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บทคดัย่อ 

จากการน าเชื้อแอคตโินมยัซทีที่แยกไดจ้ากดนิตะกอนป่าชายเลนจ านวน 4 ไอโซเลท 
ศึกษาการผลติสารส ี ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ และความสามารถในการยับยัง้เชื้อจุลนิทรยี์ โดยเลีย้ง
ในอาหารแตกต่างกัน 3 สูตร ไดแ้ก่ ISP2 ISP3 และ OYG (oatmeal yeast extract และ glycerol)  
ที่ความเคม็แตกต่างกัน  พบว่าเชื้อแต่ละไอโซเลทให้ปรมิาณมวลชีวภาพ  และการออกฤทธิท์าง
ชีวภาพที่แตกต่างกัน การทดลองเพิม่ปรมิาณผลผลติสารสจีากการเลีย้งเชื้อ Streptomyces 
parvulus (CP58-4-21) พบว่าอาหารสูตร ISP3 และ OYG ที่มขี้าวโอ๊ตเป็นแหล่งคารบ์อนให้
น ้าหนักของสารสกัดหยาบมากที่สุดจากส่วนของเซลลค์อื 0.1331 และ 0.1049 กรมั ตามล าดบั 
และพบว่าสารสกัดหยาบจากส่วนน ้าเลีย้งเชื้อในอาหารทัง้ 2 สูตร ให้สารสเีหลอืง สารสเีมื่อตัง้ไว้
ที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซยีส  ความเข้มแสง 4000 ลกัซ ์เป็นเวลา  60 วัน มกีารลดลงของค่า
การดูดกลนืแสงรอ้ยละ 33 

ผลการศึกษาฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบของเชื้อแอคตโินมยัซทีในกลุ่ม 
Streptomyces  ไดแ้ก่  A1-3, A3-3 และ A16-1  พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการเจรญิเตบิโตและ
ผลติสารทุตยิภูมขิองเชื้อ คอื เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3  ที่ความเคม็  25 พพีทีี ในขณะที่เชื้อ S. 
parvulus  ควรเลีย้งในอาหาร ISP2 ที่ความเคม็ 17 พพีทีี โดยมนี ้าตาลเดก็โตรสเป็นแหล่ง
คารบ์อน  เมื่อเลีย้งเชื้อนาน 10 วัน จะให้ปรมิาณมวลชีวภาพมากที่สุด  สารทุตยิภูมทิี่ผลติไดจ้ะ
ถูกปล่อยไปในน ้าเลีย้งเมื่อเลีย้งเชื้อ14 วัน ท าให้ปรมิาณสารสกัดในน ้าเลีย้งมากเพิม่ขึ้น จากการ 
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเชื้อแอคตโินมยัซทีที่แสดงฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระไดด้ทีี่สุด พบว่าเชื้อ 
A1-3 ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ความเคม็ 17 พพีทีี นาน 7 วัน สามารถผลติสารทุตยิภูมใินชั ้นน ้ า
เลีย้ง ได ้0.0138 มลิลกิรมั และแสดงฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ ABTS ที่ IC50 58.07+2.09 พพีเีอม็ 

การศึกษาฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรยี์เมื่อเลีย้งเชื้อ S. parvulus ในอาหารเหลว ISP2 ที่ความ
เคม็  7 ระดบั แลว้ทดสอบการยับยัง้เชื้อแบคทีเรยี 3 ชนิด Escherichia coli, Bacillus subtilis,  
Staphylococcus aureus  และเชื้อรา Candida albicans พบว่าความเคม็ของน ้าทะเลที่ใช้เตรยีม  
อาหารเลีย้งเชื้อ 35 พพีทีี ให้ปรมิาณสารสกัดหยาบมากที่สุดจากส่วนของน ้าเลีย้ง  และการเลีย้ง
เชื้อที่ความเคม็ 40 พพีทีี สามารถยับยัง้เชื้อ E. coli ไดด้ทีี่สุด (20±1มลิลเิมตร) แต่ไม่แตกต่าง
จากความเคม็อื่นอย่างมนัียส าคญัทางสถติ ิ (P>0.05) นอกจากน้ียังพบว่าอาหารที่ใช้เลีย้งเชื้อต่าง
ชนิดกันมผีลต่อการออกฤทธิย์ับยัง้เชื้อแบคทีเรยีและเชื้อราอย่างชัดเจน โดยเชื้อที่เลีย้งในอาหาร
สูตร ข้าวโอ๊ต ยีสตส์กัด และกลเีซอรอล ผลติสารที่ยับยัง้เชื้อแบคทีเรยีและเชื้อราดงักล่าวไดด้ ี
ที่สุด และแตกต่างจากการเลีย้งเชื้อในอาหาร ISP2 อย่างมนัียส าคญัทางสถติ ิ (P<0.05) 
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Abstract 

 Four isolates of marine actinomycetes were separated from sediment which 
collected form mangrove areas. These isolates were then screened for pigment 
production antioxidant and antibacterial activity . The actinomycetes were cultured in ISP2 
ISP3 or OYG (oatmeal, yeast extract and glycerol) medium at different salinity levels. 
Streptomyces parvulus (CP58-4-21) gave high crude extract from cells at 0 .1331 and 
0.1049 g when cultured in ISP3 and OYG medium respectively which oatmeal is major 
component. However, absorption of yellow pigment of crude extract was reduced 33% at 
light intensity 4000 lux 25°C for 60 days.  
 The enrichment of an actinomycete, Streptomyces A1 -3, A3-3 and  A16-1 in 
different types of culture media were further investigated for antioxidant activities. The 
result indicated that the most suitable media for A1-3, A3-3 and  A16-1 was ISP3 and 
salinity at 25 ppt while S. pavulus medium was ISP2 salinity at 17 ppt.  The results of 
antioxidant activity from crude extract of A1 -3 which cultured in ISP3 salinity 17 ppt for 7 
days exhibited high ABTS radical scavenging activity with IC50 value of 58 .07+2.09 ppm. 
The cultivation of actinomycetes gave high biomass for 10 days while secondary 
metabolite secrete from cells to medium after cultured for 14 days. 
  This research was to study the influence of salinity and culture media on growth 
of marine actinomycete,  S. parvulus, to produce high yield of crude extract and their 
antimicrobial activities. Antibacterial and antifungal activities were observed against  
Escherichia coli,  Bacillus subtilis,   Staphylococcus  aureus  and  fungus Candida albicans.  
S. parvulus was cultured in seven levels of salinity of natural sea water and using ISP2 
as culture medium.  It was found that salinity at 35 ppt gave the highest yield of crude 
extracts from supernatant. In addition, crude extract from cells which cultured at salini ty 
40 ppt showed the highest inhibition zone  against  E. coli at 20±1mm not significant 
difference with other salinity (P>0.05).    Cultivation of actinomycete with different medium 
fomulas affected for the bioactive metabolites production . The actinomycete cultured in 
formula, Oatmeal Yeast Extract  and Glycerol medium  produced substances that inhibited 
those bacteria and fungus higher than ISP2 statistically significant (P<0.05). 
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12 น ้าหนักเซลลจ์ากการเลีย้งเชื้อ S. indiaensis (A1-3) ดว้ยอาหาร ISP2 ที่ความ
เป็นกรด-ด่าง และความเคม็แตกต่างกัน 
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13 ผลการทดสอบเบื้องตน้ของสารสกัดหยาบเชื้อแอคตโินมยัซที S. indiaensis  
(A1-3) 
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14 ความคงตวัของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดส่วน supernatant S. 
indiaensis (A1-3) ISP3 ความเคม็ 17ppt 
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15 แสดงความคงตวัของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบส่วน supernatant  
S. coelicoflavu อาหาร ISP2 ความเคม็ 17ppt 
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16 แสดงความคงตวัของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบส่วน supernatant  
S. parvulus เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2 ความเคม็ 17ppt เป็นระยะเวลา 7 วัน  
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17 ผลของความเคม็และอาหารต่อความสามารถในการยับยัง้เชื้อจุลนิทรยี์ของเชื้อ
แอคตโินมยัซที S. parvulus 
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การค้นหาสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีฤทธิ์ทางยาตัวใหม่ๆ มักจะรวมสารจากเชื้อแอคติโนมัย

ซีท เช่น สายพันธุ์ Streptomyces จากตัวอย่างดิน เชื้อแอคติโนมัยซีทได้ถูกน าไปใช้ประโยชน์
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับอุตสาหกรรมยา โดยสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลายและมี

มูลค่าทางการค้าสูง นอกจากนี้ยังมุ่งเน้นการผลิตสารทุติยภูมิที่มีการน าไปประยุกต์ใช้ทางเภสัชวิทยา
และเทคโนโลยีชีวภาพด้านอ่ืนๆ (Takahashi, 2004) เชื้อ Streptomyces ได้รับการยอมรับอย่าง
กว้างขวางว่าเป็นสิ่งมีชีวิตที่ส าคัญในอุตสาหกรรม และสามารถผลิตสารทุติยภูมิตัวใหม่ๆที่ซับซ้อนที่มี

ความแตกต่างกันได้  อีกทั้งยังเป็นผู้ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประโยชน์ (Tanaka และ  
Omura, 1990) เช่น สารยับยั้งจุลินทรีย์ หรือสารที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของพืช หรือสารที่ยับยั้ง
เอนไซม์ ยับยั้งปรสิต ต้านเซลล์มะเร็ง เป็นต้น (Bonjar, 2004) สารผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติหลายชนิด

ทั้งจากการสังเคราะห์หรือที่หลั่งมาจากสิ่งมีชีวิตล้วนแล้วแต่เป็นแหล่งที่ส าคัญของตัวยาที่มีศักยภาพที่
ใช้กันอยู่ในปัจจุบัน ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติเหล่านี้เป็นสารที่มีน้ าหนักโมเลกุลเล็กที่หลั่งมาจากสิ่งมีชีวิต 

ซ่ึงไม่แสดงการท างานให้เห็นภายในเซลล์และรู้จักในฐานะสารทุติยภูมิซ่ึงรวมถึงสารสีหรือที่รู้จักใน
นามชีวรงควัตถุ (biopigments) สารเหล่านี้มีผลส าคัญต่อสุขภาพ คุณค่าอาหาร และทางเศรษฐกิจ  
ในปัจจุบันสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติเป็นส่วนหนึ่งของตลาดโภชนเภสัช (nutraceutical)   

เนื่องจากความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ซ่ึงสารอนุมูลอิสระนี้มีส่วนเก่ียวข้องในสาเหตุของโรค
ร้ายแรงของมนุษย์รวมถึงการเกิดเนื้องอก หรือมะเร็ง ในอดีตที่ผ่านมางานวิจัยในการค้นหาตัวยา และ 

nutraceutical  ความต้องการในด้านโภชนเภสัช หรือสารในอาหารที่ท าหน้าที่ในร่างกาย 
(functional foods) ได้รับความสนใจจากทั่วโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในปัจจุบันมีหลายประเทศเข้าสู่
สังคมผู้สูงวัย หรือก าลังจะเข้าสู่สังคมผู้สูงวัย ในอีก 10 ปีข้างหน้า ซ่ึงมีความต้องการสารเสริมอาหาร

นอกเหนือจากคุณค่าทางโภชนาการ และความต้องการพลังงานพ้ืนฐานที่มนุษย์ได้รับจากอาหาร เพ่ือ
ประโยชน์ทางสรีรวิทยา ป้องกันโรค รักษาโรค และชะลอความชรา เป็นต้น   

แอคติโนมัยซีทเป็นสิ่งมีชีวิตกลุ่มหนึ่งที่ เป็นผู้ผลิตสารทุติภูมิที่มีประสิทธิภาพที่สุด และยังมี
ความส าคัญในอุตสาหกรรมด้วย จากการศึกษาพบว่าแอคติโนมัยซีทหลายๆชนิด เช่นStreptomyces, 
Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora และ Actinoplanes เป็นผู้ผลิตหลัก

ของสารชีวโมเลกุลที่ส าคัญทางการค้า  ข้อจ ากัดของสารอาหารหรือโอกาสที่การเติบโต มักจะเป็น
ปัญหาในส่วนของการสร้างสารทุติยภูมิ ซ่ึงได้รับอิทธิพลจาก carbon catabolic, nitrogen 

metabolite และphosphateregulation (Martin และ Demain, 1980) สารทุติยภูมิของจุลินทรีย์
มีผลส าคัญต่อสุขภาพโภชนาการและเศรษฐกิจของสังคมมนุษย์ สารทุติยภูมิเหล่านี้รวมถึงยาปฏิชีวนะ 
ยาต้านไวรัส สารสี สารต้านอนุมูลอิสระ ฟีโรโมน สารยับยั้งเอนไซม์ สารกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ตัวยาต้าน

เนื้องอก และสารส่งเสริมการเจริญเติบโต จะแสดงสเปกตรัมของฤทธิ์ทางชีวภาพนั้นๆ เช่น สารสีม่วง
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น้ าเงินของ Violacein (3-[1,2-dihydro-5-(5-hydroxy-1H-indol-3-yl)-2-oxo-3H-pyrrol-3-
ilydene]-1,- 3-dihydro-2H-indol-2-one) ซ่ึงเป็นสารกลุ่มอนุพันธุ์อินโดล (indole derivative) 

แยกได้จากแบคทีเรีย Chromobacterium สาร Violacein มีฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลากหลาย มี
ความส าคัญในการประยุกต์ทางอุตสาหกรรมยา ได้แก่ สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็ง ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
ยับยั้งเชื้อไวรัส มีความเป็นพิษ ยับยั้งโปรโตซัว และป้องกันอนุภาครังสี (Durán et al., 2007) เชื้อ 

Streptomyces ทะเลเป็นเชื้อชนิดหนึ่งที่น าไปสู่การค้นพบอย่างกว้างขวางของสารสีที่ มีฤทธิ์เป็นพิษ
ต่อเซลล์ เช่น ผลึกสีเหลืองของสาร streptochlorin แยกจาก Streptomyces sp. 04DH110 (Shin 

et al., 2007) สีน้ าเงินและสีแดง ammosamides A และ B แยกจาก Streptomyces strain CNR-
698 (Hughes et al., 2009), สีเหลือง N-carboxamidostaurosporine แยกจาก Streptomyces 
sp. (Wu et al., 2006) มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง นอกจากนี้เชื้อ Streptomyces sp. USF-319 

สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ 3 ชนิด ซ่ึงยับยั้งเอนไซน์ 5-lipoxygenase สารทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ 
mycotrienin II, trienomycinA and trienomycin B สารพวกคาโรทีนอยด์ก็แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระเช่นกัน ตัวอย่างเช่น astaxanthin, beta carotene, lycopene เป็นต้น (Lee and Min, 
1990) พบว่าการผลิต carotenoids จากเชื้อB. trispora and Xanthophyllomyces 
dendrorhous เม่ือเติมสาร Span 20 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ B. Trispora และปรับ pH ให้มีค่า 10 จะ

ได้สาร â-carotene เพ่ิมขึ้นจาก 0.15 g/L เป็น 2.16g/L (Kim et al., 1997) การผลิตสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพให้มีปริมาณสูงขึ้นเป็นปัจจัยส าคัญในอุตสาหกรรมยา การเพ่ิมผลผลิตสายพันธุ์ท่ีเตรียมไว้

โดยใช้ผลของการกลายพันธุ์ (mutagen) แสดงให้เห็นหลายครั้งว่าวิธีนี้สามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตได้
เพ่ือตอบสนองความต้องการที่เพ่ิมขึ้นในอุตสาหกรรมยาที่มีความจ าเป็นในการปรับปรุงประสิทธิภาพ
การท างานของระบบเพ่ิมผลผลิต การเจริญเติบโตและการผลิตผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสิ่งมีชีวิตมี

อิทธิพลอย่างมากจากองค์ประกอบของอาหาร (medium) จึงเพ่ิมประสิทธิภาพขององค์ประกอบและ
พารามิเตอร์ของการเพาะเลี้ยง เป็นงานหลักในกระบวนการทางชีวภาพ  

      เชื้อแบคทีเรียทางทะเลเป็นที่สนใจของนักวิจัยในยุคปัจจุบัน เพราะสามารถผลิตสารที่มี
คุณสมบัติทางชีวภาพที่ไม่ซ้ ากันได้ (Fenical, 1993) จนถึงขณะนี้เชื้อ Streptomyces, 
Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Bacillus, Vibrio และ Cytophaga  ที่แยกได้จากน้ า

ทะเล ตะกอนดิน สาหร่ายและสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเล สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
มากมาย สารเหล่านี้ได้แก่ อนุพันธ์อินโดล (Quinones และ violacein), อัลคาลอยด์ (prodiginines 

และ tambjamines) พวก polyenes, macrolides, เปปไทด์ เทอร์พีน และคาโรทีนอยด์  สารสีจาก
ธรรมชาติบางตัวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย ปัจจุบันมีอุตสาหกรรมหลายประเภท
ที่ผลิตสีจากจุลินทรีย์เพ่ือใช้ในอาหาร เครื่องส าอาง และสิ่งทอ ชีวรงควัตถุ (biopigments) ถูกผลิต

โดยสิ่งมีชีวิตหลายชนิด สารเหล่านี้สามารถหาได้จากสองแหล่งที่ส าคัญ ได้แก่ พืช และจุลินทรีย์ 
โดยสารชีวรงควัตถุที่ได้จากจุลินทรีย์เป็นที่ต้องการมากกว่าพืชเพราะความคงตัวของสาร (Raisainen 
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et al.,2002) และยังสามารถเพาะเลี้ยงได้ตลอดทั้งปี ใช้พ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยงน้อย (Kim et 
al.,1999; Parekh et al., 2000) ในทางตรงกันข้ามสารชีวรงควัตถุจากพืชมีข้อเสียมากมาย เช่น 

ความไม่คงตัวกับแสง ความร้อนหรือความเป็นกรด-ด่าง การละลายน้ าได้น้อย และมักจะไม่สามารถ
จัดหาได้ตลอดทั้งปี  สารทุติยภูมิจากแหล่งเชื้อแบคทีเรียรวมถึงเอนไซม์ต่างๆ สารสี  ยาปฏิชีวนะ อาจ
มีความส าคัญกับมนุษย์ในหลายๆทาง  อย่างไรก็ตามในหลักการเบื้องต้นเชื้อจุลินทรีย์ต้องไม่เป็นพิษ  

สารที่สนใจสามารถน าไปใช้ในอาหารสัตว์ และอาหารของมนุษย์ได้ ปัจจุบันสารสีหรือคาโรทีนอยด์ถูก
น าไปใช้เป็นส่วนประกอบของอาหารเสริม หรือวิตามินกันอย่างกว้างขวาง        

เนื่องจากสีสังเคราะห์ในอาหารส่งผลกระทบโดยตรงต่อมนุษย์ เช่น โรคภูมิแพ้ สมาธิสั้นใน
เด็ก เป็นต้น จึงท าให้มีการศึกษาการผลิตสารสีจากสิ่งมีชีวิตเพ่ิมมากขึ้น เช่น astaxanthin จาก  
Haematococcus pluvialis (Boussiba, 2000), Chlorella zofingiensis (Pelah et al., 2003)  

แต่พบว่ามีการปนเปื้อนได้ง่าย และท าการสกัดสารสียาก ดังนั้นการผลิตสารสีจากแบคทีเรียจึงเป็น
แหล่งใหม่ที่น่าสนใจ อุตสาหกรรมการผลิตสารสีจากธรรมชาติโดยการหมักของจุลินทรีย์มีข้อดีหลาย

ประการ เช่น สามารถควบคุมการผลิตได้ ใช้พ้ืนที่ในการผลิตน้อย การสกัดง่ายขึ้น น้ าหนักสารที่ได้
สูงขึ้นเม่ือผ่านการปรับปรุงสายพันธุ์ ไม่มีการขาดวัตถุดิบ และไม่มีการเปลี่ยนแปลงตามฤดูกาล 

ปัญหาอย่างหนึ่งของการผลิตสาร คือการเก็บรักษาและวิธีการเพาะเลี้ยงที่ซับซ้อนซ่ึงบ่อยครั้ง

ต้องการสภาวะที่เฉพาะเจาะจงและไม่ปกติ แต่หนึ่งในปัญหาหลักที่เก่ียวข้องกับแอคติโนมัยซีททะเล
คือความยากในการเพาะเลี้ยงเชื้อ  เพราะความต้องการที่เฉพาะเจาะจง อย่างเช่นเกลือทะเล ซ่ึงบาง

สายพันธุ์เหล่านี้ต้องการความเข้มข้นของเกลือสูงมาก (halophiles) (Tsueng et al., 2008) ในกรณี
แอคติโนมัยซีททะเลเริ่มศึกษาและพยายามที่จะเพ่ิมประสิทธิภาพการแยกและการเจริญเติบโตจาก
หลายๆแหล่ง (Piel, 2004;Bull ; Bull et al., 2005) เช่นเดียวกับการพัฒนากระบวนการหมัก

ส าหรับการผลิตสารประกอบที่มีความเฉพาะ (Tsueng et al., 2008;Lam et al., 2007; Selvin et 
al., 2009) จากสารประกอบที่มีศักยภาพ การพัฒนาวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทจึงเป็นสาขาของ

การวิจัยที่น่าสนใจที่สุดส าหรับการค้นหาสารตัวยาใหม่ๆ นักวิทยาศาสตร์ยังคงค้นหาสารประกอบเคมี
และความหลากหลายทางชีวภาพจากเชื้อแอคติมัยซีทท่ีหลากหลายสายพันธุ์ ซ่ึงอาจเป็นไปได้ที่จะ
ประสบความส าเร็จในการค้นพบสายพันธุ์ใหม่ๆ จากคุณลักษณะของเชื้อแอคติมัยซีทและความ

หลากหลายของสารเคมีที่เชื้อผลิตขึ้น จึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับเทคโนโลยีชีวภาพของพืช 
เทคโนโลยีชีวภาพด้านสิ่งแวดล้อม การบริหารจัดการของเสียในเมืองและการใช้ประโยชน์อย่างอ่ืนๆ 

ซ่ึงยังไม่ได้ถูกด าเนินการ จ านวนของสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากเชื้อ actinomycetes อาจจะถูก
ค้นพบในอนาคต รวมทั้งการหา สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมไปพร้อมกัน ในทิศทางนี้
เทคโนโลยีชีวภาพจะมีบทบาทส าคัญส าหรับการหมักขนาดใหญ่ 

สารส าคัญๆเหล่านี้ได้มาในปริมาณที่ไม่เพียงพอในการน าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ รวมถึง
การแยกสารประกอบที่ออกฤทธิ์ชีวภาพด้วย  จากเหตุผลต่างๆที่กล่าวมาจึงมีความจ าเป็นเร่งด่วน
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ส าหรับทางเลือกในการเพ่ิมปริมาณของสารสี  สารออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย และสารต้านอนุมูลอิสระ
จากธรรมชาติ  โดยใช้ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเร็วขึ้น และให้มีผลผลิตเพ่ิมมากขึ้น  เพียงพอที่จะใช้

เป็นแหล่งทางเลือกของสารสีที่ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร nutraceuticals เครื่องส าอาง การแพทย์ 
การใช้สารสีชีวภาพในวัสดุ อุปกรณ์ส าหรับเด็กเล็ก   ซ่ึงคณะผู้วิจัยก าลังด าเนินการแยกสารสีที่ออก
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และพบว่าแหล่งแอคติโนมัยซีททะเลของไทยมีความหลากหลาย และมีฤทธิ์ท่ี

รุนแรงที่น่าสนใจ คณะผู้วิจัยจึงมีความเห็นว่าต้องมีการพัฒนาการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทให้ได้
ปริมาณมาก และให้ได้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์เพ่ิมขึ้นในเบื้องต้น  เพ่ือจะได้เป็นต้นแบบใน

การพัฒนาการเลี้ยงระดับถังหมัก  และน าไปต่อยอดในอุตสาหกรรมทางการแพทย์ การเกษตร รวมถึง
เครื่องส าอางต่อไป 
 

วัตถุประสงคแ์ละขอบเขตกำรวจิัย 
       1. เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทท่ีเพ่ิมผลผลิตสารสี สารยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรีย และสารออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
2. เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างของสารสี และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์สูง 
3. เพ่ือตรวจสอบความคงตัวของสารสี และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตได้ 

 
ขอบเขตของโครงกำรวจิัย 

       1.  ตัวอย่างเชื้อแอคติโนมัยซีททะเล ทีท่ าการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมผลผลิตสารสี สาร
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย และสารต้านอนุมูลอิสระ ได้คัดเลือกตัวอย่างเชื้อที่ให้สารดังกล่าว ได้แก่ 
Streptomyces indiaensis (A1-3), Streptomyces indiaensis (A3-3), Streptomyces 

coelicoflavu และ Streptomyces parvulus จากโครงการ “การค้นหารงควัตถุที่ออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากจุลินทรีย์ทะเล” ซ่ึงได้ด าเนินการวิจัยในปี 2556-2558 แยกจากดินตะกอนบริเวณชายฝั่ง

ทะเลอ่าวไทยฝั่งตะวันออกหรือดินป่าชายเลน 
 2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมทางกายภาพ ของเชื้อแอคติโนมัยซีท ได้แก่ แหล่งคาร์บอน
ไนโตรเจน โลหะไอออน pH และความเค็ม 

 3. การตรวจสอบผลผลิตสารสีที่ได้ ด้วย  UV-Vis spectrophotometer ขณะที่การตรวจสอบ
ผลผลิตสารต้านอนุมูลอิสระโดยการหาปริมาณและทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ 

ABTS 
 4.  ทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียด้วยเทคนิคดิสดิฟฟิวชั่น 
 5.  ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) โดยใช้อาร์ทีเมีย 

 6.  การทดสอบความคงตัวของสารสี สารต้านแบคทีเรีย และสารต้านอนุมูลอิสระที่ได้ ที่อุณหภูมิ
ต่างๆ และทดสอบความคงตัวต่อแสง 
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ประโยชนท์ีค่ำดวำ่จะไดร้บั 
        ได้เทคนิคการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทเพ่ือผลิตสารสีให้ได้ปริมาณมาก และการผลิตเพ่ือให้ได้

สารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ให้ฤทธิ์สูง  ข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยจะได้น าไปจัดท าฐานข้อมูลและเปิด
โอกาสให้นักวิจัยที่สนใจน าไปใช้เพ่ือให้เกิดประโยชน์สูงสุด   



การทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวข้อง 
 

ลกัษณะทัว่ไปของแอคติโนมยัซีท (Actinomycetes) 
แอคตโินมยัซทีเป็นแบคทีเรยีกลุ่มที่ผลติสารที่แสดงฤทธิท์างชีวภาพที่น่าสนใจ 

โดยเฉพาะชนิด Streptomyces ซึง่เป็นชนิดที่มมีากที่สุดและเป็นชนิดที่มรีายงานการผลติสาร
ออกฤทธิท์างชีวภาพเป็นจ านวนมาก สารเมตาบอไลท์จากแอคตโินมยัซทีอาจจะมรีูปแบบที่ใช้
เป็นพืน้ฐานในการสงัเคราะห์ตวัยาเพื่อใช้รกัษาโรคและต่อสูก้ับเชื้อด ือ้ยาได ้ โดยมฤีทธิค์่อนข้าง
กว้างสามารถยับยัง้เชื้อรา ยับยัง้เซลลม์ะเรง็ ตา้นจุลชีพ กดภูมคิุม้กัน และยับยัง้เอนไซม ์ซึง่สาร
ออกฤทธิเ์หล่าน้ีรวมถงึสารสจีากแบคทีเรยีดว้ยเช่นกัน สารสแีละสารออกฤทธิท์างชีวภาพจาก
แหล่งจุลนิทรยี์จงึเป็นทางเลอืกที่ดทีางหน่ึงในการน าไปประยุกตใ์ช้ในระดบัอุตสาหกรรม 
จุลนิทรยี์ที่เป็นที่รูจ้กักันในการผลติสารสแีละสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่หลากหลาย 
(Aberoumand, 2011) ในกระบวนการหมกัสารเหล่าน้ีแพร่อยู่ในอาหารเหลวในปรมิาณน้อย 
ดงันัน้การผลติสารสแีละสารออกฤทธิท์างชีวภาพจงึมตีวัแปรมากมายขึ้นอยู่กับปัจจยัหลาย
อย่างเช่นชนิดของสายพนัธุ ์ สภาวะที่เลีย้งเช่น ระยะเวลาในการบ่ม อุณหภูม ิและองคป์ระกอบ
ของอาหาร เป็นตน้ 

Streptomyces spp. เป็นสิง่มชีีวิตที่อยู่อาศัยในดนิ มสีปอรเ์ป็นแบบกึ่งพกัตวั (semi-
dormant) (Mayfield et al.,1972) เป็นกลุ่มที่ส าคญัที่สุดของแอคตโินมยัซทีที่มคี่า G+C ของดี
เอน็เอสูง ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ Streptomyces รวมถงึการเจรญิเตบิโตโดยการวัดเสน้
ใยไฮฟา (hypha) เสน้ผ่านศูนยก์ลางระหว่าง 0.5-2.0 ไมโครเมตร แอคตโินมยัซทีสามารถผลติ
สารประกอบ 130-140 ชนิด ที่มปีระโยชน์อยู่ในทุกวันน้ีและจ านวนใกลเ้คยีงกันของสารอนุพนัธ ์
(รวมทัง้ยาปฏิชีวนะกึ่งสงัเคราะห์) ถูกน ามาใช้ในทางการแพทย์กับมนุษย์ส่วนใหญ่ใช้ในยาเคมี
บ าบัดและสตัวแพทยศาสตร ์นอกจากน้ีบางส่วนของสารประกอบ 15 -20 ชนิดถูกใช้ใน
การเกษตร ส่วนใหญ่เป็นสารก าจดัศัตรูพชืและตวัเตมิในอาหาร สารเหล่าน้ีส่วนใหญ่จะถูกผลติ
ขึ้นโดยเชื้อแอคตโินมยัซที เช่น cephalosporins และเปปไทดจ์ากเชื้อแบคทีเรยี ยกเว้น 
penicillins ที่ผลติจากเชื้อรา 

 
แหล่งของแอคติโนมยัซีท 

แอคตโินมยัซทีพบไดท้ัว่ไปทัง้ในดนิ และน ้า  มรีายงานการวิจยัที่คดัแยกแอคตโินมยั
ซทีจากดนิรอบราก และจากรากหน่อไมฝ้ร ัง่ในแปลงเกษตรอนิทรยี์ในจงัหวัดประจวบครีขีันธ ์
และเพชรบุร ี (ลลดิา  วชังเงนิ, 2554)  การคดัแยกแอคตโินมยัซทีจากมูลสตัว์เพื่อใช้ในการย่อย
สลายวัสดุทางการเกษตรเบื้องตน้  (จามจุร ีเกตุบัวขาว et al., 2555)  แอคตโินมยัซทีที่แยกได้
จากดนิบรเิวณเกาะชายฝัง่ภาคตะวันออกของไทย คอืเกาะช้าง  เกาะหวาย  เกาะเหลายาใน
จงัหวัดตราด   และเกาะไผ่ในจงัหวัดชลบุร ี  (Srivibool and Sukchotiratana, 2006) , 
(Srivibool and Watanadilok, 2015)  สามารถแยกแอคตโินมยัซทีจากดนิตะกอนบรเิวณป่าชาย
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เลน ในจงัหวัดนครศรธีรรมราช  ชุมพร  และระยอง  ไดท้ัง้หมด 83 ไอโซเลต โดย 55 ไอโซเลต
แยกไดจ้ากดนิตะกอนในบรเิวณป่าชายเลนฝัง่อ่าวไทยจงัหวัดนครศรธีรรมราชเป็นสมาชิกของ
เชื้อสกุล Streptomyces, Micromonospora, Nocardiopsis และ Streptoalloteichus เป็นตน้ 
โดยพบว่าเชื้อแอคตโินมยัซทีมากกว่ารอ้ยละ 50 สามารถยับยัง้เชื้อแบซลิลสัได ้  
 
การจัดจ าแนกและพิสูจน์เอกลกัษณ์แอคติโนมยัซีท 
 การจดัจ าแนกแอคตโินมยัซทีเบื้องตน้จะใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา เช่น ลกัษณะการ
เรยีงตวัของสปอร ์ลกัษณะของเสน้ใยที่เจรญิว่าเจรญิอยู่ใตผ้วิอาหาร หรอืชูขึ้นเหนือผวิอาหาร 
ลกัษณะผวิโคนี ความนูนของโคโลนี ขนาดของโคโลนี เป็นต้น นอกจากน้ียังมกีารน าลกัษณะ
ทางชีวเคม ีเช่น วิเคราะห์การใช้แหล่งคารบ์อนและไนโตรเจน ความสามารถในการใช้สารเคมี
ต่างๆ มาร่วมในการจดัจ าแนก อย่างไรก็ตามปัจจุบันมกีารคน้พบแบคทีเรยีแอคตโินมยัซทีชนิด
ใหม่ๆเพิม่มากขึ้น ท าให้การใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมเีพื่อระบุชนิด
ยากขึ้นและอาจมมีคีวามสบัสน เน่ืองจากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมมีกัมี
ความผนัแปรตามสภาพแวดลอ้มในขณะนั้นได ้ ดงันัน้ในยุคปัจจุบันการอธบิายลกัษณะ ระบุจนัีส
และสปีชีสข์องแบคทีเรยีแอคตโินมยัซทีนัน้ จ าเป็นตอ้งศึกษาอนุกรมวิธานแบบโฟลฟีาสกิ 
(polyphasic taxonomy) ซึง่อนุกรมวิธานแบบโฟลฟีาสกินัน้ประกอบดว้ยการใช้ข้อมูลค่าความ
คลา้ยคลงึของล าดบัเบสของยีน 16S ไรโบโซมอลอารเ์อน็เอ (16S rRNA) มาท าการ
เปรยีบเทียบความสมัพนัธร์ะหว่างล าดบันิวคลโีอไทด ์ซึง่จะแสดงผลในรูปตารางเปรยีบเทียบ
ความคลา้ยคลงึและผงัแสดงความสมัพนัธท์างวิวัฒนการ (phylogenetic tree) เมื่อทราบ
ความสมัพนัธท์างวิวัฒนาการแลว้จงึใช้การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาลกัษณะทางชีวเคม ี
และการศึกษาเคมอีนุกรมวิธาน (Chemotaxonomy) ซึง่ใช้การวิเคราะห์ลกัษณะทางเคม ีเช่น 
ชนิดของ diaminopimelic acid ที่ผนังเซลลล์ ์ ชนิดของน ้าตาลภายในเซลลล์ ์ ฟอสโฟลปิิด และ 
menaquinone เป็นตน้ มาร่วมในการจดัจ าแนก และสุดท้ายในการระบุสปีชีสข์องแบคทีเรยีแอ
คตโินมยัซทีนัน้ตอ้งใช้ดเีอน็เอทัง้จโีนมมาเปรยีบเทียบความสมัพนัธห์รอืเปรยีบเทียบความ
คลา้ยคลงึระหว่างสปีชีส ์การเปรยีบเทียบความสมัพนัธข์องดเีอน็เอทัง้จโีนมมกัใช้เทคนิค DNA-
DNA hybridization (DDH) (Murray et al., 1990; Stackebrandt and Liesack, 1993; 
Vandamme et al., 1996)   
       DNA-DNA hybridization ถอืเป็น gold standard ส าหรบัการเสนอแบคทีเรยีชนิด
ใหม่ โดยเปอรเ์ซน็ตก์ารจบักันของดเีอน็เอ (DNA-DNA binding) คอืค่ารอ้ยละความเหมอืนของ
ล าดบัเบสในจโีนมทัง้หมด หรอือตัราการจบักันเป็นลกัษณะพเิศษของล าดบัเบสที่คลา้ยคลงึกัน
ระหว่างสองจโีนม วิธน้ีีจะบ่งบอกถงึมคีวามคลา้ยคลงึกันทางพนัธุกรรมโดยรวมของสปีชีส ์การ
ประเมนิค่าที่ระดบัจโีนมภายใตส้ภาวะมาตรฐานสามารถแปรผลไดค้อื สปีชีสท์ี่แสดงค่า DNA-
DNA-binding น้อยกว่า 70% ในอุณหภูมทิี่หลอมละลาย (Melting Temperature: ΔTm) จะ
ไดร้บัการพจิารณาให้เป็นสปีชีสใ์หม่ และเมื่อการเปรยีบเทียบค่าความคลา้ยคลงึกันของยีน 16S 
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rRNA และ ค่า DNA-DNA binding สายพนัธุท์ี่แสดงค่าความคลา้ยคลงึของล าดบัเบสของยีน 
16S rRNA น้อยกว่า 97 % มกัจะมคี่า DNA-DNA binding น้อยกว่า 70 % ดว้ย ส่วนสายพนัธุท์ี่
มคี่าความคลา้ยคลงึของล าดบัเบสยีน 16S rRNA มากกว่า 98 % จะมคี่า DNA-DNA-binding 
น้อยกว่าหรอืเท่ากับ 70 % ดงัภาพที่1 (Vandamme et al., 1996; Stackebrandt and Goebel, 
1994; Stackebrandt et al, 2002; Gevers et al., 2005) 
 

 
 
ภาพท่ี 1 การเปรยีบเทียบล าดบัที่คลา้ยคลงึกันของยีน 16S rRNA และค่า DNA-DNA binding  
ที่มา: Stackebrandt and Eber. (2006) 

  
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแอคติโนมยัซีท 
           แอคตโินมยัซทีนอกจากจะมคีวามส าคญัต่อระบบนิเวศแลว้ยังเป็นแหล่งที่ส าคญัของ
สารที่มฤีทธิท์างชีวภาพ (Bioactive Compound) ซึง่มคีวามส าคญัทัง้ทางการแพทย์ และมี
คุณค่าทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะทางเทคโนโลยีชีวภาพ เช่น สารปฏิชีวนะ สารตา้นมะเรง็ อาหาร
เสรมิ และรงควัตถุ เป็นตน้ (Manivasagan et al., 2014)  โดยเมตาบอไลตทุ์ตยิภูมทิี่ม ี
การศึกษา 22,000 ชนิดนัน้ไดจ้ากจุลนิทรยี์ และพบว่ามาจากแอคตโินมยัซทีถงึรอ้ยละ 70 จาก
เชื้อรารอ้ยละ 20 จากแบซลิสั รอ้ยละ 7 และรอ้ยละ 1 -2 ไดจ้ากแบคทีเรยีชนิดอื่น ในกลุ่มของแอ
คตโินมยัซทีนัน้เชื้อ Streptomycetes เป็นเชื้อกลุ่มใหญ่ที่มคีวามส าคญัทางเศรษฐศาสตรใ์นการ
ผลติเป็นยาปฏิชีวนะ ประมาณการณว่์าสารที่ออกฤทธิท์างชีวภาพ 10,000 ชนิด เป็นสาร
ปฏิชีวนะที่ผลติโดย Genus Streptomyces รอ้ยละ 50-55 (Subramani and Aalbersberg, 
2012)  สารเมตาบอไลท์จากแอคตโินมยัซทีอาจจะมรีูปแบบที่ใช้เป็นพืน้ฐานในการสงัเคราะห์ตวั

16S rRNA 

gene 
sequence 

similarity 

DNA-DNA reassociation (%) 
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ยาเพื่อใช้รกัษาโรคและต่อสูก้ับเชื้อด ือ้ยาได ้ โดยมฤีทธิค์่อนข้างกว้างสามารถยับยัง้เชื้อรา ยับยัง้
เซลลม์ะเรง็ ตา้นจุลชีพ กดภูมคิุม้กัน และยับยัง้เอนไซม ์ซึง่สารออกฤทธิเ์หล่าน้ีส่วนมาก
ประกอบไปดว้ยสารหลายประเภท เช่น สาร Azamerone เป็นสารพวก meroterpenoid ซึง่ได ้
จากแบคทีเรยีทะเลชนิด Streptomyces (Cho et al., 2006) และสาร glaciapyrroles A, B และ 
C แยกไดจ้ากสายพนัธุ ์Streptomyces (NPSOO 8187) ที่แยกจากดนิตะกอน ซึง่สารเหล่าน้ี
แสดงฤทธิต์า้นเชื้อแบคทีเรยี (Macherla et al., 2005) สารที่ไดจ้ากแบคทีเรยีทะเล 
Streptomyces จะมฤีทธิท์างชีวภาพที่สูง เช่น สารประกอบเชิงซอ้นของ C-glycosides 
himalomycins A และ B, พวกสารกลุ่ม anthraquinones fridamycin E สารเหล่าน้ีไดม้าจาก
แบคทีเรยี Streptomyces sp. 6921 ที่ไดจ้ากดนิตะกอนเป็นสารที่มฤีทธิต์า้นจุลชีพที่รุนแรง 
(Maskey et al. 2003)  

 ในประเทศไทยมงีานวิจยัที่ศึกษาเกี่ยวกับการออกฤทิท์างชีวภาพของสารสกัดจาก
เชื้อแอคตโินมยัซทีที่หลากหลาย  เช่น  การศึกษาฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระจากแอคตโินมยัซทีที่
แยกจากดนิตะกอนป่าชายเลน (ทิพอร อุย้เหง่า  และกานดา เอีย่มคด,  2556)   ส าหรบั
การศึกษาเชื้อแอคตโินมยัซทีหายากไดม้กีารแยกเชื้อจากดนิบรเิวณป่าชายเลนและป่าพรุแถบ
ฝัง่ทะเลอนัดามนั     สามารถแยกเชื้อแอคตโินมยัซทีหายากได ้ 64  ไอโซเลต   ซึง่เป็นสมาชิก
ของเชื้อสกุล   Micromonospora,   Agromyces,   Catellatospora, Streptosporanginum, 
Pseudonocardia, Microbispora, Microtrtraspora, Actinomadura, Nonomuraea, 
Dactylosporangium และคน้พบเชื้อแอนตโินมยัซทีสกุลใหม่คอื Actinocatenispora  เมื่อสกัด
สารจากน ้าเลีย้งเชื้อดว้ยเอทิลอะซเีตต พบว่าเชื้อแอคตโินมัยซทีมากกว่ารอ้ยละ 50 แสดงฤทธิ ์
ทางชีวภาพอย่างใดอย่างหน่ึงของการทดสอบ (จติต ิและ สมบูรณ,์ 2550)  
 
การผลิตสารสีของเช้ือแบคทีเรีย 

สจีากแบคทีเรยีมทีัง้ที่ละลายน ้าและไม่ละลาย พวกที่ละลายน ้าไดจ้ะแพร่ออกมาใน
อาหารเลีย้งเชื้อ โมเลกุลสารสถีูกสงัเคราะห์อยู่ในผนังเซลหรอืช่องว่าง periplasmic space มี
รายงานว่าแบคทีเรยีที่ใช้ออกซเิจน และแบคทีเรยีมอีากาศ หรอืไม่มอีากาศก็เจรญิได ้
( Facultative bacteria) สามารถผลติสไีด ้ เพราะโมเลกุลออกซเิจนมคีวามจ าเป็นส าหรบัการ
ผลติสารส ีดงันัน้พวกที่ไม่ใช้ออกซเิจนในการเจรญิเตบิโตจงึไม่มีส ี การสงัเคราะห์สารสขีึ้นกับ 
แสงสว่าง ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูม ิและส่วนประกอบในอาหาร สารสทีี่ผลติโดยแบคทีเรยี
สามารถดูดกลนืรงัสแีสง UV หรอืก าจดัอนุมูลออกซเิจน ทัง้สองกรณสีารสจีากแบคทีเรยีจะท า
หน้าที่ปกป้องเซลล ์บางชนิดเป็น antibiotic ที่สามารถยับยัง้โรคตดิเชื้อจากแบคทีเรยีแกรมบวก
และลบ รวมถงึเชื้อราดว้ยที่เกิดกับมนุษย์ เช่น prodigiosin, erythromycin, pyocyanin เป็นตน้ 
นอกจากน้ีสารสยีังช่วยในการด ารงชีวิตที่สภาวะเครยีด การประยุกตใ์ช้ที่ส าคญัของสารสจีาก
แบคทีเรยี ไดแ้ก่ การตา้นการจบักินสิง่แปลกปลอมของฟาโกรซยัท์มคีวามคงตวัต่อแสง ความ
รอ้น และกรด (Joshi et al., 2003) ยับยัง้เซลลม์ะเรง็ สามารถน าไปใช้ในอุตสาหกกรรม สเีตมิ
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อาหาร แหล่งของวิตามนิ A ทางการแพทย์ ตา้นอนุมูลอสิระ และอุตสาหกรรมเคร ื่องส าอาง 
(Tibor, 2007; Sardaryan et al., 2004) เป็นตน้ 

การผลติสารทุตยิภูมโิดยจุลนิทรยี์แตกต่างกันทัง้คุณภาพและปรมิาณขึ้นอยู่กับสายพนัธุ ์
และชนิดของจุลนิทรยี์ที่ใช้ เช่นเดยีวกับสภาวะของสารอาหารและการเพาะเลีย้ง (Lamet al., 
1989) ในปี ค.ศ. 2004 Giri ไดร้ายงานสภาวะที่ใช้ในการผลติสารสแีดง prodigiosin  ที่ถูกแยก
ครัง้แรกจากเชื้อแบคทีเรยี Serratia marcescens (Gerber, 1969) มคีุณสมบัตทิางชีวภาพ
มากมาย เช่น ตา้นแบคทีเรยี ตา้นเชื้อรา ตา้นมาลาเรยี กดภูมคิุม้กัน และตา้นเซลลม์ะเรง็ 
(Williamson et al., 2007; Montaner and Tomas, 2003) นอกเหนือจากเชื้อแบคทีเรยีน้ี ยังพบ
การแยกสารชนิดน้ีจาก Streptomyces (Gerber, 1975), Actinomadura (Gerber, 1975) เป็น
ตน้ มกีารหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิม่ปรมิาณเซลลแ์ละการผลติสารส ี prodigiosin พบว่ามี
หลายปัจจยั เช่น รูปแบบกรดไขมนัของแหล่งคารบ์อนโดยเมื่อใช้ peanut broth และ seasame 
broth เชื้อจะเจรญิไดด้กีว่าและไดป้รมิาณสาร prodigiosin มากกว่าเมื่อเปรยีบเทียบกับการใช้
อาหารเลีย้งเชื้อเดมิ nutrientbroth  และ  peptone glycerol broth  (Giriet al., 2004)  โดย
อุณหภูมทิี่เหมาะสมที่ 28 °C และ pH 7 (Samrot et al., 2011) น ้าตาลมผีลต่อการผลติสารสี
เพยีงเลก็น้อยใน nutrient broth  

ขณะที่การผลติสารคาโรทีนอยดจ์ากเชื้อ Streptomyces ยังคลุมเครอื โดยขึ้นกับแสง 
แต่ Wang, 2012 ไดท้ าการหาสภาวะการเพาะเลีย้งที่เหมาะสมของการผลติสาร β-carotene 
โดยเชื้อ S. marcescens RB3 โดยใช้ 2.0% lactose, 2.0% peptone, 0.3% beef extract, 
1.0% NaCl supplemented ดว้ย 0.05% Fe2+, pH 6.0 และ 30ºC ไดป้รมิาณ β-carotene 2.45 
μg/mL โดยที่ผ่านมา Choudhari และ Singhal (2008) พบว่าเชื้อ Blakeslea trispora ไม่
สามารถผลติ β-carotene โดยปราศจากแหล่งคารบ์อน ซึง่ไดม้กีารทดลองเลีย้งเชื้อดว้ยแหล่ง
คารบ์อนที่แตกต่างกันในการผลติสารสโีดยใช้น ้าตาลซูโครส แลคโตส มอลโตส และแป้งที่ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 2% ในหลายๆสารทดสอบ พบว่าแลคโตสเป็นแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสม
ที่สุดท าให้ไดส้ารส ี 1.209 ไมโครกรมั/มลิลลิติร อาจเป็นเพราะแลคโตสสามารถถูกใช้ใน
กระบวนการเมตาบอลสิมส าหรบัการสงัเคราะห์ β-carotene ของเชื้อรา Blakeslea trispora 
และมรีายงานว่ากลูโคสจะให้ปรมิาณ β-carotene สูงสุดและโลหะไอออนมผีลต่อความเข้มข้น
ของ β-carotene โดยพบว่าโลหะ Fe2+ and Fe3+ สามารถเพิม่การผลติสารสไีด ้ อกีปัจจยัหน่ึง 
คอื pH ของอาหารเลีย้งเชื้อที่มคีวามส าคญัต่อ metabolite production ในเซลล ์ค่า ความเป็น
กรด-ด่าง 6 สามารถผลติสารส ี beta-carotene สูงสุด เช่นเดยีวกับอุณหภูมทิี่ตอ้งท าการควบคุม
ในกระบวนการหมกัที่ 30ºC จะได ้yield มากที่สุด และเมื่ออุณหภูมยิิ่งสูงขึ้นการผลติสารสกี็จะ
ลดลง โดยสรุปสภาวะที่เหมาะสมของการผลติสาร beta-carotene ไดแ้ก่ 2.0% lactose, 2.0% 
peptone, 0.3% beef extract, 1.0% NaCl supplemented ดว้ย 0.05% Fe2+, pH 6.0, และบ่ม
ที่ 30ºC ท าให้การผลติเพิม่ขึ้น 69.2% (Wang et al., 2012) 
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กรณขีองสารสทีี่มฤีทธ ิต์า้นอนุมูลอสิระของสารส ี lycopene พบว่าการเพิม่การผลติส ี
lycopene ท าโดยการเตมิ tobacco dust ซึง่จะป้องกันการเกิดปฏิกิรยิา cyclization ของ 
lycopeneไปเป็น â-carotene (Tereshinaet al., 1996) การผลติสารคาโรทีนอยดเ์พิม่ขึ้นเมื่อ
ผสม corn wet milling ในการเพาะเลีย้งเชื้อ Xanthophyllomyces dendrorhous (Hayman et 
al., 1995) เมื่อเปรยีบเทียบกับการเลีย้งเดมิดว้ย yeast-malt extracts ระดบัของ total 
carotenoid และ astaxanthin เพิม่ขึ้นสีเ่ท่าในปี ค.ศ. 2012 Mandelli et al.ไดห้าสภาวะการ
เพาะเลีย้งเชื้อ Thermus filiformis เพื่อเพิม่ผลผลติสารคาโรทีนอยด ์ thermozeaxanthins พบว่า
อุณหภูมไิม่มผีลต่อการเพิม่มวลคาโรทีนอยด ์ แต่มผีลต่อ carotenoid content และสามารถ
ป้องกันการเกิด singlet oxygen นอกจากน้ีการใช้ระดบัค่าความเป็นกรด-ด่าง และความเข้มข้น
ของ yeast extract and tryptone สูงๆมผีลต่อการเพิม่ผลผลติที่อุณหภูมติ ่าๆ 

ในปี พ.ศ. 2556 รวิวรรณ et al.ไดร้ายงานผลการศึกษาฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสาร
สกัดที่แยกจากเชื้อแอคตโินมยัซทีจากดนิตะกอนภาคตะวันออก และดนิป่าชายเลน เชื้อที่ให้สาร
สทีี่น่าสนใจหลายสายพนัธุ ์ ไดแ้ก่ สแีดงของ A1-3, A3-3, A16-1  สเีหลอืงของ CH54-8 และสี
สม้ของ RY20  
 
ความส าคญัของสารสี 

รงควัตถุมคีวามส าคญัต่อสรรีวิทยาของเซลลแ์ละการอยู่รอด สารผลติภณัฑธ์รรมชาติ
เหล่าน้ีหลายตวัพบว่ามคีุณสมบัตเิป็นยาตา้นจุลชีพตา้นมะเรง็และกดภูมคิุม้กัน 
(immunosuppressive) ส่วนใหญ่จุลนิทรยี์ผลติสารทุตยิภูมผิ่านกลไก quorum sensing ซึง่สาร
รงควัตถุเหล่าน้ีสามารถยับยัง้หรอืฆ่าเชื้อแบคทีเรยีและจุลนิทรยี์อื่นๆไดท้ี่ระดบัความเข้มข้นต ่าๆ 
จากความหลากหลายของสารเหล่าน้ีและยังมแีนวโน้มที่ดใีนการออกฤทธิย์ับยัง้โรคต่างๆได้
หลายโรค จงึมบีทบาทส าคญัทัง้ในงานวิจยัทางการแพทย์และทางการเกษตร  แบคทีเรยีที่แยก
จากทะเลที่ผลติรงควัตถุดูเหมอืนจะมบีทบาทส าคญัๆ 2 ประการ คอื 1) การผลติสเีพื่อปรบัตวั
ให้เข้ากับสภาวะแวดลอ้ม และ 2) เพื่อป้องกันตวัจากผูล่้าอื่นๆ (Bhatnagar and Kim, 2010) 
เช่น รงควัตถุที่เป็นสนี ้าตาลของสารเมลานิน (melanin) ที่ผลติโดยแบคทีเรยีในหลายๆชนิด 
เช่นเดยีวกับรงควัตถุสเีหลอืงเขียวของ scytonemin ที่แยกไดจ้าก cyanobacteria เหล่าน้ีมไีว้
เพื่อปกป้องเซลลจ์ากรงัส ีUV และป้องกันไม่ให้ผวิแห้ง (desiccation) ดงันัน้เพื่อปรบัตวัต่อ
แสงแดดที่มากเกินไป และเพื่อความอยู่รอดภายใตอ้นัตรายจากรงัส ี UV แบคทีเรยีจะตอ้งผลติ
สารประกอบเหล่าน้ี ในปี ค.ศ. 1955 Griffiths et al. พบว่าคาโรทีนอยดเ์ป็นส่วนประกอบส าคญั
ของชัน้เมมเบรนของจุลนิทรยี์ และอาจจะปกป้องเซลลข์องแบคทีเรยีจากการเกิด photo-
oxidation หรอืความเสยีหายที่เกิดจากรงัสวีิซเิบล จากที่กล่าวมาข้างตน้ถงึการปรบัตวัและตอ้ง
อดทนในสภาวะต่างๆของแบคทีเรยีท าให้สามารถแสดงคุณสมบัตติ่างๆมากมาย  
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การพัฒนาการเพาะเล้ียงส าหรบัการคดักรองสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
การพฒันาการเพาะเลีย้งเน้นการเพิม่ประสทิธภิาพของอาหารเหลวและการเพาะเลีย้ง

เชื้อจุลนิทรยี์ที่แยกไดจ้ากแหล่งต่างๆเช่นเชื้อราและเชื้อแอคตโินมยัซทีส าหรบัการปรบัปรุงการ
เจรญิเตบิโตของเซลลแ์ละการผลติสารออกฤทธิท์างชีวภาพ เพื่อเพิม่ปรมิาณเซลลจ์ากการ
เพาะเลีย้ง ให้ไดส้ารปรมิาณมากส าหรบัการวิเคราะห์โครงสรา้งของสารประกอบที่น่าสนใจ ซึง่
การผลติสารทุตยิภูมโิดยจุลนิทรยี์แตกต่างกันทัง้คุณภาพและปรมิาณขึ้นอยู่กับสายพนัธุ ์ ชนิด
ของจุลนิทรยี์ อาหาร และสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลีย้ง (Lamet al., 1989) ดงันัน้สภาวะที่
เหมาะสมในการเลีย้งเชื้อจะท าให้กระบวนการหมกัมตีน้ทุนที่ต ่า จงึกลายแป็นความจ าเป็นใน
การเพิม่ประสทิธภิาพและลดค่าใช้จ่าย เพื่อให้กระบวนการสมบูรณม์ปีระสทิธภิาพ (John et 
al.,2007) 
 
อนุมูลอิสระ (free radical) 
 อนุมูลอสิระ คอือะตอม โมเลกุล หรอืสารประกอบที่มอีเิลค็ตรอนโดดเดีย่ว (unpaired 
electrons) อยู่ในออรบ์ิทัลวงนอกสุดที่มรีะดบัพลงังานสูงและมอีายุสัน้มาก จงึจดัว่าเป็นโมเลกุล
ที่มาเสถยีรและว่องไวต่อการเกิดปฏิกิรยิาเคม ี(มาลยัพร ดวงบาล, 2552)โดยสามารถพบไดทุ้ก
ที่ทัง้ในสิง่แวดลอ้ม ในสิง่มชีีวิตหรอืแม่กระทัง่ในเซลล ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกระบวนการเมตา
บอลซิมึ โดยมกีารเคลื่อนย้ายอเิลค็ตรอนออกจากโมลเลกุลของออกซเิจนท าให้อเิลก็ตรอยใน
โมเลกุลออกซเิจนไม่สมดุล กลายเป็นอนุมูลอสิระและว่องไวในการเข้าท าปฏิกิรยิามาก และ
สามารถดงึอเิลก็ตรอนจากโมเลกุลอื่นมาแทนที่อเิลก็ตรอนที่หายไป เพื่อให้ตวัเองสมดุลหรอื
เสถยีร ซึง่ปฎิกิรยิาน้ีจะเกิดขึ้นอย่างต่อเน่ืองโดยเกิดแบบปฏิกิรยิาลูกโซ่ (บุหรนั พนัธุส์วรรค ์, 
2556) อนุมูลอสิระและสารที่เกี่ยวข้องกับอนุมูลที่มบีทบาทในทางชีววิทยา แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม
ใหญ่ๆ ดว้ยกัน คอื กลุ่มที่มอีอกซเิจนเป็นองคป์ระกอบ ( reactive oxygen specieds, ROS) 
กลุ่มที่มไีนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบ (reactive nitrogen species, RNS) และกลุ่มที่มคีลอรนีเป็น
องคป์ระกอบ (reactive chlorine, RCS) ตวัอย่างของอนุมูลอสิระที่มคีวามส าคญัทางชีวภาพ
ไดแ้ก่ อนุมูลซุปเปอรอ์อกไซดแ์อนออิอน (O2

-•) อนุมูลไฮดรอกซ ี (•OH) อนุมูลอลัคอกซ ี (RO•) 
และอนุมูลเปอรไ์ฮดรอกซ ี (HO2

•) อนุมูลอสิระเหล่าน้ีจดัเป็นอนุมูลที่มคีวามไวต่อการ
เกิดปฏิกิรยิาสูง ในขณะที่ไนตรกิออกไซด ์ (NO) หรอือนุมูลไนตรกิ ออกไซด ์ (•NO) อนุมูล
วิตามนิอ ีและอนุมูลวิตามนิซเีป็นอนุมูลอิสระที่มคีวามไวสูงรองลงมา (มาลยัพร ดวงบาล , 2552) 
 นอกจากน้ีอนมูลอสิระสามารถท าลายชีวโมเลกุลทุกประเภท ทัง้ในเซลลแ์ละ
ส่วนประกอบของเซลลส์ิง่มชีีวิต เช่น ลพิดิ โปรตนี ตารโ์บไฮเดรต เอนไซม ์ ดเีอน็เอ อารเ์อน็เอ 
เซลลเ์มมเบรน คอลลาเจน ไมโทคอนเดรยี และเน้ือเยื่อเกี่ยวพนั เป็นตน้ ซึง่เป็นสาเหตุให้เซลล์
ตาย (บุหรนั พนัธุส์วรรค,์ 2556) โดยพบว่า ROS จะท าลายดเีอน็เอท าให้เกิดการกลายของดี
เอน็เอในเซลล ์ ซึง่น าไปสู่การเกิดโรคมะเรง็ โรคความจ าเสีย่ม (มาลยัพร ดวงบาล , 2552)  อกี
ทัง้ยังก่อให้เกิดโรคต่างๆ ไดแ้ก่ โรคหัวใจขาดเลอืด โรคข้ออกัเสบ โรคภูมแิพ ้โรคความดนัโลหิต 
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โรคเหงอืก โรคเกี่ยวกับสายตา ความผดิปกตขิองปอดและระบบประสาท โรคเกี่ยวกับทางเดนิ
หายใจ โรคเกี่ยวกับความผดิปกตขิองผวิหนัง และโรคล าไสอ้กัเสบ เป็นตน้ (Ames et al., 1993) 
 
แหล่งก าเนิดอนุมูลอิสระ (Sources of free radical)  

ในสิง่มชีีวิตทุกชนิดที่ใช้ออกซเิจนในการด ารงชีวิตจะมอีนุมูลอิสระของออกซเิจน เกิด
ขึ้นอยู่ตลอดเวลา การเกิดอนุมูลอสิระเหล่าน้ี มสีาเหตุมาจากปัจจยั ทัง้ภายในและภายนอก
ร่างกายดงัน้ี (เจนจริา จริมัย์ และประสงค ์สหีานาม, 2554) 

1. ปัจจัยภายในร่างกาย (เจนจริา จริมัย์ และประสงค ์สหีานาม, 2554) 
ในร่างกายของสิง่มชีีวิตจะมปีฏิกิรยิามากมายที่เกี่ยวข้องกับทัง้การสรา้งและการสลาย

โมเลกุลของสารที่เรยีกว่ากระบวนการเมทาบอลซิมึ ซึง่ถอืเป็นสาเหตุหลกัอย่างหน่ึงที่ท าให้เกิด
อนุมูลอสิระ ตวัอย่างปฏิกิรยิาที่ท าให้เกิดอนุมูลอสิระไดแ้ก่ 

- ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ท่ีเกิดข้ึนเอง (autooxidation) (Nawar, 1996) เช่น การเกิด
ออกซเิดชัน่ของไขมนั โดยแบ่งออกเป็น 3 ระยะ ดงัน้ี 

1. ระยะเหน่ียวน าเร ิม่ตน้ ( initiation) เป็นระยะที่กรดไขมนัแตกตวัเป็นอนุมูลอสิระโดยมี
แสงหรอือุณหภูมเิป็นตวัเร่งปฏิกิรยิา ดงัสมการ 
 
 

 
 
 
2. ระยะเพิม่จ านวน (propagation) เป็นระยะที่อนุมูลอสิระท าปฎิรยิากับออกซเิจนเกิด

เป็นอนุมูลเปอรอ์อกซี ่ (peroxy radical) แลว้ท าปฏิกิรยิาต่อกับกรดไขมนัเกิดเป็นไฮโดรเปอร์
ออกไซด ์ (hydro peroxide) และอนุมูลอสิระซึง่ถา้มแีสงและความรอ้นเป็นตวัเร่งปฏิกิรยิาต่อท า
ให้อนุมูลอสิระเพิม่ขึ้น แลว้อนุมูลอสิระที่เกิดขึ้นก็สามารถท าปฏิรยิากับออกซเิจนใหม่ไดต้่อเน่ือง
ไปเร ื่อยๆ ดงัสมการ 

 
 
 

 
 
 3. ระยะสิน้สุด (Termination) เป็นระยะที่อนุมูลอสิระที่เกิดขึ้นรวมตวักันกลายเป็น
โมเลกุลที่เสถยีร ดงัสมการ 
 
 

RH + initiation R• + H• 

light 

Temperature 

R• + O2 ROO• 

ROO• + RH ROOH + R• 
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- ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ท่ีมีเอนไซมเ์ป็นตัวเร่ง (Halliwell et al., 1995) การท างาน

ของเอนไซมส์ าคญั 2 ชนิดที่มผีลกระตุน้การสรา้งอนุมูลอสิระภายในร่างกายได้แก่ 
1. เอนไซม ์ แซนธนีออกซเิดส (xanthine oxidase: XO) ท าหน้าที่ส าคญัในกระบวนการ

สลายเบสพวิรนี (purine) โดยเร่งปฏิกิรยิาการเปลีย่นไฮโพแซนธนี (hypoxanthine) เป็นแซนธนี 
(xanthine) และแซนธนีเป็น กรดยูรกิ (uric acid) พรอ้มๆกับเคลื่อนย้ายอเิลค็ตรอนให้ออกซเิจน
เป็นอนุมูลซูเปอรอ์อกไซด ์ (O2

•-) ดงัสมการ 
 
 
 
 
 
 
 
2. เอนไซมไ์ลโพออกซจีเีนส ( lipoxygenase: LOX) ท าหน้าที่เร่งปฏิกิรยิาออกซเิดชัน่

ของกรดไขมนัไม่อิม่ตวัสูง (polyunsaturated fatty acid) ภายในโมเลกุลของเอนไซมน้ี์มเีหลก็ 
(Fe2+) เป็นส่วนประกอบอยู่ท าหน้าที่ดงึอะตอมไฮโดรเจนจากกรดไขมนัและเตมิออกซเิจนให้กับ
กรดไขมนัเกิดเป็นไฮโดรเพอรอกไซด ์ ซึง่จะสลายตวัเป็นอนุมูลของกรดไขมนั 

 
- กระบวนการก าจัดส่ิงแปลกปลอมของเมด็เลือดขาว (Konstan and Berger, 

1993) ในขัน้ตอนการท าลายสิง่แปลกปลอมโดยเฉพาะเชื้อโรคที่ถูกกลนืกินเข้ามาภายใน
ร่างกาย เซลลเ์มด็เลอืดขาวจะมกีารดงึโมเลกุลออกซเิจน มาใช้เป็นจ านวนมากเพื่อผลติเป็น
อนุมูลซูเปอรอ์อกไซด ์ โดยการท างานของเอนไซม ืNADPH ออกซเิดส (NADPH oxidase) ของ
เมด็เลอืดขาวดงัสมการ 

 
 
 
 

2O2 + NADPH 2O2
•- + NADP+ + H+ 

R• + R• RR 

ROO• + ROO• ROOR + O2
 

Hypoxanthine + O2 + H2O Xanthine + H2O2 + O2
•- 

Xanthine + O2 + H2O Uric acid + H2O2 + O2
•- 

XO 

XO 
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นอกจากน้ีในเมด็ส ี (granule) ของเมด็เลอืดขาวยังมเีอนไซมไ์มอโีลเทอรอกซเิดส 
(myeloperoxidase) ท าให้เกิดอนุมูลไฮโปคลอรสั (hypochlorous, HOCl-) ซึง่เป็นสารที่ท าลาย
จุลชีพไดด้งัสมการ 

 
 
 
- โลหะทรานสิชัน่ (transition metal) (Helliwell, 1999) โลหะทรานสชิัน 2 ชนิด คอื

เหลก็ (Fe2+) และทองแดง (Cu2+) ที่มอียู่ทัว่ไปในร่างกายสามารถเร่งการสรา้งอนุมูลไฮดรอกซลิ 
จากซูเปอรอ์อกไซดแ์ละไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ (hydrogen peroxide, H2O2) ในปฏิกิรยิา 
Fenton (Fenton’s reaction) ดงัสมการ 

 
 
 
 
 
2. ปัจจัยภายนอกร่างกาย (เจนจิรา จิรมัย ์และประสงค ์สีหานาม, 2554) 
   1.ยารกัษาโรค ยาบางชนิดที่รบัประทานเข้าไปในร่างกายสามารถก่อให้เกิดอนุมูล

อสิระได ้โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ยาในกลุ่มตา้นจุลชีพและต่านมะเรง็ เช่น บลโีอไมซนิ (bleomycin), 
แอนทราไซคลนิส ์ (antracyclines) (Voest et al., 1994) และเมโธทรเีสต (methotrexate) 
(Gressier et al., 1994) เน่ืองจากมฤีทธิเ์สรมิปฏิกิรยิาออกซเิดชัน่ (prooxidation) 

   2.รงัส ีการใช้รงัสรีกัษาโรค เช่น รงัสเีอกซ ์(X-ray) รงัสแีกมมา (γ-ray) อาจเป็น
สาเหตุท าให้เกิดอนุมูลอสิระขึ้นในร่างกายจากการถ่ายทอดพลงังานให้กับน ้า ซึง่เป็น
ส่วนประกอบของเซลลแ์ลว้ก่อให้เกิดปฏิกิรยิาขัน้ต่อไป (secondary reaction) กับออกซเิจนที่
ละลายอยู่ในเซลลนั์น้ไดอ้นุมูลอสิระเกิดขึ้น (Halliwell et al., 1995) 

   3.ควันบุหร ี ่ในควันบุหร ีม่ส่ีวนประกอบของไนตรกิออกไซด ์ (NO), ไนโตรเจน
ออกไซด ์ (NO2) และเพอรอกซไีนไตรท์ (ONOO-) รวมทัง้สารมลพษิไดแ้ก่ ซลัเฟอรไ์ดออกไซด ์
(SO2) และคารบ์อนเตรตตะคลอไรด ์ (CCl4) ซึง่จะถูกก าจดัออกจากร่างกายโดยการท างานจอง
เอนไซม ์ ไซโทโครม P-450 ไฮดรอกซเีจส (cytochrome P-450 hydroxylase) ที่มอียู่มากใน
เซลลต์บัและพบไดบ้้างในเซลล ์ ปอดและล าไสเ้ลก็ ท าให้เป็นสาเหตุของการสรา้งอนุมูลซูเปอร ์
ออกไซดภ์ายในเซลลด์งักล่าว (Bast et al., 1991) 

  4.โอโซน ไม่ไดเ้ป็นอนุมูลอสิระแต่จดัเป็นสารออกซิไดสท์ี่รุนแรงชนิดหน่ึงที่สามาระ
เปลีย่นรูปเป็นอนุมูลไฮดรอกซลิไดจ้ากการกระตุน้ของคลื่นแสง (Valacchi et al.. 2004) 

 
 

H2O2 + Cl- HOCl• + OH- 

H2O2 + O2
•- + Fe2+ + / Cu2+ OH• + OH- + O2 
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สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) (เจนจิรา จิรมัย ์และประสงค ์สีหานาม, 2554) 
 สารตา้นอนุมูลอสระคือสารปรมิาณน้อยที่สามารถป้องกัน หร ือชะลอการเกิดปฏิกิรยิา
ออกซเิดชัน่ของอนุมูลอิสระได ้สารเหล่าน้ีมกีลไกในการตา้นอนุมูลอิสระหลายแบบ เช่น ด ักจ ับ 
(scavenge) อนุมูลอิสระโดยตรง ยับยัง้การสร ้าอนุมูลอสิระหรอืเข้ าจบั (chelate) กับโลหะเพื่อ
ป้องกันการสรา้งอนุมูลอิสระ สารตา้นอนุมูลอสิระเป็นสารกอบที่ทนต่อการเกิดปฏิกิรยิาออกซิ
เดชัน่ในเซลล ์โดยทัว่ไปสารตา้นอนุมูลอสิระสามารถพบไดใ้นธรรมชาตจิากสารหลายชนิด เช่น 
สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) สารประกอบไนโตรเจน (nitrogen compound) 
และแคโรทีนอยด ์(carotenoid) เป็นต้น บทบาทส าค ัญของสารตา้นอนุมูลอสิระคอื ป้องกันการ
เกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชัน่ในร่ายกาย ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ ของมนุษย์ ป้องกันการ
เกิดปฏิกร ิยาออกซิเดชัน่ของไขมัน ซึ่งเป็นสาเหตุของการเสื่อมคุณภาพในอาหาร ปัจจุ บัน
องคก์รที่เกี่ยวข้องในอุตสาหกรรมอาหารและยา ได้พยายามพฒันาสารต้านอนุมูลอสิระที่มาจาก
ธรรมชาต ิเช่น สาหร่ายทะเล แบคทีเรยี เชื้อรา และพชื อย่างไรก็ตามในภาวะปกตริ่างกายของ
คนเราจะมีการป้องกันการสะสมอนุมูลอสิระอยู่แลว้ ซึง่แบ่งออกเป็น 2 ปัจจยั คอื ปัจจ ัยแรกเกิ ด
จากร่างกายสร้างเอนไซม์ต ้านอนุมูลอิสระขึ้นมาควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระให้อยู่ในภาวะที่
สมดุล และปัจจ ัยที่สองคอื กลุ่มของสารต้านอนุมูลอสิระที่มาจากวิตามินเอ วิตามนิซ ีวิตามนิอ ี
หร ือเบต้าแคโรทีน รวมทั ้งสารประกอบโพลีฟีนอล ซึง่เป็นสารเคมทีี่สามารถพบไดใ้นผักและ
ผลไม ้เพื่อเข้าไปช่วยเสรมิสรา้งระบบการต่อตา้นอนุมูลอสิระที่พบในร่างกาย เช่น เอนไซมค์ะ
ตะเลส กลูตาไธโอนเพอรอกซเิดส และซูเปอร ์ออกไซดด์ ิสมิวเทส หร ือสารประกอบโปรตีน
บางอย่าง เช่น อลับูมนิ บิลริูบิน เซอรูโลพลาสมิน กลูตาไธโอน ทรานสเฟอรนิ ยูบิควินอล และ
ยูเรต เป็นตน้ สารเหล่าน้ีมหีน้าที่คอยควบคุมอนุมูลอสิระต่างๆ ให้อยู่ในระดับพอเหมาะ แต่ถ ้า
เมื่อใดที่มอีนุมูลอสิระเกิดขึ้นในปรมิาณมากเกินกว่าที่ระบบป้องกันจะยับยัง้ไดห้มด จะท าให้เกิด
สภาวะที่เรยีกว่า Oxidative stress ขึ้นภายใตส้ภาวะดังกล่าวอนุมูลอิสระจะท าอันตรายต่อ
อวัยวะและเน้ือเยื่อต่างๆ ของร่างกาย ซึ่งถา้สะสมมากๆ อาจน าไปสู่ความผดิปกต ิโดยทัว่ไป
สารตา้นอนุมูลอสิระแบ่งเป็น 5 ประเภทใหญ่ๆ ดงัน้ี 
 1. Primary antioxidant สารในกลุ่มน้ีส่วนใหญ่ ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิกท าหน้าที่
หยุดปฏิกิรยิาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระในปฏิกิรยิาออกซิเด ชันของไขมนั นอกจากน้ียัง
รวมถึงสารโทโคฟีรอลธรรมชาติและสังเคราะห์  (Natural and synthetic tocopherol) เช่ น 
alkylgallate, BHA, BHT, TBHQ และอื่นๆ ซึง่สารในกลุ่มดงักล่าวท าหน้าที่เป็นตวัให้อเิลค็ตรอน 
  2. Oxygen scavenger สารในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ กรดแอสคอรบ์ิค หรอืวิตามนิซ ีเป็นตน้ สาร
ในกลุ่มน้ีจะเข้าท าปฏิกิร ิยากับออกซเิจนจึงเป็นการช่วยก าจดัออกซิเจนจงึเป็นการช่วยก าจ ัด
ออกซอเจนในระบบปิดได ้
  3. Secondary antioxidant สารในกลุ่มน้ี ได ้แก่ สาร dilauryl thiopropionate และสาร 
thiopropionic acid ท าหน้าที่สลายโมเลกุลของ lipid hydroperoxide ให้เป็นสารที่มคีวามเสถยีร 
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  4. Enzymic antioxidant สารในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ เอนไซมต์่างๆ ซึง่แบ่งเป็นสารสองกลุ่ม ค ือ 
primary antioxidant enzyme และ auxiliary antioxidant enzyme สารในกลุ่มน้ีท าหน้าที่ก าจ ัด
ออกซเิจนหรอืนุพนัธข์องออกซเิจน โดยเฉพาะไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์
  5. Chelating agent หรอื sequestrant สารในกลุ่มน้ี เช่น กรดซติร ิก กรดอะมโิน เป็น
ตน้ สารในกลุ่มน้ีท าหน้าที่ไปจบักับไอออนของโลหะ เช่น เหล็กและทองแดง ซึง่ไอออนเหล่าน้ี
เป็นไอออนที่ส่งเสรมิและเร่งปฏิกิรยิาออกซเิดชัน่ของไขมนั ท าให้เกิดเป็นสารป ระกอบเชิงซอ้นที่
เสถยีร 

 
สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ (Natural antioxidants) (ปรียานุช อินทรร์อด, 2551) 

1. สารประกอบฟีนอลกิสารประกอบฟีนอลกิจดัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระที่ไดร้บัจาก
ภายนอก และพบไดม้ากในธรมมชาต ิ ไดแ้ก่ พชื ผกั ผลไม ้ชาเขียว ชาด า ช็อกโกแลต และไวน์
แดง เป็นตน้ ในปัจจุบันพบสารประกอบฟีนอลกิมากกว่า 8,000 ชนิดในธรรมชาต ิตัง้แต่เลกุล
อย่างง่าย เช่น กรดฟีนอลกิ ฟีนิลโปรพานอยด ์ และฟลาโวนอยด ์ ไปจนถงึโครงสรา้งโพลเิมอรท์ี่
ซบัซอ้น เช่น ลกินิน เมลานิน และแทนนิน เป็นตน้ แมว่้าปรมิาณสารกลุ่มฟีนอลกิในธรรมชาติ
จะมปีรมิาณที่แตกต่างกัน แต่พบว่าปรมิาณโดยเฉลีย่ที่คนไดร้บัต่อวันจะอยู่ในช่วง 0.02 – 1 
กรมั ซึง่เป็นปรมิาณที่สูงกว่าปรมิาณวิตามนิอทีี่ไดร้บัต่อวัน สารโพลฟีีนอลเป็นสารที่มบีทบาท
ส าคญั เน่ืองจากมฤีทธิต์า้นแบคทีเรยี ไวรสั การอกัเสบ การแพ ้การเกิดมะเรง็ และมคีุณสมบัต ิ
ในการสลายลิม่เลอืด อกีทัง้สามารถลดความดนัโลหิต เป็นตน้ ซึง่คุณสมบัตดิงักล่าวมี
ความสมัพนัธก์ับคุณสมบัตกิารเป็นสารตา้นอนุมูลอสิระ 

2.วิตามนิเอ ในธรรมชาตวิิตามนิเอจะพบไดใ้นเฉพาะสัตว์เท่านัน้ แต่ในพชืจะมี
สารประกอบแคโรทีนอยดท์ี่สามารถเปลีย่นเป็นวิตามนิเอ ได ้จดัเป็นสารตัง้ตน้ของวิตามนิเอาที่
รยีกว่า โปรวิตามนิเอ มกัพบในพชืผกัใบเขียวและผลไมท้ี่มสีเีหลอืงหรอืสสีม้แดง  

3. วิตามนิซ ีมชีื่อทางเคมว่ีา Ascorbic acid เป็นวิตามนิที่ละลายไดใ้นน ้าจะสลายตวัเมื่อ
ถูกความรอ้นหรอืทิ้งไว้ในอากาศที่มคีวามชื้น วิตามนิซมีสีมบัตเิป็นสารตา้นออกซเิดชันโดยจะ
เข้าท าปฏิกิรยิากับไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์อนุมูล huydroxyl และอนุมูล peroxyl นอกจาก
วิตามนิซ ีจะสามารถเข้าท าปฏิกิรยิากับอนุมูลอสิระแลว้ยังท าหน้าที่เป็นตวัส่งเสรมิประสทิธภิาพ
ของสารตา้นออกซเิดชันของวิตามนิอ ี โดยท าให้อนุมูล α-tocopherol• (TO•) เปลีย่นกลบัไปเป็น 
α-tocopherol (TOH) ดงัเดมิตามสมการ 

 
 
 
 
4. วิตามนิอ ีเป็นวิตามนิที่ละลายในไขมนัเป็นสารตา้นปฏิกิรยิาออกซเิดชันที่ส าคญัโดย

วิตามนิอจีะท างานร่วมกับสารตา้นออกซเิดชันตวัอื่นๆ เช่น วิตามนิซ ี และซลิเินียม เป็นตน้ 

TO• + AH- TOH + A• 
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วิตามนิอจีะช่วยปรบัให้ร่างกายสามารถน าเอาวิตามนิเอมาใช้ ซึง่จะช่วยในการป้องกันสารพษิที่
มผีลมาจากโลหะหนัก เช่น ตะกัว่ในธรรมชาต ิวิตามนิอปัีจจุบันแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คอืโท
โคฟีรอล และโทโคไทอนิอล ซึง่แต่ละกลุ่มยังแยกเป็นวิตามนิย่อยๆอกี 4 ชนิด ไดแ้ก่ อลัฟา 
เบตา้ แกมมา และเดลตา้ วิตามนิอที าหน้าที่เป็นตวัให้ไฮโดรเจนแก่อนุมูล peroxyl ดงัสมการ 

 
 
 
อนุมูล α-tocopherol• ที่เกิดขึ้นสามารถท าปฏิกิรยิากับอนุมูล peroxyl ตวัอื่นท าให้ได ้

สารที่มคีวามเสถยีร (LOO- α-tocopherol) ดงัสมการ เป็นผลให้ปฏิกิรยิาออกซเิดชันของไขมนั
หยุดลง ดงัสมการ 

 
 

 
5. กรดแกลลกิ เป็นสารประกอบอนิทรยี์ที่มสูีตรโมเลกุลทางเคม ีคอื C7H6O5 (ภาพที่ 2) 

อกีทัง้ยังเป็นส่วนประกอบของสารแทนนิน โดยจะพบมากในองุ่น ใบชา เปลอืกไมโ้อ๊ค 
โดยทัว่ไปจะใช้เกี่ยวกับอุตสาหกรรมทางยาคุณสมบัตขิองกรดแกลลกิคอืสามารถยับยัง้เชื้อรา 
เชื้อไวรสั และมคีุณสมบัตเิป็นสารตา้นออกซเิดชันไดด้  ี

 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 2 โครงสรา้งทางเคมขีองกรดแกลลกิ 
ที่มา: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g7384?lang=en&region=TH 

 
6. ซลิเินียม ทองแดง และสงักะส ีเป็นสารตา้นออกซเิดชันทางออ้ม เน่ืองจากเป็น

ส่วนประกอบของเอนไซมท์ี่ท าหน้าที่เป็นสารตา้นออกซเิดชัน มกีารศึกษาวิจยัที่แสดงว่าการใช้ซิ
ลเินียมและวิตามนิอรี่วมกันช่วยเพิม่ประสทิธภิาพของการป้องกันการเกิดโรคมะเรง็บ้างชนิด ซึง่
พบไดใ้นอาหารตามธรรมชาต ิ เน่ืองจากสารตา้นออกซเิดชันมหีน้าที่หลายอย่าง เช่น ท าหน้าที่
เป็นสารรดีวิซ ์(reducing agent) เป็นตวัขับไล่ให้อนุมูลอสิระจบักับไอออนโลหะเร่งให้
เกิดปฏิกิรยิาออกซเิดชันดว้ยหน้าที่ต่างๆ เหล่าน้ี จงึท าให้มผีลต่อการชะลอหรอืยับยัง้การ
เกิดปฏิกิรยิาออกซเิดชันหรอืสามารถเกิดปฏิกิรยิาลูกโซ่ และท าให้เป็นสารที่มคีวามเสถยีรหรอื
เป็นสารที่ไม่ท าปฏิกิรยิาออกซเิดชันอกีต่อไปหรอืเป็นสารที่ไม่ใช่อนุมูลอิสระ  

α-tocopherol + LOO• α-tocopherol• + LOOH 

α-tocopherol• + LOO LOO-α-tocopherol•  
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สารต้านอนุมูลอิสระสงัเคราะห ์ (synthetic antioxidant) (โอภา วชัระคุปต ์ และคณะ, 
2549) 
 สารตา้นอนุมูลอสิระที่พฒันาสงัเคราะห์ขึ้นส่วนใหญ่จะออกแบบให้มโีมเลกุลขนาดเลก็
และใช้โครงสรา้งของสารตา้นอนุมูลอสิระที่มใีนธรรมชาต ิ น ามาดดัแปลงให้มคีุณสมบัตทิางเคมี
และฤทธิท์ี่ดขีึ้น เช่น สารตา้นอนุมูลอสิระที่พฒันาจากสารตา้นอนุมูลอสิระที่มอียู่ในธรรมชาต ิ
เช่น โทรลอกซ ์เป็นตน้ 

1.โทรลอกซ ์มสูีตรโมเลกุลทางเคม ีคอื C14H18O4 (ภาพที่3) เป็นอนุพนัธข์องวิตามนิอทีี่
ดดัแปลงโครงสรา้ง โดยการเปลีย่นสายอลัเคนเป็นหมู่คารบ์อกซลิกิ มสูีตรโครงสรา้งท าให้มี
ความสามารถละลายในนน ้าไดด้ ี แต่เน่ืองจากความสามารถดงักล่าวจงึท าให้ออกฤทธิไ์ดเ้รว็กว่า
วิตามนิอ ีโดยวิตามนิอตีอ้งใช้เวลานานเป็นชัว่โมงหรอืเป็นวัน ในขณะที่โทรลอกซอ์อกฤทธิ ์
เกือบจะทันที 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3 โครงสรา้งทางเคมขีองโทรลอกซ ์
ที่มา: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/238813?lang=en&region=TH 
 

2. บีเอชเอ (BHA, butylatedhydroxyanisole) บีเอชเอเป็นสารกันหืนที่นิยมใช้กันมาก
ชนิดหน่ึง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผลติภณัฑอ์าหารที่มไีขมนัและน ้ามันเป็นส่วนประกอบ บีเอชเอ
เป็นสารที่มผีลกึสขีาวหรอืสเีหลอืงอ่อน มกีลิน่ฉุน ไม่ละลายน ้า แต่ละลายในแอกอฮอล ์
โครงสรา้งของบีเอชเอดงัแสดงในภาพที่ 4 

 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 4 โครงสรา้งทางเคมขีองบีเอชเอ 
ที่มา: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/b1253?lang=en&region=TH 
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การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity determination) (บุหรนั พนัธุ ์
สวรรค,์ 2556) 
 วิธกีารวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คอื การวิเคราะห์
ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระเชิงคุณภาพ และการวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระเชิงปรมิาณ ในแต่ละ
ประเภทจะมหีลายวิธดีว้ยกัน ซึง่แต่ละวิธมีคีวามจ าเพาะแตกต่างกัน โดยปกตมิกัใช้หลายวิธ ี
ร่วมกันในการตรวจสอบและสรุปผล 

 
1. วิธีการวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ  
    วิธกีารวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระเชิงคุณภาพเป็นการทดสอบเพื่อหาชนิดของสาร

ตา้นอนุมูลอสิระที่มอียู่ในตวัอย่าง โดยอาศัยหลกัการต่างๆ เช่น การท าให้เกิด การท าให้เกิด
ตะกอน ความสามารถของการละลายในตวัท าละลาย และการถูกดูดซบัโดยตวัดูดซบั วิธกีาร
วิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระที่นิยมไดแ้ก่ การตรวจวัดสารโพลฟีีนอลชนิดต่างๆ เช่น Shinoda 
test และ Pew test โครมาโตกราฟีแบบชัน้บาง (thin layaer chromatography, TLC) และการ
ตรวจหาสารตา้นอนุมูลอสิระชนิดต่างๆ โดยใช้เคร ื่อง High performance liquid 
chromatography (HPLC) (บุหรนั พนัธุส์วรรค ,์ 2556) 
 

      -  การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารโพลีฟีนอลชนิดต่างๆ โดยการท า
ให้เกิดส ี(colorimetric assay) เป็นวิธกีารน าสารเคมชีนิดต่างๆ มาท าปฏกิรยิากับสารตวัอย่าง 
และดูสทีี่เกิดขึ้นหลงัจากการเกิดปฏิกิรยิา ตวัอย่างของวิธน้ีี ไดแ้ก่ 

1. วิธ ีShinoda test เป็นการทดสอบปฏิกิรยิากับไซยานิดนิส ์(cyanidins 
reaction) โดยการท าปฏิกิรยิาของสารตวัอย่างกับผงแมกนีเซยีมหรอืวงแหวนแมกนีเซยีม 
(magnesium ribbon) กรดไฮโดรคลอรกิเข้มข้น และออกทิลแอลกอฮอล ์ (octyl alcohol) ซึง่จะ
เกิดการแยกชัน้ ถา้เกิดสแีดงแสดงว่ามสีารจ าพวกฟลาโวนอล ( flavonol) ฟลาวาโนน 
(flavanone) ฟลาวาโนนอล (flavanonol) หรอืแซนโทน (xanthone) หรอืถา้เกิดสแีดงแสดงว่ามี
สารจ าพวกฟลาโวน (flavones) ชาลโคน (chalcone) หรอื ออโรน (ourone) 

2. วิธ ีPew test หรอืการทดสอบของพวิ เป็นการท าปฏิกิรยิาระหว่างสาร
ตวัอย่างกับผงสงักะส ี(zinc dust) และไฮโดรคลอรกิ ถา้เกิดสแีดงเข้มภายใน 2-5 นาที แสดงว่า
มรสารฟลาวาโนนอล (flavanonol) และฟลาโวนอล-3-ไกลโคไซด ์ (flavonol-3-glycoside) แต่ถา้
เป็นสจีางๆ แสดงว่ามสีารฟลาวาโนน (flavanone) และฟลาโวนอล (flavonol) 

    วิธกีารทัง้สองมขี้อด ีคอื ท าให้หลายตวัอย่างพรอ้มกัน ขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก ไม่ซบัซอ้น 
และใช้ตน้ทุนต ่าในการวิเคราะห์สารตวัอย่าง แต่มขี้อเสยี คอืมคีวามไว และความแม่นย าต ่า และ
เหมาะสมส าหรบัวิเคราะห์สารตวัอย่างที่บรสุิทธ ิ ์เพราะสารหลายๆชนิดอยู่ดว้ยกันสทีี่เกิดขึ้น
สามารถรบกวนกันได ้ วิธกีารดงักล่าวข้างตน้ไดถู้กน ามาวิเคราะห์หารสารโพลฟีีนอลตวัอย่าง 
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เช่น เกสรตวัผูข้องบัวหลวง และย่านางพบว่ามสีารฟลาโวนอยดท์ี่มฤีทธิต์า้นอนุมูลอสิระ (บุหรนั 
พนัธุส์วรรค,์ 2556) 
 

      - การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารโพลีฟีนอลด้วยวิธีโครมาฟีแบบ
ชัน้บาง (thin layaer chromatography, TLC) (บุหรนั พนัธุส์วรรค,์ 2556) 

        เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารและวิเคราะห์สารโพลฟีีนอลในเชิงคุณภาพ โดย
อาศัยหลกัการเคลื่อนที่ของสารดว้ยตวัท าละลายหรอืตวัพา (mobile phase) กับการถูกดูดซบั
โดยตวัดูดซบั (stationary phase) ซึง่อตัราการเคลื่อนที่ของสารตวัอย่างบนตวัดูดซบัขึ้นอยู่กับ
ความสามารถในการละลายของสารตวัอย่างกับตวัท าละลาย และความสามารถในการดูดซบัของ
ตวัดูดซบัที่มตี่อสารตวัอย่างในแต่ละชนิด สารตวัอย่างที่แตกต่างกันจะถูกละลายและถูกดูดซบั
ไดไ้ม่เท่ากัน โดยสารที่ละลายในตวัท าละลายไดด้แีละถูกดูดซบัน้อยจะเคลื่อนที่เรว็กว่า ค่า Rf 
เข้าใกล ้1.0 (Rf = ระยะทางที่สารตวัอย่างเคลื่อนที่/ระยะทางที่ตวัท าละลายเคลื่อนที่) ส่วนสารที่
ละลายในตวัท าละลายไดน้้อยและถูกดูดซบัไดด้จีะเคลื่อนที่ช้า ค่า Rf จะเข้าใกล ้0 ซึง่ตวัดูดซบัที่
นิยมใช้ คอื ซลิกิาเจล และตวัท าละลายหรอืตวัพาที่น ามาใช้ในการแยกสารมหีลายชนิด ทัง้น้ีอาจ
มกีารใช้ตวัพาที่น ามาใช้ในการแยกสารมหีลายชนิด ผสมกันเพื่อให้เกิดการแยกที่ดทีี่สุด 
ตวัอย่างของตวัท าละลาย เช่น น ้า เอทานอล เมทานอล เอทิลอะซเิทต กรดฟอรม์กิ 
คลอโรฟอรม์ สารตวัอย่างบางชนิดสามารถแยกโดยใช้ TLC แลว้สามารถมองเห็นสไีดด้ว้ยตา
เปล่า ไดแ้ก่ แอนโทไซยานิน (anthocyanin) ชาลโคน (chalcone) และออโรน (ourone) แต่บาง
ชนิดตอ้งน าแผ่น TLC ไปท าปฏิกิรยิาต่อไอของแอมโมเนีย หรอืส่องดว้ยแสงอลัตราไวโอแลต 
(UV) หรอืฉีดพ่นดว้ยสารต่างๆ เช่น สารละลายโฟลนิ สารละลายวานิลลนิในกรดซลัฟูรกิ 
สารละลายวานิลลนิในกรดไฮโดรคลอรกิ สารละลายโพแทสเซยีมไอโอเดต สารละลายกิบบส ์
(Gibbs reagent) และสารละลาย DPPH ข้อดขีองวิธน้ีีคอืใช้สารตวัอย่างในปรมิาณน้อย 
วิเคราะห์สารหลายชนิดไดพ้รอ้มกัน ใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ ขัน้ตอนไม่ยุ่งยากซบัซอ้น ใช้
ตน้ทุนต ่าในการวิเคราะห์ตวัอย่างสามารถแยกองคป์ระกอบต่างๆ ในสารตวัอย่างไดท้ัง้ที่มสีแีละ
ไม่มสี ีแต่มขี้อเสยี คอื ไม่ความไวและความแม่นย าต ่า และในกรณทีี่องคป์ระกอบต่างๆใน
ตวัอย่างมคี่า Rf ใกลเ้คยีงกันมาก จะไม่สามารถแยกองคป์ระกอบต่างๆ เหล่านัน้ออกจากกัน 
หรอืไดแ้ต่ไม่บรสุิทธ ิ ์ซึง่ตวัอย่างของการวิเคราะห์สารโพลฟีีนอลพบในย่านาง และผกัช้าเลอืด 
โดยการใช้สารละลาย DPPH ฉีดพ่นบนแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชัน้บาง  

 
     - การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระชนิดต่างๆ โดยใช้เครื่อง High 

performance liquid chromatography (HPLC) ใช้หลกัการคลา้ยกับเทคนิคของ HPLC มี
ส่วนของปัม๊มาช่วยท าให้ตวัท าละลายเคลื่อนที่ และตวัดูดซบัอยู่กับที่ บรรจุเป็นทรงกลมเลก็ๆ 
หรอืที่เรยีกว่าคอลมัน์ไดแ้ตกต่างกัน ซึง่สารที่ถูกดูดซบัไดน้้อยจะเคลื่อนที่ผ่านคอลมัน์ออกมา
ก่อน ส่วนสารที่ถูกดูดซบัไดด้จีะเคลื่อนที่ออกมาทีหลงั องคป์ระกอบอกีส่วนที่ส าคญั คอื ส่วน
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ตรวจวัดสญัญาณ (detector) มหีน้าที่ตรวจวัดสญัญาณของสารตวัอย่างที่แยกออกมาแต่ละชนิด 
ซึง่สญัญาณที่ตรวจวัดจะมลีกัษณะเป็นพคี (peak) เรยีกว่าโครมาโตแกรม (chromatogram) 
โดยส่วนตรวจวัดสญัญาณสามารถตรวจวัดไดด้ว้ย UV, fluorescence, IR เป็นตน้ ซึง่แต่ละชนิด
จะมคีวามจ าเพเจาะจงกับสารแตกต่างกัน การแยกสารตา้นอนุมูลอสิระโดยใช้เคร ื่อง HPLC 
สามารถตรวจหาสารไดท้ัง้ในเชิงคุณภาพ และปรมิาณในเวลาเดยีวกัน อกีทัง้สามารถหาสาร
หลายชนิดไปพรอ้มๆกัน ทัง้น้ีตอ้งมสีารมาตรฐานในการเปรยีบเทียบโดยสารชนิดเดยีวกันจะมพีี
คออกมาในระยะเวลา (retention time) เดยีวกันเสมอ ข้อดขีองวิธน้ีี คอื สามารถวิเคราะห์ไดท้ัง้
เชิงคุณภาพและปรมิาณวิเคราะห์สารหลายชนิดไดพ้รอ้มกัน และวิเคราะห์สารไดใ้นปรมิาณต ่าๆ 
แต่มขี้อเสยี คอื มคี่าใช้จ่ายสูงเน่ืองจากเคร ื่อง HPLC มาราคาค่อนข้างแพง และ mobile phase 
ตอ้งใช้ประเภท HPLC grade ตวัอย่างในการวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ (carechin, gallic 
acid และ rutin) โดยใช้เคร ื่อง HPLC ในพชืผกั (บุหรนั พนัธุส์วรรค ,์ 2556) 

 
    2. วิธีการวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ 
        การวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระเชิงปรมิาณเป็นการวิเคราะห์เพื่อหาปรมิาณ

ของสารตา้นอนุมูลอสิระในตวัอย่างประเภทต่างๆ วิธทีี่นิยมไดแ้ก่ การวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูล
อสิระดว้ยวิธกีารท าลายอนุมูลอสิระ DPPH• วิธกีารฟอกสอีนุมูลอสิระ ABTS•+ และการวิเคราะห์
ความสามารถในการรดีวิซเ์ฟอรร์กิของสารตา้นอนุมูลอิสระ (FRAP assay) ซึง่วิธกีารดงักล่าว
ข้างตน้จะมกีารสรา้งอนุมูลอสิระที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอนและวิเคราะห์และวิเคราะห์
ความสามารถในการยับยัง้หรอืก าจดัอนุมูลอสิระของสารตวัอย่างที่สนใจ โดยวัดปรมิาณอนุมูล
อสิระที่ลดลงหรอืที่เหลอืจากค่าการดูดกลนืแสง สารอนุมูลอสิระที่นิยมใช้ เช่น ABTS•+ และ 
DPPH• การค านวณหาปรมิาณสารตา้นอนุมูลอสิระหาไดจ้ากอตัราส่วนของการลดลงของค่าการ
ดูดกลนืแสงของสารตวัอย่างกับสารมาตรฐาน หน่วยของการวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระเชิง
ปรมิาณแสดงได ้ 2 แบบ คอื แบบปรมิาณความเข้มข้นของสารตา้นอนุมูลอสิระที่มใีนตวัอย่าง 
ซึง่ค่าตวัเลขสูงจะแสดงว่ามฤีทธิต์า้นอนุมูลอสิระสูง และแบบปรมิาณความเข้มข้นจองสาร
ตวัอย่างที่ท าให้สารอนุมูลอสิระลดลง 50% (IC50, 50% of inhibitory concentration) โดยค่า
ตวัเลขต ่าแสดงว่ามฤีทธิต์า้นอนุมูลอสิระสูง (บุหรนั พนัธุส์วรรค ์, 2556) 

 
    - การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช 

(DPPH radical scavenging assay) (Brand-Williams et al., 1995) เป็นการทดสอบดว้ยวิธ ี
ทางเคมโีดยใช้สารที่มคีุณสมบัตเิป็นอนุมูลอสิระในที่น้ีก็ค ืออนุมูลอิสระ DPPH ซึง่เป็นสาร
สงัเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอสิระที่คงตวัและมสีม่ีวงสามารถดูดกลยืแสงไดสู้งสุดโดยใช้เคร ื่อง
สเปกโตโฟโตรมเิตอร ์ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร เมื่อ DPPH• ท าปฏิกิรยิากับสารตา้น
อนุมูลอสิระที่ละลายดว้ยเอทานอล (สารที่ให้อเิลก็ตรอน) จะท าให้สม่ีวงจางลงจนเป็นสเีหลอืง 
ซึง่ก่อนน ้ามาวัดค่าการดูดกลนืแสงตอ้งทิ้งไว้ที่มดืเป็นเวลา 30 นาที เพื่อให้เกิดปฏิกิรยิา ท าให้
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สามารถหาการเป็นสารตา้นอนุมูลอสิระของสารตวัอย่างไดจ้ากการค านวณสทีี่จางลงของการ
ยับยัง้อนุมูลอสิระ DPPH สูตรค านวณไดจ้ากการน าค่าการดูดกลนืแสงที่ลดลงจากการใส่
ตวัอย่างเทียบกับค่าการดูดกลนืแสงตัง้ตน้ 

 
 

 
DPPH radical scavenging (%) = [(A0-As)/A] x 100 

 
A0 = ค่าการดูดกลนืแสงตัง้ตน้ 
As = ค่าการดูดกลนืแสงหลงัจากเตมิสารตวัอย่าง 
 
     ข้อดขีองวิธน้ีี คอื ง่าย สะดวก และรวดเรว็ ส่วนข้อเสยี คอื DPPH• ค่อนข้างเสถยีรไม่
ไวต่อปฏิกิรยิาเหมอืนอนุมูลอสิระที่เกิดขึ้นในร่างกายจรงิ จงึท าให้เกิดปฏิกิรยิาไดช้้า ท าให้ค่า
การวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระที่วัดไดน้้อยกว่าความเป็นจรงิ และตอ้งวัดในปฏิกิรย่ิที่เป็น
แอลกอฮอล ์ ซึง่ท าให้โปรตนีตกตะกอนจงึไม่สามารถวิเคราะห์ในตวัอย่างที่เป็นเลอืดได ้ อกีทัง้
สารปนเป้ือนและโลหะจะรบกวน ( interfere) ซึง่สามารถเป็นตวัรดีวิซแ์ลว้ท าให้สขีองอนุมูลอสิระ 
DPPH จางลงไดเ้ช่นกัน 

   - การวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส 
(ABTS radical cation decolorization assay ) (Re et al., 1999) เป็นวิธกีารวัดความสามารถ
ในการฟอกสอีนุมูลอสิระ ABTS•+ เป็นสารสงัเคราะห์ที่มสีเีขียวปนน ้าเงนิสามารถดูดกลนืแสงได้
สูงสุดที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร  เน่ืองจากสขีอง ABTS•+ ปกตจิะมคี่าการดูดกลนืแสงสูง 
จงึท าให้ตอ้งเจอืจาง ABTS•+ ดว้ยฟอสเฟตบัฟเฟอร ์ จากนัน้น า ABTS•+ ท าปฏิกิรยิากับสาร
ตวัอย่างที่ละลายดว้ยเอทานอลเจอืจางซ่งจะท าให้สจีางลง และตัง้ทิ้งไว้เพื่อให้เกิดปฏิกิรยา จงึ
สามารถหาความเป็นสารตา้นทานอนุมูลอสิระของสารตวัอย่างไดจ้ากการค านวณสทีี่จางลง และ
การเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox กระท าเช่นเดยีวกับวิธ ีDPPH ข้อดขีองวิธกีารน้ี คอื ABTS•+ 
ละลายน ้าไดด้ใีนน ้าและตวัท าละลายอนิทรยี์จงึท าให้เกิดปฏิกิรยิาไดร้วดเรว็ และตวัท าละลาย
อนิทรยี์จงึท าปฏิกิรยิาไดอ้ย่างรวดเรว็ และท าปฏิกิรยิาไดด้ใีนช่วง pH ที่กว้าง ส่วนข้อเสยี คอื 
ABTS•+ ไม่เป็นสารธรรมชาตทิี่พบในร่างกายหรอืในเซลลข์องสิง่มชีีวิตและตอ้งมกีารท าปฏิกิรยิา
กับสารอื่นก่อนถงึจะเกิดเป็นอนุมูลอสิระ  
 

   - การตรวจหาปริมาณสารฟีนอลิกทัง้หมด (Singleton et al., 1999) 
      การตรวจหาปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดในสารสกัด โดยใช้วิธ ีFolin-Ciocalteu 
อาศัยหลกัการ คอื สารประกอบฟีนอลกิทัง้หมดท าปฏิกิรยิากับ Folin-Ciocalteu reagent ซึง่
ประกอบดว้ย phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents สารดงักล่าวจะถูกรดีวิซโ์ดย

DPPH• + AH DPPH-H + A•  
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กลุ่ม phenolic hydroxyl ของสารประกอบฟีนอกลกิทัง้หมดเกิดเป็น tungsten และ 
molybdenum blue ซึง่ให้สนี ้าเงนิและดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร น าค่าการ
ดูดกลนืแสงที่ไดไ้ปวัดหาปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิ จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้น
ของกรดแกลลกิและค่าการดูดกลนืแสงในหน่วยมลิลกิรมัสมมูลของกรดแกลลกิต่อน ้าหนักกรมั
แห้ง 
 
ชนิดและแหล่งของสารสารสี (pigment) 
คลอโรฟิลล ์(chlorophyll) 

 คลอโรฟิลล ์เป็นรงควัตถุสเีขียวที่พบอยู่ในคลอโรพลาสต ์ (chloroplast) มหีลายชนิด
ไดแ้ก่ คลอโรฟิลล ์เอ, คลอโรฟิลล ์บี, คลอโรฟิลล ์ซ ีและคลอโรฟิลล ์ ด ีเป็นตน้ ซึง่คลอโรฟิลล์
แต่ละชนิดมโีครงสรา้งและคุณสมบัตแิตกต่างกันไป ภาพที่ 5 ท าให้สามารถดูดกลนืแสงในช่วง
คลื่นต่างๆไดห้ลากหลายความยาวคลื่น ในพชืชัน้สูงจะพบคลอโรฟิลลเ์อ และคลอโรฟิลลบ์ี ใน
อตัราส่วย 3:1 คลอโรฟิลลไ์ม่ละลายน ้าแต่ละลายไดด้ ีในไขมนัหรอืตวัท าละลายอินทรยี์ เช่น 
แอลกอฮอล ์ อะซโิตน และอเีธอร ์เป็นตน้ (ชลธชิา อนิทรโกศล, 2543) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5  โครงสรา้งคลอโรฟิลล ์(A) คลอโรฟิลล ์เอ และ (B) คอื คลอโรฟิลล ์บี 
ที่มา : http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c5753?lang=en&region=TH 
          http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/25740?lang=en&region=TH 
 
แอนโทไซยานิน (Anthocyanin) 

แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุที่พบอยู่ใน cell sap ของพชื อยู่ในรูปของไกลโคไซด ์ ให้สี
แดง น ้าเงนิ และม่วง ในผกัผลไม ้ และดอกไมช้นิดต่างๆ สขีองแอนโทไซยานินถูกควบคุมดว้ย
ปัจจยั 2 อย่าง คอื โครงสรา้ง และพเีอช หากในโครงสรา้งวงแหวนฟีนิลมจี านวนหมู่ไฮดรอกซิล 
หรอืหมู่เมทอกซลิเพิม่ขึ้นจะมผีลต่อสแีอนโทไซยานิน (ภาพที่ 6) เช่น การเพิม่หมู่ไฮดรอกซลิให้
มากขึ้นจะท าให้มสีเีข้มขึ้น และสจีะเปลีย่นเป็นสนี ้าเงนิมากขึ้น ส่วนค่าความเป็นกรด -ด่างของ
สารละลายที่แอนโทไซยานินละลายอยู่มผีลต่อการสลายตวัของแอนโทไซยานิน ท าให้เปลีย่นสี
ได ้เช่น ไซยานินซึง่เป็นสแีดงของเชอร ี ่ และแครนเบอรี ่จะเปลีย่นจากสแีดงเป็นสนี ้าเงนิ เมื่อค่า
ความเป็นกรด-ด่างเปลีย่นจาก 3 เป็น 11 การเปลีย่นแปลงค่าความเป็นกรด-ด่างยังอาจเกิดขึ้น

(A) (B) 



25 
 

เมื่อมกีารเปลีย่นแปลงทางสรรีะของผกัและผลไม ้ เช่น ระหว่างการสุกของผลไมจ้ะมกีาร
เปลีย่นแปลงของค่าความเป็นกรด-ด่างมผีลท าให้สขีองผลไมเ้ปลีย่นแปลงไปไดโ้ดยเฉพาะผลไม้
ตระกูลเบอร ี ่(สุวรรณา พชิัยยงงคว์งศ์ด ีและคณะ, 2554) 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6 โครงสรา้งแอนโทไซยานิน 
ที่มา: http://www.micro-ox.com/chem_antho.html 
 
ฟลาโวนอยด ์ (flavonoid) 

ฟลาโวนอยดเ์ป็นกลุ่มของรงควัตถุที่พบในพชื มสีเีหลอืง และมโีครงสรา้งทางเคมคีลา้ย
แอนโทไซยานิน และเป็นสารประกอบประเภทไกลโคไซดเ์ช่นเดยีวกัน สารประกอบฟลาโว
นอยดม์คีวามคงตวัต่อความรอ้น และปฏิกิรยิาออกซเิดชันไดด้กีว่าแอนโทไซยานิน แต่สามารถ
เปลีย่นสไีดง้่ายเมื่อรวมตวักับโลหะ เช่น เมื่อรวมตวักับเหลก็จะให้สนี ้าเงนิหรอืเขียว นอกจากน้ี
สารประกอบ ฟลาโวนอยดย์ังเป็นสารตัง้ตน้ในการเกิดปฏิกิรยิาสนี ้าตาลที่เร่งดว้ยเอนไซมไ์ด ้ จงึ
ท าให้เกิดสทีี่ไม่พึง่ประสงคใ์นอาหาร (สุวรรณา พชิัยยงงคว์งศ์ด ีและคณะ , 2554) สารกลุ่มฟลา
โวนอยด ์แบ่งเป็นกลุ่มย่อยไดห้ลายกลุ่ม ตามความแตกต่างของสูตรโครงสรา้งโดยเฉพาะที่วงซึง่
เป็นวงที่มอีะตอมออกซเิจนอยู่ในรูปแบบต่างๆ เช่น อเีทอร ์คโีตน รวมทัง้การมหีมู่ไฮดรอกซี
แทนที่วงอะโรมาตกิในโมเลกุล ตวัอย่างของสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์ ไดแ้ก้ Flavan, Flavanone, 
Flavanol, Flavone, Isoflavane, Isoflavonone, Isofavonol, Isoflavone, chalcone, 
Dihydrochalcone และ Coumarin (ขวัญยืน เลีย่มส าโรง, 2552) ดงัแสดงในภาพที่ 7 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7 โครงสรา้งหลกัของฟลาโวนอยดก์ลุ่มต่างๆ (A) คอื Flavonol, (B) คอื Flavones, (C) 
คอื Flavanone และ (D) คอื Flavononol (ขวัญยืน เลีย่มส าโรง, 2552) 
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แคโรทีนอยด ์ (carotenoid) 
แคโรทีนอยดเ์ป็นสารสทีี่พบไดท้ัง้ในพชื และสตัว์ รวมทัง้สาหร่ายทะเล แบคทีเรยีที่

สามารถสงัเคราะห์แสงได ้ ยีสต ์และเชื้อรา เป็นตน้ สารประกอบของแคโรทีนอยดส่์วนใหญ่มสีี
แดง สม้ และเหลอืง ละลายไดใ้นไขมนั พบมากในใบพชื ผลไม ้ดอกไม ้แมลง ปลาแซลมอน นก
ที่มสีบีางชนิด (นกฟลามงิโก้) และสตัว์น ้าที่มเปลอืก สารประกอบกลุ่มน้ีมากกว่า 600 ชนิด โดย
บางชนิดเป็นสารตา้นอนุมูลอสิระ แต่มเีพยีง 50 ชนิดเท่านัน้ที่มคีุณสมบัตเิป็นโปรวิตามนิเอ แค
โรทีนอยดส์ามารถแยกไดเ้ป็น 2 กลุ่มคอื กลุ่มแคโรทีน (carotene) เช่น เบตา้แคโรทีน (Beta-
carotene) และไลโคปีน (lycopene) และกลุ่มแซนโทฟิล (xanthophyll) เช่น ลูทีน (lutein) ซี
แซนทิน (zeaxanthin) และแอสตาแซนทิน (astaxanthin) (ศิรพิร จนัทรครี,ี 2551) ดงัแสดงใน
ภาพที่ 8 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8 โครงสรา้งของสารในกลุ่มแคโรทีนอยด ์ (A) เบตา้แคโรทีน, (B) ไลโคปีน, (C) ลูทีน, 

  (D) ซแีซนทิน และ (E) แอสตาแซนทิน  

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 

(E) 



วิธ ีการทดลอง 
 

1. ตัวอย่างเช ือ้แอคตโินมัยซทีทีใ่ชศ้กึษา  
 เช ื้อแอคตโินมัยซที 

                เชื้อแอคติโนมัยซีทได้จากแผนงานวิจัย “จุลินทรีย์ทะเล: แหล่งใหม่ของสารตัวยาและ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร” ที่มีการศึกษาเบื้องต้นพบว่าเชื้อแอคติโนมัยซีทสามารถผลิตสารสีและมี
คุณสมบัติทางชีวภาพที่น่าสนใจ ได้แก่ เชื้อ Streptomyces indiaensis (A1-3), Streptomyces 

indiaensis (A3-3), Streptomyces coelicoflavus (A16-1) และ Streptomyces parvulus 
(CP58-4-21)   ภาพ SEM ของเชื้อที่น ามาศึกษา และล าดับเบสของ 16S rRNA ยีน หรือ DNA แสดง

ในภาคผนวก ข และภาคผนวก ค 
 การ เกบ็ตวัอยา่ง  

      เชื้อ Streptomyces indiaensis (A1-3), Streptomyces indiaensis (A3-3) และ 

Streptomyces coelicoflavu ได้จากการเก็บตัวอย่างดินตะกอนบริเวณชายฝั่งจังหวัดชลบุรี ใน
เดือนมีนาคม 2556 ส่วนเชื้อ Streptomyces parvulus เก็บตัวอย่างดินตะกอนบริเวณป่าชายเลน 

จังหวัดชุมพร โดยเก็บเฉพาะส่วนผิวหน้าดินใส่ในถุงพลาสติกที่ปลอดเชื้อ จากนั้นแช่เย็นและน า
กลับมาที่ห้องปฏิบัติการสถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลัยบูรพา เพ่ือคัดแยกเชื้อแอคติโนมัย
ซีทต่อไป 

 การคดัแยกและการเลีย้งแอคตโินมัยซที  
      น าตัวอย่างดินมาปรับสภาพ (Pretreated) โดยอบที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที เจือจางตัวอย่างล าดับส่วนแบบ 10 เท่า ด้วยน้ าทะเลธรรมชาติแบบปลอดเชื้อจนถึงระดับความ
เจือจางที่ 10-1 และ 10-2 ปิเปตตัวอย่างมาเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง 3 ชนิด ได้แก่ Actinomycete 
isolation agar (AIA), Starch-Casein Agar (SCA) และ Malt extract-yeast extract medium 

(ISP2) เติม 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Novobiocin และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Nystatin เพ่ือ
ป้องกันการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบและเชื้อรา น าตัวอย่างไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 4 สัปดาห์ จนกระทั่งปรากฏโคโลนีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ น าโคโลนีดังกล่าวมาท าให้
บริสุทธ์ิ และเลี้ยงให้เจริญบนจานเพาะเชื้อ   การเลี้ยงในอาหารเหลวเบื้องต้นทดลองใน  ISP2   ความ
เค็มที่สนใจศึกษาได้แก่ 17, 25 และ 35 ppt บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 110 รอบ/นาที 

เป็นเวลา 7 วัน (Williams et al.,1989) จากนั้นเก็บเซลล์แอคติโนมัยซีทด้วยวิธีปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็วรอบ 7000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ รวบรวม

เซลล์ท่ีได้เพ่ือรอการสกัดสารสกัดหยาบ 
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 การจ าแนกชนดิแอคตโินมยัซที  

                 จ าแนกชนิดแอคติโนมัยซีทจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้
แสง (light microscrope) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน แบบส่องกราด (scanning electron 

microscope) โดยพิจารณาจาก เส้นใยอาหาร เส้นใยอากาศ รูปทรงสปอร์ และพ้ืนผิวสปอร์ 
(Williams et al.,1989) และการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ โดยพิจารณาลักษณะของ
กรดไดอะมิโน พิเมลิกในผนังเซลล์ (diaminopimelic acid, DAP) และการวิเคราะห์น้ าตาลภายใน

เซลล์ท่ีถูกย่อย โดยโครมาโทรกราฟีแบบผิวบาง (Ruan,1994) 
     

2. การ เพิม่ปรมิาณผลผลติสารส ีการทดสอบความคงตัวของสารส ีและโครงสรา้งของสารสี 
การ เลีย้งเช ือ้ด้วยอาหารชนดิต่างๆ  

             น าเชื้อแอคติโนมัยซีทเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแตกต่างกัน 3 สูตร  ได้แก่ ISP2 

(ส่วนผสมหลักคือ Yeast Extract และ Malt Extract) , ISP3 (ส่วนผสมหลักคือข้าวโอ๊ต) และ OYG 
(ส่วนผสมหลักคือข้าวโอ๊ต Yeast Extract และกลีเซอรอล) ซ่ึงมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนแตกต่าง

กัน โดยใช้ Cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 มิลลิเมตร เจาะชิ้นวุ้นที่มีเชื้อเจริญอยู่ ใส่ใน
อาหารเหลวปริมาตร 250 มิลลิลิตร บ่มอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 
100 รอบ/นาที  เป็นเวลา 7 วัน  เม่ือครบก าหนดแยกส่วนของเซลล์ออกจากน้ าเลี้ยงโดยการกรอง

ด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 ตากให้แห้งแล้วชั่งน้ าหนักเซลล์ และวัดปริมาตรสารละลายน้ า
เลี้ยงเชื้อ (Supernatant) ที่กรองได้ เพ่ือน าไปสกัดในขั้นตอนต่อไป 

การศกึษาผลของความเคม็ตอ่การเพิม่ปรมิาณผลผลติสารสี 

 การศึกษาผลของความเค็มต่อปริมาณเซลล์และปริมาณสารสีจากเชื้อแอคติโนมัยซีท  ใช้อาหาร 
ISP2 ที่ความเค็มแตกต่างกัน 7 ระดับคือ 5, 10, 20, 25, 30, 35 และ 40 ppt 

การสกดัสารสจีากแอคตโินมัยซที 
                 สกัดส่วนสารละลายจากการเลี้ยงเชื้อ (Supernatant) ด้วย Ethyl acetate ใน
อัตราส่วน 1:1 แยกชั้น Ethyl acetate สกัดประมาณสองครั้ง น าไปท าให้แห้งด้วยเครื่อง Vacuum 

Evaporator เติมคลอโรฟอร์ม 1 ส่วน และ เมทานอล 1 ส่วน จะได้ “สารสกัดหยาบส่วนของ 
Supernatant เก็บใส่ Vial เปิดฝาทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ชั่งน้ าหนักสารสกัดหยาบ 

      การสกัดสารจากส่วนของเซลล์  โดยน าเซลล์ท่ีแยกได้จากการกรองไปตากแห้ง จากนั้น
น าไปชั่งน้ าหนักแห้งอีกครั้งแล้วน าเซลล์ท่ีอยู่บนกระดาษกรองใส่ลงในบีกเกอร์พร้อมทั้งกระดาษ เติม
เมทานอลให้ท่วม ปิดฝาบีกเกอร์ด้วยอะลูมิเนียมฟอยด์ จากนั้นน าไป sonicate ประมาณ 10-20 นาที 

ต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องข้ามคืน จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง ท าการสกัดส่วน residue อีกครั้งด้วยเม
ทานอล น าไป sonicate 20 นาที  แล้วน าไประเหยเมทานอล ออกด้วยเครื่อง rotary evaporator 
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จากนั้นน าไปแยกส่วนด้วยสารละลาย ethyl acetate อัตราส่วน 1:1 (v/v) เก็บชั้น ethyl acetate 
ท าสารสกัดให้แห้ง แล้วเติมคลอโรฟอร์ม 1 ส่วน และ เมทานอล 1ส่วน จะได้ “สารสกัดหยาบส่วน

ของเซลล์” เก็บใส่ Vial เปิดฝาทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง  ชั่งน้ าหนักสารสกัดหยาบ 
        

การวิเคราะหป์รมิาณสารสี 
                วัดปริมาณของสารสีที่เกิดขึ้นโดยใช้เทคนิค spectroscopic technique  ด้วย  UV-Vis 
spectrophotometer  ที่ความเข้มข้นสาร 500 หรือ 1000 ppm 

การทดสอบความคงตัวของสารส ี
       เตรียมสารสกัดหยาบแอคติโนมัยซีท  ดังนี้ 

                 - เชื้อ Streptomyces indiaensis (A1-3) เลี้ยงในอาหาร ISP3 ความเค็ม 17 และ 35 
ppt เก็บส่วนของเซลล์มาสกัดสาร  เตรียมสารสกัดให้ได้ความเข้มข้น 10 ,000 ppm 
       - เชื้อ Streptomyces coelicoflavu ในอาหาร ISP3 ความเค็ม 17 25 และ 35 ppt 

เก็บส่วนของเซลล์มาสกัดสาร  เตรียมสารสกัดให้ได้ความเข้มข้น 1 ,200 ppm 
                - เชื้อ Streptomyces parvulus เลี้ยงในอาหาร OYG ความเค็ม 40 ppt เก็บส่วนของ

เซลล์มาสกัดสารเตรียมสารสกัดให้ได้ความเข้มข้น 10 ,000 ppm  
                น าสารสกัดที่ได้ใส่ในขวด Vial ใส วางไว้ท่ีความเข้มแสง 5,000 ลักซ์ อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 60 วัน เก็บตัวอย่างวันที่ 0 , 7, 14, 21, 31, และ 60 วัน น ามาวัดค่าการดูดกลืน

แสง  โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง ณ วันที่ 0 ให้ท าการแสกนค่าการดูดกลืนแสง (spectral scan) 
เพ่ือที่จะได้ทราบค่าความยาวคลื่นที่เหมาะสมกับตัวอย่างนั้นๆ และใช้ค่าความยาวคลื่นที่ให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงมากที่สุดส าหรับใช้วัดตัวอย่างต่อไป 

 
3. การตรงึตวัอยา่งด้วยแคลเซยีมอัลจเินต 

 การตรงึโปรตีน 
1. ชั่งตัวอย่าง ปาเปน (Papain), ทริปซิน (Trypsin), อัลบูมิน (Albumin) และ บลูเดกซ์

แตรน (Blue dextran) 0.1 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร 
2. น าสารละลายโปรตีนที่ได้ผสมกับสารละลายโซเดียมอัลจิเนต (Na-Alginate) ความเข้มข้น

ร้อยละ 1.5 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ได้เป็นสารละลายโปรตีนโซเดียมอัลจิเนต 
3. น าสารละลายโปรตีนโซเดียมอัลจิเนตหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น

ร้อยละ 1.5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ด้วยกระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 

4. เทสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ออกจากเม็ดเจลที่ได้ แล้วล้างด้วยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  
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5. ชั่งน้ าหนักและนับเม็ดเจล 
 การวัดโปรตีนทีห่ลดุออกมา 

1. น าเม็ดเจลที่ได้ใส่ในหลุมไมโครเวล 6 หลุม หลุมละ 10 เม็ด เติมน้ าทะเลเทียม ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง 8 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

2. ปิเปตน้ าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ณ เวลาที่ 0 นาที 10 นาที 20 นาที 30 นาที 1 ชั่วโมง  24 
ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง ตามล าดับ 

3. ปาเปน ทริปซิน อัลบูมิน การท าวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยวิธีของ (Bradfrod, 1976) ที่

ความยาวคลื่น 595 nm และบลูเดกซ์แตรนวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm 
 

การตรงึสารสจีากเช ือ้แอคตโินมัยซที  
1. น าตัวอย่างสารสีจากเชื้อแอคติโนมัยซีท S. indiaensis (A1-3), S. indiaensis (A3-3), S. 

coelicoflavu และ S. parvulus ละลายด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

2. น าสารละลายสารสีที่ได้ผสมกับสารละลายโซเดียมอัลจิเนต (Na-Alginate) ความเข้มข้น
ร้อยละ 1.5 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ได้เป็นสารละลายสารสีโซเดียมอัลจิเนต 

3. น าสารละลายสารสีโซเดียมอัลจิเนตหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 1.5 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ต้ังทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 

4. เทสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ออกจากเม็ดเจลที่ได้ แล้วล้างด้วยสารละลายโซเดียมคลอ

ไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  
5. ชั่งน้ าหนักและนับเม็ดเจล 

 

การวัดสารสทีี่หลุดออกมา 
1. น าเม็ดเจลที่ได้ใส่ในหลุมไมโครเวล 6 หลุม หลุมละ 10 เม็ด เติมน าทะเลธรรมชาติ 

(Natural Seawater) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
2. ปิเปตน้ าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ณ เวลาที่ 0 นาที 10 นาที 20 นาที 1 ชั่วโมง 3ชั่วโมง 6 

ชั่วโมง  และ  24 ชั่วโมง ตามล าดับ 

3. ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 410, 410, 495 และ 450 nm ตามล าดับ 
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4. การศกึษาสภาวะการเลี้ยงทีเ่หมาะสมส าหรบัการผลิตสารที่มีฤทธ ิต์้านอนุมูลอสิระจากเช ือ้แอ
คติโนมัยซทีทีแ่ยกได้จากดนิตะกอนปา่ชายเลน  

การสกดัสารจากสว่นของเซลลท์ีไ่ด้จากการเลี้ยงเช ือ้แอคตโินมัยซที 
น าตัวอย่างเซลล์แอคติโนมัยซีท  5  กรัม  ท าการสกัดสารสกัดหยาบ  โดยการ 

homogenize ด้วยเมทานอล 50  มล. ท าการเขย่าแรงๆ 30  นาที จากนั้นน าไปกรองด้วยกระดาษ

กรอง และน าส่วนของสารละลายแอลกอฮอล์ที่กรองได้ไประเหยด้วยเครื่องระเหยระบบสุญญากาศ  
สกัดส่วน solid residue ด้วยเมทานอลอีก 2 ครั้ง กรองและรวมในส่วนของสารละลายเมทานอล 

จากนั้นน าไประเหยให้เข้มข้นขึ้น  ท าการสกัดแยกส่วน (partition) สารที่ระเหยข้างต้นด้วย Ethyl 
acetate:H2O อัตราส่วน 1:1 (v/v) ท าซ้ า 3 ครั้ง ในส่วนของน้ าเลี้ยงท าการสกัดด้วยเอทธิลอะซิเตท 
จ านวน 3 รอบ เช่นกัน  รวมชั้นเอทธิลอะซิเตทน าไประเหยแห้งจะได้ “สารสกัดหยาบ” ชัง่น้ าหนัก

สารสกัดหยาบ และเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -20C จนกว่าจะน าไปศึกษาต่อไป 
 
การทดสอบฤทธ ิต์้านอนมุูลอิสระ  

วิธ ี DPPH ความเป็นกรด-ดา่ง free radical scavenging activity (Fenglin 
et al., 2004) 

                น าสารสกัดหยาบแอคติโนมัยซีทท่ีความเข้มข้น 800 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มา 200 
ไมโครลิตร ใส่ลงใน microtiter plate 96-well  เจือจางให้มีความเข้มข้น 400 - 3.125 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร เติมสารละลาย 0.2 มิลลิโมลาร์ DPความเป็นกรด-ด่าง• (1,1-diความเป็นกรด-ด่าง enyl-2-

picrylhydrazyl)  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากันแล้ว ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 30 นาที  น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตรโดยเครื่อง Microplate 
reader (Multiskan Go, Thermo; Finland ) ท าการทดสอบอย่างละ 3 ซ้ า บันทึกค่าการดูดกลืน

แสงและน าไปค านวณหาเปอร์เซนต์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPความเป็นกรด-ด่าง โดย
ใช้วิตามินซี และ อนุพันธ์ของวิตามินอี (Trolox)  เป็นสารมาตรฐาน     

วิธ ี ABTS free radical-scavenging activity (Yang, et al., 2011)  
               การเตรียมสาร ABTS โดยผสมสารละลาย 2, 2’-azino-bis 3-ethylbenzthiazoline -
6-sulfonic acid (ABTS)  ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กับสารละลาย K2S2O8 

ความเข้มข้น 140 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 35.5 ไมโครลิตร (ในน้ ากลั่น) ต้ังทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องในที่มืด
เป็นเวลา 16 ชั่วโมง  จะได้ stock ABTS radical cation ก่อนการทดสอบเจือจาง stock ABTS 

radical cation ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสง ในช่วง 0.700 ± 0.02 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร  น า
สารสกัดหยาบแอคติโนมัยซีทท่ีความเข็มข้น 1,200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   มา 100 ไมโครลิตร ใส่ลง
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ใน microtiter plate 96-well  เจือจางให้มีความเข้มข้น 400-3.125  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร   เติม 
ABTS+•  100 ไมโครลิตร  ต้ังทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง

ที่ 734 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader  (Multiskan GO, Thermo; Finland ) ท าการ
ทดสอบอย่างละ 3 ซ้ า บันทึกค่าการดูดกลืนแสงและน าไปค านวณหาเปอร์เซนต์ความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระ ABTS โดยใช้วิตามินซี และTrolox เป็นสารละลายมาตรฐาน ค านวณร้อยละของการ
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (% inhibition) จากสูตร 
 

  % scavenging = [(A control - A sample) / A control] x 100 
   A control = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 

  A sample = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 
 

การวิเคราะหข์้อมูลทางสถติิ  

                น าผลฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple rang test ที่

ความเชื่อม่ันร้อยละ 95 ใช้โปรแกรม R version 3.3.1 (Ihaka and Gentleman, 1996) 
 
5. การศกึษาสภาวะการเลี้ยงทีเ่หมาะสมส าหรบัการผลิตสารที่มีฤทธ ิต์้านจลุินทรยี ์จากเช ือ้ 

Streptomyces parvulus ที่แยกได้จากดนิตะกอนป่าชายเลน  
เช ื้อแอคตโินมัยซที 

              เชื้อแอคติโนมัยซีททะเล Streptomyces parvulus  แยกได้จากดินตะกอนป่าชายเลน 

จังหวัดชุมพร พิสูจน์เอกลักษณ์ และศึกษาล าดับเบสของ 16S rRNA ยีน โดย คุณรัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย์ 
นักวิทยาศาสตร์ช านาญการพิเศษ สถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล ตัวอย่างเชื้อเก็บไว้ท่ีห้องปฏิบัติการ

จุลชีววิทยา โดยเก็บแช่แข็งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม 20% glycerol ที่ –40 ºC 
การ เลีย้งเช ือ้แอคตโินมัยซทีทีค่วามเคม็แตกต่างกนั 7 ร ะดับ 

       อาหารเลี้ยงเชื้อใช้สูตร ISP2 มีส่วนผสมหลักเป็น yeast extract และ malt extract 

(Atlas, R.M., 2010 ) ผสมกับน้ าทะเลธรรมชาติที่มีความเค็มแตกต่างกัน 7 ระดับ ได้แก่  5, 10, 20, 
25, 30, 35 และ 40 ppt ค่าความเป็นกรด-ด่างประมาณ 6.2± 0.5 ท าการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่ง

แรงดันไอน้ าเป็นเวลา 15 นาที  จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 มิลลิเมตร เจาะ
ชิ้นวุ้นที่มีเชื้อเจริญอยู่ 1 ชิ้น ใส่ในอาหารเหลวปริมาตร 250 มิลลิลิตร  เขย่าที่ความเร็ว 110 รอบ/
นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เม่ือครบก าหนดแยกส่วนของเซลล์ออกจากน้ า

เลี้ยงด้วยกระดาษกรอง ตากกระดาษให้แห้งแล้วชั่งน้ าหนักเซลล์ และวัดปริมาตรน้ าเลี้ยง 
(supernatant) ที่กรองได้  เพ่ือน าไปสกัดในขั้นตอนต่อไป 
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การ เลีย้งเช ือ้แอคตโินมัยซทีในอาหารเหลวแตกตา่งกนั 3 สูตร  

         น าเชื้อแอคติโนมัยซีทเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแตกต่างกัน 3 สูตร ได้แก่ ISP2 , ISP3 (มี
ส่วนผสมหลักเป็นข้าวโอ๊ต) และ OYG (มีส่วนผสมหลักเป็นข้าวโอ๊ต ยีสต์สกัด และกลีเซอรอล) ผสม
กับน้ าทะเลธรรมชาติที่มีความเค็ม 17 ppt  ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วโดยการนึ่ง โดยมีค่าความเป็นกรด-

ด่าง ประมาณ 6.2± 0.5 (พัฒน, 2559) จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 
มิลลิเมตร เจาะชิ้นวุ้นที่มีเชื้อเจริญอยู่ 1 ชิ้น ใส่ในอาหารเหลวปริมาตร 250 มิลลิลิตร  เขย่าที่

ความเร็ว 110 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เม่ือครบก าหนดแยกส่วนของ
เซลล์ออกจากน้ าเลี้ยงด้วยกระดาษกรอง ตากกระดาษให้แห้งแล้วชั่งน้ าหนักเซลล์ และวัดปริมาตรน้ า
เลี้ยง (supernatant) ที่กรองได้  เพ่ือน าไปสกัดในขั้นตอนต่อไป 

การสกดัสารออกฤทธ ิท์างชวีภาพ 
               การสกัดสารจากส่วนของเซลล์ท่ีน าไปตากแห้ง  ท าได้โดยน ากระดาษกรองที่มีเซลล์อยู่ใส่

ลงในบีกเกอร์พร้อมทั้งเติมเมทานอลให้ท่วม จากนั้นน าบีกเกอร์แช่ในอ่างคลื่นเสียงความถี่สูงประมาณ 
10-20 นาที แล้วต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องข้ามคืน กรองสารละลายที่สกัดได้ด้วยกระดาษกรอง ท าการสกัด
ส่วนที่เหลือซ้ าอีกครั้งด้วยเมทานอล แล้วน าสารสกัดไประเหยเมทานอลออกด้วยเครื่องระเหยแบบ

สุญญากาศ สารสกัดหยาบที่ได้จากส่วนของเซลล์น าไปสกัดแบบแยกส่วนด้วยสารละลายเอทิลอะซิ
เตตใช้อัตราส่วน 1:1 (v/v) แยกเก็บส่วนของชั้นเอทิลอะซิเตต แล้วสกัดซ้ าอีกสองครั้ง รวมสารที่ได้ไป
ท าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ ใช้คลอโรฟอร์มต่อเมทานอลอัตราส่วน 1:1 (v/v) ละลาย

สารที่ได้เก็บใส่ขวด  และเปิดฝาทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องจากนั้นชั่งน้ าหนักได้เป็นสารสกัดหยาบจาก
ส่วนของเซลล์ 

         การสกัดสารจากสารละลายส่วนของน้ าเลี้ยงสกัดด้วยเอทิลอะซิเตตในอัตราส่วน 1:1 
(v/v) แยกเก็บส่วนของชั้นเอทิลอะซิเตต แล้วสกัดซ้ าอีกสองครั้ง น าไปท าให้แห้งด้วยเครื่องระเหย
แบบสุญญากาศ จากนั้นละลายสารที่ได้ด้วยสารละลายที่มีคลอโรฟอร์มต่อเมทานอลอัตราส่วน 1:1 

(v/v) เก็บใส่ขวด และเปิดฝาทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นชั่งน้ าหนักสารได้เป็นสารสกัดหยาบ
จากส่วนของน้ าเลี้ยง 

การทดสอบฤทธ ิย์ ับยัง้จลุินทรยี ์
         การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบจากส่วนของเซลล์และน้ าเลี้ยงใช้

เทคนิคดิสก์ดิฟฟิวชัน (Lorian,V. 1980)  เชื้อที่น ามาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ ได้แก่ เชื้อแบคทีเรีย  

E. coli, B. subtilis,  S. aureus TISTR 517  และเชื้อรา C. albicans TISTR 5239  ความเข้มข้น
ของสารสกัดหยาบที่ใช้ทดสอบคือ 40,000 ppm การทดสอบท าโดยปิเปตสารสกัดหยาบและเมทา
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นอล (ชุดควบคุม) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษกรองที่ปราศจากเชื้อ (paper disc) 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร มีปริมาณสารที่ใช้ทดสอบ 400 ไมโครกรัมต่อแผ่นดิสก์ ส าหรับเชื้อที่

น ามาทดสอบเตรียมได้โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว วัดค่าความหนาแน่นของเชื้อด้วยเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ให้ได้ประมาณ 0.2± 0.05 ใช้ไม้ส าลีจุ่มเชื้อป้ายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อให้ทั่วผิวหน้าอาหาร

แข็ง แบคทีเรียใช้อาหารแข็ง Mueller hinton agar ส่วนเชื้อราใช้อาหาร Potato dextrose agar 
ทิ้งไว้ 3-5 นาที น าแผ่นดิสก์วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลล์เซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง และวัดผลการยับยั้งจุลินทรีย์ได้จากการหาบริเวณยับยั้งเชื้อ ( Inhibition zone) ที่เกิดขึ้น

รอบๆแผ่นดิสก์ในหน่วยมิลลิเมตร บันทึกผลเป็นเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเชื้อลบด้วยเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของแผ่นดิสก์ และวิเคราะห์ผลการทดลอง  

การวิเคราะหข์้อมูล 
         น าผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s multiple rang test  ที่

ความเชื่อม่ันร้อยละ 95 ใช้โปรแกรม R version 3.3.1 (Ihaka and Gentleman, 1996) 
 

6. การทดสอบความเปน็พิษตอ่เซลล ์(cytotoxicity) 
การทดสอบผลของ DMSO ต่อร ้อยละการตายของอารท์เีมีย 

1.1. การ เตรยีมอารท์เีมีย 

             1) ชั่งไข่อาร์ทีเมีย 1 กรัมต่อน้ าทะเล 1 ลิตร (ชั่งไข่อาร์ทีเมีย 0.05 กรัม/น้ าทะเล 
50 มล.) 

             2) เป่าไข่ในที่ท่ีมีแสง ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 

 
           การทดสอบความเป็นพษิของ Dimethyl Sulfoxide (DMSO) ที่ความเข้มข้น

แตกต่างกนัตอ่อารท์ีเมีย 
     การทดสอบความเป็นพิษของ DMSO ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันต่ออาร์ทีเมีย ทดสอบใน

แผ่นไมโครเพลทขนาด 6 หลุมต่อแผ่น การทดสอบโดยใช้อาร์ทีเมียอายุ 16 ชั่วโมง จ านวน 10 ตัวต่อ

หลุมในน้ าทะเลธรรมชาติ (SW) ปริมาตร 4.5 มล. ปริมาตรของ DMSO แสดงในตารางที่ 1นับจ านวน
อาร์ทีเมียที่เวลา 1, 2, 4, 6, 8, 16 และ 24 ชั่วโมง บันทึกจ านวนอาร์ทีเมียที่ตายตามเวลาดังกล่าว 

ค านวณเป็นร้อยละการตายของอาร์ทีเมีย และค านวณความเป็นพิษของสารสกัดหยาบต่อการตายของ
อาร์ทีเมียด้วยโปรแกรม StatPlus 2009 
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ตารางที่ 1 การทดสอบความเป็นพิษของ DMSO ต่ออาร์ทีเมีย 

 
การทดสอบผลของสารสกดัจากแอคคตโินมัยซทีต่อรอ้ยละการตายของอารท์ีเมีย 

การ เตรยีมตวัอยา่งสารสกัดหยาบทีค่วามเข้มข้นแตกต่างกนั  
1. เตรียมตัวอย่างความเข้มข้น 10,000 ppm ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าได้โดยปิเปตสาร

สกัดหยาบเข้มข้น 40,000 ppm ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ใส่ในสารละลาย DMSO 375 ไมโครลิตร 

2. เตรียมตัวอย่างความเข้มข้น 1,000 ppm ปริมาตร 3,000 ไมโครลิตร ท าได้โดยปิเปตสาร
สกัดหยาบเข้มข้น 10,000 ppm ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ใส่ในสารละลาย DMSO 2,700 

ไมโครลิตร 
3. น าสารสารสกัดหยาบความเข้มข้น 10,000 หรือ 1,000 ppm น ามาเตรียมให้ได้ความ

เข้มข้น 1,000 2,500 3,000 3,500 4,000 และ 5,000 ppm 

การ เตรยีมอารท์ีเมีย 
1. ชั่งไข่อาร์ทีเมีย 1 กรัมต่อน้ าทะเล 1 ลิตร (ชั่งไข่อาร์ทีเมีย 0.05 กรัม/น้ าทะเล 50 มล.) 

2. เป่าไข่ในที่ท่ีมีแสง ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
 

การทดสอบความเป็นพษิ 

การทดลอง 

(DMSO:SW) 

DMSO 

(ไมโครลิตร) 

SW 

(ไมโครลิตร) 

อาร ์ทีเมีย 10 ตัว

ใน SW (มล.) 

ปร ิมาตรสุดท้าย 

(ไมโครลิตร) 

T1 (100:400) / 2%(v/v) 100 400 4.5 500 

T2 (200:300) / 4%(v/v) 200 300 4.5 500 

T3 (300:200) / 6%(v/v) 300 200 4.5 500 

T4 (400:100) / 8%(v/v) 400 100 4.5 500 

T5 (500:0) / 10%(v/v) 500 0 4.5 500 

Positive control 
(0:500) 

0 - 4.5 500 
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การเตรียมตัวอย่างสารที่ต้องการทดสอบความเป็นพิษแบ่งเป็น 3 ชุดการทดลอง ได้แก่ 
Positive Control เป็นชุดที่ไม่ได้ใส่ Dimethyl Sulfoxide (DMSO) , Negative Control เป็นชุดที่

ใส่ DMSO และชุดการทดสอบ เป็นชุดที่ใส่สารสกัดหยาบที่ละลายใน DMSO มีปริมาณเนื้อสาร 20, 
50, 100 และ 200 ppm ในปริมาตรสารสกัดหยาบสุทธิ 500 ไมโครลิตร ดังแสดงในตารางที่ 3 สาร

สกัดหยาบที่ใช้ทดสอบได้จากเชื้อแอคติโนมัยซีท เป็นเวลา 7 วัน   
การทดสอบความเป็นพิษของสารต่ออาร์ทีเมีย ทดสอบในแผ่นไมโครเพลทขนาด 6 หลุมต่อ

แผ่น การทดสอบโดยใช้อาร์ทีเมียอายุ 16 ชั่วโมง จ านวน 10 ตัวต่อหลุมในน้ าทะเลธรรมชาติ (SW) 

ปริมาตร 4.5 มล. ปริมาตรสารสกัดในตารางที่ 2500 ไมโครลิตร  ชุดการทดสอบแสดงในตารางที่ 2 
นับจ านวนอาร์ทีเมียที่เวลา 1, 2, 4, 6, 8, 16 และ 24 ชั่วโมง บันทึกจ านวนอาร์ทีเมียที่ตายตามเวลา

ดังกล่าว ค านวณเป็นร้อยละการตายของอาร์ทีเมีย และค านวณความเป็นพิษของสารสกัดหยาบต่อ
การตายของอาร์ทีเมียด้วยโปรแกรม StatPlus 2009 
 

ตารางที่ 2 การเตรียมอาร์ทีเมียส าหรับทดสอบความเป็นพิษ 
 

การทดลอง อาร ์ทีเมีย 10 ตัว 

(มล.) 

สารสกัดหยาบ (มล.) 

T1 (20 ไมโครกรัม) 4.5 0.5 

T2 (40 ไมโครกรัม) 4.5 0.5 

T3 (60 ไมโครกรัม) 4.5 0.5 

T4 (80 ไมโครกรัม) 4.5 0.5 

Positive control 4.5 0.5 

Negative control 4.5 0.5 
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ตารางที่ 3 การเตรียมสารสกัดหยาบแอคติโนมัยซีทส าหรับทดสอบความเป็นพิษ 

 

การทดลอง สารสกัดหยาบ

1,000 ppm 

(ไมโครลิตร) 

สารสกัดหยาบ 

2,500 ppm 

(ไมโครลิตร) 

สารสกัดหยาบ 

5,000 ppm 

(ไมโครลิตร) 

สารสกัดหยาบ 

10,000 ppm 

(ไมโครลิตร) 

DMSO 

(ไมโครลิตร) 

SW 

(ไมโครลิตร) 

ปร ิมาตรสุดท้าย 

(ไมโครลิตร) 

T1 (20ppm) 100 - - - - 400 500 

T2 (50ppm) - 100 - - - 400 500 

T3 (100ppm) - - 100 - - 400 500 

T4 (200ppm) - - - 100 - 400 500 

Positive control - - -  - 500 500 

Negative control - - -  100 400 500 



ผลการทดลอง 
 
1.  การเพ่ิมปริมาณผลผลิตสารสีจากการเล้ียงเช้ือ Streptomyces parvulus 
 1.1 ผลน ้าหนักเซลลจ์ากการเล้ียงเช้ือ Streptomyces parvulus ด้วยอาหาร ISP2 
ท่ีความเคม็และความเป็นกรด-ด่างแตกต่างกัน 
               จากการเลีย้งเชื้อ S. parvulus ในอาหารเหลวสูตร ISP2 ปรมิาตร 150 มล. เขย่าที่
ความเรว็ 100 รอบ/นาที ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ที่ค่าความเป็นกรด -ด่าง 5 5.5 6 และ 7 
ทดลองเลีย้งที่ความเคม็ 0, 5, 10, 20, 25, 30, 35 และ 40 ppt เป็นเวลา 7 วัน พบว่าไดน้ ้าหนัก
เซลลม์ากที่สุด 2.99 กรมั เมื่อเลีย้งที่ความเคม็ 5 ppt ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 เมื่อความเคม็
เพิม่ขึ้นน ้าหนักเซลลท์ี่ไดอ้ยู่ในช่วง 2.02-2.27 กรมั และไดน้ ้าหนักเซลลน้์อยที่สุดที่ไม่มคีวาม
เคม็ ดงัแสดงในภาพที่ 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
             ภาพท่ี 9  น ้าหนักเซลลจ์ากการเลีย้งเชื้อ S. parvulus ดว้ยอาหาร ISP2 ที่ความเป็น
กรด-ด่าง และความเคม็แตกต่างกัน 
 1.2  ผลน ้าหนักของสารสกัดหยาบจากส่วนของสารละลายน ้าเล้ียงเช้ือ และส่วน
ของเซลล ์  จากการเล้ียงเช้ือ Streptomyces parvulus ด้วยอาหารแตกต่างกัน 3 สูตร 
            จากการทดลองการเลีย้งเชื้อ S. parvulus ดว้ยอาหารชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ ISP2 
ISP3 และ OYG ปรมิาตร 250 มล. ที่ความเคม็ 17 ppt อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 
วัน พบว่าอาหารมผีลต่อการเจรญิของเชื้อ โดยพบว่าอาหาร ISP3 และ OYG ไดน้ ้าหนักเซลล์
มากกว่า ISP 2 ดงัแสดงในตารางที่ 4   และปรมิาณสารสกัดหยาบ (crude extract) ที่สกัดไดม้ี
ปรมิาณแตกต่างกันอย่างมนัียส าคญัทางสถติ ิ (p<0.05) โดยเชื้อที่เลีย้งในอาหาร ISP 3 และ 
OYG ให้น ้าหนักของสารสกัดหยาบจากส่วนของเซลลป์รมิาณมาก 0.1331 และ 0.1049 กรมั
ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางท่ี 4 น ้าหนักของเซลลท์ี่ไดจ้ากการเลีย้งในอาหารแตกต่างกัน 4 สูตร 

 
ตารางท่ี 5  น ้าหนักสารสกัดหยาบจากส่วนสารละลายน ้าเลีย้งเชื้อและส่วนของเซลลจ์ากการ
เลีย้งเชื้อ S. parvulus ดว้ยอาหารแตกต่างกัน 3 สูตร 
 

Condition Weight of vial 
Weight of vial and  

crude extract 
Weight of crude 

extract 

ISP2 Supernatant 2.0019g 2.0317g 0.0298g 
ISP3 Supernatant 2.0403g 2.0718g 0.0315g 
OYG Supernatant 2.0549g 2.0907g 0.0358g 

ISP2 Cell 2.0484g 2.1017g 0.0533g 
ISP3 Cell 2.0434g 2.1765g 0.1331g 
OYG Cell 2.0611g 2.1660g 0.1049g 

ISP2 Control 2.0582g 2.0680g 0.0098g 
ISP3 Control 2.0496g 2.0685g 0.0189g 
OYG Control 2.0720g 2.0991g 0.0271g 

 
 1.2 ปริมาณสารสีท่ีได้จากเช้ือแอคติโนมยัซีท 
         จากการเลีย้งเชื้อ S. parvulus และน าสารสกัดหยาบจากส่วนของสารละลายน ้า
เลีย้งเชื้อและเซลล ์ความเข้มข้น 500 ppm น าไปสแกนค่าการดูดกลนืแสง พบว่าเชื้อแอคตโิน
มยัซทีที่เลีย้งในอาหาร OYG ที่ความยาวคลื่น 450 nm มคี่าการดูดกลนืแสงมากที่สุด ดงัแสดง
ในตารางที่ 6 และภาพที่ 10 และเมื่อเปรยีบเทียบค่าการดูดกลนืแสงของสารสกัดหยาบส่วนของ
สารละลายน ้าเลีย้งเชื้อและเซลล ์พบว่าส่วนของสารละลายน ้าเลีย้งเชื้อ ให้ค่าการดูดกลนืแสง
มากกว่าสารสกัดที่ไดจ้ากเซลล ์ ดงัแสดงในภาพที่ 11 
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ตารางท่ี 6  ค่าการดูดกลนืแสงของสารสกัดหยาบที่ไดจ้ากการเลีย้งเชื้อแอคตโินมยัซที เข้มข้น 
500 ppm 
 

Condition Wavelength Absorbance Unit 
ISP2 Supernatant 430nm 0.7227 
ISP3 Supernatant 450nm 0.6066 
OYG Supernatant 450nm 1.0105 

ISP2 Cells 430nm 0.1604 
ISP3 Cells 450nm 0.1701 
OYG Cells 450nm 0.4742 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10  โครมาโทแกรมค่าการดูดกลนืแสงของสารสกัดหยาบจากสารละลายน ้าเลีย้งเชื้อ ใน
อาหารเลีย้งเชื้อ ISP2, ISP 3 และ OYG 
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ภาพท่ี 11 โครมาโทแกรมค่าการดูดกลนืแสงของสารสกัดหยาบจาก Supernatant และจากเซลล ์

จากการเลีย้งเชื้อ S. parvulus ในอาหารเลีย้งเชื้อ OYG 
 
  1.3  ผลของความเคม็ต่อน ้าหนักสารสกัดหยาบ  และปริมาณสารสี  
       จากการเลีย้งเชื้อ S. parvulus ในอาหารเหลว ISP2 ที่ใช้ความเคม็น ้าทะเล
ธรรมชาตใินการเตรยีมแตกต่างกัน 7 ระดบั ปรมิาตร 150 มล. เลีย้งเชื้อเป็นเวลา 7 วัน ที่
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เขย่าที่ความเรว็ 100 รอบ/นาที พบว่าความเคม็ของน ้าทะเล
ที่ใช้เตรยีมอาหารเลีย้งเชื้อ 40 ppt ให้ปรมิาณสารสมีากที่สุดในส่วนของสารละลายน ้าเลีย้งเชื้อ
และเซลล ์ดงัแสดงในตารางที่ 7 และตารางที่ 8 
 
ตารางท่ี 7  ผลของความเคม็ต่อน ้าหนักสารสกัดหยาบจากส่วนของสารละลายน ้าเลีย้งเชื้อ   
และปรมิาณสารสทีี่ได ้  จากการวัดค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร   

Salinity (ppt) Weight of Crude extract 
(mg) 

Absorbance 450 
(nm) 

Total Pigment 
Yield 

5 20.7 1.5155 31.37 

10 26.4 0.1592 4.20 

20 30.1 1.2816 38.58 

25 32.3 1.0473 33.83 

30 37.2 1.4750 54.87 

35 74.5 0.7582 56.49 

40 43.5 1.7483 76.05 
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ตารางท่ี 8  ผลของความเคม็ต่อน ้าหนักสารสกัดหยาบจากส่วนของเซลล ์  และปรมิาณสารสทีี่
ไดจ้ากการวัดค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  

 
        จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสูตรอาหารที่เหมาะสมส าหรบัเลีย้งเชื้อ S. parvulus 
เพื่อให้ไดส้ารสปีรมิาณมาก คอื OYG ความเคม็ของน ้าทะเลธรรมชาตทิี่ใช้เตรยีมอาหารเลีย้ง
เชื้อคอื 35 หรอื 40 ppt 
 
2.  การเพ่ิมปริมาณผลผลิตสารสีจากการเล้ียงเช้ือ Streptomyces indiaensis (A1-3) 
ด้วยอาหารแตกต่างกัน 3 สูตร 
 จากการเลีย้งเชื้อ S. indiaensis (A1-3) ในอาหารเหลวสูตร ISP2 ปรมิาตร 150 มล. 
เขย่าที่ความเรว็ 100 รอบ/นาที ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5 5.5 6 
และ 7 ทดลองเลีย้งที่ความเคม็ 0, 5, 10, 20, 25, 30, 35 และ 40 ppt เป็นเวลา 10 วัน พบว่า
ไดน้ ้าหนักเซลลม์ากที่สุด 5.42 กรมั เมื่อเลีย้งที่ความเคม็ 10 ppt ค่าความเป็นกรด-ดา่ง 6 เมื่อ
ความเคม็เพิม่ขึ้นน ้าหนักเซลลท์ี่ไดล้ดลง และไดน้ ้าหนักเซลลน้์อยที่สุดที่ไม่มคีวามเคม็ ดงัแสดง
ในภาพที่ 12 
 
 
 
 
 
 

Salinity (ppt) Weight of crude extract 
(mg) 

Absorbance 450 
(nm) 

Total Pigment 
Yield 

5 22.4 0.0389 0.87 

10 30.7 0.0135 0.41 

20 62.2 0.019 1.18 

25 31.6 0.1596 5.04 

30 29.7 0.4391 13.04 

35 61.1 0.1786 10.91 

40 41.7 0.6514 27.16 
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ภาพท่ี 12 น ้าหนักเซลลจ์ากการเลีย้งเชื้อ S. indiaensis (A1-3) ดว้ยอาหาร ISP2 ที่ความเป็น
กรด-ด่าง และความเคม็แตกต่างกัน 
 
3. การทดสอบความคงตวัของสารสี 

จากผลการทดสอบการคงตวัของสารสพีบว่า สารสกัดจากเชื้อแอคตโินมยัซที S. 
indiaensis (A1-3)  ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ความเคม็ 17 และ 35 ppt ณ เวลา 60 วัน ของการ
ทดสอบพบว่า %การลดลงการสารส ี คอืรอ้ยละ 67.3 และ 84.9 ตามล าดบั (ตารางที่ 9) สารสกัด
จากเชื้อแอคตโินมยัซที S. coelicoflavu ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ความเคม็ 17, 25 และ 35 ppt 
ณ เวลา 60 วัน ของการทดสอบพบว่า %การลดลงการสารส ีคอืรอ้ยละ 32.6, 91.8 และ 84.9 
ตามล าดบั (ตารางที่ 10) และสารสกัดจากเชื้อแอคตโินมยัซที S. parvulus ที่เลีย้งดว้ยอาหาร 
OYG ความเคม็ 35 และ 40 ppt ณ เวลา 60 วัน ของการทดสอบพบว่า %การลดลงการสารส ี ที่
ความยาวคลื่น 530 nm คอืรอ้ยละ 49.2 และ 49.1 ตามล าดบั (ตารางที่ 11) และที่ความยาว
คลื่น 450 nm คอื รอ้ยละ 33.1 และ 68.4 ตามล าดบั (ตารางที่ 12) 
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ตารางท่ี 9 การทดสอบความคงตวัของสทีี่ความยาวคลื่น 410 nm ของสารสกัดแอคตโินมยัซที  
S. indiaensis (A1-3)   ในส่วน supernatant 
 
แอคติโนมยั

ซีท 
สภาวะการเล้ียง %การลดลงการสารสีท่ีความ

ยาวคล่ืน 410 nm ตามระยะเวลา 
(วนั) 

 อาหาร ความเคม็ 
(ppt) 

เวลา (วนั) 7 14 21 31 60 

S. indiaensis ISP3 17 7 27.1 38.8 39.9 51.0 67.3 
S. indiaensis ISP3 35 7 40.7 44.0 45.2 59.6 84.9 
 
 
ตารางท่ี 10 การทดสอบความคงตวัของสทีี่ความยาวคลื่น 495 nm ของสารสกัดแอคตโินมยัซที  
S. coelicoflavu ในส่วน supernatant 
 
แอคติโนมยั

ซีท 
สภาวะการเล้ียง %การลดลงการสารสีท่ีความ

ยาวคล่ืน 495 nm ตามระยะเวลา 
(วนั) 

 อาหาร ความเคม็ 
(ppt) 

เวลา 
(วนั) 

7 14 21 31 60 

S. 
coelicoflavu 

ISP3 17 7 35.3 35.1 38.1 38.1 32.6 

S. 
coelicoflavu 

ISP3 25 7 23.9 45.8 44.2 66.4 91.8 

S. 
coelicoflavu 

ISP3 35 7 10.9 19.4 19.9 27.1 43.1 
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ตารางท่ี 11 การทดสอบความคงตวัของสทีี่ความยาวคลื่น 530 nm ของสารสกัดแอคตโินมยัซที  
S. parvulus ในส่วน supernatant 
 
แอคติโนมยั

ซีท 
สภาวะการเล้ียง %การลดลงการสารสีท่ีความ

ยาวคล่ืน 530 nm ตาม
ระยะเวลา (วนั) 

 อาหาร ความเคม็ 
(ppt) 

เวลา (วนั) 7 14 21 31 60 

S. parvulus OYG 35 7 1.2 5.5 10.6 25.4 49.2 
S. parvulus OYG 40 7 2.7 5.6 10.2 27.0 49.1 

 
 
ตารางท่ี 12 การทดสอบความคงตวัของสทีี่ความยาวคลื่น 450 nm ของสารสกัดแอคตโินมยัซที  
S. parvulus ในส่วน supernatant 
 
แอคติโนมยั

ซีท 
สภาวะการเล้ียง %การลดลงการสารสีท่ีความ

ยาวคล่ืน 450 nm ตามระยะเวลา 
(วนั) 

 อาหาร ความเคม็ 
(ppt) 

เวลา (วนั) 7 14 21 31 60 

S. parvulus OYG 35 7 23.4 25.3 26.2 26.6 33.1 
S. parvulus OYG 40 7 12.5 20.5 19.5 28.8 68.4 

 
4. โครงสร้างสารสี 

S. parvulus 
จากผลการแยกสารออกฤทธ์ิยับยั้ง เชื้ อจุลินทรีย์ เ ทียบกบัข้อมูลของสารท่ีแยกจาก Ajijur et al., 
(2010) ไดแ้ก ่actinomycin D ของแข็งสีเหลือง  

S. indiaensis (A1-3) 
ผลของสารประกอบรงควตัถุ มีสีแดงมว่งเ ป็นสารกลุ ่ม quinone มีน ้ าหนักโมเลกุล 559.08 ซ่ึ ง
โครงสร้างของสารสีแดงตอ้งท าการวิเคราะห์ข้อมลูด้วยเทคนิค 2D-NMR เพื่อให้ได้ความช ัดเจน
มากข้ึน    
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5. การตรึงตวัอย่างด้วยแคลเซียมอลัจิเนต  
การตรึงโปรตีน 
การตรงึโปรตนี 4 ชนิด ไดแ้ก่ ปาเปน (Papain), ทรปิซนิ (Trypsin), อลับูมนิ (Albumin) 

และ บลูเดกซแ์ตรน (Blue dextran) ดว้ยแคลเซยีมอลัจเินตที่ความเข้มข้นรอ้ยละ 1.5 ในน ้า
ทะเลเทียม ค่าความเป็นกรด-ด่าง 8 พบว่าโปรตนีทัง้ 4 ชนิดที่เวลา 48 ชัว่โมง ไม่พบการหลุด
ของโปรตนี ดงัแสดงในตารางที่ 13 
 
ตารางท่ี 13 การหลุดของโปรตนีทัง้ 4 ชนิด ที่ถูกตรงึดว้ยแคลเซยีมอลัจเินต 

เวลา ค่าการดูดกลืนแสง 
595 nm 280 nm 

ปาเปน  
(2.3x 104 kDa) 

ทริปซิน  
(2.33x104 kDa) 

อลับูมิน  
(6.7x104 kDa) 

บลูเดกซ์แตรน 
(2x106 kDa) 

0 นาที 0 0 0.016 0 
10 นาที 0.011 0.009 0.004 0 
20 นาที 0 0 0.033 0 
30 นาที 0.014 0.010 0.048 0 
1 ชัว่โมง 0.052 0.013 0.050 0 
24 ชัว่โมง 0.010 0.011 0.074 0.003 
48 ชัว่โมง 0.005 0.070 0.005 0.002 
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การตรึงสารสีจากแอคติโนมยัซีท 
การตรงึสารสจีากเชื้อแอคตโินมยัซทีทัง้ 4 ชนิด คอื S. indiaensis (A1-3), S. 

indiaensis (A3-3), S. coelicoflavu และ S. parvulus ดว้ยแคลเซยีมอลัจเินตที่ความเข้มข้นรอ้ย
ละ 1.5 ในน ้าทะเลธรรมชาต ิพบว่าสารสทีัง้ 4 ชนิดที่เวลา 24 ชัว่โมง พบการหลุดของสใีนเชื้อ 
S. parvulus มากที่สุด ดงัแสดงในตารางที่ 14 
 
ตารางท่ี 14 การหลุดของสารสจีากแอคตโินมยัซทีทัง้ 4 ชนิด ที่ถูกตรงึดว้ยแคลเซยีมอลัจเินต  

เวลา ค่าการดูดกลืนแสง 
410nm 410 nm 495 nm 450 nm 

S. indiaensis (A1-3) S. indiaensis (A3-3)  S. coelicoflavu S. parvulus 

0 นาที 0.0042 0.0053 0.0001 0.0065 
10 นาที - - - 0.0149 
20 นาที 0.0066 0.0077 0.0018 0.0178 
1 ชัว่โมง 0.0106 0.112 0.0011 0.0293 
3 ชัว่โมง 0.0147 0.0132 0.0044 0.0456 
6 ชัว่โมง 0.0137 0.0140 0.0107 0.0621 
24 ชัว่โมง 0.0115 0.0130 0.0040 0.1083 
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6. ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเช้ือแอคติโนมยัซีท 
การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเบ้ืองต้น 
จากการทดสอบการตา้นอนุมูลอสิระเบื้องตน้ของสารสกัดหยาบเชื้อแอคตโินมยัซที  

Streptomyces indiaensis (A1-3), Streptomyces indiaensis (A3-3) ,  Streptomyces 
coelicoflavu และ Streptomyces parvulus ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2, ISP3 ,ISP5 และ OYG  และ
ในความเคม็ที่แตกต่างกัน 3 ระดบั 17,25,35 ppt ในส่วนของสารสกัดหยาบเมทานอลจากเซลล์
และสารสกัดหยาบเอทธลิอะซเิตทในส่วน supernatant (ตารางที่ 15) โดยวิธ ีTLC – DPPH ที่
สามารถตา้นสารอนุมูลอสิระได ้ โดยอาศัยหลกัการการเปลีย่นสขีอง DPPH ซึง่เป็นสารอนุมูลอสิระ
ที่เสถยีรและสม่ีวง เมื่อไดร้บัอเิลกตรอนจากสารตา้นอนุมูลอสิระสาร DPPH นัน้จะกลายเป็น 
DPPH:H ท าให้ไดส้ารผลติภณัฑท์ี่มสีจีางลงหรอืเป็นสเีหลอืงผลการทดสอบเบื้องตน้ของสารสกัด
หยาบเชื้อแอคตโินมยัซที S. indiaensis (A1-3),  
S. indiaensis (A3-3),  S. coelicoflavu และ S. parvulus สามารถตา้นสารอนุมูลอสิระได ้ (ภาพที่ 
13)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 13 ผลการทดสอบเบื้องตน้ของสารสกัดหยาบเชื้อแอคตโินมยัซที S. indiaensis (A1-3) 
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รหสั ชนิดของ 

แอคติโนมยัซีท 

สถานท่ีเก็บตวัอย่าง สภาวะการเล้ียง น ้าหนัก

เซลล ์

(กรมั) 

ปริมาตร

น ้าเล้ียง 

(มล.) 

น ้าหนักสารสกัดหยาบ 

(มก.) 

อาหาร ความเคม็ 

(ppt) 

เวลา 

(วนั) 

เซลล ์(C) น ้าเล้ียง 

(M) 

A1-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP2 25 7 2.3806 220 0.0439 0.0162 

A1-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP2 35 7 3.8826 220 0.037 0.0087 

A1-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP3 17 7 1.6212 300 0.111 0.0138 

A1-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP3 25 7 2.0615 300 0.1374 0.0096 

A1-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP3 35 7 3.2877 300 0.1115 0.0086 

ตารางที ่15 ขอ้มลูตวัอยา่งแอคติโนมยัซีทและน ้ าหนักสารสกดัหยาบส าหรับศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระ 
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ตารางที ่15 ขอ้มลูตวัอยา่งแอคติโนมยัซีทและน ้ าหนักสารสกดัหยาบส าหรับศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระ (ตอ่) 

รหสั ชนิดของ 
แอคติโนมยัซีท 

สถานท่ีเก็บตวัอย่าง สภาวะการเล้ียง น ้าหนัก
เซลล ์
(กรมั) 

ปริมาตร
น ้าเล้ียง 
(มล.) 

น ้าหนักสารสกัดหยาบ 
(มก.) 

อาหาร ความเคม็ 
(ppt) 

เวลา 
(วนั) 

เซลล ์(C) น ้าเล้ียง 
(M) 

A3-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP2 17 7 7.2972 200 0.0280 0.0398 

A3-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP3 17 7 7.1307 200 0.1869 0.0462 

A3-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP5 17 7 1.0572 200 0.028 0.0396 

A3-3 Streptomyces 
indiaensis 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

OYG 17 7 10.5214 200 0.0367 0.0521 

A16-1 Streptomyces 
coelicoflavus 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP2 17 7 3.2993 250 0.0247 0.0237 

A16-1 Streptomyces 
coelicoflavus 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP2 25 7 1.3570 220 0.0146 0.0431 

A16-1 Streptomyces 
coelicoflavus 

ดนิชายฝัง่ หาดวอนนภา 
จ. ชลบุร ี

ISP2 35 7 1.5275 220 0.0213 0.0975 
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รหสั ชนิดของ 
แอคติโนมยัซีท 

สถานท่ีเก็บตวัอย่าง สภาวะการเล้ียง น ้าหนัก
เซลล ์
(กรมั) 

ปริมาตร
น ้าเล้ียง 
(มล.) 

น ้าหนักสารสกัดหยาบ 
(มก.) 

อาหาร ความเคม็ 
(ppt) 

เวลา 
(วนั) 

เซลล ์(C) น ้าเล้ียง 
(M) 

A16-1 Streptomyces 
coelicoflavus 

ดนิชายฝัง่ หาดวอน
นภา จ. ชลบุร ี

ISP3 17 7 0.9066 250 0.1013 0.0297 

A16-1 Streptomyces 
coelicoflavus 

ดนิชายฝัง่ หาดวอน
นภา จ. ชลบุร ี

ISP3 25 7 2.0050 220 0.1554 0.0126 

A16-1 Streptomyces 
coelicoflavus 

ดนิชายฝัง่ หาดวอน
นภา จ. ชลบุร ี

ISP3 35 7 2.9678 220 0.154 0.0213 

A16-1 Streptomyces 
coelicoflavus 

ดนิชายฝัง่ หาดวอน
นภา จ. ชลบุร ี

OYG 17 7 3.2481 250 0.0878 0.0372 

CP58-4-
21 

Streptomyces 
parvulus 

ดนิป่าชายเลนจงัหวัด
ชุมพร 

ISP2 17 7 1.7046 1000 0.0281 0.0253 

CP58-4-
21 

Streptomyces 
parvulus 

ดนิป่าชายเลนจงัหวัด
ชุมพร 

ISP2 17 10 2.0520 450 0.0343 0.0403 

CP58-4-
21 

Streptomyces 
parvulus 

ดนิป่าชายเลนจงัหวัด
ชุมพร 

ISP2 17 14 1.4720 450 0.0745 0.0332 

ตารางที ่15 ขอ้มลูตวัอยา่งแอคติโนมยัซีทและน ้ าหนักสารสกดัหยาบส าหรับศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระ (ตอ่) 
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7. การตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH Radical Scavenging Capacity Assay  
น าสารสกัดหยาบจากเชื้อแอคตโินมยัซที มาตรวจสอบฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ(radical 

scavenging activity) ซึง่จะรายงานเป็นค่าความเข้มข้น ug/ml  ที่ให้ผลตา้นออกซเิดชัน่คร ึง่หน่ึง 
(IC50) ในการศึกษาน้ีใช้ DPPH เป็นอนุมูลอสิระใช้วิตามนิซ ี และ Trolox เป็น positive control จาก
การทดสอบฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระในตวัอย่างสารสกัดหยาบเมทานอล ในส่วนเซลลแ์ละสารสกัด
หยาบเอทธลิอะซเิตทในส่วน supernatant ของเชื้อแอคตโินมยัซที จ านวน 4 ไอโซเลท ที่เลีย้งดว้ย
อาหาร ISP2, ISP3 ,ISP5 และ OYG  และในความเคม็ที่แตกต่างกัน 3 ระดบั 17, 25 และ 35 ppt.  
ผลการศึกษาพบว่าในสารสกัดหยาบในส่วนของเซลล ์ S. indiaensis (A1-3) ที่เลีย้งดว้ยอาหาร 
ISP2 ความเคม็ 25 ppt แสดงฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ DPPH ไดด้ทีี่สุดมคี่า IC50167.85±5.82µg/ml   
ส่วนสารสกัดหยาบจากsupernatant พบว่าเชื้อแอคตโินมยัซที S. coelicoflavu ที่เลีย้งดว้ยอาหาร 
ISP3 ความเคม็ 25 ppt แสดงฤทธิย์ับ้ยัง้อนุมูลอสิระ DPPH สูงสุดเช่นกัน โดยมคี่า IC50= 
61.94±15.64 µg/ml และค่า IC50 ของ Ascorbic acid และ Trolox มคี่า IC50=4.29, 3.79 µg/ml 
ตามล าดบั ผลแสดงในตารางที่ 16 

 
8. การตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS Radical Scavenging Capacity Assay  

น าสารสกัดหยาบจากเชื้อแอคตโินมยัซที มาตรวจสอบฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ ABTS ผล
การศึกษาพบว่าในสารสกัดหยาบในเซลล ์ S. coelicoflavu เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2 ความเคม็ 25 
ppt แสดงฤทธิย์ับ้ยัง้อนุมูลอสิระ ABTS สูงสุดโดยมคี่า IC50=336.13± 8.97 µg/ml ในส่วนสารสกัด
หยาบจาก supernatant พบฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ ABTS สูงสุดในสารสกัดหยาบเชื้อแอคตโินมยัซที  
S. coeliflavu เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ที่ความเคม็ 25 ppt.  มคี่า IC50=61.94 ± 15.64 µg/ml 
ตามล าดบัโดย Ascorbic acid และ Trolox  มคี่า IC50=13.43, 8.24 µg/ml ตามล าดบั  ผลแสดงใน
ตารางที่ 16
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ตารางท่ี 16  ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ(Antioxidant activity) ในสารสกัดหยาบส่วนเซลลเ์ชื้อแอคตโินมยัซทีที่เลีย้งดว้ยอาหารและความเคม็ที่ต่างกัน 

แอคติโนมยัซีท สภาวะการเล้ียง IC50 DPPH (ppm) IC50 ABTS (ppm) 
อาหาร ความเคม็ 

(ppt) 
เวลา 
(วนั) 

เซลล ์(C) น ้าเล้ียง (M) เซลล ์(C) น ้าเล้ียง (M) 

S. indiaensis (A1-3) ISP2 25 7 167.85±5.82c >400 >400 194.10±2.00de 
S. indiaensis (A1-3) ISP2 35 7 >400 >400 >400 159.28±2.97f 
S. indiaensis (A1-3) ISP3 17 7 >400 223.19±3.94e >400 58.07±2.09h 
S. indiaensis (A1-3) ISP3 25 7 >400 208.32±8.33ef >400 62.12±2.56gh 
S. indiaensis (A1-3) ISP3 35 7 274.47±4.30a >400 >400 183.59±2.56e 
S. indiaensis (A3-3) ISP2 17 7 >400 349.04±16.16b >400 >400 
S. indiaensis (A3-3) ISP3 17 7 >400 209.77±6.09ef >400 164.94±2.85f 
S. indiaensis (A3-3) ISP5 17 7 >400 >400 >400 >400 
S. indiaensis (A3-3) OYG 17 7 >400 >400 >400 >400 

S. coelicoflavu ISP2 17 7 >400 269.47±4.85d >400 168.81±5.98f 
S. coelicoflavu ISP2 25 7 >400 290.01±7.94c 336.13±8.97a 168.92±2.80f 
S. coelicoflavu ISP2 35 7 >400 >400 >400 >400 
S. coelicoflavu ISP3 17 7 >400 >400 >400 302.75±21.27b 
S. coelicoflavu ISP3 25 7 175.36±7.26bc 61.94±15.64g >400 76.56±6.46g 
S. coelicoflavu ISP3 35 7 180.17±5.80b 199.26±1.30f 346.06±9.43a 199.35±2.03d 
S. coelicoflavu OYG 17 7 >400 367.40±18.48a >400 367.40±18.48a 

 



55 
 

ตารางท่ี 16  ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ(Antioxidant activity) ในสารสกัดหยาบส่วนเซลลเ์ชื้อแอคตโินมยัซทีที่เลีย้งดว้ยอาหารและความเคม็ที่ต่างกัน (ต่อ)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แอคติโนมยัซีท สภาวะการเล้ียง IC50 DPPH (ppm) IC50 ABTS (ppm) 
อาหาร ความเคม็ 

(ppt) 
เวลา (วนั) เซลล ์(C) น ้าเล้ียง (M) เซลล ์(C) น ้าเล้ียง (M) 

S. parvulus ISP2 17 7 >400 219.98±6.59e >400 219.68±6.59c 
S. parvulus ISP2 17 10 >400 >400 >400 >400 
S. parvulus ISP2 17 14 >400 >400 >400 >400 

Ascorbic acid - - - 3.87±0.22 13.27±0.23 
Trolox - - - 4.04±0.35 8.37±0.30 
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9. การทดสอบความคงตวัของสารต้านอนุมูลอิสระ 
 น าสารสกัดหยาบในส่วน supernatant (medium) ของเชื้อแอคตโินมยัซที S. indiaensis 
(A1-3) เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ความเคม็ 17ppt, S. coelicoflavu เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2 ความ
เคม็ 17ppt และ S. parvulus เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2 ความเคม็ 17ppt ระยะเวลาเลีย้ง7 วัน มา
ทดสอบความคงตวัของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ และสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรกัษา โดยน าไป
เก็บรกัษาที่อุณหภูม ิ4, 25 องศาเซลเซยีล และที่อุณหภูมหิ้อง (35 องศาเซลเซยีล) จากนัน้ท า
การวิเคราะห์ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ ABTS ณ เวลาเร ิม่ตน้ 0 วัน 7 วัน 14 วัน และ 30 วัน ผล
การศึกษาพบว่าฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ มคีวามแตกต่างกันในแต่ละตวัอย่าง 

9.1 สภาวะท่ีเหมาะสมของสารสกัดหยาบ supernatant (medium)  A1-3 
ผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบ supernatant S. indiaensis 

(A1-3) ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ความเคม็  17ppt เมื่อเปรยีบเทียบกับค่า IC50ของวันเร ิม่การ
ทดสอบ (ระยะเวลา 0 วัน) คอือุณหภูมทิี่ใช้เก็บรกัษาตวัอย่าง 25 องศาเซลเซยีส  ให้ฤทธิต์า้น
อนุมูลอสิระดทีี่สุด มคี่า IC50= 42.22ug/ml  ระยะเวลา14 วันที่อุณหภูมทิี่ใช้เก็บรกัษาตวัอย่าง 
25 องศาเซลเซยีส ให้ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระดทีี่สุดเช่นกัน มคี่า IC50= 69.70±5.14ug/ml พบว่า
เมื่อระยะเวลาผ่านไป ประสทิธภิาพของสารสกัดลดลงตามระยะเวลาที่เก็บ  โดยในเวลาการเก็บ 
30 วันการเก็บที่25 องศาเซลเซยีส สารสกัดยังคงสภาพของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ ABTS โดยมี
ค่า IC50=65.79±0.79 ug/ml เมื่อท าการเปรยีบเทียบกับ Ascorbic acid และ Trolox ซึง่เป็นสาร 
antioxidant มาตรฐานบรสุิทธิ ์พบว่ามปีระสทิธภิาพต ่ากว่า 5 เท่า และ 7 เท่า ตามล าดบั ผล
แสดงในตารางที่ 17 และภาพที่ 14 

 
ตารางท่ี 17 ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ(Antioxidant activity) ของสารสกัดส่วน supernatant A1-3 
ISP3  ความเคม็ 17ppt 

 
 
 
 

Temperature (°C) ABTS scavenging activity (µg/ml) 

Time (day) 
 0 7 14 30 
4 300.31±11.38 293.59±13.13 165.07±19.97 NA 
25 42.22±1.45 NA 69.70±5.14 65.79±0.79 
35 218.58±49.57 173.63±11.46 168.28±23.11 NA 
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ภาพท่ี 14 ความคงตวัของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดส่วน supernatant S. indiaensis 
(A1-3) ISP3 ความเคม็ 17ppt 

9.2 สภาวะท่ีเหมาะสมของสารสกัดหยาบ supernatant (medium)  S. 

coelicoflavu 

สภาวะที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบ supernatant (medium)  S. coelicoflavu เลีย้ง
ดว้ยอาหาร ISP2 ความเคม็ 17ppt คอื ระยะเวลา 0 วัน อุณหภูมทิี่ใช้เก็บตวัอย่าง 25 องศา
เซลเซยีส ให้ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระดทีี่สุด  โดยมคี่า IC50 = 44.23±16.53 ug/ml เมื่อระยะเวลา
ผ่านไปพบว่าประสทิธภิาพของสารสกัดมกีารเปลีย่นแปลง โดยระยะเวลา 14 วัน การเก็บรกัษา
ที่ 4 องศาเซลเซยีล ให้ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระดทีี่สุด โดยมคี่า IC50 = 40.03±4.32ug/ml   แต่การ
เก็บที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส ให้ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระลดลง โดยมคี่า IC50= 112.75±4.79 
ug/ml เมื่อท าการเปรยีบเทียบกับ Ascorbic acid และ Trolox ซึง่เป็นสาร antioxidant 
มาตรฐานบรสุิทธิ ์พบว่ามปีระสทิธภิาพต ่ากว่า 5 เท่า และ 7 เท่า ตามล าดบัผลแสดงในตารางที่ 
18 และภาพที่ 15 

 
ตารางท่ี 18  ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ(Antioxidant activity) ของสารสกัดหยาบส่วน supernatant  
S. coelicoflavu อาหาร ISP2ความเคม็ 17ppt  

Temperature 
(°C) 

ABTS scavenging activity (µg/ml) 
Time (day) 

0 7 14 30 
4 97.47±4.79 128.30±13.48 40.03±4.32 NA 
25 44.23±16.53 NA 112.75±4.79 87.78±6.35 
35 137.86±6.37 129.46±4.49 90.37±5.15 NA 
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ภาพท่ี 15 แสดงความคงตวัของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบส่วน supernatant  
S. coelicoflavu อาหาร ISP2 ความเคม็ 17ppt 

 
9.3 สภาวะท่ีเหมาะสมของสารสกัดหยาบ supernatant (medium)  S. parvulus 
สภาวะที่เหมาะสมของสารสกัดหยาบ supernatant (medium)  S. parvulus เลีย้งดว้ย

อาหาร ISP2 ความเคม็  17pptเป็นระยะเวลา  7 วัน คอื ระยะเวลา 0 วัน อุณหภูมทิี่ใช้เก็บ
ตวัอย่าง 25 องศาเซลเซยีส ให้ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระดทีี่สุด โดยให้ค่า IC 50=81.65±24.73ug/ml 
โดยเมื่อระยะเวลาผ่านไปณ เวลา 14 วัน การเก็บรกัษาที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส  ให้ฤทธิ ์
ตา้นอนุมูลอสิระดทีี่สุด โดยให้ค่า IC 50 =83.13±0.86ug/ml  แต่การเก็บที่ 25 องศาเซลเซยีสมี
ค่า IC 50 =167.72±5.39ug/ml เมื่อท าการเปรยีบเทียบกับ Ascorbic acid และ Trolox ซึง่เป็น
สาร antioxidant มาตรฐานบรสุิทธิ ์ พบว่ามปีระสทิธภิาพต ่ากว่า 9.9 เท่า และ 13.67 เท่า 
ตามล าดบัผลแสดงในตารางที่ 19 และภาพที่ 16 

 
ตารางท่ี 19 ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ(Antioxidant activity) ของสารสกัดหยาบส่วน supernatant 
CP58-4-21 เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2 ความเคม็ 17ppt เป็นระยะเวลา  7 วัน  
 

Temperature 
(°C) 

ABTS scavenging activity (µg/ml) 
Time (day) 

 0 7 14 30 
4 145.75±2.12 142.83±17.57 83.13±0.86 NA 
25 81.65±24.73 NA 167.72±5.39 159.05±9.29 
35 139.06±22.37 108.34±2.15 83.13±0.86 NA 
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ภาพท่ี 16 แสดงความคงตวัของฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบส่วน supernatant  
S. parvulus เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2 ความเคม็ 17ppt เป็นระยะเวลา 7 วัน  
 
10. เปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเช้ือแอคติโนมัยซีท S. 
indiaensis (A1-3) 

จากการเปรยีบเทียบผลของความเคม็ต่อฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระDPPH และ ABTS ของ
สารสกัดหยาบเชื้อแอคตโินมยัซที S. indiaensis (A1-3) ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ดว้ยความเคม็ 
3 ระดบั 17, 25 และ 35ppt ผลการศึกษาพบว่าฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ DPPH และ ABTS มคีวาม
แตกต่างกันอย่างมนัียส าคญัทางสถติ ิ (p< 0.05)  โดยสารสกัดหยาบที่ความเคม็ที่ 17 และ 25 
ppt แสดงฤทธิใ์นการก าจดัอนุมูลอสิระ DPPH และ ABTS มากที่สุด โดยมคี่า IC50เท่ากับ  
223.19±3.93, 208.32±8.33 µg/ml; 58.07±2.09 and 62.12±2.56  µg/ml ตามล าดบัและพบว่า
ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบเมทานอลเชื้อแอคตโินมยัซที S. indiaensis (A1-3) ใน
ความเคม็17 และ 25 ppt ไม่แตกต่างกัน และฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระมแีนวโน้มลดลงที่ความเคม็ 
35pptดงันัน้สารสกัดหยาบเชื้อแอคตโินมยัซที S. indiaensis (A1-3) ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 
ความเคม็ 17 และ 25ppt.มศีักยภาพในการตา้นอนุมูลอสิระและอาจน าไปพฒันาในอุตสาหกรรม
อาหาร เวชส าอาง และเภสชักรรมผลแสดงในตารางที่ 20 
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ตารางท่ี 20 ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระในสารสกัดส่วนน ้าเลีย้งของแอคตโินมยัซที S. indiaensis 
(A1-3) อาหาร ISP3 ที่ความเคม็แตกต่างกัน 3 ระดบั 

 
 

 (IC50) Antioxidant scavenging activity 
Salinity (ppt) DPPH scavenging activity 

(µg/ml) 
ABTS scavenging activity 

(µg/ml) 
17 ppt 223.19±3.93 58.07±2.09 
25ppt 208.32±8.33 62.12±2.56 
35ppt >400 183.59±4.71 
Trolox 3.79 8.24 
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4. ผลของความเคม็ตอ่น้า้หนักสารสกัดหยาบ และความสามารถในการยบัยัง้เช ือ้จุลนิทรยี ์ ของ
เช ื้อ แอคตโินมัยซที Streptomyces parvulus 

 จากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีท Streptomyces parvulus ในอาหารเหลว ISP2 โดยใช้ความ
เค็มน้้าทะเลธรรมชาติในการเตรียมแตกต่างกัน  7  ระดับ  พบว่าที่ความเค็ม 35  ppt  ได้น้้าหนักสาร

สกัดหยาบจากส่วนน้้าเลี้ยงมากที่สุด 74.5 มิลลิกรัม และจากส่วนของเซลล์  61.1  มิลลิกรัม 
รองลงมาคือที่ความเค็ม 40  ppt  ได้น้้าหนักสารจากส่วนน้้าเลี้ยง 43.5  มิลลิกรัม และจากส่วนของ
เซลล์ 41.7  มิลลิกรัม (ตารางที่ 21)  และเม่ือน้าสารสกัดหยาบจากส่วนของเซลล์และส่วนของน้้า

เลี้ยงทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์   พบว่าสารสกัดหยาบจากเซลล์ท่ีได้จากการ
เลี้ยงเชื้อที่ความเค็ม 40 ppt  สามารถยับยั้งเชื้อ E. coli  ได้ดีที่สุด มีบริเวณยับยั้ง 20±1 มิลลิเมตร 

แต่ไม่แตกต่างจากความเค็มอ่ืนอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ในขณะที่สารสกัดหยาบจากส่วน
ของน้้าเลี้ยงยับยั้งเชื้อ S. aureus ได้ดีที่สุด มีบริเวณยับยั้ง 20±1  มิลลิเมตร แตกต่างจากความเค็ม 
10 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  แต่ไม่แตกต่างจากความเค็มอ่ืนอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

(P>0.05) (ภาพที่ 17) สารสกัดหยาบจากส่วนของเซลล์และน้้าเลี้ยงที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อทุกระดับ
ความเค็มสามารถยับยั้งเชื้อ E. coli  B. subtilis  และ S. aureus  ได้สูงกว่า C. albicans  เชื้อที่

เลี้ยงในอาหาร ISP2 และใช้น้้าทะเลธรรมชาติความเค็ม 35-40 ppt ให้สารสกัดหยาบในปริมาณสูง
กว่าเม่ือเลี้ยงเชื้อในความเค็มต้่าอย่างชัดเจน  แต่ให้ผลของฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ไม่แตกต่าง
กันมากนักในแต่ละความเค็ม  ดังนั้นความเค็มที่เหมาะสมส้าหรับการเลี้ยงเชื้อ S. parvulus เพ่ือให้ได้

สารสกัดหยาบจากเซลล์และน้้าเลี้ยงปริมาณมากรวมทั้งให้ฤทธ์ิการยับยั้งแบคทีเรีย E. coli  B. 
subtilis   และ S. aureus  ได้ดีคือเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP2 ด้วยน้้าทะเลธรรมชาติความเค็ม 35 
ppt 

 
5. ผลของอาหารต่อน้า้หนกัสารสกดัหยาบ  และความสามารถในการยบัยัง้เช ือ้จลุินทรยี ์ของเช ือ้ 

แอคตโินมัยซที Streptomyces parvulus 
        จากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทในอาหารเหลวแตกต่างกัน 3 สูตร พบว่าเชื้อที่เลี้ยงในอาหาร 
OYG ความเค็ม 17 ppt  สารสกัดหยาบจากส่วนของน้้าเลี้ยงสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S. aureus 

ได้ดีที่สุดมีบริเวณยับยั้ง 24 มิลลิเมตร และแตกต่างจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร ISP2 และ ISP3 อย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะที่สารสกัดหยาบจากเซลล์ท่ีเลี้ยงในอาหาร ISP2 และ ISP3 

สามารถยับยั้ง C. albicans ได้ดีที่สุดมีบริเวณยับยั้ง 21.5±0.7 และ 22.5±0.7 มิลลิเมตร ตามล้าดับ 
ซ่ึงแตกต่างจากการเลี้ยงในอาหาร OYG ที่ให้ผลการยับยั้งน้อยที่สุด (P>0.05) (ภาพที่ 17) ซ่ึงการ
เลี้ยงเชื้อในอาหาร ISP3 และ OYG ที่มีแหล่งคาร์บอนเป็นข้าวโอ๊ตเหมือนกัน ที่ความเค็ม 17 ppt 

สามารถผลิตสารยับยั้งจุลชีพที่ออกฤทธิ์ได้ดีเช่นเดียวกัน  แต่มีความแตกต่างกันบ้างในแต่ละเชื้อที่
น้ามาทดสอบ  โดยสารสกัดหยาบจากส่วนของเซลล์ท่ีเลี้ยงในอาหาร OYG ยั้บยั้งเชื้อ E. coli และ B. 
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subtilis ได้ดีกว่าอาหาร ISP3 แต่สารสกัดจากส่วนน้้าเลี้ยงให้ผลไม่แตกต่างกัน ดังนั้นการเลี้ยงเชื้อ
เพ่ือให้ได้สารสกัดหยาบจากส่วนน้้าเลี้ยงในปริมาณมากจะได้ทดลองเลี้ยงเชื้อด้วยอาหาร OYG และใช้

น้้าทะเลธรรมชาติความเค็ม 35 ppt  
 

ตารางที่ 21  ผลของอาหารและความเค็มต่อน้้าหนักสารสกัดหยาบของเชื้อแอคติโนมัยซีท  
S. parvulus 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 

 Weight of crude extracts (mg) 

Crude extracts 
 

Salinity of natural sea water (ppt) / ISP2 

5 10 20 25 30 35 40 

Crude extract from cells 22.4 30.7 62.2 31.6 29.7 61.1 41.7 
Crude extract from 

supernatant 
20.7 26.4 30.1 32.3 37.2 74.5 43.5 

           Crude extracts                                                Medium (salinity 17 ppt) 
  ISP2  ISP3  OYG  

Crude extract from cells  53.3  133.1  104.9  
Crude extract from 

supernatant 
 29.8  31.5  35.8  
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ภาพที่ 17 ผลของความเค็มและอาหารต่อความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ของเชื้อแอคติโนมัยซีท 
  S. parvulus ; A) และ E) = E. coli,  B) และ F) = B. subtilis, C) และ G)  =  S. aureus,   D) และ H) =  

C. albican         =  crude extract from cells          =  crude extract from supernatant 
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11. การทดสอบผลของความเป็นพษิของ Dimethyl Sulfoxide (DMSO) ที่ความเข้มข้น
แตกต่างกนัตอ่การตายของอารท์เีมีย 

จากผลการทดสอบความเป็นพิษของ Dimethyl sulfoxide (DMSO) ทีค่วามเข้มข้นแตกต่าง
กันต่อการตายของอาร์ทีเมีย พบว่า ที่ความเป็นเข้มข้นของ DMSO 100 ไมโครลิตร ต่อน ้าทะเล  400 

ไมโครลิตร หรือ 2%(v/v) ไม่ส่งผลต่อการตายของอาร์ทีเมีย และจากการทดลองพบว่า LD50 ของ 
DMSO คือ 9.89%(v/v) ดังแสดงในตารางที่ 22 

 

ตารางที่ 22 ผลของความเป็นพิษของ Dimethyl Sulfoxide (DMSO) ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันต่อ
อาร์ทีเมีย 

 

 
 
12. การทดสอบผลของสารสกัดจากแอคคตโินมัยซทีต่อรอ้ยละการตายของอารท์เีมยี  

 จากผลการทดสอบผลของสารสกัดจากแอคติโนมัยซีท S. indiaensis (A1-3), S. indiaensis 
(A3-3), S. coelicoflavu และ S. parvulus ต่อการตายของอาร์ทีเมีย ณ เวลา 24 ชั่วโมง พบว่า 

สารสกัดจากแอคติโนมัยซีท S. indiaensis (A1-3) ที่เลี ยงด้วยอาหาร ISP3 ความเค็ม 17 ppt เป็น
เวลา 7 วัน ณ ระดับความเข้มข้นของสารสกัดที่ระดับต่างๆ ไม่พบการตายของอาร์ทีเมีย ในท้านอง
เดียวกัน สารสกัดจากแอคติโนมัยซีท S. indiaensis (A3-3) ที่เลี ยงด้วยอาหาร ISP2 ความเค็ม 17 

ppt เป็นเวลา 7 วัน ที่ค่าความเข้มข้นสูงสุด 200 ppm พบการตายของอาร์ทีเมียอยู่ที่ร้อยละ 6.7 จึง
สรุปได้ว่าค่าความเป็นพิษของสารสกัดจากแอคติโนมัยซีททั งสองชนิดนี  ไม่มีความเป็นพิษ ในทาง
ตรงกันข้ามสารสกัดจากแอคติโนมัยซีท S. coelicoflavu และ S. parvulus ที่เลี ยงด้วยอาหาร ISP2 

ความเค็ม 17 ppt เป็นเวลา 7 วัน มีพิษต่ออาร์ทีเมีย โดยค่า LD50 ของสารสกัดจากแอคติโนมัยซีททั ง
สองชนิด คือ 215.47 และ 172.78 ppm ตามล้าดับ ดังแสดงในตารางที่  23

การทดลอง 
DMSO: SW (500ไมโครลติร) 

ร ้อยละการตายของอารท์เีมีย 
 ณ เวลา 24 ช ั่วโมง 

T1 (100:400) / 2%(v/v) 0 

T2 (200:300) / 4%(v/v) 3.3 

T3 (300:200) / 6%(v/v) 3.3 

T4 (400:100) / 8%(v/v) 36.7 

T5 (500:0) / 10%(v/v) 100 

Positive control (0:500) 0 

LD50 9.89%(v/v) 
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ตารางที่ 23 ผลของสารสกัดจากแอคคติโนมัยซีทต่อร้อยละการตายของอาร์ทีเมีย 
 

รหัส ชนิดของ 

แอคตโินมัยซที 

ระดับความเขม้ข้นของตวัอยา่งต่อรอ้ยละการตายของอารท์เีมีย ณ เวลา 24 ช ั่วโมง (ppm)  LD50 

(ppm) 4 8 10 12 16 20 50 60 70 80 100 140 160 200 

A1-3 Streptomyces 

indiaensis 

0 0 - 7 3.7 0 0 - - - 3.7 - - 0 >200 

A3-3 Streptomyces 
indiaensis 

- - - - - 0 6.7 - - - 10 - - 6.7 >200 

A16-1 Streptomyces 

coelicoflavus 

- - - - - 0 3.3 - - - 0 20 50 70 215.47 

CP58-4-21 Streptomyces 
parvulus 

- - 0 - - 6.7 0 10 50 46.7 80 - - 90 172.78 



อภปิรายผลการทดลอง 

การ เพิม่ผลผลิตสารสี 

จากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทจ านวน 3 ไอโซเลท พบว่า เชื้อแอคติโนมัยซีท 

Streptomyces parvulus สามารถให้ผลผลิตสารสีมากที่สุดเม่ือเลี้ยงในอาหาร OYG ความเค็ม 35 

หรือ 40 ppt ระยะเวลาในการเลี้ยง 7 วัน โดยได้ปริมาณสารสกัดหยาบ  61.1 และ 41.7 มิลลิกรัม 

ตามล าดับ ต่อปริมาตรน้ าเลี้ยง 150 มิลลิลิตร ที่ความยาวคลื่น 450 nm มี ผลรวมสารสี (total 

pigment yield) คือ 10.91 และ 27.16 และเม่ือตรวจสอบความคงทนของสารสีพบว่า ที่ความยาว

คลื่น 530 nm ความเค็ม 35 และ 40 ppt พบว่ามีการลดลง ร้อยละ 49.2 และ 49.1 ตามล าดับ ที่ 

60 วัน และความยาวคลื่น 450 nm ความเค็ม 35 และ 40 ppt พบว่ามีการลดลง ร้อยละ 33.1 และ 

68.1 ตามล าดับ ที่ 60 วัน โดยที่สารสีที่สกัดได้มีสีเหลืองซ่ึงอยู่ในกลุ่ม ฟลาโวนอยด์ หรือแคโรทีนอยด์ 

และ เชื้อแอคติโนมัยซีท Streptomyces indiaensis (A1-3) พบว่าได้น้ าหนักเซลล์มากที่สุด 5.42 

กรัม เม่ือเลี้ยงที่ความเค็ม 10 ppt ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6 ในอาหาร ISP2 และเม่ือตรวจสอบความ

คงทนของสารสีพบว่า ที่ความยาวคลื่น 410 nm ความเค็ม 17 และ 35 ppt พบว่ามีการลดลง ร้อย

ละ 67.3 และ 84.9ตามล าดับ ที่ 60 วัน เชื้อแอคติโนมัยซีท S. coelicoflavu เม่ือเลี้ยงในอาหาร 

ISP3 ความเค็ม 17, 25 และ 35 ppt เป็นเวลา 7 วัน พบว่าเม่ือตรวจสอบความคงทนของสารสีที่

ความยาวคลื่น 495 nm พบว่ามีการลดลง ร้อยละ 32.6, 91.8 และ 43.1 ตามล าดับ ที่ 60 วัน 

เม่ือทดสอบความเป็นพิษต่อการตายของอาร์ทีเมียพบว่าสารสกัดจากเชื้อแอคติโนมัยซีท 

Streptomyces indiaensis (A1-3), Streptomyces indiaensis (A3-3) มีค่า LD50  มากกว่า 200 

ppm ส่วนเชื้อแอคติโนมัยซีท Streptomyces coelicoflavu และ Streptomyces parvulus มีค่า 

LD50 คือ 215.47 และ 172.78 ppm ตามล าดับ โดยที่สารกสัดจากเชื้อ S. indiaensis (A1-3) และ 

S. indiaensis (A3-3) มีความเป็นพิษน้อยที่สุด ซ่ึงสารสกัดที่ได้มีสีม่วงแดง อยู่ในกลุ่มสารสีแอนโทไซ

ยานิน (Anthocyanin) ส่วนสารสีที่ได้จากเชื้อ Streptomyces coelicoflavu มีสีม่วงอมน้ าเงิน โดย 

อยู่ในกลุ่มสารสีแอนโทไซยานินเช่นเดียวกัน และ Streptomyces parvulus สารสีที่ได้มีสีเหลืองอยู่

ในกลุ่ม ฟลาโวนอยด์ หรือแคโรทีนอยด์ 

สารสีในกลุ่มแคโนทีนอยด์สามารถน าไปประยุกต์ิใช้ในด้านการเพาะเลี้ยงปลาสวยงาม 

เนื่องจากในสีของตัวปลาเป็นปัจจัยส าคัญที่จะต้องควบคุมให้ได้ตรงกับความต้องการของตลาด โดย

ปัญหาที่ส าคัญในการควบคุมสีของตัวปลาคือแคโรทีนอยด์เนื่องจากสัตว์น้ าทั้งกุ้งและปลาไม่สามารถ

สร้างแคโรทีนอยด์ขึ้นเองได้ จ าเป็นต้องรับจากการกินอาหารเท่านั้น (Lastcha, 1991)  จากงานวิจัย
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ของ จิตรา สิมาวัน และคณะ (2559) ที่ศึกษาผลของการเสริมไรน้ านางฟ้าไทยชนิดผงต่อตวามเข้มสี

ผิวและอัตราการเจริญเติบโตของลูกปลาคาร์ฟพบว่า อาหารที่ผสมไรน้ านางฟ้าที่ความเข้มข้นของแค

โรทีนอยด์ 100 มิลลิกรัม/อาหาร 1 กิลโลกรัม ส่งผลให้ลูกปลาคาร์ฟมีความเข้มของสีผิงสูงสุด โดยพบ

ค่าสีแดง (14.66±1.77) และค่าสีเหลือง (30.58±1.21) และจากงานวิจัยของ ประภาศิริ ใจผ่อง และ

คณะ (2560) ที่ได้ศึกษาผลของสารสกัดแคโรทีนอยด์ในแครอทและมะเขือเทศต่อความเข้มสีของปลา

สอดแดงหางดาบ พบว่าปลาที่ได้รับสารสกัดแคโรทีนอด์ในมะเขือเทศและแครอทมีความเข้มสี

มากกว่าชุดควบคุม  

ในด้านการประยุกต์ิใช้สารสีที่สกัดจากเชื้อแอคติโนมัยซีทในอนาคตอาจมีการน ามาประยุกต์

ในของใช้ในชีวิตประจ าวันที่มาจากธรรมชาติไม่ได้เกิดจากการสังเคราะห์ ได้แก่ ใช้เป็นสีย้อม หมึก

พิมพ์ อาหาร เครื่องนุ่งห่ม เป็นต้น  ดังเช่นงานวิจัยของ ทิวา เขียนวงษ์ และนฤมล เถื่อนกูล (2557) 

ซ่ึงได้ใช้สีย้อม Streptomyces sp. P2 ในการย้อมเส้นใยไหม เส้นใยขนแกะ และเส้นใยฝ้าย ซ่ึงพบว่า 

เส้นใยไหม เส้นใยขนแกะและเส้นใยฝ้ายมีการติดสีม่วงที่แตกต่างกัน โดยให้ค่าตามล าดับดังนี้ ค่าความ

สว่าง (L*) มีค่าเท่ากับ 40.88, 46.06 และ 50.98, ค่าเฉดสี (C*) มีค่าเท่ากับ 12.72, 11.44 และ 

17.36 และ ค่ามุมของสี (h*) มีค่าเท่ากับ 23.38, 29.88 และ 35.70 

ฤทธ ิ์การต้านอนุมลูอสิระของสารสกัดจากเช ือ้แอคตโินมัยซที 

อนุมูลอิสระ (free radicals) เกิดขึ้นได้ภายในร่างกายของสิ่งมีชีวิตจากกระบวนการต่างๆใน

ร่างกาย แต่ถ้ามีในปริมาณมากเกินไป สามารถก่อให้เกิดการอักเสบและท าลายเนื้อเยื่อ มีผลต่อความ
เสื่อมหรือการแก่ของเซลล์อันเป็นต้นเหตุของการเกิดโรคต่าง ๆ (Ames et al.,1993; Wang, et al., 

2010) นอกจากนี้อนุมูลอิสระยังมีแหล่งที่มาจากภายนอก ได้แก่ มลพิษในอากาศ ไนโตรเจนได
ออกไซด์ ฝุ่น ควันบุหรี่ อาหารที่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัว แสงแดด ความร้อน เป็นต้น สิ่งมีชีวิตมีกลไกใน
การก าจัดอนุมูลอิสระเหล่านี้หลายรูปแบบ ได้แก่ ใช้เอนไซม์ในร่างกาย เช่น superoxide dismutase 

(SOD), glutathione peroxidase (GPx) เป็นต้น และการไม่ใช้เอนไซม์ ได้แก่ สารประกอบหรือ
โปรตีนบางชนิด เช่น albumin, bilirubin, transferrin เป็นต้น หรือวิตามินชนิดต่าง ๆ ได้แก่วิตามิน

อี เบต้าคาโรทีน และวิตามินซี สารเหล่านี้ท าหน้าที่ในการต่อต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) สาร
ต้านอนุมูลอิสระสามารถป้องกันหรือชะลอกระบวนการเกิดอนุมูลอิสระโดยทั่วไปสารต้านอนุมูลอิสระ
ในธรรมชาติประกอบด้วยกลุ่มสารหลายชนิด เช่น สารประกอบฟินอลิค สารประกอบไนโตรเจน และ

แคโรทีนอยด์ (Velioglu et al., 1998) อาจมาจากอาหารหรือมาจากการสังเคราะห์ทางเคมี  ในการ
สังเคราะห์ทางเคมีจ าเป็นต้องค านึงถึงความปลอดภัยในการน ามาใช้ เพราะอาจมีการตกค้างของ

สารเคมี ปัจจุบันอุตสาหกรรมอาหาร และยามีการพัฒนาสารต้านอนุมูลอิสระที่มาจากธรรมชาติ เช่น 
สาหร่ายทะเล แบคทีเรีย เชื้อรา และพืชชั้นสูง (Chattopadhyay et al., 2008) ซ่ึงสารสกัดจากเชื้อ
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แอคติโนมัยซีทเป็นแหล่งหนึ่งที่น่าสนใจ  เนื่องจากแอคติโนมัยซีท (Actinomycetes) เป็นกลุ่ม
แบคทีเรียแกรมบวกที่พบได้ทั่วไป โดยเฉพาะในดินมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายเชื้อรา ลักษณะ

ของโคโลนีที่พบบนอาหารเลี้ยงเชื้อพบว่า โคโลนีเกาะแน่นและมีลักษณะจมอยู่ในอาหารบางชนิดอาจ
มีการสร้างรงค์วัตถุสีต่างๆ เช่น ส้ม เหลือง ม่วง น้ าตาล เป็นต้น และมีความสามารถในการผลิตสารเม
ตาบอไลท์ได้หลายชนิด เช่น สารสี วิตามิน และสารปฏิชีวนะที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อรา แบคทีเรียและ ไวรัส เป็นต้น (ก่ิงจันทน์ มะลิซ้อน, 2555)  ปัจจุบันแบคทีเรียหลายชนิดใน
กลุ่มแอคติโนมัยซีทก าลังเป็นที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมากเพราะนอกจากมีการสร้างสารทุติยภูมิที่

ส าคัญหลายชนิด  มีลักษณะโครงสร้างและมีพันธุกรรมที่หลากหลายแล้ว  แอคติโนมัยซีทสามารถ
สร้างเอนไซม์ออกมาภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme)  ได้หลายชนิด ซ่ึงสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ได้หลายด้านจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าสารสกัดหยาบจากส่วนน้ าเลี้ยง

ของเชื้อแอคติโนมัยซีท A1-3 ที่เลี้ยงด้วยอาหาร ISP3 ที่ความเค็ม 17 และ25 ppt.มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูล
อิสระ ABTS ได้ดีที่สุด มีค่าIC50 = 58.07±2.09 และ 62.12±2.56ug/ml ตามล าดับ  

จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH, NO, ของสารสกัดเอทธิลอะซิเตท ของเชื้อแอคติ
โนมัยซีทท่ีคัดแยกจากดิน Kanathur of Chennai, Indiaด้วยอาหาร starch casein agar (SCA) 
และเลี้ยงด้วยอาหาร ISP2  และปัจจัยด้านต่าง ๆ เช่น  การ pretreatment, selective medium  

สภาวะในการเลี้ยง และการคัดเลือกโคโลนีจาก plate เริ่มต้น ที่มีประสิทธิภาพ ผู้วิจัยกล่าวว่าสิ่ง
เหล่านี้เป็นปัจจัยต่อ ผลส าเร็จของการคัดแยกแอคติโนมัยซีท   (Mohan et al., 2010) 

จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH, FRAP ของสารสกัดเอทธิลอะซิเตท 
Streptomyces ที่คัดแยกจากดินป่าชายเลน Visakhapatnam ประเทศอินเดียจ านวน 20 ไอโซเลต
พบ 4 ไอโซเลต BC 01, BC 02, BC 03 และ BC 04  แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดีโดยไอโซเลต BC 

01 (Streptomyces coelicoflavus)  มีค่า DPPH IC50 = 68.91 ± 21.00ug/ml   ( Kothagorla  
Venkata  et al., 2013)  

จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของแอคติโนมัยซีททะเล ที่คัดแยกจากน้ าทะเล 
และดินตะกอน  จาก  Andhra Pradesh และ Tamil Nadu อินเดีย จ านวน 58 isolates พบ 2  
isolates (PWS 3/1 และ53)  แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ Inhibition activity  4.09-61.55%  ที่

ระดับความเข้มข้น 10-1500  μg/0.1mL  (Crude extract of isolate 53)   ( Bhushan et al., 
2016) และจากการศึกษาของวสุ ปฐมอารีย์ กับคณะในปี 2558  ท าการศึกษาแอคติโนมัยซีทจาก

ตะกอนชายฝั่งทะเลและป่าชายเลนภาคตะวันออกของไทยและความสามารถในการสร้างสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพ จากการศึกษาสามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยซีทซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่มีศักยภาพสูงในการสร้าง

สารออกฤทธิ์ชีวภาพได้ 137 ไอโซเลทส่วนใหญ่จัดอยู่ในสกุล Streptomyces มีเชื้อใหม่ 2 สปีชีส์ คือ 
Streptomyces ferrugineusและ Jiangella mangroviมีแอคติโนมัยซีท 89 ไอโซเลท (65 
เปอร์เซ็นต์) ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบได้อย่างน้อย 1 ชนิด ที่สามารถยับยั้ง
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การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้ การท า bioautography พบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ 
staphylococcus aureusและ Candida albicans ฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านม และฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ และจากรายงานของรัตนาภรณ์ ศรีวิบูลย์ 2558 ที่ศึกษาความเหมาะสมของอาหารชนิด
ต่าง ๆ ต่อการเจริญ และ สารรงควัตถุของแอคติโนมัยซีท โดยเลี้ยงในอาหาร Glucose-Yeast, ISP2, 
ISP3 (Oat meal agar), ISP4 (Inorganic Salt Starch), ISP5 (Glycerol-Asparagine), ISP7 

(Tyrosine Agar) และ ISP8  จะเห็นได้ชัดเจนว่า ชนิดของอาหาร หรืออีกนัยหนึ่งองค์ประกอบของ
ธาตุอาหารที่มีในอาหารแต่ละชนิด มีผลต่อการเจริญเติบโตและการสร้างรงควัตถุของแอคติโนมัยซีท

แต่จากการวิจัยได้ใช้อุณหภูมิ และ pHที่แอคติโนมัยซีทส่วนใหญ่เจริญ และสร้างสารทุติยภูมิได้ดี คือที่
อุณหภูมิ 30oC และค่าความเป็นกรด-เบส ที่ 7.5-8.0สามารถสร้างสารได้ดี 

โดยปกติแล้วการสร้างสารทุติยภูมิหรือสารออกฤทธิ์ชีวภาพของแอคติโนมัยซีทนั้นอาหาร

เลี้ยงเชื้อและปัจจัยสภาวะแวดล้อมของการเลี้ยงมีอิทธิพลอย่างมากต่อการจะสร้างสารได้มากหรือได้
น้อย (Karuppiah, et al., 2013; Jung, HM., et al., 2007) และเชื้อแอคติโนมัยซีทแต่ละชนิด แต่

ละจีนีส แต่ละสายพันธุ์ ก็มีความต้องการอาหารและสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมในการสร้างสารที่
แตกต่างกัน (Kiranmayi et al., 2011; Kavitha and Vijayalakshmi, 2009) ไม่ว่าจะเป็นแหล่งของ 
คาร์บอน หรือแหล่งของไนโตรเจน ค่าของ pH อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยง ระยะเวลาที่ใช้เลี้ยง ชนิดของ

อาหาร รวมทั้งชนิดของเกลือแร่ที่เป็นสาร inorganic ที่เติมลงในอาหาร ไม่ว่าจะเป็น สารที่ต้องการ
มาก หรือต้องการเป็นพียง trace elements (รัตนาภรณ์ และจันทร์จรัส2558)ในการเลี้ยงเชื้อแอคติ

โนมัยซีททะเลองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และปัจจัยทางกายภาพ เช่น ความเค็ม อุณหภูมิ ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง หรือการเติมอากาศ มีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจาก
แอคติโนมัยซีทเป็นอย่างมาก แอคติโนมัยซีททะเลในบางสายพันธุ์ต้องการความเข้มข้นของเกลือสูง

มาก (halophiles) (Tsueng et al., 2008) ด้วยเหตุนี้จึงมีงานวิจัยจ านวนมากที่ศึกษาการพัฒนา
กระบวนการหมักเพ่ือเพ่ิมปริมาณการผลิตสารประกอบที่มีศักยภาพในการน าไปใช้ประโยชน์ 

(Tsueng et al., 2008; Lam et al., 2007; Selvin et al., 2009) การพัฒนาวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติ
โนมัยซีทจึงเป็นส่วนส าคัญของการวิจัยส าหรับการค้นหาสารตัวยาใหม่ๆ การเพ่ิมประสิทธิภาพของ
องค์ประกอบและพารามิเตอร์ของการเพาะเลี้ยง (จันทร์จรัส และคณะ 2560) 

 

ฤทธ ิ์การยบัยัง้แบคทีเรยีของสารสกัดจากเช ือ้แอคตโินมัยซที  

   ในงานวิจัยได้เลือกใช้ความเค็มน้ าทะเล 17  ppt ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 สูตร 

เนื่องจากเป็นความเค็มที่ใช้ในการคัดเลือกเชื้อ ซ่ึงเชื้อแอคติโนมัยซีททะเล S. parvulus ที่น ามาศึกษา
ในครั้งนี้ ได้คัดเลือกมาจากงานวิจัยการพัฒนาการผลิตสารออกฤทธิ์ชีวภาพจากแอคติโนมัยซีทและ

การผลิตเซลล์ปริมาณมาก ผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์เบื้องต้นให้ผลการทดสอบที่ดี (รัตนาภรณ์ และ
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จันทร์จรัส, 2558) ในงานวิจัยดังกล่าวได้มีการแยกเชื้อจากดินตะกอนป่าชายเลนในจังหวัด
นครศรีธรรมราช  ชุมพร  และระยอง  ได้ทั้งหมด 83 ไอโซเลต โดย 55 ไอโซเลตแยกได้จากดิน

ตะกอนในบริเวณป่าชายเลนฝั่งอ่าวไทยจังหวัดนครศรีธรรมราชเป็นสมาชิกของเชื้อสกุล 
Streptomyces, Micromonospora, Nocardiopsis  และ  Streptoalloteichus  เป็นต้น  โดย
พบว่าเชื้อแอคติโนมัยซีทมากกว่าร้อยละ 50  สามารถยับยั้งเชื้อแบซิลลัสได้ (Srivibool and  

Watanadilok, 2015) ในการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีททะเลองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
ปัจจัยทางกายภาพ เช่น ความเค็ม อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง หรือการเติมอากาศ มีผลต่อการ

เจริญเติบโตและการผลิตผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากแอคติโนมัยซีทเป็นอย่างมาก แอคติโนมัยซีททะเลใน
บางสายพันธุ์ต้องการความเข้มข้นของเกลือสูงมาก (halophiles) (Tsueng et al., 2008) ด้วยเหตุนี้
จึงมีงานวิจัยจ านวนมากที่ศึกษาการพัฒนากระบวนการหมักเพ่ือเพ่ิมปริมาณการผลิตสารประกอบที่มี

ศักยภาพในการน าไปใช้ประโยชน์ (Tsueng et al., 2008; Lam et al., 2007; Selvin et al., 2009) 
การพัฒนาวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีทจึงเป็นส่วนส าคัญของการวิจัยส าหรับการค้นหาสารตัวยา

ใหม่ๆ การเพ่ิมประสิทธิภาพขององค์ประกอบและพารามิเตอร์ของการเพาะเลี้ยง   

 

 



สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

การเพ่ิมผลผลิตสารสีและความคงตวัของสารสี 
จากผลการทดลองการเพิม่ปรมิาณผลผลติสารสจีากการเลีย้งเชื้อ S. parvulus พบว่าผล

ของน ้าหนักเซลลจ์ากการเลีย้งเชื้อดว้ยอาหาร ISP2 ความเคม็ 5 ppt ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 
ไดป้รมิาณน ้าหนักเซลลม์ากที่สุดคอื 2.02-2.27 กรมั และผลของน ้าหนักสารสกัดหยาบส่วนน ้า
เลีย้งเชื้อและเซลล ์ดว้ยอาหารที่แตกต่างกัน 3 สูตร พบว่าอาหารที่มผีลต่อการเจรญิของเชื้อคอื 
ISP3 และ OYG โดยให้น ้าหนักของสารสกัดหยาบในส่วนของเซลลค์อื 0.1331 และ 0.1049 
กรมั มากที่สุดตามล าดบั และพบว่าสารสกัดหยาบส่วนน ้าเลีย้งเชื้อในอาหาร OYG ความเข้มข้น 
500 ppm มคี่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 450 nm มากที่สุดคอื 1.0105 ซึง่แสดงให้เห็นว่า
สารสกัดที่ไดจ้ากส่วนน้ีมปีรมิาณสารสมีาก ในส่วนความเคม็ที่เหมาะสมต่อการเลีย้งเชื้อคอื 40 
ppt  จากผลการทดสอบการคงตวัของสารสสีารสกัดจากเชื้อแอคตโินมยัซที S. parvulus ที่เลีย้ง
ดว้ยอาหาร OYG ความเคม็ 35 มคีวามคงตวัของสมีากที่สุดที่ 60 วัน โดยมรีอ้ยละการลดลง
ของสคีอื 33.1 ที่ความยาวคลื่น 450 nm 
 
ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเช้ือแอคติโนมัยซีท 

จากผลแสดงอทิธพิลของการเลีย้งเชื้อที่สภาวะต่าง ๆ ไดแ้ก่ ความเคม็ อุณหภูม ิและ
ระยะเวลา ที่มตี่อน ้าหนักแห้งของเซลลแ์อคตโินมยัซที (Biomass) และน ้าหนักแห้งของสารสกัด 
โดยทัว่ไปพบว่าการเลีย้งเชื้อที่ความเคม็เพิม่ขึ้นจะท าให้เชื้อแอคตโินมยัซทีเจรญิไดม้ากขึ้น จาก
ผลของแหล่งคารบ์อนที่ต่างกัน มผีลต่อการผลติ biomass และการผลติสารทุตยิภูมซิึง่จะพบว่า
สารจะอยู่ในชัน้เซลลม์ากกว่าที่จะถูกปล่อยมาในน ้าเลีย้ง โดยทัว่ไปเชื้อแอคตโินมยัซทีที่เลีย้ง
ดว้ยอาหาร ISP3 ซึง่ม ีoat meal เป็นแหล่งคารบ์อน ท าให้มผีลผลติของ biomass และการผลติ
สารทุตยิภูมปิรมิาณมาก ซึง่สภาวะที่เหมาะในการเจรญิเตบิโตและผลติสารทุตยิภูมขิองเชื้อ A1-
3, A16-1 และ A3-3 คอื เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ที่ความเคม็ 25 ppt ขณะที่เชื้อ CP58-4-21 ได ้
น าผลการศึกษาในเบื้องตน้ของอาหารและความเคม็ที่ใช้เลีย้ง พบว่าอาหาร ISP2 ที่ความเคม็ 
17 ppt เหมาะกับการเลีย้งโดยม ีdextrose เป็นแหล่งคารบ์อน และจากผลการศึกษาผลของ
ระยะเวลาต่อการผลติ biomass และการผลติสารทุตยิภูม ิ(ตาราง..) พบว่าเมื่อเลีย้งเชื้อนาน 10 
วัน จะให้ปรมิาณ biomass มากที่สุดและจากนัน้เมื่อเลีย้งจนถงึเวลา 14 วัน จะพบว่าสารทุตยิ
ภูมทิี่ผลติไดจ้ะถูกปล่อยไปในน ้าเลีย้ง ท าให้ปรมิาณสารสกัดในน ้าเลีย้งมากเพิม่ขึ้น สภาวะที่
เหมาะในการเลีย้งเชื้อ CP58-4-21 คอืใช้อาหาร ISP2 เลีย้งที่ความเคม็ 17 ppt เป็นระยะเวลา 
14 วัน เพื่อให้ไดส้ารทุตยิภูมปิรมิาณมาก  จากการประเมนิบทบาทของแหล่งคารบ์อนและ
ไนโตรเจนที่แตกต่างกัน ที่มตี่อการเจรญิเตบิโตของเชื้อและการผลติสารออกฤทธิต์า้นอนุมูล
อสิระ ผลการศึกษาพบว่าเชื้อแอคตโินมยัซทีผลติสารตา้นอนุมูลอสิระและปล่อยไปในน ้าเลีย้ง 
เพราะฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระของสารสกัดที่ไดใ้นชัน้น ้าเลีย้งจะแสดงฤทธิท์ี่ดกีว่ าในเซลล ์ จากการ
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ทดสอบฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ DPPH พบว่าเชื้อ A16-1 ในน ้าเลีย้งแสดงฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระดี
ที่สุดที่ค่า IC50 61.94+15.64 ppm ขณะที่การทดสอบฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ ABTS พบว่าเชื้อ 
A1-3 และ A16-1 มฤีทธิย์ับยัง้อนุมูลอสิระที่รุนแรงที่ค่า 58.07+2.09 และ 76.56+6.46 ppm 
ตามล าดบั เมื่อเทียบกับสารมาตรฐานกรดแอสคอบิคที่มฤีทธิย์ับยัง้อนุมูลอสิระทัง้ DPPH และ 
ABTS ที่ IC50 3.87+0.22 และ 13.27+0.23 ppm  
จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเชื้อแอคตโินมยัซทีที่แสดงฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระไดด้ทีี่สุด 
พบว่าเชื้อ A1-3 เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 ซึง่ม ีoat meal เป็นแหล่งคารบ์อน ที่ความเคม็ 17 ppt 
นาน 7 วัน สามารถผลติสารทุตยิภูมใินชัน้น ้าเลีย้งไดป้รมิาณ 0.0138 มลิลกิรมั และแสดงฤทธิ ์
ตา้นอนุมูลอสิระ ABTS ที่ IC50 58.07+2.09 ppm ขณะที่เชื้อ A16-1 ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP3 
ความเคม็ 25 ppt นาน 7 วัน ผลติสารทุตยิภูมใินชัน้น ้าเลีย้งไดป้รมิาณ 0.0126 มลิลกิรมั และ
แสดงฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ DPPH และABTS ที่ IC50 61.94+15.64, 76.56+6.46 ppm 
ตามล าดบั กรณกีารศึกษาระยะเวลาในการผลติสารออกฤทธิต์า้นอนุมูลอิสระของเชื้อ CH58-4-
21 ที่เลีย้งดว้ยอาหาร ISP2 ที่ความเคม็ 17 ppt พบว่าเลีย้งเชื้อนาน 7 วัน จะไดส้ารสกัดที่แสดง
ฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระปานกลาง ที่ IC50 219.68+6.59 ppm และพบว่ายิ่งใช้เวลาในการเลีย้ง
นานขึ้นการผลติสารออกฤทธิจ์ะน้อยลง 
 จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่างๆดงักล่าว การเลีย้งเชื้อแอคตโินมยัซทีจะให้
ปรมิาณ biomass มากกว่าการสรา้งสารออกฤทธิต์า้นอนุมูลอสิระ เน่ืองจากการเผาผลาญของ
เซลล ์Actinomycete ภายใตส้ภาวะที่มโีภชนาการมากเกินไป จะถูกน าไปสู่การสรา้งเซลล์
มากกว่าการผลติสารทุตยิภูม ิ  
 
ผลของความเคม็และอาหารเล้ียงเช้ือต่อปริมาณสารสกัดหยาบและการออกฤทธ์ิต้าน
เช้ือจุลินทรียข์องเช้ือแอคติโนมัยซีททะเล Streptomyces parvulus 

จากการเลีย้งเชื้อ Streptomyces parvulus ในอาหารเหลว ISP2 ที่ความเคม็  7 ระดบั 
แลว้ทดสอบการยับยัง้เชื้อแบคทีเรยี 3 ชนิด Escherichia coli, Bacillus subtilis,  
Staphylococcus  aureus   และเชื้อรา Candida albicans พบว่าความเคม็ของน ้าทะเลที่ใช้
เตรยีมอาหารเลีย้งเชื้อ 35 ppt ให้ปรมิาณสารสกัดหยาบมากที่สุดจากส่วนของน ้าเลีย้ง  และการ
เลีย้งเชื้อที่ความเคม็ 40 ppt สามารถยับยัง้เชื้อ E. coli ไดด้ทีี่สุด (20±1มลิลเิมตร) แต่ไม่
แตกต่างจากความเคม็อื่นอย่างมนัียส าคญัทางสถติ ิ (P>0.05) นอกจากน้ียังพบว่าอาหารที่ใช้
เลีย้งเชื้อต่างชนิดกันมผีลต่อการออกฤทธิย์ังยับ้เชื้อแบคทีเรยีและเชื้อราอย่างชัดเจน โดยเชื้อที่
เลีย้งในอาหารสูตร ข้าวโอ๊ต ยีสตส์กัด และกลเีซอรอล ผลติสารที่ยับยัง้เชื้อแบคทีเรยีและเชื้อรา
ดงักล่าวไดด้ทีี่สุด และแตกต่างจากการเลีย้งเชื้อในอาหาร ISP2 อย่างมนัียส าคญัทางสถติ ิ
(P<0.05) 

จากการศึกษาสภาวะในการเลีย้งเชื้อ S. parvulus  พบว่าความเคม็และอาหารเลีย้งเชื้อ
มผีลต่อปรมิาณสารสกัดหยาบทัง้จากส่วนของเซลลแ์ละน ้าเลีย้ง  โดยที่ความเคม็มผีลต่อปรมิาณ
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สารสกัดหยาบจากส่วนของเซลลแ์ละน ้าเลีย้งมากกว่าความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้
จุลนิทรยี์อย่างชัดเจน  ในขณะที่ชนิดของอาหารที่ใช้ในการเลีย้งเชื้อมผีลต่อปรมิาณสารสกัด
หยาบและความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรยี์  นอกจากน้ีผลการทดลองยังพบว่า
ความสามารถในการออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรยี์ส่วนใหญ่อยู่ในน ้าเลีย้งมากกว่าอยู่ในเซลล ์  ดงันัน้
การศึกษาสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากเชื้อแอคตโินมยัซทีที่แยกไดจ้ากทะเลหรือดนิตะกอนป่า
ชายเลน ตอ้งค านึงถงึความเคม็ของน ้าทะเลที่ใช้เตรยีมอาหาร ชนิดของอาหารส าหรบัเลีย้งเชื้อ  
ชนิดของเชื้อที่สนใจศึกษา ผลการออกฤทธิ ์และตน้ทุนของอาหาร  ในงานวิจยัต่อไปจะไดม้ี
การศึกษาฤทธิใ์นการยับยัง้เชื้อจุลนิทรยี์ที่ก่อให้เกิดโรคในสตัว์น ้า การแยกสารให้บรสุิทธ ิ ์
การศึกษาโครงสรา้งทางเคม ีและการประยุกตใ์ช้ในดา้นการเพาะเลีย้งสตัว์น ้าต่อไป  
 
 
การทดสอบผลของสารสกัดจากแอคคติโนมยัซีทต่อร้อยละการตายของอารที์เมีย 
 จากการทดลองพบว่าผลของตวัท าละลาย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่ความเข้มข้น
แตกต่างกันต่อการตายของอารท์ีเมยี พบว่าที่ความเป็นเข้มข้นของ DMSO 100 ไมโครลติร ต่อ
น ้าทะเล  400 ไมโครลติร หรอื 2% DMSO (%V/V) ส่งผลต่อรอ้ยละการตายของอารท์ีเมยีน้อย
ที่สุด จงึไดเ้ลอืกใช้ความเข้มข้นของ DMSO เพื่อเป็นตวัท าละลายสารสกัดแอคตโินมยัซทีในการ
ทดลองผลของสารสกัดจากแอคคตโินมยัซทีต่อรอ้ยละการตายของอารท์ีเมยีต่อไป และพบว่าค่า 
LD50 ของ DMSO คอื 9.89%(v/v) และจากผลการทดลองของสารสกัดแอคตโินมยัซทีพบว่า สาร
สกัดจากแอคตโินมยัซที S. indiaensis (A1-3) ไม่พบการตายของอารท์ีเมยี และสารสกัดจากแอ
คตโินมยัซที S. indiaensis (A3-3) ที่ค่าความเข้มข้นสูงสุด 200 ppm พบการตายของอารท์ีเมยี
อยู่ที่รอ้ยละ 6.7 จงึสรุปไดว่้าค่าความเป็นพษิของสารสกัดจากแอคตโินมยัซทีทัง้สองชนิดน้ี ไม่มี
ความเป็นพษิ ในทางตรงกันข้ามสารสกัดจากแอคตโินมยัซที S. coelicoflavu และ S. parvulus 
มพีษิต่ออารท์ีเมยี โดยค่า LD50 ของสารสกัดจากแอคตโินมยัซทีทัง้สองชนิด คอื 215.47 และ 
172.78 ppm ตามล าดบั 
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1. ISP2 (Atlas, 2010) มีส่วนประกอบดงันี ้

Yeast extract     4 กรัม 
Dextrose     4 กรัม 

Malt extract     10 กรัม 
น้ำส่วนผสมทั้งหมดละลำยในน้้ำทะเลธรรมชำติควำมเค็ม 17 ppt ปริมำตร 1 ลิตร และ

น้ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อในหม้อนึ่งควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้วท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 

นำที 
 

2 . ISP3 (Atlas, 2010) มีส่วนประกอบดงันี ้ 
Oatmeal     10 กรัม 
น้ำส่วนผสมทั้งหมดละลำยในน้้ำทะเลธรรมชำติควำมเค็ม 17 ppt ปริมำตร 1 ลิตร และ

น้ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อในหม้อนึ่งควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้วท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 
นำที 

 
3 . ISP5 (Atlas, 2010) มีส่วนประกอบดงันี ้

Glycerol     10 กรัม 

L- Asparagine     1 กรัม 
K2HPO4     1 กรัม 
น้ำส่วนผสมทั้งหมดละลำยในน้้ำทะเลธรรมชำติควำมเค็ม 17 ppt ปริมำตร 1 ลิตร และ

น้ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อในหม้อนึ่งควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้วท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 
นำที 

 
4 . Oatmeal Yeast extract Carboxymethyl cellulose (OYG) มีส่วนประกอบดังนี ้

Oatmeal     10 กรัม 

Yeast extract     4 กรัม 
Glycerol     10 กรัม 

น้ำส่วนผสมทั้งหมดละลำยในน้้ำทะเลธรรมชำติควำมเค็ม 17 ppt ปริมำตร 1 ลิตร และ
น้ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อในหม้อนึ่งควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้วท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 
นำที 
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5. Actinomycete Isolation Agar (AIA) มีส่วนประกอบดังนี ้
Agar       15.0 กรัม 

Glycerol     5.0  กรัม 
Sodium propionate    4.0  กรัม 

Sodium caseinate    2.0  กรัม 
K2HPO4      0.5  กรัม 
Asparagine     0.1  กรัม 

MgSO4·7H2O     0.1  กรัม 
FeSO4·7H2O     1.0  มิลลิกรัม 

 
น้ำส่วนผสมทั้งหมดละลำยในน้้ำกลั่น ปริมำตร 1 ลิตร และน้ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อในหม้อนึ่งควำม

ดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้วท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 

 
6. Starch Casein Agar (SCA) 

Soluble Starch     10.0  กรัม 
Casein      1.0  กรัม 
K2HPO4      0.5  กรัม 

Agar      15.0  กรัม 
Trace salt solution    1  มิลลิลิตร 

น้ำส่วนผสมทั้งหมดละลำยในน้้ำกลั่น ปริมำตร 1 ลิตร และน้ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อในหม้อนึ่งควำม

ดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้วท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 
 

7. ว ิธ ีเตรยีมสารละลาย 0.2 mM DPPH ในเมทานอล ปร ิมาตร 50 มิลลิลิตร  
- ชั่ง DPPH 0.00394 กรัม ละลำยด้วยเมทำนอล ในขวดปรับปริมำตรขนำด 50 มิลลิลิตร 

เก็บไว้ในที่มืด อุณหภูมิ 4.0 องศำเซลเซียส สำรละลำยที่ได้เก็บได้ไม่เกิน 3 วัน 
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8. ว ิธ ีเตรยีมสารละลาย 7 mM ABTS•+ 
- ชั่ง ABTS 0.0192 กรัม ละลำยและปรับปริมำตรให้เป็น 5 มิลลิลิตร ด้วยน้้ำกลั่น 

- เตรียมสำรละลำยโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ควำมเข้มข้น 140 mM โดยชั่ง
โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 0.3784 กรัม ละลำยและปรับปริมำตรเป็น 10 มิลลิลิตร ด้วยน้้ำกลั่น  

- ผสมสำรละลำย 7 mM ABTS 2 มิลลิลิตร และสำรละลำยโพแทสเซียมเปอร์วัลเฟต 140 
mM 35.5 ไมโครลิตร (ซ่ึงท้ำให้ควำมเข้มข้นสุดท้ำยของโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟตประมำณ 2.45 
mM) ผสมให้เข้ำกัน ต้ังทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องในที่มืด เป็นเวลำ 12-16 ชั่วโมงก่อนน้ำไปใช้งำน 

- เจืองจำงสำรละลำยอนุมูล ABTS•+ ด้วยเมทำนอล โดยปิเปตสำรละลำย ABTS•+  ต้ังต้นมำ 
140 ไมโครลิตร กับเมทำนอล 7 มิลลิลิตร วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.07±0.02 ที่ควำมยำว

คลื่น 734 นำโนเมตร 
 
9 . การ เตรยีมสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid 

- ชั่ง Ascorbic acid 0.001 กรัม (จดบันทึกที่แน่นอน) ละลำยด้วยเมทำนอล 1000 
ไมโครลิตร สำรละลำยที่ได้เป็นสำรละลำยมำตรฐำนควำมเข้มข้น 1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 
10. การ เตรยีมสารละลายมาตรฐาน Trolox 

- ชั่ง trolox 0.001 กรัม (จดบันทึกที่แน่นอน) ละลำยด้วยเมทำนอล 1000 ไมโครลิตร 

สำรละลำยที่ได้เป็นสำรละลำยมำตรฐำนควำมเข้มข้น 1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
 
 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

สัณฐานและภาพ SEM ของเช้ือแอคติโนมัยซีท 
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ภาพท่ี ข-1 สณัฐานของเชื้อแอคตโินมยัซที Streptomyces indiaensis (A1-3) 
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ภาพท่ี ข-2 สณัฐานของเชื้อแอคตโินมยัซที Streptomyces indiaensis (A3-3) 
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ภาพท่ี ข-3 สณัฐานของเชื้อแอคตโินมยัซที Streptomyces coelicoflavu 
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ภาพท่ี ข-4 สณัฐานของเชื้อแอคตโินมยัซที Streptomyces parvulus 



 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 

ล าด ับเบสของเชื้อแอคตโินมยัซที 16S rRNA gene 
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ล าดับเบสของเช ือ้แอคติโนมัยซที Streptomyces indiaensis (A1-3) 

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTG

GATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTG

GAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCACTGGGGGCATCCTTGGTGGTCGAAAGCTCCGGC

GGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGA

CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAG

GGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGC

AGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTC

CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGC

TTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT

GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGC

CGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

CGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGC

ATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC

CGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC

ATACACCGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCT

GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG

TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA

GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCC

GGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATT

GGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGG

TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAG

CCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGA 

 

 

 

ล าดับเบสของเช ือ้แอคติโนมัยซที Streptomyces indiaensis (A3-3) 

ACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTA
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GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAAC

GGGGTCTAATACCGGATACTGACCACTGGGGGCATCCTCGGTGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGC

AGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGT

AGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG

GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATG

ACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAG

AAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAA

TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACC

CCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTA

GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATAC

TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT

AAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT

GCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA

GCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACC

GGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAG

CAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGG

ACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAA

TGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCT

GCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATAC

GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGGAAGCCGGT

GGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGTTGGAC 

 

 

 

ล าดับเบสของเช ือ้แอคติโนมัยซที Streptomyces coelicoflavu 

CGTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGG

TGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCT

GGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTGGAAAGCTCCGGC
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GGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGA

CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAG

GGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGC

AGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTC

CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGC

TTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCT

GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGC

CGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

CGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGC

ATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC

CGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC

ATACACCGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCT

GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTT

TGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG

GTGGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCC

GGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAAT

TGGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGC

GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAAGTCGGTAACACCCG

AAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAAAGGAGCTGTCGAAAGTGGGACTGGCGATTGGACA 

 

 

 

ล าดับเบสของเช ือ้แอคติโนมัยซที Streptomyces parvulus  

>151116-55_G05_CP58-4-21_907R.ab1 886 

ACCAGTGGCTCTCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTT

GCCCACACCTAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCC

CACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCC
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TGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGC

CCGTATCGACTGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTA

CGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGG

CACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAG

GTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTG

CAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGT

CGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATA

GGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTCGACCTTCACAGATGCCCGTGAAGGTCAGTA

TCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTAC

TCACCCGTTCGCCACTAATCCCCACCGAAGTGGTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACG

CCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCGGTAAAAAAATCTAAAAAGGTCGGGGGTTTCGGC 

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

GGCCGACTGTGGGATAGGGTGTGGGCACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAG

TGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACAC

CGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTC

AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCA

GCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGG

GACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACA

ATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTC

TGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATA

CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGT

GGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAA

CAGGTAAAACCCGTAAAAAAGGGGGGGCGGGTTGATTT 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ง 

กราฟการยบัยั้งอนมุลูอสิระ ABTS•+ ของสารละลายมาตรฐาน 

Ascorbic acid และ Trolox 
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ภาพที่ ง-1 กราฟการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ของสารละลายมาตรฐาน Ascorbic acid 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ง-2 กราฟการยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ของสารละลายมาตรฐาน Trolox 

 

 

 

y = 6.4331x - 2.9489
R² = 0.9921
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ภาคผนวก จ  

ข้อมูลการตายของอารท์เีมยีตาม ณ เวลาตา่งๆ 
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ตารางที่ จ-1 การทดสอบผลของความเป็นพิษของ Dimethyl Sulfoxide (DMSO) ที่ความเข้มข้น

แตกต่างกันต่อการตายของอาร์ทีเมียจ านวน 10 ตัว 

 

 

 

 

 

 

DMSO: Seawater ช่อง/ซ  า้ การตายของอารท์ีเมียตาม ณ เวลาต่างๆ (ช ั่วโมง) 

1 2 4 6 8 16 24 30 42 48 

Positive control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

  2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

  3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Positive control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

  2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

  3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Positive control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

  2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

  3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

100:400 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

 2 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 

200:300 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 4 

  2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

  3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 

300:200 1 0 0 0 0 0 0 1 1 10 10 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 10 10 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 10 10 

400:100 1 0 0 0 0 0 0 0 10 10 10 

  2 0 0 0 0 0 0 5 10 10 10 
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ตารางที่ จ-2 ผลของสารสกัดจากแอคคติโนมัยซีท A1-3 ต่อการตายของอาร์ทีเมียจ านวน 10 ตัว 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้นของสารสกัด 

แอคตโินมัยซที (ppm) 

ช่อง/ซ  า้ การตายของอารท์ีเมียตาม ณ เวลาต่างๆ (ช ั่วโมง) 

1 2 4 6 8 16 24 30 42 48 

4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

  2 0 0 0 0 0 0 0 1 4 5 

 3 0 0 0 0 0 0 0 2 7 7 

8 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

  2 0 1 1 1 1 1 1 1 2 3 

  3 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

12 1 0 0 0 0 0 0 2 2 2 5 

  2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

  3 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 

16 1 0 0 0 0 0 2 2 2 2 3 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

20 1 0 0 0 0 0 0 0 1 5 5 

  2 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 

  3 0 0 0 0 0 0 0 0 4 6 

50 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

100 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 

  2 0 0 0 0 0 0 1 1 2 4 

 3 0 0 0 0 0 1 1 1 1 6 
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ตารางที่ จ-2 ผลของสารสกัดจากแอคคติโนมัยซีท A1-3 ต่อการตายของอาร์ทีเมียจ านวน 10 ตัว 

(ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้นของสารสกัด 
แอคตโินมัยซที (ppm) 

ช่อง/ซ  า้ การตายของอารท์ีเมียตาม ณ เวลาต่างๆ (ช ั่วโมง) 

1 2 4 6 8 16 24 30 42 48 

200 1 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

 3 0 0 0 0 0 0 1 0 2 2 

Positive Control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 2 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

Negative Control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 2 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ จ-3 ผลของสารสกัดจากแอคคติโนมัยซีท A3-3 ต่อการตายของอาร์ทีเมียจ านวน 10 ตัว 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้นของสารสกัด 

แอคตโินมัยซที (ppm) 

ช่อง/ซ  า้ การตายของอารท์ีเมียตาม ณ เวลาต่างๆ (ช ั่วโมง) 

1 2 4 6 8 16 24 30 42 48 

20 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 8 

 3 0 0 0 0 0 1 0 0 0 7 

50 1 0 0 0 0 0 0 0 2 3 9 

 2 0 0 0 0 0 0 0 2 3 8 

 3 0 0 0 0 0 0 2 0 0 7 

100 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 7 

 2 0 0 0 1 1 1 2 2 3 6 

 3 0 0 0 0 0 0 1 2 2 7 

200 1 0 0 0 0 0 0 1 2 2 9 

 2 0 0 0 0 0 0 0 1 2 8 

 3 0 0 0 0 0 0 1 2 2 8 

Positive Control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

Negative Control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 6 

 2 0 0 0 0 0 0 0 2 5 8 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 6 
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ตารางที่ จ-4 ผลของสารสกัดจากแอคคติโนมัยซีท A16-1 ต่อการตายของอาร์ทีเมียจ านวน 10 ตัว 

 

ความเข้มข้นของสารสกัด 

แอคตโินมัยซที (ppm) 

ช่อง/ซ  า้ การตายของอารท์ีเมียตาม ณ เวลาต่างๆ (ช ั่วโมง) 

1 2 4 6 8 16 24 30 42 48 

20 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 5 

 3 0 0 0 0 0 0 0 1 1 7 

50 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8 

 2 0 0 0 0 0 0 0 4 3 9 

 3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 

100 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

140 1 0 0 0 0 0 1 3 3 3 5 

 2 0 0 0 0 0 0 2 3 3 6 

 3 0 0 0 0 0 0 1 3 3 4 

160 1 0 0 0 0 0 1 5 6 7 9 

 2 0 0 0 0 0 2 5 8 9 10 

 3 0 0 0 0 0 1 5 5 7 9 

200 1 0 0 0 0 0 2 7 7 8 9 

 2 0 0 0 0 0 3 7 10 10 10 

 3 0 0 0 0 0 2 7 7 9 9 

Positive Control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 

Negative Control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 
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ตารางที่ จ-5 ผลของสารสกัดจากแอคคติโนมัยซีท CP58-4-21 ต่อการตายของอาร์ทีเมียจ านวน 10 
ตัว 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้นของสารสกัด 
แอคตโินมัยซที (ppm) 

ช่อง/ซ  า้ การตายของอารท์ีเมียตาม ณ เวลาต่างๆ (ช ั่วโมง) 

1 2 4 6 8 16 24 30 42 48 

10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 9 

 2 0 0 0 0 0 0 0 2 3 5 

 3 0 0 0 0 0 0 0 2 3 5 

20 1 0 1 1 1 1 1 1 0 3 5 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 

 3 0 0 0 0 0 0 1 1 5 5 

50 1 0 0 0 0 0 0 0 1 6 9 

 2 0 0 0 0 0 0 0 1 6 9 

 3 0 0 0 0 0 0 0 0 7 9 

60 1 0 0 0 0 0 0 1 3 7 10 

 2 0 0 0 0 0 1 1 1 9 9 

 3 0 0 0 0 0 0 1 4 8 10 

70 1 0 0 0 0 0 0 3 5 9 10 

 2 0 0 0 0 0 1 5 6 9 10 

 3 0 0 0 0 0 0 6 6 8 10 

80 1 0 0 0 0 0 0 4 7 9 10 

 2 0 0 0 0 0 0 5 6 10 10 

 3 0 0 0 0 0 0 5 6 10 10 

100 1 0 1 1 1 1 2 8 10 10 10 

 2 0 0 0 0 0 2 7 10 10 10 

 3 0 0 0 0 0 0 9 10 10 10 
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ตารางที่ จ-5 ผลของสารสกัดจากแอคคติโนมัยซีท CP58-4-21 ต่อการตายของอาร์ทีเมียจ านวน 10 
ตัว (ต่อ) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้นของสารสกัด 

แอคตโินมัยซที (ppm) 

ช่อง/ซ  า้ การตายของอารท์ีเมียตาม ณ เวลาต่างๆ (ช ั่วโมง) 

1 2 4 6 8 16 24 30 42 48 

200 1 0 0 0 0 0 0 9 10 10 10 

 2 0 0 0 1 1 1 9 10 10 10 

 3 0 0 0 0 0 0 9 10 10 10 

Positive Control 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

 2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 

 3 0 0 0 0 0 0 0 2 3 3 

Negative Control 1 0 0 0 0 0 0 0 1 3 8 

 2 0 0 0 0 0 0 0 1 3 9 

 3 0 0 0 0 0 0 0 2 1 7 
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