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บทคดัย่อ 
  ไวโอลาซีนเป็นสารรงควตัถุสีม่วงท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด สารรงค
วตัถุน้ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์และยงัใช้เป็นยารักษาโรคมะเร็งไดอี้กดว้ย ใน
การศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการแยกเช้ือจากโรงพยาบาลมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
พบเช้ือท่ีมีโคโลนีสีม่วงบนอาหาร NB ท่ีเติมทริปโตเฟน 0.025% เม่ือท าการตรวจสอบเช้ือ
แบคทีเรีย VB.1 ท่ีแยกได้โดยวิธีการด้านชีวเคมีและ 16S rDNA พบว่า มีความเหมือนกับ 
Chromobacterium violaceum 99.7% เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว NB ท่ีเติมทริปโตเฟน 0.025% ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยการเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และสกดั
สารไวโอลาซีน พบว่า สารท่ีไดมี้ปริมาณเท่ากบั 0.131 กรัมต่อลิตร  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ
การเจริญและการผลิตสารไวโอลาซีนของ C. viloaceum VB.1 โดยใช้การออกแบบตามวิธี 
Response Surface Methodology  3 ปัจจยั 5  ระดบั พบว่า อาหารท่ีประกอบดว้ย น ้ าตาลซูโครส 
10.40 กรัมต่อลิตร    เปปโตน 14.46 กรัมต่อลิตร และ ทริปโตแฟน 1.14 กรัมต่อลิตร เล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 36 ชัว่โมง ให้การเจริญ
และการผลิตสารไวโอลาซีนไดสู้งสุด เท่ากบั 9.12 กรัมต่อลิตรของเซลล์แห้งและ 0.51 กรัมต่อลิตร
ของสารไวโอลาซีน  สารไวโอลาซีนจากเช้ือ C. violaceum VB.1 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรีย  Bacillus sp., Staphylococcus aureus, Listeria  monocytogenes และ Pseudomonas sp. ท่ี
ความเขม้ขน้ของสารท่ีต ่าท่ีสุดในการยบัย ั้งแบคทีเรีย(MIC) เท่ากบั 4.07, 8.13, 8.13 และ 8.13 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั  เม่ือน าสารไวโอลาซีนมาทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือรา 6 สายพนัธ์ุ พบว่า สารไวโอลาซีนมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง Aspergillus niger 
และ Fusarium sp. ไดดี้ท่ีสุดโดยให้ค่า MIC เท่ากบั 65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การตรวจสอบการ
ตา้นอนุมูลอิสระของไวโอลาซีนไดท้ าในระบบ 2 ระบบคือ ซุปเปอร์ออกไซด์ และ การจบัเหล็ก 
(Fe2+)  พบวา่ มีค่า IC50 เท่ากบั 20 และ 3.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั  นอกจากน้ียงัพบวา่ 
สารไวโอลาซีนมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งเตา้นม MDA-MB 468 ท่ีค่า IC50 เท่ากบั 0.156 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ MCF-12A โดยให้ค่า IC50 เท่ากับ 0.291 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  



(6) 
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Abstract 
  Violacein is a natural purple pigment produced by certain Gram-negative 
bacteria. This pigment has a potential as antibacterial, antitrypanocidal, antiulcerogenic and 
anticancer drugs. In this study, the isolate VB.1 was derived from the wastewater treatment pond 
of Songklanakarind hospital and possessed the purple pigmented-colony on nutrient agar. It was 
classified as Chromobacterium violaceum VB.1 by 16S rDNA analysis with 99.7% similarity. 
The obtained violacein (0.131 g/L) was produced in nutrient broth with 0.025% of tryptophan at 
30OC 200 rpm for 24 h. The central composite designs with three factors (sucrose, peptone and 
tryptophan) at 5 levels were applied to optimize the violacein production by C. violaceum VB.1. 
The optimized medium was composed of 10.40 g/L sucrose, 14.76 g/L peptone and 1.14 g/L 
tryptophan. In this medium it produced 0.51 g/L violacein and 9.12 g/L dry cell mass at 30OC 200 
rpm for 36 h. The violacein produced by C. violaceum VB.1 inhibited the growth of Bacillus sp., 
Staphylococcus aureus, Listeria  monocytogenes and Pseudomonas sp. with the minimum 
inhibitory concentration (MIC) of 4.07, 8.13, 8.13 and 8.13 µg/ml, respectively. The antifungal 
activity of the violacein was tested with 6 strains of fungi. It was most effective against 
Aspergillus niger and Fusarium sp. with MIC of 65 µg/ml. When tested antioxidative properties 
of the violacein against reactive oxygen species – induced with superoxide radical and Fe2+ 
chelating,  the IC50 of it  was 20 and 3.01 µg/ml, respectively. The violacein had cytotoxicity 
against human MCF-12A cell lines and human breast cancer cell MDA-MB-468 cell lines at IC50 

0.291 and 0.156µg/ml, respectively.  
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บทที ่1 
บทน ำและกำรตรวจเอกสำร 

บทน ำต้นเร่ือง 
 
 ปัจจุบันมีการน าจุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ มากยิ่งข้ึน นอกจาก 
จุลินทรียจ์ะสร้างสารท่ีมีประโยชน์ต่อมนุษยโ์ดยอาศยักระบวนการเมแทบอลิซึมแลว้ การผลิตโดย
อาศยัจุลินทรียย์งัสามารถควบคุมการผลิตได้ง่าย ไม่เปล่ียนแปลงตามฤดูกาล และสามารถขยาย
ขนาดการผลิตไดต้ามตอ้งการ  ความสามารถในการผลิตสารรงควตัถุถือเป็นเอกลกัษณ์อยา่งหน่ึง
ของจุลินทรีย์  และสารรงควตัถุบางชนิดก็มีประโยชน์ต่อมนุษย์ เช่น แคโรทีนอยด์ท่ีผลิตจาก    
จุลินทรียซ่ึ์งให้สารท่ีมีสีเหลือง ส้ม หรือ แดง ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัโครงสร้างยอ่ยของแคโรทีนอยด์แต่ละ
ชนิดซ่ึงมีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระ (Paiva and Russell, 1999)  ส าหรับแบคทีเรียท่ีสร้างสารสี
ม่วง เม่ือน ามาเล้ียงบนอาหารแข็ง (plate count agar) แบคทีเรียน้ีจะสร้างโคโลนีท่ีมีสีม่วงเขม้ โดย 
Chromobacterium violaceum (Riveros et al., 1988) จะมีลกัษณะท่ีมนัแวว สะทอ้นแสง และไม่มี
คราบเมือกปกคลุมโคโลนี  เม่ือน าเซลล์มาลา้งและสกดักบัสารละลายเมทานอล 95% พบวา่สารสี
ภายในเซลล์มีสีน ้ าเงินมากกวา่ท่ีจะเป็นสีม่วง (Riveros et al., 1988) เม่ือน าไปทดสอบการดูดกลืน
แสงในช่วง UV/Vis พบวา่สารดงักล่าวสามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 575 นาโนเมตร  

 มีรายงานวิจยัเก่ียวกบั การผลิตไวโอลาซีนซ่ึงเป็นสารสีม่วงนั้นสามารถผลิตได้
โดยจุลินทรีย ์6 ชนิด  ไดแ้ก่ C. violaceum (Riveros et al., 1988), Pseudoalteromonas tunicata 
(Franks et al., 2005), Pseudoalteromonas luteoviolacea, Pseudomonas ulvae และ 
Janthinobacterium lividum (Yang et al., 2007) ทั้งน้ี ไวโอลาซีนเป็นสารท่ีน่าสนใจในทางเภสัช
ศาสตร์เน่ืองจากมีสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ สารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์สารยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง และเน้ืองอก (Carvalho et al., 2006) และมีแนวโนม้ท่ีจะน าไปใช้
ประโยชน์ทั้งในดา้นการแพทย ์การวเิคราะห์ อุตสาหกรรมอาหาร และส่ิงทอ เป็นตน้ 

 เน่ืองจากในประเทศไทยยงัไม่มีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัการผลิตและการศึกษา
สมบติัของสารไวโอลาซีนจากเช้ือจุลินทรียท่ี์คน้พบในประเทศ และสารไวโอลาซีนมีแนวโนม้ท่ีจะ
ใช้ประโยชน์ไดใ้นหลายดา้น จึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารไวโอลาซีน 
โดยจะท าการจ าแนกเช้ือท่ีสามารถสร้างสารไวโอลาซีน  และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
สารไวโอลาซีนโดยเช้ือดงักล่าว รวมทั้งศึกษาสมบติัต่าง ๆ ของสารไวโอลาซีนท่ีสกดัไดใ้นการตา้น
อนุมูลอิสระ การยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียและรา และยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 
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กำรตรวจเอกสำร 
 

1. รงควตัถุ (Pigment) 
  รงควตัถุ หมายถึง สารสีท่ีผลิตจากส่ิงมีชีวิต หรือสารเคมี มีหลกัฐานยืนยนัการใช้
รงควตัถุตั้งแต่ดึกด าบรรพโ์ดยพบการเขียนขีดภายในถ ้า โดยใชแ้ร่ธาตุอ่ืนๆ มากกวา่ 3,000 ปี 
  มีหลกัฐานอยา่งแน่นอนวา่ศิลปะจะใชส้ารสีจากพืช และสัตว ์และยงัมีการเลือกใช้
สารสีท่ีเกิดจากสารอนินทรีย ์เม่ือ 100 ปีท่ีผา่นมา (Daniel, 1986) 
  การจ าแนกสารรงควตัถุ โดยส่วนมากจะจ าแนกตามแหล่ง เพราะวา่คุณสมบติัของ 
รงควตัถุ แต่ละกลุ่มจะมีคุณลกัษณะและต าแหน่งท่ีแตกต่างกนัโดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ รงค
วตัถุท่ีไดจ้ากธรรมชาติ (natural pigment) และรงควตัถุท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ รงควตัถุท่ีไดจ้าก
ธรรมชาติ จะไดจ้ากส่ิงมีชีวิตท่ีมีสีจากการดูดซึมสารรงควตัถุท่ีไดจ้ากส่ิงมีชีวิต ประกอบดว้ย รงค
วตัถุท่ีไดจ้ากพืช และรงควตัถุท่ีไดจ้ากสัตว ์โครงสร้างของส่ิงมีชีวติโดยส่วนใหญ่ท่ีมีสีเช่น ผิวหนงั, 
ตา, ขน และผม จะประกอบดว้ย รงควตัถุท่ีเป็น melanin ซ่ึงมีช่ือเรียกเฉพาะวา่ Chromatophore รงค
วตัถุท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์แบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ รงควตัถุท่ีไดจ้ากสารอินทรีย ์และ รงควตัถุ
ท่ีไดจ้ากสารอนินทรีย ์(Daniel,1986) 
 รงควตัถุทีไ่ด้จำกธรรมชำติ (Natural Pigment) 
 1.1 รงควตัถุจำกพชื 
  รงควตัถุท่ีพบในพืชโดยส่วนใหญ่จะประกอบดว้ย แคโรทีน (สีแดงส้ม สีเหลือง) 
แอนโทโซยานิน (สีแดง,น ้ าเงิน และม่วง) และคลอโรฟิลล์ (สีเขียว) สีแดงและสีเหลือง เกิดจาก
ใบไมใ้นฤดูใบไมร่้วง ซ่ึงจะมีแอนโทไซยาไนท์  รงควตัถุท่ีไดจ้ากส่ิงมีชีวิต  จะมีการดูดซับแสง 
ในช่วงความยาวคล่ืนท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงท าให ้เห็นสีท่ีมองเห็นในรงควตัถุ โดยส่วนมากจะเป็นตวัล่อ 
เพื่อใหแ้มลงเขา้มาใกล ้และถ่ายละอองเกสร 
  1.1.1 คลอโรฟิลล์ (Chlorophyll) เป็นกลุ่มของรงควตัถุท่ีมีสีเขียว มีหน้าท่ีจบั
พลงังานแสง (primary light-accepting pigments) เพื่อใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์แสงซ่ึงเกิดข้ึน
ในคลอโรพาส คลอโรฟิลล์แบ่งออกเป็น 4 ชนิด คือ คลอโรฟิลล์เอมีสีเขียวแกมน ้ าเงินพบในพืช
ชั้นสูงทุกชนิดท่ี คลอโรฟิลล์บีมีสีเขียวแกมเหลือง พบในพืชชั้นสูงทุกชนิดและสาหร่ายสีเขียว 
(green algae) คลอโรฟิลล์ซี  พบในสาหร่ายสีน ้ าตาล (brown algae) และสาหร่ายสีทอง (golend 
algae) แต่ไม่พบในพืชชั้นสูง คลอโรฟิลลดี์  พบในสาหร่ายสีแดง (red algae) แต่ไม่พบในพืชชั้นสูง 

 โดยทัว่ไปในพืชชั้นสูง จะพบทั้ง คลอโรฟิลล์เอ และ คลอโรฟิลล์บี อยูด่ว้ยกนั 
และมีสัดส่วนประมาณ 2.5-3.5 ต่อ 1  
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 โมเลกุลของ คลอโรฟิลล์ ประกอบดว้ยส่วนหวัของ porphyrin ring ซ่ึงมี Mg อยู่
ตรงกลางและ ส่วนหางซ่ึงเป็น long chain hydrocarbon เรียกวา่ phytol ส่วนคลอโรฟิลล์บี แตกต่าง
จากคลอโรฟิลล์เอ ท่ี aldehyde group (-CHO) ซ่ึงจะแทนท่ี methyl group (CH3) ท่ีต าแหน่งท่ี 3  
เท่านั้นคลอโรฟิลล์เป็นพวกท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic) จึงไม่ละลายในน ้ าสังเคราะห์แสงได ้
(Goowin, 2002) 
  1.1.2 แคโรทีนอยด์ (Carotenoid) เป็นรงควตัถุกลุ่มใหญ่พบอยูร่่วมกบัคลอโรฟิลล์
ใน chloroplasts และ chromoplasts ใหสี้แดง ส้มและเหลือง และเป็นรงควตัถุในใบไมท่ี้เปล่ียนสีใน
ฤดูใบไมร่้วง (autumn leaf pigmentation) แคโรทีนอยด์จะประกอบดว้ย แคโรทีน (มีรงควตัถุสีส้ม
และพบใน แครอท) ลูทีน (มีรงควตัถุสีเหลืองพบในผกัและผลไม้) ไลโคปีน (มีรงควตัถุสีแดง มี
มากในมะเขือเทศ) แคโรทีนอยด์มีคุณสมบติัเป็นสารต่อตา้นอนุมูลอิสระ และส่งเสริมการมองเห็น
ของมนุษย ์(Ball, 2002) 

   1.1.3 แอนโทไซยานิน (Anthocyanin) เป็นสารท่ีมีสีตั้งแต่สีน ้ าเงินเขม้ในสภาวะ
เป็นด่าง (pH>7) มีสีม่วงเม่ือเป็นกลาง (pH 7) และจะเปล่ียนเป็นสีแดงถึงส้มไดใ้นสภาวะเป็นกรด 
(pH<7) เป็นสารสีท่ีพบไดท้ัว่ไปในดอกไม ้ผลไมบ้างชนิด ใบหรือล าตน้ของพืชบางชนิดท่ีมีสีจดั 
ในปริมาณเพียงน้อยนิดก็สามารถแสดงสีไดใ้นความเขม้สูง มนุษยใ์นบางพื้นท่ีรู้จกัใชส้ารตวัน้ีมา
เป็นเวลานานแลว้ในกิจกรรมต่างๆ เช่น ไทยใชสี้จากดอกอญัชันท าขนมจีนใชสี้ของเปลือกไมแ้ละ
ใบไมบ้างชนิดในการยอ้มผา้ให้มีสีต่างๆดว้ยการใชย้างไมแ้ละปูนขาวในการแต่งสี ยุโรปใชผ้ลไม้
ป่า (wild berry) ในการท าเคร่ืองส าอางและท าขนม ซ่ึงส่วนใหญ่แลว้จะเป็นอนุพนัธ์หน่ึงของแอน
โทไซยานิน ท่ีพบไดใ้นธรรมชาติ 

  1.1.4 เบตาเลน (Betalain) เป็นรงควตัถุสีแดงและสีเหลือง คลา้ยกบัแอนโทไซ
ยานินเป็นสารท่ีละลายน ้ า ท่ีแตกต่างกบัแอนโทไซยานิน ก็คือสารประกอบ indole derive ท่ีไดจ้าก
การสังเคราะห์ของ tyrosine pigment ท่ีพบจะมีเฉพาะ Caryophyllales (ประกอบดว้ย Caetus และ 
amaranth) และไม่ปรากฏร่วมกบัพืชท่ีพบ แอนโทไซยานิน  เบตาเลนจะมีสีแดงเขม้ และใช้เป็น
สารเติมสีใหก้บัอาหาร 
  1.1.5 แชฟฟรอนหรือหญา้ฝร่ัน (Saffron) เป็นสารท่ีมีรงควตัถุมีสีน ้ าตาล สีแดง 
เหลืองได้จากสารของ Crocus sativus ซ่ึงจะปลูกกนัมากใน อเมริกาเหนือ สเปน อิหร่าน และ
ฝร่ังเศส  แชฟฟรอนจะเป็นสารท่ีมีประสิทธิภาพมากกวา่สารตวัอ่ืน โดยจะมีฤทธ์ิการต่อตา้นอนุมูล
อิสระ ท าลายจุลินทรีย ์และสามารถน าไปใช้ในการยอ้มสีไดโ้ดยใช้ท่ีระดบั 1-260 ppm (Daniel, 
1986) 
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  1.2 รงควตัถุจำกสัตว์   
  สีท่ีอยูใ่นสัตวจ์ะมีปริมาณท่ีน้อย มนุษยใ์ช้สีของสัตว ์โดยสีของสัตวแ์ต่ละชนิดท่ี
ไดจ้ะไดจ้ากเพศของสัตวแ์ละบริเวณอ่ืนๆของสัตว ์ยกตวัอย่าง เช่น สีแดงท่ีแผงคอของนกแฮมม่ิง
เบิร์ด เฉพาะเพศผูเ้ท่านั้นท่ีจะมีขนสีแดงท่ีแผงคอ ส่วนเพศเมียจะมีขนแผงคอสีขาว (Martha, 2002) 
หนา้ท่ีในการสร้างสีจะแสดงใหเ้ห็นชดัเจนในเอฟหรือตวัอ่อนของซาลาแมนเดอร์หรือการมีจุดแดง
ของตวั นิวทซ่ึ์งสีท่ีสร้างจะเป็นตวัล่อให้หนอนเขา้มาใกลแ้ละจบักินเป็นอาหารในขณะเดียวกนัสีท่ี
โดดเด่นจะเป็นสัญญาณเตือนอนัตรายให้แก่ผูท่ี้มาล่าพวกมนัเป็นอาหาร เพราะท่ีผิวจะมีพิษด้วย
เช่นกนั เม่ือโตเตม็วยัสีท่ีผวิหนงัก็จะเปล่ียนไป    
  การสร้างสีของสัตวบ์างชนิด มีไวเ้พื่อป้องกนัอนัตรายต่างๆ จากสัตวน์กัล่าอ่ืนท่ีจะ
มากินตวัมนัเอง 
 1.3 รงควตัถุจำกจุลนิทรีย์ 
  จุลินทรียเ์ป็นส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กท่ีไม่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า มีทั้งพวกท่ี
เป็นเซลลเ์ดียวและหลายเซลล์ พบไดท้ัว่ไปในส่ิงแวดลอ้มทั้งในดิน น ้ า อากาศ ทะเลลึก ปล่องภูเขา
ไฟ และทั้งในและนอกร่างกายมนุษยแ์ละสัตว ์จุลินทรียมี์อยู่มากมายหลายชนิดสามารถแบ่งเป็น
กลุ่มๆไดคื้อ แบคทีเรีย, รา, สาหร่าย, โปรโตซวั และไวรัส ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้จุลินทรียท่ี์มีการสร้าง
รงควตัถุจะอยูใ่นกลุ่มของแบคทีเรีย เช้ือรา และ สาหร่าย 
  เม่ือวางอาหารเล้ียงเช้ือ ไวใ้นอากาศประมาณ 30 นาที หรือการน าน ้ าจากแม่น ้ ามา
ท าการเจือจางเพาะเล้ียงลงในอาหารแลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซียสเซียส จะมีโคโลนีสีต่างๆ 
มากมายปรากฏข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือ โคโลนีสีเหลืองและสีชมพูจากจานอาหารเล้ียงเช้ือ ส่วนมาก
จะเป็นจุลินทรีย์พวกแกรมบวก มีรูป ร่างกลมเล็ก ในทางตรงกันข้ามสีของโคโลนีท่ีเพาะ
เช้ือจุลินทรียท่ี์ไดจ้ากแหล่งน ้ าโดยส่วนมากจะเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง เช่น Flavobacterium 
sp., Cytophaga sp., C. violaceum, Serratia sp. และ Pseudomonas sp. (Logan, 1994) 
  จุลินทรียโ์ดยทัว่ไปท่ีมีการศึกษาการสร้างรงควตัถุพบวา่ จะสร้างรงควตัถุในกลุ่ม
แคโรทีนอยด์ ซ่ึงมีทั้งสารสีส้ม สีเหลือง และ สีแดง โดยส่วนใหญ่ซ่ึงสามารถพบไดท้ั้งแบคทีเรีย 
เช้ือรา และสาหร่ายดงัแสดงใน Table 1 
  จุลินทรีย์ท่ีคุน้เคยกนัมากท่ีพบได้ทัว่ไปทั้ง ดิน น ้ า อากาศ และห้องปฏิบติัการ
ทางการแพทยคื์อ Pseu. aeruginosa จะมีสีเขียวออกน ้ าเงินหรือสีเหลือง สารท่ีผลิตจาก Pseu. 
aeruginosa  คือ pyocyanine มีผลึกรูปเขม็สีน ้าเงิน (Austin and Moss, 1986) 
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  รงควตัถุอีกหน่ึงชนิดท่ียงัไม่รู้จกัมากนัก คือสารประกอบท่ีมีสีเข้ม ซ่ึงได้จาก
แบคทีเรีย C. violaceum และสารสีน ้ าเงินเขม้ (ละลายในกรด) คือ pyocyanin ท่ีแยกไดจ้าก Pseu. 
aeruginosa ซ่ึงสารสกดัดงักล่าวสามารถผลิตเพื่อเป็นการคา้ได ้
 
Table 1. Microbial sources of carotenoids. 
Microorganism Carotenoids 
Carotene sources  
Fungi                       :Blakeslea trispora Lycopene, β-carotene 
                                 Phycomyces blakesleeanus β-carotene 
Non-photosynthetic bacteria  
                                :Streptomyces chrestomyceticus, subsp. rubescens Lycopene 
Xanthophylls  sources  
Green algae            :Spongiococcum excentricum Letein 
                                Chlorella pyrenoidosa Letein 
Fungi                     :Dacrymyces deliquescens Letein 
Non-photosynthetic bacteria :  
                               Flavobacterium sp.  
                               Streptomyces chrestomyceticus var. aurantioideus Unidentified xanthophylls 
                              Mycobacterium phlei Unidentified xanthophylls 
Monocyclic ketocarotenoids sources  
Non-photosynthetic bacteria :  
                              Deinococcus radiophilus Derivatives of 4-keto-γ- 
 Carotene 
                              Mycobacterium smegmatis Derivatives of 4-keto-γ- 
 Carotene 
 
ท่ีมา  : Nelis และ De Leenheer (1989) 
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Table 1.  (Cont.) 
Microorganism Carotenoids 
Bicyclic ketocarotenoids sources  
Cyanobacteria : Anabaena variabilis Cantaxanthin 
                               Aphanizomenon flos-aquae Cantaxanthin 
                              Nostoc commune Cantaxanthin 
Green algae (N-deficiency)  
                             Dictococcus cinnabarinus Cantaxanthin 
                            Haematococcus pluvialis Astaxanthin 
Fungi/yeast       :Phaffia rhodozyma Astaxanthin 
Non-photosynthetic bacteria :  
                            Brevibacterium KY-4313 Cantaxanthin 
                            Rhodococcus maris/Mycobacterium blavicale 32-  
                            MCT 

Cantaxanthin 

                            Mycobacterium lacticola Astaxanthin 
                            Brevibacterium 103 Astaxanthin 
Fungi/yeast       :Rhodotorula sp., Rhodospordium sp. Torulene, torularhodin 
Non-photosynthetic bacteria :   
                            Methylotrophs Miscellaneous 
Photosynthetic bacteria : Rhodobacter capsulatus Spheroidene, 

Spheroidenone 
 
ท่ีมา  : Nelis และ De Leenheer (1989) 
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 1.4 รงควตัถุทีไ่ด้จำกกำรสังเครำะห์ 
สารสีจ านวนมากโดยทัว่ไปจะใช้ยอ้มส่ิงทอ โดยสังเคราะห์จากสารเคมีซ่ึงสามารถแบ่ง

ออกไดเ้ป็น 4 กลุ่มคือ Azo, indigoid, azobenzene, phtalocyanine. ซ่ึงใชใ้นอุตสาหกรรมยอ้มส่ิงทอ 
  1.4.1 Azo dyes สี Azo ประกอบดว้ย กลุ่มใหญ่ซ่ึงไดรั้บการพิสูจน์แลว้วา่เป็นสาร
มีสี สารประกอบจะมีหมู่ functional group R-N=N-R/โดยท่ี R และ R/ เป็น arly หรือ alkyl หมู่ N=N 
เรียกวา่ Azo group Azo pigment มีความส าคญัมากในงานสี ซ่ึงเป็นสีท่ีมีคุณสมบติัท่ีดีเยีย่ม  
  1.4.2 Indigoid เป็นสารท่ีละลายน ้ าไดจ้ากการเตรียม sulfonate indoxyl เป็นสีท่ีใช้
กนัอยา่งกวา้งขวางในอาหารและเคร่ืองส าอางมีสีน ้าเงินคราม 
  1.4.3 Azobenzene  สาร Azobenzene เป็นสารสีเหลืองท่ีมีความส าคญัและหนา้ท่ี
หลายอยา่ง มีคุณภาพในการยอ้มสีผา้ 
  1.4.4 Phtalocyanine  หรือ copper phthalocyanine มีสีน ้าเงิน 
 

2. สำรไวโอลำซีน (violacein) 
  ไวโอลาซีนเป็นสารรงควตัถุสีม่วงท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์โดยเช้ือจุลินทรีย ์ซ่ึงท่ีมี
รายงานยืนยนัการศึกษาใน C. violaceum (Riveros et al., 1988), Ps. tunicata (Sanchez et al., 
2006), Ps. luteoviolacea, Pseu. ulvae และ J.  lividum (Yang et al., 2007)   

            ไวโอลาซีนจดัเป็นสาร secondary metabolites ท่ีผลิตจากแบคทีเรียมีสูตรทางเคมี 
คือ  C20H13N3O3 เป็นอนุพนัธ์ุของสารประกอบอินโดล (indole) เกิดจากการรวมตวักนัของ ทริป
โตเฟน (tryptophan) 2 โมเลกุล (Hoshino et al., 1987) มีน ้ าหนกัโมเลกุล 343.33 ไม่ละลายในน ้ า
หรือตวัท าละลายอินทรียท่ี์ไม่มีขัว่ แต่ละลายไดดี้ในแอลกอฮอล์  เช่น เมธานอล เอธานอล และยงั
ละลายไดใ้นอะซีโตน โดยดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 575 นาโนเมตร (Blosser and Gray, 
2000) มีความคงตวัในสภาวะพีเอชช่วง 5-9  อุณหภูมิ 25-100 องศาเซลเซียส  ในสภาวะท่ีมีแสง 
หรือโลหะหนกัและสารอนุมูลอิสระ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) แต่อยา่งไรก็ตาม สารไว
โอลาซีนจะถูกยอ่ยและสลายไปอยา่งชา้เม่ือถูกแสง (Azlina et al., 2012) ภายในโครงสร้างทางเคมี
ของไวโอลาซีนประกอบดว้ย 3 หน่วยยอ่ย ไดแ้ก่ 5-hydroxyindol, 2-oxoindol และ 2-pyrrolidone 
ดงัแสดงใน Figure 1 โดยโครงสร้างดงักล่าวมาจากกระบวนการสังเคราะห์โดยมีแอลทริปโตเฟน 
เป็นสารตั้งตน้  
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Figure 1.  Structure of violacein. 

Sources : Rettori และ Durán (1998) 
 อยา่งไรก็ตามหนา้ท่ีของไวโอลาซีนในเชิงสรีรวิทยาของแบคทีเรียนั้นยงัไม่เป็นท่ี
แน่ชดั แต่มีหลกัฐานจากพฤติกรรมของแบคทีเรียกลุ่มน้ีท าให้เกิดขอ้สมมติฐานท่ีวา่ แบคทีเรียน่าจะ
สร้างสารดังกล่าวมาเพื่อป้องกนัการรบกวน หรือการถูกล่าโดยผูล่้า เช่น โปรโตซัว หรือเช้ือรา  
(Bruker et al., 2008; Matz et al., 2008) นอกจากน้ีพบวา่ J. lividium ผลิตสารไวโอลาซีนควบคู่กบั
การสร้าง biofilm ดว้ย โดยน่าจะใชก้ลไกการผลิตร่วมกนั (Pantanella et al., 2007) 
 

3. กำรสังเครำะห์สำรไวโอลำซีน 
   การสังเคราะห์สารไวโอลาซีนจะมีเอนไซน์ vioD – hydroxylase vioC – 
monooxygenase  vioB – oligoketide synthase  vioA – tryptophan 2-monooxygenase (VioA-E) ซ่ึง
เอนไซน์ VioA-B เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งโดยตรงในการสร้างกรด chromopyrrolic ในวิถีการสร้าง 
indole-o-carbazole แต่จะมีเอนไซน์ VioE เพียงตวัเดียวเท่านั้นท่ีจะเป็นตวัควบคุมทิศทางการ
สังเคราะห์สารไวโอลาซีน โดยเอนไซน์ VioA ท างานร่วมกนักบัเอนไซน์ VioB ในการออกซิไดซ์
แอลทริปโตเฟนใหก้ลายเป็นผลิตภณัฑ์ เม่ือเอนไซน์ VioE เขา้มาในวิถีจะท าให้เกิดการจดัเรียงใหม่
ของสาร 1,2 indole ใหก้ลายเป็น prodeoxy-violaacein หลงัจากนั้นก็จะมีเอนไซม์ 2 ชนิด คือ VioD-  
hydroxylase และ vioC - monooxygenase ตามล าดบัท าใหไ้ดส้ารไวโอลาซีนท่ีสมบูรณ์ (Figure 2) 
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Figure 2. Violacein biosynthesis. (CPA -chromopyrrolic acid; IPA – 2-imino-3-indolepropionic 
acid; vioA = vioA – tryptophan 2-monooxygenase; vioB = vioB – oligoketide synthase; vioC = 
vioC – monooxygenase vioD = vioD – hydroxylase) 
Sources: Durán และคณะ (2010) 
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  C. violaceum จะผลิตไวโอลาซีนโดยใช้ทริปโตเฟนเป็นสารตั้งตน้  ในการ
สังเคราะห์ไวโอลาซีน จะอยู่ภายใต้การควบคุมของสารส่ือสัญญาณระหว่างเซลล์ เรียกว่า 
Acylhomoserine lactone (AHL) ซ่ึง AHL เป็นตวักลางในการตอบสนองในแบคทีเรียแกรมลบ 
AHL ท่ีพบใน C. violaceum มียีน 2 ตวัคือ Cvil และ CviR ซ่ึง CviR จะผลิตเอนไซน์ N-hexanoyl 
homoserine lactone (HHL) synthase  (Table 1) ซ่ึงมีส่วนเก่ียวขอ้งในการควบคุม bioluminescence 
ในเช้ือ  Vibrio fischeri ท่ีสามารถสร้าง AHL ได ้ เม่ือ C. violaceum  เจริญในช่วง stationary phase 
ความหนาแน่น ของแบคทีเรียมากข้ึนก็จะมีการสะสมของ  AHL  เพิ่มข้ึนและ   AHL  จะแพร่กลบั
เขา้มาจบักบัตวัรับภายในเซลล์แลว้ไปกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของยีนท่ีอยูภ่ายใตก้ารควบคุม
ของการสร้างสารไวโอลาซีน ท าให้สามารถยึดจบั transcriptional regulator site ของ violacein 
biosynthesis operon ท าให้มีการผลิตรงควตัถุเพิ่มมากข้ึน (Figure 2) อยา่งไรก็ตาม HHL ไม่ไดเ้ป็น
ปัจจยัท่ีควบคุมการผลิตไวโอลาซีนในเช้ือ C. violaceum เท่านั้นแต่ยงัข้ึนกบั ความหนาแน่นของ
ประชากรของเซลล์ ความเขม้ขน้ของระดบักลูโคส และออกซิเจนในระดบัท่ีสูง และเม่ือท าการ
วเิคราะห์ยีนของเช้ือ C. violaceum พบวา่ ยงัมียีนอ่ืนๆอีกมากเช่น TrpA-F และ pabA-B (Table 2) ท่ี
สามารถ encode กบัยีนในการสร้าง anthranilate ในวิถีของทริปโตเฟนท่ีสามารถเปล่ียน chrismate 
เป็น anthranilate  
Table 2.  Main ORFs of C. violaceum involved in violacein expression and metabolism. 

ORFs no. Name Product EC no. 
CV2173 
CV2179 
CV2712 
CV2761 
CV2762 
CV2763 
CV3271 
CV3272 
CV3273 
CV3274 
CV4090 
CV4091 

tryD 
tryE 
tryC 
tryA 
tryB 
tryF 
vioD 
vioC 
vioB 
vioA 
cviR 
cviI 

anthranilate phosphoribosyltransferase 
anthranilate synthase component I 
indole-3-glycerol-phosphate synthase 
tryptophan synthase, α-subunit 
tryptophan synthase,ß -subunit 
phosphoribosylanthranilate isomerase 
vioD – hydroxylase 
vioC – monooxygenase 
vioB – oligoketide synthase 
vioA – tryptophan 2-monooxygenase 
transcriptional activator, LuxR family of regulators 
N-acylhomoserine synthase 

2.4.2.18 
4.1.3.27 

- 
4.2.1.20 
4.2.1.20 
5.3.1.24 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

Sources: Durán และคณะ (2010) 
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4.  กำรใช้ประโยชน์จำกสำรไวโอลำซีน 
  แบคทีเรียกลุ่มน้ีอาศยัอยู่ในดินและน ้ า การป้องกนัตวัเองจะท าโดยการสร้างคราบ
เมือก หรือฟิลม์บาง ๆ เพื่อรวมกนัและจะสร้างสารไวโอลาซีนไวท่ี้บริเวณเซลล์เมมเบรนซ่ึงเม่ือผูล่้า
เขา้มากินก็จะเกิดอาการเป็นพิษท าให้พวกท่ีเหลืออยูร่อดได ้(Matz et al., 2008) เน่ืองจากลกัษณะ
การมีความเป็นพิษต่อผูล่้า ท าให้สารสีม่วงดงักล่าวไดรั้บความสนใจ เม่ือมีการน าไปศึกษาเพิ่มเติม
โดย Hoshino และคณะ (1995) พบวา่โครงสร้างทางเคมีของไวโอลาซีนนั้นมีองคป์ระกอบท่ีเป็น
โครงสร้างวงแหวนถึง 5 วง ท าให้เกิดการดูดกลืนแสงในช่วง 550-600 นาโนเมตร (Rettori and 
Durán, 1998) ท าให้สารดงักล่าวมีสีน ้ าเงิน-ม่วง นอกจากน้ีดว้ยลกัษณะโครงสร้างดงักล่าวท าให้ไว
โอลาซีนแสดงสมบติัเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพในหลายดา้น เช่น  
 
 4.1 สำรต้ำนอนุมูลอสิระ 
  สารไวโอลาซีนแสดงสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยมีความเขม้ขน้ในการจบั
กบัอนุมูล DPPH ท่ี 50% (Inhibitory Concentration, IC50) เท่ากบั 30 ไมโครโมลาร์ มีความสามารถ
ในการยบัย ั้งการเกิดอนุมูลของไนตริกออกไซด์ในระดับ IC50 เท่ากับ 21 ไมโครโมลาร์ มี
ความสามารถในการจบัอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ท่ีระดบั IC50 เท่ากบั 125 ไมโครโมลาร์ และยงั
แสดงผลลดค่าสัญญาณจากการเกิดอนุมูลไฮดรอกซิลโดยการทดสอบ ERP (Electron paramagnetic 
resonance) เน่ืองจากสมบติัในการละลายน ้ าของไวโอลาซีนนั้นต ่ามาก ท าให้การเขา้ไปท าปฏิกิริยา
ของไวโอลาซีนในเฟสไม่มีขั้วหรือมีขั้วนอ้ยไดดี้ จึงเป็นจุดท่ีท าให้ไวโอลาซีนมีสมบติัเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระ (Konzen et al., 2006) สารไวโอลาซีนจะมีหมู่ไฮดรอกซิล 1 หมู่และมีหมู่ N-H 3 หมู่
ซ่ึงมีความส าคญัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ โดยไวโอลาซีนจะมีความสามารถในการให้
อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมแก่สารอนุมูลอิสระ ท าใหส้ารอนุมูลอิสระมีความเสถียร 
 

4.2 สำรยบัยั้งกำรเจริญของจุลนิทรีย์  
             สารไวโอลาซีนสามารถยบัย ั้ง Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Bacillus sp., 

Mycobacterium sp., Neisseria sp. และ Pseudomonas sp. (Durán and Menck., 2001) เน่ืองจาก
แบคทีเรียผลิตสารไวโอลาซีนไวเ้พื่อป้องกันการล่าจากศตัรูและเช้ือราก็สามารถเป็นผูล่้าของ
แบคทีเรียกลุ่มน้ี Brucker และคณะ (2008) รายงานวา่ ไวโอลาซินท่ีมีอยูใ่น J. lividum นั้นมีสมบติั
ในการป้องกนัเช้ือราก่อโรคสายพนัธ์ุ Batrachochytrium dendrobatidis ซ่ึงจะเป็นเช้ือราท่ีอาศยัอยู่
บนซาลาเมนเดอร์ (Plethodon cinereus) สารไวอาลาซีนท่ีผสมระหวา่งสารดีออกซีไวโอลาซีนกบั
สารไวโอลาซีนของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ RT102 พบวา่ สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก B. 
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lichenniformis, B. subtilis, B. megaterium, S. aureus และเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ Pseu. aeruginosa 
สารไวโอลาซีนสามารถท าให้เกิดการตายของเซลล์แบคทีเรียได้โดยอยู่ท่ีความเข้มข้น 15 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Nakamura et al.,2003) 

 
4.3 สำรยบัยั้งกำรเจริญของเช้ือรำ 

  จากการศึกษาของ Baretto และคณะ (2008) ไดท้  าการศึกษาสารไวโอลาซีนท่ีผลิต
จากเช้ือ C. violaceum สายพนัธ์ุ Brazilian Amazon และสายพนัธ์ุ ATCC 12472 โดยศึกษาการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือรา 7 สายพนัธ์ุ พบวา่มีฤทธ์ิท่ีสูงในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา 6 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่  
Aspergillus sp., Botroyodiplodia sp., Cercospora kikuchi, Colletotrichum sp., Corynespora sp., 
Fusarium sp. และ Phomopsis sp. 
  ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราของสารไวโอลาซีนอาจจะเกิดได้
จาก 3 กลไกท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งเช้ือราคือ ความเป็นพิษของสารไวโอลาซีน (violacein cytotoxicity) 
โดย Shirata และคณะ (2000) ไดต้รวจพบคุณสมบติัในการเป็นสารปฏิชีวะนะของสารไวโอลาซีนท่ี
ผลิตจาก J. lividum ท่ีต่อตา้นเช้ือก่อโรคพืช Colletotrichum dematium และ Rosellinnia necatrix ซ่ึง
เป็นเช้ือราท่ีท าให้เกิดโรครากขาวในตน้มลัเบอรร่ี กลไกท่ีสองในการยบัย ั้งเช้ือราอาจเกิดข้ึนจาก
ลกัษณะของเช้ือ C. violaceum ท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนไซยาไนด์ได้(cyanyanide production) ซ่ึง
กระบวนการสังเคราะห์ไซยาไนด์เกิดข้ึนและถูกควบคุมโดยยีน henABC ซ่ึงอยูใ่น C. violaceum 
ไซยาไนดจ์ะมีบทบาทในการควบคุมโรคพืช  

            อีกกลไกท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราคือ การผลิตเอนไซม์ย่อยไคทิน
(chitin) ซ่ึงไคทินเป็นสารพอลิเมอร์เส้นตรงท่ีไม่ละลายน ้าเป็นส่วนประกอบหลกัของผนงัเซลล์ของ
เช้ือราและแมลง C. violaceum สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยไคทินได้ (chitinolytic enzyme) จึงมี
ความส าคญัในการควบคุมโรคพืชและแมลงศตัรูพืช Park และคณะ (1995)  ไดร้ายงานผลการยบัย ั้ง
และการฆ่า Rhizoctonia sp. มีความสัมพนัธ์กบัเอนไซมไ์คทิเนส ท่ีผลิตจากเช้ือ C. violaceum 

 
4.3 สำรยบัยั้งกำรเจริญของไวรัส  
            สมบติัท่ีน่าสนใจของไวโอลาซีนคือ ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของไวรัส

ได ้โดยจากการศึกษาของ Andrighetti-Frohner และคณะ (2003) โดยใชส้ารไวโอลาซีนท่ีสกดัได้
จากเช้ือ C. violaceum พบวา่ระดบัความสามารถในการท าลายเซลล์ไวรัสอยูใ่นระดบัความเขม้ขน้ท่ี
ต ่าต่อเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ HSV-1 (strain KOS) HSV-1 (strain ATCC/VR-733)( Andrighetti-
Frohner  et al., 2003) 
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4.4 สำรยบัยั้งกำรเจริญของเซลล์มะเร็ง  
             จากการศึกษาโดย Ferreira และคณะ (2004) ในการเปรียบเทียบผลของไวโอลาซีน

ต่อการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว 3 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ HL60,  U937 และ K562 พบวา่ ไวโอลาซีน
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งสายพนัธ์ุ HL60 ไดถึ้ง 60% ของเซลล์ทั้งหมด แต่ไม่มีผล
ยบัย ั้งเซลล์มะเร็งสายพนัธ์ุ  U937 และ K562 (Ferreira et al., 2004) ในขณะท่ี Carvalho และคณะ 
(2006) ไดศึ้กษาผลของสารไวโอลาซีนต่อการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งล าไส้ของมนุษยส์ายพนัธ์ุ HT-29 
พบว่า สารไวโอลาซีนสามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งชนิดดงักล่าวไดท่ี้ 40% ซ่ึงมีความ
เขม้ขน้ของไวโอลาซีน 10 ไมโครโมลาร์ โดยเซลล์ไดรั้บสารนาน 72 ชัว่โมง ลกัษณะความเป็นพิษ
ต่อเซลลม์ะเร็งของสารไวโอลาซีน ซ่ึงท าการทดลองโดยวธีิ alkaline comet assay ไม่สามารถท าลาย
เซลล์ HEp-2 และ MA104 แต่อย่างไรก็ตามสารไวโอลาซีนก็ให้ผลในการท าลาย DNA ในเซลล ์
FRhK-4 และ VERO  (Andrighetti-Frohner et al.,2003) Durán และ Menk (2001) ไดท้  าการศึกษา
ความป็นพิษของสารไวโอลาซีนต่อเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ พบวา่ สารไวโอลาซีนมีผลในการท าให้
เซลล์มะเร็งเกิดการตายโดยวิถี apotosis โดย cell line แต่ละชนิดจะถูกยบัย ั้งโดยสารไวโอลาซีนใน
ความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัและผลการศึกษาของงานวจิยัอ่ืนสามารถสรุปดงัแสดงใน Table 3 
             เน่ืองจากมีเช้ือจุลินทรีย์บางชนิดเท่านั้นท่ีสามารถสร้างสารไวโอลาซีนได้ จาก
รายงานพบว่า มีเช้ือจุลินทรียเ์พียง 6 ชนิดเท่านั้นท่ีผลิตสารไวโอลาซีน เน่ืองจากเช้ือในกลุ่มน้ีเป็น
กลุ่มเฉพาะ ดังนั้น จึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะศึกษา ซ่ึงเป็นท่ีรู้กันดีว่าปัจจุบันผูป่้วยท่ีเป็นมะเร็งมี
อตัราส่วนท่ีเพิ่มมากข้ึน ดังนั้นหากมีความเป็นไปได้ท่ีจะน าไปสู่การพฒันาเป็นยารักษามะเร็ง 
งานวจิยัน้ีก็จะมีค่าต่อมวลมนุษยเ์ป็นอยา่งมาก  
  อย่างไรก็ตามเน่ืองจากสารไวโอลาซีนยงัคงมีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติอยู่จึงมี 
การน าเอาเอน็ไซมใ์นกลุ่มเปอร์ออกซิเดส (peroxidase) และลิกนิเนส (ligninase) เขา้มาเปล่ียนแปลง
โครงสร้างบางส่วนของไวโอลาซีน (Bromberg and Durán, 2001)  
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Table 3. In vitro testing results of violacein in several cell lines. 
 

Cell line IC50 or IG50 (µg/ml) 
V79 
Hum. Lymph 
HL60 
MOLT-4 
NCI-H460 
KM12 
OCM-1 
HT29 
Caco-2 
SW480 
DLD1 
HCT116 
RENCA 
EAT 
FRhK-4 
VERO 
MA104 
Hep2 
EOMA 

1.7–4.1 
>3.4 
0.27 
0.01 
0.01 
0.02 
1.27 
>3.4 
0.68 
0.68 
0.51 
0.51 
0.2 
1.7 

1.08 
1.02 
1.22 
1.18 
0.17 

Sources: Durán และคณะ (2007)   
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 4.5 สำรสีม่วงทีใ่ช้ย้อมผ้ำไหม  
            เม่ือปลายปี พ.ศ. 2539 สถาบนัวิจยัผา้ไหมและแมลงแห่งชาติของญ่ีปุ่น สามารถ

สกดัสีม่วงน ้ าเงินจากแหล่งก าเนิดตามธรรมชาติไดเ้ป็นคร้ังแรกโดย Atzushi Kochima ซ่ึงเป็นช่าง
ทอผา้ไหมในเขตกุนมาของญ่ีปุ่น ไดพ้บวา่เส้นใยใหมท่ีทิ้งไวใ้นถงั เปล่ียนเป็นสีม่วงน ้ าเงิน เม่ือน า
เส้นดา้ยนั้นมาวิเคราะห์ท่ีสถาบนัก็ไดพ้บแบคทีเรียชนิดหน่ึง ช่ือวา่ J. lividum ปะปนอยู ่สีน้ีมาจาก
สารไวโอลาซีนซ่ึงอยูภ่ายในตวัแบคทีเรีย แบคทีเรียชนิดน้ีไม่ก่อโรคใด ๆ และสารไวโอลาซีนก็เป็น
สารท่ีไม่มีพิษดว้ย สีท่ีไดจ้ากแบคทีเรียน้ีสามารถน ามาใชย้อ้มเส้นใยธรรมชาติท าให้เกิดสีท่ีสวยงาม 
ทนต่อการซกัลา้ง และไม่ก่อให้เกิดปัญหาใด ๆ นอกจากน้ี การน าแบคทีเรียมาเพาะเป็นจ านวนมาก 
ๆ ก็ท  าไดง่้าย จึงสามารถผลิตสีไดใ้นราคาถูก สีน้ีมีช่ือทางการคา้วา่ earth blue อยูใ่นระหวา่งการขอ
จดสิทธิบตัร และคาดวา่จะเป็นท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย(Nomura, 1994) 

 
4.6 เคร่ืองส ำอำง 

  สารไวโอลาซีนจากเช้ือ C. violaceum ท่ีเล้ียงในอาหารท่ีประกอบดว้ยเกลือ, wood 
hydrolyzate, anthranilic acid และสารสกดัยีสต ์พบว่า สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus 
และมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระของกรดเลโนอิก (linoleic acid) ในเลือด ซ่ึงสามารถน าไปท าเป็น
โลชัน่ (Aoki and Nomura, 1998) เคร่ืองส าอางท่ีมีส่วนผสมของสารไวโอลาซีนและอนุพนัธ์ุโดย
เตรียมในรูปแบบต่างๆของกระบวนการผลิตสามารถน าไปท าเป็นเคร่ืองส าอางประเภท ลิปสติก 
และ eye makeup ได ้(Meiring et al., 2007).    
  
 5.  ข้อมูลด้ำนสิทธิบัตรของสำรไวโอลำซีน    

 สารไวโอลาซีนสามารถน าไปประยุกต์ในการเป็นสารต้านการเจริญของ
เช้ือจุลินทรีย ์โดยจะใช้สารไวโอลาซีนท่ีละลายอยู่ใน dimethylsulfoxide จากสิทธิบตัรเลขท่ี BR 
200101346A 

 สิทธิบตัรเลขท่ี WO/2006/074451 (US 20060263368) ใชส้ารไวโอลาซีนเป็นสาร
ท่ีท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล์หรือยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็ง เพื่อลดความเป็นพิษต่อ
เซลล์จึงมีการพฒันาโดยการน าสารไวโอลาซีนไปตรึงกบัสารประกอบ beta-cyclodextrin ท่ีเช่ือม
กบัอนุภาคขนาดนาโนของทอง (สิทธิบตัรเลขท่ี BR 200502657)  

 สิทธิบตัรเลขท่ี KR 2007088150 ใชส้ารไวโอลาซีนท่ีไดจ้ากเช้ือ C. violaceum ใน
การเป็นสารควบคุมแมลงศตัรูพืช 
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 สิทธิบตัรเลขท่ี DE 102005051869 ไดน้ าสารไวโอลาซีนไปใชใ้นการเตรียมเป็น
เคร่ืองส าอาง เน่ืองจากสารไวโอลาซีนมีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรีย, ไวรัส และ ยงัป้องกนั
ผวิหนงัและเยื้อหุม้เซลล ์

 ไวโอลาซีนจากเช้ือ Pseudoalteromonas sp. สายพนัธ์ุ DSM 13623 สามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในอาหาร, อุตสาหกรรมส่ิงทอ และของเล่นได้ ซ่ึงรายงานไวใ้นสิทธิบตัรเลขท่ี US 
2004053375  

 การผลิต การสกดั แลว้การท าบริสุทธ์ิของสารไวโอลาซีนถูกพฒันาข้ึนโดย Rettori 
และ Durán (1998) โดยใชเ้ช้ือ C. violaceum สายพนัธ์ุ CCT3496 จากสิทธิบตัรเลขท่ี BR 702918A 
ไดเ้ปิดเผยถึงกระบวนการสังเคราะห์สารไวโอลาซีนในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งโดยใชข้า้วเป็นแหล่ง
ของคาร์บอนในอาหาร NB  

 สารไวโอลาซีนมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งไวรัสโดยจะมีฤทธ์ิตา้นไวรัส Polio virus และ 
Herpes virus ซ่ึงสามารถเตรียมไดโ้ดยเล้ียงเช้ือ C. violaceum ในถงัหมกัท่ีมีการกวน ท่ีอุณหภูมิ 20-
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วนั ในอาหารท่ีประกอบดว้ย เปปโตน, กลูโคส และ เกลืออ่ืนๆ ท่ีค่า 
pH ประมาณ 6-7 สกดัสารไวโอลาซีนหยาบโดยใชเ้อทานอลและท าการสกดัอีกคร้ังโดย n-heptane 
(สิทธิบตัรเลขท่ี DE 3935066) 

 มีขอ้มูลสิทธิบตัรในประเทศบราซิล เกี่ยวกบัเร่ืองการผลิตการสกดัสารไวโอ
ลาซีนและใช้เป็นสารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค ( Brazilian Patent PI 97029866-6 
และ PI 9702918 (1997)) ในประเทศเยอรมนั มีการศึกษาดา้นการเป็น autoinducers (German 
Patent  DE 19990928660 (2001) และ DE 3935066 (1991)) นอกจากน้ีในสหรัฐอเมริกา ก็มี 
การสกดัแยกสารที่ไดจ้าก  C. violaceum  เรียกว่าสาร HS-1 มีฤทธ์ิตา้นเน้ืองอก และแบคทีเรีย
ก่อโรค (US Patent 5428175 (1955))  

 การใช้สายพนัธุ์ recombinant ของแบคทีเรียถูกพฒันาข้ึนเพื่อผลิตสารไวโอ
ลาซีนและอนุพนัธุ์ โดยท าการศึกษายีนที่มีความสัมพนัธ์ในการสังเคราะห์สารไวโอลาซีนและ
อนุพนัธุ์ โดยใช้แบคทีเรีย Pseu. putida สิทธิบตัรเลขที่ CN101386834 และ CN101368169 
ส าหรับ B. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIL ในสิทธิบตัรเลขที่ CN101319219 และ E.coli ถูก
ตีพิมพใ์นวารสาร WO/1999/020799 
  ในปัจจุบนัสารไวโอลาซีนท่ีผลิตจาก J. lividum [98% (minimum 85% ของสารไว
โอลาซีน) และ ดีออกซีไวโอลาซีน, HPLCV9389-1] ได้ผลิตข้ึนเพื่อจ าหน่ายซ่ึงผลิตโดยบริษทั 
SIGMA ALDRICH (accessed in June 17, 2010). 
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 6. จุลนิทรีย์ทีผ่ลติสำรไวโอลำซีน 

6.1  C. violaceum 
             C. violaceum เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่งสั้น หรือ coccobacilli เป็น facultative 

anaerobe ไม่สร้าง endospore เคล่ือนท่ีดว้ย single polar flagellum เป็นแบคทีเรียท่ีพบไดท้ัว่ไปใน
น ้ า เจริญได้ท่ีอุณหภูมิ 15-40 องศาเซลเซียส อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยู่ท่ี 30-35 องศา-
เซลเซียส จะผลิตสารสีม่วงเขม้บน nutrient agar ลกัษณะโคโลนี กลมนูนเล็กน้อยสีม่วงด า ผิว
โคโลนีเรียบ (Durán et al, 2001) 
  C. violaceum จะผลิตกรดจากน ้ าตาลกลูโคส, N-acetylglucosamine, gluconate แต่
จะไม่หมกั    L-arabinose, D-galactose และ D-maltose สามารถเปล่ียนไนเตรทเป็นไนไตรท ์ ให้
ผลบวกในการทดสอบออกซิเดสและคาทาเลส  
  C. violaceum ท  าใหเ้กิดโรคในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมและมนุษย ์ซ่ึง C. violaceum จะ
ผลิต endotoxin ท่ีมีพิษรุนแรงและจะอยู่ท่ี phagocytic cell โดยจะเพิ่มระดับของ superoxide 
dismutase และคาทาเลส การติดเช้ือเน่ืองจากมีการปนเป้ือนจากดิน น ้ า จะท าให้เกิดอาการทอ้งเดิน 
C. violaceum เป็นเช้ือท่ีไม่ค่อยก่อโรคในคน แต่เช้ือเขา้สู่บาดแผลทางผิวหนงัอาจท าให้ถึงชีวิตได ้
เช่น อาจท าใหเ้กิดฝีในปอด เกิดภาวะ sepsis  
 

6.2. J. lividum 
                  เป็นเช้ือแกรมลบมีรูปร่างแท่งขนาด 0.8–1.22.5–6.0 ไมโครเมตร บางคร้ังมีรูปร่าง

เป็นแท่งโคง้หรืออยู่เป็นคู่ๆ การสร้างแคปซูลยงัไม่ชัดเจน แมบ้า้งคร้ังจะเกิดการสร้างเมือก การ
เคล่ือนท่ีจะใชแ้ฟลกเจลล่าท่ีดา้นขา้งของตวัเช้ือ ตอ้งการอากาศในการเจริญ มีการผลิตโคโลนีสีม่วง 
นูนกลมบนอาหารแข็ง ในอาหารเหลวจะมีการสร้างวงแหวนสีม่วงบนผิวหน้าของอาหาร และ
บริเวณรอบๆของภาชนะบรรจุ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญคือ 25 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ
ต ่าสุดท่ีสามารถเจริญคือ 2 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดท่ีเจริญไดคื้อ 32 องศาเซลเซียส ค่า pH 
ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญคือ 7-8 และไม่สามารถเจริญไดท่ี้อาหารท่ีมีค่า pH ต ่ากว่า 5 หรือโซเดียม
คลอไรด ์6 เปอร์เซ็นต ์หรือมากกวา่นั้น เป็น Chemoorganotrophs มีออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็คตรอน
ตวัสุดทา้ยจึงท าให้ตอ้งการออกซิเจนในกระบวนการเมตาบอไลท์ พบไดใ้นน ้ าและดิน บางคร้ังก็
เป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสีย (Pantanella et al., 2007) 
  Shirata และคณะ (2002) พบวา่ J. lividum ท่ีแยกไดจ้ากเส้นใยของไหมท่ีมีสีฟ้า
ม่วง ซ่ึงแบคทีเรียน้ีผลิตจ านวนมาก ซ่ึงเจริญในอาหารบางชนิดท่ีมีกรดอะมิโนเป็นองคป์ระกอบเช่น
ในอาหาร Wakimoto เม็ดสีถูกสกดัดว้ยเมทานอล พบวา่ เป็นส่วนผสมของดีออกซีไวโอลาซีนและ
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ไวโอลาซีน เมด็สีน้ีไม่เพียงแต่น าไปใชย้อ้มเส้นใยธรรมชาติเช่นผา้ไหมผา้ฝ้ายและผา้ขนสัตวเ์ท่านั้น 
แต่สามารถใชย้อ้มเส้นใยสังเคราะห์เช่นไนลอนไดอี้กดว้ย 
  นอกจากน้ีแบคทีเรียอ่ืนๆท่ีถูกค้นพบว่า สามารถสร้างสารไวโอลาซีนได้แก่ 
Alteromonas luteoviolacea, Duganella violaceinnigua (Wang et al., 2009), Ps. tunicata (Franks et 
al., 2005), Ps. luteoviolacea (Yang et al.,2007), Pseu. ulvae (Yada et al.,2008) 
       7. ปัยจัยทีม่ีผลต่อกำรผลติสำรไวโอลำซีน 

           การผลิตสารไวโอลาซีนโดยแบคทีเรียข้ึนอยู่กบัปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น อาหารและ
ส่ิงแวดลอ้ม 

7.1 แหล่งคำร์บอน 
            Pantanella และคณะ (2007) ไดท้  าการศึกษาการผลิตสารไวโอลาซีนโดยเช้ือ J. 

lividum DSM 1522T พบวา่การผลิตสารไวโอลาซีนจะถูกควบคุมโดยแหล่งคาร์บอน โดยการสร้าง
สารสีม่วงถูกยบัย ั้งดว้ยกลูโคสแต่จะถูกกระตุน้ดว้ยกลีเซอรอล ในขณะท่ีการผลิตไวโอลาซีนโดย J. 
lividum (Lu et al., 2009) มีแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมคือซูโครส ปริมาณการผลิตรงควตัถุสีม่วงท่ี
สูงสุดในการทดลองคือ 0.8 กรัมรงควตัถุ/กรัมของน ้ าหนักเซลล์แห้ง Mendes และคณะ 
(2001)ท าการศึกษาการผลิตไวโอลาซีนโดยใชเ้ช้ือ C. violaceum พบวา่แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม
ต่อการเจริญของเซลลคื์อ กลูโคสซ่ึงจะท าใหเ้ช้ือเจริญอยา่งรวดเร็วแต่มีผลต่อการลดการผลิตสารไว
โอลาซีน ในทางกลบักนัถา้ตอ้งการผลิตสารไวโอลาซีนให้ไดป้ริมาณสูงควรใชแ้หล่งคาร์บอนเป็น
น ้าตาลซูโครส 

 
7.2 แหล่งไนโตรเจน 
           จากการศึกษาของ Durán และคณะ (1989) พบวา่ แบคทีเรียตอ้งการเมทไทโอนีน

เพียงตวัเดียวเท่านั้นในการเจริญของเซลล์ ส่วน อะลานีน อาร์จีนีน และทริปโตเฟน กระตุน้การ
เจริญและการสร้างสารไวโอลาซีน Mendes และคณะ (2001) ท าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ผลิตสารไวโอลาซีนโดยใช ้Response Surface Methodology เป็นเคร่ืองมือในการหาสภาวะ พบวา่ 
สารสกดัจากยีสตมี์บทบาทส าคญัต่อการผลิตสารไวโอลาซีน ในขณะท่ี  Riveros และคณะ(1989) 
พบว่ า  ท ริปโตเฟน เ ป็นตัวกระ ตุ้นการสั ง เคราะ ห์ รงควัต ถุ สีม่ วง ใน 9  สายพัน ธ์ุของ 
Chromobacterium sp. เม่ือเติมลงไปในอาหารจะช่วยเพิ่มการผลิตของสารไวโอลาซีน Lu และคณะ 
(2009)ได้ท าการศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนท่ีดีในการเจริญและการสร้างไวโอลาซีนโดยเช้ือ
แบคทีเรีย J. lividum พบว่า casein 5 กรัม/ลิตร  จะให้ผลผลิตท่ีสูงในการผลิตสารไวโอลาซีนซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Riveros และคณะ (1989) ท่ีรายงานวา่สารไวโอลาซีนสามารถสร้างได้

http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=23072832700
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โดยการยอ่ยสลายของเคซีน Wang และคณะ (2009) รายงานวา่ แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตสารสีม่วงจากเช้ือ D.violaceinnigua คือโปรตีนสกดัจากเน้ือววั 1.53 กรัมต่อลิตรร่วมกบั ทริป
โตเฟน 0.74 กรัมต่อลิตรซ่ึงจะผลิตไดไ้วโอลาซีนได ้1.62 กรัมต่อลิตร    

 
7.3 แร่ธำตุ 

  Lu และคณะ (2009) ศึกษาชนิดของแร่ธาตุต่อการผลิตสารไวโอลาซีนจากเช้ือ
แบคทีเรีย J. lividum พบว่า ปริมาณแร่ธาตุในอาหารท่ีเหมาะสมเพื่อเพิ่มการผลิตไวโอลาซีนคือ 
CaNO3 0.6 กรัม/ลิตร   MgSO4 0.5 กรัม/ลิตร  FeSO4 0.01 กรัม/ลิตร riboflavin 0.078 มิลลิกรัม/ลิตร 
และ nicotinic acid 1.08 มิลลิกรัม/ลิตร และจากศึกษาของ Wang และคณะ (2009) ท่ีไดท้  าการศึกษา
ในเช้ือแบคทีเรีย D. violaceinnigua พบว่า ปริมาณของแมกนีเซียมไนเตรท แอมโมเนียม
เฟอรรัสซลัเฟต ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต แมกนีเซียมซลัเฟต มีผลต่อการผลิตสารไวโอ
ลาซีนดว้ยเช่นกนั 
 
 7.4 อุณหภูมิ, พเีอชและกำรให้อำกำศ 

            จุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีอุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมการต่อการผลิตสารไวโอลาซีน
ท่ีแตกต่างกนัเช่น Chromobacterium sp. ท่ีแยกไดจ้ากตะกอนดินในทะเลสาบ Ontario พบว่า
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เช้ือยงัสามารถเจริญไดแ้ต่จะไม่มีการผลิตสารสีม่วง ในขณะท่ีอุณหภูมิ
ระหวา่ง 15-25 องศาเซลเซียส เช้ือจะมีการเจริญและสร้างสารสีม่วง (Inniss and Marfield, 2005)  
ส่วนการศึกษาของ Durán และคณะ(1989) พบวา่ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 จะให้
ผลผลิตของสารไวโอลาซีนท่ีสูง  ในขณะท่ีการผลิตสารไวโอลาซีนโดยเช้ือ J. lividum (Lu et al., 
2009) พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 4-20 องศาเซลเซียส ปริมาณของไวโอลาซีนมีการผลิตท่ี
สูงสุดท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการผลิตไวโอลาซีนอยูใ่นช่วง 7-8 Wang 
และคณะ (2009) รายงานว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารสีม่วงจากเช้ือ D.violaceinnigua 
พบวา่ ค่าพีเอชของอาหารอยูท่ี่พีเอช 6.71 จะผลิตไวโอลาซีนได ้1.62 กรัม/ลิตร ในชัว่โมงท่ี 32 ส่วน 
Ps.  luteoviolacea เป็นแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้ าจะผลิตไวโอลาซีนไดใ้นอาหารเหลวท่ีไม่มี
การกวน หากเพิ่มการกวนจะท าใหก้ารผลิตสารสีม่วงลดลง (Yang et al., 2007) 

 การศึกษาการผลิตสารไวโอลาซีนในสภาวะต่างๆ และจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตสาร
ไวโอลาซีน ผลการทดลองจะแสดงใน Table 4.     

 
 

http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=23072832700
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Table 4.  Violacein production from various microorganisms. 

Soures: Durán และคณะ (2012) 

Strain Comments  Yields 

Psychotropic bacterium RT102 
J. lividum strain DSM1522 
J. lividum S9601 
Marine sediment bacterium 
Pseudoalteromonas 
Psychrotrophic bacterium, XT1 
C. violaceum 
 
Al. luteoviolacea 
 
C. violaceum CCT 3496 
 
C. violaceum B78 
 
 
C. violaceum B78 
 
 
C. violaceum ATCC 553 
 
C. violaceum CCT 3496 
 
Ps. luteoviolacea 
 
Duganella sp B2 
 

Close to J. lividum 
 
 
 
 
Close to J. lividum 
Bacillus violaceum 
 
Marine bacteria 
 
 
 
From Amazon River, 
Manaus, Brazil 
 
From Amazon River, 
Manaus, Brazil 
 
 
 
 
 
From sponge A. 
cavernosa 
From China 
 

20oC; 30 h; pH 6.0 3.5g/L  
25oC 0.016 g/L 
No data were found 
25oC; 96 h 
0.52  g/L 
15oC pH 8 0.8  g/L 
27oC, 144 h pH 6.2  
0.025 g/L 
22oC; 72 h 0.002  g/L 
30oC; 24 h 
Semisolid fermentation 
2.0  g/L 
32oC; 36 h; pH 6.8; 
Semisolid fermentation 
2.6  g/L 
28oC; 24 h; pH 7.2 
Liquid fermentation  
3.4  g/L 
30oC; 72 h; pH 7.2 
0.002  g/L 
30oC;36 h; pH 7.2 
0.43  g/L 
20oC; 240 h 
0.013  g/L 
25oC; 40 h; pH 8.4 
1.62  g/L 
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วตัถุประสงค์ 
1 เพื่อแยกแบคทีเรียท่ีผลิตสารไวโอลาซีน 
2 เพื่อจ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีผลิตสารไวโอลาซีนท่ีแยกได ้
3  เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารไวโอลาซีนของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้
 4  เพื่อแยกสารสกดัสีม่วงท่ีไดใ้หบ้ริสุทธ์ิและพิสูจน์ลกัษณะวา่เป็นสารไวโอลาซีน 
 5  เพื่อศึกษาสมบติัทางชีวภาพของสารไวโอลาซีนท่ีสกดัได ้ 

ขอบเขตของกำรศึกษำ 
                คดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารสีม่วงจากตวัอยา่งดินและแหล่งน ้ าบริเวณต่างๆ
ของพื้นท่ีหาดใหญ่ น ้ าเสียท่ีเก็บจากบ่อบ าบดัน ้ าเสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แข็ง และน ้ าเสีย
บริเวณต่างๆของพื้นท่ีหาดใหญ่ จ าแนกแบคทีเรียท่ีผลิตสารไวโอลาซีนโดยใช้วิธีการทดสอบ
ทางดา้นชีวเคมีและการจดัจ าแนกตาม 16S rDNA หาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารไวโอลาซีน 
และการแยกสารไวโอลาซีนให้บริสุทธ์ิ แล้วศึกษาสมบติัการดูดกลืนแสงและโครงสร้างโดยใช้
เทคนิค FT-IR และ LC-MS แลว้จึงน าศึกษาสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารไวโอลาซีนท่ี
แยกได ้
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บทที ่2 
  

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการวจิัย 
 
วสัดุและอุปกรณ์ 
1.   ตัวอย่างทีใ่ช้แยกเช้ือ 
  ตวัอย่างท่ีน ามาแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารไวโอลาซีนมีทั้งตวัอย่างดิน
และตวัอยา่งน ้า โดยเก็บตวัอยา่งดิน น ้า และน ้าเสีย จากแหล่งต่างๆ ดงัน้ี 
  ตัวอย่างดิน  ดินบริเวณป่าชายเลนของต าบลเกาะยอจงัหวดัสงขลา, ดินบริเวณ
รอบๆอ่างเก็บน ้ าศรีตรังมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์วิทยาเขตหาดใหญ่ ดินบริเวณรอบๆ สระน ้ า
มหาวทิยาลยัหาดใหญ่  ดินบริเวณบ่อตกตะกอน บ่อบ าบดั และบ่อพกัน ้ าของโรงงานอาหารแช่แข็ง                 
เอส เอส โฟรสเซนฟูดส์ จ  ากดัและบริษทั แมนเอ โฟรสเซนฟูดส์ จ  ากดั โดยตวัอย่างดินรอบๆ บ่อ
และตะกอนท่ีตกตะกอนอยูใ่ตก้น้บ่อ เก็บจุดละ 100 กรัม ใส่ภาชนะบรรจุตวัอย่างแลว้น ามาตรวจ
วเิคราะห์จุลินทรียท่ี์สามารถสร้างสารไวโอลาซีนและ total viable count  
  ตัวอย่างน ้าจากแหล่งน ้าธรรมชาติ น ้ าจากแหล่งน ้ าธรรมชาติจะถูกเก็บจากแหล่ง
น ้าต่างในพื้นท่ีของอ าเภอหาดใหญ่ ไดแ้ก่ อ่างเก็บน ้าศรีตรัง มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขต
หาดใหญ่  อ่างเก็บน ้ ามหาวิทยาลยัหาดใหญ่  และ อ่างเก็บน ้ าศรีภูวนาท โดยเก็บจุดละ 10 มิลลิลิตร
ใส่ภาชนะบรรจุตวัอยา่งแลว้น ามาตรวจวิเคราะห์จุลินทรียท่ี์สามารถสร้างสารไวโอลาซีนและ total 
viable count 
  ตัวอย่างน ้าเสีย น ้ าเสียหรือน ้ าทิ้งจากกระบวนการบ าบดัน ้ าเสีย น ้ าบริเวณบ่อ
ตกตะกอน บ่อบ าบดั และบ่อพกัน ้ าของโรงงานอาหารแช่แข็ง เอส เอส โฟรสเซนฟูดส์ จ  ากดัและ
บริษทั แมนเอ โฟรสเซนฟูดส์ จ  ากดั ท่อรวมปล่อยน ้ าเสียโรงพยาบาลมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
คูปล่อยน ้ าเสียตลาดคลองเรียน และ คูปล่อยน ้ าเสียตลาดทุ่งเสา โดยเก็บจุดละ 10 มิลลิลิตรใส่
ภาชนะบรรจุตวัอย่างแลว้น ามาตรวจวิเคราะห์จุลินทรียท่ี์สามารถสร้างสารไวโอลาซีนและ total 
viable count 
 
2.  เช้ือแบคทีเรียที่ทดสอบ เป็นเช้ือท่ีได้รับจากห้องปฎิบติัการเอนไซม์และห้องปฎิบติัการจุล
ชีววิทยา คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ โดยเก็บเช้ือไวใ้นอาหารวุน้เอียง 
NB 
 2.1 B. cereus DMST5540 

http://www.jobth.com/detailcom.php?gid=0000107592MZIFD
http://www.jobth.com/detailcom.php?gid=0000107592MZIFD
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2.2 B. subtilis  
2.3 C. violaceam ATCC 12472 รับไดค้วามอนุเคราะห์ ศ. ดร. ศุภยางค์   วรวุฒิคุณชยั 

ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์วทิยาเขตหาดใหญ่ 
2.4 E. coli DMST4212 
2.5 Listeria monocytogenes DMST17303 
2.6 Proteus mobilis 
2.7 Pseudomonas sp. 
2.8 Salmonella Typhimurium DMST16809 
2.10 S. aureus DMST8840 
 

3. เช้ือราที่ใช้ทดสอบ เป็นเช้ือราท่ีไดรั้บจากห้องปฎิบติัการจุลชีววิทยา คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ เก็บเช้ือไวใ้นอาหารวุน้เอียง PDA 
 3.1 A. niger ATCC6875 

3.2 Fusarium sp. 
3.3  Mucor sp. 
3.4  Pennicilium sp. 
3.5  Rhizopus sp.  
3.6  Tricoderma reesei QM9414 
 

4.  อาหารเลีย้งเช้ือ 
 2.1 Nutrient broth (NB) และ Nutrient broth (NA) ภาคผนวก ก 
 2.3 อาหารเล้ียงเช้ือพื้นฐาน (basal medium) (ดดัแปลงจาก Mendes, 2001) ซ่ึงในอาหาร 1 
ลิตรจะประกอบดว้ยน ้ าตาลซูโครส 5 กรัม ทริปโตเฟน 0.3 กรัม เปปโตน 5 กรัมและ น ้ ากลัน่ 1000 
มิลลิลิตร 
 2.4 Mueller Hinton broth ภาคผนวก ก 
 2.5 PDA agar ภาคผนวก ก 
 
5. สารเคมี 
 สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลองเป็นชนิดคุณภาพวเิคราะห์ (analytical grade) หรือเทียบเท่า 
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สารเคมี บริษัททีผ่ลติ 

Butylated hydroxytoluene (BHT) Sigma 
Crystal violet Sigma 
Chloroform Fluka 
Diethyl ether  Fluka 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma 
1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) Merck 
Ethanol J.T. Baker 
Ethylene diamine tetraacetic acid disodium salt (EDTA) Fluka 
Ferric chloride Sigma 
D-glucose Fluka 
Hexamine (C6H6Na.2H2O) Sigma 
Methanol Fluka 
L-methionine Sigma 
Nitro blue tetrazolium dihydrochloride (NBT) Sigma 
Potassium chloride  Fluka 
Riboflavin Sigma 
Tetramethyl murexide (TMM) Sigma 
Triton X-100 Sigma 
Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-
carboxylic acid) 

Aldrich 

 
6. อุปกรณ์ 
 6.1 เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง รุ่น HF-1200 บริษทั A&D 
 6.2 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง รุ่น BP210s บริษทั Satorius 
 6.3 ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar air flow) รุ่น 5221044 บริษทั Hotpack 
 6.4 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น W350 บริษทั Memmert 
 6.5 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือความดนัไอ (Autoclave) รุ่น SS-325 บริษทั Tomy Seiko 
 6.6 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 420A บริษทั Orion Research 
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 6.7 กลอ้งจุลทรรศน์ รุ่น YS100 บริษทั Nikon 
 6.8 เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น U-200 บริษทั Hitachi 
 6.9 โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
 6.10 เคร่ืองหมุนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) รุ่น 5203 บริษทั Hitachi 
 6.11 เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Centrifuge) ควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Universal 32R บริษทั eppendroff 

6.12 ตูอ้บ (Hot air oven) รุ่น MOV 212 บริษทั Sanyo Eletric 
6.13 เคร่ืองเขยา่ รุ่น 3005 บริษทั Lab-Line 

 6.14 เคร่ืองท าใหเ้ซลลแ์ตก (sonicator) 
 6.15 เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator) 
 
วธีิการวเิคราะห์ 
 
1. การวเิคราะห์สารสกดัไวโอลาซีนหยาบ 

            ท าการวเิคราะห์สารสกดัสีม่วง-น ้ าเงินหยาบโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 575 นาโน
เมตรของสารสกดัตามวิธีของ Wang และคณะ (2009)โดยน าน ้ าเล้ียงเซลล์ 1 มิลลิลิตรป่ันแยกเซลล์
ท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนด้วยน ้ ากลัน่แล้วป่ันท่ี 
10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติมเอทานอล 1 มิลลิลิตร แลว้ท าให้เซลล์แตก
โดยการ sonication โดยใชค้วามถ่ี 200 W เป็นเวลา 10 นาที แยกเซลล์ออกจากสารสกดัโดยป่ันท่ี 
10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 575 นาโน
เมตรโดยใชสู้ตรค านวณความเขม้ขน้ของสารไวโอลาซีน (น ้าหนกัโมเลกุล 343.33) 

                                      ε575 = 2.97 10-2 ml/µg per cm 
  ซ่ึงสมการน้ีอา้งอิงจากกฎของเบียร์และแลมเบิร์ตท่ีแสดงถึงความสัมพนัธ์ระหวา่ง
ความเขม้ของแสงท่ีถูกดูดกลืนกบัความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งดงัน้ี 

                                      log I0/I = A = εlc 
ก าหนดให้  I0 คือ ความเขม้แสงเม่ือเร่ิมตกกระทบสาร (intensity of incident light) 
I คือ ความเขม้แสงหลงัผา่นสารตวักลาง (intensity of transmitted light) 
A คือ ค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) 
ε คือ ค่าสภาพดูดกลืนโมลาร์ (molar absorptivity) มีหน่วยเป็น dm3 cm-1 g-1 

l คือ ความหนาของตวักลาง มีหน่วยเป็น 1 cm 
c คือ ความเขม้ขน้ของสารละลาย มีหน่วยเป็น g-1 dm3 หรือ mol L-1 หรือ molar 
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2. การหาน า้หนักเซลล์แห้ง   
                        หาน ้ าหนกัแห้ง( AOAC, 1999) โดยน าหลอดทดลองขนาดเล็ก(microcentrifuge 
tube)  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร อบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง  ทิ้งให้เยน็ในเดซิเคเตอร์  
แล้วน าไปชั่งน ้ าหนักท่ีแน่นอนด้วยเคร่ืองชั่ง 4 ต าแหน่ง  ท าซ ้ าจนน ้ าหนักคงท่ี น าตวัอย่าง 1 
มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็กท่ีชัง่แลว้ ป่ันเหวี่ยงดว้ยอตัราเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา  10 นาที เทส่วนใสทิ้งและลา้งตะกอนเซลล์ท่ีไดด้ว้ยน ้ ากลัน่ 2-3 คร้ังโดยใชเ้คร่ืองหมุนเหวี่ยง
แลว้น าเซลลท่ี์บรรจุในหลอด อบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสประมาณ  24 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้ห้เยน็ใน
เดซิเคเตอร์  แลว้ชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอนดว้ยเคร่ืองชัง่  4 ต าแหน่ง  ท าซ ้ าจนน ้ าหนกัคงท่ี หลงัจากนั้น
ค านวณหาน ้าหนกัของเซลลท่ี์มีหน่วยเป็นกรัมต่อลิตร โดยใชสู้ตรค านวณ  
 
 น ้าหนกัหลอดทดลองท่ีมีเซลลห์ลงัอบแหง้ – น ้าหนกัหลอดทดลองเปล่า  1000 
 
3.  การวดัการเจริญของเช้ือ 
  ตรวจวดัการเจริญของเช้ือโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต-
มิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร โดยเก็บตวัอย่าง 1 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ลา้งตะกอนเซลล ์
2 คร้ังดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 0.85% น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาท่ีเป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง แลว้เติมสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 0.85% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ละลายตะกอนก่อนน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสง โดยใชส้ารละลายโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0.85% เป็นแบลงค ์  
 
4. การวเิคราะห์หาสารไวโอลาซีนโดยใช้ HPLC 
              น าตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิจากการสกดัโดย soxhlet ในการละลายเอทานอล
ใชค้อลมัน์ DELTA PAKC18 analytical column(30 มิลลิเมตรx 30 มิลลิเมตร)  ท่ีมีขนาดรูพรุน 100 
องัสตรอม เส้นผ่าศูนยก์ลาง 15 ไมโครเมตร อุณหภูมิของคอลมัน์เท่ากบั 23 องศาเซลเซียส ใช้
สารละลายเมทานอล 75% เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ตรวจสอบโดยใชค้วามยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร โดย
แต่ละคร้ังจะท าการฉีดสารตวัอย่างใน HPLC เก็บ fraction ในการฉีดตวัอย่างแต่ละคร้ัง โดย
เปรียบเทียบกบัสารไวโอลาซีนมาตรฐานท่ีจากเช้ือC. violaceum ATCC 12472  น าสารท่ีไดม้า
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ระเหยตวัท าละลายออกโดยใช้ระเหยสุญญากาศ จนเป็นผลึก ป่ันเหวี่ยงและท าให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 
105 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตามวธีิการศึกษาของ Rettori และ Durán (1998)  
 
5. การวเิคราะห์หาสารไวโอลาซีนโดยใช้ Fourier Transform Infrared Spectrometer 
   น าตวัอย่างสารไวโอลาซีนท่ีได้จากการท าบริสุทธ์ิโดยการวิเคราะห์ HPLC มา
ตรวจสอบองคป์ระกอบสารเบ้ืองตน้ของสารไวโอลาซีน โดยใช ้FT-IR โดยส่งตรวจวิเคราะห์ท่ีศูนย์
เคร่ืองมือวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
 
6. การวเิคราะห์หาสารไวโอลาซีนโดยใช้ Liquid chromatography Mass spectrometer 
   น าตวัอย่างสารไวโอลาซีนท่ีได้จากการท าบริสุทธ์ิโดยการวิเคราะห์ HPLC มา
ตรวจสอบหาน ้ าหนกัเของสารไวโอลาซีน โดยใช้ LC-MS โดยส่งตรวจวิเคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือ
วทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
 
7. การตรวจหาการรอดชีวติของเซลล์ ( MTT assay ) 

 ส าหรับการทดลองการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งไดท้  าการวเิคราะห์ท่ีภาควิชา
ชีวเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ วทิยาเขต หาดใหญ่ MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide) เป็นสีสังเคราะห์ประเภท tetrazolium salt เทคนิคน้ีใชท้ดสอบ
การท างานของเอนไซมซ์คัซิเนตดีไฮโดรจีเนส (succinate dehydrogenase) ในไมโตคอนเดรีย โดย
เล้ียงเซลล์ MDA-MB-468 และ MCF-12A จ านวน 2 104 เซลล์/หลุม ใน 96-well plate บ่มในตู้
เล้ียงเซลล์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อให้มีจ  านวนเซลล์ ประมาณ 70% ของจานเพาะเล้ียง จากนั้นบ่ม
เซลล์ดว้ยอาหารท่ีผสมดว้ยสารสกดัหยาบและสารสกดับริสุทธ์ิของสารไวโอลาซีน ท่ีเวลา 24, 48 
และ 72 ชัว่โมง ตามล าดบั เม่ือครบก าหนด ดูดอาหารเก่าออก ลา้งเซลล์ดว้ย 1  PBS ปริมาตร     
100 ไมโครลิตร แลว้เติมสารละลาย MTT ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  100 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีในท่ีมืด จะเกิดผลึกสีม่วงของ 
formazan (MTT metabolites) จากนั้นละลายตะกอนด้วยไดเมททิลซัลฟอกไซด์ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 570 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง microplate reader spectrophotometer (Carvalho et al., 2006) 
จากนั้นค านวณหาเปอร์เซ็นตข์องเซลลท่ี์รอดชีวติดงัสมการ 
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เปอร์เซ็นตเ์ซลลท่ี์รอดชีวติ = (O.D.ของเซลลท่ี์ไม่ไดบ่้มดว้ยสารสกดั - O.D ของเซลลท่ี์บ่มดว้ยสกดั)   100 
                             O.D. ของเซลลท่ี์ไม่ไดบ่้มดว้ยสารสกดั 

   
 
7. การวเิคราะห์ค่าทางสถิติ 
  ในแต่ละขั้นตอนของการศึกษาการตรวจสอบความสามารถในการยบัย ั้งการตา้น
อนุมูลอิสระ การเจริญของแบคทีเรีย  เ ช้ือรา และ เซลล์มะเร็งโดยก าหนดให้จ  านวนซ ้ า 
(Replication)ในการทดลองแต่ละคร้ังเท่ากบั  3 ซ ้ า และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดย
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) โดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SPSS (Statistic 
Package for the Social Science) version 14.0 และใชโ้ปรแกรม Design- Expert version 7 ในการ
วเิคราะห์หาสภาวะท่ีเหมาะสม 
 
วธีิการวจัิย 

 
1. การคัดเลอืก และแยกเช้ือจุลนิทรีย์ทีส่ามารถผลติสารไวโอลาซีน 

                     น าตวัอยา่ง (ดินและน ้ าเสีย) 1 กรัมหรือ 1 มิลลิลิตรเติมในสารละลายน ้ าเกลือ 
0.85% ปริมาตร 9 มิลลิลิตรเพื่อท าการเจือจางตามล าดบั (serials dilution) แลว้น าตวัอยา่งปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตรมาเกล่ียบนอาหาร NA ท่ีเติมทริปโตเฟน 0.74 กรัมต่อลิตรและอาหาร NA ธรรมดาเพื่อ
หา total viable count บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นท าการนบัเช้ือ
บนจานอาหารท่ีมีโคโลนีตั้งแต่ 30-300 โคโลนี และคดัเลือกเช้ือท่ีมีโคลีนีสีม่วง (Kuburger and 
May, 1982) น าโคโลนีสีม่วงไปเข่ียลงบนอาหารแข็ง NA และแยกจนกระทัง่ไดเ้ป็นเช้ือบริสุทธ์ิ 
ก่อนน าเช้ือไปเล้ียงไวบ้นอาหาร NB  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดูดเช้ือ
ข้ึนมา 0.5 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กแลว้เติมกลีเซอรอล 60% ท่ีฆ่าเช้ือแล้ว 0.5 
มิลลิลิตร เก็บเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
2.  การจ าแนกเช้ือจุลนิทรีย์ที่สร้างสารไวโอลาซีน 

คดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีสีม่วงแยกไดจ้ากตอนท่ี 1 อยา่งนอ้ย 1 เช้ือ มาเล้ียงใน
อาหารเหลวสูตร NB ในสภาวะควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที เก็บตวัอย่างเช้ือท่ีอยู่ในระยะ log phase แลว้เจือจางให้มีค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์
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แขวนลอยท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรเท่ากบั 1 ซ่ึงจะมีความเขม้ขน้ของเช้ือเท่ากบั 107 โคโลนี
ต่อมิลลิลิตร ก่อนน าไปวเิคราะห์ตามขั้นตอนดงัน้ี    

 
 2.1   การศึกษาสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียทีผ่่านการคัดเลือก 

ทดสอบการยอ้มติดสีแกรมตามวธีิการของ Sánchez และคณะ (2004) แลว้น าไป
ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก าลงัขยาย 1000 เท่า 
 

2.2  การทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือแบคทเีรียทีไ่ด้  
                   การทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดโ้ดยท าการทดสอบการเจริญท่ี
อุณหภูมิ 4 และการเจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, egg yolk reaction, การผลิตกรดจากน ้ าตาลท
รีฮาโลส, น ้ าตาลอะราบิโนส และน ้ าตาลไซโลส, การยอ่ยสลายเคซีน, การยอ่ยสลายเอสคูลิน, การ
หมกัน ้ าตาลกลูโคส (O/F test), และการสร้างarginine decarboxylase ตามวิธีของ Moss และคณะ 
(1978) 
 

2.3  การเทียบเคียงเช้ือแบคทเีรียที่คดัแยกได้ด้วย 16S rDNA  
             การวิเคราะห์เชิงโมเลกุลของเช้ือแบคทีเรียท่ีผ่านการคดัเลือกโดยการสกัดยีน    

16S rDNA โดยใช้ชุดสกดั DNA หลงัจากนั้นน ามาเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) โดยใช้ primer 1492R (5´GGTTACCTTGTTACGACTT3´) และ 8F (5´ 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3´) หลงัจากนั้นเตรียม agarose gel ความเขม้ขน้ 1% แลว้น ามา
วางใน chamber ท่ีบรรจุ TAE buffer (Tris-acetate buffer) แลว้ท าการหยดตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีผสมกบั 
loading dye แลว้ ลงไปในช่องของแผ่น agarose gel ท่ีเตรียมไว ้หลงัจากใส่ตวัอย่างเสร็จให้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลล์ เป็นเวลา 24 นาที เม่ือครบเวลาน าแผ่น agarose gel แช่ในสารละลาย 
ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ลา้งน ้ า 2 คร้ัง เพื่อลา้ง 
ethidium bromide ส่วนท่ีเกินออกจาก agarose gel เน่ืองจากสาร ethidium bromide สามารถ
ก่อให้เกิดมะเร็งได ้หลงัจากนั้นน าแผน่ agarose gel ส่องภายใตแ้สง UV จะเห็นแถบดีเอ็นเอเรือง
แสง เปรียบเทียบขนาดกบั molecular marker แล้วเปรียบเทียบล าดบัเบสจากฐานขอ้มูลยีนบน 
BLAST (Altschul et al., 1997) และใชโ้ปรแกรม ClustalW Multalign  software (Higgins et al., 
1994)  
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3.  ผลของปัจจัยทางกายภาพทีเ่หมาะสมต่อการผลติสารไวโอลาซีน 
 3.1 การเตรียมกล้าเช้ือเร่ิมต้น 
  น าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกจากขอ้ท่ี 2 โดยน าเช้ือมาเล้ียงในอาหารเหลว NB  ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร โดยเตรียมกลา้เช้ือแบคทีเรียใน ฟลาสก์ 250 มิลลิลิตร บ่มบนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรับความเขม้ขน้เช้ือเร่ิมตน้โดย
ใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรใหไ้ดเ้ท่ากบั 1.0 (จ  านวนเซลล์เร่ิมตน้เท่ากบั 
107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) ก่อนน าไปใชเ้ป็นกลา้เช้ือเร่ิมตน้ในอตัราส่วน 10% 
 
 3.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลติสารไวโอลาซีน 

  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 10% ลงไปในอาหารเหลว NB 100 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ท าการศึกษาหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมโดยน าไปบ่มท่ี 25, 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส เขยา่
ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมงแลว้ วิเคราะห์สารสกดัไวโอลาซีนหยาบและ
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ดงัวธีิการวเิคราะห์ในขอ้ท่ี 1 และ 2  

 
 3.3 การศึกษาผลของการให้อากาศทีเ่หมาะสมต่อการผลติสารไวโอลาซีน 

  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 10% ลงไปในอาหารเหลว NB 100 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร เล้ียงในอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีไดจ้ากขอ้ท่ี 3.1 น าไปเขย่าดว้ยเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 
100, 150, 200 และ 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชัว่โมงแลว้ วิเคราะห์สารสกดัไวโอลาซีนหยาบ
และน ้าหนกัเซลลแ์หง้ดงัวธีิการวเิคราะห์ในขอ้ท่ี 1 และ 2  
 
4. การศึกษาระดับที่เหมาะสมขององค์ประกอบอาหารที่มีผลต่อการผลิตสารไวโอลาซีนของเช้ือ
แบคทีเรียที่ได้ ด้วยวิธี  Response Surface Methods (RSM) โดยวางแผนการทดลองแบบ Central 
Composition Design (CCD) 

   เพื่อท าการศึกษาปริมาณของแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) แหล่งไนโตรเจน(เปปโตน) 
และสารชกัน าท่ีมีผลต่อการผลิตสารไวโอลาซีน (ทริปโตเฟน)ของเช้ือท่ีคดัเลือกได ้โดยมีการวาง
แผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) โดยก าหนดค่าสูงสุดและค่าต ่าสุดเป็น 5 
ระดบัดงัแสดงใน Table 5 และ 6 น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วิเคราะห์สารสกดัไวโอลาซีนหยาบและน ้ าหนกัเซลล์แห้งดงั
วธีิการวเิคราะห์ในขอ้ท่ี 1 และ 2  
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Table 5. The coded levels and real values of the independent variables in the response surface 
methodology.  

Variable Parameter 
(g/L) 

Level coding 
-α -1 0 1 +α 

X1 
X2 
X3 

Sucrose 
Peptone 

Tryptophan 

7.40 
8.04 
0.80 

8.40 
9.40 
0.94 

10.40 
11.40 
1.14 

12.40 
13.40 
1.34 

13.76 
14.76 
1.48 

 

Table 6. The central composition design of the significant variables (in coded level). 

Run X1 X2 X3 

1 -1 -1 -1 

2 1 -1 -1 

3 -1 1 -1 

4 1 1 -1 

5 -1 -1 1 

6 1 -1 1 

7 -1 1 1 

8 1 1 1 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

12 0 0 0 

13 -α 0 0 

14 α 0 0 
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Run X1 X2 X3 

15 0 -α 0 

16 0 α 0 

17 0 0 -α 

18 0 0 α 

 
5. การศึกษาช่วงเวลาทีเ่หมาะสมในการผลติสารไวโอลาซีน 
  น าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดม้าเล้ียงในอาหารเหลวท่ีท าการหาองคป์ระกอบอาหารท่ี
เหมาะสมจากขอ้ท่ี 4 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งคร้ังละ 1 มิลลิลิตรท่ีเวลา 0 3 6 12 24 36 48 
และ 72 ชัว่โมงตามล าดบั น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ต่อนาที น าตะกอนไปวิเคราะห์วิเคราะห์สารสกดัไวโอลาซีนหยาบและการเจริญของเช้ือดงัวิธีการ
วเิคราะห์ในขอ้ท่ี 1 และ 2 โดยท า 3 ซ ้ า 
 
6.  การสกดัและการท าให้สารไวโอลาซีนและอนุพนัธ์ให้บริสุทธ์ิ 
   การสกดัสารไวโอลาซีนให้บริสุทธ์ิโดยดดัแปลงจากวิธีการของ Durán และคณะ
(1994) โดยเล้ียงเช้ือจุลินทรียท่ี์ไดใ้นอาหารท่ีเหมาะสมแลว้น าไปเหวี่ยงแยกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 7,500 รอบ ต่อ นาที นาน 20 นาที เพื่อแยกส่วนของเหลวออกจากเซลล์ของจุลินทรีย ์แลว้
ล้างเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85% สองคร้ัง ก่อนน าเซลล์ไปสกัดด้วย
สารละลายเอธานอลเขม้ขน้ 95% ในปริมาตร 5 เท่าของปริมาตรเซลล์เร่ิมตน้ ก่อนน าไปเหวี่ยงแยก
ดว้ยความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที นาน 20 นาที แลว้จึงสกดัดว้ยเอธานอลอีกคร้ัง เก็บสารละลายส่วน
ใสท่ีมีสีม่วงไประเหยเอาเอธานอลออก แลว้จึงน าไปท าให้บริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนโดยการใชชุ้ดสกดัแบบ 
Soxhlet โดยใช้คลอโรฟอร์มเพื่อสกดัเอาไขมนัออกนาน 3 ชัว่โมง แลว้จึงน าเอาส่วนน้ีออกแล้ว
เปล่ียนตวัท าละลายเป็นไดเอธิลอีเธอร์ นาน 3 ชัว่โมง (สกดัสารดีออกซีไวโอลาซีน) แลว้เปล่ียนเป็น
เอธานอลเพื่อสกดัไวโอลาซีนท่ีเหลือนาน 3 ชัว่โมง แลว้จึงน าขวดกน้กลมท่ีรองรับเอธานอลและ
สารสกดัไประเหยดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศจนกระทัง่แหง้และชัง่น ้าหนกัเพื่อวดัปริมาณสารสกดั
ท่ีได ้น าสารสกดัไปท าให้บริสุทธ์ิโดยวิธีการ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
ตามวธีิการวเิคราะห์ท่ี 4 แลว้น าไปวเิคราะห์เอกลกัษณ์การดูดกลืนแสง  FT-IR และ LC-MS 
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7.  การตรวจสอบสมบัติการต้านออกซิเดชันของสารไวโอลาซีนทีส่กดัได้ 
   น าสารสกดัไวโอลาซีนท่ีไดจ้ากขอ้ 6 มาทดสอบสมบติัต่าง ๆ โดยเตรียมสารท่ีมี
ความเขม้ขน้ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรดงัน้ี 
      ชัง่สารไวโอลาซีน 0.1 กรัม น าสารชัง่ไดใ้ส่ลงไปในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร เติม DMSO ลงไปละลายไวโอลาซีนและปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร จะได้
สารละลายไวโอลาซีนความเขม้ขน้ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไปใชใ้นการตรวจสอบสมบติัการ
ตา้นออกซิเดชนัและการทดสอบสมบติัการออกฤทธ์ิยบัย ั้งทางชีวภาพของสารไวโอลาซีน 
 
    7.1 สมบัติการจับอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (O2

._) 
  การทดสอบสมบติัการจบัอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ใช้วิธีการของ Bayer และ 
Fridovich (1987) โดยน าสารไวโอลาซีนมาท่ีเตรียมเป็นสารละลายความเขม้ขน้ต่างๆ( เตรียมจาก 
stock ท่ีมีความเขม้ขน้ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาเจือจางในสารละลายเมธานอลความเขม้ขน้ 
95% ปริมาตร 20 ไมโครลิตรให้ไดค้วามเขม้ขน้ 10 20 30 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
แลว้น าไปผสมกบัสารละลายผสมของ 9.9 mM L-methionine, 1.72 mM NBT, 1% (w/v) Triton X-
100 และ 117 µM riboflavin ใน 50 mM K2HPO4, pH 7.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หลงัจากกนั้นส่อง
ดว้ยแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต ์(fluorescent lamp) ความเขม้ 40 วตัต ์นาน 7 นาที น าไปวดัค่า
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและใส่เมธานอลแทนสารไว
โอลาซีน ซ่ึงชุด sample blank ท่ีมีสารสกดักบั reagent ต่างๆ ยกเวน้ riboflavin โดยใชชุ้ดควบคุมท่ี
ไม่เติม riboflavin ลงไปเป็น blank น าค่าท่ีวดัไดม้าค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารดกัจบัอนุมูล O2

._ จาก
สูตร 
 
  % scavenging = [A control ( A sample  - A sample blank )/ A control ] 100 
   A sample       = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 
   A sample blank = ค่าการดูดกลืนแสงของสารไวโอลาซีน 
   A control        = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
 
จากนั้นค านวณหาค่า IC50 (ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถดกัจบัอนุมูล O2

._ ได ้ 50%) จาก
กราฟระหวา่ง % การดกัจบัอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด ์กบัความเขม้ขน้ของสารไวโอลาซีน 
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 7.2 สมบัติในการจับเหลก็ Fe2+ 

  การทดสอบสมบติัการจบัหล็ก Fe2+ใชว้ิธีการของ Shimada และ คณะ (1992) โดย
น าสารละลายไวโอลาซีนท่ีเตรียมเป็นสารละลายความเขม้ขน้ความเขม้ขน้ต่างๆ( เตรียมจาก stock ท่ี
มีความเขม้ขน้ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาเจือจางในในสารละลาย 10 mM hexamime, pH 5 
โดยเตรียมจาก hexamine 1.4 กรัม ผสมกบั KCl 0.74กรัม ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร ปริมาตร 2 
มิลลิลิตรให้ไดค้วามเขม้ขน้ 0.25 0.50 1 2 4 และ 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นเติมสารละลาย 
3 mM FeSO4 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เติม 1 mM TMM ท่ีละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร วางทิ้งไว ้3 นาท่ีท่ีอุณหภูมิหอ้ง น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 485 นา
โนเมตร เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีใช้เฉพาะบฟัเฟอร์แทนสารสกดั น าค่าท่ีวดัไดม้าค านวณหา
เปอร์เซ็นตก์ารจบั Fe2+ จากสูตร 
  % chelation = [(A sample - A control )/ A control ]  100 
   A sample = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 
   A control = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
จากนั้นค านวณหาค่า IC50 (ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถดกัจบัอนุมูล Fe2+ ได ้ 50%) จาก
กราฟระหวา่ง % การจบัเหล็กกบัความเขม้ขน้ของสารไวโอลาซีน 
 
8.  การทดสอบสมบัติการออกฤทธ์ิยบัยั้งทางชีวภาพของสารไวโอลาซีน 
 
 8.1 ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  
  การทดสอบความสามารถของสารไวโอลาซีนในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ประกอบดว้ยแบคทีเรียแกรมลบไดแ้ก่ E. coli, Pro. mobilis, Pseu. aeruginosa และ Salmonella 
Typhimurium, แบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ B. cereus B. subtilis L. monocytogenes และ S. aureus  
 
  8.1.1 การเตรียมเช้ือทีใ่ช้ทดสอบ 
  น าเช้ือจุลินทรียท่ี์ทดสอบมาเล้ียงในอาหารเหลว NB ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เพื่อก าจดัส่วน
ของอาหารเหลวออก แลว้น าตะกอนเซลล์มาละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 0.85% 
จนกระทัง่ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของเซลลท่ี์ 107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ตามวิธีการของ Richards และ
คณะ (1993)  
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  8.1.2 การทดสอบกจิกรรมการยบัยั้งแบคทเีรีย 
  เตรียมอาหาร Mueller Hinton Broth ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 เท่า (Double strength) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรจ านวน 8 หลุมใส่ในหลุมของ 96 well microplate  หลงัจากนั้นใส่สารละลาย
ไวโอลาซีน 0.5 มิลลิลิตร (เตรียมจาก stock ท่ีไดจ้ากวิธีการวิจยัขอ้ท่ี 7 ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 520 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรโดยน ามาเจือจางในสารละลาย DMSO เขม้ขน้ 0.2% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร) 
ในหลุมท่ี 1ท่ีมีอาหารอยู ่ท  าการเจือจางแบบ 2-fold serial dilution จะไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 
260 130 65 32.5 16.25 8.13 4.07 2.03 1.01 และ 0.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้เติมเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีเตรียมไวต้ามขอ้ท่ี 8.1.1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียสนาน 24 ชัว่โมง 
สังเกตความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ เปรียบเทียบกบัชุดทดลองควบคุมโดยชุดควบคุม positive จะท า
การเล้ียงเช้ือในอาหารเพียงอยา่งเดียว เพื่อให้เช้ือเจริญ ส่วนชุดควบคุม negative จะไม่เติมเช้ือใน
อาหารแต่จะมีการเติมสารไวโอลาซีนลงไปในอาหาร (Nakamura et al., 2003) โดยให้หลุมท่ีมีความ
เขม้ขน้ต ่าสุดท่ีท าให้อาหารเล้ียงเช้ือไม่ขุ่นเป็นค่า Minimum inhibitory concentration (MIC) น า
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่ขุ่นทุกหลุมไปเพาะบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller Hinton Agar สังเกตการณ์
เจริญของเช้ือ ค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือเป็นค่า Minimum Bactericidal 
Concentration (MBC) 
 
 8.2   ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือรา 
  การทดสอบความสามารถของสารไวโอลาซีนในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรานั้น
จะทดสอบหาค่า MIC โดยดดัแปลงจากวิธี Broth dilution ของ NCCLS-M38-A (Chenielle et al., 
2009)โดยน าเช้ือราเช้ือราแต่ละชนิด( A. niger, Fusarium sp., Mucor sp., Pennicilium sp., Rhizopus 
sp. และ T. reesei ) มาเพาะบนอาหารแข็ง PDA ท่ีเติมยาปฎิชีวะฃนะ streptomycin เขม้ขน้ 200 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเพื่อป้องกันการเจริญของแบคทีเรีย บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 
สัปดาห์ หลงัจากนั้นเตรียมสารแขวนลอยสปอร์โดยใช ้Tween 80 ความเขม้ขน้ 0.1% มาเจือจางให้
ไดค้วามเขม้ขน้ของสปอร์ เท่ากบั 106- 108 cfu/มิลลิลิตร น าสารสกดัไวโอลาซีนท่ีละลายใน DMSO 
0.2% มาเจือจางในอาหารเหลว PDB แบบ 2-fold dilution ใน 96-well microtiter plate (100 
ไมโครลิตร) เติมสารแขวนลอยสปอร์ ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร ความเขม้ขน้ละ 2 หลุม จะได้
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 260 130 65 32.5 16.25 8.13 4.07 2.03 1.01 และ 0.50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 72 ชั่วโมง อ่านค่า MIC ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ี
สามารถยบัย ั้งเช้ือราได ้ 
                



 36 

  8.3   ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติ 
  การทดสอบความสามารถของสารไวโอลาซีนต่อการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งเต้านม 

(MDA-MB-468)โดยเล้ียงในอาหารอาหาร DMEM ท่ีมี fetal bovine serum 10%, penicillin 50 
หน่วย/มิลลิลิตรและ streptomycin 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัเซลล์เตา้นมปกติ 
(MCF-12A) ซ่ึงเล้ียงในอาหาร DMEM และ Ham's F12 ในอตัราส่วน 1:1(PAA Laboratories 
GmbH) ท่ีมี horse serum 5%, Human epidermal growth factor 20 นาโนกรัม/มิลลิลิตร, cholera 
toxin 100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร, bovine insulin 0.01 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรและ hydrocortisone 95% 
ปริมาตร 500 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ภายหลงัจากการเล้ียงจึงน าเจือจางเซลล์ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย
ท่ี 2×105เซลลมิ์ลลิลิตร แลว้ถ่ายลงในไมโครเพลทก่อนน าไปเล้ียงไวใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยควบคุมปริมาณของแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เท่ากบั 5% และปริมาณของอากาศ
เท่ากบั 95% บ่มไวน้าน 24 ชัว่โมงก่อนท่ีจะเติมสารละลาย N-Acetyl cysteine เขม้ขน้ 25 มิลลิโม
ลาร์แล้วบ่มไวใ้นสภาวะเดิมนาน 1 ชั่วโมง แล้วจึงเติมสารละลายไวโอลาซีนท่ีมีความเข้มข้น
ต่างๆกนั (0.25 0.5 1 2 และ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ท่ีละลายใน DMSO เขม้ขน้ 0.1% หลงัจาก
นั้นจึงน าตวัอยา่งไปบ่มไวใ้นสภาวะเดิมแลว้เก็บตวัอย่างในชัว่โมงท่ี 24, 48 และ 72 ชัว่โมง เพื่อ
น าไปวเิคราะห์หาปริมาณของเซลล์ท่ีอยูร่อดโดยใชว้ิธีการ MTT Assay (Carvalho et al., 2006) ตาม
วิธีการวิเคราะห์ขอ้ท่ี 7  น าค่าท่ีวดัไดม้าพล็อตกราฟเปอร์เซ็นตก์ารรอดของเซลล์ (% survival) กบั
ความเขม้ขน้ท่ีท าการทดสอบ แลว้น ามาค านวณหาค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีท าให้เซลล์ลดลง 50%  
(IC50)   
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บทที ่3 
  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 
1. ผลการคัดเลอืกและแยกเช้ือแบคทเีรียทีส่ามารถผลติสารไวโอลาซีน 
  ท  ำกำรเก็บตวัอยำ่งน ้ ำจำกธรรมชำติ (อ่ำงเก็บน ้ ำมหำวิทยำลยัสงขลำนครินทร์ อ่ำง
เก็บน ้ ำมหำวิทยำลยัหำดใหญ่ และอ่ำงเก็บน ้ ำศรีภูวนำท) ตวัอย่ำงดินและน ้ ำเสียบริเวณพื้นท่ีรอบ
หำดใหญ่ ( ท่อรวมปล่อยน ้ ำเสียโรงพยำบำลสงขลำนครินทร์ คูปล่อยน ้ ำเสียจำกตลำดคลองเรียน 
และ คูปล่อยน ้ ำเสียจำกตลำดทุ่งเสำ) โรงงำนผลิตอำหำรแปรรูปทะเล (เอส เอส โฟรสเซนฟูดส์ 
จ  ำกดัและบริษทั แมนเอ โฟรสเซนฟูดส์ จ  ำกดั) และตวัอย่ำงดินจำกป่ำชำยเลนของต ำบลเกำะยอ 
เพื่อคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์ท่ีสำมำรถผลิตสำรไวโอลำซีนโดยน ำตัวอย่ำงมำท ำกำรเจือจำงใน
สำรละลำยโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ก่อนน ำตวัอยำ่งปริมำตร 0.1 มิลลิลิตรมำเกล่ียบนอำหำร NA ท่ี
เติมทริปโตเฟน 0.74 กรัมต่อลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสนำน 24 ชัว่โมง ผลกำรทดลอง
ดงัแสดงใน Table 7 โดยตวัอยำ่งดินมีแบคทีเรียทั้งหมด 6.8 107 – 8.9 108 โคโลนีต่อกรัม และ
ตวัอยำ่งน ้ ำธรรมชำติและน ้ ำเสียมีแบคทีเรียทั้งหมด 5.7107 – 8.7 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร และ
แบคทีเรียท่ีพบในตวัอยำ่งเกือบทั้งหมดไม่มีแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีลกัษณะสีม่วง มีเพียงตวัอยำ่งเดียว
ท่ีมีแบคทีเรียท่ีสำมำรถให้โคโลนีสีม่วง-น ้ ำเงิน 3.4105 โคโลนีต่อมิลลิลิตร จำกตวัอยำ่งน ้ ำทิ้ง
โรงพยำบำลสงขลำนครินทร์เท่ำนั้น ซ่ึงจะตั้งช่ือวำ่ไอโซเลท VB.1 
  จำกผลกำรทดลองกำรคดัเลือกเช้ือท่ีสำมำรถผลิตท่ีผลิตสำรไวโอลำซีนจำกบริเวณ
หรือแหล่งท่ีพบเช้ือท่ีสำมำรถผลิตสำรไวโอลำซีนนั้นจะอยูต่ำมแหล่งน ้ ำแถบร้อนช้ืน (Balows et al. 

1992) เม่ือท ำกำรวดัอุณหภูมิของน ้ ำเสียโรงพยำบำลสงขลำนครินทร์พบวำ่ มีอุณหภูมิอยูท่ี่ประมำณ 
25-30 องศำเซลเซียส ลกัษณะโคโลนีของเช้ือท่ีพบมีลกัษณะโคโลนีมีสีม่วงเขม้ออกน ้ ำเงิน นูน
เล็กนอ้ย มนัวำวแต่ไม่มีเมือก เม่ือน ำมำยอ้มสีแกรมแลว้ส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์พบวำ่เช้ือแบคทีเรีย
มีกำรติดสีแกรมลบ (สีแดง) มีรูปร่ำงเป็นแท่งสั้ น ท ำกำรแยกให้ได้เป็นเช้ือบริสุทธ์ิแล้ว เก็บ
แบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดไ้วใ้นกลีเซอรอล 30% ท่ีอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 

 
 
 
 
 

http://www.jobth.com/detailcom.php?gid=0000107592MZIFD
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Table 7. Total viable count and purple colony count from samples. 
Sample 
types 

No. Area Total cout 
(CFU/g or 

mL) 

Purple colony 
(CFU/g or 

mL) 
 

Soil 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Water 

 
 

Waste 
water 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 

 

 
Mangrove forest  
Mangrove forest (under  Mangrove  root) 
Sediment tank     (SS Frozen Food) 
Treatment tank    (SS Frozen Food) 
Cesspool              (SS Frozen Food) 
Sediment tank      (Man A Frozen Food) 
Treatment pond    (Man A Frozen Food ) 
Cesspool                (Man A Frozen Food ) 
Sri-Trang pond 
Hat-Yai University pond 
Sri-Trang pond 
Hat-Yai University pond 
Sri-Po pond 
Sediment tank     (SS Frozen Food) 
Treatment tank    (SS Frozen Food) 
Cesspool              (SS Frozen Food) 
Sediment tank      (Man A Frozen Food) 
Treatment pond    (Man A Frozen Food ) 
Cesspool                (Man A Frozen Food ) 
Prince of Songkla hospital  
Klong-Lrand market 
Thong-Sao market  

 
2.4108 

5.5 108 

6.8 107 

7.7 108 

8.9 108 

8.2 107 

8.8 107 

4.4 108 

5.7 108 

8.2 108 

6.4 107 

4.2 108 

5.4 108 

9.5 108 

9.8 108 

8.7 109 

9.4 108 

6.5 108 

5.7 107 

4.1 108 

2.2 108 

4.6 108 

 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

3.4x105 

ND 
ND 

 
Note: ND, Not detect  
 

http://dict.longdo.com/search/mangrove%20forest
http://dict.longdo.com/search/mangrove%20forest
http://dict.longdo.com/search/cesspool
http://dict.longdo.com/search/cesspool
http://dict.longdo.com/search/cesspool
http://dict.longdo.com/search/cesspool
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2. การเทียบเคียงแบคทเีรียที่จ าแนกได้ 
2.1 การจ าแนกเช้ือแบคทเีรียโดยการทดสอบทางชีวเคมี 
            เม่ือน ำเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท VB.1 ซ่ึงผลิตสำรสีม่วงไปตรวจสอบทำงชีวเคมีโดย

เล้ียงในอำหำรทดสอบต่ำงๆ พบวำ่ เช้ือท่ีคดัเลือกไดส้ำมำรถเจริญท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส แต่
ไม่เจริญท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส สำมำรถหมกัน ้ ำตำลทรีฮำโลสและกลูโคสได ้แต่ไม่สำมำรถ
หมกัน ้ ำตำลอะรำบิโนสและน ้ ำตำลไซโลส สำมำรถยอ่ยเคซีนและอะจินีนได ้(Table 8) จำกผลกำร
ทดสอบทำงชีวเคมีดงักล่ำวสำมำรถจดัจ ำแนกแบคทีเรียโซเลท VB.1ไดอ้ยำ่งคร่ำวๆวำ่คลำ้ยคลึงกบั 
C. violaceum ซ่ึงไดน้ ำไปทดสอบดว้ยวธีิ 16S rDNA ต่อไป 
Table 8. Biochemical properties of selected bacteria comparison with reference strains. 

 a= Sources: Moss และคณะ (1978)  
b= weak reaction 
 C. violaceum เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่งสั้ น หรือ coccobacilli เป็น 

facultative anaerobe ไม่สร้ำง endospore เคล่ือนท่ีดว้ย single polar flagellum เป็นแบคทีเรียท่ีพบได้
ทัว่ไปในน ้ ำ เจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 15-40 องศำเซลเซียส อุณหภูมิท่ีเหมำะสมในกำรเจริญอยู่ท่ี 30-35 
องศำเซลเซียส จะผลิตสำรสีม่วงเขม้บน NA ลกัษณะโคโลนี กลมนูนเล็กนอ้ย สีม่วงด ำ ผิวโคโลนี
เรียบ (Durán et al, 2001) 

 

Test Isolate VB.1 C. lividuma C. fluviatilea C. violaceum 

Shape 
Growth at 4°C 

Growth at 37°C 
Egg yolk reaction 

Acid from trehalose 
Acid from arabinose 

Acid from xylose 
Casein hydrolysis 
Asculin hydrolysis 

Glucose fermented (O/F test) 
Arginine decarboxylase 

Rod 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
F 
+ 

Rod 
+ 
- 
- 
- 
+ 
+ 

- or (+) 
+ 
0 
- 

Rod 
+ 
- 
- 

+b 
+ 
- 
- 
- 
F 
- 

Rod 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
_ 
F 
+ 
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2.2. การเทียบเคียงเช้ือแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ด้วย 16S rDNA 
  เม่ือน ำแบคทีเรียไอโซเลท VB.1 ไปสกดัดีเอ็นเอดว้ย Blood and Cell Culture 
DNA Mini Kit (QIAGEN, Inc.) เม่ือน ำดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย ท่ีสกดัไดไ้ปเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ
ดว้ยวธีิ PCR และน ำช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดไ้ปวเิครำะห์ดว้ย gel electrophoresis เพื่อวิเครำะห์หำขนำด
โดยเปรียบเทียบกบั molecular marker จะเห็นแถบของดีเอ็นเอมีขนำดประมำณ 1,500 bp หลงัจำก
น ำดีเอน็เอท่ีเพิ่มจ ำนวนแลว้ไปท ำบริสุทธ์ิดว้ย PCR purification kit (QIAGEN, Inc.) ส่งไปหำล ำดบั
เบสดว้ยเคร่ือง DNA Sequencer และน ำล ำดบัเบสท่ีไดไ้ปเทียบเคียงกบัขอ้มูลท่ีมีอยูใ่น GenBank 
โดยวิธี BLAST (http://www.ncbi.nlm.nim.gov) พบวำ่ เช้ือแบคทีเรียไอโซเลท VB.1 มีล ำดบัเบส
ใกลเ้คียงกบัเช้ือ C. violaceum  strain CV09 (Figure 3) โดยมีควำมคลำ้ยคลึงเท่ำกบั 99.7% 
(ภำคผนวก ง) จึงใหช่ื้อแบคทีเรียท่ีไดว้ำ่ C. violaceum VB.1 
  

 
Figure 3. Phylogenetic tree of the isolate VB.1.  
 
3. ผลของอุณหภูมิและการให้อากาศต่อการผลติสารไวโอลาซีน 

3.1 อุณหภูมิทีเ่หมาะสมในการผลติสารไวโอลาซีนของ C. violaceum VB.1 
  เม่ือท ำกำรเล้ียง C. violaceum VB.1 ในอำหำร NB โดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้เท่ำกบั 107

โคโลนีต่อมิลลิลิตร ซ่ึงได้จำกกำรปรับค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 660 นำโนเมตร ให้
เท่ำกบั 1.0 ปริมำณ 10 มิลลิลิตรต่ออำหำรเล้ียงเช้ือ 100 มิลลิลิตร เขย่ำท่ีควำมเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นำทีและบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีแตกต่ำงกนัโดยน ำไปบ่มท่ี 25 30 37 และ 45 องศำเซลเซียส เก็บตวัอยำ่งท่ี
เวลำ 24 ชัว่โมง พบวำ่ อุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญของเช้ือและกำรผลิตสำรไวโอลำซีนคือ 30 
องศำเซลเซียสซ่ึงให้ปริมำณเซลล์และสำรไวโอลำซีนเท่ำกบั 7.28 กรัมต่อลิตรและ 0.21 กรัมต่อ
ลิตรของสำรไวโอลำซีนตำม รองลงมำคืออุณหภูมิ 37 และ 25 องศำเซลเซียส (Table 9) จำกกำร

 Isolate VB.1 
 C. violaceum strain CV09 
 C. violaceum ATCC 12472 

 C. pseudoviolaceum strain LMG 3953 
 Massilia sp. BS-1 

 Duganella sp. B2 
 Ps. luteoviolacea strain NCIMB 1893 

 B. subtilis strain JM4 (out group) 
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ทดลองแสดงให้เห็นว่ำเช้ือ C. violaceum VB.1 เป็นเช้ือท่ีอยู่ในกลุ่มท่ีชอบอุณหภูมิปำนกลำง 
(mesophilic bacteria) โดยจะเจริญในช่วงอุณหภูมิ 25-40 องศำเซลเซียสและเม่ือเพำะเล้ียงเช้ือไอโซ
เลท VB.1 ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส พบวำ่เช้ือเจริญไดน้อ้ยมำกและไม่มีกำรสร้ำงสำรไวโอลำ
ซีน จำกกำรศึกษำของ Durán และคณะ(1989) พบวำ่ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส พีเอช 7.0 จะให้
ผลผลิตของสำรไวโอลำซีนท่ีสูง  ในขณะท่ีกำรผลิตสำรไวโอลำซีนโดยเช้ือ J. lividum มีอุณหภูมิท่ี
เหมำะสมอยูใ่นช่วง 4-20 องศำเซลเซียส และผลิตไวโอลำซีนมีสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส
(Lu et al., 2009)  ซ่ึงจะเห็นไดว้ำ่กำรเจริญและกำรผลิตสำรไวโอลำซีนของเช้ือแต่และชนิดจะมี
อุณหภูมิท่ีเหมำะสมแตกต่ำงกนั 
 
Table 9. Effect of temperatures on growth and violacein production by C.violaceum VB.1. 

Temperatures (C°) Cell dry weight (g/L) Violacein concentration (g/L) 
       25 
       30 
       37 
       45 

5.94 + 0.02b 
7.28 + 0.13c 
5.14 + 0.02b 
0.22 + 0.02a 

0.17 + 0.02b 
0.21 + 0.01c 
0.15 + 0.01b 

0a 
Mean ± standard deviations from triplicate samples 
Difference superscripts in the same column indicate significant difference (P  0.05) 
 

3.2 ผลของการให้อากาศต่อการผลติสารไวโอลาซีนของ C. violaceum VB.1 
 เม่ือท ำกำรเล้ียง C. violaceum VB.1 ในอำหำร NB บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 

เขยำ่ท่ีควำมเร็วรอบท่ีแตกต่ำงกนั เก็บตวัอยำ่งท่ีเวลำ 24 ชัว่โมง พบวำ่อตัรำเขยำ่หรือกำรให้อำกำศท่ี
เหมำะสมในกำรเจริญและกำรผลิตสำรไวโอลำซีนเท่ำกบั 200 รอบต่อนำที ซ่ึงให้น ้ ำหนกัเซลล์แห้ง
เท่ำกบั 7.28 กรัมต่อลิตรและผลิตสำรไวโอลำซีน 0.21 กรัมต่อลิตร รองลงมำคือ ท่ีอตัรำกำรเขย่ำ 
250, 150 รอบต่อนำที ตำมล ำดบัโดยให้ผลผลิตของสำรไวโอลำซีนเท่ำกบั 0.19 และ 0.15 กรัมต่อ
ลิตร เม่ือพิจำรณำกำรใหอ้ำกำศท่ีควำมเร็วรอบ 100 รอบต่อนำที พบวำ่ กำรเจริญและกำรผลิตสำรไว
โอลำซีนผลิตไดน้อ้ยท่ีสุดโดยให้น ้ ำหนกัเซลล์แห้งเท่ำกบั 5.01 กรัมต่อลิตรและควำมเขม้ของไวโอ
ลำซีนเท่ำกบั 0.12 กรัมต่อลิตร (Table 10) จำกผลกำรทดลองพบวำ่ กำรให้อำกำศจะมีผลต่อกำร
เจริญและกำรผลิตสำรไวโอลำซีน ซ่ึงอำกำศจะเป็นปัจจยัหน่ึงในกำรสังเครำะห์สำรไวโอลำซีนโดย
เอนไซน์ VioA และ VioC จะใชอ้อกซิเจนในกำรออกซิไดซ์สำรตั้งตน้ให้กลำยเป็นสำรไวโอลำซีน
(Durán and Menck., 2001) จำกกำรศึกษำของ Bhaskaran และคณะ (2011) ไดท้  ำกำรศึกษำกำรให้

http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=23072832700
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อำกำศของเช้ือ C. violaceum สำยพนัธ์ุ MTCC 5522 พบวำ่ กำรกวนท่ีควำมเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นำทีจะให้อตัรำกำรเจริญและกำรผลิตสำรไวโอลำซีนท่ีสูงโดยให้ปริมำณสำรไวโอลำซีน 0.6 กรัม
ต่อลิตร 

 
Table 10. Effect of agitation on growth and violacein production by C.violaceum VB.1. 

Agitation (rpm) Cell dry weight (g/L) Violacein concentration (g/L) 
      100 
      150 
      200  
      250 

5.01 + 0.02b 
5.68 + 0.01b 
7.28 + 0.13c 
6.14 + 0.02a 

0.12 + 0.02a 
0.15 + 0.01b 
0.21 + 0.01d 
0.19 + 0.04c 

Mean + standard deviations from triplicate samples 
Difference superscripts in the same column indicate significant difference (P  0.05) 

 
4. ระดับทีเ่หมาะสมขององค์ประกอบอาหารต่อการผลิตสารไวโอลาซีน ด้วยวิธี Response Surface 
Methods (RSM)  
  จำกกำรศึกษำระดบัท่ีเหมำะสมขององคป์ระกอบอำหำรท่ีมีผลต่อกำรเจริญและกำร
ผลิตสำรไวโอลำซีนของเช้ือแบคทีเรียสำยพนัธ์ุ C. violaceum VB.1 โดยออกแบบกำรทดลองแบบ 
CCD และประเมินผลดว้ยวิธีกำรตอลสนองแบบพื้นผิว (RSM) โดยใช้ Design Expert soflware 
(trial version 7.1.5, Stat-Ease Inc., USA) ซ่ึงปัจจยัท่ีศึกษำประกอบดว้ย ควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำล
ซูโครส (7.40 8.40 10.40 12.40 และ 13.76 กรัมต่อลิตร ) ควำมเขม้ขน้ของเปปโตน (8.40  9.40 
11.40 13.40 และ 14.76 กรัมต่อลิตร ) และควำมเขม้ขน้ของทริปโตเฟน (0.80 0.94 1.14 1.34 และ 
1.48 กรัมต่อลิตร) สำมำรถออกแบบกำรทดลองได ้18 ชุดกำรทดลองโดยศึกษำค่ำกำรตอบสนอง
ของกำรเจริญของเช้ือเป็นน ้ ำหนกัเซลล์แห้งและกำรผลิตสำรไวโอลำซีน ท ำกำรทดลองในอำหำร
เหลว 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 มิลลิลิตรและน ำไปเล้ียงโดยเขย่ำดว้ยเคร่ืองเขยำ่ท่ี 
200 รอบต่อนำทีเป็นเวลำ 24 ชัว่โมง พบวำ่ กำรเจริญของเซลล์แบคทีเรียอยูร่ะหวำ่ง  4.48-9.12 กรัม
ต่อลิตร และผลิตสำรไวโอลำซีนอยูร่ะหวำ่ง 0.31-0.46 กรัมต่อลิตร ดงัแสดงใน Table 11 โดยชุด
กำรทดลองท่ี 16 ให้ปริมำณเซลล์แบคทีเรียและกำรผลิตสำรไวโอลำซีนสูงสุด ซ่ึงให้กำรทดลองจะ
ประกอบดว้ยน ้ ำตำลซูโครส 10.40 กรัมต่อลิตร เปปโตน 14.76 กรัมต่อลิตรและทริปโตเฟน 1.14 
กรัมต่อลิตร ส่วนชุดกำรทดลองท่ีให้ปริมำณแบคทีเรียกำรผลิตสำรไวโอลำซีนไดน้อ้ยท่ีสุดคือ ชุด
กำรทดลองท่ี 14 ซ่ึงมีองคป์ระกอบเป็นน ้ำตำลซูโครส 10.40 กรัมต่อลิตร เปปโตน 8.40 กรัมต่อลิตร
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และทริปโตเฟน 1.14 กรัมต่อลิตร เม่ือเปรียบเทียบกำรทดลองทั้งสองชุดกำรทดลองนั้นพบวำ่ เม่ือ
ใหป้ริมำณของเปปโตนท่ีเพิ่มข้ึนกำรเจริญและผลิตสำรไวโอลำซีนของเช้ือ C. violaceum VB.1 ก็จะ
เพิ่มสูงข้ึนดว้ย 
  เม่ือวเิครำะห์ผลกำรทดลองท่ีไดโ้ดยใช ้ANOVA ซ่ึงค ำนวณจำกโปรแกรม Design 
Expert v.7.1.5 โดยวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของน ้ ำหนกัเซลล์แห้งและกำรผลิตสำรไวโอลำซีนท่ี
ระดบันยัส ำคญัทำงสถิติ 0.05 พบวำ่ P-value ของสมกำรเส้นตรง (linear model) เท่ำกบั 0.0003 และ 
0.0001 ตำมล ำดบั P-value ของสมกำรพหุนำมก ำลงัสอง (quadratic model) เท่ำกบั 0.0020 และ 
0.0007 ตำมล ำดบั และของสมกำรพหุนำมก ำลงัสำม (cubic model) เท่ำกบั 0.01 และ0.017 ดงัแสดง
ใน Table 12 ซ่ึงสมกำรเชิงเส้น (linear model) มีค่ำนอ้ยกวำ่ค่ำนยัส ำคญัทำงสถิติท่ีก ำหนด  แต่ค่ำ R2 
มีค่ำเท่ำกบั 0.88 และ 0.87 ตำมล ำดบั ดงันั้นจึงพิจำรณำเลือกสมกำรเส้นตรงในกำรท ำนำยปริมำณ
น ้ำหนกัเซลลแ์หง้และกำรผลิตสำรไวโอลำซีนได ้ซ่ึงสมกำรเส้นตรงท่ีท ำนำยน ้ำหนกัเซลลแ์หง้คือ 
 
                            YCDW = -3.91678 + 0.18324X1 - 0.57603X2 - 1.9592X3  ,……… (1) 
 
  สูตรอำหำรท่ีท ำกำรศึกษำให้ปริมำณเซลล์แห้งท่ีมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมี
นยัส ำคญัทำงสถิติ (P<0.05) ซ่ึงสมกำรท ำนำยควำมเช่ือมัน่ (R2) เท่ำกบั 0.88 โดยปัจจยัท่ีมีผลต่อกำร
เจริญของเช้ือแบคทีเรีย C. violaceum VB.1 อยำ่งมีนยัส ำคญัไดแ้ก่ ควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลซูโครส
ควำมเขม้ขน้ของเปปโตน และ ควำมเขม้ขน้ของทริปโตเฟน ซ่ึงทั้ง 3 ปัจจยัมีผลต่อกำรเจริญของเช้ือ 
C. violaceum VB.1  ดงัแสดงใน Table 13 ส่วนสมกำรเส้นตรงท่ีท ำนำยกำรผลิตสำรไวโอลำซีนคือ 
 
                         YCV  =    0.20347 - 4.29351X1 + 0.018389X2  + 0.015976X3 ……..(2) 
 
  สูตรอำหำรท่ีท ำกำรศึกษำ 18 สูตรอำหำรให้ปริมำณกำรผลิตสำรไวโอลำซีนมี
ควำมแตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญั (P<0.05) ซ่ึงสมกำรท่ีท ำนำยมีค่ำควำมเช่ือมัน่ (R2) เท่ำกบั 0.87 โดย
ปัจจยัท่ีมีผลต่อกำรผลิตสำรไวโอลำซีนคือ ควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลซูโครสและควำมเขม้ขน้ของ   
เปปโตนซ่ึงผลกำรทดลองคลำ้ยกนักบักำรเจริญของเช้ือ แต่ควำมเขม้ขน้ของทริปโตเฟนไม่มีผลต่อ
กำรผลิตสำรไวโอลำซีน ดงัแสดงใน Table 14 
  จำกกำรพลอตกรำฟแสดงควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงปัจจยัหรือกรำฟพื้นผิวของค่ำ
ตอบสนอง (Respond surface plot) ผลแสดงใน Figure 4 พบวำ่ เม่ือเพิ่มปริมำณเปปโตนในอำหำร
กำรเจริญของเช้ือแบคทีเรียเพิ่มสูงข้ึนท ำให้ไดน้ ้ ำหนกัเซลล์แห้งเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีกำรเพิ่มปริมำณ
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น ้ ำตำลซูโครสท ำให้ปริมำณเซลล์เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย กำรเพิ่มควำมเขม้ขน้ของเปปโตนนอกจำกท ำให้
ปริมำณเซลลแ์หง้เพิ่มแลว้ยงัท ำใหมี้กำรผลิตสำรไวโอลำซีนเพิ่มข้ึนดว้ย  
  จำกกำรศึกษำของ Mendes และคณะ (2001) โดยท ำกำรศึกษำกำรผลิตสำรไวโอ
ลำซีนโดยใชเ้ช้ือ C. violaceum สำยพนัธ์ุ CCT 3496 ท ำกำรทดลองเล้ียงในอำหำรท่ีออกแบบกำร
ทดลองแบบ 3 ปัจจยั 5 ระดบัของสำรอำหำร (น ้ ำตำลกลูโคส, สำรสกดัยีสต ์และทริปโตเฟน) ท่ีมี
ผลต่อกำรเจริญของเซลลแ์ละกำรผลิตสำรไวโอลำซีน โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 33 องศำเซลเซียส เขยำ่ท่ี
ควำมเร็วรอบ 300 รอบต่อนำที พบวำ่ให้ปริมำณเซลล์แห้งเท่ำกบั 21 กรัมต่อลิตรและกำรผลิตสำร
สกดัหยำบไวโอลำซีนเท่ำกบั 0.43 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกำรทดลองคร้ังน้ีแลว้พบวำ่ ผล
กำรผลิตสำรไวโอลำซีนจำกเช้ือ C. violaceum VB.1 มีควำมใกลเ้คียงกนั แต่ปริมำณน ้ ำหนกัเซลล์
แห้งท่ีได้นั้นแตกต่ำงกนั อำจจะเน่ืองมำจำกแหล่งของคำร์บอนท่ีใช้ในกำรทดลองคร้ังน้ีคือ คือ
น ้ ำตำลซูโครส ซ่ึงเป็นน ้ ำตำลท่ีใช้ไดอ้ยำกกว่ำน ้ ำตำลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส จึงท ำให้กำรผลิต
เซลล์แห้งมีปริมำณนอ้ยกวำ่ อยำ่งไรก็ตำม Drew และ Demain (1977) และ Vicik และคณะ (1990) 
ไดอ้ธิบำยไวว้ำ่ กำรใชแ้หล่งของคำร์บอนท่ีเช้ือสำมำรถน ำไปใชไ้ดอ้ยำก เช่น ซูโครสและแลคโตส 
จะสำมำรถลดปริมำณน ้ ำหนกัเซลล์ลดลงและสำมำรถเพิ่มกำรผลิตของสำร secondary metabolic 
ของเช้ือท่ีกำรทดสอบ  
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Table 11. The Central Composition Design of the significant variables (in code level), along with 
the responses (CDW and violacein yield) by culture of C.violaceum VB.1. 
 

Run X1 X2 X3 CDW(g/L) Violacein yield (g/L) 
Actual Predicted Actual Predicted 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

-1 
1 
-1 
1 
-1 
1 
-1 
1 
0 
0 
0 
0 

-α 
α 
0 
0 
0 
0 

-1 
-1 
1 
1 
-1 
-1 
1 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

-α 
α 
0 
0 

-1 
-1 
-1 
-1 
1 
1 
1 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

-α 
α 

5.18 
5.94 
7.18 
8.24 
6.92 
6.58 
8.19 
8.94 
7.27 
6.94 
7.46 
6.94 
5.02 
6.67 
4.48 
9.12 
6.27 
7.02 

 

5.24 
5.97 
7.54 
8.28 
6.02 
6.75 
8.33 
9.06 
7.15 
7.15 
7.15 
7.15 
5.81 
7.05 
4.49 
8.37 
5.77 
7.09 

 

0.37 
0.37 
0.41 
0.43 
0.38 
0.34 
0.42 
0.42 
0.39 
0.40 
0.38 
0.40 
0.39 
0.35 
0.31 
0.46 
0.37 
0.39 

 

0.36 
0.36 
0.42 
0.43 
0.38 
0.33 
0.44 
0.43 
0.39 
0.39 
0.39 
0.39 
0.38 
0.36 
0.32 
0.45 
0.37 
0.39 

 
X1= sucrose, X2= peptone, X3= tryptophan 
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Table 12. Analysis of variance (ANOVA) for response surface linear, quadratic and cubic models 
of CDW and violacein yield by culture of C. violaceum VB.1.    
 

Response 
 
 
CDW 
 

                Model 
Value 

Linear Quadratic Cubic 

SSa 
Dfb 
MSc 

F-value 
P-value 

R2 

48.74 
3 

16.26 
12.94 

0.0003 
0.88 

60.97 
9 

4.01 
11.42 

0.0020 
0.95 

63.52 
13 

4.88 
9.16 
0.01 
0.99 

 
 
Violacein yield 

SSa 
Dfb 
MSc 

F-value 
P-value 

R2 

0.020 
3 

6.54 
30.75 

0.0001 
0.87 

0.021 
9 

2.370 
15.70 

0.0007 
0.95 

0.020 
13 

1.701 
18.55 
0.017 
0.98 

 
aSS, Sum of square 
bDf, Degree of freedom  
cMS, Mean square 
CDW,Dry Cell Weight 
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Table 13. Analysis of variance (ANOVA) of response surface linear model for cell dry weight by  
culture of C. violaceum VB.1.  
 
Factor Coefficient Standard Sum of  Mean F p-value 
 Estimate Error Squares df Square Value Prob > F 
 
Model 0.38 0.12 22.06 3 7.35 34.17 <0.0001 
X1-Sucrose 0.37 0.13 1.83 1 1.83 8.52 0.0119 
X2-Peptone 1.15 0.13 18.83 1 18.13 84.24 <0.0001 
X3Tryptophan 0.39 0.13 2.10 1 2.10 9.75 0.0081 
Residual   2.80 13 0.22   
R2= 0.88       

Df, degree of freedom. 
 
 
Table 14. Analysis of variance (ANOVA) for response surface linear model for violacein 
production by cell culture of C. violaceum VB.1.  

 

Factor Coefficient Standard Sum of  Mean F p-value 
 Estimate Error Squares df Square Value Prob > F 
Model 0.39 3.646 0.020 3 65.40 30.75 0.0020 
X1-Sucrose 8.587 3.946 1.007 1 1.007 4.74 0.0486 
X2-Peptone 0.037 3.946 0.018 1 0.018 86.86 <0.0001 
X3Tryptophan 3.195 3.946 1.394 1 1.394 0.66 0.4327 
Residual   2.765 13 2.127   
R2= 0.87       

Df, degree of freedom. 
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Figure 4. Effects of sucrose and peptone on growth and violacein production by C. violaceum 
VB.1. [(a) CDW and (b) crude violacein]. 
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5. การศึกษาช่วงเวลาทีเ่หมาะสมในการผลติสารไวโอลาซีน 
  เม่ือท ำกำรศึกษำหำช่วงเวลำท่ีเหมำะสมต่อกำรเล้ียง C. violaceum VB.1 โดย
เปรียบเทียบกบัเช้ือ C. violaceum ATCC 12472 ในอำหำรท่ีหำสภำวะท่ีเหมำะสมแลว้ (น ้ ำตำล
ซูโครส 10.40 กรัมต่อลิตร เปปโตน 14.76 กรัมต่อลิตรและ ทริปโตเฟน 1.14 กรัมต่อลิตร) เติมหวั
เช้ือลงไป 10 เปอร์เซ็นตข์องอำหำรทั้งหมด บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ควำมเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนำทีเป็นเวลำ 72 ชัว่โมง พบวำ่ เช้ือ C. violaceum VB.1 ท่ีเล้ียงในอำหำรท่ีเหมำะสมแลว้มีค่ำ
อตัรำกำรเจริญจ ำเพำะของเช้ือ (Specific growth rate) เท่ำกบั 0.40 ชัว่โมงและเช้ือ C. violaceum 
ATCC 12472 มีอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะเท่ำกบั 0.42 ชัว่โมง จำกกำรทดลองแสดงให้เห็นวำ่เช้ือ  C. 
violaceum  มำตรฐำนมีอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะท่ีเร็วกวำ่เช้ือ C. violaceum VB.1  แต่อยำ่งไรก็ตำม 
ควำมแตกต่ำงของค่ำอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะก็ไม่มีควำมแตกต่ำงมำกนกัเมือเปรียบเทียบกบักรำฟ
ควำมเขม้ขน้ของเซลล์ดงั Figure 5a และเม่ือพิจำรณำปริมำณควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลท่ีเซลล์ใชใ้น
กำรเจริญ พบวำ่ ค่ำอตัรำของน ้ำตำลท่ีลดลงของเช้ือ    C. violaceum  มำตรฐำนมีอตัรำกำรใชน้ ้ ำตำล
ท่ีเร็วกวำ่เช้ือ C. violaceum VB.1 2.5 เท่ำโดยให้ค่ำอตัรำกำรใชน้ ้ ำตำล เท่ำกบั 0.24 และ 0.59 กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง ตำมล ำดบั จำก Figure 5a และ 5b  เห็นวำ่เช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมีกำรผลิตสำร
ไวโอลำซีนตั้งแต่เร่ิมมีกำรเจริญและจะมีกำรผลิตสำรไวโอลำซีนสูงสุดเม่ือเช้ือเจริญอยู่ในระยะ 
stationary phase โดยอำหำรจะเร่ิมเปล่ียนเป็นสีม่วงท่ีชัว่โมงท่ี 10 และจะให้สีม่วงเขม้มำกๆ ท่ี
ชัว่โมงท่ี 36 เม่ือท ำกำรหำปริมำณสำรไวโอลำซีน พบวำ่ ให้ปริมำณของสำรไวโอลำซีนประมำณ 
0.51 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลกำรทดลองของ  Wang และคณะ (2009) ไดศึ้กษำกำรผลิตสำร
ไวโอลำซีนของ Duganella sp. B2 ในอำหำร NB พบวำ่ เวลำท่ี 32 ชัว่โมงจะให้ค่ำกำรเจริญของเช้ือ
ไดสู้งท่ีสุด ส่วนกำรผลิตสำรไวโอลำซีนจะเร่ิมมีกำรผลิตท่ีเวลำชัว่โมงท่ี 10   
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Figure 5. Time courses of cell growth and substrate consumption (a) and violacein production (b) 
using C. violaceum VB.1 and C. violaceum ATCC 12472 cultivated in optimized medium. 
(Sucrose 10.40 g/L peptone, 14.76 g/L and tryptophan 1.14 g/L) at 30OC with shaking speed of 
200 rpm. Symbols: , Cell concentration of C. violaceum VB.1; C. violaceum ATCC 
12472;, Sugar concentration of C. violaceum VB.1; C. violaceum ATCC 12472;, violacein 
production of C. violaceum VB.1;, C. violaceum ATCC 12472. 
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6. การสกดัและการท าให้สารไวโอลาซีนและอนุพนัธ์ุให้บริสุทธ์ิ 
  เตรียมหัวเช้ือ C. violaceum VB.1 ในอำหำร NB ปริมำตร 100 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 24 ชัว่โมง เขยำ่ท่ีควำมเร็วรอบ 200 รอบต่อนำที หลงัจำกนั้นท ำ
กำรเล้ียงเช้ือในอำหำรท่ีหำสภำวะท่ีเหมำะสม (น ้ ำตำลซูโครส 10.40 กรัมต่อลิตร เปปโตน 14.76 
กรัมต่อลิตรและ ทริปโตเฟน 1.14 กรัมต่อลิตร) โดยท ำกำรเล้ียงในขวดรูปชมพู่ขนำด 2 ลิตรและมี
สำรอำหำรอยู ่1 ลิตร เติมหวัเช้ือลงไป 10 % ของอำหำรทั้งหมด บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 
ควำมเร็วรอบ 200 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง เม่ือท ำกำรสกดัสำรไวโอลำซีนจำกเซลล์
แบคทีเรีย C. violaceum VB.1 ท่ีคดัแยกไดโ้ดยท ำกำรสกดัดว้ยเอทำนอล 95% สองคร้ังแลว้น ำสำร
สกดัไวโอลำซีนไประเหยตวัท ำละลำยอินทรียอ์อก  ซ่ึงไดป้ริมำณสำรสกดัหยำบไวโอลำซีน (crude 
violacein) เท่ำกบั 0.48 กรัมต่อลิตรซ่ึงสำรจะเป็นผงสีม่วงน ้ ำเงินเขม้และมีควำมไวต่ออำกำศเม่ือตั้ง
ทิ้งไวโ้ดยไม่ปิดฝำสำรจะมีลกัษณะหนืดและเหนียว จึงท ำให้ยำกต่อกำรท ำบริสุทธ์ิขั้นตอนต่อไป 
ในขั้นตอนของกำรท ำบริสุทธ์ิสำรไวโอลำซีนโดยใช้ชุดสกดัไขมนั soxhlet โดยใช้ตวัท ำละลำย
อินทรียส์ำมชนิดในกำรสกดั ตวัท ำละลำยแรกใชค้ลอโรฟอร์ม เป็นเวลำ 3 ชัว่โมง สำรละลำยจะมีสี
น ้ำตำลออกเหลืองเขม้ซ่ึงในส่วนแรกน้ีจะเป็นกำรสกดัส่วนท่ีเป็นไขมนัออกจำกสำรไวโอลำซีน ซ่ึง
เป็นส่วนท่ีไม่ตอ้งกำรออกไป เม่ือท ำกำรสกดัดว้ยตวัท ำละลำยไดเอทิลอีเทอร์ พบว่ำสำรท่ีสกดัได้
จะมีสีม่วงอ่อนซ่ึงในส่วนของตวัท ำละลำยท่ีสองน้ีจะเป็นกำรสกดัอนุพนัธ์ของสำรไวโอลำซีน (ดี
ออกซีไวโอลำซีน) ออกไป (Durán et al., 1994) เม่ือท ำกำรระเหยตวัท ำละลำยออกแลว้ชัง่น ้ ำหนกั
จะไดป้ริมำณสำร 0.018 กรัมต่อลิตร และเม่ือท ำกำรสกดัดว้ยตวัท ำละลำยเอทำนอล พบวำ่สำรท่ีได้
จะมีลกัษณะเป็นสีน ้ ำเงินเข้ม และเม่ือระเหยตวัท ำละลำยออกแล้วชั่งน ้ ำหนักจะได้ปริมำณสำร 
0.131 กรัมต่อลิตร (Table 15) และเม่ือมำเปรียบเทียบกำรผลิตสำรไวโอลำซีนโดยเช้ือ C. violaceum 
ATCC 12472 พบวำ่ปริมำณสำรท่ีไดห้ลงัจำกกำรสกดัเท่ำกบั 0.10 กรัมต่อลิตร ซ่ึงให้ปริมำณสำรไว
โอลำซีนท่ีนอ้ยกวำ่กำรผลิตโดยเช้ือ C. violaceum VB.1  หลงัจำกนั้นท ำกำรแยกดว้ย เทคนิค HPLC 
ต่อไป จำกกำรศึกษำของ Durán และคณะ (1997) ได้ศึกษำกำรท ำบริสุทธ์ิสำรไวโอลำซีนจำก        
C. violaceum CCT3496 ในอำหำร 1 ลิตร พบวำ่เม่ือท ำกำรสกดัสำรไวโอลำซีนจำกเช้ือแลว้ และท ำ
บริสุทธ์ิโดยกำรสกดัดว้ยสำรละลำยอินทรีย ์แลว้จะไดส้ำรไวโอลำซีนบริสุทธ์ิ 1 มิลลิกรัม ในขณะท่ี
สิทธิบตัรเลขท่ี JP7227290 ของประเทศญ่ีปุ่นไดร้ำยงำนผลผลิตของสำรไวโอลำซีนท่ีไดจ้ำกเช้ือ    
C. violaceum เท่ำกบั 0.43 กรัมต่อลิตร  
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Table 15. Purification step and productivity of violacein produced by C. violaceum VB.1.  
 

Purification step  Weight 
(g/L)  

Productivity 
(%)  

Extract with ethanol 
Soxhlet purification 
Extract with di ethyl ether 
(deoxy violacein) 
Extract with ethanol 
 (violacein) 

0.481 
 
0.018 
 
0.131 

100 
 
7.05 
 
51.37 

 
 

           ในกำรท ำสำรใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค HPLC โดยจะน ำสำรท่ีท ำบริสุทธ์ิไวโอลำซีนท่ี
ท ำกำรสกดัตวัท ำละลำยอินทรียเ์อทำนอลมำท ำบริสุทธ์ิให้มำกข้ึนโดยใชเ้ทคนิค HPLC (Figure 6) 
โดยน ำตวัอย่ำงมำละลำยกบัเมทำนอล พบว่ำ โครมำโทแกรม ของสำรมี retention time ในช่วง 
1.265 เป็นพีคแรกและพีคเดียวโดยให้ peak area เท่ำกบั 3624.11 mAU/s เม่ือน ำมำเปรียบเทียบกบั
เช้ือมำตรฐำน C. violaceum ATCC 12472 ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีสำมำรถสร้ำงสำรไวโอลำลำซีน พบวำ่ ค่ำ 
retention time ในช่วง 1.277 เป็นพีคแรกและพีคเดียวเช่นเดียวกบัสำรสกดัจำกเช้ือ C. violaceum 
VB.1 แต่มีควำมคลำดเคล่ือนของ retention time เล็กนอ้ย ซ่ึงจำกผลกำรทดลองสำมำรถประมวลผล
โดยเปรียบเทียบกบักรำฟสำรสกดัของเช้ือมำตรำฐำน เม่ือไดส้ำรท่ีบริสุทธ์ิแลว้ก็จะน ำไปตรวจสอบ
เอกลกัษณ์กำรดูดกลืนแสงในช่วง 400 – 750 นำโนเมตรและวเิครำะดว้ยเทคนิค FT-IR 
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Figure 6. HPLC chromatograms of violaceins of (a) C. violaceum VB.1. and (b) C. violaceum 
ATCC 12472. 
  เม่ือน ำสำรสีม่วงทั้งในส่วนของสำรสกดัหยำบ ดีออกซีไวโอลำซีน และไวโอ
ลำซีนท่ีละลำยอยู่ในเอทำนอลของ C. violaceum VB.1 ไปตรวจสอบเอกลกัษณ์กำรดูดกลืนแสง
ในช่วง 400–750 นำโนเมตร (Figure 7) พบวำ่ ค่ำกำรดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) ของสำรตวัอยำ่งท่ี
มีควำมแตกต่ำงกนั โดยไวโอลำซีนมีค่ำ  λmax ท่ี 580 นำโนเมตร ซ่ึงสำรสกดัไวโอลำซีนจำกเช้ือ 
C. violaceum ATCC 12472 ก็มีกำรดูดกลืนแสงท่ี 580 นำโนเมตรเช่นกนั (Figure 7) ในขณะท่ีดี
ออกซีไวโอลำซีนมีค่ำ λmax ท่ี 575.3 นำโนเมตร เม่ือสำรทั้งสองอยู่รวมกนัสำรสกดัหยำบจะ
ปรำกฎค่ำ λmax 576.5 นำโนเมตร กำรดูดกลืนแสงของสำรประกอบอินทรียใ์นช่วงของรังสี UV-
Vis จะข้ึนอยูก่บัควำมสำมำรถในกำรดูดกลืนพลงังำนของโครงสร้ำงของไวโอลำซีนและอนุพนัธ์มี
ส่วนประกอบของพนัธะไพจึงท ำให้สำมำรถดูดกลืนพลงังำนช่วง 200-750 นำโนเมตรได้ แต่
เน่ืองจำกไวโอลำซีนมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ท ำให้มีค่ำ λmax สูงกวำ่ค่ำ λmax ของสำรดีออกซีไว
โอลำซีนอยูท่ี่ 4 ควำมยำวคล่ืนและเม่ืออยูร่วมกนัในสำรสกดัหยำบท ำให้เกิดกำรผสมกนัของสำรทั้ง
สองชนิดจึงมีผลท ำให้ค่ำ λmax มำกข้ึนปรำกฏท่ี 576.5 นำโนเมตร จำกกำรรำยงำนต่ำงๆพบวำ่ ค่ำ 
λmax ของสำรไวโอลำซีนมีค่ำท่ีแตกต่ำงกนัดงัน้ี 565 นำโนเมตร(Inniss and Mayfield, 1979) 558 
นำโนเมตร (Brinberg and Durán, 2001; Natalia and Nelson, 2001) 553 นำโนเมตร (Gregor and 

a 

b 
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Wolfgang, 2001) 576 นำโนเมตร (Lu et al., 2007) 577 นำโนเมตร (Regina and Tania, 2004) และ 
580 นำโนเมตร (Lara et al., 2006) ซ่ึงค่ำ λmax อำจจะมีควำมแตกต่ำงเม่ือสภำวะท่ีใช้ทดลอง
แตกต่ำงกนั เช่น ชนิดของสำรตวัท ำละลำย พีเอชและ อุณหภูมิ เป็นตน้ส่งผลให้เกิด chemical shift 
ในรูปแบบต่ำงๆเช่น bathochromic shift, red shift, hypochromic shift และ hypsochromic shift  
เป็นตน้ ท ำให้ค่ำ λmax ของสำรไวโอลำซีนและอนุพนัธ์จำกกำรรำยงำนแตกต่ำงกนั (Lu et al., 
2009) 
   

 
 
Figure 7. The UV/vis spectrum of violacein, deoxyviolacein and crude extract of purple pigment 
produced by C. violaceum VB.1. and C. violaceum ATCC 12472. 
  เม่ือน ำสำรไวโอลำซีนและดีออกซีไวโอลำซีนไปวิเครำะห์ดว้ย FT-IR พบวำ่ เส้น
สเปคตรัมของสำรทั้ งสองมีสัญญำณเลขคล่ืนเอกลักษณ์ท่ีแตกต่ำงกันในบำงต ำแหน่งโดย               
ไวโอลำซีนจำก C. violaceum VB.1 มีสัญญำณเลขคล่ืน (ʋ) หลกัท่ี 3430, 3271, 1635, 1659 และ 

575 nm 
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591 cm-1 ดงัแสดงใน Table 16 และ Figure 8 ในขณะท่ีดีออกซีไวโอลำซีนมีสัญญำณเลขคล่ืน (ʋ) 
หลกัท่ี 3429, 3270, 1660, 1545, 1725 และ 591 cm-1  ซ่ึงเป็นต ำแหน่งเอกลกัษณ์ของหมู่ไฮดรอกซิล 
(OH) หรือเอไมด์ (NH)ของฟีนอล กำรเหล่ือมล ้ ำของสัญญำณระหว่ำงหมู่ไฮดรอกซิลกบัเอไมด ์
(NH), อลัคีน (C=C), คำร์บอกซิลิก (C=O)และ อะโรมำติก (aromatic) ตำมล ำดบัซ่ึงจำกผลกำร
ทดลองพบวำ่ ต ำแหน่งเลขคล่ืน 3430 cm-1  ซ่ึงเป็นต ำแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิลหรือเอไมด์ของฟี
นอลของสำรไวโอลำซีนซ่ึงมีค่ำควำมส่องผ่ำนของแสง (transmittance) ประมำณ 67% ซ่ึงมีค่ำ
มำกกวำ่ค่ำกำรส่องผำ่นของแสงของสำรดีออกซีไวโอลำซีนซ่ึงปรำกฎสัญญำนเลขคล่ืนท่ี 3429 cm-1 
และมีสัญญำณโอเวอร์โทน (overtone) ของหมู่เอไมด์และหมู่ไฮดรอกซิลท่ีเลขคล่ืน 3270-3271    
cm-1  ซ่ึง ณ ต ำแหน่งน้ีเกิดกำรโอเวอร์โทนระหว่ำงหมู่เอไมด์ของสำรดีออกซีไวโอลำซีนท ำให้มี
สัญญำณสูงกวำ่สัญญำณของสำรไวโอลำซีนเน่ืองจำก กำรมีหมู่เอไมด์ต่อมวลโมเลกุลสูงกวำ่ท ำให้
มีผลในกำรดึงอิเล็กตรอนมำกกว่ำเม่ือมีหมู่ไฮดรอกซิลแทนท่ีโครงสร้ำงของสำรไวโอลำซีน โดย
หมู่ไฮดรอกซิลซ่ึงส่งผลกำรเหน่ียวน ำกำรยืดของพนัธะท ำให้มุมและควำมยำวของ C=C, C=O 
เปล่ียนแปลงส่งผลให้สัญญำณของสำรดีออกซีไวโอลำซีนปรำกฎเลขคล่ืนต ่ำกว่ำสำรไวโอลำซีน 
เน่ืองจำกหมู่ไฮดรอกซิล (OH) มีผลเหน่ียวน ำกำรยืดของระนำบของอะโรมำติกท ำให้สัญญำณเลข
คล่ืนลดลงและมีผลให้ควำมกวำ้งของพีคของอะโรมำติกเพิ่มมำกข้ึน ซ่ึงสำมำรถพบไดใ้นช่วงเลข
คล่ืนของฟีนอล (3430 cm-1 ) และอะโรมำติก (729-556 cm-1 ) จำกผลกำรทดลองแสดงท่ีหมู่ฟังก์ชัน่
ท่ีเป็นองคป์ระกอบของสำรไวโอลำซีนและอนุพนัธ์ไดแ้ก่ OH, NH, C=C, C=O และอะโรมำติก 
 
Table 16. FT-IR data of violacein and deoxyviolacein from the extract of C. violaceum VB.1.  

Reference peak Violacein  Deoxyviolacein Peak assignments 
3430 3430.19 3429.76 Alcohols O-H 
3500 3271 3270 N-H overlapping with O-H 

stretching 
1665 1642 1660.76 Amide (C=O) 
1613 1635 1545.67 C=C 
1723 1659 1725.07 C=O 
765 591 591.27 Phenyl ring substitution 

bands (=C-H) 
Sources: Gregor and Wolfgang (2001);  Lara  และคณะ (2005) 
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Figure 8. The FT-IR spectrum of violacein (a) and deoxyviolacein (b) of extract from cells of C.  
vioalaceum VB.1. 
  

a 

b 
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  หลงัจำกนั้นก็จะน ำสำรไวโอลำซีนท่ีได้จำกกำรมำตรวจหำน ้ ำหนกัโมเลกุลของ
สำรโดยใชเ้ทคนิค Liquid chromatography Mass spectrometer (LC-MS) พบวำ่ สำรไวโอลำซีนท่ี
ไดจ้ำกเช้ือ C. violaceum VB.1. มีขนำดโมเลกุลเท่ำกบั 344.1 ในเส้นสัญญำณท่ี 7 ของ Figure 9 มี
ควำมใกลเ้คียงกบัน ้ ำหนกัโมเลกุลของสำรไวโอลำซีนท่ีไดร้ำยงำนคือ 343 และพิจำรณำผลกำร
ทดลองแลว้พบวำ่น ้ำหนกัของสำรตวัอยำ่งท่ีไดจ้ำก C. violaceum VB.1. เกินมำ 1 โมเลกุลซ่ึงอำจจะ
เป็นไปไดว้ำ่เกิดจำกโมเลกุลของ H+ ซ่ึงมีน ้ำหนกัโมเลกุลเท่ำ 1 มำรวมกบัสำรไวโอลำซีนตวัอยำ่งท่ี
ทดสอบ จึงท ำให้น ้ ำหนกัโมเลกุลของสำรไวโอลำซีนท่ีทดสอบเท่ำกบั 344.1 ส่วนสัญญำณอ่ืนท่ี
ปรำกฏนั้น อำจเกิดจำกกำรแตกสลำยของโมเลกุลของสำรสัญญำณท่ี 188.1-305.2 หรืออำจเกิดจำก
กำรรวมตวัของสำร (dimer) สัญญำณท่ี 708.2ในระบบของกำรท ำ LC-MS จะเติมสำรท่ีเพิ่มประจุ
เพื่อใหส้ำรท่ีท ำกำรทดสอบสำมำรถแสดงสัญลกัษณ์ได ้โดยจะเติม H+ Na+ และ K+ 
 

 
 
 
Figure 9. Mass spectrum of violacein from C. violaceum VB.1. 
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7. ผลการตรวจสอบสมบัติการต้านอนุมูลอสิระของสารไวโอลาซีน 
7.1 ฤทธ์ิการต้านการจับอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ 

           เม่ือน ำสำรไวโอลำซีนของ C. violaceum VB.1 มำทดสอบควำมสำมำรถในกำรดกั
จบัอนุมูล O2

.- โดยเลียนแบบวิธีกำรตรวจสอบวดัแอคติวิต้ีของ superoxide dismutase ซ่ึงเป็นเอน
ไซน์ท่ีมีควำมสำมำรถสูงในกำรก ำจดัอนุมูล O2

.- โดยท ำหน้ำท่ีเร่งกำรเปล่ียน O2
.- เป็น H2O2 ใน

ปฏิกิริยำ dismutation วิธีกำรทดสอบท่ีใช้มีหลกักำรคือ เม่ือ riboflavin ถูกกระตุน้ด้วยแสงจะ
สำมำรถรับอิเล็กตรอนจำก methionine แลว้เปล่ียนโครงสร้ำงเป็น semiquinone ซ่ึงให้อิเล็กตรอน
ต่อไปยงัออกซิเจน (O2) เปล่ียนเป็น O2

.- แลว้ไปรีดิวซ์  NBT ท่ีมีสีเหลืองเปล่ียนเป็นสำร formazan 
ท่ีมีสีม่วงในท่ีสุด วดัควำมสำมำรถของสำรไวโอลำซีนในกำรดกัจบั O2

.- ไดจ้ำกกำรยบัย ั้งกำรเปล่ียน
สีของ NBT ดงักล่ำว (Beyer and Fridovich, 1987) จำกกำรทดลองพบวำ่สำรไวโอลำซีนของ C. 
violaceum VB.1 มีฤทธ์ิตำ้นอนุมูล O2

.- เน่ืองจำกสำมำรถยบัย ั้งกำรเปล่ียนสีของ NBT ได ้(Figure 
10) ไดใ้หค้่ำ IC50 ท่ีค่อนขำ้งต ่ำโดยรูปแบบของสำรไวโอลำซีนท่ีแสดงฤทธ์ิกำรตำ้นอนุมูล O2

.- ไดดี้
ท่ีสุดคือ สำรสกดับริสุทธ์ิไวโอลำซีน มีค่ำ IC50 สูงถึง 20 + 0.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรขณะท่ี
อนุพนัธ์ดีออกซีไวโอลำซีนใหค้วำมสำมำรถในกำรดกัจบัอนุมูล O2

.- ท่ีนอ้ยกวำ่สำรไวโอลำซีนถึง 2 
เท่ำ(IC50 เท่ำกบั 41.28 + 0.55 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และเม่ือพิจำรณำสำรสกดัหยำบไวโอลำซีนก็
ยงัใหค้่ำท่ีสูงกวำ่สำรอนุพนัธ์ดีออกซีไวโอลำซีนโดยให้ค่ำ IC50 เท่ำกบั 34.55 + 0.28 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรโดยเปรียบเทียบกบัสำรละลำยมำตรฐำน trolox ซ่ึงเป็นสำรท่ีออกฤทธ์ิเกือบจะทนัทีใน
วธีิกำรตรวจสอบหลำยวธีิของกิจกรรมกำรตำ้นอนุมูลอิสระ  
  จำกกำรศึกษำของ Konzen และคณะ (2006) ไดท้  ำกำรศึกษำควำมสำมำรถในกำร
เป็นสำรตำ้นอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ของสำรไวโอลำซีนโดยท ำกำรทดลองโดยใชอ้ะดรีนำ
ลีนในกำรทดสอบ พบวำ่ สำรไวโอลำซีนสำมำรถยบัยงักำรตำ้นอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ไดใ้น
ระดบัไมโครโมลโดยให้ค่ำ IC50เท่ำกบั 50 ไมโครโมล (17.24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) นอกจำกน้ี
สำรไวโอลำซีนยงัสำมำรถตำ้นกำรเกิดอนุมูลไนตริกออกไซด์ไดอี้กดว้ย (NO).โดยให้ค่ำสำมำรถใน
กำรดกัจบัเท่ำกบั 21 ไมโครโมล (7.24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จำกกำรทดสองทั้งสองระบบน้ีท ำ
ใหส้ำรไวโอลำซีนมีควำมส ำคญัในกำรตำ้นป้องกนัเยื้อหุม้ใน host 
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Figure 10. Superoxide radical scavenging of different violaceins from C. violaceum VB.1. 
 

7.2 ฤทธ์ิในการจับ Fe2+ 
           เม่ือน ำสำรไวโอลำซีนมำทดสอบควำมสำมำรถในกำรจบั Fe2+ โดยกำรใช้ TMM ซ่ึง

เม่ือท ำปฏิกิริยำกบัเหล็กอิสระ (Fe2+) ในสำรละลำยจะเกิดเป็นสำรประกอบเชิงซ้อนสีชมพู ดงันั้น
เม่ือเหล็กเหล่ำน้ีถูกจบัหมดไม่เหลือไปท ำปฏิกิริยำกบั TMM สีชมพูของสำรละลำยดงักล่ำวจำง
หำยไป ท ำใหต้รวจสอบควำมสำมำรถในกำรจบัเหล็กในรูป Fe2+ ของสำรสกดัไดจ้ำกกำรวดัค่ำกำร
ดูดกลืนแสงของสำรละลำยสีชมพูท่ีลดลง (Shimada,et al., 1992) จำกกำรทดลองพบวำ่ สำรละลำย
ดีออกซีไวโอลำซีนมีควำมสำมำรถในกำรจบัเหล็กไดดี้กว่ำสำรไวโอลำซีนบริสุทธ์ิโดยมี 0.17 +  

0.12 และ 3.01 +  0.36 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตำมล ำดบัซ่ึงสำมำรถจบัเหล็กไดเ้กือบหมด ในขณะท่ี
สำรสกดัหยำบมีควำมสำมำรถในกำรจบัโลหะเหล็กไดดี้กวำ่สำรไวโอลำซีน (ค่ำ IC50เท่ำกบั 1.32 + 
0.48 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) (Figure 11) ทั้งน้ีอำจจะเป็นเพรำะควำมสำมำรถในกำรจบัเหล็กของดี
ออกซีไวโอลำซีนในสำรสกดัหยำบ ในกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรดกัจบัเหล็กยงัไม่มีนกัวิจยั
ท่ำนใดเคยศึกษำมำก่อน ดงันั้นทำงคณะผูว้จิยัจึงมีควำมสนใจในกำรตรวจสอบฤทธ์ิในกำรจบัเหล็ก 
เน่ืองจำกเหล็กเป็นโลหะ  ทรำนสิชัน่ท่ีมีอยู่ทัว่ไปในร่ำงกำยสำมำรถเร่งกำรสร้ำงอนุมูลอิสระได ้
(Halliwell et al., 1999)  
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Figure 11. Ferrous (Fe2+) chelating activity of different of violaceins from C. violaceum VB.1. 
 
8.  ผลการตรวจสอบสมบัติการออกฤทธ์ิยบัยั้งทางชีวภาพของสารไวโอลาซีน 
 8.1 ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  
  กำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือ แบคทีเรียของสำรไวโอ
ลำซีนท่ีสกดัไดจ้ำก C. violaceum VB.1 ไดท้ดสอบกบัแบคทีเรีย B. cereus B. subtilis L. 
monocytogens. S. aureus E. coli  Pro. mobilis, Pseudomonas sp. และ Salmonella Typhimurium 
โดยท ำกำรศึกษำเปรียบเทียบกนัระหวำ่งฤทธ์ิของสกดัไวโอลำซีนหยำบและ สำรสำรสกดัไวโอลำ
ซีน บริสุทธ์ิ พบว่ำ สำรไวโอลำซีนหยำบและสำรไวโอลำซีน บริสุทธ์ิมีคุณสมบติัในกำรยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบโดยมีค่ำ MIC และ MBC ดงั
แสดงใน Table 17 
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Table 17. Antimicrobial activities of violacein from C. violaceum VB.1. 
Bacteria Gram/shape  MIC µg/mL 

Crude Violacein Violacein 
B.  cereus 
B.  subtilis 
L.  monocytogenes 
S.  aureus 
E. coli. 
Pro.  mobilis 
Pseudomonas sp. 
Salmonella  Typhimurium 

Positive/rod 
Positive/rod 
Positive/rod 

Positive/cocci 
Negative/rod  
Negative/rod 
Negative/rod 
Negative/rod 

4.07 
4.07 
8.13 
8.13 
>130 
>130 
8.13 
>130 

8.13 
8.13 

16.25 
16.25 
>130 
>130 
16.25 
>130 

All values are expressed as means derived from triplicate experiments 
MIC = Minimal Inhibition Concentration 
MBC= Minimal Bactericidal Concentration 
  จำก Table 17  พบว่ำ สำรสกดัหยำบไวโอลำซีนของ C. violaceum VB.1 มี
ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกโดยสำมำรถยบัย ั้งเช้ือ B. subtilis, B. cereus, L. 
monocytogenes และ S. aureus และใหค้่ำ MIC เท่ำกบั 4.07-8.13 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรนอกจำกน้ี
ยงัสำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบคือ Pseudomonas sp. โดยให้ค่ำ MIC เท่ำกบั 
8.13 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่อยำ่งไรก็ตำมสำรสกดัหยำบไวโอลำซีนไม่สำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญ
ของแบคทีเรียแกรมลบบำงชนิดไดเ้ช่น E. coli, Pro. mobilis, และ Salmonella Typhimurium  และ
เม่ือพิจำรณำสำรสกดัไวโอลำซีนบริสุทธ์ิ พบว่ำ กำรยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือแบคทีเรียเป็นไปใน
ทิศทำงเดียวกนัสำรสกดัหยำบไวโอลำซีนแต่จะให้ควำมเขม้ขน้ท่ีสูงกวำ่สำรสกดัไวโอลำซีนหยำบ 
ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งแบคทีเรียของสำรไวโอลำซีนพบว่ำ ข้ึนอยู่กบัโครงสร้ำงของสำรและ
ชนิดของแบคทีเรียท่ีทดสอบ แต่สำรไวโอลำซีนมีคุณสมบติัในกำรยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้
ดีกวำ่แบคทีเรียแกรมลบ เม่ือพิจำรณำค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถฆ่ำแบคทีเรียได ้(MBC) พบวำ่ 
เป็นค่ำเดียวกบัค่ำ MIC แสดงวำ่ท่ีควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดในกำรยบัย ั้งกำรเจริญจะเป็นควำมเขม้ขน้ต ่ำสุด
ท่ีสำมำรถฆ่ำแบคทีเรียอีกดว้ย 
  Durán และคณะ(1983) พบวำ่ สำรไวโอลำซีนบริสุทธ์ิจำกเช้ือ C. violaceum สำย
พันธ์ุบรำซิลเ ล่ียนมีประสิทธิภำพในกำรย ับย ั้ งแบคทีเรียทั้ งแกรมบวกและแกรมลบ แต่มี
ควำมสำมำรถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้ สำรไวโอลำซีนท่ีสกดัจำกเช้ือแบคทีเรีย J. lividum เม่ือ
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น ำมำทดสอบควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ 21 สำยพนัธ์ุ (18 
species) พบวำ่ สำรไวโอลำซีนไม่สำมำรถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ 5 สำยพนัธ์ุ (4 species) และอีก
หน่ึงสำยพนัธ์ุของ Bacillus (B. subtilis sub.natto). ยิง่ไปกวำ่นั้นควำมเขม้ขน้ของสำรไวโอลำซีนใน
กำรยบัย ั้งแบคทีเรียอยูใ่นช่วงควำมเขม้ขน้ระหวำ่ง 2-20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Natio et.al, 1986) 
  Nakamura และคณะ (2003) ไดศึ้กษำสำรไวอำลำซีนท่ีผสมระหวำ่งสำรดีออกซีไว
โอลำซีนกบัสำรไวโอลำซีนของเช้ือแบคทีเรียสำยพนัธ์ุ RT102 พบว่ำสำมำรถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย  
แกรมบวก B. lichenniformis, B. subtilis, B. megaterium, S. aureus และเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ     
P. aeruginosa สำรไวโอลำซีนสำมำรถท ำให้เกิดกำรตำยของเซลล์แบคทีเรียได้โดยอยู่ท่ีควำม
เขม้ขน้ 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรแต่อย่ำงไรก็ตำมสำรไวโอลำซีนไม่สำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของ
เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Flavobacterium balustinum, Serratia marcences และ E. coli หรือกำร
เจริญของยสีตใ์นดิน Trichosporon cutaneum 
  ยงัไม่มีกำรศึกษำถึงกลไกกำรยบัย ั้งกำรเจริญของแบคทีเรียโดยสำรไวโอลำซีน แต่
ไวโอลำซีนนอกจำกจะยบัย ั้งกำรเจริญและยงัท ำให้แบคทีเรียตำยดว้ยและกำรยบัย ั้งของสำรไวโอ
ลำซีนข้ึนอยูก่บัชนิดของแบคทีเรีย  (Nakamura et al., 2002 และ 2003)  
 

8.2 ความสามารถในการยบัยั้งเช้ือรา 

  สำรไวโอลำซีนท่ีผลิตไดจ้ำกเช้ือ C. violaceum VB.1 มีควำมสำมำรถในกำรยบั
กำรเจริญของเช้ือรำท่ีแตกต่ำงกนัดงัแสดงใน Table 18 สำรไวโอลำซีนมีประสิทธิภำพมำกท่ีสุดใน
กำรยบัย ั้งเช้ือรำ  Fusarium sp. และ Aspergillus niger โดยให้ค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีสำมำรถยบัย ั้ง
กำรเจริญของเช้ือรำ (MIC) เท่ำกบั 65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรจำกผลกำรทดลองท่ีควำมเขม้ขน้น้ี
อำหำร PDB จะใส่ ไม่ขุ่นและไม่มีกำรเจริญของเส้นใยของเช้ือรำ ควำมสำมำรถของสำรไวโอลำซีน
ท่ีสำมำรถยบัย ั้ง  เช้ือรำรองลงมำคือ Pennicilium sp. และ Tricoderma reesei โดยให้ค่ำ MIC 
เขม้ขน้ 260 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อย่ำงไรก็ตำมสำรไวโอลำซีนท่ีสกดัไดท่ี้ควำมเขม้ขน้ 260 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่สำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือรำ Mucor sp. และ Rhizopus sp. 
   จำกกำรศึกษำของ Baretto และคณะ (2008) ไดท้  ำกำรศึกษำสำรไวโอลำซีนท่ีผลิต
จำกเช้ือ C. violaceum สำยพนัธ์ุ Brazilian Amazon และสำยพนัธ์ุ ATCC 12472 โดยศึกษำกำรยบัย ั้ง
กำรเจริญของเช้ือรำ 7 สำยพนัธ์ุ พบวำ่มีฤทธ์ิท่ีสูงในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือรำ 6 สำยพนัธ์ุ ไดแ้ก่  
Aspergillus sp., Botroyodiplodia sp., Cercospora kikuchi, Colletotrichum sp., Corynespora sp., 
Fusarium sp. และ Phomopsis sp. 
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Table 18. Antifungal activities of violacein from C. violaceum VB.1. 

Fungi MIC (µg/mL) 

Aspergillus niger ATCC6875  
Fusarium sp.  
Pennicilium sp.  
Tricoderma reesei QM9414  
Mucor sp.  
Rhizopus sp. 

65 
65 

260 
260 

>260 
>260 

 
8.3   ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติ 
   กำรตรวจสอบคุณสมบติัในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเซลล์มะเร็ง โดยกำรทดสอบ
คร้ังน้ีใช้เซลล์มะเร็งเต้ำนม MDA-MB-468 ซ่ึงท ำกำรตรวจสอบฤทธ์ิกำรยบัย ั้งโดยภำคชีวเวช
ศำสตร์ คณะแพทยศำสตร์ มหำวิทยำลัยสงขลำนครินทร์ โดยใช้วิธีกำร MTT assay โดยจะ
เปรียบเทียบกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็งระหว่ำงสำรสกดัหยำบและสำรสกดับริสุทธ์ิของสำรไวโอลำซีน 
โดยมีสำร Doxorubicin เป็น positive control ซ่ึงจำกผลกำรทดลองพบวำ่ ทั้งสำรสกดัหยำบและสำร
สกัดบริสุทธ์ิของสำรไวโอลำซีนมีฤทธ์ิในกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็งโดยให้ค่ำ IC50 เท่ำกับ 0.195 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.156 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตำมล ำดบั (Figure 12 และ13) ซ่ึงจำก
กำรแปลผลกำรทดสอบของสำรออกฤทธ์ิชีวภำพถำ้ค่ำ IC50 ต  ่ำกวำ่ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรจะถือ
วำ่สำรออกฤทธิทำงชีวภำพนั้นมีประสิทธิภำพดีมำกๆ และระยะเวลำในกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็งของ
สำรไวโอลำซีนก็ต ่ำมำก ซ่ึงโดยปกติแลว้กำรทดสอบฤทธ์ิกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็งใชเ้วลำ 72 ชัว่โมง
ในกรณีกำรยบัย ั้งของสำรออกฤทธิทำงชีวภำพทัว่ไป แต่ในกำรทดลองคร้ังน้ีใช้เวลำเพียงแค่ 24 
ชัว่โมงเท่ำนั้นก็สำมำรถยบัย ั้งเซลล์มะเร็งได ้จึงแสดงให้เห็นวำ่สำรไวโอลำซีนท่ีไดมี้ประสิทธิภำพ
สูงในกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง แต่อย่ำงไรก็ตำมเพื่อกำรใช้ประโยชน์ไดจ้ริงหรือกำรประยุกต์ใช้ใน
อนำคต ก็จะมีกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลลป์กติดว้ย 
  ในกำรตรวจสอบควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเซลล์ MCF-12A ซ่ึงเป็น
เซลล์ปกติผลกำรทดลองพบว่ำ ประสิทธิภำพในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเซลล์ปกติของสำรสกดั
หยำบและสำรสกดับริสุทธ์ิ (IC50) เท่ำกบั 0.361 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ 0.291 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตรซ่ึงแสดงให้เห็นว่ำเป็นสำรท่ีมีประสิทธิภำพสูงในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเซลล์ และเม่ือ
เปรียบเทียบฤทธ์ิกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเซลล์มะเร็งกบัเซลล์ปกติพบว่ำ ฤทธ์ิกำรยบัย ั้งของเซลล์
ปกติมีค่ำ IC50 ท่ีสูงกวำ่เซลลม์ะเร็งประมำณ 2 เท่ำของฤทธ์ิกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง จำกผลกำรทดลอง
น้ีมีควำมเป็นไปไดว้ำ่สำมำรถน ำเอำสำรไวโอลำซีนท่ีสกดัและท ำบริสุทธ์ิไดไ้ปผลิตยำตำ้นมะเร็งใน
อนำคตโดยใช้ในรูปแบบของสำรสกดัหยำบหรือสำรบริสุทธ์ิก็ได ้เพรำะเม่ือพิจำรณำค่ำ IC50 แลว้ 
สำรทั้งสองรูปแบบมีประสิทธิภำพสูงในกำรยบัย ั้ง แต่ขอ้มูลน้ีเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้เท่ำนั้นวำ่สำรไวโอ
ลำซีนมีคุณสมบติัในกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็งซ่ึงในกำรศึกษำระดบัท่ีสูงต่อไปจะตอ้งมีกำรศึกษำกลไก
กำรยบัย ั้งกำรเจริญของเซลลม์ะเร็งดว้ยวำ่ยบัย ั้งโดยกลไกใด และยบัย ั้งระดบัไหนภำยในเซลล ์
  ไวโอลำซีนสำมำรถย ับย ั้ งเซลล์มะเร็งโดยสำรสกัดบริสุทธ์ิสำมำรถย ับย ั้ ง
เซลล์มะเร็งลูคีเมีย MOLT-4  เซลล์มะเร็งปอด NCI-H460 และมะเร็งล ำไส้ใหญ่ KM12 โดยให้ค่ำ
ควำมสำมำรถในกำรยบัย ั้งเซลล์ให้เหลือรอด 50% (IC50) อยู่ในช่วง 0.01-0.02 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรจำกผลกำรทดลองดงักล่ำวท ำให้นกัวิจยัท่ีจะศึกษำในกำรยบัย ั้งเซลล์มะเร็งบริเวณต่ำงๆ
ของร่ำงกำย นอกจำกน้ีกำรศึกษำควำมเป็นพิษต่อเซลลย์งัท ำใหเ้กิดกำรตำยของเซลล์ (appotosis) ซ่ึง
จะข้ึนอยูก่บัสัญญำณท่ีจ ำเพำะในกำรเกิดกำรตำยของเซลล์แต่ละเซลล ์(Riveros et al.,1989; Saraiva 
et al., 2004; Ferreira et al., 2004; Carvalho et al., 2006; Kodach et al., 2006; Melo et al., 2009; 
Bromberg et al., 2010)   
  ในกำรศึกษำควำมพิษของสำรไวโอลำซีนโดยทดสอบกับเซลล์ปกติ chinese 
hamster fibroblast (V79) ให้ค่ำ IC50 เท่ำกบั 5 µM และเม่ือน ำมำทดสอบกบัเซลล์มะเร็งลูคีเมีย 
HL60 สำมำรถยบัย ั้งได ้ 0.8 µM ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกนัสำมำรถยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง HL60 ไดดี้กว่ำ 
เซลล์ปกติ V79 6.3 เท่ำ นอกจำกน้ีเซลล์มะเร็งล ำไส้ใหญ่ HT29, Caco-2, SW480, HCT116 และ
DLD1 มีควำมไวต่อสำรไวโอลำซีน ซ่ึงค่ำIC50 อยู่ในช่วง 0.51 ถึง 7.34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
(Kodach et.al., 2006) 
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(a) 

 

 
 

(b) 
 
Figure 12. Growth inhibitory effects (a) and IC50 of crude violacein and pure violacein (b) on 
MDA-MB-468 cell lines. Symbol: , crude violacein; , violacein (Cells were treated with 
different concentration of bolt solution for 24 h. Cell viability was determined by MTT assay.)  
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(a) 

 
 

 
(b) 

 
Figure 13. Growth inhibitory effects (a) and IC50 of crude violacein and pure violacein (b) on 
MCF-12A cell lines. Symbol: , crude violacein; , violacein (Cells were treated with different 
concentration of bolt solution for 24 h. Cell viability was determined by MTT assay.) 
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บทที ่4 
  

บทสรุป 
 

  การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารไวโอลาซีนโดยคดัแยกจากดินและ
แหล่งน ้ าต่างๆ พบว่า สามารถพบเช้ือแบคทีเรียท่ีผลิตสารไวโอลาซีนไดใ้นบ่อบ าบดัน ้ าเสียของ
โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ ซ่ึงมีลกัษณะของโคโลนีกลม นูน และมีสีม่วง เม่ือน าไปตรวจสอบ
เบ้ืองตน้โดยการน าโคโลนีมาละลายกบัเอทานอล พบว่า สามารถละลายและให้สารละลายสีม่วง
ออกมาซ่ึงตรงกบัคุณลกัษณะเบ้ืองตน้ของสารไวโอลาซีนจึงน าโคโลนีสีม่วงท่ีสนใจท าการคดัแยก
เช้ือใหบ้ริสุทธ์ิและน าไปศึกษาต่อไป โดยตั้งช่ือเช้ือท่ีคดัเลือกไดว้า่ isolate VB.1 
  เม่ือท าการจ าแนกเช้ือแบคทีเรีย isolate VB.1 โดยการทดสอบทางดา้นชีวเคมีและ 
16S rDNA พบวา่เช้ือแบคทีเรีย isolate VB.1 อยูใ่นกลุ่มของเช้ือแบคทีเรีย C.violaceum  โดยมีความ
คลา้ยเท่ากบั 99.7% และใหช่ื้อแบคทีเรียท่ีคดัเลือกและจ าแนกไดว้า่ C. violaceum VB.1 
  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารไวโอลาซีนของเ ช้ือแบคทีเ รีย 
C.violaceum VB.1โดยก าหนดสภาวะการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอตัราการเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการศึกษาองค์ประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ 
(ซูโครส เปปโตน และ ทริปโตเฟน) โดยออกแบบการทดลองแบบ Central Composition Design 
(CCD) 3 ปัจจยั 5 ระดบั พบวา่องคแ์ประกอบของอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตสาร
ไวโอลา     ซีนของเช้ือ C. violaceum VB.1 คือสูตรอาหารท่ีประกอบดว้ยซูโครส 10.40 กรัมต่อลิตร 
เปปโตน 14.76 กรัมต่อลิตร และทริปโตเฟน 1.14 กรัมต่อลิตร โดยให้การเจริญเท่ากบั 9.12 กรัมต่อ
ลิตรและการผลิตสารไวโอลาซีนเท่ากบั 0.46 กรัมต่อลิตร เม่ือท าการหาช่วงเวลาท่ีเหมาะสมต่อผลิต
สารไวโอลาซีน พบวา่ท่ีเวลา 36 ชัว่โมงจะให้ปริมาณของสารไวโอลาซีนมากท่ีสุดคือ 0.51 กรัมต่อ
ลิตร 

การท าบริสุทธ์ิของสารไวโอลาซีนท่ีไดจ้ากแบคทีเรียโดยใชเ้ทคนิคการสกดัแบบ 
soxhlet พบวา่ นอกจากสารไวโอลาซีนท่ีละลายอยูใ่นเอาทานอลแลว้ยงัมีอนุพนัธ์ของสารสารไวโอ
ลาซีนท่ีเรียกว่า ดีออกซีไวโอลาซีนอีกด้วย และท าให้สารไวโอลาซีนมีบริสุทธ์ิมากข้ึนโดยใช้
เทคนิค HPLC และตรวจสอบความเป็นสารไวโอลาซีนโดยใชเ้ทคนิคการตรวจสอบเอกลกัษณ์การ
ดูดกลืนแสงและ FT-IR และ LC-MS ซ่ึงพบวา่สารสกดัท่ีไดต้รงกบัคุณลกัษณะของสารไวโอลาซีน 
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เม่ือท าการตรวจสอบการตา้นอนุมูลอิสระของสารไวโอลาซีน พบว่า สารไวโอ
ลาซีนมีความ  ความสามารถในการดกัจบัอนุมูลซูปเปอร์ออกไซด์ IC50 เท่ากบั 20 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรและฤทธ์ิในการจบัเหล็ก IC50 เท่ากบั 3.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียของสารไวโอลาซีนพบวา่ สารไวโอลาซีนท่ี
ผลิตจากเช้ือ C. violaceum VB.1 สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กวา่เช้ือแบคทีเรียแกรม
ลบ โดยให้ค่า MIC และ MBC ท่ีเท่ากันโดยอยู่ในช่วง 4.07-16.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร               
(B. subtilis, B. cereus, L. monocytogenes และ S. aureus) และสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบได ้1 
สายพนัธ์ุ คือ  Pseudomonas sp.  

ความสามารถของสารไวโอลาซีนต่อการยบัย ั้งของเช้ือรา พบวา่  สามารถยบัย ั้งเช้ือ
รา A. niger ATCC6875 และ Fusarium sp ไดม้ากท่ีสุดโดยให้ค่า MIC เท่ากบั 65 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร แต่ไม่ยบัย ั้ง Mucor sp. และ Rhizopus sp. 

เ ม่ือทดสอบความสามารถในการย ับย ั้ ง เซลล์มะเร็งซ่ึงท าการทดสอบกับ
เซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-468 พบว่าสารไวโอลาซีนมีประสิทธิภาพมากๆ ในการยบัย ั้ง
เซลลม์ะเร็ง MDA-MB-468 โดยใหค้่า IC50 เท่ากบั 0.156 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และยงัสามารถท า
ใหเ้ซลลต์ายหมดภายในเวลา 24 ชัว่โมง และผลการทดลองของไวโอลาซีนในการยบัย ั้งเซลล์เตา้นม
ปกติ MCF-12A ก็เป็นไปในทิศทางเดียวกนัคือ สามารถยบัย ั้งภายในเวลา 24 ชัว่โมง แต่มีค่า IC50 ท่ี
สูงกวา่เซลลม์ะเร็งคือ 0.291 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็นถึงคุณสมบติัของสารไวโอลาซีนจากเช้ือ 
C. violaceum VB.1 ท่ีสามารถตา้นอนุมูลอิสระ ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียและเช้ือรา รวมถึงการ
ยบัย ั้งเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-468  สารไวโอลาซีนจึงมีศักยภาพท่ีจะน าไปใช้ให้เกิด
ประโยชน์ทางดา้นการแพทยแ์ละเภสัชวทิยาภายในอนาคต 
 
  ข้อเสนอแนะ 
  การหาน ้ าหนกัเซลล์แห้งโดยดูดน ้ าเล้ียงเซลล์มาเพียง 1 มิลลิลิตร เป็นวิธีการท่ีไม่
เหมาะสมและน ามาสู่ความผิดพลาดได ้ซ่ึงโดยปกติแลว้การหาน ้ าหนกัเซลล์แห้งจะตอ้งใชน้ ้ าเล้ียง
เซลล ์10 มิลลิลิตร และใชภ้าชนะท่ีเป็นแกว้ในการวิเคราะห์ แต่เน่ืองจากทางภาควิชาไม่มีเคร่ืองป่ัน
เหวีย่งท่ีสามารถป่ันเหวีย่งปริมาณดงักล่าวได ้จึงตอ้งใชว้ธีิการท่ีกล่าวมา  
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ภาคผนวก ก 
 1. Nutrient broth 
  ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 
  เน้ือสกดั                          3         กรัม 
  เปปโตน                          5        กรัม 
  น ้ากลัน่                              1000      มิลลิลิตร 
  ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 7.0 (ในกรณีอาหารแขง็ Nutrient Agar จะเติมวุน้ในอตัรา 1.5% 
ลงในอาหาร NB ) 
 
 2 อาหารเล้ียงเช้ือพื้นฐาน (Basal medium) (ดดัแปลงจาก Mendes et al., 2001) 
  ในอาหาร 1 ลิตรประกอบดว้ย 
  น ้าตาลซูโครส  5  กรัม 
  ทริปโตเฟน  0.3  กรัม 
  เปปโตน   5  กรัม 
  น ้ากลัน่   1000  มิลลิลิตร 
 
 3. Carbohydrate media for fermentation test (Atlas, 1993) 
  อาหารพื้นฐานท่ีใช ้nutrient broth ประกอบดว้ย 
  เน้ือสกดั                          3         กรัม 
  เปปโตน                          5        กรัม 
  Bromthylmol blue  0.03     กรัม  
  น ้ากลัน่                              1000      มิลลิลิตร 
  ละลายส่วนผสมใหเขา้กนั เทใสหลอดพร้อมหลอดดกัก๊าซ จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์ออตารางน้ิวเป็นเวลา 15 นาที 
  น ้ าตาลท่ีตอ้งการทดสอบ ได้แก่ ทรีฮาโลส, อะราบิโนส และ ไซโลส เตรียม
สารละลายน ้าตาลใหเ้ขม้ขน้ 5 หรือ 10% ข้ึนกบัความสามารถในการละลายของน ้ าตาล น าไปน่ึงฆ่า
เช้ือท่ี อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดนั 10 ปอนดต่์อตารางน้ิวเป็นเวลา 10 นาที ก่อนน าไปใช ้
ใหน้ าน ้าตาลมาผสมลงในอาหารพื้นฐานโดยใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1% 
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  วธีิทดสอบ 
  เข่ียเช้ือแบคทีเรียลงในอาหาร nutrient broth ท่ีมีปริมาณน ้ าตาล 1% และมี 
bromthylmol blue เป็นอินดิเคเตอร์ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ถา้มีการสร้าง 
กรดอาหารจะเปล่ียนจากสีน้าํเงินเปนสีเหลือง บางกรณียงัเกิดก๊าซดว้ยก๊าซท่ีเกิดข้ึนจะไปแทนท่ี
ของเหลวในหลอดดกัก๊าซ 
 
7 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือรา Potato Dextrose Agar (PDA) 

 มนัฝร่ัง    200  กรัม 
 วุน้    17   กรัม 
 น ้าตาล glucose   30   กรัม 
 น ้ากลัน่    1000   มิลลิลิตร 
 ลา้งมนัฝร่ังใหส้ะอาด หัน่เป็นช้ินขนาดเล็ก น าไปตม้จนสุก กรองเอาแต่น ้า แลว้ตม้

วุน้ใหล้ะลาย เติมน ้าตาล glucose ผสมส่วนผสมทั้งสองเขา้ดว้ยกนั ปรับปริมาตรดว้ยน ้าใหค้รบ 1 
ลิตร และน าไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้า 

 
8 Mueller Hinton broth 

  ส่วนประกอบต่อลิตร 
  Beef extract powder 2  กรัม 
  Acid digest of casein 17.5  กรัม 
  Soluble starch  1.5  กรัม 
 น ้ากลัน่    1000   มิลลิลิตร 
  ชัง่ Mueller Hinton broth 21 กรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ 1 ลิตร ตม้ดว้ยไฟอ่อนๆ 

น าไปเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/
ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
9 Egg Yolk Agar 

 ส่วนประกอบ 
           Pancreatic digest of casien  40           กรัม 
               Disodium phosphate                           5.0           กรัม 
                 Monopotassium phosphate  1.0           กรัม 
                 Sodium chloride                   2.0          กรัม 
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                 Magnesium sulfate                    0.1            กรัม 
                 Dextrose                                     2.0                    กรัม 
                           Agar                                     25.0                  กรัม 
                 Distilled water                    1000                  ลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 1.ละลายสารขา้งตน้ ปรับ pH 7.6 
 2. autoclave 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 3. ท าอาหารให้เยน็ลงเหลือ 50-55 องศาเซลเซียส 
 4. ขณะเดียวกนัเช็ดไข่และแช่ใน 95% แอลกอฮอล ์นาน 1 ชัว่โมง 
 5. ตอกไข่และแยกไข่แดงโดยวธีิ aseptic technique ใส่ใน media(ขอ้ 3) (ไข่แดง 1 ฟอง
ต่อ media 500 มล.) 
 การทดสอบบน egg yolk agar บ่มท่ี 35 oซ หากเน้ือ agar รอบๆโคโลนีหรือใตโ้คโลนีขุ่น
ขาวแสดงวา่เช้ือสร้าง lecithinase ท าปฎิกริยากบั lecithovitelin ซ่ึงเป็น lipoprotein ในไข่แดง (egg 
yolk) ท าใหค้วามขุ่น 

 
10  การยอ่ยสลายเคซีน 

ส่วนประกอบ 
 Casein   5 กรัม 
 Yeast extract  1.7 กรัม 
 Dextrose   20 กรัม 
 Agar   20 กรัม 
  น ้ากลัน่   1,000 มิลลิลิตร 
วธีีเตรียม 

  ชัง่เคซีน 5 กรัม แลว้ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์และเติมน ้ากลัน่ 500 ml 
ปรับ pH ใหไ้ด ้pH 10 โดยเติม HCl (A), หลงัจากนั้นชัง่ yeast extract และ dextrose ละลายในน ้า
กลัน่ 500 ml (B) น าทั้งสองส่วนมาผสมรวมกนั แลว้น าไปเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้าท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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11 Bile Escalin Agar (Himedia) 
    สว่นประกอบ 

Peptic digest of animal Aessue 5 กรัม 
Bett extract   3 กรัม 
Oragoll    40 กรัม 
Ferric citrate   0.5 กรัม 
Agar    5 กรัม   
น ้ากลัน่    1.000 มิลลิลิตร 
วธีิการ 
ชัง่ส่วนผสมทั้งหมดละลายในน ้ากลัน่ 1.000  ml แลว้น าไปเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความ

ดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/์ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
12  Arginine Carboxidase 

ส่วนประกอบ 
  Peptic digest of animal Aessue  5 กรัม 

 Bett extract   5 กรัม 
 Bromq Ade    0.01 กรัม 
 Cresol Red   0.5  กรัม 
 Pextose    0.005 กรัม 
 Pyridoxal    0.005 กรัม 
 Arginine    10.912 กรัม 
วิธีการเตรียม   

ชัง่ส่วนผสมทั้งหมดละลายในน ้ากลัน่ 1.000  ml แลว้น าไปเขา้หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความ
ดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/์ตารางน้ิว นาน 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
1.  กราฟการยบัยั้งซุปเปอร์ออกไซด์ของสารสกดัหยาบไวโอลาซีน 

 
      Figure 14. Effect of crude violacein on superoxide radical. 

2.   กราฟการยบัยั้งซุปเปอร์ออกไซด์ของสารสกดัไวโอลาซีน 

 
        Figure 15. Effect of violacein on superoxide radical. 
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3.  กราฟการยบัยั้งซุปเปอร์ออกไซด์ของสารสกดัดีออกซ่ีไวโอลาซีน 

 
        Figure 16. Effect of deoxyviolacein on superoxide radical. 

4.  กราฟการจับเหลก็ (Fe2+) ของสารสกดัหยาบไวโอลาซีน 

 
         Figure 17. Effect of crude violacein on ferrous ( Fe2+) chelating radical. 
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5.   กราฟการจับเหลก็ (Fe2+) ของสารสกดัไวโอลาซีน 

 
        Figure 18. Effect of violacein on ferrous ( Fe2+) chelating radical. 
 

6.  กราฟการจับเหลก็ (Fe2+) ของสารสกดัดีออกซ่ีไวโอลาซีน 

 
        Figure  19. Effect of deoxyviolacein on ferrous ( Fe2+) chelating radical. 
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7. กราฟมาตรฐาน BHT 

 

 
 Figure 20. Standard curve of BHT 
 

8. กราฟมาตรฐาน Trolox 
 

 Figure 21. Standard curve of  torlox 
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ภาคผนวก ค 
 

1. การค านวณค่า IC50 
สมการรูปท่ี 14 ของ crude violacein    คือ y = 0.7194x + 24.759 
      y = % scavenging 
      x = ความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่ง 
จากสมการจะไดว้า่   50 =    0.7194x + 24.759 
    50-24.759 =    0.7194x 
    25.241  =    0.7194x 
    x  =    35.08 
 

2. การหาอตัราการเจริญจ าเพาะของจุลนิทรีย์ 
เม่ือเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นอาหาร ระยะแรกเป็นระยะท่ีจุลินทรียก์  าลงัปรับตวั เซลล์จะยงัไม่มี

การเพิ่มจ านวน เรียกระยะน้ีวา่ lag phase หลงัจากนั้นจุลินทรียจ์ะมีอตัราการเจริญเพิ่มข้ึนตามล าดบั 
จนกระทัง่เขา้สู่ exponential หรือ log phase ซ่ึงเป็นระยะท่ีจุลินทรียมี์อตัราการเจริญสูงสุดและคงท่ี  
การเจริญของจุลินทรียใ์นระยะ log phase เขียนเป็นสมการไดด้งัน้ี 

 
   dx/dt = x      (1) 
 
 เม่ือ x =   ปริมาณเซลล ์มีหน่วยเป็นเซลลต่์อมิลลิลิตร 
  t =  เวลา มีหน่วยเป็นชัว่โมง 

 =  อตัราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate) มีหน่วยเป็นต่อชัว่โมง 
3. การวดัปริมาณน า้ตาลทั้งหมด โดยวธีิ Phenol-sulfuric 

 การหาปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดดว้ยวิธีน้ีสามารถตรวจวดัปริมาณน ้ าตาลไดใ้นช่วง 1 – 100 
ไมโครกรัมกลูโคส และเป็นวิธีการท่ีรวดเร็วท่ีจะใช้วิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีไม่จ  าเพาะ
เจาะจง  เพราะไม่ว่าน ้ าตาลนั้นจะอยู่ในรูปน ้ าตาลรีดิวซ์  หรือน ้ าตาลในธรรมชาติท่ีพบอยู่ในรูป  
mono-, di-,  tri-, oligo-  และ polysaccharide  ก็สามารถวเิคราะห์หาปริมาณดว้ยวธีิน้ีได ้
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3.1 สารเคมี 
- สารละลายฟีนอล 5 % (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) เตรียมไดโ้ดยละลายผลึกของฟีนอล 5.0  

กรัมในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
- กรดซลัฟิวริคเขม้ขน้ 
-  

3.2 วธีิการวเิคราะห์ 
1) ใส่สารตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง (ใชน้ ้ากลัน่เป็น blank)   
2) เติมสารละลายฟีนอล 1 มิลลิลิตร ลงในสารตวัอยา่งและผสมใหเ้ขา้กนั 
3) เติมกรดซลัฟิวริคเขม้ขน้ 5 มิลลิลิตร  ลงในสารผสมในขอ้ 2 ตั้งทิ้งไว ้10 นาที  แลว้เขยา่

แรงๆ  ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer) (ระวงักรดผสมน ้ าจะ
ร้อนเดือด)  ตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 20 นาที  

4) น าสารตวัอยา่งในแต่ละหลอดไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร 
เทียบความเขม้ขน้กบักราฟสารละลายน ้าตาลมาตรฐาน (standard curve) 
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ภาคผนวก ง. 
 

1. การวเิคราะห์ล าดับเบสของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Chromobacterium violaceum VB.1 1500 คู่เบส 
GGGAAAAAGGGGGCTGCTTTACCATGCAGTCGACGGTAACAGGGTGCTTGCACCGCTGACGAGTG
GCGAACGGGTGAGTAATGCGTCGGAATGTACCGTGTAATGGGGGATAGCTCGGCGAAAGCCGGA
TTAATACCGCATACGCCCTGAGGGGGAAAGCGGGGGATCGAAAGACCTCGCGTTATACGAGCAGC
CGACGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGAGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCGGGTCTGA
GAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAAGCCATGCCGCGTGTCTGAAGAAGGCCTTTCGGG
TTGTAAAGGACTTTTGTCAGGGAGGAAATCCCGCTGGTTAATACCCGGCGGGGATGACAGTACCT
GAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTGTGCAAGTCTGATGTGAAAGCCCCGGGCTT
AACCTGGGAACGGCATTGGAGACTGCACAGCTAGAGTGCGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGT
GTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATGAC
ACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGGTTTGAATCCTTGGTAGCGTAGCTAACGCGTGAAGTTGAC
CGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGGTTAAAACTCAAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGTGGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAAACCTTACCTGCTCTTTGACATGTACG
GGAACTTGCCAGAAGATGGGCTTGGTTGCCCGAAAAGGGAAGCCGTAACCACAAGGTGCTGCATG
GGCTGTCGTCCAGCTCCGTGTCCTTGAGAATGTTTGGGTTAAAGTCCCCGCAACGAAGCGCCAACC
CTTTGGCCATTAAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGAGCAGGGCTTCACACGTCATACAATGG
TCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGAT
CGCACTCTGCAACTCGAGTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGT
GAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGAGTTTCACCAGAAGTG
GGTAGGCTAACCGCAAGGAGGCCGCTACCACGGGGTCAGGGGGGGG 

Primer ´s 1492R and 8F 
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Program  BLASTN 2.2.20 + Description 
  All GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequence (bue no EST, STS,   
  environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences) Query Length 1412 
Sequence producing significant alignments: 

Accession Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
coverage  

E 
value  

Max 
ident  

JF734316.1  Chromobacterium sp. HL-VL 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

2455  2455 98% 0.0 98% 

FJ753568.1  Iodobacter fluviatilis strain CV20 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

2455  2455 98% 0.0 98% 

FJ753567.1  Chromobacterium violaceum strain 
CV09 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 

2455  2455 98% 0.0 98% 

AB680302.1  Chromobacterium violaceum gene 
for 16S rRNA, partial sequence, 
strain: NBRC 12614 

2449  2449 98% 0.0 97% 

AB594767.1  Chromobacterium violaceum gene 
for 16S rRNA, partial sequence, 
strain: JCM 1249 

2449  2449 98% 0.0 97% 

AE016825.1  Chromobacterium violaceum 
3953T 3953T ATCC 12472, 
complete genome 

2449  1.960e
+04 

98% 0.0 97% 

AY117554.1  Chromobacterium violaceum strain 
52 16S ribosomal RNA ribosomal 
RNA gene, complete sequence 

2447  2447 98% 0.0 98% 

AJ871128.2  Chromobacterium 
pseudoviolaceum partial 16S rRNA 
gene, type strain LMG   

2433  2433 97% 0.0 97% 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333733214?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#333733214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224814365?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#224814365
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224814364?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#224814364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359802943?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#359802943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309710773?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#309710773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/34105712?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#34105712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21898799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#21898799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210973176?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#210973176
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Accession Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
coverage  

E 
value  

Max 
ident  

AY117557.1  Chromobacterium violaceum strain 
07 16S ribosomal RNA ribosomal 
RNA gene, complete sequence 

2431  2431 98% 0.0 97% 

AM398481.1  Chromobacterium 
pseudoviolaceum partial 16S rRNA 
gene, strain JS1 

2423  2423 97% 0.0 97% 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=10&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=10&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=EZ2FYC0T016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21898802?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#21898802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119224654?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=EZ2FYC0T016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#119224654
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