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บทคัดย่อภาษาไทย  

59910008: สาขาวิชา: วิทยาศาสตร์ชีวภาพ; วท.ม. (วิทยาศาสตร์ชีวภาพ) 
ค าส าคญั: ไซเดอโรฟอร์/ สภาวะความเคม็/ แอคติโนมยัสีท/ Antibacteria 

ทิราภรณ์ กนกฉนัท ์: การศึกษาเปรียบเทียบการผลิตไซเดอโรฟอร์และฤทธ์ิตา้นเช้ือ
แบคทีเรียของแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกจากมูลไส้เดือนและผกับุง้ทะเล กบัแบคทีเรียซูโดโมแนส พู
ติดา้ ภายใตส้ภาวะความเคม็. (COMPARATIVE STUDY OF SIDEROPHORE PRODUCTION 
AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ACTINOMYCETES ISOLATED FROM 
EARTHWORM CASTINGS AND BEACH MORNING-GLORY AND Pseudomonas 
putida UNDER SALINE CONDITION) คณะกรรมการควบคุมวิทยานิพนธ์: เศรษฐวชัร ฉ ่าศาสตร์ 
ปี พ.ศ. 2563. 

  
การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อเปรียบเทียบความสามารถในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์

ของแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกจากมูลไส้เดือนและผกับุง้ทะเล โดยเปรียบเทียบกบั P. putida บน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ น าแอคติโน
มยัสีททั้ง 35 ไอโซเลต ตรวจสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียและจดัจ าแนกในระดบัสกุลโดยใชย้นี 16S 
rRNA ตรวจสอบการสร้างสารไซเดอร์โรฟอร์บนอาหารแขง็ Chrome azurol S (CAS) และบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 3 สัปดาห์ ผลพบวา่เกิดวงใสสีส้มรอบ ๆ โคโลนีของ P. putida และแอ
คติโนมยัสีท ทั้ง 35 ไอโซเลต และไอโซเลต BBUU157 ท่ีคดัแยกจากมูลไส้เดือน มีขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของวงใสสีส้มใหญ่สุด (4.70 เซนติเมตร) รองลงมาคือไอโซเลต BBUU500 ท่ีคดัแยกจาก
ผกับุง้ทะเล (4.40 เซนติเมตร) ในขณะท่ี P. putida มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2.20 เซนติเมตร และ
เม่ือน าทั้งสามสายพนัธุ์เล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ CAS ท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ความ
เขม้ขน้ 200-1,000 มิลลิโมลาร์ พบวา่ ไอโซเลต BBUU500 สร้างไซเดอร์โรฟอร์ท่ีความเขม้ขน้เกลือ
โซเดียมคลอไรด ์400 มิลลิโมลาร์ไดเ้ท่ากบัสภาวะท่ีไม่มีเกลือโซเดียมคลอไรด ์ในขณะท่ี ไอโซเลต 
BBUU157 และ P. putida สร้างไซเดอร์โรฟอร์ไดล้ดลง ผลการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
พบวา่ 23 ไอโซเลตมีฤทธ์ิตา้น B. cereus 4 ไอโซเลตมีฤทธ์ิตา้น E. coli  2 ไอโซเลตมีฤทธ์ิตา้น P. 
aeruginosa และ 15 ไอโซเลตมีฤทธ์ิตา้น S. aureus ผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยนี 16S rRNA มี
ค่าความเหมือนกบัสกุล Streptomyces 28 ไอโซเลต สกุล Kitasatospora 3 ไอโซเลต 
สกุล Micromonospora 1 ไอโซเลต และอีก 3 ไอโซเลต เกิดการปนเป้ือนไม่สามารถวิเคราะห์ผลได ้
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ  
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  TIRAPORN KANOKCHAN : COMPARATIVE STUDY OF SIDEROPHORE 
PRODUCTION AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ACTINOMYCETES ISOLATED 
FROM EARTHWORM CASTINGS AND BEACH MORNING-GLORY 
AND PSEUDOMONAS PUTIDA UNDER SALINE CONDITION. ADVISORY COMMITTEE: 
SAETHAWAT CHAMSART, 2020. 

  
The objectives of this study were to compare the capability of producing 

siderophore of actinomycetes isolated from earthworm castings and beach morning-glory with P. 
putida on the media supplemented with 0-1,000 mM NaCl solution. A total of 35 actinomycetes 
were tested antagonistic activity and identified in the genus level by using 16S rRNA. To 
elucidate ability of siderophore production, the bacteria were cultured on Chrome azurol S (CAS) 
and incubated at 27 °C for 3 weeks. The results showed that a total of 35 actinomycetes and P. 
putida appeared orange halo zone around the colonies. The BBUU157 isolated from earthworm 
castings was observed the widest halo zone diameter (4.70 cm.) and BBUU500 isolated from 
beach morning-glory was the second widest diameter (4.40 cm.) while P. putida showed 2.20 
centimeters in diameter. Three bacteria strains were cultured on CAS supplemented with NaCl 
concentration 200-1,000 mM. The results showed that BBUU500 in the presence of 400 mM 
NaCl was able to produce siderophore at the same level as the controlled BBUU500 while 
BBUU157 and P. putida in presence of 400 mM NaCl was able to produce siderophore less than 
the controlled BBUU157 and P. putida. For the results of antagonistic actinomycetes, 23 isolates 
showed activity against B. cereus, 4 isolates against E. coli, 2 isolates against P. 
aeruginosa and 15 isolates against S. aureus. For the results of the identification of 16S rRNA 
gene sequence showed that 28 isolates is similar to Streptomyces, 3 isolates was similar to 
Kitasatospora, and 1 isolate was similar to Micromonospora while  3 isolates were contaminated 
and could not be analyzed. 
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บทที ่1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
1.  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา(Strobel, Daisy, Castillo, & Harper, 2004) (วิชิตพล มีแกว้, ณัฐพล ขนัธปราบ, & สุรศกัดิ์  ละลอกน ้า, 2553) 

 ความเคม็ส่งผลใหส้ภาวะแวดลอ้มในดินไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืช ท าให้
รากพืชชอนไชยากและแร่ธาตุบางอยา่งละลายออกมาจากดินจนเป็นพิษต่อพืช พืชแต่ละชนิด
ปรับตวัเขา้กบัสภาพความเค็มไดต้่างกนั หากพืชปรับตวัไม่ไดพ้ืชอาจจะตายได ้(วิชิตพล มีแกว้ และ
คณะ, 2553) ทางเลือกหน่ึงในการแกปั้ญหา คือ การใชปุ้๋ ยชีวภาพในการปรับปรุงดิน การเพิ่มแร่ธาตุ
อาหารในดินใหก้บัพืช และการดดัแปลงปรับปรุงพนัธุ์พืชใหมี้ความตา้นทานต่อส่ิงแวดลอ้มไดดี้ขึ้น 
อีกทางเลือกหน่ึง คือ การประยกุตใ์ชว้ิธีทางธรรมชาติ โดยใชแ้บคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืช (Plant growth promoting bacteria, PGPB) กลุ่มท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรอบๆ รากพืช เรียกวา่ ไรโซ
แบคทีเรีย (Rhizobacteria) และอาศยัอยูภ่ายในพืช เรียกวา่ เอนโดไฟต ์(Endophytes) PGPB เป็น
กลุ่มแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัในการส่งเสริมและป้องกนัพืชจากความเครียดต่าง ๆ เช่น ความเคม็  
เช้ือก่อโรคพืช รวมทั้งการใชปุ้๋ ยเคมีเร่งการเจริญเติบโตของพืช แบคทีเรียทนเคม็สามารถเจริญไดใ้น
ส่ิงแวดลอ้มท่ีมีเกลือ เน่ืองจากภายในเซลลมี์ปริมาณความเขม้ขน้ของไอออนของเกลือต ่า (Na+ และ 
K+) ดงันั้นแบคทีเรียทนเคม็จึงมีการปรับสารละลายภายในเซลลก์บัภายนอกเซลล ์ใหเ้กิดสมดุล โดย
การน าไอออนของเกลือ (Na+ และ K+) จากภายนอกเขา้มาภายในเซลลเ์พื่อน าไปใชใ้นกิจกรรมต่างๆ 
ส่งผลใหไ้อออนของเกลือในดินลดลง ท าใหส้ภาวะแวดลอ้มในดินเหมาะสมต่อการเจริญของพืช
มากขึ้น (ศิริลกัษณ์ นามวงษ,์ 2553) PGPB ท่ีอาศยัอยูภ่ายในพืช แมว้า่ความสัมพนัธ์หรือปฏิกิริยาท่ี
เกิดขึ้นระหวา่งเอนโดไฟตก์บัพืชยงัคงไม่ทราบแน่ชดั แต่มีรายงานวา่เอนโดไฟตห์ลายชนิดผลิตสาร
เมแทบอไลทท่ี์ป้องกนัเช้ือก่อโรคใหก้บัพืชและสารเมแทบอไลทท่ี์พบยงัสามารถยบัย ั้งเช้ือก่อโรค
ในคนและสัตวไ์ดอี้กดว้ย (Strobel et al., 2004) PGPB ท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือนเป็นผลผลิตท่ีได้
จากการยอ่ยสลายอินทรียวตัถุต่าง ๆ ผา่นกระบวนการย่อยโดยจุลินทรียใ์นล าไส้ของไส้เดือน ซ่ึงมูล
ไส้เดือนประกอบดว้ยธาตุอาหารท่ีพืชสามารถน าไปใชไ้ด ้เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม 
แคลเซียม และแมกนีเซียม มีรายงานพบ แบคทีเรีย เช้ือรา และแอคติโนมยัสีทในมูลไส้เดือน 
(Huang et al., 2013; Pathma & Sakthivel, 2013) การใชแ้บคทีเรียกลุ่ม PGPB เช่น Streptomyces 
sp., Bacillus sp. และ Pseudomonas sp. ถือวา่เป็นเทคโนโลยใีหม่ท่ีใชใ้นการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช โดยผา่นกลไกทั้งทางตรงและทางออ้ม กลไกเหล่าน้ีไดแ้ก่ ผลิตฮอร์โมนพืช 
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ละลายธาตุอาหาร ควบคุมการดูดซึมสารอาหาร ชกัน าระบบความตา้นทานในพืช ผลิตสารปฏิชีวนะ 
และไซเดอโรฟอร์ (Siderophore) PGPB ท่ีสามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดจ้ะมีส่วนช่วยในการลดการ
เจริญหรือลดเมแทบอลิซึมของจุลินทรียก่์อโรคพืช โดยไปแยง่จบัธาตุเหลก็กบัจุลินทรียก่์อโรคพืช 
ส่งผลใหจุ้ลินทรียก่์อโรคไม่สามารถเจริญได ้เน่ืองจากขาดแคลนธาตุเหลก็ซ่ึงเป็นแร่ธาตุท่ีส าคญัใน
การเจริญ (Neilands, 1995) ไซเดอโรฟอร์ยงัมีส่วนช่วยในการละลายและขนส่งธาตุเหลก็ไปยงัพืช 
และยงัมีผลทางออ้มในการกระตุน้การสังเคราะห์สารตา้นจุลชีพ (Antimicrobial compounds) โดย
ท าใหส้ารประกอบเหล่าน้ีง่ายต่อการน าไปใช ้(Dikin et al., 2007) การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะ
ความเคม็ พบวา่ ความเคม็มีอิทธิพลต่อการผลิตไซเดอโรฟอร์ ของ Chromohalobacter salexigens 
เม่ือความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรดต์ ่าสุดจะผลิตไซเดอโรฟอร์ไดม้ากท่ีสุด และผลิตได้
ลดลงเม่ือความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์เพิ่มสูงขึ้น (Argandona et al., 2010; Shrivastava & 
Kumar, 2011) อยา่งไรก็ตาม มีรายงานวา่ Streptomyces มีประสิทธิภาพในการผลิตไซเดอโรฟอร์
เพิ่มขึ้น เม่ือมีปริมาณของเกลือโซเดียมคลอไรดสู์งขึ้น (Sadeghi et al., 2012) จะเห็นไดว้า่ความเคม็
มีผลต่อประสิทธิภาพการผลิตไซเดอโรฟอร์แตกต่างออกไปตามชนิดของจุลินทรีย ์ซ่ึงจะตอ้งมี
การศึกษาต่อไปถึงอิทธิพลของความเคม็ท่ีมีผลกบัการผลิตไซเดอโรฟอร์ ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ี 
ผูวิ้จยัจึงท าการศึกษาการผลิตไซเดอโรฟอร์และฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียของแอคติโนมยัสีทกบั  
P. putida ATCC 17484 ภายใตส้ภาวะความเคม็(Argandona et al., 2010; Neilands, 1995; Shrivastava & Kumar, 2011) (Sadeghi et al., 2012) 

(Huang, Li, Wei, Chen, & Fu, 2013)วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

2.  วัตถุประสงค์ของการวิจัย(Dikin, Sijim, Kadir, & Seman, 2007) 
 เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตไซเดอโรฟอร์และฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียของ
แอคติโนมยัสีท ท่ีคดัแยกจากมูลไส้เดือนและผกับุง้ทะเล กบั P. putida ATCC 17484 บนอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 

สมมติฐานของการวิจยั 
3.  สมมติฐานของการวิจยั(Pathma & Sakthivel, 2013) 
 สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ จะมีผลต่อประสิทธิภาพการ
ผลิตไซเดอโรฟอร์และแอคติโนมยัสีทมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
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4.  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
ไดแ้อคติโนมยัสีทท่ีสามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็และมีฤทธ์ิตา้นเช้ือ

แบคทีเรีย B. cereus, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa และ S. aureus ซ่ึงในอนาคตอาจจะน า
แบคทีเรียน้ีไปใชป้ระโยชน์ร่วมกบัการใชส้ารเคมีก าจดัศตัรูพืช  

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
5.  ขอบเขตของการวิจัย 
 1. แบคทีเรียแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไวแ้ลว้ โดยผูช่้วยวิจยัในโครงการวิจยัของจนัทรา 
อินทนนท ์โดยมาจากสองแหล่ง คือ จากมูลไส้เดือนจ านวน 30 ไอโซเลต และจากผกับุง้ทะเล 
จ านวน 8 ไอโซเลต และ P. putida ATCC 17484 จากศูนยเ์ก็บรักษาสายพนัธุ์จุลินทรีย ์ประเทศ
สหรัฐอเมริกา (The American Type Culture Collection) โดยแบคทีเรียเหล่าน้ีเก็บรักษาไวใ้นหน่วย
วิจยัแอคติโนแบคทีเรีย (Actinobacteria Research Unit) ของภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยับูรพา เพื่อศึกษาความสามารถในการผลิตไซเดอโรฟอร์และฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
โดยการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือใชเ้ช้ือแบคทีเรีย B. cereus, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa และ 
S. aureus 
 2. ใชเ้กลือโซเดียมคลอไรด์ท่ี 0-7% (w/v) และสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ระดบั
ความเขม้ขน้ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 

 3. อาหารท่ีใชใ้นการศึกษาประกอบดว้ย อาหารแขง็ Chrome azurol S (CAS) ใชเ้พื่อ
ตรวจสอบการผลิตไซเดอโรฟอร์ อาหารเหลวสูตร Yeast Extract-Dextrose (YD) ใชห้าระดบัการ
เจือจางของเซลลท่ี์เหมาะสมและตรวจสอบการเจริญของแอคติโนมยัสีทภายใตส้ภาวะการเติม
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด ์อาหารแขง็สูตร International Streptomyces Project (ISP) สูตรท่ี 
2, 3, 4 และ 5, Mannitol Soya (MS) ใชเ้พื่อศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาและจดัจ าแนก อาหารสูตร 
Nutrient Agar (NA) และ Nutrient broth (NB) ใชท้ดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 

 4. จดัจ าแนกแอคติโนมยัสีทในระดบัสกุล โดยใชล้กัษณะทางสัณฐานวิทยา ยนี 16S 
rRNA และแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ (Phylogenetic tree)  

ขอบเขตของการวิจัย 
6.  ระยะเวลาด าเนินการวิจัย 

 เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2560 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2563 
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7.  สถานที่ด าเนินการวิจัย 
 หน่วยวิจยัแอคติโนแบคทีเรีย (BS2106) อาคารวิทยาศาสตร์ชีวภาพ ภาควิชาชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลยับูรพา วิทยาเขตบางแสน จงัหวดัชลบุรี 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

แอคติโนมัยสีท 
1.  แอคติโนมยัสีท (Actinomycetes)  
 แอคติโนมยัสีทเป็นช่ือเรียกสมาชิกของแบคทีเรียท่ีอยูใ่นชั้น (Class) Actinobacteria 
ประกอบดว้ย 16 อนัดบั (Order) ไดแ้ก่ Actinomycetales, Actinopolysporales, Bifidobacteriales, 
Catenulisporales, Corynebacteriales, Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, 
Micrococcales, Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales, Streptomycetales, 
Streptosporangiales และ Incertae sedis ภาพท่ี 1 (Ludwig et al., 2012) 
 แอคติโนมยัสีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีปริมาณเบสกวานีน (Guanine; G) และ 
ไซโตซีน (Cytosine; C) ในดีเอน็เอสูง และสร้างเส้นใยท่ีมีลกัษณะคลา้ยเช้ือรา ท่ีมีการแตกแขนง
และมีการแตกหกัของเส้นใยเพื่อสร้างสปอร์ การเกิดลกัษณะน้ีถือเป็นรูปแบบหน่ึงของการสืบพนัธุ์
แบบไม่อาศยัเพศ (Barka et al., 2016) 
 ในกลุ่มสมาชิกของแอคติโนมยัสีททั้งหมด พบวา่ แอคติโนมยัสีทในวงศ ์(Family) 
Streptomycetaceae อนัดบั Streptomycetales สกุล (Genus) Streptomyces เป็นสกุลท่ีมีการ
แพร่กระจายอยา่งกวา้งขวาง โดยพบมากท่ีสุดในดินทุกประเภท ซ่ึงจ านวนสมาชิกในสกุลน้ีมี
มากกวา่ 550 ชนิด (Species) จึงเป็นสกุลท่ีมีความหลากหลายอยา่งมาก (Kämpfer, 2012) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

 

 
 

6 

  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 1  อันดับต่าง ๆ ของแบคทีเรียในช้ัน Actinobacteria 
ภาพท่ี 1  อนัดบัต่าง ๆ ของแบคทีเรียในชั้น Actinobacteria (Ludwig et al., 2012) 
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 1.1  โคโลนีของแอคติโนมัยสีท 
 โคโลนีของแอคติโนมยัสีทเกิดจากการรวมตวักนัของเส้นใย ท าใหเ้ส้นใยมีความ
หนาแน่นเกิดเป็นโคโลนี แอคติโนมยัสีทส่วนใหญ่จะสร้างเส้นใย 2 ชนิด คือ เส้นใยใตผ้ิวอาหาร 
(Substrate mycelium) และเส้นใยเหนือผิวอาหาร (Aerial mycelium) หรืออาจสร้างเฉพาะเส้นใยใต้
ผิวอาหารอยา่งเดียว การสร้างโคโลนีเร่ิมจากเส้นใยใตผ้ิวอาหาร จะเจริญบนผิวอาหารก่อนหลงั
จากนั้นเส้นใยจะแทรกลงไปใตผิ้วอาหาร เม่ือโคโลนีเจริญขึ้น เส้นใยเหนือผิวอาหารจะยืน่ขึ้นไปใน
อากาศ ซ่ึงเป็นส่วนท่ีสัมผสักบัอากาศโดยตรง และจะเกิดการแตกหกัของเส้นใยเพื่อสร้างสปอร์บน
เส้นใยเหนือผิวอาหาร (ภาพท่ี 2) (รัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย,์ 2548; Flardh & Buttner, 2009; Barka et al., 
2016)  

(Flardh & Buttner, 2009) (ศรีวิบูลย,์ 2548)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 2  การสร้างโคโลนีของแอคติโนมัยสีทาพท่ี 2-2  การสร้างโคโลนีของแอคติโนมัยสีท 
ภาพท่ี 2  การสร้างโคโลนีของแอคติโนมยัสีท (Flardh & Buttner, 2009) 
 

โคโลนีของแอคติโนมยัสีทอาจยกสูงขึ้น (Raise) หรือแบน (Flat) หรือปกคลุมดว้ยชั้นท่ี 
คลา้ยหนงัสัตว ์และมีตั้งแต่โคโลนีท่ีอ่อนมากและเละ ๆไปจนถึงโคโลนีท่ีแขง็มาก นอกจากน้ียงัมีสี
ของโคโลนีท่ีแตกต่างกนัออกไป เช่น สีขาว สีเหลือง สีส้ม สีแดง สีม่วง สีเขียว สีน ้าเงิน สีน ้าตาล 
และสีด า ผิวหนา้โคโลนีอาจเรียบ (Smooth) เป็นสันนูน (Ridged) เห่ียวยน่ (Wrinkled) เป็นเมด็ 
(Granular) หรืออาจพบเป็นรูปทรงส่ีเหล่ียมจตัุรัส (Squamous) บางโคโลนีอาจอดักนัแน่น หรืออาจ
มีหลายโซนของการเจริญในลกัษณะของโคโลนีท่ีเป็นวง ๆ (รัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย,์ 2548) 
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 1.2  สปอร์ของแอคติโนมัยสีท(Dietz & Mathews, 1972) 
 แอคติโนมยัสีทสามารถสร้างสปอร์บนเส้นใยเหนือผิวอาหารและเส้นใยใตผ้ิวอาหาร 
หรือสร้างบนเส้นใยชนิดใดชนิดหน่ึง บางชนิดสร้างสปอร์แบบไม่อาศยัเพศ เรียกวา่ โคนิดิโอสปอร์ 
(Conidiospore) หรือโคนิเดีย (Conidia)ไปจนถึงสปอร์ท่ีเคล่ือนท่ีได ้(Flagella) และอยูภ่ายในถุงหุม้
สปอร์ (Sporangia) (รัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย,์ 2548; Barka et al., 2016) โดยแอคติโนมยัสีทในสกุล
streptomyces จะสร้างสปอร์บนเส้นใยเหนือผิวอาหาร (Barka et al., 2016) สปอร์อาจเกิดขึ้นเด่ียว ๆ 
หรือเกิดเป็นเส้นสายสั้น ๆ โดยทัว่ไปจะมีความหนามากกวา่เส้นใย  แต่ในบางชนิดท่ีมีการสร้าง
สปอร์เป็นเส้นสายยาวมกัจะมีขนาดเท่า ๆ กบัขนาดของเส้นใย ลกัษณะสปอร์ท่ีเกิดขึ้นจะมีรูปร่าง
หรือผิวสปอร์ท่ีแตกต่างกนัออกไป ซ่ึงสามารถใชจ้ดัจ าแนกชนิดของแอคติโนมยัสีทได ้เช่น ผิว
สปอร์เรียบ (Smooth) ผิวสปอร์เป็นปุ่ ม ๆ (Warty) ผิวสปอร์มีหนามแหลม (Spiny) ผิวสปอร์มีขน 
(Hairy) และผิวสปอร์เห่ียวย่น (Rugose) (รัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย,์ 2548; Dietz & Mathews, 1972)  
 แอคติโนมยัสีทแต่ละสกุลจะผลิตสปอร์แตกต่างกนัออกไป  สกุล Micromonospora, 
Salinispora, Thermomonospora, Saccharomonospora, และ Promicromonospora จะผลิตจะสปอร์
ท่ีแยกออกจากกนั สกุล Actinomadura, Saccharopolyspora, Sporicthya, และ Nocardia spp. บาง
ชนิด จะผลิตสปอร์เป็นสายสั้น ๆ (Short spore chains) สกุล Streptomyces, Nocardioides, 
Kitasatospora, Streptoverticillium, และ Nocardia spp. บางชนิด จะผลิตสปอร์เป็นสายยาวมากกวา่ 
100 สปอร์ และสกุล Frankia บางชนิด จะผลิตสปอร์อยูภ่ายในถุงหุม้ (ภาพท่ี 3) (Barka et al., 
2016) สกุล Streptomyces จะผลิตสปอร์เรียงตวัเป็นเส้นตรง (Rectus-flexibilis) เป็นลูปเปิด 
(relinaculam-apertum) เป็นเกลียวปิดหรือเกลียวเปิด (Spira) หรือเป็นช่อ (Verticillate) (Pridham et 
al., 1958)(Pridham, Hesseltine, & Benedict, 1958) 
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ภาพท่ี 3  ตัวอย่างลักษณะสปอร์แบบต่าง ๆ ท่ีพบในแอคติโนมัยสีท 
ภาพท่ี 3  ตวัอยา่งลกัษณะสปอร์แบบต่าง ๆ ท่ีพบในแอคติโนมยัสีท (Barka et al., 2016)  
 
 1.3  การผลิตเมลานินของแอคติโนมัยสีท 
  เมลานิน (Melanin) หรือ เมลานอยด ์(Melanoid) สามารถน ามาใชใ้นการศึกษา
อนุกรมวิธานได ้(รัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย,์ 2548) เมลานินเป็นโพลีเมอร์ท่ีมีโครงสร้างโมเลกุลท่ี
แตกต่างกนัโดยทัว่ไปจะมีสีด าหรือน ้าตาล  เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบ 
Phenolic และ สารประกอบ Indolic แอคติโนมยัสีทจะผลิตรงควตัถุ (Pigments) ซ่ึงอาจเป็นสีแดง 
(Red) สีเหลือง (Yellow) สีส้ม (Orange) สีชมพ ู(Pink) สีน ้าตาล (Brownish) สีน ้าตาลเขม้ (Distinct 
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brown) สีเขียวน ้าตาล (Greenish brown) สีน ้าเงิน (Blue) หรือสีด า (Black) ขึ้นอยูก่บัชนิดของ
แบคทีเรีย อาหารท่ีใชเ้ล้ียง และจ านวนวนัเวลาท่ีเล้ียง (Barka et al., 2016) 
 
 1.4  วัฏจักรชีวิต 
  แอคติโนมยัสีทส่วนใหญ่เจริญโดยอาศยัออกซิเจนและสารอินทรีย ์มีการสร้าง 
สปอร์จ านวนมากเพื่อแพร่พนัธุ์ เม่ือสปอร์ปลิวไปตกลงในบริเวณหรือสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการ
เจริญ สปอร์ก็จะเร่ิมมีการงอกเป็นเส้นใยแทรกลงไปใตผ้ิวอาหาร เส้นใยใตผ้ิวอาหารจะมีการแตก
แขนงและขยายวงกวา้งเพื่อดูดซึมธาตุอาหาร หลงัจากนั้นจะสร้างเส้นใยเหนือผิวอาหารโผล่พน้ผิว
โคโลนี ซ่ึงเป็นส่วนท่ีสัมผสักบัอากาศ เม่ือมีการเจริญหนาแน่นขึ้น จะพฒันาเป็นสายสปอร์จ านวน
มาก เกิดการคดงอเป็นรูปต่าง ๆ และเกิดการแตกหกั เม่ือสปอร์พฒันาเตม็ท่ีสามารถแพร่กระจายไป
ตามลม เม่ือสปอร์ตกไปในสภาวะท่ีเหมาะสมจะงอกเป็นเส้นใยเร่ิมวงจรชีวิตใหม่ ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 4 (Barka et al., 2016) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  วัฏจักรชีวิตของแอคติโนมัยสีท 
ภาพท่ี 4  วฏัจกัรชีวิตของแอคติโนมยัสีท (Barka et al., 2016) 
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 1.5  แอคติโนมัยสีทจากมูลไส้เดือน(Parthasarathi, Ranganathan, Anandi, & Zeyer, 2007) (Hirsch & Mauchline, 2012; Schulz & Boyle, 2006) (Huang et al., 2013) 
 แอคติโนมยัสีทแพร่กระจายไดอ้ยา่งกวา้งขวางทั้งบนบกและในน ้า ไดแ้ก่ ดิน น ้าจืด 
น ้าทะเล และอากาศ (Barka et al., 2016) และสามารถเขา้ไปอาศยัภายในช่องวา่งระหวา่งเซลลข์อง
เน้ือเยือ่พืช เรียกวา่ เอนโดไฟต ์(Endophytes) (Schulz & Boyle 2006; Hirsch & Mauchline, 2012)  
 แอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือน ซ่ึงเป็นผลผลิตท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลาย
อินทรียวตัถุต่าง ๆ ผา่นกระบวนการยอ่ยโดยจุลินทรียใ์นล าไส้ของไส้เดือน มูลไส้เดือน
ประกอบดว้ยธาตุอาหารท่ีพืชสามารถน าไปใชไ้ด ้เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม 
แคลเซียม และแมกนีเซียม (Parthasarathi et al., 2007; Huang et al., 2013; Pathma & Sakthivel, 
2013) รวมทั้งสารอนินทรียแ์ละสารอินทรีย ์เอนไซม ์จุลินทรีย ์และฮอร์โมนส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช (Singh et al., 2018) พบการรายงานเก่ียวกบัจุลินทรียใ์นมูลไส้เดือน เช่น 
จุลินทรียต์รึงไนโตรเจน จุลินทรียล์ะลายฟอสเฟต (Gopal et al., 2009) แบคทีเรียส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช (Pathma & Sakthivel, 2013) แบคทีเรียตา้นรา (Pathma & Sakthivel, 2013; 
Yasir et al., 2009) และแบคทีเรียผลิตเอนไซม ์(Pathma & Sakthivel, 2013; Singh et al., 2015) 
ความหลากหลายของจุลินทรียท่ี์กล่าวมาน้ี ช่วยปรับปรุงความอุดมสมบูรณ์ของดิน ส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชและตา้นทานเช้ือก่อโรคในดิน (Arancon et al., 2006; Chaoui et al., 2003; 
Singh et al., 2008; Pathma & Sakthivel, 2012) มีการรายงานการพบ แอคติโนมยัสีทในสกุล 
Streptomyces ในมูลไส้เดือน (Parthasarathi et al., 2007; Gopalakrishnan et al., 2011; 
Gopalakrishnan et al.,  2012; Pathma & Sakthivel, 2012; Singh et al., 2015) ซ่ึง Streptomyces  
ท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือน จะส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชโดยการผลิต siderophores, indole-3-
acetic acid และการละลายฟอสเฟต (Gopalakrishnan et al., 2011; Gopalakrishnan et al., 2014; 
Singh et al., 2015)(Subramaniam Gopalakrishnan et al., 2011) (Gopalakrishnana et al., 2012) (S. Gopalakrishnan et al., 2014) (J. Singh et al., 2018) 
(Gopal, Gupta, Sunil, & Thomas, 2009; Yasir et al., 2009) (R. Singh, Sharma, Kumar, Gupta, & Patil, 2008) (Pathma & Sakthivel, 2012) (Ulrich, Ulrich, & Ewald, 2008) 

 1.6  แอคติโนมัยสีทเอนโดไฟต์(Chaoui, Zibilske, & Ohno, 2003; S. P. Singh, Gupta, Gaur, & Srivastava, 2015) 

  เอนโดไฟตเ์ป็นกลุ่มจุลินทรียท่ี์เขา้ไปอาศยัและเพิ่มจ านวนภายในเน้ือเยือ่พืช  โดย
ไม่ท าอนัตรายหรือส่งผลเสียต่อพืช (Ulrich et al., 2008) สามารถพบไดทุ้กส่วนของพืชทุกวงศท์ัว่
โลก เป็นไดท้ั้งแบคทีเรีย ยสีตแ์ละรา การอยูร่่วมกนัของเอนโดไฟตแ์ละตน้พืชจะช่วยใหต้น้พืชและ
เอนโดไฟตไ์ดป้ระโยชน์ร่วมกนั โดยพืชจะใหส้ารอาหารกบัเอนโดไฟตเ์พื่อใชใ้นการเจริญเติบโต 
ส่วนเอนโดไฟตก์็จะช่วยปกป้องพืชจากจุลชีพก่อโรค ช่วยในการดูดซึมอาหารและแร่ธาตุ ช่วยใน
การเจริญเติบโต และช่วยใหพ้ืชทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลงไปไดดี้ขึ้น (Reiter & Sessitsch, 
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2006) ดงันั้นจึงท าใหเ้ช่ือวา่ตน้พืชท่ีมีเอนโดไฟตอ์าศยัอยู่จะเจริญเติบโตและแขง็แรงกวา่ตน้พืชท่ีไม่
มีเอนโดไฟต ์นอกจากน้ีเอนโดไฟตย์งัช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตใหแ้ก่พืช ผา่นกลไกทั้งทางตรง 

(Direct mechanisms) และทางออ้ม (Indirect mechanisms) วิธีทางตรง คือ จะผลิตฮอร์โมนพืช 
(Phytohormones) เช่น ออกซิน (Auxin) ไซโตไคนิน (Cytokinin) จิบเบอเรลลิน(Gibberellins) หรือ 
ผลิตเอนไซม ์1- aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase ซ่ึงจะลดปริมาณเอทิลีนใน
พืช ยอ่ยสลายฟอสเฟตและตรึงไนโตรเจน ส่วนวิธีทางออ้ม คือ จะผลิตเอนไซม ์ปล่อยสารต่อตา้น
จุลชีพ เช่น ยาปฏิชีวนะ (Antibiotics) และผลิตไซเดอร์โรฟอร์ (Siderophore) ซ่ึงเป็นสารชีวภาพท่ีมี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือปฏิปักษ ์และยงัผลิตสารประกอบอ่ืน ๆ เพื่อช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช 
(Ulrich et al., 2008) เอนโดไฟตเ์ป็นแบคทีเรียท่ีพบในดินทัว่ไป เช่น Pseudomonas, Burkholderia 
และ Bacillus โดยจะผลิตสารเมแทบอไลทท์ุติยภูมิ (Secondary metabolites) หรือสารปฏิชีวนะ เพื่อ
ยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค และมีกลไกการท างานเหมือนกบัแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชท่ี
อาศยัอยูบ่ริเวณรอบ ๆ รากพืช (Plant growth promoting rhizobacteria; PGPR) นอกจากน้ี 
เอนโดไฟตย์งัสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในสภาวะความเคม็ไดอี้กดว้ย (Kumar et al., 
2015) และสารเมแทบอไลทท่ี์พบยงัสามารถยบัย ั้งเช้ือก่อโรคในคนและสัตวไ์ดอี้กดว้ย (Strobel et 
al., 2004) แอคติโนมยัสีทเอนโดไฟตส่์วนใหญ่จะพบในสุกล Actinosynnema, Actinomadura, 
Microbispora, Micromonospora, Streptomyces และ Nocardia (Combs & Franco, 2003) มีการ
รายงานพบแอคติโนมยัสีทเอนโดไฟตส์กุล Streptomyces ในพืชหลากหลายชนิด เช่น  ขา้วสาลี 
(Coombs et al., 2004; Misk & Franco, 2011; Sadeghi et al., 2012) กลว้ย (Cao et al., 2005)  
มะเขือเทศ (Tan et al., 2006; Fialho de Oliveira et al., 2010) กฤษณา (Nimnoi et al., 2010) ถัว่ 
(Misk & Franco, 2011) ขา้วขาวดอกมะลิ 105 (Rungin et al., 2012) ออ้ย (Kruasuwan & 
Thamchaipenet, 2016) แปะก๊วย (Yan et al., 2018) และสามารถพบแอคติโนมยัสีทเอนโดไฟตไ์ด้
ทั้งส่วนราก ล าตน้ และใบ ของพืช (Kaur et al., 2013) (Nimnoi, Pongsilp, & Lumyong, 2010) (Kruasuwan & Thamchaipenet, 2016) (Yan, Li, Wang, Chen, & Huang, 2018) (Kaur , Sharma, Kaur, & Manhas, 2013) 

ไซเดอโรฟอร์  (V. Kumar, Kumar, Pandey, & Roy, 2015; Reiter & Sessitsch, 2006) (Coombs & Franco, 2003) (Cao, Qiu, You, Tan, & Zhou, 2005) (Tan et al., 2006) (Fialho de Oliveira, Germano da Silva, & Germano da Sand, 2010) 

2.  ไซเดอโรฟอร์(Bar-Ness, Chen, Hadar, Marchner, & Romheld, 1991)    (Coombs, Michelsen, & Franco, 2004) (Misk & Franco, 2011)   
 ไซเดอโรฟอร์เป็นสารท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า และเป็นสารธรรมชาติแบบเมแทบอไลท ์
ทุติยภูมิ (Secondary metabolite) มีความจ าเพาะต่อการจบักบัไอออนเฟอริก (Fe3+) ผลิตไดจ้ากพืช
และจุลินทรียภ์ายใตส้ภาวะแวดลอ้มท่ีมีธาตุเหลก็อยูจ่  ากดั ธาตุเหลก็จะท าหนา้ท่ีเป็นตวักลางใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมในการขนส่งอิเลก็ตรอน ตามธรรมชาติธาตุเหลก็มีความสามารถละลาย
ไดต้ ่า ท าใหจุ้ลินทรียแ์ละพืชไม่สามารถน าธาตุเหลก็มาใชไ้ด ้ซ่ึงสารไซเดอโรฟอร์ท่ีจุลินทรียผ์ลิต
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ขึ้นมานั้นจะช่วยใหธ้าตุเหลก็อยูใ่นรูปท่ีละลายน ้า โดยจะเปลี่ยนใหอ้ยูใ่นรูปของไอออนเฟอรัส 
(Fe2+) ท าให้จุลินทรียแ์ละพืชสามารถน าธาตุเหลก็ไปใชไ้ด ้ดงันั้นไซเดอโรฟอร์จึงมีความส าคญัต่อ
การเจริญของจุลินทรีย ์ (Ahmed & Holmström, 2014)(Ahmed & Holmström, 2014) 
 PGPB จะสามารถควบคุมการแพร่กระจายของเช้ือก่อโรคพืช และส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช โดยการผลิตไซเดอโรฟอร์ไปจบักบัธาตุเหลก็ บริเวณดินรอบ ๆ รากพืช ท าให้
เช้ือก่อโรคพืชไม่สามารถเจริญได ้เน่ืองจากขาดธาตุเหลก็  ซ่ึงเป็นแร่ธาตุท่ีส าคญัท่ีใชใ้นการเจริญ 
และถึงแมว้า่เช้ือก่อโรคพืชจะสามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ได ้แต่ก็จะมีประสิทธิภาพในการจบัธาตุ
เหลก็ไดต้ ่ากวา่เช้ือกลุ่ม PGPB ดงันั้นปริมาณธาตุเหลก็บริเวณดินรอบ ๆ รากพืชจะไม่เหมาะสมต่อ
การเจริญของเช้ือก่อโรคพืช ส่งผลใหพ้ืชไม่เกิดความเสียหาย PGPB จะผลิตไซเดอโรฟอร์ ซ่ึงเป็น
โครงสร้างท่ีเรียกวา่ Iron-siderophore complex พืชจะมีกลไกการจบัโครงสร้างน้ีและล าเลียงเขา้ไป
ในเซลลพ์ืช จากนั้นจะปลดปล่อยธาตเุหลก็ออกจากโครงสร้างของไซเดอโรฟอร์ ท าใหพ้ืชสามารถ
น าธาตเุหลก็ไปใชใ้นการส่งเสริมการเจริญของพืชได ้(ศิริวรรณ รุ่งอินทร์, 2555) (รุ่งอินทร์, 2555) 

 โครงสร้างและลกัษณะทางเคมีของไซเดอโรฟอร์ท่ีผลิตจากจุลินทรีย ์สามารถแบ่ง
ออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ Hydroxamates, Catecholates และ Carboxylates โดยจดัจ าแนกตามหมู่
ฟังกช์นัและประเภทของลิแกนดท่ี์ลอ้มรอบ แต่ละกลุ่มฟังกช์นัจะมีอะตอมของออกซิเจน 2 อะตอม 
หรือมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบท่ีท าหนา้ท่ีสร้างพนัธะกบัธาตุเหลก็ (ภาพท่ี 5) 

 1.  Hydroxamates ผลิตจากแบคทีเรียและฟังไจ โดยไซเดอโรฟอร์กลุ่มน้ี ส่วนใหญ่จะ
ประกอบดว้ยลิแกนดข์อง Hydroxamates 3 คู่ท่ีมีฤทธ์ิเป็นกรดอ่อน ซ่ึงอยูใ่นรูปของ R-CO-NH-OH 
โดย R จะเป็นกรดอะมิโน หรืออนุพนัธ์ของกรดอะมิโน ไซเดอโรฟอร์กลุ่มน้ีมีความเสถียรค่อนขา้ง
สูง และมีความจ าเพาะในการจบัธาตุเหลก็แลว้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นแบบ Octahedral 
complex 
 2.  Catecholates หรือเรียกไซเดอโรฟอร์กลุ่มน้ีวา่ Phenolates ซ่ึงอยูใ่นรูปของ
สารประกอบ Benzenediols ผลิตจากแบคทีเรียเท่านั้น ไซเดอโรฟอร์กลุ่ม Catecholates มี
ความสามารถในการจบัธาตุเหลก็ไดแ้น่นกวา่ Hydroxamates ซ่ึงอาจเป็นเพราะความแตกต่าง 
Sterioisomer ท่ีมีอยูใ่นสารประกอบเชิงซอ้นชนิดนั้น ๆ 
 3.  Carboxylates จะอยูใ่นรูปของ RCOOR’ จบักบัธาตุเหลก็แลว้เกิดเป็นสารประกอบ 
Coordination ของธาตุเหลก็กบักลุ่มของ Carboxyl และ Hydroxyl ซ่ึงไซเดอโรฟอร์กลุ่มน้ีผลิตจาก
ฟังไจในกลุ่ม Zygomycota (Mucorales) และแบคทีเรียอีกสองสามชนิด ไดแ้ก่ Rhizobium meliloti 
และ Staphylococcus hyicus (มานิตา ค าแจ่ม และ วสุ ปฐมอารีย,์ 2557) (มานิตา ค าแจ่ม & วสุ ปฐมอารีย,์ 2557) 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

 

 
 

14 

 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  โครงสร้างของไซเดอโรฟอร์ 
ภาพท่ี 5  โครงสร้างของไซเดอโรฟอร์ (Go´rska et al., 2014) (Górska, Sloderbach, & Marszałł, 2014) 
 
 กลไกทัว่ไปของการน าธาตุเหลก็เขา้สู่เซลลโ์ดยโมเลกุลไซเดอโรฟอร์ ประกอบไปดว้ย
ขั้นตอนหลกั 3 ขั้นตอนคือ 
 1.  ภายในเซลลข์องจุลินทรียจ์ะสังเคราะห์โมเลกุลของไซเดอโรฟอร์และโปรตีนตวัรับท่ี
มีความจ าเพาะเจาะจงกบัธาตุเหลก็ โดยไซเดอโรฟอร์จะแพร่ผา่นผนงัเซลลอ์อกสู่ส่ิงแวดลอ้ม 
 2.  ไซเดอโรฟอร์จบักบัธาตุเหลก็และจบักบัโปรตีนตวัรับ แลว้ถูกดึงกลบัเขา้ยงัเซลลโ์ดย
กระบวนการ Active transport 
 3.  ธาตุเหลก็จะถูกปลดปล่อยออกจากโมเลกุลของไซเดอโรฟอร์ ส่วนไซเดอโรฟอร์จะ
ถูกส่งออกไปภายนอกเซลล ์ (Tunca, Barreiro, Sola-Landa, Coque, & Martin, 2007) 
 จุลินทรียจ์ะสังเคราะห์โมเลกุลของไซเดอโรฟอร์และแพร่ผา่นผนงัเซลลอ์อกสู่
ส่ิงแวดลอ้ม เม่ือไซเดอโรฟอร์จบักบัธาตุเหลก็แลว้ ไซเดอโรฟอร์ก็จะจบักบัโปรตีนตวัรับท่ีท า
หนา้ท่ีเป็น Receptor จากนั้นจะถูกล าเลียงเขา้สู่เซลลโ์ดยกระบวนการ Active transport เขา้ไปยงั 

Cytoplasm จะเกิดการแยกและดึงธาตเุหลก็ออก และไซเดอโรฟอร์จะถูกส่งออกไปยงันอกเซลลเ์พื่อ
จบักบัธาตเุหลก็ตวัใหม่ ซ่ึงกลุ่มของไซเดอโรฟอร์จะมีความจ าเพาะเจาะจงกบัโปรตีนตวัรับท่ีท า
หนา้ท่ีเป็น Receptor (ศิริวรรณ รุ่งอินทร์, 2555; มานิตา ค าแจ่ม และ วสุ ปฐมอารีย,์ 2557,) 
 แอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces ผลิตไซเดอโรฟอร์ ท่ีเรียกวา่ Desferal หรือ 
Desferrioxamine ซ่ึงเป็นไซเดอโรฟอร์กลุ่ม Hydroxamates ไดแ้ก่ Streptomyces avermitillis, 
Streptomyces scabies และ Streptomyces ambofaciens (Barona-Gomez et al., 2006) นอกจากน้ี 
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Streptomyces coelicolor ผลิตไซเดอโรฟอร์ชนิด Desferrioxamine และ Coelichelin (Lautru et al., 
2007) โดยอาศยักลุ่มยนี desABCD (Barona-Gomez et al., 2004; Kadi et al., 2007) (Lautru, Oves-Costales, Pernodet, & Challis, 2007) 
 การสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ชนิด Desferrioxamine (Kadi, Oves-Costales, Barona-Gomez, & Challis, 2007) 

กลุ่มยนี desABCD จะสังเคราะห์ Desferrioxamine โดยมีโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีควบคุม
การแสดงออก เรียกวา่ Divalent metal-dependent regulatory protein (DmdR1 และ Dmdr2) ซ่ึงท า
หนา้ท่ีควบคุมการสังเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ชนิด Desferrioxamine B และ E ใน S. coelicolor (Flores 
& Martı´n, 2004) โดยโปรตีน DesA จะท าหนา้ท่ีกระตุน้ใหเ้กิดปฏิกิริยา Decarboxylation ซ่ึงเป็น
การน าหมู่คาร์บอนออกไปหน่ึงโมเลกุลในรูปของ CO2 เพื่อเปล่ียน L-lysine เป็น Cadavarine (4) 
จากนั้นโปรตีน DesB จะท าหนา้ท่ีกระตุน้ให้เกิดปฏิกิริยา Hydroxylation โดยจะเปล่ียน Cadavarine 
เป็น N-hydroxycadavarine (5) แลว้โปรตีน DesC จะท าหนา้ท่ีเติมหมู่ Succinyl-CoA ไดเ้ป็น
สารประกอบ  Succinyl-N-hydroxycadavarine (6) และสุดทา้ยโปรตีน DesD จะกระตุน้การใช ้ATP 
และ Mg2+ ใหเ้กิดกระบวนการ Oligomerization โดยการรวมโครงสร้างของ N-hydroxy-N-
succinyl-cadavarine (HSC) และ N-acetyl-N- hydroxy-cadavarine (AHC) ท าใหไ้ดโ้ครงสร้างของ 
desferrioxamine B, E และ G1 (ภาพท่ี 6)(ภาพท่ี 7) (Barona-Gomez et al., 2004; Tunca et al., 2007; 
Barry & Challis, 2009)  (Barry & Challis, 2009) (Flores & Martı´n, 2004)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  โครงสร้างของ Desferrioxamine B และ E 
ภาพท่ี 6  โครงสร้างของ Desferrioxamine B และ E (Tunca et al., 2007) (Flores & Martı´n, 2004) 
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  (ก) 
 
 
  (ข) 
 
 
 
 
 
  
ภาพท่ี 7  กลุ่มยนี desABCD และการสังเคราะห์ Desferrioxamine 
ภาพท่ี 7  (ก) กลุ่มยนี desABCD และ (ข) การสังเคราะห์ Desferrioxamine (Barona-Gomez et al.,  
              2004)(Barona-Go´mez , Wong, Giannakopulos, Derrick, & Challis, 2004) 
  
  นอกจาก Ferrioxamine จะพบในแอคติโนมยัสีทสกุล Streptomyces แลว้ยงัพบใน
สกุลอ่ืนๆ ดว้ย เช่น Arthrobacter, Chromobacterium, Pseudomonads และ Erwinia herbicola  
เป็นตน้ และ B. subtilis สามารถผลิตไซเดอร์โรฟอร์ ช่ือ DHB-glycine โดยการน าธาตุเหลก็เขา้สู่
เซลลจ์ะมีบทบาทร่วมกบัสารประกอบท่ีมีกลุ่มของ Phenol (Teaumroong & Haselwandter, 1996) 
(Loper & Henkels, 1999)    (Teaumroong, Boonkerd, & Haselwandter, 1996) 
  มีงานวิจยัจ านวนมากท่ีศึกษาและอธิบายเก่ียวกบัความสามารถของไซเดอโรฟอร์ท่ีได้
จากจุลินทรียใ์นการยบัย ั้งและควบคุมจุลินทรียก่์อโรคพืช ไม่วา่จะเป็นการศึกษาแบบชีววิธีต่อเช้ือรา
และแบคทีเรียก่อโรคพืช โดยการใช ้P. putida ท่ีอาศยัอยูต่ามธรรมชาติบริเวณรากพืช พบวา่
สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดใ้นปริมาณมาก และเพิ่มระดบัการจบัธาตุเหลก็ใหก้บัจุลินทรียไ์ดอ้ยา่ง
มีประสิทธิภาพ (Loper & Henkels, 1999) มีรายงานพบ Strepcibactin ซ่ึงเป็นไซเดอโรฟอร์กลุ่ม 
Catecholates กลุ่มใหม่ท่ีผลิตจาก Streptomyces sp. YM5-799 (Matsuo et al., 2011) การผลิต 
ไซเดอโรฟอร์ในสภาวะความเคม็ พบวา่ ประสิทธิภาพการผลิตไซเดอโรฟอร์จะลดลงในสภาวะท่ีมี
ความเคม็เพิ่มขึ้น Argandona et al., (2010) รายงานวา่ ความเคม็มีอิทธิพลต่อความตอ้งการ 
ธาตเุหลก็ในการเจริญของ Chromohalobacter salexigens ซ่ึงจะผลิตไซเดอโรฟอร์ไดม้ากท่ีสุด เม่ือ
ความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ต ่าสุด และผลิตไดล้ดลงตามความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 
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ท่ีเพิ่มสูงขึ้น สอดคลอ้งกบั Shrivastava and Kumar (2011) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัผลกระทบของเกลือ
โซเดียมคลอไรดต์่อการผลิตไซเดอโรฟอร์ พบวา่ การผลิตไซเดอโรฟอร์ลดลง เม่ือความเขม้ขน้
เกลือโซเดียมคลอไรด์สูงขึ้น เช้ือจะไม่สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดเ้ลยท่ีความเขม้ขน้ของเกลือ
โซเดียมคลอไรด ์เท่ากบั 7.5% อยา่งไรก็ตาม มีงานวิจยัท่ีพบวา่ประสิทธิภาพการผลิตไซเดอโรฟอร์
ของจุลินทรียบ์างชนิดเพิ่มขึ้นในสภาวะท่ีมีความเคม็ Sadeghi et al. (2012) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัการ
ผลิตไซเดอโรฟอร์ของ Streptomyces ในสภาวะท่ีมีความเค็ม พบวา่ การผลิตไซเดอโรฟอร์ของ 
Streptomyces เพิ่มขึ้น เม่ือปริมาณของเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีเพิ่มขึ้น จะเห็นไดว้า่ความเคม็มีผลต่อ
ประสิทธิภาพการผลิตไซเดอโรฟอร์แตกต่างออกไปตามชนิดของจุลินทรีย ์ดงันั้นจะตอ้งมี
การศึกษาต่อไปถึงอิทธิพลของความเคม็ท่ีมีผลกบัการผลิตไซเดอโรฟอร์   

ดินเคม็ 

3.  ดินเค็ม 
 ดินเคม็ (Saline soil) หมายถึง ดินท่ีมีปริมาณเกลือท่ีละลายอยูใ่นสารละลายดินมากเกินไป 
ดงัแสดงในตารางท่ี 1 ซ่ึงมีจะผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืช โดยความเคม็จะส่งผลใหส้ภาวะ
แวดลอ้มในดินไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืช พืชเกิดอาการขาดน ้า และมีการสะสม
ไอออนท่ีเป็นพิษในพืช เช่น Na+ และ Cl ท าให้รากพืชชอนไชยากและแร่ธาตุบางอยา่งละลาย
ออกมาจากดินจนเป็นพิษต่อพืช อาจรุนแรงถึงท าใหพ้ืชตายได ้เน่ืองจากเกิดความไม่สมดุลของธาตุ
อาหารพืช พืชแต่ละชนิดปรับตวัเขา้กบัสภาพความเคม็ไดต้่างกนั หากพืชปรับตวัไม่ไดพ้ืชอาจจะ
ตายได ้(วิชิตพล มีแกว้ และคณะ, 2553) แบคทีเรียทนเคม็สามารถเจริญไดใ้นส่ิงแวดลอ้มท่ีมีเกลือ 
เน่ืองจากภายในเซลลมี์ปริมาณความเขม้ขน้ของไอออนของเกลือต ่า (Na+ และ K+) ดงันั้นแบคทีเรีย
ทนเคม็จึงมีการปรับสารละลายภายในเซลลก์บัภายนอกเซลล ์ใหเ้กิดสมดุล โดยการน าไอออนของ
เกลือ (Na+ และ K+) จากภายนอกเขา้มาภายในเซลลเ์พื่อน าไปใชใ้นกิจกรรมต่างๆ ส่งผลใหไ้อออน
ของเกลือในดินลดลง ท าให้สภาวะแวดลอ้มในดินเหมาะสมต่อการเจริญของพืชมากขึ้น (ศิริลกัษณ์ 
นามวงษ,์ 2553) 
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ตารางท่ี 1  อิทธิพลของเกลือในดินต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช (Ghosh et al., 2016) 
ตารางท่ี 1  อิทธิพลของเกลือในดินต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตพืช  

การจดัจ าแนกแอคติโนมยัสีท 

4.  การจัดจ าแนกแอคติโนมัยสีท 
 การจ าแนกประเภทแบคทีเรีย (Classification) มีวตัถุประสงคเ์พื่อใหเ้กิดความมีระบบ 
แสดงความสัมพนัธ์และความแตกต่างระหวา่งส่ิงมีชีวิตใหง้่ายต่อการศึกษา โดยใชอ้นุกรมวิธาน
แบบพอลิฟาสิก (Polyphasic taxonomy) (Vandamme et al., 1996) ซ่ึงประกอบดว้ยการศึกษา
ดงัต่อไปน้ี 
 4.1  การจัดจ าแนกลักษณะฟีโนไทป์ (Phenotypic characteristics) 
 การศึกษาลกัษณะฟีโนไทป์ไม่ไดมุ้่งเนน้ศึกษาเก่ียวกบัดีเอ็นเอหรืออาร์เอน็เอ ดงันั้น
จึงไดร้วมการศึกษาลกัษณะทางเคมี (Chemotaxonomic characteristics) เขา้มาดว้ย  เน่ืองจาก
ลกัษณะทางเคมีเป็นการประยกุตใ์ชว้ิธีการวิเคราะห์ขอ้มูลเก่ียวกบัองคป์ระกอบทางเคมีต่างๆ ของ
เซลล ์เพื่อจ าแนกเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงถือวา่จ าเป็นต่อการพฒันาการจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียในปัจจุบนั 
และมกัจะถูกแยกออกจากลกัษณะฟีโนไทป์ในบทความอนุกรมวิธาน  การศึกษาหรือการจดัจ าแนก
ลกัษณะฟีโนไทป์แบบดั้งเดิม มกัจะถูกใชใ้นหอ้งปฏิบติัการจุลชีววิทยาเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงจะสามารถ
อธิบายอนุกรมวิธานตั้งแต่สปีชีส์ (Species) สกุล (Genus) และวงศ ์(Family) (Vandamme et al., 
1996) ลกัษณะฟีโนไทป์ของแบคทีเรีย ประกอบดว้ย ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา(Morphological) 
ลกัษณะทางสรีรวิทยา (Physiological) และลกัษณะทางชีวเคมี (Biochemical) ซ่ึงลกัษณะเหล่าน้ีไม่
มีความสัมพนัธ์กบัลกัษณะจีโนไทป์ (Genotypic characteristics) แต่สามารถใชอ้ธิบายเพื่อใหรู้้ถึง
อนุกรมวิธานได ้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียประกอบไปดว้ยทั้งตวัเซลล ์คือ รูปร่าง 

ระดับความเค็ม
ของดิน 

เค็มน้อย เค็มปานกลาง เค็มมาก เค็มจัด 

การน าไฟฟ้า 
(dS/ m) 

2-4 4-8 8-16 >16 

เกลือในดิน (%) 0.1-0.2 0.2-0.4 0.4-0.8 >0.8 

การเจริญเติบโต
ของพืช 

พืชไม่ทนเคม็
ไม่สามารถ

เจริญเติบโตได ้

พืชหลายชนิด
ไม่สามารถ

เจริญเติบโตได ้

เฉพาะพืชทน
เคม็สามารถ
เจริญเติบโตได ้

เฉพาะพืชชอบ
เกลือสามารถ
เจริญเติบโตได ้
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(Shape) เอนโดสปอร์ (Endospore) แฟลกเจลลา (Flagella) การยอ้มสีแกรม (Gram staining) และ
โคโลนี ไดแ้ก่ สี ขนาด และรูปร่าง ลกัษณะทางสรีรวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมี จะประกอบดว้ย 
การเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิต่างกนั ค่า pH ความเขม้ขน้ของเกลือ หรือสภาพอากาศ การผลิตสารต่าง 
ๆ เช่น สารตา้นจุลชีพ (Antimicrobial agents) การผลิตเอนไซมแ์ละกิจกรรมของเอนไซมต์่าง ๆ 
รวมทั้งการผลิตสารเมแทบอไลต ์เป็นตน้ (Vandamme et al., 1996) สกุล Streptomyces จะมีช่วง
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิ 25-35 °C และช่วง pH ท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตท่ี pH 6.5-8.0 (Kämpfer, 2012) อาหารท่ีเป็นมาตรฐาน (standard) ส าหรับใชใ้น
การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมยัสีท สกุล Streptomyces คือ International 
Streptomyces Project (ISP) ไดแ้ก่ ISP2 (Yeast extract-malt extract agar), ISP 3 (Oatmeal agar), 
ISP 4 (Inorganic salts-starch agar) และ ISP5 (Glycerol-asparagine agar) (Shirling & Gottlieb, 
1966) 
 4.1.1  ลกัษณะทางเคมี 
 4.1.1.1  องคป์ระกอบของผนงัเซลล ์(Cell wall composition)  
  ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวกจะมีเพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) 
หลากหลายประเภท และเรียงตวัเป็นแบบหลายชั้น (Multilayered) ซ่ึงอาจมีความจ าเพาะต่อสกุล
หรือสปีชีส์นั้น ๆ (Vandamme et al., 1996; Kämpfer, 2012) เพปทิโดไกลแคนในผนงัเซลลข์อง
แบคทีเรียแกรมบวกจะประกอบดว้ยสาย Heteropolysaccharide  หรือท่ีเรียกวา่ “Sugar backbone”  
มีน ้าตาล 2 ชนิด คือ N-acetylglucosamine และ N-acetylmuramic acid เรียงตวัสลบักนั เช่ือมต่อกนั
ดว้ยพนัธะ 𝛽 -1,4 และ Oligopeptide จะเรียงตวัสลบักนัระหวา่ง D-amino และ L-amino แทนกลุ่ม
คาร์บอกซิลในต าแหน่ง Muramic acid ในสกุล Streptomyces จะถูกแทนท่ีดว้ยกรดอะมิโน 4 ชนิด 
คือ Alanine, Glutamic acid, Glycine และ Diaminopimelic acid (DAP; A2pm) เรียงตวัแบบ L-Ala–

D-Glu–LL-A2pm–D-Ala (ภาพท่ี 8) (Kampfer, 2012) DAP ในแอคติโนมยัสีทสามารถพบได ้2 
รูปแบบ คือ LL และ DL/ (meso)-DAP แต่ในสกุล Streptomyces จะพบ DAP เป็นแบบ LL-DAP 
เท่านั้น (ตารางท่ี 1) (Lechevalier & Lechevalier, 1970)โครงสร้างของน ้าตาลในส่วนเพปทิโดไกล
แคนในผนงัเซลลน้ี์ พบวา่ สามารถใชเ้ป็นเกณฑใ์นการจดัอนุกรมวิธานท่ี (Uchida & Aida, 1979)  
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ภาพท่ี 8  องค์ประกอบของผนังเซลล์ของแอคติโนมัยสีท 
ภาพท่ี 8  องคป์ระกอบของผนงัเซลลข์องแอคติโนมยัสีท(Schleifer & Kandler, 1972) 
 
 4.1.1.2  Whole cell sugar 
 น ้าตาลในผนงัเซลลข์องแอคติโนมยัสีท ประกอบดว้ย Arabinose, Galactose, 
Xylose และ Madorose สามารถจดัจ าแนกน ้าตาลในผนงัเซลลอ์อกเป็น 4 กลุ่ม (ตารางท่ี 2) 
Streptomycetes จะถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม C ซ่ึงจะไม่มีน ้าตาลเป็นส่วนประกอบ (Lechevalier & 
Lechevalier, 1970) และในบางคร้ังมีการรายงานพบน ้าตาล Arabinose, Galactose และ Xylose 
นอกจากน้ียงัพบน ้าตาล Glucose, Mannose และ Ribose ในปริมาณเลก็นอ้ย (Kämpfer, 2012) 
 
ตารางท่ี 2  องคป์ระกอบของผนงัเซลลแ์อคติโนมยัสีท (Lechevalier & Lechevalier, 1970) 
ตารางท่ี 2  องค์ประกอบของผนังเซลล์แอคติโนมัยสีท 
กลุ่มของ
ผนังเซลล์ 

องค์ประกอบ
ของผนังเซลล์ 

กลุ่มของน ้าตาล แอคติโนมัยสีท (สกุล) 

I 
 

LL-DAP; 
Glycine, 

C 
(ไม่มีมีน ้าตาล) 

 

Streptomyces (Streptoverticillium, 
Chainia, Actinopycnidium, 
Actinosporangium, 
Elytrosporangium), 
Microellobosporia, Sporichthya, 
Intrasporangium 

 
II 
 

meso-DAP; 
Glycine; 

D 
(Arabinose, Xylose) 

Actinoplanes, Amorphosporangium, 
Ampullariella, Dactylosporangium, 
Micromonospora 
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ตารางท่ี 2  (ต่อ)  
  

กลุ่มของผนังเซลล์ 
องค์ประกอบ
ของผนังเซลล์ 

กลุ่มของน ้าตาล แอคติโนมัยสีท (สกุล) 

III meso-DAP, 

B 
(Madurose, ไม่มี 
Arabinose หรือ 

Xylose) 

Actinomadura (madurae-type), 
Microbispora, 
Streptosporangium; 
Spirillospora, Planomonospora, 
Dermatophilus 

C 
(ไม่มีน ้าตาล) 

Actinomadura (dassonvillei-
type), Thermoactinomyces, 
Actinobifida, Geodermatophilus 

IV meso-DAP; 

A 
(Arabinose; 

Galactose, ไม่มี 
Xylose) 

Mycobacterium, Nocardia, 
Micropolyspora, 
Pseudonocardia, 
Thermomonospora 

V 
Lysine; 

Ornithine 
ไม่มีน ้าตาล Actinomyces (Israeli-type) 

VI 
Lysine; Aspartic 

acid; 
ไม่มีน ้าตาล 

Actinomyces (bovis-type), Rothia, 
Oerskovia, Arthrobacter 

VII 
DAB; Lysine; 
Aspartic acid; 

ไม่มีน ้าตาล Erysipelothrix 

VIII Aspartic acid; ไม่มีน ้าตาล Cellulomonas 
IX meso-DAP ไม่มีน ้าตาล Mycoplana 

“หมายเหต”ุ DAP = 2, 4 -diaminopimelic acid 
                    DAB = 2, 6 -diaminobutyric acid 
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 4.1.1.3  กรดไขมนั (Fatty acid) 
 ในเซลลแ์บคทีเรียมีลิพิด (Lipids) อยูห่ลากหลายชนิด ซ่ึงองคป์ระกอบหลกั
ของลิพิด คือ ไขมนัมีขั้ว (Polar lipids) โดยจะเรียงตวั 2 ชั้น (Lipid bilayer) ในเยือ่หุม้เซลล์
แบคทีเรียและมีการน ามาศึกษาเพื่อใชใ้นการจดัจ าแนกและระบุชนิดของแบคทีเรีย กรดไขมนั
ประกอบดว้ยลิพิด และลิโพพอลิแซ็กคาไรด ์(Lipopolysaccharides) กรดไขมนัถูกน ามาใชอ้ยา่ง
กวา้งขวางในการจดัจ าแนกอนุกรมวิธาน พบโครงสร้างทางเคมีของกรดไขมนัท่ีแตกต่างกนั
มากกวา่ 300 ชนิด เช่น ความหลากหลายของความยาวโซ่ ต าแหน่งของพนัธะคู ่และกลุ่มตวัแทนท่ี 
ซ่ึงมีการพิสูจน์แลว้วา่เป็นประโยชน์อยา่งมากส าหรับลกัษณะอนุกรมวิธานของแบคทีเรีย 
(Vandamme et al., 1996) สมาชิกของสกุล Streptomyces จะสังเคราะห์กรดไขมนัท่ีก่ิง (Branched) 
สุดทา้ย โดยมี 2-methylbutyrate เป็นสารประกอบเร่ิมตน้ท่ีท าใหเ้กิดก่ิงของกรดไขมนัชนิด Anteiso 
ท่ีมีจ านวนอะตอมของคาร์บอนเป็นเลขคี่เท่านั้น และมี Isovalerate และ Isobutyrate เป็น
สารประกอบเร่ิมตน้ท่ีท าใหเ้กิดก่ิงของกรดไขมนัชนิด Iso ท่ีมีเลขอะตอมของคาร์บอนเป็นเลขคู่และ
เลขคี่ ตามล าดบั (Kämpfer, 2012) 
 
 4.1.1.4  Phospholipid 
 ลิพิดของ Streptomycetes ประกอบดว้ย Diphosphatidylglycerol, 
Phoshatidylethanolamine, Phosphatidylinositol และ Phosphatidylinositol mannosides (Kampfer, 
2012) Phospholipid ของแอคติโนมยัสีทสามารถแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม แยกจากการมีและไม่มี 
Nitrogenous phospholipids ในวงศ ์Steptomycetaceae จะมี Phospholipid ในกลุ่มท่ี II  คือจะมี 
Phosphatidylethanolamine (ตารางท่ี 3) นอกจากน้ียงัพบ ความแปรปรวนของ Phospholipid ในแต่
ละกลุ่ม เช่น Phosphatidyl inositol, Inositol mannosides, Phosphatidyl methylethanolamine, Acyl 
phosphatidyl glycerol (APG) และ Diphosphatidyl glycerol (DPG) (Lechevalier et al., 1977; 
Kämpfer, 2012) ความแตกต่างของชนิด Phospholipid สามารถใชใ้นการจดัจ าแนกแอคติโนมยัสีท
ในแต่ละสกุลได ้(Barka et al., 2016) (Lechevalier, Bievre, & Lechevalier, 1977) 
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ตารางท่ี 3  Phospholipid ของแอคติโนมยัสีท (Lechevalier et al., 1977) 
ตารางท่ี 3  phospholipid ของแอคติโนมัยสีท  

กลุ่มของ 
phospholipid 

ชนิดของ phospholipid แอคติโนมัยสีท (สกุล) 

PI 
ไม่มี Nitrogenous 
phospholipids 

Actinomadura (madurae, pelletieri), 
Corynebacterium, Microtetraspora and 
Nocardioides 

PII Phosphatidyl ethanolamine 

Actinoplanes, Chainia, Dactylosporangium, 
Microellobosporia, Micromonospora, 
Micropolyspora (brevicatena), 
Mycobacterium, Nocardia (all species 
examined but autotrophica), Streptomyces 
and Streptoverticillium 

PIII Phosphatidyl choline 
actinomadura (dassonvillei). 
Micropolyspora (faeni), Nocardia 
(autotrophica), and Pseudonocardia 

PIV Glucosamine (GluNU) 
Intrasporangium, Microbispora and 
Streptosporangium 

PV Phosphatidyl glycerol Promicromonospora and Oerskovia 
(Collins & Jones, 1981) 
 4.1.1.5  ไอโซพรีนอยดค์วิโนน (Isoprenoid quinones) 
 ไอโซพรีนอยดค์วิโนน เป็นส่วนประกอบของเยือ่หุม้เซลล ์(Cytoplasmic 
membranes) ของ Prokaryotes มีบทบาทส าคญัในการขนส่งอิเลก็ตรอน (Electron transport) 
oxidative phosphorylation และอาจเกิดการล าเลียงแบบใชพ้ลงังาน (Active transport) ไอโซพรี
นอยดค์วิโนน มีโครงสร้างหลกัท่ีส าคญั 2 กลุ่ม คือ Naphthoquinones และ Benzoquinones โดย
ก่อนหนา้น้ีสามารถแบ่ง Naphthoquinone ออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ  คือ Phylloquinones หรือ
วิตามิน K1 จะพบในส่วนท่ีเป็นสีเขียวของพืช ซ่ึงจะเกิดขึ้นนอ้ยในแบคทีเรีย และเมนาควิโนน 
(menaquinones) หรือ วิตามิน K2 (Collins & Jones, 1981; Vandamme et al., 1996) สมาชิกในสกุล 
Streptomyces จะมีโครงสร้าง Menaquinones ท่ีซบัซอ้นมาก ประกอบไปดว้ย Tetra hydrogenated 
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MK-9(H4), Hexa hydrogenated MK-9(H6) และ Octa hydrogenated MK-9(H8) (Collins & Jones, 
1981; Kämpfer, 2012) การสังเคราะห์ควิโนนจะเกิดขึ้นท่ีแขนงขา้ง (Side chains) ของไอโซพรี
นอยดท่ี์มีการอ่ิมตวัในต าแหน่งท่ี 3 ของวงแหวน Naphthoquinone ในการจดัจ าแนกเมนาควิโนน 
สามารถจดัจ าแนกไดจ้าก ความแตกต่างของจ านวนไอโซพรีนอยด ์ความแตกต่างของระดบั
ปฏิกิริยาการเติมไฮโดรเจน (Hydrogenation) และต าแหน่งของ Isoprene ท่ีเกิดการเติมไฮโดรเจน 
(Hydrogenated) เมนาควิโนนของ Streptomycetes มีการเติมไฮโดรเจนในสายโซ่ของไอโซพรี
นอยด ์และมี 3-4 Iisoprene ท่ีมีการอ่ิมตวั (Kämpfer, 2012) และการเกิดแขนงขา้ง ท่ีมีความ
หลากหลาย เช่น ความแตกต่างของ ความยาว (Length) ความอ่ิมตวั (Saturation) และปฏิกิริยาการ
เติมไฮโดรเจน ดงัท่ีกล่าวมาน้ีสามารถใชใ้นการจดัจ าแนกแบคทีเรียในระดบัอนุกรมวิธานได ้
(Vandamme et al., 1996) 
  
 4.2.  การจัดจ าแนกลักษณะจีโนไทป์ (Genotypic characteristics) 
 การศึกษาลกัษณะจีโนไทป์คือการศึกษาดีเอน็เอ (DNA) หรืออาร์เอ็นเอ (RNA) 
(Vandamme et al., 1996) โดยศึกษา DNA-DNA hybridization (DDH), DNA G+C content และการ
วิเคราะห์ยนี 16S rRNA ซ่ึงมีการใชก้นัอยา่งแพร่หลายในอนุกรมวิธานของแบคทีเรีย และมี 2 วิธี ท่ี
เป็น “Gold standards” ท่ีมีบทบาทส าคญั ส าหรับการจดัจ าแนกชนิดของ Prokaryotes คือ DNA-
DNA hybridization และการวิเคราะห์ยนี 16S rRNA (Ramasamy et al., 2014; Stackebrandt & 
Eber, 2006) (Ramasamy et al., 2014) (Erko Stackebrandt & Ebers, 2006) (E. Stackebrandt & Goebel, 1994) 
  ยนี 16S rRNA เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีประสิทธิภาพในทางอนุกรมวิธาน
เน่ืองจากมีความหลากหลาย มีการอนุรักษสู์ง มีความเสถียร และไดรั้บการถ่ายโอนยนีมาจาก
แบคทีเรียชนิดอ่ืน (Horizontal gene transfer; HGT) ล าดบัยนี16S rRNA ถูกใชเ้ป็นเกณฑส์ าหรับ
การจดัจ าแนกใน Prokaryotes (Ramasamy et al., 2014) ค่าความคลา้ยคลึงกนัของล าดบัยนี 16S 
rRNA มีบทบาทส าคญัในการก าหนดล าดบัใหม่และในการจดัจ าแนกไอโซเลต (Chun et al., 2007) 
Stackebrandt and Goebel (1994) ช้ีใหเ้ห็นวา่ค่าล าดบัความคลา้ยคลึงกนัของยนี 16S rRNA ท่ี 97% 
ควรเป็นขอบเขตส าหรับการจดัจ าแนกสปีชีส์ของ Prokaryotes ซ่ึงเป็นท่ียอมรับของนกัจุลชีววิทยา 
ต่อมา Stackebrandt and  Ebers (2006) เสนอค่าล าดบัความคลา้ยคลึงกนัของยนี 16S rRNA ท่ี 98.7-
99% แมว้า่ขอ้เสนอน้ีจะตอ้งมีการตรวจสอบต่อไป แต่เห็นไดช้ดัวา่ควรใชค้่าล าดบัความคลา้ยคลึง
กนัของยนี 16S rRNA ในระดบัท่ีต ่าในการจดัจ าแนก Prokaryotes (Chun et al., 2007) ดงันั้น  
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ไอโซเลตท่ีมีค่าความเหมือนล าดบัเบสของยนี 16S rRNA ≤98.7% จะไดรั้บการพิจารณาใหเ้ป็น
ตวัแทนสปีชีส์ใหม่ (Novel species) (Stackebrandt & Ebers, 2006; Ramasamy et al., 2014) อยา่งไร
ก็ตามยนี 16S rRNA ยงัมีขอ้จ ากดัหลายประการในการจดัจ าแนกอนุกรมวิธาน คือ (1) ในบางสกุลมี
บริเวณอนุรักษอ์ยูใ่นระดบัสูง เช่น ในสกุล Brucella ท่ียนีไม่มีความแตกต่างกนัมากกว่า 1% (2) พบ
ความแปรปรวนของนิวคลีโอไทดใ์นหลาย ๆ  rRNA operon ในจีโนมเดียวกนั และ (3) ยนี 16S 
rRNA อาจไดรั้บการถ่ายโอนยนีมาจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน ซ่ึงอาจบิดเบือนความสัมพนัธ์ระหวา่ง
ล าดบัในแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ (Ramasamy et al., 2014) ผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยนี
16S rRNA โดยทัว่ไป ผลลพัธ์ท่ีไดจ้ะเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลหรือ GenBank  (Zhi, Li, & Stackebrandt, 2009) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) และสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์กบัสายพนัธุ์ท่ี
ใกลเ้คียงท่ีสุด ในการเปรียบเทียบจะเลือกเฉพาะสปีชีส์หรือสกุล ท่ีมีการเผยแพร่ช่ืออยา่งถูกตอ้ง 
(Ramasamy et al., 2014) สามารถตรวจสอบรายช่ือท่ีมีการเผยแพร่อยา่งถูกตอ้งไดท้างวารสาร 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) (Chun et al., 2007) 
และล าดบัเบสของยนี 16S rRNA ตอ้งตรงกบัสายพนัธุ์ตน้แบบใน List of Prokaryotic Names with 
Standing in Nomenclature; LPSN (http://www.bacterio.net/index.html) (Ramasamy et al., 2014)  
การสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ จะสร้างจากสายพนัธุ์ตน้แบบ (Type stains) หรือสกุล
ตน้แบบ (Type genus) ของตวัแทนจากวงศ ์(Zhi et al., 2009) และอาศยัความเช่ียวชาญในดา้น
อนุกรมวิธานของ Prokaryote ท่ีอาจมีการซบัซอ้น และใชค้วามละเอียดอยา่งมาก เน่ืองจาก
ฐานขอ้มูลโดยทัว่ไปจะประกอบดว้ยล าดบัของนิวคลีโอไทดท่ี์ไม่ใช่เฉพาะสายพนัธุ์ตน้แบบ (Non-
Type strains) และอาจมีล าดบัของนิวคลีโอไทดท่ี์เกิดการผิดพลาด การศึกษาในปัจจุบนัจึงไดมี้การ
สร้างฐานขอ้มูลบนเวบ็ไซตท่ี์มีการรวบรวมล าดบัยนี 16S rRNA ของสายพนัธุ์ตน้แบบทั้งหมด  
ซ่ึงจะช่วยใหง้่ายต่อการวิเคราะห์ล าดบัยนี 16S rRNA ทั้งหมดของ Prokaryotes EzTaxon 
(http://www.eztaxon.org/) เป็นฐานขอ้มูลบนเวบ็ไซตท่ี์รวบรวมล าดบัเบสของยีน 16S rRNA ของ
สายพนัธุ์ตน้แบบ และใชใ้นการจดัจ าแนกจะพิจารณาจากค่าความคลา้ยคลึงกนัของนิวคลีโอไทด์
แบบคู่ผสม (Pairwise nucleotide) รวมถึงการวิเคราะห์วิวฒันาการชาติพนัธุ์ ระบบฐานขอ้มูลท่ี
พฒันาขึ้นน้ีช่วยใหผู้ใ้ชส้ามารถคน้หาค่าความคลา้ยคลึงกนั เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดไ์ด้
มากกวา่ 2 ชุด (Multiple sequence alignment) และวิเคราะห์วิวฒันาการชาติพนัธุ์ไดห้ลากหลาย  
โดยสามารถท างานร่วมกบัล าดบัยนี 16S rRNA ของสายพนัธุ์ตน้แบบทั้งหมดในการจดัจ าแนก 
Prokaryotes ไดอ้ยา่งถูกตอ้งและน่าเช่ือถือ ซ่ึง EzTaxon ในรุ่นปัจจุบนัจะเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอ
ไทด ์โดยใชโ้ปรแกรม CLUSTAL W เลือก PHYLIP package และช่องวา่ง (gaps) ทั้งหมดท่ีเกิดขึ้น
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ในการเปรียบเทียบ (Alignment) จะถูกลบโดยอตัโนมติั (Chun et al., 2007) การสร้างแผนภูมิ
วิวฒันาการชาติพนัธุ์ มี 3 วิธี คือ Neighbour-joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987), Maximum-
parsimony (MP) (Fitch, 1971) และ Maximum-likelihood (ML) (Felsenstein, 1981) สร้างใน
โปรแกรม MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis software) (Kumar et al., 2016) 
ระยะทาง (Distance matrix) จะวิเคราะห์จากแบบจ าลองของ Kimura’s two-parameter (Kimura, 
1980) การวิเคราะห์ Bootstrap จะท าซ ้า 1,000 คร้ัง ยกเวน้ใน ML ท าซ ้าเพียง 100 คร้ัง (Zhi et al., 
2009) (S. Kumar, Stecher, & Tamura, 2016) (Barka et al., 2016) 
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บทที ่3 
การด าเนินการวจิัย 

จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในงานวจัิย 
1.  จุลนิทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจัย 
 1.1  แอคติโนมยัสีท 38 ไอโซเลต 
 1.2  P. putida ATCC 17484 
 1.3  B. cereus 
 1.4  E. coli ATCC 25922 
 1.5  P. aeruginosa 
 1.6  S. aureus 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใชใ้นงานวิจยั 

2.  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 
 2.1  เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายอตัโนมติั (pipette) (ยีห่อ้ Gilson) และทิป  
 2.2  จานเพาะเช้ือแบคทีเรีย 
 2.3  ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20 °C ยีห่อ้ Sanden 
 2.4  ตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 °C ถึง 10 °C ยีห่อ้ Sanden 

 2.5.  เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) บริษทั Daihan Scientific CO.,LTD รุ่น Wise Spin   
 2.6  เคร่ืองป่ันเหว่ียงขนาดเลก็ (Micro Centrifuge) บริษทั Lio Lab International CO.,  
        LTD รุ่น LM- 60  

 2.7  เคร่ืองน่ึงความดนัไอหรือหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) บริษทั Tomy Seiko CO., LT  
       รุ่น SS-3250  

 2.8  เคร่ืองเขยา่ (Vortex) บริษทั Scientific Industries รุ่น Vortex-Genie 2  
 2.9  ตูบ้่มตวัอยา่ง รุ่น BD 115 WTE binder  
 2.10  ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar Flow Clean Bench) รุ่น UVUB 1200 Biohazard 
 2.11  ไมโครเวฟ ยีห่อ้ชาร์ป รุ่น R-219  
 2.12  เคร่ืองชัง่แบบหยาบ บริษทั ไซแอนติฟิค โปรโมชัน่ จ ากดั รุ่น Sartorius CP3202S  
 2.13  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
 2.14  เคร่ืองเขยา่ Orbital Shaker รุ่น OS-900  
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 2.15  เคร่ือง PCR บริษทั Eppendorf 
 2.16  กระดาษวดั pH 
 2.17  กลอ้งสเตอริโอ รุ่น Olympus sz6  
 2.18  กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope)  
 2.19  ส าลี 
 2.20  Aluminum foil 
 2.21  กลอ้งถ่ายรูปโซนี a5100 

อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 

3.  อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 
 3.1  อาหารเล้ียงเช้ือ 
  (สูตรอาหารต่าง ๆ แสดงวิธีเตรียมการในภาคผนวก ก) 
 3.2  สารเคมี 
  (สูตรสารเคมีต่าง ๆ แสดงวิธีเตรียมการในภาคผนวก ข) 
 3.3  ไพรเมอร์  
  (1F และ 1530R) 

วิธีการด าเนินการวิจยั 

4.  วิธีการด าเนินการวิจัย 
 4.1  การท าให้เช้ือบริสุทธ์ิ 
  น าแบคทีเรียแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกไวแ้ลว้ มาจากสองแหล่ง คือ จากมูลไส้เดือน
จ านวน 30 ไอโซเลต และจากผกับุง้ทะเล จ านวน 8 ไอโซเลต คดัแยกภายใตโ้ครงการวิจยัของ 
จนัทรา อินทนนท ์ในปีงบประมาณ 2554 และปี 2559 แบคทีเรียแอคติโนมยัสีททั้ง 38 ไอโซเลต  
ท าใหบ้ริสุทธ์ิบนอาหารแขง็สูตร MS ดว้ยวิธี Cross streak จากนั้นท าการยอ้มสีแกรมเพื่อบ่งช้ี
ลกัษณะของแอคติโนมยัสีทในเบ้ืองตน้ โดยตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง 
เปรียบเทียบกบั Bacillus subtilis (แบคทีเรียแกรมบวก) และ E. coli ATCC 25922 (แบคทีเรียแกรม
ลบ) และตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ P. putida ATCC 17484 บนอาหารแขง็สูตร NA ส าหรับ
รายช่ือของแอคติโนมยัสีทไอโซเลตต่าง ๆ ใหร้หสัเป็น BBUU (Biology-Burapha University) 
แสดงไวด้งัตารางท่ี 4 
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ตารางท่ี 4  รายช่ือแบคทีเรียแอคติโนมยัสีท 
ตารางท่ี 4  รายช่ือแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท 

BBUU แหล่งคัดแยก จ านวน (ไอโซเลต) ผู้คัดแยก 
105, 112, 114  3 

 
ภายใต้

โครงการวิจยัของ 
จนัทรา อินทนนท ์
ในปีงบประมาณ 
2554 และปี 2559 

118 1 
179, 180, 186, 187, 
190, 192, 195 

มูลไส้เดือน 

7 

134, 144, 145, 146, 
149, 150, 151, 155/1, 
155/2, 157, 160, 161, 
162, 163, 164, 165/1, 
165/2, 166, 168 

19 

500, 903, 904, 905, 
906, 907,908, 909 

ผกับุง้ทะเล 8 
 

รวม  38  
 

 4.2  คัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ได้ในอาหาร CAS 
  น าเช้ือแอคติโนมยัสีทท่ีผา่นขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิและเจริญเติบโตในอาหารแขง็
สูตร MS และ P. putida ATCC 17484 เจริญเติบโตในอาหารแขง็สูตร NA มาทดสอบการผลิตไซ
เดอโรฟอร์ ดว้ยวิธี Agar plug diffusion โดยเจาะช้ินวุน้ (เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 5 มิลลิเมตร) 
ตรงบริเวณท่ีมีเช้ือเจริญหนาแน่น น าช้ินวุน้ไปวางในจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแขง็ CAS และน าจาน
เพาะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ ตรวจสอบการเกิดโซนสีส้มรอบ ๆ 
โคโลนี และวดัขนาดของโซนสีส้ม (Halozone) จากนั้นคดัเลือกแอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกจากมูล
ไส้เดือนและผกับุง้ทะเลท่ีผลิตโซนสีส้มไดม้ากท่ีสุดไปศึกษาในสภาวะความเคม็ 
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 4.3  คัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีทนเค็มและตรวจสอบการทนเค็มของ P. putida ATCC 
17484 
 4.3.1  คดัเลือกอาหาร 

 น าแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีคดัแยกไดจ้ากมูล
ไส้เดือนและผกับุง้ทะเล มาเล้ียงในอาหารแขง็ 5 ชนิด สูตร YD, ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP5 แลว้จึง
น าจานเพาะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ บนัทึกการเจริญเติบโตและ
การสร้างสปอร์ เพื่อคดัเลือกอาหาร จากนั้นน าไปตรวจสอบการทนต่อความเคม็ 

 4.3.2  ตรวจสอบการทนต่อความเคม็ 
 น าแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีคดัแยกไดจ้ากมูล

ไส้เดือนและผกับุง้ทะเล มาเล้ียงในอาหารสูตรท่ีคดัเลือกไว ้โดยวิธี Cross streak ท่ีเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดใ์นอาหาร 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7% (w/v) แลว้น าจานเพาะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ บนัทึกผลการเจริญเติบโตในการทนต่อความเคม็ 

 
 4.4  การศึกษาการเจริญในเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีระดับความเข้มข้น 0-1,000 มิลลิโม
ลาร์และหาน ้าหนักแห้ง 
  4.4.1  เลือกเซลลใ์นระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม ดว้ยวิธีการท า Serial dilution  
  เจือจางเซลลแ์อคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีคดัแยกได้
จากมูลไส้เดือนและผกับุง้ทะเล และ P. putida ATCC 17484 เป็น 10-1-10-6 ดูดเซลลแ์ขวนลอยแต่ละ
ระดบัการเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกล่ียในจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแขง็สูตรท่ีคดัเลือกไว ้น า
จานเพาะเช้ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ จากนั้นนบัจ านวนโคโลนีเพื่อ
เลือกระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม 
  4.4.2  การหาน ้าหนกัแหง้  
  น าเซลลแ์อคติโนมยัสีทและ P. putida ATCC 17484 ท่ีระดบัการเจือจางท่ี
เหมาะสม มาลา้งเซลลด์ว้ย 0.9% Normal saline solution จนสะอาด แลว้จึงดูดเซลลแ์ขวนลอย 
ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมีสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ น าหลอดทดลองไปเขยา่ท่ี 250 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ จากนั้นกรองเซลลผ์า่นกระดาษกรอง วางบนจาน
เพาะเช้ือ อบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั แลว้น าไปชัง่น ้าหนกัแหง้ (Sadeghi et al., 
2012) 
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 4.5  การศึกษาการผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใต้สภาวะความเค็ม  
 น าแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือน

และผกับุง้ทะเล และ P. putida ATCC 17484 มาทดสอบการผลิตไซเดอโรฟอร์ ดว้ยวิธี Agar plug 
diffusion โดยเจาะช้ินวุน้ (เส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร) ตรงบริเวณท่ีมีเช้ือเจริญหนาแน่น น าช้ิน
วุน้ไปวางในจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแขง็ CAS ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 200, 400, 600, 800 
และ 1,000 มิลลิโมลาร์ และน าจานเพาะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ 
ตรวจสอบการเกิดโซนสีส้มรอบ ๆ โคโลนี และวดัขนาดของโซนสีส้ม (Halozone) 

 
 4.6  การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรีย 
  4.6.1  การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ 
   น าแบคทีเรีย B. cereus, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa และ S. aureus เล้ียง
บนอาหาร NA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลือกโคโลนีลงในอาหาร NB 
บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าเช้ือท่ีไดม้า
เจือจางใหมี้ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบัสารละลายมาตรฐาน McFarland No.0.5 (1.5 x 108 CFU/ 
มิลลิลิตร) โดยวดัความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร มีค่าเท่ากบั 0.08 
  4.6.2  การทดสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียดว้ยวิธี Agar disc diffusion  
   เตรียมอาหารแขง็ NA ในจานเพาะเช้ือ จากนั้นน าเช้ือแบคทีเรียทดสอบแต่ละชนิด
ท่ีปรับความขุ่นไว ้เกล่ียใหท้ัว่บนผิวอาหาร NA ตดัช้ินวุน้ (เส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร) ของแอ
คติโนมยัสีท น าช้ินวุน้ไปวางในจานเพาะเช้ือ แลว้น าจานเพาะเช้ือ ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วนั จากนั้นตรวจสอบการเกิดวงใส และวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของ
บริเวณยบัยั้ง (Inhibition zone) 
 
 4.7  การจัดจ าแนกแอคติโนมัยสีทในระดับสกลุ 

  4.7.1  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
   น าแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีคดัแยกไดจ้ากมูล
ไส้เดือนและผกับุง้ทะเล มาศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร ISP2, ISP3, ISP4 และ 
ISP5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ บนัทึกลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ไดแ้ก่ 
เส้นใยใตผ้ิวอาหาร เส้นใยเหนือผิวอาหาร สีของสปอร์ และสีรงควตัถุ เปรียบเทียบกบั Color 
Harmony Manual (Jacobson et al.,1958) จากนั้นเลือกอาหารสูตร ISP ท่ีแต่ละไอโซเลตมีการผลิต
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สปอร์มาศึกษาลกัษณะของสปอร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 สัปดาห์ บนัทึก
ลกัษณะของสปอร์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด  
 
 4.7.2  ลกัษณะทางเคมี 
 4.7.2.1  การสกดัจีโนมิคดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 
 น าแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีคดัแยกไดจ้ากมูล
ไส้เดือนและผกับุง้ทะเล ท่ีตรวจสอบความบริสุทธ์ิแลว้ มาเล้ียงในขวดรูปชมพู่ (Erlenmayer flask) 
ท่ีมีอาหารเหลวสูตร YD เป็นเวลา 3-5 วนั จากนั้นดูดเซลล ์ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ใส่ใน 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียง ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที แลว้เทอาหารทิ้ง ลา้งเซลลด์ว้ย 0.9% Normal saline solution น าไปเขยา่ (Vortex) เป็น
เวลา 30 วินาที แลว้น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทน ้าทิ้ง 
(ท าซ ้าจนน ้าใส) น าเซลลท่ี์ไดใ้น Microcentrifuge บดเซลลด์ว้ยไนโตรเจนเหลว (Liquid Nitrogen) 
ในโกร่งท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นน าเซลลท่ี์บดละเอียด ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Lysis buffer ปริมาตร 500ไมโครลิตร และ
เติม RnaseA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 ชัว่โมง เติม 2% 
SDS ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กลบัหลอดผสมใหเ้ขา้กนั เติม Phenol ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
กลบัหลอดผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอด Microcentrifuge tube หลอดใหม่ เติม 3M 
NaCH2COOH ปริมาตร 0.1 เท่า ของปริมาตรดีเอน็เอ กลบัหลอดผสมใหเ้ขา้กนั เติม Isopropanol 
ปริมาตร 1 เท่า ของปริมาตรดีเอ็นเอ กลบัหลอดผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้เท
สารละลายทิ้ง เติม 70% Ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร กลบัหลอดผสมใหเ้ขา้กนั น าไปป่ัน
เหว่ียงอีกคร้ังดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิ้ง ตากตะกอนดีเอน็
เอใหแ้หง้ เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม Sterile H2O ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าดีเอน็เอท่ีไดไ้ป
ตรวจสอบดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟริซีส 
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 4.7.2.2  การสกดัจีโนมิคดีเอ็นเอ (DNA Extraction) โดยชุด TIANamp Genomic DNA 
Kit 
 น าแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดจากมูลไส้เดือนและ
ผกับุง้ทะเลท่ีตรวจสอบความบริสุทธ์ิแลว้ มาเล้ียงในขวดรูปชมพู่ ท่ีมีอาหารเหลวสูตร YD เป็นเวลา 
5-7 วนั จากนั้นดูดเซลล ์ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ใส่ใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียง ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้เทอาหารทิ้ง ลา้ง
เซลลด์ว้ย Buffer PW ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ เป็นเวลา 30 วินาที แลว้น าไปป่ันเหว่ียงดว้ย
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เท Buffer PW ทิ้ง (ท าซ ้าจน Buffer PW ใส) น าเซลล์
ท่ีไดใ้น Microcentrifuge tube เติม Buffer GA ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเติม RnaseA ปริมาตร 
4 ไมโครลิตร น าไปเขยา่ เป็นเวลา 15 วินาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บน Shaker ท่ีเขยา่ได ้
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เติม Protinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไปเขยา่ เป็นเวลา 15 วินาที บ่มท่ี
อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส บน Shaker ท่ีเขยา่ได ้เป็นเวลา 1-3 ชัว่โมง เติม Buffer GB ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร น าไปเขยา่ เป็นเวลา 15 วินาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส บน Shaker ท่ีไม่เขยา่ 
เป็นเวลา 10 นาที แลว้น าไปป่ันเหว่ียง (Spin down) 5 วินาที เติม AbEtOH ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
น าไปเขยา่ เป็นเวลา 15 วินาที แลว้น าไปป่ันเหว่ียง 5 วินาที เทส่วนใสใส่ลงใน Spin Columns CB3 
น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน Collection tube 
ทิ้ง เติม Buffer GD ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง เติม Buffer PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร น าไป
ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง 
(ท าซ ้า 2 คร้ัง) แลว้น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที แลว้ยา้ยส่วน
ของ Spin Columns CB3 ใส่ลงใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Buffer TE 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยเติมลงตรงกลางกระดาษกรองของ Spin Columns CB3 บ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที 
จะไดส่้วนใสท่ีถูกกรองใน Microcentrifuge tube ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไปตรวจสอบ
ผลิตภณัฑดี์เอน็เอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟริซีส 
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 4.7.2.3  ตรวจสอบผลการสกดัดีเอน็เอและผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์โดยวิธีอะกาโรสเจล 
อิเลก็โตรโฟริซิส (Agarose gel electrophoresis) 
 ชัง่ผงอะกาโรส 0.4 กรัม ลงในขวดรูปชมพู่ เติม Buffer 0.5X TAE ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ละลายอะกาโรสในไมโครเวฟ น าออกมาตั้งทิ้งไวใ้หอุ้ณหภูมิลดลง เทอะกาโรสลงในถาด
รองเจลท่ีเตรียมไว ้พยายามอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ รอให้เจลแขง็ตวั แลว้ดึงหวีออก น าเจลไปวางใน 
Electrophoresis chamber เท Buffer 0.5X TAE ลงไปใหท้่วมเจล ผสมดีเอน็เอท่ีสกดัได ้(DNA 
sample) หรือผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ (PCR product) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร กบั Loading dye 1 
ไมโครลิตร ผสมกบั Sterile H2O ปริมาตร 3 ไมโครลิตร หยอดดีเอน็เอหรือผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ใส่ใน
ช่องเจล (DNA marker จะหยอดเป็นล าดบัสุดทา้ย) เม่ือหยอดเสร็จเรียบร้อยแลว้ ปิดฝา 
Electrophoresis chamber แลว้ต่อขั้วไฟฟ้าเขา้กบั Power supply ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็น
เวลา 30 นาที ตรวจสอบภายใตเ้คร่ือง UV Transilluminator แลว้เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน  
(1 Kb Ladder) 
 4.7.2.4  การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) 
  น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ โดยใช ้ไพรเมอร์ 1F (5’-
TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3’) และไพรเมอร์ 1530R (5’-AAGGAGATCCAGCCGCA-3’) 
(Kataoka et al., 1997) สารเคมีท่ีใชท้ าพีซีอาร์ ประกอบดว้ย DNA ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร, (10X) 
Buffer A ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, (50 มิลลิโมลาร์) MgCl2 ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร, (2 มิลลิโม
ลาร์) dNTP mixture ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, (10 ไมโครโมลาร์) ไพรเมอร์ 1F และไพรเมอร์ 
1530R ปริมาตร 0.37 ไมโครลิตร, (500U) Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.15 ไมโครลิตร ปรับ
ปริมาตรสุทธิใหเ้ป็น 15 ไมโครลิตร ดว้ย Sterile H2O ท าการเพิ่มปริมาณยนี 16S rRNA ในหลอด
ทดลองดว้ยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ มีขั้นตอนดงัน้ี Pre-denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 นาที Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 
Final-extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที จ านวนรอบทั้งหมด 2-34 รอบ น า
ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีไดไ้ปตรวจสอบโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟริซีส จากนั้นน าผลิตภณัฑพ์ีซี
อาร์ไปท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
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 4.7.2.5  การเตรียมผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ใหบ้ริสุทธ์ิโดยชุด TIANgel Midi DNA 
Purification Kit 
  ตดัช้ินวุน้แถบพีซีอาร์ ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube เติม 
Buffer PN ปริมาตร 1 เท่าของพีซีอาร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนช้ินวุน้ละลาย จากนั้นตั้ง
ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ ดูดสารละลายใส่ลงใน Spin Columns CA2 น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที แลว้เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง เติม Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง แลว้
เติม Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ซ ้าอีกคร้ัง น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 1 นาที เทสารละลายใน Collection tube ทิ้ง แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 2 นาที เปิดฝา Spin Columns CA2 เป็นเวลา 10 นาที ยา้ยส่วนของ Spin Columns CA2 ใส่ลง
ใน 1.5 มิลลิลิตร Microcentrifuge tube เติม Sterile H2O ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บริเวณตรงกลาง
แผน่กรอง บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 2 นาที จะไดส่้วนใสท่ีถูกกรองใน Microcentrifuge tube ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าผลิตภณัฑ์
พีซีอาร์ท่ีไดบ้ริสุทธ์ิไปตรวจสอบโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโตรโฟริซีส  
 4.7.2.6  การวิเคราะห์ค่าความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA
และการสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ 
  น าผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ท่ีบริสุทธ์ิแลว้ ไปวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์โดยตรง 
ดว้ยไพรเมอร์ 1F และ 1530R โดยส่งไปวิเคราะห์ท่ีบริษทั First Base Laboratories Sdn Bhd 
ประเทศมาเลเซีย น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดน้ าไปเปรียบเทียบค่าคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด ์
ในฐานขอ้มูล Ezbiocloud และน าไปสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ในโปรแกรม MEGA โดยใช้
วิธี Neighbour-Joining Method (Saitou & Nei, 1987), Maximum likelihood และ Maximum 
parsimony วิเคราะห์ Bootstrap 1,000 คร้ัง ค านวณระยะห่างระหวา่งล าดบัเบสโดยใช ้Kimura two-
parameter (K2P) (Kimura, 1980)  
 

 4.8.  การเกบ็รักษาสายพันธุ์แบคทีเรียแอคติโนมัยสีท 
  แบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจะมีการเก็บรักษาไวเ้พื่อใหมี้ชีวิตอยูไ่ดน้าน เพื่อน าไปใชใ้น
การศึกษาคร้ังต่อไป สามารถเก็บแบคทีเรียแอคติโนมนัสีทโดยตดัช้ินอาหารเล้ียงเช้ือประมาณ  
1 เซนติเมตร ใส่ลงใน 20 เปอร์เซ็นต ์กลีเซอรอลท่ีเตรียมไว ้แลว้เก็บไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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 4.9  การวิเคราะห์ทางสถิติ 
  วิเคราะห์ผลการทดลองโดยใชผ้ลการวิเคราะห์ ANOVA และ Tukey’s multriple ใน
โปรแกรม Minitab 17 และน าเสนอเป็นค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ค านวณไดจ้ากผลการ
ทดลอง 3 ซ ้า ซ่ึงหากมีค่าแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ จะไดค้่า P<0.05 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

 
 

 
 

บทที ่4 
ผลการวจิัยและอภิปรายผลการวจิัย 

 
1.  การท า ให้เช้ือบริสุทธ์ิ 
 แอคติโนมยัสีทส่วนใหญ่จะสร้างเส้นใย 2 ชนิด คือ เส้นใยใตผ้ิวอาหารและเส้นใยเหนือผิว
อาหาร หรืออาจสร้างเฉพาะเส้นใยใตผ้ิวอาหารอยา่งเดียว เม่ือเส้นใยเกิดการรวมตวัท าใหเ้ส้นใยมี
ความหนาแน่นเกิดเป็นโคโลนี จากนั้นเส้นใยจะเปล่ียนรูปแบบไปเป็นสปอร์ (Barka et al., 2016) 
โคโลนีของแอคติโนมยัสีทจะมีสีท่ีแตกต่างกนัออกไป เช่น สีขาว สีเหลือง สีส้ม สีแดง สีม่วง  
สีเขียว สีน ้าเงิน สีน ้าตาล และสีด า (รัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย,์ 2548) แอคติโนมยัสีทจะผลิตรงควตัถุ  
ซ่ึงอาจเป็นสีแดง สีเหลือง สีส้ม สีชมพู สีน ้าตาล สีน ้าเงิน หรือสีด า ขึ้นอยูก่บัชนิดของแบคทีเรีย 
อาหารท่ีใชเ้ล้ียง และจ านวนวนัเวลาท่ีเล้ียง (Barka et al., 2016) จากการน าแบคทีเรียแอคติโนมยัสีท 
38 ไอโซเลต มาตรวจสอบความบริสุทธ์ิบนอาหารแขง็สูตร MS พบวา่ เจริญเติบโตไดท้ั้งหมด 35 
ไอโซเลต ดงัรายช่ือในภาคผนวก ค และตวัอยา่งความบริสุทธ์ิของแอคติโนมยัสีทแสดงในภาพท่ี 9 
และพบ 3 ไอโซเลต ไม่เจริญเติบโต ไดแ้ก่ BBUU905, BBUU908 และ BBUU909 แอคติโนมยัสีท 
มีการสร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหาร สีเหลือง (Cream และ olive) สีเทา (Davy’ grey) และสีน ้าตาล 
(Bistre, camel, Chamoisee, Ercu, Fulvous, Khaki และ Raw umber) สร้างเส้นใยเหนือผิวอาหาร  
สีขาว (White) และสีส้ม (Fulvous) สร้างสปอร์สีเทา (Ash grey, Battleship grey, Cool grey, Grey 
และ Silver) สีเขียว (Army green) สีเหลือง (Lemon chiffon) และสีน ้าตาล (Raw umber) และสร้าง
รงควตัถุ สีชมพู (Ultra pink) สีน ้าตาล (Camel, Ecru, Fallow, Khaki และ Tan) และสีเหลือง 
(Golden yellow) (ตารางท่ี 5) โดยเปรียบเทียบสีกบั Color Harmony Manual (Jacobson et al.,1958)  
และจากการน าแอคติโนมยัสีททั้ง 35 ไอโซเลต มายอ้มแกรม เพื่อบ่งช้ีลกัษณะของแอคติโนมยัสีท
ในเบ้ืองตน้ พบวา่ ยอ้มแกรมติดสีม่วงทั้งหมด ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก เช่นเดียวกบั B. subtilis 
(ตารางท่ี 6) (ภาพภาคผนวก ง) และจากการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ P. putida ATCC 17484 
บนอาหารสูตร NA พบวา่ P. putida ATCC 17484 มีความบริสุทธ์ิ ไม่สร้างสปอร์ (ภาพท่ี 9ซ) 
(Weller, 2007) และยอ้มแกรมติดสีแดง ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ เช่นเดียวกบั E. coli (ตารางท่ี 6)

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

38 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 9  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเชื้อแบคทีเรีย 
ภาพท่ี 9  (ก-ช) ตวัอยา่งความบริสุทธ์ิของแอคติโนมยัสีท และ (ซ) P. putida ATCC 17484 
 
ตารางท่ี 5  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร MS 
ตารางท่ี 5  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร MS 

แอคติโนมัยสีท 
เส้นใยใต้ผิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิวอาหาร สปอร์ รงควัตถุ 

BBUU1051 Cream White Grey Ultra pink 
BBUU1121 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1141 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1181 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1341 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1441 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1451 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1461 Davy’s gray White Cool grey - 
BBUU1491 Khaki White Davy’s gray - 
BBUU1501 Khaki White Davy’s gray - 
BBUU1511 Cream White Grey Ultra pink 
BBUU155/11 Olive White Army green Ecru 

ก ข ค ง 

จ ช ซ ฉ 
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ตารางท่ี 5  (ต่อ) 
 

แอคติโนมัยสีท 
เส้นใยใต้ผิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิวอาหาร สปอร์ รงควัตถุ 

BBUU155/21 Olive White Army green Khaki 
BBUU1571 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1601 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1611 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1621 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1631 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1641 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU165/11 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU165/21 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1661 Cream White Grey Ultra pink 

BBUU1681 Bistre White Sliver Camel 
BBUU1791 Khaki White Ash gray - 
BBUU1801 Camel White Army green Ecru 

BBUU1861 Raw umber White Battleships gray Tan 

BBUU1871 Raw umber White Sliver Ecru 
BBUU1901 Raw umber White Battleships gray Ecru 
BBUU1921 Davy’s gray Fulvous Raw umber - 
BBUU1951 Khaki White Davy’s gray Ecru 
BBUU5002 Cream White White - 
BBUU9032 Ecru White Lemon chiffon - 
BBUU9042 Cream White Grey - 
BBUU9052 - - - - 
BBUU9062 Chamoisee White Battleships gray Golden yellow 
BBUU9072 Ecru White Lemon chiffon - 
BBUU9082 - - - - 
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ตารางท่ี 5  (ต่อ) 
 

แอคติโนมัยสีท 
เส้นใยใต้ผิว
อาหาร 

เส้นใยเหนือผิว
อาหาร 

สปอร์ รงควัตถุ 

BBUU9092 - - - - 
“หมายเหต”ุ 1 หมายถึง คดัแยกจากมูลไส้เดือน, 2 หมายถึง คดัแยกจากผกับุง้ทะเล; 
        - หมายถึง ไม่เจริญเติบโต 
 
ตารางท่ี 6  การยอ้มแกรม 
ตารางท่ี 6  การย้อมแกรม 

แบคทีเรีย แกรมบวก (สีม่วง) แกรมลบ (สีแดง) 

E. coli  

 
 
 
 

 
B. subtilis 
 
 

  
 
 

 
แอคติโนมยัสีท 35 ไอโซเลต 
 
 

 

 

 
P. putida ATCC 17484 
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2.  คัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่สามารถผลติไซเดอโรฟอร์ได้ในอาหาร CAS 
แอคติโนมยัสีทและ P. putida ATCC 17484 มีความสามารถในการผลิตไซเดอโรฟอร์  

ซ่ึงไซเดอโรฟอร์ จะไปช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และควบคุมเช้ือก่อโรคพืชได ้ 
จากการศึกษาการผลิตไซเดอโรฟอร์บนอาหารแขง็ CAS พบวา่ หากมีการผลิตไซเดอโรฟอร์ บริเวณ
รอบ ๆ โคโลนี เพลตอาหารจะเปล่ียนจากสีน ้าเงินเป็นสีส้ม แอคติโนมยัสีทท่ีคดัแยกจากมูลไส้เดือน
และจากผกับุง้ทะเลทั้ง 35 ไอโซเลต สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดท้ั้ง 35 ไอโซเลต โดยมี 2 ไอโซ
เลต ผลิตไซเดอโรฟอร์ มีเส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนสีส้มมากกวา่ 3 เซนติเมตร ก าหนดสัญลกัษณ์
เป็น (+++) คือ ไอโซเลต BBUU157 และไอโซเลต BBUU500 มี 15 ไอโซเลต ผลิตไซเดอโรฟอร์ มี
เส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนสีส้ม 2-3 เซนติเมตร ก าหนดสัญลกัษณ์เป็น (++) คือ ไอโซเลต 
BBUU105, BBUU118, BBUU134, BBUU151, BBUU160, BBUU161, BBUU164, BBUU165/1, 
BBUU165/2, BBUU166, BBUU168, BBUU180, BBUU187, BBUU906 และ BBUU907 และ 21 
ไอโซเลตท่ีเหลือ ผลิตไซเดอโรฟอร์ มีเส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนสีส้มนอ้ยกวา่ 2 เซนติเมตร 
ก าหนดสัญลกัษณ์เป็น (+) คือ ไอโซเลตBBUU112, BBUU114, BBUU118, BBUU134, 
BBUU144, BBUU145, BBUU146, BBUU149, BBUU150, BBUU155/1, BBUU155/2, 
BBUU157, BBUU162, BBUU163, BBUU 179, BBUU186, BBUU190, BBUU192, BBUU195, 
BBUU903 และ BBUU904 (ตารางท่ี 7) (ภาพท่ี 10) ดงันั้น แอคติโนมยัสีทท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ มี
เส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนสีส้มไดม้ากท่ีสุด คือ ไอโซเลต BBUU157 และไอโซเลต BBUU500 
(P>0.05) ดงันั้น ไอโซเลต BBUU157 และไอโซเลต BBUU500 จึงถูกน าไปศึกษาในสภาวะความ
เคม็เป็นล าดบัต่อไป 

 
ตารางท่ี 7  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะปกติ 
ตารางท่ี 7  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใต้สภาวะปกติ 

แอคติโนมัยสีท การผลติไซเดอโรฟอร์ สัญลกัษณ์ 
BBUU105 2.4±0.14 ++ 

BBUU112 1.7±0.28 + 

BBUU114 2.00±0.14 + 

BBUU118 2.65±0.07 ++ 

BBUU134 3.00±0.14 ++ 

BBUU144 2.20±0.14 ++ 
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ตารางท่ี 7  (ต่อ) 
 

แอคติโนมัยสีท การผลติไซเดอโรฟอร์ สัญลกัษณ์ 
BBUU145 1.40±0.14 + 

BBUU146 0.70±0.14 + 

BBUU149 0.85±0.07 + 

BBUU150 1.50±0.00 + 

BBUU151 2.60±0.00 ++ 

BBUU155/1 1.15±0.07 + 

BBUU155/2 1.25±0.07 + 

BBUU157 4.70±0.14 +++ 
BBUU160 2.25±0.07 ++ 

BBUU161 2.20±0.28 ++ 

BBUU162 1.60±0.28 + 

BBUU163 1.90±0.14 + 

BBUU164 2.05±0.21 ++ 

BBUU165/1 2.75±0.07 ++ 

BBUU165/2 2.45±0.07 ++ 

BBUU166 2.40±0.14 ++ 

BBUU168 1.00±0.00 ++ 
BBUU179 1.50±0.14 + 

BBUU180 2.00±0.42 ++ 

BBUU186 1.20±0.14 + 

BBUU187 0.75±0.07 ++ 
BBUU190 1.05±0.21 + 

BBUU192 0.60±0.14 + 

BBUU195 0.95±0.07 + 

BBUU500 4.40±0.10 +++ 
BBUU903 1.00±0.00 + 
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ตารางท่ี 7  (ต่อ) 
 

แอคติโนมัยสีท การผลติไซเดอโรฟอร์ สัญลกัษณ์ 
BBUU904 2.60±0.00 + 
BBUU906 1.70±0.14 ++ 
BBUU907 2.60±0.00 + 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 10  การผลิตไซเดอโรฟอร์ของแอคติโนมัยสีทภายใต้สภาวะปกติ 
ภาพท่ี 10  การผลิตไซเดอโรฟอร์ของแอคติโนมยัสีท (ก) เส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนสีส้มมากกวา่  

    3 เซนติเมตร (ข) เส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนสีส้ม 2-3 เซนติเมตร (ค) เส้นผา่นศูนยก์ลาง 
    ของโซนสีส้มนอ้ยกวา่ 2 เซนติเมตร  

 

3.  ตรวจสอบการทนเค็มของแอคติโนมัยสีทและ P. putida ATCC 17484 
 3.1  คดัเลือกอาหาร 
 จากการคดัเลือกแอคติโนมยัสีทท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดม้ากท่ีสุด คือ ไอโซเลต 
BBUU157 คดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือน และไอโซเลต BBUU500 คดัแยกไดจ้ากผกับุง้ทะเล มาศึกษา
ในสภาวะความเคม็และตรวจสอบการทนเคม็ของ P. putida ATCC 17484 เร่ิมจากคดัเลือกอาหารท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ ซ่ึงมีสูตรอาหารท่ีใชใ้นการคดัเลือกทั้งหมด 5 ชนิด ไดแ้ก่ YD, 
ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP5 พบวา่ ไอโซเลต BBUU157 ไอโซเลต BBUU500 และ P. putida 
ATCC 17484 สามารถเจริญเติบโตไดดี้บนอาหารสูตรท่ีเหมือนกนั คือ อาหารสูตร YD, ISP2 และ 
ISP3 (ตารางท่ี 8) (ภาพท่ี 11, 12) แต่เน่ืองจาก อาหารสูตร ISP2 และ ISP3 มีราคาค่อนขา้งสูง และ
เป็นอาหารท่ีใชส้ าหรับศึกษาแอคติโนมยัสีท ในสกุล Streptomyces (Shirling & Gottlieb, 1966) 

ก ข ค 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

 

 
 

44 

ดงันั้นอาหารสูตร YD จึงถูกเลือกมาศึกษาการทนเคม็ ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบส่วนประกอบในสูตร
อาหาร พบวา่ อาหารสูตร YD และ ISP2 มีส่วนประกอบท่ีใกลเ้คียงกนั (ภาคผนวก ข)  
  
ตารางท่ี 8  การเจริญเติบโตและการสร้างสปอร์บนอาหารสูตรต่าง ๆ 
ตารางท่ี 8  การเจริญเติบโตและการสร้างสปอร์บนอาหารสูตรต่าง ๆ 

แบคทีเรีย 
การเจริญเติบโตบนอาหาร  การสร้างสปอร์ 

YD ISP2 ISP3 ISP4 ISP5  YD ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 
BBUU157 VG VG VG G G  VG VG VG - G 
BBUU500 VG VG VG G G  VG VG VG - VP 
P. putida ATCC 17484 VG VG VG G G  - - - - - 
“หมายเหต”ุ - หมายถึง ไม่สร้างสปอร์; VG, Very good, G, Good, VP, Very poor 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11  การเจริญบนอาหารแขง็สูตร YD 
ภาพท่ี 11  การเจริญบนอาหารแขง็สูตร YD (ก) ไอโซเลต BBUU157, (ข) ไอโซเลต BBUU500  

   และ (ค) P. putida ATCC 17484 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 12  การเจริญบนอาหารแขง็สูตร ISP2 
ภาพท่ี 12  การเจริญบนอาหารแขง็สูตร ISP2 (ก) ไอโซเลต BBUU157, (ข) ไอโซเลต BBUU500  
                 และ (ค) P. putida ATCC 17484 
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 3.2  ตรวจสอบความทนต่อความเคม็ 

  จากการทดสอบการทนเคม็ของแอคติโนมยัสีทไอโซเลต BBUU157, 
ไอโซเลต BBUU500 และ P. putida ATCC 17484 บนอาหารแขง็สูตร YD ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอ
ไรด ์1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7% พบวา่ ไอโซเลต BBUU157 สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้ 7% เกลือโซเดียม
คลอไรด ์ส่วนไอโซเลต BBUU500 และ P. putida ATCC 17484 สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้ 6% 
เกลือโซเดียมคลอไรด์ (ตารางท่ี 9) (ภาพภาคผนวก ฉ) ซ่ึง Kumar et al. (2015) รายงานวา่ P. putida 
(ECL5) สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้ 6% เกลือโซเดียมคลอไรด์ ผลท่ีไดแ้สดงให้เห็นวา่แอคติโนมยัสีท
ไอโซเลต BBUU157 สามารถทนต่อความเคม็ไดม้ากกวา่ P. putida ATCC 17484 ในขณะท่ีไอโซ
เลต BBUU500 กบั P. putida ATCC 17484 สามารถทนต่อความเคม็ไดเ้ท่ากนั 
 
ตารางท่ี 9  การทนเคม็ในกลือโซเดียมคลอไรด ์(0-7%) 
ตารางท่ี 9  การทนเคม็ในกลือโซเดียมคลอไรด์ (0-7%)  

แบคทีเรีย 
% เกลือโซเดียมคลอไรด์ 

0 1 2 3 4 5 6 7 
BBUU157 + + + + + + + + 

BBUU500 + + + + + + + - 
P. putida ATCC 17484 + + + + + + + - 

“หมายเหต”ุ + หมายถึง มีการเจริญเติบโต, - หมายถึง ไม่มีการเจริญเติบโต 
 

4.  การศึกษาการเจริญเติบโตในเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีระดับความเข้มข้น 0-1,000  
มิลลโิมลาร์และหาน ้าหนังแห้ง 

จากการศึกษาการเจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตร YD ท่ีมีสารเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1000 มิลลิโมลาร์ ในการศึกษาจะใชเ้ซลลท่ี์ระดบัการ
เจือจางท่ีเหมาะสม ซ่ึงอยูใ่นช่วง 30-300 โคโลนี ไอโซเลต BBUU157 ใชเ้ซลลท่ี์ในระดบัการเจือ
จางท่ี 10-3 (1.4×106 CFU/ มิลลิลิตร) ไอโซเลต BBUU500 ใชเ้ซลลท่ี์ในระดบัการเจือจางท่ี 10-2 
(1.6×105 CFU/ มิลลิลิตร) และ P. putida ATCC 17484 ใชเ้ซลลท่ี์ในระดบัการเจือจางท่ี 10-5 
(1.2×108 CFU/ มิลลิลิตร) (ตารางท่ี 10) จากการการศึกษาการเจริญในสารละลายเกลือโซเดียมคลอ
ไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1000 มิลลิโมลาร์ พบวา่ ไอโซเลต BBUU157 
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สามารถเจริญเติบโตไดดี้ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 1000 มิลลิโมลาร์ มีค่าน ้าหนกั
แหง้ 61.20 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ในขณะท่ีความเขม้ขน้ท่ีไม่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ มีค่าน ้าหนกั
แหง้ 15.80 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (ตารางท่ี 11) (ภาพท่ี 13) ไอโซเลต BBUU500 สามารถเจริญเติบโต
ไดดี้ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์1000 มิลลิโมลาร์ มีค่าน ้าหนกัแหง้ 41.30 มิลลิกรัม/ 
มิลลิลิตร ในขณะท่ีความเขม้ขน้ท่ีไม่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์มีค่าน ้าหนกัแหง้ 6.90 มิลลิกรัม/ 
มิลลิลิตร (ตารางท่ี 11) (ภาพท่ี 14) Sadeghi et al. (2012) รายงานไวว้า่ Streptomyces ไอโซเลต C 
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 300 มิลลิโมลาร์ และจะลดลง
เม่ือความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์สูงเกิน 300 มิลลิโมลาร์ ส่วน P. putida ATCC 17484 
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 600 มิลลิโมลาร์ มีค่าน ้าหนกั
แหง้ 50.80 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร ในขณะท่ีความเขม้ขน้ท่ีไม่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ มีค่าน ้าหนกั
แหง้ 11.70 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (ตารางท่ี 11) (ภาพท่ี 15)  จากผลท่ีได ้แสดงใหเ้ห็นวา่ เม่ือสภาวะท่ี
มีเกลือโซเดียมคลอไรด์เพิ่มสูงขึ้น ไอโซเลต BBUU157 และ ไอโซเลต BBUU500 สามารถ
เจริญเติบโตไดดี้ขึ้นจนถึง 1000 มิลลิโมลาร์ ในขณะท่ี P. putida ATCC 17484 สามารถเจริญเติบโต
ไดดี้ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์600 มิลลิโมลาร์ และจะลดลงเม่ือความเขม้ขน้เกลือ
โซเดียมคลอไรดสู์งเกิน 600 มิลลิโมลาร์ ดงันั้น ไอโซเลต BBUU157 และ ไอโซเลต BBUU500 
สามารถเจริญเติบโตไดดี้และมีค่าน ้าหนกัแหง้มากกวา่ P. putida ATCC 17484 อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 16) 

 
ตารางท่ี 10  ระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม 
ตารางท่ี 10  ระดับการเจือจางท่ีเหมาะสม 

ระดับการเจือจาง 
จ านวนโคโลนี (CFU/ มิลลลิิตร) 

BBUU157 BBUU500 P. putida ATCC 17484 
10-1 นบัไม่ได ้(>300) นบัไม่ได ้(>300) นบัไม่ได ้(>300) 
10-2 นบัไม่ได ้(>300) 1.6×105 นบัไม่ได ้(>300) 
10-3 1.4×106 3.2×105 นบัไม่ได ้(>300) 
10-4 6.0×106 2.6×105 นบัไม่ได ้(>300) 
10-5 2.1×107 ไม่เจริญเติบโต 1.2×108 
10-6 1.4×108 ไม่เจริญเติบโต 3.8×108 
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ตารางท่ี 11  การเจริญในเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้ 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 
ตารางท่ี 11  การเจริญในเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีระดับความเข้มข้น 0-1,000 มิลลิโมลาร์ 

ความเข้มข้นเกลือโซเดียม
คลอไรด์ (มิลลโิมลาร์) 

น ้าหนักแห้ง (มิลลกิรัม/ มิลลิลติร) 

BBUU157 BBUU500 P. putida ATCC 17484 
0 15.80±6.21d 6.90±3.22d         11.70±5.42e 

200 28.30±4.39c 17.70±5.51c         20.60±5.96d 
400 33.70±4.06c 20.60±2.54c         36.80±5.36bc 
600 45.40±5.19b 28.90±3.65b         50.80±4.36a 
800 61.20±6.31a 33.40±3.54b         40.80±3.03b 

1000 65.70±8.06a 41.30±3.63a         32.20±3.01c 
“หมายเหต”ุ ค่าเฉล่ียในแนวตั้งท่ีตามดว้ยอกัษร แสดงผลการทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดย 

      ใชว้ิธี Tukey Method 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 13   การเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของไอโซเลต BBUU157 
 
ภาพท่ี 13  การเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดข์องไอโซเลต BBUU157 

d

c
c

b

a
a

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 200 400 600 800 1000

น า้
หนั

กแ
ห้ง

 (ม
ิลล

กิรั
ม/

 ม
ิลล

ลิติ
ร)

 

ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ (มิลลโิมลาร์) 

BBUU157
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ภาพท่ี 14  การเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดข์องไอโซเลต BBUU500 
ภาพท่ี 14  การเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดข์องไอโซเลต BBUU500 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
ภาพท่ี 15  การเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดข์อง P. putida ATCC 17484 
 
 
ภาพท่ี 15  การเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดข์อง P. putida ATCC 17484 
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ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ (มิลลโิมลาร์) 

BBUU500
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ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ (มลิลโิมลาร์) 

P. putida ATCC 17484
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ภาพท่ี 16  การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 
ภาพท่ี 16  การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดข์องไอโซเลต 
                 BBUU157 และ ไอโซเลต BBUU500 กบั P. putida ATCC 17484 
 

5.  การผลติไซเดอโรฟอร์ในสภาวะที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 
 จากการศึกษาการผลิตไซเดอโรฟอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 0, 200, 
400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ โดยเปรียบเทียบในแนวตั้ง พบวา่ ไอโซเลต BBUU157 
สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุด ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์0 มิลลิโมลาร์  
วดัขนาดโซนสีส้ม มีขนาด 4.70 เซนติเมตร ในขณะท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 
1000 มิลลิโมลาร์ วดัขนาดโซนสีส้ม มีขนาด 2.87 เซนติเมตร (ตารางท่ี 12) (ภาพท่ี 17) ไอโซเลต 
BBUU500 สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุด ท่ีระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 400 
มิลลิโมลาร์ วดัขนาดโซนสีส้ม มีขนาด 4.40 เซนติเมตร ตามล าดบั ในขณะท่ีระดบัความเขม้ขน้
เกลือโซเดียมคลอไรด์ 1000 มิลลิโมลาร์ วดัขนาดโซนสีส้ม มีขนาด 3.30 เซนติเมตร (ตารางท่ี 12) 
(ภาพท่ี 18) และ P. putida ATCC 17484 สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุด ท่ีระดบัความเขม้ขน้
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ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ (มลิลโิมลาร์) 
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เกลือโซเดียมคลอไรด์ 0 มิลลิโมลาร์ วดัขนาดโซนสีส้ม มีขนาด 2.20 เซนติเมตร ในขณะท่ีระดบั
ความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 1000 มิลลิโมลาร์ วดัขนาดโซนสีส้ม มีขนาด 0.33 เซนติเมตร 
(ตารางท่ี 12) (ภาพท่ี 19) (ตารางภาคผนวก ซ) จากผลท่ีได ้แสดงใหเ้ห็นวา่ ไอโซเลต BBUU157  
มีการผลิตไซเดอโรฟอร์ลดลงเม่ือระดบัความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรดเ์พิ่มขึ้น ซ่ึง Argandona  
et al. (2010) รายงานวา่ C. salexigens จะผลิตไซเดอโรฟอร์ไดม้ากท่ีสุดเม่ือความเขม้ขน้ของเกลือ
โซเดียมคลอไรดต์ ่าสุด และจะผลิตไดล้ดลงเม่ือความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์เพิ่มสูงขึ้น ส่วน
ไอโซเลต BBUU500 มีการผลิตไซเดอโรฟอร์ไดเ้พิ่มขึ้น ซ่ึง Sadeghi et al. (2012) รายงานวา่ 
Streptomyces ไอโซเลต C มีประสิทธิภาพในการผลิตไซเดอโรฟอร์เพิ่มขึ้น เม่ือมีระดบัความเขม้ขน้
ของเกลือโซเดียมคลอไรด์สูงขึ้น และเม่ือน าไอโซเลต BBUU157 และไอโซเลต BBUU500 
เปรียบเทียบกบั P. putida ATCC 17484 จะเห็นไดว้า่ ไอโซเลต BBUU157 และ 
ไอโซเลต BBUU500 สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้กวา่ P. putida ATCC 17484 อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 20) 
 
ตารางท่ี 12  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 
ตารางท่ี 12  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 

ความเข้มข้นเกลือโซเดียม
คลอไรด์ (มิลลโิมลาร์) 

ขนาดโซนสีส้ม (เซนติเมตร) 

BBUU157 BBUU500 P. putida ATCC 17484 

0 4.70±0.10a 4.40±0.10a 2.20±0.20a 
200 3.70±0.65b 4.17±0.29ab 1.33±0.15b 
400 4.00±0.00ab 4.40±0.79a 1.20±0.10bc 
600 3.23±0.11bc 3.17±0.32b 0.77±0.06c 
800 3.03±0.15cd 3.70±0.30ab 0.47±0.06cd 

1,000 2.87±0.06d 3.30±0.26ab 0.33±0.06d 
“หมายเหต”ุ ค่าเฉล่ียในแนวตั้งท่ีตามดว้ยอกัษร แสดงผลการทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดย 

      ใชว้ิธี Tukey Method 
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ภาพท่ี 17  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของไอโซเลต BBUU157 
ภาพท่ี 17  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของไอโซเลต BBUU157 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 18  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของไอโซเลต BBUU500 
ภาพท่ี 18  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของไอโซเลต BBUU500 
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ภาพท่ี 19  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของ P. putida ATCC 17484 
ภาพท่ี 19  การผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของ P. putida ATCC 17484 

 
ภาพท่ี 20  การเปรียบเทียบการผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์  

ภาพท่ี 20  การเปรียบเทียบการผลิตไซเดอโรฟอร์ในสภาวะท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ของไอโซเลต  
                 BBUU157 และไอโซเลต BBUU500 กบั P. putida ATCC 17484 
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6.  การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรีย 
 จากการทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย B. cereus, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa 
และ S. aureus ของแอคติโนมยัสีททั้ง 35 ไอโซเลต พบวา่ มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย B. cereus 
จ านวน 23 ไอโซเลต มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย E. coli จ านวน 4 ไอโซเลต มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
P. aeruginosa จ านวน 2 ไอโซเลต และมีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย S. aureus จ านวน 15 ไอโซเลต 
(ตารางท่ี 13) Kruasuwan and Thamchaipenet (2016) รายงานวา่ Streptomyces มีฤทธ์ิตา้นเช้ือ
แบคทีเรีย B. cereus ATCC 1178, E. coli ATCC 8739 และ S. aureus และ Shaik et al. (2017) 
รายงานวา่ Streptomyces มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis NCIM-2063 และ E. coli NCIM-2065 
(Shaik, Girija Sankar, Iswarya, & Rajitha, 2017) 
ตารางท่ี 13  การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
ตารางท่ี 13  การทดสอบฤทธ์ิต้านเชื้อแบคทีเรีย 
ไอโซเลต B. cereus E. coli P. aeruginosa S. aureus 
BBUU105 1.17±0.06 - - - 
BBUU112 0.73±0.15 - - - 
BBUU114 1.17±0.15 - - - 
BBUU118 0.93±0.06 - - - 
BBUU134 1.37±0.25 - - - 
BBUU144 0.93±0.15 - - - 
BBUU145 - - - - 
BBUU146 - - - - 
BBUU149 1.63±0.25 0.47±0.06 0.40±0.10 1.77±0.06 
BBUU150 1.20±0.17 0.60±0.20 0.57±0.06 1.43±0.15 
BBUU151 1.43±0.21 - - - 
BBUU155/1 1.00±0.20 - - 1.33±0.15 
BBUU155/2 1.87±0.15 - - 1.40±0.17 
BBUU157 1.03±0.12 - - 0.53±0.06 
BBUU160 1.27±0.15 - - - 
BBUU161 0.93±0.06 - - 0.43±0.15 
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ตารางท่ี 13  (ต่อ) 
 
ไอโซเลต B. cereus E. coli P. aeruginosa S. aureus 
BBUU162 0.93±0.12 - - 0.63±0.06 
BBUU163 0.93±0.12 - - 0.57±0.06 
BBUU164 1.13±0.06 - - - 
BBUU165/1 1.30±0.10 - - - 
BBUU165/2 1.27±0.15 - - 0.57±0.15 
BBUU166 1.20±0.20 - - 0.57±0.06 
BBUU168 - - - - 
BBUU179 - - - - 
BBUU180 - - - 0.43±0.06 
BBUU186 0.63±0.06 - - 0.70±0.10 
BBUU187 - - - 0.53±0.15 
BBUU190 0.67±0.06 - - 0.60±0.10 
BBUU192 - 0.73±0.06 - - 
BBUU195 - 0.60±0.10 - - 
BBUU500 - - - - 
BBUU903 - - - - 
BBUU904 - - - - 
BBUU906 2.20±0.06 - - 2.73±0.21 
BBUU907 - - - - 
“หมายเหต”ุ - หมายถึง ไม่มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 

 
7.  การจัดจ าแนกแอคติโนมัยสีทในระดับสกุล 
 7.1  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
  จากการน าไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุด คือ ไอโซเลต BBUU157 คดัแยก
ไดจ้ากมูลไส้เดือน และไอโซเลต BBUU500 คดัแยกไดจ้ากผกับุง้ทะเล มาศึกษาลกัษณะทาง
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สัณฐานวิทยาบนอาหาร ISP สูตรต่าง ๆ โดยเปรียบเทียบสีกบั Color Harmony Manual (Jacobson et 
al.,1958)  พบวา่ บนอาหารสูตร ISP2 ไอโซเลต BBUU157 สร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหารสีเหลือง 
(Apricot) เส้นใยเหนือผิวอาหารสีขาว สร้างสปอร์สีเทา (Grey)  และไม่สร้างรงควตัถุ บนอาหาร
สูตร ISP3 สร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหารสีม่วง (Thistle) เส้นใยเหนือผิวอาหารสีเทา (Battleship grey) 
สร้างสปอร์สีเทา (Battleship grey)  และไม่สร้างรงควตัถุ บนอาหารสูตร ISP4 สร้างเส้นใยใตผ้ิว
อาหารสีม่วง (Purple) เส้นใยเหนือผิวอาหารสีม่วง (Red-violet) สร้างสปอร์สีเทา (Battleship grey)  
และไม่สร้างรงควตัถุ และบนอาหารสูตร ISP5 สร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหารสีม่วง (Purple) เส้นใยเหนือ
ผิวอาหารสีม่วง (Heliotrope) ไม่สร้างสปอร์ และไม่สร้างรงควตัถุ (ตารางท่ี 14) (ภาคผนวก จ) ไอ
โซเลต BBUU500 บนอาหารสูตร ISP2 สร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหารสีน ้าตาล (Raw umber) เส้นใย
เหนือผิวอาหารสีขาว สร้างสปอร์สีขาว และไม่สร้างรงควตัถุ บนอาหารสูตร ISP3 สร้างเส้นใยใต้
ผิวอาหารสีน ้าตาล (Ecru) เส้นใยเหนือผิวอาหารสีขาว สร้างสปอร์สีขาว และไม่สร้างรงควตัถุ บน
อาหารสูตร ISP4 สร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหารสีเหลือง (Blond) เส้นใยเหนือผิวอาหารสีขาว สร้างสปอร์
สีขาว และไม่สร้างรงควตัถุ และบนอาหารสูตร ISP5 สร้างเส้นใยใตผ้ิวอาหารและเส้นใยเหนือผิว
อาหารสีเหลือง (Lemon chiffon) ไม่สร้างสปอร์ และไม่สร้างรงควตัถุ (ตารางท่ี 15) (ภาคผนวก ฉ) 
และจากการตรวจสอบลกัษณะของสปอร์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (SEM) บน
อาหารสูตร ISP2, ISP3 และ ISP4 พบวา่ ไอโซเลต BBUU157 และไอโซเลต BBUU500 สปอร์มี
ลกัษณะเป็นรูปท่อนสั้น ๆ เรียงตวัเป็นเส้นยาว ผิวสปอร์เรียบ ขนาดประมาณ 0.9-1 ไมโครเมตร 
(ภาพท่ี 21, 22) 
 
ตารางท่ี 14  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร ISP ของไอโซเลต BBUU157 
ตารางท่ี 14  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร ISP ของไอโซเลต BBUU157 

ISP เส้นใยใต้ผิวอาหาร เส้นใยเหนือผิวอาหาร สปอร์ รงควัตถุ 
ISP2 Apricot White Grey - 
ISP3 Thistle Battleship grey Battleship grey - 
ISP4 Purple Red-violet Taupe grey - 
ISP5 Purple Heliotrope - - 

“หมายเหต”ุ - หมายถึง ไม่มีการสร้าง 
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ตารางท่ี 15  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร ISP ของไอโซเลต BBUU500 
ตารางท่ี 15  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร ISP ของไอโซเลต BBUU500 

ISP เส้นใยใต้ผิวอาหาร เส้นใยเหนือผิวอาหาร สปอร์ รงควัตถุ 
ISP2 Raw umber White White - 
ISP3 Ecru White White - 
ISP4 Blond White White - 
ISP5 Lemon chiffon Lemon chiffon - - 

“หมายเหต”ุ - หมายถึง ไม่มีการสร้าง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 21  ลักษณะสปอร์จากกล้องจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของไอโซเลตBBUU157 
ภาพท่ี 21  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (SEM) ไอโซเลต 

   BBUU157 บนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP3 agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4  
   สัปดาห์  
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ภาพท่ี 22  ลักษณะสปอร์จากกล้องจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราดของไอโซเลต BBUU500 
ภาพท่ี 22  ลกัษณะของสปอร์จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (SEM) ของไอโซเลต  

   BBUU500 บนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP3 agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3     
   สัปดาห์  

  
 7.2  การวิเคราะห์ล าดบัเบสของยนี 16S rRNA และการสร้างแผนภูมิวิวฒันาการชาติ
พนัธุ์ 
 จากการน านิวคลีโอไทดย์ีน 16S rRNA ของทั้ง 35 ไอโซเลต ไปเปรียบเทียบกบัล าดบั
นิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล EZbiocloud (https://www.ezbiocloud.net/identify) พบวา่ 33 ไอโซเลต  
จดัอยูใ่นชั้นของแอคติโนมยัสีท ประกอบดว้ย สกุล Streptomyces จ านวน 28 ไอโซเลต สกุล 
Kitasatospora จ านวน 3 ไอโซเลต และสกุล Micromonospora จ านวน 1 ไอโซเลต โดยค่าความ
คลา้ยคลึงของแต่ละไอโซเลตแสดงไวใ้นตารางท่ี 16 และอีก 3 ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต 
BBUU118 BBUU151 และ BBUU166 เกิดการปนเป้ือนไม่สามารถวิเคราะห์ผลได ้ และจากตาราง
ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล EZbiocloud พบวา่ ไอโซเลต BBUU500 มีค่า
ความความคลา้ยคลึงสูงสุดกบั Streptomyces lannensis TA4-8T ท่ี 97.99% ซ่ึงไอโซเลตท่ีมีค่าความ
คลา้ยคลึงของล าดบัเบสของยนี 16S rRNA ≤98.7% จะไดรั้บการพิจารณาให้เป็นตวัแทนสปีชีส์
ใหม่ (Stackebrandt & Ebers, 2006; Ramasamy et al., 2014) และจากการวิเคราะห์แผนภูมิ
วิวฒันาการชาติพนัธุ์ ไอโซเลต BBUU500 พบวา่ มีวิวฒันาการใกลเ้คียงกบั  S. durhamensis NRRL 
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B-3309T (ภาพท่ี 23) ดงันั้น ไอโซเลต BBUU500 จึงถูกน ามาศึกษาการเป็นสปีชีส์ใหม่ และใช้ S. 
lannensis TA4-8T เป็นตวัเปรียบเทียบ เน่ืองจาก จากตารางผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BBUU500 ในฐานขอ้มูล EZbiocloud พบวา่ มีค่าความคลา้ยคลึง
กบั S. lannensis TA4-8T เป็นล าดบัท่ี 3 ในขณะท่ี S. durhamensis NRRL B-3309T มีค่าความ
คลา้ยคลึงเป็นล าดบัท่ี 7 โดยมีค่าความคลา้ยคลึงท่ี 97.77% (ตารางท่ี 17)
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ภาพท่ี 23  แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธ์ุ Neighbor-Joining method ของแอคติโนมัยสีท 
 
 
ภาพท่ี 23  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ Neighbor-Joining method ของแอคติโนมยัสีท 35 ไอโซ
เลต กบัแอคติมยัสีทสายพนัธุใ์กลเ้คียง และใช ้Pseudomonas aeruginosa JCM 5962T เป็น Outgroup ใช้
ค่า Bootstrap (%) 1,000 คร้ัง ระยะห่างของการแทนท่ีของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ท่ากบั 0.005
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 7.3  ลกัษณะทางเคมี 
 7.3.2  องคป์ระกอบของผนงัเซลล ์(Cell wall composition) 

  ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวกจะมีเพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) 
หลากหลายประเภท และเรียงตวัเป็นแบบหลายชั้น (multilayered) ซ่ึงอาจมีความจ าเพาะต่อสกุล
หรือสปีชีส์นั้น ๆ (Vandamme et al., 1996; Kämpfer, 2012) ในสกุล Streptomyces จะประกอบไป
ดว้ยกรดอะมิโน 4 ชนิด คือ Alanine, Glutamic acid, Glycine และ Diaminopimelic acid (DAP; 
A2pm) (Kampfer, 2012) จากการวิเคราะห์องคป์ระกอบของผนงัเซลลใ์นส่วนของ Diaminopimelic 
acid (DAP; A2pm) ของไอโซเลต BBUU500 พบวา่ Diaminopimelic acid เป็นแบบ LL-DAP (ภาพ
ท่ี 24) และ S. lannensis TA4-8T ก็มี Diaminopimelic acid เป็นแบบ LL-DAP เช่นกนั (Promnuan et 
al., 2013) Lechevalier and Lechevalier, 1970 รายงานวา่ Diaminopimelic acid ของแอคติโนมยัสีท 
สกุล Streptomyces จะพบแบบ LL-DAP เท่านั้น(Promnuan, Kudo, Ohkuma, & Chantawannakul, 2013) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 
24  
diamin
opimelic acid ของไอโซเลต BBUU500 
ภาพท่ี 24  Diaminopimelic acid ของไอโซเลต BBUU500 
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7.3.3  น ้าตาลในผนงัเซลล ์(Whole cell sugar) 
  น ้าตาลในผนงัเซลลข์องแอคติโนมยัสีท จะประกอบดว้ย Arabinose, Galactose, 
Xylose และ Madorose (Lechevalier & Lechevalier, 1970) จากการวิเคราะห์น ้าตาลในผนงัเซลล์
ของไอโซเลต BBUU500 พบวา่ น ้าตาลท่ีพบ คือ Ribose, Arabinose, Glucose, Xylose, Mannose 
และ Galactose (ภาพท่ี 25) ซ่ึงในสกุล Streptomyces มีการรายงานพบน ้าตาล Arabinose, Galactose 
และ Xylose และยงัพบน ้าตาล Glucose, Mannose และ Ribose ในปริมาณเลก็นอ้ย (Kämpfer, 2012)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 25  น ้าตาลในผนงัเซลลข์องไอโซเลต BBUU500 
ภาพท่ี 25  น ้าตาลในผนงัเซลลข์องไอโซเลต BBUU500 
 

 7.3.4  กรดไขมนั (Fatty acids) 
   ในเซลลแ์บคทีเรียมีลิพิด (Lipids) อยูห่ลากหลายชนิด ซ่ึงองคป์ระกอบหลกัของ
ลิพิด คือ ไขมนัมีขั้ว (Polar lipids) โดยจะเรียงตวั 2 ชั้น (Lipid bilayer) ในเยือ่หุม้เซลลแ์บคทีเรีย
และมีการน ามาศึกษาเพื่อใชใ้นการจดัจ าแนกและระบุชนิดของแบคทีเรีย (Vandamme et al., 1996) 
จากการวิเคราะห์กรดไขมนัของไอโซเลต BBUU500 พบว่า กรดไขมนัท่ีตรวจพบจ านวนมาก ไดแ้ก่ 
iso-C15:0 (10.07%), anteiso-C15:0 (18.03%), iso-C16:0   (22.14%) และ anteiso-C17:0 (15.25%) (ตารางท่ี 
18) ส่วน S. lannensis TA4-8T fatty acids ท่ีพบจ านวนมาก ไดแ้ก่ ไดแ้ก่ iso-C14:0 (10.2%), anteiso-
C15:0 (14.0%), C16:0 (18.3%) และ iso-C16:0   (28.3%) (Promnuan et al., 2013) 
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ตารางท่ี 18  ผลการวิเคราะห์กรดไขมนัของไอโซเลต BBUU500 เปรียบเทียบกบัสารพนัธุ์ใกลเ้คียง 
S. lannensis TA4-8T 
ตารางท่ี 18  ผลการวิเคราะห์ fatty acids ของไอโซเลต BBUU500 

กรดไขมัน (%) BBUU500 S. lannensis TA4-8T 
Straight-chain saturated   
     C14:0 <1 3.2 
     C15:0 - 4.2 
     C16:0 2.97 18.3 
     C18:0 - - 
Branched saturated   
     iso-C13:0 <1 - 
     anteiso-C13:0 <1 - 
     iso-C14:0 2.00 10.2 
     iso-C15:0 10.07 8.4 
     anteiso-C15:0 18.03 14.0 
     iso-C16:0 22.14 28.2 
     iso-C16:1H 2.79 - 
     iso-C17:0 6.20 - 
     anteiso-C17:0 15.25 3.0 
     Cyclo- C17:0 1.10 - 
Unsaturated   
     anteiso-C17:1ω9c 3.40 - 
Summed feature*   
     3 2.95 - 
     9 6.77 - 

“หมายเหต”ุ *Summed features คือ กลุ่มของกรดไขมนัสองชนิดท่ีไม่สามารถแยกออกได ้โดยวิธี 
GLC และ MIDI ซ่ึง Summed features 3 และ 9 ประกอบดว้ย C16:1ω7c/C16:1ω6c และ iso-
C17:1ω9c/C16:0 10-methyl ตามล าดบั 
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  7.3.5 Phospholipid 
 ลิพิดของ Streptomycetes จะประกอบดว้ย Diphosphatidylglycerol, 
Phoshatidylethanolamine, Phosphatidylinositol และ Phosphatidylinositol mannosides  (Kampfer, 
2012) จากการวิเคราะห์ Phospholipid ของไอโซเลต BBUU500 พบวา่ Phospholipid ท่ีพบ คือ 
Diphosphatidylglycerol (DPG), Phosphatidylethanolamine (PE), Phosphatidylinositol (PI) และ 
Phosphatidylinositol manosides (PIMs) (ภาพท่ี 26) ส่วน S. lannensis TA4-8T Phospholipid ท่ีพบ 
คือ Diphosphatidylglycerol (DPG), Phosphatidylethanolamine (PE) และ Phosphatidylinositol 
manosides (Promnuan et al., 2013) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 26  Phospholipid ของไอโซเลต BBUU500 
ภาพท่ี 26  Phospholipid ของไอโซเลต BBUU500  
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บทที ่5 
สรุปผลการวจัิย 

 
 จากการน าแอคติโนมยัสีทท่ีเก็บรักษาไวใ้นหน่วยวิจยัแอคติโนแบคทีเรีย ภาควิชา
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา ท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลไส้เดือนและผกับุง้ทะเล มาท าให้
บริสุทธ์ิ พบวา่ ไดแ้อคติโนมยัสีทท่ีมีความบริสุทธ์ิ 35 ไอโซเลต และตรวจสอบการผลิตไซเดอโร
ฟอร์ พบวา่ สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ไดท้ั้ง 35 ไอโซเลต จากนั้นเลือกไอโซเลตท่ีผลิตไซเดอโร
ฟอร์ไดดี้ท่ีสุด คือ ไอโซเลต BBUU157 และ ไอโซเลต BBUU500 มาศึกษาภายใตส้ภาวะความเคม็ 
ผลพบวา่ ไอโซเลต BBUU157 สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ี 7% เกลือโซเดียมคลอไรด์ และท่ีระดบั
ความเขม้ขน้สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1,000 มิลลิโมลาร์ มีค่าน ้าหนกัแหง้ 65.70 mg/ ml 
ผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์0 มิลลิโมลาร์ วดัขนาดโซนสีส้ม
ได ้4.70 เซนติเมตร ไอโซเลต BBUU500 สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ี 6% เกลือโซเดียมคลอไรด์ และ
ท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1,000 มิลลิโมลาร์ มีค่าน ้าหนกัแหง้ 41.30 
mg/ ml ผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด ์400 มิลลิโมลาร์ วดัขนาด
โซนสีส้มได ้4.40 เซนติเมตร ในขณะท่ี P. putida ATCC 17484 สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดท่ี 6% เกลือ
โซเดียมคลอไรด ์และท่ีระดบัความเขม้ขน้สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1,000 มิลลิโมลาร์ มีค่า
น ้าหนกัแหง้  50.80 mg/ ml ผลิตไซเดอโรฟอร์ไดดี้ท่ีสุดท่ีความเขม้ขน้เกลือโซเดียมคลอไรด์ 0 มิลลิ
โมลาร์ วดัขนาดโซนสีส้มได ้2.20 เซนติเมตร และผลจากการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
พบวา่ แอคติโนมยัสีททั้ง 35 ไอโซเลต มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย B. cereus จ านวน 23 ไอโซเลต มี
ฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย E. coli จ านวน 4 ไอโซเลต มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย P. aeruginosa จ านวน 2 
ไอโซเลต และมีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย S. aureus จ านวน 15 ไอโซเลต และจากผลการวิเคราะห์
ล าดบัเบสของยนี 16S rRNA พบวา่ มีค่าความเหมือนแอคคติโนมยัสีท สกุล Streptomyces (97-
100%) จ านวน 28 ไอโซเลต สกุล Kitasatospora (99-100%) จ านวน 3 ไอโซเลต สกุล 
Micromonospora (99%) จ านวน 1 ไอโซเลต และอีก 3 ไอโซเลต เกิดการปนเป้ือนไม่สามารถ
วิเคราะห์ผลได ้ผลจากการตรวจสอบการเป็นสปีชีส์ใหม่ของไอโซเลต BBUU500 พบว่า ลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและลกัษณะทางสรีรวิทยาของไอโซเลต BBUU500 เม่ือเทียบกบั S. lannensis 
TA4-8T พบวา่ ไอโซเลต BBUU500 มีสีสปอร์บนอาหารสูตร ISP3 สีขาว พื้นผิวสปอร์เรียบ และ
สปอร์มีลกัษณะเรียงตวัแบบเป็นเส้นยาว (Rectifiexibiles) และสามารถเจริญไดสู้งสุดท่ี 6% เกลือ
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โซเดียมคลอไรด ์ส่วน S. lannensis TA4-8T มีสีสปอร์บนอาหารสูตร ISP3 สีเทา พื้นผิวสปอร์เรียบ 
และสปอร์มีลกัษณะหมุนเป็นเกลียว (Spirales) และสามารถเจริญไดสู้งสูดท่ี 3% เกลือโซเดียมคลอ
ไรด ์และผลจากการวิคราะห์ลกัษณะทางเคมี พบวา่ ไอโซเลต BBUU500 และ S. lannensis TA4-8T 
มี Diamonopimelic acid เป็นแบบ LL-DAP ส่วน Polar lipids จะแตกต่างกนัท่ี ไอโซเลต BBUU500 
จะมี phosphatidylinositol แต่ S. lannensis TA4-8T จะไม่มี phosphatidylinositol และผลการ
วิเคราะห์ fatty acids พบวา่ ไอโซเลต BBUU500 มี fatty acids ท่ีพบจ านวนมาก ไดแ้ก่ iso-C15:0 

(10.07%), anteiso-C15:0 (18.03%), iso-C16:0   (22.14%) และ anteiso-C17:0 (15.25%) ส่วน S. lannensis 
TA4-8T fatty acids ท่ีพบจ านวนมาก ไดแ้ก่ ไดแ้ก่ iso-C14:0 (10.2%), anteiso-C15:0 (14.0%), C16:0 

(18.3%) และ iso-C16:0   (28.3%) ผลท่ีไดน้ี้ แสดงให้เห็นวา่ ไอโซเลต BBUU500 มีความเป็นไปไดว้า่
จะเป็นสปีชีส์ใหม่ แต่ก็ตอ้งมีการตรวจสอบเพิ่มเติมเพื่อยนืยนัในล าดบัต่อไป 

 
ข้อเสนอแนะ 
 ควรน าแอคติโนมยัสีทไอโซเลตท่ีเหลือไปตรวจสอบออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ เพื่อเพิ่ม
ศกัยภาพการน าไปใชเ้ป็นปุ๋ ยชีวภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตภายใตส้ภาวะดินเค็มในสภาพ
แปลงทดลองจริง ซ่ึงนอกจากตรวจสอบาภาะความเคม็แลว้ ควรมีการตรวจสอบภาวะความเครียด
ต่าง ๆ เช่น ดินเปร้ียว ดินแหง้แลง้ เป็นตน้ เพื่อหาสายพนัธุ์ท่ีมีศกัยภาพเพิ่มขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
สูตรการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
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สูตรการเตรียมอาหารเลีย้งแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท 
 1.  Mannitol soybean Agar (MS) 
   Mannitol  20     กรัม 
   Soybean  20     กรัม 
   Agar  20     กรัม 
   น ้ากลัน่ 1000     มิลลิลิตร 
 หมายเหตุ: ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ตม้จนละลายใหเ้ขา้กนั 
น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 20 นาที 
 
 2.  1% Yeast extract D-glucose (YD) 
   Yeast  extract 10     กรัม 
   D-glucose 10     กรัม 
   น ้ากลัน่ 1000     มิลลิลิตร 

 หมายเหตุ: ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหไ้ด ้7.0  
ตม้จนละลายใหเ้ขา้กนั น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส 20 นาที 
  
 3.  Yeast extract D-glucose (YD)+2% Agar 
   Yeast  extract  10     กรัม 
   D-glucose  10     กรัม 
   Agar  20     กรัม 
   น ้ากลัน่ 1000     มิลลิลิตร 

 หมายเหตุ: ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหไ้ด ้7.0  
ตม้จนละลายใหเ้ขา้กนั น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส 20 นาที 
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 4.  Nutriant Agar (NA) 
   Beef extract    1.5    กรัม 
   Peptone    5    กรัม 
   Sodium chloride    5    กรัม 
   Yeast extract    1.5    กรัม 
   Agar    15                        กรัม  
   น ้ากลัน่    1000               มิลลิลิตร 
  หมายเหตุ: ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหไ้ด ้6.8  
ตม้จนละลายใหเ้ขา้กนั น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
 5.  Nutrient Broth (NB) 
 Peptic digest of animal tissue  5   กรัม 
 Sodium chloride    5   กรัม 
 extract      1.5   กรัม 
 Yeast extract    1.5   กรัม 
 น ้ากลัน่        1000   มิลลิลิตร 
 
 6.  Yeast extract-malt extract agar (ISP2) 
 Dextrose     10   กรัม 
 Malt extract    3   กรัม 
 Yeast extract    3   กรัม 
 Peptic digest of animal tissue  5   กรัม 
 Agar     20   กรัม 
 น ้ากลัน่        490   มิลลิลิตร 
 
 7.  Oatmeal agar (ISP3) 
 Oat meal     20   กรัม 
 Trace salt solution (ml)   1   กรัม 
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 Ferric sulphate heptahydrate   0.001   กรัม 
 Manganese chloride tetrahydrate  0.001   กรัม 
 Zinc sulphate heptahydrate   0.001   กรัม 
 Agar     10   กรัม 
 น ้ากลัน่        1000     มิลลิลิตร 
 
 8.  Inorganic salts-starch agar (ISP4) 
 Soluble starch     10    กรัม 
 Calcium carbonate     2    กรัม 
 Ammonium sulphate    2    กรัม 
 Di-potassium phosphate    1    กรัม 
 Magnesium sulphate    1    กรัม 
 Ferrous sulphate     1   กรัม 
 Manganous chloride    0.001    กรัม  
 Zinc sulphate     0.001   กรัม 
 Agar      20    กรัม 
 น ้ากลัน่      1000    มิลลิลิตร 
 
 9.  Glycerol-asparagine agar (ISP5) 
 L-Asparagine     1    กรัม 
 Di-potassium phosphate    1    กรัม 
  Ferric sulphate heptahydrate   0.001    กรัม 
 Manganese chloride tetrahydrate   0.001    กรัม 
 Zinc sulphate heptahydrate    0.001    กรัม 
 Trace salt Soln (ml)    1    กรัม 
 น ้ากลัน่      1000    มิลลิลิตร 
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   10.  Chrom azurol S (CAS) 
 10.1 Preparation of CAS Indicator Solution 
  Chrom azurol S    0.06     กรัม 
 น ้ากลัน่            50     มิลลิลิตร 
 Fe III solution           10     มิลลิลิตร 
 HDTMA           40     มิลลิลิตร 
 หมายเหตุ: ชัง่สาร Chrom azurol S 0.06 กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร ในบีก
เกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายสีเหลือง เติม Fe III solution 10 มิลลิลิตร จะได้
สารละลายสีม่วง เติม HDTMA ท่ีละลายในน ้า 40 มิลลิลิตร ในขณะท่ีเติม HDTMA ให้เติมอยา่งชา้ 
ๆ ดว้ย Volumetric Pipettes จะไดส้ารละลายสีน ้าเงินเขม้ หลงัจากนั้นน า CAS Indicator Solution ท่ี
ไดใ้ส่ในขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
 10.2  Preparation of Basal Agar Medium 
 MOPS         3   กรัม 
 NaCl     0.05     กรัม 
 KH2PO4     0.03     กรัม 
 NH4Cl     0.01     กรัม 
 L-asparagine    0.05    กรัม 
 น ้ากลัน่        83     มิลลิลิตร 
 NaOH         5     มิลลิลิตร 
 Agar       1.5     กรัม 
 หมายเหตุ: ชัง่สาร MOPS 3 กรัม NaCl 0.05 กรัม KH2PO4 0.03 กรัม NH4Cl 0.01 กรัม
และ L-asparagine 0.05 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 83 มิลลิลิตร น าไปปรับ pH ใหไ้ด ้6.8 ดว้ย NaOH 
จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 88 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ เติม Agar 1.5 กรัม ละลายดว้ยความร้อน 
หลงัจากนั้นน าไปใส่ในขวดดูแรนขนาด 1,000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
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 10.3  Preparation of CAS Agar Plates 
 CAS Indicator Solution     10      มิลลิลิตร 
 Basal Agar Medium     88      มิลลิลิตร 
 Glucose         2      มิลลิลิตร 
  หมายเหตุ: น า CAS Indicator Solution, Basal Agar Medium และ 50% Glucose ไปปรับ
อุณหภูมิใน water bath ท่ี 50 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นเติม 50% Glucose 2 มิลลิลิตร ใน Basal 
Agar Medium และเติม CAS Indicator Solution 10 มิลลิลิตร อยา่งชา้ ๆ ดว้ย Volumetric Pipettes 
โดยแตะท่ีขา้งขวดพร้อมเขยา่อยา่งชา้ ๆ และไม่ใหเ้กิดฟอง จากนั้นเทลงบนเพลตปริมาณ 25 
มิลลิลิตร จะไดอ้าหารท่ีเป็นสีฟ้า 
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สารเคมีและการเตรียมสารเคมี 
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สารเคมี      
 1.  การท าอาหาร CAS plate assay 

 1.  Chrome azurol S 
 2.  Fe III solution 
  2.1  Ferric chloride (FeCl3·6H2O)  
  2.2  Hydrogen chloride (HCl) 
  2.3  double-distilled water (ddH2O) 
 3.  Hexadecyltrimethyl ammonium bromide (HDTMA) 
 4.  3-(N-morpholino) propane sulfonic acid (MOPS) 
 5.  Sodium chloride (NaCl) 
 6.  Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4) 
 7.  Ammonium chloride (NH4Cl) 
 8.  L-asparagine 
 9.  Sodium hydroxide (NaOH) 
 10.  Agar 
 11.  50% glucose solution 
2.  การเกบ็รักษาตัวอย่างแบคทีเรียแอคติโนมัยสีท 
 1.  20% Glycerol   
 

การเตรียมสารเคมี 
1.  Stock Fe III Solution 

 FeCl3∙6H2O          0.0027     กรัม 
 HCl          83.3            ไมโครลิตร 
 น ้ากลัน่           100              มิลลิลิตร 
 ชัง่  FeCl3∙6H2O 27 กรัม และ HCl 83.3 ไมโครลิตร ละลายในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร  
คนสารละลายใหเ้ขา้กนั 
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 2.  Stock HDTMA Solution 
     Hexadecyltrimethyl ammonium bromide      0.0729   กรัม 
    น ้ากลัน่                   40   มิลลิลิตร 
                 ชัง่ Hexadecyltrimethyl ammonium bromide 0.0729 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 40 มิลลิลิตร 
คนใหเ้ขา้กนัจากนั้นน าไป Clave 
  

3.  Stock NaOH Solution 
  NaOH                   12   กรัม 
 น ้ากลัน่                   50   มิลลิลิตร 
 ชัง่ NAOH 12 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร คนใหเ้ขา้กนัจากกนั้นน าไป Clave 
 

4.  Stock Glucose Solution 
    Glucose                  50   กรัม 
    น ้ากลัน่                  100   มิลลิลิตร 
ชัง่ Glucose 50 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร น าไปกรองดว้ยฟิลเตอร์  

 

     5.  Stock ความเข้มข้นเกลือ 1,000 มิลลิโมลาร์ 
         ความเขม้ขน้                                  1000    มิลลิโมลาร์ 
       ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม               100        มิลลิลิตร 
       น ้าหนกัโมโลกุล (MW)              58.44    
    

  สูตรเคมีในการค านวณ      1000 mM × 58.44  g × 100 ml

1000 ml
  = 5.85 กรัม 
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 6.  เตรียมความเข้มข้น NaCl 800 มิลลิโมลาร์ 
  ความเขม้ขน้                                  800    มิลลิโมลาร์ 
       ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม               100        มิลลิลิตร 
       น ้าหนกัโมโลกุล (MW)              58.44  

  สูตรเคมีในการค านวณ      800 m M × 58.44 g × 100 ml

1000 ml
  = 4.68 กรัม  

                                                 
 7.  Stock ความเข้มข้นเกลือ 600 มิลลิโมลาร์ 
         ความเขม้ขน้                                    600    มิลลิโมลาร์ 
       ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม                 100       มิลลิลิตร 
       น ้าหนกัโมโลกุล (MW)                58.44    
    

  สูตรเคมีในการค านวณ      600 mM × 58.44 g × 100 ml

1000 ml
  = 3.51 กรัม 

                                                         
 8.  Stock ความเข้มข้นเกลือ 400 มิลลิโมลาร์ 
         ความเขม้ขน้                                    400   มิลลิโมลาร์ 
       ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม                 100       มิลลิลิตร 
       น ้าหนกัโมโลกุล (MW)                 58.44    
    

  สูตรเคมีในการค านวณ      400 mM × 58.44 g × 100 ml

1000 ml
  = 2.34 กรัม 

                                                          
 9.  Stock ความเข้มข้นเกลือ 200 มิลลิโมลาร์ 
         ความเขม้ขน้                                    200    มิลลิโมลาร์ 
       ปริมาตรท่ีตอ้งการเตรียม                 100       มิลลิลิตร 
       น ้าหนกัโมโลกุล (MW)                58.44   
    

  สูตรเคมีในการค านวณ      200 mM × 58.44 g × 100 ml

1000 ml
  = 1.17 กรัม 
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ภาคผนวก ค 
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร MS ของแอคติโนมยัสีท  

และ P. putida ATCC 17484 
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ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
 
BBUU105 

 
 
 
 
BBUU112 

 
 

 
 
BBUU114 

 
 
 

BBUU118 

 
 
 

 
BBUU134 

 
 
 
ภาพภาคผนวก 1  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร MS 
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ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 

 
BBUU144 

 
 
 

 
BBUU145 

 
 
 

 
BBUU146 

 
 
 

 
BBUU149 

 
 
 

BBUU150 
 

 
 
ภาพภาคผนวก 1  (ต่อ) 
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ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 

 
BBUU151 

 
 
 

 
BBUU155/1 

 
 
 
BBUU155/2 

 
 

 
BBUU157 

 
 

 
 
BBUU160 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวก 1  (ต่อ) 
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ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
 
BBUU161 

 
 

 
BBUU162 
 

 
 

 
BBUU163 
 
 

 
 
BBUU164 
 
 
 
 
BBUU165/1 

 
 
 

 
 
ภาพภาคผนวก 1  (ต่อ) 
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ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 

 
BBUU165/2 

 
 

 
 
BBUU166 

 
 
 

BBUU168 

 
 
 

BBUU179 

 
 
 

 
BBUU180 

 
 

 
 
ภาพภาคผนวก 1  (ต่อ) 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

87 
 

 
 

ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 

 
BBUU186 

 
 

 
BBUU187 

 
 
 
 

BBUU190 

 
 
 
 
BBUU192 

 
 
 
BBUU195 

 
 

 
 
ภาพภาคผนวก 1  (ต่อ) 
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ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 

 
BBUU500 

 
 
 
 

BBUU903 

 
 
 

BBUU904 

 
 
 
 

BBUU906 

 
 

 
BBUU907 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวก 1  (ต่อ) 
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ไอโซเลต หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 

 
P. putida  
ATCC 17484 

 
 
 

ภาพภาคผนวก 2  ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารสูตร NA ของ P. putida ATCC 17484 
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ภาคผนวก ง 
การยอ้มสีแกรมของแอคติโนมยัสีท 
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แอคติโนมยัสีท แกรมบวก(สีม่วง) แอคติโนมยัสีท แกรมบวก(สีม่วง) 
 
 

BBUU105         BBUU112 
 
 
 

BBUU114         BBUU118 
 
 
 

BBUU134         BBUU144 
 
 
 

BBUU145         BBUU146 
 

    
 

BBUU149         BBUU150 
 
 

 
BBUU151         BBUU155/1 
 

 

ภาพภาคผนวก 3  การยอ้มสีแกรมของแอคติโนมยัสีท 
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แอคติโนมยัสีท แกรมบวก(สีม่วง) แอคติโนมยัสีท แกรมบวก(สีม่วง) 

 
BBUU155/2        BBUU157 

 
 
 

BBUU160         BBUU161 
 
 
 

BBUU162         BBUU163 
 
 
 

BBUU164         BBUU165/1 
 
 
 

BBUU165/2        BBUU166 
 
 

 
BBUU168         BBUU179 
 
 

 

ภาพภาคผนวก 3  (ต่อ) 
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แอคติโนมยัสีท แกรมบวก(สีม่วง) แอคติโนมยัสีท แกรมบวก(สีม่วง) 

 
BBUU180         BBUU186 

 
 
 

BBUU187         BBUU190 
 
 
 

BBUU192         BBUU195 
 
 
 

BBUU500         BBUU903 
 
 

 
BBUU904         BBUU906 

 
 
 

BBUU907 
 

 
ภาพภาคผนวก 3  (ต่อ) 
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ภาคผนวก จ 
การผลิตไซเดอโรฟอร์ของแอคติโนมยัสีทภายใตส้ภาวะปกติ 
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ไอโซเลต                1      2 
BBUU105 
 
 
 
 
BBUU112 

 
 
 
 
BBUU114 

 
 
 
 
BBUU118 

 
 
 
 
BBUU134 

 
 

 
ภาพภาคผนวก 4  การผลิตไซเดอโรฟอร์ของแอคติโนมยัสีทภายใตส้ภาวะปกติ 
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ไอโซเลต 1 2 
BBUU144  

 
 

 

BBUU145  
 
 

 

BBUU146  
 
 
 

 

BBUU149  
 
 
 

 

BBUU150  
 
 
 

 

 
 
ภาพภาคผนวก 4  (ต่อ) 
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ไอโซเลต 1 2 
BBUU151  

 
 
 

เพลตอาหารมีการ
ปนเป้ือน 

BBUU155/1  
 
 
 

 

BBUU155/2  
 
 
 

 

BBUU157  
 
 
 

 

BBUU160 

 
 
 

 
 
 

 

 
 
ภาพภาคผนวก 4  (ต่อ) 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

98 
 

 
 

ไอโซเลต 1 2 
BBUU161  

 
 

 

BBUU162  
 
 
 

 

BBUU163  
 
 
 

 

BBUU164  
 
 
 

 

BBUU165/1 

 
 
 

 
 
 
 

 

 
ภาพภาคผนวก 4  (ต่อ) 
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ไอโซเลต 1 2 
BBUU165/2  

 
 
 

 

BBUU166  
 
 
 

 

BBUU168  
 
 
 

 

BBUU179  
 
 
 

 

BBUU180  
 
 
 

 

 
 
ภาพภาคผนวก 4  (ต่อ) 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

100 
 

 
 

ไอโซเลต 1 2 
BBUU186  

 
 
 

 

BBUU187  
 
 

 

BBUU190  
 
 
 

 

BBUU192  
 
 
 

 

BBUU195  
 
 
 

 

 
ภาพภาคผนวก 4  (ต่อ) 
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ไอโซเลต 1 2 
BBUU500  

 
 
 

 

BBUU903  
 
 
 

 
เพลตอาหารมีการ

ปนเป้ือน 

BBUU904  
 
 
 

 
เพลตอาหารมีการ

ปนเป้ือน 

BBUU906  
 
 
 

 

BBUU907  
 
 
 

 
เพลตอาหารมีการ

ปนเป้ือน 

 
 
ภาพภาคผนวก 4  (ต่อ)
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ภาคผนวก ฉ 
การทนเคม็ของแอคติโนมยัสีทและ P. putida ATCC 17484 
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% NaCl หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
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ภาพภาคผนวก 5 การทนเคม็ของไอโซเลต BBUU157 
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% NaCl หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
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ภาพภาคผนวก 5  (ต่อ) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

105 
 

 
 

% NaCl หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
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ภาพภาคผนวก 6  การทนเคม็ของไอโซเลต BBUU500 
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% NaCl หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 

 
5% 
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ภาพภาคผนวก 6  (ต่อ) 
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% NaCl หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
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ภาพภาคผนวก 7  การทนเคม็ของ P. putida ATCC 17484 
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% NaCl หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
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ภาพภาคผนวก 7  (ต่อ) 
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ภาคผนวก ช 
การเจริญภายใตส้ภาวะความเคม็และการหาน ้าหนกัแหง้ 
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ตารางภาคผนวก 8  ขอ้มูลการเจริญของ BBUU157 ภายใตส้ภาวะความเคม็ 
 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2266 0.2428 0.0162   
 1 2 0.2213 0.2447 0.0234 0.0198  
  3 0.2215 0.2412 0.0197   
  1 0.2274 0.2413 0.0139   

0 2 2 0.2208 0.2471 0.0263 0.0179 0.0158 
  3 0.2225 0.236 0.0135   
  1 0.1796 0.1857 0.0092   
 3 2 0.1781 0.1844 0.0094 0.0096  
  3 0.1736 0.1835 0.0102   
  1 0.2231 0.2509 0.0278   
 1 2 0.2209 0.2435 0.0226 0.0268  
  3 0.218 0.2481 0.0301   
  1 0.2204 0.2505 0.0301   

200 2 2 0.2257 0.2579 0.0322 0.0315 0.0283 
  3 0.2254 0.2577 0.0323   
  1 0.2227 0.2556 0.0329   
 3 2 0.228 0.2486 0.0206 0.0267  
  3 0.2266 0.2531 0.0265   

 

 
 
 

 
 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

111 
 

 
 

ตารางภาคผนวก 8  (ต่อ) 

 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.224 0.2617 0.0377   
 1 2 0.2188 0.2577 0.0389 0.0356  
  3 0.2202 0.2503 0.0301   
  1 0.2237 0.2538 0.0301   

400 2 2 0.222 0.2493 0.0373 0.0319 0.0337 
  3 0.2191 0.2474 0.0283   
  1 0.2241 0.254 0.0299   
 3 2 0.2255 0.2576 0.0321 0.0326  
  3 0.227 0.2629 0.0359   
  1 0.2271 0.2742 0.0471   
 1 2 0.2245 0.2659 0.0414 0.0443  
  3 0.2214 0.2657 0.0443   
  1 0.2232 0.2695 0.0463   

600 2 2 0.2214 0.2608 0.0394 0.0457 0.0454 
  3 0.2268 0.2782 0.0514   
  1 0.2222 0.2761 0.0539   
 3 2 0.223 0.2614 0.0384 0.0462  
  3 0.2268 0.2732 0.0464   
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ตารางภาคผนวก 8  (ต่อ) 

 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2245 0.2877 0.0632   
 1 2 0.2208 0.2875 0.0667 0.0615  
  3 0.2241 0.2786 0.0545   
  1 0.2214 0.2715 0.0501   

800 2 2 0.2226 0.2891 0.0665 0.0598 0.0612 
  3 0.2184 0.2811 0.0627   
  1 0.218 0.2847 0.0667   
 3 2 0.2218 0.2769 0.0551 0.0624  
  3 0.2313 0.2968 0.0655   
  1 0.2224 0.2884 0.066   
 1 2 0.2265 0.2761 0.0546 0.0587  
  3 0.2227 0.2782 0.0555   
  1 0.2234 0.2731 0.0597   

1000 2 2 0.2238 0.2991 0.0753 0.0685 0.0657 
  3 0.2211 0.2916 0.0705   
  1 0.2241 0.2989 0.0748   
 3 2 0.2249 0.2974 0.0725 0.0698  
  3 0.222 0.2842 0.0622   
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ตารางภาคผนวก 9  ขอ้มูลการเจริญของ BBUU500 ภายใตส้ภาวะความเคม็ 

 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2305 0.2353 0.0048   
 1 2 0.2265 0.232 0.0055 0.0052  
  3 0.2308 0.2362 0.0054   
  1 0.2358 0.2453 0.0095   

0 2 2 0.2292 0.2435 0.0143 0.0097 0.0069 
  3 0.2406 0.2458 0.0052   
  1 0.2282 0.2362 0.008   
 3 2 0.2354 0.2401 0.0047 0.0059  
  3 0.2293 0.2342 0.0049   
  1 0.2305 0.2526 0.0221   
 1 2 0.2383 0.2557 0.0174 0.0195  
  3 0.2336 0.2527 0.0191   
  1 0.2318 0.2592 0.0274   

200 2 2 0.2336 0.2468 0.0132 0.0175 0.0177 
  3 0.2331 0.245 0.0119   
  1 0.2252 0.2364 0.0112   
 3 2 0.2363 0.2509 0.0146 0.0161  
  3 0.2283 0.2507 0.0224   
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ตารางภาคผนวก 9  (ต่อ) 
 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2307 0.2571 0.0264   
 1 2 0.2363 0.2563 0.0200 0.0221  
  3 0.2337 0.2538 0.0201   
  1 0.2323 0.2517 0.0194   

400 2 2 0.239 0.2572 0.0182 0.0197 0.0206 
  3 0.2317 0.2533 0.0216   
  1 0.2249 0.2454 0.0205   
 3 2 0.2293 0.247 0.0177 0.0199  
  3 0.232 0.2534 0.0214     
  1 0.2367 0.2615 0.0248   
 1 2 0.2279 0.2643 0.0364 0.0292  
  3 0.2267 0.2531 0.0264   
  1 0.2374 0.2674 0.03   

600 2 2 0.233 0.2615 0.0285 0.0303 0.0289 
  3 0.2334 0.2657 0.0323   
  1 0.2352 0.261 0.0258   
 3 2 0.2378 0.2645 0.0267 0.0273  
  3 0.2338 0.2631 0.0293     
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ตารางภาคผนวก 9  (ต่อ) 
 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2317 0.2648 0.0331   

 1 2 0.2284 0.2675 0.0391 0.036  

  3 0.2422 0.268 0.0358   

  1 0.2293 0.2611 0.0318   
800 2 2 0.2286 0.266 0.0374 0.037 0.0334 

  3 0.2329 0.2647 0.0318   
  1 0.2334 0.2622 0.0288   
 3 2 0.2354 0.2691 0.0337 0.0305  
  3 0.229 0.258 0.029     
  1 0.2302 0.2775 0.0473   
 1 2 0.2298 0.2681 0.0383 0.0409  
  3 0.2309 0.2679 0.037   
  1 0.2291 0.2732 0.0441   

1000 2 2 0.2317 0.2763 0.0446 0.042 0.0413 
  3 0.2402 0.2776 0.0374   
  1 0.2303 0.2728 0.0425   
 3 2 0.2365 0.2753 0.0388 0.041  
  3 0.2285 0.2702 0.0417     
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ตารางภาคผนวก 10 ขอ้มูลการเจริญของ P.putida ATCC 17484 ภายใตส้ภาวะความเค็ม 
 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2351 0.2428 0.0077   
 1 2 0.2351 0.2458 0.0107 0.0122  
  3 0.2378 0.256 0.0182   
  1 0.2336 0.2549 0.0213   

0 2 2 0.2308 0.242 0.0112 0.0129 0.0117 
  3 0.2313 0.2374 0.0061   
  1 0.232 0.2458 0.0138   
 3 2 0.2368 0.2483 0.0115 0.01  
  3 0.2331 0.2379 0.0048   
  1 0.2304 0.2425 0.0121   
 1 2 0.2328 0.2516 0.0188 0.0215  
  3 0.2299 0.2636 0.0337   
  1 0.2337 0.2529 0.0192   

200 2 2 0.2319 0.2558 0.0239 0.0197 0.0206 
  3 0.2325 0.2484 0.0159   
  1 0.2303 0.2505 0.0202   
 3 2 0.236 0.2558 0.0198 0.0206  
  3 0.2286 0.3505 0.0219   
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ตารางภาคผนวก 10  (ต่อ) 
 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2333 0.2688 0.0355   
 1 2 0.2329 0.2758 0.0429 0.0396  
  3 0.2322 0.2727 0.0405   
  1 0.2279 0.2695 0.0416   

400 2 2 0.2326 0.2654 0.0328 0.0356 0.0368 
  3 0.2309 0.2634 0.0325   
  1 0.235 0.279 0.044   
 3 2 0.2313 0.263 0.0317 0.0353  
  3 0.2301 0.2604 0.0303   
  1 0.2341 0.2787 0.0477   
 1 2 0.2366 0.2889 0.0523 0.0509  
  3 0.2336 0.2863 0.0527   
  1 0.2331 0.2787 0.0456   

600 2 2 0.2314 0.2825 0.0511 0.0503 0.0508 
  3 0.2344 0.2886 0.0542   
  1 0.2327 0.2846 0.0519   
 3 2 0.2308 0.2887 0.0579 0.0513  
  3 0.2349 0.2789 0.044   
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ตารางภาคผนวก 10  (ต่อ) 
 
ความเขม้ขน้ 
NaCl (mM) 

ชุดการ
ทดลอง 

หลอด
ท่ี 

น ้าหนกัแหง้ (g/ ml) 
เฉล่ียรวม 

ก่อนอบ หลงัอบ น ้าหนกัแหง้ เฉล่ีย 
  1 0.2352 0.2737 0.0385   
 1 2 0.2293 0.2737 0.0444 0.0406  
  3 0.2315 0.274 0.0389   
  1 0.2358 0.282 0.0462   

800 2 2 0.2331 0.273 0.0399 0.041 0.0408 
  3 0.233 0.27 0.037   
  1 0.2277 0.2705 0.0428   
 3 2 0.2334 0.2739 0.0405 0.0408  
  3 0.2315 0.2742 0.0391   
  1 0.2337 0.2669 0.0332   
 1 2 0.2299 0.2599 0.03 0.0328  
  3 0.23 0.2653 0.0353   
  1 0.2307 0.2606 0.0299   

1000 2 2 0.2335 0.2683 0.0348 0.0340 0.03218 
  3 0.2303 0.2676 0.0373   
  1 0.2337 0.2613 0.0296   
 3 2 0.2314 0.2609 0.0295 0.0297  
  3 0.2373 0.2675 0.03   
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ภาคผนวก ซ 

การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็ 
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ตารางภาคผนวก 11  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็ของไอโซเลต BBUU157 
 

ความเขม้ขน้ NaCl 
(mM) 

Halozone (cm.) 
เฉล่ีย (cm.) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
0 4.7 4.8 4.6 4.70±0.10 

200 3.6 3.1 4.4 3.70±0.65 
400 4.0 4.0 4.0 4.00±0.00 
600 3.1 3.3 3.3 3.23±0.11 
800 2.9 3.0 3.2 3.03±0.15 

1,000 2.9 2.8 2.9 2.87±0.06 
 
ตารางภาคผนวก 12  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็ของไอโซเลต BBUU500 
 

ความเขม้ขน้ NaCl (mM) 
Halozone (cm.) 

เฉล่ีย (cm.) 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0 4.3 4.5 4.4 4.40±0.10 
200 4.0 4.5 4.0 4.17±0.29 
400 3.5 4.7 5.0 4.40±0.79 
600 3.4 2.8 3.3 3.17±0.32 
800 3.4 3.7 4.0 3.70±0.30 

1,000 3.0 3.5 3.4 3.30±0.26 
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ตารางภาคผนวก 13  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็ของ P. putida ATCC 17484 

 
ความเขม้ขน้ NaCl 

(mM) 
Halozone (cm.) 

เฉล่ีย (cm.) 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

0 2.4 2.0 2.2 2.20±0.20 
200 1.2 1.3 1.5 1.33±0.15 
400 1.3 1.2 1.1 1.20±0.10 
600 0.8 0.7 0.8 0.77±0.06 
800 0.5 0.5 0.4 0.47±0.06 

1,000 0.3 0.3 0.4 0.33±0.06 
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ความเขม้ขน้ NaCl 
(mM) 

1 2 3 

 
 
 0 
 
 
 
 
 200 
 
 
 
 
 400 
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ภาพภาคผนวก 14  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็ของไอโซเลต BBUU157 
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ความเขม้ขน้ NaCl 
(mM) 

1 2 3 

 
 
 1000 
 
 
 
ภาพภาคผนวก 14  (ต่อ) 
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ความเขม้ขน้ NaCl 
(mM) 

1 2 3 

 
 
 0 
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ภาพภาคผนวก 15  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็ของไอโซเลต BBUU500 
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ความเขม้ขน้ NaCl 
(mM) 

1 2 3 

 
 
 1000 
 
 
 
ภาพภาคผนวก 15  (ต่อ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3
6

9
6

6
4

4
6

7
8



 

B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
8
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
4
2
5
6
3
 
1
8
:
4
4
:
3
0
 
/
 
s
e
q
:
 
2
8

126 
 

 
 

ความเขม้ขน้ NaCl 
(mM) 

1 2 3 

          
 0 
           เพลตอาหาร 
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ภาพภาคผนวก 16  การผลิตไซเดอโรฟอร์ภายใตส้ภาวะความเคม็ของ P. putida ATCC 17484 
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ความเขม้ขน้ NaCl 
(mM) 

1 2 3 

 
 
 1000 
 
 
 
ภาพภาคผนวก 16  (ต่อ) 
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ภาคผนวก ฌ 

การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย 
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ภาพภาคผนวก 17  การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย B.cereus 

หนา้เพลต หลงัเพลต 
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หนา้เพลต หลงัเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพภาคผนวก 17  (ต่อ) 
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หนา้เพลต หลงัเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพภาคผนวก 18  การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย E.coli 
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หนา้เพลต หลงัเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพภาคผนวก 18  (ต่อ) 
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หนา้เพลต หลงัเพลต 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพภาคผนวก 19  การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย P.aeruginosa 
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หนา้เพลต หลงัเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพภาคผนวก 19  (ต่อ) 
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หนา้เพลต หลงัเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพภาคผนวก 20  การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย S.aureus 
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หนา้เพลต หลงัเพลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพภาคผนวก 20  (ต่อ) 
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ภาคผนวก ญ 
ลกัษณะสัณฐานวิทยาไอโซเลต BBUU157 และ ไอโซเลต BBUU500 

 บนอาหาร ISP สูตรตา่ง ๆ 
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อาหารสูตร ISP หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
 

 
ISP2 

 
 
 

ISP3 
 
 
 

ISP4 
 
 
 
 

ISP5 
 
 
 

ภาพภาคผนวก 21  ลกัษณะสัณฐานวิทยาไอโซเลต BBUU 157 บนอาหาร ISP 
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อาหารสูตร ISP หนา้เพลต หลงัเพลต โคโลนีเด่ียว 
 

 
ISP2 

 
 
 

ISP3 
 
 
 

ISP4 
 
 
 

ISP5 
 
 
 
 

ภาพภาคผนวก 22  ลกัษณะสัณฐานวิทยาไอโซเลต BBUU 500 บนอาหาร ISP 
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ภาคผนวก ฎ 
แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธ์ุ 
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ภาพภาคผนวก 23  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ Maximum Likelihood method ของแอคติโนมยัสีท 
35 ไอโซเลต และใช ้P. aeruginosa JCM 5962T เป็น outgroup ใชค้่า bootstrap (%) 1,000 คร้ัง 
ระยะห่างของการแทนท่ีของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ท่ากบั 0.005

 Streptomyces alboniger NRRL B-1832T 
 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T 
 Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 41896T 
 BBUU180 
 BBUU179 

 BBUU155/1 
 Streptomyces krungchingensis KC-035T 
 BBUU155/2 

 BBUU186 
 BBUU168 
 Streptomyces hawaiiensis NBRC 12784T 
 BBUU187 
 BBUU190 
 BBUU903 
 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475T 
 BBUU904 
 Streptomyces lannensis TA4-8T 
 Streptomyces malaysiense MUSC 136T 

 BBUU145 
 Streptomyces durhamensis NRRL B-3309T 
 BBUU500 

 BBUU1652 
 BBUU907 

 Streptomyces coeruleofuscus NBRC 12757T 
 Streptomyces leeuwenhoekii C34T 
 BBUU164 
 Streptomyces parvulus NBRC 13193T 
 BBUU906 
 BBUU157 
 BBUU160 
 BBUU134 
 BBUU112 
 BBUU105 
 BBUU165/1 
 BBUU163 
 BBUU144 
 BBUU114 
 Streptomyces diastaticus subs. ardesiacus NRRL B-1773T 
 BBUU161 
 BBUU162 

 BBUU149 
 Kitasatospora aburaviensis NRRL B-2218T 
 BBUU146 
 Kitasatospora arboriphila HKI 0189T 
 BBUU150 
 BBUU195 
 Streptomyces glauciniger CGMCC 4-1858T 

 BBUU192 
 Micromonospora maritima D10-9-5T 

 Pseudomonas aeruginosa JCM 
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ภาพภาคผนวก 24  แผนภูมิวิวฒันาการชาติพนัธุ์ Maximum Parsimony method ของแอคติโนมยัสีท 
32 ไอโซเลต และใช ้P. aeruginosa JCM 5962T เป็น outgroup ใชค้่า bootstrap (%) 1,000 คร้ัง 

 BBUU179 
 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T 
 Streptomyces alboniger NRRL B-1832T 
 Streptomyces phaeoluteigriseus DSM 41896T 
 BBUU180 
 Streptomyces krungchingensis KC-035T 
 BBUU155/1 
 BBUU155/2 
 Streptomyces durhamensis NRRL B-3309T 
 BBUU145 
 BBUU500 
 BBUU149 
 Streptomyces glauciniger CGMCC 4-1858T 
 BBUU195 
 BBUU150 
 Kitasatospora arboriphila HKI 0189T 
 BBUU146 
 Kitasatospora aburaviensis NRRL B-2218T 
 Pseudomonas aeruginosa JCM 

5962
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 BBUU192 
 Micromonospora maritima D10-9-5T 
 Streptomyces lannensis TA4-8T 
 Streptomyces malaysiense MUSC 136T 
 BBUU105 
 BBUU165/2 
 BBUU165/1 
 BBUU163 
 BBUU144 
 BBUU114 
 Streptomyces diastaticus subs. ardesiacus NRRL B-1773T 
 BBUU161 
 BBUU162 
 BBUU134 
 BBUU160 
 BBUU168 
 Streptomyces hawaiiensis NBRC 12784T 
 BBUU187 
 BBUU190 
 BBUU903 
 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475T 
 BBUU186 
 BBUU904 
 BBUU907 
 BBUU157 
 BBUU906 
 Streptomyces parvulus NBRC 13193T 
 BBUU164 
 BBUU112 
 Streptomyces leeuwenhoekii C34T 
 Streptomyces coeruleofuscus NBRC 12757T 
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ภาคผนวก ฏ 
การวิเคราะห์ลกัษณะทางเคมี 
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ภาพภาคผนวก 27  Polar lipids ของไอโซเลต BBUU500 จากผลการวิเคราะห์ thin-layer 
chromatograms (TLC) ประกอบไปดว้ย phosphomolybdic acid (a), Dittmer and Lester (b), 
ninhydrin (c), anisaldehyde (d) และ dragendorff (e) as spraying reagents.   
ก าหนดให ้: PE, phosphatidylethanolamine; DPG, diphosphatidylglycerol; PI, 
phosphatidylinositol; PIMs, phosphatidylinositol manosides; GL1 และ GL2, unknown glycolipid; 
NPG, unknown ninhydrin positive glycolipid และ L1, L2 และ L3, unknown lipid 
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