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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

1.จุลินทรียท่ีนํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบ
ตารางที่ 8 แบคทีเรียที่นํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบ
Table 8 Bacteria used for antimicrobial testing of crude extracts

Strains Source
Gram positive
        Staphylococcus aureus
        (TISTR 517)
        Bacillus subtilis
        Enterococcus faecalis

Gram negative
        Pseudomonas aeruginosa

        Salmonella typhi

        Shigella sonnei

Bangkok MIRCEN

Microbiology laboratory, Faculty of Agro-Industry,PSU
Pharmaconogsy and Pharmaceutical Botany laboratory,
Faculty of Pharmaceutical Sciences, PSU

Pharmaconogsy and Pharmaceutical Botany laboratory,
Faculty of Pharmaceutical Sciences, PSU
Pharmaconogsy and Pharmaceutical Botany laboratory,
Faculty of Pharmaceutical Sciences, PSU
Pharmaconogsy and Pharmaceutical Botany laboratory,
Faculty of Pharmaceutical Sciences, PSU
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2. อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย
2.1 อาหารสําหรับแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากทะเล
อาหารสําหรับแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากทะเลดัดแปลงมา สูตรอาหารสําหรับ

แยกเชื้อแอคติโนมัยสีทที่ไดมีรายงานไวมากอนหนานี้ โดยอาหารบางชนิดอาจมีการดัด
แปลงใหมีองคประกอบใกลเคียงกับชนิดของตัวอยางที่นํามาแยกเชื้อ โดยการใชวัสดุที่ได
จากทะเลเปนองคประกอบ เชน อาหารสูตร III และ IV ซึ่งมีตะกอนดินและเปลือกหอย
บดเปนองคประกอบ โดยตะกอนดินดังกลาวเก็บมาจากทะเลที่ระดับความลึกประมาณ 1 
เมตร แลวนํามาผึ่งแดดใหแหงสนิท จากนั้นจึงรอนแยกขนาด จะคัดเลือกเฉพาะตะกอน
ดินที่มีขนาดกลางและขนาดเล็กประมาณ 500-1,000 ไมครอน อบตะกอนดินดังกลาวที่
อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง สวนเปลือกหอยนั้นไดมาจากการเก็บเศษ
เปลือกหอยบริเวณชายหาด นํามาทุบใหละเอียด แลวรอนคัดเลือกเฉพาะขนาดเล็ก
ประมาณ 500 ไมครอน จากนั้นจึงนําไปทําใหปลอดเชื้อตามวิธีเชนเดียวกับตะกอนดิน
ตารางที่ 9 องคประกอบของอาหารสําหรับแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากทะเล

Table 9 Composition of isolating media

Media Compositions
Medium I
(Modified from Jiang et al.,1997)

Soluble starch      10.0      g
KH2PO4                  1.0      g
MgSO4                   1.0      g
Sea water               1.0      L
Agar                              15.0      g

Medium II
(Modified from Mukku et al., 2000)

Peptone                    10.0      g
Ferric phosphate        0.1      g
Sea water                            1.0      L
Agar                            20.0      g
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ตารางที่ 9 (ตอ)  องคประกอบอาหารสําหรับแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากทะเล
Table 9 (Cont.) Composition of marine actinomycete isolating media

Media Compositions
Medium III
(Modified from Imada and Okami 1994)

Yeast extract                      1.0          g
Peptone                              1.0          g
Sediment                          15.0          g
Sea water                           1.0          L
Agar                                 15.0          g

Medium IV
(Modified from Schumacher et al., 1995)

Shell (grinded)           10.0         g
L-asparagine            1.0         g
KH2PO4                    1.0         g
Sea water                            1.0         L
Agar               20.0        g

2.2  อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทจากทะเล

อาหารสําหรับเลี้ยงแอคติโนมัยสีทสวนใหญที่ดัดแปลงมาจากสูตรอาหารสําหรับ
เลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทที่มีการรายงานมากอนหนานี้ สวนใหญจะเปนอาหารที่มีสารเคมี
เปนองคประกอบ ยกเวนอาหารสูตร A เทานั้น ที่มีวัสดุธรรมชาติเปนองคประกอบ ซึ่งได
แก ตะกอนดิน สาหราย และเปลือกกุงบด ซึ่งวิธีการเตรียมตะกอนดินทําเชนเดียวกับการ
เตรียมตะกอนดินในอาหารสําหรับแยกแอคติโนมัยสีทจากทะเล การเตรียมสาหรายเลือก
ใชสาหราย Porphyra sp. แบบแหงที่มีจําหนายทั่วไป นํามาบดใหละเอียด และการเตรียม
วัสดุที่มีไคติน จากเปลือกกุงจะทําโดยการนําเปลือกกุงมาตากใหแหงสนิท กอนนํามาบด
ใหละเอียด แลวเก็บรักษาไวในที่แหง
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ตารางที่ 10 องคประกอบของอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทจากทะเล

Table 10 Composition of cultivation media

Media Compositions
Medium A
Modified from Mitchell et al., 2004

Sediment                          1.0        g
Algae                  2.0       g
Shrimp shell powder        1.0       g
Sea water              100.0     ml

Medium B
Modified from Capon et al., 2000

Glycerol                            2.0        g
Soytone      1.0        g
Sea water                      100.0      ml

Medium C
Modified from Moore et al., 1999

Polypeptone                     1.0         g
Soluble starch                   1.0         g
Yeast extracts         1.0        g
Sea water                      100.0      ml

Medium D
 Modified from Imada and Okami,1994

Peptone                            0.5          g
Yeast extract                     0.5          g
Sea water                     100.0       ml

2.3 อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีใชวิเคราะหฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
      แบคทีเรีย

Nutrient Agar (Merck)
Nutrient Broth (Merck)
RPMI1640 (Merck)
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3. สารเคมี
- Methanol (Merck)
- Absolute ethanol (Merck)
- Ethyl acetate (Merck)
- Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma)
- Dichloromethane (Sigma)
- Hexane (Sigma)
- Alamar Blue 0.9% (Sigma)
- Vancomycin 0.2 mg/ml (Sigma)
- Silica gel 60 normal phase ขนาด 220-440 mesh( Fluca)
- Silica gel reversed phase C18( Fluca)

อุปกรณ
- เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) (Buchi)
- เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุน Agilent 1100
- คอลัมนชนิด reversed phase (Agilent Nucleosil 100-5 C18 5µm, 4.0 x250

mm)
- คอลัมนชนิด reversed phase (Thermo Hypersil BDS C18 5µm, 4.5 x250

mm)
- คอลัมน Kontes ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 และ 1.5 เซนติเมตร ยาว 30

เซนติเมตร สําหรับ flash chromatography
- TLC Alumina Sheets silica gel 60 F254 (Fluca)
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วิธีการ

1. การแยกแอคติโนมัยสีทจากทะเล
1.1 การเก็บตัวอยาง

เก็บตัวอยางสิ่งมีชีวิต ตะกอนดิน และวัสดุอ่ืนๆที่พบในทะเล โดยแบงออกเปน
การเก็บตัวอยางจากบริเวณชายฝงและบริเวณน้ําลึก การเก็บตัวอยางบริเวณชาย ฝงกระทํา
โดยการสวมถุงมือแลวหยิบตัวอยางหรือใชชอนตักตัวอยางใสถุงพลาสติกชนิดรีดปดปาก
ถุง บันทึกสถานที่และหมายเลขตัวอยางบนถุง แลวเก็บในถังน้ําแข็งจนกวาจะนําไปแยก
เชื้อ สวนการเก็บตัวอยางบริเวณน้ําลึกจะอาศัยนักประดาน้ําชวยในการเก็บ นักประดาน้ํา
จะเก็บตัวอยางใสถุงตาขายหรือขวดแกวขนาดเล็ก หลังจากขึ้นมาบนเรือจะนําตัวอยางมา
แยกประเภท บันทึกสถานที่และหมายเลขตัวอยางบนถุง แลวเก็บในถังน้ําแข็งจนกวาจะ
นําไปแยกเชื้อ

1.2 การแยกแอคติโนมัยสีทจากตัวอยาง
สําหรับตัวอยางตะกอนดินจะนํามาทําเจือจางโดยปเปตของเหลวในตะกอนดิน 

0.5 มิลลิลิตร ใสในน้ําทะเลที่ปราศจากเชื้อ 4.5 มิลลิลิตรไดตัวอยางที่มีความเจือจาง 10-1  
จากนั้นจึงเจือจางตัวอยางที่ไดไปจนถึงระดับความเจือจางที่ 10-4 ปเปตตัวอยางที่ความเจือ
จาง 10-3 และ 10-4  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็งสําหรับแยกแอคติโนมัยสีท 4 
ชนิด ทําการ spread plate และบมที่อุณหภูมิหอง จนกวาจะเห็นโคโลนีเจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ

ตัวอยางอื่นๆ ไดแก ฟองน้ํา, ปะการัง, สาหราย, ฟลมชีวภาพและเปลือกหอยนั้น 
จะนําตัวอยางมาลางดวยน้ําทะเลปลอดเชื้อเพื่อชะลางสิ่งปนเปอนที่อยูบริเวณผิวภายนอก
แลวห่ันตัวอยางเปนชิ้นเล็กๆหรือขูดบริเวณพื้นผิวมาโฮโมจีไนซกับน้ําทะเลปลอดเชื้อ 
1.0 มิลลิลิตร เจือจางตัวอยางที่ไดดวยน้ําทะเลปลอดเชื้อที่ระดับความเจือจาง 10-1 โดยดูด
ตัวอยางที่โฮโมจีไนซแลว 0.5 มิลลิลิตร ใสในน้ําทะเลปลอดเชื้อ 4.5 มิลลิลิตร และทําการ
เจือจางซ้ําอีกครั้งเพื่อใหไดระดับความเจือจางที่ 10-2 ปเปตตัวอยางที่ความเจือจาง 10-1
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และ10-2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็งสําหรับแยกแอคติโนมัยสีท 4 ชนิด ทํา
การ spread plate และบมที่อุณหภูมิหองจนกวาจะเห็นโคโลนีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ทํา
การแยกและถายเชื้อจนกวาจะไดเชื้อบริสุทธิ์

เชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดจะนําไปเก็บรักษาไวในสารละลายกลีเซอรอล 50% ที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาเลี้ยงเชื้อเพื่อคัดเลือกตอไป

2. การเตรียมสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีท
2.1 การเลี้ยงแอคติโนมัยสีทระดับขวดเขยา (shaked flask)

นําแอคติโนมัยสีทที่แยกไดเปนเชื้อบริสุทธิ์ที่เจริญบนอาหาร Nutrient Agar เปน
ระยะเวลา 7 วัน ตัดชิ้นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีโคโลนีเจริญอยูขนาด 1x1 เซนติเมตร จํานวน 
3-4 ชิ้น ถายเชื้อลงในอาหาร nutrient broth เขยาเปนระยะเวลา 3-4 วัน เพื่อเตรียมเปนหัว
เชื้อ ถายหัวเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสําหรับผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีว
ภาพ 4 ชนิด ไดแก อาหารสูตร A, B, C และ D ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูใน
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อในเครื่องเขยาชนิดที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 220 รอบตอ
นาที 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน

2.2 การเตรียมสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีท
นําอาหารเหลวที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา 7 วัน รวมทั้งเซลลมาสกัดดวย

เอทิลอะซิเตทปริมาตร 100 มิลลิลิตร (อัตราสวน 1:1) ในกรวยแยก (separatory funnel) 
เก็บสวนเอทิลอะซิเตทแลวนําสวนน้ํา 100 มิลลิลิตร มาสกัดซ้ําดวยเอทิลอะซิเตท 100 
มิลลิลิตร นําสวนเอทิลอะซิเตททั้งหมดมารวมกัน แลวระเหยเอาเอทิลอะซิเตทออกดวย
เครื่องระเหยสุญญากาศจนไดสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีท นําไปหาน้ําหนักแหง
ของสารสกัดหยาบที่ได เพื่อเตรียมเปนสารละลายของสารสกัดหยาบที่ระดับความเขมขน 
25.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน DMSO
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3. การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีท
3.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

3.1.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย
ปจจัยที่ศึกษาไดแก จํานวนเชื้อแบคทีเรียและเวลาที่ใชในการบมเชื้อที่เหมาะสม

โดยเตรียมแบคทีเรียที่ใชทดสอบที่ระดับความเขมขนตางๆ ตั้งแต 1.0x104 ถึง 1.0x107

CFU ตอมิลลิลิตร ในอาหารเหลว RPMI1640 ที่ผสมกับ Alamar Blue ในอัตราสวน 10 
ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ปเปตสารละลายแบคทีเรียที่เตรียมไวหลุมละ 100 ไมโครลิตร ใส
ในจานเพาะเชื้อชนิด 96 หลุม บมที่อุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส สังเกตการเปลี่ยนสีของ 
Alamar Blue ในหลุม ทุกๆ 2 ชั่วโมง จํานวนเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมพิจารณาจากความ
เขมขนที่ Alamar Blue เปลี่ยนจากสีน้ําเงินมวงเปนสีแดง  ในชวงเวลา 10 -15 ชั่วโมง

3.1.2 การหาปริมาณ DMSO ท่ีเหมาะสมตอการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย
เนื่องจากปริมาณ DMSO ที่ใชในการเตรียมสารละลายของสารสกัดหยาบอาจมี

ผลกระทบตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ หากใชในปริมาณที่สูงกวาปริมาณ
ที่แบคทีเรียสามารถเจริญได ดังนั้นเพื่อปองกันการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจาก 
DMSO จึงจําเปนตองศึกษาปริมาณ DMSO ที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากปริมาณ DMSO 
ที่มากที่สุดที่ไมมีผลกระทบตอการเจริญของแบคทีเรียที่ใชทดสอบ โดยการถายแบคทีเรีย
ที่ใชทดสอบ 100 ไมโครลิตร ใสในจานเพาะเชื้อชนิด 96 หลุม ยกเวนในแถวที่ 1 ที่มีการ
เติมสารแขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 190 ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติมสารละลาย DMSO 
ลงไปปริมาตร 10 ไมโครลิตร ซึ่งคิดเปนความเขมขนของ DMSO ที่ 5 % จากนั้นจึงเจือ
จางสารละลาย DMSO ลงครึ่งหนึ่งในแถวถัดไป โดยปเปตสารแขวนลอยแบคทีเรียจาก
แถวที่ 1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสลงในแถวที่ 2 ซึ่งมีสารแขวนลอยแบคทีเรีย 100 
ไมโครลิตร คิดเปนความเขมขนของ DMSO ที่ 2.5 % ทําการเจือจางตอไปจนถึงหลุมสุด
ทายที่จะตองมีการเจือจางและปเปตสารแขวนลอยแบคทีเรียที่ผสมกับ DMSO แลวทิ้งไป 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมจานเพาะชนิด 96 หลุมที่อุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 10-15 ชั่วโมง โดยสังเกตการเปลี่ยนสีของ Alamar Blue เมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
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ปริมาณ DMSO ที่มากที่สุดที่ไมมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ใชทดสอบคือ 
ปริมาณ DMSO ในแถวที่ Alamar Blue เปลี่ยนจากสีน้ําเงินมวงเปนสีแดง

3.2 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ
เลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร Nutrient Agar โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน

24 ชั่วโมง ถายเชื้อในอาหารเหลวชนิด RPMI1640 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมในตูบมเชื้อ
แบบเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 -18 ชั่วโมง แลวเจือ
จางดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI1640 ใหไดจํานวนเซลล 1.0 x104 ถึง 1.0 x107 CFU ตอ
มิลลิลิตร ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบและสภาวะที่ไดจากการศึกษา
ในขอ 3.1 เติมสารละลาย Alamar Blue ในอัตรา สวน 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรผสมให
เขากัน

3.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
นําเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบจาก ขอ 3.2 ปเปตใสในจานเพาะเชื้อชนิด 96 หลุม 

หลุมละ 100ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติมสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียใสในแตละหลุม โดยใหมีความเขมขน 150 และ 300 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวบมในอุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส 10 -15 ชั่วโมง แลว
สังเกตการเปลี่ยนสีของ Alamar Blue

ทําชุดควบคุมซึ่งทําทุกอยางเหมือนการทดสอบ ยกเวนไมเติมสารสกัดหยาบจาก
แอคติโนมัยสีท การทํา negative control  มี 2 วิธีไดแก การไมเติมสารใดๆในหลุมที่มี
แบคทีเรียทดสอบ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 10 -15 ชั่วโมง แลวสังเกตการ
เปลี่ยนสีของ Alamar Blue  และการศึกษาผลกระทบของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ โดยการใชสารสกัดจากอาหารสําหรับสรางสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพแต
ไมมีการใสเชื้อแอคติโนมัยสีท ไดแกอาหารสูตร A, B, C และ D โดยผลของ negative 
control สังเกตจากสีของ Alamar Blue เปลี่ยนเปนสีแดงนั่นคือแบคทีเรียมีการเจริญเติบ
โตและสําหรับการทํา positive control จะกระทําโดยการเติมสารปฏิชีวนะมาตรฐานชนิด
vancomycin ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางความเขมขนลดลงครึ่งหนึ่ง 
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เริ่มจาก 0.01 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในหลุมที่1 จนถึงหลุมที่ 8 บมที่อุณหภูมิ 37.0 องศา
เซลเซียส 10 -15 ชั่วโมง แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของ Alamar Blue โดยผลของ positive 
control สังเกตจากสีของ Alamar Blue ยังคงเปนสีน้ําเงิน นั่นคือแบคทีเรียไมเจริญเติบโต

หลังจากบมจานเพาะเชื้อชนิด 96 หลุมที่อุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส 10-15 ชั่ว
โมงแลว สังเกตการเปลี่ยนสีของ Alamar Blue ที่ปกติจะมีสีน้ําเงินเขม หากหลุมใด 
Alamar Blue ไมเปลี่ยนสี แสดงวาหลุมนั้นไมมีการเจริญของแบคทีเรีย ดังนั้นสารสกัดใน
หลุมนั้นสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได แตถาหลุมใดมีการเปลี่ยนสีของ Alamar 
Blue จากสีน้ําเงินเปนสีแดงแสดงวาหลุมนั้นมีการเจริญของจุลินทรีย ซึ่งหมายถึงวาสาร
สกัดในหลุมนั้นไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ไดในการทดสอบได

4. การหาคา Minimum Inhibitory Concentration โดยวิธี microdilution
ปเปตสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบใสในจานเพาะเชื้อแบบ 96 หลุม 

หลุมละ 100ไมโครลิตร ยกเวนในแถวที่ 1 ใหปเปตสารแขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 200 
ไมโครลิตร จากนั้นจึงเติมสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบใสในหลุมแถวที่ 1 โดยใหมี
ความเขมขน 150 และ 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมใหเขากัน โดยปเปตซ้ํา 10-15 
ครั้ง เจือจางสารละลายทั้งหมดลงครึ่งหนึ่ง โดยปเปตสารละลายในแถวที่ 1 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ใสในแถวที่ 2 ผสมใหเขากันดี ทําซ้ําในขั้นตอนดังกลาวจนถึงแถวสุดทายที่มี
การปเปตสารละลายสวนเกินทิ้ง 100 ไมโครลิตร บมจานเพาะเชื้อชนิด 96 หลุมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 -15 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนสีของ Alamar Blue 
สังเกตหลุมที่มีสีน้ําเงินเขมหลุมสุดทายของแตละคอลัมนซึ่งแสดงถึงการยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรียที่ใชทดสอบ คํานวณหาความเขมขนของสารสกัดที่ใชทดสอบในหลุมนั้น 
คาความเขมขนที่ไดนี้ก็คือคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

5. การแยกสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบ
เมื่อสามารถคัดเลือกสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียไดแลว จากนั้นจึงเพิ่ม

การผลิตสารสกัดหยาบ โดยการนําเชื้อแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เลี้ยงในอาหาร
สูตร C ปริมาตร 8.7 ลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวเลี้ยง
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ในเครื่องเขยาชนิดที่ควบคุมอุณหภูมิที่ระดับความเร็ว 220 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 7 วัน

5.1 การแยกสวนสารสกัดหยาบดวยเมทานอลและเฮกเซน
นําสารสกัดหยาบที่ไดจากสวนที่ละลายในเอทิลอะซิเตทมาละลายในเมทานอล

200 มิลลิลิตร ใสลงใน separatory funnel แลวเติมเฮกเซน 100 มิลลิลิตร เขยาแลวรอให
แยกชั้น นําสวนเมทานอล 200 มิลลิลิตร มาสกัดดวยเฮกเซน 100 มิลลิลิตร ซ้ําอีกครั้ง 
แยกสวนเมทานอลและเฮกเซน นําไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ แลวหาน้ํา
หนักที่แนนอน

5.2 การแยกสารดวยวีธี flash column chromatography แบบ normal phase
เตรียมคอลัมน Kontes ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 เซนติเมตร โดยเติม silica gel

60 ในคอลัมน ประมาณ 2 ใน 3 สวนของคอลัมน (20 เซนติเมตร) ชะคอลัมนดวยเอทิลอะ
ซิเตท 100 มิลลิลิตร นําสารสวนที่ละลายในเมทานอลจากขอ 5.1 มาละลายดวยเอทิลอะซิ
เตท 1 มิลลิลิตร เติม silica gel 60 ประมาณ 0.2 กรัม ทําใหแหง ดวยเครื่องระเหย
สุญญากาศ แลวนํา silica gel 60 ที่ผสมดวยสารสกัดหยาบใสในสวนบนสุดของคอลัมน
ชะดวยตัวทําละลายแบบลําดับสวน โดยเริ่มจากไดคลอโรมีเทน (100), ไดคลอโรมีเทน:
เอทิลอะซิเตท (80:20),ไดคลอโรมีเทน:เอทิลอะซิเตท (60:40), ไดคลอโรมีเทน:เอทิลอะซิ
เตท (40:60), ไดคลอโรมีเทน:เอทิลอะซิเตท (20:80), เอทิลอะซิเตท (100), เอทิลอะซิเตท:
เมทานอล (80:20), เมทานอล (100) โดยมีปริมาตรของตัวทําละลายในแตละสวนเทากับ
100 มิลลิลิตร นําสารละลายที่ผานคอลัมนแตละสวนไปทําใหแหงดวยเครื่องระเหยความ
ดันสุญญากาศ วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสารสกัดผานการแยกดวยคอลัมนแลว
โดยวิธี Thin Layer Chromatography หาน้ําหนักที่แนนอนของสารสกัดที่ผานการทําให
บริสุทธิ์ข้ันตนเพื่อใชเตรียมตัวอยางสําหรับทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ตามวิธีในขอ 3.2 และ 3.3 ตอไป

5.3  การแยกสารดวยวีธี flash column chromatography แบบ  reverse phase
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เตรียมคอลัมน Kontes ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร เติม silica gel C18

ในคอลัมน ประมาณ 2 ใน 3 สวนของคอลัมน (20 เซนติเมตร) ชะคอลัมนดวยเมทานอล
แลวตามดวยน้ํา อยางละ 100 มิลลิลิตร

เตรียมตัวอยางโดยเลือก fraction จากขอ 5.2 ที่มีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียไดดีที่สุด 
ละลายดวยเอทิลอะซิเตท 1.0 มล. เติม silica gel C18 ประมาณ 0.2 กรัม ทําใหแหง ดวย
เครื่องระเหยสุญญากาศ แลวนํา silica gel C18 ที่ถูกเคลือบดวยสารสกัดหยาบใสในสวน
บนสุดของคอลัมน

ชะดวยตัวทําละลายแบบลําดับสวนโดยเริ่มจาก เมทานอล:น้ํา (50:50), เมทานอล:
น้ํา (80:20) และเมทานอล (100) โดยมีปริมาตรของตัวทําละลายแตละสวนเทากับ 30.0
มิลลิลิตร จากนั้นจึงนําสารละลายที่ผานคอลัมนแตละสวนไปทําใหแหงโดยเครื่องระเหย
แบบสุญญากาศ หาน้ําหนักที่แนนอนและทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย ตามวิธีในขอ 3.2
และ 3.3 ตอไป

5.4 การแยกสารดวยวิธี High Performance Liquid Chromatography
นําสารสกัดจากการแยกดวยวีธี flash column chromatography แบบ reversed 

phase โดยนําสวนที่ชะดวย เมทานอล:น้ํา (80:20) ซึ่งผานการทดสอบแลววามีฤทธิ์
ยับยั้งารเจริญของแบคทีเรีย มาวิเคราะหดวย HPLC โดยใชคอลัมนชนิด reversed phase 
(Thermo Hypersil BDS C18 5µm, 4.0 x250 mm) วิเคราะหสารครั้งละ 2 มิลลิกรัม ใช
เฟสเคลื่อนที่คือ เมทานอล:น้ํา (75:25) ดวยอัตราเร็ว 0.7 มิลลิลิตรตอนาที เปนระยะเวลา 
20 นาที เก็บสารทั้งหมดที่ผานการวิเคราะห จากนั้นจึงนําสารสวนที่มีสีสมเหลืองซึ่งมี
ปริมาณมากที่สุดมาแยกตอ โดยวิเคราะหสารครั้งละ 2 มิลลิกรัม ใชสารละลายแบบ 
gradient เริ่มจาก เมทานอล:น้ํา (45:55) จนถึง 100% เมทานอล:น้ํา เปนตัวชะ ดวยอัตรา
เร็ว 0.5 มิลลิลิตรตอนาที เปนระยะเวลา 60 นาที เก็บสารละลายทั้งหมดที่ผานการ
วิเคราะห


