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แอคตโินมยัสทีเป็นกลุ่มของแบคทเีรยีแกรมบวกที่มปีรมิาณเบสกวันีนและไซโตซนีใน
สารพนัธุกรรมสงู มคีวามสามารถในการผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพหลายชนิดไดด้ ีโดยเฉพาะ
สารปฏชิวีนะ ซึง่เชือ้แอคตโินมยัสทีเป็นแหล่งส าคญัในการผลติยาปฏชิวีนะทีม่ใีชใ้นปจัจุบนั อกี
ทัง้ยงัเป็นแหล่งในการค้นหาสารปฏชิวีนะตวัใหม่ๆ แต่ผลการศึกษานิเวศวทิยาจุลนิทรยี์ทาง
ชวีวทิยาโมเลกุลแสดงใหเ้หน็ว่ามากกว่า 99 เปอรเ์ซน็ต์ของจุลนิทรยีไ์ม่สามารถเพาะเลีย้งไดใ้น
ห้องปฏบิตัิการ ซึ่งความหลากหลายทางชีวภาพที่ซ่อนเร้นอยู่นี้ เป็นแหล่งที่ดีในการน ามาใช้
ประโยชน์ทางดา้นเทคโนโลยชีวีภาพ  ในการวจิยัครัง้นี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อแยกเชือ้แอคตโินมยัสี
ทจากตวัอย่างดนิตะกอนชายฝ ัง่ทะเลของไทยโดยใชเ้ทคนิคแบบเพาะเลีย้ง และท าการบ่งชีช้นิด
โดยการห าล าดับ เบสของยีน  16S rRNA โดยใช้ อ าห ารเลี้ ย ง เชื้ อที่ จ า เพ าะกับ เชื้ อ                  
แอคตโินมยัสทีจ านวนทัง้หมด 25 ชนิด สามารถแยกเชือ้แอคตโินมยัสทีไดท้ัง้หมด 27 ไอโซเลต
คดัเลอืกเชื้อที่ได้มาท าการหาล าดบัเบสของยนี 16S rRNA จ านวน 16 ไอโซเลตพบว่าจดัเป็น
เชื้อแอคติโนมยัสีทในสกุล จดัอยู่ในสกุล Jishengella 1 ไอโซเลต Microbispora 5 ไอโซเลท, 
Micromonospora 6   ไอโซเลทและ Verrucosispora จ านวน 4 ไอโซเลตทั ้งนี้ เชื้อในสกุล 
Microbispora ที่ แยกได้จ านวน 3 ไอโซเลต  Verrucosispora จ านวน 2 ไอโซ เลต  และ 
Jishengella 1 ไอโซเลต มแีนวโน้มสูงที่จะเป็นสปีชสี์ใหม่ซึ่งจะได้ท าการศกึษาต่อโดยละเอยีด
ต่อไป จากการศกึษาความสามารถในการผลติไซเดอโรฟอรบ์นอาหาร CAS พบว่า 22 ไอโซเลต 
(81 %) สรา้งวงสสีม้ เมือ่น ามาทดสอบหาชนิดและปรมิาณไซเดอโรฟอรใ์นอาหารเหลวพบว่าทุก
ไอโซเลตสรา้งไซเดอโรฟอรช์นิด catecholate และ hydroxamate ในปรมิาณที่ต ่าในช่วง 3.68-
35.79 mol/g และ 11.67 – 85.83 mol/g ตามล าดบั 
ค าหลกั : แอคตโินมยัสที ความหลากหลาย ไซเดอโรฟอร ์ดนิตะกอนชายฝ ัง่ทะเล 
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เอกสารแนบหมายเลข 2 
Abstract 

 
Project Code : MRG5380001 
 
Project Title : Diversity and siderophore production of actinomycetes from coastal 

sediments of eastern Thailand 
 
Investigator : Dr. Wasu Pathom-aree 
  Faculty of Science Chiang Mai University 
 
E-mail Address : wasu.p@cmu.ac.th 
 
Project Period : 3 years 
 

It is now accepted that actinomycetes are widely distributed in the world’s 
oceans and amongst which are truly indigenous marine taxa. It is also becoming 
increasingly clear that marine actinomycetes present a major resource for biotechnology 
search and discovery. Twenty-seven actinomycetes strains were isolated from 2 coastal 
marine sediments using dilution plate technique and 25 media designed for the selective 
isolation of specific actinomycetes taxa. A total of 27 isolates were recovered. Sixteen 
isolates were selected for 16S rRNA gene sequence analysis. Phylogenetic analyses 
based on a 16S rRNA gene sequences showed that these isolates belonged to the 
genera Jishengella (1), Microbispora (5), Micromonospora (6) and Verrucosispora (4). 
Three Microbispora, 2 Verrucosispora and 1 Jishengella isolates may represent a novel 
species. Twenty two isolates (81%) could produce siderophores on CAS assay plate. All 
of these isolates produced both catecholate and hydroxamate type siderophores. 
However, siderophore yield was low in the range of 3.68-35.79 mol/g and 11.67 – 
85.83 mol/g for catecholate and hydroxamate types, respectively.  
 
Keywords : actinomycetes, diversity, siderophore, coastal marine sediment 
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ความส าคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวิจยั  
 แอคตโินมยัสทีเป็นแบคทเีรยีแกรมบวกที่มปีรมิาณเบสกวันีน (guanine) และไซโตซนี 

(cytosine) ในสารพนัธุกรรมสูงกว่า 55 %  สามารถพบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ โดยเฉพาะในดนิ 
(Goodfellow and Simpson, 1987) แบคทีเรยีกลุ่มนี้มสี่วนช่วยในการย่อยสลายซากพืช ซาก
สตัว ์ท าให้เกดิการหมุนเวยีนของแร่ธาตุในสิง่แวดล้อม  ที่ส าคญัคอืมคีวามสามารถในการผลติ
สารออกฤทธิท์างชวีภาพได้เป็นอย่างด ีโดยเฉพาะยาปฏชิวีนะ (Bérdy, 1994, 2005; Demain, 
2000; Lazzarini et al., 2000) โดยประมาณ 50 เปอรเ์ซน็ต์ของสารปฏชิวีนะทีม่จี านวนมากกว่า 
16,500 ชนิดในปจัจุบนั ผลติมาจากแบคทเีรยีในกลุ่มแอคตโินมยัสที  โดยมแีอคติโนมยัสทีใน
สกุล Streptomyces  มีความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะได้มากเป็นอันดับที่หนึ่ง ส่วน
อนัดบัรองลงมาไดแ้ก่สมาชกิของตระกูล Micromonosporaceae  (Bérdy, 2005) 

 ทะเลและมหาสมทุรเป็นแหล่งธรรมชาตทิีย่งัมกีารศกึษาน้อยมากโดยเฉพาะอยา่งยิง่
ทางดา้นจลุชวีวทิยา  ถงึแมว้่าจะมกีารคน้พบว่าทะเลและมหาสมทุรเป็นแหล่งทีอ่ยูอ่าศยัของ
เชือ้จลุนิทรยีม์ากมายหลายชนิดรวมทัง้แอคตโินมยัสที (Pathom-aree et al., 2006; Gontang 
et al., 2007)  ในช่วงเวลาไมก่ีปี่มานี้มผีูร้ายงานการคน้พบเชือ้แอคตโินมยัสทีสายพนัธุใ์หม่ๆ
จากทะเลอยูเ่สมอ (Maldonado et al., 2005; Pathom-aree et al., 2006a, b, c; Yi et al., 
2007; Lee, 2008; Lee and Lee, 2008; Matsumoto et al., 2009) แต่ขอ้มลูทีม่นีัน้มทีีม่าจาก
ต่างประเทศเกอืบทัง้หมด โดยในประเทศไทยมเีพยีงการรายงานการคน้พบแอคตโินมยัสทีสาย
พนัธุใ์หมจ่ากดนิปา่ชายเลนฝ ัง่ทะเลอนัดามนั (Thawai et al., 2008) ท าใหข้าดขอ้มลูพืน้ฐาน
ความหลากหลายของแอคตโินมยัสทีในระบบนิเวศน์ทางทะเลของประเทศไทย ดงันัน้ผูว้จิยัจงึ
เหน็ว่าชายฝ ัง่ทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทยมคีวามเหมาะสมทีจ่ะใชเ้ป็นแหล่งตวัอยา่งที่
จะน ามาศกึษาความหลากหลายของแอคตโินมยัสที   
  ไซเดอโรฟอร ์ (siderophore) เป็นสารทีจ่ลุนิทรยีส์รา้งขึน้เพื่อจบัธาตุเหลก็ในธรรมชาต ิ
ซึง่มรีายงานว่า จลุนิทรยีห์ลายชนิดรวมทัง้แอคตโินมยัสทีสามารถผลติสารชนิดนี้ได ้ในทะเลเป็น
สภาวะแวดลอ้มทีส่ารอาหารต่างๆอยูใ่นสภาวะเจอืจาง ดงันัน้จงึมคีวามเป็นไปไดว้่าไซเดอโร
ฟอรท์ีแ่อคตโินมยัสทีทีแ่ยกไดจ้ากระบบนิเวศน์ทางทะเล เช่น ตะกอนชายฝ ัง่ทะเล จะมี
ประสทิธภิาพในการจบัเหลก็ไดด้กีว่าเชือ้ทีเ่จรญิในดนิโดยทัว่ไป สาร ไซเดอโรฟอรน์ี้มสีมบตัิ
สามารถยบัยัง้การเจรญิของจลุนิทรยีก่์อโรคได ้ รวมทัง้ยงัเป็นสารส่งเสรมิการเจรญิของพชือกี
ดว้ย จงึมกีารน ามาใชใ้นการเกษตรเพื่อควบคุมเชือ้สาเหตุของโรคพชื และเรง่การเจรญิเตบิโต
ของพชื โดยในการศกึษาครัง้น้ีผูว้จิยัจะเกบ็ตวัอยา่งตะกอนบรเิวณชายฝ ัง่ทะเลภาคตะวนัออก 
น ามาแยกเชือ้แอคตโินมยัสทีและศกึษาอนุกรมวธิานของเชือ้ทีแ่ยกได ้ รวมทัง้ทดสอบ
ความสามารถในการสรา้งสารออกฤทธิท์างชวีภาพกลุ่มไซเดอโรฟอร ์ ซึง่ขอ้มลูทีไ่ดจ้ะเป็นองค์
ความรูพ้ืน้ฐานทางดา้นความหลากหลายทางชวีภาพ และการน าเชือ้ทีม่ศีกัยภาพมาใชป้ระโยชน์
ทางดา้นเกษตรกรรมต่อไป 

 



4 
 

วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
1. เพื่อแยกเชือ้แอคตโินมยัสทีจากตะกอนบรเิวณชายฝ ัง่ทะเลภาคตะวนัออกของ

ประเทศไทย  
2. เพื่อศกึษาความหลากหลายของแอคตโินมยัสทีทีแ่ยกได ้และอนุกรมวธิานของเชือ้

สายพนัธุใ์หม่ 
3. เพื่อทดสอบความสามารถของแอคตโินมยัสทีทีค่ดัแยกไดใ้นการสรา้งสารไซเดอโร-

ฟอร ์ 
 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั  
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะไดจ้ากผลงานวจิยันี้ คอืไดข้อ้มลูความหลากหลายของเชือ้แอ
คตโินมยัสทีในตะกอนบรเิวณชายฝ ัง่ทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทย ไดพ้บแอ
คตโินมยัสทีชนิดใหม ่และสายพนัธุท์ีม่คีวามสามารถในการสรา้งสารไซเดอโรฟอร ์
ซึง่เชือ้เหล่านี้มศีกัยภาพในการน ามาประยกุตใ์ชท้างการเกษตรโดยใช้ทดแทน
สารเคม ีจะช่วยลดอนัตรายจากการปนเป้ือนของสารเคมใีนระบบนิเวศ  
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ระเบียบวิธีวิจยั 
1. การเกบ็ตวัอย่างและการแยกเช้ือ 

1.1 การเกบ็ตวัอย่าง 
 เกบ็ตวัอยา่งตะกอนบรเิวณชายฝ ัง่ทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทยในเขตจงัหวดั

ชลบุร ี ระยองและจนัทบุร ี (ทัง้นี้ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรท์างทะเล 
มหาวทิยาลยับรูพา) น าดนิมาผึง่ใหแ้หง้ทีอุ่ณหภมูหิอ้งและรอ่นใหล้ะเอยีดก่อนน ามาแยกเชือ้ 

1.2 การแยกเช้ือ 
 น าตวัอยา่งดนิตะกอนมาท าการเจอืจางแบบล าดบัส่วนจนถงึระดบัความเจอืจาง

ทีเ่หมาะสมแลว้ ปิเปตสารละลายแขวนลอยของตะกอนดนิมาเกลีย่บนอาหารทีจ่ าเพาะต่อการ
เจรญิของแอคตโินมยัสที (Pathom-aree et al., 2005) บ่มจานอาหารทีอุ่ณหภมูหิอ้ง เลอืก
โคโลนีทีม่ลีกัษณะของแอคตโินมยัสทีมาท าใหบ้รสิุทธิบ์นอาหารทีเ่หมาะสม 
2. การจดัจ าแนกชนิดของเช้ือ 
  คดัเลอืกเชือ้แอคตโินมยัสทีจ านวน 16 ไอโซเลตมาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้และสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจรญิ สกดัดเีอน็เอจากเชือ้ตามวธิขีอง Pathom-aree et al. (2005) เพื่อใชเ้ป็น
แมพ่มิพใ์นการเพิม่ปรมิาณยนี 16S rRNA ท าการเพิม่ปรมิาณยนี 16S rRNA โดยใชเ้ทคนิคโพลี
เมอเรส เชน รแีอคชัน่ (Polymerase chain reaction) หาล าดบัเบสของยนี 16S rRNA ทีไ่ดโ้ดย
ใชเ้ครือ่ง ABI automated DNA sequencer แลว้เชื่อมต่อล าดบัเบสของยนี 16S rRNA ทีไ่ดใ้ห้
สมบรูณ์ และท า sequence alignment ของยนี 16S rRNA ดว้ยโปรแกรม Phydit และสรา้ง
แผนภูมติน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของเชือ้แอคตโินมยัสทีดว้ยโปรแกรม Treecon 
3. อนุกรมวิธานของเช้ือสายพนัธุใ์หม่ 

ในกรณทีีพ่บเชือ้สายพนัธุใ์หมจ่ากผลการวเิคราะหล์ าดบัเบสของยนี 16S rRNA น าเชือ้
สายพนัธุใ์หมด่งักล่าวมาท าการศกึษาลกัษณะทางจโีนไทป์ (genotypic characterization) และฟี
โนไทป์ (phenotypic characterization) ดว้ยเทคนิคโพลเีฟสคิ (polyphasic)  
4. การคดัเลือกเช้ือท่ีผลิตไซเดอโรฟอร ์

ทดสอบความสามารถของแอคตโินมยัสทีทีแ่ยกไดใ้นการสรา้งไซเดอโรฟอรใ์นอาหาร 
Chrome Azurol S (CAS) ตามวธิขีอง Fiss & Brooks (1991) โดยเลีย้งเชือ้แอคตโินมยัสทีบน
อาหารแขง็เลีย้งเชือ้ Glucose Yeast Extract Agar (GYEA) นาน 7 วนั เจาะชิน้วุน้บรเิวณทีเ่ชือ้
เจรญิขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 mm น าไปวางบนอาหารทดสอบ CAS agar plate โดยวาง
จ านวน 4 จดุ บนอาหารทดสอบ (มเีชือ้แอคตโินมยัสที Dermacoccus sp. เป็นเชือ้ควบคุมการ
สงัเกตผลบวกของการสรา้งไซเดอโรฟอร)์ บ่มไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง ในทีม่ดื นาน 7 วนั แลว้สงัเกต
และวดัขนาดของวงกลมสสีม้-เหลอืงบรเิวณโดยรอบโคโลนีของแอคตโินมยัสทีทีเ่กดิขึน้ บนัทกึ
ขนาดวงสเีหลอืงสม้รอบโคโลนีทีส่ามารถสรา้งสารไซเดอโรฟอรไ์ด ้ คดัเลอืกเชือ้ทีส่รา้งวงสี
เหลอืงขนาดใหญ่มาทดสอบหาชนิดและปรมิาณไซเดอโรฟอรท์ีผ่ลติไดใ้นอาหารเหลว 
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5. การทดสอบชนิดและปริมาณของไซเดอรโ์รฟอร ์
 น าแอกตโินไมซสีต์ทีค่ดัเลอืกมาเพาะเลีย้งในอาหาร King B agar (ดดัแปลง ตามวธิขีอง 
King et al., 1954) เป็นเวลา 7 วนั ใช้ปลาย Pasteur’s pipette ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 6 มม. 
เจาะชิน้วุน้ทีม่กีารเจรญิของโคโลนีแอกตโินไมซสีต์ จ านวน 1 ชิน้ ใส่ลงในหลอดทดลองที่บรรจุ
อาหาร King B broth ปรมิาตร 10 มล. น าไปบ่มบนเครื่องเขย่าแบบหมุนวนที่ความเรว็ 150 
รอบ/นาท ีทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้น ามาทดสอบต่อในขอ้ 5.1 
และ 5.2 
 5.1 ก ารห าป ริม าณ  Hydroxamate siderohore โด ย วิ ธี  Iron-perchlorate 
assay (Atkin et al., 1970)  
 น าอาหารเหลวทีม่กีารเจรญิของเชือ้ไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 
5 นาท ีใช ้auto pipette ดูดน ้าเลีย้งเชือ้ปรมิาตร 0.5 มล.  ใส่ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลาย 
ferric perchlorate 2.5 มล. ทิ้ งไว้ที่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที ถ้าเชื้อสามารถผลิต 
hydroxamate siderophore ได ้สนี ้าเลีย้งจะเปลีย่นจากสใีสเป็นสสีม้แดง น าไปวดัค่าการดูดกลนื
แสงที่ความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร โดยใช้อาหารเหลว King B  0.5 มล. ผสมกบัสารละลาย 
ferric perchlorate 2.5 มล. เป็น blank (กรณีน ้าเลี้ยงมสีใีช้อาหารเหลว King B  0.5 มล. ผสม
กบัน ้ากลัน่ปลอดเชือ้ 2.5 มล. เป็น blank จากนัน้วดัค่าการดดูกลนืแสงของน ้าเลีย้งเชือ้ทีม่สี ี0.5 
มล. ผสมกับน ้ ากลัน่ปลอดเชื้อ 2.5 มล. เพื่อหาผลต่างของค่านี้ และค่าที่ได้จากการผสมกับ 
ferric perchlorate) น าค่าที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อค านวณความเข้มข้นของ 
hydroxamate โดยใช ้Desferrioxamine mesylate เป็นสารมาตรฐาน  
 5.2 ก า รห าป ริ ม าณ  Catecholate siderohore โด ย วิ ธี  Arnow’s method 
(Arnow, 1937) 
 น าอาหารเหลวทีม่กีารเจรญิของเชือ้ไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 
5 นาทใีช ้auto pipette ดูดน ้าเลีย้งเชือ้ปรมิาตร 1 มล.  ใส่ลงในหลอดทดลอง เตมิ 0.5 M HCl 1 
มล. และ nitrite-molybdate reagent 1 มล. ผสมใหเ้ขา้กนั เมือ่สารละลายเป็นสเีหลอืง เตมิ 1 M 
NaOH 1 มล. และทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ถ้าเชื้อสามารถผลิต catecholate 
siderophore ได้ สนี ้าเลี้ยงจะเปลี่ยนจากสใีสเป็นสแีดง น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาว
คลื่น 500 นาโนเมตร  โดยใชอ้าหารเหลว King B  1.0 มล. ผสมกบั nitrite-molybdate reagent 
1 มล. และ 1 M NaOH 1 มล. เป็น blank (กรณีน ้าเลี้ยงมสีีใช้อาหารเหลว King B  1.0 มล.  
ผสมกบัน ้ากลัน่ปลอดเชือ้ 2.0 มล. เป็น blank จากนัน้วดัค่าการดดูกลนืแสงของน ้าเลีย้งเชือ้ทีม่สี ี
1.0 มล. ผสมกบัน ้ากลัน่ปลอดเชื้อ 2.0 มล. เพื่อหาผลต่างของค่านี้ และค่าที่ได้จากการผสม 
nitrite-molybdate reagent 1 มล . และ 1 M NaOH 1 มล .) น าค่ าที่ ได้มาเทียบกับกราฟ
ม า ต ร ฐ าน เพื่ อ ค า น ว ณ ค ว าม เข้ ม ข้ น ข อ ง  catecholate siderophore โด ย ใช้  2,3-
dihydroxybenzoic acid เป็นสารมาตรฐาน  
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6. การเกบ็รกัษาเช้ือ 
เลีย้งเชือ้แอคตโินมยัสทีในอาหารเลีย้งเชือ้และสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิ เกบ็เซลลห์รอื

สปอรท์ีไ่ดใ้นสารละลายกลเีซอรอล 20% และรกัษาไวท้ีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 

ผลการทดลอง 
1. ตวัอยา่งทีน่ ามาศกึษา  
 ตวัอยา่งดนิตะกอนบรเิวณชายฝ ัง่ทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทยในเขตจงัหวดั 
ระยองจ านวน 2 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ ตวัอยา่งที ่1 (ปากคลองตากวน) และตวัอยา่งที ่3  (หนองแฟบ)
ซึง่ในการวจิยัครัง้นี้ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรท์างทะเล มหาวทิยาลยั
บรูพา) น าดนิมาผึง่ใหแ้หง้ทีอุ่ณหภมูหิอ้งและรอ่นใหล้ะเอยีดก่อนน ามาแยกเชือ้  
 
2. การคดัแยกเชือ้แอคตโินมยัสที 
 น าตวัอยา่งดนิตะกอนมาท าการเจอืจางแบบล าดบัส่วนจนถงึระดบัความเจอืจางที ่ 10-1 
น าไปเขยา่เป็นเวลา 30 นาท ี แลว้น าสารแขวนลอยทีไ่ดม้าเกลีย่บนอาหารแยกเชือ้จ านวน 25 
ชนิด ไดแ้ก่ Marine agar, Marine agar + catalase, Marine agar + catalase + super oxide 
dismutase, R2A agar, R2A agar + artificial seawater, Tryptic soy agar, Tryptic soy agar 
+ catalase + superoxide dismutase, Water-proline agar, Water-proline agar + artificial 
seawater, Water-proline gellan gum, Raffinose-histidine agar, Raffinose-histidine gellan 
gum, Gauze No.2 agar, Gauze No.2-gellan gum, Gauze No.2 agar + catalase, Gauze 
No.2 agar + catalase + superoxide dismutase, Waksman agar, Waksman agar + 
catalase, Waksman agar + catalase + superoxide dismutase, Nutrient agar, Nutrient 
agar + catalase + superoxide dismutase, Water agar, Glucose-peptone-meat extract 
agar + ascorbic acid, Glucose-peptone-meat extract agar + rutin และ Glucose-peptone-
meat extract agar + artificial seawater อาหารทุกชนิดเตมิสารยบัยัง้การเจรญิของราและ
แบคทเีรยีชนิดทีไ่มต่อ้งการ และน าไปบ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 1-4 สปัดาห ์ จงึน ามาเขีย่
โคโลนีของแอคตโินมยัสทีมาท าใหบ้รสิทุธิ ์ 
 จากการศกึษาพบว่าหลงัจากบ่มจานอาหารไวเ้ป็นเวลา 1-4 สปัดาห ์ จะพบการเจรญิ
ของแอคตโินมยัสทีบนผวิอาหารเลีย้งเชือ้ทีเ่กลีย่ดว้ยสารแขวนลอย (รปูที ่ 1) เกบ็โคโลนีแอคติ
โนมยัสทีทีเ่จรญิขึน้มา น ามาท าใหบ้รสิุทธิพ์บว่าสามารถแยกเชือ้แอคตโินมยัสทีไดท้ัง้หมด
จ านวน 27 ไอโซเลต(ตารางที ่1)  
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รปูท่ี 1 ลกัษณะการเจรญิของแอคตโินมยัสทีจากดนิตะกอนตวัอยา่ง 1 บนอาหาร Gauze No.2 
agar เมือ่บ่มไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน 3 สปัดาห์ 
 
3. การจดัจ าแนกชนิดของเช้ือ 
 คดัเลอืกแอคตโินมยัสทีจ านวน 16 ไอโซเลตมาจดัจ าแนกชนิดของเชือ้โดยหาล าดบัเบส
ของยนี 16S rRNA ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที ่ 2 พบว่าจดัอยูใ่นสกุล Microbispora 5 ไอโซเลต 
สกุล Verrucosispora 4 ไอโซเลต และสกุล Jishengella 1 ไอโซเลต ส่วนอกี 6 ไอโซเลตจดัอยู่
ในสกุล Micromonospora เมือ่น าล าดบัของยนี 16S rRNA มาสรา้งแผนภูมติน้ไมแ้สดง
ความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการกบัเชือ้ใกลเ้คยีงไดผ้ลดงัแสดงในรปูที ่2 และ 3 จะเหน็ไดว้่าในกรณี
ของเชือ้แอคตโินมยัสทีสกุล Microbispora ทีแ่ยกไดท้ัง้ 3 ไอโซเลต คอื WP1, WP2 และ WP4 
มแีนวโน้มทีจ่ะเป็นเชือ้ชนิดใหมใ่นสกุล Microbispora โดยมคี่า similarity value ในช่วง 98.69 – 
99.42% และต าแหน่งบนแผนภูมติน้ไม ้ (รปูที ่ 2) ทีแ่ยกแขนงออกมาจากเชือ้ทีใ่กลท้ีสุ่ด 
โดยเฉพาะไอโซเลต WP2 และ WP4 ซึง่ตอ้งท าการศกึษาอนุกรมวธิานโดยละเอยีดแบบ 
polyphasic ต่อไปเพื่อยนืยนัสถานะความเป็นเชือ้ใหม่ ในท านองเดยีวกนัส าหรบัเชือ้ในสกุล 
Jishengella (ไอโซเลต WP11) และ Verrucosispora ทีแ่ยกได ้ 2 ไอโซเลต คอื WP15 และ 
WP17 มแีนวโน้มทีจ่ะเป็นเชือ้ชนิดใหมใ่นสกุล Verrucosispora โดยมคี่า similarity value 
ในช่วง 99.06 – 99.63% (ตารางที ่ 2) และต าแหน่งบนแผนภมูติน้ไม ้ (รปูที ่ 3) ทีแ่ยกแขนง
ออกมาจากเชือ้ทีใ่กลท้ีสุ่ด ซึง่ตอ้งมกีารศกึษาอนุกรมวธิานโดยละเอยีดแบบ polyphasic ต่อไป
เพื่อยนืยนัสถานะความเป็นเชือ้ใหมข่องไอโซเลตดงักล่าว 
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ตารางท่ี 1  ตวัอยา่งดนิตะกอนและจ านวนแอคตโินมยัสทีทีแ่ยกได้ 
 
No Code Sample Selective media 
1 WP1 1 R2A 
2 WP2 1 R2A 
3 WP3 3 R2A 
4 WP4 1 Tryptic Soy Agar (TSA) 
5 WP5 3 TSA+Superoxide dismutase+Catalase 
6 WP6 1 Water-proline 
7 WP7 3 Water-proline 
8 WP8 3 Water-proline 
9 WP9 1 Raffinose-Histidine-gellan gum 
10 WP10 3 Raffinose-Histidine-gellan gum 
11 WP11 3 Gauze No.2-gellan gum 

12 WP12 1 
Glucose Peptone Meat extract Agar + Superoxide 
dismutase+Catalase 

13 WP13 1 Nutrient Agar + Superoxide dismutase+Catalase 
14 WP14 1 Nutrient Agar + Superoxide dismutase+Catalase 
15 WP15 3 Gauze No.2 
16 WP16 3 Nutrient Agar 
17 WP17 3 Gauze No.2+ Superoxide dismutase+Catalase 
18 WP18 1 Raffinose-Histidine-gellan gum 
19 WP19 3 Gauze No.2-gellan gum 
20 WP20 3 TSA+ Superoxide dismutase+Catalase 
21 WP51 1 Glucose Peptone Meat extract Agar+ascorbic acid 
22 WP52 3 Glucose Peptone Meat extract Agar+ascorbic acid 
23 WP53 3 Glucose Peptone Meat extract Agar+ascorbic acid 
24 WP54 3 Glucose Peptone Meat extract Agar +rutin 
25 WP55 3 Water-proline-gellan gum 
26 WP56 3 Water-proline-Artificial Seawater 
27 WP57 3 R2A-Artificial Seawater 
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ตารางท่ี 2 การวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแอคตโินมยัสที 

No Isolates 
code 

Length 
(bp) 

Nearest type strain  Accession No. Sequence 
identity 

(%) 
      

1 WP1 1376 Microbispora amethystogenes 
JCM3021T 

U48988 99.42 

2 WP2 1371 Microbispora hainanensis 211020T FJ261972 98.69 
3 WP4 1377 Microbispora amethystogenes 

JCM3021T 
U48988 98.76 

4 WP5 687 Micromonospora olivasterospora 
DSM43868T 

X92613 99.56 

5 WP8 1379 Micromonospora chokoriensis 2-
19/6T 

AB241454 99.49 

6 WP9 1381 Microbispora mesophila 
JCM3151T 

AF002266 99.42 

7 WP10 490 Micromonospora tulbaghiaeTVU1T EU196562 99.80 
8 WP11 1374 Jishengella endophytica 202201T EU560726 99.13 
9 WP12 1378 Microbispora amethystogenes 

JCM3021T 
U48988 99.35 

10 WP15 1171 Verrucosispora sediminis MS426T EU870859 99.06 
11 WP16 614 Micromonospora aurantiaca 

ATCC27029T 
CP002162 99.84 

12 WP17 1368 Verrucosispora fiedleri MG-37T JQ423921 99.63 
13 WP19 761 Verrucosispora gifhornensis 

DSM44337T 
Y15523 99.87 

14 WP51 708 Micromonospora sediminicola 
SH2-13T 

AB609325 100.00 

15 WP54 1370 Micromonospora chokoriensis 2-
19/6T 

AB241454 99.63 

16 WP57 591 Verrucosispora wenchangensis 
234402T 

HQ123435 99.83 
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0.1 substitutions site

 Thermopolyspora flexuosa DSM43186T (AY039253)

Microbispora corallina DF-32T (AB018046)

 Microbispora siamensis DMKUA-245T (FJ199993)

Microbispora hainanensis 211020T (FJ261972)

Microbispora rosea subsp. rosea IFO14044T (D86936)

Microbispora rosea subsp. aerata ATCC15448T (U48984)

Microbispora amethystogenes JCM3021T (U48988)

WP1

WP4

WP2

Microbispora thailandensis NN276T (HM043728)

Microbispora mesophila JCM3151T (AF002266)

100

91

62

72

66

82

61

 
 
รปูท่ี 2 แผนภูมติน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของเชือ้แอคตโินมยัสทีทีแ่ยกไดใ้นสกุล 
Microbispora 
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0.1 substitutions site

Jishengella endophytica 202201T (EU560726)

 WP11

Verrucosispora qiuiae RtIII47T (EU427445)

Verrucosispora lutea YIM013T (EF191199)

Verrucosispora wenchangensis 234402T (HQ123435)

Verrucosispora andamanensis SP03-05T (JX524154)

 WP17

Verrucosispora fiedleri MG37T (JQ423921)

Verrucosispora maris AB18-032T (CP002638)

Verrucosispora gifhornensis DSM44337T (Y15523)

Verrucosispora sediminis MS426T (EU870859) 

WP15

WP54

Micromonospora chokoriensis 2-19(6)T (AB241454)

100

89

85

93

86

90

83

100

 
รปูท่ี 3 แผนภูมติน้ไมแ้สดงความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของเชือ้แอคตโินมยัสทีทีแ่ยกไดใ้นวงศ ์
Micromonosporaceae  
 
4. การคดัเลือกเช้ือท่ีผลิตไซเดอโรฟอร ์
 น าแอคตโินมยัสทีทีแ่ยกไดท้ัง้หมดจ านวน 27 ไอโซเลตมาศกึษาความสามารถในการ
สรา้งสารไซเดอโรฟอรใ์นระดบัหอ้งปฏบิตักิาร ในการคดักรองเบือ้งตน้บนอาหาร CAS พบว่า 
22 ไอโซเลตมกีารสรา้งวงสสีม้-เหลอืง (แสดงการสรา้งสารไซเดอโรฟอร)์ ทีม่ขีนาดรศัมขีองวงสี
สม้-เหลอืงวดัจากขอบของโคโลนีไปจนถงึขอบนอกสุดของวงสสีม้-เหลอืง แตกต่างกนัออกไป
โดยแอคตโินมยัสทีทีม่ขีนาดรศัมมีากทีสุ่ดสามอนัดบัแรกคอื ไอโซเลต WP54 (รศัม ี 7.25 มม.) 
WP16 มขีนาดรศัม ี6.75 มลิลเิมตร รองลงมาเป็น WP2 และ WP57 (รศัม ี6.0 มม.)  ตามล าดบั 
และแอคตโินมยัสทีไอโซเลททีต่รวจไมพ่บการสรา้งไซเดอโรฟอรบ์นอาหาร CAS โดยตรวจไม่
พบการเกดิวงกลมสสีม้ – เหลอืง เลย คอื ไอโซเลต WP13  WP14  WP17 WP18 และ WP56 
การทดสอบชนิดของไซเดอโรฟอรข์องเชือ้ทีส่รา้งวงสสีม้บนอาหารแขง็พบว่า ทุกไอโซเลต
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สามารถผลติไซเดอโรฟอรไ์ดท้ัง้ชนิด Hydroxamate และ Catecholate ในปรมิาณไมส่งูมาก ดงั
แสดงในตารางที ่3   
 
ตารางท่ี 3 ความสามารถในการสรา้งไซเดอโรฟอรข์องแอคตโินมยัสทีทีแ่ยกได้ 
 

No Code ขนาดวงสีสม้บนอาหาร 
CAS (มม.) 

ปรมิาณไซเดอโรฟอร ์(mol/g) 
Hydroxamate Catecholate 

1 WP1 4.0 24.17 16.67 
2 WP2 6.0 25.0 13.68 
3 WP3 5.25 43.33 23.51 
4 WP4 4.0 27.50 21.40 
5 WP5 4.75 30.00 20.70 
6 WP6 3.0 53.33 10.35 
7 WP7 3.5 20.83 20.35 
8 WP8 4.0 64.17 25.96 
9 WP9 3.75 41.67 35.79 
10 WP10 5.0 35.0 23.68 
11 WP11 3.25 43.33 21.23 
12 WP12 3.75 47.50 20.88 
13 WP13 0 0 0 
14 WP14 0 0 0 
15 WP15 5.0 12.50 28.60 
16 WP16 6.75 85.83 22.11 
17 WP17 0 0 0 
18 WP18 0 0 0 
19 WP19 5.75 53.33 3.68 
20 WP20 5.50 30.0 27.02 
21 WP51 4.25 45.0 34.04 
22 WP52 3.75 18.33 33.68 
23 WP53 5.25 11.67 25.79 
24 WP54 7.25 39.17 32.63 
25 WP55 2.75 32.5 28.42 
26 WP56 0 0 0 
27 WP57 6.0 65.0 30.35 
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สรปุผลการทดลอง 
 การคดัแยกเชือ้แอคตโินมยัสทีจากตวัอยา่งดนิชายฝ ัง่ทะเลภาคตะวนัออก สามารถแยก
เชือ้ไดท้ัง้สิน้ 27 ไอโซเลต ท าการวเิคราะหล์ าดบัเบสของยนี 16S rRNA ของเชือ้จ านวน 16 ไอ
โซเลต พบว่าทุกไอโซเลตจดัเป็นแอคตโินมยัสทีหายาก จดัอยูใ่นสกุล Micromonospora 6      
ไอโซเลต สกุล Microbispora 5 ไอโซเลต สกุล Verrucosispora 4 ไอโซเลต และสกุล 
Jishengella 1 ไอโซเลต จากขอ้มลูทีศ่กึษามคีวามเป็นไปไดส้งูมากว่าเชือ้ Microbispora sp. 
WP1, Microbispora sp. WP2, Microbispora sp. WP4, Jishengella sp. WP11, 
Verrucosispora sp. WP15 และ Verrucosispora sp. WP17 เป็นเชือ้ทีม่แีนวโน้มเป็นเชือ้    
สปีชสีใ์หม ่ จากการทดสอบความสามารถในการสรา้งไซเดอโรฟอรใ์นเชือ้ทีแ่ยกได ้ พบว่าทุก  
ไอโซเลตสามารถสรา้งไซเดอโรฟอรไ์ดท้ัง้ชนิด Hydroxamate และ Catecholate จะเหน็ไดว้่าดนิ
บรเิวณชายฝ ัง่ทะเลของไทยเป็นแหล่งทางธรรมชาตทิีม่คีวามหลากหลายของเชือ้แอคตโินมยัสที
สงูเหมาะแก่การศกึษาและวจิยัเพื่อหาเชือ้ชนิดใหม ่ และความสามารถในการสรา้งสารออกฤทธิ ์
ชวีภาพชนิดใหมส่ าหรบัการประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่างๆต่อไป 
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ภาคผนวก 
สตูรอาหารแยกเช้ือ 

 
Gauze No.2 

Glucose  10 g 

Peptone  5 g 

Tryptone  3 g 

NaCl   5 g 

Agar   15 g 

Distilled water  1000 ml 

pH 7.0 

 

Nutrient agar 

Beef extract  3 g 

Peptone  5 g 

Agar   15 g 

Distilled water  1000 ml 

pH 6.80.2 

 

Raffinose-histidine agar 

Raffinose  10 g 

L-histidine  1 g 

MgSO4.7H2O  0.5 g 

FeSO4.7H2O  0.01 g 

K2HPO4  1 g 

Agar   15 g 

Distilled water  1000 ml 

pH 7.0-7.4 
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R2A agar (Difco) 
Yeast extract   0.5 g 
Proteose peptone No.3 0.5 g 
Casamino acid   0.5 g 
Dextrose   0.5 g 
Soluble starch   0.5 g 
Sodium pyruvate  0.3 g 
Dipotassium phosphate 0.3 g 
Magnesium sulfate  0.05 g 
Agar    15 g 
Distilled Water   1000 ml 

pH 7.2 
 

Tryptic soy agar (TSB 30g/l) 

Pancreatic digest of casein 17 g 

Papaic digest of soybean 3 g 

Dextrose   2.5 g 

Sodium chloride  5 g 

Dipotassium phosphate 2.5 g 

Agar    15 g 

Distilled water   1000 ml 

pH 7.30.2 

 

Waksman agar/ Glucose Peptone Meat extract agar 

D-glucose  10 g 

Peptone  5 g 

Meat extract  5 g 

NaCl   3 g 

Agar   15 g 

Distilled Water  1000 ml 

pH 7 
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Water agar 

Peptone  1 g 

Yeast extract  0.2 g 

Agar   15 g 

Tap water  1000 ml 

pH 7.0 

 

Water proline agar  

L-proline  10 g 

Agar   15 g 

Tap water  1000 ml 

pH 7.0 
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สตูรอาหาร CAS agar (King B) 
  A: King B agar  

 Proteose peptone No.3   10.0 g 

 Magnesium sulfate in 7 H2O     1.5 g 

 Dipotassium hydrogen phosphate    1.15 g 

 Glycerol        1.5 %   

 Agar      15.0 g 

 Distilled water               900 ml 

 pH 7.0 

ผสมส่วนประกอบทัง้หมดแลว้น าไปวดัค่าความเป็นกรดด่าง pH 7.0 แลว้น าไปนึ่งฆา่

เชือ้โดยเครือ่ง Autoclave ที ่  121 C นาน 15 นาท ี   ทิง้ใหอุ้ณหภมูลิดลงประมาณ 50-55 

องศาเซลเซยีส จากนัน้น าไปผสมกบั CAS Solution ปรมิาตร 100 ml ผสมใหเ้ขา้กนั (ระวงัการ

เกดิฟอง)  แลว้น าไปเทลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ เพื่อน าไปใชใ้นการทดสอบต่อไป 

 

CAS solution  

 CAS              60.5 mg 

 Hexadecyltrimethylammonium        72.9 mg 

ละลายผง CAS ในน ้าทีไ่มม่ไีออน (Deionize) ปรมิาตร 50 ml ผสมกบัสารผสมระหว่าง 

iron (III) solution (1 mM FeCl.6H2O, 10 mM HCl)  โดยท าการกวนใหส้ารผสมใหเ้ขา้กนัอยู่

ตลอดเวลา  จากนัน้เตมิสารละลายของ HDTMA (HDTMA) ละลายในน ้าทีไ่มม่ไีอออนปรมิาตร 

40 ml)  น าไปน่ึงฆา่เชือ้โดยเครือ่ง Autoclave ที ่121C นาน 15 นาท ี   
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สารเคมี 
1. Superoxide dismutase (Wako Code No. 195-10291, 8,500 unit/mg)  

 Dissolve all content in 1 ml of sterile MilliQ water = 15,000 unit/1000 ml. Filter 

through 0.22 mm, Keep -20oC, Spread 100 l/plate = 1,500 units/plate 

 

2. Catalase (Sigma C-9322, 2,100 unit/mg) 

 Dissolve 0.07 g (70 mg) in 3,500 l SDW = 0.02 mg/l, Filter through 0.22 

mm, Keep -20oC, Spread 50 l/plate = 2,100 units/plate 
 

3. Rutin hydrate (Sigma R5143, 120 g/l) 

 Dissolve 0.024 g of rutin in 1 ml DMSO = 24 g/l 

 Dilute 10 times 100 l of 24 g/l + 900 l DMSO = 2.4 g/l = Add 9 ml 

DMSO in 1 ml of 24 g/l, Filter through 0.22 mm, Keep at -20oC 

 Spread 50 l/plate = 120 g/plate 

 

4. Ascorbic acid (Sigma A5960, 200 g/l) Light sensitive 

 Dissolve 0.02 g of ascorbic acid in 1 ml SDW = 20 mg/ml = 20 g/l 

 Dilute 10 times 100 l of 20 g/l + 900 l SDW = 2.0 g/l = Add 9 ml of 

SDW in 1 ml 20 g/l, Keep at -20oC 

 Spread 100 l/plate = 200 g/plate 
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