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บทคัดยอ 
 

 ในปจจุบันงานดานความหลากหลายทางชีวภาพไดเขามามีบทบาทในการคนหาสารตาน       
จุลินทรีย และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมจากประชากรจุลินทรียในระบบนิเวศดิน งานวิจัยนี้
มีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกจุลินทรียจากดินที่มีคุณสมบัติในการสรางสารยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรค 
และสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยไดคัดแยกจุลินทรีย 477 ไอโซเลทจากดิน 100 ตัวอยาง และ
ทําคัดเลือกแบคทีเรียจากดินที่มีคุณสมบัติในการสรางสารยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรคเบื้องตนดวย

เทคนิค cross streak, agar diffusion และ modified microdilution ในการยับยั้งเชื้อกอโรคทั้งสิ้น 16 
สายพันธุ ประกอบดวย Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 10 สายพันธุ 
Methicillin-sensitivity Staphylococcus aureus (MSSA) 1 สายพันธุ Extended spectrum beta 
lactamases producing Escherichia. coli (ESBL) 1 สายพันธุ Samonella Typhymurium, Klebsiella 
pnuemoniae, และยีสตกอโรค 2 สายพันธุ คือ Candida albicans และ Cryptococcus neoformans ผล
การทดลองพบวา มีเชื้อ 4 ไอโซเลทสามารถผลิตสารที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได คือ          
ไอโซเลทที่ 23, 39, 277, และ 303 เมื่อทดสอบการผลิตเอนไซมตางๆ เชน ไคติเนส ไคโตซาเนส อะ
ไมเลส เซลลูเลส โปรติเอส เจลาติเนส และ ไลเปส ดวยเทคนิค  direct spot agar และตรวจสอบการ
สรางเอ็นไซมที่เวลา 48 ชั่วโมง ดวยการวัดเสนผานศูนยกลางของวงใสที่เกิดขึ้น พบวามี 76 ไอโซ
เลท ที่สามารถสรางเอนไซมไดดี โดยมีการสรางเอ็นไซมอะไมเลส เซลลูเลส โปรติเอส และเจลา
ติเนส มากที่สุด เมื่อทําการตรวจสอบคุณสมบัติตามลักษณะ colony, microscopic morphology และ
ชีวเคมีสามารถจําแนกชนิดจุลินทรียที่มีฤทธ์ินาสนใจออกเปน 5 กลุม คือ gram positive bacilli with 
spore forming, gram positive coccobacilli, gram negative bacilli, gram varieble และ fungi ผลการ
ทดสอบทั้งหมดแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียที่แยกไดจากดินมีความสามารถในสรางสารตานจุลินทรีย

และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาสนใจได 
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ABSTRACT 
 

Nowadays the study on biodiversity in soil ecosystems is a valuable strategy for the new 
finding of antimicrobial and bioactive compounds. The objective of this work was to isolate 
microorganisms and screen for potential antimicrobial from soil. A total of 477 isolates were 
isolated from 100 samples of soil. Preliminary screening was based on antimicrobial activity 
against 16 strains of pathogenic bacteria and fungi, including 10 strains of Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA), and 1 strain of Methicillin-sensitivity Staphylococcus aureus 
(MSSA), extended spectrum beta lactamases producing Escherichia. coli (ESBL), Samonella 
Typhymurium, Klebsiella pnuemoniae, Candida albicans, and Cryptococcus neoformans 
respectively by cross streak, agar diffusion and modified microdilution technique. There are 4 
isolates, 23, 39, 277, and 303 showed particularly strong activity inhibitions against pathogenic 
bacteria and fungi. The selected microorganisms were then screened for bioactive enzyme 
including chitinese, chitosanese, amylase, cellulese, protease, gelatinase, and lipase production on 
different selective media for 48 hours by direct spot agar. The diameter hydrolysis zone were 
appeared and measured. The results revealed that there are 76 isolate showed particularly strong 
activities with a broad spectrum enzyme. In addition, most of them can produce amylase, 
cellulese, protease, and gelatinase. The selected microorganisms can be divided into 5 groups; 
gram positive bacilli with spore forming, gram positive coccobacilli, gram negative bacilli, gram 
variable and fungi. Our result indicated that the microorganisms from soil showed potential 
antimicrobial activity and bioactive compounds production. 

ข 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

สารบัญ 
 

        หนา 
บทคัดยอภาษาไทย ก 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ ข 
กิตติกรรมประกาศ ค 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (4) 
สารบัญรูปภาพ (6) 
สัญลักษณและคํายอ (7) 
 
บทท่ี 1 บทนํา 1 
            วัตถุประสงคของโครงการ 2 
             ขอบเขตของการวิจยั 2 
             ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 3 
บทท่ี 2 เอกสารและงานวจิัยที่เกี่ยวของ  
           2.1 ดิน 4 
  2.2 จุลินทรียในดิน 4 
  2.3 ความสําคัญของจุลินทรียในดิน                                                                          7 
  2.4 Microbial metabolite 8 
  2.5 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive Compounds)  
                           ที่ผลิตไดจากจุลินทรียในดิน    10 
  2.6 ชนิดของจลิุนทรียที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 11 
  2.7 ชนิดและบทบาทของเอนไซมที่เชื้อจุลินทรียสราง 17 
  2.8งานวิจยัที่เกี่ยวของกับจุลินทรียในดินทีส่รางสารออกฤทธิ์ 
                           ทางชีวภาพ 27 
  2.8 เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราที่นํามาทดสอบ 29 
   

  

(1) 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

สารบัญ (ตอ) 
 

        หนา 
บทท่ี 3 ระเบียบวิธีวิจยั  
 3.1 การออกแบบการวิจยั 39 
 3.2 เครื่องมือและอุปกรณ 39 
  3.2.1 เครื่องมือ 39
  3.2.2  อุปกรณ 40 
  3.2.3 สารเคมี และน้ํายาทดสอบ 41 
  3.2.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ และอาหารทดสอบชีวเคม ี 41 
  3.2.5 เชื้อแบคทีเรียและเชื้อรากอโรคที่นํามาทดสอบ 42 
 3.3 วิธีการทดลอง 43 
  3.3.1 กลุมตัวอยาง 43 
  3.3.2 การคํานวณขนาดกลุมตัวอยางทีใ่ชในงานวจิัย 43 
  3.3.3 การแยกเชื้อในกลุม bacteria เพื่อทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพ 
   และฤทธิ์ทางชีวภาพ 44 
  3.3.4 การแยกเชื้อในกลุม เชือ้รา ทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพและฤทธิ์ทางชีวภาพ 44 
  3.3.5 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากดนิที่สามารถสรางสารยับยั้ง  
                                 เชื้อทดสอบไดโดยวธีิ Cross streak method  44 
  3.3.6 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากดนิที่สามารถสรางสารยับยั้ง  
                                 เชื้อทดสอบไดโดยวธีิ Agar diffusion method  45    
  3.3.7 การทํา Extracellular filtration 46 
  3.3.8 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากดนิที่สามารถสรางสารยับยั้ง  
                                 เชื้อทดสอบไดโดยวธีิ Modified microdilution method 46 
   3.3.9 การทดสอบหาคา Minimum Bactericidal Concentration (MBC)  
    ของ Extracellular Filtration จากไอโซเลตตางๆ ตอเชื้อแบคทีเรีย 
    ที่ใชทดสอบ        48 
   3.3.10 การทดสอบหาคา Minimum Fungicidal Concentration (MFC) 
    ของ Extracellular Filtration จากไอโซเลตตางๆ ตอเชื้อรา 
    ที่ใชทดสอบ        49 
   
   

(2)

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

 

สารบัญ (ตอ) 
 

            หนา 
         3.3.11 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดินที่สามารถสรางenzyme  
    ที่สนใจไดโดยวิธี direct agar spot method    49 
   3.3.12 การระบุชนิดของเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดินที่ผานการคัดเลือก  51 
         3.3.13 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ      52 
บทท่ี 4 ผลการทดลอง  
           4.1   การแยกแหลงที่มาของตัวอยางดิน      53 
        4.2   ผลการคัดเลือกจุลินทรียที่แยกไดจากดินที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรีย 

           กอโรคได โดยวิธี Cross streak method     58 
          4.3   ผลการคัดเลือกจุลินทรียที่แยกไดจากดินที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรีย  
            กอโรคได โดยวิธี Agar diffusion method     65 
            4.4   ผลการคัดเลือกจุลินทรียที่แยกไดจากดินที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรีย  
             กอโรคได โดยวิธี modified microdilution     68 
 4.5   ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอ็นไซม 70 
บทท่ี 5 สรุปและวิจารณผลการวิจัย 82 
บรรณานุกรม  90 
ภาคผนวก   96 
ประวัติผูวิจัย  116 
 

(3) 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่  หนา 
4.1 แสดงสถานที่เก็บตัวอยางดินทั้งหมดที่นํามาใชในการทดลอง 53 
4.2 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรีย

กลุม Gram positive bacilli with spore forming โดยวิธี Cross streak 
method จาก 3 การทดลองที่เหมือนกัน 

59 

4.3 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรีย

กลุม Gram positive coccobacilli โดยวิธี Cross streak method จาก 3 การ
ทดลองที่เหมือนกัน 

61 

4.4 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจลิุนทรียกอโรคของแบคทีเรีย

กลุม Gram negative bacilli โดยวิธี Cross streak method จาก 3 การ
ทดลองที่เหมอืนกัน 

62 

4.5 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจลิุนทรียกอโรคของแบคทีเรีย

กลุม Gram variable โดยวิธี Cross streak method จาก 3 การทดลองที่
เหมือนกนั 

63 

4.6 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรีย

กลุม Gram positive bacilli with spore forming โดยวิธี Agar diffusion 
จาก 3 การทดลองที่เหมือนกัน 

66 

4.7 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรีย

กลุม Gram positive coccobacilli โดยวิธี Agar Diffusion จาก 3 การ
ทดลองที่เหมือนกัน 

66 

4.8 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจลิุนทรียกอโรคของแบคทีเรีย

กลุม Gram negative bacilli โดยวิธี Agar Diffusion จาก 3 การทดลองที่
เหมือนกนั 

67 

4.9 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจลิุนทรียกอโรคของแบคทีเรียที่

แยกไดจากดนิ โดยวิธี modified microdilution จาก 3 การทดลองที่
เหมือนกนั 

69 

4.10 
 

แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของ
แบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming จาก 3 การ
ทดลองที่เหมือนกัน 

72 

   

(4) 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

 สารบัญตาราง (ตอ)  

ตารางที่  หนา 
4.11 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของ

แบคทีเรียกลุม Gram positive coccobacilli จาก 3 การทดลองที่เหมือนกัน  
76 

4.12 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของ
แบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli จาก 3 การทดลองที่เหมือนกนั 

77 

4.13 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของ
แบคทีเรียกลุม Gram variable bacilli จาก 3 การทดลองที่เหมือนกนั 

79 

4.14 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของ
เชื้อราจาก 3 การทดลองที่เหมือนกัน 

80 

ภาคผนวกที่ 1 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with 
spore forming ที่มีฤทธิ์ในการเชื้อทดสอบ และมีความสามารถในการสราง
เอนไซม  

107 
 

ภาคผนวกที่ 2 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram positive coccobacilli ที่
มีฤทธิ์ในการยบัยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอนไซม 

110 

ภาคผนวกที่ 3 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli ที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอนไซม 

111 

ภาคผนวกที่ 4 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram variable ที่มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอนไซม 

  114 

ภาคผนวกที่ 5 ผลการทํา Identification ของเชื้อรา ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมี
ความสามารถในการสรางเอนไซม 

115 
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สารบัญรูปภาพ 
 

รูปภาพที่   หนา 
3.1 แสดงวิธีการทดสอบหาคา MIC โดยวิธี modified microdilution 48 
4.1 แสดงผล inhibition zone ที่เกิดขึ้นในการทดสอบฤทธิ์ในการตาน

เชื้อจุลินทรียกอโรคดวยเทคนิค Cross streak 
64 

4.2 แสดงผล inhibition zone ที่เกิดขึ้นในการทดสอบฤทธิ์ในการตาน
เชื้อจุลินทรียกอโรคดวยเทคนิค Agar Diffusion 

68 

4.3 Clear zone from chitozan agar 81 
4.4 Clear zone from starch agar   81 

4.5 Clear zone from cellulose agar       81 

4.6 Clear zone from skim milk agar       81 

4.7 Clear zone from gelatin agar       81 

4.8 Clear zone from tween 20 agar       81 
4.9 Clear zone from tween 80 agar       81 
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สัญลักษณและคํายอ 

 
A = Acid 
β = Bêta 
BA = Blood agar 
cm = Centimeter 
C. neoformans = Cryptococcus. neoformans 
C. albicans = Candida. albicans 
CFU = Colony Forming Unit 
Co.,Ltd = Company Limited 
dl  = Deciliter  

°C = Degree celcious 

E. coli  = Escherichia coli 
ESBL =            Extended Spectrum Beta-Lactamase  
et  al. = and others 
E.faecalis = Enterococcus  faecalis 
E. tarda = Edwardsiella tarda                                              
ezn = enzyme 

γ = Gamma 
K = Alkaline 

α = Alpha 
K. pneumoniae = Klebsiella pneumoniae 
LPS = lipopolysaccharide 
Lactobacillus sp. = Lactobacillus species. 
μm = Micrometer 
μl  = Microliter 
mg  = Milligram 
ml = Milliliter 
MRSA   =            Methicilin Resistant Staphylococcus aureus  
MIC = Minimum Inhibition Concentration 
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สัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 

MBC = Minimum Bactericidal Concentration  
MFC = Minimum Fungicidal Concentration  
NaCl = Sodium Choride 
nm = Nanometer 
OD = Ornithine decarboxylase 
% = Percent 
P. aeruginosa = Pseudomonas aeruginosa 
PBP = penicillin binding protein 
PDA = Potato dextrose Agar 
S. aureus = Staphylococcus aureus 
S. rubidaea = Serratia rubidaea 
S. typhi = Salmonella typhi                                          
sp. = species 
spp. = species 
TSI  = Triple Iron Sugar 
TSB = Tryptic Soy Broth 
VP = Voges-Proskauer 
VRE = Vancomycin Resistant Enterococcus 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ท่ีมาของปญหา  
  ปญหาจากเชื้อจุลินทรียกอโรคที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะ (antibiotic-resistant pathogen) เร่ิมมี
ขึ้น และเกิดการระบาดมากกวา 20 ป แตเร่ิมมีการตระหนักถึงปญหาดังกลาวเมื่อประมาณ 5-10 ปที่
ผานมา จนปจจุบันกลายเปนปญหาสําคัญในทางสาธารณสุขเนื่องจากไมมียาปฏิชีวนะที่สามารถ
ควบคุมเชื้อดื้อยาได เชื้อดื้อยาสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อฉวยโอกาสในผูปวยที่เปนโรคทางดาน
ภูมิคุมกัน และยังเปนสาเหตุของการติดเชื้อในโรงพยาบาลไดอีกดวย  เชื้อดื้อยาปฏิชีวนะที่สําคัญ
ไดแก  Cannida albicans, Cryptococcus neoforman, vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) E. 
faecium และ E.faecalis, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), carbapenem-
resistant Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli และ Salmonella 
Typhi (Dalhoff 1994; Amyes and Thomson, 1995; Brown et al., 1996; Hiramatsu et al., 1997)  
จากปญหาดังกลาวทําใหความตองการสารตานจุลินทรียและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ 
เพิ่มสูงขึ้น  จึงไดมีการคิดคนหาตัวยาใหมๆ ที่มีประสิทธิภาพดีขึ้นเพื่อใชทดแทนตัวยาเดิม เชน การ
หาสารสกัดจากพืชหรือจุลินทรียตางๆ ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลชีพกอโรคและสารที่ไดตอง
มีความปลอดภัยตอการบริโภค แหลงสําคัญของสารดังกลาวสวนใหญมาจากพืช โดยเฉพาะอยางยิ่ง
พืชสมุนไพรที่มีการใชเพื่อการรักษาโรคติดเชื้อในทุกภูมิภาคทั่วโลกมาเปนเวลานานกวา  2,000 ป
(Samuelsson, 2004) ในปจจุบันมีการใชสารสกัดจากพืช ประมาณ 50% ของการผลิตของ
อุตสาหกรรมยา (Robbers et al., 1996)   
 ดินในพื้นที่แถบเขตรอนชื้นของประเทศไทย นอกจากจะมีความสําคัญกับระบบนิเวศแลว
ยังเปนแหลงที่อยูของจุลชีพที่มีความสําคัญในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive 
compound)  ซ่ึ งมีความสํ าคัญทั้ งทางการแพทยและคุณค าทาง เศรษฐกิจโดยเฉพาะทาง

เทคโนโลยีชีวภาพ เชน ยาปฏิชีวนะ และเอนไซม ซ่ึงสามารถนําไปประยุกตใชไดหลากหลาย ไดแก 
ใชเปนยารักษาโรคไดในมนุษยและสัตวหรือแมแตในดานเกษตรกรรม เปนตน แมวาจะมีการศึกษา
จุลชีพในดินตาง ๆ มีมากมาย แตการคนพบยาปฏิชีวนะชนิดใหมกลับลดลง ในขณะที่เช้ือกอโรค
หลายชนิดพัฒนาเปนสายพันธุที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะ ดังนั้นจึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองคนหา
เชื้อจุลชีพใหมๆ  เพื่อเปนแหลงของยาปฏิชีวนะชนิดใหมสําหรับการยับยั้งเชื้อโรคที่ดื้อยาและเชื้อ
ฉวยโอกาสที่ใชในการรักษาโรคตอไป 
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 งานวิจัยนี้จึงมุงเนนในการแยกเชื้อจุลินทรียจากดินแหลงตางๆ  โดยทดสอบกับเชื้อ
แบคทีเรียและเชื้อรากอโรค  คือ Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)10 สายพันธุ 
Methicillin-sensitivity Staphylococcus aureus (MSSA) 1 สายพันธุ Extended spectrum beta 
lactamases producing Escherichia coli (ESBL) 1 สายพันธุ Samonella Typhymurium, Klebsiella 
pnuemoniae, และยีสตกอโรค 2 สายพันธุ คือ Candida albicans และ Cryptococcus neoformans 
โดยวิธี cross streak และ agar diffusion ซ่ึงเปนวิธีตรวจกรอง และตรวจยืนยันดวยวิธี  modified 
microdilution รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพอื่นๆ รวมดวย เชน เอนไซมที่มีฤทธ์ิที่นาสนใจ 
เพื่อที่จะสามารถนําความรูความเขาใจไปใชเพื่อผลิตหรือปรับปรุงดัดแปลงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

และนําไปพัฒนาสารตานจุลชีพและเอนไซมออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพและมีความ

เหมาะสมตอการนําไปใชงานไดตอไป 
วัตถุประสงคของโครงการ 
  1. เพื่อศึกษาและคัดเลือกเชือ้จุลินทรียจากดินในแหลงตาง ๆ ที่มีความสามารถในการสราง
สารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรากอโรคที่พบบอย  
  2. ศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพอื่น ๆ ที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เชน ความสามารถในการ
การสรางเอนไซมชนิดตาง ๆ  

3. เพื่อประเมนิชนิดของเชื้อจุลินทรียจากดนิที่มีศักยภาพสูงในการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ 
ขอบเขตของการวิจัย 
    เพื่อคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากดินแหลงที่มาตางๆ โดยเก็บตัวอยางดินจํานวน 100 ตัวอยาง 
และนํามาแยกชนิดของเชื้อจุลินทรีย รวมทั้งศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียและเชื้อรากอโรค 16 สายพันธุ ประกอบดวย Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) 10 สายพันธุ Methicillin-sensitivity Staphylococcus aureus (MSSA) 1 สายพันธุ 
Extended spectrum beta lactamases producing Escherichia coli (ESBL) 1 สายพันธุ Samonella 
Typhymurium, Klebsiella pnuemoniae, และยีสตกอโรค 2 สายพันธุ คือ Candida albicans และ 
Cryptococcus neoformans โดยวิธี cross streak และ agar diffusion ซ่ึงเปนวิธีตรวจกรอง และตรวจ
ยืนยันดวยวิธี  modified microdilution รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพอื่นๆ รวมดวย เชน การ
สรางเอนไซมที่มีฤทธิ์ที่นาสนใจดวยวิธี  direct spot agar นอกจากนั้นยังทําการศึกษาคุณสมบัติดาน
สรีรวิทยาพันธุศาสตร และชีวเคมีเพื่อแยกสายพันธุของจุลินทรียเหลานั้นดวย 
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ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 1.  เพื่อทราบฤทธิ์ในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อรา รวมทั้งคุณสมบตัิทาง
ชีวภาพอืน่ ๆ ของเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากจากดิน 
 2. การนําจุลินทรียที่คัดเลือกไดเหลานีไ้ปประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหาร หรือพัฒนาในเชิง
พาณิชย 
 3. เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานนําไปสูการศึกษาการออกฤทธิ์ดานอื่นๆ เชน ฤทธิ์ตานมะเร็ง 
(anticancer activity), และฤทธิ์ตานโปรโตซัว (anti protozoa activity) 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 2.1 ดิน 
ดินเปนแหลงที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรียชนิดตางๆไดดี จุลินทรียเหลานี้ประกอบ

ไปดวย แบคทีเรีย, รา,  เชื้อแอคติโนมัยสีท,  สาหราย,  โปรโตซัว,  และไวรัส มักอาศัยตามหนาของ
ดิน จํานวนของจุลินทรียในดินขึ้นอยูกับอาหารทีมีประโยชนในดิน ความชื้น คาความเปนกรด-ดาง 
และ อุณหภูมิของสิ่งแวดลอมในดิน ยิ่งลึกลงไปยิ่งมีจุลินทรียนอย และในดินทีมีอากาศถายเทไดดี
จะมีจุลินทรียมากกวาในดินทีมีอากาศถายเทนอยกวา โดยทั่วไปจุลินทรียในดินจะแตกตางกันไป
ตามชนิดของดิน แรธาตุและอินทรียสารในดิน ความชื้นของดิน ฯลฯ ในปจจัยเหลานี้อินทรียสาร
หรือสารอาหารในดินมีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรียเปนอยางยิ่ง ดินที่มีสารอินทรียมากก็
จะมีจุลินทรียมากดวย นอกจากนี้แลวในดินยังมีสัตวหนาดิน และแมลงหนาดินตางๆ ส่ิงมีชีวิต
เหลานี้มีความสัมพันธกันในระบบนิเวศของดิน สวนใหญแลวดินเกิดจากการสลายตัวและผุพังของ
แรหินตางๆ โดยอิทธิพลจากธรรมชาติ เชนความรอน ความเย็น กระแสน้ํา และการทับถมของซาก
ส่ิงมีชีวิตที่เนาเปอยผุพัง ซ่ึงเปนผลมาจากกิจกรรมของจุลินทรียในดิน จุลินทรียเหลานี้จึงมีบทบาท
สําคัญในการเกิดความอุดมสมบูรณของดิน  

2.2 จุลินทรียในดิน 
จุลินทรียเปนสิ่งมีชีวิตเล็กๆที่มองดวยตาเปลาไมเห็นจนกวามันจะเกาะกลุมกัน มีทั้งที่เปน

อันตรายตอการทําใหเกดิโรคกับพืช มนุษย สัตว และที่เปนประโยชนในการสรางสารปฏิชีวนะทาง
การแพทย จุลินทรียในดินรวมกันในการยอยเซลลูโลส โปรตีน ไขมัน และสารประกอบอื่นๆ จนได
สารตั้งตนในการหายใจของสิ่งมีชีวิตที่ไมสามารถสรางอาหารไดดวยตนเอง จุลินทรียจึงมีบทบาท
สําคัญในการยอยสลายสารอินทรียทําใหเกดิความอุดมสมบูรณของดิน 

2.2.1 แบคทีเรีย 
แบคทีเรียจดัเปนจุลินทรียกลุมใหญพบจํานวนมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรีย

ชนิดอื่นๆ จากการนับโดยตรงดวยกลองจุลทรรศนในหนึ่งกรัมของดินที่อุดมสมบูรณอาจพบ

แบคทีเรียมากถึงหนึ่งแสนถงึพันลานโคโลนีตอกรัมดิน แตจากการนับจานเพาะเชื้อของตัวอยาง

เดียวกัน จะเหลือประมาณสิบลานเซลล ทั้งนี้เนื่องจากในดินมแีบคทีเรียมากมาย แตมีความตองการ
สารอาหารและสภาพแวดลอมในการเจริญแตกตางกนัมาก ดังนั้นจึงไมสามารถเพาะเลี้ยงใหเจริญ

ไดทุกชนดิในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่จัดเตรียมขึน้มีหนาทีใ่นการยอยสลายซากพืชซากสัตวผลิตฮิวมัส 
เปล่ียนแปลงแรธาตุในดินใหเปนประโยชนตอส่ิงมีชีวิตทั้งจุลินทรียเองและพืช แบคทีเรียบางชนดิ
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เปนโรคพืช แบคทีเรียที่พบในดินโดยทั่วไป มีรูปราง 3 แบบคือ แบบกลม แบบแทง และแบบเกลียว 
มีทั้งออโตโทรฟ (Autotroph), เฮเทอโรโทรฟ (Heterotroph),  มีไซไฟล (Mesophile), เทอรโมไฟล 
(Thermophile), ไซโครไฟล (Psychrophile), แอโรบ(Aerobe) แอนแอโรบ (Aaerobe), เซลลลูโลส 
(Cellulose digester), บางพวกยอยโปรตีน      (Protein digester) บางก็ออกซิไดซซัลเฟอร (Sulfer 
reducing bacteria), หรือตรึงไนโตรเจน (Nitrogen- fixing bacteria)ได แบคทีเรียเจริญเติบโตและ
เพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในดนิที่มีอินทรียวตัถุ มีความชื้นพอสมควร และคาความเปนกรดดางอยู

ระหวาง 5.5-9 ในบริเวณรากพืชจะพบแบคทีเรียมากกวาในบริเวณที่ไกลออกไป กิจกรรมของ

แบคทีเรียในดนิมีมากมายแตที่มีความสําคัญตอระบบนิเวศ คือ การเปนผูยอยสลายอินทรียวัตถุใน
ดินทําใหอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนได และทําใหเกิดกระบวนการตรึงไนโตรเจนใน
ดินเปนตน แบคทีเรียที่พบและสามารถนํามาใชประโยชน เชน Pseudomanas sp., Rhizobium sp., 
Bacillus sp., Clostridium sp.  , Agrobacterium sp.เปนตน (วรวุฒ,ิ 2556)       

2.2.2 เชื้อรา 
เปนจุลินทรียที่มีจํานวนรองลงมาจากแบคทีเรีย เสนใยของเชื้อรายาวเปนสิบถึงรอย

เมตรตอกรัมของดินที่อุดมสมบูรณ ราในดินเปนจํานวนมากโดยพบมากที่ผิวดินซึ่งมีอากาศ  พบทั้ง
สภาพที่มีไมซีเลียม และสปอร   จํานวนของรามีประมาณแสนตอดินหนึ่งกรัม  รามีความสามารถ
ในการยอยสลายซากพืชซากสัตวรวมถึงฮิวมัสในดิน เชน เเซลลลูโลสลิกนิน  และเพกติน รวมทั้งยัง
สามารถเปลียนคารบอนจากสารอินทรียในดินใหเปนองคประกอบของเซลลได  นอกจากนี้ยังเจริญ
ในดินที่เปนกรด  ราจึงชวยปรับปรุงโครงสรางของดินโดยการที่เสนไมซีเลียมจะสานเปนตาขายยืด
อนุภาคดินไวเปนกลุมกอน ทําใหไมละลายน้ําไปเรียกวา  ครัมเบิลสตรัคเจอร  (Crumble structure) 
บางชนิดเปนสาเหตุของโรคในสิ่งมีชีวิต บางชนิดทําลาย nematode ซ่ึงเปนศัตรูพืช ดํารงชีวิตไดโดย
การดูดซึมสารอินทรียจากการยอยภายนอกเซลล มีรูปรางเปนเสนใย หรือเปนเซลลเดี่ยว จําเปน
ตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต เชื้อราสวนใหญเจริญเติบโตไดดีในดินที่เปนกรด ราที่พบได
ทั่วไปไดแก Mucor sp., Chaetomium sp., Trichoderma sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., 
Rhizopus sp., Fusarium sp., Cladosporium sp. เปนตน (วรวุฒิ, 2556)       

2.2.3 เชื้อแอคติโนมัยสีท 
เปนจุลินทรียที่มีลักษณะสารพันธุกรรมคลายแบคทีเรียแตมีลักษณะของผนังเซลล

คลายเชื้อรา ในการจัดจําแนกยังคงจัดเปนแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต ไมสามารถ
เคลื่อนที่ได มักอยูรวมกันเปนเสนสาย เมื่อเจริญเติบโตเต็มที่จะสรางเสนใยที่คลายกับเชื้อรา  แตมี
ขนาดเซลลเทาเซลลแบคทีเรีย  เสนใยของแอคติโนมัยสีท มีขอไดเปรียบมาก  โดยเฉพาะในสภาพ
ขาดน้ํา  โดยจะทําหนาที่คลายสะพานเชื่อมชองระหวางแตละอนุภาคดิน   รวมทั้งใหผิวสัมผัสที่

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



  6

กวางแกเซลล  Actinomycetes  เอง  ทําใหมีโอกาศรับสารอาหารไดมากกวา  จุลินทรียชนิดนี้พบ
มากและกระจายอยูทั่วๆไปในดินในรูปของสารกาซ  ที่รูจักในคําวา  Geosmin   ซ่ึงทําใหดินมีกล่ิน
เหม็นอับ  หากเปรียบเทียบ  มวลของ  Actinomycetes  โดยประมาณในดินจะเทากับ มวลแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนๆ ทั้งหมดในดิน  สามารถเจริญเติบโตไดในดินที่เปนกรดถึงเปนดาง ประมาณ 5.5 - 10.0 
ยอยสลายสารที่แบคทีเรียและเชื้อรายอยสลายไดยาก เชน ไขมัน ไคติน ปจจุบันความสนใจตอแอ
คติโนมัยสีทมีมากขึ้นเนื่องจากแอคติโนมัยสีทบางชนิดสามารถสรางสารปฏิชีวนะออกฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อราได เชนเชื้อ Streptomyces sp สามารถผลิตสาร

ปฏิชีวนะที่เปนประโยชนแกมนุษยเปนจํานวนมาก Actinmycetes ชนิดที่สําคัญคือ Nocardia, 
Streptomyces, Micromonospora  (วรวุฒิ, 2556)       

 2.2.4 สาหราย  
จํานวนของสาหรายในดินมีนอยกวาแบคทีเรียและราสาหรายทีพบสวนใหญเปนสี

เขียว(Green algae) เชน Chlamydomonas,  Chlorococcumc  และไดอะตอม (Diatom)  ในดินที่อุดม
สมบูรณ  กิจกรรมทางชีวเคมีของสาหรายจะลดลง  เพราะถูกแยงอาหารโดยแบคทีเรียและรา  
เนื่องจากสาหรายเปนพวกทีสังเคราะหดวยแสง   จึงมีสวนทําใหดินอุดมสมบูรณดวยการเพิ่มกาซ
ออกซิเจนและสารอินทรีย นอกจากนี้ยังเปนตัวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงและแทนที่ (succession)  
โดยสาหรายบางชนิดสามารถเจริญเกาะอยูบนหินได เมื่อสาหรายเจริญขึ้นมากๆสังเคราะหแสงได
สารอินทรีย  และพวกที่ตายยังทับทมกันอีก  กลายเปนอินทรียสารที่ทําใหแบททีเรียและราเจริญขึ้น
ได  เมื่อจุลินทรียชนิดอื่นเจริญจะสรางสารตางๆขึ้น  เชน กรดที่ไปยอยสลายหินทําใหแรธาตุละลาย
ออกมาอยางชาๆ ตอสภาพนั้นเหมาะกับการเจริญของไลเคนส  มอส  และพืชชั้นสูงตามลําดับ  
นอกจากนี้การมีสาหรายปกคลุมผิวดินมีผลใหเม็ดดินเกาะตัวกันดี น้ําซึมผานไดดี สาหรายแกมน้ํา 
เงินสามารถตรึงไนโตรเจนได เมื่อเจริญและตายลงยอมปลดปลอยไนโตรเจนที่ตรึงไวใหเปน

ประโยชนตอขาว เชน Anabaena,Calothrix, Chroococcu,s Nostoc เปนตน ในดินเขตรอนจะพบ
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินมากที่สุด โดยเฉพาะพวกที่ตรึงไนโตรเจนในนาขาว เชน Caynophyceae 
(วรวุฒิ, 2556)       

2.2.5 โพรโตซัว   
ในดินสวนใหญ   เปนพวกที่มีแฟลกเจลลาและพวกอะมีบา   พบมากดินที่มี

อินทรียวัตถุสูงและชุมชื้น  โพรโตซัวในดินชวยกินแบททีเรียบางชนิด  จึงเปนการควบคุมปริมาณ
แบททีเรียใหอยูในสมดุล  
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2.2.6 ไวรัส   
   ในดินมทีั้งไวรัสที่ทําใหเกดิโรคกับพืช, สัตว, และแบคทีริโอฟาจ เขาใจวา ไวรัส

ชวยควบคุมปริมาณแบคทีเรียในดินเชนกนั 
 2.3 ความสําคญัของจุลินทรียในดนิ 

2.3.1 จุลินทรียผูยอยสลาย 
จุลินทรียทีมีชีวิตอยางอิสระในดินมีประโยชนตอพืชเปนอยางยิ่งโดยเฉพาะบทบาท

ตอการยอยสลายสารอินทรีย ซากพืชจะถูกยอยเปนลําดับขั้นตอนอยางมีระเบียบ แบคทีเรียและรา
ในดินรวมดวยชวยกันในการยอยเซลลูโลส โปรตีน ไขมัน และสารประกอบอื่นๆ จนไดสารตั้งตน
ในการหายใจของสิ่งมีชีวิตที่ไมสามารถสรางอาหารไดดวยตนเอง สังคมของจุลินทรียสามารถ
เปล่ียนแปลงครึ่งหนึ่งของสารอินทรียไปเปนคารบอนไดออกไซดไดภายในหนึ่งป ถึงแมวา
สารประกอบเหลานี้ถูกยอยสลายไดโดยตรง แตสารลิกนินและสารอินทรียบางอยางยังคงไมมีการ
เปลี่ยนแปลง หรือถูกยอยสลายเพียงบางสวนจนเกิดเปนฮิวมัส ซ่ึงขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมอาจ
นับเปนป สิบป หรือรอยปที่จะเปลี่ยนแปลงสารอินทรียทั้งหมดไปเปนกาซคารบอนไดออกไซดได 
การยอยสลายสารอินทรียจากจุลินทรียจึงทําใหเกิดสารโมเลกุลขนาดเล็ก เชน  กรดอะมิโน ซ่ึงเปน
ประโยชนตอพืช จุลินทรียบางชนิดอาศัยอยูกับพืชและมีชีวิตอยางพึ่งพาอาศัยกัน ทั้งสองกรณีทําให
ส่ิงมีชีวิตทั้งสองไดรับสารอาหารที่จําเปนและน้ําเพิ่มขึ้นความสัมพันธุของจุลินทรียในดิน  

2.3.2 จุลินทรีย เปนแหลงปุยธรรมชาติของพืช 
พืชทั้งหมดตองการไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียหรือไนเตรท กิจกรรมที่เกิดจาก

แบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนในรูปอิสระไมสามารถจัดหาไนโตรเจนใหแกความตองการของ

สังคมพืชในโลกนี้ ดังนั้นจงึมีการนาํปุยเคมีมาใชแกพชื อยางไรก็ตามจัดเปนการสูญเสียคาใชจาย 
นักวิทยาศาสตรจึงมีความพยายามในการศกึษาวจิัยหาความสัมพันธุระหวางพืชและจลิุนทรียที่

สามารถตรึงไนโตรเจน เพื่อลดการใชปุยเคมีลง 
Rhizobium sp. เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับรากพืชตระกูลถ่ัว โดยแบคทีเรียกลุม

นี้อาศัยอยูในปมบริเวณรากของพืชตระกูลถ่ัว จะดดูซึมสารอาหารและทําใหเกดิปมขึ้นที่รากพชื

ตระกูลถ่ัวทําใหสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศได นับเปนแหลงปุยตลอดชีวิตของตนพืช ทํา

ใหผลผลิตของพืชสูงขึ้น การอยูรวมกันของแบคทีเรีย Rhizobium sp. และพืชเร่ิมตนเมื่อแบคทีเรีย
ในดินเขาไปในขนรากของพืช พืชจะสรางโปรตีนที่เรียกวา lectins แลวไปรวมกับแบคทีเรียทีข่น
รากของพืช เซลลของพืชตีวงลอมรอบกลุมแบคทีเรียจนเกิดเปนปม 
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2.3.3 จุลินทรียใชในการบําบัดมลพิษน้ํา 
จากการใชปุยเพื่อใหผลผลิตทางการเกษตรสูง ปุยสังเคราะหโดยทั่ว  ๆ ไปมี

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมเปนองคประกอบ ปุยเหลานี้หากมีการใชมากเกินจําเปนจะ
ปะปนไปอยูตามแมน้ํา ลําคลอง สระ บอน้ํา น้ําบาดาล เปนตน น้ําที่มีปริมาณไนเตรทสูง เมื่อดื่มเขา
ไปจะทําใหเปนโรคพิษไนเตรท คือโรคเด็กตัวเขียว โดยไนเตรทจะไปลดรูปเปนไนไตรทในตัวเด็ก 
และเมื่อถูกสงถายไปกับโลหิตแดงก็จะไปแยงออกซิเจนจากโลหิตแดงนั้น ๆ จนเกิดเปนโลหิตดําที่
ขาดออกซิเจน ทําใหเด็กมีอาการตัวเขียวและเสียชีวิตได จึงเรียกวาโรคเด็กตัวเขียว 

กระบวนการที่ใชในการกําจัดไนเตรทออกจากน้ําทั่วไปมีคาใชจายคอนขางสูง แต
พบวามีดิไนตริไฟอิ้งคแบคทีเรียซ่ึงสามารถเปลี่ยนไนเตรทและใหกาซไนโตรเจนกลับสูบรรยากาศ 
ดังนั้นการคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถดังกลาวจากธรรมชาติจึงเปนวิธีทางชีวภาพที่นาสนใจ  

2.3.4 จุลินทรียเปนแหลงความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity)  
พันธุกรรมที่หลากหลายของจุลินทรีย เปนแหลงรวมของ genes ที่มีลักษณะพิเศษที่

รอการคนพบและนํามาพัฒนาใชประโยชนในแงตางๆ ไดอีกมากมายในอนาคต 
2.3.5 จุลินทรีย เปนแหลงความหลากหลายของปฏิกิ ริยาทางเคมีและชีวเคมี 

(metabolic diversity)  
ในจุลินทรียมีกระบวนการสังเคราะหและยอยสลายทางชีวเคมีที่หลากหลาย ซ่ึง

ควบคุมโดยเอนไซม ยังมีปฏิกิริยาทางเคมีและชีวเคมีของจุลินทรียในแหลงตางๆ ที่เราสามารถ
คนหานํามาใชประโยชนอีกมาก 

2.3.6 จุลินทรียเปนแหลงความหลากหลายของสารเคมี (chemical diversity)  
เปนที่ทราบกันดีวาจุลินทรียในดินเปนอีกหนึ่งแหลงที่ผลิตสารเคมีที่หลากหลายและ

เราสามารถนํามาใชประโยชนไดโดยตรง หรือนํามาพัฒนาตอเพื่อใชประโยชนไดอยางมาก เชน ยา
ปฏิชีวนะ สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ สาร biopolymers สารที่มีประโยชนทางเกษตรกรรม 
อุตสาหกรรม และทางการแพทย 

2.3.7 จุลินทรียชวยใหดนิอุมน้ําไดมากขึน้  
2.3.8 จุลินทรียทําหนาที่เปน buffer ทําให pH ของดินเปลี่ยนแปลงไปอยางชาๆ 
2.3.9 จุลินทรียชวยเพิ่มแรธาตุตางๆ ในดินเหมาะสมตอการเจริญของพืช 

 2.4 Microbial metabolite 
 2.4.1 Primary Metabolite 
 เปนสารที่ไดมาจากกระบวนการสังเคราะหดวยแสง(Photosynthesis) รวมทั้งสารอื่น ๆ ที่

เกี่ยวของในกระบวนการ นอกจากนี้ยังสามารถสังเคราะหจากกระบวนการหายใจ (respiration) ทํา
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ใหมีสารประกอบตาง  ๆ  เกิดขึ้นมากมาย  และมีการสรางพลังงานดวย  ไดแก  สารพวก 
คารโบไฮเดรต ไขมัน กรดอะมิโน โปรตีน เพียวรีน และไพริมิดีน เปนตน  

 2.4.2 Secondary Metabolite 
 เปนสารที่ไดมาจากการนําสารเมแทบอไลทปฐมภูมิ มาเขาสูกระบวนการชีวสังเคราะห 

เพื่อสรางสารชนิดตาง ๆ ที่จําเปนสําหรับการดํารงชีวิตอีกทอดหนึ่ง ไดแก สารพวก อัลคาลอยด 
(alkaloids) ฟนอลิก (phenolics) อะซีโทจีนิน (acetogenins) เทอรพีนอยด (terpenoids) รวมทั้ง
เอนไซม และสารปฏิชีวนะ เปนตน 

 สําหรับการสรางสารปฏิชีวนะในจุลินทรีย พบวาจุลินทรีย มีการสรางขึ้นในชวง 
idiophase ของการเจริญ โดยสารที่สรางขึ้นนี้ไมมีบทบาทเกี่ยวของกับการเจริญของเซลลจัดเปน
สารที่มีคุณสมบัติพิเศษจําเพาะตอเชื้อบางชนิดเทานั้น ดังนั้นจึงพบวามีเชื้อเพียงบางกลุมเทานั้นที่
สามารถสรางสารปฏิชีวนะได โดยในระยะแรกเชื้อมีการปรับตัวและมีการแบงเซลลอยางชาๆ (lag 
phase) ตอมาเชื้อจะมี metabolism และอัตราการเจริญสูงขึ้นอยางรวดเร็ว ( acceleration phase ) 
จนกระทั่งถึงจุดสูงสุดของการเจริญ ( exponential phase ) อาหารถูกใชไปอยางรวดเร็ว ปริมาณ
อาหารที่ลดลงเปนผลใหเกิดการสะสม biochemical intermediate บางชนิด ทําใหอัตราการเจริญถูก
จํากัด (deceleration phase) เชื้อเร่ิมมีการเปลี่ยน biochemical pathway ทําใหไดผลผลิตภัณฑเปน
สารปฏิชีวนะออกมา (Isaae and Jennings, 1995) 

สารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางขึ้นมักมีคุณสมบัติเปน water soluble antibiotics และ water 
insoluble antibiotics คุณสมบัติที่ปรากฏมักจะขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย และสภาพแวดลอมที่
เจริญ 

 2.4.2.1 บทบาทและหนาที่ของสารปฏิชีวนะที่เชื้อจุลินทรียสราง (Isaae and Jennings, 
1995) 

   1) สารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางขึ้นเปนวิวัฒนาการหนึ่งของเชื้อในการดํารงชีพ 
   2) เปนของเสียที่เชื้อปลอยออกมาในขบวนการ metabolism 
   3) เปนแหลงที่เช้ือใชสําหรับเก็บอาหาร หรือใชเปนสารที่เปนสวนประกอบของ

เยื่อหุม สปอรของเชื้อ 
   4) เปนผลิตผลที่ไดจากการแตกยอยของสารประกอบที่มีโมเลกุลใหญภายในเซลล 
   5) สารปฏิชีวนะมีบทบาทในการฆา หรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆใน

ธรรมชาติ อันเปนการแกงแยงเพื่อความอยูรอดของเชื้อ 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



  10

   6) การที่เชื้อผลิตสารปฏิชีวนะ ถือเปนกลวิธีหนึ่งที่จะรักษากลไกการทํางานของ
เซลล เปนไปอยางเดิมในระหวางที่เชื้อไมสามารถจะเจริญตอไปไดเนื่องจากสภาพแวดลอมไม
เหมาะสม 

   7) การผลิตสารปฏิชีวนะ เปนวิธีการหนึ่งที่จะหลีกเล่ียงมิใหเซลลของเชื้อตาย อัน
เนื่องมาจากความไมสมดลุของการเจริญเติบโต 

   8) เปนกลไกในการกําจัดสารพิษของเชื้อ 
   9) ชวยในการชนสงพวกโลหะเขาสูเซลล 
   10) ระงับการงอกของสปอรของตัวเชื้อเอง 
2.5 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive Compounds) ท่ีผลิตไดจากจุลินทรียในดิน 
มนุษยไดนําวตัถุดิบจากธรรมชาติมาใชเปนยารักษาโรคตั้งแตสมัยดกึดําบรรพ และกวาครึ่ง

ศตวรรษที่มีการศึกษาองคประกอบทางเคมขีองจุลินทรียตางๆ สืบจนมาถึงปจจุบัน ทาํใหไดเรียนรู
และคนพบสิ่งที่นาสนใจมากมาย โดยเฉพาะในเรื่องของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive Compounds) คือ สารจากสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติที่มี
ผลตอส่ิงมีชีวิตทั้งคน สัตว และพืช สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีด่ีตองเปนสารที่มีผลจําเพาะเจาะจง 
เชน มีฤทธิ์จาํเพาะตอเซลลของมะเร็งเตานม มีฤทธิ์จําเพาะตอเชื้อวณัโรค เปนตน และสารนัน้

จะตองไมมีผลทางลบตอรางกาย หรือมีผลขางเคียงนอยมาก เพราะเมือ่สารนั้นถูกนาํมาแปรรูปให

เปนสวนประกอบของยา ยอมไมตองการใหยามีผลกับสวนที่ดีของรางกาย ยกเวน เชื้อโรค หรือ
มะเร็งที่ตองการขจัดเทานั้น  

ในการคัดหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จะตองอาศัยเครือ่งมือในการทดสอบฤทธิ์ และ

วิธีการการแยกสารใหบริสุทธิ์ เพื่อศึกษาวาองคประกอบใดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ นอกจากนั้นอาจยงั
ตองมีการปรับปรุงโครงสรางของสารบางสวนเพื่อทําใหสารนั้นมีประสิทธิภาพที่ดียิง่ขึ้น การหา

สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาสนใจที่ทําการตรวจสอบอยูในปจจุบันมีฤทธิ์ตานมาลาเรีย (anti-
malaria) ฤทธิ์ตานมะเร็ง (anti-cancer) ฤทธิ์ตานเชื้อรา (anti-fungus) ฤทธิ์ตานการอักเสบ (anti-
inflammatory) และฤทธิ์ตานวัณโรค (anti-tuberculosis) สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมาจากหลายแหลง
ดวยกัน เชน พืช สัตว และจุลินทรีย ในแงของความหลากหลายทางชวีภาพ จุลินทรยีจากดินเปนอกี
แหลงที่มีความนาสนใจเพื่อที่จะศึกษาถึงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีม่ีประโยชนในดานตางๆ 
มากมาย มีรายงานที่คนพบความสามารถของจุลินทรียในดนิที่สามารถผลิตสารตางๆ ไดดังตอไปนี ้

การวิจยัในการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนดิตางๆ จากจุลินทรีย ไดแก antibiotics, 
antiinflamatory drugs, immune suppressors, lipid regulating agents, biopesticides, growth 
promotors etc. เปนตน เดิมนั้นนักวิจยัมักจะแยกจุลินทรียจากดินและน้าํเปนหลัก ในปจจุบันไดเร่ิม
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คนหาจากแหลงอื่น เชน เชือ้ราในแมลง, เชื้อรา และแบคทีเรียในพืช (endophytic fungi, endophytic 
bacteria), จุลินทรียจากทะเล เปนตน 

การวิจยัดานเอนไซมจากจุลินทรีย เอนไซมไดถูกนํามาใชใน อุตสาหกรรมตาง ๆ อยาง
กวางขวางทั่วโลก แตสําหรับประเทศไทยเราความกาวหนาทางดานนีย้ังมีไมมากนักและยังมี

ชองทางพัฒนาไดอีกมาก โดยเฉพาะในระยะแรกควรเนนการใชประโยชนในอุตสาหกรรมที่

เกี่ยวเนื่องจากการ เกษตรเปนหลัก เชน เอนไซมสําหรับใชผสมในอาหารสัตว, อุตสาหกรรมอาหาร, 
อุตสาหกรรม textile, อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ เปนตน 

การวิจยัดานอืน่ๆ ที่สามารถนําศักยภาพของความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียของ
ประเทศมาพฒันาใชประโยชนได เชน industrial fermentations, biosensors, probiotics, biocontrol, 
biopesticides, bioplastics, biomimetic polymers, diagnostics, การผลิตเชื้อเพลิง (alcohol, hydrogen, 
biodiesel), การใชกระบวนการทางชีวภาพในการกําจัดของเสียหรือสารพิษ, การ recycle, 
การเกษตรและปาไมที่ยั่งยืน, รวมทั้งใชชวยในการอนุรักษพืชและสัตวที่ใกลจะสูญพนัธุ หรือแมแต
ในงานวิจยัที่ใชเทคโนโลยีขั้นสูงเชน bio-microelectronics, bio-switches, bio-computers เปนตน 

ความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย เปนแหลงทรัพยากรธรรมชาติที่สําคัญของชาติ 
ซ่ึงเราสามารถใชความรูวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีพัฒนานํามาใชประโยชนไดอีก มากมายใน
อนาคต ในขณะเดียวกัน การที่เรามีทรัพยากรชีวภาพที่มีความหลากหลายมาก ก็จะชวยใหเรา
สามารถพัฒนาวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีของชาติ ใหเขมแข็งและกาวหนาไดมากขึ้น ในทางตรง
ขามหากเราปลอยใหทรัพยากรชีวภาพของชาติเสื่อมโทรมขาดความหลากหลาย การพัฒนาจะ
เปนไปดวยความยากลําบาก เนื่องจากเราขาดตนทุนไมมีแหลงทรัพยากร ที่จะเกื้อหนุนการพัฒนา
เพื่อใหเกิดการใชประโยชนในอุตสาหกรรมที่ใช เทคโนโลยีชีวภาพ ซ่ึงเปนกระแสสําคัญของ
วิทยาศาสตรและอุตสาหกรรมในสหัสวรรษใหมนี้ 

2.6 ชนิดของจลิุนทรียท่ีสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

2.6.1 แอคติโนมัยสีท (Actinomycetes sp.) 
Actinomycetes ดํารงชีวิตอยูในดิน ในปุยหมัก น้ํา โคลนตม และบริเวณรากพืช 

ปริมาณของแอคติโนมัยสีทที่พบในดนิขึน้อยูกับชนิดและสภาพของดิน โดยจะพบ Actinomycetes 
ในสัดสวนที่คอนขางสูง โดยอาจพบไดสูงถึง 95 % ของจุลินทรียทั้งหมดที่พบในดินนั้น ถาเปนดนิ
ที่มีสภาพแหงและมีสภาวะเปนดาง และแอคติโนมัยสีทที่พบในดนิสวนใหญเปนแบคทีเรียกลุมส
เตรปโตมัยสีท (Streptomyces sp.) ซ่ึงเปนกลุมที่มีการกระจายตวัและมีความหนาแนนมากที่สุด 

Actinomycetes เปนแกรมบวก มีรูปรางหลายแบบ กลม ทอน หรือเปนเสนสายคลาย
เชื้อรา โดยอาจเปนเสนสายที่มีการแตกแขนงและมีการแตกหักของเสนใย เพื่อสรางสปอรแบบไม

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



  12

อาศัยเพศ หรืออาจะเปนเสนสายที่มีการสรางสปอรบนเสนใยที่ชูขึ้นในอากาศ ซ่ึงโครงสรางของ
สปอรมีทั้งแบบที่มีถุงหุมและไมมีถุงหุม แอคติโนมัย  สีทสวนใหญตองการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโตและเพิ่มจํานวน แตก็มีบางชนิดที่ไมตองการออกซิเจนหรือตองการก็เพียงเล็กนอย แอ
คติโนมัยสีท มีบทบาทที่สําคัญอันหนึ่ง คือ ชวยยอยสลายอินทรียวัตถุในธรรมชาติ โดยเฉพาะอยาง
ยิ่ง ชวยยอยสวนประกอบของพืชและสัตวที่ทนทานตอการยอยสลาย เชน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
ลิกนิน และไคติน 

Actinomycetes บางชนิด เชน Streptomycetes rubiginosus, streptomycetes 
bambergensis และ Streptomycetes violaceoniger สามารถผลิตเอนไซมที่สามารถชวยเปลี่ยน

น้ําตาลกลูโคสใหเปนน้ําตาลฟรุกโทสได ปจจุบัน มีการใชประโยชนแอคติโนมัยสีทชวยผลิต

เอนไซมที่มีความสําคัญในทางอุตสาหกรรม เชน การใชแอคติโนมยัสีทชนิด Thermomonospora 
ผลิตเอนไซมที่ชวยยอยสลายเซลลูโลสที่อุณหภูมิ 60-70 % และเอนไซมไซแลนที่ทํางานที่อุณหภมูิ
สูงซึ่งเอนไซมนี้มีประโยชนในการผลิตน้ําตาลไซโลสจากซังขาวโพด นอกจากนั้น มีการใชแอคติ
โนมัยสีทบางชนิดในการผลิตเอนไซมยอยสลายสารพิษชนิดตางๆ เชน เอนไซมยอยสลาย

สารพิษอะลิฟาติก-อะโรมาติก โคโพลีเอสเตอรส (Aliphatic-Aromotic Copolyesters และ 1,4 -ได
ออกเซน (1,4-Dioxane) ทางการแพทยและเภสัชกรรมกใ็ชประโยชนจาก แอคติโนมยัสีท เชน ใช
ผลิตสารปฏิชีวนะตอตานเชือ้แบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัสและใชผลิตสารตานมะเร็งและสารกด

ระบบภูมิคุมกนั ทางการเกษตรมีการใช Actinomycetes ในการผลิตสารฆาแมลง สารฆาวัชพืช และ
สารกดภูมิคุมกัน นอกจากนั้นยังมกีารใช Streptomyces lydicus WYEC 108 ในการควบคุมศัตรูพืช 
และควบคุมเชือ้ราที่เปนสาเหตุของโรคพืชที่เกิดกับรากและเมล็ด Actinomycetes เปนตัวอยางของ
จุลินทรียที่มีคณุประโยชนตอวงการแพทยและยา เกษตรกรรมและอุตสาหกรรม รวมถึงตอวัฏจักร
ของระบบนิเวศ 

2.6.2 Bacillus spp. 
Bacillus spp. พบไดทัว่ไปในธรรมชาติ เชน ดิน น้ํา อากาศ ฝุน พืช เศษซากพืชหรือ

แมแตในอาหาร นม และธัญญาหาร (Claus and Berkeley, 1986) Bacillus spp. พบไดทุก
สภาพแวดลอมเพราะสปอรที่แบคทีเรียสรางทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได

สภาพแวดลอมที่แตกตางกนัทําใหชนิดของ Bacillus spp. มีความหลากหลาย เชน พวกที่ตองการ
ออกซิเจน (aerobes) ไมตองการออกซิเจนเปนบางชวง (facultative anaerobes) เจริญไดในสภาพ
กรด (acidophiles) สภาพดาง(alkalophiles) สภาพที่มีความเค็ม (halophiles) เจริญไดดีที่อุณหภูมิต่ํา 
(psychrophiles) อุณหภมูิสูง (thermophiles) และพวกที่ใชสารเคมีอนินทรียในการเจริญ 
(chemolithotrophs) (Claus and Berkeley, 1986) สวนใหญเปนพวกทีเ่จริญอยูในดิน แตบางครั้งพบ 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



  13

B. subtilis และ B. licheniformis อยูในน้ําทะเลและน้ํากรอย (Rosovitz et al., 1998) Bacillus spp. ที่
พบจะแตกตางกันตามชนดิของดิน เชน B. subtilis, B. licheniformis และ B. cereus ไมตองการ
สารประกอบในอาหารมากนกัสามารถพบไดในดินที่มีธาตุอาหารต่ํา B. polymyxa และ B. 
azotofixans พบในดนิรอบ ๆ รากพืชที่มีธาตุอาหาร สวน B. macerans และ B. circulans ตองการ
สารประกอบอาหารที่ซับซอนและพบในเศษซากพืชที่ยอยสลาย (Priest, 1989) B. licheniformis, B. 
subtilisและ B. pumilus พบในน้ําทะเลที่สะอาด (พรพรรณ,2550) 

Bacillus spp. เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอนทรงกระบอก (rod shaped) 
อาจเปนทอนเดียวหรือตอกนัเปนสาย มีขนาด 0.5-2.5 x 1.2-10 μm (Rosovitz, 1998) หรือ 0.3-2.2 x 
0.7-1.2 μm (ดวงพร, 2537) ตองการออกซิเจนในการหายใจ บางครั้งสามารถเจริญไดในที่ไม

ออกซิเจน(facultative anaerobe) สรางสปอรภายในเซลล (endospore forming) 1 เซลล ตอ 1 สปอร 
เมื่ออาหารมีจํากัด เซลลเขาสู ระยะ stationary phase และอยูในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม ทําให
สามารถทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได เชน ความรอน แสง UV และสารเคมีตาง ๆ 
บางเซลลอาจมีแวควิโอล บางชนิดอาจพบผลึกโปรตีน เชน B. thuringiensis (จริยา และคณะ,2534) 
Bacillus spp. ทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เจริญไดในอาหารหลายชนิดเติบโตดใีน

อุณหภูมิปกต ิและ pH เปนกลาง สามารถผลิตเอนไซมหลายชนิด เชน protease และ amylase เปน
ตน Bacillus spp. สวนใหญเคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลาแบบ peritrichous flagella และการใช
แฟลกเจลลาเปน antigens มีประโยชนในการตรวจจาํแนก B. cereus, B.thuringiensis และ B. 
sphaericus (Turnbull et al., 1990) 

B. acidocaldarius และ B. licheniformis CMUC305 ผลิตเอนไซมอะไมเลส ที่ยอย
สลายพันธะ α-1, 4 glucosidic linkage ทนความรอนสูง และคงทนตอความเปนกรด-เบส ในชวง
กวาง มีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร การยอยแปง การผลิตแอลกอฮอล และอุตสาหกรรม
ทอผา B. licheniformis และ B. sterothermophilus ผลิตเอนไซมไลเปส ที่ยอยสลายไขมันพวกไตร
กลีเซอไรด โดยไฮโดรไลสพนัธะเอสเทอรของกลีเซอรอล (glycerol-ester hydrolase) ใหกรดไขมนั
และกลีเซอรอล ใชมากทั้งอุตสาหกรรมอาหาร เชน การสังเคราะหกล่ินและรส กรดไขมันและ

อุตสาหกรรมผงซักฟอก เปนตน นอกจากนี้เอนไซมทั้ง 3 ชนิด ยังมีบทบาทในการจดัการ

ส่ิงแวดลอม โดยนํามาใชในการบําบัดน้ําเสียและขยะในแหลงชุมชน และยังมีสาร subtilisins ที่ผลิต
ไดจาก Bacillus spp. หลายชนิดใชในการทําความสะอาด contact lens ใชในกระบวนการผลิต 
collagen และ gelatin และอุตสาหกรรมอื่น ๆ เอนไซมอ่ืนที่แยกไดจาก Bacillus spp. ใชใน
อุตสาหกรรมผลิตนม แปง เครื่องดื่ม อาหารและเบียร (Zukowski, 1992) สารปฏิชีวนะ (antibiotics) 
ที่ผลิตจาก Bacillus spp. เชน bacitracin ผลิตจาก B.licheniformis สาร polymyxin ผลิตจาก B. 
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polymyxa สาร gramicidin และ สาร tyrocidine ผลิตจาก B. brevis สาร subtilin และ bacilycin ผลิต
จาก B. subtilis  

2.6.3 Streptomyces spp. 
Streptomyces spp. เปนแบคทีเรียในวงศ Streptomycetaceae เปนสกุลที่มีจํานวนมาก

และสําคัญที่สุดในแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท เปนแกรมบวก มีลักษณะคลายเชื้อราอาศัยอยู

ทั่วไปในดิน ปุยหมัก น้ํา ละอองฝุน อากาศ เมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งจะสรางเสนใยอาหาร 
(substrate mycelium) ฝงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ และสรางเสนใยอากาศ (aerial mycelium) ลักษณะ
เสนใยไมมีผนงักั้น เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่เสนใยอากาศจะสรางสายสปอรที่ไมเคลื่อนที่ ซ่ึงมีรูปแบบ

ตาง ๆ ลักษณะโคโลนีในระยะแรกผิวโคโลนีเรียบ เมื่ออายุมากขึ้นเสนใยอากาศจะพฒันาเปนสปอร 
ทําใหผิวโคโลนีมีลักษณะคลายแปง (powdery) หรือกํามะหยี ่(velvet) มีหลายสี ไดแก ขาว เทา แดง 
เหลือง เขียว น้ําเงิน และมวง ซ่ึงเปนสีของสปอรที่อยูดานบน สวนดานลางโคโลนีมเีสนใยอาหาร
เปนสีน้ําตาลสวนใหญ แตอาจพบสีอ่ืน เชนเดียวกับสีสปอร Streptomyces spp. สรางรงควัตถุหลาย
ชนิด นอกจากนี้ยังผลิตสาร geosmin (Trans-1, 10-dimethyl decalol) มีกล่ินคลายกลิ่นดิน (earth 
odor) Streptomyces spp. ใชออกซิเจนในการเจริญเติบโตเปนพวก chemo-organotrophic เมตาบอลิ
ซึม เปนแบบ oxidative สามารถรีดิวซไนเตรทใหเปนไนไตรท ยอยอะดีนนี (adenime) เอสคูลิน 
(esculin) เคซีน (casein) เจลาติน (gelatin) ไฮโปแซนธีน (hypoxanthine) แปง และไทโรซีน 
(Ltyrosine) เจริญไดดีที่อุณหภมู ิ 25-30 °C pH 6.5-8.0 สวนใหญเปนพวก mesophile มีบางชนดิที่
เปนพวก psychrophile และ thermophile สําหรับการสรางสารปฏิชีวนะ Streptomyces spp. 
จําเปนตองใชแรธาตุบางชนดิไดแก โซเดียม แมกนีเซียม แคลเซียม และ ฟอสเฟต เปนตน 
(Williams, Goodfellow and Alderson, 1989)  

Streptomyces spp. สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลายชนิด ไดแก สาร
ตอตานแบคทีเรีย (anti-bacterial agent) เชน ampicillin, penicillin-N ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงเบตาแล
คแทม (β-lactamring) ที่มีคุณสมบัติยับยั้งการสรางเปบติโดไกลแคนที่ผนังเซลลแบคทีเรีย โอลีนโด
มัยซิน(oleandomycin) เปนสารพวกแมคโครไลด (macrolide) ผลิตโดย S. antibioticus (Swan, et al, 
1994) ซ่ึงจะจบักับไรโบโซมและยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน สารตอตานเชื้อรา (anti-fungal agent) 
เชน แคนดิซิดนิ (candicidin) เปนสารพวกโพลีอีนแมคโครไลด (polyene macrolide) ผลิตโดย S. 
griseus (Lechevalier, et al, 1953) มีฤทธิ์ตอผนังเซลลของเชื้อรา nystatin มีโครงสรางเปน polyene 
มีสมบัติฆาเชื้อราไดหลายชนิด polyoxin มีโครงสรางเปน nucleoside มีผลตอการสรางผนังเซลล
เชื้อรา anthracycline นอกจากเปนสารตอตานเชื้อรายังเปนสารตอตานมะเร็งดวยโดยมีคณุสมบัติ

ยับยั้งเอนไซม topoisomerase II ในเชื้อรา ทําใหไมสามารถเกิดการจําลองดีเอ็นเอได   
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2.6.4 Pseudomonas spp. 
 Pseudomonas spp.มีรูปรางเปน rod - shaped ขนาดประมาณ 0.6 x 2.0 μm ติดสี 

gram negative มักพบเปน single bacilli in pairs และบางครั้งเปน short chain เชื้อสามารถเคลื่อนที่
โดย polar flagella เสนเดียว แบบ monotrichous flagellum ผนังเซลลประกอบดวย 
lipopolysaccharide (LPS) ที่มีโครงสรางคลายของแบคทีเรียในตระกลู Enterobacteriaceae แตมี
สารเคมีบางหมูตางกัน สวนของ polysaccharide side chain ที่ยื่นออกจาก LPS เชื่อวาเกีย่วของกบั
ความจําเพาะและความไว (susceptible) ตอ bacteriocin หรือ pyocin และ bacteriophage แหลงที่พบ 
Pseudomonas spp. จะคลายกับราและยีสต คือ พบไดในธรรมชาติทั้งที่มีและที่ไมมชีีวิต เชน พืช 
สัตว ดิน น้ํา          เปนตน สวนมากเปนจุลินทรียกอโรคในพืช (plant pathogen)  

2.6.5 Serratia spp. 
Serratia spp.เปนแบคทีเรียแกรมลบ rod - shaped จัดอยูในกลุมโคลิฟอรม (coliform) 

อยูในวงศ Enterobacteriaceae และเปนพวก facultative anaerobe คือ เจริญไดทั้งในภาวะที่มี

ออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ไมสรางสปอร ไมทนรอน เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลาที่อยูรอบ
เซลล (peritricous flagella) ใหแกสจากการหมักยอยกลูโคส สามารถสรางรงควัตถุสีแดงได (red 
pigment) การสรางรงควัตถุเกิดไดดีที่อุณหภูมิ 15-20 °C ในภาวะที่มีออกซิเจนเทานัน้ ใหผลการ
ทดสอบทางชีวเคมีที่คลายคลึงกับเชื้อ Enterobacter Serratia มีอยูทั่วไปในดนิ  

 2.6.6 Trichoderma spp. 
Trichoderma spp. เปนเชื้อราปฏิปกษของเชื้อราโรคพืช โดยเชื้อรา Trichoderma spp. จะไป

ลดกิจกรรมการดําเนินชีวิตของเชื้อราโรคพืช เชน ยับยั้งการเจริญเติบโต ยับยั้งการขยายพันธุ ดวย
กลไกสามประการ คือ 

 2.6.6.1 การทําลายโดยตรง โดยการกินเชื้อราโรคพืชเปนอาหาร 
 2.6.6.2 การแกงแยงที่อยูอาศัย และสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญเติบโต 
 2.6.6.3 การสรางสารปฏิชีวนะที่เปนอันตรายตอเชื้อโรคชนิดอื่น  
นอกจากนี้ เชื้อรา Trichoderma spp. มาชวยกระตุนใหพืชสรางภูมิตานทานตอเชื้อโรคพืช 

กระตุนใหรากพืชเจริญเติบโตดีขึ้น ทําใหรากยาวและแข็งแรง และเมื่ออยูในดินจะสรางสารที่ไป
ละลายธาตุอาหารในเม็ดหินและดินใหละลายออกมาเปนประโยชนตอพืช  

เชื้อรา Trichoderma spp. เปนเชื้อราที่อาศัยอยูในดินทั่วไป มีหลายชนิด หลายสายพันธุ ที่
ผานมาไดมีการศึกษาและคัดเลือกสายพันธุ เพื่อนํามาใชประโยชนในการควบคุมโรคพืช โดย
มุงเนนไปที่เช้ือราโรคพืชที่เกิดจากดินพบวาสามารถควบคุมเชื้อราโรคพืชไดดีหลายชนิด เชน เชื้อ 
Phytopthora spp., Pythium spp., Fusarium spp., Sclerotium spp., Rhizoctonia spp. เปนตน ซ่ึงเชื้อ
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ราเหลานี้เปนสาเหตุของโรคพืชตางๆ ไดแก โรครากเนาโคนเนา โรคผลเนา โรคกลาเนาหรือกลายุบ 
โรคเนาระดับดิน โรคเหี่ยวในพืชตระกูลพริก โรคถอดฝกดาบของขาว เปนตน ปจจุบันพบวา 
นอกจากจะเปนปฏิปกษตอเชื้อราโรคพืชที่อยูในดินแลว ยังสามารถใชในการปองกันกําจัดเชื้อรา
โรคพืชในสวนตางๆของพืชที่อยูเหนือดินไดดีเชนกัน เชน โรคไหมในขาว โรคแอนแทรกโนสใน
พริก เปนตน และมีแนวโนมที่จะมีผลไปกระตุนใหพืชมีความตานทานตอเชื้อไวรัสโรคพืชไดอีก
ดวย จึงนับวาเปนเชื้อจุลินทรียที่มีประโยชนอยางยิ่งตอการเกษตร การใชเชื้อราไตรโคเดอรมามา
ควบคุมโรคพืช ควรใชในชวงเวลาที่แดดออน เหมือนกับชีวภัณฑชนิดอื่นๆ สามารถนํามาใชทั้งใน
ดานปองกันและรักษาโรค 

 2.6.7 Xylaria spp. 
 Xylaria spp. เปนเชื้อราที่พบจากไมที่ผุผัง ที่สามารถผลิตสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพได

มากมายหลายชนิด   เชน  สารปฏิชีวนะ  (antibiotics) สารตานมะเร็ง  (antitumer) 
antihypercholesterolemic และ สารพิษในกลุม cytotoxin เปนตน ราสายพันธุนี้สามารถผลิตสาร
ออกฤทธิ์ชีวภาพไดหลายชนิด เชน depudecin, phaseolinone, phomenone, 19,20-
epoxycytochalacin Q และ (E)-methyl-3-(4-methoxyphenoxy)-propenoate เปนตน ซ่ึงสารออกฤทธิ์
ชีวภาพที่ผลิตจาก Xylaria sp. BCC1067 จัดเปนสารประกอบในกลุม polyketide คือ depudecin 
และ 19,20-epoxycytochalacin Q 

Depudecin เปนสารที่มีโครงสรางไมซับซอนและมีฤทธิ์ในการยับยั้งกระบวนการ Histone 
deacetylase (HDACs) ซ่ึงกระบวนการนี้เปนสาเหตุสําคัญตอการเกิดการ กลายพันธุของสิ่งมีชีวิต 
กอใหเกิดเซลลมะเร็งได และสาร depudecin มีผลกระทบตอการทํางานของเอนไซม HDACs 
นอกจากนี้สาร depudecin มีพิษตอเซลลหรือเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ไดดวย และpropenoate มีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อ
มาลาเรียในระดับที่ดี (ประมาณ 0.5-19 mg/ml) 

นอกจากนั้นยังพบสาร multiplolides A และ B จาก Xylaria multiplex มีฤทธ์ิในการยับยั้งเชื้อ
ราที่ความเขมขน 7 และ 2 mg/ml  ตามลําดับ สารบางชนิดเชน phomoxanthones A และ B แยกได
จาก Phomopsis sp. ไมมีฤทธิ์จําเพาะเจาะจงกับเซลล เพราะสามารถแสดงฤทธิ์ไดทั้งเซลลมะเร็ง เชื้อ
มาลาเรีย เชื้อวัณโรค อีกทั้งยงัเปนพิษกับเซลลปกติ 

 2.6.8 เชื้อราทะเล (marine fungi) 
 เช้ือราทะเลเปนเชื้อราประเภทหนึ่งที่ดํารงชีวิตอยูในสภาวะที่มีความเค็มสูงได เราพบรา

ทะเลไดในระบบนิเวศปาชายเลน ปาชายหาด หรือเกาะอยูตามหญาทะเล หรือ สาหรายทะเล ซ่ึง
ระบบนิเวศเหลานี้มีการเปลี่ยนแปลงของลักษณะทางกายภาพอยูตลอดเวลา จึงมีการแขงขันเพื่อ

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



  17

ความอยูรอดในระบบนิเวศสูง ราทะเลจึงตองสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพขึ้นเพื่อปองกันตัวเอง
ส่ิงมีชีวิตอื่นๆ และเพื่อความอยูรอด 

เชื้อราทะเลกลุมไบทูนิเคท ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาสนใจหลายชนิด เชน  
 2.6.8.1 เชื้อรา Aigialus parvus ผลิตสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อมาลาเรีย 
 2.6.8.2 เชื้อรา Helicascus kanaloanus ผลิตสารที่มีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 
 2.6.8.3 เชื้อรา Halorosellinia oceanica เปนเชื้อราทะเลชนิดหนึ่งที่เก็บไดในประเทศไทย 

พบสารหลายชนิด เชน cytochalasin Q, halorosellinic acid, 5- carboxymellein และ อนุพันธของ 2-
hexylidene-3-methylsuccinic acid แตผลฤทธิ์ทางชีวภาพอยูในระดับปานกลาง 

 2.6.9 เชื้อราท่ีพบจากแมลงมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
  2.6.9.1 เชื้อรา Cordyceps unilateralis มีสารกลุม erythrostominones ซ่ึงมีฤทธิ์ตานเชื้อ

มาลาเรีย (มีฤทธิ์ยับยั้งประมาณ 4.0-10.1 mg/ml)  
  2.6.9.2 เชื้อรา Cordyceps pseudomilitaris มีสารกลุม bioxanthracenes ซ่ึงมีฤทธิ์ตาน

เชื้อมาลาเรีย (มีฤทธิ์ยับยั้งประมาณ 1.1-18 mg/ml) 
  2.6.9.3 เชื้อรา Myrothecium verrucaria มีสารกลุม verrucarin A, verrucarin, roridin 

A, roridin E และ อนุพันธของ roridin E ซ่ึงมีฤทธิ์ตานเชื้อมาลาเรีย (มีฤทธิ์ยับยั้งประมาณ 0.06-0.9 
mg/ml)  

  2.6.9.4 เชื้อรา Paecilomyces tenuipes มีสารกลุม cyclodepsipeptides คือ beauvericin 
และ beauvericin A ซ่ึงมีฤทธิ์ตานเชื้อมาลาเรีย (1.6 mg/ml) และเชื้อวัณโรค (12 mg/ml) 

2.7 ชนิดและบทบาทของเอนไซมท่ีเชื้อจุลินทรียสราง 
  2.7.1 ไคติน (chitin)  
              ไคติน เปนโพลิเมอรธรรมชาติ ซ่ึงมีปริมาณมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลสที่
เปนสวนประกอบของเนื้อไม พบเปนสวนประกอบผนังเซลลของรา เห็ด ยีสต และจุลินทรียหลาย
ชนิด หรือพบเปนโครงสรางแข็งของสัตวไมมีกระดูกสันหลัง จําพวกแมลง กุง ปู ปลาหมึก เปนตน 
โดยไคตินมีลักษณะเปนของแข็ง ละลายไดในกรดอนินทรีย เชน กรดเกลือ กรดกํามะถัน กรด
ฟอสฟอริก และกรดฟอรมิกที่ปราศจากน้ํา แตไมละลายในดางเจือจางแอลกอฮอล และตัวทําละลาย
อินทรียอ่ืนๆไคตินเกิดจากการเรียงตอกันเปนสายของ N-acetyl-D-glucosamine เช่ือมตอกันดวย 
glycosidic bond ท่ีตําแหนง β-1,4 มีสูตรโมเลกุล (C8H13O5)n โดยทั่วไปมีชื่อทางเคมีวา Poly -β-
(1,4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucose ไคตินที่ไดจากแตละแหลง มีโครงสรางและคุณสมบัติ

แตกตางกันตามลักษณะการเรียงตัว  ของเสนใยซึ่งแบงไดเปน 3 กลุม คือ  
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  1.แบบแอลฟา: มีการเรียงตัวของสายโซโมเลกุลในลักษณะสวนทางกัน (anti-parallel) มี
พันธะไฮโดรเจนอยูในเสนตรงเดียวกัน เปนโครงสรางที่มีความแข็งแรงสูง พบในเปลือกกุง และ
กระดองปู    
  2.แบบเบตา: มีการเรียงตัวของสายโซโมเลกุลในทิศทางเดียวกัน จึงจับกันไดไมคอย

แข็งแรง มีความไวตอปฏิกิริยาเคมีมากกวาแบบอัลฟา ไดแก ไคตินจากแกนปลาหมึก  
   3. แบบแกมมา: มีการเรียงตัวของสายโซโมเลกุลในลักษณะที่ไมแนนอน สามารถ
เปลี่ยนรูปรางเปนแบบแอลฟาได มีความแข็งแรงรองจากแบบอัลฟา ไดแก ไคตินจากเห็ด รา และ 
พืชช้ันต่ํา (Robbers, 1996) 

Chitinase (EC 3.2.1.14) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกริยาการยอยสลายไคทิน ผลิตภัณฑที่ไดจาก
การยอยสลายคอลลอยดดัลไคทินไดเปน chitobiose และ N-acetylglucosamine โดยมี chitobiose 
เปนผลิตภัณฑหลัก 

Enzyme chitinase  
  Chitinase เปนเอนไซมที่ไดจากเชื้อจุลินทรียหลายชนิด มีฤทธ์ิในการยอยสลายไคติน 

ซ่ึงเปนสวนประกอบของผนังเซลเชื้อรา จึงมีความเปนไปไดวาสามารถนํามาใชรวมกับยาตานเชื้อ
ราเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของยาในการยับยั้งและทําลายเชื้อรา 

บทบาทของ Chitinase enzyme 
- ชวยปุยเขาทางใบไดอยางดีเยี่ยมและรวดเร็ว 
- สรางภูมิคุมกันรวมถึงความตานทานโรคพืชที่สาเหตุมาจากเชื้อรา และแบคทีเรีย 
- เสริมสรางระบบรากโดยทําใหแตกรากรวดเร็วและแข็งแรง 
- เรงการเจริญเติบโตรวมถึงความสมบูรณของพืชไดอยางชัดเจน 
- เปนทางเลือกหนึ่งที่สามารถนํามาใชเพิ่มมูลคาเปลือกกุงซึ่งเปนเศษเหลือทิ้งจาก

อุตสาหกรรมการผลิตกุง และลดปริมาณขยะ 
- ทําลายโครงสรางของไคตินซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลลของเชื้อราหลายชนิด 

  2.7.2 ไคโตซาน (chitosan)       
  ไคโตซาน คือ อนุพันธของไคตินที่ตัดเอาหมู acetyl (deacetylation) ของน้ําตาล 
N-acetyl-D-glucosamine ออกตั้งแต 50% ขึ้นไป และมีคุณสมบัติละลายไดในกรดออน ไคโตซานที่ 
ไดจะมีสวนผสมของ น้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine และ glucosamine อยูในสายโพลิเมอร 
เดียวกัน 

ปจจุบันมีการนําไคตินและไคโตซานมาประยุกตใช ดังนี ้(ประภัสสร, 2551) 
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 2.7.1 ดานอาหาร ไคโตซานมีสมบัติในการตอตานจุลินทรียและเชื้อราบางชนิด โดย
มีกลไกคือ ไคโตซานมีประจุบวก สามารถจับกับเยื่อหุมเซลลของจุลินทรียที่มีประจุลบได ทําใหเกิด
การรั่วไหลของโปรตีนและสารอื่นของเซลล ในหลายประเทศไดขึ้นทะเบียนไคตินและไคโตซาน
ใหเปนสารที่ใชเติมในอาหารได สามารถนําไปใชเปนสารกันบูด สารชวยรักษากล่ิน รส สารให
ความขน สารเคลือบอาหาร ผัก และผลไม เพื่อรักษาความสดหรือผลิตในรูปฟลมที่รับประทานได 
(Edible film) สําหรับบรรจุอาหาร 

 2.7.2 ดานอาหารเสริม ไคโตซานสามารถชวยลดคอเลสเตอรอล และไขมันในเสน
เลือดไดโดยไคโตซานจะไปจับกับคอเลสเตอรอล ทําใหรางกายไมสามารถดูดซึมไปใชหรือดูดซึม
ไดนอยลง นอกจากนี้ ทางการแพทย มีรายงานการนํา N-acetyl-D-glucosamine ไปใชรักษาอาการ 
ไขขอเสื่อม โดยอธิบายวา ขอเสื่อมเกิดเนื่องจากการสึกกรอนของเนื้อเยื่อออนที่เคลือบอยูระหวาง 
ขอกระดูก ซ่ึง glucosamine เปนสารตั้งตนในการสังเคราะห proteoglycan และ matrix ของ 
กระดูกออน จึงชวยทําใหเยื่อหุมกระดูกออนหนาขึ้น 

 2.7.3 ดานการแพทย มีการวิจัยนําแผนไคโตซานมาใชปดแผล ชวยทําใหไมเปน
แผลเปนโดยไคโตซานชวยลดการหดตัวของ fibroblast ทําใหแผลเรียบ กระตุนใหเกิดการซอมแซม 
บาดแผลใหหายเร็วขึ้น 

 2.7.4 ดานเภสัชกรรม ใชไคโตซานเพื่อควบคุมการปลดปลอยตัวยาสําคัญ 
 2.7.5 ดานการเกษตร ใชเปนปุยชีวภาพ เนื่องจากไคตินสามารถชวยกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของพืช และกระตุนการนําแรธาตุไปใช ผลคือสามารถเพิ่มผลผลิตและคุณภาพการผลิตได 
ทําใหเกษตรกรมีตนทุนต่ําลง เนื่องจากลดการใชปุยและยาฆาแมลง 

 2.7.6 ดานการปศุสัตว ใชเปนสวนผสมในอาหารสตัวเพื่อกระตุนภูมิคุมกัน และลด
การติดเชื้อ ทําใหน้ําหนักตัวของสัตวเพิ่มขึ้น 

 2.7.7 ดานการบําบัดน้ําเสีย ใชบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมอาหาร เนื่องจาก ไคโต
ซานมีประจุบวก สามารถจับกับโปรตีนและไขมันไดดี นอกจากนี้ ไคโตซานยังสามารถดูดซับอิออ
นของโลหะหนัก และจับส ี(dye) จึงชวยในการบําบัดน้ําเสียได 

 8. ดานสิ่งทอ นํามาขึ้นรูปเปนเสนใย และใชในการทอรวมหรือเคลือบกับเสนใย
อ่ืนๆ เพื่อใหไดคุณสมบัติการตานจุลชีพ ลดการเกิดกลิ่นอับชื้น 

 ไคโตซานเปนพอลิเมอรที่สามารถถูกยอยสลายไดดวยเอนไซม chitosanases ที่ผลิต
จากจุลินทรียหลายชนิด เชน Arthrobacter, Bacillus, Streptomyces, Aspergillus และ Penicillium ที่
พบไดปกติในระบบนิเวศน 
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Enzyme Chitosanase  
Chitosanase เปนเอนไซมที่สามารถไฮโดรไลสไคโตซานใหมีน้ําหนักโมเลกุลต่ําลง ทําให

สามารถแพรผานเขาไปภายในเซลลของจุลินทรีย และขัดขวางการสังเคราะห mRNA มีผลยับยั้งการ
สังเคราะหกรดนิวคลีอิกและโปรตีนได ทั้งยังชวยในการเพิ่มผลผลิตอยางมีประสิทธิภาพ และ
สามารถเสริมสรางความแข็งแรงตานทานโรคตางๆ โดยเฉพาะโรคที่มีสาเหตุจากเชื้อรา และ
แบคทีเรีย  
  บทบาทของ Chitosanase  
  - สงเสริมการเจริญของแบคทีเรียในลําไสที่ชวยสงเสริมสุขภาพ ตอตานมะเร็ง ชวยลด
สารพิษและยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่เปนอันตราย เชน เชื้อซัลโมเนลลา 
  - ชวยบําบัดน้ําเสีย โดยชวยตรึงเอนไซมในการทําผลิตภัณฑใหบริสุทธิ์ รวมทั้งสามารถจับ
ของแข็งแขวนลอยไดดี และจับกับอะตอมของโลหะหนัก 
  - สงเสริมการเพิ่มปริมาณของสิ่งมีชีวิตที่มีประโยชนตอพืชและสัตว 

2.7.3 เคซีน (Casein) 
นํ้านมววั (cow milk) ประกอบดวยโปรตีนรอยละ 3.25 โปรตีนที่สําคัญที่พบในนํ้านม ไดแก 

เคซีน (casein) และ เวยโปรตีน (whey proteins) ซ่ึงประกอบดวย โปรตีนหลัก 2 ชนิดคือ แอลฟา
แลกตัลบูมิน (α-lactalbumin) และเบตาแลกโตโกลบูลีน(β-lactoglobulin) (รัชน ี ตัณฑะพานชิ
กุล,2542) เคซีน (Casein) มีปริมาณรอยละ 80 ของโปรตีนในนํ้านม เปนโปรตีนที่พบในนํ้านม
เทานั้น มีลักษณะเปนสีขาว ไมมีกล่ินรส เปนตัวที่ทํา ใหนํ้านมมีสีขาว เคซีนมีความสําคัญตอความ
คงตัวของผลิตภัณฑนมระหวางการใหความรอน การทํา เขมขน และการเก็บรักษา นอกจากนี้ยังมี
ผลตอคุณสมบัติการไหล (rheologial properties) ของผลิตภัณฑนมเปรี้ยวและนมขน  

Casein จัดเปน Conjugated protein เปนกลุม milk protein ที่ไดจากการตกตะกอนน้ํานม
ประเภทปราศจากมันเนย ที่ pH 4.6 ณ อุณหภูมิ  20 oC โดยเฉลี่ยน้ํานมสดจะมีโปรตีน 33 g/L ใน
จํานวนนี้ เปน casein ประมาณ 26 g คิดเปน 79.5% ของโปรตีนทั้งหมด caseinในน้ํานมอยูในสภาพ
ที่เปน micelle อยูรวมกับ phosphate, magnesium และ citrate โดยปกติเคซีนอยูในรูปของไมเซลล
ซ่ึงกระจายเปนแบบคอลลอยดในนํ้านม เคซีนจะมีลักษณะทรงกลมอยางหยาบ เสนผานศูนยกลาง
อยูในชวง 40-300 nm โดยเฉลี่ยประกอบดวยเคซีนประมาณ 104 โมเลกุล เคซีนไมเซลลมีลักษณะ
เปนประจุลบ ภายในไมเซลลประกอบดวยสารอนินทรียสําคัญคือ แคลเซียมฟอสเฟตซึ่งมีประมาณ 
8 กรัมตอ 100 กรัมเคซีน นอกจากนีย้งัประกอบดวยโปรตีนอื่นๆ อีกเล็กนอย เชน โปรตีเอส-          
เปปโตน (Walstra et al., 1999)   
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Enzyme protease 
เอนไซมในกลุม protease มีหลากหลายชนิด สามารถแบงประเภทตามแหลง ไดแก จากสัตว 

พืช และจุลินทรีย หากแบงตามลักษณะการทํา งานไดแก เอนโดโปรตีเอส และ เอกโซโปรตีเอส 
เอนโดโปรตีเอส จะตัดพันธะเปปไทดแบบสุมตลอดสายเปปไทด ขณะที่เอกโซโปรตีเอสจะตัด
พันธะเปปไทดไดทีละ1 อะมิโนแอซิด protease ที่สามารถยอยโปรตีนในน้ํานมก็มีหลายชนิด เชน 
เอนไซมไคโมทริปซิน(cymotrypsin) เอนไซมทริปซิน (trypsin) เอนไซมเรนนิน และเอนไซม       
เปปซิน เปนตน 

บทบาทของ Protease 
ในกระบวนการผลิตชีสจะตองใชเอนไซมโปรติเอส 2 ชนิด ในการผลิต ชนิดแรกคือ เรนเนต 

(เอนไซมผสมของ chymosin และ pepsin ) ที่ใชในดานการแยกโปรตีนออกจากนมและอีกชนิด คอื 
เอนไซมโปรติเอส (ที่ไดจากจุลินทรีย) ซ่ึงใชในการบมเพื่อใหไดกล่ินและรสชาติเฉพาะตัวของชีส 
ซ่ึงเอนไซมโปรติเอสเหมือนกันแตไมสามารถใชแทนกันไดเพราะความจําเพาะในการทําปฏิกิริยาที่

ตางกัน สําหรับเอนไซมที่ผลิตจากจุลินทรีย Mucor miehei หรือ Mucor pusillus สามารถยอย

พนัธะเปปไทดของเคซีนในน้ํานมที่ตําแหนงเฉพาะระหวางกรดอะมิโน phenylalanine และ alanine 
ทําใหโปรตีนในน้ํานมเกิดการตกตะกอนและถูกแยกออกมาเปนชีสนั่นเอง สวนโปรติเอสที่ใชใน
ขั้นตอนการบมเปนเอนไซมที่ไดจากแบคทีเรีย สายพันธุ Lactobacilli ซ่ึงจะยอยพันธะเพปไทดแบบ
ไมมีความจําเพาะเหมือนเรนเนตชวยทําใหไดกล่ิน รส และลักษณะปรากฏที่เปนเอกลักษณของชีส 
(Krongsakda,2006) 

2.7.4 เจลาติน (Gelatin) (พิมพเพ็ญ, 2556) 
  เจลาตินเปน ไฮโดรคอลลอยด (hydrocolloid) ซ่ึงเปนโปรตีน (protein) ที่ไดจากการยอย 
และการสกัดคอลลาเจน (collagen) ที่มีอยูใน กระดูก หนังสัตวและเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (connective 
tissue) ของสัตวเชน ควาย หมู วัว โดยใชความรอน และ กรด หรือ ดาง เพื่อ ยอยใหคอลลาเจน
โมเลกุลเล็กลงเปลี่ยนเปนเจลาตินลักษณะเปนแผน ชิ้น เกรด็ หรือ ผงสีเหลืองออน หรือสีเหลือง
อําพัน ละลายไดในน้ํารอนไมละลายในน้ําเย็น แตจะออนนุม พองตวั และอุมน้ําได 5-10 เทาของ
น้ําหนกัเดิม ละลายไดในกรดอะซิติก (acetic acid) ไมละลายในอีเธอร คลอโลฟอรม และ

เอทธานอล 98 เปอรเซ็นต    เจลาติน (E441) ที่ใชเปนวัตถุเจือปนอาหาร (food additive) เมื่อนําผงเจ
ลาตินผสมน้ํา และใหความรอน จะเปนของเหลวหนืด เมื่อตั้งทิ้งไวใหเย็นของเหลวจะตัวกลายเปน
เจล (gel) ใชในอาหารไดหลายวัตถุประสงคดังนี ้
 -ใชเปนสารทีท่ําใหเกิดเจล(gelling agent) ที่คืนตัวเปนของเหลวไดเมื่อไดรับความรอน 
(thermoreversible gel) 
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 -ใชเปนสารทีท่ําใหเกิดความคงตัว (stabilizer) เปนอิมัลซิไฟเออร (emulsifier) ทําใหน้ํากับ
ไขมันรวมตวักันไดดี ไมแยกชั้น 
 -ใชทดแทนไขมัน (fat replacer) ใชในอาหารไขมันต่ํา 
 -ใชสําหรับการจับเก็บกลิ่นรส flavor encapsulation 
 -ใชเคลือบผิว แฮม ขนมเคก เพื่อรักษาความชุมชื้น 
     เจลาติน ใชในผลิตภัณฑอาหารหลากหลายชนิด ไดแก 
 -ผลิตภัณฑนม (dairy products) - นมพาสเจอไรซ นมยูเอชที, นมเปรี้ยว (ใช 0.2-0.8%) , 
เนยแข็งชนิดนิม่ (soft cheese) เชน ซาวรครีม, ครีมชีส (cream cheese) ,คอตเตจชีส (cottage 
cheese) , ชีสสเปรด (เนยทาขนมปง) , เคกแชแข็ง, พุดดิ้ง, เตาหูนมสด, คัสตารด, มูส, ไอศครีม, มา
การีน, เนยไขมันต่ํา   

-ขนมหวาน (confectionery)  
- เยลลี่, เม็ดเยลลี่, มาชแมลโล (marshmellow), กัมมีแบร, หมากฝรั่ง, นูกัต, ลิโคริส, ขนม

เคี้ยวหนึบ 
 -อาหารเคลือบน้ําตาล, เคลือบผิวขนม, เคกแชแข็ง, เคลือบทอฟฟ, ช็อกโกแลต หรือ หมาก
ฝร่ัง 
    -ชีสเคก, ซีเรียลบาร 
 -ผลิตภัณฑเนือ้สัตว ไสกรอก, เคลือบผิวแฮม 
 -อาหารกระปอง เชน เนื้อสัตวกระปอง อาหารทะเลกระปอง อาหารสัตว 
 -อาหารแชเยือกแข็ง 
 -ซุป, ซอส, แกง, โจก 
 -มาการีน น้ําสลัด 
 -น้ําผลไม, แยม 

Gelatin สามารถถูกยอยโดย exoenzyme เปนสารที่มีโมเลกุลเล็กลงแลวจึงถูกนําเขาสูเซลล
เพื่อใชในขบวนการ metabolism เมื่อกรดอะมิโนถูกนํามาสูเซลลจะเกิดขบวนการเมตะบอลิซ่ึม 
หลายชนิด    กอนทีก่รดอะมิโนจะสามารถถูกนําไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานจะตอง

เกิดปฏิกิริยา deamination เสียกอน   เปนการนําเอา amino group ออกจากโมเลกุลของกรดอะมิโน
เกิดเปนแอมโมเนียและกรดอินทรีย กรดอะมิโนหลายๆ ชนิดอาจถูก decarboxylation เปนการนําเอา 
CO2 ออกจากกรดอะมิโนเกดิ amine และกาซคารบอนไดออกไซด   
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Enzyme Gelatinase  
 Gelatinase เปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่สามารถไฮโดรไลซ เจลลาติน ซ่ึงเปนโปรตีนจาก

เนื้อเยื่อเกี่ยวพนัของสัตวได 
 บทบาทของ Gelatinase  
 - ทําใหน้ําผลไมใส เพิ่มปริมาณผลผลิตในน้ําผลไม 
 - ชวยยอยโปรตีนจากสัตวกอนใหเด็กเล็กรับประทาน 
 2.7.5 แปง (starch) (อาภัสสรา, 2537) 

 แปง  เปน polysaccharide  ประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคสที่ตอกันเปนสายตรง (straight 
chain) และแตกแขนง (branched chain) เปนคารโบไฮเดรตที่สะสมเปนสวนใหญในผลิตผลเกษตร
หลังการเก็บเกีย่ว พบในรูปของเม็ดแปง (starch grains) ใน plastids (amyloplasts) และ chloroplasts 
ในสวนของใบ แปงประกอบดวย α-amylose และ amylopectin ในปริมาณที่แตกตางกัน α-
amylose ประกอบดวย D-glucose มาเชื่อมตอกันเปนสายโซยาวดวย α-1,4 glycosidic bond โดยไม
มีการแตกกิ่งกานสาขา มีมวลโมเลกุลตั้งแต 1-500 กิโลดาลตัน เมื่อ α-amylose อยูในน้ําจะเกดิการ
สรางเปนไมเซลล (micelle) ในไมเซลลนี้ polysaccharide จะอยูในลักษณะของการขดตัวเปนเกลียว
ยาว (helical coil) เมื่อทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีน(I2) จะใหสีน้ําเงิน amylopectin
ประกอบดวย D-glucose ประมาณ 2,000-200,000 หนวยกลูโคส ตอกันดวยα-1, 4 glycosidic bond 
ระหวางโมเลกุลของกลูโคส และทุก 20-25 หนวยของกลูโคสจะมีการแตกกิ่งกานสาขาและเชื่อมตอ
กันดวย α-1,6 glycosidic bond โดยมีอัตราสวนระหวางพันธะทั้งสองชนิดเปน 15 : 1 ดังนั้น
โครงสรางของ amylopectin จึงเปนกิ่งกานสาขา (branched polysaccharide) 

Enzyme amylase  
เอนไซม amylase เปนเอนไซม ชนิดหนึ่งที่สามารถ hydrolyte พันธะในโมเลกุลของแปงใหมี

ขนาดของโมเลกุลเล็กลง ทําใหไดเปน dextrin, disacharide เชน maltose และ monosacharide เชน 
glucose ซ่ึงนํ้าตาลโมเลกุลเล็กเชนนี้ไมสามารถทําปฏิกิริยากับ iodine แตแปงสวนที่เหลือสามารถ
ทําปฏิกิริยากับ iodine เกิดสารประกอบเชิงซอนที่มีสีนํ้าเงนิและมีการดูดกลืนแสงมากสุด 
(maximum absorption) ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ความเขมของสีที่เกิดจึงเปนสัดสวนผกผัน
กับแอคติวติีของเอนไซม amylase 

บทบาทของ Amylase enzyme 
1. นํามาใชประโยชนในอุตสาหกรรมการยอยแปง 
2. เรงการหมักใหเกิดไดสูงสุด และปองกันไมใหขนมปงแหงแข็ง ชวยปรับปรุงดานความ

ยืดหยุน 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



  24

2.7.6 เซลลูโลส (cellulose)    
  เซลลูโลส เปนสารประกอบอินทรียที่พบมากที่สุดประมาณ 45% ของสารอินทรียทั้งหมด
ในธรรมชาติ สวนใหญสะสมอยูที่ผนังเซลลในพืชช้ันสูงทุกชนิด ซ่ึงมีสวนประกอบของเซลลูโลส
มากกวา 97-99% จัดวาเปนเซลลูโลสบริสุทธิ์ ประกอบดวย polymer chain เรียงขนานกัน และยดึ
กันดวย dispersion force และ hydrogen bond ภายในโมเลกุลเซลลูโลสจึงยึดติดกันแนน ทําให
เซลลูโลสทําปฏิกิริยากับสารตางๆ ไดชา เซลลูโลสใน primary cell wall ประกอบดวยกลูโคสยาว
ประมาณ 2,000 โมเลกุล และ ไมต่ํากวา 14,000 โมเลกุลใน secondary cell wall โดยโมเลกุลของ
เซลลูโลสจะเกาะกนัเปนคูตามยาวและเรียงขนานกันเปนกลุม 40 คู เรียกวา ไมโครไฟบรลิ

(microfibril) เพื่อใหความแข็งแรงกับผนังเซลลของพืช (Fan et al., 1987) โครงสรางของเซลลูโลส
ในผนังเซลลพืชช้ันสูง มี 3 แบบ คือ       
  1. Fringe micelle ประกอบดวยสวนที่เปนผลึก (crystalline) และสวนที่เปนอสัณฐาน 
(Amorphous) 

2. โครงสรางของเซลลูโลสที่มวนหรือพับไปตามแกนของเสนใยเซลลูโลส 
3. โครงสรางที่มีลักษณะเปนแบบริบบิ้นและมวนเปนเกลียว 
โครงสรางที่แตกตางกัน 3 แบบ กอใหเกิดชองวางระหวางโมเลกุล ทําใหโมเลกุลไม 

ตอเนื่อง ในธรรมชาติจึงไมพบเซลลูโลสในรูปอิสระแตมักรวมกับลิกนนิ เฮมิเซลลูโลส 
เพนโตแซน กมั แทนนนิ และ ไขมัน เปนตน 

ในดานโครงสรางทางเคมี เซลลูโลสเปนสารประกอบคารโบไฮเดรตที่ประกอบดวยหนวย 
ยอยของน้ําตาลกลูโคส (glucose) จํานวน 1,000-10,000 โมเลกุล ตอกันเปนโพลีเมอร (polymer) 
เชื่อมกันดวย β -1, 4-glycosidic bond ระหวาง alcoholic hydroxyl groups โดยโมเลกุลสายยาวของ
เซลลูโลสประกอบดวยกลูโคส 2,000-15,000 โมเลกุล และมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 
20,000-2,400,000 ดาลตัน (Dalton) การเรยีงตัวของโมเลกุลเซลลูโลสมีลักษณะเปนเสนตรง ไมมี 
แขนงยอยมีสูตรเคมีทั่วไป คือ (C6H10O5)n   เมื่อ n คือ จํานวนหนวยกลูโคสทั้งหมดที่ประกอบกนั
เปนโครงสราง (Fan et al., 1987) ชนิดของเซลลูโลสแบงตามความสามารถในการละลายใน

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดไดเปน 3 ชนิด คือ 
1. แอลฟา-เซลลูโลส (α-cellulose) คือ เซลลูโลสที่ไมละลายในสารละลายโซเดียม      ไฮด

รอกไซดเขมขน 17.5% 
2. เบตา-เซลลูโลส (β-cellulose) คือ เซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซดเขมขน 17.5% ที่อุณหภมูิหอง แตสามารถตกตะกอนไดงายในสารละลายที่มีสภาพเปนกรด 
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3. แกมมา-เซลลูโลส (γ-cellulose) คือ เซลลูโลสที่ละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดเขมขน 17.5% และสารละลายกรด แตสามารถตกตะกอนไดโดยใชแอลกอฮอล 

ประชาชนสวนใหญในประเทศไทยประกอบอาชีพเกษตรกรรม ทําใหมีผลพลอยไดและ 
วัสดุอินทรียที่เหลือทิ้ง เชนใบไมและเศษวชัพืชจํานวนมาก กอใหเกดิปญหาขยะมูลฝอยตามมา การ 
คิดหาวิธีนําเศษอินทรียเหลือทิ้งเหลานี้ไปแปรรูปหรือเพิม่มูลคา จะชวยแกปญหาเหลานี้ไดสวน

หนึ่ง ตัวอยางของเศษวัสดุอินทรียที่มีสวนประกอบเซลลูโลสเปนองคประกอบ  
 การยอยสลายเซลลูโลส (Cellulose hydrolysis) (Fan et al., 1987) 

เซลลูโลสเปนสารประกอบที่มีโครงสรางเปนผลึกหรือเปน linear homopolymer ของ

กลูโคสที่จับกันดวย β-1, 4-glucosidic linkage ซ่ึงยากตอการยอยสลาย นอกจากนีโ้ดยธรรมชาติ
ของเซลลูโลสจะม ี lignin จับอยู ซ่ึงเปนตัวขัดขวางปฏิกริิยาการยอยสลาย การยอยสลายเซลลูโลส
ทําได 2 วิธี คือวิธีการทางเคมีหรือการยอยสลายดวยกรดเขมขนหรือกรดเจือจาง (acid hydrolysis) 
เชน กรดซัลฟูริก และกรดไฮโดรคลอริก ซ่ึงตองทําภายใตอุณหภูมิสูง วิธีนี้มีขอจํากดั คือใหปริมาณ
กลูโคสต่ํา และเกดิผลิตภัณฑทีไ่มตองการดวย และวิธีการทางชีวภาพหรือการยอยสลายดวย

เอนไซม (enzyme hydrolysis) ที่ไดจากจุลินทรีย เชน เชื้อรา แบคทีเรีย โดยเอนไซมจากจุลินทรียจะ
ทําใหปฏิกิริยาการยอยเกิดภายใตสภาวะที่ไมรุนแรง คือที่อุณหภูมิประมาณ 50°C ความดนั

บรรยากาศ เพราะเอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงตอสารประกอบเซลลูโลสมาก ทําใหไมสูญเสีย

กลูโคสระหวางเกิดปฏิกิริยาและไมเกิดผลิตภัณฑที่ไมตองการ    
ขอดีของการยอยสลายดวยเอนไซม      

 1. เอนไซมสามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมติ่ํา จึงเรงปฏิกริิยาไดโดยไมตองใหความรอนทํา 
ใหประหยดัตนทุนในการผลิต 

2. ปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเปนตวัเรงจะเกดิไดเร็วกวาปฏิกิริยาที่ไมมีเอนไซม เนื่องจาก 
เอนไซมไปลดพลังงานอิสระของการกระตุนของปฏิกิริยาทําใหปฏิกิริยาถึงภาวะสมดุลไดเร็ว         
 3. เอนไซมมีความจําเพาะกับสารตั้งตน ดังนั้นผลผลิตที่ไดจะมีความบรสุิทธิ์มาก 
 4. ไมเกิดปฏิกริิยาขางเคียง เนื่องจากเอนไซมมีความจําเพาะกับสารตั้งตน  
 5. เอนไซมสามารถยอยสลายสารที่มีโมเลกุลใหญใหเล็กลงไดตามที่ตองการ  
 6. ผลิตภัณฑที่ไดไมเปล่ียนเปนสารอื่น และ สามารถทําการหมักน้าํตาลที่เกิดขึ้นไปพรอม
กับการยอยเซลลูโลสได         
 7. ไมจําเปนตองใชอุปกรณที่ทนตอการกดักรอนแบคทีเรียที่ยอยเซลลูโลส  
 ตัวอยางของแบคทีเรียที่สามารถยอยเซลลูโลสมีดังนี้ 

1. แบคทีเรียในกระเพาะอาหารของสัตวกนิพืช เชน วัว ควาย ในดนิ เชน Bacillus sp. 
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และ ในทะเล เชน Cytophaga sp. (Larry et al., 2006) 
2. แบคทีเรียที่เจริญไดในสภาพทั้งที่มีออกซิเจนและไมมอีอกซิเจน (facultative anaerobe) 

เชน Cellvibrio sp. และ Cellulomonas sp. เปนตน 
3. แบคทีเรียที่เจริญไดในสภาวะไมมีออกซิเจน เชน Clostridium thermophilum และ 

Ruminococcus albus เปนตน 
4. Myxobacteria เชน Sporocytophaga sp.  
5. จุลินทรียที่เปนปรสิตในพชื มีทั้งพวกยอยเซลลูโลสอยางเดียว หรือกอโรคในพืชดวย 

เชน Pseudomonas solanacearum (ปจจุบนัคือ Ralstonia solanacearum) ทําใหเกิดโรคเหี่ยวในพืช 
จุลินทรียยอยไม ไดแก แอคติโนไมสีท เปนตน (Fergus, 1969) 

แบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนจะยอยเซลลูโลสไดผลิตภัณฑหลัก 2  ชนิด คือ C O 2  และ 
สารอินทรียที่เปนองคประกอบของเซลล สวนราและแอคติโนไมสีท จะได CO2 เปนผลิตภัณฑหลัก 
และเกดิกรดอนิทรียในปริมาณนอย อัตราการยอยเร่ิมตนจะถูกจํากัดดวยกระบวนการ o x i d a t i o n 
ของคารโบไฮเดรต เพื่อไมใหเกิดการสะสมของสารตัวกลาง ซ่ึงจะเกิดขึ้นขณะมกีารใชน้ําตาล สวน 
mesophilic และ thermophilic anaerobe ไมสามารถยอยสารตั้งตนอยางสมบูรณได สารอินทรีย 
หลายชนิดจึงถูกขับออกมาเปนผลิตภัณฑสุดทาย ในสภาวะที่มีออกซิเจนจะเกิดการสะสมของ CO2, 
H2,  ethanol และกรดอนิทรีย เชน acetic acid,  lactic acid และ succinic acid เปนตน 
(Bisaria and Ghose, 1981)         
 การยอยเซลลูโลสขั้นตนเกิดจากการที่โมเลกุลถูก hydrolyse โดยเอนไซมเซลลูเลสซึ่ง

เอนไซมจะเขาทําการยอยเซลลูโลสที่ไมละลายน้ําใหอยูในรูปที่ละลายน้ําได แตขอจํากัดในการ

ทํางานของเอนไซมเกิดจากการที่สารตั้งตนละลายน้ําไดนอย จากนั้น cellulose derivative ที่เกิดขึน้
ก็จะถูกยอยตอ ไดเปน monosaccharide หรือ disaccharide ผลผลิตขั้นตอนตอมาของการยอยจะ
แตกตางกันตามชนิดของจุลินทรีย และเนื่องจากโมเลกุลของเซลลูโลสไมสามารถเขาสูเซลลของ    
จุลินทรียได ดังนั้นจุลินทรียจึงตองขบัเอนไซมออกสูนอกเซลลเพื่อยอยเซลลูโลสจนไดน้ําตาลที่

ละลายน้ํา จากนั้นจึงดดูซึมสูภายในเซลล เพื่อเปนแหลงคารบอนตอไป (ยุพด,ี 2527)  
Enzyme Cellulose  
Cellulose เปนกลุมเอนไซมที่ทาหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะβ-1,4-glycosidic 

ภายในโครงสรางโมเลกุลของ Cellulose หนวยเล็กที่สุดหากการยอยสลายสมบูรณจะไดglucose 
(พิจิตรา, 2548) โดยพบวาเอนไซมนี้สรางไดโดยส่ิงมีชีวิตทั้งพืช สัตว และจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย 
และรา เปนตน (Klyosov, 1990) สวนใหญถูกสรางและหลั่งออกมานอกเซลล (extracellular 
enzyme) ซ่ึงถูกเหนี่ยวนาใหสรางโดยสิ่งแวดลอม เนื่องจากโมเลกุลของ Cellulose ไมสามารถเขาสู
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เซลลของจุลินทรียได ดังนั้น จุลินทรียจึงตองขับเอนไซมออกสูนอกเซลลเพื่อยอย Cellulose จนได
น้ําตาลที่ละลายน้ํา จากนั้นจึงดูดซึมเขาสูภายในเซลล เพื่อเปนแหลงคารบอนตอไป (Alexander, 
1967) โดยจุลินทรียที่มีการศึกษาอยางมาก ไดแกเชื้อรา เชน Aspergillus niger, Trichoderma spp. 
เปนตน (Dashtban et al., 2009) 

บทบาทของ Cellulose enzyme 
- ยอยสลาย Cellulose (ไฟเบอรที่พบในผักตางๆ) โดยปกติแลว รางกายไมสามารถผลิต

เอนไซม Cellulose เอง 
- สงผลใหเสนใยเปลี่ยนจากสีครีมเปนสีขาวสดใส เสนใยเรียงตัวสม่ําเสมอ มีลักษณะออน

นุม ขนลดนอยลงมากที่สุด 
-ใชในการผลิตน้ําตาลจากเซลลูโลส (cellulosic sugar) สําหรับผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพและ

เคมีภัณฑจากวัตถุดิบชีวภาพ 
- ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการหมักน้ําตาลโดยไมตองใชเอนไซมปริมาณมาก ชวยลดตนทุน

การผลิตดวย และชวยเพิ่มประสิทธิภาพถึง 10-20% 
Enzyme lipase  
ไลเปสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเอสเทอรในโมเลกุลไขมันเมื่อไขมันถูก

ยอยสลายอยางสมบูรณและจะไดผลิตภัณฑเปนกลเีซอรอล และกรดไขมัน จึงมชีื่อตามระบบวา 
triacylglycerol ester hydrolase นอกจากเรงปฏิกิริยายอยสลายพันธะเอสเทอรของไขมันแลวไลเปส
ยังเรงปฏิกิริยาการสรางพันธะเอสเทอร (transesterification) ซ่ึงเปนการยอนกลับของปฏิกิริยานี้ดวย
และดวยคุณสมบัติของไลเปสจึงเปนเอมไซตที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมตางๆมากมายไดแก 
อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมผลิตสารลดแรงตึงผิว อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมบําบัดของ
เสีย และอุตสาหกรรมเครื่องสําอางโดยเฉพาะกลุมทําความสะอาดเปนตน(ณกัญภัทร, 2549) 

Lipase สามารถไฮโดรลิซิส (hydrolysis) โมเลกุลของไขมัน ทําใหเกิดเปนสารประกอบตาง 
ๆ ไดแก กรดไขมันอิสระ กลีเซอรอล อัลดีไฮด คีโตน แอลกอฮอล เปอรออกไซด เปนตน ซ่ึงเปน
สารประกอบที่ระเหยได ทําใหอาหารมีกล่ินรสผิดปกติไป แบคทีเรียที่สามารถสรางเอนไซมยอย
ไขมันได ไดแก Pseudomonas spp., Achromobactor spp. (วีระสิทธิ์และคณะ,2545 ) 

   บทบาทของ Lipase enzyme 
    นํามาใชในอุตสาหกรรม เชน อุตสาหกรรมยาฆาแมลง น้ํายาซักลาง เชื้อเพลิง

ชีวภาพ อาหาร เครื่องสําอาง และยา (ณกัญภัทร จินดา) 
    ใชในบอบําบัดดักไขมัน 
    ไฮโดรไลซไขมันใหกรดไขมันซึ่งเปนพิษตอโปรโตซัวชนิด Giadin  lamblia  
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2.8 งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับจุลินทรียในดนิท่ีสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
2.8.1 ดานสารตานจุลชีพ 
บัวสายและคณะรายงานวา Bacillus amyloliquefaciens ที่แยกไดจากดินมีความสามารถใน

การผลิตสารยับยั้งเชื้อ Fuarium solani TISTR 3436ได (บัวสายและคณะ, 2010) 
Umezawa รายงานวา Streptomyces spp. สรางสารตอตานมะเร็ง (anti-tumour agent) เชน บลี

โอมัยซิน (bleomycin) ซ่ึงเปนสารพวกไกลโคเปบไทด (glycopeptide) ผลิตโดย S. verticillus มีผล
ทําใหสายดีเอน็เอขาด limocrocin ยับยั้งเอนไซม reverse transcriptase ของไวรัสที่เปนสาเหตุของ
โรคได (Umezawa, et al, 1966)   

วรรณดแีละวีระศักดิ ์รายงานวา Pseudomonas fluorescens ที่แยกไดจากดินชวยสงเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชได และยังสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรค

พืช (วรรณดี และวีระศกัดิ,์ 2551)  
สุขุมวัฒณ และญาณยีังพบวา S. marcescens สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคกาบใบแหงใน

ตนขาวได (สุขุมวัฒณ และญาณี, 2550) 
2.8.2 ดานเอนไซม 
ขจีนาฎและคณะพบวา Bacillus spp. ที่แยกไดจากดนิและสิ่งแวดลอมสามารถผลิตเอนไซมที่

นําไปใชในอุตสาหกรรม เชน เอนไซมอะไมเลส (amylase) โปรติเอส (proteiase) และไลเปส 
(lipase) โดยเอนไซมโปรติเอส ยอยสลายพนัธะเปปไทด หรือโพลีเปปไทดของโปรตีนเปนกรดอะมิ
โน ซ่ึงเปนหนวยยอยของโปรตีนใชในอตุสาหกรรมอาหาร เชน เบียร เนยแข็งอุตสาหกรรมอาหาร
สัตว อุตสาหกรรมฟอกหนงั อุตสาหกรรมผงซักฟอก และใชในทางเภสัชกรรมเปนตน (ขจีนาฎ 
และคณะ, 2541) 

 พิจิตรา และคณะคัดเลือกเชื้อรา ที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากวุนมะพราวที่เปน
เศษเหลือทิ้งจากโรงงาน เพื่อลดขยะ และนําเอนไซมเซลลูเลสที่ไดไปใชประโยชนตอไป           
(พิจิตรา, 2548) 

 วีระสิทธิ์ และคณะไดทําการจําแนกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ 
และศึกษาสมบัติของเอนไซม เพื่อนําเอนไซมที่ไดมาใชประโยน ใหเหมาะสมกับคุณสมบัติของ
เอนไซมที่ได (วีระสิทธิ์ และคณะ, 2545) 

 
2.9 เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราท่ีนํามาทดสอบ 

เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราที่นํามาทดสอบฤทธิ์ของสารตานจุลชีพในครั้งนี้ เลือกเชื้อที่มี
คุณสมบัติแตกตางกัน เพื่อการตรวจสอบผลของสารตานจุลชีพตอเชื้อแตละประเภทโดยเลือก
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ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราชนิดตางๆ เชน เชื้อแบคทีเรีย ไดแก ESBL; Escherichia coli, 
Klebsiella pneumonia, Salmonella Typhi, Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
เชื้อรา ไดแก Candida albicans, Cryptococcus neoformans  ซ่ึงคุณสมบัติของแบคทีเรียและเชื้อรา
แตละชนิดที่นํามาทําการศึกษาดังนี้ 

(Extended Spectrum Beta-Lactamase, ESBL)      
  ESBL เปนเอนไซมที่พบไดในแบคทีเรียชนิดแกรมลบรูปแทง โดยจะพบมากในแบคทีเรีย
ที่อยูในวงศ Enterobateriaceae เชน Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae และแบคทีเรียที่อยูใน
วงศ Pseudomonadaceae เชน Pseudomonas aeruginosa โดยมีฤทธ์ิในการสลายยากลุมบีตา-แล
คแทมไดจํานวนมากชนิดขึน้ไดแก penicillin, oxyimino cephalosporin และ aztreonam แตไมมีผล
ตอยา cephamycin หรือ carbapennem โดยจัดอยูใน function group 2be และ Ambler’s molecular 
class A หรือ class D ทําใหเชื้อแบคทีเรียมีการดื้อยาบีตา-แลคแทมเกือบทุกกลุม เอนไซมนี้เปน
เอนไซม บีตา-แลคทาเมสชนิดใหมที่มีการคนพบไดทัว่โลก ซ่ึง ESBL มีความสามารถในการ

ทําลายยาในกลุม บีตา-แลคแทมที่แตกตางกัน และสามารถพบในแบคทีเรียตางชนิดกัน ทั้งนี้

สามารถจําแนกกลุมโดยอาศยัความคลายคลึงกัน และที่มาของตนกําเนดิของเอนไซมที่มีการ

เปล่ียนแปลงเอนไซมและคณุสมบัติอ่ืนๆ ซ่ึงยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมดังกลาว อาจอยูบน

โครโมโซม หรือ พลาสมิด โดยสามารถสงผานไปยังแบคทีเรียที่ตางวงศกันได ในปจจุบันนี้พบ
เอนไซมกลุมนี้ไมนอยกวา 90 ชนิด และสามารถตรวจพบในเชื้อแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ ใน
ประเทศไทยมรีายงานการพบแบคทีเรียทีส่รางเอนไซม ESBLซ่ึงแยกไดจากผูปวยที่ติดเชื้อในวงศ 
Enterobacteriaceae และ Pseudomonadaceae ตลอดจนสามารถตรวจพบ ESBL ชนิดใหมไดเปน
คร้ังแรก คือ SHV-12 และ SHV-2a นอกจากนี้ยังม ีESBL กลุมอื่นๆ ที่กําลังคนพบกนัอีกมากมาย 

Extended -spectrum β-lactamase (ESBL) เปนเอนไซมที่พบไดในแบคทีเรียแกรมลบ รูป
แทง พบครั้งแรกในเชื้อ Klebsiella ozaenae ในประเทศเยอรมัน จากนั้นก็พบกระจายไปทั่วโลก 
(Bradford, 2001) เอนไซมชนิดนี้พบไดในเชื้อหลายกลุมเชน Enterobacteriaceae, Pseudomonas 
aeruginosa และ Capnocytophaga ochracea เปนตน โดยเอนไซม ESBL สามารถทําลาย β-lactam 
ring ซ่ึงเปนโครงสรางของยาในกลุม penicillins นอกจากนี้ยังทําใหเชื้อดื้อตอยาในกลุมของ 
cephalosporins และ monobactams อีกดวย จึงเปนปญหาตอการรักษาเปนอยางมาก 

2.9.1 Escherichia coli  
 2.9.1.2 ลักษณะทั่วไปของ  
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 Escherichia coli เปนแบคทีเรียรูปรางทอนตรง ปลายมน แกรมลบ  ไมสรางสปอร สวน
ใหญมีขนาด 0.6 x 2 - 4 μm เจริญเติบโตไดดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีเลือดเสริม โคโลนีมีขนาดใหญ 
เสนผานศูนยกลาง 3 - 5 mm ขอบเรียบ ตรงกลางมีลักษณะนูน ผิวเรียบมัน มีสีเทาขาว และลักษณะ
ทึบ ซ่ึง E. coli นี้มีหลาย serotype และหลาย biotype สวนใหญเคล่ือนที่ได บางสายพันธุที่แยกได
จากนอกลําไสสรางแคปซูลได เชื้อสามารถทนตอสภาพแวดลอมตางๆ ไดดี เชน มีชีวิตอยูตาม
เส้ือผาแหง และในฝุนละอองไดหลายวัน อยูในน้ําไดนานหลายสัปดาห เชื้อนี้เจริญไดในอุณหภูมิ
ชวงกวาง (15-45ºC) บางสายพันธุทนความรอน 60ºC 15 นาที หรือ 55ºC 60 นาที 

2.9.1.1 การกอโรค 
     1) ทองรวง (gastroenteritis)  เชื้อ E.coli ที่ทําใหเกิดโรคทองรวงในคนและสัตวคือ 

    1.1 Enterotoxigenic E.coli (ETEC) ทําใหเกิดโรคทองรวงกับเด็กและผูใหญ 
เชื้อจะสราง Enterotoxin ซ่ึงเปน exotoxin 

    1.2 Enteroaggregative E. coli (EAEC) อุจจาระรวงจากเชื้อกลุมนี้ยังถือวาไม
คอยชัดเจนนัก อาจกอใหเกิดอุจจาระรวงในเด็กเล็กแถบประเทศกําลังพัฒนา 

    1.3 Enteroinvasive E. coli (EIEC) ทําใหเกิดโรคทองรวงคลายโรคบิดที่เกิดจาก 
Shigella ถึงแมวา Shigella จะมีความรุนแรงมากกวา เพราะใชเชื้อนอยกวาในการทําใหเกิดอาการ 
โรคนี้เกิดไดกับทุกวัยทั้งเด็กโตและผูใหญ 

    1.4 Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) พบครั้งแรกใน ค.ศ. 1982 ใน
สหรัฐอเมริกา E.coli ที่พบคือ E.coli O 157 ที่พบมากคือ E.coli O 157: H7 ที่ทําใหเกิดอาการ 

    1.5 Enteropathogenic E. coli (EPEC) ทําใหเกิดทองรวงรุนแรงในเด็กแรกเกิด
และเด็กทารก จนถึง 2 ขวบ ไมทําใหเกิดโรคในผูใหญ E.coli สายพันธุนี้ทําใหเกิดทองรวงแบบเปน
น้ํา ไมมีเลือดปน (watery diarrhea) และมีอาการมีไข คล่ืนไส อาเจยีน 

   2)  ทางเดินปสสาวะอักเสบ (urinary tract infections)  E.coli เปนสาเหตุที่ทําให
เกิดทางเดินปสสาวะอักเสบไดบอยที่สุด (มากกวา 80%) ในหญิงสาว กอโรคไดรุนแรงเนื่องจาก
สราง hemolysin และเกาะติดกับเยื่อบุผิวของทางเดินปสสาวะได ผูหญิงมีโอกาสเปนโรคนี้ได
มากกวาผูชาย เพราะ urethra ของผูหญิงส้ันกวา โดยเชื้อจะอยูในอุจจาระและอาจรวมกลุมอยูใกล
ชองคลอดและรอบ ๆ urethra ทําใหเช้ือมีโอกาสเขาไปยังกระเพาะปสสาวะได ผูปวยที่ไดรับการ
สวน urethra มีโอกาสติดเชื้อประมาณ 1% ของคนไข ทําใหมีแบคทีเรียจํานวนมากอยูในน้ํา
ปสสาวะ (bacteriuria) อาการจะเกิดขึ้นเมื่อเชื้อบุกรุกเขา mucosa ทําใหเซลลตาย และเกิดการอักเสบ
ทําใหเกิดโรคกระเพาะปสสาวะอักเสบ (cystitis) เชื้อที่บุกรุกอาจเขาสู ureter เพิ่มจํานวนขึ้นใน

กรวยไต (renal pelvis) ทําใหเกิดโรคภาวะไตและกรวยไตอักเสบ (pyelonephritis) 
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   3) เยื้อหุมสมองอักเสบ (neonatal meningitis) E.coli เปนสาเหตุของโรคเยื่อหุม
สมองอักเสบในเด็กทารกอายุ 1 เดือนแรกมากที่สุดเหมือน streptococci group B เยื้อหุมสมอง

อักเสบที่เกิดจาก E.coli นี้จะเกิดจากสายพันธุ K1 มากที่สุด (เกือบ 90%) สายพันธุ K1 นี้มี capsular 
antigen เปน polysaccharide อยูที่ผิวเซลล การเกิดโรคอาจเกิดจากทารกไดรับเชื้อจากมารดาโดย
ผานทาง nasopharynx หรือลําไส หลังจากเชื้อเขากระแสเลือดจะถูกนําไปเยื้อหุมสมอง (นงลักษณ, 
2547) 
    2.10 Klebsiella pneumoniae 

   2.10.1 ลักษณะทั่วไปของ Klebsiella pneumoniae    
           สัณฐานวิทยาของ Klebsiella pneumoniae มีลักษณะเปน gram negative 
bacilli ที่คอนขางกลม มีแคปซูลหนา เมื่อยอมแกรมจะเห็นเปนวงใสๆ รอบตัวเชื้อ เคลื่อนที่ไมได
เพราะไมมี Peritrichous flagella ไมสรางสปอร Mucoid colony เปนเชื้อท่ีทําใหเกิดโรคติดเชื้อใน 
โรงพบาบาล มักกอโรคในระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินปสสาวะ มักเกิดปญหาการดื้อยา
ของแบคทีเรียหลายกลุมพรอมกัน 

   2.10 2 การกอโรค 
              สามารถกอใหเกิดโรคแทรกซอนในมนุษยไดในหลายๆ ระบบ เชน ปอด

บวม ( pneumonia ) ฝในอวัยวะภายในตางๆ โดยเฉพาะโรคปอดบวมที่เกิดในโรงพยาบาล 
(hospital-acquired pneumonia) โดยเชื้อจะทําลายเนื้อเยื่อปอดทําใหเกิดโพรงหนองและทําให

เสมหะมีเลือดและขนเหนียว การที่เชื้อมีแคปซูลจึงสามารถกอโรคไดรุนแรง เนื่องจากไปขัดขวาง
กระบวนการ phagocytosis และ complement fixation (อิสยา และคณะ, 2548) นอกจากนี้ยัง

กอใหเกิดโรคในทางเดินปสสาวะอีกดวย จึงทําใหยากตอการรกัษาถาเชื้อ K .pneumoniae ที่แยกได
จากผูปวยนั้นเปนสายพันธุที่สรางเอนไซม ESBL หรือมีการดื้อตอยาปฏิชีวนะบางชนิด เชน 
cefepime,  cefoxitin, ciprofloxacin,  amphicillin และ carbinicillin 

2.11 Salmonella Typhi  
    2.11.1 ลักษณะทั่วไปของ Salmonella Typhi     

                 Salmonella Typhi เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน สวนใหญสามารถ
เคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลาที่อยูรอบตัว ยกเวน S. pullorum และ S. gallinarum เชื้อนี้ไมมีแคปซูลและ
สปอรเจริญไดดีในที่มี หรือไมมีออกซิเจน สามารถเฟอรเมนตน้ําตาลกลูโคสและแมนโนสไดกรด 
บางทีไดกาซดวย แตไมสามารถเฟอรแมนน้ําตาลแล็กโทสและซูโครสได ใหไฮโดรเจนซัลไฟด 
หรือกาซ จากการเฟอรเมนตคารโบไฮเดรต สามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อธรรมดา เชื้อสวน
ใหญไมตองการวิตามิน หรือ กรดอะมิโน ตองการทริปโตเฟน 
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 2.11.2 การกอโรค 
                   ไขไทฟอยด Typhoid fever (Salmonellosis) มักกอโรคในเด็กทารก เด็กเล็ก

และวัยรุน เชื้อจะปนเปอนในน้ําและอาหาร เชน สัตวปก เนื้อหมู เนื้อวัวและผลิตภัณฑจากนม เชื้อ
จะถูกแพรกระจายจากคนหนึ่งไปสูอีกคนหนึ่ง ทําใหเกิดอาการทองเสียหลังกินอาหารที่ปนเปอน
ดวยเชื้อ 12-48 ช่ัวโมงมีอาการคลื่นไส อาเจียน ปวดทอง ทองเสีย เปนเวลา 3-4 วัน จนถึงสัปดาห 
คนปวยประมาณครึ่งหนึ่งจะมีไข การติดเชื้อจะมีการทําลายเซลลเยื่อบุผนังลําไสอาจทําใหทะลุ และ
เขาสูกระแสเลือดไดทําใหเกิดอาการไขเนื่องจากพิษของ endotoxin และถึงแกความตายไดถาไมได
รับการรักษา 

 S. Typhimurium พบปนเปอนไดในมูลสัตวและแหลงน้ํา (โสภณ คงสําราญ.) ทําใหเกิด
โรคไขไทฟอยดหรือไขรากสาดนอย (Typhoid fever; Enteric fever) มีอาการไขสูงคงตัวที่ประมาณ 
40 องศาเซลเซียส เหงื่อออกมาก กระเพาะ และลําไสอักเสบมีอาการทองเสียโดยไมมีเลือดปน ความ
รายแรงของการติดตอถูกจํากัดเฉพาะที่ในลําไสเล็กหรือกระเพาะความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อ

แบคทีเรียชนิดนี้ขึ้นอยูกับปริมาณของเชื้อแบคทีเรีย (Tuin, A) หากมีการใชมูลสัตวหรือน้ําที่มีการ
ปนเปอนดวย S. Typhimurium ในการผลิตแบบเกษตรอินทรียอาจทําใหเกิดการปนเปอนในพืชผัก
ผลิตภัณฑเกษตรได  

2.6.4 Staphylococcus aureus  
  2.6.4.1 ลักษณะทั่วไปของ Staphylococcus aureus 
      S.aureus อยูในตระกูล Micrococcaceae มีลักษณะทรงกลม (เสนผาน

ศูนยกลางของเซลล 0.5-1.5 μm) ไมเคลื่อนที่ ไมสรางสปอรยอมติดสีแกรมบวก (Gram positive 
cocci in cluster) แตเชื้อที่เพาะเลี้ยงไวนานๆ หรือจากสิ่งสงตรวจเกา ๆ อาจจะยอมไมติดสี 
Staphylococci ไมมีแฟลกเจลลา ลักษณะ colony บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปนวุน คือ กลม ขอบเรียบทึบ
แสงมีสีเหลือง เจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 10 - 40ºC แตอุณหภูมิที่พอเหมาะคือ 37ºC เจริญในสภาวะที่มี
หรือไมมีออกซิเจนก็ได สามารถทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดดี 

  2.6.4.2 การกอโรค 
    1) การติดเชื้อที่ผิวหนัง ที่พบทั่วไปไดแก ฝ (boils หรือ furuncles) พบตาม

บริเวณตาง ๆ ของรางกายโดยไมจําเปนตองมีรอยขีดขวนใด ๆ มากอน โดยเฉพาะบริเวณรอบริม
ฝปาก ทําใหเกิดเนื้อเยื่ออักเสบตามมา 

    2) อาหารเปนพิษ (Staphylococcal food poisoning) เกิดเนื่องจาก S. aureus 
สราง enterotoxin หากรับประทานอาหารที่มีสารพิษนี้ปนเปอนเขาไป จะทําใหเกิดอาการอาหาร
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เปนพิษ ภายหลังการบริโภคประมาณ 1 - 6 ชั่วโมง โดยมีอาการทองรวงรุนแรง คล่ืนไส อาเจียน 
ปวดทอง แตไมมีไข อาการจะหายในประมาณ 1 วัน 

    3) ช็อก (Toxic shock syndrome) มักพบในสตรีขณะที่มีประจําเดือน วันที่ 2 - 3 
มีอาการแสดงคือไขสูง ทองเดิน ความดันต่ํา มีผ่ืนตามผิวหนังและช็อก 

    4) ผิวหนังหลุดลอก (Scalded skin syndrome) พบบอยในทารกแรกคลอดและ
เด็กออน เกิดจากเชื้อ S. aureus ที่สามารถสราง erythrogenic toxin บางครั้งเปน exfoliative 
dermatitis (Ritter’s disease) ซ่ึงมีอาการคลายกับไขดําแดง (scarlet fever) ซ่ึงเกิดจากเชื้อ 
Streptococcus spp. 

     5) ปอดบวม (Staphylococcal pneumonia) โดยทั่วไปมักติดเชื้อนี้ภายหลังเปน
โรคอื่น ๆ มากอน เชน ผูปวยหลังผาตัด ไดรับยาปฏิชีวนะติดตอกันเปนเวลานาน ๆ โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งภายหลังจากการปวยเปนไขหวัดใหญ อาการที่พบ มีไข หนาวสั่น เจ็บหนาอก ลักษณะการอักเสบ
อาจเปนแบบปอดอักเสบรอบหลอดลม หรือปอดอักเสบเฉพาะกลีบ (lobar pneumonia) อาจมีอาการ
แทรกซอน เชื้ออาจลุกลามเขากระแสเลือดได อัตราการตายของโรคปอดบวมจากเชื้อนี้สูงถึงรอยละ 
50 แมวาจะไดรับยาปฏิชีวนะ โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อเชื้อลุกลามเขากระแสเลือดแลว 

    6) ไขกระดูกอักเสบ (Osteomyelitis) S. aureus เปนสาเหตุหนึ่งของโรคนี้ 
โดยเฉพาะในเด็กซึ่งมีการติดเชื้ออ่ืนเล็กนอยอยูแลว หรือมีบาดแผลธรรมดา อาการจะเกิดขึ้น
ทันทีทันใด โดยจะเจ็บปวดบริเวณแผล มีไข และออนเพลีย  

    7) เยื่อบุหัวใจอักเสบ (Endocarditis) ที่เกิดจากเชื้อ S. aureus มักมีปญหายุงยาก
ซับซอน หากมีการติดเชื้อที่ล้ินหัวใจเทียม (prosthetic heart valves) ก็ควรตองผาตัดเอาสวนที่ติด
เชื้อออกไป 

    8) ลําไสอักเสบ (Staphylococcal enteritis) ตามปกติพบเชื้อ S. aureusในลําไส
ไดไมมากนัก แตเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนขึ้นหากสมดุลของเชื้อเสียไปเนื่องจากการรับประทานยา
ปฏิชีวนะ เชน ในผูปวยท่ีจะผาตัดชองทอง แลวไดรับยาฆาเชื้อกอนการผาตัดทําใหเกิดการระคาย
เคือง ทางเดินอาหารอักเสบ ผูปวยจากโรคนี้จะมีอาการทองเดินเฉียบพลัน อาเจียน มีไขสูง สูญเสีย
น้ําและเกลือแร ในกรณีที่ เชื้อสามารถแบงตัวไดรวดเร็วจะอยูกันเปนกลุมใหญ ทําใหเกิด 
pseudomembranous enterocolitis คลายกับอาการที่เกิดเนื่องจากเชื้อ Clostridium difficile ทําให
ช็อกถึงแกชีวิตได 
      9) หูอักเสบ พบวาเชื้อนี้ทําใหหูช้ันนอก และหูชั้นกลางอักเสบ โดยมักเกิด
รวมกับการติดเชื้อในลําคอแลวลามเขาหูช้ันกลาง อาจลามไปถึงโพรงกระดูกหลังหูได ในบางราย
อาจลุกลามไปยังสมองหรือเยื่อหุมสมอง ซ่ึงเปนอันตรายรายแรง 
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    10) กุงยิง (stye) เปนการติดเชื้อท่ีขอบเปลือกตา เชื่อวาเกิดจาก S. aureus สาย
พันธุที่ผลิต lipase ไดดี ทําใหตอมบริเวณนั้นอุดตันและอักเสบ 

 Staphylococcus aureus ที่ดื้อยาแบงเปน 2 ประเภท คือ Staphylococcus aureus ที่ดื้อตอยา
เมธิซิลลิน (methicillin-resistant S. aureus: MRSA) และ Staphylococcus aureus ที่ไวตอยาเมธิ
ซิลลิน (methicillin-susceptible S. aureus: MSSA) 

 กลไกการดื้อยาปฏิชีวนะของ methicillin resistant S. aureus (MRSA) จากการที่เชื้อ S. 
aureus ดื้อยาเพนนิซิลินเพิ่มมากขึ้นจึงเกิดการพัฒนายาเพนนิซิลินใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้น โดยใน
ป พ.ศ. 2503 มีการพัฒนายาเพนนิซิลินกึ่งสังเคราะห (semisynthetic penicillin) โดยการ

เปลี่ยนแปลง side chain ของ penicillin-G ทําใหไดยาชนิดใหม เชน เมทธิซิลลิน (methicillin) นาฟ
ซิลิน (nafcillin) และออกซาซิลิน (oxacillin) ซ่ึงมีคุณสมบัติทนทานตอการยอยของเอนไซมบีตา-
แลคทาเมส จึงใชยากลุมนี้ในการรักษา S. aureus ที่ดื้อยา แตในป พ.ศ. 2504 เร่ิมพบเชื้อดื้อยาเมทธิ
ซิลลิน หรือ methicillin resistant S. aureus (MRSA) โดยทั่วไป S. aureus จะไวตอยาปฏิชีวนะบีตา-
แลคแตม เนื่องจากยาปฏิชีวนะเขาไปแยงจับกับ PBPs (penicillin binding proteins) ที่ทําหนาที่ใน
การเรงปฏิกิริยาการเชื่อมพันธะเพปไทดระหวาง N-acetylmuramic acid สองโมเลกุลในการสรางเป
ปติโดไกลแคน (peptidoglycan) แตเชื้อ MRSA มีการพัฒนากลไกในการสราง PBP2a ซ่ึง PBP2a มี
คุณสมบัติในการจับกับยากลุมบีตา-แลคแตม ไดต่ํามาก ดังนั้นการใชยากลุมบีตา-แลคแตม เชน เพน
นิซิลิน หรือ เพนิซิลินกึ่งสังเคราะห (semisynthetic penicillin) เชน ออกซาซิลินและเมทธิซิลิน จึง
ไมไดผลกับเชื้อกลุม MRSA8 นอกจากนี้เชื้อ MRSA ยังสามารถตานยากึ่งสังเคราะหชนิดอ่ืนดวย 
เชน แอมพิซิลิน (ampicillin) เมทธิซิลิน นาฟซิลิน (nafcillin) เซฟาโลสปอริน (cephalosporin) เต
ตราซัยคลิน อิริโทรมัยซิน คลอแรมฟนิคอล สเตรปโตมัยซิน และvancomycin (vancomycin) เปน
ตน และนอกจากนี้ เชื้อ MRSA ยังสามารถสรางเอนไซมบีตา-แลคทาเมส มาทําลายโครงสรางบีตา-
แลคแตมของยาปฏิชีวนะในกลุมนี้ เชน ออกซาซิลิน เรียก S. aureus สายพันธุนี้วา borderline 
oxacillin resistant S. aureus (BORSA) ซ่ึงสามารถรักษาดวยยาปฏิชีวนะรวมกัน เชน 
ampicillin/sulbactam และamoxicillin/clavulanate เปนตน นอกจากนี้การดื้อยาเมทธิซิลินยังเกิดจาก
การเพิ่มจํานวนของ PBP ชนิดอื่นที่ไมใช PBP2a เรียกสายพันธุนี้วา modifiled PBP S. aureus 
(MODSA) แตทั้ง BORSA และ MODSA มักไมดื้อยาปฏิชีวนะขามไปกลุมอ่ืนๆ (อิสยา และคณะ, 
2548) 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)    
  เชื้อแบคทีเรียที่มีช่ือเรียกวา Staphylococcus aureus หรือท่ีนิยมเรียกส้ันๆ วาเชื้อ "staph" เปน
เชื้อแบคทีเรียที่พบบริเวณผิวหนังและภายในโพรงจมูกของบุคคลทั่วไป บางครั้งเชื้อนี้กอใหเกิดโรค
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และพบวาเปนสาเหตุของการติดเชื้อที่ผิวหนังไดบอยที่สุดในบรรดาเชื้อกอโรคทั้งหลาย การติดเชื้อ
สวนใหญถือวาไมรุนแรง เชน อาจเกิดเปนลักษณะของหนองฝติดเชื้อ และสวนใหญหายเองไดโดย
ไมตองใชยาปฏิชีวนะแตอยางใด แตอยางไรก็ตามเชื้อ staph อาจกอใหเกิดการติดเชื้อที่รุนแรงได

เหมือนกัน เชน การติดเชื้อที่แผลผาตัด หรือปอดอักเสบติดเชื้อ ที่ผานมาแพทยรักษาภาวะติดเชื้อ 
staph ชนิดรุนแรงดวยยาในกลุม penicillin แตปรากฏวาในระยะหลังพบเชื้อ staph ดื้อยามากขึ้น
เร่ือยๆ จึงเรียกเชื้อที่ดื้อยาเหลานี้วา methicillin-resistant Staphylococcus aureus หรือ MRSA 
  เชื้อ Staph และ MRSA อาจพบไดที่ผิวหนังและในโพรงจมูกโดยไมกอใหเกิดโรคแตอยางใด 
เรียกภาวะนี้วา colonization พบไดประมาณรอยละ 25 ถึง 30 ของประชากรทั่วไป ในกรณีที่เชื้อ
กอใหเกิดโรค อาจเกิดเปนภาวะติดเชื้อท่ีผิวหนัง กระดูก ปอด หรือติดเชื้อในกระแสโลหิต ซ่ึงถือวา
มีความรุนแรงมากที่สุดและทําใหผูปวยถึงกับเสียชีวิตได เนื่องจากเชื้อ MRSA เปนเชื้อ staph ชนิด
หนึ่ง ดังนั้นการกอใหเกิดโรคติดเชื้อจึงเหมือนกันทุกประการ อยางไรก็ตามพบวาการติดเชื้อ 
MRSA พบไดบอยในโรงพยาบาล การติดเชื้อ MRSA มักพบในผูปวยที่นอนพักรักษาตัวใน

โรงพยาบาล โดยเฉพาะผูปวยหนัก ผูปวยสูงอายุ ผูปวยแผลกดทับ และผูปวยที่ตองใชสายสวน

ปสสาวะหรือสายใหน้ําเกลือและยาทางหลอดเลือด การติดเชื้อ MRSA ในโรงพยาบาลมักจะรุนแรง 
ปจจัยที่ทําใหพบการติดเชื้อ MRSA ในโรงพยาบาลมากขึ้น ไดแก การที่ผูปวยตองนอนโรงพยาบาล
เปนเวลานานหลายวัน การใชยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กวางขวาง การเขารับการดูแลในหออภิบาล
ผูปวยหนัก (ICU) คลุกคลีใกลชิดกับผูติดเชื้อ MRSA ในผูปวยหลังผาตัด และผูที่เปนพาหะมีเชื้อ 
MRSA ในโพรงจมูก เชื้อ MRSA อาจกอใหเกิดโรคนอกโรงพยาบาลไดเชนกัน พบวาการ

แพรกระจายของเชื้อ MRSA ที่พบในชุมชน มีความสัมพันธกับแบบแผนการใชยาปฏิชีวนะ ส่ิงของ
เครื่องใชที่ปนเปอน หรือในชุมชนที่อาศัยรวมกันอยางแออัด และเกือบทั้งหมดเปนการติดเชื้อที่

ผิวหนัง ในแงของการรักษาทั้งการติดเชื้อ staph และ MRSA มียาปฏิชีวนะที่ใชรักษาไดผลเปนอยาง
ดี สวนใหญแลวการติดเชื้อ staph ที่ผิวหนังรักษาไดโดยการกรีดหนองออก และอาจไมจําเปนตอง
ใชยาปฏิชีวนะ อยางไรก็ตามหากใชยาปฎิชีวนะ ก็ควรใชยาใหถูกตองครบทั้งขนาดและระยะเวลาที่
เหมาะสม การแพรกระจายของเชื้อ staph และ MRSA เกิดจากการสัมผัสโดยตรง ไมแพรกระจาย
ทางอากาศดังนั้นวิธีปองกันการแพรกระจายของเชื้อจึงประกอบไปดวยหลักสําคัญสามประการ 
ประการแรก ตองหมั่นลางมือใหสะอาดอยูเสมอ ประการที่สอง รักษาความสะอาดของบาดแผล
และอุปกรณที่ใชในการทําแผล และประการสุดทาย ตองหลีกเล่ียงการสัมผัสบาดแผลหรือส่ิง

ปนเปอนของผูปวย Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียที่เปนสาเหตุสําคัญของโรคติดเชื้อตั้งแต
ยุคกอนมียาตานจุลชีพมาจนถึงปจจุบัน เชื้อ S. aureus  เกือบทั้งหมดเคยไวตอยา natural penicillins 
เมื่อครั้งที่เร่ิมมียาดังกลาวเมื่อป พ.ศ. 2483 ทําใหอัตราตายจากการติดเชื้อ S. aureus ลดลงมาก เชื้อ 
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S. aureus เริ่มปรับตัวโดยการสรางเอนไซม beta-lactamase ทําใหเชื้อนี้ดื้อตอยากลุม natural 
penicillins มากขึ้นเรื่อย ๆ  จนถึงปจจุบันที่เชื้อ S. aureus  มากกวารอยละ 90 สามารถสรางเอนไซม 
beta-lactamase ได ทําใหยากลุม natural penicillins ไมสามารถรักษาการติดเชื้อท่ีเกิดจาก S. aureus 
สายพันธุที่สรางเอนไซม beta-lactamase นี้ได แตโรคติดเชื้อท่ีเกิดจาก S. aureus  สายพันธุดังกลาว
ก็สามารถรักษาไดผลดีดวยยากลุม penicillinase-resistant penicillin (เชน cloxacillin) เนื่องจากยาก
ลุมนี้สามารถทนตอเอ็นซัยม    beta-lactamase  ที่สรางจาก  S. aureus  ได    และยังคงเปนยาสําคัญ
ในการรักษาการติดเชื้อจาก  S. aureus  สายพันธุที่สรางเอนไซม beta-lactamase เร่ือยมาจนถึง

ปจจุบัน   สําหรับเชื้อ S. aureus สายพันธุที่ดื้อตอยากลุม penicillinase-resistant penicillin ที่
เรียกวา Methicillin Resistant S.aureus (MRSA) นั้นเริ่มพบตั้งแตป พ.ศ. 2504 เชื้อนี้ดื้อตอยากลุม 
penicillinase-resistant penicillin โดยการเปลี่ยนแปลง penicillin binding protein (PBP) ชนิดที่ 2 
ใหกลายเปน PBP2’ หรือ PBP2a ซ่ึงไมสามารถจับกับยากลุม beta-lactam ทุกขนานไดดี ทําใหยาก
ลุม beta-lactam ไมสามารถออกฤทธิ์ได การสราง PBP ดังกลาวที่ในเชื้อ MRSA ถูกควบคุมโดย 
mecA gene,   เชื้อ   MRSA   มีความสามารถในการกอใหเกิดโรคติดเชื้อ  และ  มีความรุนแรงไม
แตกตางจาก S. aureus สายพันธุที่ไมใช MRSA,  เชื้อ MRSA เปนเชื้อกอโรคสําคัญใน

สถานพยาบาลทั่วโลกตั้งแตป พ.ศ. 2530 และมีจํานวนเพิ่มมากขึ้นเรื่อย ๆ  เชื้อ MRSA มักกอใหเกิด
การติดเชื้อในโรงพยาบาลโดยรอยละ 30 ถึง 60 ของ S. aureus ที่เปนสาเหตุของการติดเชื้อใน
โรงพยาบาลในประเทศไทยเปน MRSA ในระยะหลายปที่ผานมาเริ่มมีรายงานการติดเชื้อ MRSA 
ในชุมชนบางแลว การติดเชื้อ MRSA ในชุมชนสวนหนึ่งเกิดจากการแพรกระจายของเชื้อ MRSA 
จากผูปวยที่เคยอยูโรงพยาบาลหรือบุคลากรการแพทยที่มี MRSA colonization เชื้อ MRSA ที่ผูปวย
ไดรับขณะอยูในโรงพยาบาลสามารถคงอยูในผูปวยรายนั้นไดนานหลายเดือน และสามารถ
แพรกระจายไปยังบุคคลอื่นในครอบครัวไดดวย เชื้อ MRSA ที่กอใหเกิดการติดเชื้อในชุมชนสวน
หนึ่งมักพบในเด็กซ่ึงเชื้อ MRSA สายพันธุเหลานี้ยังไวตอยาบางขนาน เชน clindamycin, co-
trimoxazole เปนตน สวนเชื้อ MRSA ที่กอใหเกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาลนอกจากจะดื้อตอยา 
กลุม beta-lactam ทุกขนานแลว ยังมักดื้อตอยากลุมอ่ืนดวย เชน aminoglycosides, macrolides การ
ติดเชื้อ MRSA ในชุมชนในผูปวยในประเทศไทยยังพบไดนอยมาก 

2.6.5 Candida albicans  
  2.6.5.1 ลักษณะทั่วไปของ Candida albicans 
 Macroscopic examination: เชื้อเจริญเร็วใน 1-3 วัน โคโลนีสีครีม นูนผิวเรียบมัน 

ระยะแรกโคโลนีคลายเชื้อ Staphylococcus ตอมาจะสังเกตเห็นเสนของสายรายื่นออกมารอบ
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โคโลนี เมื่อแกขึ้นโคโลนีหยาบเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและเห็นสายราที่ยื่นเขาไปในเนื้ออาหารวุน มี
ลักษณะคลายขนนก   

 Microscopic examination:  บน cornmeal-tween 80 agar หรือ rice agar เพาะเลี้ยงที่ 25 
องศา พบเซลลยีสตรูปกลมถึงรี เปนเซลลเดี่ยวหรืออยูเปนกลุม แตกหนอบริเวณรอยคอดของ 
pseudohyphae และตรวจพบ true hyphae ไดดวย ที่ปลายสายรามี clamydospore รูปกลมใหญผนัง
หนา สรางบริเวณใกลขอบของ coverslip 

  2.6.5.2 การกอโรค 
    1) โรคติดเชื้อในปาก (Candidiasis of oral cavity) ลักษณะทางคลินิกที่พบบอย

คือ ฝาขาวในปาก มักพบในเด็กทารก เนื่องจากภูมิคุมกันตอเชื้อยังเกิดไมเพียงพอ ติดเชื้อจากหัวนม 
ขวดนม หรือน้ํานมที่ใชเล้ียงทารก ติดเชื้อจากชองคลอดมารดาที่เปนโรคตกขาวจาก Candida 
นอกจากนี้ยังพบในคนชรา ผูที่ปวยดวยโรคมะเร็งและผูปวยโรคเร้ือรังอื่นๆ ลักษณะเปนแผนฝาสี
ขาว หนาพอประมาณคลุมอยูบริเวณกระพุงแกม ล้ิน เหงือก เพดานปาก ตลอดจนทอนซิล คลายฝา
ฟนน้ํานม ซ่ึงขูดออกไดงายโดยเลือดไมออก เด็กเปนโรคจะไมดูดนม รองกวน อีกแบบหนึ่งคือ 
ปากนกกระจอก  ผิวหนังตรงมุมปากเปนโรคดานใดดานหนึ่ง หรือทั้งสองขาง มีลักษณะเปอยยุย 
เปนคราบสีขาวและเห็นรอยปริ อาจพบน้ําเหลืองจับกรังเปนสะเก็ดสีเหลืองอยูที่ขอบ ในภาวะที่ภูมิ
ตานทานต่ํามากๆ อาจกลายเปน Candida granuloma ข้ึนมาได 

    2) โรคติดเชื้อบริเวณอวัยวะเพศ (Candidiasis of the genetalia) ในผูหญิงการ
เกิดตกขาวจากเชื้อ Candida พบไดบอยและมีอาการคันรุนแรง มีสาเหตุเสริมหลายประการ เชน 
การมีครรภ การรวมเพศ ตกขาวมีลักษณะเปนเมือกสีขาวขน มีกล่ินเหม็นเปรี้ยว ภายในชองคลอด
พบวาผิวเยื่อบุที่เปนโรคมีลักษณะเปนแผนฝาสีขาว เปอยยุยและมีแผลตื้นๆขนาดเล็ก ในรายที่
เปนมากเมือกขาวจะไหลออกมานอกชองคลอดลุกลามไปถึงทวารหนักและขาหนีบ สวนในอวัยวะ
เพศของผูชายก็อาจเกิดโรคจากเชื้อ Candida ได ลักษณะทางคลินิกเกิดที่ดานบนของปลายองคชาติ 
เมื่อเร่ิมเกิดเปนจุดสีแดงขนาดเล็กเทาหัวเข็มหมุดกระจายอยูทั่วไป ตอมาตุมเหลานี้แตกออก
กลายเปนฝายุยสีขาวอยูเต็มผิวหนังบริเวณที่เปนโรค เมื่อฝาเหลานี้หลุดออกไปหมดผิวเนื้อจะมีสี
แดงสด มีอาการแสบและคัน อาจพบการอักเสบของหลอดปสสาวะรวมดวย คือมีเมือกใสหรือสีขาว
ขุนในตอนเชา ผูปวยมีอาการแสบและคันบางเวลา (พรรณกร, 2536) 

2.6.6 Cryptococcus neoformans  
  2.6.6.1 ลักษณะทั่วไปของ Cryptococcus neoformans   
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      Macroscopic examination: เชื้อเจริญไดใน 3-5 วัน ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ไมมี 
cycloheximide ซ่ึงเจริญชากวาเชื้อใน Genus Candida เล็กนอย โคโลนีแบน สีขาวถึงครีม ลักษณะ
เดนคือ โคโลนีเยิ้มคลายมูกเนื่องจากมี capsule เมื่อแกโคโลนีเปล่ียนเปนสีน้ําตาล 

     Microscopic examination: บน cornmeal-tween 80 agar หรือ rice agar 
เพาะเลี้ยงที่ 25°C พบเซลลยีสตรูปรางกลมผนังสีเขม มีทั้งขนาดใหญและเล็ก หอหุมดวย capsule ที่
มองไมเห็น ไมพบการสราง pseudohyphae หรือ true hyphae   

  2.6.6.2 การกอโรค 
    1) กอโรคที่ปอด จากการสูดดมยีสตเซลลที่พบตามธรรมชาติ ถาความตานทาน

ของรางกายดี อาการที่ปรากฎมักมีไมมาก เชนมีอาการไข ไอ มีเสมหะปนเลือด คลายปวยดวยวัณ
โรคไขหวัด แลวอาการตางๆหายไดเอง จึงมีรายงานตรวจพบเชื้อไดในหลอดเลือด แตผูปวยจะมี
อาการไมรุนแรง สวนนอยที่กอโรคที่ปอดและเกิดอาการซึ่งสามารถตรวจพบเชื้อได อาการคลายวัณ
โรคปอดอักเสบที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย เชน มีไข ไอ เจ็บหนาอก มีเสมหะ น้ําหนักลด ซ่ึงมักเกิดใน
ผูปวยที่มีภูมิคุมกันของรางกายต่ํา 
      2) กอโรคที่ระบบประสาท เชื้อ Cryptococcus neoformans ที่ผานเขามาใน

กระแสเลือดมักกอโรคที่สมอง โดยเฉพาะเยื่อหุมสมอง ทั้งนี้เนื่องจากน้ําไขสันหลังไมมีเม็ดเลือด
ขาวและคอมพลีเมนตชวยในการกําจัดจุลินทรีย นอกจากนี้ยังมีสารไนโตรเจนที่กระตุนการเจริญ
ของเชื้อ เชน Asparagine, Creatinine จึงพบวา Cryptococcus neoformans มีอุบัติการณกอโรคที่เยื่อ
หุมสมองมากที่สุด ผูปวยมีอาการไข ปวดศรีษะ คอ แข็ง หลังแข็ง เมื่อตรวจน้ําไขสันหลังจะพบเชื้อ
ได พยาธิสภาพที่ระบบประสาทอาจเกิดกอนฝในสมอง หรือเกิดการอักเสบทั้งที่สมองและเยื่อหุม
สมอง (พรรณกร, 2536) 
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 

3.1 การออกแบบการวิจัย  

 การวิจยัคร้ังนี้เปนการวจิัย (ประเภท) : การวิจัยประยกุต 
 ในสาขา (ระบุสาขาวิชาที่ทําการวิจยั) : จุลชีววิทยาคลินกิ   
 โดยใชระเบียบวิธีวิจยัเชิง ทดลองเพื่อการปองกันโรคและรักษาสุขภาพ 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 3.2.1 เคร่ืองมือ 
  Incubator   Memmert/Germany 
       เครื่อง Autoclave                          ASTELL/UK 
  เครื่อง Centrifuge  Sanyo,Harrier/UK, Hettich,Micro200R/Germany 
  เครื่อง Vortex mixer SNP Scientific Co.,Ltd/Thailand 
  เครื่อง pH meter  Metrohm, 713 pH meter/Switzerland 
  เครื่อง Spectrophotometer    Thermo spectronic, Genesys 20/USA 
  เครื่องชั่ง   Ohaus, ARC120/USA 
  Hot air oven   Memmert/Germany 
      Refrigerator 40C 
      Freezer -20 0C ,-700C Pattana intercool Co.,Ltd/Thailand 
      Laminar flow Triwork 2000 Co.,Ltd/Thailand 
          กลองจุลทรรศน 
          Autopipett + tip   Gennex /Finland  
      Rotary shaker 
           Magnetic stirrer + magnetic bar 
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3.2.2 อุปกรณ 
 Erlenmeyer flask 250, 500, 1000 ml Pyrex/USA 
 Volumetric flask 250, 1000 ml Pyrex/USA 
 Cylinders 10, 50, 1000 ml Pyrex/USA 
 Beakers 100, 250, 500, 1000 ml Pyrex/USA 
 Glass rod V shape  
 Glass funnel  
 Stirring rod  
 Screw cap test tube  Pyrex/USA 
 Serological pipette 2, 10 ml   
 Culture plate  Thermo Fisher Scientific/Germany 
 Glass slide  United Science Co.,Ltd/Thailand 
 Cover slip  
 Vial tube  
 Inoculating loop   United Science Co.,Ltd/Thailand  
 Needle  United Science Co.,Ltd/Thailand 
 Forceps  United Science Co.,Ltd/Thailand
 Tip  United Science Co.,Ltd/Thailand 
 Spreader  United Science Co.,Ltd/Thailand
 Dropper  United Science Co.,Ltd/Thailand 
 Eppendorf  United Science Co.,Ltd/Thailand  
 ชอนตักสาร  
 Test Tube Racks  United Science Co.,Ltd/Thailand
 cork borer ขนาด 4-5 mm. 
 Sterile cotton swab        Nited Science Co.,Ltd/Thailand  
     Sterile Syringe Filters Size: 18mm, 0.45um  United Science Co.,Ltd/Thailand 
 Bunsen burner   United Science Co.,Ltd/Thailand 
  แผนกระดาษกรองปลอดเชื้อ  Advantec/Japan 
  กระดาษชั่งสาร   United Science Co.,Ltd/Thailand 
  แทงแกว     United Science Co.,Ltd/Thailand 
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3.2.3 สารเคมี และน้ํายาทดสอบ 
 95 % ethanol   Merck/USA  
 70% Ethanol   Fluka/Japan 
 5% Sodium hypochlorite (Clorox) Haiter/THailand 
 0.85 % Sodium chloride FISONS/England 
 Gram, s stain  Clinag/Japan 
 Lactophenol cotton blue Clinag/Japan 
 Lugol’s iodine   
 Mercuric chloride solution 
 0.2% aqueous Congo red  
 1M Sodium chloride 
 Catalase reagent  Fluka Biochem/Japan 
 Oxidase reagent  Fluka Biochem/Japan 
 Kovac’s reagent  
 Methyl red indicator 
 Sufanilic acid solution  
 α-Naphthylamine solution 
 Zinc dust  
 5% α-Naphthol 
 40%Potassium hydroxide  
 1N Hydrochloric acid 
 3.2.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ และอาหารทดสอบชวีเคมี 
   Trypticase soy broth  BBL / USA 
   Nutrient agar   Difco / USA 
  Potato dextrose agar  Difco / USA 
  Yeast extract-malt extract agar  Difco / USA 
  Basal mineral salt medium  Difco / USA 
  MacConkey agar   Difco / USA 
  Blood agar   Criterion / USA 
  Starch agar    BBL / USA 
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  Gelatin agar   BBL / USA 
  Skim milk agar 
  Chitin medium  
  Chitosan medium 
  Cellulose medium  BBL / USA 
  Tween-20 medium 
  Tween-80 medium  
  DNase test medium  BBL / USA 
  Thioglycolate broth  BBL / USA 
  Triple sugar iron  BD/USA 
  Lysine iron agar  BD/USA 
  Bile esculin agar  BBL / USA 
  Motility test media  BD/USA 
  Indole (1%Tryptone broth)   BBL / USA 
  Methyl red broth  BD/USA 
  Voges-Proskauer broth  BD/USA 
  Simmon’s Citrate  BD/USA 
  Urease test media  BD/USA 
   Nitrate broth   BBL / USA 
  Ornithine decarboxylase  
  Malonate broth  Ferak/Berlin 
  Mannitol phenol red broth  Ferak/Berlin 

Glucose OF bromthymol blue  FISONS/England 
 
 3.2.5 เชื้อแบคทีเรียกอโรคที่นํามาทดสอบ 

  เชื้อราและเชื้อแบคทีเรียที่นํามาทดสอบฤทธิ์ ดังนี้ เชื้อรา ไดแก Candida albicans และ 
Cryptococcus neoformans และเชื้อแบคทีเรีย ไดแก ESBL (E.coli),  Klebsiella pneumoniae, 
Salmonella Typhimurium, Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) (ATCC25923) 
และ Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA); MRSA 4, MRSA 5, MRSA 6, MRSA 
14, MRSA 18, MRSA 28, MRSA 29, MRSA 31, MRSA 34, MRSA 36 
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3.3 วิธีการทดลอง 

 3.3.1 กลุมตัวอยาง          
  กลุมตัวอยาง ดิน จากแหลงตางๆ ในประเทศไทย โดยทําการเก็บตวัอยางดินแบบสุม 
โดยเก็บมาจากดินในสวน ดินในทุงนา ดนิบนภเูขา ดินบริเวณแมน้ํา ดินปาชายเลน และดนิบริเวณ
กองขยะ แลวนํามาแยกเชือ้จุลชีพออกจากดิน เพื่อศกึษาถึงประสิทธิภาพในการยบัยั้งเชื้อรา และ

แบคทีเรีย รวมทั้งการสังเคราะหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและที่สนใจของเชื้อแตละชนิด 
  3.3.2 การคํานวณขนาดกลุมตัวอยางทีใ่ชในงานวจิัย     
    การเก็บตวัอยาง       
   ทําการเก็บตวัอยางดินจากบริเวณที่สนใจ จํานวนอยางนอย 75 ตัวอยางโดยคํานวณ
จากสูตรในการหาขนาดตวัอยางดังตอไปนี ้

       n = Z2
α/2P(1-P) 

    e2 
เมื่อ        n = จํานวนสมาชิกกลุมตัวอยาง 

P = คาเฉลี่ยรอยละของงานวจิัยที่เกี่ยวของ 
Z = ระดับความเชื่อมั่น (ในงานวิจยันีใ้ชระดับความเชื่อมัน่ 95%  

Z=1.96) (นที และ วิรัญชน; 2553) 
e = สัดสวนของความคลาดเคลื่อนที่ยอมใหเกิดขึน้ (1%) 

 
n = 1.962× 0.27×0.73  =  75 ตัวอยาง 

    0.01 
 

 จากนั้นทาํการสุมเก็บตัวอยางจากหนาดินในแตละบริเวณประมาณ 4-5 จุดนํามารวมกันใสใน
ถุงพลาสติกรัดยางปากถุงใหแนนเมื่อนํากลบัมาหองปฏิบัติการวิเคราะห นําตัวอยางออกมาแผแลว

ปลอยใหตวัอยางแหงในที่รมแลวบดใหละเอียดเก็บไวในภาชนะที่มิดชิด  
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การทดสอบที่ใชในงานวิจัย 
  3.3.3 การแยกเชื้อในกลุม bacteria เพื่อทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพและฤทธิ์ทางชีวภาพ 
  การแยกเชื้อแบคทีเรียดวยวธีิ spread plate method โดยช่ังตัวอยางดนิ 3 กรัม ใสลงใน
หลอดฝาเกลียวที่มีน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อแลวปริมาตร 27 ml ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer เปน
เวลา 5 นาทีแลวนําไปเขยาดวยเครื่อง rotator shacker ความเร็วรอบ 120 รอบ/นาที ปลอยใหดนิ
ตกตะกอน จากนั้นใช micropipette ดูดสารละลายดิน 1 ml มาใสในหลอดฝาเกลียวที่มนี้ํากลั่นนึ่งฆา
เชื้อแลวปริมาตร 9 ml ผสมใหเขากนัดวยเครื่อง vortex mixer เจือจางตอใหไดความเขมขนที่ 10-3, 
10-4, 10-5 จากนั้นใช micropipette ดูดสารละลายดิน 0.1 ml มากระจายบนผิวหนาอาหาร Nutrient 
agar และBasal mineral salt medium โดยวธีิ spread plate method บมเชื้อที่อุณหภูมิหองประมาณ 1-
2 วัน จากนัน้เลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกตางกัน และเลือกเก็บเฉพาะโคโลนีเดี่ยว มายอม Gram’s 
stain ตรวจดู cell morphology และนํามา cross streak ใหบริสุทธิ์ นําโคโลนีของแบคทีเรียที่เกบ็
รวบรวมไดมาทําการทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี จากนั้นเก็บเชื้อลงใน Nutrient 
Agar หรือเก็บใน Trypticase soy broth ที่ -80 oC ไวใชในการทดลองตอไป 
  3.3.4 การแยกเชื้อในกลุม เชือ้รา เพื่อทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพและฤทธิ์ทางชีวภาพ 
  การแยกเชื้อในกลุมเชื้อรา ดวยวิธี spread plate method โดยช่ังตวัอยางดิน 3 กรัม ใสลงใน
หลอดฝาเกลียวที่มีน้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อแลวปริมาตร 27 ml ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer เปน
เวลา 5 นาทีแลวนําไปเขยาดวยเครื่อง rotator shacker ความเร็วรอบ 120 รอบ/นาที ปลอยใหดนิ
ตกตะกอน จากนั้นใช micropipette ดูดสารละลายดนิ 1 ml มาใสในหลอดฝาเกลียวที่มนี้ํากลั่นนึ่งฆา
เชื้อแลวปริมาตร 9 ml ผสมใหเขากนัดวยเครื่อง vortex mixer เจือจางตอใหไดความเขมขนที่ 10-3, 
10-4, 10-5 จากนั้นใช micropipette ดูดสารละลายดิน 0.1 ml มากระจายบนผิวหนาอาหาร Basal 
mineral salt medium และYeast extract-malt extract agar โดยวิธี spread plate method บมเชื้อที่
อุณหภูมิหองประมาณ 2-3 วัน จากนั้นเลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกตางกัน และเลือกเก็บเฉพาะ
โคโลนีเดี่ยว มายอมเพื่อตรวจด ูmorphology และนํามา cross streak ใหบริสุทธิ์ จากนั้นเก็บเชื้อราลง
ใน Potato dextrose Agar หรือเก็บใน Trypticase soy broth ที่ -80 oC ไวใชในการทดลองตอไป 
 3.3.5 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากดนิที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบไดโดยวธีิ Cross 
streak method 
   1) นําเชื้อทดสอบ ที่เก็บไวใน freezing vial แลว มาทําการ culture บนอาหาร Nutrient 
agar แลวนําไปบมที่อุณหภมูิ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับเชือ้ทดสอบที่เปนแบคทีเรีย และ
อาหาร Potato Dextrose Agar แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ 30°C เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง สําหรับเชื้อ
ทดสอบที่เปนเชื้อรา เพื่อใหได pure culture 
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   2) นําโคโลนีของเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดิน ที่ตองการทดสอบมาขีดตั้งฉากเปน

แนวยาวที่กลางเพลทที่มีอาหาร Nutrient agar  
   3) นําเชื้อจุลินทรียไปบมทีอุ่ณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 1-2 วัน เพื่อใหสรางสารตาน        
จุลินทรียออกมา 
   4) นําเชื้อทดสอบมาทํา Cross streak เพื่อ screening ดูฤทธิ์ยับยั้งเชือ้ทดสอบที่สนใจ 
โดยขีดเชื้อทดสอบแตละไอโซเลตตั้งฉากกับเชื้อจุลินทรยีที่แยกไดจากดินที่ขีดไวแลว จากนั้นนาํไป
บมที่อุณหภูมิ 37 °C สําหรับเชื้อทดสอบที่เปนแบคทีเรีย และที่อุณหภูม ิ30°C สําหรับเชื้อทดสอบที่
เปนเชื้อรา เพือ่ดู inhibition zone ที่เกิดขึ้น วัด inhibition zone ที่เกิดขึน้ในหนวย mm. แลวเลือกเชื้อ
ที่ให inhibition zone ขนาดที่สนใจไปใชในการทดสอบตอไป 
 3.3.6 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากดนิที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบไดโดยวธีิ Agar 
diffusion method       
  3.3.6.1 การเตรียม inoculum ของเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดิน 
      1) นําเชือ้จุลินทรียที่แยกไดจากดินทีม่ีฤทธิ์ที่นาสนใจจากการทดสอบ

ขางตน มาทําการ culture บนอาหาร Nutrient agar แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30ºC เปนเวลา 24 
ชั่วโมง 
      2) นําโคโลนีของเชื้อมาปรับความขุนใน normal saline โดยนําไปวัดความ
ขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 nm. ใหอยูในชวง 0.08-0.1 ซ่ึงจะเทากบั
ปริมาณแบคทเีรีย 1.5×108 CFU/ml 
  3.3.6.2 การเตรียม inoculum ของเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ 
      1) นําเชื้อแบคทีเรียที่เก็บไวใน freezing vial แลวมาทําการ culture บน
อาหาร Nutrient agar แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
      2) นําโคโลนีของเชื้อมาปรับความขุนใน normal saline โดยนําไปวัดความ
ขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 nm. ใหอยูในชวง 0.08-0.1 ซ่ึงจะเทากบั
ปริมาณแบคทเีรีย 1.5×108 CFU/ml 
  3.3.6.3 การเตรียม inoculum ของยีสตที่ใชทดสอบ 
      1) นําเชื้อยีสตที่เก็บไวมาทําการ culture บน PDA แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิที่ 
25-30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมงสําหรับ C. albicans และ 48 ชั่วโมงสําหรับ C. neoformans  
      2) นําโคโลนขีองเชื้อมาปรับความขุนใน normal saline นําไปวัดความขุน
ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 530 nm. จะตองอยูในชวง 0.12-0.15 ซ่ึงจะเทากบั
ปริมาณยีสต 1–5x106CFU/ml 
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  หมายเหตุ : ควรทําการปรับความขุนของเชื้อแบคทีเรีย และยีสตกอนทําการทดสอบความ
ไวของยาตอตานจุลชีพไมเกนิ 15 นาท ี
    3.3.6.4  การทํา Agar diffusion 
       1) นําเชื้อทดสอบ streak    ดวยวิธี three way swab ลงในplate Nutrient 
agar จากนัน้ทาํการเจาะรู agar ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5.0 mm. ดวย sterile cork borer  
       2) สําหรับเชื้อแบคทีเรีย ใช autopipette ดูดเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดนิที่
ทําการปรับความขุนไวแลว 10 μl มาใสในอาหารเลีย้งเชื้อที่เจาะหลุมไวแลว สําหรับเชื้อรา ใช
โคโลนีของเชื้อที่ทําการตัดเจาะใหมีขนาด 4-5 mm ไวแลว มาวางบนหนาอาหารเลีย้งเชื้อ 
      3) นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นวัด inhibition 
zone ที่เกิดขึ้น แลวเลือกเชื้อที่ให inhibition zone ขนาดที่สนใจ นําไปใชในการทดสอบตอไป 
 3.3.7 การทํา Extracellular filtration 
 นําเชื้อจุลินทรยีที่แยกไดจากดินที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบ ที่นาสนใจจากการทดสอบ

ขางตน มาเลีย้งในอาหารที่เหมาะสมใหอยูในระยะ log phase (เชื้อแบคทีเรียอาย ุ 1-2 วัน) และ 
stationary phase (เชื้อแบคทีเรียอายุ 2-3 วัน) จากนั้นนําไปปนเหวีย่ง (centrifuge) ดวยความเร็ว 
5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และนําสวนน้ําใส (supernatant) ที่ไดไปกรองผานเยื่อกรอง
ขนาด 0.45 μm เพื่อทําเปน Extracellular filtration  เก็บไวเพื่อทดสอบหาคาต่ําสุดและสูงสุดที่
สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ ในการทํา modified microdilution method  ตอไป 
 3.3.8 การคัดเลือกเชือ้จุลินทรียจากดินที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบไดโดยวิธี 
Modified microdilution method 
  3.3.8.1 การเตรียม inoculum ของเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ 

         1) นําเชื้อแบคทีเรียที่เก็บไวใน freezing vial แลวมาทาํการ culture บน
อาหาร Nutrient agar แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
                2) นําโคโลนีของเชื้อมาปรับความขุนใน normal saline โดยนําไปวดั
ความขุนดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 nm. ใหอยูในชวง 0.08-0.1 ซ่ึงจะ
เทากับปริมาณแบคทีเรีย 1.5×108 CFU/ml นําเชือ้แบคทีเรียที่ปรับความขุนแลวมาเจือจางใน

อัตราสวน 1 : 100 ใน TSB เพื่อใหมีปริมาณเชื้อประมาณ 106 CFU/ml 
   3.3.8.2 การเตรียม inoculum ของยีสตที่ใชทดสอบ 
       1) นําเชื้อยีสตที่เก็บไวมาทาํการ culture บน PDA แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ
ที่ 25-30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมงสําหรับ C. albicans และ 48 ชั่วโมงสําหรับ C. neoformans  
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       2) นําโคโลนีของเชื้อมาปรับความขุนใน normal saline นําไปวดัความขุน
ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 530 nm. จะตองอยูในชวง 0.12-0.15 ซ่ึงจะเทากบั
ปริมาณยีสต 1–5x106CFU/ml 
   หมายเหตุ : ควรทําการปรับความขุนของเชื้อแบคทีเรีย และยีสตกอนทําการทดสอบ
ความไวของยาตอตานจุลชีพไมเกนิ 15 นาที 
   3.3.8.3 การทดสอบหาคา MIC โดยวิธี modified microdilution  
      1) นํา Extracellular Filtration   ของเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดินที่มฤีทธิ์ที่
นาสนใจจากการทดสอบ Agar diffusion มาทําการเจอืจางดวยอาหารเหลวปราศจากเชื้อ โดยวิธี 
two-fold dilution ใน sterile microtiter plate เตรียม control ของ Extracellular Filtration  ในหลุมที่ 
11 โดยไมเตมิเชื้อ เพื่อตรวจสอบ aseptic technique ของการเจือจาง และเตรียม Negative control 
เปน control อาหารเลี้ยงเชื้อในหลุมที่ 12 (A-C) เพื่อตรวจสอบ sterility ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เตรียม 
Growth control ของเชื้อในหลุมที่ 12 (D-F)โดยไมเตมิ Extracellular Filtration  เพื่อตรวจการ
เจริญเติบโตของเชื้อ  

 2) เติม inoculum ของเชื้อที่เตรียมไวใน 3 แถวบน (A-C) ตั้งแตหลุมที่ 1-10 
เปนหลุมทดสอบ หลุม Growth control หลุมละ 50 μl      

 3) เติมอาหารเลี้ยงเชื้อในแถว D-F ตั้งแตหลุมที่ 1-10 เพื่อเปน control ของ 
Extracellular Filtration ในแตละความเขมขน       

 4) ปดฝา microtiter plate จากนั้นนําไป incubated ที่ 37ºC เปนเวลา 15 
ชั่วโมงสําหรับแบคทีเรีย ใสสาร resazurin indicator (0.18%) หลุมละ 10 μl นําไป incubated ที่ 
37ºC ใหครบเวลา 18 ช่ัวโมง แลวจึงอานผลโดยชุดควบคุมทดสอบใชยาปฏิชีวนะ Gentamicin ที่มี
ความเขมขนเริม่ตนที่ 1,000 μg/ml ทําการทดสอบที่เหมอืนกันอีก 3 ครั้ง   

 5) ในกรณีของยีสต ก็ทําเชนเดียวกับแบคทีเรีย แตจะใชอาหาร RPMI-1640 
เปนอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับ C.albicans ใส
สาร resazurin indicator (0.18%) หลุมละ 10 μl นําไป incubate ที่ 37ºC ใหครบเวลา 24 ช่ัวโมง แลว
จึงอานผล สําหรับ C.neoformans incubate ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใสสาร resazurin 
indicator (0.18%) หลุมละ 10 μl นําไป incubate ที่อุณหภูมหิองใหครบเวลา 48 ชั่วโมง แลวจึงอาน
ผลโดยชุดควบคุมทดสอบใชยาปฏิชีวนะ Ketoconazole ที่มีความเขมขนเริ่มตนที ่ 1,000 μg/mlทํา
การทดสอบที่เหมือนกนัอีก 3 คร้ัง 
 การแปลผล           
 เมื่อหยด resazurin indicator (0.18%) 10 μl แลวหลังจาก incubate ถาใหผลเปนสีน้ําเงินหรือสี
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ปเปต Extracellular Filtration เร่ิมตนที่ undiluted 

มวง แสดงวาผลเปนบวกคอื Extracellular Filtration  จากไอโซเลทนั้นๆ สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ
ได และถาใหผลเปนสีชมพูหรือไมมีสีแสดงวาใหผลเปนลบคือ Extracellular Filtration  จากไอโซ
เลทนั้นๆ ไมสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได ดูผลและบันทึกคาความเขมขนต่ําสุดของสารที่สามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อไดจากนั้นนาํผลที่เปนบวกจากการทดสอบ MIC ไปทดสอบ MBC และ 
MFC ตอไป      

       
 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

 (μg/ml)         undiluted 1:2       1:4        1:8       1:16       1:32     1:64      1:128   1:256   1:512                                    

 
รูปภาพที่ 3.1 แสดงวิธีการทดสอบหาคา MIC โดยวิธี modified microdilution 
   
 3.3.9 การทดสอบหาคา Minimum Bactericidal Concentration (MBC) ของ Extracellular 
Filtration จากไอโซเลตตางๆ ตอเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ 
  นําเชื้อที่ไดจากการหาคา MIC ใน Microtiter plate แตละความเขมขนมาทําการหาคา 
MBC ดังนี้ 

Extracellular Filtration 50 μl + 
media 50 μl 

ชุด Control 
สารสกัด 

ปเปตสารทิ้ง 50 μl 

ชุดทดสอบ Extracellular Filtration 50 μl + 
เชื้อ 50 μl 

media 100 μl 

Media 50 μl + เช้ือ 50 μl 

Media 50 μl + Extracellular Filtration 50 μl  
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    1) ถายเชื้อ 1 loop จากหลุมที่ใหผลเปนสนี้ําเงินหรือสีมวงทั้งหมดมา streak ลงบน 
Mueller-Hinton agar (ที่ไมมสีารสกัดผสมอยู) โดยแบง plate ออกเปน 4 สวนแลว streak เชื้อจาก
แตละหลุมลงบนแตละสวนของ plate แบบ zigzag 
    2) นํา plate ไปบมที่ 37 ºC เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
    3) ตรวจดูการเจริญของเชื้อโดยสังเกตจากการเจริญเปนโคโลนีบนรอย streak  
    4) Dilution ที่มากที่สุดที่สามารถทําลายเชื้อได (เชื้อไมเจริญอีกบนอาหารแข็งที่ไม
มีสารสกัด) คือคา MBC  
 3.3.10 การทดสอบหาคา Minimum Fungicidal Concentration (MFC) ของ Extracellular 
Filtration จากไอโซเลตตางๆ ตอเชื้อราที่ใชทดสอบ 
   นําเชื้อที่ไดจากการหาคา MIC ใน Microtiter plate แตละความเขมขนมาทําการหาคา 
MFC ดังนี ้
    1) ถายเชื้อ 1 loop หลุมที่ใหผลเปนสีน้ําเงินหรือสีมวงทัง้หมดบน PDA (ที่ไมมีสาร
สกัดผสมอยู) โดยแบง plate ออกเปน 4 สวนแลว streak เชื้อจากแตละหลุมลงบนแตละสวนของ 
plate แบบ zigzag  
    2) นํา plate ไปบมที่ 25-30 ºC เปนเวลา 7 วัน 
    3) ตรวจดกูารเจริญของเชื้อโดยสังเกตจากการเจริญเปนโคโลนีบนรอย streak 
เทียบกับเชื้อทีน่ํามาจากหลุมที่มีแตเชื้อและไมมีสารยับยั้งใดๆ 
    4) Dilution ที่มากที่สุดที่สามารถทําลายเชื้อได (เชื้อไมเจริญอีกบนอาหารแข็งที่ไม
มีสารสกัด) คือคา MFC 
 3.3.11  การคัดเลือกเชือ้จุลินทรียที่แยกไดจากดินทีส่ามารถสราง enzyme ที่สนใจได

โดยวิธี direct agar spot method (Fleming et al., 1985) 
      3.3.11.1 การทดสอบคุณสมบัติในการยอยแปง (Starch hydrolysis test) 
    นําเชื้อแตละไอโซเลต อาย ุ 24-48 ชั่วโมง inoculate บนผิวหนาอาหาร starch agar 
บมเชื้อ 24 ชั่วโมง ทดสอบการไฮโดรไลซแปง โดยเท Lugol’s iodine ใหทวมผิวอาหาร ถามีการ
ไฮโดรไลซแปงจะเกิดโซนใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย เนื่องจากแปงบริเวณนัน้ถูกไฮโดรไลซ

หมดไป (แสดงผลบวก) สวนเชื้อทีไ่มสามารถไฮโดรไลซแปงจะเปนสีน้ําเงนิเชนเดียวกับจาน

เปรียบเทียบ (ไมได inoculateเชื้อ) 
   3.3.11.2 การทดสอบการยอยเซลลูโลส (Cellulase test) 
    Heavy inoculate เช้ือแตละไอโซเลต ที่มี อาย ุ 18-24 ชั่วโมง บน Cellulose agar 
นําไปบมที่ 37 ºC เปนเวลา 18-48 ชั่วโมง แลวราดดวย congo red (Hendricks and Doyle, 1995)เพื่อ
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ยอมสีและราด 1M NaCl 15 นาที เพื่อ destained ถาเกิดโซนใสรอบโคโลนีแสดงผลเปนบวก หาก
ไมเกิดโซนใสรอบโคโลนีแสดงผลเปนลบ 
   3.3.11.3 การทดสอบการยอยไคติน 
    นําเชื้อเล้ียงบนอาหาร chitinase selective media, บมเชื้อที่อุณหภูม ิ30 ºC เปนเวลา 
2 สัปดาห ตรวจดกูารยอยสลาย ทุก 1-2 วัน โดยดจูากวงใสรอบๆบริเวณที่เชื้อเจริญหรือตรงใต
โคโลนี เปรียบเทียบกับการยอยสลายของเอนไซมไคติเนส (จักรพันธ และสุพรรณี, 2552) 
   3.3.11.4 การทดสอบการยอยไคโตซานเนส 
    นําเชื้อเล้ียงบนอาหาร chitosanase selective media  บมเชื้อที่อุณหภมูิ 30 ºC เปน
เวลา 2 สัปดาห ตรวจดูการยอยสลาย ทุก 1-2 วัน โดยดจูากวงใสรอบๆบริเวณที่เชื้อเจริญหรือตรงใต
โคโลนี เปรียบเทียบกับการยอยสลายของเอนไซมไคโตซานเนส (จักรพันธ และสุพรรณี, 2552) 
   3.3.11.5 การทดสอบการยอย Skim milk 
    นําเชื้อเล้ียงบนอาหาร Skim milk agar บมเชื้อที่อุณหภูม ิ30 ºC เปนเวลา 2 สัปดาห 
ตรวจดกูารยอยสลาย ทุก 1-2 วัน โดยดจูากวงใสรอบๆบริเวณที่เชื้อเจริญหรือตรงใตโคโลนี (จักร
พันธ และสุพรรณี, 2552) 
   3.3.11.6 การทดสอบการยอยเจลาติน (GelatinaseTest) 
  Heavy inoculate เชื้อแตละไอโซเลต ที่มี อายุ 18-24 ชั่วโมง บน Gelatin agar 
นําไปบมที่ 37 ºC เปนเวลา 18-48 ช่ัวโมง แลวราดดวย acid mercuric chloride ถา Gelatin agar 
ตกตะกอนเปนสีขาวขุน และเกิดโซนใสรอบโคโลนีของเชื้อแสดงผลเปนบวก หาก Gelatin agar 
ตกตะกอนเปนสีขาวขุน และไมเกดิโซนใสรอบโคโลนีของเชื้อแสดงผลเปนแสดงผลเปนลบ  
   3.3.11.7 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม Lipase 
    Esterasic activity 
    สูตรอาหาร  Basal  mineral  salts  medium  autoclave +  sterilized 1%  tween 80 
ผสมรวมกันไดโดยตรง  การใสเชื้อ  ใชวธีิ  point  inoculation  การตรวจผล  ดูโซนใสใตโคโลนี  
ภายใน  7  วนั (จักรพนัธ และสุพรรณ,ี 2552) 
     Lipolytic activity 
    สูตรอาหาร  Basal  mineral  salts  medium  autoclave +  sterilized 1%  tween 20 
ผสมรวมกันไดโดยตรง  การใสเชื้อ  ใชวธีิ  point  inoculation  การตรวจผล  ดูโซฯใสใตโคโลนี  
ภายใน  7  วนั 
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3.3.12 การระบุชนิดของเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดนิทีผ่านการคัดเลือก 
   นําเชื้อจุลินทรยีที่แยกไดจากดินไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพดีในการยับยัง้เชื้อกอโรค

หรือมีการสรางจากการทดสอบขางตน มาทําการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทาง
ชีวเคม ีดังตอไปนี้ 
   3.3.12.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
   นําจุลินทรียทีผ่านการคัดเลือกมาศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหาร NA บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับเชื้อแบคทีเรีย ศึกษาลักษณะโคโลนี สีโคโลนี รูปรางและ
ขนาดของเซลล การผลิตสปอร ภายใตกลองจุลทรรศน 
  3.3.12.2 การจําแนกเชื้อแบคทีเรีย ตามลักษณะทางชวีเคม ี
    1) การตรวจสอบการติดสีแกรม (Garbutt, 1997) 
         หยดน้ํากลั่นลงบนแผนสไลด 1 หยด และเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ 1 loop 
สเมียร(smear)ใหเชื้อกระจาย นําแผนสไลดผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง แลวยอมสีดวยสารละลาย crystal 
violet เปนเวลา 1 นาที เทสีทิ้ง ลางแผนสไลดดวยน้ํากลั่น หยดสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที เท
สารละลายไอโอดีนทิ้ง ลางแผนสไลดดวยน้าํกลั่น พรอมทั้งหยดแอลกอฮอลเพื่อชะสีสวนเกนิ

ออกไป ลางแผนสไลดดวยน้ํากลั่น แลวจงึยอมสีดวยสารละลาย saflanin O เปนเวลา 1 วินาที ลางสี
ดวยน้ํากลั่นอกีครั้ง ซับแผนสไลดใหแหง นําไปตรวจสอบลักษณะรปูรางเซลลและการจัดเรียงตวั

ดวยกลองจุลทรรศน 
    2) การทดสอบเอนไซมคะตะเลส (Garbutt, 1997) 
      ใชลูปเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ที่ตองการทดสอบ สเมียรลงบนสไลด แลว

หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 3% ลงบนสไลด 1 หยด ถาพบโคโลนีเกิด
ฟองอากาศ แสดงวา แบคทีเรียนั้นใหผลบวก สวนโคโลนีที่ไมเปล่ียนแปลงจะใหผลลบ 
    3) การทดสอบออกซิเดส (Oxidase Test)   
             หยดสารละลาย 1% tetramethyl- p-phenylenediamine 
dihydrochloride ลงบนกระดาษกรอง แลวใชแทงแกวเขี่ยเชื้อมาขีดลงบนกระดาษกรองที่เตรียมไว 
ถากระดาษกรองบริเวณที่ขีดเชื้อลงไปเปลี่ยนเปนสีน้ําเงนิภายใน 10 วินาที แสดงวาแบคทีเรียนัน้
ใหผลบวก หากไมเกดิการเปลี่ยนแปลงแสดงวาใหผลลบ   
    4) การทดสอบทางชีวเคมีอ่ืนๆ เพื่อจําแนกเชื้อแบคทเีรีย 
     การระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่สนใจ ทําโดยตรวจสอบลักษณะ
รูปราง การจัดเรียงตัวของเซลล และการติดสีแกรม โดยอาศัยกลองจุลทรรศน การทดสอบเอนไซม
คะตะเลส การทดสอบออกซิเดส เบื้องตน หลังจากนัน้จึงทําการทดสอบชีวเคมีตามหลักการจําแนก
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เชื้อแบคทีเรียตามชนิดแกรมและรูปรางของแบคทีเรียตามคูมือการจําแนกชนิดแบคทีเรียของ 

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
   3.3.12.3 การระบุชนิดของเชือ้รา (Identification)  
   นําจุลินทรียทีผ่านการคัดเลือกมาศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5-7 วัน สําหรับเชื้อรา ทําการระบุชนิดของเชื้อรา ซ่ึงอาศัยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา (Morphology) ของเชื้อรา โดยทาการเพาะเลี้ยงเชื้อราดวยเทคนิค slide culture ควบคู
กับการเพาะเลีย้งเชื้อราบนอาหารแข็งชนิด Potato dextrose agar ในจานเพาะเชื้อ ทาการตรวจวดั
สวนประกอบของโครงสรางเชื้อราดวยไมโครมิเตอร และจําแนกชนิดโดยการเปรยีบเทียบกับเชื้อรา
มาตรฐาน และคูมือการจําแนกชนิดของเชื้อรา (Gilman, 1957; Hawksworth et al., 1995; Raper, 
1965) 
 3.3.13  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
  นําผลการทดลองในแตละการทดสอบมาวิเคราะหขอมูลของแตละกรรมวิธีโดยใช การ
วิจารณเชิงพรรณนา 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การแยกแหลงท่ีมาของตัวอยางดิน 
 ผลการแยกแหลงที่มาของตัวอยางดินทั้งสิน้ 100 ตัวอยาง ซ่ึงเก็บมาจากแหลงตางๆ ทั่วทุก
ภาคของประเทศไทย เมื่อแบงดินตามภาคพบวา ตัวอยางดินจากภาคใต มีทั้งสิ้น 35 ตัวอยาง, 
ตัวอยางดินจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ มีทั้งสิ้น 27 ตัวอยาง, ตัวอยางดินจากภาคกลาง มีทั้งสิ้น 18 
ตัวอยางตวัอยางดินจากภาคตะวนัออก มทีั้งสิ้น 8 ตัวอยาง, ตัวอยางดินจากภาคเหนือ มีทั้งสิ้น 7 
ตัวอยาง และตัวอยางดินจากภาคตะวนัตก มีทั้งสิ้น 5 ตัวอยาง เมือ่แบงดินตามแหลงที่มาพบวา 
ตัวอยางดินจากดินที่ไมสามารถระบุแหลงที่มา มีทั้งสิ้น 54 ตัวอยาง, ตัวอยางดนิจากทุงนา มีทั้งสิน้ 
12 ตัวอยาง, ตัวอยางดินจากริมแมน้ําลําคลอง มีทั้งสิ้น 10 ตัวอยาง, ตัวอยางดนิจากปาชายเลน มี
ทั้งสิ้น 9 ตัวอยาง, ตัวอยางดินจากไร-สวน มีทั้งสิ้น 8 ตัวอยาง, ตัวอยางดินจากภูเขา-ถํ้า มีทั้งสิ้น 5 
ตัวอยาง และตัวอยางดินจากขางถังขยะ มีทั้งสิ้น 2 ตัวอยาง ผลการแยกแหลงที่มาของตัวอยางดนิที่
ใชในการทดลอง ดังแสดงตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 แสดงสถานที่เก็บตัวอยางดินทั้งหมดที่นํามาใชในการทดลอง 
 

ลําดับ สถานที่เก็บตัวอยาง 
1 ดินขางฟวเจอรพารค จ.ปทุมธานี 
2 ดิน อ.ชุมพวง จ.นครราชสีมา 
3 ดินในกองรอย อ.เมือง จ.ตรัง 
4 ดินทุงนา อ.เมอืง จ.นครนายก 
5 ดินคลอง4 ธัญบุรี จ.ปทุมธานี 
6 ดินในสวน อ.เมือง จ.นครนายก 
7 ดินปาชายเลน อ.เมือง จ.ชลบุรี 
8 ดิน อ.เมือง จ.ขอนแกน 
9 ดิน อ.บางแสน จ.ชลบุรี 
10 ดิน อ.ชุมพวง จ.นครราชสีมา 
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ลําดับ สถานที่เก็บตัวอยาง 
11 ดินพื้นนา เขตหนองจอก กทม. 
12 ดิน อ.พิมาย จ.นครราชสีมา 
13 ดิน เขตหนองจอก กทม./1 
14 ดินในสวน อ.ดําเนินสะดวก จ.ราชบุรี 
15 ดินขางกองขยะ อ.ดําเนนิสะดวก จ.ราชบุรี 
16 ดินริมคลอง จ.ราชบุรี 
17 ดินเขตหนองจอก กทม./2 
18 ดิน อ.เมือง จ.บึงกาฬ 
19 ดิน คลองเตย กทม. 
20 ดิน อ.เมือง จังหวัดเชียงใหม 
21 ดิน อ.เมือง จังหวัดสงขลา 
22 ดินทุงนา อ.หนองบัวลําภ ูจงัหวัดหนองบวัลําภ ู
23 ดินภเูขา ต.ทุงหลวง อ.ละแม จังหวดัชุมพร 
24 ดิน ต.ทุงหลวง อ.ละแม จังหวัดชุมพร 
25 ดิน อ.เมือง จังหวัดชุมพร 
26 ดิน ม. 2 ต.ทุงหลวง อ.ละแม จ.ชุมพร 
27 ดินถํ้า ม. 2 ต.ทุงหลวง อ.ละแม จ.ชุมพร 
28 ดิน อ.ทาชนะ จังหวดัสุราษฎรธานี 
29 ดินคันนา อ.ไชยา จังหวัดสรุาษฎรธานี 
30 ดิน ต.บางพลา อ.เมืองขุนพัน จังหวดัสุราษฎรธานี 
31 ดิน อ.นาโขง จังหวดัตรัง 
32 ดิน ม.2 ต.คลองนอย อ.เมือง จังหวดัสุราษฎรธานี 
33 ดิน ปาชายเลนน้ํากรอย ต.บางพลา อ.ขุนพัน จังหวัดสุราษฎรธานี 
34 ดิน อ.เมือง จังหวัดกาฬสินธุ 
35 ดิน ซอยวเิชียร อ.ลําลูกกา จังหวัดปทุมธาน ี
36 ดิน อ.เมือง จังหวัดรอยเอ็ด 
37 ดิน เขตมีนบุรี กทม. 
38 ดินภเูขา ม.17 ต.บานดวน อ.หลังสวน จังหวัดชุมพร 
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ลําดับ สถานที่เก็บตัวอยาง 
39 ดินปาชายเลนหาดทรายทอง อ.ละแม จ.ชุมพร 
40 ดินปาชายเลนหาดคอเขา อ.ละแม จ.ชุมพร  
41 ดินปาชายเลนน้ํากรอย อ.พนุพิน จ.สุราษฎรธานี  
42 ดินปาชายเลนหาดนาพญา อ.หลังสวน จ.ชุมพร  
43 ดินปาชายเลนน้ํากรอย อ.เมอืง จ.สุราษฎรธานี  
44 ดินขางถังขยะ อ.เมือง จ.ปทุมธานี  
45 ดินทุงนา อ.ฮองฮี จ.กาฬสินธุ  
46 ดินหนาหอพกั อ.เมือง จ.ปทุมธานี  
47 ดิน อ.เมือง จ.ชัยภูม ิ 
48 ดิน อ.คอนสาร จ.ชัยภูม ิ 
49 ดินคันนา อ.เมอืง จ.อุบลราชธานี  
50 ดินใตถุนบาน อ.บุณฑริก จ.อุบลราชธานี  
51 ดิน อ.เมืองพล จ.ขอนแกน  
52 ดิน อ.ชุมแพ จ.ขอนแกน  
53 ดินในนา อ.กดุชุม จ.ยโสธร  
54 ดินริมแมน้ํา อ.เมือง จ.ปราจนีบุรี  
55 ดินที่นา อ.คูเมอืง จ.บุรีรัมย  
56 ดินริมแมน้ํา อ.ทาตูม จ.สุรินทร  
57 ดินสวนยาง อ.หวยยอด จังหวัดตรัง 
58 ดินลําธาร อ.หวยยอด จังหวดัตรัง 
59 ดินหวย อ.หวยยอด จังหวัดตรัง 
60 ดินจอมปลวก อ.หวยยอด จังหวัดตรัง 
61 ดินหวย อ.หวยยอด จังหวัดตรัง 
62 ดินนา อ.หวยยอด จังหวัดตรงั 
63 ดินสวนปาลม อ.หวยยอด จังหวัดตรัง 
64 ดินคลอง อ.ทุงสง จังหวดันครศรีธรรมราช 
65 ดินสวนผัก อ.รอนพิบูรณ จังหวัดนครศรีธรรมราช 
66 ดินสวนยาง อ.รอนพิบูรณ จังหวัดนครศรีธรรมราช 
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ลําดับ สถานที่เก็บตัวอยาง 
67 ดินที่นา อ.นาโยง จังหวัดตรงั 
68 ดินแปลงผัก เขตมีนบุรี กทม. 
69 ดินที่นา อ.บานหมี ่จังหวดัลพบุรี 
70 ดินที่นา อ.หนองบัวลําภู จังหวัดหนองบวัลําภู 
71 ดินสันเขา อ.หลมสัก จังหวดัเพชรบูรณ 
72 ดินยอดเขา อ.หลมสัก จังหวดัเพชรบูรณ 
73 ดินไรออย อ.นากลาง จังหวดัหนองบวัลําภ ู
74 ดินหนาบาน อ.หนองบัว จังหวัดนครสรรค 
75 ดินกองเรือยุทธการ อ.สัตหีบ จังหวดัชลบุรี 
76 ดินคลอง 2 อ.ธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี 
77 ดิน อ.แมทา จงัหวัดลําพนู 
78 ดิน อ.เมือง จังหวัดนครสวรรค 
79 ดิน อ.บุงคลา จ.บึงกาฬ 
80 ดินในโรงอาหาร 01 มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง 
81 ดินบานโคย ต.หนองนาคํา อ.เมือง จังหวัดอุดรธานี 
82 ดินดอยอินทนนท จังหวัดชยีงใหม 
83 ดิน อ.องครักษ จังหวัดนครนายก 
84 ดินเขตหนองจอก  กทม. 
85 ดิน อ.โนนสะอาด จังหวัดอดุรธานี 
86 ดินเกาะสมุย จังหวัดสุราษฎรธานี 
87 ดิน อ.เบตง จังหวัดยะลา 
88 อ.เมือง จังหวดัปทุมธาน ี
89 ดิน อ.โนนสะอาด จังหวัดอดุรธานี 
90 ดิน อ.โนนสะอาด จังหวัดอดุรธานี 
91 ดินจังหวดัชลบุรี 
92 ดินจังหวดัชลบุรี 
93 ดิน อ.โนนสะอาด จังหวัดอดุรธานี 
94 ดินคลอง 12 ลําลูกกา จังหวัดปทุมธานี 
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ลําดับ สถานที่เก็บตัวอยาง 
95 ดินปาชายเลน อ.ละแม ตะวนัฉาย  
96 ดิน ทาฉาง จ.สุราษฎรธานี 
97 ดิน หลังสวน บางมะพราว จงัหวัดชุมพร 
98 ดินแมน้ํา จังหวัดยะลา 
99 ดินสะเทนิดาษ จังหวัดนครราชสีมา 
100 ดินจังหวดันครราชสีมา 
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ผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของจุลินทรียท่ีแยกไดจากดิน 
4.2 ผลการคัดเลือกจุลินทรียท่ีแยกไดจากดินท่ีมีฤทธ์ิในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคได โดยวิธี 
Cross streak method 

จากการเพาะเลี้ยงและคัดแยกจุลินทรียจากตัวอยางดินทั้งสิ้น 100 ตัวอยางขางตน เมือ่นํามา
เพาะแยกชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมแกการเจริญเติบโต ไดจลิุนทรียทั้งหมด 477 ไอโซเลท 
แบงเปน เชื้อแบคทีเรียจํานวนทั้งสิ้น 425 ไอโซเลท และเชื้อราจํานวนทั้งสิ้น 52 ไอเลท เมื่อนํามา
ทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคจํานวนทั้งสิ้น 16 สายพันธุ ประกอบดวย Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 10 สายพันธุ Methicillin-sensitivity Staphylococcus 
aureus (MSSA) 1 สายพันธุ Extended spectrum beta lactamases producing Escherichia. coli 
(ESBL) 1 สายพันธุ Samonella Typhymurium, Klebsiella pnuemoniae, และยีสตกอโรค 2 สาย
พันธุ คือ Candida albicans และ Cryptococcus neoformans โดยวิธี Cross streak method พบวามี
จํานวนทั้งสิ้น 30 ไอโซเลทที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได 7 สายพันธุขึ้นไป โดยไอโซเลทที่ 39 
และ 418 มีฤทธิ์เปน Broad spectrum สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบไดถึง 14 สายพันธุ และ                  
ไอโซเลทสวนใหญ ใหผล inhibition zone กวางที่สุดตอเชื้อ MSSA (ATCC 25923) เมื่อนําจุลินทรีย
ดังกลาวมาทําการศึกษาลักษณะรูปราง การจัดเรียงตวัของเซลล และการติดสีแกรม โดยอาศัยกลอง
จุลทรรศน สามารถจําแนกชนิดของจุลินทรียออกเปนกลุมได 4 กลุม คือ Gram positive bacilli with 
spore forming 12 ไอโซเลท, Gram positive coccobacilli 2 ไอโซเลท, Gram negative bacilli 11 ไอ
โซเลท, และ Gram variable 5  ไอโซเลท ดังแสดงในตารางที่ 4.2 - 4.5 
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ตารางที่ 4.2 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming โดยวิธี Cross streak 
method จาก 3 การทดลองที่เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 
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1 18 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. - - 24±2.24 25±1.41 - 13±2.24 11±2.24 7±2.24 - 6±2.24 - - 7±2.24 15±3.16 - 27±2.24 

2 23 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. 15±2.24 - 16±2.24 17±1.41 10±2.24 10±2.24 10±2.24 3±1.41 - 15±3.16 8±2.24 21±3.16 11±2.24 22±1.41 - 23±1.41 

3 24 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. 10±2.24 - - - 8±2.24 3±1.41 - - - 11±2.24 - 7±2.24 8±2.24 20±2.24 - 22±1.41 

4 39 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. 20±2.24 18±2.24 22±1.41 25±1.41 13±3.16 20±2.24 20±2.24 10±2.24 15±3.16 23±1.41 7±2.24 15±3.16 12±2.24 - - 27±2.24 

5 75 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. 10±2.24 5±2.24 5±2.24 9±2.24 10±2.24 9±2.24 10±2.24 10±2.24 - - - - - - - 15±3.16 

6 386 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. - - 8±2.24 - 9±2.24 - 11±2.24 - - 8±2.24 - - - 11±2.24 - 13±2.24 

7 405 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. - - 7±2.24 6±2.24 9±2.24 - 8±2.24 10±2.24 - 10±2.24 2±1.00 7±2.24 5±2.24 4±2.24 5±2.24 9±2.24 
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ตารางที่ 4.2 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming โดยวิธี Cross streak 
method จาก 3 การทดลองที่เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD)  (ตอ) 
 

ลํา
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Inhibition Zone of Antimicrobial Activity  ที่ 48 ชั่วโมง (mean ± SD, mm)  
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8 418 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. - 18±2.24 15±3.16 10±2.24 20±2.24 15±3.16 20±2.24 20±2.24 15±3.16 14±2.24 3±2.24 10±2.24 14±2.24 - 3±2.24 13±3.16 

9 421 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. - - 11±2.24 15±3.16 12±2.24 12± 2.24 11±2.24 10±2.24 - - - 6±2.24 10±2.24 - - - 

10 423 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. - 16±2.24 15±3.16 - 10±2.24 11±2.24 6±2.24 11±2.24 12±2.24 10±2.24 - 5±2.24 - 25±1.41 - 12±2.24 

11 424 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. - 11±2.24 14±2.24 - 15±3.16 17±1.41 10±2.24 10±2.24 11±2.24 10±2.24 - - - - - - 

12 428 
Gram positive bacilli with 

spore forming 
Bacillus spp. 17±1.41 14±2.24 15±3.16 10± 2.24 - 5±2.24 15±3.16 - - - - - - - - 15±3.16 
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram positive coccobacilli โดยวิธี Cross streak method จาก 3 การ
ทดลองที่เหมอืนกัน คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 
 

ลํา
ดับ
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Gram's stain 
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Inhibition Zone of Antimicrobial Activity  ที่ 48 ชั่วโมง (mean ± SD, mm)  
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1 307 Gram positive coccobacilli Rhodococcus spp. 6±1.00 - - 5±0.00 - 7±1.41 5.5±2.12 - - 9±1.41 4.5±0.71 22±7.78 7.5±0.71 - - 24±6.36 

2 401 Gram positive coccobacilli Rhodococcus spp. - 9±1.41 8.5±2.12 6.5±2.12 - - - - - - - 6.5±2.12 9.5±3.45 - - 20±2.38 
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ตารางที่ 4.4 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli โดยวิธี Cross streak method จาก 3 การทดลอง
ที่เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 
 

ลํา
ดับ

 

ID
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r  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Inhibition Zone of Antimicrobial Activity  ที่ 48 ชั่วโมง (mean ± SD, mm)  
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1 10 Gram negative bacilli Burkholderia spp. 9±1.41 - 11.5±2.12 11.5±0.71 5±1.41 11±1.41 1.5±0.71 - 9.5±0.71 2.5±0.71 - 9±1.41 - - - 14±1.41 

2 17 Gram negative bacilli Burkholderia spp. 11±1.41    11.5±0.71 10±1.41 15.5±0.71 17±1.41 14.5±1.41 14±1.41 14±1.41 15±0.71 19±1.41 4.5±0.71 4.5±0.71 - - - 21±1.41 

3 38 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. 10.5±0.71 10±1.41 13.5±2.12 15±1.41 15.5±0.71 15±0.71 13.5±0.71 9±0.71 19±1.41 7.5±0.71 5.5±0.71 - - - - 21.5±0.71 

4 69 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. 7.50±0.71 5±1.41 6±1.41 - 9±1.41 4.5±1.41 9±1.41 8.5±1.41 6±1.41 - 5±1.41 - - - - 12.5±0.71 

5 70 Gram negative bacilli Burkholderia spp. 9±1.41 9.5±0.71 14±1.41 18±1.41 9.5±0.71 14±0.71 7±1.41 12±1.41 12±1.41 4.5±0.71 - - - - - 19±1.41 

6 191 Gram negative bacilli Burkholderia spp. 11±1.41 10.5±2.12 10.5±0.71 15.5±0.71 17±1.41 14.5±1.41 14±1.41 14.5±1.41 14±1.41 19±1.41 4±1.41 4±1.41 - - - 21±1.41 

7 225 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. 10.5±0.71 9.5±2.12 13.5±2.12 15±1.41 15±1.41 14±1.41 13±1.41 9.5±1.41 19±1.41 7±1.41 5.5±0.71 4±1.41 - - - 20.5±2.12 

8 277 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. 7±1.41 5.5±0.71 6±1.41 - 9.5±0.71 4±0.71 9.5±0.71 8.5±0.71 6.5±0.71 - 5±1.41 - - - - 12±1.41 

9 278 Gram negative bacilli Burkholderia spp. 9.5±0.71 9±1.41 14±1.41 17.5±2.12 8.5±2.12 14.5±2.12 7±1.41 12.5±1.41 12±1.41 4±1.41 - - - - - 19±1.41 

10 303 Gram negative bacilli Burkholderia spp. 8.5±2.12 - 12±1.41 11±1.41 5.5±0.71 11±0.71 1.5±0.71 - 9±1.41 2.5±0.71 - - - - - 14.5±0.71 

11 367 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. - 6±1.41 - - - - 9.5±0.71 12±0.71 - 16±1.41 - 9±1.41 - 6±1.41 - 14.5±2.12 
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ตารางที่ 4.5 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram variable โดยวิธี Cross streak method จาก 3 การทดลองที่
เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 
 

ลํา
ดับ
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1 374 Gram variable Pimelobacter spp. 10±2.24 11±2.24 3±1.00 11±2.24 13±3.16 5±1.41 9±2.24 10±2.24 12±2.24 11±2.24 - 7±1.41 9±2.24 - - 9±2.24 

2 390 Gram variable Cellulomonas spp. 7±1.41 3±1.00 - - 9±2.24 10±2.24 8±2.24 - - 11±2.24 - 5±1.41 5±1.41 14±2.24 - 10±2.24 

3 391 Gram variable Pimelobacter spp. - 7±1.41 10±2.24 - 15±3.16 10±2.24 5±1.41 - - 5±1.41 - - 10±2.24 10±2.24 - 8±2.24 

4 397 Gram variable Cellulomonas spp. - - - - 10±2.24 8±2.24 5±1.41 - - 12±2.24 3±1.00 10±2.24 - - 6±2.24 10±2.24 

5 398 Gram variable Oerskovia spp. - 7±1.41 17±1.41 - 18±2.24 - 15±3.16 12±2.24 - 12±2.24 5±1.41 - 15±3.16 10±2.24 5±1.41 12±2.24 
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รูปภาพที่ 4.1 แสดงผล inhibition zone ที่เกิดขึ้นในการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรค
ดวยเทคนิคCross streak
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4.3 ผลการคัดเลือกจุลินทรียท่ีแยกไดจากดินท่ีมีฤทธ์ิในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคได โดยวิธี Agar 
diffusion method 

เมื่อนําแบคทีเรียมีฤทธิ์ที่นาสนใจทั้งสิ้น 30 ไอโซเลท จากทําการทดสอบ Cross streak มา
ทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคเพิ่มเติมโดยวิธี Agar diffusion method และทําการวดั 
inhibition zone ที่ 48 ช่ัวโมง พบวาม ี  10 ไอโซเลท ที่ให inhibition zone ตอเชื้อจุลินทรียกอโรค
ชนิด resistant type ที่นาํมาทดสอบทั้งสิ้น 15 สายพันธุ ขนาดของ inhibition zone ทีว่ดัไดอยูในชวง 
6-21 mm ไอโซเลทที่ให Inhibition zone กวางที่สุดคือ ไอโซเลทที่ 23  ขนาดของ Inhibition zone 
เทากับ 20.6±0.72 (24 ชั่วโมง) 21±3.16 mm (48 ชั่วโมง) ตอเชือ้ทดสอบ Candida albicans  
แบคทีเรียที่เปน broad spectrum คือ ไอโซเลทที่ 39 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบไดถึง 4 สายพันธุ คอื 
MRSA28, MRSA29, MRSA31 และMRSA34  สามารถจําแนกชนิดของจุลินทรียออกเปนกลุมได 3 
กลุม คือ Gram positive bacilli with spore forming 4 ไอโซเลท, Gram positive coccobacilli 1 ไอโซ
เลท, Gram negative bacilli 5 ไอโซเลท, ผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคดวย
เทคนิค Agar Diffusion แสดงในตารางที่ 4.6 และ 4.8  
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ตารางที่ 4.6 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming โดยวิธี Agar diffusion จาก 
3 การทดลองที่เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 

 
ตารางที่ 4.7 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram positive coccobacilli โดยวิธี Agar Diffusionจาก 3 การทดลอง
ที่เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 

No
. 

Iso
lat

e Gram's stain 
 

Identification 
 

Inhibition Zone of Agar diffusion ที่ 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง (mean ± SD, mm) 

MRSA28 MRSA29 MRSA31 MRSA34 C.albicans C.neoformans 
24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 

1  23 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - - - - - - - 20.6±0.72 21±3.16 - - 

2 39 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. 7±2.24 8±2.24 6.5±1.12 6.5±1.12 6.5±1.12 7±2.24 8±2.24 8.5±0.50 - - - - 

3 405 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - - - - - - - - - 11±2.24 11.5±1.12 

4 418 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - - - - - - - - - 7.5±0.71 8±2.24 

No
. 

Iso
lat

e Gram's stain 
 

Identification 
 

Inhibition Zone of Agar diffusion ที่ 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง (mean ± SD, mm) 

MRSA28 MRSA29 MRSA36 S.Typhimurium 

24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 

1 307 Gram positive coccobacilli Rhodococcus spp. - - - - - - 9±0.71 10±0.71 
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ตารางที่ 4.8 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจลุินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli โดยวิธี Agar Diffusion จาก 3 การทดลองที่
เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 

 

No
. 

Iso
lat

e Gram's stain 
 

Identification 
 

Inhibition Zone of Agar diffusion ที่ 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง (mean ± SD, mm) 

MRSA28 MRSA29 MRSA36 S.Typhimurium 

24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 24ชม. 48ชม. 

1 191 Gram negative bacilli Burkholderia spp. - - - - 17±0.71 18±0.71 - - 

2 225 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. - - 11±2.12 13±2.12 - - - - 

3 277 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. - - 10±0.00 10±0.00 - - - - 

4 278 Gram positive bacilli Burkhoderia spp. - - 11±0.00 11±0.00 - - - - 

5 303 Gram negative bacilli Pseudomonas spp. 14±1.41 14±1.41 - - - - - - 
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รูปภาพที่ 4.2 แสดงผล inhibition zone ที่เกิดขึ้นในการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรค
ดวยเทคนิค Agar Diffusion 
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4.4 ผลการคัดเลือกจุลินทรียที่แยกไดจากดนิที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคได โดยวิธี modified microdilution 
เมื่อนําแบคทีเรียมีฤทธิ์ที่นาสนใจทั้งสิ้น 10 ไอโซเลท จากทําการทดสอบ Agar Diffusion  มาทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเพิ่มเติมโดยวิธี modified 

microdilution พบวามีแบคทเีรียทั้งสิ้น 4 ไอโซเลท ที่ใหผล Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ที่นาสนใจ คือ ไอโซเลทที่ 23, 39, 277, และ 303 ไอโซ
เลทที่ใหผล MIC ดีที่สุดคอืไอโซเลทที่ 303 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ MRSA28 ที่ dilution เทากบั 1:512 และ ไอโซเลทที่ 39 สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ MRSA28 และ MRSA34 ที่ dilution เทากับ 1:32 และ 1:4  ดังแสดงในตารางที่ 4.9 
ตารางที่ 4.9 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจลุินทรียกอโรคของแบคทีเรียที่แยกไดจากดิน โดยวิธี modified microdilution จาก 3 การทดลองที่
เหมือนกนั 
 

No
. 

Iso
lat

e 

Id
en

tif
ica

tio
n Tested microorganisms 

MRSA28 MRSA29 MRSA31 MRSA34 MRSA36 S.Typhimurium C.albicans C.neoformans 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MFC 

dilution 
MIC 

dilution 
MFC 

dilution 

1 23 Bacillus spp. - - - - - - - - - - - - 1:4 G - - 

2 39 Bacillus spp. 1:32 G G ND G ND 1:4 G - - - - - - - - 

3 191 Burkholderia spp. - - - - - - - - G ND - - - - - - 

4 225 Pseudomonas spp. - - G ND - - - - - - - - - - - - 

5 277 Pseudomonas spp. - - undiluted G - - - - - - - - - - - - 

6 278 Pseudomonas spp. - - G ND - - - - - - - - - - - - 

7 303 Burkholderia spp. 512 G - - - - - - - - - - - - - - 

8 307 Rhodococcus sp. - - - - - - - - - - G ND - - - - 
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ตารางที่ 4.9 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming โดยวิธี modified 
microdilution จาก 3 การทดลองที่เหมือนกัน (ตอ) 
 

No
. 

Iso
lat

e 
 

Id
en

tif
ica

tio
n Tested microorganisms 

MRSA28 MRSA29 MRSA31 MRSA34 MRSA36 S.Typhimurium C.albicans C.neoformans 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MBC 

dilution 
MIC 

dilution 
MFC 

dilution 
MIC 

dilution 
MFC 

dilution 

9 405 Bacillus spp. - - - - - - - - - - - - - - G ND 

10 418 Bacillus spp. - - - - - - - - - - - - - - G ND 

co
ntr

ol 

Gentamicin (μg/ml) 
62.50 

(μg/ml) 
62.50 

(μg/ml) 
1.95 

(μg/ml) 
1.95 

(μg/ml) 
1.95 

(μg/ml) 
1.95 

(μg/ml) 
1.95 

(μg/ml) 
1.95 

(μg/ml) 
62.50 

(μg/ml) 
62.50 

(μg/ml) 
62.50 

(μg/ml) 
62.50 

(μg/ml) 
ND ND ND ND 

co
ntr

ol 

Ketonazone (μg/ml) ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
0.98 

(μg/ml) 
0.98 

(μg/ml) 
0.98 

(μg/ml) 
0.98 

(μg/ml) 

 
*หมายเหตุ G   คือ    Growth   

    ND คือ     Not Done 
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4.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซม 
จากการเพาะเลี้ยงและคัดแยกจุลินทรียจากตัวอยางดินทั้งสิ้น 100 ตัวอยางขางตน เมือ่นํามา

เพาะแยกชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมแกการเจริญเติบโต ไดจุลินทรียทั้งหมด 477 ไอโซเลท 

แบงเปน เชื้อแบคทีเรียจํานวนทั้งสิ้น 425 ไอโซเลท และเชื้อราจํานวนทั้งสิ้น 52 ไอเลท นํามา

การศึกษาฤทธิท์างชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ทั้งสิ้น 8 ชนดิคือ เอนไซมที่สามารถยอย 

Chitin, Chitosan, Starch, Cellulose,Skim milk, Gelatin, Tween 20, และTween 80 โดยวิธี direct 

spot agar พบวาจุลินทรียดงักลาวมีฤทธิ์ที่นาสนใจในสวนของการทดสอบฤทธิ์การสรางเอนไซมที่

สําคัญๆ ทั้งสิ้น 76 ไอโซเลท เมื่อทําการศกึษาลักษณะรูปราง การจัดเรียงตัวของเซลล และการตดิสี

แกรม โดยอาศัยกลองจุลทรรศน สามารถจําแนกชนิดของจุลชีพออกเปนกลุมได 5 กลุม คือ Gram 

positive bacilli with spore forming 35 ไอโซเลท, Gram positive coccobacilli 10 ไอโซเลท ,  Gram 

negative bacilli 18 ไอโซเลท, Gram variable 11 ไอโซเลท, และ fungi ในกลุม septate hyphae  2 

ไอโซเลท ดังแสดงในตารางที่ 4.10 -4.14 
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ตารางที่ 4.10 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming จาก 3 การ
ทดลองที่เหมอืนกัน คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 

 

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 
1 196 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 8±2.24 11±2.24 5±1.41 17±1.41 17±1.41 - - 

2 290 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 10±2.24 26±2.24 14±2.24 35±1.41 40±2.24 - 8±2.24 

3 294 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 8±2.24 12±2.24 14±2.24 45±1.00 56±1.41 - - 

4 299 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 5±1.41 24±2.24 9±2.24 - 48±2.24 6±2.24 9±2.24 

5 303 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - - 19±3.16 22±1.41 - 46±2.24 8±2.24 15±3.16 

6 309 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 6±2.24 23±1.41 14±2.24 40±2.24 38±2.24 5±1.41 5±1.41 

7 315 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - - 21±3.16 6±2.24 - 30±2.24 7±1.41 9±2.24 

8 318 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - - - 10±2.24 68±2.24 35±1.41 - 10±2.24 

9 325 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 11±2.24 25±1.41 18±2.24 43±1.00    

10 326 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - - 20±2.24 11±2.24 - 39±3.16 7±1.41 6±2.24 

11 329 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 10±2.24 18±2.24 17±1.41 - 42±2.24 5±1.41 7±1.41 
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ตารางที่ 4.10 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming จาก 3 การ
ทดลองที่เหมอืนกัน คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) (ตอ) 
 

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 
12 336 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 9±2.24 11±2.24  -  - 43±1.41 - 14±2.24 

13 337 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - -  14±2.24  - -  24±2.24  - 15±3.16 

14 340 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - 8±2.24 12±2.24 11±2.24  - 24±2.24  - -  

15 341 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus  spp. -  - - - - - - 10±2.24 

16 346 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - 8±2.24 - - - - - 
17 354 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. -  - 12±2.24 -  -  11±2.24 - - 
18 368 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - -   - -  15±3.16 70±3.16  - -  
19 372 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. -   - -  -  20±2.24 -  36±2.24 -  
20 373 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. -  -  - -  25±1.41 40±2.24 18±2.24 -  
21 376 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - -  10±2.24  - - - - 
22 383 gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - - 10±2.24 - - - - 
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ตารางที่ 4.10 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming จาก 3 การ
ทดลองที่เหมอืนกัน คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) (ตอ) 

 

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 
23 384 gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - - 3±1.41 17±1.41 40±2.24 - - 
24 388 gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - - 6±2.24 10±2.24 - 37±1.41 - - 
25 394 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. -  - 16±2.24  - 33±3.16 27±1.41 - - 
26 395 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp.  - - 12±2.24 8±2.24 45±1.00 25±1.41 - - 
27 401 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. -  - 20±2.24 19±2.24  - - - - 
28 404 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp.  - - 8±2.24 7±2.24  - 34±2.24 - - 
29 405 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp.  - - 9±2.24 10±2.24  - 33±3.16 - - 
30 410 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp. - -  - 6±2.24 13±3.16 26±2.24 - - 
31 411 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus spp.  -  - 12±2.24 7±2.24  - 27±1.41  -  - 
32 412 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. -  -  - -   - 29±1.41 43±3.16 18±2.24 

33 418 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. -  - 12±2.24 18±2.24 26±2.24 -  -  -  
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ตารางที่ 4.10 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore formingจาก 3 การ
ทดลองที่เหมอืนกัน คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) (ตอ) 

 

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 
34 421 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - -  - - 25±1.41 - - - 
35 423 Gram positive bacilli with spore forming Bacillus sp. - - 18±2.24 - -  - - - 
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ตารางที่ 4.11 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram positive coccobacilli จาก 3 การทดลองที่
เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 

 

ลําดับ 
ID 

Number 
 

Gram's stain 
 

Identification 
 

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 

1 162 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - 7±0.00 9±0.00 7±1.41 21.5±0.71 17.5±2.12 - - 

2 295 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - 8±1.41 17±1.41 18±0.00 49±1.41 32±1.41 7±0.00 7±1.41 

3 297 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - 11±1.41 15.5±0.71 28±1.41 43.5±0.71 40±1.41 11±1.41 5.5±0.71 

4 304 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - 10.5±0.71 10.5±0.71 18.5±0.71 33±1.41 37.5±2.12 6.5±2.12 10.5±0.71 

5 306 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - - 16±1.41 18.5±0.71 63.5±0.71 45.5±0.71 10±0.00 13±0.00 

6 307 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - - 16.5±0.71 12±0.00 71±0.71 34±0.71 10±0.71 17±0.71 

7 319 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. 11.5±2.12 - 22.5±0.71 13±1.41 78.5±0.71 46±1.41 8.5±0.71 20.5±0.71 

8 323 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - - 17.5±0.71 16.5±0.71 - 37±1.41 7.5±0.71 6±0.00 

9 331 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - 14.5±0.71 28.5±0.71 17±1.41 43.5±0.71 - 8±0.00 11.5±2.12 

10 333 Gram positive coccobacilli Rhodococcus sp. - - 40±0.00 24±1.41 33±1.41 - - - 
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ตารางที่ 4.12 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli จาก 3 การทดลองที่เหมือนกนัคาที่
แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 
  

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 

1 226 Gram negative bacilli Burkhoderia sp. - 10.5±0.71 9±1.41 20±0.00 27.5±3.54 - 26.5±2.12 - 

2 293 Gram negative bacilli Pseudomonas sp. - 31±1.41 19±1.41 21±1.41 52.5±3.54 33.5±2.12 - - 

3 310 Gram negative bacilli Pseudomonas sp. - 13±1.41 25.5±0.71 15.5±0.71 74±1.41 36.5±2.12 - 9.5±0.71 

4 353 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - 9±0.00 - - 19±1.41 - - 

5 356 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 24±5.66 37.5±3.54 15.5±0.71 - 

6 357 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 26.5±2.12 29±1.41 11±1.41 - 

7 360 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 27±2.83 36.5±4.95 - - 

8 361 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 25±1.41 37±4.24 - - 

9 362 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 25.5±0.71 35±1.41 - - 

10 364 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 24.5±2.12 45±7.07 - - 
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ตารางที่ 4.12 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli จาก 3 การทดลองที่เหมือนกัน คาที่

แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) (ตอ) 

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 
11 366 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 28.5±0.71 51±1.41 16±1.41 - 

12 367 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 27±1.41 60.5±0.71 - - 

13 369 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - 28.5±2.12 70±0.00 - - 

14 378 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - 11±1.41 60±0.00 - - - 

15 385 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - 2.5±0.71 - 15.5±0.71 - - 

16 393 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - - 27.5±0.71 - - 

17 413 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - 6±1.41 - 25±0.00 - - 

18 420 gram negative bacilli Pseudomonas sp. - - - - - 32±1.41 - - 
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ตารางที่ 4.13 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของแบคทีเรียกลุม Gram variable bacilli จาก 3 การทดลองที่เหมือนกนั คาที่
แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 
 

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 

1 374 Gram variable Pimelobacter spp. - - 17±1.41 - 46±2.24 - - - 

2 379 gram variable Oerskovia spp. - - - 3±1.00 63±4.00 - - - 

3 387 gram variable Pimelobacter spp. - - 18±2.24 - 33±1.41 30±2.24 - - 

4 390 gram variable Cellulomonas spp. - - 19±2.24 11±2.24 37±1.41 37±1.41 - - 

5 391 Gram variable Pimelobacter spp. - - 11±2.24 13±3.16 28±2.24 32±2.24 - - 

6 392 Gram variable Pimelobacter spp. - - - - 27±3.16 36±2.24 - - 

7 399 Gram variable Cellulomonas spp. - - 24±2.24 11±2.24  - - - - 

8 400 Gram variable Oerskovia spp. - - 17±1.41 18±2.24 - - - - 

9 406 Gram variable Cellulomonas spp. - - 7±1.41 9±2.24 -  30±2.24 - - 

10 415 Gram variable Oerskovias spp. - - 19±2.24 16±2.24 25±2.24 45±1.41 - - 

11 416 Gram variable Cellulomonas spp. - - - - - 31±1.41 - - 
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ตารางที่ 4.14 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการสรางเอนไซมที่สําคัญๆ ของเชื้อราจาก 3 การทดลองที่เหมือนกนั คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ย ± คา
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 
 

ลําดับ 
ID 

Number 
  

Gram's stain 
  

Identification 
  

Clear Zone of Interested Biological Enzyme at 48 hr. (mm.) 

Chitin Chitosan Starch Cellulose Skim milk Gelatin Tween 20 Tween 80 

1 40 septate hyphae Penicillium sp. - 11±1.41 21.5±0.71 20±1.41 70±0.00 39±1.41 8±1.41 10.5±1.41 

2 43 septate hyphae Penicillium sp. - 12±1.00 9±1.41 7.5±0.71 78±1.41 34.5±2.12 13±0.00 12±1.00 
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 รูปภาพที่ 4.3 Clear zone from chitozan agar           รูปภาพที่ 4.4 Clear zone from starch agar 

        
        รูปภาพที ่4.5 Clear zone from cellulose agar        รูปภาพที่ 4.6 Clear zone from skim milk agar 

    
รูปภาพที่ 4.7 Clear zone from gelatin agar   ภาพที่ 4.8 Clear zone from tween 20 agar 

 
รูปภาพที่ 4.9 Clear zone from tween 80 agar 
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บทที่ 5 
วิจารณและสรุปผลการวิจัย 

 
ในปจจุบนังานดานความหลากหลายทางชีวภาพไดเขามามีบทบาทในการคนหาจลิุนทรีย 

ซ่ึงเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาํนวนมาก จุลินทรียไมไดอาศัยอยูแตในสิ่งแวดลอมตาม
ธรรมชาติเทานั้น มีจุลินทรียอีกจํานวนมากที่อาศัยหรือเจริญอยูกบัสิ่งมีชีวิตอื่น ทั้งภายในและ

ภายนอกเซลล ทั้งภายในและภายนอกรางกายของสิ่งมีชวีิต ไมวาจะเปนจุลินทรียดวยกันเอง เชน 
fungi, protists ชนิดตางๆ จุลินทรียในพืช มี endophytic bacteria, endophytic fungi จุลินทรียใน
แมลงมีเชื้อรา แบคทีเรีย และ protozoa, บนผิวหนังและในตลอดทางเดินอาหารของสัตวทุกชนดิ
รวมทั้งมนุษย ลวนมีจุลินทรยีเขาไปอาศัยรวมอยูดวย ในความสัมพันธรูปแบบตางๆ         (สุเทพ , 
2556) ทั้งนี้นักวิทยาศาสตรไดพยายามคนควา และทดลองเพื่อหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่จะ

นําไปประยุกตในดานตางๆ ไมวาจะเปนในดานอุตสาหกรรม เกษตรกรรม เภสัชกรรมและดาน

การแพทย โดยในปจจุบันมเีชื้อโรคตางๆ เกิดขึ้นมากมายซึ่งเกิดจากการปรับตัวจากเชือ้กอโรคเดิมที่
ไดเพิ่มความรุนแรงขึ้นรวมทั้งเชื้อชนิดใหม ดังนัน้จงึไดมีความพยายามที่จะหาสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพทีจ่ะสามารถยับยั้งเชือ้กอโรคเหลานี้  
ดินเปนอกีแหลงหนึ่งที่รวมจุลินทรียที่นาสนใจและเหมาะสําหรับการคนหาสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ และเอนไซมชนิดใหมที่มีคณุสมบัติจําเพาะตอการยอยสลายสารประกอบตางๆ ในดิน
หนึ่งกรัมอาจพบมีจุลินทรียชนิดตางๆ อยูหลายพันชนิด จากการศึกษาความหลากหลายของ

จุลินทรียในดนิ พบวามแีบคทีเรีย และ เชื้อราที่มีศักยภาพในการสรางผลิตภัณฑธรรมชาติ เชน 
เอนไซม สารตานจุลินทรีย วิตามิน เปนตน และสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดแก การ
สรางสารตานจุลินทรีย และการสรางเอนไซมชนิดตางๆ  เพื่อเปนขอมลูพื้นฐานสําหรับการศึกษาใน
เชิงลึกทั้งทางดานชีวภาพและเคมีซ่ึงจะเปนประโยชนตอการพัฒนาผลิตภัณฑในดานการแพทย 
อุตสาหกรรมและการเกษตรตอไป และยังไดทราบถึงความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียใน

ระบบนิเวศในดินแบบตางๆของประเทศไทยอีกดวย 
ปญหาเรื่องเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะจัดเปนปญหาเรงดวนที่สําคัญ ถึงขนาดที่ทางองคการอนามัย

โลกไดกําหนดเปนคําขวัญในวันสุขภาพโลก ประจําป 2554 วา“Antimicrobial Resistance: No 
Action Today, No CureTomorrow” เพื่อเปนการกระตุนเตือนใหนานาชาติหันมาใหความสนใจและ
มีมาตรการในการปองกันและควบคุมเชื้อดื้อยากอนที่สถานการณจะรุนแรงไปกวานี้ เพราะเชื้อดื้อ
ยาถือวาเปนโรคติดเชื้ออุบัติใหมที่มีอันตรายรุนแรง ถึงขั้นทําใหเสียชีวิต โดยทําใหเรายอนกลับไป
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เหมือนในอดีตในยุคกอนป 80 ที่ไมมียาปฏิชีวนะหรือยาที่มีประสิทธิภาพใดๆ ในการรักษาโรค ที่
สําคัญกวานั้น ยาที่จะนํามารักษาโรคที่เกิดจากเชื้อดื้อยาอาจมีราคาแพงมากขึ้น จากความปญหา
ดังกลาว ทําใหความตองการคนหาสารชีวภาพที่มีตอตานการเจริญของแบคทีเรียจากแหลงตางๆ ทั้ง
ในพืช สัตว และจุลินทรียมีมากขึ้น เพื่อใชทดแทนยาตัวเดิมที่จะเริ่มใชไมไดในอนาคต มีรายงานวา
จุลินทรียบางสายพันธุ เชน B. thuringiensis subsp. entomocidus, B. licheniformis และ B. cereus 
สามารถผลิตชีวสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย แกรมบวก เชน S. aureus, S. epidermidis, S. 
intermedius, Paenibacillus larvae, B. subtilis, B. cereus, C. botulinum, L. innocua, L. ivanovil, 
L.monocytogenes, Micrococcus luteus และ Leuconostoc mesenteroids แตไมสามารถยับยังการ
เจริญของเชื้อ E. coli, P. putida, S. enteritids, Bordetella bronchiseptica, Klebsiella pneumoniae 
และ S. Flexiner ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบได เนื่องจากแบคทีเรียแกรมลบมีสวนของผนังชั้นนอก
หอหุม (outer membrane) สวนของเปปติโดไกลแคนของผนังเซลลซ่ึงจะทําหนาที่ปองกันสารเคมี
หรือ เอนไซมภายนอกไมใหทําลายเซลล (Cherit et al., 2003; Cladera et al., 2004 and Oscariz et 
al., 1999)  แตซีวสารที่สรางจากแบคทีเรียแกรมบวกสามารถแทรกผานผนังเซลลของแบคทีเรีย แก
รมบวกไดงายกวาแกรมลบ จึงยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบ (Barefoot and 
Klaenhammer, 1983) จึงทําใหคณะผูวิจัยมีความสนใจที่จะคนหาจุลินทรียที่สรางสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพดังกลาวจากตัวอยางดินในแหลงตางๆ 

จากการทดลองนี้ไดทําการคัดแยกจุลินทรียจากตัวอยางดินทั้งสิ้น 100 ตัวอยาง ซ่ึงเก็บมา
จากแหลงตางๆ  ทั่วทุกภาคของประเทศไทย  ประกอบดวย  ตัวอยางดินจากภาคใต , ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ, ภาคกลาง, ภาคตะวันออก, ภาคเหนือ, และภาคตะวันตก เมื่อแบงดินตาม
แหลงที่มาพบวา เปนดินที่มาจากหลากหลายที่มา เชน จากทุงนา, ริมแมน้ําลําคลอง, ปาชายเลน, ไร 
สวน, ภูเขา-ถํ้า, และขางถังขยะ เปนตน เมื่อนํามาแยกชนิดของจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสมแกการเจริญเติบโต ไดแบคทีเรียจํานวนทั้งสิ้น 425 ไอโซเลท และเชื้อรา จํานวนทั้งสิ้น 52 
ไอโซเลท จากนั้นนําโคโลนีมายอมสีแกรม หรือสี lacctophenol cotton blue เพื่อทําการศึกษา
เบื้องตนในการแยกลักษณะรูปราง การจัดเรียงตัวของเซลลโดยอาศัยกลองจุลทรรศน จะสามารถจัด
จําแนกชนิดของจุลชีพออกเปนกลุมๆ ในการศึกษาครั้งนี้ คณะผูวิจัยตองการศึกษาจุลินทรีย 5 กลุม 
คือ Gram positive bacilli with spore forming, Gram positive coccobacilli,  Gram negative bacilli 
Gram variable และfungi เมื่อสามารถจัดกลุมจุลินทรียไดแลว จากนั้นทําการแยกเชื้อท้ังหมดใหเปน 
pure isolate colony บนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม เพื่อทําเปน master plate และใชในการศึกษาขั้น
ตอไป 
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การทดสอบเพื่อศึกษาความสามารถในการสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบกอโรคในครั้งนี้ใช

เชื้อทดสอบจํานวน 16 สายพันธุ โดยแบงเปน เปนแบคทีเรียที่กลุมดื้อยา ไดแก methicillin resistant 
staphylococcus aureaus (MRSA) 10 สายพันธุ, ESBL (Escherichia coli),  Salmonella 
Typhimurium, Klebsiella pneumonia, Methicillin sensitive staphylococcus aureaus (MSSA) สาย
พันธุ ATCC 25923  และเชื้อรา  2  สายพันธุ คือ Candida albicans และ Cryptococcus neoformans 
นํามาทดสอบรวมกับจลิุนทรียที่แยกได 477 ไอโซเลท เพื่อดูความสามารถในการยับยั้งเชื้อทดสอบ
กอโรคโดยใชเทคนิคตางๆทั้งสิ้น 3 เทคนิค คือ cross streak method, และ agar diffusion method
เพื่อคัดกรองฤทธิ์ในการสรางสารยับยั้งเชื้อกอโรคเบื้องตนของจุลินทรียที่แยกทั้งหมด และวิธี 
modified microdilution เพื่อหาปริมาณและรูปแบบในการตานเชื้อกอโรคของสารยับยั้งเชื้อกอโรค
ที่จุลินทรียดังกลาวสรางขึ้น  

ผลการทดสอบความสามารถของจุลินทรียที่แยกไดจากดินในการสรางสารยับยั้งเชื้อกอ

โรคดวยเทคนคิ cross streak method ดวยการสังเกตและวัดคา  inhibition zone ที่เกิดขึ้น และใช
หลักในการเลือกจุลินทรียทีม่ีฤทธิ์ที่นาสนใจ คือ ตองเปนไอโซเลทที่มีฤทธิ์เปน broad spectrum ตอ
เชื้อทดสอบ 7 สายพันธุขึ้นไป หรือเปนไอโซเลท ที่ใหผล Inhibition zone กวางที่สุดตอเชื้อทดสอบ 
พบวามีจุลินทรียที่มีฤทธิ์นาสนใจจํานวนทั้งสิ้น 30 ไอโซเลท คิดเปน 6.28% ไอโซเลตที่สามารถ
ยับยั้งเชื้อทดสอบไดมากที่สุดคือ ไอโซเลตที่ 39 และ 418 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบไดมากถึง 14 
สายพันธุ และรองลงมาคือ ไอโซเลตที่ 23 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบไดถึง 13 สายพันธุ  (ตารางที่ 
4.2 และ 4.5) เมื่อทําการศึกษาลักษณะรูปราง การจัดเรียงตัวของเซลล และการติดสแีกรม โดยอาศยั
กลองจุลทรรศน สามารถจําแนกชนิดของจลิุนทรยีออกไดเปนกลุม 4 กลุม คือ Gram positive bacilli 
with spore forming 12 ไอโซเลท, Gram positive coccobacilli 2 ไอโซเลท, Gram negative bacilli 
11 ไอโซเลท, และ Gram variable 5  ไอโซเลท ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนาคืองานวจิัย
ของภัทริดาและคณะ (2554) ที่ศึกษาประสทิธิภาพของการใชแบคทีเรีย Bacillus spp. 3 สายพันธุ ซ่ึง
ไดแก B. licheniformis, B. pumilus และ B. subtilis ตอการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรค Aeromonas 
hydrophila ABRCA1 และ Streptococcus agalactiae ABRCS1 ในปลานิล โดยวธีิ cross streak 
method พบวา B. licheniformis สามารถสรางสารยับยั้งการเจรญิเตบิโตของเชื้อ A. hydrophila 
ABRCA1 สวนเชื้อ B. licheniformis, B. pumilus และ B. subtilis สามารถเจริญครอบครองโคโลนี
ของเชื้อ S. agalactiae ABRCS1 ได (ภัทริดาและคณะ, 2554) 

ขอดีของเทคนิค cross streak method คือสามารถตรวจกรองหาแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ตาน

จุลินทรียตอเชือ้ทดสอบไดคร้ังละหลายเชือ้ อีกทั้งยงัทําใหทราบคณุสมบัติเบื้องตนของสารตาน
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จุลินทรียที่พบวาควรเปนสารที่ละลายน้ําได เพราะสารดังกลาว ตองสามารถละลายผานอาหารแข็ง
ที่มีน้ําเปนสวนประกอบหลักไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อทดสอบ 

เมื่อนําแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ที่นาสนใจจากการทดสอบ cross streak method ทั้ง 30 ไอโซเลท 
มาทําทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเพิ่มเติมดวยเทคนิค Agar diffusion method และทําการวัด 
inhibition zone ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง พบวาม ี  10 ไอโซเลท ที่ให inhibition zone ตอเชื้อจุลินทรีย
กอโรคชนิด resistant type ที่นํามาทดสอบทั้งสิ้น 15 สายพันธุ ขนาดของ inhibition zone ที่วัดไดอยู
ในชวง 6-21 mm ไอโซเลทที่ให Inhibition zone กวางที่สุดคือ ไอโซเลทที่ 23  ขนาดของ Inhibition 
zone เทากับ 20.6±0.72 (24 ช่ัวโมง) 21±3.16 mm (48 ชั่วโมง) ตอเชื้อทดสอบ Candida albicans  
แบคทีเรียที่เปน broad spectrum คือ ไอโซเลทที่ 39 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบไดถึง 4 สายพันธุ คอื 
MRSA28, MRSA29, MRSA31 และMRSA34  (ตารางที่ 4.6 และ 4.8) เทคนิคนี้เคยถูกนํามาใชใน
งานวิจยัของ สุรัตนา และคณะ จากการนาํเชื้อที่แยกไดจากดินมาทดสอบความสามารถในการสราง
สารปฏิชีวนะดวยวิธี agar disc diffusion พบวาเชื้อทั้ง 38 สายพันธุที่มีความสามารถในการยับยั้งเชือ้
แบคทีเรียแกรมบวก คือ S. aureus ATCC 25923 และ B. subtilis ATCC 6633 แตมีผลเพียงเล็กนอย
ในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ คือ E. coli ATCC 25922 (สุรัตนาและคณะ, 2543)  

ผลการทดลองขางตนยังสอดคลองกับงานวจิัยของนทแีละวิรัญชน (2553) ที่ไดทดลองคัด
แยกแบคทีเรียจากตัวอยางดนิจากกรุงเทพมหานคร พระนครศรีอยุธยา และปราจนีบุรี รวม 21 
ตัวอยาง มาคดัแยกแบคทีเรียโดยวิธี cross streak กับแบคทีเรียกอโรค 8 ชนิด ไดแก Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa เปนตน และพบวา มีแบคทีเรีย 5 สายพันธุ
ที่สรางสารตานเชื้อทดสอบไดอยางนอย 3 ชนิดจากแบคทีเรียที่แยกไดทั้งหมด 36 สายพันธุ เมื่อ
นํามาเพาะเลี้ยงในมีเดยีที่ตางกันภายใตสภาวะแวดลอมตางๆ และทําการสกัดสารใหเขมขนขึ้น เพือ่
ใชทดสอบฤทธิ์ดวยวิธี disc diffusion พบวามีเพยีง 1 สายพันธุ ที่ยบัยั้ง B.cereus, E.coli, S.typhi, 
S.sonnei และ S.aureus ไดผลดีจริง (นทีและวิรัญชน, 2553)  

Bacillus  บางสายพันธุ  เชน  B. laterosporus สามารถผลิตชีวสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อ
แบคทีเรีย ไดโดย  ชีวสารดังกลาวมีผลโดยตรงตอการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและ
จุลินทรียที่กอโรคทางเดินอาหาร S. aureus, L. monocytogenes, C. botulinum และ B. 
stearothermophilus  เปนตน (สุมณฑา, 2549) จากรายงานกอนหนานี้พบวาเชื้อ  B. laterosporus 
SA14 ที่แยกไดจากอากาศ สามารถผลิตชีวสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย S. aureus และ E. coli 
และพบวาเชื้อดังกลาวสามารถปลอย ชีวสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อทดสอบออกไปยังนํ้าเลี้ยงเชื้อไดตั้งแต
วันแรกของการบมเพาะเลี้ยงเชื้อโดยชีวสารดังกลาวมีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไดเปนอยาง

ดีโดยเฉพาะ S. aureus และ MRSA เมื่อทดสอบดวย agar well diffusion โดยฤทธิ์ดังกลาวมีความ
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ทนทานตอความเปนกรด-ดาง สารเคมี และชวงอุณหภูมิที่ใชในการทดสอบ กลาวคือ เปปไทด
ดังกลาวยังคงแสดงฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย S. aureus และ MRSA ไดเชนเดิมภายหลังจากนําไปผาน
ปจจัยทดสอบดังกลาวขางตน (จาตุรงค และ สุพรรนี, 2553) 

การใช agar diffusion method ในการทดสอบหาฤทธิ์ตานจุลินทรีย ทาํใหสามารถทราบถึง
คุณสมบัติเบื้องตนของสารตานจุลินทรียทีพ่บไดคราว ๆ วามีการสรางออกมาในปริมาณมากนัน้

เพียงใดในชวงเวลาที่กําหนดตามขนาดความกวางของ inhibition zone ที่เกิดขึ้น อีกทั้งยังเปน

เทคนิคที่ทํางายรวดเร็ว สามารถทดสอบสารตานจุลินทรียไดทีละหลายๆ ชนิด แตขอจํากัดคือ ไม
สามารถใชเทคนิคนี้กับสารตานจุลินทรียที่ไมแพรกระจาย หรือไมสามารถละลายในน้ําได และยัง
ไมสามารถบอกความเขมขนของสารตานจุลินทรียที่แนนอนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบได 

อยางไรก็ตาม การทดสอบฤทธิ์ในการตานจุลินทรียทั้ง cross streak method และ agar 
diffusion method เปนเพียงการทดสอบตรวจคัดกรอง (screening method) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึง
ไดนําแบคทีเรียมีฤทธิ์ที่นาสนใจทั้งสิ้น 10 ไอโซเลท จากการทดสอบ Agar diffusion method มา
ทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียเพิ่มเติมดวยเทคนิค modified microdilution พบวามีแบคทีเรียทั้งสิ้น 4 ไอ
โซเลท ที่ใหผล MIC ที่นาสนใจ ไอโซเลทที่ใหผล MIC ดีที่สุดคือไอโซเลทที่ 303 สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อ MRSA28 ที่ dilution เทากับ 1:512 และ ไอโซเลทที่ 39 สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ MRSA28 และ MRSA34 ที่ dilution เทากับ 1:32 และ 1:4 โดยมีฤทธ์ิ Anti-
microbial activity เปนแบบ Bacterioatasis (ตารางที่ 4.9)  เมื่อเทียบกับผลการทดสอบ Anti-
microbial activity  ของ Gentamicin  ที่ตองใชความเขมขนของยาในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ MRSA28 และ MRSA34 ถึง 62.50 μg/ml  (dilution เทากับ 1:32 เมื่อ Gentamicin มีความ
เขมขนเริ่มตนที่ 1,000  μg/ml) และ 1.95 μg/ml (dilution เทากับ 1:1,024 เมื่อ Gentamicin มีความ
เขมขนเริ่มตนที่ 1,000  μg/ml)จึงควรมีการนําไปศึกษา และพัฒนาเพื่อเปนประโยชนในดาน
การแพทยตอไป 

ผลที่ไดมีความสอดคลองกับงานวิจยัของอัครวิทย (2006) ที่ไดรายงานคุณสมบัติการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียโดยอาศัยวิธี Colorimetric microdilution broth assay จากตวัอยางในทะเล
ทางภาคใตของประเทศไทย พบวา 10 % ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแบคทีเรียในทะเลทั่วไปและ
แบคทีเรียกลุม gliding สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ใชทดสอบได ในขณะที่ 30% ของสาร
สกัดหยาบที่ไดจากแบคทีเรียแอคติโนมยัซิสสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในกลุมเดยีวกันนี้ 
(อัครวิทย, 2550) 

โดยสรุปจากผลการทดสอบทั้งหมด 3 เทคนิค จะพบวาดินเปนแหลงที่สามารถตรวจพบ
จุลินทรียชนิดตางๆ ที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบได สําหรับฤทธิ์ใน
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ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียของจีนัส Bacillus spp. อาจเกิดความสามารถในการเปนปฏิปกษกับ

แบคทีเรียและเชื้อรา กอโรคหลายชนิด วิธีในการควบคุมสิ่งมีชีวิตคูแขง (biocontrol) ของ Bacillus 
spp. จะประกอบไปดวยการตอตาน (antagonism) ,การแขงขัน (compitition), การปลอยโปรตีนที่มี
ฤทธิ์ไปตอตานหรือยับยั้งจลิุนทรีย (antimicrobial) เชน bacteriosin, chitinase, glucanase เปนตน มี
การสรางสารปฏิชีวนะ, สารที่ตอตานฟงไจ และสารระเหยจาก secondary metabolism pathway 
เปนตน 

ในปจจุบนัอุตสาหกรรมตาง ๆ นิยมใชจุลินทรียในกระบวนการผลิตกันอยางกวางขวางทั่ว
โลก เนือ่งจากจุลินทรยีสรางเอนไซมไดหลายชนดิที่สามารถนําไปใชประโยชนไดทั้งในดาน

อุตสาหกรรมอาหารและการเกษตร เชน amylase, protease, pectinase, lipase และ สารตานจุลินทรีย 
เปนตน แตสําหรับการวิจยัดานเอนไซมจากจุลินทรียในประเทศไทยเรา ความกาวหนาทางดานนี้ยงั
มีไมมากนกัและยังมีชองทางพัฒนาไดอีกมาก  

ดังนั้นในการศกึษาครั้งนี้ จึงไดนําดนิทั้งสิ้น 100 ตัวอยางขางตน มาการศึกษาฤทธิ์ทาง

ชีวภาพของจุลินทรียในการสรางเอนไซมที่สําคัญ ๆ ทั้งสิ้น 8 ชนิดคือ เอนไซมที่สามารถยอย Chitin, 

Chitosan, Starch, Cellulose, Skim milk, Gelatin, Tween 20, และTween 80 โดยวิธี direct spot agar 

พบวาจุลินทรยีดังกลาวมีฤทธิ์ที่นาสนใจในสวนของการทดสอบฤทธิ์การสรางเอนไซมที่สําคัญ ๆ 

ทั้งสิ้น 76 ไอโซเลท เมื่อทําการศึกษาลักษณะรูปราง การจัดเรียงตวัของเซลล และการติดสีแกรม 

โดยอาศัยกลองจุลทรรศน สามารถจําแนกชนิดของจุลชีพออกเปนกลุมได 5 กลุม คือ Gram positive 

bacilli with spore forming 35 ไอโซเลท, Gram positive coccobacilli 10 ไอโซเลท ,  Gram negative 

bacilli 18 ไอโซเลท, Gram variable 11 ไอโซเลท, และ fungi ในกลุม septate hyphae  2 ไอโซเลท 

โดยพบวามีการสรางเอนไซมยอย Starch (amylase), Cellulose (cellulase) Gelatin (gelatinase), และ 

skim milk (proteinase) มากที่สุด (ตารางที่ 4.10-4.14) 

ผลการทดสอบในครั้งนี้แตกตางกับผลงานวิจยัของจาตรุงค และ สุพรรนี (2553) ที่คัดแยก 

Bacillus spp. ไดจากตัวอยางดินและนํามาทําการทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม 

proteinase และ chitinese และพบวาแบคทีเรยีที่แยกไดมปีระสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม chitinese 

ไดนอยกวา proteinase (จาตรุงค และ สุพรรนี, 2553) 

ขณะที่ ผลการทดสอบคัดแยก alkalotolerant Bacillus spp. ที่ไดจากระบบบําบัดน้ําเสยีของ
โรงงานเยื่อกระดาษ พบวาแบคทีเรียสามารถเจริญและผลิต alkali proteinase ไดสูง เมื่อนําไป 
classified พบวาแบคทีเรีย 3 ชนิดคือ B. firmus (UB1) Bacillus sp. (UB2) และ B. pantothenticus 
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(UB3) จัดอยูในกลุมที่ผลิต alkali proteinase ไดดีที่สุด เหมาะทีจ่ะนําไปใชเปนแหลงผลิตเอนไซม
ตอไป (จาตุรงค และ สุพรรนี, 2553) 

เอนไซม gelatinase เปนเอนไซมที่สามารถไฮโดรไลซเจลลาติน ซ่ึงเปนโปรตีนจากเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันของสัตวได บทบาทและการนําเอนไซม gelatinase ไปใชประโยชนในงานเกษตรและ

อุสาหกรรมคือ นําไปใชในอุตสาหกรรมผลิตน้ําผลไมและอาหาร โดยใชเอนไซมมาชวยยอยทําให
น้ําผลไมใส เพิ่มปริมาณผลผลิตในน้ําผลไม หรือใชเอนไซมมาชวยยอยโปรตีนจากสัตวกอนใหเด็ก
เล็กรับประทาน  

เอนไซม cellulese เปนกลุมเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกริิยาการยอยสลายพันธะบีตา-1,4-
ไกลโคซิดิก หากการยอยสลายสมบูรณจะไดน้ําตาลกลูโคส พบวาเอนไซมนี้สรางไดโดยส่ิงมีชีวติ
ทั้งพชื สัตว และจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย และรา เปนตน บทบาทและการนําเอนไซม cellulese ไป
ใชประโยชนในงานเกษตรและอุตสาหกรรม คือ นําไปใชในอุสาหกรรมผลิตน้ําตาลจากเซลลูโลส 
(cellulosic sugar) ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพและเคมภีัณฑจากวัตถุดิบชีวภาพ ใชในการชวยเพิม่

ประสิทธิภาพในการหมกัน้ําตาลโดยไมตองใชเอนไซมปริมาณมาก ชวยลดตนทุนการผลิตดวย และ
ชวยเพิ่มประสทิธิภาพถึง 10-20%  นอกจากนี้การใชเอนไซม cellulase ในน้ํายาซักผาโดย  cellulase 
จะไปยอยเสนไยผาที่เปนขยุเล็กนอยตามเนือ้ผาที่ใชงานเปนเวลานาน แตไมยอยเสนไยหลักของผา  
ทําใหเนื้อผาดใูหมปราศจากขุยผาที่ทําใหผาดูหมองทําใหผาดูขาวสะอาดและใหมขึ้นได    

เอนไซม amylase เปนเอนไซมที่สามารถไฮโดรไลซพันธะในโมเลกุลของแปง (starch) ให
มีขนาดของโมเลกุลเล็กลง ทําใหไดเปนเดกซทริน (dextrin) และน้ําตาล (sugar) ไดแซ็กคาไรด การ
นําเอนไซม amylase มาใชในอุตสาหกรรมอาหารนั้นเริม่ตนในยุโรปและอเมริกาโดยเริ่มแรกไดนํา
เอนไซม amylase มาใชในการแปรรูปแปงโดยพบวาเอนไซมสามารถเปลี่ยนแปงไปเปน syrups ได
เหมือนกับการใชกรดและความรอน แตจะให yield มากกวาและยังสามารถชวยลด cost จากการใช
ความรอนเปนระยะเวลานานอีกดวย จึงเปนที่นิยมใชกันเรื่อยมาจนถึงปจจุบัน วัตถุประสงคในการ
นําเอนไซมมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร เนื่องจากสามารถเปลี่ยนวัตถุดิบใหกลายไปเปนผลิตภัณฑ
ที่ตองการไดบริสุทธิ์กวาการใชสารเคมีหรือกรด ผลิตภณัฑที่ไดมีคุณลักษณะคงที่ และที่สําคัญคือ 
ไมมีการปนเปอนสารกอมะเร็ง ( carcinogen ) ทีไดมาจากการใชสารเคมี อีกทั้งยังเรงการยอยแปง
และใชเรงการหมักใหเกดิไดสูงสุด และชวยปองกนัไมใหขนมปงแหงแข็ง นอกจากนั้นยังชวย

ปรับปรุงดานความยืดหยุนในอุตสาหกรรมอาหารไดดวย  
 เอนไซม Protease เปนกลุมเอนไซมที่ใชในการยอยโปรตีนใหเปนอะมิโนแอซดิ ใน

อุตสาหกรรมนมและผลิตภณัฑนม นิยมใชเอนไซม Proteaseในการตกตะกอนโปรตีนและชวยเพิ่ม
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รสชาติและสัมผัสใหดีขึ้น นอกจากนี้ยงัสามารถใชในการผลิตอาหารสัตว เพื่อชวยเพิ่มคุณคาแก

อาหารสัตวอีกดวย 
 จากผลการทดสอบทั้งหมดสรุปไดวา จากตัวอยางดินในแหลงตางๆ จํานวนทั้งสิ้น 100 
ตัวอยาง สามารถแยกจุลินทรียที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบซึ่งสวนใหญเปน

แบคทีเรียที่อยูในกลุมดื้อยาและเชื้อรากอโรคไดทั้งสิ้น 4 ไอโซเลท จําแนกชนิดไดเปน Bacillus spp.  
2 ไอโซเลท Pseudomonas spp. 1 ไอโซเลท และ Burkholderia spp. 1 ไอโซเลท  และแยก      
จุลินทรียที่มีความสามารถในการสรางเอ็นไซมที่สําคัญๆ ทั้งสิ้น 76 ไอโซเลท 

จะเห็นไดวาจุลินทรียที่คัดแยกไดมีประโยชนและการนําไปใชงานหลายดาน ซ่ึงงานวิจัยนี้
ไดศึกษาเพียงคุณสมบัติเบื้องตนของการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบและความสามารถใน

การสรางเอนไซมที่สําคัญๆในระดับหองปฏิบัติการเทานั้น ดังนั้น หากตองการพัฒนานําไปสูการ
ใชไดจริงจําเปนตองทําการศึกษาคุณสมบัติอ่ืนๆ ของจุลินทรีย เชน ความสามารถในการผลิตสาร
ตาน     จุลินทรียเมื่ออยูในสิ่งแวดลอมแบบตางๆ คุณสมบัติทางชีวเคมีและองคประกอบทางเคมี
ของสารสารตานจุลินทรียที่สรางขึ้น รวมทั้งความคงทนตอการแปรรูปและเก็บรักษา  

ในสวนความสามารถในการสรางเอ็นไซมที่สําคัญๆในระดับหองปฏิบัติการ หากตองการ
พัฒนานําไปสูการใชไดจริง จําเปนตองพัฒนาการใชเอนไซมในอุตสาหกรรมตางๆ โดยอาศัยขอดี
หลายๆ อยางของเอ็นไซม เชน chiral specificity, การเกิดปฏิกิริยาในอุณหภูมิปกติ, ลดการใช
สารเคมีที่เปนอันตรายหรือเปนพิษ เปนตน การวิจัยดานเอ็นไซมนี้ควรใหความสําคัญกับการคนหา
และพัฒนาเอ็นไซมตัวใหมๆ ที่มีคุณลักษณะที่ดีกวาตัวที่มีอยูเดิม เชน ความทนทานตออุณหภูมิสูง, 
ทนตอสภาวะ กรด-ดาง, ทนตอโลหะหนัก หรือตัวทําละลายอินทรีย, ทํางานไดที่อุณหภูมิต่ํามากๆ 
หรือ ในสารละลายที่มีเกลือมาก, หรือเอ็นไซมที่มี kinetic properties ที่ดีกวาเดิม เปนตน ทั้งนี้ขึ้นกับ
ลักษณะการใชงานในแตละกรณี  

นอกจากนี้งานวิจัยที่ควรใหความสนใจอีกอยางหนึ่งคือ การใชประโยชนของเอ็นไซมจาก           
จุลินทรียในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวเนื่องจากการเกษตร เชน เอ็นไซมสําหรับใชผสมในอาหารสัตว, 
อุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรม textile, อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ มากไปกวานั้นจุลินทรียยังมี
บทบาทในการจัดการสิ่งแวดลอม โดยนํามาใชในการบําบัดน้ําเสียและขยะในแหลงชุมชน เชน ใช
ในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมหรือจากฟารมปศุสัตวปรับปรุงคุณภาพดินใหใชใน

การเพาะปลูก เปนตน เพื่อสามารถนําไปสูการใชงานไดจริงในอนาคต 
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การเตรียมอาหาร 

Nutrient agar (NA)  

 Beef extract 3   กรัม                    

 Peptone              5   กรัม                   

   Agar                  15  กรัม                   

  ละลายน้ํากลั่น  500 มล.  ปรับ pH 6.8-7.2  แลวเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1000   มิลลิลิตร นําไปเขา

เครื่อง autoclave ฆาเชื้อที่  121 องศาเซลเซียส  15-20  นาที 

Nutrient Broth (NB)  

Beef extract  3.0 กรัม 

Peptone  5.0  กรัม 

น้ํากลั่น   1000  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน และปรับ pH ใหเทากับ 7.2-7.6 นําไปเขาเครื่อง autoclave ฆาเชื้อ

ที่ความอัดไอที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วอุณหภูมิ121˚C เปนเวลา 15 นาที 

Potato Dextrose Agar (PDA)  

Potato Dextrose  Agar  39.0  กรัม 

Agar                  5.0  กรัม  

น้ํากลั่น                 1000  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน นําไปเขาเครื่อง autoclave ฆาเชื้ออุณหภูมิ 121˚C เปนเวลา 15 

นาที 

 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 
 

 

99

Luria  Bertani  (LB) broth 

Yeast  extract   10   กรัม 

Tryptone  10   กรัม 

Sodium  chloride 5   กรัม 

Distilled  water          1,000  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันนําไปเขาเครื่อง autoclave ฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ 121˚C เปนเวลา 15-

20 นาที 

Basal mineral salts medium+ 1% glucose 

(NH4)2SO4           2.64 กรัม 

KH2PO4      2.38 กรัม 

K2HPO4.3H2O         5.65 กรัม 

MgHO4.7H2O                1 กรัม 

Trace  salts  solution      1 มิลลิลิตร 

Bacto  agar                15 กรัม 

Glucose                         10 กรัม 

        ละลายสวนประกอบทัง้หมดในน้ํากลั่นปรับปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  นําไปเขาเครื่อง autoclave ฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาที 

Trace  salts  solution   

CuSO4.5H2O          0.64  กรัม 

FeSO4.7H2O       0.11  กรัม 
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MgC12.4H2O         0.79  กรัม 

ZnSO4.7H2O          0.15  กรัม 

Distilled  water         100  มิลลิลิตร 

Yeast extract-malt extract agar 

Bacto  yeast  extract   4.0  กรัม 

Bacto  malt  extract   5.0  กรัม 

Glucose                            4.0  กรัม 

Agar                                 20  กรัม 

Distilled  water                1,000  มิลลิลิตร 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่น 500 ml แลวเตมิน้ํากลั่นจนครบ 1,000 ml นําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาที 

Starch agar 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  Soluble starch 10 g 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมด แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาท ี
  
 Gelatin agar 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  Bacto gelatin 4 g 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมด แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121°C, 15-20 นาท ี
 
 Skim milk agar 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  นมผง 50 g 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมด แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาท ี
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 Chitin selective media 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  Collodidal Chitin 10 g (dry weight) 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมด แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาท ี
  การเตรียม Collodidal Chitin 
  - Chitin 10 g ผสมกับ acetone 20 ml และ conc. HCl ปริมาตร 200 ml คนใหเขากันโดยใช 
magnetic bar กวนตลอดเวลาในอางน้ําแขง็ ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
  - นําไปกรองผานผาขาวบาง 2-3 ชั้น แลวนําไปใสใน 50% ethanol ปริมาตร 600 ml ผสมให
เขากันโดยใช magnetic bar กวนตลอดเวลา เพื่อตกตะกอนไคติน 
  - ลางตะกอนที่ไดดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง แลวปรับ pH ใหเทากับ 7.0 ดวย 1N NaOH จากนั้น
เก็บ Collodidal Chitin ไวที่ 4°C 
 
 
 Chitosan selective media 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  Collodidal Chitosan 10 g (dry weight) 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมด แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาท ี
  การเตรียม Collodidal Chitosan 
  - Chitosan 10 g ละลายใน 1% CH3COOH ปริมาตร 300 ml คนใหเขากันโดยใช magnetic 
bar กวนตลอดเวลา ที่อุณหภมูิ 4°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
  - ปรับ pH ใหเทากับ 6.0 ดวย 1N NaOH จากนั้นเก็บ Collodidal Chitosan ไวที่ 4°C 
 
 Cellulose selective media 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  Cellulose 10 g  
 ละลายสวนประกอบทั้งหมด แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาท ี
 หมายเหตุ Cellulose ตองละลายดวยน้ํารอนกอนนํามาละลายใน Basal mineral salts medium  
 
 Tween 80 agar 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  Tween 80 10 ml 
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  CaCl2 0.1 g 
  Phenol red 0.1 g 
 ละลายสวนประกอบ แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121°C, 15-20 นาที 
 หมายเหตุ Tween 80 แยกนึ่งฆาเชื้อ 
 
 Tween 20 agar 
  Basal mineral salts medium 1,000 ml 
  Tween 20 10 ml 
  CaCl2 0.1 g 
  Phenol red 0.1 g 
 
 ละลายสวนประกอบ แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121°C, 15-20 นาที 
 หมายเหตุ Tween 20 แยกนึ่งฆาเชื้อ 
 
 Tryptic soy broth 
  TSB 3 g 
  Glycerol 15 ml 
  น้ํากลั่น 85 ml 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมด ดูดใส Vial tube หลอดละ 1.5 ml แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C, 
15-20 นาท ี
   
Blood agar  
  Beef heart infusion  500 g 
   Tryptose  10 g 
   NaCl  5 g 
  Agar  2 g 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่น 500 ml แลวเตมิน้ํากลั่นจนครบ 1,000 ml นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่
อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาที จากนั้นนําออกมาตั้งไวขางนอกใหพออุน กระทั่งอุณหภมูิลดลงประมาณ 50°C 
เติมเลือด 5% (v/v) ลงใน warm sterilized blood agar เขยาใหเขากัน 
 
 MacConkey agar 
  Peptone 17 g 
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  Proteose 3 g 
  Lactose 10 g 
  Bile salt NO.3 1.5 g 
  Neutral red 0.03 g 
  Crystal violet 0.001 g 
  Agar 13.5 g 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่น 500 ml แลวเตมิน้ํากลั่นจนครบ 1,000 ml นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่
อุณหภูมิ 121°C, 15-20 นาที 
 
สูตรการเตรียมสารเคมี 
 0.2 aqueous Congo red 
  Congo red 2 g 
  น้ํากลั่น 1,000 ml 
 
 1M NaCl 
  NaCl 58.5 g 
  น้ํากลั่น 1,000 ml 
  
 Iodine solution 
  Iodine 1 g 
  KI 2 g 
  น้ํากลั่น 300 ml 
 
 MgCl2 solutoin 
  MgCl2 150 g 
  Conc. HCl 200 ml 
  น้ํากลั่น 800 ml 
 
 1N NaOH 
  NaOH 40 g 
  น้ํากลั่น 1,000 ml 
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 50% Ethanol 
  95% Ethanol 526 ml 
  น้ํากลั่น 474 ml 
 

Idole/TSB/broth = Triptic soy Broth (T7) 
คํานวณชัง่ตามอัตราสวนขางกระปอง 30 g/1L 

 T7 3 กรัม 

 DW 100 มิลลิลิตร 

 ชั่งตามอัตราสวนขางกระปอง ผสมกับ DW คนใหเขากันดี และไมตองปรับ pH ( 7.3±0.2 )แบงใส 

Tube 13x100 mm. screow cab ปดฝา นําไป Autoclave 121°C นาน 15 นาที 

MR-VP Broth (M7) 

 0.5 mL Tube 13x100 mm. ฝาสีเหลือง pH 6.9±0.2 

 MR VP(M7) 1.7 กรัม 

 DW 100 มิลลิลิตร 

 คนใหเขากันดีไมตองตม และไมตองปรับ pH ( 7.3±0.2 ) แบงใส Tube 13x100 mm. screow cab 

ปดฝาคลุมดวยกระดาษรัดยางนําไป Autoclave 121°C นาน 15 นาที 

OD = Decarboxylase medium base + L-Ornithine 

 2 ml. ฝาสีชมพู pH 6.8 

 Decarboxylase medium base (D2) ในตูเยน็ 

 DW 

 L-Ornithine (O1) 

 วิธีทํา ผสม Decarboxylose base และ DW คนใหเขากันดีตมพอเดือด ใสน้ําตาล L-Ornithine ละลาย

ใหหมด แบงใส Tube Autoclave 121°C นาน 10 นาที 
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Glucose OF (P14) 

 10 g/L 

 น้ําตาล Glucose 1% ตม นาน 10 นาท ี

 ตม P14 กับน้ํากลั่น จนเดือด ใสน้ําตาล 1% คนใหละลาย แบง 2 ml/tube 

TSI = Typtic Soy Iron Agar (T9) 

 ใส 4 cc. tube scraw cab 13x100 mm. Slant pH 7.4±0.2 

1. ชั่งใน Beaker  

2. ตมใน Micro wave จนเดือดและ agar ละลาย 

3. ปรับ pH7.4 แบงใส tube 4 cc. และปดฝา 

4. นําไป Autoclave 121°C นาน 15 นาท ี

5. จากนั้นนํามาวางเอียงโดยใช Pipete 5,10 ml. รองที่คอ tube 

6. รอจนกวา media แข็งตัวหรือเย็นลง แลวจงึเก็บในตูเยน็หรือนําไปใช 

Motile = Motilelity Test Medium (M6) 

 ใส 2 ml. tube 13x100 mm. ฝามวง pH 7.3±0.2 

1. ชั่งใน Beaker  

2. ตมใน Microwave จนเดือดและ agar ละลาย 

3. แบงใส tube 2 cc. และปดฝาสีมวง 

4. คลุมดวยกระดาษรัดหนังยาง 

5. นําไป Auto clave 121°C นาน 15 นาท ี

LIA = Lysine Iron Agar (L6) 
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 ใส 4 cc. tube scraw cab 13x100 mm. Slant pH 6.7±0.2 

1. ชั่งใน Beaker  

2. ตมใน Micro wave จนเดือดและ agar ละลาย 

3. ปรับ pH7.4 แบงใส tube 4 cc. และปดฝา 

4. นําไป Autoclave 121°C นาน 15 นาท ี

5. จากนั้นนํามาวางเอียงโดยใช Pipete 5,10 ml. รองที่คอ tube 

6. รอจนกวา media แข็งตัวหรือเย็นลง แลวจงึเก็บในตูเยน็หรือนําไปใช 

Urease = Urea Ager base (U1) 

 2-3 ml. Tube sterile 13x100 scow cab 

 ***กอนทําให sterile DW. Flask 125 ml. และ ชอนตักสาร*** 

สวนที่ 1 Urease arag base (ตูเย็น)  29 กรัม 

 DW sterile  100 มิลลิลิตร เก็บใน Flask sterile 125 ml. 

 **ไมตองตมคนใหละลายแลวกรองผาน Millipore filter เก็บใน Flash sterile 

สวนที่ 2 Bacto agar (agar powder) 3 กรัม 

 DW  180 มิลลิลิตร  **ใสใน Flask ขนาด 250 ml. 

 คลุมดวยกระดาษ รัดหนังยาง นําไป Autoclave 121°C นาน 15 นาที ทิ้งใหเย็น 40 -50 C 

 วิธีทํา ดูดสวนที่ 1ดวย Syringe 20 ml. มา 20 ml. ผสมในสวนที่ 2 ที่ทิ้งใหเย็น40-50 C จากนั้นใช 

Syringe 20 ml. ดูดจากสวนที่ผสมแลว มาแบงใส Tube sterile 13x100 screow cab ประมาณ 2-3 ml. ดวย

วิธีการทํา Aseptic technique ปดฝาแลวเอียง Tube ทันที รอใหเย็น เก็บในตูเย็น 
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ภาคผนวกที่ 1 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram positive bacilli with spore forming ที่มีฤทธิ์ในการเชื้อทดสอบ และมีความสามารถในการสราง

เอ็นไซม  

ลําดับ
ที่ 

Isolate 
 

Gram’s stain 
 Hemolysis zone บน 

Blood Agar 

 Biochemical 
Identifation 

Catalase Motile 
Glucose 

OF 
Manitol Indole Citrate VP NO3 

1 18 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
2 23 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
3 24 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
4 39 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
5 75 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
6 196 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
7 290 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
8 294 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
9 299 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
10 303 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
11 309 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
12 315 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
13 318 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
14 325 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
15 326 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
16 329 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 

+ คือ Positive, - คือ Negative, V คือ Variable
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ลําดับ
ที่ 

 
Isolate 

 
Gram’s stain 

 
Hemolysis zone บน 

Blood Agar 

 
Biochemical  

Identifation 
Catalase Motile 

Glucose 
OF 

Manitol Indole Citrate VP NO3 

17 336 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
18 337 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
19 340 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
20 341 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
21 346 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
22 354 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
23 368 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
24 372 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
25 373 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
26 376 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
27 383 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
28 384 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
29 386 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
30 388 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
31 394 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
32 395 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
33 401 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 

+ คือ Positive, - คือ Negative, V คือ Variable
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ลําดับ
ที่ 

Isolate Isolate 
 Hemolysis zone บน 

Blood Agar 

Biochemical 
Motile 

Catalase Motile 
Glucose 

OF 
Manitol Indole Citrate VP NO3 

34 404 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
35 405 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
36 410 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
37 411 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
38 412 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
39 418 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
40 421 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile -/- V V V V V Bacillus spp. 
41 423 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/+ V V V V V Bacillus spp. 
42 424 Gram positive bacilli with spore forming β – Hemolysis + Motile +/+ V V V V V Bacillus spp. 
43 428 Gram positive bacilli with spore forming β - Hemolysis + Motile +/- V V V V V Bacillus spp. 
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ภาคผนวกที่ 2 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram positive coccobacilli ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอ็นไซม  

ลําดับที่ Isolate Gram’s stain 
Colony ให pigment สีสมแดง

คลายหยดน้ํา 

ยอมติดสี Partial Acid fast 

bacilli 
Oxidase Identifation 

1 162 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

2 295 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

3 297 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

4 304 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

5 306 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

6 307 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

7 319 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

8 323 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

9 331 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

10 333 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 

11 401 Gram positive coccobacilli √ √ + Rhodococcus sp. 
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ภาคผนวกที่ 3 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอ็นไซม  

 

ลําดับ
ที่ 

Isolate Gram’s stain 

Biochemical 

Catalase Oxidase Motile  
Glucose 

OF  

Fluorescent 
Pigment 

48 h 
โคโลนี 
จีบยน 

Manitol  TSI 
AD , 
LD,  
NO3 

Gel 

Gl
uc

os
e 

fer
me

nt
er

 

Identifation 

1 10 Gram negative bacilli + + Motile +/- _ + + K/N + , + , + + GNF Burkholderia spp. 

2 17 Gram negative bacilli + + Motile +/- _ + + K/N + , + , + + GNF Burkholderia spp. 

3 38 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

4 69 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

5 70 Gram negative bacilli + + Motile +/- _ + + K/N + , + , + + GNF Burkholderia spp. 

6 191 Gram negative bacilli + + Motile +/- _ + + K/N + , + , + + GNF Burkholderia spp. 

7 225 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

8 226 Gram negative bacilli + + Motile +/- _ + + K/N + , + , + + GNF Burkholderia spp. 

9 277 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 
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ภาคผนวกที่ 3 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอ็นไซม (ตอ) 

 

ลําดับที่ Isolate Gram’s stain 

Biochemical 

Catalase Oxidase Motile  
Glucose 

OF  

Fluorescent 
Pigment 

48 h 
โคโลนี 
จีบยน 

Manitol  TSI 
AD , 
LD,  
NO3 

Gel 

Gl
uc

os
e 

fer
me

nt
er

 

Identifation 

10 278 Gram negative bacilli + + Motile +/- _ + + K/N + , + , + + GNF Burkholderia spp. 

11 293 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

12 303 Gram negative bacilli + + Motile +/- _ + + K/N + , + , + + GNF Burkholderia spp. 

13 310 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

14 353 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

15 357 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

16 360 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

17 361 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

18 362 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 
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ภาคผนวกที่ 3 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram negative bacilli ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอ็นไซม (ตอ) 

 

ลําดับที่ Isolate Gram’s stain 

Biochemical 

Catalase Oxidase Motile 
Glucose 

OF 

Fluorescent 
Pigment 

48 h 
โคโลนี 
จีบยน 

Manitol TSI 
AD , 
LD,  
NO3 

Gel 

Gl
uc

os
e 
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me

nt
er

 

Identifation 

19 364 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

20 366 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

21 367 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

22 369 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

23 378 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

24 385 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

25 393 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

26 413 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 

27 420 Gram negative bacilli + + Motile +/- + _ + K/N + , + , + + GNF Pseudomonas spp. 
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ภาคผนวกที่ 4 ผลการทํา Identification ของแบคทีเรียกลุม Gram variable ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอ็นไซม  

ลําดับที่ Isolate ลักษณะ colony Gram’s stain Hemolysis zone บน Blood Agar 
Biochemical 

Identifation 
Catalase Motile Glucose OF 

1 374 BA: colony สีขาว-เหลือง  Gram variable β - Hemolysis + Motile -/- Pimelobacter spp. 

2 379 BA colony สีเหลือง Gram variable β - Hemolysis + Motile +/+ Oerskovia spp. 

3 387 BA: colony สีขาว-เหลือง Gram variable β – Hemolysis + Motile -/- Pimelobacter spp. 

4 390 BA: colony สีเหลือง-สม Gram variable β – Hemolysis + Motile +/+ Cellulomonas spp. 

5 391 BA: colony สีขาว-เหลือง Gram variable β – Hemolysis + Motile -/- Pimelobacter spp. 

6 392 BA: colony สีขาว-เหลือง Gram variable β – Hemolysis + Motile -/- Pimelobacter spp. 

7 399 BA: colony สีเหลือง-สม Gram variable β – Hemolysis + Motile +/+ Cellulomonas spp. 

8 400 BA: colony สีเหลือง Gram variable β – Hemolysis + Motile +/+ Oerskovia spp. 

9 406 BA: colony สีเหลือง-สม Gram variable β - Hemolysis + Motile +/+ Cellulomonas spp. 

10 415 BA: colony สีเหลือง Gram variable β - Hemolysis + Motile +/+ Oerskovias spp. 

11 416 BA colony สีเหลือง-สม Gram variable β - Hemolysis + Motile +/+ Cellulomonas spp. 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

115 

ภาคผนวกที่ 5 ผลการทํา Identification ของเชื้อรา ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบและมีความสามารถในการสรางเอ็นไซม  

ลําดับที่ Isolate ลักษณะ colony Lactophenol cotton blue stain ลักษณะกานช ู Identifation 

1 40 YM : colony สีเขียว-เทา เปนกํามะหยี ่ Septate hyphae 
คลายนิ้วมือ Penillium spp. 

2 43 YM : colony สีเขียว-เทา เปนกํามะหยี ่ Septate hyphae 
คลายนิ้วมือ Penillium spp. 

 

 

 
มหาว

ิทยา
ลัยร

ังส
ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

116

ประวัติผูวิจัย 

 

คํานําหนา   นาย     นาง     นางสาว 

ตําแหนงทางวชิาการ  ศ.     รศ.     ผศ.     อ่ืนๆ _________ดร._______ 

ชื่อผูวิจัย  พรรณนภา  

นามสกุลผูวิจัย  เภาทอง 

ชื่อภาษาอังกฤษ  Pannapa 

นามสกุลภาษาอังกฤษ Powthong 

ท่ีอยู(บาน)  84/27 หมู 5 ตาํบล บางพูน อําเภอ เมือง จังหวัด ปทุมธาน ี

รหัสไปรษณีย(บาน) 12000 

โทรศัพท(บาน)  037-314527 

แฟกซ (บาน)  - 

ท่ีอยู (ท่ีทํางาน) 52/347 คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยรังสิต หมูบานเมืองเอก   ถนน

พหลโยธิน ต. หลักหก อ. เมอืง จ. ปทุมธานี   

จังหวัด(ท่ีทํางาน) ปทุมธานี 

รหัสไปรษณีย(ท่ีทํางาน) 12000 

โทรศัพท(ท่ีทํางาน)  0-2997-2222 ตอ 1434 

แฟกซ(ท่ีทํางาน)   0-2997-2200 ตอ 5577 

E-Mail Address :  pannapa_pt@yahoo.com 

 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

117

 

ปริญญาตร ี

สาขา  คณะเทคนิคการแพทย   

ปที่จบ  2544 

สถาบัน  มหาวิทยาลัยมหิดล 

ประเทศ  ไทย 

ปริญญาเอก 

สาขา  เวชศาสตรเขตรอน 

ปที่จบ  2549 

สถาบัน  มหาวิทยาลัยมหิดล 

ประเทศ  ไทย 

Post Doctoral fellowship under the Tokyo Biochemical Research Foundation (TBRF) at Department of 

Appropriate Technology Development and Transfer, Research Institute, International Medical Center of 

Japan Ministry of Health Labour and Welfare of Japan.  

ผลงานวิจัยท่ีตีพิมพในวารสารภายในประเทศ(โปรดระบุวารสารที่ตพีิมพดวย) 

_______-_____________________________________________________ 

ผลงานวิจัยท่ีตีพิมพในวารสารตางประเทศ(โปรดระบวุารสารที่ตีพมิพดวย) 

1. Down-regulation of tight junction mRNAs in human endothelial cells co-cultured with Plasmodium 

falciparum-infected erythrocytes, Parasitology International, Vol. 55 , 107-112, 2006. 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

118

2. Population genetic structure of Plasmodium falciparum in the Thai-Myanmar border region - 

microsatellite DNA analysis, Malar J. 2008 Oct 21; 7:212. 

3. Evaluation of endophytic fungi extract for their antimicrobial activity from Sesbania grandiflora (L.) 

Pers. Int J Pharm Biomed Res 2012, 3(2), 132-136. 

4. Early adhesion molecule induction by cytoadherence of malaria-infected red blood cells and 

comodulation of immune cells: the roles of parasite adhesion and time course, preparing for submit. 

5. Evaluation of of the Endophytic Fungi Extract for their Antimicrobial activity from Sesbania  

grandiflora (L.) Pers. International Journal on Pharmaceutical and Biomedical Research (IJPBR). 2012, 3(2), 132-

136. 

6. Screening of Antimicromicrobial Activities of the Endophytic Fungi from Sesbania grandiflora (L.) 

Pers.,  J Agri Sci Tech. Vol. 15, Supplementary issue, December 2013. 

7. Antioxidant and Antimicrobial Activities of Endophytic Fungi Isolated from Sesbania grandiflora (L.) 

Pers. International Journal of Phytomedicine (IJPM). 2013,Vol. 5.102-7. 

8. Antibacterial and Probiotic Properties of lactic acid bacteria isolated from chicken intestine, entrails of 

swine, and soil against gastrointestinal and urogenital pathogenic bacteria, World Journal of Pharmacy and 

Pharmaceutical Sciences (WJPPS). 2014, Vol. 3. 

9. Antibacterial activity of Probiotic bacteria isolated from Thai treditional fermented food on 

gastrointestinal and urogenital pathogenic bacteria, preparing for submit. 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

119

ผลงานวิจัยท่ีไดนําเสนอในการประชุมทางวิชาการภายในประเทศ(โปรดระบุหัวขอประชุม/สัมมนาและสถานที่ดวย)    

 1. Oral Presentation on “Early induction of adhesion molecule in endothelial cells by P. falciparum 

-infected red blood cells (PRBC) with the co-stimulation of immunocompetent cells” Joint International 

Tropical Medicine Meeting 2005, Bangkok, 30 November – 2 December 2005. 

2. Oral Presentation on “Down-regulation of tight junction mRNAs in human endothelial cells co-

cultured with Plasmodium falciparum-infected erythrocytes”  RGJ Seminar Series XLI , Trends and 

research in Parasitology, Bangkok, 2 Feb 2006. 

3. Oral Presentation on “Population genetic structure of Plasmodium falciparum in the Thai-

Myanmar border region - microsatellite DNA analysis” Joint International Tropical Medicine Meeting 

2007, Bangkok, 29-30 November 2007. 

4. Poster Presentation on “การตรวจกรองฤทธิ์ในการยับยั้งจุลชีพของราเอนโดไฟตที่แยกจากตนแค

บาน” (Screening of Antimicromicrobial Activities of the Endophytic Fungi from Sesbania grandiflora 

(L.) Pers.)  RSU conference 2010 

ผลงานวิจัยท่ีไดนําเสนอในการประชุมทางวิชาการในตางประเทศ(โปรดระบุหัวขอประชุม/สัมมนา

และสถานที่ดวย)    

1. Poster Presentation on “Down-regulation of tight junction mRNAs in human endothelial cells co-

cultured with Plasmodium falciparum-infected erythrocytes”  Molecular Parasitology Meeting 2006, 

Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Massachusetts, USA  , 10-14 September 2006. 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity



 

 

120

2. Oral Presentation on “Microsatellite DNA polymorphisms flanking pfcrt of Plasmodium 

falciparum suggested different modes of evolution of chloroquine resistance in Thailand and Vietnam” 48 

th Annual meeting of Japanese society of tropical medicine, Oeta prefecture, Japan, 12-13 October 2007. 

3. Oral Presentation on “Microsatellite DNA analyses revealed different genetic population 

structures of Plasmodium falciparum isolates from patients with different clinical outcomes – A study in 

the Thai-Myanmar border region” 77th Annual Meeting of Japanese Society of Parasitologists (JSP) 2008, 

Nagasaki prefecture, 2-4 April 2008. 

ผลงานวิจัยท่ีไดรับรางวัล(โปรดระบุรางวัลท่ีไดรับดวย) 

1.การตรวจกรองฤทธิ์ในการยับยั้งจุลชีพของราเอนโดไฟตที่แยกจากตนแคบาน (Screening of 

Antimicromicrobial Activities of the Endophytic Fungi from Sesbania grandiflora (L.) Pers.   

ไดรับรางวัลการเสนอผลงานวิจยั ประเภทโปสเตอรดีเดน ประจําป 2553 ที่ RSU conference 2010 

บทความทางวชิาการที่ตีพิมพในวารสาร(โปรดระบุวารสารที่ตีพิมพดวย) 

_______________________-_______________________________________ 

สาขาวิชาท่ีนักวิจัยเชี่ยวชาญ 

จุลชีววิทยา, จุลทรรศนศาสตรคลินิก, โลหิตวทิยา, ปรสิตวิทยา, และอณูชีววิทยา 

 

 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Ran
gs

it U
niv

ers
ity


	01-Title
	02-Acknowledge
	03-Abstract
	04-Content
	05-Chapter 1
	06-Chapter 2
	07-Chapter 3
	08-Chapter 4
	09-Chapter 5
	10-Bibliography
	11-Appendix
	12-Profile



