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บทที่ 3

ผลและวิจารณ

1. การเก็บตัวอยาง

จากการเก็บตัวอยางในทะเลทางภาคใตของประเทศไทย ทั้งฝงตะวันออกและฝง
ตะวันตกรวมทั้งหมด 4 แหง ไดแก เกาะเตาและเกาะนางยวน จังหวัดสุราษฎรธานี โดย
เก็บตัวอยางบริเวณชายหาดและในน้ําทะเลระดับความลึก 1-50 ฟุต แหลงที่ 2 คือ กองหิน
โลซินและหาดวาสุกรี จังหวัดปตตานี โดยเก็บตัวอยางบริเวณชายหาดวาสุกรีและในน้ํา
ทะเลบริเวณรอบๆกองหินโลซินที่ระดับความลึก 30-70 ฟุต แหลงที่ 3 คือ ชายหาด
จังหวัดตรัง, กระบี่ และภูเก็ต และแหลงที่เก็บตัวอยางแหลงสุดทายคือทาเรือปากบารา 
จังหวัดสตูล บริเวณที่เก็บตัวอยางสวนใหญเปนหาดทรายและโขดหินในแนวน้ําขึ้นน้ําลง
ดังนั้นสิ่งมีชีวิตบริเวณนี้ตองปรับตัวกับสภาพแวดลอมที่มีการเปลี่ยนแปลงมากในแตละ
ชวงเวลา ไดแกปริมาณน้ํา, ความเค็มของน้ํา, อุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงในชวงกลางวันและ
กลางคืน รวมไปถึงแสงแดดในชวงกลางวัน (Mitchell และคณะ, 2004) และบริเวณน้ําลึก
ประมาณ 10-30 เมตร ที่มีความแตกตางกันในแตละพื้นที่ตามระบบนิเวศนในแตละแหง 
เชน แนวปะการัง โขดหินหรือเนินทราย เปนตน
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ตารางที่ 11 รายละเอียดการเก็บตัวอยางจาก 4 แหลง

Table 11 Details on specimens collecting trops

Location Date Collection method Depth (ft)
Number  of
specimens

1 May 22, 2003 On-shore, Scuba diving 1-50 28
2 Jun 15,2003 On-shore, Scuba diving 0, 30-70 68
3 Jul 8-10, 2003 On-shore 0-5 12
4 Dec 17, 2003 On-shore 0-5 11

Total 119

ฟองน้ํา  45%

อ่ืนๆ 3%

ตะกอนดิน 25%

สาหราย 10%

ปะการัง 9%

เปลือกหอย 5% ฟลมชีวภาพ3%

ภาพที่  1 รอยละของชนิดตัวอยางที่ใชแยกแอคติโนมัยสีท

Figure 1 Percentage of specimens used for isolation of actinomycetes
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จากตัวอยางทั้งหมดที่เก็บมาจากสถานที่ทั้ง 4 แหง จํานวน 119 ตัวอยาง พบวา
รอยละ 45 ของตัวอยาง คือ ฟองน้ํา รองลงมาคือ ตะกอนดิน (รอยละ 25), สาหราย (รอย
ละ 10), ปะการัง (รอยละ9), เปลือกหอย (รอยละ 5), ฟลมชีวภาพ (รอยละ 3) และอื่นๆ 
(รอยละ3) ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 1
ตารางที่ 12 ชนิดและจํานวนตัวอยางจําแนกตามแหลงที่เก็บ

Table 12 Types and numbers of specimens from marine environment from each 
   collecting site

Number  of specimens
Location

Sponge Sediment Algae Coral Biofilm Shell Others Total
1 14 6 0 2 4 2 0 28
2 38 6 9 9 0 2 4 68
3 0 12 0 0 0 0 0 12
4 0 6 3 0 0 2 0 11

Total 52 30 12 11 4 6 4 119
หมายเหตุ แหลงที่ 1 เกาะเตาและเกาะนางยวน จังหวัดสุราษฏรธานี

แหลงที่ 2 กองหินโลซินและชายหาดวาสุกรี จังหวัดปตตานี
แหลงที่ 3 ชายหาด จังหวัดตรัง, กระบี่ และภูเก็ต
แหลงที่ 4 ทาเรือปากบารา จังหวัดสตูล

2. การแยกแอคติโนมัยสีทจากทะเล
2.1 ความสัมพันธระหวางชนิดของตัวอยางและจํานวนแอคติโนมัยสีทท่ีแยกได
จากจํานวนของแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตัวอยางในทะเลจํานวนทั้งหมด 58 

สายพันธุ พบวาแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากฟองน้ํามีจํานวนมากที่สุดคือ 23 สายพันธุ ใน
ขณะที่แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตะกอนดินและสาหรายมีจํานวนเทากันคือ 11 สาย



46

พันธุ และมีแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากปะการัง, ฟลมชีวภาพและเปลือกหอยจํานวน 7
และ 3 สายพันธุ ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 2
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ฟองนํ้า ตะกอนดิน สาหราย ปะการัง ฟลมชีวภาพ เปลือกหอย

จําน
วน

จํานวนแอคติโนมัยสที(สายพันธุ) จํานวนตัวอยาง (ตัวอยาง)

ภาพที่  2 จํานวนแอคติโนมัยสีทที่แยกไดและจํานวนตัวอยางที่เก็บจากทะเล

Figure 2 Numbers of isolated marine actinomycetes and collected specimens
เมื่อวิเคราะหอัตราสวนของจํานวนแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตัวอยางแตละ

ชนิดเปรียบเทียบกับจํานวนตัวอยางที่นํามาแยกเชื้อ (ภาพที่ 2) จําแนกตามชนิดของตัว
อยาง ซึ่งอาจเรียกไดวาคาดัชนีการแยก (Isolation Index) ที่แสดงถึงศักยภาพในการแยก
เชื้อแอคติโนมัยสีทจากตัวอยางแตละชนิด (ภาพที่3) พบวาคาดัชนีการแยกของสาหรายมี
คาสูงสุดคือ 0.92 หมายถึงโอกาสในการแยกแอคติโนมัยสีทจากสาหรายมีความเปนไป
ไดสูงมาก ในขณะที่คาดัชนีการแยกของตัวอยางอื่นๆที่มาจากสัตวทะเลที่ไมมีกระดูกสัน
หลังเชน ปะการัง ฟองน้ํา และฟลมชีวภาพนี้มีคารองลงมา เปนที่นาสังเกตวาคาดัชนีการ
แยกของตัวอยางที่เปนตะกอนดินมีคานอยที่สุดคือ 0.37 คาดัชนีการแยกนี้จะมีความ
สําคัญในการบงชี้ถึงศักยภาพของตัวอยางแตละประเภท ซึ่งจะเปนแนวทางในการวาง
แผนการเก็บตัวอยางในการแยกแอคติโนมัยสีทตอไปในอนาคต
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ภาพที่  3 คาดัชนีการแยกแอคติโนมัยสีทจากทะเล

Figure 3 Isolation index of actinomycetes from marine specimens

2.2 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีในการแยกแอคติโนมัยสีทจากทะเล
ในการศึกษานี้จะแยกแอคติโนมัยสีทโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง 4 สูตรที่มี

องคประกอบแตกตางกัน ไดแก อาหารสูตร I, II, III และ IV จากการทดลองพบวา
สามารถแยกแอคติโนมัยสีทจากทะเลไดทั้งหมด 58 สายพันธุ โดยที่อาหารเลี้ยงเชื้อ
สําหรับแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทที่ใหจํานวนเชื้อแอคติโนมัยสีทมากที่สุดคือ อาหารสูตร 
III จํานวน 28 สายพันธุ อาหารสูตร III นี้ดัดแปลงจากสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อของ Imada 
และ Okami (1994) ซึ่งมีตะกอนดินเปนองคประกอบหลัก เนื่องจากสารอินทรียวัตถุใน
ดินอาจมีคุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญของแอคติโนมัยสีท ตามที่มีรายงานของ
Imada และ Okami (1994) ที่แยก Streptomyces galbus สายพันธุ ISP-5089 จากตะกอน
ดินในน้ําทะเลลึก 3,400 เมตร บริเวณอาวโตเกียว ประเทศญี่ปุน และอาหารเลี้ยงเชื้อที่
แยกไดมากเปนลําดับที่สองคือ อาหารสูตร II ที่แยกแอคติโนมัยสีทไดจํานวนทั้งหมด 23 
สายพันธุ อาหารสูตร II นี้ ดัดแปลงมาจากสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่รายงานโดย Mukku และ
คณะ (2000) โดยมี peptone เปนองคประกอบหลัก รวมกับ ferric phosphate เนื่องจาก
เหตุผลที่เปนที่ทราบกันดีวาน้ําทะเลมีปริมาณ ferric และ ferrous ต่ําหรือแทบไมมีเลย ดัง
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นั้นจึงทําให ferric และ ferrous เปนปจจัยจํากัดตอการเจริญของจุลินทรียในทะเลรวมถึง
แอคติโนมัยสีทดวย ดังนั้นอาหารสูตร II จึงเปนอาหารที่เหมาะตอการเจริญของจุลินทรีย
หลายชนิด ดังนั้นตองมีการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นโดยการเติม polymyxin 
20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเพื่อยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและเติม cyclohexamide 20
ไมโครกรัมตอลิตร เพื่อยับยั้งเชื้อรา (Capon et al.,2000) ผลการแยก แอคติโนมัยสีทจาก
ทะเลที่ไดในการศึกษานี้ สอดคลองกับผลการศึกษาของ Mukku และคณะ(2000) ในการ
แยกแอคติโนมัยสีท สายพันธุ B3497 จากตะกอนดินทางตอนเหนือของมหาสมุทรแอต
แลนติก ที่ระดับความลึก 680 เมตร นอกจากนี้อาหารสูตร IV ซึ่งเปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช
แยกแอคติโนมัยสีทและใหจํานวนของแอคติโนมัยสีทที่แยกไดมากเปนลําดับที่สาม
จํานวนทั้งหมด 7 สายพันธุ อาหารสูตร IV ดัดแปลงมาจาก อาหารเลี้ยงเชื้อของ 
Schumacher และคณะ (1995) ซึ่งมี เปลือกหอยบดและ L-asparagines องคประกอบที่
สําคัญ แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากอาหารสูตรนี้มีอัตราการเจริญเติบโตคอนขางชา และ
ไมสามารถสรางเสนใยที่ชูในอากาศ (aerial mycelium) แตสามารถสรางเสนใยที่อยูใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง (substrate mycelium) ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาของ 
Schumacher และคณะ(1995) ที่แยก Streptomyces sp. จากตะกอนดินในน้ําทะเลลึก
4,680 เมตร จากทะเลในรัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งนาจะเปนบริเวณที่ออกซิเจน
มีอยูนอย และอาหารชนิดสุดทายคืออาหารสูตร I ซึ่งเปนอาหารที่ไมสามารถแยกแอคติ
โนมัยสีทไดเลยในการทดลองนี้ โดยมีองคประกอบหลักคือ soluble starch อาหารสูตร I 
เปนอาหารที่จําเพาะเจาะจงกับแอคติโนมัยสีทมาก เพราะไมมีเชื้อจุลินทรียชนิดอื่นๆ
เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรนี้ จะสังเกตแอคติโนมัยสีทจากโคโลนีเล็กๆที่เจริญอยูใตผิว
อาหาร ซึ่งมีอัตราการเจริญชามาก ผูวิจัยจึงไมสามารถแยกแอคติโนมัยสีทจากอาหารสูตร
นี้ได แนวทางที่เหมาะสมในการแยกแอคติโนมัยสีทตอไปในอนาคตโดยใชอาหารสูตรนี้ 
ควรแยกโคโลนีที่เจริญไปเลี้ยงในอาหารที่มีสารอาหารเหมาะสมตอการเจริญ เพื่อใหแอ
คติโนมัยสีทสามารถเจริญไดดีมากขึ้น
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ภาพที่  4 จํานวนแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตัวอยางชนิดตางๆจําแนกตามอาหาร     
   สําหรับแยกแอคติโนมัยสีท

Figure 4 Number of marine actinomycete isolates from specimens classified by 
    different isolating media
ขอมูลที่ปรากฏในภาพที่  4 บงชี้วาอาหารสูตร I ไมสามารถแยกแอคติโนมัยสีท

จากตัวอยางใดๆไดเลย ในขณะที่อาหารสูตร II สามารถแยกแอคติโนมัยสีทไดจากตัว
อยางทุกชนิด โดย เฉพาะฟลมชีวภาพสามารถแยกแอคติโนมัยสีทไดจากการใชอาหาร
สูตร II เทานั้น ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการที่อาหารสูตร II มี ferric และ ferrous เปนองค
ประกอบ  อาหารสูตร III สามารถใชแยกแอคติโนมัยสีทไดจากตัวอยางหลายชนิดเชนกัน
ซึ่งตัวอยางดังกลาวสวนใหญจะสัมผัสกับตะกอนดินในทะเล ยกเวนตัวอยางที่เปนฟลม
ชีวภาพเทานั้นที่ไมสามารถแยกแอคติโนมัยสีทไดดวยอาหารสูตรนี้ ในขณะที่อาหารสูตร 
IV สามารถแยกแอคติโนมัยสีทไดจากตัวอยางฟองน้ําและปะการังเทานั้นเปนที่นาสังเกต
วาอาหารสูตร IV มีเปลือกหอยบดและปะการังซึ่งมีแคลเซียมคารบอเนตเปนองค
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ประกอบเปนองคประกอบที่สําคัญ ดังนั้นแคลเซียมคารบอเนตอาจสงเสริมการเจริญและ
การแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากจากสัตวไมมีกระดูกสันหลังทั้งสองชนิด

3. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ในการศึกษาวิจัยนี้จะทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิด

ตางๆที่เลือกมาโดยวิธี colourimetric microdilution broth ซึ่งใช Alamar Blue เปนอินดิเค
เตอร เนื่องจากมีรายงานวาเปนวิธีทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่มีขอได
เปรียบกวาวิธีอ่ืนๆ อาทิเชน วิธี disc diffusion หรือวิธี agar diffusion กลาวคือเปนวิธีที่ใช
ระยะเวลาอันสั้นในการทดสอบและสามารถทดสอบไดครั้งละหลายตัวอยางพรอมกัน
อีกทั้งยังเปนวิธีที่ประหยัดเพราะใชสารทดสอบและอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณที่นอยมาก
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนๆ จึงเหมาะกับการทดสอบสารที่ไดจากแหลงธรรมชาติที่โดย
ทั่วไปสามารผลิตไดปริมาณนอยในระยะเวลาของการศึกษาวิจัย  นอกจากนี้ วิธี  
colourimetric microdilution broth ยังเปนวิธีที่ไวตอการทดสอบโดยสามารถทดสอบสาร
ที่ระดับความเขมขน 0.02- 3.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรได และมีความแปรผันอยูในชวง 
5-12 เปอรเซ็นต เทานั้น ดังนั้นจึงมีความถูกตองและความแมนยําสูง (Gazzano et 
al.,1997) และยังสามารถเตรียมสารที่ตองการทดสอบในรูปของสารละลายใน DMSO 
และสามารถสัมผัสกับเซลลที่แขวนลอยลอยอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RPMI 1640 โดย
ตรง จึงไมมีขอจํากัดในคุณสมบัติของสารที่จะนํามาทดสอบเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี
ทดสอบอื่นๆ เชน คุณสมบัติในการละลายของสาร (Solubility) ทั้งในตัวทําละลายและใน
อาหารทดสอบ, คุณสมบัติในการแพร (Diffusibility) ของสารในอาหารวุนที่ใชทดสอบ 
อันจะมีผลตอปจจัยที่ยากตอการควบคุมและปฏิบัติ

นอกจากนี้ขอดีประการหนึ่งของการเลือกใชวิธีการทดสอบการยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรียโดยใช Alamar Blue เปนอินดิเคเตอร คือ ความไมเปนพิษตอเซลลของ 
Alamar Blue โดยปกติ Alamar Blue จะมีสีครามซึ่งอยูในรูป resazurin แตเมื่อถูกรีดิวซจะ
เปลี่ยนเปนสีแดง ซึ่งอยูในรูป resorufin การเปลี่ยนแปลงของสีจากปฏิกิริยารีดักชันจะมี
ความจําเพาะกับ NADPH / NADP, FADH / FAD, FMNH / FMN และ NADH / NAD ที่
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เพิ่มขึ้นในกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล (O´Brien et al.,2000) จึงทําใหวิธีทดสอบ
ดังกลาวมีความเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบอยางแทจริง Alamar 
Blue นอกจากไมเปนพิษตอเซลลแลวยังไมไวตอการสลายตัวดวยแสง และปฏิกิริยาการ
เปลี่ยนแปลงสีดังกลาว ยังสามารถสังเกตไดงายดวยตาเปลา ทั้งนี้ปจจัยที่มีผลตอการ
ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียดวย Alamar Blue ไดแก จํานวนเซลล    
จุลินทรียที่ใชทดสอบ, ระยะเวลาในการบมเชื้อระหวางการทดสอบ, องคประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อและความเขมขนของสารสกัดหยาบหรือสารบริสุทธิ์ที่ตองการทดสอบ 
โดยมีรายละเอียดของแตละปจจัยดังนี้

จํานวนเซลลของจุลินทรียที่ใชทดสอบใน 1 หลุมของจานเลี้ยงเชื้อแบบ 96 หลุม
จะขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียที่ใชทดสอบเปนสําคัญ จากการทดลองหาจํานวนเซลลที่
เหมาะสมของจุลินทรียแตละชนิดที่ใชทดสอบในการศึกษานี้ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 
13 โดยจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมสําหรับการทดสอบจะพิจารณาจากปจจัยตางๆดัง
นี้คือ ระยะเวลาในการบมเชื้อในระหวางการทดสอบ ซึ่งควรอยูในชวง 8-18 ชั่วโมง 
ความไวตอสารสกัดและตัวทําละลายที่ใชในการทดสอบ เนื่องจากจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่
มากเกินไปจะทําใหความไวตอการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของ
สารสกัดหยาบลดลง ซึ่งจะสงผลตอการเปลี่ยนสีของ Alamar Blue จากการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็วจนไมสามารถจะสังเกตผลการยับยั้งการเจริญของสารที่
ทดสอบไดอยางแทจริง ในขณะที่จํานวนเชื้อที่ใชในการทดสอบนอยเกินไปจะเกิดผลใน
ทางตรงกันขาม กลาวคือสารสกัดหยาบที่นํามาทดสอบรวมทั้งตัวทําละลายที่ใชคือ 
DMSO จะมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย ทําใหไมสามารถทราบผลการยับยั้งที่เกิดขึ้น
จากสารสกัดหยาบอยางแทจริง อีกทั้งระยะเวลาในการบมเชื้อก็มากขึ้นกวาระยะเวลาที่
เหมาะสม (12-24 ชั่วโมง) จากการทดลองพบวาความเขมขนของ DMSO ที่ไมมีผล
กระทบตอการเจริญของแบคทีเรียที่ใชทดสอบ จะตองไมมากกวา 2.5 ไมโครลิตร/100 
ไมโครลิตรของเชื้อแบคทีเรียแตละชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชทดสอบ ทั้งนี้ ในการทด 
สอบคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธีขางตน จะใชสารปฏิชีวนะมาตรฐาน
คือ vancomycin  สําหรับชุดควบคุม
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ตารางที่ 13 ปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมตอการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียโดยวิธี 
    colourimtric microdilution broth

Table 13 Initial condition of bacterial used for colourimetric microdilution broth

   antibacterial assay

Tested bacteria Amount of cell (CFU/ml) Incubation time (h)

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhi
Shigella sonnei

4.5x 105

1.0x 104

1.0x 108

1.0x 106

1.0x 106

6.0x 105

10
8

12-15
15-18

12
12

ตารางที่ 14 ความไวของยาปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียเมื่อทดสอบโดย
   วิธี colourimtric microdilution broth

Table 14 Antibacterial susceptibility of antibiotics by colourimetric microdilution broth

   antibacterial assay

Antibacterial activities MIC (µg/ml)Antibiotics
S. aureus B. subtilis E. faecalis P. aeruginosa S. typhi S. sonnei

Vancomycin 2.5 2.5 5 5 2.5 5
Tetracycline 2.5 5 5 1.25 1.25 10
Amphicillin 1.25 1.25 1.25 2.5 10 2.5
Kanamycin 5 5 1.25 1.25 1.25 5
Chloramphenicol 5 5 2.5 2.5 10 10



53

จากการทดสอบความไวของยาปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย โดย
วิธี colourimetric microdilution broth antibacterial assay (ตารางที่ 14) พบวายาปฏิชีวนะ
ทั้ง 6 ชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได ความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
จะมีคา MIC อยูในชวง 1.25-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยขึ้นอยูกับชนิดของยา
ปฏิชีวนะและเชื้อแบคทีเรียทดสอบ

ทั้งนี้วิธีการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียโดยวิธี colourimetric 
microdilution broth ไดพัฒนาใหเหมาะสําหรับการคัดเลือกสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรีย เนื่องจากเปนวิธีที่ใชสารเพียงปริมาณนอยเนื่องจากสารสกัด
หยาบที่แอคติโนมัยสีทผลิตไดปริมาณนอยซึ่งไมเกิน 90 มิลลิกรัม และยังประหยัดสาร
เพื่อการทดลองในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ นอกจากนี้การคัดเลือกโดยวิธีดังกลาวยัง
สามารถทดสอบไดครั้งละหลายๆตัวอยางเพราะในการทําวิทยานิพนธมีตัวอยางทั้งหมด
กวา 200 ตัวอยาง อีกทั้งยังเปนวิธีที่สะดวกรวดเร็ว และมีความไวตอสารทดสอบสูง ดัง
นั้นวิธีนี้จึงมีความเหมาะสมในการคัดเลือกสารสกัดหยาบปริมาณนอยที่ไดจากธรรมชาติ
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย อยางไรก็ตามคา MIC ที่ไดจากการทดสอบไมสามารถนําไป
เปรียบเทียบกับการทดสอบโดยวิธีอ่ืน เนื่องจากสภาวะในการทดสอบแตกตางกัน

4. การคัดเลือกสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย
4.1 ผลการทดสอบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย
การทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบที่ผลิต

โดยแอคติโนมัยสีทในทะเลทั้ง 208 ตัวอยาง ในการศึกษานี้พบวามีสารสกัดหยาบถึง 18 
ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 8.65 ของสารสกัดหยาบทั้งหมด 208 ตัวอยาง) ที่มีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญของ S. aureus และสําหรับ B. subtilis ถึงแมวาจะไมกอใหเกิดโรคติด
เชื้อ แตเปนเชื้อที่คอนขางไวตอยาและสารเคมีตางๆจึงนํามาทดสอบเพื่อใชในการเปรียบ
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เทียบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบ โดยพบวามีสารสกัดหยาบ
ถึง 39 ชนิด (คิดเปนรอยละ 18.75) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ B. subtilis สําหรับ E. 
faecalis เปนแบคทีเรียกอโรคที่พบในลําไสใหญของคน โดยเปนเชื้อฉวยโอกาส
(opportunistic pathogen) ที่กอใหเกิดโรคติดเชื้อในทอปสสาวะและเยื่อบุหัวใจอักเสบ 
(endocarditic) โดยจากการทดสอบพบวามีสารสกัดเพียง 13 ชนิด (คิดเปนรอยละ 6.25) 
เทานั้นที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. faecalis ได
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ภาพที่  5 รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

Figure 5 Percentage of active extract  with antibacterial activities
สําหรับแบคทีเรียแกรมลบที่ใชทดสอบในการศึกษานี้ ไดแก P.  aeruginosa ซึ่ง

เปนเชื้อฉวยโอกาสที่กอใหเกิดโรคติดเชื้อในทอปสสาวะ จากการทดสอบพบวาสารสกัด
หยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีททั้ง 208 ชนิด ไมมีชนิดใดเลยที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการ
เจริญของ P. aeruginosa และสําหรับเชื้อ S. typhi ซึ่งมักพบวามีการปนเปอนในอาหาร
ประเภท เนื้อสัตวและอาหารทะเล และทําใหเกิดโรคไขไทฟอยดนั้น มีสารสกัดหยาบ 18 
ชนิด (คิดเปนรอยละ8.65) ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ได ใน
ขณะที่การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. sonnei ซึ่งกอใหเกิดโรคบิดบริเวณลํา
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ไสใหญหรือบริเวณสวนปลายของลําไสเล็กนั้น มีสารสกัดหยาบเพียง 13 ชนิด (คิดเปน
รอยละ6.25) เทานั้นที่มีผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อดังกลาว (ภาพที่ 5)

 4.2 องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อตอฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัด
หยาบ

ผลจากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลเพื่อทดสอบความสามารถ
ในการสรางสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวที่มีองคประกอบแตกตางกัน 4 สูตร พบวาอาหารสูตร A (มีสาหราย ตะกอนดินและ
เปลือกกุงบดเปนองคประกอบ) ใหสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียมากที่สุดคือ 18 
ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 35 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร A ทั้งหมด) ในขณะที่
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร B (มีกลีเซอรอลเปนองคประกอบ) เปนอาหารที่ผลิตสารสกัดหยาบที่
มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดนอยที่สุด โดยมีเพียง 14 ตัวอยาง (คิด
เปนรอยละ 27 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร B ทั้งหมด) เทานั้น สวนอาหาร
สูตร C (มี polypeptone, soluble starch เปนองคประกอบ) และ D (มี peptone yeast และ
extract เปนองคประกอบ) สามารถผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งไดมากเปนอันดับ
สองและสามตามลําดับคือ อาหารสูตร C มีจํานวน 16 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 31 ของ
สารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร C ทั้งหมด) และอาหารสูตร D 15 ตัวอยาง (คิดเปน
รอยละ 29 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร D ทั้งหมด) ดังแสดงในภาพที่ 6

และเมื่อพิจารณาถึงคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดของ
สารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรตางๆ 
จากตารางที่ 15 พบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของ S. aureus สวนใหญ
มาจากอาหารสูตร A และ C (อาหารสูตรละ 7 ตัวอยาง) และจากอาหารสูตร D (3 ตัว
อยาง)  ในขณะที่สารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อดวยอาหารสูตร B มีเพียง 1 ตัวอยาง
เทานั้นที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อดังกลาวได สําหรับการทดสอบการยับยั้งการ
เจริญของ B. subtilis ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความไวตอสารเคมีและยาปฏิชีวนะ ดังนั้น
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จึงพบสารสกัดหยาบจํานวนมากถึง 39 ชนิดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ B. subtilis ได
โดยสารสกัดสวนใหญไดมาจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารสูตร A ซึ่งมีจํานวนเทา
กับ 17 ชนิด อันดับรองลงมาคือ อาหารสูตร C มีจํานวน 9 ชนิด จากอาหารสูตร D มี
จํานวน 8 ชนิด และอาหารสูตร B นอยที่สุดคือเทากับ 5 ชนิด และในการทดสอบ
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ภาพที่  6 รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากอาหารเลี้ยง

     เชื้อที่แตกตางกัน 4 ชนิด

Figure 6 The percentage of active crude extracts against bacterial cultures, classified by

     cultivating media

ตารางที่ 15 จํานวนสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในอาหาร

      ชนิดตางๆที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญแบคทีเรีย

Table 15 Number of antibacterial crude extracts from 4 cultivating media

Number of antibacterial crude extractscultivating
media S. aureus B. subtilis E. faecalis P.aeruginosa S. typhi S. sonnei

A 7 17 3 0 3 4
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B 1 5 3 0 7 4
C 7 9 4 0 4 4
D 3 8 3 0 4 1

คุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของ E. faecalis ผลการทดสอบพบวามีสารสกัดจํานวน 13 
ชนิด ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ E. faecalis ได โดยสารสกัดหยาบสวนใหญมาจาก
อาหารสูตรตางๆในจํานวนที่ใกลเคียงกันเปนที่นาสังเกตวาในการทดสอบคุณสมบัติการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ พบวาไมมีสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีทจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดใดเลยที่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. aeruginosa ได ในขณะที่การ
ทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของ S. typhi มีสารสกัดหยาบทั้งหมดถึง 18 ตัวอยาง
ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดนี้ โดยสารสกัดหยาบดังกลาวไดมา
จากการเลี้ยงในอาหารสูตร B มีจํานวนมากที่สุด คือเทากับ 7 ตัวอยาง รองลงมาคือสาร
สกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อดวยอาหารสูตร C และ D สูตรละ 4 ตัวอยางเทากัน โดยที่
สารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อดวยอาหารสูตร A มีเพียง 1 ตัวอยางเทานั้นที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. typhi ได สวนการทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของพบ
วา S. sonnei พบวามีสารสกัดหยาบถึง 13 ชนิดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อนี้ได โดย
แยกเปนสารสกัดหยาบที่ไดมาจากการเลี้ยงในอาหารสูตร A, B และ C สูตรละ 4 ตัวอยาง
และอาหารสูตร D เพียง 1 ตัวอยางเทานั้น

โดยรวมแลวอาหารสูตร A สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียไดมากที่สุด โดยสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวา
แบคทีเรียแกรมลบ ในขณะที่อาหารสูตร B สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียไดนอยที่สุดแตเปนอาหารสูตรที่สามารถผลิตสารสกัดหยาบซึ่งมีคุณ
สมบัติยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก เมื่อพิจารณา
องคประกอบของอาหารสูตร A (สาหราย ตะกอนดินและเปลือกกุงบด)พบวาเปนอาหาร
ที่มาจากแหลงธรรมชาติ ซึ่งแอคติโนมัยสีทดูดซึมสารอาหารจากแหลงดังกลาวไดยาก 
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โดยอาจตองสรางเอนไซมในการยอยองคประกอบดังกลาว และในการปรับตัวของแอคติ
โนมัยสีทนี้อาจสงเสริมใหผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย สวนอาหารสูตร B (กลีเซอ
รอลและ soytone) พบวาองคประกอบดังกลาวเปนอาหารที่ไดจากการสังเคราะหดังนั้น
จึงมีการนํามาใชไดงาย โดยกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนและ soytone เปนแหลง
ไนโตรเจน ดังนั้นจึงเหมาะแกการเจริญของแอคติโนมัยสีทมากกวาการผลิตสารทุติยภูมิ 
จึงทําใหอาหารสูตร B ผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียไดนอย อยางไรก็ตามสารสกัด
หยาบที่ไดจากอาหารสูตรนี้มีคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดดี ดังนั้นสารที่มีฤทธิ์
ตอแบคทีเรียแกรมลบอาจผลิตในชวงการเจริญ

ตารางที่16  แอคติโนมัยสีทที่ผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียในอาหารเลี้ยง
      เชื้อเพียงชนิดเดียว

Table 16    Actinomycetes that produced active crude extract by only a cultivation 
  medium

Cultivation media
A B C D

Actinomycetes
stains

CNA006
CNA009
CNA017
CNA023
CNA047

CNA008
CNA014
CNA026
CNA037

CNA013
CNA052

CNA011

จากผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย เมื่อพิจารณาสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ พบ
วามีแอคติโนมัยสีทจํานวน 12 สายพันธุที่สามารถผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์เมื่อเลี้ยงใน
อาหารชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น ดังตารางที่16  อาทิเชน แอคติโนมัยสีทสายพันธุ 
CNA006 จะผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก็ตอเมื่อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตร A ชนิดเดียวเทานั้น และยังพบวาอาหารสูตร A เปนอาหารที่แอคติโนมัยสีท 
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สามารถสรางสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ไดมากที่สุด ทั้งนี้เพราะอาหารสูตร A เปนอาหารที่
เลียนแบบสภาพธรรมชาติในทะเล โดยการนําสาหรายทะเล ตะกอนดินและเปลือกกุงบด
เปนองคประกอบ อีกทั้งยังเปนอาหารที่มาจากธรรมชาติ ดังนั้นแอคติโนมัยสีทจึงตอง
อาศัยข้ันตอนที่ซับซอนในการนําสารอาหารไปใช

ตารางที่ 17 แอคติโนมัยสีทที่ผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียในอาหารเลี้ยง
      เชื้อทั้ง 4 ชนิด

Table 17    Actinomycetes that produced active crude extract by all 4 cultivation media
 Antibacterial activities at 300 µg/mlCrude

extracts S. aureus  B. subtilis    E. faecalis  P.aeruginosa   S. typhi   S. sonnei
CNA001A +
CNA001B +
CNA001C +
CNA001D +
CNA003A + + + +
CNA003B + + +
CNA003C +
CNA003D +
CNA004A + +
CNA004B +
CNA004C + +
CNA004D + +
CNA007A + +
CNA007B +
CNA007C +
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CNA007D +
CNA053A + + +
CNA053B + + +
CNA053C + + +
CNA053D + + +

และพบวามีแอคติโนมัยสีทเพียง 5 สายพันธุเทานั้นที่สามารถสรางสารสกัดหยาบ
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียไมวาจะเลี้ยงในอาหารชนิดใดก็ตาม โดยฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย
ของสารสกัดหยาบที่มาจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุเดียวกันจะยับยั้งแบคทีเรียคลายกัน 
แตจะมีสารสกัดหยาบบางชนิดที่มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียไดมากกวาโดยขึ้น
กับอาหารเลี้ยงเชื้อ อาทิเชน แอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA001 ผลิตสารสกัดหยาบ 4 
ชนิด โดยทั้ง 4 ชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ B. subtilis แตมีเพียงสารสกัดที่ไดจากการ
เลี้ยงในอาหารสูตร A (CNA001A) เทานั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้ง S. sonnei  ดวย อีกทั้งยังพบวา
แอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เปนแอคติโนมัยสีทที่ผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์
ยับยั้งแบคทีเรียโดยไมมีปจจัยของอาหารเลี้ยงเชื้อเลย เนื่องจากสารสกัดหยาบจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อทั้ง 4 ชนิดมีฤทธิ์ในการทดสอบขั้นตนเหมือนกัน และเปนที่นาสังเกตวาแอคติโน
มัยสีทสายพันธุ CNA001, 003, 007 และ 053 แยกไดจากฟองน้ํา และ CNA004 แยกได
จากสาหราย ดังนั้นฟองน้ําจึงเปนแหลงของแอคติโนมัยสีทที่มีแนวโนมที่ผลิตสารที่
ยับยั้งแบคทีเรียไดดีที่สุด (ดังตารางที่17)

4.3 ความสัมพันธของแหลงที่มาของแอคติโนมัยสีทกับฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย
ของสารสกัดหยาบ

เมื่อนําแอคติโนมัยสีทจํานวน 58 สายพันธุที่แยกมาจากทะเลทางภาคใตของ
ประเทศไทยทั้ง 4 แหลง มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 4 
สูตร คือ อาหารสูตร A, B, C และ D เพื่อผลิตสารสกัดหยาบและนํามาทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียพบวาแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากฟองน้ําจํานวน 23 สาย
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พันธุใหสารสกัดหยาบ 33 ชนิดที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียหรือคิดเปนรอยละ 
35.87 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากฟองน้ําทั้งหมด 92 สาย
พันธุ  (ดังภาพที่ 7) โดยที่สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่งแยกจากฟองน้ํามีคุณ
สมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียในชวงกวาง ดังแสดงในตารางที่ 18 โดย
สามารถยับยั้งการเจริญไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และสามารถยับยั้ง B. 
subtilis ไดมากที่สุด (22 ตัวอยาง) และมีสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการ
เจริญของ S. aureus, E. faecalis, S. typhi  และ S. sonnei ไดใกลเคียงกันคือ 10, 7, 11 และ 
8 ชนิด ตามลําดับ ทั้งนี้แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากฟองน้ํามีความสามารถในการสราง
สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์จํานวนมากเนื่องจากสภาพแวดลอมในทะเล ฟองน้ําซึ่งเปนสัตวที่
ไมมีอวัยวะในการปองกันตัวและไมสามารถเคลื่อนที่ได ดังนั้นจึงจําเปนตองปรับตัวให
อยูรอดจากการรุกราน โดยการสรางสารพิษซึ่งอาจสรางจากฟองน้ําโดยตรงหรือสราง
จากจุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันกับฟองน้ํา และจากการทดลองนี้ก็สามารถทราบไดวา    
แอคติโนมัยสีทก็เปนจุลินทรียชนิดหนึ่งที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําในทะเล

จากการทดลองเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 7 สายพันธุจากตะกอนดินในอาหาร
เลี้ยงเชื้อทั้ง 4 สูตร ไดสารสกัดหยาบทั้งหมด 28 ตัวอยาง จากการทดสอบคุณสมบัติการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียดังแสดงในตารางที่ 18 พบวามีเพียง 3 ตัวอยางหรือคิดเปน
รอยละ 10.71 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตะกอนดินทั้งหมด 
3 สายพันธุเทานั้นที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได แตเปนที่นาสนใจวาสาร
สกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตะกอนดิน สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก S. typhi และ S. sonnei ไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก

และเมื่อนําแอคติโนมัยสีททั้ง 12 สายพันธุที่แยกจากสาหราย มาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อทั้ง 4 สูตรจนไดสารสกัดหยาบทั้งหมด 48 ตัวอยาง และทําการทดสอบคุณสมบัติ
ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของสารสกัดดังกลาว พบวามีสารสกัดหยาบ 21 ตัว
อยางที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียหรือคิดเปนรอยละ 43.75 สารสกัด
หยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากสาหรายมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียในชวงกวางเชนเดียวกับสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่งแยกจาก
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ฟองน้ํา เนื่องจากสามารถยับยั้งการเจริญไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรม
ลบ โดยสามารถยับยั้งการเจริญของ B. subtilis ไดมากที่สุด (11 ตัวอยาง) นอกจากนี้ยังมี
สารสกัดหยาบที่ยับยั้งการเจริญของ S. aureus, E. faecalis, S. typhi และ S. sonnei มี
จํานวนใกลเคียงกันคือ 6, 5, 5 และ4 ตัวอยาง ตามลําดับ

เปนที่นาสนใจวาแอคติโนมัยสีท 1 สายพันธุที่แยกไดจากฟลมชีวภาพ (ตารางที่ 
18) ผลิตสารสกัดหยาบเพียง 1 ตัวอยางเทานั้นที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ             
B. subtilis เชนเดียวกับแอคติโนมัยสีทจํานวน 2 สายพันธุที่ไดจากเปลือกหอย ผลิตสาร
สกัดหยาบเพียง 2 ชนิดเทานั้นที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก คือ S. 
aureus และ B. subtilis ได ทั้งนี้เนื่องจากตัวอยางฟลมชีวภาพและเปลือกหอยที่เก็บทะเล
มีจํานวนนอย ดังนั้นจึงแยกแอคติโนมัยสีทจากตัวอยางดังกลาวไดนอยดวยและสงผลให
จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียนอยไปดวย อยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบ
รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ตอสารสกัดหยาบทั้งหมดพบวามีรอยละ 25 (ภาพที่ 7)
ดังนั้นฟลมชีวภาพและเปลือกหอยจึงมีศักยภาพในการเปนแหลงของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรีย
ตารางที่ 18 จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญแบคทีเรียจําแนกตาม

      แหลงที่มาของแอคติโนมัยสีท

Table 18 Number of antibacterial crude extracts classified by sources of actinomycetes

Number of antibacterial crude extracts
Source

Total number
of

antibacterial
crude extracts

S. aureus  B. subtilis  E. faecalis  P.aeruginosa  S. typhi  S. sonnei

Sponge 33 10 22 7 0 11 8
Sediment 3 0 1 1 0 2 1

Algae 21 6 11 5 0 5 4
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Coral 2 0 2 0 0 0 0
Biofilm 1 0 1 0 0 0 0

Shell 2 2 1 0 0 0 0

เมื่อเปรียบเทียบรอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียตอสาร
สกัดหยาบทั้งหมดจากแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตัวอยางประเภทเดียวกันดังแสดงใน
ภาพที่ 7 พบวาแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากสาหรายและฟองน้ําผลิตสารสกัดหยาบใน
อาหารทั้ง 4 สูตรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสูงสุด คือรอยละ 43.75และ 
35.87 ในขณะที่แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากฟลมชีวภาพและเปลือกหอยใหสารสกัด
หยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียในลําดับที่รองลงมาคิดเปนรอยละ 25 สวน 
แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากตะกอนดินและปะการังผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดนอยที่สุดคิดเปนรอยละ 10.71 และ 7.14 ตามลําดับ
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25 25
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ภาพที่  7 รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียตอสารสกัดหยาบ

    จากตัวอยางชนิดนั้นๆทั้งหมด

Figure 7 Percentage of antibacterial crude extracts per total crude extracts from each
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     specimens

5. การแยกสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบ
5.1 การคัดเลือกสารสกัดหยาบและการแยกสวนสารสกัดหยาบขั้นตน
จากการทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียของสารทั้ง 208 ตัว

อยางในขอ 4 พบวามีสารสกัดหยาบหลายตัวอยางที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียไดแก CNA003A, CNA003B, CNA005A, CNA007A, CNA031C, 
CNA039C, CNA048C, CNA053A, CNA053B, CNA053C และ CNA053D โดยที่สาร
สกัดหยาบเหลานี้สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดในชวงกวาง กลาวคือสามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดอยางนอย 3 ชนิด ดังตารางที่ 19
ตารางที่ 19 สารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียต้ังแต 3 ชนิดขึ้นไป
Table 19 Antibacterial activities of crude extract against  at least 3 tested bacterial

 Antibacterial activities at 300 µg/mlCrude
extracts

code S. aureus B. subtilis E. faecalis P.aeruginosa S. typhi S. sonnei

CNA003A + + + +
CNA003B + + +
CNA005A + + + +
CNA007A + + +
CNA031C + + +
CNA039C + + +
CNA048C + + +
CNA053A + + +
CNA053B + + +
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CNA053C + + +
CNA053D + + +

เปนที่นาสังเกตวาสารสกัดหยาบสวนใหญที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
เปนผลจากองคประกอบที่แตกตางกันในอาหารเลี้ยงเชื้อ ยกเวนแอคติโนมัยสีทสายพันธุ
CNA053 ที่ใหสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเมื่อเลี้ยงใน
อาหารทั้ง 4 สูตรคือ CNA053A, CNA053B, CNA053C และ CNA053D ในการศึกษาขั้น
ตอไปสําหรับการแยกและทําบริสุทธิ์ของสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
จึงเลือกที่จะศึกษาสารสกัดหยาบที่มาจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053

จากการพิจารณาอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 4 สูตร พบวาสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
แบคทีเรียสวนใหญมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร A และสูตร C แตอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร A 
เปนอาหารที่มีองคประกอบจากแหลงธรรมชาติ คือสาหราย ตะกอนดินและเปลือกกุงบด
ที่ทําใหเปนอุปสรรคตอการสกัดดวย separatory funnel จึงเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร C ซึ่ง
นอกจากจะเปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่สามารถผลิตสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียหลายชนิดไดในปริมาณสูงแลวยังสะดวกและงายตอกระบวนการ
สกัดและทําใหบริสุทธิ์ของสารสกัดหยาบอีกดวย แอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เมื่อ
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร C ปริมาตร 8.7 ลิตร หลังจากสกัดดวยเอทิลอะซิเตทแลว ได
สารสกัดหยาบ 1.0 กรัม แยกสวนที่ไมมีข้ัวออกดวยเฮกเซนและสวนมีข้ัวออกดวยเมทา
นอล จากการทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียพบวาสวนของสาร
สกัดที่ละลายในเมทานอลมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกทั้ง 3 
ชนิด ในขณะที่สวนของสารสกัดที่ละลายในเฮกเซนไมมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรีย ดังนั้นจึงเลือกสารที่ไดจากการแยกสวนดวยเมทานอลมาทําการทดลองใน
ข้ันตอนตอไป (ภาพที่8)
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แอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053

เลี้ยงในอาหารสูตร C ปริมาตร 8.7 ลิตร

สกัดดวยเอทิลอะซิเตท

สารสกัดหยาบที่มีน้ําหนัก
แหง 1.0 ก.

เก็บไว 20.0 มก. สําหรับ
การอางอิง

สารสกัดหยาบ
982.3 มก.

แยกสวนดวยตัวทําละลาย
เมทานอล เฮกเซน

792.2 มก. 97.3 มก.
แยกสวนดวยคอลัมนที่บรรจุดวย Silica gel 60
 (โดยมีไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซิเตท ,     
เมทานอลเปนตัวทําละลายชนิดเคลื่อนที่)
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F1
44.5
มก.

F2
23.9
มก.

F3
31.0
มก.

F4
53.0
มก.

F5
232.4
มก.

F6
121.3
มก.

F7
187.1
มก.

F8
72.9
มก.

ภาพที่  8 ไดอะแกรมแสดงการแยกสารสกัดหยาบ CNA053C

Figure 8 Isolating diagram of CNA053C crude extract

F5 232.4 มก.
แยกสวนดวยคอลัมนที่บรรจุดวย

Silica gel C18

(โดยมีเมทานอล, น้ําเปนตัวทําละลาย
ชนิดเคลื่อนที่)

F5.1
 63.8 มก.

F5.2
 106.6 มก.

F5.3
  27.2 มก.

เก็บไว
10 มก. สําหรับการ

อางอิง

preparative TLC 3 ครั้ง
(ไดคลอโรมีเทน:น้ํา) 7.9 มก.

แยกโดย HPLC เก็บ fraction
15 fraction

ได fraction ละ นอยกวา 2 มก.
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ภาพที่ 9 ไดอะแกรมแสดงการแยกสารของ F5

Figure 9 Isolating diagram of F5

5.2 การแยกสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียดวยวิธี Flash column chromatography 
แบบ normal phase

จากภาพที่ 7 นําสวนของสารสกัดที่ละลายในเมทานอล 770.2 มิลลิกรัม มาแยก
โดยอาศัยหลักการของโครมาโตกราฟ บนคอลัมนที่บรรจุดวย Silica gel 60 (Fluca) เปน 
stationary phase ชะสารโดยเรียงลําดับความมีข้ัวจากนอยไปหามาก ดวยไดคลอโรมีเทน
เอทิอะซิเตทและเมทานอล แบงเก็บสารละลายที่ชะออกมาเปน 8 fraction ผลการทดสอบ
ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 8 fraction ที่ระดับความเขมขน 300 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 20) พบวาทุก fraction สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus และ 
B. subtilis แตเมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ E. faecalis ผลปรากฏ
วามีเฉพาะ fraction ที่ 4 ถึง 7 (F4 ไดคลอโรมีเทน:เอทิอะซิเตท (40:60), F5 ไดคลอโร
มีเทน:เอทิอะซิเตท (20:80), F6 เอทิอะซิเตท (100), F7 เอทิอะซิเตท:เมทานอล (80:20)) 
เทานั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียชนิดนี้ และไมมี fraction ใดเลยที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของ P. aeruginosa, S. typhi, S. sonnei ไดทั้งนี้อาจเปนผลมาจากสารที่แอ
คติโนมัยสีทสรางมีความจําเพาะกับแบคทีเรียแกรมบวกเทานั้น ซึ่งสอดคลองกับคุณ
สมบัติเบื้องตนของสารสกัดหยาบ CNA053C ที่สามารถยับยั้งการเจริญเฉพาะแบคทีเรีย
แกรมบวกเทานั้น

จากตารางที่ 20 สรุปไดวา F5 เปนสวนที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมบวกทั้งสามชนิดดีที่สุด โดยมีคา MIC ตอ S. aureus, B. subtilis และ E. 
faecalis เทากับ 0.53, 0.29 และ 0.29 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ และยังเปนสวนที่
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แยกสารไดปริมาณมากที่สุด (232.4 มิลลิกรัม คิดเปนรอยละ 29.8 ของนําหนักสารสกัด 
หยาบกอนทําใหบริสุทธิ์บางสวน) ดังนั้น F5 จึงเปน fraction ที่เหมาะสมที่สุดในการนํา
มาทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไป

ตารางที่ 20 น้ําหนักแหงและฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของแตละ fraction ที่ไดจากการแยกโดย
    normal phase flash chromatography

Table 20 Dried weight and antibacterial activities of fractions obtained from a normal

   phase flash chromatography

MIC (µg/ml)Fraction     Mobile phase Weight
(mg.) S. aureus     B. Subtilis     E. faecalis    P.aeruginosa  S. typhi     S. sonnei

1 DCM(100) 44.5 37.5 37.5 >300 >300 >300 >300
2 DCM:EtOAc (80:20) 23.9 9.38 18.75 >300 >300 >300 >300
3 DCM:EtOAc (60:40) 31 37.5 75 >300 >300 >300 >300
4 DCM:EtOAc (40:60) 53 2.34 0.58 1.17 >300 >300 >300
5 DCM:EtOAc (20:80) 232.4 0.58 0.29 0.29 >300 >300 >300
6 EtOAc (100) 121.3 1.17 1.17 0.58 >300 >300 >300
7 EtOAc:MeOH (80:20)      187.1 2.34 2.34 18.75 >300 >300 >300
8 MeOH (100) 72.9 18.75 9.38 >300 >300 >300 >300

Total 744.1
Vancomycin 2.5 2.5 5 5 2.5 5

หมายเหตุ    DCM (Dichloromethane)
EtOAc (Ethyl acetate)
MeOH (Methanol)
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5.3 การแยกสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียดวยวิธี Flash column chromatography 
แบบ reversed phase

เนื่องจาก F5 ในขั้นตอนที่ 5.2 ถูกชะออกมาจากคอลัมนดวยตัวทําละลาย ไดคลอ
โรมีเทน:เอทิอะซิเตท ในสัดสวน 20:80 (ดังภาพที่ 8) ดังนั้นจึงเปนสารผสมที่มีสภาพขั้ว
ปานกลาง นํา F5 ปริมาณ 217.4 มิลลิกรัม มาแยกตอโดยวิธี reversed phase flash column 
chromatography ที่ใช Silica gel C18 (Fluca) เปน stationary phase ผานคอลัมนดวยตัวทํา
ละลายเคลื่อนที่คือ เมทานอลและน้ําในอัตราสวนตางๆกัน เก็บรวบรวม fractionได 3 
fraction
ตารางที่ 21 น้ําหนักแหงและฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของแตละ

     fraction ที่ไดจากการแยกโดย reversed phase flash chromatography

Table 21 Dried weight and antibacterial activities of fractions obtained from a reversed

   phase flash chromatography
MIC (µg/ml)Fraction          Mobile phase       Weight

                                                     (mg) S. aureus  B. subtilis  E. faecalis   P.aeruginosa  S. typhi  S. sonnei
5.1 MeOH:water (50:50) 63.8 37.5 18.75 18.75 >300 >300 >300
5.2 MeOH:water (80:20) 106.6 0.585 0.146 0.29 9.375 150 300
5.3 MeOH (100) 27.2 4.687 2.34 18.75 >300 >300 >300

Total 187.6
Vancomycin 2.5 2.5 5 5 2.5 5

หมายเหตุ    MeOH (Methanol)
ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียดังแสดงในตารางที่ 21 

พบวา F5.2 ซึ่งถูกชะดวย เมทานอล:น้ํา (80:20)  มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียไดดีที่
สุด และแยกไดสารเปนปริมาณมากที่สุดเทากับ 106.6 มิลลิกรัม เปนที่สังเกตวา F5.2 เทา
นั้นที่มีสารสกัดสีสม ดังนั้นจึงคาดวาสารสีสมมีความสัมพันธกับคุณสมบัติในการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรีย และพบวา F5.2 สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีโดยมีคา 
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MIC ตอ S. aureus, B. subtilis และ E. faecalis เทากับ 0.53, 0.146 และ 0.29 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้ง B. subtilis เพิ่มขึ้นสองเทาเมื่อ
เปรียบเทียบกับ F5 และนอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ P. aeruginosa, S. 
typhi, S. sonnei ซึ่งแตเดิมนั้น F5ไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบไดเลย
ทั้งนี้เนื่องจากในการทํา flash column chromatography ในขั้นตอนนี้ทําใหมีความบริสุทธิ์
ของสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียกลุมดังกลาวเพิ่มมากขึ้น จนกระทั่งสามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียนี้ไดดวยวิธีทดสอบที่ใชในการศึกษานี้

5.4 การแยกสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียดวยวิธี HPLC
เตรียมสารสกัด F5.2 ที่ผานการแยกดวยวิธี flash column chromatography แบบ 

reverse phase ซึ่งถูกชะดวยเมทานอล:น้ํา ในสัดสวน 80:20 จากขอ 5.3 ที่ความเขมขน 16 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นําไปวิเคราะหองคประกอบดวยวิธี HPLC โดยใชคอลัมนชนิด 
reverse phase (Thermo Hypersil BDS C18 5µm, 4.5 x250 mm) ตรวจวัดการดูดกลืนแสง
ดวยตัวตรวจวัดอัลตราไวโอเลตชนิด diode array ที่ความยาวคลื่น 210 และ 254 นาโน
เมตร โดยวิเคราะหสารครั้งละ 2 มิลลิกรัม ใชเมทานอล:น้ํา (75:25) เปนตัวทําละลาย
เคลื่อนที่ ดวยอัตราเร็ว 0.7 มิลลิลิตรตอนาที ระยะเวลา 20 นาที  ผลการวิเคราะหดังภาพที่
10 สามารถวิเคราะหสารแลวแบงเปนสวนๆไดทั้งหมด 15 สวน โดยเฉพาะสารที่พีก ณ 
เวลา 14.5 ถึง 15.5 นาที เปนสารที่เปนองคประกอบหลักของสารสกัดสวนนี้ แตพบวายัง
ไมสามารถแยกสารกลุมนี้ออกจากกันไดโดยสมบูรณ ซึ่งชวงเวลาดังกลาวนี้สามารถเก็บ
สารได 5 สวน คือสวนที่ 8 -12 ลักษณะสารที่ไดมีสีเหลืองจนไปถึงสีสมเขม และสาร
สวนที่ 10 ซึ่งมีลักษณะสีสมเขมเปนสวนที่มีปริมาณมากที่สุด เทากับ 36 มิลลิกรัม



72

ภาพที่ 10 โครมาโตแกรมของการวิเคราะห HPLC ของ F5.2 ใชเมทานอล: น้ํา

 (75:25) เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และ B: ที่
ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร)

Figure 10 Chromatogram of HPLC analysis of F5.2 in isocratic methanol: water(75:25)

system (A: at wavelength 254 nanometer and B: at wavelength 210 nanometer)

ดังนั้นจึงนําสารสวนที่ 10 ซึ่งตรวจวัดที่เวลา 15 นาที มาแยกตอตามวิธีและสภาวะ
เดิมคือใชเมทานอล: น้ํา (75:25) เปนเฟสเคลื่อนที่ เก็บสวนดังกลาวได 3 สวนไดแก 10.1, 
10.2 และ 10.3 โดยพิจารณาจากลักษณะสเปกตรัมจากการตรวจวัดดวยเครื่องไดโอดอา
เรย (diode array detector) (ดังภาพที่ 11) จากนั้นจึงนําทั้ง 3 สวน มาวิเคราะหโดยเปลี่ยน
สภาวะของเฟสเคลื่อนที่เปนแบบเกรเดียน ดังตารางที่ 22 แตผลการวิเคราะหก็ไมสามารถ
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แยกสารดังกลาวใหบริสุทธิ์ไดโดยลักษณะโครมาโตแกรมของการวิเคราะหแสดงในภาพ
ที่ 12, 13 และ14

นอกจากนี้ลักษณะสเปกตรัมของสารที่เวลา 45 ถึง 47 นาทีของการวิเคราะหสวน

ที่ 10.1 ,10.2 และ 10.3 ยังมีลักษณะเหมือนกันโดยมีลักษณะดังภาพที่ 11

ตารางที่ 22 สภาวะในการวิเคราะห HPLC โดยชะแบบเกรเดียน

Table 22 Condition of HPLC gradient system

เวลา (นาที) เมทานอล (%) น้ํา (%) อัตราเร็ว
(มิลลิลิตรตอนาที)

0 45 55 0.5
5 60 40 0.5
6 60 40 0.5

11 75 25 0.5
12 75 25 0.5
17 90 10 0.5
18 90 10 0.5
23 100 0 0.5
60 100 0 0.5
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ภาพที่ 11 ไดโอดอาเรยสเปกตรัมของสวนที่10.1, 10.2 และ10.3

Figure 11 Diode array spectrum of fraction 10.1,10.2 and 10.3

ภาพที่ 12 โครมาโตแกรมของการแยกสารสวนที่ 10.1 ตามสภาวะการชะแบบ

เกรเดียนตามตารางที่ 22 (A: ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และ B: ที่ความ

ยาวคลื่น 210 นาโนเมตร)

Figure 12 Chromatogram of fraction 10.1 by gradient system (Table 20) (A :

at wavelength 254 nanometer and B: at wavelength 210 nanometer)
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ภาพที่ 13 โครมาโตแกรมของการแยกสารสวนที่ 10.2 ตามสภาวะการชะแบบ

เกรเดียนตามตารางที่ 22 (A: ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และ B: ที่ความ

ยาวคลื่น 210 นาโนเมตร)

Figure 13 Chromatogram of fraction 10.2 by gradient system (Table 20) (A :

at wavelength 254 nanometer and B: at wavelength 210 nanometer)
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ภาพที่ 14 โครมาโตแกรมของการแยกสารสวนที่ 10.3 ตามสภาวะการชะแบบ

เกรเดียนตามตารางที่ 22 (A: ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และ B: ที่ความ

ยาวคลื่น 210 นาโนเมตร)

Figure 14 Chromatogram of fraction 10.3 by gradient system (Table 20) (A :

at wavelength 254 nanometer and B: at wavelength 210 nanometer)

ตารางที่ 23 ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของแตละ fraction ที่ไดจากการแยก
      โดย reversed phase HPLC

Table 23 Antibacterial activities of fractions obtained from a reversed phase HPLC

MIC (µg/ml)
Extracts

S. aureus B. subtilis E. faecalis P.aeruginosa S. typhi S. sonnei
10.1 0.585 0.146 0.292 75 300 300
10.2 0.585 0.073 0.146 9.375 37.5 75
10.3 0.585 0.292 0.585 37.5 300 300
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F5.2 0.585 0.146 0.29 9.375 150 300
ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของสวนที่ 10.1, 10.2 

และ 10.3 ดังแสดงในตารางที่ 23 พบวาทั้ง 3 สวนมีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย      
แกรมบวกไดใกลเคียงกันมาก ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะห ไดโอดอาเรยสเปกตรัมที่
มีลักษณะสเปกตรัมคลายคลึงกัน โดยเฉพาะสวนที่ 10.1 และ10.3 (ภาพที่11) และยังสอด
คลองกับผลการวิเคราะห HPLC ที่มีลักษณะของโครมาโตแกรมในรูปแบบเดียวกัน (ภาพ
ที่ 12, 13 และ 14) ดังนั้นสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียในทั้ง 3 สวนนาจะเปน
สารกลุมเดียวกัน แตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียในสวนที่ 10.2 อาจมีชนิดและ/หรือ
ปริมาณที่มากกวาสวนที่ 10.1 และ 10.3 เนื่องจากมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย
แกรมลบไดดีกวาทั้ง 2 สวนดังกลาว ซึ่งสอดคลองกับลักษณะไดโอดอาเรยสเปกตรัมที่
แตกตางจากทั้ง 2 สวน อีกทั้งในการแยกสารใหบริสุทธิ์โดยการวิเคราะห HPLC พบวา
สามารถแยกสวนที่ 10.2 ไดมากที่สุด ประมาณ 2 มิลลิกรัม ดังนั้นในการแยกสารให
บริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไปควรเลือกสารสวนที่ 10.2


