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 บทท่ี 4

สรุปผลการทดลอง

จากการเก็บตัวอยางในทะเลทางภาคใตของประเทศไทย 119 ตัวอยาง พบวาสวนใหญเปน
ฟองน้ําซึ่งมีมากถึงรอยละ 45 ของตัวอยางทั้งหมด และจากการทดลองแยก     แอคติโนมัยสีทจากตัว
อยางดังกลาว พบวาสามารถแยกแอคติโนมัยสีทไดทั้งหมด 58 สายพันธุ โดยมาจากตัวอยางประเภท
ฟองน้ํามากที่สุดคือ 23 สายพันธุ แตเมื่อพิจารณาคาดัชนีการแยกพบวาสาหรายเปนตัวอยางที่ใหคา
ดัชนีการแยกสูงที่สุด โดยมีคาเทากับ 0.92 ดังนั้นสาหรายจึงเปนตัวอยางที่มีศักยภาพในการเปน
แหลงของแอคติโนมัยสีทในทะเลไดดีที่สุดดวยเชนกัน

จากการทดลองใชอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งสําหรับแยกเชื้อแอคติโนมัยสีททั้ง 4  สูตร พบวา
อาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งสูตรที่มีตะกอนดินและเฟอริกฟอสเฟตเปนองค ประกอบสามารถใชแยก
เชื้อแอคติโนมัยสีทจากทะเลไดมากที่สุด โดยสามารถแยกแอคติโนมัยสีทได 28 และ 23 สายพันธุ
ตามลําดับ และยังพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งทั้งสองชนิดดังกลาวสามารถใชแยกแอคติโนมัยสีท
จากตัวอยางที่เก็บจากทะเลเกือบทุกชนิด

ในการศึกษาทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมตอการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัด
หยาบทั้ง 208 ชนิดตอแบคทีเรียทดสอบทั้ง 6 ชนิด พบวารอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียสวนใหญอยูในชวง 5-10 ยกเวน B. subtilis ที่มีรอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียมากที่สุดคือ 18 และพบวาไมมีสารสกัดหยาบชนิดใดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. 
aeruginosa ไดเลย

จากผลการคัดเลือกสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของ
อาหารเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทสําหรับผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว
ทั้ง 4 ชนิดสามารถใชผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดใกลเคียง โดย
อาหารสูตรที่เลียนแบบธรรมชาติ (สูตร A) สามารถใชผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียได
มากที่สุด โดยคิดเปนรอยละ 35 ของสารสกัดหยาบที่ผลิตจากอาหารสูตร A อีกทั้งยังพบวาสารสกัด
หยาบที่ผลิตจากอาหารสูตรนี้มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแก
รมลบ ในขณะที่อาหารสูตร B ซ่ึงมีกลีเซอรอลเปนองคประกอบ เปนอาหารที่ใชผลิตสารสกัดหยาบ
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดนอยที่สุด โดยคิดเปนรอยละ 27 ของสารสกัดหยาบที่ผลิต
จากอาหารสูตร B และยังพบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตรดังกลาวมีคุณสมบัติยับยั้งการ
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เจริญของแบคทีเรียแกรมลบไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก และเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของแหลง
แอคติโนมัยสีทที่ผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย พบวาสารสกัดหยาบที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสวนใหญสรางโดยแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากฟองน้ํา โดยมี
จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเทากับ 33 ตัวอยาง อยางไรก็ตามเมื่อ
เปรียบเทียบรอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียตอสารสกัดหยาบทั้ง
หมดที่มาจากตัวอยางแตละชนิด พบวาสาหรายมีรอยละดังกลาวมากที่สุด โดยมีคาเทากับรอยละ
43.75 ดังนั้นสาหรายจึงเปนแหลงของแอคติโนมัยสีทที่สามารถสรางสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียที่ดีที่สุด

จากผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของสารสกัดหยาบทั้ง 208 ชนิด เมื่อ
พิจารณาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียไดในชวงกวาง พบวามีสารสกัดหยาบเพียง 11 ตัวอยาง
เทานั้นที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดตั้งแต 3 ชนิดขึ้นไป และในจํานวนสารสกัดหยาบทั้ง 11 ตัวอยาง
พบวามีถึง 4 ตัวอยางที่มาจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เปนที่นาสังเกตวาไมวาจะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรใด ก็ยังใหผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเหมือนกัน กลาวคือสารสกัด
หยาบ CNA053A, CNA053B, CNA053C และ CNA053D มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียเหมือนกัน ดังนั้นจึงเลือก CNA053C เปนสารสกัดหยาบเพื่อศึกษาในขั้นตอนตอไป

เมื่อทดลองเลี้ยงแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 ในอาหารสูตร C ปริมาตร 8.7 ลิตร แลว
สกัดดวยเอทิลอะซิเตท จะผลิตสารสกัดหยาบ CNA053C ได 1.0 กรัม จากนั้นจึงแยกสวนเมทานอล
และเฮกเซน ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย พบวาสวนที่ละลายในเมทานอลซึ่งมี
ปริมาณ 792.2 มิลลิกรัม มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดดีที่สุด ดังนั้นจึงนําไปแยกสารที่มี
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียโดยวิธี flash column chromatography แบบ normal phase จากการ
ทดลองสามารถแยกสารไดทั้งหมด 8 fraction เมื่อนําไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
พบวา fraction ที่ 5 (F5) ที่ถูกชะดวยไดคลอโรมีเทน:เอทิลอะซิเตท (20:80) มีคุณสมบัติในการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียไดดีที่สุด โดยสามารถยับยั้ง S. aureus, B. subtilis และ E. faecalis (MIC เทา
กับ 0.58, 0.29 และ 0.29 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ)

จากการแยกสาร Fraction ที่ 5 (F5) ซ่ึงถูกชะดวยไดคลอโรมีเทน:เอทิลอะซิเตท (20:80) มา
ทดลองแยกสารใหบริสุทธิ์โดยวิธี flash column chromatography แบบ reversed phase แยกสารได
ทั้งหมด 3 สวน และจากผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย พบวา fraction ที่ 5.2 
(F5.2) ซ่ึงถูกชะดวยเมทานอล:น้ํา (80:20) มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดดีที่สุด 
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โดยสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus, B. subtilis, E. faecalis, P. aeruginosa, S. typhi และ S. 
sonnei (MIC เทากับ 0.53, 0.146, 0.29, 9.375, 150 และ 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ)

และเมื่อนําสารสกัด fraction ที่ 5.2 (F5.2) ซ่ึงถูกชะดวยเมทานอล:น้ํา (80:20) มาทดลอง
แยกสารใหบริสุทธิ์ตอ โดยวิธี preparative TLC แบบแผน จากการทดลองพบวาแยกสารได 4 สวน 
แตสารที่ไดยังไมมีความบริสุทธิ์ อีกทั้งการทดลองแยกสารโดยวิธีนี้ยังทําใหสูญเสียสารปริมาณมาก 
ดังนั้นจึงทดลองแยกสารโดยวิธี HPLC จากการทดลองในการใชเฟสเคลื่อนที่ระบบไอโซเครติก
สามารถแยกสารได 15 สวน เก็บสารแตละสวน พบวาสวนที่ 8 – 12 มีพีกที่แยกออกจากกันไมชัด
เจนและมีลักษณะสีเหลืองจนถึงสมเขม นําสวนที่ 10 ซ่ึงมีปริมาณมากที่สุดมาทดลองแยกตอดวย 
HPLC สภาวะเหมือนเดิม สามารถแยกสารได 3 สวนคือ 10.1, 10.2 และ 10.3 พบวาทั้ง 3 สวนนี้มี
คุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียใกลเคียงกัน แยกทั้ง 3 สวนโดยวิธี HPLC แตเปลี่ยนเฟสเคลื่อนที่
เปนแบบระบบเกรเดียน เมทานอล:น้ํา (45:55) จนถึง เมทานอล:น้ํา (100:0) ผลปรากฏวาพบพีก 2 
พีกที่อยูติดกัน ทําใหยังไมสามารถแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยวิธีนี้ได


