
  

  

การคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุและฤทธิ์ต้านแบคทีเรียสำหรับการย้อมสีไหม 
 

ธนัญญา นวลจอน  

วิทยานิพนธ์เสนอบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยนเรศวร 

เพ่ือเป็นส่วนหนึ่งของการศึกษา หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 

ปีการศึกษา 2565 
ลิขสิทธิ์เป็นของมหาวิทยาลัยนเรศวร  

 

 



  

การคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุและฤทธิ์ต้านแบคทีเรียสำหรับการย้อมสีไหม 
 

ธนัญญา นวลจอน  

วิทยานิพนธ์เสนอบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยนเรศวร 

เพ่ือเป็นส่วนหนึ่งของการศึกษา หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 

ปีการศึกษา 2565 
ลิขสิทธิ์เป็นของมหาวิทยาลัยนเรศวร  

 

 



 

วิทยานิพนธ์ เรื่อง "การคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุและฤทธิ์ต้านแบคทีเรียสำหรับการ
ย้อมสีไหม" 

ของ ธนัญญา นวลจอน 
ได้รับการพิจารณาให้นับเป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 

ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 
  

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

  
(รองศาสตราจารย์ ดร.วสุ ปฐมอารีย์)  

ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

  
  

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.จวงจนัทร์ จำปาทอง) 
 

ประธานที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ 

  
  

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.นารีลักษณ์ นาแก้ว) 
 

กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ 

  
  

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.หนึ่งฤทัย สุพรม) 
 

กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ 

  
  

(ดร.ฐนิตา บุญสร้างสม) 
 

กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายใน 

  
  อนุมัติ 

  
  

    
(รองศาสตราจารย์ ดร.กรองกาญจน์ ชูทิพย์) 

คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 
 

 

 

 



 ค 

บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ชื่อเรื่อง การคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุและฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย
สำหรับการย้อมสีไหม 

ผู้วิจัย ธนัญญา นวลจอน 
ประธานที่ปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.จวงจนัทร์ จำปาทอง  
กรรมการที่ปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.นารีลกัษณ์ นาแก้ว  
 ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.หนึ่งฤทัย สุพรม  
ประเภทสารนิพนธ์ วิทยานิพนธ์ วท.ม. เทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร, มหาวิทยาลัย

นเรศวร, 2565 
คำสำคัญ สีย้อมธรรมชาติจากแอคติโนแบคทีเรีย, สารต้านแบคทีเรีย, แอคติโน

มัยซิน, ทีแอลซี – ไบโอออโตกราฟี 
  

บทคัดย่อ 
  

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือแยกแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุต้านแบคทีเรียจากดิน
บริเวณรอบรากพืช โดยมีแอคติโนแบคทีเรียที่แยกได้ทั้งหมด 194 ไอโซเลต และพบว่ามีแอคติโน
แบคทีเรียจำนวน 44 ไอโซเลตที่สามารถผลิตรงควัตถุบนปลายข้าวซึ่งใช้เป็นสับสเตรตได้ จากนั้น นำ
สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตมาทดสอบกับแบคทีเรียบางชนิด ได้แก่ Escherichia coli TISTR 527, 
Pseudomonas aeruginosa DMST 15501, Staphylococcus aureus DMST 4745 แ ล ะ 
Staphylococcus epidermidis TISTR 518 โดยวิธี paper disc diffusion ผลการทดสอบพบว่า 
สารสกัดจากแอคติโนแบคทีเรียที่แยกได้ 8 ชนิด สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเพียง
กลุ่มแกรมบวกเท่านั้น ทั้งนี้พบว่า สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตจาก TN183 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 
100 ไมโครกรัมต่อดิสก์ มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. epidermidis TISTR 518 และ S. aureus DMST 4745 
ได้ดีที่สุด โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ  17.63±1.48 และ 11.50±0.87 มิลลิเมตร 
ตามลำดับ เมื่อทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของแอคติโนแบคทีเรียจำนวน 8 
ชนิด โดยเปรียบเทียบฐานข้อมูล EzBioCloud  ปรากฏว่าแอคติโนแบคทีเรียทั้งหมดจัดอยู่ในสกุล 
Streptomyces ซึ่ ง ได้ แก่  Streptomyces sp. (TN012, TN052 และ  TN195), Streptomyces 
shenzhenensis (TN015), Streptomyces adustus (TN105), Streptomyces gramineus 
(TN166 และ  TN183) และ  Streptomyces aquilus (TN215) ใน การศึ กษ านี้  ท ำการแยก
องค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต TN183 ด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟีร่วมกับ
เทคนิคไบโอออโตกราฟฟี จากนั้นนำส่วนแยกย่อยที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้ LC-QTOF-MS/MS เมื่อนำ
สารสกัดหยาบไอโซเลต TN183 มาแยกสารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี  
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(คอลัมน์ที่ 2) สามารถแยกสารได้ทั้งหมด 37 กลุ่ม จากนั้นนำกลุ่มสารที่แยกได้มาศึกษาด้วยเทคนิค 
bioautography พบว่า  sub-fraction กลุ่ มที่  22-31 สามารถยับยั้ งการเจริญ เติบ โตของ  S. 
epidermidis TISTR 518 ได้ เมื่อทำการทดสอบด้วยวิธี paper disc diffusion method พบว่า 
sub-fraction กลุ่มที่  26-28 (ความเข้มข้น เท่ ากับ  5 ไมโครกรัมต่อดิสก์ ) สามารถยับยั้ งการ
เจริญเติบโตของ S. epidermidis TISTR 518 ได้ โดย sub-fraction กลุ่มที่ 28 มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณยับยั้งมากที่สุดเท่ากับ 20.03±0.60 มิลลิเมตร รองลงมาคือ sub-fraction กลุ่มที่ 26 และ 27 
เท่ากับ 18.33±0.22 และ 18.90±0.50 มิลลิเมตร ตามลำดับ เมื่อทำการวิเคราะห์ส่วนแยกย่อยด้วย 
LC-QTOF-MS/MS พบว่า  sub-fraction กลุ่ มที่  26 ตรวจพบสาร  actinomycin D และสาร 
actinomycin X2 ในขณะที่sub-fraction กลุ่มที่ 27-28 พบสาร actinomycin D, actinomycin X2 

และ actinomycin X0β จากการศึกษาประสิทธิภาพการย้อมสีของสารสกัดหยาบของแอคติโน
แบคทีเรีย 8 ชนิดบนเส้นใยไหม พบการติดสี 3 สีที่แตกต่างกัน ได้แก่ สีชมพู สีโอโรส และสีเหลือง 
และเมื่อทดสอบศักยภาพในการต้านแบคทีเรีย S. aureus ของสารสกัดหยาบ TN183 บนผ้าไหมด้วย
การทดสอบเชิงปริมาณด้วยวิธี AATCC 100-2019 แสดงการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. aureus 
ได้เท่ากับ 99.99 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ผลทดสอบเชิงคุณภาพด้วยวิธี AATCC 147-2011 พบว่า มี
บริเวณใสยับยั้งเท่ากับ 7.4 มิลลิเมตร นอกจากนี้ สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตตจาก TN183 ไม่มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนูชนิด  L929 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.029 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ทั้งนี้ ผลจากการศึกษานี้จะนำไปใช้ในการศึกษาศักยภาพในการย้อมสีของ TN183 ในฐานะ
สารสีชีวภาพสำหรับผ้าไหมเพ่ือพัฒนาเป็นต้นแบบสีย้อมไหมที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไปในอนาคต 
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ABSTRACT 
  

This study aimed to isolate antibacterial pigment-producing actinobacteria 
from plant root-associated soils. A total of 194 actinobacteria isolates were isolated, 
and 44 isolates were found capable of pigment production on broken-rice as a solid 
substrate. Ethyl acetate crude extracts were tested against some bacteria: Escherichia 
coli TISTR 527, Pseudomonas aeruginosa DMST 15501, Staphylococcus aureus DMST 
4745, and Staphylococcus epidermidis TISTR 518 by using the paper disc diffusion 
method. The bioassay results showed that eight extracts from actinobacteria isolates 
inhibited the growth of only gram-positive bacteria. The ethyl acetate crude extract 
from TN183 at concentration 100 µg/disc had a strongest inhibitory against S. 
epidermidis TISTR 518 and S. aureus DMST 4745 by showing the diameter zone at 
17.63±1.48 and 11.50±0.87 mm, respectively. These eight isolates of actinobacteria 
were analyzed for the nucleotide sequence of the 16S rRNA gene by EzBioCloud 
database. The result revealed that they were grouped in the genus Streptomyces, 
namely Streptomyces sp. (TN012, TN052 and TN195), Streptomyces shenzhenensis 
(TN015), Streptomyces adustus (TN105), Streptomyces gramineus (TN166 and TN183), 
and Streptomyces aquilus (TN215). In this study, chemical constituents in TN183 
ethyl acetate crude extract were separated using column chromatography along with 
bioautography. The fractions obtained were then analyzed using LC-QTOF-MS/MS. All 
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37 groups of compounds were isolated from the TN183 crude extract using column 
chromatography (column 2). Sub-fractions 22-31 inhibited the growth of S. 
epidermidis TISTR 518 in the bioautographic assay. Sub-fractions 26-28 (5 µg/disc) 
inhibited the growth of S. epidermidis when tested using the paper disc diffusion 
method. The inhibitory zone on the sub-fraction 28 was the largest, measuring 
20.03±0.60 mm, followed by the sub-fraction 26 and sub-fraction 27, measuring 
18.33±0.22 and 18.90±0.50 mm, respectively. In LC-QTOF-MS/MS analysis, the 
fraction 26 contained actinomycin D and actinomycin X2, while the fraction 27-28 

contained actinomycin D, actinomycin X2, and actinomycin X0β. The dyeing 
performance of eight actinobacteria crude extracts on silk fibers are found in different 
three colors; pink, orose, and yellow. The AATCC 100-2019 method for the 
antibacterial test of crude extract TN183 after dying on silk revealed that 99.99% of 
S. aureus grew, while the AATCC 147-2011 qualitative test on silk revealed an 
inhibitory area of 7.4 mm.  Moreover, crude extract TN183 showed non cytotoxicity 
effects against cell line L929 with IC50 value of 0.029 µg/ml. The findings of this study 
will be used to investigate the dyeing potential of TN183 as a bio-dye for silk in the 
future in order to develop a bioactive silk dye technique. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

ข้าพเจ้า นางสาวธนัญญา นวลจอน ผู้วิจัย ขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงในความกรุณา
ของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. จวงจันทร์ จำปาทอง ประธานที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่ได้ให้คำปรึกษา 
พร้อมทั้งให้คำแนะนำและคอยช่วยเหลือมอบทุนการศึกษาตลอดระยะเวลาในการทำวิทยานิพนธ์ฉบับนี้  
และขอกราบขอบพระคุณคณะกรรมการวิทยานิพนธ์อันประกอบไปด้วย ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.หนึ่ง
ฤทัย สุพรม กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.นารีลักษณ์ นาแก้ว กรรมการที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์ รวมถึงขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. วสุ ปฐมอารีย์ ประธานกรรมการสอบ
วิทยานิพนธ์ และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ฐนิตา บุญสร้างสม กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ ที่ได้กรุณาให้
คำแนะนำตลอดจนแก้ไขข้อบกพร่องของวิทยานิพนธ์ด้วยความเอาใจใส่  จนทำให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้
สำเร็จลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์และทรงคุณค่า 

ขอขอบคุณ ดร.จรัญ มากน้อย นักพฤกษศาสตร์ประจำสวนพฤกษศาสตร์บ้านร่มเกล้า และ
สวนพฤกษศาสตร์บ้านร่มเกล้า ในพระราชดำริพิษณุโลก จังหวัดพิษณุโลก ที่ได้ให้ความช่วยเหลือและ
ประสานงานในการขออนุญาตเข้าเก็บตัวอย่างในงานวิจัย 

ขอขอบคุณ ดร.มงคล ศิริจันทร์ ที่ได้ให้ความรู้และเทคนิคสำคัญในการศึกษาสารทุติยภูมิ 
เหนือสิ่งอ่ืนใดขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ของผู้วิจัยที่ให้กำลังใจและให้การสนับสนุน

ในทุกๆ ด้านอย่างดีท่ีสุดเสมอมา 
คุณค่าและคุณประโยชน์อันพึงจะมีจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้  ผู้วิจัยขอมอบและอุทิศแด่ผู้มี

พระคุณทุกๆ ท่าน ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า งานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจศึกษารงควัตถุ
สำหรับสีย้อมจากจุลินทรีย์ 
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บทที่  1  
บทนำ 

 

ความเป็นมาของปัญหา 
สิ่งทอ (Textile)  เช่น เส้นใย เส้นด้าย ผืนผ้า รวมไปถึงผลิตภัณฑ์ที่ได้จากเส้นใย เส้นด้าย

และผืนผ้า เกิดขึ้นจากการนำเส้นใยหรือเส้นด้ายหลายเส้นมาประสานกันบนเครื่องทอผ้าในแบบที่

เหมาะสมจนเกิดเป็นเนื้อเดียวกัน จากการแสดงผลงานสิ่งทอและเครื่องจักสานในยุโรปช่วง 27,000 ปี

ก่อนคริสต์ศักราช แสดงให้เห็นถึงวิวัฒนาการและศิลปะอันยาวนาน (Lambert, 1998) ในอดีต สิ่งทอ

มีความเกี่ยวข้องกับวิถีชีวิตของมนุษย์โดยเฉพาะเครื่องนุ่งห่ม โดยมีหลักฐานแสดงว่าในช่วง 5,000 ปี

ก่อนคริสต์ศักราช มนุษย์ได้มีการผลิตผ้าลินิน เพ่ือนำมาใช้ในสมัยอียิปต์โบราณ จนกระทั่งในช่วง 

2,500 ปีก่อนคริสต์ศักราช ในยุคสำริดพบว่าอารยธรรมลุ่มแม่น้ำสินธุได้มีการเพาะปลูกฝ้ายในชมพู

ทวีป (Roche, 1994) ในสมัยทวารวดี อาณาจักรสยาม (ประเทศไทยในปัจจุบัน) ได้มีการค้าขาย

ระหว่างประเทศอินเดียและประเทศจีน ซึ่งในสมัยนั้นพบหลักฐานว่ามีการซื้อและทอผ้าพ้ืนเมือง

สำหรับใช้เอง รวมถึงมีการใช้แวดินเผาสำหรับปั่นเส้นด้าย (สำนักพิพิธภัณฑสถานแห่ งชาติ กรม

ศิลปากร, 2553)  

ในปัจจุบันประเทศไทยมีการส่งออกสิ่งทอที่เป็นผลิตภัณฑ์หลัก ได้แก่ เส้นใยประดิษฐ์ 

เส้นด้าย ผ้าผืน และเครื่องนุ่งห่ม ซึ่งในปี 2565 (มกราคม-กันยายน 2565) พบว่า การส่งออกสิ่งทอ

และเครื่องนุ่งห่ม มีมูลค่าการส่งออกคิดเป็น 5,306.7 ล้านดอลลาร์สหรัฐ (ประมาณ 190,032.93 ล้าน

บาท) ขยายตัวเพ่ิมขึ้นร้อยละ 11.2 เมื่อเทียบกับช่วงเดียวกันของปี  2564 (สถาบันพัฒนา

อุตสาหกรรมสิ่งทอ , 2565) ด้วยปัจจัยการฟ้ืนตัวของประเทศคู่ค้าหลักของประเทศไทย ได้แก่ 

สหรัฐอเมริกา ญี่ปุ่น และประเทศกลุ่มอาเซียน ทำให้มีปริมาณความต้องการและการส่งออกเพ่ิมขึ้น

อย่างต่อเนื่อง (กรุงเทพธุรกิจ, 2565) ทว่ามูลค่าการส่งออกดังกล่าวมีแนวโน้มการส่งออกท่ีลดน้อยลง 

เนื่องจากมีการแข่งขันในตลาดโลกเพ่ิมมากขึ้น เพ่ือเป็นการยกระดับมูลค่าการส่งออก กระทรวง

เกษตรและสหกรณ์ จึงได้มีการพัฒนาต่อยอดภูมิปัญญา สร้างสรรค์ลวดลายใหม่ขึ้นมาโดยจัดทำ

โครงการยกระดับผ้าทอสู่สากล โดยเฉพาะผ้าทออีสานที่มีอัตลักษณ์และสร้างชื่อเสียงให้กับประเทศ

ไทย นอกจากนี้ ยังมีการทำงานร่วมกันของนักออกแบบที่เข้ามามีส่วนร่วมในการพัฒนาให้ผ้าทอของ

ไทยทันยุคสมัย มีประสิทธิภาพและเป็นสากลมากขึ้น  
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ปัญหาสำคัญของการผลิตผ้าทอ พบว่า คุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย้อมด้วยสีย้อม

ธรรมชาติจากพืชมีข้อเสียคือ มีความไวต่อแสง ทำให้สีซีดง่าย มีกระบวนการย้อมที่ยุ่งยาก และใช้

ระยะเวลานาน อีกทั้งมีการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์บนสิ่งทอในระหว่างการใช้งานและการเก็บรักษา 

เนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศที่มีอากาศร้อน ทำให้มีเหงื่อสะสมอยู่ที่เนื้อผ้า ส่งผลให้เกิดกลิ่นไม่

พึงประสงค์จากจุลินทรีย์บางชนิด เช่น เชื้อรา และแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรีย ทำให้ผู้สวมใส่เกิด

กลิ่นกาย (Wasif and Laga, 2009) จุลินทรีย์บางชนิดทำให้เส้นใยเกิดความเสียหายและเสื่อมสภาพ

จากการย่อยสลายของจุลินทรีย์ ในปัจจุบัน อุตสาหกรรมสิ่งทอ เช่น เสื้อผ้ากีฬา ชุดชั้นใน ถุงเท้า และ

สิ่งทอทางการแพทย์ ได้มีการนำเทคโนโลยีสมัยใหม่มาประยุกต์ใช้ โดยอาศัยเทคนิคการเคลือบสารที่มี

ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์หรือผสมสารที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ในเส้นใยสังเคราะห์ระหว่างการขึ้นรูป ทำให้สร้าง

ความมั่นใจให้แก่ผู้บริโภคในด้านความปลอดภัยและสีที่ได้เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ด้วยเทคนิคที่มี

คุณสมบัติดังกล่าว ทำให้ผู้วิจัยมีความสนใจกลุ่มสารที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ไปประยุกต์ใช้ในการผลิตผ้า

ทอเพ่ือรักษาสภาพเส้นใยและลวดลายของผ้าทอ ให้มีอายุการใช้งานที่ยาวนานขึ้น รวมถึงยกระดับ

คุณภาพของผ้าทอและเพ่ิมมูลค่าทางการค้าให้สูงขึ้น 

 ในการศึกษานี้  ได้ทำการแยกแอคติ โนแบคที เรียจากดินบริ เวณรอบรากพืชดอก 
(Magnoliophyta) บางชนิด เช่น Phanera, Grevillea, Cinnamomum และ Magnolia เนื่องจาก
พืชดอกเป็นพืชไม้มงคลที่เชื่อมโยงกับความรู้สึก และความเชื่อที่อยู่ในวิถีชีวิตของคนไทยมาตลอดและ
สมมติฐานได้ว่า บริเวณดินรอบรากพืชดอกดังกล่าว เป็นแหล่งอาศัยของแอคติโนแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตรงควัตถุที่มีความหลากหลาย แอคติโนแบคทีเรียดังกล่าวจะนำมาศึกษาวิธีการผลิตรงควัตถุ และ
พัฒนาคุณภาพให้เป็นต้นแบบผลิตภัณฑ์สีย้อมจากแอคติโนแบคทีเรีย ที่มีคุณค่าทางด้านศิลปะและ
สร้างมูลค่าให้แก่ผู้สนใจนำไปพัฒนาทางการค้า ในการศึกษาวิจัยนี้ อาศัยเทคนิคทางด้านจุลชีววิทยา 
ได้แก่ การแยกแอคติโนแบคทีเรีย การคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุ การศึกษาฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียและฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆ เป็นต้น สำหรับเทคนิคทางด้านเคมี ได้แก่ การศึกษาโครงสร้าง
ทางเคมีของกลุ่มสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และทดสอบประสิทธิภาพในการติดสีของสารสกัดหยาบ 
ผลสำเร็จที่ได้รับจากการศึกษานี้ จะนำไปพัฒนาเป็นรงควัตถุทางการค้าท่ีสร้างสรรค์เอกลักษณ์ ศิลปะ
และมูลค่าแก่ชุมชนในอนาคตต่อไป 
 
จุดมุ่งหมายของการศึกษา  
 1. เพ่ือแยกแอคติโนแบคทีเรียบริเวณรอบรากพืชดอกบางชนิดที่สามารถผลิตรงควัตถุใน

วัสดุหลงเหลือทางการเกษตร   
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 2. เพ่ือคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบางชนิดและการทดสอบความเป็น

พิษต่อเซลล์  

 3. เพ่ือจำแนกชนิดของแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบางชนิด  

 4. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการติดสีย้อมของสารสกัดหยาบ 

 

ขอบเขตของงานวิจัย 
   งานวิจัยนี้เป็นการแยกและคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตรงควัตถุ การ

ผลิตสารสกัดหยาบเพ่ือแยกโครงสร้างของกลุ่มสารออกฤทธิ์ที่มีประสิทธิภาพในการต้านแบคทีเรียที่

สร้างกลิ่นไม่ พึงประสงค์ในสิ่ งทอ โดยการทดสอบฤทธิ์ต้ านแบคที เรียบนผ้าทั้ งเชิงคุณภาพ 

(Qualitative test) และเชิงปริมาณ (Quantitative test) นอกจากนี้ ได้มีการระบุชนิดของแอคติโน

แบคทีเรียและเพ่ิมปริมาณสารสกัดบนปลายข้าว ซึ่งรงควัตถุท่ีได้จะนำไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์

และทดสอบการติดสีของสารสกัดหยาบเพ่ือพัฒนาเป็นต้นแบบสีย้อมผ้าและระบุชนิดของแอคติโน

แบคทีเรียที่ได้จากการศึกษา 

 

ความสำคัญของการวิจัย 
 1. ทราบชนิดของแอคติโนแบคทีเรียที่สามารถผลิตรงควัตถุในวัสดุหลงเหลือทางการเกษตร 

2. ทราบชนิดของกลุ่มสารออกฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรียที่สร้างกลิ่นไม่พึงประสงค์ในสิ่งทอ  

3. ทราบถึงประสิทธิภาพในการติดสีของสารสกัดหยาบ 

 4. ทราบถึงชนิดของแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย (โดยรงควัตถุ

ดังกล่าวมีความปลอดภัยไม่ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้ผลิตและสิ่งแวดล้อม) 

 

นิยามศัพท์เฉพาะ  
1. แอคติโนแบคทีเรีย (Actinobacteria) เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีลักษณะใกล้เคียงกับ

เชื้อรา มีความสามารถในการผลิตรงควัตถุและสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต้านแบคทีเรีย  เชื้อรา 

และไวรัส 

2. สีย้อมธรรมชาติจากแอคติโนแบคทีเรีย (Actinobacterial-Based Natural Dyes) เป็น

รงควัตถุที่ผลิตได้จากแอคติโนแบคทีเรีย โดยมีคุณสมบัติเป็นสีย้อมสำหรับสิ่งทอ 
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3. สารต้านแบคทีเรีย (Antibacterial agents) เป็นสารประกอบที่ได้จากธรรมชาติหรือ

สังเคราะห์ขึ้น ซึ่งมีประสิทธิภาพต้านแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรค โดยการยับยั้งการเจริญเติบโตและการ

สืบพันธุ์ของแบคทีเรีย 

4. สิ่งทอ (Textiles) ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากเส้นใยที่ได้จากธรรมชาติหรือเส้นใยที่สังเคราะห์

ขึ้น และทำให้เกิดสีจากกระบวนการย้อม โดยนำไปประยุกต์เป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ ได้อย่างหลากหลาย 

เช่น ผ้าพันคอ เสื้อ หมอน เข็มขัด เป็นต้น 

 

สมมติฐานของการวิจัย  
แอคติโนแบคทีเรียจากดินอาจเป็นแหล่งของรงควัตถุที่มีความหลากหลาย รงควัตถุที่ได้มี

ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบางชนิดและสารสกัดดังกล่าวมีคุณสมบัติเหมาะสมในการนำมาพัฒนาเป็นต้นแบบ

สีย้อมผ้า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

1. สิ่งทอ (Textiles) 
 สิ่งทอ แต่เดิมหมายถึงเฉพาะผ้าทอเท่านั้น แต่ปัจจุบันได้หมายถึงผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการผลิต

เส้นใย เส้นด้ายธรรมชาติหรือเส้นใยที่สังเคราะห์ขึ้น โดยการสานหรือทอรวมเป็นเนื้อเดียวกัน ซึ่งเป็น

ปัจจัยพ้ืนฐานในการทำเครื่องนุ่งห่มเพ่ือให้เกิดความสวยงาม การนำมาใช้ตกแต่งสิ่ งของหรือเพ่ือ

ประดับภายในที่พักอาศัย เช่น ผ้าปูโต๊ะ ผ้าม่าน ผ้าปูที่นอน เป็นต้น ซึ่งตอบสนองความต้องการของ

ผู้บริโภคได้ โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ สิ่งทอจากเส้นใยประดิษฐ์ (man-made 

fibers) เช่น ไนลอน โพลิเอสเทอร์ อะคลิลิก และสิ่งทอจากเส้นใยธรรมชาติ (natural fibers) ที่ได้

จากสัตว์และพืช เช่น ผ้าไหม ปอกระเจา ผ้าฝ้าย เป็นต้น  

 1.1 ลักษณะของเส้นใย 
1.1.1 เส้นใยประดิษฐ์ (man-made fibers)  

 สิ่งทอที่อยู่ในกลุ่มของเส้นใยประดิษฐ์นั้น ใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมเป็นหลัก 

โดยเฉพาะสิ่งทอทางเทคนิค ซึ่งเป็นวัสดุสิ่งทอและผลิตภัณฑ์ที่ผลิตขึ้นเพ่ือให้มีคุณสมบัติทางเทคนิค

เฉพาะด้านและมีประสิทธิภาพสูง สิ่งทอนี้มีความสำคัญในด้านเศรษฐกิจมากกว่าอุตสาหกรรมสิ่งทอ

ชนิดอ่ืนๆ จึงทำให้สิ่งทอทางเทคนิคเป็นสินค้าที่มีมูลค่าสูงเนื่องจากต้องอาศัยเทคนิคและความชำนาญ

และทักษะในการผลิต การพัฒนาเทคโนโลยีสิ่งทอทางเทคนิค จำเป็นต้องใช้ความรู้พ้ืนฐานทางด้าน

วิทยาศาสตร์และวิศวกรรมศาสตร์ในการจัดการเส้นใย ความหลากหลายของสิ่งทอทางเทคนิคและ

ผลิตภัณฑ์ต่างๆ ที่มนุษย์ประดิษฐ์ขึ้นช่วยทดแทนคุณสมบัติบางประการที่เส้นใยธรรมชาติไม่สามารถ

นำมาใช้ได้ และในบางครั้งเส้นใยประดิษฐ์กลับมีคุณสมบัติบางประการที่เหนือกว่าเส้นใยธรรมชาติที่

ไม่สามารถเปรียบเทียบได้  

1.1.2 เส้นใยธรรมชาติ (natural fibers)   
 เป็นเส้นใยที่ได้มาจากแหล่งพืชหรือสัตว์ (Ticoalu et al., 2010) สามารถแบ่งได้เป็น 2 

ประเภท คือ เส้นใยเซลลูโลสที่ได้จากพืช เช่น ฝ้าย ปอกระเจา ผ้าลินิน และป่าน เป็นต้น และเส้นใย

โปรตีนที่ได้จากสัตว์ เช่น ขนแกะและไหม (Faruk et al., 2012) โดยเส้นใยธรรมชาติมีลักษณะเด่น 

คือ มีความแข็งแรง มีน้ำหนักเบา และราคาถูก (Kalia et al., 2011) ในการเพ่ิมมูลค่าเส้นใยธรรมชาติ

นั้น จำเป็นต้องเพ่ิมคุณสมบัติบางประการที่ดีและมีประโยชน์เพ่ือให้ผู้บริโภคเกิดความสนใจ เช่น การ

ปรับปรุงคุณภาพของฝ้ายและผ้าลินิน โดยใช้สารละลายแอมโมเนียเพื่อปรับปรุงความเสถียรของขนาด
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เส้นใย รักษาสภาพเส้นใยที่มีลักษณะบวม เพ่ิมคุณสมบัติในการคืนตัวเมื่อเกิดรอยพับ และทำให้

เส้นด้ายอ่อนตัวลงและเพ่ิมการยืดตัวในระยะยาว (Dornyi et al., 2008) นอกจากนี้ การใช้สีจาก

ธรรมชาติในการย้อมเส้นใยธรรมชาติช่วยลดความกังวลในเรื่องการปนเปื้อนของสารเคมีในสิ่งแวดล้อม 

  1) ไหม  

  ไหม เป็นเส้นใยโปรตีนธรรมชาติที่ได้จากสัตว์  (Faruk et al., 2012) โดยมีลักษณะ

เด่น คือ มีความแข็งแรง รูปลักษณ์ที่หรูหรา และการสัมผัสที่นุ่มนวล แต่อย่างไรก็ตาม ยังมีข้อเสียของ

ไหม คือ การเกิดรอยย่น ถูกย่อยสลายได้ง่ายโดยจุลินทรีย์จำนวนมาก และสีซีดง่ายเมื่อได้รับแสง ใน

ขณะเดียวกันไหมยังมีความสามารถในการดูดซับความชื้นได้ดีทำให้เส้นใยดังกล่าวมีผลต่อการโจมตี

จากแบคทีเรียหลายชนิด (Wang et al., 2021) โดยข้อบกพร่องเหล่านี้ ไหมจึงถูกจำกัดการใช้ใน

หลายด้าน เช่น เสื้อผ้าและวัสดุชีวภาพ เพ่ือตอบสนองความต้องการที่เพ่ิมขึ้นในความสบายต่อการ

สวมใส่ของผู้บริโภค วิธีการทางเคมีและชีวภาพที่หลากหลายถูกนำมาใช้เพ่ือทำให้เส้นใยไหมใช้งานได้

จริงและสามารถยืดอายุการใช้งานได้ 

1.2 การย้อมสีในสิ่งทอ 
 การย้อมเป็นกระบวนการที่ทำให้สีย้อมติดอยู่กับเส้นใย โดยสีที่ใช้ย้อมมีแหล่งที่มาจาก  2 

แหล่ง หลักๆ คือ 1) สีย้อมจากธรรมชาติ เช่น พืช สัตว์ จุลินทรีย์ (Samanta and Konar, 2011) 

และ 2) สีย้อมที่สังเคราะห์ขึ้น (Subramanian, 2005) ในกระบวนการย้อมนั้น สิ่งที่จำเป็นต้อง

คำนึงถึงคือสภาวะและปัจจัยที่มีผลต่อการย้อม เช่น เวลา อุณหภูมิ และสารเคมี (กรด ด่าง และเกลือ) 

(วรณัฐ สถาการ, 2535) คุณสมบัติเส้นใยบางชนิดมีผลต่อการติดของสีย้อม เช่น เส้นใยเซลลูโลสและ

เส้นใยโปรตีนนั้นมีรูพรุน สามารถรับน้ำได้จึงทำให้สีย้อมเข้าไปแทรกซึมตามรูพรุนดังกล่าว ในขณะที่

เส้นใยสังเคราะห์นั้นมีรูพรุนน้อย ดังนั้นในกระบวนการย้อมต้องอาศัยความร้อนเพ่ือให้ เกิดความอ่อน

ตัว เส้นใยสังเคราะห์เกิดการคลายตัวจนทำให้สีย้อมสามารถซึมเข้าแทรกผ่านรูพรุนได้ (สำนักหอสมุด

และศูนย์สารสนเทศวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2560)  ทั้งนี้ ในการทำปฏิกิริยาสีย้อมนั้น เริ่มต้นจะ

ทำปฏิกิริยากับโมเลกุลภายนอกของเส้นใยก่อน จากนั้นเมื่อความชื้นหรือความร้อนเกิดขึ้นในปฏิกิริยา 

จะทำให้เส้นใยพอง ช่วยทำให้สารสีแทรกซึมเข้าไปภายในเส้นใยได้มากขึ้น จนเกิดการเชื่อมโยงกับ

โมเลกุลภายในเส้นใยและเมื่อเส้นใยกลับสู่สภาวะปกติ สีย้อมนั้นจะติดอยู่บนเส้นใยตามที่ต้องการ 

(นวลแข ปาลิวนิช, 2542) โดยการย้อมสีมี 3 วิธี คือ  

1.2.1 การย้อมโดยตรง (Direct dying)  
สามารถติดสีเส้นใยได้โดยตรง จากการเกิดพันธะของสีธรรมชาติที่เกิดกับเส้นใย โดยเส้น

ใยเซลลูโลส ได้แก่ ฝ้าย มีหมู่ไฮดรอกซิล (OH group) เป็นองค์ประกอบ ทำให้เกิดพันธะไฮโดรเจนกับ
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สีได้ ส่วนเส้นใยโปรตีน ได้แก่ ขนสัตว์ หรือไหม ที่มีทั้งหมู่กรดและเบสเป็นองค์ประกอบสามารถทำ

ปฏิกิริยากับโมเลกุลของสีทำให้เกิดแรงยึดเหนี่ยวกันแบบพันธะไอออนิก ซึ่งวิธีการนี้มีความคงทนต่อ

การติดสีต่ำ สีที่ได้ไม่สดใส 

1.2.2 การย้อมแบบแวต (Vat dyeing)  
สีธรรมชาติที่ไม่ละลายน้ำ โดยขั้นแรกของการย้อมสีต้องทำให้สีละลายน้ำ ด้วยการทำ

ปฏิกิริยากับโซเดียมไฮดรอกไซด์และตัวรีดิวซ์ เมื่อย้อมเส้นใยแล้ว ต้องทำให้โมเลกุลของสีกลับไปอยู่ใน

แบบที่ไม่ละลายน้ำและจับตัวอยู่บนเส้นใยได้ด้วยออกซิเจนในอากาศ ไฮโดรเจนเปอร์ ออกไซด์ หรือ

โพแทสเซียมไดโคร ซึ่งวิธีการนี้มีความคงทน นิยมใช้ในผ้าฝ้ายและยีนส์  

1.2.3 การย้อมโดยใช้สารช่วยสีติด (Mordant dyeing)  
การย้อมด้วยวิธีนี้เป็นการย้อมแบบใช้สารช่วยติดสี สารช่วยย้อม หรือมอร์แดนต์ โดยสาร

นี้ทำหน้าที่ช่วยให้การยึดติดเส้นใยกับสีย้อมได้ดีขึ้นเมื่อแช่หรือต้มเส้นใยกับมอร์แดนต์ ในระหว่างที่มี

การย้อม สีย้อมจะซึมเข้าไปจับกับมอร์แดนต์ ซึ่งวิธีการนี้จะเกิดการติดสีที่มีความคงทน ไม่ตกสีหรือซีด

ง่าย โดยมอร์แดนต์ที่ใช้อาจเป็นสารละลายของเกลือโลหะหรือมอร์แดนต์ที่ได้จากธรรมชาติ เช่น น้ำ

ขี้เถ้า น้ำบาดาล น้ำโคลน เป็นต้น (ณรงค์ศิลป์ ธูปพนม, 2531; วิชาญ วันโพนทอง, 2548) ในการย้อม

มอร์แดนต์มีอยู่ 3 วิธี คือ การย้อมมอร์แดนต์ก่อนการย้อมสี การย้อมมอร์แดนต์พร้อมกับการย้อมสี 

และการย้อมมอร์แดนต์หลังการย้อมสี  

ปัจจุบัน การย้อมสีในสิ่งทอควรคำนึงถึงความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อมเป็นหลัก โดย

มุ่งเน้นไปที่สีในกระบวนการย้อม มีการรายงานเกี่ยวกับการใช้สีธรรมชาติที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม 

เช่น ทับทิม ขมิ้น สีเสียด เปลือกหอมหัวแดง และส่วนผสมของเปลือกหอมหัวแดงกับขมิ้น ซึ่งผ้าที่

ย้อมด้วยสีดังกล่าวเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม สามารถการป้องกันรังสี UV และมีประสิทธิภาพในการ

ต้านจุลินทรีย์ สายพันธุ์ Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae และ Candida 

albicans (Gawish et al. 2017) นอกจากนี้ วิธีการย้อมโดยใช้มอร์แดนต์อินทรีย์ 3 ชนิด ได้แก่ 

Sodium Citrate, Ammonium Acetate และ Potassium Acetate ในการทำปฏิกิริยา สามารถ

ลดปริมาณของแข็งท่ีละลายในน้ำทิ้งได้ทั้งหมด 6-29 เปอร์เซ็นต์ (Riaz et al. 2019)  

 

2. ผลของการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ต่อสิ่งทอ 
 การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ไม่เพียงแต่สร้างความเสียหายให้กับสิ่งทอเท่านั้น แต่ยังส่งผล

กระทบต่อผู้สวมใส่โดยการสร้างกลิ่นไม่พึงประสงค์ คราบเหงื่อไคล การเปลี่ยนสีเนื้อผ้าและสีซีด การ

ลดความแข็งแรงของผ้า และการเพ่ิมโอกาสในการสะสมของจุลินทรีย์ (Purwar et al., 2004) 
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เนื่องจากสิ่งทอเป็นแหล่งอาหารของจุลินทรีย์ ทำให้สิ่งทอโดยเฉพาะเสื้อผ้านั้น เป็นแหล่งอาศัยของ

เชื้อโรค ทำให้เกิดการแพร่กระจายของจุลินทรีย์และเกิดการติดเชื้อในร่างกายของมนุษย์ โดยบริเวณ

ใต้วงแขนและบริเวณข้อพับมักเป็นแหล่งที่เชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ดีเนื่องจากมีสภาพที่เหมาะสม 

(Wollina et al., 2006) ผลของการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์โดยเฉพาะแบคทีเรียซึ่งมีอยู่มากใน

ธรรมชาติและสัมผัสได้ทั่วไป ทำให้เกิดปัญหาต่างๆ ดังนี้ 

 2.1 การสร้างกลิ่นตัว 
 ผลข้างเคียงที่เกิดจากการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ทำให้เกิดกลิ่นไม่พึงประสงค์ซึ่งเป็นส่วนที่

มีความสำคัญอย่างมาก (Kloos and Musselwhite, 1975; Thiry, 2001) โดยจุลินทรีย์จะมีการเผา

ผลาญเหงื่อและสิ่งสกปรกที่อยู่ในผ้าเพ่ือการเจริญเติบโต เมื่อเหงื่อออก จุลินทรีย์จะสร้างสารเคมีที่มี

กลิ่นเหม็น เช่น แบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus สามารถสร้างกรด 3-methyl1-2-hexanoic 

acid (E-3M2H) ซึ่งทำให้เกิดกลิ่นตัวเฉพาะบุคคล (Wasif and Laga, 2009) และในแบคทีเรียแกรม

ลบ เช่น Proteus vulgaris สามารถเผาผลาญยูเรียในรูปแบบของแอมโมเนีย ซึ่งเป็นสาเหตุของการ

เกิดกลิ่นในผ้าอ้อมเด็กทารก (Mao and Murphy, 2001) โดยในการศึกษาของ Callewaert et al. 

(2014) ได้ตรวจสอบการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และการพัฒนากลิ่นในฝ้ายและผ้าใยสังเคราะห์ 

หลังจากที่มีการใช้งานแล้ว พบว่าเสื้อโพลีเอสเทอร์มีกลิ่นและความรุนแรงมากกว่าผ้าฝ้าย  โดยมี

สาเหตุมาจากแบคทีเรียสกุล Micrococci ซึ่งสรุปได้ว่าองค์ประกอบของเส้นใยส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่แตกต่างกันส่งผลให้เกิดกลิ่นในผ้าที่ต่างกัน 

 2.2 การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในสิ่งทอ 
 บนร่างกายของมนุษย์มีการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่อาศัยบนผิวหนังแตกต่างกันออกไป 

เช่น ใต้วงแขนมีแบคทีเรียกลุ่ม Staphylococcus epidermidis และ Coryneform ในขณะที่บริเวณ

ขาและกระเป๋าเสื้อมีการสะสมของแบคทีเรียบางชนิด เช่น  Bacillus spp., S. epidermis และ 

Micrococci spp. นอกจากนี้ พบว่าบริเวณขาหนีบและเท้า เป็นแหล่งอาศัยของ S. aureus ยีสต์และ 

Candida albicans (Vigo and Benjaminson, 1981) โดยทั่วไป คนปกติมักจะมีปริมาณจุลินทรีย์

บนผิวหนังเฉลี่ย 1×105 CFU/cm2 อีกท้ังยังพบว่าในพื้นผิวที่แห้งมากอย่างปลายแขน ลำตัว และขามี

ปริมาณจุลินทรีย์เฉลี่ย 1×102 CFU/cm2 และพ้ืนที่รักแร้ สะดือ และปลายเท้ามีปริมาณจุลินทรีย์

เฉลี่ย 1×107 CFU/cm2 (Leyden et al., 1981) ซึ่งการสวมใส่เสื้อผ้าในสภาวะต่างๆ สามารถเพ่ิม

การติดเชื้อของจุลินทรีย์ได้หากเสื้อผ้ามีความชื้น มีการปนเปื้อนจากปัสสาวะ อุจจาระ และสิ่งปฏิกูล

ต่างๆ แบคทีเรียที่แยกได้จากเสื้อผ้ามีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียที่แยกได้จากผิวหนัง (Barnes et 

al., 1971) ดังนั้น การปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ในเนื้อผ้า ยังพบว่าเป็นสาเหตุที่ก่อให้เกิดโรคต่างๆ ได้ 
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เช่น การปนเปื้อนในเสื้อผ้าบริเวณขาหนีบ เนื่องจากมีการเจริญเติบโตของ Brevibacterium 

ammoniagenes, E. coli และ Proteus mirabili ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดผื่นผ้าอ้อมและการ   

ติดเชื้อที่เก่ียวข้อง เป็นต้น (ตาราง 1) 

 

ตาราง 1 จุลินทรีย์และสาเหตุการก่อโรค 

จุลินทรีย์ สาเหตุหรือสภาวะการเกิดโรค อ้างอิง 

แบคทีเรียแกรมลบ   

Escherichia coli การติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ  (Kloos and Musselwhite, 

1975) 

Pseudomonas aeruginosa 

 

การติดเชื้อของแผลและการ

เผาไหม้  

(Rodger et al., 2000) 

Proteus mirabilis การติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ  (Kloos and Musselwhite, 

1975) 

Proteus vulgaris 

 

ก่อให้เกิดกลิ่นตัวและเกิดผื่น

ผ้าอ้อม 

(Mao and Murphy, 2001) 

แบคทีเรียแกรมบวก   

Staphylococcus aureus ก่อให้เกิดกลิ่นตัว  (Wasif and Laga, 2009) 

Staphylococcus epidermis ก่อให้เกิดกลิ่นตัว  (Wasif and Laga, 2009) 

C o r y n e b a c t e r i u m 

ditheroides 

ก่อให้เกิดกลิ่นตัว  (Natsch et al., 2003) 

B r e v i b a c t e r i t e m 

ammoniagenes 

เกิดผื่นผ้าอ้อม  (Kloos and Musselwhite, 

1975) 

Streptococcus pneumoniae  โรคปอดบวมจากแบคทีเรีย  (Weycker et al., 2010) 

Myobacterium tuberculosis โรควัณโรค (Keshavjee and Farmer, 

2012) 

รา   

Candida albicans  เกิดผื่นผ้าอ้อม  (Klunk et al., 2014) 

Epidermophyton fioccosum  การติดเชื้อของผิวหนังและเล็บ  (B a ss ir i-Jah ro m i a n d 
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จุลินทรีย์ สาเหตุหรือสภาวะการเกิดโรค อ้างอิง 

Khaksari., 2009) 

Aspergillus niger  ทำให้ผ้าฝ้ายเสียหาย (Sevevtekin and Ucarci, 

1993) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Sagarika Devi, 2018 

 

3. สิ่งทอต้านจุลชีพ 
ปัจจุบัน การใช้สารต้านจุลชีพในสิ่งทอถูกพัฒนาขึ้นอย่างต่อเนื่อง เพ่ือให้สิ่งทอมีความ

ทนทานต่อการเข้าทำลายของจุลินทรีย์ ซึ่งสารต้านจุลชีพที่นำมาใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทอ มีคุณสมบัติ

ในการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ (-static) และออกฤทธิ์ฆ่าจุลินทรีย์ (-cidal) 

โดยสารต้านจุลชีพเกือบทั้งหมดที่ใช้ในสิ่งทอเชิงพาณิชย์เป็นสารที่ฆ่าหรือยับยั้งการเจริญเติบโต เช่น 

chitosan, triclosan, polyhexamethylene biguanide (PHMB) และสารลดแรงตึงผิว เป็นต้น ซึ่ง

อาจก่อให้เกิดความเสียหายต่อสิ่งแวดล้อมและสุขภาพมนุษย์ มีความเป็นพิษและอันตรายต่อจุลินทรีย์

ที่อยู่บนผิวหนัง (Höfer and Hammer, 2011) triclosan เป็นสารที่มีการใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทอ

อย่างแพร่หลาย แต่ปัจจุบันถูกห้ามใช้ในหลายประเทศ เนื่องจากสารพิษของ polychlorinated 

dioxins (Latch et al., 2003; Canosa et al., 2007) อีกทั้งสีที่ใช้ในกระบวนการย้อมหรือสีย้อม

สังเคราะห์เกิดการปนเปื้อนในแหล่งน้ำธรรมชาติ ซึ่งเป็นปัญหาสิ่งแวดล้อมต่อแหล่งน้ำคือ การ

ปนเปื้อนของสีย้อม การเกิดสารพิษ หรือสารที่อาจก่อให้เกิดโรคมะเร็งในสิ่งมีชีวิต (ศุภวิน วัชรมูล , 

2009) เนื่องจากสีที่ใช้ย้อมไม่สามารถยึดติดกับเส้นใยในกระบวนการย้อมได้หมด (Guaratini and 

Zanoni, 2000; Kunz et al., 2002) ดังนั้น ในการวิจัยปัจจุบันจึงมีการพัฒนาสารต้านจุลชีพที่เป็น

มิตรกับสิ่งแวดล้อมในการปรับปรุงสิ่งทอ โดยมุ่งเน้นการใช้ทรัพยากรธรรมชาติในกระบวนการผลิต

เพ่ือช่วยลดปัญหาสภาพแวดล้อมที่เหลือจากการสังเคราะห์โดยการย่อยสลายตามธรรมชาติซึ่งเป็น

มิตรกับสิ่งแวดล้อม (Joshi et al., 2009) และมีประสิทธิภาพในการต้านการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์

และเชื้อรา กลิ่นที่ไม่พึงประสงค์และจุลินทรีย์บนผิวหนังหรือจุลินทรีย์อ่ืนที่ก่อให้เกิดโรคในผู้ที่สวมใส่

หรือผู้ใช้สิ่งทอ ซึ่งสิ่งทอที่มีคุณสมบัติต้านจุลชีพนี้จะช่วยยืดอายุของผลิตภัณฑ์สิ่งทออีกด้วย (Singh 

et al., 2005; Gutarowska et al., 2013)  
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4. แอคติโนแบคทีเรีย 
 4.1 ลักษณะของแอคติโนแบคทีเรีย 

แอคติโนแบคทีเรีย (Actinobacteria) เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีแตกต่างจากแบคทีเรียทั่วไป

โดยมีปริมาณของ guanine และ cytosine สูงใน DNA ประมาณ 57-75 โมลเปอร์เซ็นต์  

(Dhananjeyan et al., 2010; Naikpatil and Rathod, 2011) โดยตามคู่มือการจัดหมวดหมู่พ้ืนฐาน

แบคทีเรียของ Bergy's Manual of Systematic Bacteriology จัดอยู่ในไฟลัม Actinobacteria 

(Golinska et al., 2015) โดยไฟลัม Actinobacteria  สามารถแบ่งออกเป็น 6 คลาส ตาม Bergey’s 

Manual of Systematic Bacteriology ได้แก่ Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, 

N itriliruptoria , Rubrobacteria  และ Thermoleophilia โดยสมาชิกในออเดอร์ของ 

Actinomycetales มักถูกเรียกว่า แอคติโนมัยซีต (actinomycetes) (Goodfellow et al., 2012) 
ซึ่งในช่วง 20 ปีที่ผ่านมา มีการศึกษาถึงความหลากหลายของแอคติโนมัยซีตจนเกิดความเข้าใจเพ่ิม

มากขึ้น โดยนักวิทยาศาสตร์พบว่า แอคติโนแบคทีเรียเป็นได้ท้ัง Eubacteriales และ Hypomycetes 

อีกท้ังยังพบว่าในไฟลัม Actinobacteria เป็นหนึ่งในหน่วยอนุกรมวิธานที่มีความสำคัญและใหญ่ที่สุด 

ในปัจจุบันจึงได้รับการยอมรับภายในโดเมนแบคทีเรียให้มีชื่อว่า แอคติโนแบคทีเรีย (Ludwig et al., 

2012)  

  โดยส่วนใหญ่แหล่งที่พบแอคติโนแบคทีเรียมาจากแหล่งที่แยกได้จากบริเวณต่างๆ โดยเฉพาะ

ในดิน ซึ่งเริ่มจากการค้นพบ Steptomyces ที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ Streptothricin ในปี ค.ศ.

1942 และค้นพบ Streptomycin ในอีก 2 ปีต่อมา จึงทำให้มีการศึกษาแอคติโนแบคทีเรียเพ่ิมมาก

ขึ้น  โดยเฉพาะทางด้านการแพทย์ เนื่องจากมีคุณสมบัติในการผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

เช่น ยาต้านเชื้อรา ยาต้านไวรัส ยาต้านเนื้องอก ยาต้านความดันเลือดสูง ยาปฏิชีวนะ และยาที่กดภูมิ

ต้านทานโรค (Omura et al., 2001; Patzer and Volkmar, 2010; Khan, 2011) นอกจากนี้แอคติ

โนแบคทีเรียยังมีบทบาทสำคัญในด้านการเกษตร เช่น การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช การ

ควบคุมทางชีวภาพ การผลิตไฟโตฮอร์โมน และการละลายฟอสเฟต เป็นต้น (El-Tarabily et al., 

2006; El-Tarabily et al. 2008; Jog et al. 2016)  

ในแอคติโนแบคทีเรียมีเส้นใยที่เจริญบนอาหารมีลักษณะ 2 แบบ คือ การเจริญที่จมลงไปใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือได้รับอาหารอย่างเต็มที่ (substrate mycelium) และการเจริญผิวหน้าอาหาร

เลี้ยงเชื้อเพ่ือการสืบพันธุ์ (aerial mycelium ) (Lechevalier and Pine, 1974 ) ดังภาพ 1 ใน

ระยะแรกๆ เส้นใยเหนือผิวอาหารเป็นสีขาวและเมื่อเริ่มมีการสร้างสปอร์จะเปลี่ยนเป็นสีต่างๆ โดยสี



 12 

ของเส้นใยใต้ผิวและเหนือผิวอาหารที่เกิดจากบางชนิดมีการผลิตรงควัตถุ (pigment) ที่มีความละลาย

น้ำและแพร่ออกมาในอาหาร เช่น เหลือง แดง น้ำตาล  น้ำเงิน (Rudd, 1978; Lambert et al., 

1967; Lambert, 1989; Hopwood, 1999) เป็นต้น นอกจากความสามารถในการผลิตสารรงควัตถุ

แล้ว    แอคติโนแบคทีเรียยังมีบทบาทอ่ืนในระบบนิเวศ รวมไปถึงการย่อยสลายสารอินทรีย์ทุก

ประเภทและความหลากหลายของคลัสเตอร์ยีนสังเคราะห์ทางชีวภาพ ด้วยเหตุผลดังกล่าว จึงทำให้แอ

คติโนแบคทีเรียเป็นแหล่งที่สำคัญในการศึกษาสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ (Hassana et al., 

2017) 

 

ภาพ 1 วงจรชีวิตของแอคติโนแบคทีเรีย   

ที่มา: ดัดแปลงภาพจาก Barka et al., 2016 

 

 4.2 ชนิดรงควัตถุของแอคติโนแบคทีเรีย 
นอกจากความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะแล้ว ยังพบว่าแอคติโนแบคที เรียมี

ความสามารถในการผลิตรงควัตถุ ซึ่งรงควัตถุเป็นสารประกอบที่ถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายใน

อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมสีย้อม อุตสาหกรรมการพิมพ์ อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรม

สิ่งทอ อุตสาหกรรมยาและผลิตเครื่องสำอาง เป็นต้น (Raisainen et al., 2002; Lee et al., 2006) 
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ความหลากหลายของการผลิตสีของแอคติโนแบคทีเรียนั้นอาศัยปัจจัยต่างๆ เช่น ส่วนประกอบของ

อาหาร ค่า pH การเกิดออกซิเดชั่น และอุณหภูมิ (Venil and Lakshmanaperumalsamy, 2009)  

4.2.1 Prodigiosins 
Prodigiosin เป็นรงควัตถุ tripyrrole สีแดง ที่ได้รับการยอมว่ามีคุณสมบัติในการต้าน 

จุลชีพ โดยจากการศึกษาของ Han et al. (1998) พบว่า แบคทีเรีย เช่น Serratia marcescens 

รวมถึงแอคติโนแบคทีเรียในสกุล Streptomyces ได้ผลิตรงควัตถุสีแดง ที่เรียกว่า prodigiosins สาร

ชนิดนี้เป็นสารกลุ่มอัลคาลอยด์ซึ่งได้นำไปใช้ในระดับอุตสาหกรรมหลายกลุ่ม เช่น สารกันบูดในอาหาร

และเครื่องสำอาง รวมไปถึงด้านการแพทย์เนื่องจากมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Poongodi et al., 2012)  

4.2.2 Melanins 
แอคติโนแบคทีเรียสามารถผลิตรงควัตถุสีน้ำตาลเข้มเรียกว่า เมลานินหรือเม็ดสีเมลานิน 

ซึ่งเป็นสารประกอบโพลีเมอร์ชนิดหนึ่ง เกิดจากปฏิกิริยา oxidative polymerization ของ indolic 

หรือ phenolic (Manivasagan et al., 2013b) ซึ่งมีส่วนสำคัญในการปรับปรุงในกลไกการดำรงชีวิต

ของแอคติ โนแบคที เรีย  ป้องกัน ไม่ ให้ เกิดความเครียดจากสภาพแวดล้อมที่ มี อุณหภูมิ สู ง 

(Manivasagan et al., 2013a; Sivaperumal et al., 2014) ในทางชีววิทยา เมลานินมีคุณสมบัติ

ทางชีวภาพหลากหลาย เช่น ต้านอนุมูลอิสระ (Strohl, 2004) ต้านจุลชีพ (Dastager et al., 2006) 

ต้านเซลล์มะเร็ง (Chaudhary et al., 2013 ) และต้านไวรัส (Montefiori et al., 1991) เป็นต้น ด้วย

คุณสมบัติที่หลากหลาย ทำให้ เมลานินถูกนำมาใช้ เป็นองค์ประกอบในด้านเภสัชวิทยาและ

เครื่องสำอาง (Manivasagan et al., 2013)  

4.2.3 Actinorhodins 
Actinorhodins เป็นรงควัตถุสีน้ำเงินที่ผลิตโดย Streptomyces coelicolor ซึ่งเป็นยา

ปฏิชีวนะกลุ่ม benzoisochromanequinone มีโครงสร้างหลักเป็น hybrid aromatic polyketides 

และถูกใช้เป็นต้นแบบเพ่ือศึกษาการผลิตยาปฏิชีวนะในระดับยีน โดยได้มีการพัฒนาให้เกิดการกลาย

พันธุ์ในกระบวนการสังเคราะห์สาร (Hopwood et al., 1995) นอกจากนี้ยังมีการรายงานว่าสาร 

actinorhodins มีฤทธิ์ต้าน Staphylococcu saureus ได้ (Taher et al., 2020) 

4.2.4 Actinomycins 
  Actinomycins เป็นยาปฏิชีวนะที่ถูกแยกได้จาก Streptomyces antibioticus เป็น

ครั้งแรก โดย Waksman และ Woodruff ในปี ค.ศ.1940  ซึ่งเป็นยาเคมีบำบัดที่ใช้กันทั่วไปในการ

รักษามะเร็ง เช่น childhood rhabdomyosarcoma และ Wilms’ tumor (Waksman and 

Woodruff, 1940) Actinomycins มีโครงสร้างทางเคมีแบบ bicyclic chromopeptide lactones 
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ร่วมกับ chromophoric phenoxazinone dicarboxylic acid ซึ่งมี pentapeptide lactones 

สองตัวที่มาจาก nonribosomal (Hollstein, 1974) (ภาพ 2) จากการรายงาน พบว่า จีนัส 

Streptomyces สามารถผลิตสาร Actinomycins มากกว่า 41 อนุพันธ์ (Singh et al., 2010) เช่น 

actinomycin C2, D, I และ X2 (Kumar et al., 2014; Sharma and Manhas, 2019) นอกจากนี้ 

actinomycin ยังมีคุณสมบัติเป็นสีย้อมที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียได้ โดยจากงานวิจัยของ Chen et al. 

(2021) ได้ทำการศึกษาสีย้อมจากสาร actinomycin X2 ในผ้าไหมและศึกษาคุณสมบัติของสีย้อม 

พบว่า สาร actinomycin X2 มีคุณสมบัติเป็นสีย้อมที่ดีและมีความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม 

 

 

ภาพ 2 โครงสร้างของ actinomycin D, X2 และ X0β 

ที่มา: ดัดแปลงภาพจาก Mauger et al., 1981 

 

 4.3 ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของแอคติโนแบคทีเรีย 
แอคติโนแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์ที่มีบทบาทสำคัญต่อมนุษย์ในด้านการแพทย์และการเกษตร 

เนื่องจากมีความสามารถในการสร้างสารทุติยภูมิที่หลากหลาย เช่น สารปฏิชีวนะ สารต้านมะเร็ง สาร

ต้านเนื้องอก สารต้านภูมิคุ้มกัน เครื่องสำอาง วิตามินสารอาหารและเอนไซม์ รวมถึงสารออกฤทธิ์

ต่างๆ ที่ใช้ในการเกษตร (Valli et al., 2012; Imada, 2005; Atta et al., 2009) โดยสารปฏิชีวนะ

ประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์พบว่า แยกได้จากแอคติโนแบคทีเรีย (Jackson et al., 2018) นอกจากนี้    
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มีการรายงานว่าผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ (natural products) มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ พบได้จากการแยก

และศึกษาโครงสร้างจากสกุล Streptomyces (Hassana et al., 2017)  สารปฏิชีวนะที่ค้นพบใน

ช่วงแรกของการศึกษาและเป็นที่รู้จักเป็นอย่างดีในวงการวิทยาศาสตร์ ได้แก่ streptomycin, 

streptothricin และ actinomycins เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้ได้ถูกนำมาใช้พัฒนาเป็นยาเพ่ือรักษาโรค

ทั้งในระดับคลินิกและจำหน่ายเชิงการค้าทั่วโลก  

4.4 การสกัดสารและวิเคราะห์องค์ประกอบของสารจากแอคติโนแบคทีเรีย 
เนื่องจากแอคติโนแบคทีเรียมีคุณสมบัติในการผลิตสารทุติยภูมิที่หลากหลาย โดยสารทุติยภูมิ

เหล่านี้จะถูกนิยมนำมาสกัดในสารละลายอินทรีย์เพ่ือระบุและหาปริมาณสารที่แอคติโนแบคทีเรีย

สามารถผลิตได้ (Pinu et al., 2017) โดยตัวทำละลายที่มีขั้ว (เช่น เมทานอลหรือเอทานอล) และตัว

ทำละลายที่ไม่มีขั้ว (เช่น เอทิลอะซิเตท เฮกเซน และคลอโรฟอร์ม) ถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวางสำหรับ

การสกัดสารทุติยภูมิของแอคติโนแบคทีเรีย ซึ่งตัวทำละลายอินทรีย์มีความสามารถในการทำให้ผนัง

เซลล์โปรตีนและลิปิดของเยื่อหุ้มเซลล์เกิดรูพรุนทำให้สารทุติยภูมิที่อยู่ภายในเซลล์ถูกปล่อยออกมา

ทางรูพรุนและสกัดลงในตัวทำละลายอินทรีย์  (Villas-Boas et al., 2007; Boas et al., 2012) ซึ่ง

การศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพของสารสกัดจากแอคติโนแบคทีเรีย เทคนิค Bioassay-guided 

fractionation เป็นเทคนิคทีเ่หมาะสำหรับการศึกษาโปรไฟล์สารและคัดกรองสารสกัดที่มีศักยภาพใน

การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยขั้นตอนการแยกส่วนสามารถคัดกรองและทำให้สารสกัดมีความบริสุทธิ์

มากขึ้น (Abdallah et al., 2021) และวิเคราะห์โครงสร้างของสารบริสุทธ์ิที่ได้โดยใช้เทคนิคต่างๆ 

เช่น NMR spectroscopy, thin layer chromatography (TLC) และ mass spectrometry เป็น

ต้น จากการศึกษาของ Liu et al. ในปี ค.ศ. 2010 ได้มีการศึกษาสารเมแทบอไลต์ที่ได้จากแอคติโน

แบคทีเรียด้วยวิธี high-performance liquid chromatography coupled with electrospray 

ionization quadrupole time-of-flight mass spectrometry (HPLC/QTOF MS/MS) พบสารเม

แทบอไลต์ 3 ชนิดที่มีโครงสร้างสารหลักที่เหมือนกัน แต่ เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบของสารด้วย 

QTOF MS/MS และเทคนิค in-source collision-induced dissociation (in-source CID) ที่แสดง

ให้เห็นถึงองค์ประกอบเปปไทด์ที่หลงเหลือจากการแตกตัวของไอออน สามารถจำแนกสารเมแทบอ

ไลต์ที่ได้ คือ actinomycin D, actinomycin V และ actinomycin X0β  

ในการศึกษาดังที่กล่าวมาทั้งหมดนี้แล้วนั้น แสดงให้เห็นว่าแอคติโนแบคทีเรียเป็นแหล่งรงค

วัตถุธรรมชาติที่มีความสามารถในการผลิตสารต้านแบคทีเรียและมีโอกาสในการพัฒนาเป็นต้นแบบ

รงควัตถุที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมในอุตสาหกรรมสิ่งทอต่อไปในอนาคตได้  



บทที่  3  
วิธีดำเนินงานวิจัย 

 

กลุ่มตัวอย่าง 
 ดินบริเวณรอบรากพืชดอก 5 ชนิด จากสวนพฤกษศาสตร์ บ้านร่มเกล้า พิษณุโลก ใน

พระราชดำริ จังหวัดพิษณุโลก ได้แก่  

 1. จวง (Cinnamomum parthenoxylon (Jack) Meisn.) พิกัด 17๐61’67”N100๐

90’66”E 

 2. จำปีป่า (Magnolia baillonii Pierre) ตำแหน่งที่ 1 พิกัด 17๐61’66”N100๐90’52”E

และตำแหน่งที่ 2 พิกัด 17๐61’65”N100๐90’51”E 

 3. จำปีหลวง (Magnolia rajaniana (Craib) Figlar) พิกัด 17๐60’96”N100๐90’30”E 

 4. สนอิเดีย (Grevillea pteridifolia Knight) พิกัด 17๐60’97”N100๐90’44”E 

 5. สร้อยสยาม (Phanera siamensis (K.Larsen & S.S.Larsen) Mackinder & R. 

Clark) พิกัด 17๐60’97”N100๐90’44”E 

 

จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดสอบ 
 1. Escherichia coli TISTR 527 

 2. Pseudomonas aeruginosa DMST 15501 

 3. Staphylococcus aureus DMST 4745 

 4. Staphylococcus epidermidis TISTR 518 

 

เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 
เครื่องมือ  

 1) หม้อนึ่งฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ำ (Autoclave) 

 2) เครื่องผสมสาร (Vortex) 

 3) เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Analytical balance) 

 4) เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 ตำแหน่ง (Precision balance) 

 5) ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 

 6) เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
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 7) เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

 8) เครื่องกวนสารละลาย (Hot plate stirrer) 

 9) ตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety cabinet) 

 10) เครื่องเขย่า (Shaker) 

 11) กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบเชิงประกอบ (Compound light microscope) 

 12) กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (Stereoscopic microscope) 

 13) ไมโครปิเปต (Micropipette) 

 14) ตู้บ่มเพาะเลี้ยงเชื้อ (Incubator) 

 15) เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator, BUCHI)  

 16) ตู้ดูดควันไอสารเคมี (Fume hood) 

 17) เครื่องวัดสีแบบพกพา (Portable Colorimeter) 

 18) หม้อหุงข้าว (Rice cooker) 

 19) TLC viewing cabinet 

 20) เครื่องล้างความถี่สูง (Sonicator bath)  

อุปกรณ์ 

 1) ห่วงถ่ายเชื้อ (Inoculating loop) 

 2) ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner stainless) 

 3) ไฟแช็ก (Lighter) 

 4) ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (Rack)  

 5) ถุงพลาสติก (Plastic bag) 

 6) หนังยาง (Rubber band) 

 7) ช้อนตักสารเคมี (Spatula) 

 8) สำลี (Cotton wool) 

  9) กระดาษกรอง (Filter paper, WhatmanTM) 

 10) จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 

 11) หลอดทดลอง (Test tube) 

 12) แท่งแก้วสามเหลี่ยม (Spreader) 

 13) ปิเปต (Pipette) 
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 14) กระบอกตวง (Cylinder) 

 15) ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 

 16) บีกเกอร์ (Beaker) 

 17) แท่งแก้วคนสาร (Stirring Rod) 

 18) กรวยกรอง (Glass funnel) 

 19) ขวดทำระเหยทรงลูกแพร์ (Evaporating flask) 

 20) ขวดแก้วดูแรน (Duran bottle) 

 21) แผ่นดิสก์ (Paper disc, WhatmanTM) 

 22) แผ่น TLC silica gel 60 F254 (Thin layer chromatography, Merck 

 KGaAA®, Germany) 

 23) พีทมอส (Peat moss) 

 24) กรรไกร (Cutting) 

 25) ไม้พันสำลี (Cotton swab) 

 26) คอลัมน์ (Column) 

 27) ไซริงคข์นาด 1 มิลลิลิตร 

 28) TLC developing tank 

 29) CA Syringe filters (13 mm, 0.2 µm, VertiCleanTM) 

 30) เส้นใยไหม (Silk)  

 สารเคมี  

 1) เอทิล แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ (Ethyl alcohol 95%, เคมีภัณฑ์)  

2) เมทานอล (Methanol; Commercial grade; Analytical reagent grade) 

3) กรดไฮโดคลอริก (HCl, QREC Chemicals) 

4) เอทิล อะซีเตท (Ethyl acetate; Commercial, ACI Labscan®) 

5) โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH; Analytical reagent grade, Kemaus) 

6) ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane; Analytical reagent grade, ACI 

Labscan®) 

7) คลอโรฟอร์ม (Chloroform; Analytical reagent grade, ACI Labscan®) 

8) อะซิโตน (Acetone; ; Analytical reagent grade, ACI Labscan®) 
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9) ซิลิกาเจล 60 (ขนาด 0.040-0.063 มิลลิเมตร; Merck KGaAA®, Germany) 

10) Cycloheximide 

11) Nalidixic acid 

12) Streptomycin 

13) Chloramphenicol 

14) Anisaldehyde – sulfuric acid 

 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 1) อาหาร Actinomycetes isolation agar (AIA) 

 2) อาหาร Starch casein agar (SCA) 

 3) อาหาร Peatmoss extract agar 

 4) อาหาร Oatmeal agar (OMA) 

 5) อาหาร Actinomycetes isolation agar (AIA) 

 5) อาหาร Nutrient broth (NB, Himedia®) 

 6) อาหาร Yeast extract-malt extract agar (ISP2) 

 7) ปลายข้าว (Broken rice) 

 8) รำสกัดน้ำมัน (Defatted rice bran) 

 9) เมล็ดข้าวพันธุ์เสาไห้ 

 10) ผงวุ้น 

  

วิธีดำเนินการวิจัย   
 1. การคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรีย 

 เก็บตัวอย่างดินบริเวณรอบรากพืชดอกความลึกประมาณ 10-20 เซนติเมตร มาผึ่งให้แห้ง

เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นนำตัวอย่างดินที่ได้จากบริเวณรอบรากพืชอย่างละ 10 กรัม มาละลายในน้ำ

กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อปริมาตร 90 มิลลิลิตร ทำการเขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 30 นาที และเตรียมสารละลายด้วยวิธี serial dilution method  

 ในการคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรีย ได้ทำการคัดเลือกบนอาหาร 4 ชนิด ได้แก่ 1) อาหาร 

peat moss extract agar 2) อาหาร starch casein agar (SCA) 3) อาหาร oatmeal agar (OMA) 

และ 4) actinomycetes isolation agar (AIA) โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กรรมวิธี คือ กรรมวิธี
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ที่ 1 เป็นกรรมวิธีที่มีส่วนประกอบของสารปฏิชีวนะ คือ 1) อาหาร peat moss extract agar ที่มี

ส่วนประกอบของสารปฏิชีวนะ cycloheximide (ความเข้มข้นเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

และ nalidixic acid (ความเข้มข้นเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 2) อาหาร starch casein agar 

(SCA) ที่มีส่วนประกอบของสารปฏิชีวนะ cycloheximide (ความเข้มข้นเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 3) อาหาร oatmeal agar (OMA) และ 4) actinomycetes isolation agar (AIA) ที่มี

ส่วนประกอบของสารปฏิชีวนะ cycloheximide (ความเข้มข้นเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

และ nalidixic acid (ความเข้มข้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) (Lee et al., 2014; Heng, 

2008; Hamaki et al., 2005; Labeda and Shearer, 1990) และกรรมวิธีที่ 2 เป็นกรรมวิธีที่ไม่มี

ส่วนประกอบของสารปฏิชีวนะ  

 จากนั้นนำสารละลายของดินตัวอย่างที่เตรียมไว้ให้ได้ความเจือจางเท่ากับ 10-1 - 10-4 มา

เกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหารและบ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ทำการสังเกต

ลักษณะของแอคติโนแบคทีเรียที่ปรากฏและขีด (streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ International 

Streptomyces Project-2 (ISP2) medium 

 

 2. การผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียในอาหารแข็ง  
 2.1 การคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตรงควัตถุบนเมล็ด

ข้าวเสาไห้ 
  นำแอคติโนแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหมด 194 ไอโซเลต มาเลี้ยงบนเมล็ดข้าว โดย

ทำการชั่งเมล็ดข้าวที่หุงกึ่งสุกกึ่งดิบน้ำหนัก 3 กรัม  ใส่ในหลอดทดลองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

18X150 มิลลิเมตร จากนั้นนำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ำ ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทำการเจาะชิ้นวุ้นที่มีแอคติโนแบคทีเรียอายุ 7 วัน ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร จำนวน 3-4 ชิ้น ลงบนเมล็ดข้าวที่ผ่านการฆ่าเชื้อ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30±2 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน แอคติโนแบคทีเรียที่สามารถผลิตรงควัตถุได้จะนำไปเพ่ิมปริมาณบน

ปลายข้าวต่อไป 

 2.2 การผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียบนปลายข้าว 
 ในการทดลองนี้ได้นำแอคติโนแบคทีเรียที่สามารถผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวจำนวน 

44 ไอโซเลตมาเลี้ยงบนปลายข้าวที่ได้จากร้านขายอาหารสัตว์ โดยนำปลายข้าวมาหุงให้มีลักษณะกึ่ง

สุกกึ่งดิบและชั่งน้ำหนัก 250 กรัม ลงในขวดชมพู่ขนาด 1000 มิลลิลิตร แล้วนำไปฆ่าเชื้อด้วยแรงดัน

ไอน้ำที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ทำการเตรียมหัวเชื้อแอคติโนแบคทีเรีย โดย
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เลี้ยงในอาหารเหลว ISP2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 

30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นปิเปตหัวเชื้อแอคติโนแบคทีเรีย (10 เปอร์เซ็นต์ (w/v)) 

ลงบนปลายข้าวที่เตรียมไว้ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เมื่อครบ

ระยะเวลาดังกล่าวให้นำตัวอย่างไปอบด้วยตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 

ชั่วโมง วางทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องและบดให้ละเอียด  

2.3 การผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียบนอาหารรำสกัดน้ำมัน 
 ผลจากการคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียที่ดีที่สุดในหัวข้อที่ 

2.5.2 จะถูกนำมาเลี้ยงบนอาหารรำสกัดน้ำมัน โดยชั่งผงรำสกัดน้ำมันที่ฆ่าเชื้อน้ำหนัก 30 กรัม แล้ว

เติมน้ำกลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปแช่ในน้ำร้อนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 นาที ทำการกรองแยกส่วนแล้วนำส่วนของของเหลวที่ได้จากการกรองไปปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 

มิลลิลิตร pH 7 แล้วเติมผงวุ้นในอัตราส่วน 1.5 เปอร์เซ็นต์ นำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นปิเปตหัวเชื้อแอคติโนแบคทีเรียที่ทำการเลี้ยงไว้ในอาหารเหลว ISP2 เป็น

เวลา 3 วัน ลงบนอาหารรำสกัดน้ำมันที่เตรียมไว้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้า

อาหาร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน สังเกตและบันทึกผลการทดลอง  

 2.4 การผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียบนอาหารรำสกัดน้ำมันผสมปลายข้าว 
 ผลจากการคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียที่ดีที่สุดในหัวข้อที่ 2.6 

จะถูกนำมาเลี้ยงบนอาหารรำสกัดน้ำมันผสมปลายข้าว โดยทำการหุงปลายข้าวให้มีลักษณะกึ่งสุกกึ่ง

ดิบ จากนั้นนำปลายข้าวที่หุงแล้วผสมกับผงรำสกัดน้ำมันที่ผ่านการฆ่าเชื้อในอัตราส่วน 1:1 (w/w) ให้

ได้น้ำหนัก 200 กรัม แล้วนำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้น 

ดำเนินการตามหัวข้อที่ 2.2 ที่ระบุไว้ข้างต้น ทำการเติมเอทิลอะซิเตทลงในตัวอย่างในอัตราส่วน 1:2 

(w/v) และทำการแช่ไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-12 ชั่วโมง โดยทำการกวนทุกๆ 1 ชั่วโมง 

จากนั้นทำการกรองสารด้วยสำลีเพ่ือนำส่วนสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งพร้อมทั้งสังเกตและบันทึก

ผลการทดลอง 

 2.5 วิธีการสกัดด้วยตัวทำละลาย 
2.5.1 การสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท 

  ทำการเติมเอทิลอะซิเตทลงในตัวอย่างปลายข้าวที่บดละเอียด (หัวข้อที่ 2.2) ใน

อัตราส่วน 1:2 (w/v) และทำการแช่ไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-12 ชั่วโมง โดยทำการกวน

ทุกๆ 1 ชั่วโมง จากนั้นทำการกรองสารด้วยกระดาษกรองเพ่ือนำส่วนสารละลายที่ได้ไประเหยแห้ง 

บันทึกน้ำหนักของสารสกัดหยาบและทำการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย 



 22 

2.5.2 การสกัดแบบลำดับส่วน (sequential extraction) 
  นำแอคติโนแบคทีเรียจำนวน 8 ไอโซเลตที่ได้จากหัวข้อที่ 2.5.1 มาทำการแช่

สกัดด้วยเทคนิคการสกัดแบบลำดับส่วน โดยใช้ตัวทำละลาย ได้แก่ เอทิลอะซิเตท เมทานอล เอทา

นอล 95 เปอร์เซ็นต์ และเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ในอัตราส่วน 1:2 (w/v) โดยการสกัด

แต่ละรอบจะทำการแช่ไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-12 ชั่วโมง โดยทำการกวนทุกๆ 1 ชั่วโมง 

ทำการกรองสารด้วยกระดาษกรองเพ่ือนำส่วนสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเครื่องกลั่นระเหยสาร

แบบหมุนที่อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส จากนั้น นำสารสกัดหยาบที่ได้ไปชั่งน้ำหนักเพ่ือนำไปใช้ใน

การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและคำนวณร้อยละของสารสกัดหยาบที่ได้ (% yield) ตามสูตร  

 
 

 2.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบางชนิดด้วยวิธี paper disc diffusion 
method 
 เตรียมจานอาหารเชื้อทดสอบ (bioassay plate) โดยการนำแบคทีเรียเลี้ยงใน

อาหารเหลว nutrient broth (NB) วัดค่าความขุ่นของเชื้อด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ให้ได้  

OD600 เท่ากับ 0.1 จะทำให้ได้สารแขวนลอยของแบคทีเรียที่ความเข้มข้น ดังนี้  Escherichia coli 

TISTR 527 (จำนวนเซลล์ประมาณ 1.74x105 CFU/ml), Pseudomonas aeruginosa DMST 

15501 (จำนวนเซลล์ประมาณ 2.96x105  CFU/ml), Staphylococcus aureus DMST 4745 

(จำนวนเซลล์ประมาณ 7.05x106 CFU/ml) และ Staphylococcus epidermidis TISTR 518 

(จำนวนเซลล์ประมาณ 1.70x107 CFU/ml) จากนั้น ปิเปตเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงบนอาหาร 

NA และนำไม้พันสำลีที่ผ่านการฆ่าเชื้อเกลี่ยทั่วผิวหน้าอาหารแข็ง NA ทิ้งไว้ 30 นาที จากนั้นทำการ

เตรียมแผ่นดิสก์สำหรับทดสอบ โดยปิเปตสารสกัดหยาบปริมาตร 20 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นเท่ากับ 

100 ไมโครกรัมต่อดิสก์ ) หยดลงบนแผ่นดิสก์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิ เมตร โดยมี  

chloramphenicol (ความเข้มข้นเท่ากับ 30 ไมโครกรัมต่อดิสก์) เป็นชุดควบคุม (Abebaw et al., 

2018) จากนั้น ผึ่งให้แห้งเป็นเวลา 30 นาที นำแผ่นดิสก์วางบนจานอาหารเชื้อทดสอบที่เตรียมไว้ บ่ม

ที่ อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง 

(inhibition zone) นำผลที่ได้มาวิเคราะห์ผลทางสถิติโดย Duncan’s Multiple Range Test 

(DMRT) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ค่าทางสถิติสำเร็จรูป โดยไอโซเลตที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียที่ดีที่สุด 
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(หัวข้อที่ 2.5.2) จะถูกนำไปเลี้ยงบนอาหารรำสกัดน้ำมันและรำสกัดน้ำมันผสมปลายข้าวเพ่ือใช้เป็น

แหล่งอาหารทางเลือกทดแทนสำหรับผลิตรงควัตถุเพ่ือเพ่ิมปริมาณของแอคติโนแบคทีเรียต่อไป  

 

3. การจำแนกชนิดของแอคติโนแบคทีเรีย 
3.1 การศึกษาลักษณะทางกายภาพบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 นำแอคติโนแบคทีเรียที่บริสุทธิ์จำนวน 8 ไอโซเลต ที่ได้จากหัวข้อที่ 2.5.2 มาขีดลาก

บนจานอาหาร ISP2 บ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน จากนั้นสังเกตลักษณะ

โคโลนีโดยการส่องภายใต้กล้องสตอริโอแล้วบันทึกภาพภายใต้กล้อง 

3.2 การวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของแอคติโนแบคทีเรีย 
  จำแนกชนิดของแอคติโนแบคทีเรียจำนวน 8 ไอโซเลต (หัวข้อที่  2.5.2) ด้วย

การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA โดยส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท 

Macrogen (ประเทศเกาหลีใต้) ในการศึกษานั้น เริ่มต้นจากการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีนบริเวณ 16S 

rRNA  ตามวิธีการของ Jumpathong et al. (2019) โดยอาศัยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) โดยใช้ primer 1 คู่ 27F 5' (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3' และ 1492R 

5' (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T) 3' ซึ่งมี 3 ขั้นตอน คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที (2) จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ทำซ้ำทั้งหมดจำนวน 35 

รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นทำการวิเคราะห์ความเหมือน

ของลำดับนิวคลี โอไทด์ของยีน  16S rRNA ในฐานข้อมูล EzBioCloud (https://www. 

ezbiocloud.net/identify) และระบุสายพันธุ์ของแอคติโนแบคทีเรียที่ศึกษา ทำการวิเคราะห์ต่อด้วย

โปรแกรม MEGA 11 และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยวิธี neighbor joining (NJ) 

จากนั้นทำการส่งตัวอย่างแอคติโนแบคทีเรียไปฝากเก็บรักษาที่ศูนย์ชีววัสดุประเทศไทย (Thailand 

Bioresource Research Center; TBRC) และรับรหัสฝาก (รหัส TBRC)  

 

4. การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดแอคติโนแบคทีเรีย  
4.1 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดหยาบของแอคติโนแบคทีเรีย  

  ทำการเตรียมตัวอย่างสารสกัดหยาบของแอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 

น้ำหนัก 10 มิลลิกรัม มาละลายใน dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้น นำ

ตัวอย่างไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนูชนิด L929 ด้วยวิธี MTT assay ที่
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ความเข้มข้นเท่ากับ 0.008, 0.016, 0.032, 0.064 และ 0.128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามวิธีการของ 

Sriwiriyajan et al. (2014) โดยมีชุดควบคุมคือ Doxorubicin ที่ความเข้มข้น IC50 เท่ากับ 0.402 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

 4.2 การแยกสารสกัดด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี    
                 นำสารสกัดหยาบที่ได้มาทำการแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี โดยใช้

คอลัมน์เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 3 เซนติเมตร ที่บรรจุซิลิกาเจล 60 สูง 33.5 เซนติเมตร เป็นเฟสคงที่ 

(stationary phase) จากนั้นนำสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทน้ำหนัก 3.00 กรัม มาละลาย

ด้วยเมทานอลในปริมาตร 5 มิลลิลิตร และทำการแยกสารด้วยคอลัมน์ที่บรรจุซิลิกาเจล 60 ข้างต้น 

โดยมีเมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน (0:100–100:0 v/v) เป็นเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase)  ทำการ

เก็บสารละลายที่ผ่านออกมาจากคอลัมน์ โดยการเปลี่ยนหลอดเก็บสารละลายทุก 10 นาทีจากนั้นนำ

แต่ละส่วนมาจัดแยกกลุ่มด้วยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) สังเกตภายใต้ UV 254 และ 

365 นาโนเมตร และทำการฉีดพ่นด้วยสารละลาย anisaldehyde – sulfuric acid จากนั้นทำการ

รวมกลุ่มสารที่เหมือนกันในแต่ละส่วนแยกย่อย (fractions) เปรียบเทียบแนวโน้มน้ำหนักของสารและ 

TLC profile เพ่ือทำการแยกในคอลัมน์ที่ 2 ทำการบันทึกน้ำหนักสารและนำไปเก็บที่อุณหภูมิ 4±2 

องศาเซลเซียส 

  นำสารในกลุ่มที่ 8 ที่ได้จากคอลัมน์ที่ 1 มาทำการแยกสารในคอลัมน์ที่ 2 โดยใช้

คอลัมน์เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 1.5 เซนติเมตร ที่บรรจุซิลิกาเจล 60 สูง 23.5 เซนติเมตร เป็นเฟส

คงท่ี (stationary phase) จากนั้นนำสารในกลุ่มท่ี 8 น้ำหนัก 500 มิลลิกรัม มาละลายด้วย เมทานอล

ในปริมาตร 3 มิลลิลิตร และทำการแยกสารด้วยคอลัมน์ที่บรรจุซิลิกาเจล 60 ข้างต้น โดยมี

คลอโรฟอร์มต่ออะซิโตน (100:0–0:100 v/v) เป็นเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase)  ทำการเก็บ

สารละลายที่ผ่านออกมาจากคอลัมน์ โดยการเปลี่ยนหลอดเก็บสารละลายทุก 2 นาที จากนั้นนำแต่ละ

ส่วนมาจัดแยกกลุ่มด้วยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) สังเกตภายใต้ UV 254 และ 365 

นาโนเมตร และทำการฉีดพ่นด้วยสารละลาย anisaldehyde – sulfuric acid จากนั้นทำการ

รวมกลุ่มสารที่เหมือนกันในแต่ละส่วนแยกย่อย (fractions) ทำการบันทึกน้ำหนักสารและนำไปเก็บที่

อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เพ่ือนำไปทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในขั้นตอนต่อไป 

 

5. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดหยาบด้วยเทคนิค bioautography 
 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดหยาบในการทดลองหัวข้อที่ 2.6 แสดงให้เห็น

ว่า สารสกัดหยาบจากแอคติ โนแบคที เรียสามารยับยั้ งได้ เฉพาะแบคที เรียแกรมบวก โดย  
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Staphylococcus epidermidis TISTR 518 มีความไวต่อสารสกัดหยาบได้ดีกว่า S. aureus DMST 

4745 จึงนำแบคทีเรียดังกล่าวมาศึกษาในขั้นตอนนี้  

 เตรียมจานอาหารเชื้อทดสอบ (bioassay plate) โดยวัดค่าความขุ่นของเชื้อด้วยเครื่องสเปก

โตรโฟโตมิเตอร์ให้ได้ OD600 เท่ากับ 0.1 (จำนวนเซลล์ประมาณ 1.70x107 CFU/ml)  ปิเปตเชื้อ

ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร NA และนำไม้พันสำลีที่ผ่านการฆ่าเชื้อเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้า

อาหารทิ้งไว้ 30 นาที จากนั้นทำการเตรียมตัวอย่างสารที่แยกได้จากคอลัมน์ที่ 2 ให้มีความเข้มข้น

เท่ากับ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นทำการเตรียมแผ่น TLC ให้มีความยาว 9 เซนติเมตร และ

ความกว้าง 2 เซนติเมตร โดยใช้ pasteur pipette ดูดสารตัวอย่าง 10 ไมโครลิตร (น้ำหนักสาร 20 

ไมโครกรัม) ลากลงบนแผ่น TLC ให้ห่างจากขอบล่าง 1 เซนติเมตร และห่างจากขอบด้านซ้ายและขวา 

0.5 เซนติเมตร จากนั้นทำการดีเวลอปด้วยเมทานอลต่อไดคลอโรมีเทนและสังเกตภายใต้ UV 254 

และ 365 นาโนเมตร เพ่ือดูลักษณะการปรากฏแถบสารของสารส่วนแยกย่อยเหล่านั้น จากนั้นคีบ

แผ่น TLC ดังกล่าววางลงบนจานอาหารที่เตรียมไว้ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และทำเครื่องหมายบนจาน

อาหารบริเวณตำแหน่งสารที่ปรากฎบนแผ่น TLC แล้วดึงออก ทำการบ่มที่อุณหภูมิ 37±2 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและบันทึกผลการทดลอง ดังภาพ 3  

 
ภาพ 3 วิธีการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดหยาบด้วยเทคนิค bioautography 

ที่มา: ดัดแปลงภาพจาก Yamaç and Bilgili, 2006 



 26 

6. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดหยาบด้วยวิธี paper disc diffusion method 
ในการศึกษาขั้นตอนนี้ ทำเช่นเดียวกันกับการทดลองหัวข้อที่ 2.6 โดยมีรายละเอียด 

ดังนี้ 

แบคทีเรีย  Staphylococcus epidermidis TISTR 518  
(จำนวนเซลล์ประมาณ 1.70x107 CFU/ml) 

อาหาร  nutrient agar (NA) 
ชุดทดลอง ตัวอย่างจากคอลัมน์ที่ 2 จำนวน 37 กลุ่ม  

(ความเข้มข้นเท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อดิสก)์ 
ชุดควบคุมบวก chloramphenicol (ความเข้มข้นเท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อดิสก์)  

streptomycin (ความเข้มข้นเท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อดิสก์)  
ชุดควบคุมลบ สารละลายคลอโรฟอร์มต่ออะซิโตน (9:1)  

เมทานอล 
บันทึกเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) นำผลที่ได้มาวิเคราะห์ผลทางสถิติ

โดย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ค่าทางสถิติสำเร็จรูป 

 

7. การศึกษา chemical profile ของตัวอย่างด้วยเทคนิค Liquid Chromatography with 
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 

ในการทดลองนี้ เป็นการศึกษา chemical profile ของตัวอย่างที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณ

ยับยั้งที่ดีที่สุด 3 อันดับแรกด้วยวิธี paper disc diffusion โดยพิจารณาร่วมกันกับการทดสอบฤทธิ์

ต้านแบคทีเรียของสารสกัดหยาบด้วยเทคนิค bioautography  

เตรียมตัวอย่างสารสกัดให้มีน้ำหนักสาร 10 มิลลิกรัม และละลายด้วยเมทานอล (HPLC 

grade) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ความเข้มข้นเท่ากับ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เพ่ือนำมาวิเคราะห์

องค์ประกอบทางเคมีในเชิงคุณภาพเบื้องต้นด้วย  Agilent 1260 infinity high performance 

liquid chromatography instrument (Agilent, Waldbonn, Germany ) ร่วมกับ 6540 

ultrahigh definition accurate mass Q-TOF (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) โดย ESI 

interface สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ chemical profile ของตัวอย่างมีดังนี้ 

สภาวะของ LC   

- คอลัมน์: phenomenex Luna C-18(2) คอลัมน์ (5 ไมโครเมตร, เส้นผ่านศูนย์กลาง

ภายในขนาด 150×4.6 มิลลิเมตร) Phenomenex Inc., Torrance, CA).   
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- เฟสเคลื่อนที่: 0.1 เปอร์เซ็นต์ v/v formic acid ในน้ำ (Solvent A) 0.1 เปอร์เซ็นต์ v/v 

formic acid ใน acetonitrile (Solvent B) 

- ลำดับการชะล้าง: เริ่มจาก 5 - 95 เปอร์เซ็นต์ (Solvent B) เป็นเวลา 30 นาที และทิ้งไว้ 

10 นาที จากนั้น post run 5 นาท ี 

- ปริมาตรที่ฉีด: 5 ไมโครลิตร 

- อัตราการไหล: 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที 

ระยะเวลา: 30 นาท ี

สภาวะของ ESI-MS   

- การวิเคราะห์พารามิเตอร์: โหมดไอออนบวก 

- ค่า mass: m/z 100–1,700 amu. 

- แรงดันไฟฟ้า: +3,500 โวลต์  

- อุณหภูมิของแก๊ส: 350 องศาเซลเซียส  

- อัตราการไหลของแก๊ซ: 10 ลิตรต่อนาที 

- แรงดัน: 30 psig  

- อัตราของสเปกตรัม:  4 เฮิรตซ์  

- ค่าพลังงาน: 10 โวลต์, 20 โวลต์ และ 40 V โวลต์  

- ชนิดแก๊ส: ไนโตรเจน (UHP)   

ทำการวิเคราะห์สารมาตรฐานภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกัน จากนั้นนำข้อมูลแมส

สเปกตรัมที่ได้และรูปแบบการแตกหักของโมเลกุล (mass fragmentation) ที่ได้ไปวิเคราะห์ข้อมูล

ของสารและแปลผลโดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานร่วมกับการใช้โปรแกรม MassHunter และ

ข้อมูลงานวิจัยที่เคยมีการรายงานในฐานข้อมูล 

 

 8. การศึกษาการติดสีรงควัตถุของสารสกัดหยาบ 
8.1 การศึกษาการติดสีรงควัตถุของสารสกัดหยาบของเส้นใยไหม 

   นำปลายข้าวที่บดแล้วใส่ภาชนะมาชั่งน้ำหนัก 10 กรัม เทสารละลายเอทานอล                        

70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 30-50 มิลลิลิตร ลงไปแล้วนำไปเขย่าบนเครื่องเขย่า 120 รอบต่อนาทีเป็น

เวลา 20 ชั่วโมง ทำการกรองส่วนใสใส่ขวดเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นนำตัวอย่างเส้นใยไหมมาต้ม
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เพ่ือกำจัดไขมันออกประมาณ 20 นาที ตัดเส้นใยไหมยาวเท่ากับ 12 นิ้ว (1 ฟุต) จนได้น้ำหนักเท่ากับ 

0.22 กรัม แช่ในสารละลายที่ เตรียมไว้ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เขย่าที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา                      

24 ชั่วโมง ผึ่งให้แห้ง นำไปย้อมใหม่อีกครั้ง ผึ่งให้แห้งอีกครั้งก่อนนำไปวัดสีด้วยเครื่องวัดสีแบบพกพา 

(Portable Colorimeter) (นฤมล เถื่อนกลู และ นฤมล หวลระลึก, 2560) 

8.2 การศึกษาการติดสีรงควัตถุของสารสกัดหยาบในผ้าไหม 
   นำสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทจากไอโซเลต TN183 น้ำหนัก 1.67 กรัม 

มาละลายด้วยเอทิลอะซิเตทปริมาตร 200 มิลลิลิตร จากนั้นนำผ้าไหมขนาด A4 (21x29.7 

เซนติเมตร) มาต้มเพ่ือกำจัดไขมันออกเป็นเวลา 20 นาที และผึ่งให้แห้ง นำผ้าไหมที่เตรียมไว้มาทำการ

แช่ในสารละลายเอทิลอะซิเตท เขย่าความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ ห้อง เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง ผึ่งให้แห้ง นำไปย้อมใหม่อีกครั้งและผึ่งให้แห้งก่อนนำไปวัดสีด้วยเครื่องวัดสีแบบพกพา 

 

9. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบนสิ่งทอด้วยการทดสอบเชิงคุณภาพ (qualitative methods) 
ด้วยวิธี AATCC 147-2011  
 นำตัวอย่างสิ่งทอที่ย้อมด้วยสารสกัดหยาบจากแอคติโนแบคทีเรีย ไอโซเลต TN183 ไป

ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบนสิ่งทอด้วยการทดสอบเชิงคุณภาพที่ศูนย์วิเคราะห์ทดสอบสิ่งทอ 

(สถาบันพัฒนาอุตสาหกรรมสิ่งทอ, กรุงเทพมหานคร) ซึ่งได้มีการปรับใช้ตามวิธีของ AATCC 147-

2011 (Antibacterial Activity Assessment of Textile Materials : Parallel Streak Method) 

(AATCC Test Method 147-2004, 2012) โดยทดสอบกับ Staphylococcus aureus (ATCC 

6538) และ Escherichia coli (ATCC 25922) ที่เป็นแบคทีเรียมาตรฐานในการทดสอบ นำห่วงถ่าย

เชื้อจุ่มลงในเชื้อที่ทดสอบขีดลงบนอาหาร nutrient agar (NA) ทั้งหมด 5 ขีด โดยมีความยาวของแต่

ละเส้นยาวประมาณ 60 มิลลิเมตร ระยะห่างกัน 10 มิลลิเมตร จากนั้นนำผ้าทอธรรมชาติ ขนาด 

25x50 มิลลิเมตร ที่ผ่านการย้อมด้วยสารสกัดหยาบไอโซเลต TN183 วางทับเชื้อที่มีการขีดไว้ทั้ง 5 

ขีด โดยมีผ้าที่ผ่านการฆ่าเชื้อแต่ไม่ผ่านการย้อมเป็นชุดควบคุม จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37±2 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทำการบันทึกผลการทดลองโดยวัดบริเวณยับยั้งที่เกิดขึ้นเป็น

หน่วยมิลลิเมตร ซึ่งความกว้างเฉลี่ยของบริเวณยับยั้งคำนวณได้โดยใช้สมการ   

W = (T-D) / 2 

โดยที่ W = ความกว้างของบริเวณยับยั้งในหน่วยมิลลิเมตร  

T = เส้นผ่านศูนย์กลางรวมของตัวอย่างที่ใช้ทดสอบและบริเวณยับยั้งในหน่วยมิลลิเมตร 

D = เส้นผ่านศูนย์กลางของตัวอย่างที่ใช้ทดสอบในหน่วยมิลลิเมตร 
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10. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบนสิ่งทอด้วยการทดสอบเชิงปริมาณ (quantitative 
methods) ด้วยวิธี AATCC 100-2019  
 นำตัวอย่างสิ่งทอที่ย้อมด้วยสารสกัดหยาบจากแอคติโนแบคทีเรียไปทดสอบฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรียบนสิ่งทอด้วยการทดสอบเชิงปริมาณที่ศูนย์วิเคราะห์ทดสอบสิ่งทอ  (สถาบันพัฒนา

อุตสาหกรรมสิ่งทอ, กรุงเทพมหานคร) โดยได้มีการปรับใช้ตามวิธีของ AATCC 100-2019 (AATCC 

Test Method 100-2019, 2012) โดยทำการเตรียมผ้าทอธรรมชาติที่ย้อมด้วยสารสกัดหยาบ 

TN183 เปรียบเทียบกับผ้าธรรมชาติที่ผ่านการฆ่าเชื้อแต่ไม่ผ่านการย้อมสีเป็นชุดควบคุม ขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 4.8±0.1 เซนติเมตร จากนั้นทำการเตรียมหัวเชื้อ Staphylococcus aureus (ATCC 

6538) และ Escherichia coli (ATCC 25922) ที่เป็นเชื้อมาตรฐานในการทดสอบ จากนั้นนำผ้าที่

ย้อมสีด้วยสารสกัดหยาบ TN183 ใส่ในภาชนะที่ผ่านการฆ่าเชื้อ ทำการปิเปตเชื้อที่เตรียมไว้ปริมาตร 

1.0 ± 0.1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง คำนวณเปอร์เซ็นต์การ

ลดลงของแบคทีเรีย (% reduction) โดยใช้สูตร 

R (%) = (C-A)/C x 100 

โดยที่ R = เปอร์เซ็นต์การลดลงของแบคทีเรีย 

C = จำนวนแบคทีเรียในตัวอย่างผ้าที่เป็นชุดควบคุม 

A = จำนวนแบคทีเรียในตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4  
ผลการวิจัย 

 

1. การคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรีย 
ในการศึกษาการคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากพืชดอก 5 ชนิด พบว่า 

สามารถคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียได้ทั้งหมด 194 ไอโซเลต โดยจากตัวอย่างดินบริเวณรอบรากต้น

จำปีหลวงสามารถคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียมากที่สุดจำนวน 73 ไอโซเลต รองลงมาคือจากตัวอย่าง

ดินบริเวณรอบรากต้นจำปีป่าตำแหน่งที่ 2 จำนวน 30 ไอโซเลต ต้นจวง จำนวน 26 ไอโซเลต ต้นจำปี

ป่าตำแหน่งที่ 1 จำนวน 24 ไอโซเลต ต้นสนอินเดีย จำนวน 23 ไอโซเลต และต้นสร้อยสยามจำนวน 

18 ไอโซเลต ตามลำดับ และเมื่อพิจารณาอาหารสำหรับคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรีย พบว่า ในอาหาร 

starch casein agar (SCA) สามารถแยกแอคติโนแบคทีเรียได้มากที่สุด เท่ากับ 81 ไอโซเลต (41.75 

เปอร์เซ็นต์) รองลงมาคืออาหาร peat moss extract จำนวน 52 ไอโซเลต (26.80 เปอร์เซ็นต์) 

อาหาร oatmeal agar (OMA) จำนวน 38 ไอโซเลต (19.59 เปอร์เซ็นต์) และอาหาร actinomycete 

isolation agar (AIA) จำนวน 23 ไอโซเลต (11.86 เปอร์เซ็นต์) ตามลำดับ (ตาราง 2) 

 

ตาราง 2 จำนวนไอโซเลตที่คัดแยกจากดินบริเวณรอบรากพืชชนิดต่างๆ 

แหล่งของดิน 

peat moss 

extract 

agar 

starch casein 

agar 

oatmeal 

agar 

actinomycete 

isolation agar 

จำนวน 

ไอโซเลต 

จำปีป่า ต้นที่ 1 8 8 6 2 24 

จำปีป่า ต้นที่ 2 10 8 10 2 30 

สนอินเดีย 6 7 8 2 23 

ต้นจวง 10 7 4 5 26 

สร้อยสยาม 1 7 4 6 18 

จำปีหลวง 17 44 6 6 73 

รวม (ไอโซเลต) 52 81 38 23 194 
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2. การผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียในอาหารแข็ง 

2.1 การคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวเสาไห้ 
จากการคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวเป็นเวลา 7 วัน จำนวน                 

194 ไอโซเลต พบว่า สามารถผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวได้จำนวน 44 ไอโซเลต ซึ่งแอคติโนแบคทีเรีย

จากดินบริเวณรอบรากต้นจำปีหลวงสามารถผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวได้มากที่สุดจำนวน                        

14 ไอโซเลต รองลงมาคือจากดินบริเวณรอบรากต้นจำปีป่าตำแหน่งที่ 1 จำนวน 11 ไอโซเลต ต้นจวง 

จำนวน 8 ไอโซเลต ต้นจำปีป่าตำแหน่งที่ 2 จำนวน 5 ไอโซเลต ต้นสนอินเดีย จำนวน 4 ไอโซเลต 

และต้นสร้อยสยาม จำนวน 2 ไอโซเลต โดยสามารถแบ่งกลุ่มสีได้จำนวน 6 กลุ่ม (ภาพ 4) ซึ่งกลุ่มที่

ผลิตรงควัตถุมีจำนวนไอโซเลตมากที่สุด คือ กลุ่มสีเหลืองจำนวน 15 ไอโซเลต คิดเป็นจำนวน 34.09 

เปอร์เซ็นต์ รองลงมา กลุ่มสีชมพูจำนวน 11 ไอโซเลต กลุ่มสีเทาจำนวน 8 ไอโซเลต กลุ่มสีน้ำตาล

จำนวน 6 ไอโซเลต กลุ่มสีม่วงจำนวน 3 ไอโซเลต และกลุ่มสีดำ 1 ไอโซเลต (ตาราง 3)  

 

ตาราง 3 การจัดกลุ่มตามลักษณะสีของแอคติโนแบคทีเรียบนบนเมล็ดข้าวจำนวน 44 ไอโซเลต 

กลุ่มที่ รงควัตถุ จำนวนไอโซเลต เปอร์เซ็นต์ 

1 สีเหลือง 15 34.09 

2 สีชมพู 11 25 

3 สีเทา 8 18.18 

4 สีน้ำตาล 6 13.64 

5 สีม่วง 3 6.82 

6 สีดำ 1 2.27 

 รวม 44 100 

 



32 
 

 
ภาพ 4 ตัวอย่างกลุ่มรงควัตถุที่ผลิตได้จากแอคติโนแบคทีเรีย 

 

2.2 การผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียบนปลายข้าว 
จากการคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียที่สามารถผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวจำนวน 44 ไอโซเลต 

เมื่อนำมาเลี้ยงบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน พบว่า สามารถผลิตรงควัตถุบนปลายข้าวได้ทั้งหมด 

จากนั้นจึงนำแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตบนปลายข้าวไปสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทเพ่ือคัดกรองฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรีย พบว่า มีจำนวน 8 ไอโซเลตที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ได้แก่ ไอโซเลต TN012 ไอโซเลต 

TN015 ไอโซเลต TN052 ไอโซเลต TN105 ไอโซเลต TN166 ไอโซเลต TN183 ไอโซเลต TN195 และ

ไอโซเลต TN215 ดังภาพ 5 และตาราง 4 โดยไอโซเลต TN166 และ TN183 มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรีย S. epidermidis (TISTR 518) ได้ดีที่สุด โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง

เฉลี่ยเท่ากับ 19.23±0.73 และ 18.62±0.39 มิลลิเมตร ตามลำดับ และยังพบว่าไอโซเลต TN183 

รองลงมาคือ ไอโซเลต TN183 มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย S. aureus (DMST 4745) ได้ดี

ที่สุด เมื่อเทียบกับไอโซเลตอ่ืน โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 11.33±1.02 

มิลลิเมตร (ตาราง 4) 
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ตาราง 4 ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ 24 ชั่วโมง ของตัวอย่างสารสกัดทีส่กัดด้วย
เอทิลอะซิเตทความเข้มข้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

  

ตัวอย่างสารสกัด 

เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับย้ัง (mm) 

S. epidermidis 

(TISTR 518) 

S. aureus 

(DMST 4745) 

E. coli 

(TISTR 527) 

P. aeruginosa 

(DMST 15501) 

TN012 8.77±0.86c* - - - 

TN015  14.00±0.40b 9.47±0.42c - - 

TN052  9.05±0.54c - - - 

TN105 13.60±0.60b 7.60±0.72d - - 

TN166  19.23±0.73a 9.62±0.40c - - 

TN183  18.62±0.39a 11.33±1.02b - - 

TN195 7.00±0.36d - - - 

TN215 8.27±0.37c - - - 

chloramphenicol  19.67±0.81a 13.23±1.07a - - 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± S.D., n=3) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยวิธีวิเคราะห์ความ

แปรปรวนด้วย one way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วย Duncan's multiple range test (DMRT)  

*ค่าเฉลี่ยที่แสดงในแนวตั้งที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a > b > c > d) แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (P≤ 0.05) ของตัวอย่างสารสกัด 

ภาพ 5 รงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียเป็นเวลา 7 วัน บนปลายข้าวที่อบแล้ว 

ก) ไอโซเลต TN012 ข) ไอโซเลต TN015 ค) ไอโซเลต TN052 ง) ไอโซเลต TN105 จ) ไอโซเลต 

TN166 ฉ) ไอโซเลต TN183 ช) ไอโซเลต TN195 และ ซ) ไอโซเลต TN215 
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 2.3 การผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียที่มีส่วนผสมของรำสกัดน้ำมันและรำสกัดน้ำมัน
ผสมปลายข้าว 
 จากการเพ่ิมปริมาณไอโซเลต TN183 โดยการเลี้ยงบนอาหารรำสกัดน้ำมันและอาหารรำสกัด

น้ำมันผสมปลายข้าว พบว่า แอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 มีการเจริญเติบโตบนอาหารทั้ง         

2 ชนิดได้ไม่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับปลายข้าว ทั้งนี้ แสดงให้เห็นว่าอาหารทั้ง 2 ชนิด ไม่เหมาะสมต่อ

การเจริญเติบโตของแอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 จึงได้พิจารณาคัดเลือกปลายข้าวมาใช้เป็น

อาหารในการเพิ่มปริมาณของเชื้อแอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 ในการทดลองต่อไป  

 2.4 การสกัดแบบลำดับส่วน (sequential extraction) 
 จากการนำแอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 มาเลี้ยงบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน และทำ

การสกัด แบบลำดับส่วนในอัตราส่วน 1:2 (w/v) โดยเริ่มจากการเติมตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท 

จากนั้นทำการกรองแล้วเติมสารละลายเมทานอล เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ และเอทานอล 70 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ พบว่า ปริมาณของสารสกัดหยาบที่ได้จากตัวทำละลายเมทานอลมีปริมาณสาร

มากที่สุดเท่ากับ  24.26 กรัม เมื่อเทียบกับสารละลายชนิดอ่ืน (ตาราง 5) 

 

ตาราง 5 ปริมาณสารสกัดหยาบของแอคติโนแบคทีเรียที่เลี้ยงบนปลายข้าวจากการสกัดแบบ
ลำดับส่วน 

สารละลาย ลักษณะของสาร สีของสารสกัดหยาบ % yield 

เอทิลอะซิเตท ของแข็ง ส้มแดง 0.2620 

เมทานอล สารเหนียว ส้มแดง 0.9704 

เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ สารเหนียว น้ำตาลเข้ม 0.3900 

เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ สารเหนียว น้ำตาลเข้ม 0.7520 

 

 2.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบางชนิดด้วยวิธี paper disc diffusion method 
 นำตัวอย่างสารสกัดที่ได้จากข้อที่ 4.1 มาทำการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากแอคติโน

แบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion method ที่ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อ

ดิสก์พบว่า สารสกัดจากไอโซเลต TN183 ที่ได้จาก ตัวทำละลายเมทานอลและเอทิลอะซิเตท มีฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย S. epidermidis (TISTR 518) โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณ

ยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 18.07±1.01 และ 17.63±1.48 มิลลิเมตร รองลงมาคือ ไอโซเลต TN183 ใน

สารละลายเอทาทอล 95 เปอร์เซ็นต์  ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 
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16.20±0.35 มิลลิเมตร (ตาราง 6 และภาพ 6) อีกทั้งยังพบว่าสารสกัดจากไอโซเลต TN183 ใน

สารละลายเอทิลอะซิเตท มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย S. aureus (DMST 4745) โดยมีขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 11.50±0.87 มิลลิเมตร ตามลำดับ (ตาราง 7 และภาพ 

7) 
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ภาพ 6 บริเวณยับย้ังของสารสกัดหยาบต่างๆ จากแอคติโนแบคทีเรียต่อเชื้อ S. epidermidis 

(TISTR 518) ที่ 24 ชั่วโมง ความเข้มข้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

ก) สารสกัดไอโซเลต TN012 จาก 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ข) สารสกัดไอโซเลต TN015 จาก

เอทิลอะซิเตท ค) สารสกัดไอโซเลต TN052 จากเอทิลอะซิเตท ง) สารสกัดไอโซเลต TN052 จาก

เมทานอล จ) สารสกัดไอโซเลต TN052 จาก 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ฉ) สารสกัดไอโซเลต 

TN052 จาก 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ช) สารสกัดไอโซเลต TN105 จากเอทิลอะซิเตท ซ) สาร

สกัดไอโซเลต TN105 จากเมทานอล ฌ) สารสกัดไอโซเลต TN105 จาก 70 เปอร์เซ็นต์ เอ

ทานอล ญ) สารสกัดไอโซเลต TN166 จากเอทิลอะซิเตท ฎ) สารสกัดไอโซเลต TN183 จาก

เอทิลอะซิเตท ฏ) สารสกัดไอโซเลต TN183 จากเมทานอล ฐ) สารสกัดไอโซเลต TN183 จาก 95 

เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ฑ) สารสกัดไอโซเลต TN183 จาก 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ฒ) สารสกัด

ไอโซเลต TN195 จากเอทิลอะซิเตท ณ) สารสกัดไอโซเลต TN215 จากเอทิลอะซิเตท ด) สาร

สกัดไอโซเลต TN215 จากเมทานอล ต) สารสกัดไอโซเลต TN215 จาก 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล 

ถ) สารสกัดไอโซเลต TN215 จาก 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ท) chloramphenicol (30 

ไมโครกรัมต่อดิสก์) 
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ภาพ 7 บริเวณยับยั้งของสารสกัดหยาบต่างๆ จากแอคติโนแบคทีเรียต่อเชื้อ S. aureus (DMST 

4745) ที่ 24 ช่ัวโมง ความเข้มข้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

ก) สารสกัดไอโซเลต TN015 จากเอทิลอะซิเตท ข) สารสกัดไอโซเลต TN052 จากเอทิลอะซิเตท 

ค) สารสกัดไอโซเลต TN105 จากเอทิลอะซิเตท ง) สารสกัดไอโซเลต TN105 จากเมทานอล จ)

สารสกัดไอโซเลต TN105 จาก 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ฉ) สารสกัดไอโซเลต TN166 จาก

เอทิลอะซิเตท ช) สารสกัดไอโซเลต TN183 จากเอทิลอะซิเตท ซ) สารสกัดไอโซเลต TN183 จาก

เมทานอล ฌ) สารสกัดไอโซเลต TN183 จาก 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ญ) สารสกัดไอโซเลต 

TN183 จาก 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ฎ) สารสกัดไอโซเลต TN195 จากเอทิลอะซิเตท ฏ) สาร

สกัดไอโซเลต TN215 จากเอทิลอะซิเตท ฐ) สารสกัดไอโซเลต TN215 จาก 95 เปอร์เซ็นต์ เอ

ทานอล ฑ) chloramphenicol (30 ไมโครกรัมต่อดิสก์) 
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3. การจัดจำแนกชนิดของแอคติโนแบคทีเรีย 

3.1 การศึกษาลักษณะทางกายภาพบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
จากการนำแอคติโนแบคทีเรียที่สามารถผลิตรงควัตถุบนปลายข้าวและมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียมา

ทำการเลี้ยงบนอาหาร ISP2 medium บ่มที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14-16 วัน เมื่อ

นำมาตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ พบผิวหน้าโคโลนีที่แตกต่างกันดังภาพ 8  

ภาพ 8 ลักษณะโคโลนีของแอคติโนแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP2 medium บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 

30±2 องศาเซลเซียส 

ก) ไอโซเลต TN012 อายุเชื้อ 14 วัน, ข) ไอโซเลต TN015 อายุเชื้อ 14 วัน, ค) ไอโซเลต TN052 

อายุเชื้อ 14 วัน, ง) ไอโซเลต TN105 อายุเชื้อ 16 วัน, จ) ไอโซเลต TN166 อายุเชื้อ 14 วัน, ฉ) 

ไอโซเลต TN183 อายุเชื้อ 16 วัน, ช) ไอโซเลต TN195 อายุเชื้อ 16 วัน และ ซ) ไอโซเลต 

TN215 อายุเชื้อ 14 วัน, บาร์ เท่ากับ 1 มิลลิเมตร 

 

3.2 การวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของแอคติโนแบคทีเรีย 
เมื่อจำแนกชนิดของแอคติโนแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 

rRNA พบว่าจัดอยู่ในกลุ่ม Streptomycetes ทั้งหมด 8 ไอโซเลต และเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์

ของเชื้อ  แอคติโนแบคทีเรียในฐานข้อมูล EzBioCloud พบว่า ไอโซเลต TN012 มีความคล้ายคลึงกับ 

Streptomyces cinnamoneus (99.72 เปอร์เซ็นต์) ไอโซเลต TN015 มีความคล้ายคลึงกับ 

Streptomyces shenzhenensis (99.72 เปอร์เซ็นต์) ไอโซเลต TN052 มีความคล้ายคลึงกับ 

Streptom yces aqu ilus (99 .64  เปอร์ เซ็นต์ ) ไอโซเลต TN105 มีความคล้ ายคลึ งกับ 

Streptomyces adustus (99.93 เปอร์เซ็นต์) ไอโซเลต TN166 และไอโซเลต TN183 มีความ

คล้ายคลึงกับ Streptomyces gramineus (100 เปอร์เซ็นต์) ไอโซเลต TN195 มีความคล้ายคลึงกับ 
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Streptomyces netropsis (99.19 เปอร์เซ็นต์) และไอโซเลต TN215 มีความคล้ายคลึงกับ 

Streptomyces aquilus (99.64 เปอร์เซ็นต์) (ตาราง 8) นอกจากนี้ พบว่าการสร้างแผนภาพ 

phylogenetic tree ของไอโซเลต TN183 มีความสัมพันธ์กับ Streptomyces gramineus JR-43 T 

ดังภาพ  9  



42
 

 ตา
รา

ง 8
 ก

าร
วิเ

คร
าะ

ห์ค
วา

มเ
หม

ือน
ขอ

งล
ำด

ับน
ิวค

ลีโ
อไ

ทด
์ขอ

งย
ีน 

16
S 

rR
NA

 ก
ับฐ

าน
ข้อ

มูล
 E

zB
io

Cl
ou

d 

หม
าย

เห
ตุ:

 *
คำ

นว
ณค

่าเป
อร

์เซ
็นต

์คว
าม

เห
มือ

นใ
นก

าร
เป

รีย
บเ

ทีย
บก

ันโ
ดย

ใช
้ B

LA
ST

N 

    

ไอ
โซ

เล
ต 

กา
รเพ่ิ

มป
ริม

าณ
 

ยีน
 1

6S
 rR

NA
 

(b
ps

) 

เล
ขท

ะเ
บีย

น 

TB
RC

 
ชน

ิดข
อง

แอ
คต

ิโน
แบ

คที
เรีย

ที่เ
กี่ย

วข
้อง

อย
่าง

ใก
ล้ช

ิด 
คว

าม
เห

มือ
น 

(เป
อร

์เซ
็นต

์)* 

TN
01

2 
1,4

34
 

TB
RC

 1
59

24
 

St
re

pt
om

yc
es

 ci
nn

am
on

eu
s s

tra
in 

NB
RC

 1
28

52
T 

99
.72

 

TN
01

5 
1,4

59
 

TB
RC

 1
59

25
 

St
re

pt
om

yc
es

 sh
en

zh
en

en
sis

 st
ra

in 
17

21
15

 T
 

99
.72

 

TN
05

2 
1,4

47
 

TB
RC

 1
59

26
 

St
re

pt
om

yc
es

 a
qu

ilu
s s

tra
in 

GG
CR

-6
 T
 

99
.64

 

TN
10

5 
1,4

51
 

TB
RC

 1
59

29
 

St
re

pt
om

yc
es

 a
du

stu
s s

tra
in 

W
H-

9 T
 

99
.93

 

TN
16

6 
1,4

71
 

TB
RC

 1
59

31
 

St
re

pt
om

yc
es

 gr
am

ine
us

 st
ra

in 
JR

-4
3 T

 
10

0 

TN
18

3 
1,4

33
 

TB
RC

 1
59

27
 

St
re

pt
om

yc
es

 gr
am

ine
us

 st
ra

in 
JR

-4
3 T

 
10

0 

TN
19

5 
1,3

66
 

TB
RC

 1
59

28
 

St
re

pt
om

yc
es

 n
et

ro
ps

is 
str

ain
 N

BR
C 

37
23

 T
 

99
.19

 

TN
21

5 
1,4

36
 

TB
RC

 1
59

30
 

St
re

pt
om

yc
es

 a
qu

ilu
s s

tra
in 

GG
CR

-6
 T
 

99
.64

 



43 
 

ภาพ 9 Phylogenetic tree บริเวณยีน 16S rRNA ของไอโซเลต TN183 วิเคราะห์ด้วยวิธี 

neighbor joining (NJ) 

โดยกำหนดค่า bootstrap เท่ากับ 1,000 รอบ, บาร์ เท่ากับ 0.01 แสดงการแทนที่ต่อตำแหน่ง  

นิวคลีโอไทด์ 

 

4. การแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดแอคติโนแบคทีเรีย 
4.1 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดหยาบของแอคติโนแบคทีเรีย 

จากการทดสอบสารสกัดหยาบไอโซเลต TN183 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.008, 0.016, 

0.032, 0.064 และ 0.128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับเซลล์เนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนูชนิด L929 

พบว่า สารสกัดหยาบมีความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อ L929 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.029 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร  

4.2 การแยกสารสกัดด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี    
จากผลการศึกษาการแยกสารด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นเฟสคงที่และ

ตัวทำละลายเมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน (0:100-100:0 v/v) เป็นเฟสเคลื่อนที่ พบว่า สามารถแยก

สารตัวอย่างได้ทั้งหมด 136 ส่วนแยกย่อย จากนั้นนำมาศึกษา TLC profile ด้วยเทคนิค Thin-layer 
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chromatography (TLC) โดยใช้ระบบตัวทำละลาย 1-10 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลในไดคลอโรมีเทน 

พบว่า สามารถรวมแต่ละกลุ่มที่มี TLC profile ที่คล้ายคลึงกัน ซึ่งได้ทั้งหมดจำนวน 26 กลุ่ม  

จากนั้นทำการพิจารณากลุ่มสารที่มีน้ำหนักมากที่สุด ได้แก่กลุ่มที่ 8 ปริมาณ 500 มิลลิกรัม 

มาทำการแยกคอลัมน์ที่ 2 ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นเฟสคงที่และสารละลาย 

คลอโรฟอร์มต่ออะซิโตน (100:0–0:100 v/v) เป็นเฟสเคลื่อนที่ พบว่า สามารถเก็บสารตัวอย่างได้

ทั้งหมด 438 fractions และนำแต่ละกลุ่มมาศึกษา TLC profile ด้วยเทคนิค Thin-layer 

chromatography (TLC) โดยใช้ระบบตัวทำละลาย 3 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลในไดคลอโรมีเทน,                

5 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลในไดคลอโรมีเทน , 10 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลในไดคลอโรมีเทน และ

คลอโรฟอร์มต่ออะซิโตน (9:1) สามารถรวมแต่ละกลุ่มที่มี TLC profile ที่คล้ายคลึงกันได้ทั้งหมด

จำนวน 37 กลุ่ม โดยมีแผนผังการแยกสารดังภาพ 10 

 
ภาพ 10 แผนภาพการแยกสารสกัดด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

หมายเหตุ: * คือน้ำหนักของส่วนแยกย่อยที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 
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ภาพ 11 TLC profile ของสารสกัด TN183 จากตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท ทั้งหมด 26 กลุ่ม 
โดยใช้ 5 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน และ 10  เปอร์เซ็นต์ เมทานอลต่อไดคลอโร

มีเทนเป็นเฟสเคลื่อนที่; (ก-1-ก-2) TLC profile ภายใต้ UV ที ่254 นาโนเมตร, (ข-1-ข-2) TLC 

profile ภายใต้ UV ที ่365 นาโนเมตร และ (ค-1-ค-2) TLC profile ภายใต้การฉีดพ่นด้วย

สารละลาย  anisaldehyde – sulfuric acid 

 

เนื่องจากสารส่วนแยกย่อยที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียหรือ active fraction (G8) ที่แยกได้จาก

คอลัมน์ที่ 1 มีการปรากฏของสารที่หลากหลายและเป็นกลุ่มสารที่คาดว่าเป็นกลุ่ม active fraction 

จึงเตรียมสารส่วนแยกย่อยในการแยกผ่านคอลัมน์ที่ 2 และทำการดีเวลอปด้วยระบบตัวทำละลาย 5 

และ 10 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลในไดคลอโรมีเทน สามารถจัดกลุ่มสารที่แสดง TLC profile ของสารที่

คล้ายกันได้ทั้งหมด 37 กลุ่ม โดยได้มีการพิจารณาสารในส่วนแยกย่อยที่ G8.SG22-G8.SG31 ดังภาพ 

12  สำหรับนำไปทดสอบฤทธิ์ต้ านแบคที เรีย  S. ep iderm idis TISTR 518 ด้วยเทคนิ ค 

bioautography 
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ภาพ 12 TLC profile จากส่วนแยกย่อยกลุ่มที่ 8 ส่วน sub-fraction ที่ G8.SG22-G8.SG31 
สำหรับทดสอบการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้วยเทคนิค bioautography ภายใต้ UV ที ่254 นา

โนเมตร 

 

5. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดหยาบด้วยเทคนิค bioautography 
 เตรียมสารส่วนแยกย่อยที่ได้จากการแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีให้มีความเข้มข้น

เท่ากับ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำสาร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่น TLC และทำการดีเวล

อปด้วยระบบตัวทำละลาย 3, 5, 7 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลต่อไดคลอโรมีเทนต่อเนื่องกัน แสดงให้เห็นว่า

สารส่วนแยกย่อยมี TLC profile ดังภาพ 13 (ก) และเมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้วยเทคนิค 

bioautography พบว่า หลังจากทำการทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง มีสารในส่วนแยกย่อยดังภาพ       

13 (ค) สามารถยับยั้งเชื้อ S. epidermidis ได้  

 

 

 

 22   23   24   25   26    27   28   29    30   31 
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ภาพ 13 การแยกสารเมแทบอไลต์จากไอโซเลต TN183 จากส่วนแยกย่อยกลุ่มที่ 8 
sub-fraction ที ่G8.SG23-G8.SG26 developed ใน 3 เปอร์เซ็นต์ เมทานอลในไดคลอโรมีเทน 

จำนวน 3 รอบ, sub-fraction ที ่G8.SG22 และ G8.SG26 developed โดยใช้ 5 เปอร์เซ็นต์ เม

ทานอลในไดคลอโรมีเทนจำนวน 1 รอบ, sub-fraction ที่ G8.SG28-G8.SG31 developed ใน 

7 เปอร์เซ็นต์  เมทานอลในไดคลอโรมีเทน จำนวน 1 รอบ, (ก) แสดง TLC profile โดยใช้แสง

อัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร, (ข) แสดง TLC profile โดยใช้แสงอัลตราไวโอเลตที่ 366 นา

โนเมตร, (ค) การวิเคราะห์ข้อมูลทางชีวภาพด้วยเทคนิค bioautography จำนวน 10 กลุ่ม ที่

แสดงบริเวณยับย้ังท่ีสามารถยับยั้งได้ (20 ไมโครกรัมต่อจุด) 

 

6. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดหยาบด้วยวิธี paper disc diffusion method 
ในการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดไอโซเลต TN183 จากส่วนแยกย่อยกลุ่มที่ 8 ที่

แยกได้ผ่านคอลัมน์ที่ 2 โดยใช้วิธี paper disc diffusion method พบว่า หลังจากทำการทดสอบ

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง sub-fraction กลุ่มที่  28 (G8.SG28) สามารถยับยั้ งเชื้อแบคทีเรีย  S. 

epidermidis (TISTR 518)  มากที่สุดเท่ากับ 20.03±0.60 มิลลิเมตร รองลงมาคือ sub-fraction 

ก 

ข 

ค 

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 
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กลุ่มที่ 26 (G8.SG 26) และ 27 (G8.SG27) เท่ากับ 18.33±0.22 มิลลิเมตร และ 18.90±0.50 

มิลลิเมตร ตามลำดับ ที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Duncan's multiple range 

test, p > 0.05) (ภาพ 14 และตาราง 9) และเมื่อหลังจากทำการทดสอบเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า 

sub-fraction กลุ่มที่ 28 ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis มากที่สุดเท่ากับ 20.38±0.73 

มิลลิเมตร รองลงมาคือ  sub-fraction  กลุ่มที่  26 (G8.SG26) และ 27 (G8.SG27) เท่ากับ 

18.40±0.18 มิลลิเมตร และ 19.10±0.62 มิลลิเมตร ที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(Duncan's multiple range test, p > 0.05) ดังภาพ 15 และตาราง 9  

 

ตาราง 9 ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย S. epidermidis (TISTR 518) ด้วยวิธี paper disc diffusion 

method ของส่วนแยกย่อยท่ีได้ในกลุ่มที่ 8 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

  sub-fraction 
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

G8.SG22 15.68±0.73fg* 15.95±0.25fg 

G8.SG23 17.60±0.55cd 17.88±0.51cd 

G8.SG24 16.90±0.16de 17.00±0.16e 

G8.SG25 16.55±0.31e 17.25±1.08de 

G8.SG26 18.33±0.22bc 18.40±0.18bc 

G8.SG27 18.90±0.50b 19.10±0.62b 

G8.SG28 20.03±0.60a 20.38±0.73a 

G8.SG29 16.23±0.48ef 16.18±0.46f 

G8.SG30 15.38±0.38g 15.28±0.21g 

G8.SG31 10.65±0.44i 9.03±0.42i 

Chloramphenicol 10.13±0.77pi 0.00±0.00 

Streptomycin 11.65±0.56h 10.65±0.31h 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± S.D., n=4) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยวิธี

 วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย one way ANOVA และ เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วย Duncan's multiple 

range test (DMRT) 

*ค่าเฉลี่ยที่แสดงในคอลัมน์ที่มีตัวอักษรแตกต่างกัน (a>b>c>d) แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (P≤ 0.05) 
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ภาพ 14 บริเวณยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (TISTR 518) ที่ 24 ชั่วโมง ของส่วนแยกย่อยกลุ่มที่ 

8 จำนวน 37 ตัวอย่างที่แยกได้จากคอลัมน์ที่ 2 ของการแยกสารสกัดหยาบไอโซเลต TN183 ที่

ความเข้มข้นเท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

ก) streptomycin ข) chloramphenicol 
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ภาพ 15 บริเวณยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (TISTR 518) ที่ 48 ชั่วโมง ของส่วนแยกย่อยกลุ่มที่ 

8 จำนวน 37 ตัวอย่างที่แยกได้จากคอลัมน์ที่ 2 ของการแยกสารสกัดหยาบไอโซเลต TN183 ที่

ความเข้มข้นเท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

streptomycin ข) chloramphenicol 
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7. การศึกษา chemical profile ของตัวอย่างด้วยเทคนิค Liquid Chromatography with 
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 

จากการวิ เคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในเชิงคุณภาพเบื้องต้นด้วยเทคนิค Liquid 

Chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) ได้มีการตรวจสอบ mass 

spectra ของสารตัวอย่าง G8.SG26, G8.SG27 และ G8.SG28 ในโหมดไอออนบวก (positive 

mode) และไอออนลบ (negative mode) พบว่าข้อมูลแมสสเปกตรัมของตัวอย่างเมื่อวิเคราะห์ด้วย

โหมดไอออนบวกแสดงให้เห็นถึงความเข้มของสัญญาณ (intensity) ที่ชัดเจนมากกว่า ดังนั้นจึงถูก

นำมาใช้ในการศึกษานี้  ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง G8.SG26-G8.SG28 พบว่าข้อมูล Base Peak 

Chromatogram (BPC) ของสารใน positive mode นั้นแสดงให้เห็นว่าตัวอย่างมีสารที่เป็น

องค์ประกอบเป็นของผสมอยู่ด้วยกันหลายชนิด พีคที่ปรากฏส่วนใหญ่มีลักษณะคล้ายกันแต่มีความ

เข้มของสัญญาณท่ีแตกต่างกันออกไป ซึ่งอนุมานถึงความเข้มข้นของสารที่แตกต่างกัน โดยมีช่วงเวลาที่

ปรากฏของสารที่ต้องการศึกษาอยู่ที่ retention time (tR) 27-30 นาที ดังภาพ 16  

 
ภาพ 16 Base Peak Chromatogram (BPC) ของส่วนแยกย่อย G8.SG26-G8.SG28 ใน 

positive mode 
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ภาพ 17 MS/MS spectra ของ G8.SG26-28 และสารมาตรฐาน actinomycin D ที่แสดง

รูปแบบการแตกหักของโมเลกุล (fragmentation) ทีร่ะดับค่าพลังงาน 40V 
 

จากภาพ 17 ได้ทำการเก็บข้อมูลของรูปแบบการแตกหักของโมเลกุล (fragmentation) ที่

ปรากฎไว้ โดยมีรายละเอียดของ mass per charge ratio (m/z) ในแต่ละ tR เมื่อพิจารณา 

fragmentation ของตัวอย่าง G8.SG26 (tR 27.649 นาที), G8.SG27 (tR 27.774 นาที) และ 

G8.SG28 (tR 28.673 นาที) มี m/z ที่กำหนดเป็น target mass (m/z) [M+H]+ คือ 1255.6019, 

1255.6042 และ 1255.6027 ตามลำดับ โดยไอออนที่  m/z 956.4469 และ 857.3804 มี 

fragmentation เป็น product ions ที่ m/z 657.2690 และ 558.1989 นอกจากนั้นยังแสดงให้เห็น
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ว่าไอออนที่ m/z 857.3845 เกิดจากการสูญเสียสายโซ่ Val-Pro-Sar-MeVal (398 Da) (ภาพ 20) ซึ่ง

มี product ion ที่ m/z 459.1300 อยู่ในโครงสร้างนิวเคลียสหลักและมี fragmentation สอดคล้อง

กับสารมาตรฐาน actinomycin D (C62H86N12O16; tR 28.659 นาที) ที่กำหนดเป็น target mass 

(m/z) [M+H]+ คือ 1255.6374 ดังภาพ 17 

 
ภาพ 18 MS/MS spectra ของ G8.SG26-28 และสารมาตรฐาน actinomycin X2 ที่แสดง

รูปแบบการแตกหักของโมเลกุล (fragmentation) ทีร่ะดับค่าพลังงาน 40V 
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จากภาพ 18 ได้ทำการเก็บข้อมูลของรูปแบบการแตกหักของโมเลกุลของสารประกอบที่สองที่ปรากฎ

ไว้ โดยมีรายละเอียดของ mass per charge ratio (m/z) ในแต่ละ tR เมื่อพิจารณา fragmentation 

ของตัวอย่าง G8.SG26 (tR 28.590 นาที), G8.SG27 (tR 28.306 นาที) และ G8.SG28 (tR 28.357 

นาที) มี m/z ที่กำหนดเป็น target mass (m/z) [M+H]+ คือ 1269.6193, 1269.6218 และ 

1269.6177 ตามลำดับ และสอดคล้องกับสูตรโมเลกุล C62H84N12O17 ที่มีน้ำหนักโมเลกุลของสารสูง

กว่าสารประกอบแรก (actinomycin D) 14 Da โดยไอออนที่ m/z 459.1307 แสดงให้เห็นว่า

สารประกอบที่สองมีส่วนเหมือนกับสารประกอบแรก นอกจากนี้ยังตรวจพบไอออนที่ m/z 871.3642 

ในสเปกตรัมของสารประกอบที่สอง แต่ไม่พบในสเปกตรัมในสารประกอบแรก โดยสารประกอบนี้ถูก

ระบุว่าเป็น actinomycin X2 จากการเปรียบเทียบเวลาและข้อมูล MS/MS กับสารมาตรฐาน ดังภาพ 

18 

ภาพ 19 MS/MS spectra ของ G8.SG27, G8.SG28 และสารมาตรฐาน actinomycin X0β ที่
แสดงรูปแบบการแตกหักของโมเลกุล (fragmentation) ที่ระดับค่าพลังงาน 40V 

ที่มา: Liu et al., 2010 (actinomycin X0β) 
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จากภาพ 19 เมื่อพิจารณา fragmentation พบสารประกอบที่สามอยู่สองตัวอย่าง คือ 

G8.SG27 (tR 27.955 นาที) และ G8.SG28 (tR 27.731 นาที) โดยมี m/z ที่กำหนดเป็น target 

mass (m/z) [M+H]+ คือ 1271.6355 และ 1271.6337 ตามลำดับ ซึ่งมีสูตรโมเลกุลของ

สารประกอบคือ C62H86N12O17 และมี product ions ที่คล้ายกันที่ m/z 956.4543, 857.9859, 

657.2684, 399.2610, 300.1923 และ 459.1310 ที่ระบุว่าเป็นสาร actinomycin X0β สอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Lui et al. (2010) โดยมีไอออนที่ m/z 873.3802 (สารประกอบที่สาม) และ m/z 

857.3845 (สารประกอบที่หนึ่ง) แตกต่างกันเพียง 16 Da ภายใต้เงื่อนไขสภาวะเดียวกัน ซึ่งแสดงให้

เห็นถึงความแตกต่างของสายโซ่กรดอะมิโนที่หลงเหลืออยู่จากการแตกหักของโมเลกุล ดังภาพ 19 

 
ภาพ 20 บริเวณที่พบการสูญเสียของกรดอะมิโนเพื่อระบุชนิดของสาร actinomycin D, X2 และ 

X0β 
 

 จากค่าแมสที่ปรากฏในสาร actinomycin D แสดงให้เห็นว่ามีการสูญเสียอย่างต่อเนื่องที่ 97 

และ 99 Da โดยมี m/z [M+H]+ คือ 956.4469 และ 857.3808 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการเกิดห่วงโซ่ 

Val-Pro-Sar-MeVal (398 Da) เนื่องจากมีการสูญเสียของกรดอะมิโน Sar-MeVal อย่างต่อเนื่อง 

กรดอะมิโน Pro และ Val จากสารตั้งต้นไอออนที่ m/z 657.2690 และ 558.1989 (ภาพ 17 

(G8.SG26)) แสดงให้เห็นถึงการเกิดขึ้นของสารตกค้าง Pro-Sar-MeVal อีกตัว ซึ่งแยกส่วนจากไอออน

ที่ m/z 956.4469 และ 857.3808 (ภาพ 17 (G8.SG26)) ตามลำดับ โดยการสูญเสียสายโซ่ Val-Pro-
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Sar-MeVal อีกสายหนึ่ง (398 Da) จากไอออนที่ m/z 857.3808 ทำให้เกิด product ion ที่ m/z 

459.1307 (ภาพ 17 (G8.SG26)) ซึ่งเป็นตัวแทนของโครงสร้างนิวเคลียสแม่ นอกจากนี้ยังตรวจพบ

ไอออนอ่ืนๆ ที่ m/z 399.2607, 300.1921 และ 203.1389 ซึ่งสอดคล้องกับไอออนของสายโซ่

กรดอะมิโนของ [(H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH)+H]+, [(H-Pro-Sar-MeVal-OH)+H]+ และ [(H-

MeVal-Sar-OH)+H]+ ตามลำดับ เมื่อพิจารณาสาร actinomycin X2 มีความคล้ายคลึงกับสาร 

actinomycin D โดยสังเกตว่าไอออนที่ m/z 871.3642 (ภาพ 18 (G8.SG26)) ถูกตรวจพบจากสาร 

actinomycin X2 แต่ไม่พบในสเปกตรัมของสาร actinomycin D โดยการสูญเสีย 398 Da ทำให้เกิด 

ไอออนที่ m/z 871.3642 ซึ่งสูงกว่าไอออนที่ m/z 857.3808 (ภาพ 17 (G8.SG26)) 14 Da ของสาร 

actinomycin D แสดงให้เห็นว่าสายโซ่กรดอะมิโนที่สองบนโครงสร้างของสาร actinomycin X2 มี

องค์ประกอบอื่นนอกเหนือจากสายโซ่ Val-Pro-Sar-MeVal (ภาพ 20) 

เพ่ือระบุลักษณะของสายโซ่กรดอะมิโนที่แตกต่างกัน จงึได้วิเคราะห์องค์ประกอบของสารด้วย

ค่าการแตกตัวตามค่าพลังงานที่ 40V และ QTOF MS/MS ที่ m/z 871.3656 (ภาพ 18 (G8.SG27)) 

และ 873.3802 (ภาพ 19 (G8.SG27))  ในสาร actinomycin X2 และสาร actinomycin X0β 

ไอออนที่ m/z 871.3656 Da จะถูกพิจารณาเป็นไอออนตั้งต้น และแสดงถึงการสูญเสียอย่างต่อเนื่อง

ของสายโซ่กรดอะมิโน MeVal, Sar, 4-ketoproline และ Val จากไอออนที่ m/z 871.3656 

ตามลำดับ ดังนั้น สายกรดอะมิโนจึงถูกกำหนดให้เป็น Val-4-ketoproline-Sar-MeVal และถูกระบุ

ว่าเป็นสาร actinomycin X2 และเมื่อวิเคราะห์ค่าการแตกตัว MS/MS สเปกตรัมของไอออนที่ m/z 

873.3802 (ภาพ 19 (G8.SG27)) ของสาร actinomycin X0β พบค่าการแตกตัวไอออนที่มีการ

สูญเสีย 113, 89, 111 และ 99 Da ซ่ึงเป็นสายโซ่กรดอะมิโน Val-Hyp-Sar-MeVal (ภาพ 20) 

 

8. การศึกษาการติดสีรงควัตถุของสารสกัดหยาบ 
8.1 การศึกษาการติดสีรงควัตถุของสารสกัดหยาบของเส้นใยไหม 

จากการศึกษาการติดสีของรงวัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียที่เลี้ยงบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน 

แล้วนำมาละลายด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล เพ่ือเป็นสีย้อมเส้นใยไหม พบว่า สามารถยอมติด     

เสนใยไหมจำนวน 3 กลุ่ม คือ กลุ่มสีชมพู (ไอโซเลต TN012 และ TN195) กลุ่มสีโอรส (ไอโซเลต 

TN052 และ TN215) และกลุมสีเหลือง (ไอโซเลต TN015, TN166 และ TN183) (ภาพ 21) และ

พบว่าแอคติโนแบคทีเรียจำนวน 3 ไอโซเลต สามารถย้อมติดเส้นใยไหมโดยให้สีเข้มที่สุดในแต่ละกลุ่ม
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เฉดสี คือ กลุ่มสีเหลือง ไอโซเลต TN183 กลุ่มสีชมพู ไอโซเลต TN195 และกลุ่มสีโอรส ไอโซเลต 

TN215 (ตาราง 10) ในขณะเดียวกัน พบว่า ไอโซเลต TN105 ไม่สามารถย้อมติดสีเส้นใยไหมได้ 

 

ตาราง 10 ค่าสีของเส้นใยไหมที่วัดได้ในระบบ CIELAB 

หมายเหตุ: ค่าสีจากเครื่อง Color meter โดย  

 L* หมายถึง ค่าแสดงความสว่างของสี  อยู่ ใน ช่วง 0 -100 (0 หมายถึง มืด ถ้า 100 หมายถึ ง 

 สว่าง)  

a* หมายถึง ค่าแสดงสีแดงและสีเขียว (ถ้า a เป็นบวก หมายถึง สีแดง และถ้า a เป็นลบ หมายถึง สีเขียว)  

b* หมายถึง ค่าแสดงสีเหลืองและสีน้ำเงิน (ถ้า b เป็นบวก หมายถึง สีเหลือง และถ้า b เป็นลบ หมายถึง 

สีน้ำเงิน) 

 

สารสกัดหยาบ 
ค่าสีของเส้นใยไหม 

L* a* b* 

TN012 57.94±0.29 12.09±0.16 2.98±0.03 

TN015 76.40±0.29 -0.71±0.08 10.72±0.18 

TN052 56.98±0.46 4.96±0.03 2.94±0.07 

TN105 70.86±0.26 0.16±0.05 4.44±0.09 

TN166 64.78±1.78 -1.01±0.19 10.66±0.05 

TN183 67.56±0.92 -1.25±0.11 11.86±0.27 

TN195 60.55±0.96 16.88±0.17 1.69±0.02 

TN215 58.73±0.20 5.44±0.16 3.47±0.03 

70 เปอร์เซ็น เอทานอล 63.93±0.11 -0.32±0.09 3.40±0.05 
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ภาพ 21 การติดสีของแอคติโนแบคทีเรียในเส้นใยไหมท่ีผ่านการย้อมเป็นจำนวน 2 ครั้ง 

 

8.2 การศึกษาการติดสีรงควัตถุของสารสกัดหยาบในผ้าไหม 
จากการศึกษาการติดสีรงควัตถุของสารสกัดหยาบในผ้าไหมทีย่้อมด้วยตัวทำละลายเอทิลอะซิ

เตทจำนวน 2 ครั้ง ก่อนนำไปทดสอบคุณภาพของสิ่งทอ พบว่า ผ้าไหมที่ย้อมด้วยสารสกัดหยาบไอโซ

เลต TN183 สามารถย้อมติดเส้นใยไหมได้เป็นกลุ่มสีเหลือง โดยมีค่าสีของผ้าไหมท่ีวัดได้ดังตาราง 11 

 

ตาราง 11 ค่าสีของผ้าไหมที่วัดได้ในระบบ CIELAB 

สารสกัดหยาบ 
ค่าสีของผ้าไหม 

L* a* b* 

TN183 73.47 -1.31 31.46 

 

9. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบนสิ่งทอด้วยการทดสอบเชิงคุณภาพ (qualitative methods) 

 จากผลการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของผ้าไหมที่ย้อมด้วยสารสกัดไอโซเลต TN183 ด้วยวิธี

มาตรฐาน AATCC Test Method 147-2011 ที่ 24 ชั่วโมง ตัวอย่างผ้าไหมที่ย้อมด้วยสารสกัด             

ไอโซเลต TN183 สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ได้ โดยที่บริเวณยับยั้งที่ 7.4 มิลลิเมตร 

ในขณะที่เชื้อ E. coli ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได้ (ภาพ 22) 
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10. การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบนสิ่งทอด้วยการทดสอบเชิงปริมาณ (quantitative 
methods) 

ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ที่เวลา 24 ชั่วโมง ตามมาตรฐาน AATCC Test Method 

100-2019 เมื่อสังเกตลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย บนอาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงให้เห็นว่า

เมื่อเวลาผ่านไปจะพบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus ลดลง และสังเกตเห็นได้

อย่างชัดเจน เมื่อเวลาทดสอบเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อคำนวณอัตราการลดลงของแบคทีเรียหลังจากผ่าน

ไปแล้ว 24 ชั่วโมง ดังภาพ 22 พบว่า ผ้าไหมที่ผ่านการย้อมด้วยสารสกัดไอโซเลต TN183 มีสมบัติ

ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E. coli ได้ 47.90 เปอร์เซ็นต์ และสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ได้สูง

ถึง 99.9 เปอร์เซ็นต์ ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

ภาพ 22 ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบนสิ่งทอโดยการทดสอบตามวิธีมาตรฐานที่ 24 ช่ัวโมง 
ก) การทดสอบเชิงคุณภาพด้วยวิธี AATCC 147-2011 ข) การทดสอบเชิงปริมาณด้วยวิธี 

AATCC 100-2019 

 
 

ข 

ก 
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บทที่ 5  

บทสรุป 

 
สรุปผลการวิจัย 

1. จากผลการแยกเชื้อแอคติโนแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากพืชดอก 5 ชนิด พบว่า 

สามารถแยกเชื้อได้ทั้งหมด 194 ไอโซเลต โดยตัวอย่างดินบริเวณรอบรากต้นจำปีหลวงสามารถ

คัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียมากที่สุดจำนวน 73 ไอโซเลต ในขณะที่ดินบริเวณรอบรากต้นสร้อยสยาม

พบเพียงจำนวน 18 ไอโซเลต และเมื่อพิจารณาอาหารสำหรับคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรีย พบว่า ใน

อาหาร starch casein agar (SCA) สามารถแยกแอคติโนแบคทีเรียได้มากที่สุดจำนวน 81 ไอโซเลต 

หรือคิดเป็นร้อยละ 41.75 ของเชื้อทั้งหมดที่แยกได้ จากนั้นจึงนำแอคติโนแบคทีเรียที่ได้ทั้งหมดไปคัด

กรองการผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าว พบว่า สามารถผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวได้ทั้งหมด 44 ไอโซเลต 

และสามารถแบ่งกลุ่มสีได้จำนวน 6 กลุ่ม ซึ่งกลุ่มที่ผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าวมากที่สุด คือ กลุ่มสี

เหลืองจำนวน 15 ไอโซเลต ในขณะที่รงควัตถุกลุ่มสีดำพบเพียง 1 ไอโซเลต จากนั้นจึงนำแอคติโน

แบคทีเรียทั้งหมด 44 ไอโซเลตไปเลี้ยงบนปลายข้าว ซึ่งเป็นอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ

แอคติโนแบคทีเรียมากท่ีสุดเมื่อเทียบกับอาหารรำสกัดน้ำมันและรำสกัดน้ำมันผสมปลายข้าว  

2. เมื่อทำการคัดกรองฤทธิ์ต้านแบคทีเรียเบื้องต้นโดยการสกัดแบบลำดับส่วนด้วยวิธี paper 

disc diffusion method จากแอคติโนแบคทีเรียจำนวน 44 ไอโซเลต พบว่า มีจำนวน 8 ไอโซเลต ที่

สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis (TISTR 518) และ S. aureus (DMST 4745) ได้ 

โดยสารสกัดจากไอโซเลต TN183 ในสารละลายเมทานอลและเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรีย S. epidermidis (TISTR 518) โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 

18.07±1.01 และ 17.63±1.48 มิลลิเมตร ตามลำดับ อีกทั้งยังพบว่าสารสกัดจากไอโซเลต TN183 

ในสารละลายเอทิลอะซิเตท เมทานอล และเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรีย S. aureus (DMST 4745) โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเฉลี่ยเท่ากับ 

11.50±0.87, 11.75±0.68, 12.17±0.76 มิลลิเมตร ตามลำดับ ดังนั้นจึงนำแอคติโนแบคทีเรียไอโซ

เลต TN183 ไปเพิ่มปริมาณสารสกัดในปลายข้าว 

จากการเพ่ิมปริมาณของแอคติโนแบคทีเรียบนปลายข้าวปริมาณ 2.5 กิโลกรัม และนำไป

สกัดแบบลำดับส่วน พบว่า ปริมาณของสารสกัดหยาบจากสารละลายเอทิลอะซิเตทให้ปริมาณสาร

สกัดเท่ากับ  6.5513 กรัม จากนั้นจึงนำสารสกัดแบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนแรก นำสารสกัดหยาบไป
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ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนูชนิด L929 โดยผลการทดลอง พบว่า สารสกัด

หยาบมีความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.029 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และส่วนที่สอง 

นำไปแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  ซึ่งผลจากการแยกสารผ่านคอลัมน์แรกสามารถแยกสารได้

ทั้งหมด 26 กลุ่ม โดยสารกลุ่มที่ 8 มีน้ำหนักสารมากที่สุดเท่ากับ 1178.6 มิลลิกรัม และเมื่อแยกสาร

กลุ่มที่ 8 ผ่านคอลัมน์ที่ 2 พบว่า สามารถแยกสารได้ทั้งหมด 37 กลุ่ม จากนั้นจึงนำสารที่แยกได้ไป

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยเทคนิค bioautography จำนวน 12 กลุ่ม พบว่า สาร               

10 กลุ่ม คือ ส่วนแยกย่อยกลุ่มที่ 22-31 สามารถยับยั้งเชื้อ S. epidermidis (TISTR 518) ได้ โดยมี

ค่า Rf อยู่ในช่วง 0.09-0.67 และเมื่อนำสารที่แยกได้จากคอลัมน์ที่ 2 จำนวน 37 กลุ่ม ไปทดสอบฤทธิ์

ต้านแบคทีเรีย S. epidermidis (TISTR 518) ด้วยวิธี paper disc diffusion method พบว่า sub-

fraction กลุ่มที่ 28 สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้มากที่สุดเท่ากับ 20.03±0.60 มิลลิเมตร รองลงมา

คือ sub-fraction กลุ่มที่ 26 และ 27 เท่ากับ 18.33±0.22 และ 18.90±0.50 มิลลิเมตร ตามลำดับ 

จากผลดังกล่าว จึงได้คัดเลือกตัวอย่าง sub-fraction กลุ่มที่ 26-28 ไปศึกษา chemical profile 

ด้วยเทคนิค LC-MS/MS พบสาร actinomycin ใน sub-fraction กลุ่มที่ 26 จำนวน 2 ชนิด คือ สาร 

actinomycin D และสาร actinomycin X2 และใน sub-fraction กลุ่มที่ 27 และ 28 พบสาร 

actinomycin จำนวน 3 ชนิด คือ สาร actinomycin D  สาร actinomycin X 2 และสาร

actinomycin X0β  

3. จากการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของแอคติโนแบคทีเรียที่

สามารถผลิตรงควัตถุและมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจำนวน 8 ไอโซเลต เมื่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์

ในฐานข้อมูล EzBioCloud พบว่า เชื้อแอคติโนแบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลต มีความคล้ายคลึงกับเชื้อใน

สกุล Streptom yces  คือ ไอโซเลต TN012   มีความคล้ายคลึ งกับ เชื้ อ  Streptom yces 

cinnamoneus สายพันธุ์ NBRC 12852 (99.72 เปอร์เซ็นต์), ไอโซเลต TN015 มีความคล้ายคลึงกับ

เชื้อ Streptomyces shenzhenensis สายพันธุ์ 172115 (99.72 เปอร์เซ็นต์), ไอโซเลต TN052 

และ    ไอโซเลต TN215 Streptomyces aquilus สายพันธุ์ GGCR-6 (99.64 เปอร์เซ็นต์), ไอโซเลต 

TN105  มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ Streptomyces adustus สายพันธุ์ WH-9 (99.93 เปอร์เซ็นต์), ไอ

โซเลต TN166 และไอโซเลต TN183  มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ Streptomyces gramineus สาย

พันธุ์ JR-43 (100 เปอร์เซ็นต์) และไอโซเลต TN195 มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ Streptomyces 

netropsis สายพันธุ์ NBRC 3723 (99.19 เปอร์เซ็นต์) ตามลำดับ 
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4. ผลจากการศึกษาการติดสีในเส้นใยไหมของรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียที่สามารถ      

ผลิตรงควัตถุและมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียจำนวน 8 ไอโซเลต สามารถย้อมติดเส้นใยไหมจำนวน 3 กลุ่ม 

คือ กลุ่มสีชมพู (ไอโซเลต TN012 และ TN195) กลุ่มสีโอรส (ไอโซเลต TN052 และ TN215) และ

กลุ่มสีเหลือง (ไอโซเลต TN015, TN166 และ TN183) โดยไอโซเลต TN183, TN195 และ TN215 

สามารถย้อมติดเส้นใยไหมได้เข้มที่สุดในแต่ละกลุ่มเฉดสี ในขณะที่ไอโซเลต TN105 ไม่สามารถย้อม

ติดสีเส้นใยไหมได้ และจากผลจากการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบนสิ่งทอด้วยการทดสอบเชิงคุณภาพ

และเชิงปริมาณของสารสกัดหยาบไอโซเลต TN183 พบว่า ในการทดสอบเชิงคุณภาพสามารถยับยั้ง

การเจริญของ S. aureus ได้ โดยที่บริเวณยับยั้งที่ 7.4 มิลลิเมตร และการทดสอบเชิงปริมาณ พบว่า 

ไอโซเลต TN183 สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ได้สูงถึง 99.9 เปอร์เซ็นต์ และ E. coli ได้ 

47.90 เปอร์เซ็นต์  

 

อภิปรายผล 
จากการแยกแอคติ โน แบคที เรียจากดินบริ เวณ รอบราก พื ชดอก  เพ่ื อคั ดกรอง                       

แอคติโนแบคทีเรียที่สามารถผลิตรงควัตถุในอาหารแข็งและมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียบางชนิด สำหรับใช้

เป็นสีย้อมธรรมชาติในเส้นใยไหม สามารถอภิปรายผลการวิจัยได้ดังนี้ 

1. ในการศึกษาการคัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากพืชดอก 5 ชนิด จาก

อาหารที่แตกต่างกัน สามารถแยกแอคติโนแบคทีเรียได้ทั้งหมด 194 ไอโซเลต โดยพบว่า ในอาหาร 

starch casein agar สามารถแยกเชื้อแอคติโนแบคทีเรียได้มากที่สุดจำนวน 81 ไอโซเลต (41.75 

เปอร์เซ็นต์) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zothanpuia และคณะในปี 2015 พบว่าสามารถคัดแยก  

แอคติโนแบคทีเรียจากตัวอย่างทางทะเลในอาหาร SCA ได้มากที่สุด 94.6 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ใน

การศึกษาของ Geetanjali and Jain ในปี 2016 สามารถแยกแอคติโนแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบ

รากพืชและจาก Geetanjali and Jain แปลงเกษตร ประเทศเอธิโอเปีย ได้มากถึง 33 เปอร์เซ็นต์ ใน

อาหาร starch casein agar และ actinomyctes isolation agar โดยในอาหาร SCA มี

ส่วนประกอบของแป้งเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อนและเคซีนเป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งอาหาร

ดังกล่าวทำให้เกิดแหล่งไอออนิกเชิงซ้อนที่เหมาะสำหรับการตรวจจับแบคทีเรียหายากที่สามารถย่อย

สลายคาร์โบไฮเดรตและการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรีย (Pratiwi, R. H., 2018) นอกจากนี้ใน

การศึกษาของ Heng (2008) ได้ทำการแยกและจำแนกแอคติโนแบคทีเรียจากศูนย์วิจัยการเกษตร

ประเทศมาเลเซีย พบว่าสามารถแยกแอคติโนแบคทีเรียได้ทั้งหมด 62 ไอโซเลต โดยมีความหนาแน่น
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ของแอคติโนแบคทีเรียมากที่สุดถึง 8x107 CFU/g อีกทั้งยังพบว่า แอคติโนแบคทีเรียที่แยกได้นั้น

สามารถผลิตรงควัตถุ โดยแยกตามกลุ่มสี คือ สีเทาดำ เทา น้ำตาลเข้ม น้ำตาล ขาว และสีขาวเหลือง 

เป็นต้น 

เมื่อนำแอคติโนแบคทีเรียจำนวน 194 ไอโซเลตมาคัดกรองการผลิตรงควัตถุบนเมล็ดข้าว 

พบว่าสามารถผลิตรงควัตถุในเมล็ดข้าวได้จำนวน 44 ไอโซเลต แสดงให้เห็นว่าแอคติโนแบคทีเรีย

สามารถเจริญเติบโตได้ดีบนเมล็ดข้าว ซึ่งมีการรายงานว่าข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน และธาตุ

อาหารหลักที่มีความจำเป็นต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ (Singh et al., 2018) นอกจากนี้                   

การเลี้ยงจุลินทรีย์บน solid state เป็นกระบวนการหมักที่มีคุณค่าทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

สำหรับสิ่งมีชีวิตที่เป็นเส้นใย เช่น แอคติโนแบคทีเรีย และกระบวนการหมักบนอาหารแข็งยังถูกนิยม

ใช้กันอย่างแพร่หลายสำหรับการผลิตสารทุติยภูมิจากแอคติโนแบคทีเรีย (Robinson et al., 2001)  

ผลการจัดจำแนกชนิดของแอคติโนแบคทีเรียโดยศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA 

ของแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุและมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจำนวน 8 ไอโซเลต พบว่า แอคติโน

แบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลตจัดอยู่ในจีนัส Streptomyces ซึ่งมีการรายงานว่า Streptomyces เป็นจีนัส

ที่สำคัญในการผลิตสารทุติยภูมิที่หลากหลายเนื่องจากมีศักยภาพทางเทคโนโลยีชีวภาพในการควบคุม

เชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา (Valdés et al., 2017) และจากการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ

แอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 กับลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ EzBioCloud พบว่า มี

ความคล้ายคลึงกับเชื้อ Streptomyces gramineus สายพันธุ์ JR-43T (100 เปอร์เซ็นต์) ที่แยกได้

จากดินบริเวณรอบรากต้นไผ่ (Sasa borealis) (Lee et al., 2012) โดยในงานวิจัย Lee et al. 

(2012) ได้มีการรายงานว่า Streptomyces gramineus สายพันธุ์ JR-43T เป็นสายพันธุ์ใหม่ที่แยกได้

จากดินไรโซสเฟียร์จากต้นไผ่ (Sasa borealis) ประเทศเกาหลีใต้  

2. จากผลการทดสอบความสามารถของเชื้อแอคติโนแบคทีเรียที่ผลิตรงควัตถุบนปลายข้าว

ต่อการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดกลิ่นไม่พึงประสงค์ คือ แบคทีเรียแกรมลบ E. coli TISTR 527 

และ P. aeruginosa DMST 15501 และแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus DMST 4745 และ                

S. epidermidis TISTR 518 ด้วยวิธี paper disc diffusion method พบว่า มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียได้

ทั้งหมด 8 ไอโซเลต โดยทั้ง 8 ไอโซเลตสามารถยับยั้งได้เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก สอดคล้องกับ

การศึกษา Wang et al. (2017) ได้คัดเลือก Streptomyces heliomycini ที่สามารถผลิต 

actinomycin D, X2 และ X0β ได้ โดยมีฤทธิ์ต้าน Staphylococcus aureus ได้สูงที่สุด และ พบว่า 

สามารถผลิตสารได้ 458.0 ± 76.3, 283.4 ±75.3 และ 107.6 ± 4.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำดับ
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นอกจากนี้ Qureshi et al. (2021) ได้มีการรายงานว่า Streptomyces smyrnaeus UKAQ_23 

เชื้อมีฤทธิ์ต้านจุลชีพต่อแบคทีเรียแกรมบวก รวมถึงสายพันธุ์ MRSA ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบและ

เชื้อราไม่พบฤทธิ์ต้านจุลชีพ  

จากงานวิจัยต่างๆ ที่มีการศึกษาการแยกสาร actinomycins มากกว่า 30 ชนิด จากสาย

พันธุ์ Streptomyces ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่มีการศึกษาจำนวนมาก โดยเฉพาะสาร actinomycin D ที่ได้

มีการศึกษามากท่ีสุด เนื่องจากมีคุณสมบัติทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย (Kurosawa  et 

al., 2006) โดยผลจากการแยกสารสกัดหยาบไอโซเลต TN183 ที่เลี้ยงบนปลายข้าวด้วยวิธีคอลัมน์

โครมาโทรกราฟีและนำไปวิเคราะห์สารด้วยเทคนิค LC/MS/MS พบว่า สามารถระบุสารที่เป็น

องค์ประกอบที่ถูกแยกให้เป็นสารกึ่งบริสุทธิ์ได้ 3 ชนิด คือ actinomycin D, actinomycin X0β และ 

actinomycin X2 ซึ่งมีการรายงานว่าจีนัส Streptomyces สามารถผลิตสาร actinomycin ทั้ง 3 

ชนิดได้ เช่น Streptomyces smyrnaeus UKAQ_23 (Qureshi et al., 2021), Streptomyces 

sp. Av-R5 (Chandrakar and Gupta, 2019), Streptomyces heliomycini (Wang et al, 

2017), Streptomyces globisporus (Chen et al., 2020), Streptomyces antibioticus KRG-1 

(Charousová et al., 2019), Streptomyces flavogriseus NJ-4 (Wei et al, 2017) และ 

Streptomyces cyaneofuscatus (Chen et al., 2021) จากการศึกษาของ Wang et al. (2017) 

พบว่า สารปฏิชีวนะ actinomycin D, actinomycin X2 และ actinomycin X0β ซึ่งได้จากเชื้อ 

Streptomyces heliomycini สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรค Staphylococcus aureus ได้ ซึ่งสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Qureshi et al. (2021) พบว่า actinomycin D และ actinomycin X2 จากเชื้อ 

Streptomyces smyrnaeus UKAQ_23 สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกจำพวกเชื้อดื้อยาได้

แต่ไม่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบและเชื้อราได้ ซึ่งจากงานวิจัยดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัย

นี้ที่สามารถยืนยันได้ว่าเชื้อแอคติโนแบคทีเรียที่แยกได้นั้นมีสารกลุ่มเดียวกับงานวิจัยที่ผ่านมา เมื่อ

พิจารณา product ion [M+H]+ จากการศึกษาของ Lui et al. (2010) ในการวิเคราะห์ข้อมูล QTOF 

LC/MS/MS พบว่า actinomycin D, X2 และ X0β มี mother nucleus เดียวกัน แต่ต่างกันที่ค่าการ

แตกตัวเท่านั้น นอกจากนี้ เมื่อพิจารณากลุ่มสารออกฤทธิ์ของ actinomycins ในงานวิจัยนี้ พบว่า 

เป็นสารกลุ่ม bactericide ที่มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis เนื่องจากในการทดสอบ paper 

disc diffusion method ที่เวลาผ่านไป 48 ชั่วโมง บริเวณยับยั้งมีขนาดใหญ่ขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ

เวลา 24 ชั่วโมง 
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3. ในการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้วยการทดสอบเชิงคุณภาพ พบว่า สามารถยับยั้งการ

เจริญของ S. aureus ได้ และการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้วยการทดสอบเชิงปริมาณ พบว่า 

สามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 6538 ได้มากถึง 99.99 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Chen et al. (2021) พบว่า ผ้าไหมที่ผ่านการย้อมด้วยสาร actinomycin X2 สามารถยับยั้ง                  

S. aureus ได้มากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ อีกท้ังยังมีการรายงานว่า ผ้าไหมที่ย้อมด้วยสาร actinomycin 

X2 เป็นอีกทางเลือกหนึ่งของเสื้อผ้าและสิ่งทอทางการแพทย์สำหรับการป้องกันเชื้อแบคทีเรีย (Chen 

et al., 2021) ซึ่งผลที่ได้บ่งชี้ให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจาก Streptomyces gramineus TBRC 

15927 ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนูชนิด L929 อย่างมีนัยสำคัญ โดยมีค่า IC50 

เท่ากับ 0.029±0.008 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (0.029 ppm) ตามรายงานของ Ramirez -Rodriguez 

et al. (2018) ได้ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ เนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของหนูชนิด L929 โดยมี 

Doxorubicin (1-25 ppm) เป็นสารมาตรฐานในการทดสอบ พบว่า สารสกัดหยาบที่ค่า IC50 ต่ำกว่า 

50 ppm ไม่เป็นพิษต่อเซลล์อย่างมีนัยสำคัญ  

จากผลการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าแอคติโนแบคทีเรียที่แยกได้จากดินบริเวณรอบราก

พืชดอกสามารถผลิตรงควัตถุในวัสดุหลงเหลือทางการเกษตรและมีคุณสมบัติต้านเชื้อแบคทีเรียที่

ก่อให้เกิดกลิ่นไม่พึงประสงค์ในสิ่งทอ และสามารถย้อมติดสีในเส้นใยไหมได้ ซึ่งผลการศึกษาครั้งนี้เป็น

แนวทางการใช้แอคติโนแบคทีเรียเพ่ือพัฒนาไปเป็นสีย้อมผ้าที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย และแนวทางเลือก

สำหรับสีย้อมธรรมชาติจากจุลินทรีย์ที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมได้ในอนาคต 

 

ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรศึกษาการเพาะเลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียบนอาหารแข็ง เช่น ชนิดของอาหาร 

องค์ประกอบของอาหาร และระดับความชื้น 

2. ควรศึกษาปัจจัยต่างๆ ในกระบวนการย้อม เช่น ความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารสกัดก่อน

นำไปพัฒนาเป็นสีย้อมผ้า คุณสมบัติบางประการของสารสกัด (การทนต่อความร้อน สภาวะความเป็น

กรด-ด่าง ปริมาณของสารและตัวทำละลาย เป็นต้น) และการใช้มอร์แดนต์ร่วมกับสารสกัดเพ่ือให้เส้น

ใยมีการติดสีที่ชัดเจนขึ้น 

3. ควรศึกษาความคงทนของสีหลังการย้อม 
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ภาคผนวก ก สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหาร Peat moss extract (Hamaki et al., 2005) 

 

Peat moss  200 กรัม 
Sodium hydroxide 2 กรัม 
Agar 15 กรัม 
Distilled water 1000 มิลลิลิตร 
pH  5  

 

1. เตรียมสารละลาย sodium hydroxide ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์ โดยการชั่ง 

sodium hydroxide น้ำหนัก 2 กรัม ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร 

2. ชั่ง peat moss น้ำหนัก 200 กรัม ใส่ในสารละลาย sodium hydroxide ที่เตรียมไว้ 

3. นำไป sonicate ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี

4. กรอง peat moss ด้วยผ้าขาวบาง เติมน้ำกลั่นให้ครบ 1 ลิตร และนำมาวัดค่าความเป็นกรด-

ด่าง เท่ากับ 5 

5. เติมผงวุ้น โดยคิดเป็น 1.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

6. นำไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 

2. อาหาร Starch casein agar (SCA) (Jeffrey, 2008) 

 

Soluble starch 10 กรัม 
Casein hydrolysate 0.3 กรัม 
KNO3 2.0 กรัม 
NaCl 2.0 กรัม 
K2HPO4 2.0 กรัม 
MgSO4.7H2O 0.05 กรัม 
CaCO3 0.02 กรัม 
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FeSO4.7H2O 0.01 กรัม 
Agar 15 กรัม 
pH 7  

 

  3. อาหาร Oatmeal agar (OMA) (Low et al, 2015) 

 

Oatmeal 30 กรัม 
Agar 15 กรัม 
Distilled water 1000 มิลลิลิตร 
pH 7.2  

 

1. ชั่ง oatmeal น้ำหนัก 30 กรัม เติมลงในน้ำกลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่อยู่ในขวดดูแรน 

ขนาด 1000 มิลลิลิตร 

2. นำไป sonicate ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี

3. กรองด้วยผ้าขาวบาง เติมน้ำกลั่นให้ครบ 1 ลิตร และนำมาวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 

7.2 

4. เติมผงวุ้น โดยคิดเป็น 1.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

5. นำไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 

4. อาหาร International Streptomyces Project Medium 2 (ISP2) (Shirling and 

Gottlieb, 1966) 

 

Malt extract 10 กรัม 
Yeast extract   4 กรัม 
Dextrose Anhydrous (AR) 4 กรัม 
Agar 15 กรัม 
Distilled water 1000 มิลลิลิตร 
pH 7  
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1. ชั่ ง  malt extract น้ ำหนั ก  10 กรัม  yeast extract น้ ำหนั ก  4 กรัม  และdextrose 

anhydrous น้ำหนัก 4 กรัม ในน้ำกลั่นปริมาตร 750 มิลลิลิตร ที่อยู่ในบีกเกอร์ขนาด 1000 

มิลลิลิตร  

2. นำมาวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 7 และปรับปริมาตรอาหารด้วยน้ำกลั่นให้เท่ากับ 

1000 มิลลิลิตร 

3. นำไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 

5. อาหารรำสกัดน้ำมัน 

 

รำสกัดน้ำมัน   30 กรัม 
Agar 10 กรัม 
pH 7  

 

1. ชั่งรำสกัดน้ำมันน้ำหนัก 30 กรัม ใส่ในน้ำกลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่อยู่ในขวดดูแรน 

ขนาด 1000 มิลลิลิตร 

2. นำไป sonicate ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี

3. กรองด้วยผ้าขาวบาง เติมน้ำกลั่นให้ครบ 1 ลิตร และนำมาวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 7 

4. เติมผงวุ้น โดยคิดเป็น 1.5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

5. นำไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี

 

 

 

 

 

 ข 
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ภาคผนวก ข ผลการผลิตรงควัตถุจากแอคติโนแบคทีเรียในอาหารแข็ง 

 

 
ภาพ 23 ลักษณะแอคติโนแบคทีเรียที่เจริญบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน ในกลุ่มสีชมพู 

ก) ไอโซเลต TN005 ข) ไอโซเลต TN012 ค) ไอโซเลต TN019 ง) ไอโซเลต TN041 จ) ไอโซเลต 

TN102 ฉ) ไอโซเลต TN136 ช) ไอโซเลต TN173 ซ) ไอโซเลต TN195 ฌ) ไอโซเลต TN254 ญ) 

ไอโซเลต TN257 และ ฎ) ไอโซเลต TN189 

 
ภาพ 24 ลักษณะแอคติโนแบคทีเรียที่เจริญบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน ในกลุ่มสีเหลือง 

ก) ไอโซเลต TN015 ข) ไอโซเลต TN021 ค) ไอโซเลต TN068 ง) ไอโซเลต TN072 จ) ไอโซเลต 

TN165 ฉ) ไอโซเลต TN076 ช) ไอโซเลต TN310 ซ) ไอโซเลต TN183 ฌ) ไอโซเลต TN196 ญ) 

ไอโซเลต TN213 ฎ) ไอโซเลต TN281 ฏ) ไอโซเลต TN293 และ ฐ) ไอโซเลต TN301 
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ภาพ 25 ลักษณะแอคติโนแบคทีเรียที่เจริญบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน ในกลุ่มสีน้ำตาล 

ก) ไอโซเลต TN046 ข) ไอโซเลต TN200 ค) ไอโซเลต TN206 ง) ไอโซเลต TN219 และ จ) ไอ

โซเลต TN280 

 
ภาพ 26 ลักษณะแอคตโินแบคทีเรียที่เจริญบนปลายข้าวเปน็เวลา 7 วัน ในกลุ่มสีเทา 

ก) ไอโซเลต TN105 ข) ไอโซเลต TN167 ค) ไอโซเลต TN170 ง) ไอโซเลต TN235 จ) ไอโซเลต 

TN262 และ ฉ) ไอโซเลต TN263 

 

 
ภาพ 27 ลักษณะแอคตโินแบคทีเรียที่เจริญบนปลายข้าวเปน็เวลา 7 วัน ในกลุ่มสีม่วง 

ก) ไอโซเลต TN215 
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ภาพ 28 ลักษณะแอคติโนแบคทีเรียที่เจริญบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน ในกลุ่มสีเขียวขี้ม้า 

ก) ไอโซเลต TN001 และ ข) ไอโซเลต TN166 
 

ภาพ 29 รงควัตถุสีจากแอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 ที่เลี้ยงบนวัสดุหลงเหลือทาง
การเกษตรเป็นเวลา 7 วัน 

ก) อาหารรำสกัดน้ำมัน และ ข) อาหารรำสกัดน้ำมันผสมปลายข้าว 

 

 
ภาพ 30 รงควัตถุสีจากแอคติโนแบคทีเรียไอโซเลต TN183 ที่เลี้ยงบนปลายข้าวเป็นเวลา 7 วัน 

ข ก 
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ภาคผนวก ค การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียมน้ำยาพ่น Anisaldehyde-sulfuric acid 

 

Methanol (AR) 85 มิลลิลิตร 
Acetic acid   10 มิลลิลิตร 
Sulphuric acid   5 มิลลิลิตร 
Anisaldehyde  1 มิลลิลิตร 

  

1. เตรียมสารละลาย methanol ปริมาตร 85 มิลลิลิตร 

2. ค่อยๆ เติมสาร acetic acid ลงในสารละลาย methanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

3. ค่อยๆ เติมสาร sulphuric acid ลงในสารละลาย methanol ที่ผสมสาร acetic acid 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

4. เติมสาร anisaldehyde ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

หมายเหตุ เก็บสารละลายไว้ให้พ้นแสงที่อุณหภูมิเท่ากับ 4-8 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ง ผลการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดแอคติโนแบคทีเรีย 
 

ตาราง 12 การแยกสารสกัดด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดไอโซเลต TN183 (3.02 
กรัม) 

ลำดับที่ 
ส่วนแยก

ย่อย 

ปริมาตร

(มิลลิลิตร) 
ตัวทำละลายที่ใช้ในการชะ 

น้ำหนัก

(มิลลิกรัม) 

1 G.1 40 Dichloromethane 68.1 

2 G.2 80 Dichloromethane 804.7 

3 G.3 60 Dichloromethane 20.4 

4 G.4 120 Dichloromethane 13.8 

5 G.5 60 Dichloromethane 16 

6 G.6 20 Dichloromethane 13.9 

7 G.7 140 Dichloromethane 100.1 

8 G.8 80 5% Methanol ใน Dichloromethane 1178.6 

9 G.9 40 5% Methanol ใน Dichloromethane 13.4 

10 G.10 40 5% Methanol ใน Dichloromethane 6.5 

11 G.11 40 5% Methanol ใน Dichloromethane 6.6 

12 G.12 180 5% Methanol ใน Dichloromethane 36.8 

13 G.13 120 5% Methanol ใน Dichloromethane 8.2 

14 G.14 40 7% Methanol ใน Dichloromethane 1.8 

15 G.15 140 7% Methanol ใน Dichloromethane 25.5 

16 G.16 80 10% Methanol ใน Dichloromethane 30.7 

17 G.17 60 10% Methanol ใน Dichloromethane 7.8 

18 G.18 20 10% Methanol ใน Dichloromethane 7.3 

19 G.19 20 10% Methanol ใน Dichloromethane 4.8 

20 G.20 20 10% Methanol ใน Dichloromethane 3.9 

21 G.21 20 10% Methanol ใน Dichloromethane 6.6 

22 G.22 20 10% Methanol ใน Dichloromethane 1.8 

23 G.23 140 20% Methanol ใน Dichloromethane 62.5 
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ลำดับที่ 
ส่วนแยก

ย่อย 

ปริมาตร

(มิลลิลิตร) 
ตัวทำละลายที่ใช้ในการชะ 

น้ำหนัก

(มิลลิกรัม) 

24 G.24 160 30% Methanol ใน Dichloromethane 125.2 

25 G.25 300 40-70%Methanol ในDichloromethane 77.5 

26 G.26 620 80% Methanol ใน Dichloromethane 72.2 

รวม 2714.7 
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ตาราง 13 การแยกสารสกัดด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของกลุ่มที่ 8 ที่แยกได้จากคอลัมน์ที่ 1 
(500 มิลลิกรัม) 

ลำดับที่ Fraction 
ปริมาตร

(มิลลิลิตร) 
ตัวทำละลายที่ใช้ในการชะ 

น้ำหนัก

(มิลลิกรัม) 

1 SG.1 12 Chloroform 0.8 

2 SG.2 18 Chloroform 2.2 

3 SG.3 12 Chloroform 9.6 

4 SG.4 22 Chloroform 49.7 

5 SG.5 5 Chloroform 16.7 

6 SG.6 10 Chloroform 15.9 

7 SG.7 18 Chloroform 13.5 

8 SG.8 18 Chloroform 10.4 

9 SG.9 48 Chloroform 18.7 

10 SG.10 40 Chloroform 8 

11 SG.11 15 Chloroform 1.8 

12 SG.12 55 Chloroform 10.6 

13 SG.13 5 Chloroform 0.6 

14 SG.14 35 Chloroform 2.6 

15 SG.15 25 Chloroform 1.1 

16 SG.16 23 Chloroform 21.4 

17 SG.17 45 Chloroform 2.3 

18 SG.18 18 Chloroform 0.8 

19 SG.19 108 Chloroform 2.2 

20 SG.20 50 Chloroform 7.5 

21 SG.21 30 0.5% Acetone ใน Chloroform 1.4 

22 SG.22 35 0.5% Acetone ใน Chloroform 5.7 

23 SG.23 50 0.5% Acetone ใน Chloroform 22.4 

24 SG.24 58 0.5% Acetone ใน Chloroform 25.7 
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ลำดับที่ Fraction 
ปริมาตร

(มิลลิลิตร) 
ตัวทำละลายที่ใช้ในการชะ 

น้ำหนัก

(มิลลิกรัม) 

25 SG.25 55 1% Acetone ใน Chloroform 19.7 

26 SG.26 130 1% Acetone ใน Chloroform 31.9 

27 SG.27 220 2% Acetone ใน Chloroform 47.8 

28 SG.28 24 10% Acetone ใน Chloroform 16.2 

29 SG.29 90 10% Acetone ใน Chloroform 8.7 

30 SG.30 6 50% Acetone ใน Chloroform 8 

31 SG.31 67 50% Acetone ใน Chloroform 6.1 

32 SG.32 38 50% Acetone ใน Chloroform 3.1 

33 SG.33 25 100% Acetone 1.5 

34 SG.34 100 100% Acetone 3.9 

35 SG.35 100 100% Acetone 2.6 

36 SG.36 150 100% Methanol 11.7 

37 SG.37 100 100% Methanol 2.9 

รวม 415.7 
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ภาพ 40 TLC profile จากสารสกัดจากกลุ่มที่ 8 ที่ทำการเก็บผล หลอดที่ 397-441 

โดยใช้ 7 เปอร์เซ็นต์   เมทานอลในไดคลอโรมีเทนเป็นเฟสเคลื่อนที่; TLC profile ภายใต้ UV ที ่

254 นาโนเมตร (ก-1-ก-2-ก-3), TLC profile ภายใต้ UV ที ่365 นาโนเมตร (ข-1-ข-2-ข-3) และ 

TLC profile ภายใต้การฉีดพ่นด้วยสารละลาย  anisaldehyde – sulfuric acid (ค-1-ค-2-ค-3) 
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ตาราง 14 ข้อมูลของสารกลุ่มแยกย่อยที่ทดสอบด้วยเทคนิค bioautography 

ตัวอย่าง 

ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 
(เซนติเมตร) 

ระยะทางที่ตัว
ทำละลาย
เคลื่อนที่ 

(เซนติเมตร) 

Rf values ตำแหน่งที่
สารออก

ฤทธิ์ 
ตำแหน่งที่ 

1 
ตำแหน่งที่ 

2 
ตำแหน่งที่ 

1 
ตำแหน่งที่ 

2 
G8.SG 22 3.60 4.70 7 0.51  0.67 2 
G8.SG 23 0.70 1.30 7 0.1 0.19 2 
G8.SG 24 0.70 1.30 7 0.1 0.19 2 
G8.SG 25 0.70 1.20 7 0.1   0.17 2 
G8.SG 26 0.60 1.20 7 0.09  0.17 2 
G8.SG 27 3.80 4.70 7 0.54 0.67 2 
G8.SG 28 4.60 5.20 7 0.66  0.74 2 
G8.SG 29 3.90 4.50 7 0.56  0.64 2 
G8.SG 30 3.90 4.50 7 0.56  0.64 2 
G8.SG 31 4.50 - 7 0.64 - 1 

 
ตาราง 15 ข้อมูล ESI-QTOF-MS/MS ของสาร actinomycin D และรูปแบบการ
แตกหักโมเลกุลที่ตรวจพบ 

ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

G8.SG26 28.43 1255.6372  C62H87N12O16 1255.6358 -1.15 
   1227.6386    
   1053.5019    
   956.4521    
   928.4580    
   857.3845    
   829.3893    
   657.2666    
   629.2713    
   558.1992    
   459.1300    
   399.2605    
   381.2490    
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ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

   354.2398    
   300.1922    
   282.1814    
   268.1661    
   203.1319    
   197.1287    
   169.0964    
   132.1015    
   100.0390    

G8.SG 27 28.294 1255.6385  C62H87N12O16 1255.6358 -2.19 
   1227.6347    
   1053.5054    
   956.4550    
   928.4605    
   857.3864    
   829.3897    
   657.2686    
   629.2741    
   558.2004    
   459.1313    
   399.2613    
   381.2503    
   354.2402    
   300.1928    
   282.1822    
   268.1665    
   203.1397    
   197.1291    
   169.0975    
   132.1021    
   100.0390    

G8.SG 28 28.249 1255.6379  C62H87N12O16 1255.6358 -1.71 
   1227.6402    
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ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

   1053.5023    
   956.4530    
   928.4576    
   857.3848    
   829.3877    
   657.2671    
   629.2718    
   558.1990    
   459.1305    
   399.2604    
   381.2499    
   354.2386    
   300.1924    
   282.1814    
   268.1654    
   203.1395    
   197.1286    
   169.0972    
   132.1018    
   100.0394    

สาร  28.411 1255.6368  C62H87N12O16 1255.6358 -0.84 
มาตรฐาน   1227.6394    
actino-      1053.5029    
mycin D   956.4523    

   928.4563    
   857.3834    
   829.3862    
   657.2667    
   629.2739    
   558.1948    
   459.1300    
   399.2600    
   381.2491    
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ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

   354.2387    
   300.1920    
   282.1812    
   268.1652    
   203.1388    
   197.1283    
   169.0969    
   132.1015    
   100.0391    

หมายเหตุ *ค่า Mass error (ppm) มีค่า <25 ppm เป็นค่าที่ยอมรับได้ 
 

ตาราง 16 ข้อมูล ESI-QTOF-MS/MS ของสาร actinomycin X2 และรูปแบบการแตกหัก
โมเลกุลที่ตรวจพบ 

ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

G8.SG26 28.59 1269.6193  C62H85N12O17 1269.6150 -3.37 
   1241.6224   
   970.4329   
   956.4537   
   871.3642   
   857.3852   
   829.3890   
   744.2966   
   657.2669   
   558.1992   
   459.1307   
   431.1355   
   399.2607   
   300.1921   
   282.1820   
   268.1656   
   203.1389    
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ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

   197.1281    
G8.SG27 28.306 1269.6218  C62H85N12O17 1269.6150 -5.34 

   1241.6251    
   970.4346    
   956.4553    
   871.3868    
   857.3868    
   829.3905    
   744.3023    
   657.2684    
   558.2003    
   459.1315    
   431.1362    
   399.2615    
   300.1927    
   282.1817    
   268.1662    
   203.1396    
   197.1293    

G8.SG28 28.357 1269.6177  C62H85N12O17 1269.6150 -2.11 
   1241.6202    
   970.4305    
   956.4522    
   871.3633    
   857.3842    
   829.3885    
   744.2988    
   657.2673    
   558.1989    
   459.1304    
   431.1357    
   399.2604    
   300.1923    
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ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

   282.1813    
   268.1664    
   203.1397    
   197.1281    

สาร  28.383 1269.6173  C62H85N12O17 1269.6150 -1.8 
มาตรฐาน   1241.6203    
actino-   970.4309    

mycin X2   956.4525    
   871.3634    
   857.3843    
   829.3873    
   744.2990    
   657.2665    
   558.1987    
   459.1303    
   431.1346    
   399.2603    
   300.1919    
   282.1812    
   268.1660    
   203.1390    
   197.1286    

หมายเหตุ *ค่า Mass error (ppm) มีค่า <25 ppm เป็นค่าที่ยอมรับได้ 
 

ตาราง 17 ข้อมูล ESI-QTOF-MS/MS ของสาร actinomycin X0β และรูปแบบการแตกหัก
โมเลกุลที่ตรวจพบ 

ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

G8.SG27 28.129 1271.6326  C62H87N12O17 1271.6307 -1.52 
   972.4458    
   956.4533    
   873.3802    
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ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

   857.3833    
   657.2692    
   558.1977    
   530.2014    
   459.1311    
   399.2607    
   316.1853    
   300.1921    
   203.1386    

G8.SG28 28.167 1271.6332  C62H87N12O17 1271.6307 -1.99 
   972.4464    
   956.4521    
   873.3788    
   857.3846    
   657.2687    
   558.1992    
   530.2044    
   459.1303    
   399.2604    
   316.1868    
   300.1919    
   203.1390    

สาร  4.87 1271.6258  C62H87N12O17 1271.6307 3.83 
มาตรฐาน   972.4409    
actino-   956.4474    
mycin I     873.3741    
(Lui et   857.3822    

al., 2010)   657.2669    
   558.1960    
   530.2002    
   459.1268    
   399.2583    
   316.1854    
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ตัวอย่าง 
tR 

(นาที) 

Measurement  
(m/z, [M+H+]) 

MS/MS 
Molecular 
formula 

Calculated 
(m/z, [M+H+] 

Error* 
(ppm) 

   300.1906    
   203.1400    

หมายเหตุ *ค่า Mass error (ppm) มีค่า <25 ppm เป็นค่าที่ยอมรับได้ 
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