมาะสมเพ่ือแยกพีคของสารออกเปนกลุมๆและสามารถเก็บสวนของ
สารท่ีแยกได พบวา ระบบท่ีเหมาะสมคือระบบ gradient 0-35% ท่ีเวลา 0-5 นาที   50%ท่ีเวลา 6 นาที     
60% ท่ีเวลา 10 นาที     70% ท่ีเวลา 12 นาที     และ 100% ท่ีเวลา 15-40 นาที  ซ่ึงทําใหสามารถแยก
เก็บสารตามลักษณะชวงพีคท่ีปรากฏและเวลาท่ีใชในการแยกสารไดเปน 4 กลุม ดังแสดงในรูปท่ี 
36 

และเม่ือนําสารแตละสวนมาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียทดสอบพบวา สารแตละสวน
ใหผลการยับยัง้ตอจุลินทรียทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียทุกชนิดในระดับท่ีใกลเคียงกัน ดังแสดงใน
ตารางท่ี21 โดยเม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบของสารแตละสวนกับชุดควบคุม
บวก พบวาสารทุกสวนใหผลการยับยั้งท่ีดตีอ P. aeruginosa ATCC 27853 โดยมียับยัง้ของสารสวน
ท่ี 1-4 เทากับ 13  14  15 และ16 มิลลิเมตร ตามลําดับ  รองลงมาคือ B. subtilis ATCC 6633 และ S. 
aureus  ATCC 25923 โดยมียับยั้งของสารสวนท่ี 1-4 เทากับ 14  15  16 และ17 มิลลิเมตร  และ15 
13   11 และ 14 มิลลิเมตร ตามลําดับ และสําหรับ E. coli   ATCC 25922 พบวาสารทุกสวนมีบริเวณ
ยับยั้งเทากับ 13 มิลลิเมตร ซ่ึงจะพบวามีผลการยับยั้งลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับในข้ันตอนกอนทีจ่ะ
ทําสารสวน F13-A ใหบริสุทธ์ิในข้ันตอนนี้  

จากผลการทดลองดังกลาวพบวา การแยกสารท่ีมีฤทธ์ิตอการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบใน
สวนนีย้ังไมสามารถแยกออกจากกันจนเปนสารบริสุทธ์ิไดหรืออาจมีความเปนไปไดวาจะมีสารท่ีมี
ฤทธ์ิยับยั้งมากกวา 1 สวนเนือ่งจากจะพบวามีสารท่ีใหผลตอการยับยั้ง จลิุนทรียทดสอบใกลเคียงกัน
อยูในทุกสวนของสารท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC และเม่ือนําสารท้ัง 4 กลุม มาวิเคราะหทางเคมี (1H-
NMR) พบวาสารสวนนี้ยังคงไมบริสุทธ์ิ ซ่ึงอาจเปนเพราะสภาวะหรือเทคนิคท่ีใชในการแยกสาร
สวนนีย้ังไมมีความเหมาะสมสําหรับสารสวนนี้จึงตองศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีความเปนไปไดในการ
แยกใหไดสารบริสุทธ์ิในโอกาสตอไป ดังนัน้สารในสวนดังกลาวจึงยังไมสามารถนําไปศึกษา
ลักษณะสมบัติสารไดเนื่องจากยังมีความบริสุทธ์ิไมเพียงพอ แตสามารถสรุปไดวาสารสวนนี้เปน
สารประเภทเปปไทดเนื่องจากขอมูลการวิเคราะหหมูฟงชันก (functional group) ของสารโดย IR 
พบวามีหมูฟงชันกของสารเปนสารเอไมม (amide) เปนองคประกอบในโมเลกุล 
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รูปที 36 การแยกสาร F13-A ดวยระบบ gradient 0-35% ที่เวลา 0-5 นาที  50%ที่เวลา 6 นาที   60% ที่เวลา 10 นาที   70% ที่เวลา 12 นาที    และ 100% ที่เวลา 15-40 นาที

กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 กลุมที่ 3 กลุมที่ 4 
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 ตารางท่ี 21 การยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC 
 

บริเวณยับยั้ง (มม.)  

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนท่ี1 สวนท่ี2 สวนท่ี3 สวนท่ี4 
Chloram 
phenicol 

 
DMSO 

 

B. subtilis ATCC 6633     14 15 16 17 21 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   15 13 11 14 23 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     13 13 13 13 28 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    13 14 15 16 13 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 

   
 

ตารางท่ี 22 เปอรเซ็นการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC 
  

บริเวณยับยั้ง (%)  

สารทดสอบ 
จุลินทรียทดสอบ 

สวนท่ี1 สวนท่ี2 สวนท่ี3 สวนท่ี4 
Chloram 
phenicol 

 
DMSO 

 

B. subtilis ATCC 6633     66.67 74.43 76.19 80.95 100 
 
- 

S. aureus  ATCC 25923   65.22 56.52 47.83 60.87 100 
 
- 

E. coli   ATCC 25922     46.43 46.43 46.43 46.43 100 
 
- 

P. aeruginosa ATCC 27853    100 >100 >100 >100 100 
 
- 

 
หมายเหต ุ   -    =   ไมมีการยบัยั้ง 
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       ตัวอยางแสดงผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนิค HPLC 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                    (ก)                                                       (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                    (ค)                                                       (ง) 
 
รูปท่ี 37 ตัวอยางผลการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารสวน F13-A ท่ีแยกดวยเทคนคิ HPLC        
(ก) B. subtilis ATCC 6633     (ข) S. aureus  ATCC 25923    (ค) E. coli   ATCC 25922  และ (ง) 
P.aeruginosa ATCC 27853        
         (P) คือ ชุดควบคุมบวก ไดแก คลอแรมฟนิคอล 30 μg  (N) คือ ชุดควบคุมลบ ไดแก DMSO 
 
 
 
 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 
สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 

P 

N 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 
P 

N 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 P 

N 

สวนท่ี 1 

สวนท่ี 2 
สวนท่ี 3 

สวนท่ี 4 

P 

N 
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4.2.4 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารตานจุลชพีโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 
จากการศึกษาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารสวนท่ีแยกไดจากคอลัมนโคร 

มาโทกราฟพบวา สวนท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งท่ีดตีอจุลินทรียทดสอบ  คือ  สารสวนท่ี4 (F4) ซ่ึงสามารถ
ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรีย
แกรมลบ ยีสตและราเสนใย และสารสวนท่ี 13 (F13) ซ่ึงใหผลยับยั้งท่ีดีตอแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก 
E. coli   ATCC 25922  จึงนําสารท้ัง 2 สวนดังกลาวมาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีตางๆ ดังท่ีกลาว
มาแลวขางตนและวิเคราะหดวยวิธีทางเคมี พบวาสารสวนท่ี4 (F4) มีความบริสุทธ์ิเพียงพอท่ีจะ
นํามาศึกษาลักษณะสมบัติของสารได และสําหรับสารสวนท่ี 13 (F13) ยังไมมีความบริสุทธ์ิพอซ่ึง
อาจเปนเพราะสภาวะหรือเทคนิคท่ีใชในการแยกสารสวนนี้ยังไมมีความเหมาะสมสําหรับสารสวน
นี้จึงตองศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีความเปนไปไดในการแยกใหไดสารบริสุทธ์ิในโอกาสตอไป  ดังน้ัน
ในข้ันตอนการศึกษาลักษณะสมบัติของสารจึงเลือกที่จะศึกษาสารสวนท่ี4 (F4)  เน่ืองจากมีความ
บริสุทธ์ิเพียงพอและใหผลยบัยั้งท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิด   
    สารสวนท่ี 4 (F4) แยกไดจากสารสกัดหยาบจากสวนใสท่ีสกัดดวยเอธิลอะซิเตต 
จากเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใชระบบเอธิลอะซิเตต 20%ในเฮกเซนเปนระบบสารตัวพาที่
ใชชะสวนดังกลาวจากคอลัมนจะไดของเหลวสีน้ําตาลมีลักษณะเปนน้ํามัน มีน้ําหนัก 1.8587 กรัม 
ซ่ึงสามารถละลายไดดใีนเอธิลอะซิเตตและเฮกเซนและจากการทํา TLC   โดยใชระบบตัวพาเปน 
5% เมทานอลในเอทิลอะซิเตท และตรวจสอบโดยการสองดูดวยหลอดยูวีท่ีความยาวคล่ืน 254  และ 
365 นาโนเมตร การอังไอไอโอดีน และสารละลายวานิลิน ตามลําดับแลว  พบวามีคา  Rf  = 0.75  

 และจากการศกึษาลักษณะสมบัติของสารโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี คือ 1H-NMR  
และ 13C-NMR พบวาในสารสวนนี้นาจะมีสารบริสุทธ์ิมากกวา 1 ชนิด จึงทําการแยกสารสวนนี้อีก
คร้ังดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ คร้ังท่ี 2 โดยระบบท่ีใชชะคอลัมนคือ เฮกเซน 90% ตอ 
เอทิลอะซิเตท  5%ตอ เมทานอล5%  โดยสารท่ีแยกไดจากคอลัมนมีท้ังหมด 9 สวน (F4-A -  F4-I)   
และเม่ือนําสวนท่ีแยกไดมาศึกษาการฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบ พบวาหลังจากท่ีนําสารสวนท่ี 4 
(F4)  มาทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนมีผลทําใหฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบลดลง กลาวคือ 
ใหผลการยับยั้งตอชนิดของจุลินทรียทดสอบและมีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะ
ทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน (กอนลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2  )  ซ่ึงจากเดิมท่ีเคยใหผล
การยับยั้งท่ีดีตอตัวแทนจุลินทรียทดสอบทุกชนิดดังท่ีกลาวมาแลวในขอ 4.2.4.2 และสารสวน F4-E 
เปนสารท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดท่ีไดจากการลงคอลัมนโครมาโทกราฟในครั้งนี้  และเปนสารท่ีใหผลท่ี
ดีตอการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบเม่ือเปรียบเทียบกับสารสวนอ่ืนๆ จึงเลือกสารสวนนี้ มาศึกษาใน
ข้ันตอนของการลักษณะสมบัติสาร 
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สารสวน F4-E มีลักษณะเปนของเหลวหนืดสีน้ําตาลปนกบัของแข็งสีขาว มีน้ําหนัก  
0.1099 กรัมและเม่ือนํามาศึกษาลักษณะสมบัติสารโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี คือ 1H-NMR   13C-NMR    
IR   และ MS พบวาลักษณะของสารมีการเปล่ียนแปลงจนไมสามารถศึกษาลักษณะสมบัติสารได 
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากความเปนกรดของซิลิกาเจลที่ใช ซ่ึงอาจไปมีผลในการเรงการเกิดปฏิกิริยาการ
สลายตัวของสารสวนนี้  

จากเหตุผลดังกลาวจึงตองใชขอมูลจากวิเคราะหทางเคมีของสารสวนท่ี 4 (F4) (กอนลง
คอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี2) คือ 1H-NMR   13C-NMR    IR   และ MS เพื่อใชในการลักษณะ
สมบัติสาร ซ่ึงไดผลดังนี ้

จากขอมูลท้ังหมดสรุปไดวาสารสวนท่ี 4 ประกอบดวย สารประกอบของกรดคารบอก 
ซิลลิค 2 ชนิด คือ 2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid ดังแสดงในรูปท่ี 38 ซ่ึงใน
การแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบท่ีใชในการทดลองไมสามารถแยกสารท้ังสอง
ชนิดออกจากกันได 
 
 
 
 
 
 
 

                   2-methyl butanoic acid                           3-methyl butanoic acid 

รูปท่ี 38 โครงสรางทางเคมีของสารสวนท่ี 4 

 
 
Rf =      0.75 ในระบบเมทานอล 5%ในเอธิลอะซิเตต 
MW =      102 
จากขอมูลของ IR(CHCl3)      vmax 3300-2500 (br), 2965 (s), 2932 (s), 1709 (s), 1466 (m), 

1414 (m), 1301 (m), 1226 (m), 940(w) ดังแสดงในตารางท่ี 23 
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ตารางท่ี 23 ตําแหนงการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารสวนท่ี4 
 
แถบการดูดกลืนแสง ความเขม แสดงลักษณะ 
3300-2500 กวาง O-H ส่ันแบบยืดของ carboxylic acid 
2965 สูง C-H ส่ันแบบยดืของ CH3  
2932 สูง C-H ส่ันแบบยดืของ CH2 
1709 สูง C=O ส่ันแบบยืดของ carboxylic acid 
1466 ปานกลาง C-H ส่ันในแนวระนาบของ CH2, CH3 

1414 ปานกลาง C-O ส่ันแบบยดืของ carboxylic acid 
1301 ปานกลาง O-H ส่ันในแนวระนาบของ carboxylic acid 
1226 ปานกลาง O-H ส่ันในแนวระนาบของ carboxylic acid 
940 นอย O-H ส่ันในแนวนอกระนาบของ carboxylic acid 

 

จากขอมูลของ  1H-NMR พบตําแหนงของโปรตอนท่ีสัญญาณท่ีคาเคมิคอลชิพท (δH) 
(CDCl3, 400 MHz): 10.30 (2H, br.s, OH), 2.39 (1H, m, CHCH3), 2.22 (2H, d, J = 7.2 Hz, 
COCH2CH(CH3)2), 2.11 (1H, m, CH2CH(CH3)2), 1.68 (1H, m, CHaHCH3), 1.49 (1H, m, 
CHHbCH3), 1.17 (3H, d, J = 6.8 Hz , CHCH3), 0.97 (6H, d, J = 6.8 Hz, CH(CH3)2), 0.94 (3H, t, J 
= 7.6 Hz, CH3CH2) ซ่ึงขอมูลของ 1H-NMR ขางตนประกอบดวยสาร 2 ตัวคือ 2-methyl butanoic 
acid กับ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงแสดงดงัในตารางท่ี 24 
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ตารางท่ี 24  การเปรียบเทียบตําแหนงของ  2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid  โดย
ขอมูลท่ีไดจาก 1H-NMR 

OH

O

2-methylbutanoic acid

1
2

3
4

5

 

OH

O

3-methylbutanoic acid

1
234

5

 
(δH), multiplicity แสดงลักษณะ

โปรตอนท่ีตําแหนง
คารบอน 

(δH), multiplicity แสดงลักษณะ
โปรตอนท่ีตําแหนง

คารบอน 
2.39, m 2 2.22, d 2 

1.68, m และ 1.49, m 3 2.11, m 3 
1.17, d 5 0.97, d 4 และ 5 
0.94, t 4   

  

จากขอมูลของ 13C-NMR พบตําแหนงของคารบอนท่ีสัญญาณท่ีคาเคมิคอลชิพท (δC) 
(CDCl3, 400 MHz): 183.50 (C), 179.87 (C), 43.18 (CH2), 40.89 (CH), 26.50 (CH2), 25.45 (CH), 
22.30 (2 x CH3), 16.29 (CH3), 11.47 (CH3) ดังแสดงในตารางท่ี 25 
ตารางท่ี 25  การเปรียบเทียบตําแหนงของ  2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid  โดย
ขอมูลท่ีไดจาก 13C-NMR 

OH

O

2-methylbutanoic acid

1
2

3
4

5

 

OH

O

3-methylbutanoic acid

1
234

5

 

(δC) ตําแหนงของคารบอน (δC) ตําแหนงของคารบอน 

183.50 1 179.87 1 
40.89 2 43.18 2 
26.50 3 25.45 3 
11.47 4 22.30 4 และ 5 
16.30 5   
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ผลการวิเคราะห 2D-NMR ของสารสวนนี้ใชเทคนิค gCOSY, HMQC และ gHMBC โดย
แสดงผลดังตารางท่ี 26 และ 27 

 
 
ตารางท่ี 26 ตําแหนงของสาร 2-methyl butanoic acid โดยขอมูลท่ีไดจาก 1H-NMR และ 13C-NMR 
 

ตําแหนง 13C-NMR (δC) 1H-NMR (δH) gCOSY gHMBC 

1 183.50 - - - 

2 40.89 2.39, m H-5 C-4 

3 26.50 1.68, m และ 1.49, m H-4 C-1, C-5 

4 11.47 0.94, t H-3 C-2 

5 16.30 1.17, d H-2 C-3 

 
 
 
 

ตารางท่ี 27 ตําแหนงของสาร  3-methyl butanoic acid โดยขอมูลท่ีไดจาก 1H-NMR และ 13C-NMR 
 

ตําแหนง 13C-NMR (δC) 1H-NMR (δH) gCOSY gHMBC 

1 179.87 - - - 

2 43.18 2.22, d H-3 C-4, C-5 

3 25.45 2.11, m H-2, H-4, H-5 C-1 

4 22.30 0.97, d H-3 C-2, C-5 

5 22.30 0.97, d H-3 C-2, C-4 
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H3C OH

O

2-methylbutanoic acid 3-methylbutanoic acid

H CH3

H H

2.39 1.17

1.681.49

0.94
H3C OH

O

H H

H3C H

2.22 2.22

2.110.97

0.97

 
 

รูปท่ี 39 โครงสรางทางเคมีของสารสวนท่ี 4 (gCOSY)  
 
 
 
 

H3C OH

O

2-methylbutanoic acid

H CH3

H H

2.39 1.17

1.681.49

0.94
H3C OH

O

H H

H3C H

2.22 2.22

2.110.97

0.97

3-methylbutanoic acid

40.9
183.526.5

11.5

16.3

179.9

43.2
22.3

22.3

 
 

รูปท่ี 40 โครงสรางทางเคมีของสารสวนท่ี4 (gHMBC)  
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จากผลการทดลองสรุปไดวา สารสวนท่ี 4 ท่ีแยกไดจากเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวย 
ระบบเฮกเซน 80 % ในเอธิลอะซิเตต ประกอบดวย สารประกอบของกรดคารบอกซิลลิค 2 ชนิด คือ 
2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนดิ 
ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและราเสนใย และเม่ือแยกสารทั้ง 2 ชนิด ดวย
เทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟอีกคร้ังหนึ่ง   พบวาสารท่ีแยกไดมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบลดลง
กลาวคือ ใหผลการยับยั้งตอชนิดของจุลินทรียทดสอบและมีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับ
กอนท่ีจะทําใหมีความบริสุทธ์ิมากยิ่งข้ึน ซ่ึงอาจมีความเปนไปไดวาวิธีการแยกสารทั้ง 2 ชนิดออก
จากกันดวยเทคนิคนี้มีความไมเหมาะสม หรือเหตุผลอีกประการหนึ่งคือเม่ือสารท้ัง 2 ชนิดอยู
รวมกันจะมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวา ดังนั้นถาความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบท่ีลดลงเปนไปตามเหตุผลดังกลาวจึงไมมีความจาํเปนท่ีจะตองทําการแยกสารท้ัง 2 ชนิด 
ออกจากก
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการวิจัย 

 
5.1 การผลิตสารตานจุลชพีจาก Bacillus subtilis K-05 และศึกษาการยับยั้งจุลินทรียของสารตาน
จุลชีพ 

การผลิตสารตานจุลชีพจาก B. subtilis K-05 ในระดบัขวดทดลองเพื่อศึกษาระยะเวลาท่ี
เหมาะสมสําหรับการเล้ียง B. subtilis K-05 ในการผลิตสารตานจุลชีพ  โดยใชระยะเวลาในการเลี้ยง
เช้ือ 120 ช่ัวโมง ในอาหารเหลว LB ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา      B. subtilis K-05 มีการ
เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงท่ี 60 ซ่ึงมีน้ําหนักเซลลแหงสูงท่ีสุด คือ 
1.264 กรัมตอลิตร และหลังจาก 60 ช่ัวโมงพบวาการเจริญของ B. subtilis K-05 คอยๆ ลดลง จากผล
การศึกษาขางตนสรุปวาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเล้ียง B.subtilis K-05 เพื่อการผลิตสารตาน    
จุลชีพ คือ 60 ช่ัวโมง เนื่องจากการเล้ียงในอาหาร LB เปนเวลานาน 60 ช่ัวโมง ใหผลยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดดีกวาหรือใกลเคียงกับตัวอยางท่ีไดการเล้ียงเชื้อท่ีเวลา 48 และ 72 ช่ัวโมง  

ในข้ันตอนของการผลิตสารตานจุลชีพในระดับถังหมักมีวัตถุประสงคเพื่อเพ่ิมปริมาณสาร
ใหเพยีงพอสําหรับใชในข้ันตอนของการทําสารบริสุทธ์ิ โดยพบวา B. subtilis K-05 มีการเจริญ
เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต 0 ช่ัวโมงจนถึงช่ัวโมงท่ี 36 ซ่ึงมีน้ําหนักเซลลแหงมากท่ีสุด คือ 1.5 กรัมตอลิตร 
และหลังจาก 36 ช่ัวโมง พบวาการเจริญของ B. subtilis K-05 คอยๆ ลดลง และเม่ือศึกษาการยับยั้งจุ
ลินทรียของสารตานจุลชีพจากสวนใสกับจลิุนทรียทดสอบ พบวาสารตาน     จุลชีพท่ีไดจากการ
เล้ียงเช้ือแสดงผลการยับยั้งแบคทีเรีย ยีสตและราเสนใยที่ใชทดสอบ 
 เม่ือเปรียบเทียบการเจริญและผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบของสารตานจุลชีพจาก  B. 
subtilis K-05 เม่ือเล้ียงในระดับขวดทดลองและในระดับถังหมักพบวา รูปแบบการเจริญในสภาวะ
การทดลองดังกลาวมีความสัมพันธกัน คือมีการสรางสารตานจุลชีพท่ีมีผลยับยั้งตอจุลินทรีย       
ทดสอบในชวงตนของการเจริญเชนเดียวกนัแตการเล้ียงในระดับถังหมักการเจริญของจุลินทรียจะ
เร่ิมลดลงเร็วกวาการเล้ียงในระดับขวดทดลอง และจากผลการยับยั้งจุลินทรียทดสอบท่ีพบในชวง
ตนของการเจริญมีความสอดคลองกับรายงานของ Katz และ Demain (1977)  ซ่ึงสรุปไดวาแมวา
สารตานจุลชีพเปนสารทุติยภมิูท่ีสรางข้ึนในชวงปลายของระยะเพ่ิมจํานวนแบบทวีคูณ (logarithmic 
phase) แตสามารถตรวจพบไดตั้งแตระยะเร่ิมตนของการเจริญเชนเดยีวกับท่ี  Ohno และคณะ 
(1993)   ไดศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญของ  B. subtilis   NB 22  และการสรางสารตาน  
จุลชีพ  คือ  อิทูริน  พบวามีการสรางอิทูรินต้ังแตระยะเริ่มตนของการเจริญ (กอนช่ัวโมงท่ี  24)  และ
มีการสรางอิทูรินไปพรอม ๆ  กับการเจริญของ B. subtilis   NB 22   
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5.2 การทําสารตานจุลชีพท่ีผลิตโดย Bacillus subtilis K-05 ใหบริสุทธ์ิและการศึกษาลักษณะสมบัติ
ของสารตานจุลชีพ 
5.2.1 การสกัดสารตานจุลชีพและการยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยสารตานจุลชีพในสวนใส   สาร
สกัดจากสวนใส และสารสกัดจากเซลล 

หลังจากเก็บน้ําหมักท่ีไดจากการเล้ียง  Bacillus K-05 และแยกเซลลออกแลว นําท้ัง 2  
สวนมาสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย   จากนั้นนําสารสกัดท้ัง  2  สวน ไปทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอ
จุลินทรียทดสอบเปรียบเทียบกับสวนใสท่ีไดจากการเล้ียง Bacillus K-05 ซ่ึงพบวา สารตานจุลชีพ
จากท้ัง 3 สวนดังกลาวใหผลยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิดในระดับท่ีแตกตางกัน  ยกเวนราเสน
ใย   A. oryzae ซ่ึงไมพบการยับยั้งเม่ือทดสอบกับสารสกัดจากสวนใส  นอกจากนี้ยังพบวา สารสกัด
จากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมีระดับการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบทุกชนิดใกลเคียงกันและ
ใหผลการยับยั้งท่ีดีกวาสวนใสกอนการสกัดเม่ือทดสอบกับจุลินทรียทดสอบที่เปนแบคทีเรียซ่ึง
นาจะเปนเพราะในสารสกัดประกอบดวยสารยับยั้งจุลินทรียท่ีมีความบริสุทธ์ิมากขึ้น     แตสําหรับ          
จุลินทรียทดสอบท่ีเปนราเสนใยและยีสตพบวามีบริเวณยับยั้งท่ีลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับสวนใส
กอนการสกัด ซ่ึงอาจเปนไปไดวาวิธีการสกัดและตัวทําละลายท่ีใชยังมีความเหมาะสมไมเพียง
พอท่ีจะนําสารสวนท่ีแสดงฤทธ์ิออกมาไดท้ังหมด และเม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียของ
สารตานจุลชีพในทุกสวนกับชุดควบคุมบวก พบวาสารตานจุลชีพในทุกสวนสามารถยับยั้งเช้ือ
ทดสอบท่ีเปนแบคทีเรียไดใกลเคียงกับชุดควบคุมบวก  และสําหรับราเสนใยพบวาสามารถยับยั้งได
ใกลเคียงหรือดีกวาชุดควบคุมบวก 

เม่ือนําสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลลมาวิเคราะหโดยวิธี TLC โดย 
ระบบตัวพาคือ เมทานอล 5%ในเอทิลอะซิเตท  ซ่ึงเปนระบบท่ีดีท่ีสุดในการแยกสารสกัดท้ัง 2 สวน
พบวาสารสกัดจากสวนใสและสารสกัดจากเซลล มีตําแหนงของสารที่แยกไดตรงกัน 2 ตําแหนง 
และตางกัน 3 ตําแหนง ซ่ึงอาจสรุปไดวา สารสกัดท้ัง 2 สวน มีชนิดของสารออกฤทธ์ิบางสวนท่ี
ตางกันจึงทําใหมีความแตกตางของตําแหนงของสารท่ีแยกไดบน TLC 
 

5.2.2  การทําสารตานจุลชีพท่ีสกัดจากสวนใส ใหบริสุทธ์ิ 
จากการสรุปผลในข้ันตอนของการวิเคราะหสารสกัดจากสวนใสและสารสกดัจาก 

เซลลโดยวิธี  TLC ทําใหทราบวาสารสกัดท้ัง 2 สวน มีชนิดของสารออกฤทธ์ิบางสวนท่ีตางกัน
ดังนั้นในการทําใหบริสุทธ์ิในข้ันตอนนี้จงึไมนําสารท้ัง 2 สวนมารวมกันเพราะจะทําใหการแยกให
ไดสารบริสุทธ์ิทําไดยากข้ึน และเลือกทีจ่ะศึกษาสารสกัดจากสวนใสกอนเปนลําดบัแรกเนื่องจาก
เปนสวนท่ีมีปริมาณมากและเคยมีรายงานการพบสารบริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได 
และยังมีสารตานจุลชีพสวนอ่ืนท่ียังไมไดทําใหบริสุทธ์ิจากรายงานของสุดารัตน บุญยง (2548) 
พบวา สารบริสุทธ์ิ 2 ชนิดท่ีพบเปนสารประเภทเปปไทด โดยสารท่ีชนิด1 และสารชนิดท่ี 2 ชะ
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ออกมาจากคอลัมนดวยระบบตัวพาคือเฮกเซน 30%ในเอธิลอะซิเตท และเฮกเซน 25%ในเอธิลอะซิ
เตท ตามลําดบั  ซ่ึงเม่ือทําใหตัวทําละลายอินทรียระเหยไปไดสารมีลักษณะเปนผงสีครีม  และยับยั้ง
แบคทีเรีย  ไดแก  B. subtilis  ATCC6633    S. aureus  ATCC25923   และ M. luteus   เชนเดียวกัน   
เม่ือนําสารชนิดท่ี 1   มาวิเคราะหโครงสรางโมเลกุลดวยวิธี  NMR และวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุ
โดยใช  MS   พบวาสารท่ี I  มีโครงสรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมิโน 2  ชนิด คือ  cyclo(Leu-
Pro)  หรือมีช่ือทางเคมีวา 3–isobutylhexahy dropyrrolo [1,2 α]pyrazine-1,4-dione  และมีน้ําหนกั
โมเลกุล  เทากบั 210.1446   และสารชนิดท่ี 2   มีโครง สรางโมเลกุลเปนวงของกรดอะมิโน 2  ชนดิ 
คือ cyclo(Val-Pro) หรือมีช่ือทางเคมีวา 3-isopropylhexahydropyrrolo [1,2- α] pyrazine-1,4-dione  
มีน้ําหนกัโมเลกุล เทากับ  196.1269  

ในงานวิจัยนี้ศึกษาการทําสารสกัดจากสวนใสใหบริสุทธ์ิ  โดยใชสารสกัดเร่ิมตน 20.025 
กรัม  มาทําใหบริสุทธ์ิข้ึนดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟและนําสารแตละสวนท่ีไดจากการชะ
คอลัมน มาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งตอจุลินทรียทดสอบ จากข้ันตอนนี้พบวามีสาร 2 สวนคือสารสวน
ท่ี 4 (F4) และสารสวนท่ี 13 (F13) ท่ีมีความนาสนใจท่ีจะทําใหบริสุทธ์ิข้ึนและนํามาศึกษาลักษณะ
สมบัติสาร เนื่องจากสารสวนท่ี 4 เปนสารสวนท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบทุกกลุม
ท่ีศึกษาไดใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก และสารสวนท่ี 13 ซ่ึงแสดงการยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดแก  แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบโดยเฉพาะอยางยิ่ง   E. coli   ซ่ึงเปน
แบคทีเรีย แกรมลบโดยมีบริเวณยับยั้งใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวก ซ่ึงมีสารตานจุลชีพ
นอยชนิดท่ีแสดงฤทธ์ิยับยั้งเนื่องจากองคประกอบทางเคมีของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบมีความ
ซับซอนมากกวาแบคทีเรียแกรมบวก   ดังน้ันจึงเปนผลการศึกษาท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่งเนื่องจากชุด
ควบคุมบวก ซ่ึงไดแก คลอแรมฟนิคอล และนิสแตติน เปนสารบริสุทธ์ิจําหนายเปนการคายอมมี
ประสิทธิภาพ ในการยับยั้งจุลินทรียไดดีจึงนาจะมีประโยชนถาสามารถศึกษาลักษณะสมบัตทิางเคมี
ของสารนี้ เพื่อประโยชนในการพัฒนาและนํามาใชทางเภสัชวิทยาตอไป 

สําหรับสารสวนท่ี 4 ใชระบบเอธิลอะซิเตต 20% ในเฮกเซนเปนระบบท่ีชะสารสวน
ดังกลาวจากคอลัมนไดของเหลวสีน้ําตาลมีลักษณะเปนของเหลวและเม่ีอวิเคราะหดวยวิธีทางเคมี
คือ 1H-NMR   13C-NMR  และ 2D-NMR พบวาสารสวนนี้นาจะมีสารปนกันอยูมากกวา1ชนิด จึง
นําไปทําใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยวิธีโครมาโทกราฟอีกคร้ัง โดยระบบสารตัวพาท่ีใชชะคอลัมน คือ         
เฮกเซน 90% ตอ เอทิลอะซิเตท5%  ตอ เมทานอล5% ซ่ึงเปนระบบท่ีแยกสารสวนนี้ไดดีท่ีสุด  จาก
ผลการของการแยกสารดวยคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ังท่ี 2  นํามาศึกษาลักษณะสมบัติสารโดยวิธี
วิเคราะหทางเคมี คือ 1H-NMR   13C-NMR    IR   และ MS พบวา ลักษณะของสารมีการ
เปล่ียนแปลงจนไมสามารถศึกษาลักษณะสมบัติสารได ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากความเปนกรดของซิลิ
กาเจลท่ีใช ซ่ึงอาจไปมีผลในการเรงการเกิดปฏิกิริยาการสลายตัวของสารสวนนี้ และจากเหตุผล
ดังกลาวจึงตองใชขอมูลจากวิเคราะหทางเคมีของสารสวนท่ี 4   (กอนลงคอลัมนโครมาโทกราฟคร้ัง
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ท่ี2)  คือ 1H-NMR   13C-NMR   2D-NMR    IR   และ MS  เพื่อใชในการศึกษาลักษณะสมบัติสาร 
ซ่ึงไดผลดังนี้   จากขอมูลท้ังหมดสรุปไดวาสารสวนท่ี 4 ประกอบดวยสารประกอบของกรดคาร
บอกซิลลิค (carboxylic acid) 2 ชนิด คือ 2-methyl butanoic acid กับ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงใน
การแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟดวยระบบที่ใชในการทดลองไมสามารถแยกสารท้ังสอง
ชนิดออกจากกันไดเนื่องจากสารทั้ง 2 ชนิดเปนสารท่ีมีลักษณะใกลเคียงกัน โดยมีมวลโมเลกุล
เทากันคือ 102  และมีโครงสรางหลักท่ีเหมือนกันแตตางกันท่ีตําแหนงการตอกับคารบอนของหมู 
methyl ซ่ึงมีการเกาะกับคารบอนในตําแหนงท่ี 2 และตําแหนงท่ี 3 ตามลําดับ   โดยสารสวนนี้
สามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิดดังท่ีกลาวมาแลว และเม่ือแยกสารทั้ง 2 ชนิด  เพื่อใหมี
ความบริสุทธ์ิข้ึนดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟอีกคร้ังหนึ่งพบวา สารท่ีแยกไดมีฤทธ์ิยับยั้ง      
จุลินทรียทดสอบลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกอนท่ีจะทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนและมีลักษณะของ
สารท่ีเปล่ียนแปลงจนไมสามารถศึกษาลักษณะสมบัติสารไดซ่ึงอาจมีความเปนไปไดวาวิธีการแยก
สารท้ัง 2 ชนิดออกจากกันดวยเทคนิคนี้ยังไมเหมาะสม หรือเหตุผลอีกประการหนึ่งคือเม่ือสารท้ัง 2 
ชนิดอยูรวมกันจะมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวา ดังนั้นถาความสามารถในการยับยั้ง            
จุลินทรียทดสอบท่ีลดลงเปนไปตามเหตุผลดังกลาวจึงไมมีความจําเปนท่ีจะตองทําการแยกสารท้ัง 2 
ชนิดนี้ออกจากกัน 
 ในป 2006  Rhee ไดรายงานการออกฤทธ์ิรวมกันของสารประเภทไดเปบไทดสองชนิด 
ไดแก cyclo(Leu-Propyl)   และ  cyclo(Phe-Prol)  ซ่ึงผลิตจาก Streptomyces  sp.  พบวาสามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดและแบคทีเรียแกรมลบที่ไมใชอากาศบางชนิด 
(negative anaerobic bacteria) รวมท้ังยังมีฤทธ์ิปองกันผลที่เกิดจากรังสีตอไฟโบรบลาสของเซลล
ปอด กลาวคือ เม่ือ fibroblast cell lines (เซลลเร่ิมตน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)  ไดรับสารทดสอบท้ัง 
3 กลุมคือ cyclo(Leu-Pro) รวมกับ cyclo(Phe-Pro) และ cyclo(Leu-Pro) และ  cyclo(Phe-Pro)  นาน
เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามารับรังสีจะพบวา ถาใชสารประเภทไดเปบไทดชนิดใดชนดิ
หนึ่งเซลลมีอัตราการอยูรอดนอยกวา 80% แตถาใชสารประเภทไดเปบไทดท้ังสองชนิดทํางาน
รวมกัน เซลลมีอัตราการอยูรอดมากกวา 90% 
 

และสําหรับสารสวนท่ี 13 ซ่ึงเปนสารอีกสวนหนึ่งท่ีแยกไดจากการทําใหบริสุทธ์ิโดยวิธี
คอลัมนคร้ังท่ี 1 ซ่ึงมีความนาสนใจเนื่องจากแสดงการยับยั้ง E. coli  ซ่ึงแบคทีเรียแกรมลบไดโดยมี
บริเวณยับยั้งใกลเคียงกับการยับยั้งโดยชุดควบคุมบวกซ่ึงมีสารตานจุลชีพนอยชนิดท่ีแสดงฤทธ์ิ
ยับยั้งเนื่องจากองคประกอบทางเคมีของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบมีความซับซอนมากกวา
แบคทีเรียแกรมบวกดังท่ีกลาวมาแลว       การทําใหสารสวนนี้มีความบริสุทธ์ิข้ึนโดยผานข้ันตอน
ดังนี้ คือ คอลัมนโครมาโทกราฟ   การแยกโดยการปลอยใหสารคอยๆ ตกตะกอน  การแยกสารโดย
ใช Preparative plate TLC (PTLC) และการแยกสารดวยวิธี HPLC  ตามลําดับ   จากข้ันตอนของการ
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แยกสวนท่ี 13 ดวยวิธีการตางๆ ดังท่ีกลาวมา   ผลการทดลองพบวา  การแยกสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้ง       
จุลินทรียทดสอบในสวนนี้ยังไมสามารถแยกจนเปนสารบริสุทธ์ิไดหรืออาจมีความเปนไปไดวาจะมี
สารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งมากกวา 1 สวนเนื่องจากไดพบวามีสารท่ีใหผลยับยั้งจุลินทรียทดสอบใกลเคียงกนั
อยูในทุกสวนของสารท่ีแยกดวยวิธี HPLC   เม่ือวิเคราะหทางเคมีโดยใช 1H-NMR พบวาสารสวนท่ี 
13 ยังคงไมบริสุทธ์ิ    ซ่ึงอาจเปนเพราะสภาวะหรือเทคนิคท่ีใชในการแยกสารสวนนี้ยังไมเหมาะสม
สําหรับสารสวนนี้     จึงตองมีการศึกษาการแยกใหไดสารบริสุทธ์ิตอไป ดังนั้นสารในสวนดังกลาว
จึงยังไมสามารถนําไปศึกษาลักษณะสมบัติสารไดเนื่องจากยังมีความบริสุทธ์ิไมเพียงพอ แตสามารถ
ระบุไดวาสารสวนนี้เปนสารประเภทเปปไทดเนื่องจากขอมูลการวิเคราะหหมูฟงชันก (functional 
group) ของสารโดย IR พบวามีหมูฟงชันกของสารเปนสารเอไมด (amide) เปนองคประกอบใน
โมเลกุล 
  จากการรายงานผลงานวิจัยอ่ืนๆท่ีมีการศึกษาสารตานจุลชีพจากแบคทีเรียในจีนัส Bacillus 
พบวาสารตานจุลชีพท่ีสังเคราะหไดจากแบคทีเรียจีนัสนี้มักเปนสารประเภทเปปไทดที่มีโครงสราง
หลากหลายดังแสดงในตารางท่ี 4  กลาวคือสารตานจุลชีพท่ีผลิตไดจะมีองคประกอบหลักเปนเปป
ไทดและอาจมีองคประกอบยอยเปนสารประเภทอ่ืนๆ เชน cyclic acylpeptide และ lipopeptide เปน
ตน นอกจากนี้ยังพบวาสารตานจุลชีพประเภทนี้อาจมีลักษณะเปนวง (cyclic peptides) เชน อิทูริน
โดยมีโครงสรางเปน cyclic lipopeptide หรืออาจมีลักษณะท่ีเปนโซตรง เชน ไรโซซิซิน โดยมี
โครงสรางเปนไดเปปไทดและไตรเปปไทด (Kluger และคณะ, 1990) ซ่ึงความสามารถในการยับยั้ง
จุลินทรียชนิดตางๆ ข้ึนอยูกับลักษณะโครงสรางของสารท่ีเปนองคประกอบ 
 Han และคณะ (2005) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus sunhua โดยแบคทีเรียดังกลาว
สามารถผลิตสารตานจุลชีพยับยั้ง Streptomyces scabiei  เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว TSB ท่ี อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนําสวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือมาสกัดดวยเอธิลอะซิ
เตตและนําไปทําใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ พบวามีสาร 2 สวนท่ีใหผลการยับยั้งท่ีดี
ตอจุลินทรียทดสอบ จึงนําสารท้ัง 2 สวนมาทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดวย preparative HPLC ซ่ึง
เม่ือทําการศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยวิธีทางเคมี คือ 1H-NMR   13C-NMR  HMBC  HMQC  
NOESY และ MS  จะไดสารบริสุทธ์ิท่ีมีโครงสรางเปน cyclic lipopeptide คือ iturin A และ 
maccrolactin A  ซ่ึงมีผลตอการยับยั้งการสรางสปอรและมีผลตอการทําลายเสนใยของ S. scabiei  
ตามลําดับ   
 Hu และ คณะ (2006) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus subtilis ซ่ึงแยกลําตนของพืชท่ีมี
การถูกทําลายโดยเช้ือกอโรคคือ Slerotinia sclerotiorum เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Czapek  
ท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาสวนใสท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือสามารถยับยั้ง
Fusarium moniliform และเม่ือทําใหบริสุทธ์ิดวย การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม      
ซัลเฟส 25-60%  จากน้ันทําใหบริสุทธ์ิมากข้ึนดวยคอลัมน  Sephadex G-25    คอลัมน DEAE-52 
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คอลัมน  Sephadex G-25  และ revers-phase HPLC (reverse-phase High Performance Liquid 
Chromatography) ศึกษาลักษณะสมบัติสารดวยวิธีทางเคมีจะไดสารบริสุทธ์ิท่ีมีโครงสรางเปน 
lipopeptide คือ ฟงจิซิน (fungycin) 

 Zhang และ คณะ (2008) ศึกษาสารตานจุลชีพจาก Bacillus sp. B-TL2 ซ่ึงแยกไดจากลําตน
ของยาสูบ โดย Bacillus sp. B-TL2 สามารถสรางสารตานจุลชีพท่ีมีผลยับยั้งเช้ือรากอโรคพืชไดดี
เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีอุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ข้ันตอน
สําหรับการทําใหไดสารตานจุลชีพบริสุทธ์ิประกอบดวย 3 ข้ันตอนตามลําดับ คือ การตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต คอลัมนโครมาโทรกราฟแบบแลกเปล่ียนไอออน (cation 
exchange chromatography)โดยใชคอลัมน CM Sepharose Fast Flow  และ reverse-phase HPLC 
โดยใชคอลัมน Source 5RPC  เปนข้ันตอนสุดทาย ทําใหไดสารบริสุทธ์ิท่ีแสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดตีอ
ราทดสอบ     สารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจาก Bacillus sp. B-TL2 แสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอเช้ือรา
ทดสอบซ่ึงเปนราท่ีกอโรคพืช ไดแก Bipolaris maydis   Aspergillus brassicae  A.niger และ 
Cercospora personata และเม่ือนํามาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดย SDS-page และ mass 
spectrometry พบวามวลโมเลกุลเทากับ 2500 ดาลตัล (Da) และมีลําดับกรดอะมิโนท่ี N-terminal คือ 
NH2-K-Q-Q-L-A-T-E-A-E-S-A-G-P-I-L ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนดังกลาวมีความแตกตางจากลําดบั
กรดอะมิโนท่ีปรากฏในสารตานจุลชีพชนดิอ่ืนๆ ท่ีผลิตไดจากจุลินทรยีท่ีเคยมีการรายงาน 
 

นอกจากสารตานจุลชีพประเภทเปปไทดซ่ึงเปนสารสวนใหญท่ีมีรายงานพบจาก Bacillus 
สปชีสตางๆ ยังพบวามีสารบางชนิดท่ีผลิตจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของ  Bacillus บางสปชีสท่ี
มีลักษณะโครงสรางทางเคมีเปนสารชนิดอ่ืนนอกเหนือจากสารประเภทเปปไทดและมี
ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียชนิดตางๆ ไดเชนเดียวกัน เชน เอนไซมไคติเนส (chitinase)และ
เอนไซมชนิดอ่ืนๆ ท่ีสามารถยอยหรือทําลายผนังเซลลของสารตานจุลชีพได (Sygusch, 1990) 
สารประกอบประเภทสารระเหย (Sadfi และคณะ, 2001) สารประกอบที่แยกไดจากกลไกการ
ตานทานตอยาหรือสารปฏิชีวนะ (Kehlenbeckและคณะ, 1994) สารกลุมโพลีคีไทด (polyketide)   
สารกลุมอะมิโนซูการ (aminosugar)  และ ฟอสโฟลิปด (Phospholipid) เปนตน (Stein, 2005)  
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ตารางท่ี 28  สารตานจุลชีพจาก Bacillus สายพันธุตางๆ ท่ีมีลักษณะโครงสรางทางเคมีเปนสารชนิด
อ่ืนนอกเหนือจากสารประเภทเปปไทด  
 
จุลินทียผูผลิต สารตานจุลชพี โครงสรางสาร การยับยัง้ อางอิง 

B.Subtilis  
 

Butirosin aminoglycoside แบคทีเรีย Glasby, 1993 

B.Subtilis168 Bacilysosin Phospholipids แบคทีเรียและรา 
 

Tamehiro และ
คณะ 2002 

B.Subtilis 
A1/3 

Difficidin 
Bacillaene 

Polyene macrolide 
Polyketide 

แบคทีเรียแกรม
บวก 

Hofemeister
และคณะ 2004 

B.pumilus 
 

Neotrehalosadiamine aminosugar ยับยั้งจุลินทรีย
ทุกกลุม 

Inaoku  และ
คณะ 2004 

B.SubtilisK-05 

 
2methylbutanoic acid 
3methylbutanoic acid 

carboxylic acid แบคทีเรียแกรม
บวก  แกรมลบ 
ยีสต ราเสนใย 

งานวิจยันี ้

 
 

ในงานวิจัยนี้ไดพบสารที่ผลิตจาก B.subtilis K-05  ไดแก สารประกอบของกรดคารบอก
ซิลลิค (carboxylic acid) 2 ตัว คือ 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid ซ่ึงแสดง
ฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบหลายชนิดไดแก แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยสีต 
และราเสนใย จากการสืบคนขอมูลพบวาสารตานจุลชีพสวนใหญท่ีผลิตจาก Bacillus สายพันธุตางๆ 
มักเปนสารประเภทเปปไทด (ตารางท่ี 4) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารท่ีพบในงานวิจัยนี้เปนสารท่ีมีความ
นาสนใจเนื่องจากเปนสารท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิการยับยั้งท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิดและ
เปนสารท่ีไมเคยมีรายงานการพบใน Bacillus  sp. มากอน 

สาร 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid หรือช่ืออ่ืนๆ คือ 2-methyl 
butyric acid  และ Isovaleric acid   สารดังกลาวเปนสารท่ีไดจากกระบวนการสังเคราะหและเปน
สารท่ีมีการผลิตทางการคาซ่ึงใชเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหผลิตภัณฑตางๆ เชน การสังเคราะห
กรดอะมิโน (Dionisi และคณะ, 2006) 

มีรายงานการพบสารชนิดนี้ในส่ิงมีชีวิตตางๆ ไดแก แบคทีเรียมีโดยมีรายงานการพบสาร
ดังกลาว ในกลุม lactic acid bacteria และ propionic acid bacteria และในพืช ไดแก Gypsophila 
paniculata  
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Thierry และ Maillard (2002) พบวาสารกลุมนี้เปนสารท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการ 
catabolism ของกรดอะมิโนชนิดตางๆ ในกระบวนการผลิตเนยแข็ง (swiss type cheeses) ซ่ึงทําให
เกิดกล่ิน โดยพบวา 2-methyl butanoic acid และ 3-methyl butanoic acid เปนสารท่ีไดจาก
กระบวนการ catabolism ของกรดอะมิโน ไดแก ไอโซลิวซีน และลิวซีน(Leu) ตามลําดับ โดย 
propionic acid bacteria และแบคทีเรีย Lactobacillus sp.    Tavaria และคณะ (2002) และ Genesan 
และคณะ (2006)   พบวา สารกลุมนี้เปนสารท่ีทําใหเกิดกล่ินซ่ึงเกิดข้ึนจากกระบวนการ catabolism 
ของกรดอะมิโนชนิดตางๆ โดย lactic acid bacteria โดยพบวา 3-methyl butanoic acid เปนสารท่ีได
จากกระบวนการ catabolism ของลิวซีน และสําหรับกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆ พบวาสามารถเกิดเปน
สารประกอบที่ทําใหเกิดกล่ินไดเชนเดียวกัน เชน อะลานีน  วาลีนและไกลซีนทําใหเกิดเปน
สารประกอบไดแก กรดโพรพิโอนิค     ไอโซโพรพิลบิวทาเรท   และกรดอะซิติก ตามลําดับ     

สําหรับพืช ไดแก Gypsophila paniculata มีรายงานการพบการสังเคราะหสาร 3-methyl 
butanoic acid ไดกระบวนการ catabolism ของกรดอะมิโนไดแก ลิวซีน (Leu) เชนกัน ซ่ึง
กระบวนการสังเคราะหมีความสัมพันธกับกระบวนการเกิดดอกของ Gypsophila paniculata 
(Nimitkeatkai และคณะ 2005) 

 
สรุปวางานวิจัยนี้ไดผลิตสารตานจุลชีพจาก B. subtilis  สายพันธุ K-05   ทําใหบริสุทธ์ิและ

ศึกษาลักษณะสมบัติของสาร พบวาสารตานจุลชีพท่ีผลิตได คือ สาร 2-methyl butanoic acid และ 3-
methyl butanoic acid ซ่ึงเปนสารท่ีมีความนาสนใจเน่ืองจากเปนสารท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิการยับยั้ง
ท่ีดีตอจุลินทรียทดสอบไดหลายชนิดและเปนสารท่ีไมเคยมีรายงานการมีฤทธ์ิเปนสารตานจุลชีพท่ี
ผลิตโดย Bacillus  spp. มากอน 
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รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเล้ียงเชือ้และสารเคมี 
1.  Nutrient Broth : NB   ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 แบคโตเปบโตน   5 กรัม 
 สารสกัดจากเนื้อ   3 กรัม 
 น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
2.  Nutrient Agar : NA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

แบคโตเปบโตน   5 กรัม 
 สารสกัดจากเนื้อ   3 กรัม 
 ผงวุน    15 กรัม 
 น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
3. Potato Dextrose Agar : PDAใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 มันฝร่ังช้ินเล็ก   200 กรัม  

น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ตมมันฝร่ังใหสุก จากนัน้กรองเอาแตน้ําตมมัน และนําไปผสมกับสวนผสมตาง ๆ 
ไดแก 
กลูโคส    10 กรัม 
ผงวุน    15 กรัม 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ   
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
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4. Yeast Malt Extract  : YM  ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 สารสกัดจากยสีต  3 กรัม 
 สารสกัดจากมอลต  3 กรัม 
 เปปโตน   5 กรัม 
 กูลโคส    10 กรัม 

น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
5. Yeast Malt Extract Agar : YMA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 สารสกัดจากยสีต  3 กรัม 
 สารสกัดจากมอลต  3 กรัม 
 เปปโตน   5 กรัม 
 กูลโคส    10 กรัม 

ผงวุน    15 กรัม 
น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ 
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
6. Luria-Bertani Agar : LBA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 ทริปโตน   10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต  5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด   5 กรัม 
ผงวุน    15 กรัม 
น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายและผสมใหเขากนั นึง่ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
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7. Luria-Bertani Broth : LB  ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 ทริปโตน   10 กรัม 
 สารสกัดจากยสีต  5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด   5 กรัม 

น้ํากล่ัน    1000 มล 

• ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 

 
8.     Sabauraud Dextrose Agar : SDA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
      แบคโตเปบโทน    10  กรัม 

กลูโคส     40  กรัม 
ผงวุน    20  กรัม 
น้ํากล่ัน                1,000  มล. 
● ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ   
      ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
 

9.  Mueller Hinton Agar : MHA ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
สารสกัดจากเนื้อ    2  กรัม 
แอซิดเคซีนไฮโดรไลเซท   17.5      กรัม 
แปง      1.5        กรัม 
ผงวุน                   17         กรัม 
● ละลายนํ้าและผสมใหเขากัน นึ่งท่ีอุณหภูมิ121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอ 
     ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

โครมาโทรแกรมการวิเคราะหลักษณะสมบัติของสาร 
1.   1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 2 methylbutanoic acid 
2.   1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 3 methylbutanoic acid 
3.    1H-NMR spectrum ของสารสวนท่ี 4 (F4) 
4.    13C-NMR spectrum ของสารสวนท่ี 4  
5.    COSY spectrum ของสารสวนท่ี 4  
6.    HSQC spectrum ของสารสวนท่ี 4  
7.    HMQC spectrum ของสารสวนท่ี 4  
8.    HMBC spectrum ของสารสวนท่ี 4 
9.    IR spectrum ของสารสวนท่ี 4  
10.  Mass spectrum ของสารสวนท่ี 4  
11.  Dept Mass spectrum ของสารสวนท่ี 4 
12. 1H-NMR spectrum ของสารสวนท่ี 13 (F13) 
13.  IR spectrum ของสารสวนท่ี 13 
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รูปที่ 41  1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 2 methylbutanoic acid 
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รูปที่ 42    1H-NMR และ 13C-NMR spectrum ของ 3 methylbutanoic acid 
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รูปที่ 43    1H-NMR spectrum ของสารสวนที่ 4 (F4) 
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รูปที่ 44      13C-NMR spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 45  COSY spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 46  HSQC spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 47 HMQC spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 48 HMBC spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 49     IR spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 50  Mass spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 51    Dept Mass spectrum ของสารสวนที่ 4 
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รูปที่ 52     1H-NMR spectrum ของสารสวนที่ 13 (F13) 
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รูปที่ 53     IR spectrum ของสารสวนที่ 13
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ภาคผนวก ค 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
                             รูปท่ี 54  Bacillus subtilis สายพันธุ K-05 (กําลังขยาย 100x)    
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวปยนาฏ  ศิริบรรณ เกิดเม่ือวนัท่ี 16 ตุลาคม พ.ศ. 2523  ท่ีจังหวัดชัยนาท  สําเร็จ
การศึกษาระดบัมัธยมศึกษาจากโรงเรียนสตรีนครสวรรค  สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิตจาก
ภาควิชาพฤกษศาสตร  คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล  เม่ือปการศึกษา 2545  และเขาศึกษา
ตอในระดับวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต  หลักสูตร    จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควชิาจุลชีววิทยา  
คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เม่ือปการศกึษา 2547 โดยระหวางการศึกษาไดเขารวม
เสนอผลงานหัวขอเร่ือง “Purification and Characterization of antimicrobial compounds from 
Bacillus subtilis K-05” ในงาน TSB 2007  ณ.มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ระหวางวนัท่ี 9-12 ตุลาคม 
2550 
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