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บทที่ 1 บทน า 

                เนื่องจากแบคทีเรียในกลุม่แอคติโนมยัซีทมกีารสร้างสารไบโอแอคทีฟเมตาโบไลท์ที่มีความหลากหลาย  ที่ยงัคง

มีความส าคญัตอ่การค้นหาสารแอนติไบโอติก  หรือสารตวัยาชนดิใหม ่ ๆทีเ่ป็นประโยชน์ตอ่ทางการแพทย์และเภสชัวิทยา

อยา่งตอ่เนื่อง   ตราบใดที่ที่ยงัพบวา่มเีชือ้ก่อโรคที่ดือ้ยา ที่นบัวนัมีแตจ่ะทวจี านวนมากขึน้นบัเป็นเร่ืองที่ยิง่มีความส าคญั

มากขึน้   ในหลาย ๆรายงานพบวา่เชือ้แบคทเีรียก่อโรคที่ดือ้ยาแอนติไบโอติกนัน้มเีพิ่มมากขึน้จริง  ในขณะท่ีอตัราการ

ค้นพบหรือการพฒันาสารแอนติไบโอติกที่มีประสทิธิภาพนัน้กลบัลดลง (Nathan, 2004: Nussbaum,  et al., 2006)   ใน

บรรดาสารแอนติไบโอติกทีใ่ช้ในทางคลนิิกนัน้   สองในสามของนัน้ก็ได้ค้นพบมาจากแหลง่ธรรมชาติ  และเป็นสารกึ่ง

สงัเคราะห์ที่ดดัแปลงมาจากสารแอนติไบโอติกธรรมชาติอีกทีหนึง่ ( Newman and  Cragg, 2007)      

                ส าหรับสารออกฤทธ์ิท่ีได้จากธรรมชาตินัน้สิง่ท่ีส าคญัคอื ก่อนท่ีจะมีการตรวจสอบชนิดของสารวา่เป็นสารกลุม่

ไหน  มีโครงสร้างทางเคมีอยา่งไร  เป็นชนิดใหมห่รือไมน่ัน้ ต้องการสารส าหรับการทดสอบเป็นปริมาณที่มากพอสมควร   

ซึง่ต้องมากพอส าหรับการท าให้สารบริสทุธ์ิเบือ้งต้น    ส าหรับการน ามาวิเคราะห์โครงสร้างและน า้หนกัโมเลกลุ  รวมทัง้น า

สารแตล่ะองค์ประกอบท่ีแยกได้จากสารสกดัหยาบมาทดสอบวา่ องค์ประกอบใดคือสารท่ีออกฤทธ์ิ และออกฤทธ์ิกบั

อะไรบ้าง จลุนิทรีย์ หรือเซลล์มะเร็ง  สารแตล่ะองค์ประกอบทีไ่ด้ต้องมากพอส าหรับการทดสอบการออกฤทธ์ิแตล่ะชนิด  

เนื่องจากในแตล่ะขัน้ตอนนัน้ก็จะมีน า้หนกัมวลสารท่ีหายไปในแตล่ะขบวนการของการวเิคราะห์   จึงต้องการเทคโนโลยีใน

การเลีย้งเซลล์เพ่ือการสร้างสารออกฤทธ์ิให้ได้ปริมาณมากพอส าหรับการวเิคราะห์ในแตล่ะขัน้ตอน   

                  เนื่องจากเซลล์แบคทีเรียมีขนาดเลก็   ดงันัน้สารเมตาโบไลท์ที่สร้างขึน้ภายในเซลล์แตล่ะเซลล์จึงมีปริมาณ

น้อยตามขนาดเซลล์  เฉพาะการจะวิเคราะห์โครงสร้างสารแตล่ะชนิดอาจต้องใช้สารประมาณ 1-3  กรัม ขึน้กบั

ความสามารถของเคร่ืองมือวิเคราะห์ที่ใช้  นัน่หมายความวา่ต้องใช้ปริมาณสารสกดัหยาบตอ่ชนิดเชือ้ ที่อาจมากถงึ  2-10 

ล้านเทา่ของน า้หนกัเซลล์โดยประมาณหากจะคิดวา่ 1 เซลล์ หนกั 1  g  ในแบคทีเรียอาจต้องเลีย้งเชือ้ ถงึ 20-25 ลติร 

เพื่อให้ได้สารสกดัหยาบ 1 กรัม  ในเชือ้บางชนดิ  ดงันัน้การค้นหาวิธีที่จะได้เซลล์ปริมาณมากหรือเพื่อให้เซลล์ผลติสาร

ปริมาณมากจงึมคีวามส าคญัส าหรับขัน้ตอนนี ้

                    ส าหรับมารีนยีสต์เป็นราในกลุม่ Ascomycetes หรือบางชนดิอยูใ่นกลุม่ Basidiomycetes  ซึง่มีคณุคา่

อาหารภายในเซลล์ และองค์ประกอบของเซลล์สงู  มีทัง้โปรตีน กรดไขมนัไมอ่ิ่มตวั  วิตามินบหีลายชนิด  นอกจากนีย้งั

พบวา่เซลล์ยีสต์ยงัประกอบไปด้วยคาร์โบไฮเดรท กรดนิวคลอิิค  รวมทัง้ไขมนัอื่น ๆ  ดงันัน้จึงเหมาะสมที่จะใช้ส าหรับเป็น

อาหารเสริม   และในการเลีย้งเซลล์ยีสต์นัน้ใช้เวลาสัน้  และสามารถเลีย้งได้โดยใช้วตัถดุิบที่อาจหาได้ง่าย เช่นกากน า้ตาล 

มนัส าปะหลงั หางนม  (Whey)    มารีนยีสต์หลายชนิดมีกรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัสงู เช่น  (Polyunsaturated fatty acids, 

PUFAs) ซึง่กรดไขมนัเหลา่นี ้เป็นกรดไขมนัท่ีมีบทบาทส าคญัตอ่สขุภาพของมนษุย์ โดยถกูน ามาใช้เป็นอาหารเสริม และใช้

ในทางการแพทย์   โดยเฉพาะกลุม่ไขมนัโอเมกา 3 ควบคมุการท างานในร่างกายรวมทัง้ความดนัโลหิต ปอ้งกนัเลอืดแขง็ตวั  

การท างานของระบบสมองและประสาท    นอกจากนีย้งัพบวา่  EPA และ DHA มีบทบาทในการควบคมุการตอบสนองการ

อกัเสบผา่นการผลติสารที่เรียกวา่ eicosanoids (Oliver et al 2010) รวมทัง้ยงัน ามาใช้ในอตุสาหกรรมการผลติอาหาร

สตัว์    ปัจจบุนัเรามกีารผลติยีสต์ทัง้ที่เป็นอาหารคนและอาหารสตัว์  ซึง่ผลติได้โดยใช้ยีสต์หลายชนิด เช่น แคนดดิา 
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Candida  utilis หรือ  Saccharomyces  sp. การใช้ยีสต์ในอาหารของคนนัน้ มกัใช้เพื่อปรุงแตง่ เพิ่มกลิน่รสของอาหาร 

เช่น ใช้เติมใน อาหารประเภทซุบ หรืออาจใช้เป็นสารสกดัจากยีสต์ใช้ทาขนมปัง สว่นการใช้ยีสต์ในอาหารสตัว์นัน้สว่นใหญ่

ใช้ในรูปอาหารเสริมโปรตีน และหากจะใช้เป็นอาหารของสตัว์ทะเลวยัออ่น จะเลอืกใช้ยีสต์ที่แยกได้จากทะเล หรือมารีน

ยีสต์ ซึง่เป็นยีสต์ที่มีกรดไขมนัท่ีมี polyunsaturated fatty acids สงู และไมท่ าให้คณุภาพน า้เสยี (เหมือนการใช้ยีสต์ท า

ขนมปัง)  เพื่อให้สตัว์น า้วยัออ่นเจริญเติบโตได้ดี เพื่อเป็นแหลง่ของอาหารท่ีมีคณุประโยชน์และมีคณุคา่อาหารสงูตอ่สตัว์

ทะเลท่ีเป็นหว่งโซอ่าหารล าดบัตอ่ไป  และเช่นเดียวกนัการใช้ประโยชน์เพื่อการนีก็้ต้องผลติยีสต์เพื่อให้ได้เซลล์เป็นปริมาณ

มากอยา่งเพียงพอ 

                      งานวิจยันีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพื่อพฒันาการผลติสารแอนติไบโอติกจากแอคติโนมยัซที  ที่แยก

ได้จากฟองน้าทะเล และ/หรือแยกได้จากตะกอนชายฝ่ัง  ให้ได้ปริมาณมากเพือ่ใช้ในการวจิยัการวิเคราะห์โครงสร้างสาร  

และพฒันาการผลติเซลล์ของยีสต์ทะเล (marine yeasts) เพื่องานวิจยั และเพื่อการตรวจสอบคณุคา่อาหารและสารท่ี

เป็นประโยชน์อื่น ๆ ของเซลล์                โดยการพฒันาการผลติสารแอนติไบโอติกจากแอคติโนมยัซีท และการผลติเซลล์ 

ในการวิจยันีจ้ะมุง่เน้นท่ี สารแอนติไบโอติก และสารทีม่ีส ี (pigment)  ที่สร้างจากแอคติโนมยัซีทที่แยกได้จากฟองน า้

ทะเล และ/หรือ จากตะกอนชายฝ่ังทะเล บริเวณอา่วไทยตอนกลาง เพื่อใช้ในการวิเคราะห์โครงสร้างสารในการค้นหาสาร

แอนติไบโอติกใหม ่ๆ (ในโครงการวิจยัที่ 3)  ที่อาจใช้เป็นองค์ประกอบหนึง่ของผลติภณัฑ์ยา และการศกึษาองค์ประกอบ

ของกรดไขมนัภายในเซลล์ (ในโครงการวิจยัที่ 4))  รวมทัง้การผลติเซลล์ยีสต์ที่ได้จากทะเลด้วยวิธีการเลีย้งกึ่งตอ่เนื่อง 

เพื่อการตรวจสอบคณุคา่อาหารและองค์ประกอบอื่น ๆ  เพื่องานวิจยัในเร่ืองผลติภณัฑ์อาหารเสริมของสตัว์น า้วยัออ่นใน

โครงการท่ี  4  
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บทที่ 2 ทบทวนเอกสาร 

                  ปัจจบุนัความต้องการใช้ยาแอนติไบติกยงัคงเพิ่มขึน้เร่ือย ๆ ตราบเทา่ที่ยงัมเีชือ้ก่อโรคยงัมชีีวติอยูร่่วมกนักบั

เรา  และด้วยเหตนุีก้ารพฒันาการผลติสารแอนติไบโอติกจงึยงัคงมีความส าคญั แม้แตส่ารแอนติไบโอติกประเภท β- 

lactam ที่มีใช้มาตัง้แตส่มยัแรกเร่ิม เช่น penicillins และ  cephalosporins  ก็ยงัคงต้องการการพฒันาสายพนัธุ์ให้สามารถ

สร้างสารได้มากขึน้   การท่ี Penicillium  chrysogenum สามมารถผลติสาร  penicillin ได้ประมาณ 200 เทา่ ของ 

Penicillium notatum ก็มาจากการปรับปรุงสายพนัธุ์  ในสมยั Fleming ที่เร่ิมค้นพบ penicillin ครัง้แรกนัน้ เชือ้ 

Penicillium  chrysogenum ที่เขาใช้ก็สร้างสารไมไ่ด้มากนกั  ตอ่มาเมื่อมีการปรับปรุงแล้ว  P. chrysogenum ที่ใช้อยูใ่น

ปัจจบุนัสามารถสร้างสารได้มากกวา่ P. chrysogenum  ของ Fleming  ถึง 1000  เทา่ (Veerapagu et al., 2008) 

                  ในการสร้างสารแอนติไบโอติกจากแอคติโนมยัซีทก็เชน่เดียวกนัได้มกีารใช้เทคนิคในการท าให้เกิด mutation 

เพื่อให้ผลผลติของการสร้างสารแอนติกเพิ่มมากขึน้  (Kai and Weber, 1991; Wu, et al., 2004;  )  และจากรายงาน

ของ Kai and Weber (1991)  ได้กลา่วถึงวิธีการกระตุ้นให้เกิดการกลายพนัธุ์ด้วยแสง  UV นัน้เป็นวิธีที่งา่ย สะดวก และ

มกัเป็นท่ีแนะน าให้มีการใช้กนัในการปรับปรุงสายพนัธ์ุจลุนิทรีย์เพ่ือให้สร้างสารออกฤทธ์ิได้มากขึน้  และในช่วงเวลากวา่ 

15 ปีที่ได้มีการกระตุ้นให้เกิดการกลายพนัธุ์ในจลุนิทรีย์ชนดิตา่ง ๆ โดยการใช้สารเคมี และรังส ีรวม 28 ชนิด  พบวา่มีถึง 

14 สายพนัธุ์ทีใ่ห้ผลผลติสารแอนติไบโอติกเพิ่มมากขึน้หลงัจากที่ท าให้เกิดการกลายพนัธุ์ด้วยแสง UV หรือ ด้วยแสง UV 

ร่วมกบัการใช้สารเคมีที่เป็น mutagent  

                  จากรายงานการวิจยัของ  Wang et al. (2009)  ก็ได้ปรับปรุงสายพนัธุ์ของ  Streptomyces  

bingchenggensis  ด้วยวิธีใช้แสง UV  และสาร N-Methyl-N’-nitroso-N-nitrosoguanidine (NTG)  พบวา่สามารถ

สร้างสาร Milbemycin A3 และ A4 ได้ถึง  1,453 g/ml   ซึง่เป็นปริมาณที่สงูกวา่สายพนัธุ์ดัง้เดมิก่อนให้แสง UV และ

สาร NTG ถึง 80%  นบัวา่เป็นปริมาณที่ประสบผลส าเร็จอยา่งมาก 

                 จากรายงานของ Manjula et al.(2009)  ได้ทดลองเลีย้งแอคติโนมยัซีทเพื่อให้สร้างสารแอนติไบโอติก จ านวน 

6 สายพนัธุ์ พบวา่ การเลีย้งแอคติโนมยัซีทแบบตรึง (Immobilized technique) นัน้สร้างสารแอนติไบโอติกออกมาได้

ดีกวา่ เลีย้งแบบไมม่ีการตรึงเซลล์  สารแอนติไบโอติกที่ถกูสร้างออกมาในอาหารนัน้มีประสทิธิภาพในการยัง้แบคทีเรีย

ทดสอบ ซึง่เป็นชนดิ multiple-resistant strains  ได้ดีกวา่  

                    แอคติโนมยัซีทมีการแพร่กระจายโดยทัว่ไปในทะเลตัง้แตใ่นน า้ทะเลหรือบริเวณชายฝ่ังน า้ตืน้ (Ghanem et al., 

2000) ไปจนถึงตะกอนก้นทะเลลกึ (Pathom-aree et al., 2006)  ในช่วงเวลาที่ผา่นมามีรายงานการค้นพบแอคติโนมยั

ซีทจีนสัใหมจ่ากทะเลและมหาสมทุรจ านวนมาก เช่น Marinispora (Kwon et al., 2006) Salinibacterium (Han et al., 

2003) Salinospora (Maldonado et al., 2005) Serinicoccus (Yi et al., 2004) เป็นต้น  ทัง้นีจ้ากการศกึษาโดยใช้

เทคนิคทางโมเลกลุท าให้พบวา่มแีอคติโนมยัซีทอีกหลายพนัชนิดที่ยงัรอการค้นพบ  (Jensen and Lauro, 2008)  
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ตารางที่ 1 ตวัอยา่งของสารปฏิชีวนะท่ีเป็นยารักษาโรคและสร้างขึน้โดยแอคติโนมยัซีท (Borgos, 2006)   

Classของสาร Antibiotic  ตวัอยา่งสารแอนติไบโอติก   Actinomycete  ที่สร้าง 
         Glycopeptides Vancomycin Amycolatopsis orientalis 
   Aminoglycosides Streptomycin Streptomyces griseus 
   Macrolides Erythromycin Saccharopolyspora erythraea 
   Tetracyclins Chlortetracycline Streptomyces aureofaciens 
   Chloramphenicol Chloramphenicol Streptomyces venezuelae 
   Lipopeptides Daptomycin Streptomyces roseosporus 
   Rifamycins Rifampicin Amycolatopsis mediterranei  
   Polyenes Nystatin Streptomyces noursei 
       
 
 
 
 
 

   

             จากตารางที่ 1  นอกจากนีส้ารผลติภณัฑ์ธรรมชาติ หรือไบโอแอคทีฟเมตาโบไลท์ ที่ได้จากแอคติโนมยัซีท รวมทัง้จาก

จลุนิทรีย์อื่น ๆ ก็ยงัมีอีกเป็นจ านวนมากที่ยงัคงอยูใ่นกระบวนการทดสอบก่อนที่จะถกูน าออกมาใช้จริง  ดงัตวัอยา่งในตาราง 2  

ตารางที่ 2   สารผลติภณัฑ์ธรรมชาตจิากทะเลท่ีได้จากฟองน า้ และแบคทีเรีย(แอคติโนมยัซีท) ท่ีเป็นสารยบัยัง้เซลล์มะเร็ง 

ที่อยูร่ะหวา่งการทดสอบ   (Jimenez, et al., 2009) 

Compound                  Probable biosynthetic route or                          Source organism                    Clinical phase  status                                                                                                                         
_________________Compound type_________________________________________________________________________                     

Bryostatin 1                        Mixed PKS/NRPS                         Bugula neritina (bryozoan)                       III 

Halichondrin B                      PKS2                                      Lissodendoryx sp. (sponge)                     I 

Discodermolide                     PKS2                                     Discodermia dissoluta (sponge)               I 

Hemiasterlin (HTI-286)          NRPS1                                          Cymbastella sp. (sponge)                         I  

Bengamide derivative           Mixed PSK/NRPS (LAF389)          Jaspis sp. (sponge)                                  I 

Agelasphin derivative            Glycosphingolipid                    Agelas mauritianus (sponge)                    I 

(KRN-7000)                             

Laulimalide                             PKS2                              Cacospongia mycofijiensis (sponge)        preclinical 

Sarcodictyin                           Terpene                           Sarcodictyon roseum (sponge)               preclinical 

Peloruside A                           PKS2                               Mycale hentscheli (sponge)                    preclinical 

Salicylhalimides A                  PKS2                               Haliclona sp. (sponge)                            preclinical 

Thiocoraline                            NRPS1                            Micromonospora marina (bacteria)         preclinical 

__________________________________________________________________________________________________ 

NRPS= nonribosomal peptide synthase ;  PKS   =polyketide synthase 
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                  การวิจยัเก่ียวกบัแอคติโนมยัซีทในทะเลนัน้ ในประเทศไทยยงัมกีารศกึษาน้อยมาก  เนื่องจากข้อจ ากดัหลาย 

ๆด้านหากนกัวิจยั ไมไ่ด้มีห้องปฏิบตัิการท่ีใกล้ทะเล  อยา่งไรก็ดีพบวา่มีหลายรายงานท่ีกลา่วถงึสารไบโอแอคทีฟเมตา

โบไลท์ใหม ่ๆ ที่ส าดญัที่พบได้จากแอคติโนมยัซีทในทะเล   และพบวา่ในทะเลนัน้  แอคติโนมยัซีทที่เป็นชนิดดัง้เดิม ที่มกั

พบบอ่ย ได้แก่  Rhodococcus,  Streptomyces,  Salinispora,  Microphilus,  Salinispora,  Salinibacterium, 

Aeromicrobium marinum, Williamsia maris, Micromonospora  และ  Verrucosispora   (Bull et al., 2005; 

Jensen et al., 2005a; Jensen et al., 2005b; Fiedier, et al., 2005; Magarvey, et al., 2004  และ Stach et al., 

2004)   และจากรายงานของ  Gandhimathia et al.(2008) พบวา่ ในบรรดาแบคทีเรียที่อาศยัอยูร่่วมกบัฟองน า้ 

Callyspongia diffusa นัน้  พบถึง  38.46%  ที่เป็น แอคติโนมยัซีท  และแอคติโนมยัซีทชนดิที่เป็น  endophytic   นัน้ 

จะเป็นชนดิที่สร้างสารแอนติไบโอติกยบัยัง้การเจริญของเชือ้ก่อโรคในคนได้ดีกวา่แอคติโนมยัซีททัว่ ๆไป โดยเฉพาะ

อยา่งยิ่ง  Streptomyces spp.   

                     เป็นท่ีสงัเกตวา่สมยัเมื่อประมาณ 30 ปีที่แล้ว  ไมค่อ่ยมีใครสนใจแอคติโนมยัซทีท่ีพบในระบบนิเวศทาง

ทะเลกนั  เนื่องจากมคีวามคิดวา่ ทะเลไมน่า่จะเป็นแหลง่ที่จะพบได้  ประมาณช่วง 2 ทศวรรษที่ผา่นมา  รายละเอียดด้าน

ความหลากหลายของแอคติโนมยัซีทในระบบนเิวศทางทะเลเร่ิมมมีากขึน้  และเร่ิมมีผู้สนใจอย่างตอ่เนื่องและยาวนาน   อนั

เนื่องมาจากคณุสมบตัิด้านความสามารถในการสร้างสารยบัยัง้จลุนิทรีย์และสารออกฤทธ์ิอ่ืน ๆท่ีใช้ทางการแพทย์ที่โดด

เดน่   แตอ่ยา่งไรก็ตามก็ยงัเป็นที่ถกเถียงกนัวา่  การแพร่กระจายและธรรมชาติของแอคติโนมยัซทีในระบบนิเวศทางทะเล

นัน้   แท้ที่จริงแล้วแอคติโนมยัซทีเป็นแบคทีเรียที่อาศยัอยูด่ัง้เดิมในทะเล  หรือวา่เป็นเพยีงแบคทเีรียที่ถกูชะมาจากบนบก

ชายฝ่ัง   ท าให้เรามกัจะเรียกวา่แอคติโนมยัซีทในสงิแวดล้อมทางทะเลมากกวา่ที่จะเรียกวา่แอคติโนมยัซีททะเล 

                          บริเวณชายฝ่ังอาณาเขตที่เป็นท้องทะเล เป็นบริเวณระบบนิเวศที่เช่ือมตอ่กบัผืนน า้รวมทัง้เช่ือมตอ่กบั

แนวป่าชายเลนจึงเป็นอีกบริเวณหนึง่ท่ีนกัวจิยันิยมค้นหาแอคติโนมยัซีทชนิดใหม ่ ๆ ท่ีมีคณุสมบตัใินการสร้างสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพตา่ง ๆ เนื่องจากการค้นหาสารออกฤทธ์ทางชีวภาพหรือสารปฎิชีวนะจากแอคติโนมยัซีทที่แยกจากดินทัว่ไป มกัจะ

พบสารชนิดที่เคยพบแล้วเป็นสว่นมาก และจากรายงานของ Kelman และคณะ (Kelman et al., 2005) พบวา่   แอคติโน

มยัซีทในสิง่แวดล้อมทางทะเลมกีารสร้างสารออกฤทธ์ทางชีวภาพที่มีความหลากหลายมากกวา่ที่พบจากบริเวณแหลง่อื่น   

ดงันัน้นกัวิจยัสว่นใหญ่จึงมองหาบริเวณระบบนิเวศทางทะเลอื่น ๆ ที่นอกเหนือจากแหลง่เดมิ ๆบนบก เช่นชายฝ่ังทะเล  

หรือในทะเลซึง่มีพืน้ท่ีถงึ 3 ใน 4  ของพืน้ท่ีโลกเป็นแหลง่ค้นหาแอคติโนมยัซีทชนิดใหม ่ๆ  และค้นหารสารใหม ่ๆจากแอคติ

โนมยัซีทเหลา่นี ้ (Das,et al., 2008;Ismet, et al., 2004; Jensen, et al., 1991; Solanki, et al., 2008)   เนื่องจากใน

สิง่แวดล้อมทีเ่ป็นทะเลก็มีหลายรายงานวจิยัทัง้ในอดตีเร่ือยมาจนถึงทกุวนันี ้      และเรายงัสามารถพบแบคทีเรียในกลุม่แอ

คติโนมยัซีทได้หลากหลายชนิดเช่นกนั (Weyland, 1986; Maldonado, et al., 2005a; Maldonado, et al., 2005b; Bull, 

et al., 2005; Bredholt, et al. 2007;Anzai, et al., 2008; Solano, et al, 2009; Hong, et al., 2009; Prieto-Davo, et al, 

2013) โดยเฉพาะที่สามารถเพาะเลีย้งให้เจริญบนจานเพาะเชือ้ได้มกัอยูใ่น ซบัคลาส Actinobacteridae โดยเฉพาะอยา่ง

ยิ่งแอคติโนมยัซีทท่ีอยูใ่นออร์เดอร์ Actinomycetales ซึง่เป็นเปา้หมายในการค้นหาสารทตุิยภมูิใหม ่ ๆท่ีออกฤทธ์ิตอ่ไป 

(Kumar, et al., 2011, Zotchev, 2012) 
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                 ในงานวิจยันี ้ ได้มกีารเก็บตวัอยา่งเพิ่มเติมจากดินตะกอนจากระบบนิเวศป่าชายเลน ซึง่เป็นบริเวณที่เช่ือมต่อ

กบัทะเล  และน า้ทะเลทว่มถงึ  มนี า้ขึน้และน า้ลงวนัละ 2 ครัง้  รวมทัง้จากที่อยูก่บัฟองน า้ทะเล ควบคูไ่ปกบัการพฒันาการ

ผลติเซลล์เพื่อให้ได้แอคติโนมยัซทีท่ีมากเพียงพอตอ่งานวจิยั ในโครงการท่ี 3 และโครงการท่ี 4 ของแผนงานวิจยั 

2.1  ปัจจัยที่มอีิทธิพลต่อการสร้างสารออกฤทธ์ิชวีภาพในแอคติโนมัยซีท 

                     ในการเลีย้งแอคติโนมยัซีทเพ่ือให้ได้สารออกฤทธ์ิปริมาณมากนัน้ นอกจากจะขึน้กบัชนิด และสายพนัธ์ุชอง

แตล่ะเชือ้แล้ว ยงัขึน้กบัปัจจยัสิง่แวดล้อมทางกายภาพอกีหลาย ๆ ปัจจยั รวมทัง้ชนดิของอาหารเลีย้งเชือ้ทีเ่หมาะสมกับแอ

คติโนมยัซีทชนิดนัน้ ๆ  (Karuppiah, et al., 2013; Jung, HM., et al., 2007)   จากการศกึษาของ Jung et al., (2007)  

นัน้ได้ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสร้าง  Vancomycin  ของ Amycolatopsis orientalis  (ช่ือเดิมคือ Nocardia 

orientalis ,  Streptomyces orientalis)  เนื่องจากในการผลติเชิงอตุสหกรรมนัน้ยงัได้ปริมาณที่น้อยอยู ่คือ ประมาณ 3.7 

g/l  และในหลาย ๆวิธีของการผลติก็ยงัคงไมเ่ป็นท่ีเปิดเผย   เขาพบวา่เมื่อเลีย้งในอาหารทีม่ีแหลง่คาร์บอนตา่ง ๆกนัไป  

การเลลีย้งด้วย เดกตริน ให้ผลผลติ Vancomycin มากที่สดุคือ   6.2+ 04 g/l  รองลงมาคือ soluble starch ให้ผลผลติ 5.6 

+ 0.3 g/l  และอนัดบัตอ่ไปคือ เลีย้งด้วย Corn starch ให้ผลผลติ 5.2 + 0.3 g/l  ด้วยการเลีย้งที่ 34 o C  ในระดบั plant 

scale มีการเขยา่ที ่ความเร็วรอบ 260-480 rpm  pH ทีเ่หมาะสมคือ pH 7 และ คา่ออกซิเจนละลาย อยูท่ี่ DO= 20-3o % 

tension  ซึง่ทัง้หมดนีเ้ป็นของ Amycolatopsis orientalis และถ้าต้องการทราบสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างสาร ก็ต้อง

ศกึษาปัจจยั สภาวะทีเ่หมาะสมกนัเป็นชนิด ๆไปเนื่องจากแอคติโนมยัซีทแตล่ะชนิดมคีวามชอบตอ่ชนิดอาหาร และปัจจยั

ตา่ง ๆท่ีแตกตา่งกนั   

                  นอกจากนี ้การสร้างสารเมตาโบไลท์ของแอคติโนมยัซีท  โดยเฉพาะใน Streptomyces  ยงัเป็นเร่ืองของยีนที่

ควบคมุการสร้างสารท่ีอยูภ่ายใน  จะแสดงออกมากหรือน้อย  รวมทัง้การควบคมุจาก Quorum Sensing ซึง่เป็นการสือ่สาร

ภายในประชากรของแอคติโนมยัซีท ระหวา่งการเลีย้ง  เพื่อให้มกีารสร้างสาร หรือไมม่ีการสร้างสารอีกด้วย (Shapiro, 

1998)  ดงันัน้จงึเป็นเร่ืองที่ต้องศกึษาเป็นแตล่ะชนิด ๆไป เช่นกนั 

2.3  การเหน่ียวน า แอคติโนมยัซีทด้วยแสงอัลตราไวโอเลต เพื่อให้เกดิการกลายพนัธ์ุ     

               การกลายพนัธุ์หมายถงึ การเปลีย่นแปลงสารพนัธุกรรม ท่ีก่อให้เกิดลกัษณะใหมซ่ึง่ตา่งไปจากลกัษณะเดิมที่มีอยู่
และลกัษณะดงักลา่วสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นตอ่ไปได้    สิง่มีชีวติที่มีลกัษณะแตกตา่งไปจากเดมิเมื่อเกิดการกลายพนัธุ์ 
เรียกวา่ สายพนัธุ์กลาย (mutant) ( http://www.biology.science.cmu.ac.th/lectures/202231/Mutation.html)  การท า
ให้เกิดการกลายพนัธุ์ในจลุนิทรีย์นัน้ เป็นอีกวิธีหนึง่ทีจ่ะชว่ยท าให้จลุนิทรีย์ที่กลายพนัธุ์นัน้มีการสร้างสารในปริมาณทีม่าก
ขึน้จากเดมิ อยา่งเห็นได้ชดัเจน  และมีหลายวธีิที่จะสามารถท าให้จลุนิทรีย์เกิดการกลายพนัธุ์  

การเกิดการกลายพนัธุ์ จะมกีารเปลีย่นแปลงทีส่ารพนัธุกรรม (DNA) ในระดบัตา่งๆ  หลายระดบั ได้แก ่
1. Point mutation หรือ gene mutation เป็นการกลายพนัธุ์ทีเ่กิดในระดบัโมเลกลุหรือยีน ได้แก่ การขาดหาย เพิม่ หรือ 
แทนที่ของเบสเพยีง 1-2 เบส 
2. Chromosome mutation เป็นการกลายพนัธุ์ที่เกิดขึน้กบัโครงสร้างโครโมโซม ได้แก่ อินเวอร์ชนั (inversion) ทรานสโลเก
ชนั (translocation) อินเซอร์ชนั (insertion) ดีลชีนั (deletion) เป็นต้น 

http://www.biology.science.cmu.ac.th/lectures/202231/Mutation.html)%20%20การ
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3. Genomic mutation เป็นการกลายพนัธุ์ที่เกิดขึน้เนื่องจากจ านวนโครโมโซมขาดหายไปหรือเพิ่มขึน้มา ได้แก่ ยพูลอยดี 
(euploidy) และแอนยพูลอยดี (aneuploidy) 
           ชนิดของการกลายพนัธุ์  
สามารถจ าแนกตามชนดิของเซลล์ที่เกิดการกลายพนัธุ์ได้เป็น 2 แบบ คือ 
1. การกลายพนัธุ์ของเซลล์ร่างกาย (somatic mutation) เมื่อเกิดการกลายพนัธุ์ขึน้กบัเซลล์ร่างกาย (somatic cell) 
ลกัษณะที่กลายพนัธุ์ไมส่ามารถถ่ายทอดสูรุ่่นตอ่ไปได้  
2. การกลายพนัธุ์ของเซลล์สบืพนัธุ์ (germinal mutation) เมื่อเกิดการกลายพนัธุ์ขึน้กบัเซลล์สบืพนัธุ์ (germ cell) ลกัษณะ
ที่กลายพนัธุ์จะสามารถถา่ยทอดสูรุ่่นตอ่ไปได้ 

ปัจจยัที่ท าให้เกิดการกลายพนัธุ์  มีหลายปัจจยั ได้แก ่

1. รังสี (radiation) รังสทีี่กระตุ้นให้เกิดการกลายพนัธุ์มี 2 ชนิดคอื 

1. Ionizing Radiation เช่น รังสบีีตา, รังสแีกมมา, รังสเีอกซ์ 

2. Non-Ionizing Radiation เช่น รังสอีลัตราไวโอเลต 

2. สารเคมี เช่น สารโคลซิซิน (colchicine) มีผลท าให้มกีารเพิ่มจ านวนชดุของโครโมโซม ผลดงักลา่วนีท้ าให้ผลผลติ
พืชเพิ่มขึน้ สารไดคลอวอส (dichlovos) ที่ใช้ก าจดัแมลงและพาราควอต (paraquat) ที่ใช้ก าจดัวชัพืช ก็สามารถท า
ให้เกิดการผิดปกติของโครโมโซมในคนและสตัว์ได้ สิง่ก่อกลายพนัธุ์หรือมิวทาเจนหลายชนิดเป็นสารก่อมะเร็ง 
(carcinogen) เช่น สารอะฟลาทอกซิน (aflatoxins) จากเชือ้ราบางชนิดท าให้เกิดมะเร็งที่ตบั เป็นต้น 

3. การจดัเรียงเบสในกระบวนการสงัเคราะห์ดเีอ็นเอ (DNA replication) ผิดพลาด มีผลท าให้เกิดการเพิ่มหรือลด
จ านวนเบสในคูส่าย และท าให้เกิดการเลือ่น (shift) ของสายDNA 

               ในแบคทเีรียการกลายพนัธุ์นัน้เกิดขึน้ในระดบั DNA ซึง่สามารถถ่ายทอดลกัษณะไปยงั generation ตอ่ไปได้  

จากการศกึษาวจิยัของ Tanaka (2013)  ซึง่ได้ศกึษาการกลายพนัธุ์ของยีน  rpoB   ทีค่วบคมุการสร้างแอนติไบโอติกในแอ

คติโนมยัซีทหลายชนดิ เช่น Streptomyces,  Streptopolyspora  และใน Amycolatopsis   โดยปกติแล้วในแอคติโนมยัซีท 

มีกลุม่ของ Gene cluster หลายชนิดที่ควบคมุการสร้างสารเมตาโบไลท์ที่เป็น unknown   เช่น ใน Streptomyces 

coelicolor, Streptomyces avermitilis, Streptomyces griseus, Saaachaopolyspora erythraea  เป็นต้น 

                ในการเพิ่มปริมาณการสร้างสารแอนติไบโอติก  นัน้การท าให้เกิดการกลายพนัธุ์ บางการกลายพนัธุ์ของยีน 

rpoB จะสามารถพิ่มปริมาณ RNA polymerase (RNAP) β-subunit  และบางการกลายพนัธุ์ของยนี rpsL จะสามารถเพิม่

ปริมาณของ ribosomal protein S12  ซึง่จะสามารถท าให้ยีนที่ควบคมุการสร้าง สารทตุยิภมูิ ที่ไมท่ างาน (silent) อยูน่ัน้ 

ให้สามารถท างานได้ (active)  และในท่ีสดุก็น าไปสูก่ารค้นพบสารแอนติไบโอติกใหม ่ๆ  

              

 

 

 

http://www.biology.science.cmu.ac.th/lectures/202231/ChrMutation_Eu.htm
http://www.biology.science.cmu.ac.th/lectures/202231/ChrMutation_Eu.htm
http://www.biology.science.cmu.ac.th/lectures/202231/ChrMutation_Aneu.htm


8 

 

บทที่ 3  อุปกรณ์ และวิธีการวิจัย 

วิธีการด าเนินการวิจยั และสถานที่ท าการทดลอง/เก็บข้อมลู 
                  สถานท่ีในการด าเนนิการวจิยั   /เก็บข้อมลู :   สถาบนัวิทยาศาสตร์ทางทะเล   มหาวิทยาลยับรูพา   สถานท่ี

เก็บตวัอยา่งเพื่อแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทเพิ่มเติม:  ป่าชายเลนภาคตะวนัออกบริเวณปากแมน่ า้พงัราด จงัหวดัระยอง-

ลกัษณะตวัอยา่งเป็นทราย (8 ตวัอยา่ง) และป่าชายเลนบริเวณอา่วไทยตอนกลางของจงัหวดั ชมุพร บริเวณบ้านนาทุง่  

บ้านนาชะองั และบริเวณปากคลองอทุยาน ฯ ทะเลชมุพรซึง่ลกัษณะตวัอยา่งเป็นทรายปนโคลน (9 ตวัอยา่ง)  รวมทัง้

ฟองน า้จากบริเวณเกาะวงันอก เกาะราบ ดินตะกอนป่าชายเลนจงัหวดันครศรีธรรมราช (7 ตวัอยา่ง) และฟองน า้จากเกาะ

หลก จงัหวดัชมุพร (5 ตวัอยา่ง)                                                                                       

                   วิธีด าเนินการวจิยั   มีขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

3.1 การแยกเชือ้และการทดสอบฤทธ์ิสารแอนติไบโอตกิจากเซลล์แอคติโนมัยซีทที่ได้จากฟองน า้และ/หรือ จาก
ตะกอนทะเล (ตัวอย่างฟองน า้ ได้จากการเก็บตัวอย่างจากแผนโครงการ) 
  
 3.1.1 แยกเชือ้จากฟองน า้ทะเล และ/หรือ ตะกอนชายฝ่ัง โดยใช้ selective medium 3 ชนิด Actinomycete Isolation 
Agar(Difco), ISP2 ( International Streptomyces Project 2) และ Starch Casein Agar(SCA)  แยกเชือ้ให้บริสทุธ์ิแล้ว
น ามาทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์ (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus(Hospital strains), Candida 
albicans TISTR 5239)  ก่อนน ามาเลีย้งให้เจริญและสร้างสปอร์บนจานเพาะเชือ้ ในอาหาร ISP 2 (ที่มีน า้ทะเล 50%)  บม่
ที่อณุหภมูิ  30 o C เป็นเวลา   4-7  วนั   
        3.1.2  ตรวจสอบความสามารถในการสร้างสาร แอนติไบโอติกยบัยัง้   MRSA และ/ หรือ  Candida albicans  ด้วย

วิธี Cross streak   โดยเลีย้งเชือ้แอคติโนมยัซีททกุไอโซเลตที่แยกได้ใหมล่งบนจานอาหาร ISP2  ที่ด้านใดด้านหนึง่ของจาน  

แล้วบม่เชือ้ให้เจริญ    ที่อณุหภมูิ  30 o C เป็นเวลา   5-7  วนั  แล้วน าเชือ้ทดสอบ ( Bacillus subtilis, MRSA 21, MRSA 

22 และ Candida albicans) ที่เลีย้งให้เจริญในอาหารเหลว อาย ุ 18-24 ชม ที่มีความขุน่ ที่เทียบได้กบัสารละลาย 

McFarland   หมายเลข 0.5  มา Strek  ที่ด้านขวามือ ให้ตัง้ได้ฉากกบัแนวการเจริญของเชือ้ แล้วบม่เชือ้ตอ่ไปท่ีอณุหภมูิ

เดิมอกี 24 ชัว่โมง เพื่อตรวจด ูClear zone  ที่เกิดขึน้ (ที่หา่งจากแนวการเจริญของแอคติโนมยัซีท)   ดงัภาพท่ี 1 

 

                                                                                                 Bacillus subtilis   

                                                                                                                  MRSA 21                                           

                        แอคติโนมยัซีท                                                                MRSA 22    

                                                                                            Candida albicans 

          ภาพที่ 1    การทดสอบการสร้างสารยบัยัง้ ตอ่เชือ้ทดสอบเบือ้งต้น ด้วยวิธี Cross Streak 
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        3.1.3  ตรวจดลูกัษณะรูปร่างทางสณัฐานวิทยาของเชือ้  สายโซส่ปอร์  เพื่อตรวจดลูกัษณะรูปร่างเชือ้ และเก็บรักษา

เชือ้ไว้  โดยน าแอคติโนมยัซีททกุไอโซเลตที่แยกได้มา  เลีย้งให้เจริญบนจานเพาะเชือ้ ที่ 30 o C เป็นเวลา   4-7  วนั   แล้ว

ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวทิยาภายใต้กล้องจลุทรรศน์  และกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอน    

      3.1.4   เลีย้งแอคติโนมยัซีทท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิที่ดี /หรือสร้างสารรงควตัถ ุได้มาก มาศกึษาคณุลกัษณะทางชีวเคมีบาง

ประการ  ด้วยการเลีย้งในอาหารที่มีแหลง่คาร์บอน  ตา่ง ๆกนั  โดยเลอืกมาศกึษาทัง้หมด 15 ชนิดคือ   A16-1, CH54-8, 

NS2-2, NS2-3,  NS2-5, NS3-1,  NS3-1, NS4-2, NS4-6,  NS5-1, NS5-3,  NS6-2,  NS7-3,  NS3-10, WN-POR-06 

       3.1.5 เลีย้งเชือ้ชนิดที่สนใจท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิ /หรือสร้างสารรงควตัถ ุ ได้มาก มาเลีย้งในอาหารเหลวที่พบวา่

เหมาะสมโดยเลีย้งเชือ้เพื่อสงัเกตการเจริญและการสร้างสารในอาหารชนิดตา่ง ๆ แล้วเลอืกใช้อาหารที่เหมาะสมที่สดุใน

การเลีย้งปริมาณมาก  เติมน า้ทะเล 25-30%    บม่ในตู้  Shaker ที่  30 o C  และเขยา่ ที่ 110  rpm เป็นเวลา 7-10 วนั แล้ว

เก็บเซลล์ด้วยวิธีป่ันเหวี่ยง  ล้างด้วย Nornal saline  ก่อนน าเซลล์ไป freeze dry  เพื่อ ตรวจวเิคราะห์ชนิดกรดไขมนัใน

โครงการท่ื 4  และเก็บเซลล์และน า้เลีย้งเพื่อการศกึษาสารแอนตอิอกซิแดนท์ และการศกึษาโครงสร้างสารในโครงการท่ี 3 

    3.1.6    การเหนีย่วน าแอคติโนมยัซีท ด้วยแสงอลัตราไวโอเลต (ultra violet, UV)   ตามวิธีของ Ekwealor and Obeta 

(2006) และวิธีของ Veerapagu et al., (2008)  โดยน าสปอร์ของแอคติโนมยัซีทท่ีคดัเลอืกไว้  6  สายพนัธุ์ใสใ่น tubeที่มี

น า้กลัน่ปลอดเชือ้ เขยา่ (vortex)  ให้เข้ากนั  แล้วน าไปวางภายใต้รังสอีลัตร้าไวโอเลตเป็นเวลา  15, 20 และ 25  นาที  เมื่อ

ครบก าหนดเวลาเจือจางสปอร์(10-fold dilution) ที่แขวนลอยใน 24 Microwell plate  แล้วปิเปตสปอร์ของเชือ้ 100 µl ของ

ความเจือจางที่ 10-4 และ 10-5 มาเกลีย่ลงบนจานอาหาร ISP2 (ท า 3 ซ า้)  บม่เชือ้ที่ 30 o C เป็นเวลา 3-4 วนั สงัเกตลกัษณะ

โคโลนทีี่เจริญบนจานอาหาร  คดัเลอืกโคโลนีท่ีสร้างสารสเีข้มที่สดุของการสอ่งแสง UV ที่เวลาตา่ง ๆมาเก็บไว้ในอาหารวุ้น

เอียง และใน 20% glycerol เพื่อการตรวจสอบในขัน้ตอ่ไป และเพื่อการเก็บรักษาเชือ้ระยะยาว    

     3.1.7  ทดสอบการสร้างสารออกฤทธ์ิจากเชือ้ท่ีกลายพนัธ์ุจาก treatment ตา่ง ๆ    ด้วยการถา่ยเชือ้ทีเ่ลอืกแล้วจากการ

ท าให้กลายพนัธุ์  และเชือ้ดัง้เดิม มาเลีย้งในอาหารเหลว ISP 2 (ที่มีน า้ทะเล 50%)    ใน flask ขนาด 1000 ml บม่เชือ้ในตู้

บม่ที่อณุหภมูิ  30 o C ความเร็วรอบ  110 รอบตอ่นาที เป็นเวลา   7-14  วนั  สกดัด้วย ethyl acetate และ methanolหรือ 

solvent ที่เหมาะสมอื่น    ตรวจสอบปริมาณสาร   (ขณะเดียวกนัเลีย้งเซลล์อีกสว่นหนึง่ เพื่อเก็บไว้ทดสอบคณุสมบตัิทาง

เคมี ด้วย)   การตรวจสอบคณุสมบตัิทางเคมขีองผนงัเซลล์ ทดสอบตามวิธีของ Lechevalier and Lechevalier (1980) 

      3.1.8  เตรียมเซลล์เพื่อศกึษา ล าดบัเบสของ 16S rRNA ยีน เลีย้งเชือ้ท่ีให้สารออกฤทธ์ิ หรือให้สารสท่ีีดี ในอาหารเหลว 

บม่เชือ้ให้เจริญที่ 30 oC เป็นเวลา 3-4 วนั  เมื่อเชือ้เจริญแล้ว เก็บเซลล์ด้วยวิธี centrifuge  แช่เซลล์ใน absolute ethanol 

ก่อนน าไปสกดั   DNA  เพิ่มปริมาณ DNA และท า DNA ให้บริสทุธ์ิด้วย Test Kit และ run gel  ด้วยเคร่ือง autosequencer  

และวิเคราะห์หาล าดบัเบสของ 16S rRNA ยีนของแอคติโนมยัซีท หรือของยีสต์ (26S rRNA) ที่ต้องการศกึษา 

3.2  การศึกษาการเจริญของยสีต์  และการผลิตเซลล์ยสีต์   

              การศกึษาการเจริญ และการผลติเซลล์ยีสต์  โดยเลอืกใช้ยีสต์ BS 6-1, BS 6-2 และ AS1-8 ซึง่แยกได้จากทะเล

ที่มีอยูเ่ดมิ มาทดสอบการเจริญในอาหารสงัเคราะห์และอาหารธรรมชาติ (กากชานอ้อย)   โดยเลีย้งและศกึษาการเจริญใน
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อาหาร YM และกากชานอ้อย รวมทัง้การเลีย้งด้วยอาหารชนิดอืน่ ๆ เช่น PDA, Czapek Dox,  Corn meal  เป็นต้น เพื่อ

เลีย้งปริมาณมาก ในปัจจยัการเลีย้งที่เหมือน กนั คือ ที่ 30 o C  เป็นเวลา 3 วนั เพื่อการศกึษาปริมาณ และชนดิกกรดไขมนั

ตามความต้องการของโครงการท่ี 3  

______________________________________________________________________________________ 

หมายเหต:ุ      อาหาร ISP ( International Streptomyces Project)  เป็นอาหารท่ีใช้ศกึษาคณุลกัษณะการเจริญ ของแอ
คติโนมยัซีท  

Starch Casein Agar ประกอบด้วย  Soluble Starch 10.0 g, Casein  1.0 g, K2HPO4 0.5 g, Agar 15.0 g  และ Trace 
salt solution  1 ml ตอ่อาหาร 1 ลติร 

                  ISP2 ประกอบด้วย  Yeast Extract  4.0  g, Malt Extract 10.0   g Glucose 4.0 g  น า้กลัน่ 1000 ml และ 
Agar 15.g  

               ISP3 ประกอบด้วย ข้าวโอ๊ต 20  g,  Trace salt solution  1 ml( FeSO4.7 H2O 0.1 g, MnCl2. 4H2O 0.1 g, 
ZnSO4. 7H2O 0.1 g), Agar 15  g  น า้กลัน่ 1000 ml 

             ISP4 ประกอบด้วย Soluble starch 10 g, K2HPO4 1 g, MgSO4 1g, NaCl 1 g, (NH4)2SO4 2 g, CaCO3 2 
g,trace salt solution 1 ml, Agar 20 g, น า้กลัน่ 1000 ml 

             ISP5 ประกอบด้วย  Glycerol 10 g, L-Asparagine 1 g, K2HPO4 1 g, Trace salt solution 1 ml (เหมือน ISP3)  
Agar 15  g,น า้กลัน่ 1000 ml pH 7.0-7.4      

            ISP7 (Tyrosine agar), L-Asparagine 1 g, L-Tyrosine 0.5 g, K2HPO4 0.5 g,    MgSO4 0.5 g, NaCl  0.5 g,  
Trace salt solution 1 ml,  Agar 20 g, น า้กลัน่ 1000 ml 

           ISP8    ประกอบด้วย  Beef extract 3 g, Peptone 5 g, KNO3 1 g, Agar 15-20 g น า้กลัน่ 1000 ml, pH 7.0         
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บทที่ 4. ผลการวิจัย 

                    จากการท่ีได้เก็บตวัอยา่งเพื่อแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทเพิ่มเติม เพื่อใช้ส าหรับโครงการวจิยัที่ 3 และโครงการท่ี 4 

ของแผนการวิจยัทีเ่กาะราบ(ฟองน า้)  เกาะวงันอก(ฟองน า้)   และป่าชายเลน (ดินตะกอน) ในอ าเภอขนอม  จงัหวดั

นครศรีธรรมราช  (ปี 2556) บริเวณปากแมน่ า้พงัราดจงัหวดัระยอง  ที่ป่าชายเลนจงัหวดัชมุพร(ดินตะกอน)  (ปี2557)  และ

เกาะหลก(ฟองน า้)จงัหวดัชมุพร (ปี 2558)   ได้ผลดงันี ้

1  แยกเชือ้แอคตโินมัยซที จากฟองน า้ทะเล  และ จาก ตะกอนป่าชายเลน  อ. ขนอม  จ. นครศรีธรรมราช 

      1.1      ได้ท าการแยกเชือ้แอคติโนมยัซีทจากฟองน า้ทะเลและจากตะกอนป่าชายเลนชายฝ่ังของ  อ. ขนอม จงัหวดั

นครศรีธรรมราช  โดยเก็บฟองน า้จากเกาะราบ  23 ตวัอยา่ง เกาะวงันอก 16 ตวัอยา่ง   และจากป่าชายเลน อ. ขนอม  7 

ตวัอยา่ง  มาแยกเชือ้บนอาหาร 3 ชนิดคือ  ISP2, SCA และ Actinomycete Isolation Agar  พบ แอคติโนมยัซีทจาก

ฟองน า้เกาะราบ  2 ไอโซเลต  จากเกาะวงันอกพบ  2 ไอโซเลต และป่าชายเลนพบแอคติโนมยัซีท 52  ไอโซเลต จากนัน้ท า

ชือ้ให้บริสทุธ์ิ และ เก็บรักษาเชือ้ทัง้ใน อาหารวุ้นเอียง (slant culture)  และที่ -40 O C           ฟองน า้จากเกาะราบท่ีพบแอ

คติโนมยัซีท คือฟองน า้ครกทอ่สมีว่ง และฟองน า้สแีดง   สว่นฟองน า้จากเกาะวงันอกที่พบแอคติโนมยัซีท คือฟองน า้ก่ิงสี

มว่ง และฟองน า้หนามสเีทา   นอกจากนีย้งัพบราทะเลด้วยอกี 1 ชนิดจากฟองน า้สแีดงของเกาะราบ    

 

 

 

 

 

             a.  ฟองน า้ครกทอ่สีมว่ง จากเกาะวงันอก                         b.  ฟองน า้สีแดงจากเกาะราบ 

 

                                                                                                     

                                                                                                          ภาพท่ี 2:  a และ b ฟองน า้ที่น ามาแยกเชือ้        

                                                                                                       c.  ฟองน า้ที่ถกูตดัเป็นชิน้เลก็ ๆ ก่อนน ามาแยกเชือ้ 

         c 

  1.2.      ศึกษาการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชวีภาพ ของเชือ้ที่แยกได้    
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                       เชือ้แอคติโนมยัซทีทกุไอโซเลตที่พบ ทกุชนิด รวมทัง้เชือ้รา  จะน ามาศกึษาออกฤทธ์ิชีวภาพเบือ้งต้น 

โดยเฉพาะ สารต้านจลุนิทรีย์ และ ต้าน Candida albicans  เชือ้จลุนิทรีย์ที่ใช้ทดสอบ เช่น  MRSA, B. subtilis, C. 

albicans  เป็นเชือ้ที่ได้จากสถาบนัเก็บรักษาเชือ้  Thailand Institute of Sciences and Technology Research (TISTR)  

ด้วยการเลีย้งเชือ้แอคติโนมยัซีทให้เจริญดีบนอาหาร ISP2  เป็นเวลา 5-7 วนั ที่ 30o C ก่อนการทดสอบด้วยวธีิ cross 

streak technique      

 

 

 

 

                                NS4-6                                                                                  NS 3-7 

 

 

 

                              WN_POR-06-1                                                              RB-POR 2-1 

           

ภาพที่ 3   แอคติโนมยัซีทบนจานเพาะเชือ้จากป่าชายเลนนครศีธรรมราช  เกาะวงันอกและเกาะราบได้เชือ้รา(RB-POR2-1)  Aspergilus 

tubigensis        

               น าเชือ้แอคติโนมยัซีททกุไอโซเลตท่ีพบ มาท าให้บริสทุธ์ิแล้วมาทดสอบการออกฤทธ์ิยบัยัง้ เชือ้แบคทีเรีย   และ
ยีสต์ Candida albicans  โดยมีเชือ้ Bacillus subtilis TISTR 008, Methicilin Resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA 22, Hospital strains), Candida albicans (TISTR 5239)ด้วยการเลีย้งเชือ้แอคติโนมยัซีทให้เจริญดีบนอาหาร 
ISP2  เป็นเวลา 5-7 วนั ที่ 30o C ก่อนการทดสอบด้วยวิธี cross streak technique  ผลที่ได้จากทัง้ 3 จงัหวดัให้ผลดงั
ตารางที่ 3,  4 และ ตารางที่ 5พบวา่แอคติโนมยัซีทท่ีแยกได้จากป่าชายเลนจงัหวดันครศรีธรรมราชคอ่นช้างมีความ
หลากหลายและพบวา่สว่นใหญ่สร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์ได้   เชือ้ที่แยกได้ใหมค่อ่นข้างเป็นแอคติโนมยัซีทที่หายาก 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งที่พบจากจงัหวดัระยอง และชมุพร    ซึง่พบแอคติโนมยัซีทใน Family     Micromonosporaceae    เป็น
สว่นใหญ่  และสว่นมากเป็นโคโลนีท่ีมีสส้ีม    หรือ ส้ม ด า  ซึง่เป็นลกัษณะที่เป็นเอกลกัษณ์ของแอคติโนมยัซีทกลุม่นี ้  
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ตารางที ่ 3 แอคติโนมยัซีทท่ีได้แยกเชือ้เพิ่มเตมิจากป่าชายเลน ในจงัหวดันครศรีธรรมราช  คณุสมบตัิทางสณัฐานวิทยาบางประการ  
คณุสมบตัิทางเคมีของผนงัเซลล์  และฤทธ์ิชีวภาพยบัยัง้จลุนิทรีย์ท่ีสร้างได้ 
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NS1-1                - -  -  -   Unidentified 

NS1-2  + +   W  Bn    Meso-DAP    1.5  0.5  -  -  Thermoactinommyces 

NS1-3            LL-DAP    - -  -  -   Streptomyces 

NS1-4  +  +  G  O    LL-DAP  Ara, Gal  2.6 2.2  2.2  1.5   Streptomyces 

NS1-5  + +  W  Bn      Meso-DAP    1.2  - -  -   Thermoactinommyces 

NS1-6  -  +  G D Bn     Meso-DAP    - -  -  -   Micromonospora 

NS1-7             Meso-DAP  Xyl, Ara  - -  -  -   Micromonospora 

NS1-8            LL-DAP  -  - -  -  -   Streptomyces 

NS1-9  +  +  G  Y    LL-DAP  -  2.0  - - -   Streptomyces 

NS2-1            LL-DAP  -  - -  -  -   Streptomyces 

NS2-2  +  +  W  Bn     Meso-DAP    -  0.5  0.3    Nocardiopsis 

NS2-3  + +  G  Bn     LL-DAP  -  - 0.5  0.3  -   Streptomyces 

NS2-4                - -  -  -    

NS2-5  + +  G  Bn       Xyl, Gal  0.5 0.5  0.5  -    

NS3-1  + +  W  DY   S   Meso-DAP Gal  2.0  - 2.0  -   Stretoalloteichus 

NS3-2  +  +  W  Y  S  LL-DAP Gal  2.2  - 1.6  -   Streptomyces 

NS3-3  +  +  W YBn   S  LL-DAP  -  3.0  - -  0.5   Streptomyces 

NS3-4                - -  -  -    

NS3-5  + +  BkBn   YBn    LL-DAP  -  - -  -  2.8   Streptomyces 
NS3-6           Meso-DAP  Gal  - -  -  -    

NS3-7  - +  - BkBn     Meso-DAP  Xyl, Ara  - - -  0.2  Micromonospora 

NS3-8  + +  W  P     Meso-DAP    - -  2.0  -   Nocardiopsis 

NS3-9  + +  W  C      Meso-DAP    1.5 -  -   -  Nocardia 

NS3-10  + +  W  PY     LL-DAP Gal, Ara  - -  2.2  -   Streptomyces 

NS3-11  +  +  W  Bn     Meso-DAP    - -  -  -   Thermoactinomyces 

NS3-12  -  +   Bn      Meso-DAP  Xyl, Ara  - -  -  -   Micromonospora 

NS4-1  + +  WBn  LY     LL-DAP  -  - -  -  2.8   Streptomyces 
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NS4-2  + +   W  BnPk     Meso-DAP Gal,,Man, Rhm  1.0 -  -  -   Streptoalloteichus 

NS4-3  + +  DBn   DBn  h, R  LL-DAP  -  - -  -  -   Streptomyces 

NS4-4  +  +  G  WG    LL-DAP  Gal, Man  1.5 -  -  1.2   Streptomyces 

NS4-5                - -  -  -    

NS4-6 +  +  
W-
>G   Bn  R,h,l  LL-DAP  -  2.0  1.5  1.0 0.2   Streptomyces 

NS4-7  +  +  WG  Y    LL-DAP  -  - -  -  -   Streptomyces 

NS4-8  +  +  G  G    LL-DAP  -  - -  -  -   Streptomyces 

NS4-9                - -  -  -    

NS4-10  -  +  W  W  R, ZZ Meso-DAP    3.5  2.0  -  -  Nocardiopsis 

NS4-11                - -  -  -    

NS4-12  -  +            2.5  2.5  1.0  -   

NS4-13                - -  -  -    

NS4-14  + +  G  Bn  R, h  LL-DAP    - 1.0  1.0  1.0   Streptomyces 

NS5-1  + +  GBn           - -  -  -    

NS5-2                - -  -  -    

NS5-3  +  +  W  PkO  R, h LL-DAP     1.9 1.5   - -   Streptomyces 

NS5-4  + +  WBn  Bn   S  LL-DAP  Gal  3.2  2.0  -  -  Streptomyces 

NS5-5                - -  -  -    

NS5-6                - -  -  -    

NS5-7                - -  -  -    

NS6-1  + +  W  Bn    Meso-DAP    1.0 1.0  1.0   -  Nocardiopsis 

NS6-2  +  + LG   YBn  R, S  LL-DAP  -  - -  -  0.3   Streptomyces 

NS7-1                - -  -  -    

NS7-2                - -  -  -    

NS7-3  +  + 
W-
>G  WY  R,h  LL-DAP  -  1.0 1.5 1.5   0.5  Streptomyces 

NS7-4                - -  -  -    

NS7-5 
       

 - -  -  -  
 WN-

POR06-1 -   + 
 O-
>Bk    single Meso-DAP  Ara, Xyl 

    
 Micromonospora 
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 2.   แยกเชือ้แอคตโินมัยซทีจากฟองน า้ทะเลบริเวณเกาะหลก และจากป่าชายเลนในจังหวดัชุมพร    การสร้าง
สารออกฤทธ์ิ และการศึกษาคุณสมบัตทิางเคมีของผนังเซลล์   

                     น าตวัอยา่งฟองน า้ที่เก็บได้จากเกาะหลก  จงัหวดัชมุพร จ านวน 5 ตวัอยา่ง มาแยกเชือ้บนอาหาร 3 ชนิดคือ  

ISP2, SCA และ Actinomycete Isolation Agar  ด้วยการล้างฟองน า้ด้วยน า้ทะเลปลอดเชือ้ และฆา่เชือ้ผิวนอกของ

ฟองน า้ด้วยอลักอฮอล์ 70%   30 วินาที  น าชิน้สว่นฟองน า้ ประมาณ 1 กรัม  เติมน า้ทะเลที่นึง่ฆา่เชือ้แล้ว  5 ml  บดให้                   

ละเอียดด้วยครกบดยาที่นึง่ฆา่แล้ว  เมื่อชิน้สว่นท่ีละเอยีดตกตะกอน    ใช้ไปเปต ขนาด 100 µl  ดดูสว่นใสชัน้บนมา 

inoculate  ลงบนจานอาหารทัง้ 3 ชนิด (triplicate)  เกลีย่ให้ทัว่จาน แล้วน าไปบม่ที่ 30 o C เป็นเวลา 4 สปัดาห์  โดยสงัเกต

เชือ้บนจานอาหารทกุสปัดาห์    เชือ้แอคติโนมยัซีทท่ีเจริญบนจานจะน ามา แยกให้บริสทุธ์ิ และ เก็บรักษาเชือ้ทัง้ใน อาหาร

วุ้นเอียง (slant culture) เพื่อใช้ในการทดสอบขัน้ตอ่ไป  และที่ -40 O C  เพื่อเก็บรักษาในระยะยาว    

ตารางที่  4  แอคติโนมยัซีทจากฟองน า้เกาะหลก จงัหวดัชมุพร  ผลการศกึษาฤทธ์ิยบัยัง้และคณุสมบตัิทางเคมีของเซลล์ 
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POR01_LK_1  -  +  OBn  OBn  S Meso -  - -   -  -    

POR01_LK_5  -  +  C  RO  S  Meso- Ara,Man,Xyl -   -  -   

POR02_LK_3  -  +      S  Meso- Ara,Man,Xyl -   -  -    

POR02_LK_4  -  +  O  O  S  Meso- Ara,Man,Xyl -   -  -   

POR02_LK_5  - +  CO CO  S  Meso- Rhm,Glu,Xyl  -  -  -    

POR03_LK_2  -  +  OBn  BnBk  S  Meso-  Gal, Glu -   -  -    

POR03_LK_3  -  +  OBn  BnBk  S  Meso-  Gal -   -  -    

POR03_LK_4  -  +  OBn OBn   S  Meso-  - -   -  -    

POR03_LK_7  -  +  OBk OBk  S   Mes-  Man,Gal,Xyl  -  - -    

POR03_LK_8 -    OBk OBk   S  Meso-  Gal -   -  -    

POR03_LK_9  -  +  OBn  OBn  S  Meso-  Gal 0.2   -     

POR03_LK_10 - +   O  O  S  Meso-  Gal, Man,Xyl -  - -    

POR03_LK_11  -    OBn OBn   S  Meso-  Ara, Gal -   0.04 -    

POR03_LK_12  - +  OBn OBn   S  Meso-  -    - -    

POR03_LK_14  - +  LO LO   S  Meso- Rhm, Gal,Xyl  -  - -  
 POR04_LK_1  -  +  DO  DO  S  Meso- ?  -  - -  
 POR05_LK_3  -  +  O O  S   Meso-  Gal, Xyl  -  -  -  
 POR05_LK_5  -    OBn OBn     L-  Gal, Xyl -   -  0.2   

POR05_LK_6  - +  OBn   OBn  S   Meso  Ara, Man -   -  -   
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              จากการน าแอคติโนมซัทีท่ีแยกได้นีม้าศกึษาลกัษณะรูปร่าง ทางสณัฐานวิทยา  ลกัษณะสีของเส้นใยและสขีอง

กลุม่ สปอร์  เห็นได้ชดัเจนวา่ สว่นมากแล้วแอคติโนมยัซีทท่ีแยกได้จากฟองน า้บริเวณเกาะหลกนี ้   เป็นแอคติโนมยัซีท

ในแฟมิล ีMicromonosporaceae  เป็นสว่นใหญ่ และเมื่อน ามาศกึษาการสร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์เบือ้งตนั ด้วย

วิธี Cross streak technique  ก็พบวา่ ไมค่อ่ยพบฤทธ์ิยบัยัง้  เฉพาะไอโซเลต POR03_LK_9,  POR03_LK_11 และ   

POR05_LK_5  ท่ีสามารถแสดงฤทธ์ิสารยบัยัง้ได้เลก็น้อย               

ตารางที่  5  ผลจากการแยกเชือ้แอคติโนมยัซีท จากป่าชายเลนจงัหวดัชมุพรครัง้ที่ 2 และผลการตรวจสอบฤทธ์ิยบัยัง้ตอ่

จลุนิทรีย์ 
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CP-PH 2-2                                  SCA  - +    Meso-DAP  - - -  - 

CP 3-1 M4 - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP 3-7 M4 - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 
CP-PH 3-2 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-8 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-9 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

 CP-PH 3-12 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-13 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-14 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-15 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-16 SCA - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-17 HV - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-18 HV - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP-PH 3-19 HV - +  Single  Meso-DAP  - - -  - 

CP 8-4A M4  + Bn Spiral LL-DAP  + + +  + 

CP 8-4B M4  + Bn Spiral LL-DAP  + + +  + 

         

                ผลการศกึษาสารออกฤทธ์ิจากแอคติโนมยัซีท และการเลีย้งในอาหารเหลว ของเชือ้ที่ได้จากจงัหวดัชมุพรพบวา่
มีเฉพาะ ไอโซเลต CP8-4A และ CP8-4B เทา่นัน้ท่ีให้ฤทธ์ิยบัยัง้ แบคทีเรียแกรมบวกและ  C. albicans ที่น ามาทดสอบ   
จึงได้น ามาเลีย้งเพื่อผลติเซลล์ และสารปริมาณมากก่อน  ไอโซเลตที่ไมส่ร้างจะถกูคดัเลอืกมาตรวจสอบภายหลงั 
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3.    ผลการแยกเชือ้แอคติโนมัยซีทจากดินตะกอนป่าชายเลนปากแม่น า้ในจังหวดัระยองและการทดสอบ
คุณสมบัตทิางเคมีของผนังเซลล์ 

ตารางที่ 6   แอคติโนมยัซีทที่แยกได้ใหมจ่าก ป่าชายเลนปากแมน่ า้พงัราด  จ. ระยอง  คณุสมบตัทิางสณัฐานวิทยาบาง
ประการและคณุสมบตัิทางเคมีของผนงัเซลล์ 

Actinomycete  ID Aerial 
mycelium 

Substrate 
mycelium 

Soluble 
pigment 

Cell  wall 
DAP 

Sugar in whole 
cells 

Identified 

RY 2-20 - O - Meso-DAP Ara, Xyl, Rham, 
Man 

Virgisporangium 

RY 2-21 - O - Meso-DAP Ara,Xyl Micromonospora 

RY 2-22 - O - Meso-DAP Ara, Xyl, Rham, 
Man 

Virgisporangium 

RY 2-23 - O - Meso-DAP Ara, Xyl Micromonospora 

RY 2-24 - O - Meso-DAP Ara, Xyl, Rham, 
Man 

Virgisporangium 

RY 2-25 - O - Meso-DAP Gal, Xyl, Ara, 
Rhm 

Virgisporangium 

RY 2-31 - LY - Meso-DAP Ara, Gal, Xyl Salinispora 

RY 3-32 - LO - Meso-DAP Gal, Ara, Xyl Salinispora 

RY 3-33 - O - Meso-DAP Gal, Xyl Spirilliplanes 

RY 3-37 - O - Meso-DAP Ara, Xyl Micromonospora 

RY 3-43 - Bk - Meso-DAP Gal, Xyl Spirilliplanes 

RY 7-86 - O - Meso-DAP Gal, Xyl Spirilliplanes 

RY7-87 - O - Meso-DAP Gal, Xyl Spirilliplanes 

RY8-80 A1 - YBn - Meso-DAP Xyl, Ara Micromonospora 

RY8-80 A2 - YBn YBn Meso-DAP Xyl, Ara Micromonospora 

RY 8-80 B1 WG WG YBn Meso-DAP   

RY 8-80 B2 Bn YBn YBn Meso-DAP   

RY 8-81-B1 G YBn YBn Meso-DAP Gal, Xyl  

RY 8-83-A G YBn YBn Meso-DAP Gal , Xyl  

RY 8-83B1 G Bn Bn Meso-DAP Gal, Xyl  

RY 8-83-B21 RBn Bn Bn Meso-DAP Gal, Xyl  

RY 8-83-B22 DBn Bn Bn Meso-DAP Gal, Xyl  

RY 8-83-B31 BkBn RBn RBn Meso-DAP Gal, Xyl  

RY 8-83-B32 BkBn RBn RBn Meso-DAP Gal, Xyl  
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หมายเหต:ุ  Bk= Black, Bn= Brown, BkBn= Blackish brown, DBn = Dark brown, G= Gray, LBn = Light brown,  O= Orange,  LO= 

Light  orange, LY= Light yellow, RBn= Reddish brown,  Meso-DAP= Meso- Diaminopimelic acid, Ara= Arabinose,  Gal – 
Galactose, Man= Mannose, Rhm= Rhamnose, Xyl= Xylose 

             ผลจากการวิเคราะห์คณุสมบตัิทางเคมีของผนงัเซลล์ และการตรวจดลูกัษณะรูปร่างของโครงสร้างของแอคติโนมยั

ซีทที่แยกได้ใหม ่ทัง้ที่ได้จากบริเวณป่าชายเลน จงัหวดัชมุพร และจงัหวดัระยองพบวา่สว่นมากแล้ว เป็นแอคติโนมยัซีท ใน

กลุม่ Family Micromonosporaceae (Maldonado, 2005a)  ยกเว้นไอโซเลตที่ CP-8-4A และ CP-8-4B   ที่เป็นแบคทีเรีย

ในจีนสั Streptomyces  และสร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้ทัง้แบคทีเรียและ Candida albicans ได้ดีมาก 

4. การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ/ชีวเคมีบางประการ 

            ผลการตรวจดลูกัษณะรูปร่างทางสณัฐานวิทยาของเชือ้แอคติโนมยัซีททีเ่ลอืกไว้ ซึง่ตรวจดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์ 

(light microscope) ในเบือ้งต้น  และเตรียมตวัอยา่ง โดยเลีย้งให้เจริญบนจานอาหาร ISP2 ที่ 30 o C เป็นเวลา 5-7 วนั

ก่อน fix ด้วย gluteraldehide เป็นเวลา 1 คืน(หอ่ด้วยอลมูินมัฟอล์ยเพื่อไมใ่ห้ถกูแสง)  แล้วdehydrate น า้ออกด้วยอลั

กอฮอล์ เปอร์เซ็นต์ตา่ง ๆ (30%, 50%, 70%, 85%, 95% และ absolute ethanol ) แล้วท าให้แห้งด้วยวิธี freeze dry หรือ 

วิธี Critical point drying (CPD) ก่อนเคลอืบด้วยทอง แล้วตรวจดดู้วยกล้อง Scanning electron microscope (ภาพท่ี 4) 

  

 

 

    

                                 NS 3-3                                                                            NS3-7 

 

 

 

      

                                NS3-10                                                                          NS4-3 

   

     

              NS4-6 
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        NS4-14    

 

 

 

 

                        A16-1                                                                      A1-3 

 

 

 

 

                       NS4-6                                                                 NS4-14 

 

 

 

  

                      NS 5-3                                                                NS6-2 

 

 

 

 

                      A3-3                                                                      CH54-5 
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                                 POR02-LK-2                                                                        POR02-LK-5 

 

 

  

                                

                                POR03-LK-7                                                                    POR03-LK-8             

 

 

                    

                             

                                 POR03-LK-14                                                           POR05-LK-5 

 

 

 

                             

                              Streptomyces CP 8-4 A                                   Virgisporangium RY2-2 

ภาพท่ี   4  ภาพจาก ภายใต้กล้อง  Scanning Electron Microscope  ของแอคติโนมยัซ๊ทจากบริเวณตา่ง ๆ : บริเวณชายฝ่ัง Streptomyces 
A1-3,  A 3-3  (ที่ผ่านการเหน่ียวน าให้กลายพนัธุ์ด้วยแสง UV แล้ว),  Streptomyces CH54-5,  A16-1 ป่าชายเลน  NS3-3, NS3-7, NS3-10, 
NS4-3, NS4-6,  NS6-2, NS4-14, CP8-4 A,RY2-22 และที่ได้จากฟองน า้  POR02-LK-2, POR02-LK-5,  POR03-LK-7,  POR03-LK-8, 
POR03-LK-14, และ POR 05-LK-5 
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                 การตรวจสอบแอคติโนมยัซีทท่ีให้สารออกฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์ท่ีดี  และ/หรือสร้างสารต้านอนมุลูอิสระท่ีดี จาก

ทัง้เชือ้แอคติโนมยัซีทที่มีอยูเ่ดมิ และแอคติโนมยัซีทท่ีแยกเชือ้ได้ใหมใ่นจงัหวดันครศรีธรรมราช  ได้คดัเลอืกมาศกึษา

คณุสมบตัิทางเคมีของผนงัเซลล์ และคณุลกัษณะชีวเคมีบางประการ  ได้ผลดงัตารางผลการทดลองที่  7  และภาพท่ี 7  

ภาพท่ี 8  แสดงผลวิเคราะห์ทางเคมีผนงัเซลล์ของเชือ้ที่ได้จากฟองน า้ บริเวณเกาะหลก เพื่อให้ได้ข้อมลูมากขึน้ส าหรับการ

บง่บอกชนิดในระดบัสกลุ 

4.1  ผลการตรวจสอบคุณลักษณะ ทางทางชวีเคมีบางประการ ของแอคติโนมัยซทีที่สร้าง สารยบัยัง้จุลินทรีย์  

ตารางที่  7  คณุลกัษณะทางทางชีวเคมีบางประการ ของแอคติโนมยัซีทท่ีสร้าง สารยบัยัง้จลุนิทรีย์ และ/หรือ สารต้านอนมุลู  

อิสระ   

 
 Character 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Production of 
diffusible pigments 

Red Yello
w 

Yellow-
brown 

            

Growth on sole carbon 
source (1% w/v) 

               

L-Arabinose + w + - + - - + + + - w/+ w/+ + + 
D-Fructose w/- + + - + - - + + + - w/+ - w/+ + 
Meso-Inositol + w + - + w/- - + + + - w/- w/+ + w/+ 
D-Mannitol W w + W + w/- w/- + + + - w/+ w/+ + + 
D-Raffinose W + + - + w/- w/+ + + + - w/- w/- - - 
D-Rhamnose - + + - + w/- w/+ + + + w/+ w/+ - w/+ + 
D- Sucrose + + + W + + w/- w/+ + + - W+ + + w/+ 
D-Xylose w + + - + - - w/+ + + - W+ - + + 
                

หมายเหต ุ:  w= weak, 1= A16-1; 2= CH54-8; 3= NS2-2; 4= NS2-3; 5= NS2-5; 6= NS3-1; 7= NS3-1; 8= NS4-2; 9= 

NS4-6; 10= NS5-1; 11= NS5-3; 12= NS6-2; 13= NS7-3; 14= NS3-10; 15= WN-POR-06         

4.2    ผลของการศึกษาความเหมาะสมของอาหารชนิดต่าง ๆ ต่อการเจริญ / สารรงควัตถุ ของแอคติโนมัยซีท   

                  แอคติโนมยัซีทท่ีสร้างรงควตัถ ุ และสารออกฤทธ์ิท่ีดี จะถกูน ามาเลีย้งในอาหารชนิดตา่ง ๆ เพ่ือศกึษาความ

เหมาะสมในการเจริญในอาหารชนิดนัน้ ๆ  รวมทัง้ศกึษาการสร้างรงควตัถ ุ   โดยคดัเลอืกจากแอคติโนมยัซีทท่ีมีอตัราการ

เจริญเติบโตใกล้เคียงกนัมาเลีย้งในอาหาร  Glucose-Yeast, ISP2, ISP3 (Oat meal agar), ISP4 (Inorganic Salt 

Starch),  ISP5 (Glycerol-Asparagine), ISP7 (Tyrosine Agar) และ ISP8  ได้ผลดงัตารางที ่8  โดยเลอืกศกึษาจากแอ

คติโนมยัซีท A1-3, A3-3, CH554-8  และ A16-1  ซึง่เป็นแอคติโนมยัซีทท่ีแยกได้จากดินชายฝ่ัง จ. ชลบรีุ  และที่แยกได้

ใหมจ่ากป่าชายเลน จงัหวดันครศรีธรรมราช  รวมทัง้อีกหนึง่ไอโซเลตที่ได้จากเกาะวงันอก   การศกึษาการเจริญนี ้จะท าให้

ทราบถึงอาหารที่เหมาสมกบัการเลีย้งแอคติโนมยัซีทที่สดุ ก่อนท่ีจะมีการเลีย้งปริมาณมากขึน้ เพื่อศีกษาสารแอนติออกซิ
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แดนท์  ซึง่เชือ้ที่เลอืกไว้สว่นใหญ่  ถ้าไมม่ีสแีดง หรือสขีองมยัซีเลยีมสดใส  เดน่ชดั  ก็เป็นแอคติโนมยัซีทท่ีสร้างสารออก

ฤทธ์ิยบัยัง้ท่ีดีมากหรือทัง้มีสสีดใส และมีฤทธ์ิยบัยัง้ด้วย (ภาพท่ี 5, 6) 

ตารางที่   8  ผลการทดสอบการเจริญ และสขีองรงควตัถทุีเ่ปลีย่นไปของแอคติโนมยัซีท บนอาหารชนิดตา่ง ๆ        

หมายเหต:ุ  + ไม่คอ่ยเจริญ  ++ เจริญไม่ดี   +++ เจริญปานปานกลาง ++++ เจริญดี และดีมาก  Bk=black, Bn= brown, C= cream, CY= 

cream yellow, G= gray, LG= light gray, LBn= light brown, W= white, WC= whitish cream,LBn= light brown, O=orange, P=pink, 
Y=yellow, NA= not applicable 

Isolate ID Glucose-Yeast 
extract 

ISP2 ISP3 
(Oatmeal) 

ISP4 ISP5 ISP7 
(Tyrosine) 

ISP8 

A16-1 +++  P/P ++++ P/R ++  W/W ++ CW/C ++C/P ++ W/P ++++ G/PBn 

CH54-8 ++    CW/LY ++++Bn/BnY +++ WP/WP + C/C ++ C/C +++ BnR/BnR ++ W/LY 

NS2-2 ++++ LBn/Bn ++++W/BnY ++++ Gn/LBn ++I- C/C +++Bn/Bn ++++ Bn/DBn ++++Bn D ring/ same 

NS2-3 ++++ W/BnY +++ W/LY +++ LG/LG + C/C ++ W/LG +++ G/ LG ++ W/W 

NS2-5 ++++ W/BnY ++++ GBn/BnY +++ CBn/CBn + C/C ++ W/LG +++ W/ LG +++ W/W 

NS3-1 ++++ LY/LY +++ C/ LBnY + C   (no aerial) NA ++ WC/WC +++ CY/CY ++++ LY/LY 

NS3-2 ++++ W/BnY ++++ W/ WY + C  (no aerial) NA ++ WC +++ CY/CY ++++ WLY/LY 

NS4-2 +++ LBn/Bn +++ Bn/ BnY ++ Bn/.Bn + C/C + C/C +++ BnP/BnP +++ Bn/Bn 

NS4-4 NA ++++ Bn/BnY NA NA NA NA NA 

NS4-6 ++++ LBn/ LBnY NA + C/C + C +++ CLBn +++ PBn/PBn +++ Bn/Bn 

NS5-1 ++++YLbn/same + C/C +++ WC/C + C + C NA ++++ LBn/LBn 

NS5-3 +++ W/Y + W/C ++ W/W NA + W/W ++ W/W ++++ W/LY 

NS5-4 NA ++++ W/LBn NA NA NA NA NA 

NS6-2 ++++ W/Y +++ WC/C +++ C no aerial NA +++ C +++ LY ++++ CLBn 

NS7-3 ++++W/Y ++++W/Y +++ w/C NA +++ C +++ LY/LY ++++ LY/LY 

NS3-10 ++++ W/BnY ++++ W/WY +++ WC NA ++ W/WC NA ++++ LBn/LBn 

NS4-14 +++ C +++ C NA NA NA NA ++++ W->LY/LY 

WN-POR-06-1 ++ Bn no aerial ++++ OBk +++ BnY NA ++ LBn +++ OLBn ++++ O->Bk 
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                                 a                          b b                                                  a                     b 

                                                         

              

                        c                                d                         e                      c                           d                            e          

 

      ภาพท่ี 5         การเจริญและการสร้างสารรงควตัถ ุบนอาหารชนิดตา่ง ๆ(a=Actinomycetes Isolation Agar, b= ISP2, c=ISP3,  d= ISP5,  f= 

Starch Casein)ของ แอคติโนมยัซีท  CH 54-5  และ  A3-3   

 

 

 

          a                                   b                                  c                                  d 

   

     ภาพที่  6  การเจริญและการสร้างสารรงควตัถ ุบนอาหารชนิดตา่ง ๆของ แอคติโนมยัซีท   A16-1,   a บน ISP2,   b บน Actinomycete             

Isolation Agar,  c บน  Starch Casein Agar, d บน ISP5  

            จะเห็นได้ชดัเจนวา่ ชนิดของอาหาร หรืออีกนยัหนึง่องค์ประกอบของธาตอุาหารที่มใีนอาหารแตล่ะชนิด มีผลตอ่การ
เจริญเติบโตและกกการสสสร้างรงควตัถขุองแอคติโนมยัซีท  

 

4.3 ผลจากการศึกษาการเจริญ และการสร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้จุลินทรีย์ที่ pH ต่าง ๆ 

                จากที่ได้คดัเลอืกเชือ้ท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิ/  รงควตัถ ุท่ีดี มาทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์ MRSA 21, MRSA 22, 

MRSA 39 และ C. albicans  ที่ pH 7, pH 7.5, pH 8.0 และ pH 9.0  เพื่อศกึษาความหมาะสมของ pH  ตอ่การเจริญและ

การสร้างสารออกฤทธ์ิ ยบัยัง้   ได้ผลดงัตารางท่ี  9  ผลที่ได้พบวา่แอคติโนมยัซีทสว่นใหญ่เจริญได้ดีในหลาย ๆ pH รวมทัง้

การสร้างสารออกฤทธ์ิชีวภาพด้วย ท่ี pH ที่มีคา่เป็นเบส ก็ไมส่ง่ผลตอ่การสร้าง แตย่งัคงสร้างสารได้ดี แม้ pH จะสงูถึง 8.0  
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                      Rhm   Gal      Ara      Man    Glu     Fuc     Rib     Xyl 

                      

                     c. 

 

 

                                  
 
 
 
 
 
 

                                       Rhm Gal   Ara  Man Glu  Fuc  Rib  Xyl - 
                                      
                                                                                                                                          

                                                                                                

                                                                                                  

ภาพท่ี 7   a, b โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์หาชนิดของน า้ตาลภายใน whole-cell hydrolysates ของแอคติโนมยัซีทที่
แยกเชือ้ได้จาก ป่าชายเลนใน จงัหวดัระยอง จงัหวดัชมุพร และ  c บางสว่นจากฟองน า้บริเวณเกาะหลก จงัหวดัชมุพร 
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                               a 

 

 

                Glycine 

Meso-DAP               

                    

 

                 

 

                              b 

 

 

 

 

 

 

                                                      Rhm   Gal    Ara    Man Glu   Fuc   Rib   Xyl - 

 

ภาพท่ี 8    a,  โครมาโตแกรม ของการวิเคราะห์ DAP ที่พบท่ี ผนงัเซลล์ของแอคติโนมยัซีทจากเกาะหลก      b, โครมาโต 
แกรมของการวิเคราะห์น า้ตาลทีพ่บใน  whole-cell hydrolysates  ของเซลล์แอคติโนมยัซีทจากเกาะหลก       

                       ผลจากโครมาโตแกรมในภาพ ที่ 8a และภาพท่ี 7c จะเห็นได้วา่แอคติโนมยัซีทท่ีแยกได้จากฟองน า้บริเวณ
เกาะหลกนัน้ มี Diaminopimelic acid ที่เป็นองค์ประกอบที่ผนงัเซลล์ชนิด Meso-DAP และ มี glycine  และมีน า้ตาลเป็น
องค์ประกอบหลายชนิดโดยเฉพาะอยา่งยิ่ง น า้ตาล Xylose, Arabinose, Mannose  และ Galactose  ซึง่เป็นคณุสมบตัิ
ของผนงัเซลล์ของแอคติโนมยัซีทในกลุม่ MIcromonosporaceae  
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ตารางที่ 10 แอคติโนมยัซีทที่แยกได้จากป่าชายเลนจงัหวดัชมุพรครัง้แรกและคณุสมบตัิทางสณัฐานวิทยาบางประการ  
และทางเคมีของผนงัเซลล์ 

Actiinomycete 

ID 

Aerial 

mycelium 

Substrate 

mycelium 

Soluble 

pigment 

Cell wall DAP Sugar Pattern Identified 

CP 2-2 - O - Meso-DAP Ara, Xyl Micromonospora 

CP 3-7 - LO - Meso-DAP Aa, Xyl, Gal Salinispora 

CP 3-8 - LY - Meso-DAP Ara, Xyl Micromonospora 

CP3-9 - BkO - Meso-DAP Ara, Xyl,  Micromonospora 

CP3-12 - BkO - Meso-DAP Ara, Xyl, Rham, Man Virgisporangium 

CP3-13 - LO - Meso-DAP Gal, Ara, Xyl Salinispora 

CP3-14 - O - Meso-DAP Ara, XYl Micromonospora 

CP3-15 - OBn - Meso-DAP Ara, XYl Micromonospora 

CP3-16 - O - Meso-DAP Ara, Xyl Micromonospora 

CP3-17 - LO - Meso-DAP Ara, Xyl, Gal  Salinispora 

CP3-18 - O - Meso-DAP Ara, Xyl Micromonospora 

CP-PH-3-22 - O - Meso-DAP Ara, Xyl, Rham, Man Virgisporangium 

CP8-4A DBn Bn Bn LL-DAP  Gal Streptomyces 

CP8-4B DBn Bn Bn LL-DAP Gal streptomyces 

 

5.  การเลีย้งเชือ้แอคติโนมัยซทีปริมาณมากเพื่อการสกดัสาร   เพื่อสง่เซลล์ตอ่ให้กบัโครงการ ท่ี 3 และที่ 4  ส าหรับ

การทดสอบฤทธ์ิชีวภาพอ่ืน ๆ(antioxidant) และวิเคราะห์กรดไขมนั  (ตารางที่ 11) 

                      แอคติโนมยัซีทท่ีถกูคดัเลอืกเพื่อผลติเซลล์ปริมาณมากเพื่อสง่ตอ่โครงการท่ี 4 และที่    3  โดยจะน ามาเลีย้ง

ในอาหารเหลว ISP2  หรือ Glucose yeast extract เป็นเวลา 10-14  วนั  ท่ี  30  องศาเซลเซียส เขยา่เชือ้เพื่อให้อากาศที่ 

110 rpm เก็บเซลล์ ด้วยวิธี centrifuge แยกเซลล์ และสว่นของอาหารเลีย้งเชือ้ออกจากกนั    เพื่อวเิคราะห์ปริมาณกรด

ไขมนั  และ สารแอนติออกซิแดนท์ โดยสง่เป็นเซลล์เปียก      ซึ่งได้แก่แอคติโนมยัซีทตอ่ไปนี ้(ตารางที่  11 ) 
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ตารางที่  11     แอคติโนมยัซีทท่ีได้คดัเลอืกไว้และได้เลีย้งเชือ้ปริมาณมากเพื่อน าสง่โครงการท่ี 3 และโครงการท่ี 4 เพื่อการ

วิเคราะห์กรดมนั และสารแอนติออกซิแดนท์ 

Isolate  ID    Fatty acid 
analysis 

 Antioxidant analysis Crude extract(g wet 
wt/  medium (ml) 

แอคตโินนมยัซีท จากจนัทบรีุ    
CH 54-5               Cell       Cell and medium 88.74/2,250 
CH54-8       Cell and medium 75.55/1,500 
แอคตโินนมยัซีท จากชลบรีุ    
C15-1               Cell       Cell and medium 35.30/700 
A16-1               Cell       Cell and medium 18.56/1,000 
แอคตโินนมยัซีท จาก นครศรีธรรมราช    
NS1-2               Cell       Cell and medium 14.22/500 
NS2-2               Cell       Cell and medium 73.15/500 
NS2-3               Cell       Cell and medium 5.56/500 
NS2-5               Cell       Cell and medium 12.33/250 
NS3-6               Cell       Cell and medium 17.91/250 
NS3_7               Cell       Cell and medium NA/250 
NS3-10               Cell       Cell and medium 14.28/400 
NS4-2               Cell       Cell and medium 12.78/250 
NS4-4               Cell       Cell and medium 5.44/250 
NS4-6               Cell       Cell and medium 67.5/2,250 
NS4-10               Cell       Cell and medium 7.57/250 
NS4-14               Cell       Cell and medium 41.64/1,000 
NS5-1  (Glucose-Yeast extract)               Cell       Cell and medium 29.51/250 
NS5-3               Cell       Cell and medium 6.54/250 
NS6-1               Cell       Cell and medium 1.95/250 
NS6-2               Cell       Cell and medium 33.2/250 
NS7-3               Cell       Cell and medium 16.19/250 
NS7-4               Cell       Cell and medium 35.8/1,000 

แอคตโินมยัซีทท่ีแยกจากฟองน า้                       
WN-POR -2-1 ACT               Cell       Cell and medium 27.82/250 
WN-POR-06-1  SCA               Cell       Cell and medium 142.19/1,250 
RB-POR-02-1 (Aspergillus)               Cell       Cell and medium 49.53/1,250 
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5.1   การเลีย้งแอคติโนมัยซีทปริมาณมาก และการศึกษาปริมาณสารสกัดหยาบก่อนการกลายพนัธ์ุ 

                 การเลีย้งแอคติโนมยัซีทในปริมาณมากขึน้ ส าหรับชนิดที่พบวา่ให้ฤทธ์ิยบัยัง้ที่ด ี ไมว่า่ตอ่เชือ้แบคทีเรีย 
โดยเฉพาะตอ่เชือ้ MRSA เชือ้ยีสต์  Candida albicans หรือออกฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้อยา่งใดอยา่งหนึง่  รวมทัง้แอคติโนมยัซีทท่ี
ให้รงควตัถหุรือสารส ี หรือมี soluble pigment ละลายออกมาในอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาณมาก จะถกูเลอืกมาทดสอบการ
เลีย้งในอาหารชนิดตา่ง ๆ เพื่อศกึษาการเจริญและการสร้างสารทตุิยภมูิเช่นสารสทีี่สร้างขึน้ ก่อนท่ีจะเลีย้งในปริมาณมาก
มากขึน้ โดยเลอืกชนดิที่สร้างสารได้มากมาเลีย้งในอาหาร ISP2  อาหาร Oatmeal และอาหาร  Starch Casein Agar  โดย
เลีย้ง ที่ 30o C  บม่เชือ้ไว้ 7 วนั พบวา่ อาหาร ISP2 เป็นอาหารท่ีเชือ้ทกุตวัสามารถเจริญได้ดี และสร้างสารออกฤทธ์ิได้
มากกวา่อาหาร Oatmeal และอาหาร Starch Casein  ดงันัน้การเลีย้งปริมาณมากขึน้เพื่อสกดัสารออกมาทดสอบฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของแอคติโนมยัซีทซึง่มีทัง้แอคติโนมยัซีทท่ีคดัเลอืกไว้เดมิ และที่แยกเชือ้ได้ใหม่ คือ  A3-3, CP-PH 3-2, CP-PH3-
12, และ CP8-4 A (20.6 g/ 3l)  จะเลีย้งในอาหาร ISP2 (Malt extract-Yeast extract) เขยา่เพื่อให้อากาศทีค่วามเร็วรอบ 
110 rpm เป็นเวลา 7-10 วนั  เก็บเซลล์ ด้วยวิธี centrifuge แยกเซลล์ และสว่นของอาหารเลีย้งเชือ้ออกจากกนั    เพื่อ
วิเคราะห์ปริมาณกรดไขมนั  และ สารแอนติออกซิแดนท์ โดยสง่เป็นเซลล์เปียกไปยงัโครงการท่ี 3 และ 4     (ตารางที่ 12 )          

ตารางที่ 12 น า้หนกัเซลล์แอคติโนมยัซีท และสารสกดัที่ได้จากเซลล์ /อาหารเลีย้งเชือ้  ISP2  ก่อนที่จะเหน่ียวน าด้วยแสง 

UV 

 Actinomycete ID น า้หนกั เซลล์ (g)  

(wet wt.) 

น า้หนกัสารสกดัที่ได้  

                       เซลล์ (mg)                 medium (mg) 

CH 54-8 23.4 g 27.3 mg 19.7 mg 

CP –PH-3-2 5.7 g 31.2  mg 20.3   mg 

CP-PH-3-12 5.0  g. 30.0  mg. 22.2 mg 

CP 8-4-A 28.1 g 170  mg 54.6  mg 

RY 2-20 8.4  g 170  mg 54.6  mg 

A3-3 1 l culture madium 0.7977  g NA 

   

 5.2   การเหน่ียวน าแอคติโนมัยซีทให้กลายพนัธ์ุ ด้วยแสงอัลตราไวโอเลต (ultra violet, UV) 

                     วิธีการชกัน าให้เชือ้กลายพนัธุ์ด้วยแสง UV จะน า สปอร์ของเชือ้มา expose ตอ่แสง UV ในระยะ 30 ซม. ที่

เวลา 15, 20 และ 25 นาที แล้วน าสปอร์ที่ expose แสง UV  (Ekwealor and Obeta, 2006; Veerapagu et al., (2008 ) 

แล้วมาเลีย้งบนจานอาหารที่เหมาะสมที่สดุ (ISP2)  หลงัจากบม่เชือ้ให้เจริญที่ 32 o C  แล้ว จึงตรวจสอบคดัเลอืกโคโลนี

ของเชือ้ที่สร้าง สารสเีข้มที่สดุ (ในระยะเวลาที่เลีย้งเทา่ ๆกนั ) ซึง่สงัเกตเห็นได้ด้วยตาเปลา่ แล้วเลีย้งเพื่อการสกดัสารเมตา

โบไลท์ในปริมาณ 250 ml (3 ซ า้) ทัง้จากเซลล์ และจากอาหารเลีย้งเชือ้ ด้วย methanol และ ethyl acetate   ตามล าดบั  

และเปรียบเทียบกบั การสร้างสารจากแอคติโนมยัซีทก่อนที่จะ expose ด้วยแสง UV   ได้ผลดงัตารางที่ 13 
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  จากการกระตุ้นให้เชือ้แอคติโนมยัซีท 6 สายพนัธุ์   กลายพนัธุ์โดยการฉายรังสอีลัตร้าไวโอเลตที่ระยะเวลาตา่ง ๆ 

กนั คือ 15,  20  และ  25  นาที แล้วคดัเลอืกโคโลนีท่ีเชือ้มีการสร้างสเีข้มที่สดุ ได้แก่ MUCP-PH-3-2 ที่ 25 นาที, MUCP-

PH-3-12 ที่ 25 นาที, MUCP-8-4-A ที่ 15 นาที, MUCH54-8 ที่ 25 นาที, MUA3-3 ที่ 20 นาที และ MURY2-20 ที่ 15 นาที 

น ามาเลีย้งบนอาหาร  ISP2  บม่ที่อณุหภมูิ  30   องศาเซลเซียส เป็นเวลา  4  วนั   

                       แอคติโนมยัซีทท่ีได้น ามาเหน่ียวน าให้กลายพนัธุ์ จะถกูเลอืกมาเตรียมเซลล์เพื่อศกึษาภายใต้กล้อง

จลุทรรศน์อิเลคตรอน   โดยการเลีย้งแอคติโนมยัซีทที่จะศกึษา ให้ถึงระยะที่สร้างสปอร์ บนอาหาร ISP2  หลงัจากนัน้ fix  

ด้วยสารกลเูตรัลดีไฮด์ 1 คืน ล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ดงึน า้ออกจากเซลล์ด้วย อลักอฮอล์ 30%, 50%, 70%, 85%, 

95% และ absolute alcohol น าไปท าให้เซลล์แห้ง (freeze dry) แล้วจึงฉาบด้วยทองก่อนศกึษาภายใต้กล้อง ดงัในภาพท่ี 

9 

 

 

 

 

                         MuA 3-3                                                                        CH8-4 A 

 

 

 

 

                               CP-PH-3-2                                                                    CP-PH-3-12          

 

 

 

 

              

                              CH54-8                                                                             RY 2-20 

ภาพที่  9    แอคติโนมยัซีมที่สร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้จลุินทรีย์ และสารต้านอนมุลูอิสระ ที่น ามาเหน่ียวน าให้กลายพนัธุ์  ด้วยแสง UV : 

CP-PH 3-2,   CP-PH 3-12,  CH 54-8, CP 8-4 A, A3-3 และ  RY 2-2 
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ตารางที่ 13  น า้หนกัสารสกดัทัง้หมดจากการเลีย้งเชือ้แอคติโนมยัซีทก่อนและหลงัทรีทด้วยรังสอีลัตร้าไวโอเลต 

เชือ้แอคติโนมยั

ซีท 

น า้หนกัสารสกดัจากเซลล์ (g/250ml) น า้หนกัเฉลี่ยสารสกดัจากอาหารเลีย้ง

เชือ้ ( g/250 ml) 

รวมน า้หนกัสารสกดัทัง้หมด (g/250 

ml) 

 ก่อนทรีท UV หลงัทรีท UV ก่อนทรีท UV หลงั ทรีท UV ก่อนทรีท UV หลงั ทรีท UV 

CP-PH-3-2 0.082 0.114 0.059 0.058 0.141 0.172 

CP-PH-3-12 0.020 0.124 0.033 0.065 0.053 0.189 

CP-8-4-A 0.142 0.194 0.063 0.064 0.205 0.258 

CH54-8 0.103 0.153 0.060 0.086 0.163 0.239 

A3-3 0.158 0.170 0.068 0.069 0.226 0.239 

RY2-20 0.121 0.084 0.063 0.051 0.184 0.135 

          

 

 

                                                                                                              ภาพที่ 10  การสร้างรงควตัถ ุของแอคติโนมยัซีท A3-3 

                                                                                                                     หลงัจากเหน่ียวน าด้วยแสง UV  20 นาที  บนอาหาร ISP2                                                                                                       

                   จากการทดสอบนี ้   เชือ้แอคติโนมยัซีท 6 ชนิด ที่น ามาเหน่ียวน าด้วยแสง UV  สว่นมากแล้วสร้างสารได้

เพิ่มขึน้ ในระดบัหนึง่ ยกเว้นชนิดเดียวคือ   RY 2-22 ที ่สร้างสารลดลง เมื่อน าข้อมลูที่ได้มาสร้างเป็นกราฟแทง่ แสดงดงัใน

ภาพท่ี  11 

 

 Crude extract g/250 ml  

  

 

 

     ภาพที่ 11  .ปริมาณสารสกดัหยาบที่สกดัได้จากทัง้ของเซลล์ และจากอาหารเลีย้งเชือ้ ก่อนการเหน่ียวน า และหลงัการเหน่ียวน าด้วยแสง UV  
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5.3 การตรวจสอบองค์ประกอบของสารสกัดด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography 

  ในการแยกสารสกดัที่ได้จากแอคติโนมยัซีท โดยน าสารสกดัที่ได้มาจดุลงบนแผน่ TLC (silica Gel 60) โดยระบบ

ตวัท าละลายเป็น คลอโรฟอร์ม : เมทานอล ใน อตัราสว่น 9.5 : 0.5   เมื่อพิจารณาคา่ Rf ของกลุม่สารสกดัจากแอคติโนมยั

ซีทก่อนและหลงัทรีทด้วยรังสอีลัตร้าไวโอเลต พบวา่ แอคติโนมยัซีท  MUCP-PH-3-2 ไมม่ีการสร้างสารท่ีมีคา่ Rf 0.6267 

แอคติโนมยัซีท  MUCP-PH-3-12 มีการสร้างสารมากชนิดขึน้ทัง้ในเซลล์และนอกเซลล์ กลา่วคือ มกีารสร้างสารท่ีมีคา่ Rf  

0.1831, 0.2958 และ 0.7500     แอคติโนมยัซีท   MUCP-8-4-A ส าหรับในเซลล์นัน้มกีารสร้างสารมากชนิดขึน้ถงึ 6 ชนิด 

ทัง้จากเซลล์และอาหารเลีย้งเชือ้ ได้แก่ สารท่ีมีคา่ Rf 0.1710, 0.5658, 0.6316, 0.6842, 0.7434 และ 0.8158 แอคติโนมยั

ซีทรหสั MUCH54-8 มีการสร้างสารออกมานอกเซลล์มากชนิดขึน้ ได้แก่ สารท่ีมีคา่ Rf 0.2222 และ 0.2986   แอคติโนมยั

ซีทรหสั MUA3-3 มีการสร้างสารเหมือนกบัเชือ้ A3-3 และ แอคติโนมยัซีทรหสั MURY2-20 ไมม่ีการสร้างสารท่ีมีคา่ Rf  

0.5067, 0.7333 และ 0.8267 แสดงดงัภาพท่ี 12 และตารางที่ 14-16 

  

 

 

 

 

 

 

 

                  a                                                  b                                                  c 

 

ภาพท่ี 12    โครมาโทแกรม ของการศกึษาจ านวน component สารสกดัของแอคติโนมยัซีทก่อนและหลงั จากผา่นแสง UV 

ตารางที่  14   แสดงองค์ประกอบของสารสกดัหยาบของแอคติโนมยัซีทก่อนเหน่ียวน า เทยีบกบัเชือ้ที่เหนี่ยวน าด้วยแสง 

UV แล้วของ CP-PH-3-2, MUCP-PH-3-2, CP-PH-3-12 และ MUCP-PH-3-12  

 

 

component 

คา่ Rf ของ components 

CP-PH-3-2 MUCP-PH-3-2 CP-PH-3-12 MUCP-PH-3-12 

เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง 

1 0.0933 0.2267 0.0933 0.2267 0.0486 0.1127 0.0422 0.1250 

2 0.1467 0.2800 0.1467 0.2867 0.1250 0.1901 0.1197 0.1944 

3  0.400  0.4133  0.2606 0.1831 0.2778 

4  0.6267    0.3944 0.2958 0.4167 

5      0.5000  0.514 

6        0.7500 
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ตารางที่ 15 แสดงองค์ประกอบของสารสกดัหยาบของแอคติโนมยัซีทก่อนเหนีย่วน า เทียบกบัเชือ้ที่เหนี่ยวน าด้วยแสง UV 

แล้วของ   CP-8-4-A, MUCP-8-4-A,  CH54-8 และ MUCH54- 8 

 

ตารางที่ 16 แสดงองค์ประกอบของสารสกดัหยาบของแอคติโนมยัซีทก่อนเหนีย่วน า เทียบกบัเชือ้ที่เหนี่ยวน าด้วยแสง UV 

แล้วของ A3-3, MUA3-3, RY2-20 และ MU RY2-20 

 

 

 

 

 

component 

คา่ Rf ของ components 

CP-8-4-A MUCP-8-4-A CH54-8 MUCH54-8 

เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง 

1 0.2763 0.3882 0.1710 0.3816  0.2361 0.3403 0.2500 0.2222 

2  0.7368 0.2763 0.7237 0.3611 0.4167 0.3611 0.2986 

3  0.8421 0.5658 0.8421  0.4861  0.3403 

4   0.6316   0.5694  0.4306 

5   0.6842     0.4861 

6   0.7434     0.5694 

7   0.8158      

 

component 

คา่ Rf ที่ค านวณได้ 

A3-3 MUA3-3 RY2-20 MURY2-20 

เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง เซลล์ น า้เลีย้ง 

1 0.4306 0.1528 0.4167 0.1667 0.0667 0.2533 0.0533 0.2667 

2 0.6389 0.2222 0.6389 0.2222 0.1400 0.3933 0.1333 0.4000 

3 0.7361 0.3194 0.7292 0.3194 0.8267 0.4400 0.8133 0.4533 

4  0.4028  0.4167  0.5067   

5  0.4861  0.5000  0.7333   

6  0.7361  0.7500  0.8267   



34 

 

6.  การศึกษาล าดับเบส ของ 16S rRNA gene เพื่อจ าแนกชนิด   

                ได้เลอืกแอคติโนมยัซทีท่ีให้ฤทธ์ิ ทัง้การสร้างสารแอนตไิบโอติกท่ีสามารถสร้างสารออกฤฟทธ์ิได้มาก หรือ

สามารถออกฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์ได้หลายชนิด  หรือมีการสร้างสารแอนติออกซิแดนท์ที่นา่สนใจ มาสกดั DNA เพื่อหาล าดบั

เบส ของ 16S rRNA ยีน ได้แก่  A1-3, A3-3, A16-1, CH54-5, CP-8-4 A, CP58-4-21, NS3-2, NS3-10,  NS1-4, NS7-3,  

และยีสต์ BS 6-2, AS1-8  พบวา่แอคติโนมยัซีทสว่นมากเป็นแอคติโนมยัซีทในจีนสั Streptomyces  ทัง้หมดยกเว้น SK 08-

5  และ ยีสต์ A1-8 มีล าดบัเบสใกล้เคียงกบั Rhodotorula mucilaginosa (ดงัตารางที่ 17) ซึง่ล าดบัเบส ยงัไมไ่ด้เผยแพร่      

  ตารางที่ 17   แอคติโนมยัซีท และยีสต์ที่จ าแนกชนิดด้วยการศกึษาล าดบัเบส ของ 16S rRNA gene,  

 Isolate ID Length of 
nucleotide 

Score                                                                         
Bit             Raw 

% identity  
Plus/plus  

Description 

A1-3 Full sequence - - 99.79 Streptomyces indiaensis NBRC 13964T  

A3-3 Full sequence - - 99.85 Streptomyces indiaensis NBRC 13964T   

A16-1 Full sequence - - 99.101 Streptomyces indiaensis 

CH54-5 Full sequence - -  Streptomyces indiaensis 

CP8-4A 1512 2665 1443 100 Streptomyces lannensis strain TA4-8 16S rRNA gene, 
partial sequence. 

CP58-4-21 1472 2706 1465 100 Streptomyces parvulus strain HY 026 16S rRNA gene, 
partial sequence. 

NS 3-2 1487 2719 1472 100 Streptomyces qinglanensis strain 172205 16S rRNA gene, 
partial sequence. 

NS3-10 1487 2689 1456 100 Streptomyces qinglanensis strain 172205 16S rRNA gene, 
partial sequence. 

NS1-4 1518 2702 1463 100 Streptomyce sp. 13(2013) 16S rRNA gene, partial 
sequence. 

NS7-3 1487 2695 1459 99 Streptomyces qinglanensis strain 172205 16S rRNA gene, 
partial sequence. 

SK08-5 1508 2680 1451 100 Micromonospora sp. NEAU-CF28  16S rRNA gene, partial 
sequence. 

Yeast  A1-8 628 1112 602 99 Rhodotorula mucilaginosa strain KDLYC24-1 internal 
transcribed spacer 1, ,partial sequence; 5.8S rRNA gene 
and internal transcribed spacer 2, ,partial sequence 

Yeast BS 6-2 577 1035 560 99% Pichia jadinii CBS1600T  partial sequence 

หมายเหต ุ  SK08-5  เป็นเชือ้ที่ได้ใหมจ่ากเกาะสาก ในโครงการ 3,  NS 4-1 ไมม่ีข้อมลู เนื่องจาก primer หยดุอา่นข้อมลู

ไปก่อน 
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2. ยสีต์       

ศึกษาการเจริญของเซลล์ยสีต์  

            คดัเลอืกยีสต์ สายพนัธุ์  BS6-1 และ BS6-2  ซึง่แยกได้จากชายฝ่ังทะเล (บางแสน) เป็นต้นแบบในการเร่ิมศกึษา

การเลีย้งเซลล์โดยน ามาเลีย้งในอาหารท่ีแตกตา่งกนั โดยเลีย้งทัง้ในอาหาร Synthetic (Yeast Malt Extract Medium, YM)  

และอาหารธรรมชาติ ซึง่ในระยะเร่ิมต้นนีค้ือกากชานอ้อย  ซึง่เป็นวสัดเุหลอืทิง้                                                                                                         

 2.1. การเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้ YM 

 

 

                                                                             ภาพท่ี  13   ภาพยีสต์ BS6-2  ภายใต้กล้อง  

                                                                                               Inverted Microscope  เซลล์มีลกัษณะกลม/ รูปไข ่

                                                                                                 ขนาดใหญ่ 

                                                                                            

  จากการศกึษาการเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้ YM โดยติดตามการเจริญเติบโตของเชือ้เป็นเวลา 

120 ชัว่โมง และวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ ปริมาณแอลกอฮอล์นบัจ านวนเซลล์ พร้อมทัง้ติดตามการเปลีย่นแปลงของคา่

ความเป็นกรดดา่ง ได้ผลดงัแสดงในภาพท่ี 14 

 

 

 

                                                   

  

                                                    ภาพท่ี 14  การเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้ YM 

 จากการวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ พบวา่ ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์เร่ิมลดลงตัง้แตช่ัว่โมงที่ 24 เป็นต้นไปเมื่อระยะเวลา

การเลีย้งเพิ่มขึน้ โดยลดลงสงูที่สดุชัว่โมงที่ 120 มีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์เท่ากบั 2.536±0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในช่วง

ระยะเวลาที่น า้ตาลรีดิวซ์ลดลงนัน้เป็นระยะเวลาที่มจี านวนเซลล์เร่ิมเพิ่มขึน้ โดยจ านวนเซลล์เพิ่มขึน้เร่ือยๆเมื่อระยะเวลาใน

การเลีย้งเพิ่มขึน้ ซึง่เพิ่มขึน้สงูสดุชัว่โมงที่ 120 โดยมีจ านวนเซลล์เทา่กบั 2.025x107 เซลล์ตอ่มิลลลิติร 
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 ส าหรับค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมลดลงตัง้แต่ชัว่โมงที่ 24 และยิ่งลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลีย้งเพิ่มขึน้ โดยค่า

ความเป็นกรดดา่งลดลงต ่าสดุชัว่โมงที่ 96-120 ซึง่มีคา่ความเป็นกรดดา่งที่ 5 สว่นปริมาณแอลกอฮอล์นัน้ พบว่ามีปริมาณ

สงูสดุชัว่โมงที่ 120 โดยมีปริมาณแอลกอฮอล์เทา่กบัร้อยละ 2.13±0.01     

2.2. การเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 

 จากการศกึษาการเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 โดยติดตามการเจริญเติบโต

ของเชือ้เป็นเวลา 120 ชัว่โมง และท าการวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ ปริมาณแอลกอฮอล์ นบัจ านวนเซลล์ พร้อมทัง้ติดตาม

การเปลีย่นแปลงของคา่ความเป็นกรดดา่ง ได้ผลดงัแสดงในภาพท่ี 15 

                                

 

 

                             

 

                                   ภาพท่ี 15 การเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 

 จากการวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ พบวา่ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลีย้งเพิ่มขึน้ โดยปริมาณ

น า้ตาลรีดิวซ์ลดลงสงูสดุชัว่โมงที่ 72 ซึง่มีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์เทา่กบั 1.343±0.01 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ก่อนจะเร่ิมเพิ่มขึน้

ในระยะเวลาต่อมา โดยระยะเวลาที่ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ลดลงต ่าสดุนัน้เป็นระยะเวลาเดียวกนักบัจ านวนเซลล์ที่เพิ่มขึน้

สงูสดุ ซึง่เพิ่มขึน้ถึง 6.35 x106 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร หลงัจากนัน้จ านวนเซลล์เร่ิมลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลีย้งเพิ่มขึน้ 

 ส าหรับค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมลดลงตัง้แต่ชัว่โมงที่ 24 และยิ่งลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลีย้งเพิ่มขึน้ โดยค่า

ความเป็นกรดดา่งลดลงต ่าสดุชัว่โมงที่ 48-120 ซึง่มีคา่ความเป็นกรดด่างที่ 4 สว่นปริมาณแอลกอฮอล์ของเชือ้ BS 6-2 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 นัน้ไมพ่บปริมาณแอลกอฮอล์ตัง้แตช่ัว่โมงแรกถึงชัว่โมงที่ 120 

   

2.3. การเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 ที่ท าการกรองก่อนน าเข้าเคร่ืองหม้อนึ่งความดนั

อตัโนมตัิ 

 จากการศึกษาการเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 ที่ท าการกรองเอากากชาน

อ้อยออกก่อนน าเข้าเคร่ืองหม้อนึง่ความดนัอตัโนมตัิ โดยติดตามการเจริญเติบโตของเชือ้เป็นเวลา 120 ชัว่โมง และท าการ

วดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ ปริมาณแอลกอฮอล์ นบัจ านวนเซลล์ พร้อมทัง้ติดตามการเปลี่ยนแปลงของค่าความเป็นกรดด่าง 

ได้ผลดงัแสดงในภาพท่ี 16 
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 ภาพท่ี 16  การเจริญของเชือ้ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 ที่ท าการกรองก่อนน าเข้าเคร่ืองหม้อนึง่

ความดนัอตัโนมตั ิ

 จากการวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ พบวา่ ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์เพิ่มขึน้สงูสดุชัว่โมงที่ 48 โดยมีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์

เท่ากับ 2.486±0.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ก่อนที่จะเร่ิมลดลงในชั่วโมงที่ 72 ซึ่งมีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ลดลงต ่าสดุถึง 

1.434±0.03 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร เป็นระยะเวลาเดียวกนัที่จ านวนเซลล์เพิ่มขึน้สงูสดุ โดยมีจ านวนเซลล์เท่ากบั 2.4 x107 

เซลล์ตอ่มิลลลิติร หลงัจากนัน้จ านวนเซลล์คอ่ยๆ ลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลีย้งเพิ่มขึน้ 

 ส าหรับค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมลดลงตัง้แต่ชัว่โมงที่ 24 และยิ่งลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลีย้งเพิ่มขึน้ โดยค่า

ความเป็นกรดด่างลดลงต ่าสดุชัว่โมงที่ 120 ซึ่งมีค่าความเป็นกรดด่างที่ 5 สว่นปริมาณแอลกอฮอล์ของเชือ้ BS 6-2 ใน

อาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยใน SM30 ที่ท าการกรองก่อนน าเข้าเคร่ืองหม้อนึ่งความดนัอัตโนมตัิ  นัน้ไม่พบปริมาณ

แอลกอฮอล์ตัง้แตช่ัว่โมงแรกถึงชัว่โมงที่ 120 

 จากความแตกตา่งขององค์ประกอบในอาหารเลีย้งเชือ้มีผลให้การเจริญของเซลล์แตกต่างกนั โดยเชือ้ BS 6-2 มี

จ านวนเซลล์สงูที่สดุชัว่โมงที่ 72 ซึ่งเป็นระยะเวลาเดียวกนักับที่ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ลดลงต ่า และเมื่อระยะเวลาในการ

เลีย้งเพิ่มขึน้คา่ความเป็นกรดดา่งเร่ิมลดลง จากการเลีย้งเชือ้ เมื่อครบ 120 ชัว่โมงพบวา่จ านวนเซลล์ในอาหารเลีย้งเชือ้กาก

ชานอ้อยใน SM30 ที่ท าการกรองกากชานอ้อยออกก่อนน าเข้าเคร่ืองหม้อนึ่งความดนัอตัโนมตัิให้จ านวนเซลล์สงูสดุ โดย

เชือ้ BS 6-2 มีจ านวนเซลล์ 2.06 x 106 เซลล์ตอ่มิลลลิติร จากการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าอาหารเลีย้งเชือ้กากชานอ้อยทัง้ 

2 สตูรและอาหารเลีย้งเชือ้ YM มีจ านวนเซลล์แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05)  

การเลีย้งเซลล์ยสีต์ปริมาณมาก   

                      เนื่องจากการทดลองเลีย้งยีสต์ในวสัดเุหลอืใช้จากการเกษตร เช่น กากชานอ้อย ไมไ่ด้ให้ปริมาณเซลล์มากนกั 
เนื่องจากกากชานอ้อยมีปริมาณน า้ตาลเหลอือยูน้่อย  รวมทัง้ยีสต์ไมม่ีเอ็นไซม์ที่จะยอ่ยเซลลโูลสในกากชานอ้อยได้ จึงได้
คดัเลอืกยีสต์ที่คดัแยกได้จากบริเวณชายฝ่ังทะเล  2 ชนิด คือ BS 6-2 (Pichia jadinii) และ AS1-8 (Rhodotorula)  มา
ทดลองเลีย้งใหมใ่นอาหารส าเร็จ  Czapek Dox broth และ อาหารธรรมชาติ  PDB (Potato dextrose broth) น า้ข้าวโพด 
(Corn meal)   และอาหารท่ีเตรียมจากสารสกดัจากถัว่ด า (Black lentil) บม่ที่อณุหภมูิ 30 oC  เขยา่ที่ความเร็วรอบ 105 
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rpm เป็นเวลา 3 วนั  โดยใช้ จ านวนเซลล์ตัง้ต้นความเข้นข้น  3.0 X 107 /ml  ปริมาณ100 ml ผลที่ได้คือ อาหาร Corn meal 
เป็นอาหารทีย่ีสต์ ทัง้  2 ชนิดเจริญได้ดี และรวดเร็ว ภายในเวลา 3 วนัได้น า้หนกัเฉลีย่มากกวา่อาหารที่เตรียมจากถัว่ด า ถึง
ประมาณ  6-7 เทา่ แตอ่าหาร PDB  ก็เป็นอาหารที่ยีสต์ชอบเช่นกนั  ยีสต์ BS 6-2 สามารถเจริญได้ดี แตย่ีสต์ Rhodotorula 
mucilaginosa  ไมค่อ่ยเจริญในอาหาร Czapeek Dox   และการเลีย้งด้วย Corn Meal และ PDB ให้กรดไขมนัท่ีเป็น
ประโยชน์โดยเฉลีย่ แล้วมากกวา่การเลีย้งด้วยอาหารชนดิอื่น (ข้อมลู ตามโครงการ 4) 

ตารางที่ 18  ผลการเลีย้งเชือ้ยีสต์ As1-8 1 และ BS 6-2 ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดตา่ง ๆ   

  Yeast Isolate          PDB Czapeek Dox   Corn Meal (เฉล่ีย)    Black lentil(เฉล่ีย) 

 AS 1-8       NA      No growth 27.5988 g/  L 4.5064  g/ L 

BS 6-2       30.8424 g/L      23.5196 g/L 20.5164 g/ L 2.7880   g/ L 

NA= ไม่มีผลการทดสอบ 

               การเลีย้งปริมาณมากในการศึกษาวิจยันี ้จะมุ่งเน้นการเลีย้งเพื่อเก็บเซลล์แห้ง ไว้ใช้เป็นสว่นประกอบของการสร้าง

สตูรอาหารใหม่ ๆส าหรับเลีย้งสตัว์น า้ทะเลวยัอ่อน เช่น ลูกกุ้ ง ลกูปลา การเลีย้งด้วยโมลาสก็เป็นอีกทางเลือกหนึ่ง ซึ่งได้

ปริมาณเซลล์มาก (ไมไ่ด้รายงาน)  แตเ่ซลล์ที่ได้จะมีสนี า้ตาลเข้ม   

การประดิษฐ์ถงัหมักอย่างง่าย ส าหรับเลีย้งมารีนยสีต์  

                 ถงัหมกัที่มีขนาดใหญ่ ท่ีสะดวกทดลองเลีย้งในห้องปฏิบตัิการ   สามารถประดิษฐ์ได้จากขวดน า้กลัน่ที่เป็นวสัดุ

ทนร้อน  (PET) ขนาด 20 ลติร   ก่อนใช้งานฆา่เชือ้ด้วยแอลกอฮอล์ให้ทัว่ถงัหมกั รวมทั’้งฝาขวด  แล้วตามด้วยน า้เดือด แช่

ไว้ประมาณ 20 นาที (อาจใช้น า้เดือด 1/4 ของปริมาตรขวดแล้วค่อย ๆกลิง้ซ้ายขวา ให้ทัว่ขวด)    และอดุปากขวดด้วยจุก

ส าล ีท่ีขนาดปิดปากขวดได้พอดี น าไปนึง่ฆา่ใช้ก่อนใช้ปิดจกุขวด      การให้อากาศสามารถท าได้ 2 ลกัษณะ  หากไมม่ีสาย

ให้อากาศแบบที่ใช้ในอา่งเลีย้งปลา (นึง่ฆา่เชือ้ก่อนใช้)  ก็สามารถใช้  magnetic bar ขนาด 3- 4 นิว้  ส าหรับกวนให้อากาศ

ขณะเลีย้ง  ถ้าเลอืกใช้สายให้อากาศทางสายออกซิเจน  ต้องเจาะฝาขวด 2 รู ให้พอดีกบัแท่งแก้วระบายอากาศ และ แท่ง

แก้วที่จะตอ่เข้ากบัสายยางให้อากาศ       ถ้าใช้ magnetic bar ในการให้อากาศ จะใช้จกุส าลทีี่ปลอดเชือ้ปิดจกุขวดแทน   

  

 

                                                                      เลีย้งยีสต์เพ่ือเป็นหวัเชือ้ (starter) 

                                                                           2-3 วนั ที่อณุหภมูิห้อง 

                              Starter 1% สามารถเลีย้งในขวดขนาด 2 ลิตร              ขวดน า้กลัน่  20 ลิตร เลีย้งได้ครัง้ละ 13-15 ลิตร 

                                 ภาพท่ี 17  แสดงการเลีย้งยีสต์ปริมาณมากชึน้ ในขวดภาชนะบรรจขุนาด 20  ลิตร  
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             เมื่อพบว่าอาหารธรรมชาติให้ผลผลิตของเซลล์ และให้คุณค่าอาหาร เช่นกรดไขมนั โปรทีน  ที่ดีกว่าอาหาร

สงัเคราะห์ หรืออาหารส าเร็จรูป ซึ่งมีราคาแพง  อาหารจากสว่นประกอบธรรมชาติ เช่นมนัฝร่ัง หรือ ข้าวโพด ก็เ ป็นวสัดทุี่

ราคาไม่แพงมาก  เราสามารถเตรียม  PDB (Potato Dextrose )ได้โดยใช้มนัฝร่ัง หัน่เป็นชิน้สีเหลี่ยมขนาดเล็ก 200 กรัม 

(ต้มจนเดือดประมาณ 30 นาที กรองกากมนัฝร่ังออก ใช้แตน่ า้มนัฝร่ัง)  น า้ตาล Dextrose (อาจใช้น า้ตาลกลโูคส แทน) 10 

กรัม เติมน า้กลัน่ ที่มีน า้ทะเล 25 %  ให้ครบ 1 ลติร  ปรับ pH ที่ 5.5- 6.0  โดยเลีย้งที่อณุหภมูิห้อง 30-32 o C  หากต้องการ

เตรียม 10 ลติร หรือ 12 ลติร  สามารถเพิ่มองค์ประกอบตามสว่น แล้ว น าไปนึง่ฆา่เชือ้ แล้วจึงน ามาเติมลงในขวดบรรจุ 20  

ที่ฆา่เชือ้แล้ว   ถงัหมกัทัง้ 2 แบบสามารถเติมอาหารที่นึ่งฆ่าเชือ้แล้วได้เร่ือย ๆ หลงัการเลีย้ง 3 วนั หรือจนได้ปริมาณยีสต์

หนาแน่นมากขึน้  โดยหยดุให้อากาศ ตัง้ทัง้ไว้ 1- 2 ชั่วโมงให้เซลล์ค่อย ๆตกตะกอนลงมา  แล้วไขก๊อก ปลอ่ยเซลล์ที่แก่

เต็มที่ออก แล้วเติมอาหารใหม่ด้านบน โดยไม่ต้องฆ่าเชือ้ ถังหมกัใหม่    เช็ด ฆ่าเชือ้ก๊อกที่ไขเซลล์ออกด้วย อลักอฮอล์ 

70%   เซลล์ที่ได้แตล่ะรอบของการเลีย้ง หรือที่ไขออกแตล่ะครัง้สามารถ เก็บเซลล์แห้งโดยการป่ันเหวี่ยง เอาอาหารออกไป

แล้วน าไป freeze dry   ถ้ายีสต์ตกตะกอนได้หมด ก็สามารถลดขัน้ตอนป่ันเหวี่ยงได้เช่นกนั  เซลล์ยีสต์ที่ freeze dry แล้ว

สามารถเก็บได้นาน  หรือแม้แต่เมื่อน าไปท าเป็นสว่นผสมของอาหารสตัว์   อาหารนัน้ก็มีอายกุารเก็บได้นานโดยไม่มีกลิ่น

ของยีสต์ 

หมายเหต ุ

            กรณีที่ไมม่ีเคร่ืองนึง่ฆา่เชือ้ (autoclave) เนื่องจากถงัหมกัมีขนาดใหญ่ไป และถงัหมกัอาจไมส่ามารถทนร้อน ได้ถึง 

121 o C ได้นานถึง 15-20 นาทีหรือมากกว่านัน้ได้  เนื่องจากอณุหภมูิของเคร่ืองจะค่อย ๆลดลง ไม่ได้ลดลงทนัทีทนัใด  

สามารถฆา่เชือ้อาหารพร้อมภาชนบรรจดุ้วยการลดอณุหภิและความดนัลงเหลอื 110 o C  10นาที แล้วจึงน ามาใช้เลีย้ง 
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บทที่ 5  สรุปและวิจารณ์ผล 

 

              จากการเก็บตวัอยา่งเพือ่แยกเชือ้เพิม่เตมิจากป่าชายเลนและจากฟองน า้ได้แอคติโนมยัซีทไมม่ากนกั     ใน
จงัหวดันครศรีธรรมราช ( 52 ไอโซเลต ได้จากฟองน า้ 2 ไอโซเลต)   จากป่าชายเลนจงัหวดัระยอง (24 ไอโซเลต)  และใน
จงัหวดัชมุพร (16 ไอโซเลต)  และจากฟองน า้บริเวณเกาะหลก ในจงัหวดัชมุพร ( 19 ไอโซเลต)รวมทัง้หมด 111 ไอโซเลต   
ป่าชายเลนในจงัหวดันครศรีธรรมราชเป็นป่าชายเลนท่ีอยูห่า่งจากฝ่ังทะเลประมาณ 1 กิโลเมตร   และยงัได้รับอิทธิพลจาก
กระแสน า้ขึน้และกระน า้ลงในแตล่ะวนั   พืน้ดินจะมีระยะเวลาที่น า้ทะเลทว่มขงั และเวลาที่แห้งสลบักนัไป    พบแอคติโน
มยัซีทท่ีคอ่นข้างหลากหลายชนิดมากกวา่ และพบวา่มีการสร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์27 ไอโซเลต ที่สามารถสร้าง
สารออกฤทธ์ิได้ ไมท่ัง้ตอ่จลุนิทรีย์แกรมบวก และ C. albicans ก็ยบัยัง้อยา่งใดอยา่งหนึง่  คิดเป็น  51.92 % นบัวา่เป็น
เปอร์เซ็นต์ที่สงูพอควร ไอโซเลตที่สร้างสาร รงควตัถถุกูเลอืกไว้เลีย้งปริมาณมาก ประมาณ20 ไอโซเลต และจากฟองน า้
บริเวณเกาะวงันอก 2 ไอโซเลต คือ WN-POR-2-1 และ WN-POR 6-1  เพ่ือการทดสอบฤทธ์ิแอนติออกซิแดนท์ 

             สว่นแอคติโนมยัซีทที่แยกได้จากป่าชายเลนของจงัหวดัระยอง     ซึง่เป็นบริเวณปากแมน่ า้พงัราด และจากป่าชาย
เลนจงัหวดัชมุพรก็เช่นกนั  มีอาณาบริเวณติดชายฝ่ังทะเล มีน า้ทะเลทว่มถงึตามเวลาน า้ขึน้ในแตล่ะวนั  และมีพืน้ดิน
ตะกอนคอ่นข้างเป็นดินทราย  มีพืชป่าชายเลนขึน้อยูห่า่ง ๆกนั    ประกอบกบัวิธีการแยกเชือ้ ใช้วิธีที่ต้องท า  pretreatment  
ตวัอยา่งก่อนเพื่อให้ได้แอคติโนมยัซีทท่ีหายาก โดยน าตวัอยา่งดินตะกอนไปอบที่ 100 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง กอ่น ท าให้แอ
คติโนมยัซีทท่ีมกัพบบอ่ย ๆ ทัว่ ๆไป เช่น Streptomyces บางสว่นตายไปบ้าง  แอคติโนมยัซีทจากทัง้สองบริเวณแตก็่ยงัพบ 
2 ไอโซเลตจากป่าชายเลนในจงัหวดัชมุพร คือ CP 8-4 A และ CP 8-4 B  แอคติโนมยัซีทท่ีพบจากตะกอนดินป่าชายเลน
จงัหวดัระยอง และจากฟองน า้บริเวณเกาะหลก จงัหวดัชมุพร เป็นแอคติโนมยัซีทใน Family  Micromonosporaceae 
ทัง้หมด และไมค่อ่ยพบวา่ให้ฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์ ด้วยวิธีทดสอบเบือ้งต้น (Cross atreak)  จากการเปลีย่นชนิดของอาหารที่
ใช้ในการแยกเชือ้ และวิธีการท า pretreatment ทางเคมี คือใช้ 1.5% phenol ท าให้ได้แอคติโนมยัซีทที่หายากมากขึน้ แตก็่
พบวา่ แม้จะได้แอคติโนมยัซีทใน Family  Micromonosporaceae ทัง้หมดแตก็่มีความหลากหลายในระดบัจีนสั     นัน่
อาจเนื่องมาจาก แอคติโนมยัซีทใน Family นี ้เป็น Family ที่พบได้บอ่ยในสิง่แวดล้อมทางทะเล (Maldonado,  et al., 
2005a and Maldonado,  et al., 2005b)  แม้วา่จากการตรวจสอบการสร้างสารออกฤทธ์ิยบัยัง้จลุนิทรีย์ แม้จะพบวา่แอ
คติโนมยัซีทท่ีแยกได้ไมค่อ่ยให้ฤทธ์ิยบัยัง้เทา่ใดนกัด้วยวิธีการตรวจสอบ Cross streak technique  แตจ่ากการตรวจสอบ
เมื่อน าเชือ้ไปเลีย้งในอาหารเหลว ในฟลาสก์รูปชมพู่  เขยา่ที่ 110 รอบตอ่นาที ที่ 30 o C  เป็นเวลา 7-10 วนั แล้วน าสว่น
ของเซลล์ และน า้เลีย้งเชือ้ไปสกดัด้วย เอธิล อะซีเตทก็พบวา่บางไอโซเลต มีการสร้างสารด้วยเช่นกนั 

                โดยปกติแล้วการสร้างสารทตุิยภมูิ หรือสารออกฤทธ์ิชีวภาพของแอคติโนมยัซีทนัน้  อาหารเลีย้งเชือ้และปัจจยั
สภาวะแวดล้อมของการเลีย้งมีอทิธิพลอยา่งมากตอ่การจะสร้างสารได้มาก หรือได้น้อย (Karuppiah, et al., 2013; Jung, 
HM., et al., 2007)    และเชือ้แอคติโนมยัซีทแตล่ะชนิด  แตล่ะจีนสี    แตล่ะสายพนัธุ์ ก็มีความต้องการอาหารและสภาวะ
แวดล้อมทีเ่หมาะสมในการสร้างสารท่ีแตกตา่งกนั  (Kiranmayi et al., 2011;   Kavitha and Vijayalakshmi, 2009)  ไมว่า่
จะเป็นแหลง่ของ คาร์บอน หรือแหลง่ของไนโตรเจน  คา่ของ pH  อณุหภมูิที่ใช้ในการเลีย้ง  ระยะเวลาที่ใช้เลีย้ง  ชนิดของ
อาหาร  รวมทัง้ชนิดของเกลอืแร่ที่เป็นสาร inorganic ที่เติมลงในอาหาร ไมว่า่จะเป็น สารท่ีต้องการมาก หรือต้องการเป็น
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เพียง trace elements   แตจ่ากการวิจยันี ้ได้ใช้อณุหภมูิ และ pHที่แอคติโนมยัซีทสว่นใหญ่เจริญ และสร้างสารทตุิยภมูิได้
ดี คือที่อณุหภมูิ 30 oC และคา่ความเป็นกรด-เบส ท่ีใกล้เคียง  pH 7 (pH 7.5-8.0 ก็สามารถสร้างสารได้ดี) 

          อยา่งไรก็ตาม แม้วา่การน า แอคติโนมยัซีทมาเหน่ียวน าด้วยแสง  UV เพื่อให้มกีารกลายพนัธุ์ และมีการสร้างสาร
ออกฤทธ์ิได้มากขึน้  พบวา่ไอโซเลต CP-PH-3-12  ให้ผลการสร้างสารท่ีมากขึน้เห็นได้ชดัเจนกวา่ไอโซเลตอื่น ๆ โดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งในสารสกดัที่สกดัจากเซลล์ เพิ่มขึน้จากปกติ ถงึ  6เทา่ ในขณะท่ีสารสกดัจากอาหารเลีย้งเชือ้ เพิ่มขึน้ ประมาณ 2 
เทา่   (ตารางที่ 13)  แม้วา่ผลที่ได้จากการเหน่ียวน าด้วยแสง UV  นัน้จะสง่ผลให้มีการสร้างสารเพิม่มากขึน้เป็นสว่นใหญ่  
แตก็่เป็นการเพิม่ขึน้เพยีงเลก็น้อย  ไมถ่ึงขนาดมีการเพิม่ขึน้หลาย ๆเทา่จากเดิมทีเ่คยสร้างได้   ทัง้นีอ้าจเนื่องจากยีนท่ี
ควบคมุการสร้างสารเมตาโบไลท์ ในแอคติโนมยัซีทนัน้ มีหลายคลสัเตอร์  (Tanaka, 2013)   และถ้าการเกิดการกลายพนัธุ์
นัน้เกิดที่จดุเลก็ ๆ  (micro-muation) ก็จะเห็นผลที่ไมค่อ่ยชดัเจนได้ (คือเปลีย่นแปลงน้อย)   อาจ ต้องมีการเหนี่ยวน า หรือ
ท าให้เกิดการกลายพนัธุ์ในหลาย ๆคลสัเตอร์   หรืออาจเหน่ียวน าให้เกิดการกลายพยนัธุ์ด้วยวิธีการอื่น เช่นเหน่ียวน าด้วย
สารเคมี  เป็นต้น    และควรต้องมีการศกึษาและทดสอบตอ่ไป เพือ่ให้เห็นผลที่ชดัเจนมากขึน้    อยา่งไรก็ดี เชือ้ที่ได้น ามา
ทดสอบการเหน่ียวน านัน้  มีทัง้ Micromonosporae และ Streptomyces  ซึง่ทัง้สองกลุม่อาจมกีารสร้างสารคนละประเภท
กนั  วิธีการสกดั หรือตวัท าละลายท่ีใช้ในการสกดั ก็มีผลอยา่งมากท่ีจะท าให้สารออกฤทธ์ิละลายออกมาได้ดี หรือ ไมด่ี  ซึง่
หลาย ๆปัจจยัท่ีมีผลตอ่ปริมาณสารออกฤทธ์ิท่ีได้นี ้ ต้องมีการศกึษาเป็นราย ๆ ไปเฉพาะส าหรับแอคติโนมยัซีทแตล่ะชนิด 
ในการศกึษาขัน้ตอ่ไป 
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1.  ล าดับเบส ของ 16S rRNA gene  

>A1-3  Streptomyces indiaensis 

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGG 

GTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCACT 

GGGGGCATCCTTGGTGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGC 

TCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG 

GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGG 

TTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG 

CCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTT 

GTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTG 

GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGG 

AGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAAC 

ATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG 

AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA 

TACACCGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG 

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTC 

ACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCAC 

ACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAT 

TGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCG 

   GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGA 
>A3-3   Streptomyces indiaensis 

ACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAG 

TAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCACTGGGGG 

CATCCTCGGTGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACC 

AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG 

CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA 

AACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG 

GTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAA 

AGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTA 

GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGA 

AAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCC 

ACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTG 

ACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACAC 

CGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA 

TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGG 

AGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTG 

CTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG 

TCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT 

TGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGT 

CGAAGGTGGGACTGGCGTTGGAC 

>54-5 = Streptomyces indiaensis 

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAAGCCCTTC 

GGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGA 

CAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTG 

GAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGC 

TCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA 

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCT 

GATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGG 

AAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG 

CGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCG 

GCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGC 

AGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT 

CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAA 

AGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACT 
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AGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTG 

GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG 

AGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGA 

AACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA 

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTG 

CCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA 

GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAAT 

GGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAG 

TTCGGAATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATC 

AGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAA 

GTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGG 

ACTGGCGATTGGGACAAT 

 

>A16-1= Streptomyces indiaensis 

CGTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCG 

GGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGAC 

AAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTGG 

AAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCT 

CACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC 

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTG 

ATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGA 

AGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC 

GGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGG 

CTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCA 

GGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATC 

AGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAA 

GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTA 

GGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGG 

GG-AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG 

AGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGA 

AACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA 
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTG 
CCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA 

GGTGGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAA 

TGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCA 

GTTCGGAATTGGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGA 

TCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGA 

AAAGTCGGTAACACCCGAAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAAAGGAGCTGTCGAAA 

GTGGGACTGGCGATTGGACA 

 

 >141216-34_M07_PL_4-1_Actinomycetes_518F.ab1 1001 

GGGGGGTACGTTGTTCCGGATTATTGGGCGTAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGT 

TGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTA 

GGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG 
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GCGAAGGCGGATCTCTGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGG 

GCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCGGGGGAGTACG 

GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC 

TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACGCCGGAAAGCATCAGAG 

ATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG 

AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCCGCAGGCCCTT 

GTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAAGTGGGGACGACGT 

CCAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCGCACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAG 

CTGCCATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGC 

ACTCGACCCCATGAAGTCCGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCGTTGCTGTCCGTGAATA 

CGTTCCCGGGGCCTTGTACACACCGCCCCGTCACGGTACGGAAAGTCGGTAACACCCGGAA 

GCCGGTGGTCCTAACCCTTGTGGAAGGAGCTGTCGAAGATGGACTGGCGAAGACACACTTA 

GGAAGGGAGGGGCCATCAAATAACACAAAAAAAAAG   

>141216-34_O07_PL_4-1_Actinomycetes_800R.ab1 786 

TTCGGTCTTTTCGCTCTCAGCGTCAGTATCGGCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTC 

CTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCT 

AGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGCGAC 

AAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTA 

CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTGCGCTTC 

TTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGACGTCCCTCACGCGGCGTCGCTGCAT 

CAGGCTTCCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTG 

TCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAG 

CCACTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTACA 

CCGTCAAGGATGCCCAAGACGGTCATATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCC 

AGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCCCGGCCGAAA 

CCGGTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCGGCGTTCGCCTGACAGTAAAA 

AAAACTCAAAAACAACCTTGGTCCCGGGCCAAGTCCTTCCCCTAAAAAACCCCC                                                                                                                 

ล าดับเบสของ 16SrRNA gene ของ แอคตโินมัยซีท  CP-8-4 A 

 

>141216-34_C09_CP_8-4-A_Actinomycetes_800R.ab1 751 

 

GGGCTTCTTTTCGCTCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGT 

TCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCACAC 

TCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCCGGAGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAATCGACG 

CGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACG 

TATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTT 

CGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTC 

GCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT 
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GGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGC 

CTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCG 

GAGCTTTCCAACCTCCCAGATGCCCGGGAGGCTCGTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCA 

GGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAAT 

CCACCCCGAAGGGCTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTC 

CTGAGCGGGGAAAAACCTTAAAAAAAATCCC 

 

>141216-34_A09_CP_8-4-A_Actinomycetes_518F.ab1 995 

GGGGGGTACGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCG 

ATTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTG 

GTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACC 

GGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG 

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTTGGCGAC 

ATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCG 

CAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTA 

ATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACATCCAGAGAT 

GGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA 

GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTT 

GTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACG 

TCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATG 

AGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGT 

CTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGT 

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCG 

AAGCCGGTGGCCCAACCCCTCGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGTTGGACAT 

TAGCGGGGGGCCCCCGCGCGAGAGAGAAGAAAAAG 

ล าดบัเบสของ  16S rRNA gene  CP58-4-21  
>151116-55_G05_CP58-4-21_907R.ab1 886 

ACCAGTGGCTCTCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAAT 

GTTGCCCACACCTAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 

CGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACC 

GGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTAC 

CGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAAC 

CGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCC 

CTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTC 

ACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCG 

GCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGG 

AGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTC 

GTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCAC 

CGCCGGAGCTTTCGACCTTCACAGATGCCCGTGAAGGTCAGTATCCGGTATTAGACCCCG 

TTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCC 

ACTAATCCCCACCGAAGTGGTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCG 

TTCGTCCTGAGCGGTAAAAAAATCTAAAAAGGTCGGGGGTTTCGGC 

>151116-55_E05_CP58-4-21_785F.ab1 737 
GGCCGACTGTGGGATAGGGTGTGGGCACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCAT 



50 

 

TAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 

CCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC 

TTGACATACACCGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGT 

GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 

CCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGG 

GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTG 

CACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCA 

AAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCT 

AGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 

GTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAG 

CTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAGGTAAAACCCGTAAAAAAG 

GGGGGGCGGGTTGATTT 

 

ล าดบัเบสของ  16S rRNA gene  CP58-6-5 

>151117-35_K01_CP58-6-5_907R.ab1 910 
CTACGTTGCGTCTCCAGCGGTGGACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAA 

TGTCGCCCACACCTAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCGTG 

TTCCCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCATTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCC 

ACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCC 

CTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGAATGCAAACCCGGAGTTAAGCCCCGGGCTTTC 

ACATCCGACGCGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCAGGACAACGCT 

TGCGCCCTACATATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGGCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACT 

CACGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGACGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCAT 

CAAGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC 

CCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATCACCCCACCAAC 

GAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCAACGTCGGAGCTTTCCACACGTATCCCATGCAGAAAGCCGT 

CCTAAACGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACT 

CACCCGTTCGCCACTAATCCCCGGCCGAAACCGGTTCATCGTTCGACTTGCATGGGTTAAGCACACCGC 

CAGCGTTCGTCCTGAGCAGTTTTAAAATCTAAAAGGGGGGGGAAATATAAAGGGGAGAAGAGGGGAAAA 

AAGG 

 

>151117-35_I01_CP58-6-5_785F.ab1 1190 

TGACAAATATGGGACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCC 

CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAG 

CATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACATCGGAAAACTCAGGAG 

AAGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG 

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCACAGGA 

GACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCT 

GCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCG 

GTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGC 

ATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACC 

CGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGT 

ACAGGGGAAACCCGAAAAAAAGGTTTAGGTTAAGTAAATGAAATACAGAATCATAAAACAGCGACCAGA 

AAAGCGCCCCCCGCCATGGGGGGGGCCTCCCGAAAATCTACGCACCTCAACGGCCCCCTCGAGGGAATA 
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CAAAACCCCCCCTTTTAAACCTGATCGCTGGCCGTAGAAATAGAGGAGACCAGGAGGAAGGAACCCACC 

GAGCGCTGAATTAACAAAAAGAAATAAAAAAGCTCAAATAGGATATTTTGAACCCACCACAAGTACCGG 

GAAAAACTATGGGGGGCCCCCTAGGTAAAAATGGGGGGGGGGGGGGGGCCTAGAGCGGAGCTGGGGGGG 

GTTTTTTCGTGTGAGTAATGGATAAAACTAGACGGATCTTCCCCCGGTGAGAAAAAGAGGGTATAACAA 

AAGGTACTGGGAGGCGGTCATCCCGGAACGGCCGGCGGAGCTAAGAGTAACTAGGGAAGGGAAAGCCCA 

TATAATGTGATAATTTT 

ล าดบัเบสของ  16S rRNA gene  NS3-2 
>151116-55_O05_NS3-2_907R.ab1 896 

CAGCCATTGGCTCTCCAGGCGGGGACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACGACGTGGAATGTCGCCCA 

CACCTAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGGACT\ACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTC 

GCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCAT 

TTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGAATGCAGACCC 

GGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGCGACAGGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTC 

CGGACAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAG 

GTACCGTCACTTGCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGG 

CGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCC 

GTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGT\CGTCGCCTTGGTAGGCCAT 

CACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTCCACCACCAGACCAT 

GCGGCCGGTGATCATATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGC 

CCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCACCGAAGCGGCTTCATCGTTCGACTTGCATGTGT 

TAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCAGTTTCAAAACTCTAAAAGGGGAAAAAAGAAAAAAAAAAA 

A 

>151116-55_M05_NS3-2_785F.ab1 718 

CGGGCGCAGGTTTGGGACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT 

TCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCG 

GAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCGCTG 

GAGACAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG 

TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACTCTTCGGAGGTTGGGGAC 

TCACGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGT 

CTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCA 

AAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGC 

AGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCG 

GTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG 

ACGAAGTCGTAACAAGGTAAACCGTAAA 

ล าดบัเบสของ  16S rRNA gene  NS3-10 
>151116-55_A07_NS3-10_785F.ab1 1332 

CGGCCAGTGGGACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC 

GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA 

TGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCGCTGGAGAC 

AGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG 

TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCAACTCTTCGGAGGTTGGGGACTCACG 

GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGG 

GCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAG 

CCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATC 
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AGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAAC 

ACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAA 

GTCGTACAGGGGAACCCCCGGAAAAATGGCGGCCCCACCGGGGATTGGGACCCCCTGGGGCGGAACTTG 

GGGACCAAAAATGGCGGCATTCCGGCGGGGGGGGGCCCCCCCGTAGTAGTTGGGGGCCCCCACCCCCCC 

AGCCACCGGGGATTCCCCTAAACCCCCCAGGTCGGACCACCCGGCGTCTTCACGAGCAACGAAGAAGGG 

GAACCGGGGGGCACCAACACCCCGGGGGCGATACTACCGTTGAAGCTCGGGGTAAGGGCGCCTGAACTG 

GGGAAATATTCTTCACCCCACCGGGTAACAGGCAACCGAAAAGGAGGACACCCCCCCGGGGAAATTAAG 

AACCCCCCCCGCGGGGGGGGGAGGGCGCCGGAAACTGGCCGGGCGGGCAGGGGGATGGCGGGGGAAAGA 

CAAACTGCTAGCCGGAGGGTGGTTAGTCCGCCGGCCGAAAAAAAAAAAAAAGGAGGAGGGAATACCCCA 

AAACCAGGGGGGGGGGCCCTCATTTTTCATCCGTTCGCCGGTGTCCCGGCCCGGGACTTAGGGGTGGGT 

GGGGGGGACGCCCCCCCCGTGACAGTAAAAGAACACCCCGCAAAGAGGGCCCCCCGGAAGGGCGCGGGA 

AGGGGCAACCAGGCAAAAAGG 

 

>151116-55_C07_NS3-10_907R.ab1 1458 

ACGAGTCGGCTCTCCAGGCGGGGACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACGACGTGGAATGTCGCCCAC 

ACCTAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGC 

TCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTT 

CACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGAATGCAGACCCGG 

GGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGCGACAGGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCG 

GACAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGGT 

ACCGTCACTTGCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCG 

TCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCC 

GTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCA 

TCACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTCCACCACCAGAC 

CATGCGGCCGGTGATCATATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAG 

ATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCACCGAAGCGGCTTCATCGTTCGACTTG 

CATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGACGAAAAAAAAAAAATCATATAGAGGGGGGCGGG 

GAACCCGGGGGTCAAACAGGCGGAAAAAAAATAGAGAACACCGAAAAAGAATTTTTTAAAGGGGGGT 

GAATAAAATCACCGGAAAAGAGCGGAGAAAAAAAGGAGCCCCCCCGAGGGGGGGGGGGGTAGAAAGG 

GGGGGGGGGGGCGGTTGCCCAGGCAGGGTGCTTTGAGGTGAGGCAGTGTTGAGGTCAGGCACCCAAA 

AAAAGTGTAAAACACCCCGGGGGGGGGGGGGGTGCCCCCCAAGCCCCGCCCGAGGGGGGGGGGAGGG 

GGTGCAGGAGGAGGGGAAGAAAGGGGGAAGGGCCCCCCGAAAGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGAAAAA 

AATCGGGGGTTAAGTGACCCAGGACCCCCTTTTTGGGGGGGGGGGGGGGACGCCCCCCCCCAGCGAA 

GGCCACCGGGGAGAGACGGAAGAAATTGAGGAATGGGGGGGTGGATGGGTGCGTGGGAGGGGGGGGG 

AGGAGGGAAAAAAAGCGGAAAGGAAGGGGGGGGGGGGGGAAAGAAAGAAAAGGGGGGGGGGGGGGGG 

GGGGGGGGGGCCCCCTTCCCAACATGACCCAAAACGG 

 

>151116-55_M07_SK08-5_785F.ab1 749 

GACGCAGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGC 

GCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 

GCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAA 

CTGTCAGAGATGGCAGGTCCTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC 

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGC 

GGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGC 

CCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTG 
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GAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGA 

GTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC 

GTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAA 

GGTGGGGCTGGCGATTGGGACGAAGTCGTACAGGGGAAAACCCGAAAAAAAGAGGGGGGGGGCAAG 

GGGGGAGAGGGGGGGGGGGGGGG 

 

>151116-55_O07_SK08-5_907R.ab1 911 

 

ACAATGGGGTATCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACAGGGAACCGGAGAGGCCCC 

CCACACCTAGCGCCCAACGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCAC 

GCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGACCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGAT 

ATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTA 

TCGACCGCAGGCCTGGGGTTGAGCCCCAGGTTTTCACGGTCGACGCGACAAGCCGCCTACGAGCT 

CTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTCGCGCCCTACGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACGTAG 

TTGGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTACGCTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAA 

CCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTCCGCCCATTGTGCAATATTCC 

CCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCA 

GGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATCACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCC 

CATCCCAAGCCGAAAAACTTTCCACCAAACACCATGCGGTGCAAGGTCATATTCGGTATTAGCCC 

CGGTTTCCCGGGGTTATCCCAAAGCCTGGGGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGC 

TCGAGTACCCCGAAGGGCCTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCC 

TGAGCGGAAAACAAAACTCATAAAAGGGCCCCCGGACCTTTTTTTAAACTTTCATAAAAAAAAT 

AC 

 

>151116-55_E07_PL1-4_785F.ab1 1391 

CCCCCGGGGGGATAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTG 

CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 

GGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGG 

AAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT 

CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAG 

GCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGA 

CGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAG 

CTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAA 

CTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTC 

CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCA 

ACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAAGGGGGAA 

CCCCCAAAAAATACATAACACCAAAAAAAAAACCCCCCCAAAGCCACCCACCAGGGCCCAAAAA 

ACCCCCCTTTCCCCCCCCGGGTGCCCCCCCTGAAAGCTGGGAGCCTTACCACCGCCATCCACGG 

GGAACTCCCAGAACCCCCCAACAACAATACCCATAGCGCGCCCGGTACACGCTCGGAAAACCCC 

GGGGGAAAAAACCCCCGGGGCCTTTCTACACACCCAAACCGAAAGCGGCCCCCCGAAAAAAACG 

CTTTCAACCCCCCCATAAAAACTAACGGGAAAACAGGCTTCTCGCACCCCCCGTACGAAAATCC 

GGGGGGGGGGGGGGGGGCACACTAATGCACGCGGAAGGGGCCCTTTCTTGGCCGGGGAGGGGGA 

CCACAAACCGTATAGCGCCTTGCCCCCCCCCCCCGCGCAAAAAAAAAGGGGGGGAGAACACCCC 

CAACGGGGGGGGCGGCCCCCGGCCCCCCCGATCCGCACCCACCGTTCTGCGCGCGGCCCCCGGA 

ATAACGCCGGACCTCCAAAGCCAGAAAACGTACAGGGTTAAAGGGGGCCCCCCCCCCCCCAGAT 
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GGGGGGGCCCCCCCCCCCCCAAGGGGGGAAAACGAAGGGGGCCGGGGCGGGGGGCTCTAATAGA 

GCCACCCCCCCCCCAGGAAACGGGAGGTAAGGTGAGGGGGAGGCCCC 

 

>151116-55_G07_PL1-4_907R.ab1 885 

 

CCGTGGGGGTAATCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACGACGTGGAATGT 

CGCCCACACCTAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCC 

CCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTC 

CTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCT 

GCCCGTATCGACTGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGC 

CTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTG 

CTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGA 

AAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCC 

ATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGT 

GGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACA 

AGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTCGAACCGCTTGGATGCCCAAGC 

GGGTCAGTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGCC 

CACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCCCACCGAAGTGGTTCATCGTTCGACTTGCATG 

TGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCTGTTCCCAAACTCTAAAGGGTGGGGGTTTA 

 

>151116-55_I07_PL7-3_785F.ab1 740 

GGGGAGGTGGGACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAG 

TTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA 

AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACA 

CCGGAAAGCGCTGGAGACAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT 

CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGC 

CAGCAACTCTTCGGAGGTTGGGGACTCACGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGG 

GGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTA 

CAATGAGCTGCGATGCCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGG 

GTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTG 

AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGC 

CGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAATCG 

TAACAGGAAAAACCCGAAAAAGAAAAACCCCACGGTTTTTAATCCCC 

 

>151116-55_K07_PL7-3_907R.ab1 917 

GCCGGGGGATCTCCCAGGCGGGGACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACGACGTGGAATGTC 

GCCCACACCTAGTTCCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCC 

CCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCT 

CCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCC 

TGCCCGTATCGAATGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACATCCGACGCGACAGGCCG 

CCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCT 

GCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTGCGCTTCTTCCCTGCTG 

AAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCC 

CATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTG 

TGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATCACCCCACCAAC 
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AAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTCCACCACCAGACCATGCGGCC 

GGTGATCATATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGC 

CCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCACCGAAGCGGCTTCATCGTTCGACTTGC 

ATGTGTTAAGCACGCCACCAGCGTTCGTCCTGAGCAGTTTCAAAACTCTAAAAGGGGGGTGGT 

TTTGTAAGGTGGGTCTGTCCTAAAACTTTCTGTCA 

 

>151116-55_M07_SK08-5_785F.ab1 749 

GACGCAGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTAACGCATTA 

AGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC 

ACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACA 

TGGCCGCAAAACTGTCAGAGATGGCAGGTCCTTCGGGGGCGGTCACAGGTGGTGCATGGCTG 

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCGAT 

GTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGAAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG 

GGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGG 

TACAATGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATC 

GGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC 

GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGCAACACCC 

GAAGCCGGTGGCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGCTGGCGATTGGGACGA 

AGTCGTACAGGGGAAAACCCGAAAAAAAGAGGGGGGGGGCAAGGGGGGAGAGGGGGGGGGGG 

GGGG 

 

>151116-55_O07_SK08-5_907R.ab1 911 

ACAATGGGGTATCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACAGGGAACCGGAGAGGC 

CCCCCACACCTAGCGCCCAACGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCT 

CCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGACCCGCCTTCGCCACCGGTGTT 

CCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACCGAACTCT 

AGCCTGCCCGTATCGACCGCAGGCCTGGGGTTGAGCCCCAGGTTTTCACGGTCGACGCGACA 

AGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTCGCGCCCTACGTCTTACC 

GCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTACGCTTCGTC 

CCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGG 

CTTCCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCA 

GTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATCA 

CCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCAAGCCGAAAAACTTTCCACCAAACAC 

CATGCGGTGCAAGGTCATATTCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGGGTTATCCCAAAGCCTGG 

GGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTCGAGTACCCCGAAGGGCCTTTCCGC 

TCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCGGAAAACAAAACTCATAA 

AAGGGCCCCCGGACCTTTTTTTAAACTTTCATAAAAAAAATAC 

 

ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 บน 26S rDNA ของยีสต์รหัส BS6-2 และ AS 1-8 

>BS6-2 (583 nucleotides) 

AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGA 

GGCTTTCAGCCCCCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTGTTCTGGCGCCGGCGCCCTGTCTACGTTC 

CTTGGAACAGGACATCGCAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGGCGGGGCGGCCTGGCTCCGTGTAGA 
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GCGCCATCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAA 

GCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTG 

AAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGATCAGACTTGGTGCT 

GTGCGAATAGCGGCCCTTCTTGGGCTGCCCACTCGCACTCCACCGGGCCAGCATCGGTTTGGGC 

GGCAAGACAATGGCGGGGGAACGTGGCACTGCTCTCGGGCAGTGTGTTTATAGCCCCCGCTGAT 

GTTGCCTGCCTAGACCGAGGACTGCGGCTTCTGCCTAGGA 

 

Sequence AS1-8 

>141216-34_I05_AS_1-8_Yeast_ITS1.ab1 1230 

GGGTATCAGGNATAGAGACGTCAACTTAACTNTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTG 

TGCACTTGTTTGGGATAGTAACTCTCGCAAGAGAGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAA 

AGTCTATGAATGTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC 

TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT 

CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTG 

TCATGAATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCT 

GCTGGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTG 

ACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGATTAGAGCCGGGTTGGGTT 

AAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAATCAGGTAGGACTA 

CCCGCTGAACTTAAGCATATCATAANCCGGAAGGAAANNGATCNTNNAGNGNATATNNGGAC 

GTCCAACTTAACTTGGAGTACGAACTCTCACTTCTAACACTGTGCACTTGTTTGGGATTAGT 

AACTCTCGCAAGAGAGCGAACTCTCATTCACTTATAAACCAAAGTCTATGAAATGTATTAAA 

TTCTTATAACAAAATAAAACTTTCACAACGGATCTCTTGGCTCTGCATCGATCAAAGAAGCA 

GCGAAATGCGATAAGTAATGGTGAATTGCAAAAATTGTGGAATCATCAATCTTTGAACGCAC 

TGGCGCTCAGGGTAATTCCTGGAAACAGGCTGGTTTGAATGTCAGGAAAACTTCACCTTCTC 

TTTTTTAAAAGATGGAAAAAAGGGTTTGGGGTTTTTGAGCGCGTCCTGCCTTTCCACGCTTA 

CCTCTTTGAAAAGGAATAAACACCGACTCCAAATTCGGAAAGGACTTGGGGGAAAAAAAACA 

ATTCCCTGAAGAAAATCATTCTCTCCGGTAAAAAACCCGGGGTGGGGTTATAAAGGGAAGCC 

TCCTCAAACAAAAAAACCTCCTTTTTTAAAAAAAAAAATCTTAAACTACGGGGAGGAAAACC 

CCCCAAAATTAAAGACTACACATATAGAGGGGAGGAAAAAAAAAAATTNTNT 

 

>141216-34_K05_AS_1-8_Yeast_ITS4.ab1 677 

AAAAAGCCCGTATTGGTAGTCTACTTGGATTTGAGATCTAATCTTAAAATGTAGACATTCT 

GATTAGAAGCTTCCTTTAACCCAACCCGGCTCTAATCCGAAGACTAGAATTCCTCAGCGAA 

TAGTCTATTACGCCAAGTCAATCCGAAGTTCGATTGCGGATGCTAATGCATTACGAACGAG 

CTAGACCGTAAAGGCCAGCAGCGCTCAGAAACCAAACACCTCTTCAATCATTAAGAAAGAG 

GAGGGTTGAAGTATTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCACGGAATACCATGGAGCGCAA 

GGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTC 

GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTATTTTGTTAT 

AAAATTTAATACATTCATAGACTTTGTGTTTATAAGTGAATAGGAGTTCGCTCTCTTGCGA 

GAGTTACTATCCCAAACAAGTGCACAGGGTTAGAAAGTGAGAGTTCGGACTCCAAGTTAAG 

TTGGACGTCCTATATTCACTAATGATCCTTCCGCAGGTCACCCTACGGAAAAGGGCCTGTC 

CCTTAACGGTTTCGGTTACCTAGTTAGCGGCTCTTGCCACCTGTCGCCGGCTTGCGCGTTT 

GGGTTTCTGGCGTAATGATCCAACACCGCCCGTCT 
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Anti-MRSA and antioxidant activities of actinomycetes isolated from marine sponges 
Type of presentation: N/A,  

Actinomycetes are gram positive bacteria in which many bioactive compounds are generally 
produced.  Over  past decade information on the diversity of actinobacteria in marine habitats has 
grown considerably.  In this study, morphological and chemical characteristics of wall chemotype 
were investigated for a rapid method of basically classification. The location of sediment sampling 
areas were in Chonburi and Bang-pakong mangrove forests in the east and Nakhon Si-thamarat 
mangrove in the west of the Gulf of Thailand, including marine shallow water coastal area in the 
east coast. The sediment samples were pre-treated with dry heat at 100o C for 1 h before dilution 
and spreading on selective medium plates, incubated at 30o C for 4 weeks.  Morphological study 
was observed both under light microscope and scanning electron microscopy. The results 
revealed that most active isolates from Chonburi mangrove area were Streptomyces  with 
rectiflexibile, spiral and hook spore chain types, while the isolates from Bang-pakong and  the 
west side of the Gulf manifested various different morphological types. The active isolates from 
marine sediments mostly produced single spore chain type on short or long sporophores or 
produced  in a bundle of Micromonospora and Salinispora, respectively; including a few white 
spore mass Streptomyces.  The electronmicrographs of many isolates could reveal more different 
morphological detail to consider they were same or different species. Apart of morphological and 
chemical characteristic studies, some of representative actinomycetes  were selected to identified 
by 16S rRNA gene sequencing.   The active isolates from mangrove and marine sediments are 
moderately diverse in genera, but clearly shown they are morphologically diverse and are rich 
sources to screen for valuable bioactive compounds. 
 
Acknowledgements: The financial support from the NRCT through the Burapha University budget 
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Morphological study of antimicrobial actinomycete producing isolates from marine 
sediments 
Srivibool Rattanaporn. -.1 
1Institute of marine Science, Burapha University, Chonburi. 20131. Thailand 
Email of the presenting author: rattanap@buu.ac.th 
 
Actinomycetes are gram positive bacteria in which many bioactive compounds are generally 
produced. Over past decade information on the diversity of actinobacteria in marine habitats 
has grown considerably. In this study, morphological and chemical characteristics of wall 
chemotype were investigated for a rapid method of basically classification. The location of 
sediment sampling areas were in Chonburi and Bang-pakong mangrove forests in the east and 
Nakhon Si-thamarat mangrove in the west of the Gulf of Thailand, including marine shallow 
water coastal area in the east coast. The sediment samples were pre-treated with dry heat at 
100o C for 1 h before dilution and spreading on selective medium plates, incubated at 30o C 
for 4 weeks. Morphological study was observed both under light microscope and scanning 
electron microscopy. The results revealed that most active isolates from Chonburi mangrove 
area were Streptomyces with rectiflexibile, spiral and hook spore chain types, while the 
isolates from Bang-pakong and the west side of the Gulf manifested various different 
morphological types. The active isolates from marine sediments mostly produced single spore 
chain type on short or long sporophores or produced in a bundle of Micromonospora and 
Salinispora, respectively; including a few white spore mass Streptomyces. The 
electronmicrographs of many isolates could reveal more different morphological detail to 
consider they were same or different species. Apart of morphological and chemical 
characteristic studies, some of representative actinomycetes were selected to identified by 
16S rRNA gene sequencing. The active isolates from mangrove and marine sediments are 
moderately diverse in genera, but clearly shown they are morphologically diverse and are rich 
sources to screen for valuable bioactive compounds. 
Acknowledgement: Acknowledgements: The financial support from the NRCT through the 
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BIODIVERSITY OF ANTIMICROBIAL PRODUCING ACTINOMYCETES IN COASTAL 

MARINE SEDIMENTS   
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Abstract 

Coastal mangrove sediments were collected and isolated for antimicrobial producing actinomycetes. 

The study areas were  in Chachoengsao, Chonburi and Nakhon Si Thammarat Provinces.     Out of 12 

samples,  5 from Chachoengsao , Chonburi  and 7 from Nakhon Si Thamarat  gave a total of 102 

isolates, 47 from Chachoengsao and Chonburi  and 55 from Nakhon Si Thamarat.   It was found that 7 

actinomycetes recovered from Chachoengsao and Chonburi  were active to either Candida albicans or 

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) tested while there were 27  active isolates from 

those recovered from Nakhon Si Thamarat.   By chemical analysis of wall diaminopimelic acid and 

sugar pattern including morphological studies revealed that the active isolates were moderately 

diverse in genera level and were more diverse in species level  from both areas. 

 
Keywords: Antimicrobial, actinomycetes, mangrove 
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Distribution of actinomycetes in Thai mangrove sediments 

Rattanaporn Srivibool and Rawiwan Watanadilok 

rattanap@buu.ac.th 

Institute of Marine Science, Burapha University, Chonburi. 

Abstract 

Mangrove forest ecosystems are rich in microorganisms including actinomycetes. In this study, 24 
sediment samples were collected from mangrove areas in Nakorn Si-Thamarat, Chumporn and 
Rayong provinces on the east coast and west coast of the Gulf of Thailand.  Actnomycetes were 
isolated by several selective media, then were characterized and screened for antimicrobial and 
antioxidant activities.  Actinomycetes were recovered in total 83 isolates from the 3 provinces, 55 from 
Nakorn Si-Thamarat, 16 from Chumporn and 12 from Rayong mangrove sediments. The 
actinomycetes recovered from Nakorn Si-Thamarat mangrove were rather diverse in different family, 
which were mainly Streptomyces,  Micromonospora, Nocardiopsis, Streptoalloteichus and some 
unidentified genera; where as those found from Rayong and Chumporn mangroves were rather 
diverse mainly in same family in Actinoplanetes: Virgisporangium, Micromonospora, Salinispora and 
Spirilliplanes in which the colonies are small and in orange,  brown or black which could differentiate to 
each other by chemotaxonomy and morphology studies. Although in Rayong and Chumporn 
mangrove areas did not obtain many anti-microbial producing strains as those obtained from Nakorn 
Si-Thamarat, we believed that by other method of antimicrobial investigation more antimicrobial 
producing strains would be found. Antioxidant activity by selected isolates from all areas reveal 
actinomycetes recovered from mangrove areas are potential source of lead antioxidant compounds. 

 

Keywords: Actinomycetes; mangrove sediments; antioxidant; antimicrobial 
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The use of marine yeasts in larval rearing is now one of the economic technological inputs in 

the production of natural live feeds for zooplanktons or shrimp larvae. They are cheap to produce and 
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can be grown using low cost carbon source from agricultural products. In the present study, the two 

marine yeast isolates AS1-8 and BS 6-2 were cultured on 4 types of media: potato dextrose broth 

(PDB) , Czapek Dox broth, cornmeal, and black lentil meal. The yeasts were cultured by shaking at 

110 rpm, 30C, for 72 h and cells were harvested by centrifugation. Nutritional analysis of the two 

yeast isolates were analysed: protein, crude fat, fatty acid and ash. Total lipid was investigated by 

extraction of 0.1 g dried yeast cells with chloroform:methanol (2:1, v/v) containing 0.1% butylated 

hydroxytoluene. Total lipid was obtained by filtering the lower layer through anhydrous sodium sulfate. 

Fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared by total lipid transestersxification and measured by 

gas-liquid chromatography. The individual FAMEs was identified by comparison to known standards. 

The results showed that both yeast isolates AS1-8 and BS 6-2 contained some high amount of 

palmetic, oleic and linoleic acids and some amount of α-liolenic acid. Oleic acid was produced in BS 6-

2 and AS1-8 in highest amount, 38.63+0.38%TFA and 32.94+0.34%TFA, respectively when cultured 

on cornmeal broth whereas palmetic acid was produced in high amount in both isolates and on every 

kind of medium used. Interestingly, the yeast isolate AS1-8 contained high amount of protein when 

cultured on black lentil meal (50.56+019 %) and PDB (40.41+057%), while yeast isolate BS 6-2 

contained 41.53+0.04 % and 29.69+0.18 % on PDB and Czapek dox broth, respectively. The crude fat 

content in cells of the two yeast isolates was high when cultured on cornmeal medium, 5.16+0.01% for 

AS1-8 and 7.78+0.28 % for BS6-2. Although polyunsaturated fatty acids were found in trace amount, 

the two essential fatty acids for marine aquatic lavae, linoleic and α-linolenic were found. The 

nucleotide sequence of D1/D2 domain of 26S rDNA of the two yeast isolates were analysed and AS1-

8 was closest to Rhodotorula mucilaginosa with 99% similarity and BS6-2 was closest to Pichia jadinii 

with 99.13 % similarity. 

 

Keywords: Marine yeast, Nutrition, Fatty acids 
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Anti-cancer and apoptosis-inducing activities of Streptomyces A 16-1 an isolate from 
coastal soil in the east Gulf of Thailand  

E-mail: rattanap@buu.ac.th  

Abstract 

Marine microorganisms have been investigated for decades for novel natural anti-cancer 
products that are hard to formulate by traditional synthesis. Streptomyces are a prolific source of 
secondary metabolites used in clinical cancer therapy such as daunomycin, doxorubicin, bleomycin.  
This study Streptomyces A16-1 was isolated from coastal soil in Chonburi, Thailand.   Cytotoxic 
activity and apoptotic mechanisms were investigated with partial purification of crude red pigment of 
the strain.   The fractionates were applied to human nasopharynx cell lines (KB cells) and peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs).   Percent cell viability was assessed by MTT assay.  The apoptotic 
effects were evaluated by DAPI nuclear staining, agarose gel electrophoresis, mitochondria staining 
and Caspase-3 activity. 

Of  21 fractions,  fr7-9, fr10-12, and fr13-16  displayed strong inhibitory effects against KB cells in a 
dose-dependent manner but less effective against PBMCs.  Fraction fr7-9 showed the greatest effect 
with IC50 values of  0.04±0.005, whereas fr10-12,  fr13-16 and  doxorubicin  were, 0.20±0.02, 
0.55±0.05 and 1.35±0.23 μg/mL, respectively.  Morphological observations showed cell shrinkage, 
irregular in shape with cytoplasmic granules.  Molecular mechanisms of cell death were associated 
with mitochondrial transmembrane depolarization, chromatin condensation and DNA fragmentation as 
well as sub G1 fraction of cell cycles.  Furthermore, the induction of apoptosis in KB cells was 
mediated by activated caspase-3 which was significantly diminished in a caspase-3 inhibitor. 

By 16S rRNA gene sequence analysis and BLAST matching from GenBank database revealed 
Streptomyces A16-1 was 99.101% similarity to Streptomyces indiaensis. 

On chromatograms there were at least 8 components in fr7-9, the strong cytotoxic activity and cell 
apoptosis might cause by a synergistic effect of some or all components while little cytotoxic effect on 
PBMCs was found which was a good sign.  Streptomyces A16-1 might have many promising active 
compounds for cancer chemotherapy. Further efforts to identify the structure and to explore the 
therapeutic strategy are necessary. 

Key words: Apoptosis, Streptomyces, DNA fragmentation, mitochondrialdepolarization, caspase-3 

 

2. ผลงานตพีิมพ์ใน Proceedings ระดับนานาชาต ิ

2.1  ในการประชมุวิชาการ  International Conference on Microbial Taxonomy, Basic and Applied Microbiology 
ครัง้ที่ 1, 4-6 October 2012 จ. ขอนแก่น ส าหรับปิดโครงการวจิยัที่ได้รับทนุปีงบประมาณ 2556 

 2.2 ในการประชมุสมัมนาวิชาการ Burapha University International Conference, 2015, จ, ชลบรีุ  ส าหรับปิด
โครงการวิจยัที่ได้รับทนุปีงบประมาณ 2557 

2.3  ในการประชมุสมัมนาวิชาการ  6th FerVaap 2015  จ. ขอนแก่น      ส าหรับปิดโครงการวิจยัที่ได้รับทนุปีงบประมาณ 
2558 

 



62 

 

Anti-MRSA Activity of Streptomyces A16-1 An Isolate From Coastal Soil.  
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 (1Institute of Marine Science, Burapha University, Chonburi 20131, Thailand. 2 Faculty of Science, 
Burapha University, Chonburi, 20131. Thailand.) 

 

ABSTRACT   

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA,  is any strain of Staphylococcus aureus that has 

developed resistance to beta-lactam antibiotics, which include the penicillins  (methicillin, dicloxacillin, 

nafcillin, oxacillin, etc.) and the cephalosporins.   It is also called multidrug-resistant Staphylococcus 

aureus and oxacillin-resistant Staphylococcus aureus (ORSA) and difficult to be treated in several 

infections in humans.   Streptomyces A16-1, an antimicrobial producing  strain,  isolated from coastal 

soil  was cultured on ISP2  (International Streptomyces Project 2) medium for 3 days  before anti-

MRSA activity was investigated by cross streak method.  Twenty-nine strains of  MRSA isolated from 

pus, sputum, urine and hemolymph of patients  were test organisms.   The result showed that all  the  

MRSA tested strains were inhibited by Streptomyces A16-1, except  MRSA SP83.   Ethyl acetate crude 

product  of Streptomyces  A16-1 separated by TLC and bioautography assay revealed that the strain 

produces many active compound against  MRSA SP22.   Partial purification of the crude product  was 

carried on by silica gel column chromatography and 21 fractions were collected.  After concentrated, 

anti-MRSA activity of each fraction was detected by bioautograpgy assay.  It was revealed that 6 

components of fraction 6,  5 components  of  fractions 7-9  and 2 components  of  fractions 10-12, and 

fraction 5 were active components against  MRSA P45.  All the results showed that  Streptomyces  

A16-1 produced many active compounds against  various strains of  MRSA isolated from patients.  By 

16S rRNA gene sequence analysis and by morphological studies,  Streptomyces  A16-1 was  98.961% 

similar to Streptomyces  spinoverrucosus.  
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INTRODUCTION  

 

         Staphylococci are amongst the most hardy of the nonspore forming bacteria and can survive 
significant adverse environmental conditions. They can be easily cultured from dessicated clinical 
material, even after several months, are relatively heat-resistant and can tolerate high salt 
concentrations. S AUREUS is one of the most prevalent of this genus and has been a recognized 
pathogen in humans for centuries (Wad Vogel ,2000). 
                MRSA is any strain of Staphylococcus aureus that has developed resistance to beta-lactam 

antibiotics, which include the penicillins (methicillin, dicloxacillin, nafcillin, oxacillin, etc.) and the 

cephalosporins.  Strains unable to resist these antibiotics are classified as methicillin-sensitive 

Staphylococcus aureus, or MSSA. The development of such resistance does not cause the organism to 

be more intrinsically virulent than strains of S.  aureus that have no antibiotic resistance, but 

resistance makes MRSA infection more difficult to treat with standard types of antibiotics and thus 

more dangerous.y 

                Generally, reservoir of S. aureus in human body is the anterior nares, although other sites 

such as the groin, axillae and perineal area have been described as well. Approximately 20% to 40% of 

the adult population may be colonized at any given time, depending on a number of local and 

epidemiological factors. On an individual basis, about 30% of the adult population will be chronic 

carriers, 50% will be intermittent carriers and another 20% do not seem to become colonized. If the 

mucous membranes or the skin barrier are breached from trauma or surgical intervention, S AUREUS 

may enter the soft tissues and establish an invasive infection.  This background make us understand 

why S AUREUS continues to be a major human pathogen that infects both healthy hosts in the 

community as well as compromised hosts in the hospital (Payne, et al., 1996; Sanford, et al., 1994). 

                The emergence of MRSA in Canada is a phenomenon in last 2 decades, raising considerable 

concern because this type of S. AUREUS would cause infections difficult to treat in the outpatient 

(Conly, et al.,2003). In Thailand, the National Antimicrobial Resistance Surveillance Thailand (NARST) 

program, studied an overview of the 

antimicrobial susceptibility patterns of important Gram-positive bacteria from between2000 and 2005 

as well as the clinical implications. It was found a constant occurrence of methicillin-resistant S. aureus 

(MRSA) was noted during this period (Mootsikapun et al.,2009).  NARST reported that MRSA 

contributes significantly to either healthcare-associated or hospital acquired infections in Thailand.   

Further more, MRSA is also associated with community-acquired infections in western countries. The 

data of NARST surveillance indicated that MRSA constantly contributed 24% to 27% of all S. aureus 

clinical isolates from most hospitals during the study period, except from certain university hospitals 

where the percentage ranging between 30% and 60%. Thus, from now on searching for more other 

type of antibiotics to conquer MRSA would be an urgent task.   

                   Actinomycetes are well known having produced thousands of bioactive compounds.  In the 

past two decades, however, there has been a decline in the discovery of new lead compounds from 

common soil-derived actinomycetes. Recently scientists started searching various extreme ecosystems 

such as deep sea, forest, mountains and deserts for the discovery of novel actinomycetes and novel 

antibiotic compounds (Jensen, et al., 2005; Valan, et al., 2008; Radhakrishnan, et al., 2007). The 

purpose in this present study was to find new antibiotics or bioactive compounds from actinomycetes 

isolated from Thai coastal soil. 
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                  Naorungrote, et al. (2011) reported that out of different 64 isolates of ACTINOMYCETES 

isolated from soil samples in Nakhon Si Thammarat, 19 exhibited anti-MRSA activity in which 10 

isolates could inhibit all tested MRSA.   Some  isolates exhibited the anti-MRSA activities on both agar 

plug and agar well diffusion methods and from taxonomic studies all  these isolates belong to 

Streptomyces:    Streptomyces sp. CFJ2, Streptomyces antibioticus strain 1022-257, Streptomyces 

flaveolus strain NRRL B-1334, Streptomyces psammoticus strain NBRC 13971 and Streptomyces sp. B26 

(Naorungrote, 2011).  Up to present, actinomycestes still be a prominent group and promising 

bacteria for scientists to search for novel antibiotics and other new effective bioactive compounds. 

 

EXPERIMENTAL AND METHODS  

1. Isolation and purification  of Actinomycetes 

             Streptomyces A16-1 was isolated from tropical coastal soil in Chonburi Province, Thailand , on  

Starch Casein 

Agar.   The soil was pretreated at 55o C for 30 min before spreading on the agar medium, then 

incubated  at 32 o C for a week. The colony was purified on the same medium after appearing on the 

isolation plate,  kept at room temperature, 25 o C, for further studies and preserved in 20% glycerol at 

-40  o C.   

   

2.  Preparation of  MRSA test strains. 

                  All tested MRSA were isolated from patients’ specimens:  pus-, sputum-, urine- and  haemo-

culture, and classified by standard method as described in Holt et al. (1986), Colle et al. (1996) and 

Hakim et al. (2007).   Tested MRSA were streaked on Tryptic Soy Agar,  incubated at 30oC for 24 hours 

and concentration adjusted as 0.5 Mcfarland (108 CFU/ml) in Tryptic Soy Broth before use. 

3. Preliminary anti-MRSA activity study. 

                     Anti-MRSA activity was investigated by cross streak method after Streptomyces A16-1 was 

cultured on ISP2 (International Streptomyces Project 2) medium for 4 days and extended the 

incubation time for another day before the result was read. 

4. Extraction and partial purification of crude bioactive compounds. 

                       Streptomyces A16-1 was cultured in ISP2 broth,  100 rpm reciprocal shaked, at 30o C for 

10 days.  Separated cells and medium by centrifugation before crude compounds were extracted by 

methanol and ethyl acetate, respectively. The crude compounds were preliminary separated by thin- 

layer chromatography on silica gel plate. Partial purification of the crude product was continued 

through silica gel column chromatography, eluded by chloroform, chloroform:methanol = 95:5, 90:10, 

80:20 and 70:30, respectively.   Fractions were collected, 50 ml each,  and solvents were concentrated 

by evaporation.   

5. Bioautography assay study. 

             Antimicrobial activity to MRSA of the partially purified compound from TLC was tested by 
bioautography method. The concentrated crude, partial purification, products were spot on TLC (Silica 
Gel 60, 4x4.5 cm), separated with chloroform and methanol and placed on agar medium plates pre-



65 

 

swabbed with MRSA P45.  Left the separated component spots well absorbed at 4o C for 4 h and 
incubated for another 24 h after the chromatograms were taken out, and  the inhibition zones on agar 
plates were observed.  
 
6. Morphology  and molecular studies. 
                     Streptomyces A16-1 was streaked on ISP2 medium plate,  incubated at 32o  C for 3-4 days 
and examined both under inverted light microscopy and scanning electron miroscopy.  Aerial,  
substrate mycelium and spore chain type, including ultra structures of the strain were noticed.    
Molecular study was performed by analysis of 16S rRNA gene sequencing and the BLAST matching 
from GenBank sequences data base.  
 
RESULTS AND DISCUSSION  

Preliminary test for anti-MRSA activity of Streptomyces A16-1 to 29 strains of MRSA: MRSA SP1, MRSA 

SP5, MRSA U7, MRSA P9, MRSA H16, MRSA SP21, MRSA SP22, MRSA SP27, MRSA SP31, MRSASP37, 

MRSA SP39, MRSA SP41, MRSA SP45, MRSA SP47, MRSA SP58, MRSA SP61,  MRSA SP64, MRSA P65, 

MRSA H78, MRSA SP78, MRSA SP79, MRSA SP83, MRSA P86, MRSA SP86, MRSA SP89, MRSA 

P90,MRSA SP117, MRSASP120 and MRSA SP138, revealed clear inhibition zone mostly in range of 10-

15 mm from the Streptomyces streak. Only MRSA SP86, MRSA SP78 and MRSA SP41 that  the 

inhibition zones were lesser from the range, 4mm, 6 mm and 7 mm respectively.  Partial purification 

of the crude product gave 21 fractions, but fraction 7-9, 10-12, 13-16, 17-19  and 20-21 showed a 

similar pattern of components on the chromatograms. Anti-MRSA P45 activity was revealed by 

bioautography assay. Six and 5 component spots from fraction 6 and fraction 7-9 show anti-MRSA 

activity, 2 component spots from fraction 5 and fraction 10-12 as well.  These data indicated that 

Streptomyces A16-1 produced many bioactive compounds inhibited to various sources of MRSA.  Data 

from morphological and molecular studies revealed  Streptomyces A16-1 having 98.961 % similarity to 

Streptomyces spinoverrucosus. 

 
CONCLUSIONS  

     As  Streptomyces A-16-1 capably well inhibited all MRSA tested isolates,  it is a promising strain 
to be developed for further anti-MRSA antibiotic production or for further pharmaceutical study.   
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Abstract 

 

The use of marine yeasts in larval rearing is now one of the economic technological inputs in the production of 

natural live feeds for zooplanktons or shrimp larvae. They are cheap to produce and can be grown using low cost 

carbon source from agricultural products.  In the present study, the two marine yeast isolates AS1-8 and BS 6-2 

were cultured on 4 types of media: potato dextrose broth (PDB) , Czapek Dox broth,  cornmeal, and black lentil 

meal.   The yeasts were cultured  by shaking at 110 rpm, 30
o 
C, for 72 h and cells were harvested by 

centrifugation.  Nutritional analysis of the two yeast isolates were analysed: protein, crude fat, fatty acid and 

ash.Total lipid was investigated by extraction  of  0.1 g dried yeast cells with chloroform:methanol (2:1, v/v) 

containing 0.1%  butylated hydroxytoluene.  Total lipid was obtained by filtering the lower layer through 

anhydrous sodium sulfate.  Fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared by total lipid transesterification and 

measured by gas-liquid chromatography.  The individual FAMEs was identified by comparison to known 

standards.  The results showed that both yeast isolates AS1-8 and BS 6-2 contained some high amount of 

palmetic, oleic and linoleic acids and some amount of α-liolenic acid.  Oleic acid was produced in BS 6-2 and  

AS1-8 in highest amount, 38.63 + 0.38%TFA and 32.94 + 0.34%TFA, respectively when cultured on cornmeal 

broth  whereas palmetic acid was produced in high amount in both isolates and on every kind of medium used.  

Interestingly, the yeast isolate AS1-8 contained high amount of protein when cultured on black lentil meal (50.56 

+ 019 %) and PDB (40.41 + 057%), while yeast isolate BS 6-2 contained 41.53 + 0.04 % and  29.69+ 0.18 % on 

PDB and Czapek dox broth, respectively.  The crude fat content in cells of the two yeast isolates was high when 

cultured on cornmeal medium, 5.16 + 0.01% for AS1-8 and 7.78 + 0.28 % for BS6-2.  Although polyunsaturated 

fatty acids were found in less amount, the two essential fatty acids for marine aquatic lavae, linoleic and α-

linolenic were found.  The nucleotide sequence of D1/D2 domain of 26S rDNA of  the two yeast isolates were 

analysed and AS1-8 was closest to Rhodotorula mucilaginosa with 99% similarity and BS6-2 was closest to 

Pichia jadinii with 99.101 % similarity. 

  

Keywords:  marine yeast, nutrition, fatty acid
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INTRODUCTION 

 

Yeasts are a rich source of proteins and B-complex vitamin. They have been used as a supplement 
in animal feeds to compensate the amino acid and vitamin deficiencies of cereals, and are 
recommended as a substitute for other ingredients in fish[1]. Marine 

microorganisms, including yeasts, live in  extreme environments in which a unique of functional 
biomolecules could be potential provided[2] In the ocean, 71% of the earth surface, many genera 
of yeasts can be found such as: Candida albicans, Candida tropicals,Candida membranifaciens, 
Debaryomyces hansenii, Geotrichum sp., Pichia capsulata, Pichia fermentans, Pichia salicaria, 
Rhodotorula minuta, Cryptococcus dimennae, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae and  

Rhodotorula mucilaginosa[3,4,5,6].  

 

The benefit for aquaculture field was that marine animals or larvae usually prefer live feeds that 
would be good for reduction of  water quality problem.    Yeast products (live yeasts) are 
frequently used as feed ingredients in aquaculture because of the nutrition valued, which include 
protein, lipids, B-vitamins etc. The current study investigated percentage of protein and crude fat, 
including fatty acid profiles when cultured in various media. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Two yeast isolates: AS1-8 and BS 6-2 which were selected to use in this study and were 
identified molecularly by comparing nucleotide sequence of D1/D2 of 26S rDNA gene. Four 
culture media were used to culture the yeasts: potato dextrose broth (PDB), Czapek dox broth, 
cornmeal and black lentil (Vigna mungo L.) meal. 

 

2.2 Yeast culture and sample preparation: The isolate of AS1-8 and BS6-2 were originally 
recovered from samples of coastal sand sediment collected at Ang Sila (13o 20’ 21.08” N, 100o 55’ 
27.28” E)   and seawater at Bangsaen beach (13° 16’ 56.82” N, 100° 54’ 54.42” E), Chonburi 
Province, Thailand, respectively, and held within the yeast collection maintained at Microbiology 
laboratory, the Institute of Marine Science, Burapha University, Thailand under the accession 
code AS1-8 and BS 6-2.  For the current study, the yeasts were cultured in PDB, Czapek dox, 
cornmeal and black lentil meal media,  and cell density of the 24h inoculum was 3x108 
cells/ml(viable count). Each medium was inoculated by 2 ml inoculums/250 ml medium in 1000 
ml flasks and reciprocal shaken at 30o C.  Cell mass of each isolate in each medium was collected 
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by centrifugation at 8000 rpm, 4o C, for 5 min and cell pellet was washed twice with 0.85% NaCl 
and then subjected to a second round of centrifugation under the same conditions. After 
decanting the supernatant, the pellet was allowed to dry at 60oC for 18 h. 

 

2.3 Crude Fat and crude protein analysis 

 

2.3.1 Crude fat 

 Crude fat in the sample was determined  by   Soxtec™ Systems[7]. Approximately 1 g of   sample 
was wrapped in filter paper, placed in fat free thimble and then introduced in the extraction tube. 
Weighed, cleaned and dried the receiving cup   was filled with petroleum  ether and fitted into the 
apparatus. Turned on  water and heater to start extraction. (1-2 hr)    Transferred the cup into 
drying oven at 103oC for 1/2 hr.  The cup was cooled in a desiccator and weighed.  

 

2.3.2 Crude protein  

Protein in the sample was determined  by  Kjeldahl method. The samples were digested by 
heating  with concentrated sulphuric acid (H2SO4) in the presence of digestion mixture. The 
mixture was then made alkaline.  Ammonium sulphate thus formed, released  ammonia which 
was collected in 4% boric acid solution  and titrated against standard 0.1 N HCl. Total protein was  
calculated by multiplying the amount of nitrogen with  appropriate factor (6.25) and the amount 
of protein was  calculated. 

 

2.4 Fatty acid analysis 

 

Fatty acids were analysis according to Christie,2003[8]. Once dried, 0.1 g from AS1-8 and BS6-2 
were ultra-sonicated in 20 ml ice-cold chloroform:methanol (2:1, v/v) containing 0.1 % butylated 
hydroxytoluene for 20 min before the liquid fraction was transferred to a separating funnel. The 
residual matter was then subjected to a second round of extraction after which the liquid portion 
was transferred to the separating funnel. To separate the non-lipid phase, 0.88% (w/w) KCl 
(approx. 25% of the total sample volume) was then added to the separating funnel, agitated to 
mix the contents, and then left until the solution separated into two layers. Total lipid was 
obtained by filtering the lower layer through anhydrous sodium sulfate before evaporating the 
collected fraction. Fatty acid methyl esters (FAME) were prepared from the total lipid by 
subjecting samples to acid-catalysed transesterification by adding 1% sulphuric acid and then 
incubating them at 50oC for 16 h. Gas-liquid chromatography (Agilent Technologies GC7820A, 
USA) was then used to determine the FAME, with individual FAMEs being identified by 
comparison to known standards (Supelco 37-Component FAME Mix Supelco, USA). The FAMEs 
were split injected through a wall-coated capillary column (HP-Innowax column, 30 m × 0.25 mm 
id, 0.25 μm film thickness (Agilent J&W, USA) and detected via a flame ionization detector (FID). 
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Helium gas was used as the carrier at a constant flow rate of 1.2 ml min-1 . The temperature 
program used was an initial 150°C for 0.5 min, increasing to 170oC at a rate of 5oC   min-1 , hold at 
170oC for 10 min, then increasing to 190°C at a rate of 3°C min-1 , and, then hold at 190°C for 28 
min. Temperatures at the injection and detection ports were 230oC and 250oC respectively.  

 

2.5  Statistical analysis 

All data are presented as the mean ± S.D.  

 

RESULTS 

 

By comparing the nucleotide sequence of D1/D2 of 26S rDNA gene of the isolate AS1-8 and 

BS6-2 with the data base in GenBank, AS1-8 was closest to Rhodotorula mucilaginosa  with 

99% similarity and BS6-2 was closest to Pichia jadinii with 99.101 % similarity. When 

cultured the yeasts in various media, it was found that amount of protein and crude fat 

accumulated in cells were different.  R. mucilaginosa AS1-8 could accumulate highest amount 

of protein when was cultured in black lentil meal (50.56±0.19), whereas crude fat was highest 

accumulated when was cultured in cornmeal (5.16±0.01) as shown in Table 1. 
 

Table 1 Percentage of crude protein and crude fat of Rhodotorula mucilaginosa AS1-8 when cultured 
in various media. 

 

 NA= Not applicable as the yeast grew very slowly and scarce.                     

 

              The yeast isolate BS6-2 which was 
identified Pichia sp., protein was moderately 
high  accumulated in cells when was cultured in 
PDB and black lentil meal(41.53+ 0.04 and 41.91 
+0.43, respectively). Interestingly, fat was 
accumulated in high percentage in cells when 
cornmeal medium was used in both Pichia BS6-2 
and Rhodotorula mucilaginosa AS1-8 (5.16+0.01 
and 7.78+028,  respectively) as shown in Table1 
and Table 2. 

Table 1 Percentage of crude protein and crude fat of  Rhodotorula mucilaginosa 

 

Medium As1-8 

%Protein %Fat % Ash 

mean±SD mean±SD mean±SD 

PDB 40.41±0.57 1.91±0.17 1.11±0.01 

Cornmeal 14.57±0.09 5.16±0.01 3.73±0.08 

Czapek Dox NA NA NA 

Black lentil 50.56±0.19 2.32±0.43 1.04±0.03 
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Table 2. Percentage of crude protein and crude fat of Pichia BS6-2. 

medium BS6-2 

%Protein %Fat %Ash 

mean±SD mean±SD mean±SD 

PDB 41.53±0.04 0.34±0.01 6.83±0.16 

Cornmeal 14.51±0.18 7.78±0.28 0.53±0.06 

Czapek Dox 29.69±0.18 0.17±0.01 8.20±0.25 

Black lentil NA NA NA 

 

When dried cells of the yeast R. mucilaginosa AS1-8 and Pichia BS6-2 were continued to study 
fatty acid profiles, the results from    the analysis of gas-liquid chromatography were shown in 
Figure 1 and Figure 2. R. mucilaginosa AS1-8  is an oleaginous yeast but not the Pichia BS6-2.  
When cultured in cornmeal broth R. mucilaginosa AS1-8 accumulated the highest C18:2n6, 19.15 
+0.45 %TFAs(total fatty acids),  whereas C18:3n3 was accumulated in lesser amount, 1.27 + 0.14 
% TFAs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Fatty acid composition of Rhodotorula mucilaginosa AS1-8, express as percentage of total fatty 
acids-%TFAs, when cultured in various media. 

 

Although the non- oleaginous yeast Pichia BS6-2 could accumulte in total more amount of SFAs; 
C18:2n6 and C18:3n3 were accumulated less than those from R. mucilaginosa A1-8, and Czapek 
Dox was suitable medium for these essential fatty acids accumulation, Fig 1 and Fig 2.  Meanwhile, 
in both genera of yeasts, some other fatty acids from C12-C20 were scarcely detected and some 
were none when cultured in some media.  
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                        Figure 2 Fatty acid profiles of Pichia  BS6-2 when cultured in various media. 

 

 

DISCUSSIONS 

 

It was clearly shown that protein, fat, and fatty acid composition accumulated in cells of R. 
mucilaginous AS1-8 and Pichia BS6-2 varied according to the source of nutrition. In this current 
study, although both genera we investigated here lacked of the high-value nutritional oils such as 
docosahexaenoic acid (DHA-C22:6n3), eicosapentaenoic acid (EPA-C20:5n3), gamma linolenic 
acid (GLA-C18:3n6) and arachidonic acid (ARA) still we found that both genera, R. muciaginosa 
AS1-8 and Pichia BS6-2 accumulated essential fatty acids, α-linolenic acid or ALA (18:3n-3) and 
linoleic acid or LA (18:2n-6) and each genus of yeast accumulated different amount of these high-
value fatty acids according to  the culture medium. These essential fatty acids form the starting 
point or are precursors for the creation of longer and more desaturated fatty acids, which are also 
referred to as long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA). It is generally known that human 
and animals can not synthesis these essential fatty acid and these have to be  derived from diet, so 
these yeasts are still useful for marine animals feeds as both genera accumulate high amount of 
protein, especially when culture in PDB or black lentil meal.  Anyways,  other conditions such as 
temperature and the ratio of C/N in culture medium should be investigated further when scale 
up[12]. 

 

It has been reported that astaxanthin,  a carotenoid compound,  has a wide range of 

pharmacological properties including antioxidant and antimicrobial activity and 

https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-linolenic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Linoleic_acid
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reducing risk of certain cancers and cardiovascular diseases [9,10,11]. Apart of protein, fat, B-
vitamins that are great benefit for feed in marine aquaculture, like 

other species of Rhodotorula,R. mucilaginosa AS1-8 in this current study has carotenoid 
accumulated in cells as well which would be a good characteristic for further study. 
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Abstract 

Mangrove forest ecosystems are rich in microorganisms including actinomycetes. In this study, 24 sediment 
samples were collected from mangrove areas in Nakorn Si-Thammarat, Chumporn and Rayong provinces on the 
east coast and west coast of the Gulf of Thailand.  Actnomycetes were isolated by several selective media, then 
were characterized and screened for antimicrobial and antioxidant activities.  Actinomycetes were recovered in 
total 83 isolates from the 3 provinces, 55 from Nakorn Si-Thammarat, 16 from Chumporn and 12 from Rayong 
mangrove sediments. The actinomycetes recovered from Nakorn Si-Thamarat mangrove were rather diverse in 
different family, which were mainly Streptomyces,  Micromonospora, Nocardiopsis, Streptoalloteichus and some 
unidentified genera; where as those found from Rayong and Chumporn mangroves were rather diverse mainly in 
same family in Actinoplanetes: Virgisporangium, Micromonospora, Salinispora and Spirilliplanes in which the 
colonies are small and in orange,  brown or black which could differentiate to each other by chemotaxonomy and 
morphology studies. Although in Rayong and Chumporn mangrove areas did not obtain many anti-microbial 
producing strains as those obtained from Nakorn Si-Thammarat, we believed that by other method of 
antimicrobial investigation more antimicrobial producing strains would be found. Antioxidant activity by selected 
isolates from all areas reveal actinomycetes recovered from mangrove areas are potential source of lead 
antioxidant compounds. 
 

© 2015 Published by Burapha University. 
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Introduction 

Actinomycetes, gram positive bacteria with high G+C content, occur widely in both terrestrial and aquatic 

environments; many species are saprophytic and are important in soil ecology [Zhao et al., 2004]. As other soil 

microbes in sediment, actinomycetes play an important role in organic matters decomposition and mineral 

recycling.   Importantly, they have contributed a wide range of biologically active compounds, notably antibiotics 
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for clinical use and as therapeutic agents. Of the 3000+ microbial products possessing some biological activity as 

listed by the Antibiotic Literature Database (ABL) - Bioresearch Italia Database, the greatest contribution are 

made up of those isolated from actinomycetes [Lazzarini et al., 2000], many of which are from the genus 

Streptomyces. The search for novel actinomycetes and the discovery of new antibiotics for use within the medical 

industry is driven by the development of resistance among a number of pathogens [Bernan and Grensteun, 2004] 

and the emergence of new disease conditions [Taylor et al., 2001]. However, over the last few decades, the rate of 

new compounds being discovered from common, soil-derived actinomycetes has declined and focus has shifted 

investigating the vast and largely unexplored marine environment. Several studies have indicated that a diverse 

community of actinomycetes occur within marine sediments, even at considerable depths [Jensen and Lauro, 2008; 

Maldonado et al., 2005b;  Pathomaree et al., 2005; Bredholdt et al., 2007] and that these may provide a new source 

of novel  antibiotic compounds [Fiedler et al., 2005; Hernandez et al., 2004; Hong  et al., 2009; Imada, 2005]. The 

search for novel antibiotics is sustained by the challenges imposed by antibiotic resistant pathogens on human 

health [Bernan et al., 2004] and by the emergence of new diseases [Taylor et al., 2001]. The purpose of the current 

study was to conduct a preliminary search for the distribution of actinomycete isolates that have potential 

antimicrobial producing strains from mangrove sediments collected both sides the Gulf of Thailand and to evaluate 

their antibiotic and antioxidant activities. 

Materials and Methods 

Sampling of sample sediments  

Sediment samples were collected from three main mangrove forests both east and west of the Gulf of Thailand 

in Nakorn Si-Thammarat,  Chumporn  (n=9, Ban Natung, Ban Nacha-ang, and Park Canal;  Rayong (n=8)  All 

sites being along the western and eastern margins of the Gulf of Thailand. From mangrove forest ecological 

systems connected to the sea, 24 samples were taken and kept in sterile plastic bags. In each case, the sediment 

sample was taken from the sediment surface close to rhizosphere of plants at the mangrove site with a spatula.  

The samples were then transferred to the Bangsaen Institute of Marine Science (BIMS) for processing and 

actinomycete isolation.  

 Isolation methods 

Sediment samples were pretreated in two ways: heated for 1 h at 100ºC and/or 30 min treated with 1.5% phenol 

before isolation [Nonomura, 1988; Hayakawa, 1990; Hayakawa, et al., 1991; Hayakawa, 2008].  Each treated 

substratum sample was processed, diluted with natural sea-water at 10
-1 

and 10
-2

 of 10-fold dilution prior to 

inoculation on the selected isolation media. The selective media used were: starch casein agar (SCA), 

actinomycete isolation agar (AIA) and malt extract-yeast extract medium (ISP2) for samples from Nakorn Si- 

Thammarat- and Rayong-mangrove sediments; and SCA, M4 and humic acid vitamin agar (HV) for samples from 

Chumporn-mangrove sediments. An equal volume of natural seawater was added to all isolation media. All 

isolation media were supplemented with 25 µg/mL novobiocin and 50 µg/mL nystatin to prevent the growth of 

other Gram-negative bacteria and fungi. The isolation plates were then incubated at 30
o
C and checked at regular 

intervals over a 4 week period for the appearance of actinomycete colonies. Actinomycete colonies appearing on 

the plates were subsequently purified and then kept on agar slants for subsequent investigation of antimicrobial 

and antioxidant activities and also in 20% glycerol which were then stored at     -80
o
C for longer term 

preservation. 

Screening of antimicrobial activity  

The antimicrobial activity of all isolates were tested against Bacillus subtilis TISTR 008, Staphylococcus 

aureus TISTR 517, MRSA22 and Candida albicans TISTR 5235 provided by Thailand Institute of Scientific and 
Technological Research, TISTR, using the cross streak technique. The actinomycete isolates were cultured for 4-6 

days at one side of the cultured plates before the 18 h test strains, 0.5 McFaland, were perpendicular streaked 

across by sterile cotton buds and continued incubation for another 24 h period.  
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Screening of antioxidant activity  

Some pigmented and/or antimicrobial producing isolates were selected to investigate for antioxidant activity.  

To achieve the amount of secondary bioactive metabolites using, the actinomycetes isolates were cultured in ISP2 

medium for at least 3 L at 30
o 

C and shaken at 110 rpm for 7-10 d. After a 7 or 10 day incubation period, the 

mycelium and culture broth were separated by centrifugation. Actinomycete cultured medium was extracted 

by ethyl acetate, in separating funnel, shaken for a few minutes, and then the solvent layers were evaporated 

under vacuum (Buchi RE111). The crude extracts were then transferred into small vials using sterile Pasteur 

pipettes and dried with N2 gas. Antioxidant activities of the components were preliminary investigated by 

thin layer chromatography technique, by DPPH radical [Alessandra et al., 2002].  

 

 

Morphological characteristics 

             The inclined coverslip technique [Williams et al., 1989] was used to observe the type of spore chains, the 

aerial and substrate mycelium that were produced by each actinomycete isolate from each sediment sample. Some 

of the antibiotic producing strains were selected for further examination by scanning electron microscopy to 

determine the ultrastructure of the spore chain morphology and the ornamentation of the spore surface.  

Chemotaxonomical study  

The isomeric forms of diaminopimelic acid (DAP) and diagnostic sugars in whole-cell hydrolysates were 

determined by thin layer chromatography as described by Lechevalier et al., 1973. The strains were identified to 

genera according to Williams et al. [1989] and Maldonado et al. [2005a].  

1. Results and Discussion 

Actinomycetes recovered from all areas were obtained in total 83 isolates, 55 from Nakorn Si-Thammarat, 16 

from Chumporn and 12 from Rayong mangrove sediments.  The mangrove area in Nakorn Si-Thammarat is 

located some distance in land and the sediments are wet and dry according to the high and low tide each day, 

anyway the soil sediment is rather fertile with more plant debris and materials than the mangrove in Chumporn 

and Rayong provinces in which the areas are next to the sea with sandy sediments. Actinomycetes found from 

Nakorn Si-Thammarat mangrove were diverse in Family and genera and Streptomyces were dominant, whereas 

those found in Chumporn and Rayong mangroves were mainly in Family Micromonosporaceae (Table 1). 

Identification into genera of the recovered isolates were done by morphological study and chemical analysis of 

cell wall DAP, including sugar pattern in whole-cell hydrolysates (Fig 1). In this study in land mangrove area was 

inhabitant of some other rare actinomycete genera such as Thermoactinomyces, Micromonospora, Nocaardia, 

Nocardiopsis, Streptoalloteichus and some unidentified genera whereas the outer mangroves which connect to the 

sea less Streptomyces and many genera in Family Micromonosporaceae were found. In Chumporn mangrove, 2 

isolates of potentially antibiotic producing  Streptomyces  were found among the rare actinomycetes, whereas all 

isolates recovered from Rayong mangrove were members of the Family Micromonosporaceae, but rather diverse 

in genera anyway (Table 1).  

Out of 55 isolates recovered from Nakorn Si-Thammarat mangrove, 27 isolates were antimicrobial producing 

strains, mostly to gram positive bacteria, 4 isolates to both gram positive bacteria and C. albicans and 4 isolates to 

only Candida albicans (Table 2). On the other hand, those recovered from Chumporn and Rayong mangrove 

sediments rarely produced antimicrobial substances by cross streak investigation which might be the active 

metabolites were not water soluble or were still inside cell membranes.  

 

 

Table 1. Some morphological and chemical studies of representative isolates recovered from all areas. (Williams, et al., 1989 and Maldonado, 

et al., 2005a) 
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 Isolate 

ID 

 Aerial 

mycelium  

 Substrate 

mycelium 

 DAP 

type 

 Sugar Pattern   Identified 

 NS1-2  W  Bn  Meso-
DAP 

 -  Thermoactinomyces 

 NS1-4  Gy  LO    Ara, Gal  Unidentified 

 NS1-5  W  Bn  Meso-
DAP 

 -  Thermoactinomyces 

 NS1-6  none  DBn  Meso-

DAP 

 -  Micromonospora 

 NS1-7  none  C  Meso-

DAP 

 Xyl, Ara   Micromonospora 

 NS2-2 

 NS2-3 

 NS2-5 

 W 

 Gy 

 Gy 

 Bn 

 Bn 

 Bn 

 Meso-

DAP 

 LL-
DAP         

 - 

 - 

 -  

 Nocardiopsis 

 Streptomyces 

 Streptomyces 

            

 NS3-1  W  DBn  Meso-
DAP 

 Rhm, Man, Gal  Streptoalloteichus 

 NS3-2  W  YBn  LL-

DAP 

 Gal  Streptomyces 

 NS3-3  W  YBn  LL-
DAP 

 -  Streptomyces 

 NS3-5  W->Gy  BnBk  LL-

DAP 

 -  Streptomyces 

 NS3-7  W->Gy  YBn  LL-
DAP 

 -  Streptomyces 

 NS3-8  W  PkBn  Meso-

DAP 

 -  Nocardiopsis 

 NS3-9  W  C  Meso-
DAP 

 Ara, Gal  Nocardia 

 NS3-
10 

 W  PkBn  LL-
DAP 

 -  Streptomyces 

 NS3-

11 

 W  Bn  Meso-

DAP 

 -  Thermoactinomyces 

 NS3-
12 

 none  Bn  Meso-
DAP 

 Xyl, Ara  Micromonospora 

 NS4-1  WBn  LY  LL-

DAP 

 -  Streptomyces 

 NS4-2  W  PkBn  Meso-
DAP 

Gal, Man, Rhm  Streptoalloteichus 

 NS4-4  Gy  WGy  LL-

DAP 

Gal, Man  Streptomyces 

 NS4-6  W->BnGy  Bn  LL-
DAP 

Gal  Streptomyces 

 NS4-8  Gy  Gy  LL-

DAP 

-  Streptomyces 

 NS5-1  LGy  Bn  LL-
DAP 

-  Streptomyces 
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Table 1. (continued) 

 Isolate 

ID 

 Aerial 

mycelium  

 Substrate 

mycelium 

 DAP 

type 

 Sugar Pattern   Identified 

 NS5-3 

 NS5-4 

 LGy 

 WBn 

 Bn 

 Bn 

 LL-

DAP 

 LL-

DAP 

 - 

 
Gal 

 Streptomyces 

 Streptomyces 

 NS6-2  LGy  YBn  LL-

DAP 

-  Streptomyces 

 CP2-2  none  O  Meso-

DAP 

Xyl, Ara, Gal  Salinispora 

 CP3-1  none  LO  Meso-

DAP 

Xyl, Ara, Rhm, Gal, Man  Virgisporangium 

 CP-

PH3-2 

 none  O  Meso-

DAP 

Xyl, Ara, Rhm, Gal, Man  Virgisporangium 

 CP-

PH3-9 

 none  BkO  Meso-

DAP 

Xyl, Ara  Micromonospora 

 CP-

PH3-

12 

 none  BkO  Meso-

DAP 

Xyl, Ara, Rhm, Gal, Man  Virgisporangium 

 CP-

PH3-

13 

 none  LO  Meso-

DAP 

Xyl, Ara,Man, Gal  Salinispora 

 CP-

PH3-

22 

 none  O  Meso-

DAP 

Xyl, Ara  Micromonospora 

 CP8-4 

A 

 Bn  Bn  LL-

DAP 

-  Streptomyces 

 RY2-

20 

 none  LBn  Meso-

DAP 

Xyl, Ara, Rhm, Gal, Man  Virgisporangium 

 RY2-

22 

 none  LBn  Meso-

DAP 

Xyl, Ara, Rhm, Gal, Man  Virgisporangium 

 RY2-

24 

 none  OBn  Meso-

DAP 

Xyl, Ara  Micromonospora 

 RY2-

25 

 none  OBn  Meso-

DAP 

Xyl, Ara, Rhm, Gal, Man  Virgisporangium 

 RY3-

32 

 none  Bk  Meso-

DAP 

Ara, Gal, Xyl  Salinispora 

 RY3-

37 

 none  BkBn  Meso-

DAP 

Gal, Xyl  Spirilliplanes 

 RY7-

8 

 none  OBn  Meso-

DAP 

Gal, Xyl  Spirilliplanes 

 RY8-

3 

 none  OBn  Meso-

DAP 

Gal, Xyl  Spirilliplanes 

 RY8-

8 

 none  OBn  Meso-

DAP 

Gal, Xyl  Spirilliplanes 

Note:  NS = Nakorn Si-Thamarat; CP = Chumporn; RY = Rayong; Ara = arabinose; Gal = Galactose; Man = Mannose;  Rhm = Rhamnose; 
Xyl = Xylose; Bk = black; BkBn = blackish brown; BkO = blackish orange;Bn = brown; BnGy= brownish gray; C = cream; DBn = dark 
brown; Gy = gray; LGy = light gray; LO = light orange; LY = light yellow; O = orange; OBn = orange brown; PkBn = pinkish brown; W = 
white; WGy = whitish gray; YBn = yellow brown. 
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Fig 1.  Chromatogram showed the diagnostic sugar pattern in some of isolates recovered from Rayong and Chumporn 
mangroves. 

Table 2. Antimicrobial and antioxidant activities (IC50) in some of the isolates recovered from Nakhon SI- Thammarat, 
Chumporn and Rayong mangroves. 

 Isolate 

ID 

 Color of   Color of   Antibiosis to (Distance of inhibition zone, mm)  IC50 DPPH 

scavenging 

   spore 

mass 

 substrate B. 

subtilis 

 MRSA21  MRSA22 C. 

albicans 

 (µg/mL) 

 NS1-2  C  RO  15.0  5.0  -  -  NA 

 NS1-4  Gy  O  26.0  22.0  15.0    NA 

 NS1-5  W  Bn  12.0  -  -  -  NA 

 NS1-9  Gy  Y  20.0  -  -  -  NA 

 NS2-2  W  Bn  -  5.0  3.0  -  337.3+34.2 

 NS2-3  Gy  Bn  -  5.0  3.0  -  56.6+0.4 

 NS2-5  Gy  Bn  5.0  5.0  5.0  -  64.8+1.2 

 NS3-1  W  DY  20.0  -  20.0  -  >400 

 NS3-2  W  Y  22.0  -  16.0  -  >400 

 NS3-3  W  YBn  30.0  -  -  5.0  NA 

 NS3-5  BkBn  YBn  -  -  -  28.0  NA 

 NS3-7  Gy  YBn  -  -  -  2.0  >400 

 NS3-8  W  P  -  -  20.0  -  NA 

 NS3-9  W  C  15.0  -  -  -  NA 

 NS3-10  W  PY  -  -  22.0  -  NA 

 NS4-1  Bn  LY  -  -  -  28.0  NA 

 NS4-4  Gy  WGy  15.0  -  -  12.0  >400 

 NS4-6  W..>BnGy  Bn  20.0  15.0  10.0  2.0  329.9+57.5 

 NS5-1  Bn  Bn          >400 

 NS5-3  WGy  Bn  19.0  15.0  -  -  190.3+5.9 

 NS5-4  LBn  Bn  32.0  20.0  -  -  >400 

 NS6-2  Gy  YBn  -  -  -  3.0  >400 

 CP-

PH3-2 

 none                                   O  -  -  -  -  133.1+4.0 

 CP-

PH3-9 

 none  BkO  -  -  -  -  329.9+7.9 

 CP8-4A  Bn  Bn  15.0  13.0  13.0  8.0  >400 

 RY2-20  none  LBn   -  -  -  -  294.23+7 

Ascorbic              2.8+0.11 
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Note: - = inactive; NA = Not applicable; NS = Nakorn Si Thammarat;  Bn = brown; Bk = black; BkBn = blackish brown; BkO = blackish 

orange; BnGy= brownish gray; C = cream; DY = dark yellow; Gy = gray; LY = light yellow; LBn= light brown; O = orange; P= pink; PY = 

pinkish yellow; RO = red orange;  W = white; WGy= whitish gray; YBn = yellow brown;. 

The DPPH radical scavenging assay is commonly employed in evaluating the ability of antioxidants to 

scavenge free radicals. The more rapidly the absorbance decreases, the more potent the antioxidant activity of the 

extract due to its hydrogen atom donating ability. Among the isolated of actinomycetes were screened for 

antioxidant activity using 1,1, diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH) stable radical scavenging. The ethyl acetate 

extracts of NS2-3 and NS2-5 exhibited strong DPPH radical scavenging activity at the IC50 value of 56.6+0.4 and 

64.8+1.2 µg/mL, respectively. The extracts of CP-PH3-2 and NS5-3 showed good antioxidant activity whereas the 

five extracts of NS2-2, NS4-6, CP-PH3-9, CP-PH3-13 and RY2-20 were less active. However, the scavenging 

activity of extracts was less than that of standard ascorbic acid (IC50 2.8+0.11 µg/mL). The result of this study 

indicated that the crude extracts have the proton-donating ability and they are potential source for isolation of lead 

antioxidant compounds to reduce free radical induced tissue injury.  

It has been estimated that the actinobacteria usually found only a small fraction of the bacteria flora in the 

marine [Goodfellow and Williams, 1985], but consequently, it was found up to 9% in marine sediments [Bull et 

al., 2005].  In this finding, more different genera and more diverse of actinomycete morphology were found in the 

inland mangrove sediments than those found in marine sediments. There was convincing evidence that 

actinomycetes were adapted to marine habitats [Moran, et al., 1995; Mincer et al., 2002]. From our finding, in 

marine sediments, Streptomyces were scarce whereas members of Micromonosporaceae were abundant and often 

found.  Although the isolates in member of Micromonosporaceae did not show the ability of antimicrobial 

metabolites by cross streak, other methods of investigation are necessary as many reports found novel active 

compounds from this group of actinomycetes [Romero, et al., 1997; Fiedler et al., 2008, Williams, et al., 2005 and 

Jensen et al, 2007].  However, these results revealed that Thai mangrove sediments are a good source to search for 

both active antimicrobial and antioxidant compounds from both rare and non-rare species. 
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3. การมีส่วนในการผลิตบัณฑิต ในระดับปริญญาตรีและการถ่ายทอดเทคโนโลยแีก่อาจารย์รุ่นเยาว์นักนักศึกษา
(หัวหน้าโครงการวิจัย  นางสาวรัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย์ เป็นอาจารย์ที่ปรึกษา/ ให้การฝึกงาน หรือฝึกอบรม) 

         โครงการวจิยั มีสว่นชว่ยเหลอืสนบัสนนุในการท าปัญหาพิเศษ นิสติระดบัปริญญาตรี 6 คน จากภาควิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา  คือ 

         1. นางสาวนจุรินทร์  นารินค า 

         2. นางสาวกญัญาณฐั  เกิดทรง 

ในปีการศกึษา  2555-2556  โดยท าปัญหาพิเศษเร่ือง      การศกึษาสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากเอ็นโดไฟติกแอคติโนมยัซีท 

         3. นางสาว  สกุานดา  แก้วนนัทะ  และ 

          4. นางสาว จฑุานนัท์  มโนสา     

ในปีการศกึษา  2556 โดยท าปัญหาพิเศษเร่ือง  .ศกัยภาพการผลติเคร่ืองดื่มอลักอฮอล์จากกล้วยหอม โดยยีสต์ Pichia สาย
พนัธุ์ BS 6-2 

           3.   นางสาวรวิภา  เมืองนา   

           4.   นางสาว วิจิตรา  แสนเทพ      

ในปีการศกึษา  2557  โดยท าปัญหาพิเศษเร่ือง   ผลของรังสอีลัตร้าไวโอเลต ตอ่การสร้างสารออกฤทธ์ิชีวภาพของแบคทีเรีย
แอคติโนมยัซีท 

และโครงการวิจยั มีสว่นชว่ยเหลอืสนบัสนนุในการฝึกงานปฎิบตักิารวจิยั  ณ ห้องปฏิบตัิการจลุชีววิทยา  สถาบนั
วิทยาศาสตร์ทางทะเล จ านวน  8 คน คือ 

       1. นายยศกร  กาแดง     นกัศกึษา จากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

        2. นายธนโชติ  ตณัฑิทรัพย์  นกัศกึษา จากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลยัเชียงใหม่    

                                                (ช่วงเวลาฝึกงาน  18  มีนาคม 17 พฤษาคม  2556) 

       1.   นางสาวตรีสคุนธ์  มะล ินิสติระดบัปริญญาตรีจากคณะวทิยาศาสตร์การรแพทย์  มหาวิทยาลยันเรศวร 

                                                (ช่วงเวลาฝึกงาน  19  สงิหาคม 13  ธนัวาคม  2556) 

      2. นางสาวสนุิสา  ชาติวรรณ นกัศกึษาระดบัปริญญาตรีจากคณะวิทยาศาสตร์เทคโนโฃลยี  มหาวิทยาลยัราชภฎั 

                                             นครปฐม (ช่วงเวลาฝึกงาน  22 เมษายน-10 กรกฎาคม 2557) 

      3. นายชนนัต์  กลัน่ประเสริฐ นกัศกึษาระดบัปริญญาตรีจากคณะวิทยาศาสตร์เทคโนโฃลยี  มหาวิทยาลยัราชภฎั 

                                             นครปฐม (ช่วงเวลาฝึกงาน  22 เมษายน-10 กรกฎาคม 2557) 
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4. นายทรงพล  จ าดิษฐ์  อาจารย์ประจ าสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัราชมงคล 

  ธญัญบรีุ  ( 28 กรกฎาคม- 8 สงิหาคม 2557) 

5.   Ms Alma Lidman Bring  จาก Karolinska Institutet,  ประเทศ  Sweden  (October 7- November 8, 2013 

      6.  นายสรุวฒัน์  จนัทร์สวุรรณ  นิสติระดบัปริญญาตรีจากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร์   

                                มหาวิทยาลยับรูพา  (ช่วงเวลาฝึกงาน  1 มิถนุายน-31 กรกฎาคม 2558) 

 
4.รายงานการเงนิ  

จ านวนเงินท่ีได้รับ                                         รายรับ 

งวดที่ 1 (50%)                                           337,500    บาท เมื่อวนัท่ี   27  พฤศจิกายน  2557 

งวดที่ 2 (40%)                                           270,000    บาท เมื่อวนัท่ี   20  พฤษภาคม 2558 

                                             รวม              607,500   บาท   

รายจา่ย 

รายการ งบประมาณทีต่ัง้ไว้ งบประมาณทีใ่ช้จริง จ านวนเงินคงเหลอื/เกิน 

1.คา่ตอบแทน 162,500 162,360 เหลอื 140 

2. คา่ใช้สอย *(334,600) 179,600 183,290.8  เกิน 3690.8 

3. คา่วสัด ุ 175,900 172,829.65   เหลอื  3070.35 

4.คา่สาธารณปูโภคตา่ง ๆ 2,000 2,000   - 

5.คา่ครุภณัฑ์ - - - 

6.คา่ใช้จา่ยอื่น ๆ เช่น  คา่บริการซอ่ม 

คอมพิวเตอร์   ซอง CDคา่ล้างไวรัส คา่
ซอ่มพริน้เตอร์   หนงัสอื,   คา่สอบเทียบ 
pipette, eye piece micrometer   

(รวมอยูใ่นวสัดุ
ส านกังานและวสัดุ
คอมพิวเตอร์) 

  

รวม 520,000  บาท 520,480.45   บาท 480.45    บาท 

หมายเหต ุ  *เงินคงเหลอืในหมวดคา่ใช้สอย จ านวน 155,000 บาท  ได้มอบให้ ผู้อ านวยการแผนงานวิจยั ไว้บริหารจดัการ
กิจกรรมทีย่งัไม*เกิดขึน้ คือ 1  การจดับรรยายเชิงปฏิบตักิาร 1 ครัง้  (25,000 บาท)        2. การไปสมัมนาวชิาการของผู้ ร่วม
วิจยั (50,000 บาท              3. การฝากเก็บรักษาเชือ้จลุนิทรีย์ทีศ่นูย์เก็บรักษาจลุนิทรีย์ TISTR   10  สายพนัธุ์  (80,000 
บาท) 
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ประวัตินักวิจัย และคณะ 

   ประวัติผู้วิจัยหลัก 

  1. ช่ือ-สกลุ (ภาษาไทย)  นางสาวรัตนาภรณ์       นามสกลุ            ศรีวิบลูย์ 
            (ภาษาองักฤษ)   MISS RATTANAPORN  SRIVIBOOL 
   2. หมายเลขบตัรประจ าตวัประชาชน    373 99  00348239 
  3. ต าแหนง่ปัจจบุนั   นกัวิทยาศาสตร์ช านาญการ   เงินเดือน  54,940  บาท จ านวนชัว่โมงที่ท าวิจยั 40 ชม./สปัดาห์ 
   4. หนว่ยงานท่ีอยูท่ีต่ิดตอ่ได้สะดวก   สถาบนัวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลยับรูพา  อ. เมือง   
           จ.  ชลบรีุ20131   โทร. 038 391671-3   โทรสาร  038 391674 E-mail: rattanap@.buu.ac.th 
   5. ประวตัิการศกึษา 
                                                                                                                                     
                          ระดบัปริญญา 
ปีที่จบการศกึษา  (ตรี โท เอก และ      อกัษรยอ่ปริญญา    สาขา     วิชาเอก     ช่ือสถาบนั        ประเทศ 
                         ประกาศนียบตัร     และช่ือเต็ม                 วิชา                   การศกึษา 
 
2520                ปริญญาตรี              วท.บ.                  ชีววิทยา    ชีววิทยา    มหาวิทยาลยั        ไทย 
                                                        วิทยาศาสตรบณัฑติ                                   เชียงใหม ่ 
2531                ปริญญาโท              วท.ม.                   ชีววิทยา       -          มหาวิทยาลยั         ไทย 
                                                         วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต                            เชียงใหม ่               
                                                                                                                                    
หมายเหต ุ   วท.บ. (ชีววิทยา)  เน้นหนกัจุลชีววิทยา   และวิชาโท  เคมี 
                วท.ม. (ชีววิทยา)  เน้นหนกัจุลชีวเทคโนโลย ี
 
   6. สาขาวิชาที่มคีวามช านาญพิเศษ (แตกตา่งจากวฒุิการศกึษา) ระบสุาขาวชิา 
                     สาขาวชิาเคมีและชีวเคม ี

   7. ประสบการณ์ที่เก่ียวกบัการบริหารงานวิจยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศ 
  
ประสบการณ์การท างานวิจยัในต่างประเทศ:         
 Development of thermotolerant rare actinomycetes for valuable substances   
  (16S rRNA  gene sequencing) .  ( 1 เดือนคร่ึง -2 เดือน)                                     2001, 2002,  2003         ประเทศญ่ีปุ่ น 

  (16S rRNA  gene sequencing  และ DNA-DNA hybridization)  (1 เดือนคร่ึง)         2005                          ประเทศญ่ีปุ่ น                
   
 Isolation , molecular taxonomical study of rare actinobacteria from marine   sediments and 
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 unravelling of their potential antibiotic substances (4 เดือน)                                                2008        ประเทศนอรเวย์.   
 Characteristics and function of rice wine made with marine yeasts isolated  
in Thailand (15  วนั)                                                                                                               2009         ประเทศญ่ีปุ่ น                                                                                                               
 
 
 7.1   เป็นผู้อ านวยกาโครงการวิจยั:  ช่ือโครงการวจิยั                                                               ปีที่ได้รับทนุ      แหลง่ทนุ 
         แผนงานวิจยั:                                            อาหารทะเลปลอดสารพิษ                                  2550-51   งบประมาณ
แผน่ดิน       
7.2 เป็นหวัหน้าโครงการวิจยั     
-  โครงการวิจยั          การค้นหาแอคติโนมยัซีทที่ทนอณุหภมูิสงูจาก                                                2546        งบประมาณของ  
                                ระบบนิเวศชายฝ่ังที่สามารถสร้างเอ็นไซม์ ท่ีทนอณุหภมูิสงู                                               หนว่ยงาน 
                                                                                  
-โครงการวจิยั:    จลุนิทรีย์ทะเล  ทางเลอืกใหมข่องการผลติกรด ไขมนัไมอ่ิ่มตวั    ผู้ ร่วมโครงการ     2547-48     งบประมาณ
แผน่ดิน 
                                                                                                                                         
-โครงการวจิยั:    การใช้ประโยชน์จากจลุนิทรีย์ ในการผลติสผีสมอาหาร       หวัหน้าโครงการ        2550-2551  งบประมาณ
แผน่ดิน 
                         ที่ปลอดภยั                                                                                                                 
-โครงการวจิยั:    การตรวจหาสารปฎิชีวนะตกค้างในอาหารทะเลและ            หวัหน้าโครงการ          2551        งบประมาณ
แผน่ดิน 
                         ผลติภณัฑ์   อาหารทะเล                                                                     
-โครงการวจิยั:    เแอคติโนมยัซีทจากป่าชายเลนท่ีสร้างสาร                       หวัหน้าโครงการ          2551         งบประมาณ
แผน่ดิน 
                        ไบโอแอคทีฟยบัยัง้  เชือ้จลุนิทรีย์                                                                                                                                                                                                                                
-โครงการวจิยั:    การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างสาร               หวัหน้าโครงการ    2554-2555     งบประมาณ
แผน่ดิน 
                    แอนติไบโอติกจากราที่เป็นเอ็นโดไฟท์และแอคติโนมัยซีทบริเวณรากพืชป่าชายเลน                                     
 - โครงการวิจยั  การพฒันาการผลติสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากแอคติโนมยัซีทและการผลติ         2556-2558    งบประมาณ
แผน่ดิน 
                        เซลล์ปริมาณมาก                                               
 7.3  งานวิจยัทีท่ าเสร็จแลว้:   งานวิจยัทัง้หมดในข้อ  7.1 และ 7. 2  (ยกเว้นโครงการสดุท้านท่ีเป็นโครงการตอ่เนื่อง)  
 7.4 งานวิจยัทีก่ าลงัท า:   เป็นหัวหน้าโครงการ     2556-2557 งบประมาณแผน่ดิน            
               -   การพฒันาการผลติสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากแอคติโนมยัซีทและการผลติเซลล์ปริมาณมาก   โครงการปี 2556 เสร็จ         
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  แล้ว ก าลงัเขียนรายงาน  โครงการของปี 2557 ด าเนินการแล้ว 30 %                                                   
ชื่อข้อเสนองานวิจัย ปีที่พิมพ์ การเผยแพร่ และสถานภาพในการท าวิจัย       
           เป็นหวัหน้าโครงการวจิยัสว่นใหญ่   ยกเว้นผลงานพิมพ์ เผยแพร่ ที่ 4  และที่  21 สว่นรายการท่ี 19 เป็นหนงัสอื 
 
  ผลงานวิจัยที่พิมพ์เผยแพร่ 
 
1. รัตนาภรณ์  ศรีวิบูลย์  และ สรุพล  ฉลาดคิด . 2541.  โรควิบริโอซิส (Vibriosis) ในม้าน า้ ( Hippocampus 
      kuda ) ที่เลีย้งในห้องปฏิบตักิาร. เวชชสารสตัวแพทย์  28:101-107    
2. รัตนาภรณ์  ศรีวิบูลย์. 2541 . การเก็บรวบรวมและการตรวจหา Actinomycetes จากดินป่าชายเลนท่ี     
        สามารถสร้างสารยบัยัง้จลุชีพ. วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา.  6: 23-33                    
3. Srivibool, R. and Poonpium, P. 1995. Bacterial counts as indices for seawater quality along 
         the east coast of the Gulf of Thailand. In Proc. of the International Seminar on Marine   
         Fisheries  and Environment. 10-11 March 1995. Rayong. p. 171-181  ( หวัหน้าโครงการ) 
4. Tongra-ar, W.,   Puchakarn, S.,   Sanpanich,  K.,  Noiraksa, T. and  Srivibool, R. 1995.  An  
        Integrated  Management of Watersheds in Relation to the Coastal and Marine  
        Environment  of the Prasae  River Basin,  Rayong. Acase study presented at 2nd UNEP  
        workshop of the  EAS-35 Projecct,  16-20 October 1995. Bangkok. 64 p.   ( ผู้ ร่วมวิจยั) 
5. Srivibool, R. 2000. Antimicrobial activity of Actinomadura isolates from tropical island soils. 
        Actinomycetes Journal.10: 10-12 
 6. Srivibool, R. 2000.  Biodiversity of rare actinomycetes in island soils and their antimicrobial   
        activities. In Proc.  of  AABE-Biology Education in the New Millennium, 1-5 August,         
         2000, Hong Kong, Republic of China.  
7.รัตนาภรณ์   ศรีวิบูลย์ .2545 .แอคติโนมยัซีทสายพนัธุ์ที่สร้างสารแอนติไบโอติก  ท่ีแยกจากดนิของเกาะไผ ่และ 
          เกาะ  แสมสาร  พระราชวงัดสุติ  กรุงเทพฯ  
8. Srivibool, R. Kurakami,  K.,   Sukchotiratana, M., and Tokuyama, S.  2002. Coastal Soil 
       Actinomycetes Thermotolerant Strains Producing N-acetylamino Acid Racemase. In proceedings  
        of the 3rd Joint Seminar  on  Development of  Thermotolerant Microbial Resources and Their  
       Applications.18- 21November.2002. Chiang Mai, Thailand. 
9. Srivibool, R. 2002.  Rare Actinomycetes isolated from coastal soils as antimicrobial producers. In:  
            Proceeding of  19 th Biennial Conference of Asian Association for Biology Education, 27-29  
            November 2002, Deakin  University, Warrnambool, Australia. 
10. Srivibool, R.,   Kurakami, K., Sukchotiratana, M., and. Tokuyama, S. 2004. Coastal soil  
           actinomycetes:   Thermotolerant strains producing N-acylamino acid racemase. ScienceAsia  



87 

 

 

 

           30:123-126 
11. Srivibool, R., Sukchotiratana, M., and. Tokuyama, S. A new isolate of Streptomyces  
          thermocarboxydus from marine tropical soil potentially produced Antibacterial and antifungal  
          substances. 2005.  In  Proceeding of the International Marine Biotechnology Conference, St. John,  
          Newfoundland, Canada. 
12. Srivibool, R., Thirakpanich, U. 2007.  Exporation of marine actinomycetes-chemical and biological  
             characterization of pigmented isolates.  In Proceedings of the 14th International Symposium on   
              the Biology of Actinomycetes.  23-31 August, Newcastle upon Tyne, UK. 
              
 13.  Srivibool, R., and    Sukchotiratana,  M., Tokuyama, S. and Pathom-aree, W. 2007.  Isolation and  
               characterization of  anticancer  and  antimicrobial Streptomyces producing strain from  
                mangrove sediment . 2007. In Proceedings of the 14th International Symposium on the Biology  
                of Actinomycetes.  23-31 August, New Castle upon Tyne, UK. 
13 Srivibool, R. and Jaritkhuan, S. 2007. A new alternative source for highly unsaturated fatty acids. In 

Proceeding 
             of  the 2nd International FerVAAP Conference, Khon Kaen University. Khon Kaen.  
              
15. Srivibool, R..,  Sukchotiratana, M., and. Tokuyama, S . 2005.  A novel actinomycete strain from  
           coastal soil producing antibacterial and antifungal subatances.,  In:  Proceeding of the 31st  
           Science and Technology  Association of Thailand Conference.   18-20 October, 2005.  Nakhon 
            Ratchasima, Thailand.  
16. Srivibool, R. and  Sukchotiratana,  M. 2006. Bioperspective of actinomycetes  isolated  from coastal  
          Soils: A new source of antimicrobial producers.   Songklanakarin Journal of Scince and  
        Technology. 28:493-499.            
17. Srivibool, R., Pen, J. and Prayoonrat, P. 2006.  Isolation and identification of  Streptomyces spp.  
            from coastal  of Chang island, Trad. Burapha Science Journal. (in Thai) 
 18. Srivibool, R.,  and  Sukchotiratana, M. 2006.  Pigmented actinomycetes from coastal areas and  
             their bioactive secondary metabolites.  Journal of Science, Technology and Humanities. 4:  
             11-18 
19.  Srivibool, R. 2006. Actinomycetes .  Institute of Marine Science. Chonburi. 100 p. (in Thai) 

20. Srivibool, R.,  Jaidee, K., Sukchotiratana, M., Tokuyama, S.,  and  Pathom-aree,   W. 2010.  
          Taxonomic      characterization of Streptomyces strain CH54-4 isolated from mangrove  
           sediment.  Ann Microbiol 60:299-305 
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21. Mayama, S.,  Katoh,  K., Ohmori ,H., Seino, S., Osaki, H., Julius,  M., Lee,  J. H. , Cheong,  C.,  Lobo,  E. A.,   
Witkowski,  A.,  Srivibool R.,  Muangphra, P. ,  Jahn,  R.   and Kulikovskiy,   M. 2011. Progress toward 
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