
 

(1) 

 
 
 
 
 
 
 

การคัดกรองและการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียไกลดิงที่ผลิตสารยับยั้งแบคทีเรีย 
Screening and Identification of Marine Gliding Bacteria Producing Antibacterial 

Compounds 

 
ธนิวรรณ  ชืน่อารมณ 

Thaniwan  Cheun-Arom 

 
วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญา 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 
Master of Science in Biotechnology 

Prince of Songkla University 
2551 

ลิขสิทธิ์ของมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 



 

(2) 

ชื่อวิทยานิพนธ               การคัดกรองและการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียไกลดิงทีผ่ลิตสารยับยั้ง 
                                        แบคทีเรีย 
ผูเขียน                             นางสาวธนิวรรณ  ช่ืนอารมณ 
สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ 

______________________________________________________________________________ 
 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก     คณะกรรมการสอบ 
 
....................................................................      ..........................................ประธานกรรมการ 
(ดร.อัครวิทย  กาญจนโอภาษ)       (ผูชวยศาสตราจารย ดร.ทิพรัตน  หงภทัรคีรี) 
 

  .........................................................กรรมการ 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม      (ดร.อัครวิทย  กาญจนโอภาษ) 
 
...................................................................      ........................................................กรรมการ 
(ดร.ศุภศิลป  มณีรัตน)      (ดร.ศุภศิลป  มณีรัตน) 
 
...................................................................      ........................................................กรรมการ 
(ดร.วัลลภา  อรุณไพโรจน)                                           (ดร.วัลลภา  อรุณไพโรจน)   
   

                                                                                  .........................................................กรรมการ 
                                                                                  (รองศาสตราจารย ดร.กรกนก  อิงคนินันท) 

 
   บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร อนุมัติใหนับวิทยานิพนธฉบับนี้เปน

สวนหนึ่งของการศึกษา ตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
     

    ................................................................ 
    (รองศาสตราจารย ดร.เกรกิชัย  ทองหนู) 

                                                                           คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 
 
 



 

(3) 

ชื่อวิทยานิพนธ               การคัดกรองและการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียไกลดิงทีผ่ลิตสารยับยั้ง 
                                        แบคทีเรีย 
ผูเขียน  นางสาวธนิวรรณ  ช่ืนอารมณ 
สาขาวิชา  เทคโนโลยีชีวภาพ 
ปการศึกษา  2550 

 
บทคัดยอ 

 
การแยกและทําบริสุทธิ์เชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากตัวอยาง ไดแก ฟองน้ํา กัลปงหา สาหราย 

เศษไม  เศษเชือก  ซากสัตวไมมีกระดูกสันหลัง และฟลมชีวภาพ บริเวณเกาะเตา จังหวัดสุราษฎร
ธานี แยกเชื้อไดทั้งหมด 19 สายพันธุ เมื่อนํามาพิสูจนเอกลักษณโดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
ของ 16S rDNA พบวาแบคทีเรียไกลดิงสวนใหญที่แยกไดจํานวน 14 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ 
Alphaproteobacterium ในชวงรอยละ 96-100 (796/825 bp) และ 4 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ 
Tenacibaculum mesophilum ในชวงรอยละ 98-100 (832/844 bp) สวนอีก 1 สายพันธุมีความ
ใกลเคียงกับ Flexibacter echinicida รอยละ 99 (836/842 bp) เมื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่
ผลิตสารยับยั้งแบคทีเรียโดยเลี้ยงในอาหารเหลว 4 สูตร ไดแก RL1, SK, CY และ VY/2 ซ่ึงเตรียม
จากน้ําทะเลที่เติม 2% XAD-16 resin เพื่อดูดซับสาร secondary metabolites และจากการศึกษา
คุณสมบัติของสารสกัดหยาบทั้งจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากเกาะเตาและสารสกัดหยาบจาก
แบคทีเรียไกลดิงที่มีอยูในหองปฏิบัติการจํานวน 227 ตัวอยาง รวมทั้งหมด 303 ตัวอยาง ในการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 5 สายพันธุ ไดแก methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
ATCC 43300, vancomycin-resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Salmonella Typhi (clinical strain) และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ดวย
วิธี AlamarBlue microdilution broth assay พบวามีสารสกัดหยาบจํานวน 15 ตัวอยาง ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียทดสอบโดยใหคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ 
Rapidithrix thailandica ซ่ึงแยกไดจากเศษเชือก มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุด โดย
สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดทั้ง 5 สายพันธุ โดยเฉพาะแบคทีเรียดื้อยาสายพันธุ MRSA และ 
VRE ใหคา MIC เทากับ 9.38 และ 18.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาการ
เล้ียงเชื้อ R. thailandica ในอาหาร RL1 และ VY/2  ที่มีสารอาหารแตกตางกัน สงผลใหไดสารสกัด
หยาบที่มีองคประกอบทางเคมีแตกตางกัน โดยการวิเคราะหดวย TLC และ HPLC จึงยืนยันไดวา
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการผลิตสารทุติยภูมิของแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 
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ABSTRACT 

 
Marine gliding bacteria were isolated and purified from marine specimens such as 

sponge, sea fan, seaweed, rope, invertebrate and biofilms collected from Tao Island, Surat 
Thani province. We isolated and purified a total of 19 marine gliding bacteria isolates. The 
identification of all isolates by 16S rDNA sequence analysis indicated that 14 isolates were 
related to Alphaproteobacterium showed similarity values were between 96-100% (796/825 bp), 
4 isolates were related to Tenacibaculum mesophilum showed similarity values were between 
98-100% (832/844 bp) and 1 isolate was related to Flexibacter echinicida showed similarity 
values at 98% (836/842 bp). Each isolate was cultivated in four different liquid media including 
RL1, SK, CY and VY/2 containing seawater and 2% amberlite XAD-16 resin for secondary 
metabolites absorption. The total crude extracts of 303 sample (227 sample has been in 
laboratory) detected by colorimetric microdilution broth assay with AlamarBlue as an indicator 
was used to screen for antibacterial activity of the crude extracts against five pathogenic 
bacteria i.e. methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, vancomycin-
resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella 
Typhi (clinical strain) and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Fifteen crude extracts 
showed antibacterial activity with the MIC values lower than 150 µg/mL. Rapidithrix 
thailandica isolated from rope inhibited growth of five pathogenic bacteria especially, MRSA 
and VRE with the MIC value of 9.38 and 18.75 µg/ml, respectively. Cultivation of R. 
thailandica in different culture media (RL1 and VY/2) yielded crude extracts with different 
chemical composition detected by TLC and HPLC methods. The composition of cultivation 
media, therefore, play important roles in secondary metabolites production by marine gliding 
bacteria. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
 
 ปญหาจากเชื้อดื้อยามักเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดปญหาอ่ืนๆในการรักษาโรคติดเชื้อ 
ตามมาอีกมาก เชน ทําใหคาใชจายในการรักษาพยาบาลและอัตราการเสียชีวิตสูงขึ้น ทําใหตองใชยา
ที่มีราคาแพงขึ้น รวมไปถึงผูปวยตองพักรักษาในโรงพยาบาลนานขึ้นอีกดวย แบคทีเรียที่ดื้อตอยา
ตานจุลินทรีย ทําใหเกิดความยากลําบากแกแพทยในการรักษาผูปวย เนื่องจากยาสวนใหญทีใ่ชรักษา
โรคติดเชื้อจากแบคทีเรียไมไดผล   ยาที่ใช รักษาเชื้อแบคทีเรียดื้อยาที่มีอยูในปจจุบันเชน 
vancomycin เร่ิมพบวามีเชื้อที่ดื้อยาเพิ่มขึ้นเปนลําดับอยางรวดเร็ว  

จากผลการศึกษาและเฝาระวังเชื้อดื้อยาของศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพแหงชาติ 
พบวาเชื้อ Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) จากเดิมที่พบการดื้อยาเพียง 24% 
ในป 2541 ไดเพิ่มสูงขึ้นเปน 32% ในป 2546 (เชื้อบัคเตรีดื้อยา เปนปญหาสาธารณสุขระดับชาติ, 
2000) โดยพบการติดเชื้อดังกลาวที่ผิวหนัง กระดูก โลหิต ปอด และอวัยวะอื่นๆ และยังพบอกีวาเชือ้
ดังกลาวมีคุณสมบัติในการดื้อยาปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิด (multidrug-resistant) เชน methicillin, 
oxacillin หรือ nafcillin  

ในขณะที่สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความสําคัญทางดานการแพทยนั้นสวนใหญจะเปน
สารที่ใชในการรักษาโรคติดเชื้อ เชน antibacterials, antifungals และ antivirals (Grabley and 
Thiericke, 1999; Strohl, 1997) โดยแหลงที่มาของสารดังกลาวนั้นสวนใหญจะมาจากธรรมชาติ
หรือส่ิงมีชีวิตที่พบในธรรมชาติ (natural products) โดยเฉพาะอยางยิ่งพืชหรือจุลินทรียที่พบในดิน
เปนสวนใหญ แตพบวาในระยะ 10 ปที่ผานมามีรายงานวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกไดจาก
ส่ิงมีชีวิตที่อาศัยอยูในทะเลมีจํานวนเพิ่มมากขึ้นและมีศักยภาพที่สามารถพัฒนาไปสูผลิตภัณฑยา
ชนิดใหมได (Faulkner, 2000a,b; Schwartsmann et al., 2001) ทั้งนี้เนื่องจากทะเลเปนระบบนิเวศน
ขนาดใหญ มีพื้นที่ประมาณรอยละ 70 ของพื้นผิวโลก (Haefner, 2003) และมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพสูงมาก เนื่องมาจากปจจัยทางกายภาพในทะเล เชน อุณหภูมิ ความดัน แสงสวาง ความเค็ม 
ความขุน พีเอช และชนิดและปริมาณของสารอินทรียและสารอนินทรียที่อยูในน้ําทะเล (Bull et al., 
2005) มีอิทธิพลตอการปรับตัวและการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตในทะเลทําใหเกิดวิวัฒนาการทาง
สรีระและทางชีวเคมีของสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆเพื่อปรับตัวใหสามารถอยูรอดไดในระบบนิเวศนที่มี
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ความหลากหลายดังกลาว สงผลใหส่ิงมีชีวิตเหลานี้มีการสังเคราะหหรือผลิตสารเมตาบอไลทชนิด
ใหมๆ ที่ตางจากที่เคยมีรายงานไวจากสิ่งมีชีวิตที่อยูบนบก (Fenical et al., 2003) โดยมีรายงานวา
การวิจัยเกี่ยวกับผลิตภัณฑธรรมชาติที่แยกไดจากสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในทะเลนั้นมีแนวโนมเพิ่ม
สูงขึ้นเรื ่อยๆ อยางไรก็ตามการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในทะเลยังคงมีการจํากัดอยู ใน
สิ่งมีชีวิตเพียงบางกลุม เชน เชื้อราหรือ แอคติโนมัยสีท เปนตน ยังมีจุลินทรียอีกมากมายที่ยังไม
ถูกคนพบหรือนํามาศึกษาเพื่อใชเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Ravenschlag et al., 
1999; Stach et al., 2003)  

การศึกษานี้จึงมุงเนนศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจาก
ทะเลที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียดื้อยาสายพันธุ Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) และ Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE) เนื่องจากมีรายงานวา 
แบคทีเรียไกลดิงในกลุมของ Myxobacteria สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สําคัญได
มากมายหลายชนิด แตการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงในทะเลและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จากแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอยูนอยมาก 
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บทตรวจเอกสาร 
 
แบคทีเรียไกลดิง (Gliding bacteria) 
1. ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียไกลดิง 

แบคทีเรียไกลดิง (Gliding bacteria) เปนกลุมของแบคทีเรียแกรมลบ ที่มีลักษณะเฉพาะตัว 
คือการเคลื่อนที่แบบคืบคลาน (gliding) บนพื้นผิวที่แข็งโดยไมอาศัยแฟลกเจลา แบคทีเรียในกลุมนี้
มีรูปรางลักษณะที่แตกตางกันไปตามแตชนิด เชน ลักษณะเปนทอน (rod) เสนสาย (filament) หรือ
เปนเกลียว (spiral) ดังแสดงในภาพที่ 1  

แบคทีเรียไกลดิงสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญ คือ กลุมที่สราง fruiting body และ 
กลุมที่ไมสราง fruiting body (Gaspari et al., 2005; Iizuka et al., 1998) ตัวอยางแบคทีเรียไกลดิง
กลุมที่สราง fruiting body ไดแก Myxobacteria ซ่ึงจัดอยูใน Order Myxococcales ดังแสดงในภาพที่ 2 
และ 3 มีลักษณะโคโลนีเปน swarm colony คลายแผนฟลมบางกระจายอยูบนแผนวุน ดังแสดงใน
ภาพที่ 4 เมื่อสภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อในกลุมที่สราง fruiting body เซลลจะมี
การเปลี่ยนแปลงรูปราง โดยที่เซลลจะรวมตัวกันและยกสูงขึ้นเปน fruiting body ซ่ึงมีขนาดระหวาง 
50-500 µm สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ภายใน fruiting body ที่มีการเจริญเต็มที่แลว จะ
เปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลใหมีขนาดสั้นลงจนมีลักษณะเปนรูปกลม ที่เรียกวา myxospore ดัง
แสดงในภาพที่ 5 (Reichenbach and Dworkin, 1992; Dworkin, 1996)  

Myxobacteria สามารถพบไดในดิน เปลือกไม ซากตนไมที่ผุพัง มูลของสัตวกินพืช เชน 
กระตาย แพะ และ กวาง เปนตน นอกจากนี้ยังพบวา Myxobacteria สามารถเจริญไดในที่ที่มีความ
เขมขนของเกลือสูง เชน ในน้ําทะเลและตะกอนดินที่บริเวณชายฝงทะเล แตที่ผานมายังมีการศึกษา
เพื่อแยก Myxobacteria จากตะกอนดินในทะเลไมมากนัก (Iizuka et al.,1998) สําหรับแบคทีเรียไกล
ดิงชนิดที่ไมสราง fruiting body ไดแก แบคทีเรียใน Sub-Order และ Order ตางๆ ดังนี้ คือ Sub-
Order Chlorobiinae (Green Sulfur Bacteria), Order Beggiatoales (Sulfur Bacteria), Order 
Leucotrichales (Organoheterotrophic Bacteria) และ Order Cytophagales ลักษณะโคโลนีของ
แบคทีเรียไกลดิงในกลุมนี้บางครั้งจะมีลักษณะคลายกับรากของตนไม ดังแสดงในภาพที่ 6 โคโลนี
ของ Cytophagale จะมีสีตางๆ เชน สีเหลือง สีสม และสีแดงอิฐ อันเนื่องมาจากรงควัตถุในกลุมของ
แคโรทีนอยด เปนตน แบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบไดในดินที่มีพีเอชเปนกลาง ซากพืชเนาเปอย มูล
สัตวกินพืช หรือแมแตในทะเล เชน ซากสาหรายทะเล ตะกอนดิน ซากสัตวทะเล เปนตน  
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(a) Cystobacter ferrugineus, cells from a liquid culture  
(b) Stigmatella aurantiaca, cells in situ on agar surface in a chamber culture  
(c) Chondromyces crocatus in a chamber culture 
(d) Sorangium compositum in a chamber culture 
(e) Myxospores of Cystobacter ferrugineus, from a crushed, degenerated  
(f) Myxospores of Cystobacter velatus from a crushed fruiting body sporangiole  
(g) Experimentally induced myxospores of Stigmatella aurantiaca on the agar surface in 
      a chamber culture 
(h) Myxospores from a Myxococcus xanthus fruiting body  

 
ภาพที ่1 รูปรางลักษณะของเซลล Myxobacteria แบบตางๆ  
Figure 1. Morphological characteristics of myxobacteria  
ที่มา: Balows และคณะ (1992) 
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ภาพที ่2 วัฏจักรเซลลของ myxobacteria: Stigmatella aurantiaca 
Figure 2. Cellular morphogenesis of myxobacteria shown by the example of Stigmatella 
                aurantiaca 
ที่มา : Gerth และ Reichenbach (1978) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 การสราง fruiting body ของ Myxococcus xanthus ที่เวลา 0, 7, 12, 31, 61 และ 72 ชม. ของ 
            การเจริญ 
Figure 3. Fruiting body formation of Myxococcus xanthus at 0, 7, 12, 31, 61 and 72 h of growth 
ที่มา : Kuner และ Kaiser (1982) 

0 7 12 

31 61 72 
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(a) Stigmatella erecta บนอาหารวุนCY  
(b) Myxobacteria xanthus บนอาหารวุนคาซิโตน (Casitone)  
(c) Polyagium sp.บนแผนวุน 
(d) Cysyobacter violaceus บนแผนวุน VY/2  
(e) Nannocystis exedens บนอาหารเลี้ยงเชือ้คาซิโตน (Casitone)  
(f) Corallococcus coralloides บนอาหารวุนคาซิโตน (Casitone)  
(g) Polyangium sp. บนแผนวุนเลี้ยง E. coli  
(h) Stigmatella erecta บนอาหารวุนคาซิโตน (Casitone)  
(i) Nannocystis exedens บนแผนวุนเลี้ยง Micrococcus luteus 
             
ภาพที่ 4 ลักษณะโคโลนีแบบตางๆของ Myxobacteria 
Figure 4. Colony characteristics of myxobacteria 
ที่มา: Balows และคณะ (1992) 
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(a) Myxococcus fulvus, on soil crumbs on coli-spot agar, China 
(b) Myxococcus stipitatus, on wood particles of a soil sample, Hait 
(c) Myxococcus virescens, on rabbit dung as bait, Illinois 
(d) Myxococcus xanthus, on peat particles, Belgium 
(e) Corallococcus coralloides, on coli-spot agar, Malawi 
(f) Corallococcus exiguus, on coli-spot agar, France 
(g) Angiococcus disciformis, on vy/2 agar, Zaire 
(h) Archangium gephyra, on rabbit dung as bait, Cyprus 
             
ภาพที่ 5 ลักษณะ fruiting body ของ Myxobacteria แบบตางๆ 
Figure 5. Fruiting body characteristics of myxobacteria 
ที่มา: Dawid (2000) 
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(a), (c) โคโลนีของ Cytophaga-like bacteria ที่แยกไดจากดิน  
(b) ลักษณะโคโลนีของ Flexibacter filiformis บนแผนอาหารวุน  
(d) ลักษณะโคโลนีของ F. filiformis บนอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีสารอาหารนอยโคโลนีจะม ี
      ขนาดคอนขางใหญและมีการกระจายตัว         
(e) ลักษณะโคโลนีของ F.  filiformis บนอาหารที่มีสารอาหารมากโคโลนีจะมีขนาดเลก็ 
     และกระจุกตัวกันอยูแนน  
(f) ลักษณะโคโลนีของ Cytophaga-like bacteria บนอาหารวุน CY  
(g) ลักษณะโคโลนีของ Cytophaga flevensis ที่ทําการแยกเชื้อจากแหลงน้ําจืด  
(h) ลักษณะโคโลนีของ F.  filiformis กลุมเซลลอยูอยางหนาแนนบริเวณสวนปลายของสายเมือก  
(i), (k) ลักษณะโคโลนีของ Cytophaga columnaris ซ่ึงเปนจุลินทรียกอโรคในปลาน้ําจืด  
 
ภาพที่ 6 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิงใน Order Cytophagales  
Figure 6. Colony of gliding bacteria in the Order Cytophagales 
ที่มา: Balows และคณะ (1992) 
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2. การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิง 
 จากการสํารวจเอกสารงานวิจัยที่ผานมาพบวาการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงสวนใหญ
จะอยูในกลุมของ Myxobacteria ที่แยกไดจากดิน เนื่องจากลักษณะเดนของ Myxobacteria ที่สราง 
fruiting body ทําใหสามารถแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ไดงาย แตการแยกเชื้ออาจไมประสบผลสําเร็จหาก
เทคนิคที่ใชแยกไมเหมาะสมเชน การเจือจางเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ วิธีนี้จะไมพบเชื้อ Myxobacteria 
เนื่องจากเชื้อจะสรางเมือกทําใหเซลลไมกระจายตัว เมื่อนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อจึงไมพบการ
เจริญของเชื้อ หรือแมแตองคประกอบของอาหารที่ใชแยกเชื้อก็มีความสําคัญ เนื่องจากเชื้อ
แบคทีเรียไกลดิงเจริญชากวาแบคทีเรียอ่ืนๆ หากใชอาหารที่มีความสมบูรณ เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆที่โต
เร็วกวาหรือเชื้อราก็จะเจริญทับโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิง ทําใหถูกมองขามไดโดยงาย จาก
รายงานพบวาเชื้อแบคทีเรียไกลดิงในกลุม Myxobacteria สามารถพบไดจากแหลงตางๆ เชน ดิน มลู
สัตวกินพืช และเปลือกไม ดังแสดงในตารางที่ 1 และจากการสํารวจพบวาคณะนักวิจัยที่ศึกษา
เกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงไดเสนอแนะวิธีการแยกเชื้อ Myxobacteria จากดินไวดังนี้ (Gaspari  et al., 
2005; Reichenbach and Dworkin, 1992)  

1. การแยกโดยใชมูลกระตายเปนเหยื่อลอ นําตัวอยางดินที่ทําใหช้ืนดวยน้ํากลั่นใสลงใน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดใหญ และนํามูลกระตายที่ผานการอบฆาเชื้อดวยความรอนใสลงบนดิน 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิหองจนสามารถสังเกตเห็น โคโลนีของ Myxobacteria จะเจริญอยูบนมูล
กระตายจนเกิดการพัฒนาและสราง fruiting body ที่สามารถสังเกตไดโดยงาย 

2. การแยกโดยใช Escherichia coli เปนเหยื่อลอ จากคุณสมบัติของแบคทีเรียไกลดิงชนิด 
Myxobacteria ที่สามารถยอยสลายแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนได ทําใหสามารถนําคุณสมบัติดังกลาวนี้
มาแยกเชื้อโดยการเลี้ยงเชื้อ E. coli เปนเหยื่อลอซ่ึงมีวิธีโดยสรุปดังนี้ เล้ียงเชื้อ E. coli ในอาหาร
เหลว แลวนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลกอนละลายในน้ํากลั่นที่เติม cyclohexamide 100 µg/mL 
เพื่อชวยยับยั้งเชื้อรา นําเชื้อ E. coli ที่ไดมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงแลววางตัวอยางดินที่ใชแยกเชื้อ
ซ่ึงชุมดวยน้ํากลั่นขนาดเทาเมล็ดถ่ัวตรงกลางจานเพาะเชื้อ บมที่อุณหภูมิหอง สังเกตลักษณะ swarm 
colony และ fruiting body หลังจาก 1-3 สัปดาห 

3. การแยกจากวัสดุธรรมชาติ นําเปลือกไมจากตนไมที่ตายแลวหรือยังมีชีวิตอยู เนื้อไมที่ผุ
พัง หรือมูลสัตวกอนเล็กๆ ใสลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดใหญ วางลงบนกระดาษกรองที่เติมน้ํา
กล่ันผสม cyclohexamide 100 µg/mL บมที่อุณหภูมิหอง fruiting body จะเจริญบนตัวอยางและบน
กระดาษกรอง สังเกตการเจริญของเชื้อทุกวันโดยเฉพาะในชวง 10 วันแรก 
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ตารางที่ 1 แหลงที่พบ Myxobacteria  
Table 1. Sources of Myxobacteria  
 
Substrate Myxobacterial species typically found 
Soil Nannocystis exedens, Sorangium cellulosum, Archangium serpens, 

Corallococcus coralloides,Polyangium spp., Cystobacter spp.,  
Myxococcus fulvus, Mx. Virescens, Mx. stipilatus 

Dung of herbivores Myxococcus fulvus, Corallococcus coralloides, Mx. Virescens 
Cystobacter fuscus, Cb. ferrugineus, Archangium serpens,  
Nannocystis exedens, Cb. velatus 

Bark and rotting wood Stigmatella aurantiaca, Chondromyces apiculatus, Sorangium 
cellulosum, Corallococcus coralloides, Myxococcus fulvus,   
Cm. pediculatus, Haploangium spp. 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Reichenbach และ Dworkin (1992)  
 

Reichenbach และ Dworkin (1992 อางโดย Li et al., 2002) ไดศึกษาการแยกแบคทีเรียไกล
ดิงในกลุม Myxobacteria จากตัวอยาง เชน น้ําทะเล ทราย และตะกอนดินในทะเล โดยใชอาหาร
เล้ียงเชื้อชนิด water agar (WAT agar) ที่ดัดแปลงโดยการละลายวุน 1.5% และ CaCl2 0.05% ลงใน
น้ําทะเล นําไปฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  แลวทําการ smear เชื้อ Escherichia coli 
บนผิวหนาอาหาร WAT agar  กอนนําทรายหรือตะกอนดินที่ผานการอบใหแหงจํานวน 0.2 กรัม มา
เติมลงบนเชื้อ E. coli โดยตรง สวนตัวอยางน้ําทะเลนํามากรองผานกระดาษกรองขนาด 0.3 µm 
แลวนําตะกอนบนกระดาษกรองมาเติมลงบน E. coli  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ
ลักษณะของ fruiting body ภายใตกลองจุลทรรศน แลวเขี่ย fruiting body มาเลี้ยงในอาหาร Vy/2 
สังเกตการเจริญเติบโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ จัดจําแนกเชื้อโดยดูลักษณะของ 
vegetative cell, fruiting body, myxospore และ swarms colony ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียไกลดงิที่แยกไดจากทะเล 
Table 2. Morphology characteristics of marine gliding bacteria  
 

Samples Taxonomy   Vegetative size of cells (µm) Fruiting bodies characteristics 
seawater Myxococcus 6-9×0.6-0.8 bright yellow, O=100-150 µm 
seawater Myxococcus 4-6×0.8-1.0 yellow, rigid, irregular 
sand Myxococcus 4-6×0.8-1.0 violet, O=30-50 µm 
sand Corallococcus 4-6×0.8-1.0 light red, irregular 
sand Cystobacter    8-10×0.6-0.8 black, O=20-50 µm 
sand Myxococcus 5-7×0.8-1.0 dark brown, O=20-40 µm 
soil Myxococcus 6-8×0.8-1.0 light red, O= 80-100 µm  
oyster Myxococcus 4-6×0.8-1.0 light yellow, O= 100-150 µm     
echinus Angiococcus 4-6×0.8-1.0 light brown, O= 10-30 µm 
seagrass Myxococcus 4-6×0.8-1.0 brown, O= 50-100  µm   

ที่มา: ดัดแปลงจาก Li และคณะ (2002)  
 

Frias-Lopez และคณะ (2002) ไดรายงานความสัมพันธของแบคทีเรียที่แยกไดจากผิวของ
ซากปะการังพบวา เชื้อที่แยกไดสวนใหญคือ  γ-Proteobacterium รองลงมาคือ  Cytophaga-
flavobacterium-Bacteriodes (CFB) ซ่ึงเปนกลุมของแบคทีเรียไกลดิงและ α-Proteobacterium 
ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 7 โดยแบคทีเรียกลุม Proteobacterium นั้นเปนกลุมของแบคทีเรียที่
เปน dominant ในสิ่งแวดลอมที่มีคุณสมบัติเปนผูลา (predator) แบงออกเปน 5 subunits ไดแก α-
Proteobacterium, β-Proteobacterium, γ-Proteobacterium, δ-Proteobacterium และ ε- 
Proteobacterium และเมื่อเปรียบเทียบดูความใกลชิดของแบคทีเรียในกลุม Proteobacteria และ CFB 
พบวาคอนขางใกลชิดกัน โดยที่แบคทีเรียไกลดิงจะจัดอยูในกลุม δ-Proteobacterium ดังแสดงใน
ภาพที่ 8 
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ภาพที่ 7 เปอรเซ็นตของแบคทีเรียที่พบจากผิวของซากปะการัง 
Figure 7. Percentage of bacteria isolated from dead coral surface 
ที่มา : Frias-Lopez และคณะ (2002) 
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ภาพที่ 8 แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธของเชื้อกลุม α-Proteobacterium, γ-Proteobacterium  
              และ CFB 
Figure 8. Phylogenetic tree of α-Proteobacterium, γ-Proteobacterium and CFB 
ที่มา : Lee และคณะ (2003) 
 
 
 
 
 
 

 

CFB 

α-Proteobacterium 

γ-Proteobacterium 



 

14

3. การจัดจําแนกแบคทีเรียไกลดิง (Classification of gliding bacteria) 
การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไกลดิง ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกันมาก

นั้นทําไดคอนขางยากโดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่เชื้อดังกลาวไมมีการสราง fruiting body ตอมาเมื่อ
เทคนิคทางดานชีววิทยาโมเลกุล เชน 16S rDNA sequencing และ DNA-DNA hybridization ได
พัฒนามากขึ้นทําใหการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไกลดิงมีความถูกตองและแมนยํามากขึ้น 
อนุกรมวิธานของแบคทีเรียไกลดิงโดยทั่วไปแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 อนุกรมวิธานของแบคทีเรียไกลดิง  
Table 3. Taxonomy of gliding bacteria 
 

  Class Order Suborder Families Genera 
   Proteobacteriae 
 

Myxococcales Cystobacterineae Myxococcaceae Myxococcus, Corallococcus 
(formerly Chondrococcus) 
Pyxicoccus nov.gen 

   Cytobacteraceae Archangium, Cystobacter 
Melittangium, Stigmatella 
Hyalangium nov.gen 

  Sorangineae Polyangiaceae Sorangium, Polyangium 
Haploangium, Chondromyces 
Byssophaga nov.gen 
Jahnia nov.gen 

  Nannocystineae Nannocystaceae Nannocystis 

   Kofleriaceae Kofleria nov.gen 
Haliangium nov.gen 

 Cytophagales  Cytophagaceae Cytophaga, Sporocytophaga 
Flexibacter, Microscilla 
Flexithrix, Capnocytophaga 
Taxeobacter Unnamed 
Cytophaga-like bacteria 
(several genera) 

  Chloroflexabiineae 
 

Chloroflexaceae Chloroflexus 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 
Table 3. (Cont.) 
 
Class Order Suborder Families Genera 
Cyanomorphae Beggiatoales 

(sulfur bacteria) 
  Beggiatoa, Thioploca, 

Thiothrix,,  Thiospirillopsis, 
Achromatium 

Cyanobacteriae 
(Blue-green 
bacteria) 

   Oscillatoria, Microcoleus, 
Rivularia, Crinalium, 
Spirulina, Synechococcus 

 Leuchotrichales   Vitreoscilla, Leucothrix, 
Simonsiella, Alysiella, 
Saprospira 

   Flavobacteriaceae Aequorivita, Arenibacter, 
Cellulophaga, Croceibacter, 
Fucobacter, Gelidibacter, 
Mesonia, Muricauda,  
Polaribacter, Psychroflexus, 
Psychroserpens, Ulvibacter, 
Salegentibacter, Zobellia, 
Tenacibaculum, Vitellibacter, 
Riemerella, 
Ornithobacterium, 
Coenonia, Myroides,  
Empedobacter, Bergeyella, 
Weeksella 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Reichenbach (1981), McCurdy (1989), Reichenbach และ Dworkin (1992) 
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4. สารที่มีฤทธิ์ตานจุลินทรีย (Antimicrobial agents)  
 สารที่มีฤทธิ์ตานจุลินทรีย หมายถึง สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญหรือทําลายจุลินทรีย ซ่ึง
อาจจะไดมาจากแหลงธรรมชาติหรือโดยการสังเคราะหทางเคมี โดยทั่วไปสารที่มีฤทธิ์ตาน
แบคทีเรีย สามารถจําแนกประเภทได 2 วิธีดวยกันคือ (Hugo and Russell, 1987)  
4.1 จําแนกตามวิธีการออกฤทธิ์ยับยั้ง (mode of action) ซ่ึงจะแบงไดเปน 2 กลุม คือ 

4.1.1 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (bacteriostatic) เชน tetracycline และ 
                       Chloramphenicol 

4.1.2 สารที่มีฤทธิ์ฆาแบคทีเรีย (bactericidal) เชน penicillin, cephalosporin, 
         aminoglycoside และ vancomycin    

4.2 จําแนกตามกลไกการออกฤทธิ์ของยา (mechanisms of action) ดังแสดงในภาพที่ 7 ซ่ึงสามารถ
แบงสารออกไดเปน 4 กลุมใหญๆ คือ 

4.2.1 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางผนังเซลล ไดแก 
- ยาปฏิชีวนะในกลุม beta-lactam เชน penicillin cephalosporin  
- glycopeptides เชน vancomycin 
- cycloserine 
- bacitracin 
- fosfomycin 

4.2.2 สารที่ออกฤทธิ์ขัดขวางการทํางานของเซลลเมมเบรน ไดแก  
- polymyxin  
- daptomycin 

4.2.3 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางโปรตีน ไดแก 
- aminoglycosides และ spectinomycin 
- tetracyclines 
- chloramphenicol 
- macrolide lincosamides 
- fusidic acid  

4.2.4 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางกรดนิวคลีอิก สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม คือ 
- ยับยั้งการสรางสารตั้งตน (precursor) ไดแก sulfonamides, trimethoprim 
- ยับยั้ง DNA replication ไดแก quinolones 
- ยับยั้ง RNA polymerase ไดแก rifampin 
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ภาพที่ 9 กลไกการยับยั้งเชื้อจลิุนทรียของยาปฏิชีวนะ 
Figure 9. Mechanisms of action of antimicrobial drugs  
ที่มา: Singh และ Barrett (2006) 
 
การดื้อยาของแบคทีเรียกอโรค (Mims et al., 1993) 
 แบคทีเรียดื้อยาอาจมีอยูในธรรมชาติโดยที่แบคทีเรียนั้นไมจําเปนตองไดรับยาตาน
แบคทีเรียชนิดนั้นมากอนเลย แตอาจดื้อตอยาบางกลุมได เนื่องจากไมมีองคประกอบของเซลลที่
เปนเปาหมายของยา หรืออาจเกิดจากการที่ยาไมสามารถถูกดูดซึมเขาสูเซลลได  นอกจากนี้
แบคทีเรียบางชนิดที่เคยไวตอยาชนิดใดชนิดหนึ่งก็อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงทําใหดื้อยานั้นไดโดย
กระบวนการตางๆ เชน 

1. การกลายพันธุตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงใน
โครโมโซม เกิดยีนดื้อยา (resistant gene) ขึ้น การกลายพนัธุตามธรรมชาติมีอัตราการเกิดที่
คอนขางต่ําประมาณ 10-8 ถึง 10-9 โดยทั่วไปจะพบในแบคทีเรียทีด่ือ้ยาสเตรปโตมัยซิน 
แบคทีเรียที่มยีนีดื้อยาเมื่อมกีารแบงตัวจะทาํใหไดประชากรดื้อยาเพิม่มากขึ้น 

2. แบคทีเรียไดรับยีนดื้อยาท่ีอยูบนพลาสมิด หรือทรานสโปซอนจากแบคทีเรียอ่ืนโดยการ
ถายเทยีน (gene transfer)       

 
 
 



 

18

O

NH
O

O

O

OH

OH

OH

OMe

H

กลไกการดื้อยา  
 กลไกการดื้อยาเกิดจากยีนดื้อยาควบคุมใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตางๆ ภายในเซลลแบคทีเรีย
มีผลใหเกิดการดื้อยา ซ่ึงแบงไดเปน 3 แบบใหญๆ ดังนี้ (Franklin and Snow, 1989) 

1. การเปลี่ยนแปลงเปาหมายในการออกฤทธิ์ของยา (alteration in target site) พบในแบคทีเรีย
ที่ดื้อยากลุม macrolides, lincosamides, sulfonamides, trimethoprim และ rifampisin 

2. การเปลี่ยนแปลงการนํายาเขาสูเซลล (altered uptake) อาจโดยเพิ่ม impermeability ของ
ผนังเซลล หรือการขับยาออกจากเซลล เชน แบคทีเรียที่ดื้อยากลุม tetracycline 

3. มีการสรางเอนไซมมาทําลายยา (drug inactivation) ซ่ึงเปนกลไกที่สําคัญของแบคทีเรียที่
ดื้อยากลุม beta-lactam โดยสรางเอนไซม  beta-lactamase มายอยพันธะในสวนของ beta-
lactam ring เกิดเปน penicilloic acid ซ่ึงไมมีผลในการทําลายเช้ือ การดื้อยาวิธีนี้สามารถ
ถายทอดผานทาง plasmid ได (Rice, 2006) 

 
5. สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียไกลดิง 

5.1 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
Myxovirescin ที่แยกไดจาก Myxococcus virescens มีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียไดหลายชนิด เชน Corynebacterium sp., Pasteurella sp., Actinomyces sp., Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus เปนตน (Content et al., 2003) โดยที่ Reichenbach (2001) ไดรายงาน
วา myxovirescin จะถูกสังเคราะหขึ้นในชวงปลายของ log phase ถึง stationary phase และการผลิต
สารประกอบนี้จะขึ้นอยูกับอัตราการใชเปปโตน และการใชออกซิเจนของเชื้อ โครงสรางทางเคมี
ของ Myxovirescin ดังแสดงในภาพที่ 10 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10 โครงสรางทางเคมีของ Myxovirescin 
Figure 10. Chemical structure of myxovirescin 
ที่มา: Content และคณะ (2003) 
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Corallopyronin ซ่ึงแยกไดจาก Corallococcus coralloides สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทั้งชนิดแกรมบวกและแกรมลบ โดยยับยั้งกิจกรรมของ RNA polymerase (Reichenbach, 
2001) โครงสรางทางเคมีของ Corallopyronin ดังแสดงในภาพที่ 11 

 

 

 

 
ภาพที่ 11 โครงสรางทางเคมีของ Corallopyronin 
Figure 11. Chemical structure of corallopyronin 
ที่มา: Alexander และคณะ (2000) 
 

Kunze และคณะ (1998) ไดรายงานการแยกสาร Apicularens A และ B จาก
Myxobacteria Chondromyces sp. โดยพบวา Apicularen A สามารถละลายไดดีในเมทานอล  
อะซิโตน คลอโรฟอรม และ เอทิลอะซิเตท มีสูตรทางเคมี คือ C25H31NO6 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ  รวมทั้งยับยั้งการเจริญของยีสตและรา ในขณะที่ 
Apicularen B ซ่ึงสามารถละลายไดดีในน้ํา มีสูตรทางเคมี คือ C33H44N2O11 ออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะ
แบคทีเรียแกรมบวกเทานั้น โครงสรางทางเคมีของ Apicularens A และ B ดังแสดงในภาพที่ 12 
 
 
 

 
 

                                                                     
                                                                    Apicularen A; R = H 
                                                                    Apicularen B; R = N-acetyl-β-D-glucosamine 
ภาพที่ 12 โครงสรางทางเคมีของ Apicularen A และ B  
Figure 12. Chemical structures of apicularens A และ B 
ที่มา: Kunze และคณะ (1998) 
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Myxothiazol ซ่ึงแยกไดจาก Myxococcus fulvus มีคุณสมบัติออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อราโดยขัดขวางกระบวนการถายทอดอิเลกตรอน ซ่ึงมีความจําเพาะกับ Complex III (bc1-
complex) ที่มีความสําคัญตอการสรางพลังงานเพื่อใชในการเจริญเติบโตและกิจกรรมอื่นๆของเชื้อ
รา (Reichenbach, 2001) โครงสรางทางเคมีของ Myxothiazol ดังแสดงในภาพที่ 13 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 13 โครงสรางทางเคมีของ Myxothiazol 
Figure 13. Chemical structure of myxothiazol 
ที่มา: Reichenbach และคณะ (2001) 
 

Stigmatellin ซ่ึงเปนสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราอีกชนิดหนึ่งที่แยกไดจาก 
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 โดยมีกลไกการออกฤทธิ์คลายกับ myxothiazol คือ ยับยั้ง 
mitochondrial cytochrome b-c complex และ chloroplast cytochrome b6 f complex (Richard, 1986) 
โครงสรางทางเคมีของ Stigmatellin ดังแสดงในภาพที่ 14 
 

  
 
 
 
 
ภาพที่ 14 โครงสรางทางเคมีของ Stigmatellin 
Figure 14. Chemical structure of stigmatellin 
ที่มา:  Beyer และคณะ (1999) 
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Ambruticin เปนสารผลิตภัณฑธรรมชาติชนิดแรกที่แยกไดจาก Myxobacteria สาย
พันธุ Sorangium cellulosum (Ringel และคณะ 1977; อางโดย Reichenbach และ Dworkin, 1992) 
สารดังกลาวมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา โดยเฉพาะกลุม Tricophyton และ 
Microsporum sp., Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatididis และ 
Aspergillus sp. (Knauth และ Reichenbach, 2000) โครงสรางทางเคมีของ Ambruticin ดังแสดงใน
ภาพที่ 15 
  

 
 
 
 
 
ภาพที่ 15 โครงสรางทางเคมีของ Ambruticin 
Figure 15. Chemical structure of ambruticin 
ที่มา: Knauth และ Reichenbach (2000) 
  

Jansen และคณะ (2003) รายงานการแยกและสูตรโครงสรางทางเคมีของ 
Chondrochlorens A และ B ซ่ึงประกอบดวย β –amino styrenes และหมูคลอรีนที่แยกไดจาก 
Myxobacteria สายพันธุ Chondromyces crocatus โดยที่สารดังกลาวจะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เชื้อรา โครงสรางทางเคมีของ Chondrochlorens A และ B ดังแสดงในภาพที่ 16 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 16 โครงสรางทางเคมีของ Chondrochlorens A และ B 
Figure 16. Chemical structures of chondrochlorens A และ B 
ที่มา: Jansen และคณะ (2003) 
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Katayama และคณะ (1993) รายงานการแยกสาร TAN-1057 A-D จาก Flexibacter sp. 
PK-74 และ PK-176 ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุ Staphylococcus epidermidis 
IFO3762, Micrococcus luteus IFO12708 และ Staphylococcus aureus FDA209P โครงสรางทาง
เคมีของ TAN-1057 A-D ดังแสดงในภาพที่ 17 

 
 
TAN-1057 A 
 
 
 
 
TAN-1057 B 
 
 
  
 
TAN-1057 C 
 
 
 
 
 
TAN-1057 D 
 
 
 
 
ภาพที่ 17 โครงสรางทางเคมีของ TAN-1057 A-D  
Figure 17. Chemical structures of TAN-1057 A-D 
ที่มา: Katayama และคณะ (1993) 
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Shoji และคณะ (1988) รายงานการแยกและทําบริสุทธิ์สาร Katanosin A 
(C57H95N15O17) และ Katanosin B (C58H97N15O17) จากแบคทีเรียไกลดิง PBJ-5356 ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง 
Staphylococcus aureus FDA JC-1, Streptococcus pneumoniae Type1, Streptococcus pyrogenes 
C-203 และ Streptococcus faecalis SR700 โครงสรางทางเคมีของ Katanosin A และ Katanosin B 
ดังแสดงในภาพที่ 18 
 
Katanosin A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Katanosin B 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18 โครงสรางทางเคมีของ Katanosin A และ Katanosin B 
Figure 18. Chemical structures of katanosin A และ katanosin B 
ที่มา: Shoji และคณะ (1988) 
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5.2 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
Saframycin เปนสารกลุม Isoquinoline ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็ง ซ่ึงแยกไดจาก Byssovorax cruenta (Myxobacteria) ที่พบในสัตวทะเลไมมีกระดูกสัน
หลัง (Schmidt et al., 2004) โครงสรางทางเคมีของ Saframycin ดังแสดงในภาพที่ 19 

 
 

 
 

 
 
 
ภาพที่ 19 โครงสรางทางเคมีของ Saframycin  
Figure 19. Chemical structure of saframycin 
ที่มา: Rodrigues และคณะ (2004) 
 

Tubulysins A-E เปนสารที่ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง ที่แยกไดจาก Myxobacteria 
สายพันธุ Archangium gephyra และ Angiococcus disciformis โครงสรางทางเคมีของ Tubulysins 
A, B, D และ E ดังแสดงในภาพที่ 20 
 
                     
 
 
 
 
Tubulysin A R1 = CH2-CH(CH3)2; R2 = OH; Tubulysin B R1 = CH2-CH2-CH3; R2 = OH 
Tubulysin D R1 = CH2-CH(CH3)2; R2 = H; Tubulysin E R2 = CH2-CH2-CH3; R2 =  H 
  
ภาพที่ 20 โครงสรางทางเคมีของ Tubulysins A, B, D และ E 
Figure 20. Chemical structures of tubulysins A, B, D และ E 
ที่มา: Sasse และคณะ (2000)  
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Soraphen A ที่แยกไดจาก Sorangium cellulosum So ce26 เปนสารยับยั้งเซลลมะเร็งอีก
ชนิดหนึ่งที่มีฤทธิ์คอนขางดีและอยูในระหวางการพัฒนาเปนยาชนิดใหมเพื่อใชรักษาโรคมะเร็ง 
และยังพบอีกวาสารดังกลาวสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราไดอีกดวย (Reichenbach, 
2001) โครงสรางทางเคมีของ Soraphen A ดังแสดงในภาพที่ 21 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 21 โครงสรางทางเคมีของ Soraphen A 
Figure 21. Chemical structure of soraphen A 
ที่มา: Reichenbach (2001) 
  

Epothilone A เปนสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งที่แยกไดจาก Sorangium cellulosum 
สารประกอบชนิดนี้มีโครงสรางทางเคมี ดังแสดงในภาพที่ 22 ปจจุบัน Epothilone A อยูใน
การศึกษาขั้น Clinical trial ในระยะที่ 3 สําหรับใชรักษาโรคมะเร็งที่ดื้อยาหลายชนิดรวมกัน ทําให
สารประกอบชนิดนี้ไดรับความสนใจจากนักวิจัยเปนอยางมาก ดังจะเห็นไดจากจํานวนรายงาน
การศึกษาที่เกี่ยวของกับ Epothilone A ทั้งที่เปนผลงานตีพิมพและสิทธิบัตรจํานวนมาก ดังแสดงใน
ภาพที่ 23 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพที่ 22 โครงสรางทางเคมีของ Epothilone A 
Figure 22. Chemical structure of epothilone A 
ที่มา: Reichenbach (2001) 
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ภาพที่ 23 จํานวนการตพีิมพและการจดสิทธิบัตรเกี่ยวกับ Epothilone A ตั้งแต ป ค. ศ. 1993-2002 
Figure 23. Numbers of publications related to epothilone A from 1993 to 2002 
ที่มา : Gerth และคณะ (2003) 
 

 โดยสรุปแลวสารเมตาบอไลทที่ผลิตไดจากแบคทีเรียไกลดิงชนิดตางๆ นั้นมี
จํานวนมาก ดังแสดงในตารางที่ 4 แตสวนใหญแลวจะจํากัดอยูแตเฉพาะกลุมของ Myxobacteria 
ที่แยกไดจากดินเสียเปนสวนใหญ ซึ่งเปนขอมูลสําคัญที่แสดงใหเห็นวา ศักยภาพของแบคทีเรีย
ไกลดิงในการเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนั้นมีไมนอยกวาจุลินทรียในกลุมอื่นๆ เชน 
แอคติโนมัยสีทหรือเชื้อรา จึงเปนที่นาสนใจที่จะทําการศึกษาเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จากแบคทีเรียไกลดิงชนิดใหมโดยเฉพาะแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลซึ่งยังมีการศึกษาอยู
ในขอบเขตที่จํากัดกลาวคือ มีเพียงรายงานเกี่ยวกับการแยกแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลมากกวาที่จะ
มุ ง เนนการศึกษาเพื่อการใชประโยชนในการเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
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ตารางที่ 4 สูตรเคมีและน้ําหนักโมเลกุลของสารประกอบที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่งแยกไดจากแบคทีเรียไกลดิง 
Table 4. Empirical formular and molecular weight of compounds from gliding bacteria 

 
Compounds Empirical 

Formular 
Molecular 

weight 
Sources Biological activity References 

Althiomycin C16H17N5O6S2 439.0 Myxococcus xanthus Antibacterial Gaspari et al., 2005 
Saframycin C29H33N5O7 563.0 Myxobacteria Antibacterial, Cytotoxic Schmidt et al., 2004 
Myxothiazol C20H26N2O4S2 422.0 Myxococcus fulvus Antifungal, Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Chondramide A C36H46N4O7 646.0 Myxobacteria Antitumor Reichenbach, 2001 
Epothilon A C26H39NO6S 493.0 Sorangium cellulosum Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Soraphen A C29H44O8 520.0 Sorangium cellulosum  Antifungal, Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Apicularen A 
Apicularen B 

C25H31NO6 
C33H44N2O11 

441.0 
644.0 

Chondromyces (Myxobacteria) 
Chondromyces (Myxobacteria) 

Antibacterial, Cytotoxic 
Antibacterial, Cytotoxic 

Kunze et al., 1998 
Kunze et al., 1998 

Tubulysin A C43H65N5O10S 843.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Tubulysin B C42H63N5O10S 829.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Tubulysin C C43H5N5O10S 767.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Tubulysin D C42H63N5O9S 813.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Corallopyronin C30H41NO7 527.0 Corallococcus coralloides Antibacterial Alexander et al., 2000 
 



ตารางที่ 4 (ตอ) 
Table 4. (Cont.) 
 
Compounds Empirical 

Formular 
Molecular 

weight 
Sources Biological activity References 

Ambruticin S C28H42O6 474.0 Sorangium cellulosum Antifungal Knauth and Reichenbach, 2001 
Cystothiazole A C20H26N2O4S2 422.0 Cystobacter fuscus Antifungal Suzuki et al.,1998 
Cytothiazole A 
Cytothiazole C 
Cytothiazole D 
Cytothiazole E 

C20H25N2O4S2 
C19H24N2O4S2 
C19H22N2O4S2 
C20H26N2O5S2 

421.0 
408.0 
406.0 
438.0 

Cystobacter fuscus 
Cystobacter fuscus 
Cystobacter fuscus 
Cystobacter fuscus 

Antifungal 
Antifungal 
Antifungal 
Antifungal 

Suzuki et al.,1998 
Suzuki et al.,1998 
Suzuki et al.,1998 
Suzuki et al.,1998 

Chondrochloren A 
Chondrochloren B 

C27H40ClNO7 
C28H42ClNO7 

525.45 
539.45 

Chondromyces crocatus 
Chondromyces crocatus 

Antifungal 
Antifungal 

Jansen et al., 2003 
Jansen et al., 2003 

Argyrin C40H44N10O8S 824.0 Archangium gephyra Cytotoxic Vollbrecht et al., 2002 
Haliangicin C22H32O5 376.0 Haliangium luteum Antifungal Fudou et al., 2001 
Rhizopodin C39H62N2O11 734.0 Myxococcus stipitatus Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Methiazole B C20H24N2O4S2 420.0 Archangium gephyra & Myxococcus stipitatus Antifungal Sasse et al., 2000 
Methiazole C C16H21NO5S 339.0 Archangium gephyra & Myxococcus stipitatus Antifungal Sasse et al., 2000 
Methiazole D C20H28N2O4S2 424.0 Archangium gephyra & Myxococcus stipitatus Antifungal Sasse et al., 2000 
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6. การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสาร 
การตรวจสอบเอกลักษณของสาร (Identification of compound) 
1. การตรวจสอบขั้นตน (Preliminary Examination) โดยแบงเปนการตรวจสอบ 

physical state เพื่อดูวาสารนั้นเปนของแข็งหรือของเหลว สีที่เปลี่ยนไปขณะหาจุดเดือด และ 
lgnition test ซ่ึงใชบอกชนิดและปริมาณของ hydrocarbon 

2. การทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ (Physical property) เชน จุดเยือกแข็ง (freezing 
point), ความถวงจําเพาะ (specific gravity), คาดัชนีการหักเหแสง (refractive index), optical 
rotation และ molecular weight เปนตน 

3. การทดสอบคุณสมบัติทางสเปกโตรสโคป (Spectroscopy) เปนวิธีวิเคราะหคุณสมบัติ
และสูตรโครงสรางโดยอาศัยการวัดและวิเคราะหรังสีแมเหล็กไฟฟา (electromagnetic radiation) 
ซ่ึงถูกสารดูดกลืนหรือเปลงออกมาจากสสาร และบันทึกขอมูลการดูดกลืนแสงในรูปของสเปกตรมั 
ทั้งนี้สารจากธรรมชาติแตละชนิดจะมีสเปกตรัมซึ่งมีลักษณะเฉพาะตัว การตรวจสอบเอกลักษณ
ของสารอาจทําไดโดยเปรียบเทียบกับตัวอยางที่รูโครงสรางหรือที่มีรายงานไวแลว สําหรับสาร
ชนิดใหมจะตองอาศัยสเปกตรัมและขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคตางๆ เชน UV 
spectroscopy, Infrared spectroscopy, Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy และ Mass 
spectrometry ประกอบกัน จึงจะสามารถวิเคราะหสูตรโครงสรางทางเคมีได 

Ultraviolet spectroscopy (UV Spectroscopy) (Crew et al., 1998) เปนเทคนิคที่ใชรังสี
อัลตราไวโอเลตผานเขาสูโมเลกุลของสารอินทรีย ซ่ึงสวนหนึ่งของรังสีจะถูกดูดกลืนไว ทําให
อิเล็กตรอนในโมเลกุลนั้นเกิดทรานซิชัน กลาวคืออิเล็กตรอนที่สถานะพื้น (ground state) จะถูก
กระตุนใหขึ้นไปสูสถานะกระตุน (excited state) ซ่ึงการทรานซิชันของอิเล็กตรอนจะใชพลังงาน
สูงกวาการสั่น และการหมุนของโมเลกุล เมื่ออิเล็กตรอนในโมเลกุลถูกกระตุนจึงทําใหโมเลกุลนั้น
เกิดการสั่น และการหมุนควบคูไปดวยเสมอ  

การวัดการดูดกลืนแสงของสารในสารละลายที่เจือจางที่ชวงความยาวคลื่น 200-700 นาโน
เมตร (nm) สําหรับสารที่มีสี สวนสารที่ไมมีสีวัดที่ 200-400 นาโนเมตร (nm) ส่ิงสําคัญในการตรวจ
เอกลักษณคือ ความยาวชวงคลื่นที่มีการดูดกลืนสูงสุดหรือต่ําสุดของสาร และความเขมขนของการ
ดูดกลืนแสง 
 Infrared spectroscopy (IR) (Silverstein and Webster, 1998) เปนเทคนิคที่ใชในการ
พิสูจนโครงสรางของสารประกอบอินทรีย โดยศึกษาการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของสาร ซ่ึงเกิด
จากอันตรกิริยาระหวางคลื่นอินฟราเรดและโมเลกุลของสาร โดยเมื่อสารอินทรียดูดกลืนรังสี
อินฟราเรด รังสีจะถูกเปลี่ยนเปนพลังงานของการสั่นของโมเลกุล (energy of molecular vibration) 
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รังสีที่ถูกดูดกลืนจะมีคาที่แนนอน (quantized) ทําใหสเปกตรัมที่ไดจะปรากฏเปนแถบดูดกลืน จาก 
IR สเปกตรัมสามารถบอกหมูฟงกชันและประเภทของสารได ทั้งนี้สารที่จะนําไปวิเคราะหดวย
เทคนิคนี้จะตองเปนสารบริสุทธิ์ 

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) (Silverstein and Webster, 1998) 
เปนการวิเคราะหทางสเปกโตรสโกปของสารโดยการวัด magnetic moment ของ H-atom เนื่องจาก 
H-atom ที่ติดอยูกับหมูฟงกชันแตละอยางจะมีคา magnetic moment แตกตางกัน เชน CH2, CH3, 
NH2 เปนตน จากสเปกตรัมของ NMR สามารถจะบอกจํานวนของ H และชนิดของ carbon 
skeleton ที่ H จับอยู นอกจากนี้คา chemical shift (δ=delta) ของสารก็สามารถใชสําหรับการ
วิเคราะหสูตรโครงสรางไดเชนเดียวกัน ตัวอยางเชน สารที่เปน saturated compound จะมีคา δ นอย
กวาสารที่เปน unsaturated compound และสเปกตรัมของ NMR จะคอนขางซับซอนเนื่องจากผล
ของสนามแม เหล็กที่ เกิดจากอะตอมขางเคียง  ทําใหสัญาณที่ปรากฎนั้นมีความซับซอน 
(multiplicity) การพิสูจนเอกลักษณของโครงสรางจากขอมูล 1H NMR สเปกตรัม สามารถทราบหมู
ฟงกชันที่เปนองคประกอบของโครงสรางไดจากคา chemical shift (δ) ดังแสดงในภาพที่ 24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่24 คา chemical shifts ของโปรตอนในสภาพแวดลอมตางๆ 
Figure 24. Proton chemical shifts  
ที่มา : พิมพจิต และวัชรินทร (2542) 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดกรองสารสกัดหยาบของแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของ Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-
Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella 
Typhi (clinical strain) และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ได    

2. เพื่อจัดจําแนกแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลที่สามารถผลิตสารยับยั้ง Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus 
faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi (clinical strain)  
และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 โดยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA  
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�•�š�š�¸�É 2 
 

�ª�´��—�» �°�»�ž�„�¦�–�r �Â�¨�³�ª�·�›�¸�„�µ�¦ 
  

�ª�´��—�» 
1. �‹�»� �̈·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�œ�Î�µ�¤�µ�š�—��°�•�§�š�›�·�Í�„�µ�¦�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š��µ�¦��„�´�—�®�¥�µ�• 
 จุลินทรียที่นํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบ ประกอบดวยแบคทีเรีย
ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Methicillin-Resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 
51299, Bacillus subtilis ATCC 6633 แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 และ Salmonella Typhi เปนสายพันธุที่แยกไดจากผูปวย ณ โรงพยาบาลสงขลานครินทร 
 
2. �°�µ�®�µ�¦�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�‹�»� �̈·�œ�š�¦�¸�¥�r (�ª�·�›�¸�„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤�Â��—�Š�Ä�œ�£�µ�‡�Ÿ�œ�ª�„ �„) 

2.1 �°�µ�®�µ�¦��Î�µ�®�¦�´�•�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 
    - Na-glutamate medium 
    - Na-glutamate medium with crystal violet      
    - SAP2 agar medium 
2.2 �°�µ�®�µ�¦��Î�µ�®�¦�´�•�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 
    - อาหารสูตร RL1 
    - อาหารสูตร SK 
    - อาหารสูตร CY 
    - อาหารสูตร VY/2 
2.3 �°�µ�®�µ�¦��Î�µ�®�¦�´�•�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�¸�É�Ä�•�o�š�—��°�•�Â�¨�³�Ä�•�o�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š 

            �Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥ 
    - Nutrient Agar (Merck) 
    - Nutrient Broth (Merck) 
    - RPMI1640 (Merck) 
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3. ��µ�¦�Á�‡�¤�¸ 
    - Tryptone (Difco) 
    - Yeast Extract (HIMEDIA)  
    - Peptone (HIMEDIA) 
    - Baker’s yeast paste (Merck) 
    - Casitone (Difco) 
    - Malt Extract (HIMEDIA) 
    - Skim milk (HIMEDIA) 
    - Agar (Merck) 
    - Vitamin B12 (Fluka)        
    - L-glutamic acid monosodium salt (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - NH4NO3 (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - K2HPO4 (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - MgSO4 (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - Methanol (commercial grade) (LAB-SCAN)                                                                                           
    - Methanol (HPLC grade) (LAB-SCAN) 
    - Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma) 
    - Alamar Blue 0.9% (Sigma) 
    - Crystal violet (Fluka) 
    - Vancomycin (Sigma) 
    - Wagner’s reagent (UNIVAR, APS) 
    - Vanillin in H2SO4 (Fluka) 
    - Ninhydrin (Sigma) 
    - Amberlite XAD-16 resin (Fluka) 
    - TLC Alumina Sheets silica gel 60 F254 (Fluca) 
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�°�»�ž�„�¦�–�r 
    - จานเพาะเชื้อ (microtitreplate) 
    - ปากคีบ 
    - มีดผาตัด 
    - ตูปลอดเชื้อ (Caution, Sciencetech) 
    - กลองจุลทรรศน (Nikon) 
    - เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (LA230s, Sartorius) 
    - เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) (Buchi) 
    - เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Atomic absorption spectrophotometer: Analyst 100 
      spectrometer, PerkinElmer) 
    - เครื่อง Analytical High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
      (Hewlett PeckardAgilent 1100, ChemStation software (version A8.01)), quaternary pump 
      (Agilent G1311A) ตรวจวัดดวย diode array detector (Agilent G1315A) และม ีauto sampler 
      (Agilent G1313A) เปน injector port 
    - หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave, Tomy, SS-325) 
    - เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaker incubation) รุน VS-8480SRN  
    - เครื่อง Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 
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�ª�·�›�¸�„�µ�¦ 
1. �„�µ�¦�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 

1.1 �„�µ�¦�Á�„�È�•��̃´�ª�°�¥�n�µ�Š 
เก็บตัวอยาง (ฟองน้ํา กัลปงหา สาหราย ปะการัง ช้ินไม  เศษเชือก เปลือกหอย เพรียงหัว

หอม ซากสัตวไมมีกระดูกสันหลัง และฟลมชีวภาพ) จากทะเลทางฝงอันดามันและอาวไทย บริเวณ
เกาะเตา จังหวัดสุราษฏรธานี, หาดหยงหลิง, หาดยาว และทาเรือปากเมง จังหวัดตรัง สุสานหอย 75 
ลานป จังหวัดกระบี่ หาดสุรินทร, หาดในยาง และหาดในหาน จังหวัดภูเก็ต เกาะกระ จังหวัด
นครศรีธรรมราช หาดเจาสําราญ และหาดปกเตียน จังหวัดเพชรบุรี อางศิลา, แหลมแทนและสัตหีบ 
จังหวัดชลบุรี  โดยแบงออกเปนการเก็บตัวอยางจากบริเวณชายฝงและบริเวณน้ําลึก การเก็บตัวอยาง
บริเวณชายฝงกระทําโดยการสวมถุงมือแลวหยิบตัวอยางหรือใชปากคีบ คีบใสในถุงพลาสติกที่ปด
สนิท บันทึกชื่อตัวอยาง  สถานที่เก็บ  วันที่เก็บ  และ หมายเลขตัวอยางบนถุง  สวนการเก็บตัวอยาง
บริเวณน้ําลึกจะอาศัยนักประดาน้ําชวยในการเก็บ  นักประดาน้ําจะเก็บตัวอยางใสถุงตาขายหลังจาก
ขึ้นมาบนเรือจะนําตัวอยางมาแยกประเภท บันทึกชื่อตัวอยาง  สถานที่เก็บ  วันที่เก็บ  ระดับความลึก
ที่เก็บ และหมายเลขตัวอยางบนถุง เก็บรักษาตัวอยางไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แตไมให
ตัวอยางสัมผัสกับน้ําแข็งโดยตรง เพื่อปองกันการทําลายเชื้อจากความเย็น และทําการแยกเชือ้ทนัททีี่
กลับถึงฝง ซ่ึงใชเวลาไมเกิน 12 ช่ัวโมง 
 

1.2 �„�µ�¦�Â�¥�„�Â�¨�³�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 
นําตัวอยางจากขอ 1.1 มาลางดวยน้ําทะเลที่ผานการฆาเชื้อแลว โดยเทน้ําทะเลผาน

ตัวอยางใหทั่วบริเวณผิวตัวอยาง เพื่อกําจัดจุลินทรียอ่ืนๆที่ปนเปอนอยูที่ผิวตัวอยางออกไป ตัด
ตัวอยางเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 0.5x0.5 เซนติเมตร ดวยมีดที่ผานการฆาเชื้อกอนนําไปวางบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Na-glutamate medium และ Na-glutamate medium ที่เติม crystal violet ที่ความ
เขมขน 10 ไมโครกรัมตอลิตร เพื่อยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและกระตุนการสราง fruiting body บม
เชื้อที่อุณหภูมิหอง สังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิงที่เปน swarm colony  ถายเชื้อโดยตัด
ช้ินวุนบริเวณขอบของ swarm colony  ดวยมีดที่ผานการฆาเชื้อแลวขนาดประมาณ 0.5x0.5 
เซนติเมตร วางบนอาหาร SAP2  agar medium ซ่ึงเปน minimum medium ที่เหมาะสมในการใชแยก
แบคทีเรียไกลดิง เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียไกลดิงเจริญชากวาแบคทีเรียอ่ืนๆ หากใชอาหารที่มีความ
สมบูรณ เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆที่โตเร็วกวาหรือเชื้อราก็จะเจริญทับโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิง ทําให
ไมสามารถสังเกตลักษณะโคโลนีไดโดยงาย ทําการถายเชื้อลงบนอาหาร SAP2  agar medium ซํ้า
จนไดเชื้อบริสุทธิ์ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยการยอมแกรมและดูลักษณะของการเคลื่อนที่ 
(gliding motility) (การเตรียมตัวอยางเพื่อดูลักษณะการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียไกลดิงดวยกลอง
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จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ phase contrast มีรายละเอียดแสดงในภาคผนวก ค) หากพบวา 
swarm colony ที่ไดยังคงปนเปอนดวยจุลินทรียอ่ืน ก็จะเปลี่ยนวิธีการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยใช 
micromanipulator ตามวิธีการในขอ 1.3 ตอไป  

 
1.3 �„�µ�¦�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨�Ä�®�o�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Ã�—�¥�Ä�•�o micromanipulator 

นําเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่เจริญบนอาหาร SAP2 agar เปนเวลา 2 วัน มาเขี่ยเชื้อเพื่อทํา
ใหบริสุทธิ์ดวย microneedle ซ่ึงติดอยูกับเครื่อง micromanipulator ดังแสดงในภาพที่ 25 โดยใช
เลนสที่กําลังขยาย 40 เทา เขี่ยเชื้อในรูปของเซลลเดี่ยวๆ (single cell isolation) มาวางบนอาหาร 
SAP2 agar ทิ้งไวใหเชื้อเจริญแลวนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยการยอมแกรมดูรูปราง
เซลลภายใตกลองจุลทรรศน หากยังมีการปนเปอนดวยจุลินทรียอ่ืน จะทําซ้ําขั้นตอนขางตน
จนกระทั่งไดเชื้อที่บริสุทธิ์ 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 25 การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลใหบริสุทธิ์โดยใช micromanipulator 
Figure 25. Purification of marine gliding bacteria by micromanipulator 
 
2. �„�µ�¦�‹�´�—�‹�Î�µ�Â�œ�„�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�Ã�—�¥�ª�·�›�¸�„�µ�¦�®�µ�¨�Î�µ�—�´�•�œ�·�ª�‡�¨�¸�Ã�°�Å�š�—�r�…�°�Š 16S rDNA 

นําเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากเกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี ทั้งหมด 21 ไอโซเลต มา
จัดจําแนกชนิดโดยอาศัยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ16S rDNAโดยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ 
Nakagawa และคณะ (2001) 
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2.1 �„�µ�¦��„�´�—�—�¸�Á�°�È�œ�Á�° (DNA extraction)  
สารสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลจะใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป

ของบริษัท Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) ประเทศสหรัฐอเมริกาและวิธีการ
ตามที่กําหนดโดยผูผลิตชุดสกัด ตามรายละเอียดดังนี้คือ ปเปตสารแขวนลอยของเซลล ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใสลงใน microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-16000 รอบ
ตอนาที (rpm)  เปนเวลา 2 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล นําเซลลที่ไดจากการตกตะกอนมาละลายใน 50 
mM EDTA buffer (pH 8.0) ปริมาตร 480 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวเติม lytic enzyme (10 
mg/ml lysozyme) ปริมาตร 120 ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
60 นาที) เพื่อยอยสลายผนังเซลล  นําสารละลายใน microtube ไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 
13000-16000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม Nuclei lysis ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา  5 นาที วางไวใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง) เพื่อยอยสลายนิวเคลียส เติม RNase solution ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน
นาน 2-5 นาที บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที) เพื่อยอยสลายอารเอ็นเอ ทิ้งให
ตัวอยางมีอุณหภูมิลดลงถึงอุณหภูมิหอง เติม protein precipitation solution ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอนโปรตีน แลวนํามาเขยาดวยเครื่อง vortex mixer นาน 20 วินาที บมใน
น้ําแข็ง 5 นาที กอนนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-16000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาที นําสวน
ของสารละลายมาเติม isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน) เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ 
ซ่ึงในขั้นตอนนี้สามารถสังเกตเห็นสายดีเอ็นเอได จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-
16000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายทิ้ง ลางดีเอ็นเอโดยการเติม 70%  ethanol เขยา
แลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-16000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลาย 70%  
ethanol ทิ้ง วางให ethanol ระเหย เติม DNA rehydration ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที เก็บตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
2.2 �„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š 16S rDNA �Ã�—�¥�ª�·�›�¸ PCR (Amplification of 16S rDNA gene by 

PCR) 
นําดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 2.1 มาเพิ่มปริมาณโดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Nakagawa และคณะ (2001) 
2.2.1 �„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤ reaction mixture ��Î�µ�®�¦�´�• PCR 

เติม 10 x Ex taq buffer 5 ไมโครลิตร, dNTP mixture (20 mM) 4 ไมโครลิตร, 
Primer BF1 (20 µM) และ Primer BR1 (20 µM) อยางละ 1 ไมโครลิตร, Taq polymerase (5 ยูนิต/
ไมโครลิตร) 0.25 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นที่ฆาเชื้อแลว ใหไดปริมาตรรวม 50 
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ไมโครลิตร ใสในหลอด Eppendorf   ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แบงสารละลายใสใน 
microAmp reaction tube ใหไดปริมาตรเทาๆกัน เติมดีเอ็นเอที่สกัดไดลงไป 10 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน นําไปเขาเครื่อง PCR โดยมีสภาวะของการทํางานของเครื่องดังนี้ 

 
                     95°C, 2 min                 Denaturing 
                     95°C, 30 sec 

              25 cycles       55°C, 30 sec                Annealing 
                    72°C, 1 min    
                    72°C, 5 min                 Extension 

 
Forward primer คือ BF1 (5’-GAGTTTGATCATGGCTCAG-3’)  
Reversed primer คือ BR1 (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’) 

 
2.2.2 �„�µ�¦�˜�¦�ª�‹��°�•�‡�ª�µ�¤�•�¦�·��»�š�›�·�Í�Â�¨�³�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š 16S rDNA  

ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์และปริมาณของ 16S rDNA ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา 
PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis ซ่ึงเปนการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาบนแผนวุน โดย
ระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ไดจะขึ้นอยูกับขนาดของดีเอ็นเอ ความเขมขนของ agarose gel และ
กระแสไฟฟาที่ใช ดีเอ็นเอที่ผานการแยกแลวจะยอมดวย ethidium bromide solution เพื่อตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์และปริมาณดีเอ็นเอที่จะเรืองแสงภายใตแสง UV ทําใหสามารถมองเห็นไดดวยตา
เปลา 

ขั้นตอนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel electrophoresis 
ทําไดโดยเตรียม 1% agarose gel ดวย 1xTE buffer pH 8.0 รอใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาทีแลวดึง
หวีออกจะไดเจลที่มีชองสําหรับ load ดีเอ็นเอ แลวปเปต 5x dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับ 
PCR product ที่ไดจากขอ 2.2.1 ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บนแผน parafilm เติมดีเอ็นเอลงในชองเจล 
ซ่ึงใช 1xTAE buffer เปนอิเล็กโตรไลท และใชกระแสไฟฟา 80 โวลต เปนเวลาประมาณ 50 นาที 
จากนั้นนําเจลไปแชใน ethidium bromide solution 1 นาที ลางสียอมโดยแชในน้ํากลั่นเปนเวลา 15 
นาที กอนนําไปสองภายใตแสง UV ซ่ึงจะเห็นแถบดีเอ็นเอเรืองแสง วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอโดย
เปรียบเทียบกับ DNA marker 
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2.3 �„�µ�¦�š�Î�µ�•�¦�·��»�š�›�·�Í�…�°�Š amplified PCR products �Ã�—�¥�Ä�•�o GFX PCR DNA �Â�¨�³ Gel Band 
Purification Kits  

นํา GFX column ใสใน collection tube เติม capture buffer 500 ไมโครลิตร ลงไปใน 
GFX column ถาย amplified PCR products (ประมาณ 48 ไมโครลิตร) ใสลงใน GFX column ผสม
สารใหเขากันโดยใชไมโครปเปต ดูดขึน้ลง 4-6 คร้ัง หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 14000 X g นาน 30 
วินาท ีนําสวนที่แยกไดในหลอด collection tube ทิ้งไป ลางตัวอยางโดยเติม wash buffer ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร ลงใน GFX column หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 X g นาน 30 วินาที นําสวนของ 
collection tube ทิ้งไป นําสวน GFX column ไปใสใน 1.5 มิลลิลิตร microtube อันใหม เติม TE 
buffer pH 8.0 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในสวนของ GFX column บมตัวอยางที่อุณหภูมิหองนาน 1 
นาที หมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 14000 X g  30 วินาที จะไดดเีอ็นเอบริสุทธิ์อยูใน microtube  
 

2.4 �„�µ�¦�®�µ�¨�Î�µ�—�´�•�Á�•��…�°�Š 16S rDNA (Sequencing of PCR ampliflied 16S rDNA) 
นํา amplified PCR products ที่ทําบริสุทธิ์แลวไปหาลําดับเบสโดยการสงวิเคราะหที่

บริษัท Macrogen Incorporation ประเทศเกาหลี ซ่ึงจะใชวิธีการวิเคราะหลําดับเบสดวยเครื่อง ABI 
PRISMTM  377 automated DNA sequencer (Perkin-Elmer, Wellesley, MA) 

 
2.5 �„�µ�¦��¦�o�µ�Š Phylogenetic tree 

1. คนหาลําดับนิวคลีโอไทดสวนของยีน 16S rDNA ของเชื้ออางอิงที่ตองการ
เปรียบเทียบจากเว็บไซด http://srs.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html โดยพิมพช่ือเชื้อ ช่ือสายพันธุ หรือ 
Accession number ของเชื้อที่ตองการคนหาลงในชอง Keywords คลิกเลือก Accession number ของ
เชื้อที่ตองการ เลือก FastaSeqs เพื่อดูลําดับนิวคลีโอไทดในรูป FASTA ของเชื้อนั้นๆ ทําการ
คัดลอกนิวคลีโอไทดลงในโปรแกรม Notepad โดยหนารหัสของแตละเชื้อใน Notepad ตองมี
เครื่องหมาย > และรหัสของเชื้อตองไมเกิน 30 ตัวอักษร ตองไมมีชองวางระหวางตัวอักษร บันทึก
ขอมูลเปน*.txt  

2. เปดโปรแกรม Clustalx แลวคลิก Load Sequences เปด file Notepad ที่คัดลอกลําดับ
นิวคลีโอไทดไว จากนั้นคลิก Alignment แลวคลิกเลือก Do Complete Alignment จากนั้นคลิก 
ALIGN รอจนกวาโปรแกรมจะทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดทีละเชื้อจนเสร็จ 

3. เปดโปรแกรม Bioedit คลิก file เลือก New Alignment จากนั้นคลิกไฟล เลือก 
Import เลือก Sequences alignment file จากนั้นเปดไฟลที่ผานการทํา alignment มาแลวดวย
โปรแกรม clustalx version 1.83 ซ่ึงจะถูกบันทึกโดยอัตโนมัติเปน file*.aln เล่ือนเมาสไปที่แถบ
เครื่องมือของหนาตางขางในคลิก Back-colored view mode จะทําใหลําดับนิวคลีโอไทดแตละตัวมี
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สีแตกตางกันเพื่องายตอการสังเกต เล่ือนเมาสไปที่ชองวาง mode คลิก Edit ซ่ึงทําใหสามารถแกไข
ขอมูลนิวคลีโอไทดได 

4. แกไขขอมูลนิวคลีโอไทดโดยลบชองวาง และลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืนที่มิใช A T C 
และ G เชน N M Y และอ่ืนๆออก ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืนๆเหลานี้มักถูก labeled ดวยสีมวง 
สําหรับวิธีการลบทําไดโดยเลื่อนเมาสไปคลิกที่ดานบนของลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อตัวแรกสุด
ตรงตําแหนงที่ตรงกับชองวาง จากนั้นทําการลบโดยกด Del บันทึกขอมูลที่ไดทําการแกไขเรียบรอย
แลวโดยคลิกไฟล เลือก Save as บันทึกขอมูลเปน file Fasta (*.fas, *.fst, *.fsa) 

5. เปดโปรแกรม clustalx คลิกไฟล เลือก Load Sequences เปด Fasta file ที่ทําการ
บันทึกไวในขอ 4 จากนั้นเลื่อนเมาสไปที่แถบเมนูคลิก Tree เลือก Bootstrap N-J Tree จะปรากฎ
หนาตางเล็กคลิก OK โปรแกรมจะทําการสราง Phylogenetic tree 

6. เปดโปรแกรม N-J plot จากนั้นคลิกไฟล คลิกเปด file TreeView ที่ไดจากขอ 5 คลิก 
New outgroup หนาเชื้อที่ตองการจัดใหเปน outgroup เชน E. coli  

7. คัดลอก Phylogenetic Tree มาแกไขใหสมบูรณในโปรแกรม Microsoft Word หรือ 
Microsoft Powerpoint โดยการคลิก Edit เลือก Copy แลวนําไปวางในโปรแกรมที่ตองการแกไข 
 
3. �„�µ�¦�‡�´�—�„�¦�°�Š��µ�¦��„�´�—�®�¥�µ�•�…�°�Š�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�š�¸�É�Â�¥�„�Å�—�o�‹�µ�„�š�³�Á�¨�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š
�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�—��°�• 

3.1 �„�µ�¦�®�µ�ž�¦�·�¤�µ�–�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦��̧¥�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³��¤�˜�n�°�„�µ�¦�š�—��°�•�§�š�›�·�Í�Ä�œ�„�µ�¦�¥��́•�¥�´�Ê�Š
�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥   

การหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตนที่เหมาะสม ทําไดโดยเลี้ยงเชื้อทดสอบ ไดแก 
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant 
Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi และ 
Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853 บนอาหาร nutrient agar  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อที่เจริญมา 1 loop นํามาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร RPMI 1640 ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 -15 ช่ัวโมง ทําการเจือจางเชื้อที่ระดับความ
เขมขนตางๆ ตั้งแต 101 ถึง 105 เทา ในอาหารเหลว RPMI 1640 ทําเปน 2 ชุดการทดลอง ชุดการ
ทดลองที่ 1 นําแบคทีเรียที่ใชทดสอบที่ระดับความเขมขนตางๆ มาเติม AlamarBlue ในอัตราสวน 
10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ปเปตสารละลายแบคทีเรียใสใน microtitreplate ชนิด 96 หลุม หลุมละ 
100 ไมโครลิตร ทํา 3 ซํ้า ในแตละระดับความเขมขน บมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนสีของ AlamarBlue แตละหลุม  สวนชุดการทดลองที่ 2 นําแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบที่ระดับความเขมขนตางๆไปทํา total viable count โดยวิธี spread plate และวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จํานวนเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมจะพิจารณาจากความ
จํานวนของเชื้อที่ทําให AlamarBlue เปลี่ยนจากสีน้ําเงินเปนสีชมพู  ที่เวลา 15 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
เชื้อแบคทีเรียทดสอบแตละสายพันธุใหมีคาการดูดกลืนแสง ดังแสดงในตารางที่ 9 เพื่อใชเปนคา
ความเขมขนเริ่มตนของเชื้อทดสอบในครั้งตอไป (สุภานันท แซล้ิม, 2548)  
 

3.2 �„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤�Á�•�º�Ê�°�š�—��°�•  
เล้ียงเชื้อทดสอบ ไดแก Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 

43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Salmonella Typhi และ Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853 บนอาหาร nutrient 
agar  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อที่เจริญมา 1 loop นํามาเลี้ยงใน
อาหารเหลวสูตร RPMI 1640 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 -15 
ช่ัวโมง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรโดยเจือจางสารละลายเชื้อดวย
อาหารเลี้ยงเชื้อ  RPMI 1640 ใหไดปริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตนที่เหมาะสมของแตละสายพันธุ 
ไดแก MRSA เทากับ 1.7x106 CFU/ml, VRE เทากับ 1.3x107 CFU/ml, B. subtilis เทากับ 3.0x106 
CFU/ml, Sal. Typhi เทากับ 2.1x106 CFU/ml และ P.aeruginosa เทากับ 2.2x106 CFU/ml แลวนํามา
เติมสารละลาย AlamarBlue ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรของสารแขวนลอยเชื้อ ผสมใหเขา
กัน เพื่อใชเปนเชื้อทดสอบตอไป  

 
3.3 �„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤��µ�¦��„�´�—�®�¥�µ�• 

นําเชื้อบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 1.3 ซ่ึงเจริญบน SAP2 agar medium มาตัดเปนชิ้นเล็กๆ 
ขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตร ประมาณ 10 ช้ิน ใสลงในฟลาสกที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด SAP2 
medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 100 มิลลิลิตร บมไวที่ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 3 วัน เพื่อเตรียมเปนหัวเชื้อ ถายหัวเชื้อ 10% ลงในอาหาร
เหลว 4  สูตรที่ตางกัน ไดแก RL1, SK, CY และVY/2 (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติม amberlite XAD-16 
resin ปริมาณ 2 กรัม สําหรับดูดซับ secondary metabolites แลวนําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 7 วัน นําอาหารเหลวที่ผานการเลี้ยงเชื้อแลวมากรอง
แยก resin ออก ลาง resin ดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 10 นาที ชะสารที่
อยูใน resin ดวยการแช resin ในเมทานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาน 6 ช่ัวโมง กรองแยก resin 
ออกแลวระเหยเมทานอลออกโดย rotary evaporator นําสารสกัดหยาบที่ไดเก็บที่ -20  องศา
เซลเซียส เพื่อใชทดสอบตอไป 
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การศึกษาครั้ งนี้ไดนําสารสกัดหยาบที่แยกไดจากแบคที เ รียไกลดิงที่มีอยู ใน
หองปฏิบัติการจํานวน 227 ตัวอยาง มาศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบรวมดวย 
(ตารางที่ 14 ในภาคผนวก ง) 

 
3.4 �„�µ�¦�š�—��°�•�§�š�›�·�Í�„�µ�¦�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š�‹�»� �̈·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�•�º�Ê�°�Š�˜�o�œ 

ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยวิธี colorimetric microdilution broth 
ซ่ึงมี AlamarBlue เปนอินดิเคเตอรเพื่อความสะดวกในการติดตามและตรวจสอบฤทธิ์การยับยั้งโดย 
ที่ AlamarBlue จะมีสีน้ําเงินเมื่ออยูในรูป resazurin แตเมื่อถูกรีดิวซจากการเจริญของจุลินทรียที่ใช
ทดสอบจะเปลี่ยนเปน resorufin ที่มีสีชมพูแดง การเปลี่ยนแปลงของสีจากปฏิกิริยารีดักชันนี้จะมี
ความจําเพาะกับ NADPH/NADP, FAD, FMNH/FMN และ NADH/NAD ที่เพิ่มขึ้นในกระบวนการ
เมตาบอลิซึมของเซลล จึงทําใหวิธีทดสอบดังกลาวมีความสัมพันธโดยตรงกับการยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรียที่ใชทดสอบ (Baker and Tenover, 1996; Lancaster and Fields, 1996) 

นําสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียซ่ึงมีความ
เขมขนเทากับ 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในตัวทําละลายชนิดเมทานอล ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ใส
ใน microtitreplate ชนิด 96 หลุม โดยเติมสารสกัดหยาบละ 2 หลุม ของคอลัมนที่ 1-9  (จะสามารถ
ทดสอบได ทั้งหมด 36 สารตอ 1 microtitreplate) ตั้งทิ้งไวจนเมทานอลระเหยหมด แลวละลายสาร
สกัดหยาบดวย  DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จะทําใหไดความเขมขนเริ่มตนของสารสกัดหยาบ
ที่ตองการทดสอบในแตละหลุมเทากับ 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เหตุผลที่เลือกใชความเขมขน
เร่ิมตนของสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบเทากับ 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากสารสกัด
หยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่นํามาทดสอบมีจํานวนมากและตองการคัดเลือกใหไดเฉพาะสารสกัด
หยาบที่มีฤทธิ์ที่ดี ใหคา MIC ในชวงที่เหมาะสม จากนั้นจึงเติมสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบ คือ Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-
Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella 
Typhi และ Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853 ที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640  ซ่ึงผสม
อยูกับ AlamarBlue 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลงในแตละหลุม ปริมาตรหลุมละ 90 ไมโครลิตร 
(เติมทุกหลุมในคอลัมนที่ 1-9) โดยจะใชเชื้อทดสอบ 1 เชื้อตอ 1 microtitreplate  ผสมใหสารสกัด
หยาบและสารแขวนลอยของเชื้อเขากันโดยใชไมโครปเปตดูดสารละลายขึ้นลงประมาณ 10-15 คร้ัง 
สําหรับคอลัมนที่ 10 นั้นจะเติม DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร รวมกับเชื้อทดสอบที่ผสมกับ 
AlamarBlue  ปริมาตร 90 ไมโครลิตร สวนคอลัมนที่ 11 จะเติมสารละลายของ vancomycin ความ
เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และเชื้อทดสอบที่ผสมกับ AlamarBlue 
ปริมาตร 90 ไมโครลิตร คอลัมนที่ 12  จะเติมเฉพาะเชื้อทดสอบที่ผสมกับ AlamarBlue หลุมละ100 
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ไมโครลิตร เพื่อเปนชุดควบคุม นํา microtitreplate ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนสีของ AlamarBlue นําตัวอยางที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
ในเบื้องตนไปทดสอบคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum Bactericidal 
Concentration (MBC) ตามวิธีการในขอ 3.5 และ 3.6 ตอไป (อัครวิทย กาญจนโอภาษ, 2548) 

 
3.5 �„�µ�¦�®�µ�‡�n�µ Minimum Inhibitory Concentration (MIC) �Ã�—�¥�ª�·�›�¸ microdilution broth 

assay 
นําสารสกัดหยาบที่ผานการทดสอบเบื้องตนแลววามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียในขอ 3.4 ปริมาตร 1.2 ไมโครลิตร (เตรียมที่ความเขมขน 25 mg/ml) มาเติมลงใน 
microtitreplate ชนิด 96 หลุมโดยใสเฉพาะในแถว A ของคอลัมนที่ 1-9 (จะสามารถทดสอบได 9 
สารตอ 1 microtitreplate) ตั้งทิ้งไวจนเมทานอลระเหยหมด แลวละลายสารสกัดหยาบดวย DMSO 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นปเปตเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ ที่เตรียมจากขอ 3.2 ใสในทุกหลุม
ของคอลัมนที่ 1-9 หลุมละ 100 ไมโครลิตร ยกเวนในแถว A ใหปเปตเชื้อแบคทีเรียทดสอบปริมาตร 
190 ไมโครลิตร จะทําใหไดความเขมขนเริ่มตนของสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบเทากับ 150 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับในคอลัมนที่ 10 เติม DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เพื่อเปนชุด
ควบคุมวา DMSO จะไมมีผลตอการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบ คอลัมนที่ 11 เติมสารละลายของ  
vancomycin ที่ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นปเปตเชื้อ
แบคทีเรียที่ใชทดสอบใสในทุกหลุมของคอลัมนที่ 10, 11 และ 12 หลุมละ 100 ไมโครลิตร ยกเวน
ในแถว A ใหปเปตเชื้อแบคทีเรียทดสอบปริมาตร 190 ไมโครลิตร ผสมสารละลายในแถว A ใหเขา
กัน โดยปเปตซ้ํา 10-15 คร้ัง ดวย multichannel pipette เจือจางสารละลายทั้งหมดลงครึ่งหนึ่ง โดยป
เปตสารละลายในแถว A ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในแถวที่ B ผสมใหเขากัน ทําซ้ําในขั้นตอน
ดังกลาวจนถึงแถว H แลวปเปตสารละลายสวนเกินทิ้ง 100 ไมโครลิตร ดังภาพประกอบขางลาง บม 
microtitreplate ชนิด 96 หลุม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนสี
ของ AlamarBlue โดยสังเกตหลุมที่มีสีน้ําเงินเขมของแตละคอลัมน หลุมที่มีความเขมขนต่ําสุดของ
แตละคอลัมนที่สีของ AlamarBlue ยังคงเปนสีน้ําเงินไมเปลี่ยนแปลง อานคาความเขมขนหลุมนั้น
เปนคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC)  
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3.6 �„�µ�¦�®�µ�‡�n�µ Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 

นําสารละลายในแตละหลุมของคอลัมนที่ 1-9 ในขอ 3.5 ที่ใหผลการยับยั้งเปนบวก (สี
ของ AlamarBlue ยังคงเปนสีน้ําเงินไมเปลี่ยนแปลง) โดยการใช loop ที่ผานการฆาเชื้อแลวจุมลงใน
สารละลายในหลุมดังกลาว นํามาเขี่ยเชื้อลงบนอาหาร nutrient agar นําจานเพาะเชื้อไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อ และเลือกคาความ
เขมขนของสารสกัดหยาบที่สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียทดสอบไดโดยสมบูรณโดยพิจารณาจากการที่
ไมมีเชื้อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ คาความเขมขนนั้นจัดวาเปนคาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัด
หยาบที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียไดโดยสมบูรณหรือคา Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 
 

3.7 �„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�…�°�Š��µ�¦��„�´�—�®�¥�µ�•�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š             
�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥          

3.7.1 �„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�…�°�Š��µ�¦��„�´�—�®�¥�µ�•�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š
�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Ã�—�¥�ª�·�›�¸ Thin Layer Chromatography (TLC) 

นําสารสกัดหยาบที่ใหคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มาวิเคราะห
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เปรียบเทียบองคประกอบทางเคมี เพื่อคัดเลือกเฉพาะสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ที่ดีและมีองคประกอบ
ทางเคมีที่นาสนใจ โดยการคัดเลือกเฉพาะสารสกัดหยาบที่ใหคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร มาวิเคราะหเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีโดยหยดตัวอยางลงบนแผน TLC (TLC 
aluminium sheet รุน silica gel 60 F254) ที่มี normal phase silica เปน stationary phase แลวใชตัวทํา
ละลาย ไดแก ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) รวมกับเอธิลอะซิเตท (EtOAc) ในอัตราสวน 3:2 
และ ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) รวมกับเอธิลอะซิเตท (EtOAc) และเมทานอล (MeOH) ใน
อัตราสวน 8.5:0.5:1  เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) ทําการตรวจสอบตําแหนงของสาร
บนแผน TLC ภายหลังจากการแยกโดยการสองดวยหลอดอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 
315 นาโนเมตร จากนั้นจึงทําการวิเคราะหชนิดขององคประกอบทางเคมีของสารประกอบที่แยก
ออกมาบน TLC ของสารสกัดหยาบโดยใช specific spraying reagents เชน การทดสอบสารในกลุม 
alkaloids จะใช Wagner’s reagent (iodide solution, potassium iodide) ซ่ึงหากสารสกัดหยาบมีสาร
กลุมนี้เปนองคประกอบก็จะเกิดเปนสีน้ําตาลแดง สําหรับการทดสอบสารในกลุม terpenes และ 
terpenoids จะทําโดยใชสารละลาย vanillin ใน H2SO4  ถาหากมีสารกลุม terpenes และ terpenoids 
จะเกิดสีมวงแดง สวนการทดสอบสารในกลุมเปปไทด ทําโดยวิธี Ninhydrin test ซ่ึงหากสาร
ตัวอยางมีองคประกอบของเปปไทดจะเกิดสีมวงแดงเชนเดียวกัน  (Sherma และ Fried, 1996) 

 
3.7.2 �„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�Â�¨�³�Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�…�°�Š��µ�¦��„�´�—�®�¥�µ�•

�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�—��°�•�—�o�ª�¥�Á�‡�¦�º�É�°�Š Diode Array Detector High 
Performance Liquid Chromatography (DAD-HPLC) 

นําตัวอยางสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบโดยใหคา MIC ต่ํากวา 150 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มาหาสภาวะในการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดวยเครื่อง DAD-HPLC 
ดวยเทคนิค TLC ชนิด reversed phase และใชตัวทําละลายผสมของเมทานอลตอน้ําในอัตราสวน 
75:25 เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ในการแยกองคประกอบของสารสกัดหยาบดวยเครื่อง HPLC นํา
สารสกัดหยาบที่แหงมาเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหดวย DAD-HPLC โดยเติมเมทานอล ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เพื่อละลายสารตัวอยางกอนที่จะกรองดวย microfilter ขนาด 0.2 ไมครอน ลงในขวด
ตัวอยางสําหรับวิเคราะหดวย DAD-HPLC โดยใชคอลัมนชนิด reversed phase C18 (Thermo 
Hypersil BDS C18 5µm, 4.6x250 mm) ตรวจวัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องตรวจวัดอัลตราไวโอ
เลตชนิด diode array โดยกําหนดความยาวคลื่นที่ 210 และ 230 นาโนเมตร ปริมาณสารตัวอยางที่ใช
ในการวิเคราะหแตละครั้งคือ 20 ไมโครลิตร อัตราการไหลของตัวทําละลายเคลื่อนที่เทากับ 1.0 
มิลลิลิตรตอนาที เปนระยะเวลา 20 นาที เปรียบเทียบโครมาโตแกรมและ UV spectrum ของสารแต
ละชนิดเพื่อจัดกลุมของสารสกัดหยาบตามองคประกอบทางเคมี 
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บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1. การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 

1.1 การเก็บตัวอยาง 
จากการเก็บตัวอยางบริเวณเกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี ระหวางวันที่ 23-27 เดือน

เมษายน พ.ศ. 2549 ทั้งหมด 7 จุด โดยเก็บตัวอยางจากอาวฉลาม ที่ระดับความลึก 0-1 เมตร หิน
ขาวที่ระดับความลึก 20 เมตร หินวง ที่ระดับความลึก 15-20 เมตร หินเขียวทุนใน ที่ระดับความ
ลึก 20 เมตร หินเขียวทุนนอก ที่ระดับความลึก 20 เมตร กองหินขางประภาคาร ที่ระดับความลึก 
20-25 เมตร และ กองหินขางประภาคาร ที่ระดับความลึก 6-9 เมตร ไดจํานวนตัวอยางทั้งหมด 
165 ตัวอยาง ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 5 บริเวณที่เก็บตัวอยางสวนใหญเปนหาดทราย
และโขดหินในแนวน้ําขึ้นน้ําลง  

จากตัวอยางทั้งหมดจํานวน 165 ตัวอยาง พบวาตัวอยางสวนใหญ คือ ฟลมชีวภาพ 
(รอยละ 28) รองลงมาคือ ฟองน้ํา (รอยละ 18), เศษเชือกและเศษไม (รอยละ 16), สาหราย (รอยละ 
12), สัตวไมมีกระดูกสันหลัง (รอยละ 10), กัลปงหา (รอยละ 7) และตัวอยางอื่นๆ (รอยละ 9) 
ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 26 
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สาหราย 
12% ฟองน้ํา 

18%

สัตวไมมกีระดูกสันหลัง
10%

กัลปงหา
7%

เศษเชือก, เศษไม 
16%

ฟลมชีวภาพ
28%

อ่ืนๆ 
9%

ตารางที่ 5 รายละเอียดการเกบ็ตัวอยาง 

Table 5. Detail information of specimens collection 
 

Location Date Collecting method Depth 
(m) 

Number  of 
specimen 

Shark Bay April 23, 2006 On-shore 0-1 14 
White Rock April 24, 2006 Scuba diving 20  9 
Circle Rock April 24, 2006  Scuba diving 20 11 
Green Rock (inside) April 24, 2006 Scuba diving 20 8 
Green Rock (outside) April 25, 2006 Scuba diving 15-20 43 
Light House Rock April 26, 2006 Scuba diving 20-25 45 
Light House Rock April 27, 2006 On-shore, Scuba diving 6-9 35 
Total   165 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  26 รอยละของชนิดตัวอยางทีใ่ชแยกแบคทเีรียไกลดิง 
Figure 26. Percentage of specimen used for the isolation of gliding bacteria 
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1.2 การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 
จากตัวอยางที่เก็บไดทั้งหมด 165 ตัวอยาง ในขอ 1.1 สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิง

ไดทั้งหมด 21ไอโซเลต จากตัวอยางตางชนิดกัน เชน ฟลมชีวภาพบนพลาสติก, ฟลมชีวภาพบน
ปะการัง, ฟลมชีวภาพบนเปลือกหอยและเศษเชือก, ฟองน้ํา และกัลปงหา เปนตน ทั้งนี้เนื่องจาก
แบคทีเรียไกลดิงสวนใหญมีคุณสมบัติในการเปนผูยอยสลาย (decomposer) ตัวอยางที่เลือกเก็บและ
สามารถแยกแบคทีเรียไกลดิงไดจึงเปนซากสิ่งมีชีวิตรวมทั้งเศษวัสดุที่เนาเปอย โดยเฉพาะฟลม
ชีวภาพบนวัตถุตางๆ ซ่ึงเปนแหลงของจุลินทรียและสิ่งมีชีวิตอาศัยอยูรวมกันเปนจํานวนมาก ทําให
แบคทีเรียไกลดิงอาศัยเปนที่ยึดเกาะและเปนแหลงอาหาร ทําใหสามารถแยกแบคทีเรียไกลดิงจาก
ฟลมชีวภาพไดมากกวาในตัวอยางอื่นๆ การแยกแบคทีเรียไกลดิงโดยวิธีการนําตัวอยางวางบนจาน
เพาะเชื้อโดยตรง บนอาหาร sodium glutamate medium ที่เติมและไมเติม crystal violet ดังแสดงใน
ภาพที่ 27 (A และ B) นั้นพบวาการเติม crystal violet ไมมีผลตอการชักนําใหเกิดการสราง fruiting 
body เนื่องจากไมพบแบคทีเรียไกลดิงในกลุมของ Myxobacteria แต crystal violet จะสงผลให
จํานวนของแบคทีเรียบนจานเพาะเชื้อมีนอยลงจากการที่แบคทีเรียแกรมบวกถูกยับยั้ง ทําให
สามารถสังเกตการเจริญของแบคทีเรียไกลดิงบนจานเพาะเชื้อไดงายขึ้น และเมื่อสังเกตลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเชื้อที่คาดวาจะเปนแบคทีเรียไกลดิงบนจานเพาะเชื้อพบวาจะมีลักษณะคลายคลึง
กันมาก นั่นคือ โคโลนีจะมีลักษณะเปนเมือกเหนียว แผออก บางสายพันธุมีสีเหลือง และสีขาวขุน 
ซ่ึงเปนลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ Tenacibaculum mesophilum  และ 
Alphaproteobacterium  ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 28 (A และ B) การจัดจําแนกกลุมของ
แบคทีเรียในกลุมนี้จําเปนตองอาศัยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลรวมดวย โดยเชื้อที่แยกไดสวนใหญ
มีรูปรางเปนเสนยาว (long filamentous) ทั้งที่เปนปลายแหลมและปลายทู และสามารถสังเกตการ
เคลื่อนที่ของแบคทีเรียไกลดิงไดอยางชัดเจนภายใตกลองจุลทรรศนชนิด phase-contrast ทั้งนี้การ
เคลื่อนที่แบบไกลดิงจะแตกตางจากการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียโดยทั่วไปที่ใชฟลาเจลา กลาวคือ
แบคทีเรียไกลดิงจะสรางเมือกเพื่อชวยในการเคลื่อนที่ ขณะเคลื่อนที่จะมีการยกตัวขึ้นของเซลลใน
ลักษณะโคงงอและดันเซลลไปขางหนาทําใหสามารถเคลื่อนที่ไดบนผิวหนาอาหารแข็งแตเมื่อเจริญ
อยูในอาหารเหลวจะไมเคลื่อนที่ การเตรียมตัวอยางแบคทีเรียไกลดิงเพื่อศึกษาการเคลื่อนที่ภายใต
กลองจุลทรรศนชนิด phase-contrast จะแสดงในภาคผนวก ค และจากการศึกษาพบวามีแบคทีเรีย
ไกลดิงที่มีลักษณะเปนแทงสั้นๆ เพียง 5 สายพันธุ ซ่ึงเปนแบคทีเรียไกลดิงในจีนัส Tenacibaculum 
mesophilum  และ Flexibacter echinicida ดังแสดงในภาพที่ 29 (A และ B) ซ่ึงทุกสายพันธุสามารถ
เคลื่อนที่ไดโดยการคืบคลาน (glide) โดยบางสายพันธุจะเคลื่อนที่เร็วในขณะที่บางสายพันธุจะ
เคลื่อนที่ชา จากการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา พบวาเชื้อทั้ง 21 ไอโซเลต ติดสีแกรมลบ มี
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รูปรางทั้งเปนแทงสั้น (short rod) และเสนยาว (long filamentous) รวมทั้งสามารถเคลื่อนที่โดยการ
ไถลหรือคืบคลานได จากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน ดังแสดงในตารางที่ 6 เปนที่นาสังเกตวา
การแยก การทําใหบริสุทธิ์และการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงนั้นใชเวลาคอนขางนาน ซ่ึงเปน
สาเหตุที่ทําใหการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงนั้นคอนขางจะจํากัดอยูในวงแคบๆ ของผูที่มีความ
ชํานาญหรือประสบการณเทานั้น อีกทั้งยังใชความชํานาญและประสบการณมากกวาการแยก
แบคทีเรียอ่ืนๆ โดยทั่วไป และจากการแยกเชื้อในการวิจัยนี้ไมพบเชื้อที่สราง fruiting body ซ่ึงเปน
ลักษณะเฉพาะตัวของแบคทีเรียไกลดิงในกลุม Myxobacteria  
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ตารางที่ 6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียทีค่ัดเลือกไดจากตัวอยางชนิดตาง ๆ 
Table 6. Morphological characteristics of bacteria isolated from marine samples 
 

Culture number Source Gram’s staining Shape Gliding motility 
GB 086 Biofilm on plastic negative Long filamentous + 
GB 088 Rope negative short rod + 

GB 089 Biofilm on coral negative long filamentous + 

GB 090 Biofilm on shell negative long filamentous + 

GB 091 Biofilm on shell negative long filamentous + 

GB 092 Biofilm on coral negative long filamentous + 

GB 093 Sponge negative long filamentous + 

GB 097 Biofilm on shell negative short rod + 

GB 098 Sponge negative long filamentous + 

GB 099 
GB 100 

Sea fan 
Tunicate 

negative 
negative 

short rod  
long filamentous 

+ 
+ 

GB 102 Red seaweed on string negative short rod + 

GB 103 Red seaweed on string negative short rod + 

GB 104 Biofilm on plastic negative long filamentous + 

GB 105 Biofilm on plastic negative long filamentous + 

GB 108 Sponge negative long filamentous + 

GB 110 Tunicate negative long filamentous + 

GB 111 Rope negative short rod  + 

GB 121 Sponge negative long filamentous + 

GB 122 Sponge negative long filamentous + 

GB 123 Sea fan negative long filamentous + 
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ภาพที่ 27 การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงโดยวิธี direct plating (A: sodium glutamate medium, B: 

sodium glutamate medium ที่มีเติม crystal violet) 
Figure 27. Isolation of gliding bacteria by direct plating method (A: sodium glutamate medium, 
                  B: sodium glutamate medium with crystal violet) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียไกลดิง (A: Tenacibaculum mesophilum,  
                B: Alphaproteobacterium) 
Figure 28. Colony of gliding bacteria (A: Tenacibaculum mesophilum, B: Alphaproteobacterium) 
 
 

A. B. 

A. B. GB105 
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ภาพที่ 29 เซลลของแบคทีเรียไกลดิงบนผิวหนาอาหาร SAP2 ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด phase-

contrast ที่กําลังขยาย 100 เทา โดย A) Tenacibaculum mesophilum B) Flexibacteria 
echinicida C) และ D) Alphaproteobacterium  

Figure 29. Gliding bacterial cells on the surface of SAP2 medium under phase-contrast 
                  microscope (X100) A) Tenacibaculum mesophilum B) Flexibacteria echinicida  
                  C) and D) Alphaproteobacterium  
 
2. การจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียไกลดงิโดยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 

ผลการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไกลดิงโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S 
rDNA ดังแสดงในตารางที่ 7 และแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธของแตละไอโซเลตเทียบกับ
แบคทีเรียไกลดิงที่มีรายงานกอนหนานี้ (Phylogenetic tree) ดังแสดงในภาพที่ 30 รวมทั้ง
รายละเอียดของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุอ่ืนๆ ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ ดังแสดงในตารางที่ 8 

A  B  

C  D  

10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 
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ตารางที่ 7 ผลการจัดจําแนกแบคทีเรียไกลดิงโดยวิธีการหาลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA 
Table 7. Identification results of marine gliding bacteria by 16S rDNA sequence analysis 
 

          Culture number Closest relative strain Similarity value (%) 
GB 086 Alphaproteobacterium 98 
GB 088 Flexibacter echinicida 99 
GB 089 Mus musculus BAC 84 
GB 090 Alphaproteobacterium 99 
GB 091 Alphaproteobacterium 98 
GB 092 Vibrio sp. Y4tang   98 
GB 093 Alphaproteobacterium 97 
GB 097 Tenacibaculum mesophilum 100 
GB 098 Alphaproteobacterium 99 
GB 099 
GB 100                 

Alphaproteobacterium  
Alphaproteobacterium 

100 
100 

GB 102 Tenacibaculum mesophilum 100 
GB 103 Tenacibaculum mesophilum 99 
GB 104 Alphaproteobacterium 100 
GB 105 Alphaproteobacterium 96 
GB 108 Alphaproteobacterium 99 
GB 110 Alphaproteobacterium 99 
GB 111 Tenacibaculum mesophilum 98 
GB 121 Alphaproteobacterium 100 
GB 122 Alphaproteobacterium 99 
GB 123 Alphaproteobacterium 99 
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ภาพที่ 30 แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธของเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเล 
Figure 30. Phylogenetic tree of marine gliding bacteria 
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ผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในชวงของ 16S rDNA ของแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจาก
เกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี ทั้งหมด 21 ไอโซเลต พบวามี 4 ไอโซเลต ที่มีความใกลเคียงกับสาย
พันธุ Tenacibaculum mesophilum (Families:Flavobacteriaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน
ในชวงรอยละ 98-100  และมี 1 ไอโซเลต มีความใกลเคียงกับสายพันธุ Flexibacter echinicida 
(Families: Cytophagaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนที่รอยละ 99  และพบวาเชื้อสวนใหญที่
แยกได (14 ไอโซเลต) มีความใกลเคียงกับสายพันธุ Alphaproteobacterium โดยมีเปอรเซ็นตความ
เหมือนในชวงรอยละ 96-100  โดยแบคทีเรียกลุม Proteobacterium นั้นเปนกลุมของแบคทีเรียที่เปน 
dominant ในสิ่งแวดลอมที่มีคุณสมบัติเปนผูลา (predator) ซ่ึงแบคทีเรียไกลดิงจัดอยูในกลุม δ-
Proteobacterium ซ่ึงไมสอดคลองกับผลการวิเคราะหที่กลาวมาขางตน แตจากการรายงานของ Lee 
และคณะ (2003) พบวาแบคทีเรียในกลุม Proteobacterium และ CFB พบวาคอนขางใกลชิดกัน จาก
การศึกษาในครั้งนี้ที่ใหผลวาแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดเมื่อเทียบเคียงสายพันธุในฐานขอมูลแลวเปน 
α-Proteobacterium นั้นอาจเปนผลเนื่องมาจากการที่เชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดเปนเชื้อสายพันธุ
ใหมซ่ึงไมมีการรายงานไวในฐานขอมูลของ NCBI มากอนและเมื่อพิจารณาจากลักษณะของ 
Swarm colony บนจานเพาะเชื้อ และลักษณะรูปรางเซลล การเคลื่อนที่ของเซลลภายใตกลอง
จุลทรรศนชนิด Phase contrast ก็ใหผลที่ยืนยันและสนับสนุนวาแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดทั้งหมด
นั้นเปนแบคทีเรียไกลดิงอยางแนนอน  
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ตารางที่ 8 รายละเอียดของแบคทีเรียไกลดงิสายพันธุอ่ืนๆที่ใชในการศกึษาครั้งนี ้
Table 8. Detail of other gliding bacterial isolates used in this study 
 
Isolates Location Sources Gliding bacterial strains 
6 GB Pak Meng Shell Unidentified 
23 GB Yao beach Cuttle bone Unidentified 
37 GB Yongling beach Shell Rapidithrix thailandica 
46 GB Susanhoy 75 million years Coral Unidentified 

52 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

58 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Rapidithrix thailandica 

64 GB Susanhoy 75 million years Sea grass Rapidithrix thailandica 

66 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Rapidithrix thailandica 

70 GB Susanhoy 75 million years Sponge Unidentified 

82 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

83 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

89 GB Naiyang beach Rope Alphaproteobacterium 
96 GB Surin beach Cuttle bone Tenacibaculum mesophilum 
106 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

108 GB Naihan beach Jelly fish Unidentified 

SH 1.3.1 Sattahip Wood Rapidithrix thailandica 
SH 3.6.1 Sattahip Seaweed Cytophaga sp. 
SH 4.1 Sattahip Seaweed Unidentified 
SH 4.7.1 Sattahip Shell Cytophaga sp. 
SH 4.11.4 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 
SH 4.12.2 Sattahip Coral Unidentified 
SH 4.20.2 Sattahip Coral Rapidithrix thailandica 

SH 5 Sattahip Biofilm Rapidithrix thailandica 

SH 5.13.2 Sattahip Seaweed Rapidithrix thailandica 

SH 6.14.3 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 
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ตารางที่ 8 (ตอ) 
Table 8. (Cont.) 
 
Isolates Location Sources Gliding bacterial strains 
SH 6.19.1 Sattahip Shell Unidentified 
SH 6.24.1 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 

SH 9.43.1 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 

SH 9.47.1 Sattahip Shell Unidentified 

SH 14.3.3 Sattahip Biofilm Unidentified 

SH 14.4.2 Sattahip Biofilm Unidentified 

SH 14.6.1 Sattahip Biofilm Unidentified 

SH 14.6.2 Sattahip Biofilm Rapidithrix thailandica 
11.3.4 SA Ang sila Sand Saprospira sp. 
24 SA Yao beach Bark Saprospira marina 
28.5 SA Susanhoy 75 million years Shell Unidentified 
35 SA Yongling beach Seaweed Saprospira sp. 
51 SA Susanhoy 75 million years Seaweed Saprospira sp. 
59 SA Susanhoy 75 million years Tunicate Saprospira maritima 
71 SA Susanhoy 75 million years Seaweed Saprospira marina 
KK 1-3 Koh Kra Sponge Tenacibaculum mesophilum 
KK 1-19-2 Koh Kra Leave Rapidithrix thailandica 
KK 1-21-1 Koh Kra Leave Rapidithrix thailandica 

KK 1-21-2 Koh Kra Leave Rapidithrix thailandica 

KK 1-21-3 Koh Kra Sponge Tenacibaculum mesophilum 
KK 1-26 Koh Kra Sponge Unidentified 

KK 1-42-3 Koh Kra Crab skin Unidentified 

KK 1-42-4 Koh Kra Shell Tenacibaculum mesophilum 
KK 2-1 Koh Kra Crab skin Rapidithrix thailandica 
KK 2-4 Koh Kra Crab skin Unidentified 
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ตารางที่ 8 (ตอ) 
Table 8. (Cont.) 
 
Isolates Location Sources Gliding bacterial strains 
KK 3-1-1 Koh Kra Shell Alphaproteobacterium 

KK 3-12 Koh Kra Sponge Alphaproteobacterium 

TISTR 1691 Ang sila Lichen Unidentified 

TISTR 1699 Laemtan Shell Unidentified 

TISTR 1710 Chao samran beach Shell Rapidithrix thailandica 
TISTR 1711 Chao samran beach Stone Unidentified 

TISTR 1712 Chao samran beach Shell Unidentified 

TISTR 1714 Chao samran beach Wood Unidentified 

TISTR 1718 Peck tien beach Shell Unidentified 

TISTR 1736 Naiyang beach Rope Rapidithrix thailandica 
TISTR 1737 Susanhoy 75 million years Tunicate Unidentified 
TISTR 1742 Yongling beach Seaweed Rapidithrix thailandica 
Unidentified คือ ไมไดจัดจาํแนกสายพันธุ 
 
3. การคัดกรองสารสกัดหยาบของแบคทีเรียไกลดิงท่ีแยกไดจากทะเลที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ
เชื้อทดสอบ 

การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคนั้นจะนําสารสกัดหยาบทั้งจากแบคทีเรียไกลดิงที่
แยกไดจากเกาะเตาและสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีอยูในหองปฏิบัติการจํานวน 227 
ตัวอยาง ซ่ึงเปนสารสกัดหยาบที่มาจากแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุตางๆ เชน Rapidithrix thailandica 
Tenacibaculum mesophilum และ Saprospira sp. ซ่ึงเปนสายพันธุที่ตางจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยก
ไดจากเกาะเตา โดยแยกมาจากทะเลทางฝงอันดามันและอาวไทย ไดแก หาดหยงหลิง, หาดยาว และ
ทาเรือปากเมง จังหวัดตรัง สุสานหอย 75 ลานป จังหวัดกระบี่ หาดสุรินทร, หาดในยาง และหาดใน
หาน จังหวัดภูเก็ต เกาะกระ จังหวัดนครศรีธรรมราช หาดเจาสําราญ และหาดปกเตียน จังหวัด
เพชรบุรี อางศิลา, แหลมแทนและสัตหีบ จังหวัดชลบุรี   
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3.1 การหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตนเพื่อใชในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียโดย
วิธี colorimetric microdilution broth           

ในการศึกษาวิจัยนี้จะทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดตางๆที่
เลือกมาโดยวิธี colorimetric microdilution broth ซ่ึงใช AlamarBlue เปนอินดิเคเตอร เนื่องจากเปน
วิธีที่ใชระยะเวลาสั้นในการทดสอบและสามารถทดสอบไดคร้ังละหลายตัวอยางพรอมกัน อีกทั้งยัง
เปนวิธีที่ประหยัดเพราะใชสารทดสอบและอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณที่นอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีอ่ืนๆ จึงเหมาะกับการทดสอบสารที่ไดจากแหลงธรรมชาติ และยังสามารถเตรียมสารที่ตองการ
ทดสอบในรูปของสารละลายใน DMSO ที่สามารถนําสารที่ตองการทดสอบเขาสูเซลลที่ทดสอบได
ดี จึงไมมีขอจํากัดในดานคุณสมบัติของสารที่จะนํามาทดสอบ เชน ความสามารถในการละลาย การ
แพร เชนเดียวกับการทดสอบแบบ disc หรือ agar diffusion methods นอกจากนี้วิธี colorimetric 
microdilution broth ยังเปนวิธีที่ไวตอการทดสอบโดยสามารถทดสอบสารที่ระดับความเขมขน 
0.02- 3.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรได และมีความแปรผันอยูในชวง 5-12 เปอรเซ็นตเทานั้น 
(Gazzano et al.,1997) ขอดีอีกประการหนึ่งของการเลือกใชวิธีการทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุ
ลินทรียโดยใช AlamarBlue เปนอินดิเคเตอร คือ ความไมเปนพิษตอเซลลของ AlamarBlue โดย
ปกติ AlamarBlue จะมีสีน้ําเงินซึ่งอยูในรูป resazurin แตเมื่อถูกรีดิวซจะเปลี่ยนเปนสีชมพู ซ่ึงอยูใน
รูป resorufin การเปลี่ยนแปลงของสีจากปฏิกิริยารีดักชันจะมีความจําเพาะกับ NADPH/NADP, 
FADH/FAD, FMNH/FMN และ NADH/NAD ที่เพิ่มขึ้นในกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล 
(O´Brien et al.,2000) จึงทําใหวิธีทดสอบดังกลาวมีความเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบอยางแทจริง AlamarBlue จึงเหมาะสมใชเปนวิธีทดสอบ เพื่อคัดกรองสารสกัดที่มี
จํานวนมาก และปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงสีดังกลาว ยังสามารถสังเกตไดงายดวยตาเปลา ทั้งนี้ปจจัย
ที่มีผลตอการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียดวย AlamarBlue ไดแก จํานวนเซลลจุ
ลินทรียที่ใชทดสอบ, ระยะเวลาในการบมเชื้อระหวางการทดสอบ และความเขมขนของสารสกัด
หยาบหรือสารบริสุทธิ์ที่ตองการทดสอบ ผลจากการทดลองหาจํานวนเซลลที่เหมาะสมของจุลินท
รียแตละชนิดที่ใชทดสอบในการศึกษานี้ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 9 โดยจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่
เหมาะสมสําหรับการทดสอบจะพิจารณาจากปจจัยตางๆ ดังนี้คือ ระยะเวลาในการบมเชื้อใน
ระหวางการทดสอบ ซ่ึงควรอยูในชวง 10-15 ช่ัวโมง ความไวตอสารสกัดและตัวทําละลายที่ใชใน
การทดสอบ เนื่องจากจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่มากเกินไปจะทําใหความไวตอการทดสอบฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของสารสกัดหยาบลดลง ซ่ึงจะสงผลตอการเปลี่ยนสีของ AlamarBlue 
จากการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็วจนไมสามารถจะสังเกตผลการยับยั้งการเจริญ
ของสารที่ทดสอบไดอยางแทจริง ในขณะที่จํานวนเชื้อที่ใชในการทดสอบนอยเกินไปจะเกิดผล
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ในทางตรงกันขาม กลาวคือสารสกัดหยาบที่นํามาทดสอบสวนใหญจะมีผลยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย ทําใหไมสามารถทราบผลการยับยั้งที่เกิดขึ้นจากสารสกัดหยาบอยางแทจริง และในการ
ทดสอบคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธีขางตน จะใชสารปฏิชีวนะมาตรฐานคือ 
vancomycin  สําหรับชุดควบคุมเนื่องจาก vancomycin เปนยาที่ใชรักษาเชื้อแบคทีเรียดื้อยาใน
ปจจุบัน 

 

ตารางที่ 9 ปริมาณเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียทดสอบที่เหมาะสมตอการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 

                 โดยวิธี colorimetric microdilution broth  assay        

Table 9. Initial concentration of test bacteria used for determination of antibacterial activity 

              by colorimetric microdilution broth assay 
 

Tested bacteria OD 
(600 nm) 

Amount of cell  
(CFU/ml) 

Incubation time  
(h) 

Bacillus subtilis ATCC 6633                             0.58 3.0x106 15 
Salmonella Typhi                                 0.27 2.1x106 15 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853            0.23 2.2x106 15 
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus  
ATCC 43300                     

 
0.11 

 
1.7x106 

 
15 

Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis  
ATCC 51299                       

 
0.08 

 
1.3x107 

 
15 

 

3.2 ฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียของสารสกดัหยาบจากแบคทีเรียไกลดิง 
จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจํานวน 303 ตัวอยาง ซ่ึงมาเปนสารสกัดหยาบ

ที่ไดจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยกจากเกาะเตา 76 ตัวอยางและสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มี
ในหองปฏิบัติการ 227 ตัวอยาง ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดตางๆ เชน Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus 
faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi และ Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 แลวนําสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งในขั้นตนนี้มาทดสอบซ้ําโดยการ
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วิเคราะหคา Minimum Inhibitory Concentration พบวามี 58 สารสกัดหยาบที่ใหคา MIC อยูในชวง
ระหวาง 9.38-150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตัวอยางการวิเคราะหคา MIC กอนบมเชื้อและหลังบม
เชื้อ 15 ชม. ดังแสดงในภาพที่ 31 ซ่ึงหลุมที่มีสีน้ําเงินเขมหลังบมเชื้อ 15 ชม. แสดงวาสารสกัดหยาบ
มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบแตหลุมที่มีสีชมพู แสดงวาสารสกัดหยาบไมมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย
ทดสอบ จากการวิเคราะหคา MIC พบวามีสารสกัดหยาบที่ยับยั้ง Methicillin-Resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE), Bacillus 
subtilis, Salmonella Typhi และ Pseudomonas aeruginosa จํานวน 25, 16, 20, 16 และ 10 ตัวอยาง 
ตามลําดับ และจากคา Minimum Bactericidal Concentration (MBC) พบวาตัวอยางสวนใหญมีคา 
MBC มากกวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีเพียง 5 ตัวอยางเทานั้นที่มีคา MBC เทากับ 150 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นั่นคือ GB 097CY, 23GB CY, 52GB VY, 89GB CY และ TISTR1736 RL 
คา MIC และ MBC จะแสดงในตารางที่ 10 ซ่ึงจากขอมูลจะเห็นไดวาสารสกัดหยาบที่แยกไดจาก
แบคทีเรียไกลดิงนั้นออกฤทธิ์คอนขางกวาง สามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย
แกรมลบ โดยสารสกัดหยาบสวนใหญออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งยับยั้งไดงายกวา
แบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากโครงสรางผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีช้ัน Outer membrane ซ่ึง
ประกอบดวย lipopolysaccharide และ protein ซ่ึงเปนชั้นไขมันทําใหสารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย
ไกลดิงที่มีขั้วสูงเมื่อดูจากผลของ TLC ทําใหไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดดีเหมือนกับ
แบคทีเรียแกรมบวก นอกจากนี้พบวาแบคทีเรียไกลดิงนั้นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งตอแบคทีเรีย
กอโรคสายพันธุดื้อยาไดดี โดยสารสกัดหยาบสวนใหญออกฤทธิ์ยับยั้งตอเชื้อ MRSA และมีเพียง
สารสกัดหยาบเดียวเทานั้นที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดทั้ง 5 สายพันธุ โดยเฉพาะแบคทีเรีย
ดื้อยาสายพันธุ MRSA และVRE ใหคา MIC เทากับ 9.38 และ 18.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ นั่นคือ TISTR1736 RL ซ่ึงเปนสารสกัดหยาบจากเชื้อแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ 
Rapidithrix thailandica ที่แยกไดจากเศษเชือก บริเวณหาดในยาง จังหวัดภูเก็ต และจากการทดลอง
พบวาเชื้อกลุม Alphaproteobacterium สวนใหญจะออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ในขณะที่ 
Tenacibaculum mesophilum และ Rapidithrix thailandica ออกฤทธิ์ยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบ โดยสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียมากที่สุดมาจากอาหารสูตร CY 
ซ่ึงมี casitone เปนองคประกอบหลัก เปนสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิง
เพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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ภาพที่ 31 การทดสอบคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ MRSA ดวย microtitreplate  

                (A: กอนบมเชื้อและ, B: หลังบมเชื้อ 15 ชม.) 

Figure 31. Minimun Inhibitory Concentration (MIC) test of MRSA in microtitreplate  
                 (A: before incubation, B: 15 h after incubation) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. B. 



ตารางที่ 10 คา MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบในการยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียเมื่อทดสอบโดยวิธี colorimetric microdilution broth assay         

Table 10. MIC and MBC values of active extracts by colorimetric microdilution broth assay  

 
MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
GB 086 SK Alphaproteobacterium   150 >150       

GB 086 CY Alphaproteobacterium 75 >150 37.5 >150 150 >150     

GB 091 SK Alphaproteobacterium 150 >150         

GB 098 CY Alphaproteobacterium   150 >150       

GB 098 VY Alphaproteobacterium     150 >150     

GB 099 RL Alphaproteobacterium     150 >150     

GB 099 CY Alphaproteobacterium 150 >150         

GB 105 CY Alphaproteobacterium   150 >150       

89 GB CY Alphaproteobacterium 37.5 >150       18.75 150 

KK 3.1.1 CY Alphaproteobacterium   150 >150       

KK 3.1.1 VY Alphaproteobacterium   150 >150       



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 

 
MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
GB 097 RL Tenacibaculum mesophilum 150 >150     150 >150   

GB 097 SK Tenacibaculum mesophilum 150 >150     150 >150 150 >150 

GB 097 CY Tenacibaculum mesophilum 18.75 150   150 >150 18.75 150   

GB 097 VY Tenacibaculum mesophilum       150 >150   

GB 102 SK Tenacibaculum mesophilum 150 >150         

GB 102 CY Tenacibaculum mesophilum 75 >150   150 >150     

GB 103 SK Tenacibaculum mesophilum     150 >150     

GB 103 CY Tenacibaculum mesophilum       150 >150   

GB 103 VY Tenacibaculum mesophilum     150 >150     

GB 111 RL Tenacibaculum mesophilum       150 >150   

GB 111 CY  Tenacibaculum mesophilum 150 >150 37.5 >150   75 >150   

GB 111 VY Tenacibaculum mesophilum       150 >150   



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 
 

MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

96 GB CY Tenacibaculum mesophilum 150 >150   37.5 >150     

KK 1.3 VY Tenacibaculum mesophilum   150 >150       

KK 1.21.3 CY Tenacibaculum mesophilum 150 >150   150 >150     

KK 1.42.4 CY Tenacibaculum mesophilum 150 >150         

TISTR 1710 RL Rapidithrix thailandica          150 >150 

TISTR 1710 SK Rapidithrix thailandica  75 >150         

TISTR 1736 RL Rapidithrix thailandica  9.38 150 18.75 150 75 >150 150 >150 37.5 >150 

TISTR 1736 VY Rapidithrix thailandica  75 >150   150 >150     

TISTR 1742 CY Rapidithrix thailandica  150 >150   150 >150 150 >150   

4.20.2 VY Rapidithrix thailandica       150 >150   

KK 1.21.1 CY Rapidithrix thailandica   150 >150       

KK1.19.2 VY Rapidithrix thailandica     150 >150     



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 
 

MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

66 GB VY Rapidithrix thailandica 37.5 >150         

GB 088 CY Flexibacter echinicida 150 >150         

35 SA VY Saprospira sp.         150 >150 

4.7.1 SK Cytophaga sp.   150 >150 150 >150     

3.6.1 CY Cytophaga sp.       150 >150   

3.6.1 VY Cytophaga sp.       150 >150   

TISTR 1699 SK Unidentified 150 >150   150 >150     

TISTR 1699 CY Unidentified         150 >150 

TISTR 1712 SK Unidentified 150 >150   75 >150     

TISTR 1712 CY Unidentified 150 >150   75 >150     

TISTR 1714 SK Unidentified     75 >150     

6 GB CY Unidentified   150 >150       



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 
 

MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

6 GB VY Unidentified     150 >150     

23 GB CY Unidentified 150 >150   150 >150 150 >150 18.75 150 

52 GB CY Unidentified 75 >150   150 >150     

52 GB VY Unidentified 18.75 150 37.5 >150       

82 GB CY Unidentified   150 >150       

83 GB RL Unidentified     150 >150     

106 GB RL Unidentified   150 >150       

TISTR 1691 RL Unidentified     150 >150   150 >150 

TISTR 1691 CY Unidentified       150 >150 150 >150 

4.12.2 VY Unidentified   150 >150     150 >150 

4.1 SK Unidentified       150 >150   
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4. การคัดเลือกสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย 
4.1 ผลการทดสอบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย 

การทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบที่ผลิตโดย
แบคทีเรียไกลดิงในทะเลทั้ง 303 ตัวอยาง จากการศึกษานี้พบวามีสารสกัดหยาบ 25 ตัวอยาง (คิด
เปนรอยละ 8.25 ของสารสกัดหยาบทั้งหมด 303 ตัวอยาง) ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ 
Methicillin-Resistant S. aureus และพบวามีสารสกัดหยาบ 16 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 5.30) ที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Vancomycin-Resistant E. faecalis และสําหรับ B. subtilis ถึงแมวาจะไม
กอใหเกิดโรคติดเชื้อ และเปนเชื้อที่คอนขางไวตอยาและสารเคมีตางๆจึงนํามาทดสอบเพื่อใชในการ
เปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบ โดยพบวามีสารสกัดหยาบ 20 
ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 6.60) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ B. subtilis สําหรับเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ
ที่ใชในการศึกษานี้ ไดแก P.aeruginosa ซ่ึงเปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) ที่
กอใหเกิดโรคติดเชื้อในทอปสสาวะ โดยจากการทดสอบพบวามีสารสกัดเพียง 10 ตัวอยาง (คิดเปน
รอยละ 3.30) ที่สามารถยับยั้งเชื้อนี้ได และสําหรับเชื้อ Sal. Typhi ซ่ึงมักพบวามีการปนเปอนใน
อาหารประเภท เนื้อสัตวและอาหารทะเล และทําใหเกิดโรคไขไทฟอยดนั้น มีสารสกัดหยาบ 16 
ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ5.30) ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ได ดังแสดง
ในภาพที่ 32 
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ภาพที่  32 รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 

Figure 32. Percentage of active extracts with antibacterial activities 

 

จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียพบวาสารสกัดหยาบ
จากแบคทีเรียไกลดิงสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดื้อยาสายพันธุ MRSA และ VRE ได และคิดเปน
รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ MRSA ถึงรอยละ 8.25 ซ่ึงมากกวารอยละ
ของสารสกัดหยาบที่สามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis อาจเนื่องจากคุณสมบัติของสาร กลไกการออก
ฤทธิ์หรือเปาหมายในการออกฤทธิ์ของสารไมเหมือนกับยา Methicillin ที่เชื้อ S. aureus สามารถดื้อ
ตอยาได ซ่ึงยา Methicillin จะออกฤทธิ์ตอผนังเซลลของเชื้อ S. aureus แตเชื้อจะมีกลไกดื้อตอยาคือ 
เชื้อจะเปลี่ยนเปาหมายในการออกฤทธิ์ของยา หรือ binding site ทําใหยาไมสามารถออกฤทธิ์กับ
เปาหมาย หรือ target site ได (Tenover, 2006) ดังนั้นการที่สารสกัดหยาบสามารถยับยั้งเชื้อ MRSA 
ไดมากกวาจึงไมจําเปนวาจะตองยับยั้งตอเชื้อที่ยับยั้งงายไดมากกวาเสมอไป ขึ้นอยูกับคุณสมบัติ
สารที่แยกไดเปนสําคัญ และนอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงยังมีฤทธิ์ยับยั้ง
ตอแบคทีเรียแกรมลบอยางเชื้อ P. aeruginosa และเชื้อ Sal. Typhi ซ่ึงเปนเชื้อที่ยับยั้งไดยาก  

จากการศึกษาจะเห็นไดวาสารสกัดหยาบที่แยกไดจากแบคทีเรียไกลดิงนั้นออกฤทธิ์
คอนขางกวางโดยสามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงเปนขอมูล
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สําคัญในการบงชี้วาแบคทีเรียไกลดิงมีคุณสมบัติในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่นาสนใจ 
ซ่ึงแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย 

 
4.2 องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อตอฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดหยาบ 

ผลจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลเพื่อทดสอบความสามารถใน
การสรางสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี
องคประกอบแตกตางกัน 4 สูตร ดังแสดงในภาคผนวก ก  พบวาอาหารสูตร CY ที่มี casitone, malt 
extract, yeast extract เปนองคประกอบนั้น ใหสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียมากที่สุดคือ 
24 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 41 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร CY ทั้งหมด 58 ตัวอยาง) 
ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร RL1 ที่มี peptone, yeast extract, vitamin B12 เปนองคประกอบนั้น 
เปนสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได
นอยที่สุด โดยมีเพียง 8 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 14 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร RL1 
ทั้งหมด) สวนอาหารสูตร VY/2 ที่มี Baker’s yeast  paste เปนองคประกอบ และสูตร SK ที่มี skim 
milk และ yeast extract เปนองคประกอบ สามารถผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งไดมากเปน
อันดับสองและสามตามลําดับคือ อาหารสูตร VY/2 มีจํานวน 15 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 25 ของ
สารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร VY/2 ทั้งหมด) และอาหารสูตร SK 11 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 
19 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร SK ทั้งหมด) ดังแสดงในภาพที่ 33 และเมื่อพิจารณาถึง
คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดของสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียไกลดิงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรตางๆ จากตารางที่ 11 พบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติ
ยับยั้งการเจริญของ Methicillin-Resistant S. aureus สวนใหญมาจากอาหารสูตร CY (14 ตัวอยาง) 
รองลงมาคืออาหารสูตร SK (6 ตัวอยาง) และจากอาหารสูตร VY/2 (3 ตัวอยาง) อาหารสูตร RL1 (2 
ตัวอยาง) ตามลําดับ สําหรับการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ Vancomycin-Resistant E. faecalis 
พบวาสารสกัดหยาบที่มาจากอาหารสูตร CY สามารถยับยั้ง Vancomycin-Resistant E. faecalis ได
มากที่สุด (8 ตัวอยาง) รองลงมาคืออาหารสูตร VY/2 (4 ตัวอยาง) ในขณะที่สารสกัดหยาบจาก
อาหารสูตร RL1 และ SK มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญไดเทากันในการทดสอบ (2 ตัวอยาง)  

จากผลการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่แตกตางกัน 4 สูตร พบวาสารสกัดหยาบที่แยกไดจากเชื้อที่
เล้ียงในอาหารสูตร CY มีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียที่ใชทดสอบไดมากที่สุด ซ่ึงอาหารสูตร CY เปน
อาหารที่มีองคประกอบของสารอาหารสมบูรณที่สุด (complex medium) นั่นคือประกอบดวย 
casitone 10 กรัม, malt extract 2 กรัม และ yeast extract 1 กรัม อาจเปนไปไดวา casitone ซ่ึงเปน
แหลงที่มีกรดอะมิโนเปนองคประกอบสูง ซ่ึงมีผลโดยตรงกับโครงสรางของสารที่ผลิต กลาวคือ 
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กรดอะมิโนซึ่งจะเปนโครงสรางพื้นฐาน (building blocks) ในการสรางสารที่ซับซอนตอไป ทําให
สารที่สรางจากอาหารชนิดนี้มีฤทธิ์ที่ดีกวาในอาหารชนิดอื่น ดังเชนการทดลองของ Hopf และคณะ 
(1990) ไดศึกษาการผลิต Ambruticin S จาก myxobacteria: Sorangium cellulosum ในอาหารที่มี
กรดอะมิโนสูง พบวาการสราง Ambruticin S ในอาหาร complex medium นั้นสูงกวาการเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเดียวกันในอาหาร synthetic medium  

 
ภาพที่ 33 รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิด 

Figure 33. The percentage of active crude extracts against bacterial cultures, classified by media                               

 
ผลจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงในอาหารสูตรที่แตกตางกัน ทําใหไดสารสกัดหยาบที่

มีองคประกอบทางเคมีแตกตางกันดวย และสงผลถึงคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบ ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Bitzer และคณะ (2006) ที่ไดกลาวถึงหลักการที่เชื้อสาย
พันธุหนึ่งสามารถที่จะผลิตสารที่แตกตางกันไดขึ้นอยูกับองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ OSMAC 
(one strain-many compounds) ซ่ึงเชื้อจะนําไปใชในการสรางสารเมตาบอไลทชนิดตางๆได และใน
การทดลองนี้ เมื่อเล้ียงเชื้อ Rapidithrix thailandica ในอาหารที่มีองคประกอบของสารอาหาร
ตางกันไดแก RL1 และ VY/2 พบวาสารสกัดหยาบที่ไดคือ TISTR1736 RL และ TISTR1736 VY 
นั้นมีความแตกตางกันและออกฤทธิ์ยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบแตกตางกันดวย จากผลการวิเคราะห
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องคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบทั้งสองดวยวิธี TLC และ HPLC พบวาใหผล TLC และ 
HPLC chromatogram ที่บงบอกถึงองคประกอบทางเคมีและโครงสรางที่แตกตางกัน  

 

ตารางที่ 11 จํานวนสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดงิในอาหารชนดิตางๆที่มี 

                   ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญแบคทีเรีย 

Table 11. Number of gliding bacterial crude extracts with antibacterial activities 

 

Number of antibacterial crude extracts Cultivating 
media  MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P.aeruginosa  
RL1 2 2 4 3 3 
SK 6 2 4 2 1 
CY 14 8 9 7 4 

VY/2 3 4 3 4 2 
 
5. การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 

5.1 การคัดเลือกสารสกัดหยาบและการจัดกลุมสารสกัดหยาบในขั้นตน 
จากการทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียของสารทั้ง 303 ตัวอยางใน

ขอ 3 พบวามีสารสกัดหยาบที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 15 ตัวอยาง ที่
ใหผลการทดสอบคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไดแก GB086CY, GB097CY, 
GB102CY, GB111CY, 23GBCY, 52GBCY, 52GBVY, 66GBVY, 89GBCY, 96GBCY, 
TISTR1710SK, TISTR1712SK, TISTR1712CY, TISTR1736RL และ TISTR1736VY โดยที่ความ
เขมขนของสารสกัดหยาบเหลานี้ที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอยูในชวงระหวาง 9.38-75 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
5.2 การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบดวยวิธี Thin Layer Chromatography  

จากการนําสารสกัดหยาบทั้ง 15 ตัวอยางมาศึกษาองคประกอบทางเคมีเบื้องตนดวยวิธี 
TLC สามารถแบงกลุมของสารสกัดหยาบไดเปน 2 กลุม ตามลักษณะขององคประกอบทางเคมีบน
แผน TLC ซึ่งอาศัยการจัดจําแนกตามตัวทําละลายเคลื่อนที่ที่ใชแยกคือ กลุมที่ 1 ใชไดคลอโร
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มีเทนตอเอธิลอะซิเตท ในอัตราสวน 3:2 เปน mobile phase ไดแก 23GB CY, 66GB VY, 89GB 
CY, TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 RL และ TISTR1736 VY 
และกลุมที่ 2 ใชไดคลอโรมีเทนตอเอธิลอะซิเตทตอเมทานอล ในอัตราสวน 8.5:0.5:1 เปน mobile 
phase ไดแก 52GB CY, 52GB VY, 96GB CY, GB086 CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 
CY 

สําหรับการศึกษาชนิดขององคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบกระทําโดยการทดสอบ
ชนิดของสารในกลุมของ alkaloids, terpenes และ peptides ซ่ึงเปนสารประกอบสําคัญของยาจาก
แหลงธรรมชาติโดยใช Wagner’s reagent, Vanillin ใน H2SO4  และ Ninhydrin reagent ในการ
ทดสอบ ตามลําดับ โดยที่ Wagner’s reagent เปนรีเอเจนตที่ทําปฏิกิริยากับอะมิโนอิสระ เกิดเปนสี
น้ําตาลแดงในขณะที่ Ninhydrin reagent จะทําปฏิกิริยากับหมูอะมิโน ที่เปนองคประกอบในสาร
สกัดหยาบ เกิดเปนสีมวงแดง และ Vanillin ใน H2SO4  ทําปฏิกิริยากับ triterpene อิสระเกิดเปนสี
มวงแดงเชนเดียวกัน จากการทดลองพบวา 2 ตัวอยางในกลุมที่ 1 ไดแก TISTR1710 SK และ 
TISTR1712 CY และ 5 ตัวอยางในกลุมที่ 2 ไดแก 96GB CY, GB097 CY, GB102 CY, GB111 CY 
และ 52GB VY เกิด spot สีน้ําตาลแดงเมื่อทดสอบดวย Wagner’s reagent แสดงวามีสารในกลุมอัล
คาลอยดเปนองคประกอบ และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบทั้งหมดดวย vanillin ใน H2SO4  พบวามี 5 
ตัวอยางในกลุมที่ 1 ไดแก 23GB CY, 66GB VY, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 
VY และทุกตัวอยางในกลุมที่ 2 ยกเวน 52GB CY เกิด spot สีมวงแดง แสดงวามีสารกลุม terpenes 
และ terpenoids นอกจากนี้เมื่อทดสอบดวย Ninhydrin test พบวาทุกตัวอยางในกลุมที่ 1 นั่นคือ 
23GB CY, 66GB VY, 89GB CY, TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 
RL และ TISTR1736 VY และทุกตัวอยางในกลุมที่ 2 ยกเวน 52GB CY เกิด spot สีมวงแดง แสดงวา
มีสารในกลุมเปปไทด จากการทดลองจะเห็นไดวามีสารสกัดหยาบ 6 ตัวอยาง คือ 52GB VY, 96GB 
CY, GB097 CY, GB102 CY, GB111 CY และ TISTR1712 CY ที่มีสารทั้งในกลุมของ alkaloids, 
terpenes และ peptides เปนองคประกอบ ดังแสดงในภาพที่ 34 และ 35 และสรุปผลการทดสอบ 
alkaloids, terpenes และ peptides ดังแสดงในตารางที่ 12 อยางไรก็ตามการวิเคราะหองคประกอบ
ทางเคมีดวยวิธี TLC นั้นเปนเพียงการทดสอบและจัดกลุมของสารเบื้องตนตามความสามารถในการ
แยกดวยระบบ solvent ที่แตกตางกัน ซ่ึงสารสกัดจากแบคทีเรียไกลดิงสกัดโดยใชเมทานอลเปนตัว
ทําละลาย ดังนั้นสารสกัดหยาบที่ไดจึงคอนขางมีสภาพขั้วสูง อีกทั้งเปนสารสกัดหยาบที่ยังไมผาน
การทําใหบริสุทธิ์ ในขั้นตอนการทํา TLC จึงคอนขางยากที่จะแยกสารอยางสมบูรณ แตผลการ
ทดสอบที่ไดก็เพียงพอที่จะใชในการจัดจําแนกชนิดของสารสกัดหยาบในเบื้องตน 
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ภาพท่ี 34 Thin Layer Chromatogram ของสารสกัดหยาบ 23GB CY, 66GB VY, 89GB CY,     

TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 RL และ TISTR1736 
VY ที่ทดสอบดวย Wagner’s reagent (A, B: alkaloid detection), Vanillin ใน H2SO4 (C, 
D: terpenes detection) และ Ninhydrin reagent (E, F: peptides detection) 

Figure 34. Thin Layer Chromatogram of 23GB CY, 66GB VY, 89GB CY, TISTR1710 SK, 
TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 RL and TISTR1736 VY sprayed with  

                  Wagner’s reagent (A, B: alkaloid detection), Vanillin in H2SO4 (C, D: terpenes 
detection) and Ninhydrin reagent (E, F: peptides detection) 
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ภาพท่ี 35 Thin Layer Chromatogram ของสารสกัดหยาบ 52GB CY, 52GB VY, 96GB CY,    

GB086 CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 CY ที่ทดสอบดวย Wagner’s reagent 
                (A, B: alkaloid detection), Vanillin ใน H2SO4  (C, D: terpenes detection) และ Ninhydrin 
                reagent (E, F: peptides detection) 
Figure 35. Thin Layer Chromatogram of 52GB CY, 52GB VY, 96GB CY, GB086 CY, 

GB097CY, GB102 CY and GB111 CY sprayed with Wagner’s reagent (A, B: 
alkaloid detection), Vanillin in H2SO4 (C, D: terpenes detection) and Ninhydrin 
reagent (E, F: peptides detection) 
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ตารางที่ 12 ผลการทดสอบชนิดของสารที่เปนองคประกอบของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง 
                  แบคทีเรีย 
Table 12. Chemical composition analysis of active crude extracts 
 

Active extracts Alkaloid detection Terpene detection Peptide detection 
GB 086 CY  + + 

GB 097 CY + + + 

GB 102 CY + + + 

GB 111 CY + + + 

23 GB CY  +  

52 GB CY    

52 GB VY + + + 

66 GB VY  +  

89 GB CY    

96 GB CY + + + 

TISTR1710SK +  + 

TISTR1712SK  +  

TISTR1712CY + + + 

TISTR1736RL    

TISTR1736VY  +  

 
หมายเหตุ   +  คือ มีสารในกลุมที่ทดสอบเปนองคประกอบ 
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5.3 การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบดวยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 

นําสารสกัดหยาบทั้ง 15 ตัวอยาง ที่คัดเลือกแลวไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดวย
วิธี HPLC และจัดกลุมสารสกัดหยาบตาม HPLC chromatogram ของตัวอยางที่คลายคลึงกันโดยใช
คอลัมนชนิด reversed phase (Thermo Hypersil BDS C18 5µm, 4.5x250 mm) ตรวจวัดการดูดกลืน
แสงดวยเครื่องตรวจวัดอัลตราไวโอเลตชนิด diode array โดยกําหนดความยาวคลื่นที่ 210 และ 230 
นาโนเมตรเนื่องจากความยาวคลื่นที่ 210 นาโนเมตร เปนความยาวคลื่นที่สามารถตรวจวัดสารที่เปน
องคประกอบไดเกือบทุกชนิด ทั้งที่ดูดกลืนแสงชวง UV  และไมดูดกลืนแสงชวง UV  สวนที่ความ
ยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร เปนความยาวคลื่นที่สารที่เปนองคประกอบสวนใหญสามารถดูดกลืนแสง
ไดสูงสุด จากการวัดในเบื้องตนดวย UV spectrophotometer ปริมาณตัวอยางที่ใชวิเคราะหคร้ังละ 
20 ไมโครลิตร และเตรียมตัวอยางที่มีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชสารละลายเมทา
นอล:น้ํา (75:25) เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ ดวยอัตราเร็ว 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ระยะเวลานาน 20 
นาที จากผลการทดลองที่ไดสามารถแบงสารออกไดเปน 5 กลุม ตามลักษณะโครมาโตแกรมที่
คลายคลึงกัน ดังแสดงในภาพที่ 36-40 โดยกลุมที่ 1 ประกอบดวย 2 ตัวอยาง คือ TISTR1712 CY 
และ TISTR1736 RL กลุมที่ 2 ประกอบดวย 4 ตัวอยาง คือ TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, 
TISTR1736 VY และ 66GB VY กลุมที่ 3 ประกอบดวย 6 ตัวอยาง คือ 52GB CY, 52GB VY, 96GB 
CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 CY กลุมที่ 4 ประกอบดวย 2 ตัวอยาง คือ 23GB CY และ 
89GB CY กลุมที่ 5 ประกอบดวย 1 ตัวอยาง คือ GB086 CY  

ผลการทดสอบองคประกอบทางเคมีดวยวิธี TLC และ HPLC พบวาใหผลที่สอดคลอง
กัน นั่นคือผลของ TLC สามารถแบงสารไดเปน 2 กลุม ตามตัวทําละลายเคลื่อนที่ที่ใชแยก กลุมที่ 
1 ไดแก 23GB CY, 66GB VY, 89GB CY, TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, 
TISTR1736 RL และ TISTR1736 VY เมื่อนําสารกลุมที่ 1 ทดสอบดวย HPLC พบวาใหผลของ 
HPLC chromatogram แตกตางกัน 3 แบบ สวนสารในกลุมที่ 2 ไดแก 52GB CY, 52GB VY, 96GB 
CY, GB086 CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 CY เมื่อนําสารกลุมที่ 2 ทดสอบดวย HPLC 
พบวาใหผลของ HPLC chromatogram แตกตางกัน 2 แบบ เนื่องจากการทดสอบดวย TLC ซ่ึงใช 
silica gel ชนิด normal phase เปน stationary phase พบวาสารที่มีขั้วต่ําจะถูกแยกออกมากอนสวน
สารที่มีขั้วสูงจะถูกแยกออกมาทีหลังและยังคงติดอยูที่ฐานไมสามารถแยกได แต HPLC ซ่ึงใช
คอลัมนชนิด reversed phase คือ C18 สารที่มีขั้วสูงจะถูกแยกออกมากอน สารที่มีขั้วต่ําจะถูกแยก
ออกมาทีหลัง อีกทั้ง HPLC ใชปมที่มีแรงดันสูง จึงสามารถแยกสารไดดีกวาและมีประสิทธิภาพใน
การแยกสูงกวา TLC  
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ภาพที่ 36 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 

CY ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโน
เมตรและ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร) 

Figure 36. Diode Array Detector HPLC chromatogram of TISTR1712 CY with 75:25 MeOH:H2O 

                  as mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 37 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 

SK ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโน
เมตร และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร) 

Figure 37. Diode Array Detector HPLC chromatogram of TISTR1712 SK with 75:25 MeOH:H2O 

                  as mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

A 

B 

B 

A 



 

81

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 38 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ GB102 CY 

ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร)      

Figure 38. Diode Array Detector HPLC chromatogram of GB102 CY with 75:25 MeOH:H2O as 

                  mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 39 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ 89GB CY ที่

มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร)           

Figure 39. Diode Array Detector HPLC chromatogram of 89GB CY with 75:25 MeOH:H2O as 

                  mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

A 

B 

B 
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ภาพที่ 40 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ GB086 CY

ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร)             

Figure 40. Diode Array Detector HPLC chromatogram of GB086 CY with 75:25 MeOH:H2O as 

                  mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

 
5.4 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

ดวยเคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance (NMR)   
จากขอมูล 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบที่คัดเลือกไดในสารละลาย DMSO-

d6 (ภาคผนวก ฉ) พบวาใหผลสอดคลองกับผลของ  HPLC chromatogram กลาวคือ สารสกัดหยาบ
ที่ใหผลของ HPLC โครมาโตแกรมเหมือนกัน จะแสดงสัญญาณ 1H NMR สเปกตรัม คลายคลึงกัน
ดวย ยกเวนสารสกัดหยาบในกลุมที่ 1 (TISTR1712 CY และ TISTR1736 RL) และกลุมที่ 4 (23GB 
CY และ 89GB CY) ซ่ึงใหผลของ HPLC โครมาโตแกรมที่ตางกัน แตแสดงสัญญาณ 1H NMR 
สเปกตรัม เหมือนกัน และพบวา 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบทุกตัวอยางแสดงสัญญาณที่
คา chemical shift (δ) ในชวง 7-8 ppm บงชี้วาสารสกัดหยาบทุกตัวอยางมีอะโรมาติกโปรตอน ใน
โครงสราง และมีสารสกัดหยาบจํานวน 3 ตัวอยาง ไดแก TISTR1710 SK, TISTR1712 SK และ 
TISTR1736 VY แสดงสัญญาณที่คา chemical shift (δ) ชวง 4-5 ppm แสดงวามีโปรตอนที่เกาะอยู
กับ heteroatoms เชน CH2O, CH2NO2, CH2Cl เปนองคประกอบของโครงสราง โดยเฉพาะสารสกัด

A 

B 



ตารางที่ 13 ผลการคัดกรองสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบและการวเิคราะหองคประกอบทางเคมี 
Table 13. Antibacterial activity of marine gliding bacterial crude extracts and their chemical composition  
 

Antibacterial activities MIC (µg/ml) TLC Strain Source Media 
M V B S P Alkaloid Terpene Peptide 

Classification by 
 HPLC        NMR 
(group)     (group) 

Tenacibaculum mesophilum Biofilm CY 75 37.5 150 - -  / / 5 4 
Tenacibaculum mesophilum Biofilm CY 18.75 - 150 18.75 - / / / 3 3 
Tenacibaculum mesophilum Seaweed CY 75 - 150 - - / / / 3 3 
Tenacibaculum mesophilum Rope CY 150 37.5  75 - / / / 3 3 
Tenacibaculum mesophilum Cuttle bone CY 150 - 37.5 - - / / / 3 3 
Rapidithrix thailandica Seaweed VY/2 37.5 -  - -  /  2 2 
Rapidithrix thailandica Shell SK 75 -  - - /  / 2 2 
Rapidithrix thailandica  Rope RL1 9.38 18.75 150 150 37.5    1 1 
Rapidithrix thailandica  Rope VY/2 75 - - - -  /  2 2 
Alphaproteobacterium Rope CY 37.5 -  - 18.75    4 1 
Unidentify Shell SK 150 - 75 - -  /  2 2 
             



 
ตารางที่ 13 (ตอ) 
Table 13. (Cont.) 
 

Antibacterial activities MIC (µg/ml) TLC    Strain Source Media 
M V B S P Alkaloid Terpene Peptide 

Classification by 
 HPLC       NMR 
(group)     (group) 

Unidentify Shell CY 150 - 75 - - / / / 1 1 
Unidentify Cuttle bone CY 150 - 150 150 18.75  /  4 1 
Unidentify Seaweed CY 75 - 150 - -    3 3 
Unidentify Seaweed VY/2 18.75 37.5  - - / / / 3 3 

 
M= MRSA, V= VRE, B= B. subtilis, S= Sal. Typhi, P= P. aeruginosa 
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บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 
 จากการแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากเกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี พบวาสามารถแยกเชื้อ
ไดทั้งหมด 19 สายพันธุ โดยพบวาแบคทีเรียไกลดิงที่แยกได 4 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ 
Tenacibaculum mesophilum (Families: Flavobacteriaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ
รอยละ 98-100  และ 1 สายพันธุ มีความใกลเคียงกับ Flexibacter echinicida (Families: 
Cytophagaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับรอยละ 99  และพบวาเชื้อสวนใหญที่แยกได
คือ 14 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ Alphaproteobacterium โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนในชวง
รอยละ 96-100  ซ่ึงแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดเมื่อเทียบเคียงสายพันธุในฐานขอมูลแลวเปน 
Alphaproteobacterium นั้นอาจเปนเชื้อสายพันธุใหมซ่ึงไมมีการรายงานไวในฐานขอมูลของ NCBI 
รวมทั้งเมื่อพิจารณาจากลักษณะของ Swarm colony บนจานเพาะเชื้อ และลักษณะรูปรางเซลล การ
เคลื่อนที่ของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนชนิด Phase contrast รวมกับการใชเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ยืนยันวาเปนเชื้อแบคทีเรียไกลดิง  
 จากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงทั้ง 19 สายพันธุ เพื่อผลิตสารสกัดหยาบในอาหารที่
แตกตางกัน 4 สูตร ไดแก สูตร CY ซ่ึงมี casitone, malt extract, yeast extract เปนองคประกอบ สูตร 
RL1 มี peptone, yeast extract, vitamin B12 เปนองคประกอบ สูตร VY/2 มี Baker’s yeast  paste เปน
องคประกอบ และ SK มี skim milk, yeast extract เปนองคประกอบ รวมเปน 76 สารสกัด และใน
การคัดกรองสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่ใชทดสอบไดแก 
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant 
Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi และ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ไดนําสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีใน
หองปฏิบัติการมาทดสอบดวย 227 สารสกัด รวมเปน 303 สารสกัดหยาบ การทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจะใชวิธี colorimetric microdilution broth ซ่ึงมี AlamarBlue เปนอินดิ
เคเตอร พบวามี 58 สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบโดยใหคา MIC อยูในชวงระหวาง 
9.38-150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และจากการทดลองพบวาอาหารสูตร CY ใหสารสกัดหยาบที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียมากที่สุดคือ 24 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 41 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหาร
สูตร CY ทั้งหมด 58 ตัวอยาง) ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร RL1 เปนอาหารที่ผลิตสารสกัดหยาบที่
มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดนอยที่สุด โดยมีเพียง 8 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
อาหารสําหรับแยกเชื้อแบคทเีรียไกลดิงจากทะเล 
1. อาหารสูตร Na-glutamate medium  
              L-glutamic acid monosodium salt                     1.0                  กรัม 
              NH4NO3                                                            0.01                 กรัม  
              K2HPO4                                                             0.01                 กรัม 
              Agar                                                                  15.0                 กรัม  
              น้ําทะเล                                                          1000.0                มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารสูตร Na-glutamate medium เติม crystal violet      
              L-glutamic acid monosodium salt                     1.0                  กรัม 
              NH4NO3                                                           0.01                  กรัม 
              K2HPO4                                                            0.01                  กรัม 
              Agar                                                                 15.0                   กรัม 
              Crystal violet                                         10.0                  ไมโครกรัมตอลิตร 
              น้ําทะเล                                                         1000.0                  มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
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3. อาหารสูตร SAP2  
              Tryptone                                                           1.0                        กรัม 
              Yeast Extract                                                    1.0                        กรัม 
              Agar                                                                15.0                        กรัม  
              น้ําทะเล                                                        1000.0                       มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 
1. อาหารสูตร RL1 (ดัดแปลงจาก Spyere et al., 2003) 
              Peptone                                                              3.0                        กรัม 
              Yeast extract                                                     2 .0                        กรัม 
              Potassium nitrate                                               0.5                         กรัม 
              Vitamin B12                                                                         0.5                        ไมโครกรัมตอลิตร 
              น้ําทะเล                                                        1000.0                         มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารสูตร SK  
              Skim milk                                                           5.0                        กรัม 
              Yeast extract                                                       3.0                        กรัม 
              MgSO4                                                                       1.0                        กรัม  
              น้ําทะเล                                                         1000.0                        มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
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3. อาหารสูตร CY (ดัดแปลงจาก Suzuki et al., 2003) 
             Casitone                                                             10.0                         กรัม 
             Malt extract                                                         2.0                          กรัม 
             Yeast extract                                                        1.0                         กรัม 
             น้ําทะเล                                                          1000.0                         มิลลิลิตร               

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
4. อาหารสูตร VY/2 (ดัดแปลงจาก Iizuka et al., 2003) 
             Baker’s yeast paste                                              5.0                          กรัม   
             น้ําทะเล                                                           1000.0                         มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบและใชวิเคราะหฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
1. Nutrient agar 

Beef extract                 3.0                         กรัม 
Bacto peptone                                                      5.0                         กรัม 
Agar               15.0                          กรัม 
น้ําทะเล                                       1000.0                          มิลลิลิตร 
นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

เปนเวลา 15 นาที 
 

2. RPMI 1640 medium 
              RPMI 1640                                                           1.0                          ซอง 

 น้ํากลั่นปลอดเชื้อ                                            1000.0                         มิลลิลิตร 
 ผสม RPMI 1640 medium 1 ซองในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองที่
มีรูขนาด 0.45 µm 
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องคประกอบและการเตรียมสารเคม ี
 
สารเคมีสําหรับทดสอบองคประกอบทางเคมีโดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
1. Ninhydrin reagents 
            Ninhydrin                             200.0                     มิลลิกรัม 
            Butanol                                   95.0                     มิลลิลิตร 
            10% AcOH                               5.0                     มิลลิลิตร 
เตรียมใสในขวดสเปรย หุมดวยฟลอยดปองกันแสง หากเกิดสีมวงแดงเมื่อทดสอบดวย Ninhydrin 
reagents แสดงวามีสารในกลุมเปปไทดเปนองคประกอบ 
 
2. Wagner’s reagents 
              Iodine                                    10.0                      กรัม 
              Potassium iodide                   50.0                      กรัม 
              น้ํากลั่นปลอดเชื้อ               1000.0                      มิลลิลิตร 
เตรียมใสในขวดสเปรย หุมดวยฟลอยดปองกันแสง หากเกิดเปนสีน้ําตาลแดงเมื่อทดสอบดวย 
Wagner’s reagent แสดงวามีสารในกลุมอัลคาลอยดเปนองคประกอบ 
 
3. Vanillin reagents 
              Vanillin                                   15.0                      กรัม 
               Ethanol                                 250.0                     มิลลิลิตร 
               Conc. Sulfuric acid                  2.5                      มิลลิลิตร 
เตรียมใสในขวดสเปรย หุมดวยฟลอยดปองกันแสง หากเกิดสีมวงแดงเมื่อทดสอบดวย Vanillin ใน 
H2SO4 แสดงวามีสารในกลุม terpenes และ terpenoids เปนองคประกอบ 
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วิธีการทดลอง 
 

1. การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ Phase contrast 
1.1 เตรียมอาหารแข็งโดยละลายวุนในน้ําทะเล นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทลงในจานเพาะเชื้อใหหนา
ประมาณ 0.5 เซนติเมตร รอใหอาหารแข็งแลววางสไลดลงบนอาหาร 

1.2 เตรียมอาหารสูตร SAP2 agar medium (tryptone 0.1 กรัม, yeast extract 0.1 กรัม, agar 
15.0 กรัมและ น้ําทะเล 1000.0 มิลลิลิตร) นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที รอใหเย็นลงประมาณ 45 องศาเซลเซียส เททับ
ลงบนอาหารแข็งที่เตรียมไวในขอ 1.1 ใหทั่วผิวหนาอาหาร (เทใหบางที่สุดเทาที่จะทําได) รอให
อาหารแข็ง 

1.3 ตัดชิ้นวุนบริเวณขอบโคโลนี เชนเดียวกับการ subculture นํามาวางบริเวณปลายขางใด
ขางหนึ่งของสไลด บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลาประมาณ 2 วัน  

1.4 เมื่อเชื้อเจริญใหใชมีดที่ปราศจากเชื้อตัดบริเวณขอบสไลด แลวนําสไลดมาปดดวย 
coverslip ตรงบริเวณขอบของ swarm colony นําไปสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ Phase 
contrast เพื่อดูลักษณะการเคลื่อนที่ของเซลล 
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ผลการทดลอง 
 
ตารางที่ 14 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบทั้งหมด 303 ตัวอยาง 
                   ตอแบคทีเรียทดสอบ 
Table 14. Antibacterial activities of 303 crude extracts against bacterial 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

6 GB RL 0.0513 +  + + + 
6 GB CY 0.1142  + + + + 
6 GB VY 0.0117  + + + + 
23 GB CY 0.1079 + + + + + 
23 GB VY 0.0119      
37 GB RL 0.0354    +  
37 GB CY 0.0755   + +  
37 GB VY 0.0093    + + 
46 GB CY 0.1038   + +  
46 GB VY 0.0130   +   
52 GB RL 0.0151   + + + 
52 GB CY 0.0990 +  +  + 
52 GB VY 0.0089 + + +  + 
58 GB RL 0.0441    +  
58 GB CY 0.0680   +  + 
58 GB VY 0.0182   + +  
64 GB RL 0.0323   + + + 
64 GB CY 0.0879    +  
64 GB VY 0.0136  +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

66 GB RL 0.0498   + +  
66 GB CY 0.0846 +    + 
66 GB VY 0.0008    +  
70 GB RL 0.0389      
70 GB CY 0.1051      
70 GB VY 0.0130  +  + + 
82 GB CY 0.0973   + + + 
82 GB VY 0.0503   +   
83 GB RL 0.0226  +  +  
83 GB CY 0.0855  +  +  
83 GB VY 0.0827  + + +  
89 GB RL 0.0229 +    + 
89 GB CY 0.0780 + + + +  
89 GB VY 0.0523      
96 GB RL 0.0181 +  + + + 
96 GB CY 0.0973   +  + 
96 GB VY 0.0420  +  + + 
106 GB RL 0.0165    +  
106 GB CY 0.1004   + +  
106 GB VY 0.0492      
108 GB RL 0.0207    + + 
108 GB CY 0.0953  +  + + 
108 GB VY 0.0483  +  +  
GB 086 RL 0.1050  +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 086 SK 0.0888 + + + + + 
GB 086 CY 0.4139 + + + +  
GB 086 VY 0.1324  + + +  
GB 088 RL 0.0690      
GB 088 SK 0.0421   + +  
GB 088 CY 0.1565 + + + +  
GB 088 VY 0.0629   + +  
GB 089 RL 0.0749      
GB 089 SK 0.0538      
GB 089 CY 0.1456      
GB 089 VY 0.0551      
GB 090 RL 0.0703 +   + + 
GB 090 SK 0.0731 +   + + 
GB 090 CY 0.1417     + 
GB 090 VY 0.0473  + +  + 
GB 091 RL 0.0736  +   + 
GB 091 SK 0.0518 + + + + + 
GB 091 CY 0.1281     + 
GB 091 VY 0.1820  + + + + 
GB 092 RL 0.0863      
GB 092 SK 0.0669      
GB 092 CY 0.1674      
GB 092 VY 0.0673      
GB 093 RL 0.0818 + +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 093 SK 0.0565 + +   + 
GB 093 CY 0.1356    + + 
GB 093 VY 0.0504   +  + 
GB 097 RL 0.0749 + + + +  
GB 097 SK 0.0606 +  + + + 
GB 097 CY 0.1318 + + + +  
GB 097 VY 0.0521 +  + +  
GB 098 RL 0.0714      
GB 098 SK     0.0592    + + 
GB 098 CY 0.1332  +  + + 
GB 098 VY 0.0579 + + + + + 
GB 099 RL 0.0795 + + + + + 
GB 099 SK 0.0898     + 
GB 099 CY 0.0748 +  + + + 
GB 099 VY 0.0565 +  + + + 
GB 100 RL 0.0499      
GB 100 SK 0.0432      
GB 100 CY 0.1320      
GB 100 VY 0.0389      
GB 102 RL 0.0765   + +  
GB 102 SK 0.0784 + + + + + 
GB 102 CY 0.1645 + + +  + 
GB 102 VY 0.0425    +  
GB 103 RL 0.0810   +   
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 103 SK 0.0698 + + + + + 
GB 103 CY 0.1749 + + + + + 
GB 103 VY 0.0487   + + + 
GB 104 RL 0.0738      
GB 104 SK 0.0620      
GB 104 CY 0.0356      
GB 104 VY 0.0590      
GB 105 RL 0.0458 + +  + + 
GB 105 SK 0.0503 + +  + + 
GB 105 CY 0.1411 + +   + 
GB 105 VY 0.0353 + + + + + 
GB 108 RL 0.0618   + +  
GB 108 SK 0.0870    +  
GB 108 CY 0.1479   +   
GB 108 VY 0.0665   + +  
GB 110 RL 0.0668 + + + + + 
GB 110 SK 0.0505 + +  + + 
GB 110 CY 0.1512 + +  + + 
GB 110 VY 0.0191 + + + + + 
GB 111 RL 0.1063    + + 
GB 111 SK 0.0692   +  + 
GB 111 CY 0.1092 + + + + + 
GB 111 VY 0.0269   + + + 
GB 121 RL 0.0620 + +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 121 SK 0.0575     + 
GB 121 CY 0.1352 + +  +  
GB 121 VY 0.0430 + + + + + 
GB 122 RL 0.0922   +   
GB 122 SK 0.0746   + +  
GB 122 CY 0.1508   +   
GB 122 VY 0.1044   +   
GB 123 RL 0.0697   + + + 
GB 123 SK 0.0528 +   +  
GB 123 CY 0.1182  +    
GB 123 VY 0.0528 + + + +  
4.20.2 RL 0.0568   + +  
4.20.2 SK 0.0974  + + +  
4.20.2 CY 0.1357 +  + +  
4.20.2 VY 0.0482  + + + + 
14.3.3 RL 0.0570 +  + +  
14.3.3 SK 0.0466   + +  
14.3.3 CY 0.0908 + + +   
14.3.3 VY 0.0475  +  +  
6.24.1 RL 0.0881      
6.24.1 SK 0.0450 +  + +  
6.24.1 CY 0.1453 + +    
6.24.1 VY 0.0298 + + + +  
3.6.1 RL 0.0598 +   + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

3.6.1 SK 0.0315   + +  
3.6.1 CY 0.0922 +  + + + 
3.6.1 VY 0.0136  + + + + 
4.1 RL 0.0716 +  + +  
4.1 SK 0.3022 + + + + + 
4.1 CY 0.0337    +  
4.1 VY 0.0484  + + + + 
9.43.1 RL 0.0211   +   
9.43.1 SK 0.0613    +  
9.43.1 CY 0.0916   + +  
9.43.1 VY 0.0509   +   
9.47.1 RL 0.0912  + + +  
9.47.1 SK 0.0343 +  + + + 
9.47.1 CY 0.0986 + + + + + 
9.47.1 VY 0.0437  + + + + 
4.7.1 RL 0.0794 + + + + + 
4.7.1 SK 0.0348  +  + + 
4.7.1 CY 0.1785  +  + + 
4.7.1 VY 0.0204 + + + + + 
1.3.1 RL 0.0566  + +   
1.3.1 SK 0.0293 + +  + + 
1.3.1 CY 0.0829 +  + +  
1.3.1 VY 0.0248  + + +  
14.4.2 RL 0.0546    +  
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

14.4.2 SK 0.0392    +  
14.4.2 CY 0.1047    + + 
14.4.2 VY 0.0158  + + +  
4.12.2 RL 0.0559 +  +   
4.12.2 SK 0.0509 +  + +  
4.12.2 CY 0.0956 +  + +  
4.12.2 VY 0.0393  + + + + 
5 RL 0.0680 +  + +  
5 SK 0.0551 +  + +  
5 CY  0.1074   + + + 
5 VY 0.0351   + + + 
4.11.4 RL 0.0752  +  + + 
4.11.4 SK 0.0426 + + + + + 
4.11.4 CY 0.1476  + +  + 
5.13.2 RL 0.0619   + +  
5.13.2 SK 0.0528    + + 
5.13.2 CY 0.1013 +  + +  
5.13.2 VY 0.0623   + +  
6.19.1 RL 0.0690    +  
6.19.1 SK 0.0855   + +  
6.19.1 CY 0.1339 + + + + + 
6.19.1 VY 0.0503 +  + +  
14.6.1 RL 0.0537 +  + +  
14.6.1 SK 0.0282 + + + +  
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

14.6.1 CY 0.0849 + + + +  
14.6.1 VY 0.0168 + + + + + 
14.6.2 RL 0.0313 +  + +  
14.6.2 SK 0.0432 +  + +  
14.6.2 CY 0.1072 +  + + + 
14.6.2 VY 0.0380    +  
6.14.3 RL 0.0685  +    
6.14.3 SK 0.0527 + + +   
6.14.3 CY 0.0866  + + +  
6.14.3 VY 0.0230      
11.3.4 SA RL 0.0434    + + 
11.3.4 SA CY 0.1155   + + + 
11.3.4 SA VY 0.0170    +  
24 SA RL 0.0509    + + 
24 SA CY 0.1191    + + 
24 SA VY 0.0213      
28.5 SA RL 0.0468    + + 
28.5 SA CY 0.1148    +  
28.5 SA VY 0.0253    +  
35 SA RL 0.0300   + +  
35 SA CY 0.0886   +   
35 SA VY 0.0185     + 
51 SA RL 0.0432      
51 SA CY 0.1276    + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

51 SA VY 0.0228    +  
59 SA RL 0.0506    +  
59 SA CY 0.1312    +  
59 SA VY 0.0231      
71 SA RL 0.0459      
71 SA CY 0.1319    + + 
71 SA VY 0.0229   +   
KK 1-3 RL 0.0248    + + 
KK 1-3 SK 0.0211    + + 
KK 1-3 CY 0.1126 +  + + + 
KK 1-3 VY 0.0123  + +  + 
KK 1-19-2 RL 0.0461  +  +  
KK 1-19-2 SK 0.0250    +  
KK 1-19-2 CY 0.0901      
KK 1-19-2 VY 0.0135  + +   
KK 1-21-1 RL 0.0415      
KK 1-21-1 SK 0.0224  +  +  
KK 1-21-1 CY 0.0828   + + + 
KK 1-21-1 VY 0.0105 + + + + + 
KK 1-21-2 RL 0.0412    +  
KK 1-21-2 SK 0.0205      
KK 1-21-2 CY 0.1020      
KK 1-21-2 VY 0.0133  + + +  
KK 1-21-3 RL 0.0373    + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

KK 1-21-3 SK 0.0194    + + 
KK 1-21-3 CY 0.1015 +  + + + 
KK 1-21-3 VY 0.0153    + + 
KK 1-26 RL 0.0414  +   + 
KK 1-26 SK 0.0218  +    
KK 1-26 CY 0.1013  +   + 
KK 1-26 VY 0.0248   +   
KK 1-42-3 RL 0.0484  + + +  
KK 1-42-3 SK 0.0161    +  
KK 1-42-3 CY 0.0966   + +  
KK 1-42-3 VY 0.0110  + +  + 
KK 1-42-4 RL 0.0425 +  + + + 
KK 1-42-4 SK 0.0216 +  +  + 
KK 1-42-4 CY 0.1027 +  + + + 
KK 1-42-4 VY 0.0147   +   
KK 2-1 RL 0.0353   +   
KK 2-1 SK 0.0184 +  +  + 
KK 2-1 CY 0.0931   + + + 
KK 2-1 VY 0.0163  + +   
KK 2-4 RL 0.0433      
KK 2-4 SK 0.0213    +  
KK 2-4 CY 0.1138  +    
KK 2-4 VY 0.0159   + +  
KK 3-1-1 RL 0.0399  +    
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

KK 3-1-1 SK 0.0219  + +   
KK 3-1-1 CY 0.1088  +   + 
KK 3-1-1 VY 0.0155  + +  + 
KK 3-12 RL 0.0370   + + + 
KK 3-12 SK 0.0257    +  
KK 3-12 CY 0.1022   + + + 
KK 3-12 VY 0.0132   + + + 
TISTR1691RL 0.0361 +  + + + 
TISTR1691SK 0.0372      
TISTR1691CY 0.0646 +  + + + 
TISTR1691VY 0.0148    +  
TISTR1699RL 0.0366   +   
TISTR1699SK 0.0255 + + + + + 
TISTR1699CY 0.0678 +  + + + 
TISTR1699VY 0.0144    +  
TISTR1710RL 0.0378 + + + + + 
TISTR1710SK 0.0237 + + + +  
TISTR1710CY 0.0844   +   
TISTR1710VY 0.0132   + + + 
TISTR1711RL 0.0345      
TISTR1711SK 0.0142   + +  
TISTR1711CY 0.0398   + +  
TISTR1711VY 0.0084   + +  
TISTR1712 RL 0.0569    +  
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

TISTR1712SK 0.0324 +  + + + 
TISTR1712CY 0.0587 + + + +  
TISTR1712VY 0.0157   + +  
TISTR1714 RL 0.0367   + +  
TISTR1714SK 0.0202   +   
TISTR1714CY 0.0521 +   +  
TISTR1714VY 0.0149 +  + + + 
TISTR1718 RL 0.0408    +  
TISTR1718 SK 0.0271      
TISTR1718CY 0.1269   + +  
TISTR1718VY 0.0154   + +  
TISTR1736RL 0.006 + + + + + 
TISTR1736CY 0.1230   + +  
TISTR1736VY 0.0175 +  + +  
TISTR1737 RL 0.0451   +   
TISTR1737CY 0.0959 +   +  
TISTR1737VY 0.0492   +  + 
TISTR1742 SK 0.0136  +   + 
TISTR1742CY 0.0694 + + + + + 
TISTR1742VY 0.0122 + + + + + 
 
 
หมายเหตุ   +  คือ  มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
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ภาคผนวก ฉ 
 

สัญญาณ 1H NMR 
 
1. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 23GB CY 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 52GB CY 
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3. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 89GB CY 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 96GB CY 

 
5. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB086 CY 
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6. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB097 CY 

 
7. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB102 CY 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

8. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB111 CY 
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9. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1710 SK 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 SK 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 CY 
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12. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1736 RL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
13. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1736 VY 
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