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การสร้างเม็ดสีเมลานินและฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียโดยเมลานินที่ผลิตโดย 

แอคติโนมัยซีทีสสายพันธุ์ PNST-01 และสายพันธุ์ PRBS-12
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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการเจริญ การสร้างเม็ดสีเมลานินของเช้ือแอคติโนมัยซีทีสบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ ผลของคอปเปอร์ไอออนและโคบอลต์ไอออนต่อการเจริญและการสร้างเม็ดสีเมลานิน และ

ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบของสารสกัดเมลานินหยาบ ผลการวิจัยพบว่าเชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 

สามารถเจริญได้ดีท่ีสุดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-7 medium ซึ่งเป็น synthetic medium สายพันธุ์ PRBS-12

สามารถเจริญได้ดีท่ีสุดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-3 medium ซึ่งเป็น complex medium เช้ือแอคติโนมัยซีทีส

ทั้ง 2 สายพันธุ์ สามารถสร้างเม็ดสีเมลานินได้ดีที่สุดเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7 medium โคโลนีมีสีน�า้ตาล

เทาเข้ม แต่ไม่สามารถสร้างเม็ดสีเมลานินเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-1 medium และ ISP-6 medium

เชื้อทั้งสองสายพันธุ์มีการเจริญลดลงและไม่มีการสร้างเม็ดสีเมลานินบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-7 medium ที่ไม่เติม

คอปเปอร์คลอไรด์และโคบอลต์คลอไรด์ สารสกดัเมลานนิหยาบของเชือ้แอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PNST-01 สามารถ

ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบได้ 3 ชนิด คือ Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 และ

Staphylococcus aureus ATCC 25923 และไม่สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีทดสอบ 7 ชนดิ คือ Escherichia coli, 

Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Pseudomonas 

aeruginosa และ Streptococcus pyogenes ส่วนสารสกัดเมลานินหยาบของเช้ือแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ 

PRBS-12 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบได้เพียง 2 ชนิด คือ B. cereus ATCC 11778 และ B. subtilis

ATCC 6633 แต่ไม่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบอีก 8 ชนิดได้ ผลการวิจัยนี้สามารถเป็นข้อมูลเพื่อการพิจารณา

ในการพัฒนาการผลิตเมลานินและการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ ต่อไป
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Abstract 
 The objectives of this research were to characterize growth and melanin production on 

different culture media, effect of copper ion and cobalt ion on growth and melanin production 

including antibacterial activity of crude melanin. The results revealed that actinomycetes strain 

PNST-01 have good growth on ISP-7 medium, synthetic medium, while strain PRBS-12 grow very 

well on ISP-3 medium, complex medium. Both strains produced high amount of melanin showing 

brownish colony on ISP-7 medium but there is no melanin pigment production on ISP-1 medium 

and ISP-6 medium. Moreover, the growth rate was reduced and both strains could not produce 

melanin pigment on ISP-7 medium without supplement with copper chloride and cobalt

chloride. Crude melanin extract of strain PNST-01 showed antimicrobial activity against

Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 

but could not inhibit Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Klebsiella 

pneumoniae, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus pyogenes. While 

crude melanin extract of strain PRBS-12 gave antimicrobial activity only on B. cereus ATCC 11778 

and B. subtilis ATCC 6633. Based on the study, the results can be used as key information for 

further development of melanin production and application in various industries.
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1. บทน�า
 แอคติโนมัยซีทีส (Actinomycetes) เป็น

แบคทีเรียแกรมบวกมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้าย

เชื้อราคือ มีเส้นใยแตกกิ่งก้านและสามารถสร้างสปอร์

ไม่อาศัยเพศที่เรียกว่า conidiospore หรือ conidia 

และ sporangiospore อยู่ใน Sporangium ลักษณะ

ของแอค ติโนมัยซีทีสที่แตกต่างจากราคือ ไม่มีเยื่อหุ้ม

นิวเคลียสซึ่งจัดเป็นเซลล์โปรคาริโอต และขนาดของ

เส้นใยมขีนาดเลก็กว่าราซึง่มเีส้นผ่านศนูย์กลาง 0.5-1.0 

ไมโครเมตร ลกัษณะของโคโลนทีีพ่บบนอาหารเลีย้งเช้ือ

พบว่าโคโลนีเกาะแน่นและมีลักษณะจมอยู่ในอาหาร

โคโลนคีล้ายผงหรอืฝุน่แป้ง หยาบขรุขระคล้ายหนงัสัตว์ 

บางชนิดอาจมีการสร้างเม็ดสีสีต่าง ๆ เช่น สีส้ม สีครีม 

สีเทา สีน�้าตาลเข้มหรือสีด�า ส่วนการเจริญของเส้นใย

สามารถเจริญไปเป็นเส้นใยท่ีสัมผัสกับอากาศเรียกว่า 

aerial mycelium และมีส่วนที่เป็นเส้นใยเจริญลงไป

ในอาหารเลีย้งเชือ้เรยีกว่า substrate mycelium ช่วง

ระยะเวลาที่ใช้ในการเจริญหรือช่วงอายุจะยาวนาน

กว่าแบคทีเรีย แอคติโนมัยซีทีสจึงเจริญได้อย่างช้า ๆ 

อนัเป็นลกัษณะส�าคญัประการหนึง่ของแอคตโินมยัซีทสี

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถนามาใช้เป็น

ลักษณะส�าคัญในการจ�าแนกหมวดหมู่ของแอคติโนมัย

ซีทีสได้ [1] แอคติโนมัยซีทีสสามารถผลิตเม็ดสีต่าง ๆ 

ทั้งในอาหารธรรมชาติหรืออาหารสังเคราะห์ สีเหล่านี้

จะอยูใ่นเฉดสต่ีาง ๆ  สนี�า้เงนิ สม่ีวง สแีดง สแีดงกหุลาบ 

สีเหลือง สีเขียว สีน�า้ตาลและสีด�า เม็ดสีอาจจะละลาย

อยู่ในอาหารเลี้ยงเช้ือหรืออาจจะเก็บไว้ในเส้นใย การ

ผลิตเม็ดสีโดยแอคติโนมัยซีทีสถูกน�ามาใช้เป็นลักษณะ

การเพาะเลี้ยงที่ส�าคัญในการอธิบายแอคติโนมัยซีทีส

ชนดินัน้ ๆ  อย่างไรกต็ามยงัมกีารศกึษาน้อยมากเกีย่วกับ

ลักษณะทางเคมีของเม็ดสี การสร้างเม็ดสีข้ึนอยู่กับ

พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ การให้อากาศ อุณหภูมิใน

การเจริญ แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน [2] แอคติโน

มัยซีทีสสามารถสังเคราะห์และขับเม็ดสีด�าที่เรียกว่า

เมลานินหรือเมลานอยด์ [3]-[4] ซึ่งเป็นท่ีการยอมรับ

ในการใช้เป็นเกณฑ์ส�าหรบัการศกึษาอนุกรมวธิานของ

แอคติโนมัยซีทีส

 เมลานิน (Melanin) เป็นเม็ดสีหรือรงควัตถุ

ธรรมชาตทิีมี่สดี�าหรือน�า้ตาลด�า เป็นสารพอลเิมอร์ทีพ่บ

ทั่วไปในสัตว์ พืชและจุลินทรีย์ มีบทบาทส�าคัญหลาย

ประการเช่น การปกป้องแสงแดด (Photoprotection) 

การควบคุมอุณหภูมิ (Thermoregulation) การดัก

จับอนุมูลอิสระ (Free Radical Sinks) การดักจับ

แคทไออน (Cation Chelators) และเป็นสารปฏชิวีนะ 

(Antibiotics) เมลานินในจุลินทรีย์มีหน้าที่เกี่ยวข้อง

กับการปกป้องเซลล์จากสภาวะกดดันหรือสภาวะไม่

เหมาะสม ตัวอย่างเช่น แบคทีเรียที่สังเคราะห์เมลานิน

จะต้านทานต่อสารปฏิชีวนะมากขึ้น [5] เชื้อราที่

สังเคราะห์เมลานินจะมีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นในด้าน

ความต้านทานต่อความแห้งแล้ง อณุหภมูสิงู รงัสอีลัตร้า

ไวโอเลต ปกป้องเซลล์จากสารฆ่าเชื้อ และเอนไซม์

ย่อยสลายต่าง ๆ และยังเกี่ยวข้องกับการก่อโรคในพืช

อกีด้วย [6] เมลานนิในพชืจะมคีวามส�าคัญในการท�าให้

ผนังเซลล์มีความแข็งแรงมากขึ้นเช่นกับเมลานินของ

แมลงจะเกี่ยวข้องกับความแข็งแรงของเปลือกนอก [7] 

ในมนุษย์และสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมมักพบเมลานินเป็น

องค์ประกอบส�าคัญของผิวหนงัและเส้นผม โดยเมลานนิ

มหีน้าทีห่ลักคือ จะช่วยดดูซับแสงทีม่ากเกนิไปและช่วย

ปกป้องร่างกายจากการท�าลายของรงัสีอลัตร้าไวโอเลต

จากแสงแดด [8] เมลานินในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมแบ่ง

ตามเฉดสีได้ 2 ชนดิ คอื 1) Pheomelanin เป็นเมลานนิ

ที่มีเฉดสีเหลืองถึงสีแดง และ 2) Eumelanin เป็น

เมลานินเฉดสีด�าหรือน�้าตาล เป็นชนิดที่พบมากที่สุด

ในร่างกายของมนุษย์ โดยเฉพาะที่เส้นผม [7] รวมทั้งที่

ผิวหนัง ตา หูส่วนในและสมอง [9] เมลานินมีโมเลกุล

ขนาดใหญ่เกิดจากการปฏิกิริยาออกซิเดทีฟพอลิเมอร์

ไรเซชันของฟีนอลและ/หรือสารประกอบอินโดล

เมลานินออกฤทธ์ิยับยั้งทางชีวภาพได้กว้างและหลาก

หลาย [10] แม้ว่าโครงสร้างของเมลานินยังไม่มีการ

ศึกษาที่แน่ชัด Prota [11] รายงานว่าเมลานินเป็น
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สารเฮตเทอโรจีนัสพอลิเมอร์ ประกอบด้วยสารอินโดล 

(Indole) ทีเ่ชือ่มต่อกนัด้วยพนัธะโควาเลนซ์ สารเหล่านี้

ได้แก่ 5,6-dihydroxyindole, indole-5,6-quinone, 

5-6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid, และ 

indole-5,6-quinone-2-carboxylic acid, Woo 

et al. [12] รายงานว่าเมลานินมีโครงสร้างคล้ายคลึง

กับลิกนินซึ่งเป็นองค์ประกอบในเซลล์พืชและถ่านหิน 

เนื่องจากประกอบด้วยสารประกอบฟีนอลและอินโดล

มาต่อกันเป็นพอลิเมอร์เช่นเดียวกัน การสังเคราะห์

เมลานินทางชีวภาพเกิดขึ้นโดยเอนไซม์ tyrosinase 

เปลี่ยน tyrosine เป็น L-dopa (3,4-dihydroxy 

phenyl-L-alanin) ที่จะเปลี่ยนไปเป็น dopachrome 

และถูกออกซิไดซ์เป็น indol-5, 6-quinone จากนั้น

จะถูกพอลิเมอร์ไรซ์เป็น DOPA-melanin ซึ่งเป็นเม็ดสี

น�้าตาลด�า [13]-[14] 

 การสร้างเม็ดสีเมลานินพบในแอคติโนมัยซีทีส 

มากกว่าแบคทีเรียชนิดอื่น Dastager et al. [14] 

รายงานว่าเชื้อ Streptomyces spp. 9 สายพันธุ์จาก

จ�านวน 180 ไอโซเลท ผลติเมด็สนี�า้ตาลด�าซึง่แพร่เข้าสู่

อาหารเลี้ยงเชื้อ peptone-yeast extract agar (ISP-

6 medium) และ synthetic tyrosine agar (ISP-7 

medium) เมด็สสีีน�า้ตาลทีส่กดัได้เป็นเมด็สทีีล่ะลายน�า้

และได้รับการยืนยันว่าเป็นเมลานอยด์หรือเมลานิน 

Amal et al. [2] รายงานว่าเชื้อ Streptomyces 4 

สายพันธุ์จาก 30 ไอโซเลทที่แยกได้สามารถผลิตเม็ดสี

ที่แตกต่างกันในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีแตกต่างกัน 8 ชนิด 

Streptomyces viriginiae เป็นสายพันธุ์ท่ีดีที่สุดท่ี

สามารถผลิตเม็ดสีน�้าตาลเข้มในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

2 ชนิดคือ ISP-6 medium และ ISP-7 medium

การเตมิแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และฟอสฟอรสั

มีผลต่อความเข้มข้นของเม็ดสี และพบว่า Co2+ Mg2+ 

และ Pb2+ ช่วยเพิ่มปริมาณการผลิตเม็ดสีเมลานิน 

Goncalves et al. [15] ท�าการวิเคราะห์เม็ดสีที่สกัด

จาก Aspergillus nidulans สายพันธุ์ที่ผลิต เมลานิน

มากที่สุด (MEL 1 และ MEL 2) ผลการศึกษาด้วย 

UV- and IR-spectra พบว่าเม็ดสีที่สร้างจากมิวแต้นท์ 

MEL 1 และ MEL 2 มีความใกล้เคียงกับสาร DOPA-

melanin เมื่อท�าการย่อยสลายเมลานินดังกล่าวพบว่า

ประกอบด้วยหน่วยย่อยของอินโดลเช่นเดียวกับที่พบ

ในสาร DOPA-melanin เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบ

ธาตุพบว่าเม็ดสทีีส่กดัจากเชือ้มวิแตนท์ทัง้สองสายพนัธุ์

มีเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนสูง จึงไม่ใช่สาร DHN-melanin 

ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนเพียงเล็กน้อย และได้ยืนยัน

ผลโดยทดสอบกับ Tricyclazole ซึ่งเป็นสารยับย้ัง

การสังเคราะห์ DHN-melanin แต่ไม่มีผลยับยั้ง

การผลิตเม็ดสีในเชื้อสายพันธุ์ MEL 1 และ MEL 2 

นอกจากนี้ยังไม่พบโคโลนีสีด�าบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี 

Tropolone ซ่ึงเป็นสารยับยั้งการสังเคราะห์ DOPA-

melanin การศึกษานี้สรุปได้ว่าเมลานินที่ผลิตจาก

เชือ้มิวแต้นท์ทัง้สองสายพนัธุเ์ป็นชนดิ DOPA-melanin 

Deshmukh [16] ท�าการแยกจุลินทรีย์ที่สร้างเม็ดสี

เมลานินจากตัวอย่างดินของอ�าเภอ Ahmednagar 

รัฐมหาราษฎระ โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Tyrosine 

Casein Agar และได้ท�าการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา การจัดเรียงตัวของสปอร์ และอ้างอิงถึงหนังสือ 

Bergey’s เล่มที่ 4 พบว่าจุลินทรีย์ที่แยกได้จัดอยู่ใน

สกุล Streptomyces จะสร้างเม็ดสีน�า้ตาลถึงด�าแพร่

ออกมานอกเซลล์และท�าการทดสอบการสร้างเมลานนิ

โดยใช้ L-DOPA เป็นซับ สเตรต สังเกตพบว่ามีสีแดง

เกิดขึ้นและยืนยันได้ว่าเม็ดสีที่จุลินทรีย์สร้างเป็นเม็ด

สีเมลานิน เช้ือจุลินทรีย์สร้างเม็ดสีเมลานินในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ peptone-iron broth ได้ดีกว่าใน Tyrosine 

Casein Broth เล็กน้อย และพบว่าแป้งและแอล-ไกล

ซีนเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุด

ส�าหรับการเจริญของจุลินทรีย์เมื่อเทียบกับแหล่งอื่น ๆ  

ที่ใช้ในการท�าการทดลอง Dharmik และ Gomashe 

[17] ท�าการแยกแอคติโนมัยซีทีสที่สร้างเม็ดสีเมลานิน

พบว่า 3 ไอโซเลตจาก 20 ไอโซเลตของสายพันธุ ์ 

Streptomyces สร้างเม็ดสีสีน�้าตาลเข้มแพร่ทั้งบน

อาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-6 Medium และอาหารเลี้ยง
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เชื้อ streptomyces isolation agar, Sharma et al.

[18] รายงานว่า Streptomycetes sp. NL สร้างเม็ด

สีเมลานินได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-6 medium และ

พบว่า Co2+ Cu2+ และ Pb2+ ช่วยเพิ่มปริมาณการผลิต

เม็ดสีเมลานิน ในขณะท่ี Mn2+ มีผลยับยั้งการผลิต

สารสกดัเมลานนิหยาบท่ีผลติโดยวธิ ีCotton Method 

และ Submerged Fermentation มีประสิทธิภาพใน

การยบัยั้งแบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบหลายชนดิ

เนื่องจากคุณสมบัติท่ีหลากหลายของเม็ดสีเมลานิน

จึงมีการน�าเมลานินมาประยุกต์ใช้ทางเภสัชกรรม 

เครื่องส�าอาง ส่ิงทอ อุตสาหกรรมทางการเกษตรและ

อาหารอย่างกว้างขวาง [14] 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการเจริญ 

การสร้างเม็ดสีเมลานินของเชื้อแอคติโนมัยซีที จ�านวน 

2 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ PNST-01 และสายพันธุ ์

PRBS-12 โดยเชือ้ทัง้สองสายพนัธุม์โีคโลนสีนี�า้ตาลเข้ม

และสามารถสร้างเมด็สนี�า้ตาลเข้มแพร่เข้าสูอ่าหารเลีย้ง

เชื้อ Tyrosine Medium (ISP-7 Medium) นอกจากนี้

ยงัศกึษาผลของไอออนโลหะต่อการสร้างเม็ดสเีมลานนิ 

รวมทั้งฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดเมลานินหยาบต่อ

แบคทีเรียทดสอบ เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการขยาย

ขนาดการผลติและการน�าประยกุต์ใช้เพ่ือเพิม่มลูค่าของ

ผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอางและอาหารต่อไป

2. ระเบียบวิธีวิจัย 
2.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ 

 แอคติโนมัยซีทีส
 น�าช้ินวุน้ Yeast-malt Extract Medium (ISP-2 

Medium) วางบนสไลด์ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ ซ่ึงอยูบ่นแท่ง

แก้วงอรปูตวัวใีนจานอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้ใช้เขม็เขีย่

เชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 และสายพันธุ์ 

PRBS-12 จากหลอดเลี้ยงเช้ือ แล้วกดลงในชิ้นวุ้นทั้ง

สี่ด้านปิดด้วย Cover Slip ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว เติม

น�า้กลัน่ปลอดเช้ือลงในจานเลีย้งเชือ้เพ่ือให้มคีวามชืน้สงู

บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็น

เวลา 4-7 วัน เมื่อครบก�าหนดแล้ว ให้น�าแผ่นสไลด์ที่

มีวุ้นการเจริญไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วย

กล้องจลุทรรศน์ บนัทกึลกัษณะทีพ่บ จากนัน้ให้น�าแผ่น

สไลด์มาอังบนน�า้ร้อน 15-20 นาที เมื่อวุ้นอาหารแห้ง 

น�าแผ่นสไลด์ไปย้อมด้วย Phenolic Rose Bengal 

อังบนน�้าร้อน 5 นาที ล้างซับน�้าให้แห้ง น�าไปศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ

ธรรมดา

2.2 การเจริญของเชื้อแอคติโนมัยซีทีสบน

 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ
 น�าเชือ้แอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PNST-01 และ

สายพนัธุ ์PRBS-12 มาขดีแบบ Simple Streak ให้เตม็

ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-2 Medium บ่มที่อุณหภูมิ

ห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

จากนั้นใช้ Cork Borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 

เซนติเมตร เจาะชิ้นวุ้นแบบปราศจากเชื้อและวางบน

อาหารเลีย้งเชือ้ชนดิต่าง ๆ  (สัง่ซือ้จากบรษิทั Himedia) 

ดังนี้คือ Tryptone Yeast Extract Medium (ISP-1 

Medium), Yeast-malt Extract Medium (ISP-2 

Medium), Oat Meal Medium (ISP-3 Medium), 

Inorganic Salt Starch Medium (ISP-4 Medium), 

Glycerol Asparagine Medium (ISP-5 Medium), 

peptone Yeast Extract Iron Medium (ISP-6 

Medium), และ Tyrosine Medium (ISP-7 Medium) 

โดยท�าการทดลอง 3 ซ�า้ บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิอง (30±2 องศา

เซลเซียส) เป็นเวลา 14 วัน วัดขนาดโคโลนีที่เจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด

2.3 การสร้างเม็ดสีเมลานินของเช้ือแอคติโน

 มัยซีทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ
 น�าเชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 

และสายพันธุ์ PRBS-12 มาขีดแบบ Simple Streak 

ให้เต็มลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ  ดังนี้ คือ ISP-1 

Medium, ISP-2 Medium, ISP-3 Medium, ISP-4 
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Medium, ISP-5 Medium, ISP-6 Medium, และ 

ISP-7 Medium ท�าการทดลองซ�้า 3 ซ�้า บ่มที่อุณหภูมิ

ห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 14 วนั สงัเกตการ

สร้างเมด็สขีองเชือ้ทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้แต่ละชนดิ

2.4 ผลของคอปเปอร์ไอออนและโคบอลต์

 ไอออนต่อการเจริญ
 น�าเชือ้แอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PNST-01 และ

สายพนัธุ ์PRBS-12 มาขดีแบบ Simple Streak ให้เตม็

ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-2 Medium บ่มที่อุณหภูมิ

ห้อง (30±2 องศาเซลเซยีส) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้

ใช้ Cork Borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร 

เจาะช้ินวุ้นแบบปราศจากเชื้อและวางบนอาหารเลี้ยง

เชือ้ ISP-7 Medium ทีม่คีอปเปอร์คลอไรด์และโคบอลต์

คลอไรด์เป็นส่วนประกอบในอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 

0.027 และ 0.04 มิลลิกรัมต่อมิลิลิตร ตามล�าดับ (การ

ทดลองควบคุม) ISP-7 Medium ท่ีไม่เติมคอปเปอร์

คลอไรด์ และ ISP-7 Medium ทีไ่ม่เตมิโคบอลต์คลอไรด์

ท�าการทดลองซ�า้ 3 ซ�า้ บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิอง (30±2 องศา

เซลเซียส) เป็นเวลา 14 วัน สังเกตการเจริญและวัด

ขนาดโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

2.5 ผลของคอปเปอร์ไอออนและโคบอลต์

 ไอออนต่อการสร้างเม็ดสีเมลานิน
 น�าเชือ้แอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PNST-01 และ

สายพนัธุ ์PRBS-12 มาขดีแบบ Simple Streak ให้เตม็

ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7 Medium ที่มีคอปเปอร์

คลอไรด์และโคบอลต์คลอไรด์เป็นส่วนประกอบใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 0.027 และ 0.04 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ (การทดลองควบคุม) ISP-7 

Medium ที่ไม่เติมคอปเปอร์คลอไรด์ และ ISP-7 

Medium ที่ไม่เติมโคบอลต์คลอไรด์ ท�าการทดลองซ�า้

3 ซ�้า บ่มที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็น

เวลา 14 วัน สังเกตการสร้างเม็ดสีของเชื้อที่เจริญบน

อาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด

2.6 การผลิตเมลานิน
 เตรยีมหวัเชือ้แอคตโินมัยซทีสีโดยการถ่ายเชือ้ลง

ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว ISP-2 Medium บ่มทีอ่ณุหภมูิ

ห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องบ่มเขย่าด้วย

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปรับ

ความเข้มข้นของหัวเชื้อที่ A
600

 = 0.5 จากนั้นเติม

หัวเชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 ลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ISP-7 Medium ที่มีเด็กทรินเป็น

แหล่งคาร์บอน (7.5 กรมัต่อลิตร) และมแีอล-แอสพารา

จีน (L-asparagine) เป็นแหล่งไนโตรเจน (1.0 กรัม

ต่อลิตร) พีเอชเริ่มต้นของอาหารเล้ียงเชื้อเท่ากับ 7.0 

บ่มบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน [19] ส่วน

หัวเชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PRBS-12 จะเติมลง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ISP-7 Medium ที่มีฟรักโทส 

(Fructose) เป็นแหล่งคาร์บอน (10.0 กรมัต่อลติร) และ

มีแอล-แอสพาราจีนเป็นแหล่งไนโตรเจน (2.5 กรัมต่อ

ลิตร) พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 6.0 บ่ม

บนเครื่องบ่มเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน [20] เมื่อ

ครบก�าหนดแล้วท�าการแยกเซลล์โดยการกรองตาม

ด้วยการหมุนเหวี่ยง 12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วน�าสารสกัดเมลานิน

หยาบ (Crude Melanin) ที่ได้ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียต่อไป 

2.7 ฤทธิย์บัยัง้แบคทีเรยีของสารสกัดเมลานนิ

 หยาบ 
 น�าสารสกัดเมลานินหยาบมาทดสอบฤทธ์ิยับย้ัง

จุลินทรีย์ โดยวิธี Agar Well Diffusion Method 

แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบจ�านวน 10 สายพันธุ ์ 

คอื Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis 

ATCC 6633, Serratia marcescens, Shigella 

dysenteriae, Streptococcus pyogenes , 

Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, 
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Klebsiella pneumonia, Escherichai coli และ 

Pseudomonas aeruginosa เชื้อเหล่าน้ีได้รับ

ความอนุเคราะห์ห้องเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ภาควิชา

วิทยาศาสตร์ชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย

อุบลราชธานี โดยน�าแบคทีเรียทดสอบมาเกลี่ยลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Muller-Hinton Agar แล้วเจาะด้วยที่

เจาะชิ้นวุ้นขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร จาก

นั้นน�าสารสกัดเมลานินหยาบปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ใส่ลงไปในหลุมที่เจาะ น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24-72 ชั่วโมง

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
3.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ

 แอคติโนมัยซีทีส 
 เชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 เป็น

เชือ้แอคตโินมยัซีทสีทีส่ร้างเมลานนิซ่ึงคดัแยกได้จากดนิ

จากชมุชนเศรษฐกจิพอเพยีง มหาวทิยาลยัอบุลราชธานี 

บนอาหารเลีย้งเชือ้ Tyrosine Agar โคโลนสีนี�า้ตาลเข้ม

เป็นปุย ผิวนูน หลั่งสารสีแพร่เข้าสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ

ท�าให้อาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นเป็นสนี�า้ตาลเทาเข้มถงึสดี�า

[21] จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ

แอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 โดยใช้วิธี Slide 

Culture บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน ผลการวิจัย

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบธรรมดาพบว่าเชือ้แอคติโน

มัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 มีลักษณะเป็นเส้นใย

แตกแขนง มีการสร้างสปอร์ต่อกนัเป็นสายยาว ส�าหรบั

เชือ้แอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PRBS-12 เป็นเชือ้แอคติ

โนมยัซีทสีทีส่ร้างเมลานนิซ่ึงคดัแยกได้จากดนิรอบราก

ต้นทองกวาว คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาอบุลราชธานี 

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Starch Casein Nitrate Agar

โคโลนีลักษณะกลมนูน โคโลนีสีน�้าตาลเทาเข้ม ขอบ

เรียบ แห้งเป็นปุย ผิวนูน หลั่งสารสีแพร่เข้าสู่อาหาร

เลี้ยงเชื้อท�าให้อาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนเป็นสีน�้าตาลเข้ม

อมเทา [22] จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของ

เชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PRBS-12 โดยใช้วิธี 

Slide Culture บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน

ผลการวิจัยภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบธรรมดาพบว่า

เช้ือแอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PRBS-12 มลัีกษณะเป็น

เส้นใยแตกแขนง มีการสร้างสปอร์ต่อกันเป็นสายยาว

เช่นเดียวกับสายพันธุ์ PNST-01

3.2 การเจริญของเช้ือแอคติโนมัยซีทีสบน

 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ
 จากการน�าชิน้วุน้ของเชือ้แอคติโนมยัซทีสีขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร มาวางบรเิวณตรงกลาง

ของอาหารเลี้ยงเช้ือ 7 ชนิด น�าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 14 วัน ผลการวิจัยพบว่าเชื้อแอคติโนมัยซีทีส 

สายพันธุ์ PNST-01 สามารถเจริญได้ดีที่สุดบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ ISP-7 Medium (3.16±0.34 ซม.) รองลงมา

คืออาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-2 Medium (3.10±0.15 ซม.) 

ISP-4 Medium (2.76±0.21 ซม.) ISP-3 Medium 

(2.36±0.39 ซม.) ISP-1 Medium (2.16±0.26 ซม.) 

ISP-5 Medium (2.16±0.28 ซม.) และ ISP-6 Medium 

(2.15±0.23 ซม.) เชือ้แอคติโนมยัซทีสี สายพนัธุ ์PRBS-

12 สามารถเจริญได้ดีที่สุดบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-3 

Medium (2.86±0.51 ซม.) รองลงมาคืออาหารเลี้ยง

เชือ้ ISP-7 Medium (2.75±0.37 ซม.) ISP-4 Medium 

(2.72±0.32 ซม.) ISP-2 Medium (2.59±0.15 ซม.) 

ISP-1 Medium (2.28±0.12 ซม.) ISP-5 Medium 

(2.22±0.36 ซม.) และ ISP-6 Medium (2.06±0.18 

ซม.) จะเห็นได้ว่าเช้ือแอคติโนมัยซีทีสทั้งสองสายพันธุ์ 

สามารถเจริญได้ดีท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือต่างชนิดกัน 

แต่เจริญได้รองลงมาในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกัน

 เชื้อแอคติโนมัยซีทีสเป็นแบคทีเรียสร้างเส้นใย 

ลักษณะของโคโลนีที่พบบนอาหารเล้ียงเชื้อพบว่า

โคโลนีเกาะแน่นและมีลักษณะจมอยู่ในอาหาร โคโลนี

คล้ายผงหรือฝุ ่นแป้ง หยาบขุรขระคล้ายหนังสัตว์ 

แอคติโนมัยซีทีสสามารถผลิตเม็ดสีต่าง ๆ  ทั้งในอาหาร

ธรรมชาติหรืออาหารสังเคราะห์ สีเหล่านี้จะอยู ่ใน

เฉดสีต่างๆ สีน�า้เงนิ สีม่วง สีแดง สีแดงกหุลาบ สีเหลือง 
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สเีขยีว สนี�า้ตาลและสดี�า เชือ้แอคตโินมยัซทีสีสายพนัธุ์ 

PNST-01 และสายพันธุ์ PRBS-12 คัดแยกได้จากดิน 

สามารถสร้างเม็ดสีสีด�าหรือเมลานินได้ โดยเม็ดสีอาจ

จะละลายอยู่ในอาหารเลี้ยงเช้ือและเก็บไว้ในเส้นใย

เมือ่น�าเชือ้แอคตโินมยัซีทสีท้ัง 2 สายพนัธุ ์มาเพาะเล้ียง

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP Medium (International 

Streptomyces Project) Medium [23] ซึง่เป็นอาหาร

เลี้ยงเช้ือที่ใช้ส�าหรับการคัดแยก การเพาะเลี้ยงและ

การศึกษาลักษณะของ Streptomyces species มีทั้ง

ชนิดที่เป็น Synthetic Media และ Complex Media 

เชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 สามารถ

เจริญได้ดีที่สุดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7 Medium ซึ่ง

เป็น Synthetic Media เนื่องจากมีแหล่งสารอาหารที่

สมบูรณ์เพื่อการเจริญ ซึ่งประกอบด้วยกลีเซอรอลเป็น

แหล่งคาร์บอน แอล-แอสพาราจีนและแอล-ไทโรซนีเป็น

แหล่งกรดอะมโินส�าหรบัการเจรญิของ Streptomyces 

species มีแร่ธาตุที่อยู่ในรูปของเกลือจ�านวน 7 ชนิด

คือ เหล็ก แมงกานีส สังกะสี คอปเปอร์ โคบอล

โมลบิดนิมั รวมท้ังกรดบอรกิ มีไดโพแทสเซยีมฟอสเฟต

เป็นสารบัฟเฟอร์ และมีโซเดียมคลอไรด์ช่วยรักษา

สมดุลออสโมทิก ส�าหรับเชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ 

PRBS-12 สามารถเจริญได้ดีท่ีสุดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ISP-3 Medium ซึ่งเป็น Complex Media ประกอบ

ด้วยข้าวโอ๊ตบดหยาบเป็นแหล่งคาร์บอน แหล่งกรด

อะมิโน วิตามินและแร่ธาตุหลายชนิด และมีแร่ธาตุที่

อยู่ในรูปของเกลือจ�านวน 3 ชนิดคือ เหล็ก แมงกานีส 

และสังกะสี ส�าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-2 Medium 

และ ISP-4 Medium เป็น Complex Media โดย 

ISP-2 Medium ประกอบด้วย Peptic Digest of 

Animal Tissue และยสีต์สกดั เป็นแหล่งของไนโตรเจน 

คาร์บอน ซัลเฟอร์ วิตามินบีรวมและแร่ธาตุรองหลาย

ชนิด มีมอลต์สกัดและเด็กโทส เป็นแหล่งคาร์บอนและ

พลังงาน ส�าหรับ ISP-4 Medium จะมีสต๊าซเป็นแหล่ง

คาร์บอน มไีดโพแทสเซยีมฟอสเฟตและโซเดยีมคลอไรด์

เช่นเดียวกับ ISP-7 Medium และมีแร่ธาตุที่อยู่ใน

รูปของเกลือจ�านวน 3 ชนิดคือ เหล็ก แมงกานีส และ

สังกะสีเช่นเดียวกับ ISP-3 Medium 

 อาหารเลี้ยงเชื้อที่เชื้อแอคติโนมัยซีทีสทั้งสอง

สายพันธุ์เจริญได้รองลงมาคือ อาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-1

Medium ISP-5 Medium และ ISP-6 Medium 

(ตามล�าดับ) ISP-1 Medium เป็น Complex Media 

ประกอบด้วย Casein Enzymatic Hydrolysate 

และและยีสต์สกัด เป็นแหล่งของไนโตรเจน คาร์บอน 

ซัลเฟอร์ วิตามินบีรวมและแร่ธาตุรองหลายชนิด 

อาหารเล้ียงเชื้อ ISP-5 Medium ซึ่งเป็น Synthetic 

Media ประกอบด้วยกลีเซอรอล แอล-แอสพาราจีน 

ไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรด์เช่นเดียว

กับ ISP-7 Medium และมีแร่ธาตุที่อยู่ในรูปของเกลือ

จ�านวน 3 ชนดิคอื เหลก็ แมงกานสี และสงักะสเีช่นเดยีว

กับ ISP-3 Medium และ ISP-4 Medium อาหารเลี้ยง

เชื้อ ISP-6 Medium เป็น Complex Media ประกอบ

ด้วย Peptic Digest of Animal Tissue และยีสต์

สกัด เป็นแหล่งของไนโตรเจน คาร์บอน ซัลเฟอร์

วิตามินบีรวมและแร่ธาตุรองหลายชนิดเช่นเดียวกับ 

ISP-2 Medium และม ีProteose Peptone เป็นแหล่ง

ของไนโตรเจน

3.3 การสร้างเม็ดสีเมลานินของเชื้อแอคติโน

 มัยซีทีส บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ
 จากการน�าเช้ือแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ ์ 

PNST-01 และสายพันธุ์ PRBS-12 มาขีดแบบ Simple 

Streak ให้เต็มบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 7 ชนิด น�าไปบ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน ผลการวิจัยพบว่าเชื้อ

แอคติโนมัยซีทีสทั้ง 2 สายพันธุ์ สามารถสร้างเม็ดสี

เมลานนิได้ดทีีส่ดุ โคโลนมีสีนี�า้ตาลเทาเข้มเมือ่เจรญิบน

อาหารเลีย้งเชือ้ ISP-7 Medium และเชือ้จะสร้างโคโลนี

สเีทาเข้มถงึเทาอ่อนเมือ่เจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ ISP-2 

Medium ISP-3 Medium ISP-4 Medium และ ISP-5

Medium ตามล�าดับ เช้ือแอคติโนมัยซีทีสทั้ง 2 สาย

พนัธุไ์ม่สามารถสร้างเมด็สเีมลานนิเมือ่เจริญบนอาหาร
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เลีย้งเชือ้ ISP-1 Medium และ ISP-6 Medium โดยเชือ้

แอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 จะสร้างโคโลนี

สีขาวอมเหลืองและสีเหลือง ตามล�าดับ ส่วนเชื้อแอคติ

โนมยัซทีสี สายพนัธุ ์PRBS-12 จะสร้างโคโลนสีขีาวและ

สีเหลือง ตามล�าดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 จะเห็นได้ว่า

ชนดิและส่วนประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้มผีลต่อการ

สร้างเม็ดสีเมลานิน อาหารเล้ียงเช้ือ ISP-7 Medium 

เป็น Synthetic Medium ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน

และกรดอะมิโนที่จ�าเป็นต่อการเจริญ โดยเฉพาะอย่าง

ยิ่งไทโรซิน ซึ่งเป็นซับสเตรทส�าคัญในการสังเคราะห์

เมลานนิ โดยอาศยัเอนไซม์ไทโรซเินสในการเร่งปฏกิริยิา

ออกซิเดชัน และยังมีแร่ธาตุหลักและแร่ธาตุรองหลาย

ชนดิทีจ่ะช่วยในการผลติเมลานนิ ISP-7 Medium เป็น

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีส่งเสริมการเจริญและการสร้างเม็ดสี

เมลานนิได้ดกีว่าอาหารเลีย้งเชือ้ ISP-medium ชนดิอืน่

ที่ศึกษาเปรียบเทียบในการวิจัยนี้ ส�าหรับอาหารเลี้ยง

เชื้อ ISP-1 Medium และ ISP-6 Medium เป็น 

Complex Media ประกอบด้วยเปปโทนและยสีต์สกดั

ทีอ่ดุมสมบรูณ์ด้วยแหล่งไนโตรเจน แหล่งคาร์บอนและ 

Growth Factors ซึ่งจ�าเป็นต่อกระบวนการเมแทบอลิ

ซึม แต่ไม่ได้ส่งเสริมการสร้างเม็ดสีเมลานินโดยเชื้อแอ

คติโนมัยซีทีสทั้ง 2 สายพันธุ์นี้ อย่างไรก็ตาม งานวิจัย

ของ Amal et al. [2] รายงานว่าเมือ่เปรยีบเทยีบความ

สามารถในการสร้างเมด็สเีมลานนิของ Streptomyces 

virginiae บนอาหารเลีย้งเช้ือ 8 ชนดิ ผลการวจิยัพบว่า

เชื้อสามารถสร้างเม็ดสีเมลานินได้ดีในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

ISP-6 Medium รองลงมาคือ ISP-7 medium เชื้อไม่

สามารถสร้างเม็ดสีเมลานินในอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-3 

Medium, ISP-5 Medium, Starch Nitrate Medium, 

Fish Meal Extract Medium Dox Medium และ 

Soy-bean Meal Extract Medium

ตารางที่ 1 ลักษณะการสร้างเมลานินของแอคติโนมัย

 ซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 และสายพันธุ์ 

 PRBS-12 บนอาหารเลีย้งเชือ้ ISP Medium 

 ชนิดต่างๆ เมื่อบ่มเป็นเวลา 14 วัน

อาหารเลี้ยงเชื้อ
การสร้างเม็ดสี 

สายพันธุ์ PNST-01 สายพันธุ์ PRBS-12 

ISP-1 Medium สีขาวอมเหลือง สีขาว

ISP-2 Medium สีเทาเข้ม สีเทาเข้ม

ISP-3 Medium สีเทาอ่อน สีเทาอ่อน

ISP-4 Medium สีเทา สีเทา

ISP-5 Medium สีเทาอ่อน สีเทาอ่อน

ISP-6 Medium สีเหลือง สีเหลือง

ISP-7 Medium สีน�า้ตาลเทาเข้ม สีน�้าตาลเทาเข้ม

 Manivasagan et al. [24] ท�าการวิจัยโดยใช้

อาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-1 Medium และ ISP-7 Medium 

ในการคัดแยกหาเชื้อแอคติโนมัยซีทีสที่สร้างเม็ดสี

เมลานนิ และใช้อาหารเล้ียงเชือ้ ISP-7 Medium ในการ

ผลติเมด็สเีมลานนิ โดยพบว่าสต๊าซและเคซนีเป็นแหล่ง

คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม ตามล�าดับ 

Sharma et al. [18] รายงานว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-6

medium และ Glycerol Peptone Medium ส่งเสรมิ

การสร้างเม็ดสีเมลานินโดยเช้ือแอคติโนแบคทีเรีย

ไอโซเลท NL ได้ดีกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7 Medium, 

Glutamate Medium, และ Czapeck Medium ดังนั้น 

จงึสรปุได้ว่าชนดิและส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ

เป็นปัจจัยส�าคัญต่อการสร้างเม็ดสีเมลานินของเชื้อ

แอคติโนมัยซีทีสแต่ละสายพันธุ์

3.4 ผลของคอปเปอร์ไอออนและโคบอลต์

 ไอออนต่อการเจริญและการสร้างเม็ดสี

 เมลานิน
 เมือ่ทดสอบการเจรญิและการสร้างเม็ดสีเมลานนิ

ของแอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PNST-01 และสายพนัธุ์

PRBS-12 บนอาหารเล้ียงเชื้อ ISP-7 Medium ที่ไม่
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เติมคอปเปอร์คลอไรด์ และ ISP-7 Medium ที่ไม่ เติม

โคบอลต์คลอไรด์ ผลการวจิยัพบว่าเชือ้ทัง้สองสายพนัธุ์ 

มีการเจริญลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ISP-7 Medium คือ เช้ือแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ 

PNST-01 สามารถเจริญได้ดีที่สุดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

ISP-7 Medium รองลงมาคืออาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7

Medium ที่ไม่เติมโคบอลต์คลอไรด์ และ ISP-7 

Medium ที่ไม่เติมคอปเปอร์คลอไรด์ ตามล�าดับ ส่วน

เชือ้แอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PRBS-12 สามารถเจรญิ

ได้ดท่ีีสดุบนอาหารเลีย้งเชือ้ ISP-7 Medium รองลงมา

คืออาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7 Medium ที่ไม่เติมคอปเปอร์

คลอไรด์ และ ISP-7 Medium ทีไ่ม่เตมิโคบอลต์คลอไรด์ 

ตามล�าดับ ในสภาวะที่ไม่มีคอปเปอร์ไอออนและ

โคบอลต์ไอออนในอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-7 Medium

พบว่าเช้ือทั้งสองสายพันธุ์ไม่มีการสร้างเม็ดสีเมลานิน 

โดยเชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 จะสร้าง

โคโลนีสีขาวบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิด ส่วนเชื้อ

แอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PRBS-12 จะสร้างโคโลนี

สีขาวแกมเทาอ่อนและสีขาวบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-

7 Medium ที่ไม่เติมคอปเปอร์คลอไรด์ และ ISP-7 

Medium ท่ีไม่เตมิโคบอลต์คลอไรด์ ตามล�าดบั ดงัแสดง

ในตารางที่ 2 ไอออนของโลหะมีความจ�าเป็นต่อการ

เจริญและการสร้างเม็ดสี คอปเปอร์และโคบอลต์เป็น

ธาตอุาหารรองทีจ่�าเป็นต่อการเจรญิ (Trace Element) 

หรอืสารอาหารทีจ่ลุนิทรย์ีต้องการในปรมิาณน้อย เป็น

องค์ประกอบของสารต่าง ๆ รวมทั้งเอนไซม์และเป็น

โคแฟลกเตอร์ ดงันัน้จงึมคีวามจ�าเป็นต่อการเจรญิและ

ปฏิกิริยาในวิถีกระบวนการเมแทบอลิซึมต่าง ๆ โดย

คอปเปอร์จ�าเป็นต่อกระบวนการหายใจระดับเซลล์ 

ส่วนโคบอลต์เป็นองค์ประกอบส�าคัญของวิตามินบี 12 

ในสภาวะที่ไม่มีคอปเปอร์ไอออนและโคบอลต์ไอออน

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7 Medium พบว่าเชื้อทั้งสอง

สายพันธุ์ไม่มีการสร้างเม็ดสีเมลานิน โดยเชื้อแอคติโน

มัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 จะสร้างโคโลนีสีขาวบน

อาหารเลี้ยงเชื้อท้ังสองชนิด ส่วนเช้ือแอคติโนมัยซีทีส 

สายพันธุ์ PRBS-12 จะสร้างโคโลนีสีขาวแกมเทาอ่อน

และสีขาวบนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-7 Medium ที่ไม่

เติมคอปเปอร์คลอไรด์ และ ISP-7 Medium ที่ไม่เติม

โคบอลต์คลอไรด์ ตามล�าดับ อธิบายได้ว่าการสร้างเม็ด

สีเมลานินของเช้ือทั้งสองสายพันธุ์เก่ียวข้องกับการมี

ไอออนโลหะในอาหารเลีย้งเชือ้ Giraudeau et al. [25] 

กล่าวว่าไอออนของโลหะมีบทบาทส�าคัญในการสร้าง

เม็ดสี ทั้งน้ีเพราะจะไปกระตุ้นการท�างานของเอนไซม์

ไทโรซิเนสทีเ่ร่งปฏิกรยิาการสังเคราะห์เมลานนิ ในกรณี

ของคอปเปอร์ไอออน Caesar-Tonthat et al. [26] 

กล่าวว่าคอปเปอร์ไอออนจะช่วยเพิ่มปริมาณหรือเพิ่ม

กิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ท�าให้เกิดการเชื่อม

ประสานของ L-DOPA เพื่อการสร้างเมลานิน ในกรณี

ของโคบอลต์ไอออน จะช่วยกระตุ้นการสร้างเอนไซม์

ไทโรซิเนส ท�าให้ผลผลิตเมลานินเพิ่มขึ้น เอนไซม์ที่มี

โคบอลต์เป็นองค์ประกอบจะท�าหน้าท่ีเร่งปฏกิิรยิาการ

ออกซิเดชันไทโนซีนไปเป็น Dopachrome ซึ่งจะเกิด

พอลิเมอร์ไรเซชันป็นเมลานินต่อไป Amal et al. [2] 

รายงานว่า Streptomyces virginae สามารถสร้าง

เม็ดสีเมลานินได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-6 Medium 

ทีเ่ตมิโคบอลต์ไอออน เมอร์ควิรไีอออนและเลทไอออน 

เช้ือจะสร้างเม็ดสีเมลานินในระดับปานกลางในอาหาร

เล้ียงเชื้อ ISP-6 Medium ที่เติมนิเกิลไอออนและ

คอปเปอร์ไอออน เชื้อจะสร้างเม็ดสีเมลานินในระดับ

ต�า่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-6 Medium ที่เติมแมงกานีส

ไอออน อย่างไรกต็ามงานวจิยันีใ้ช้อาหารเลีย้งเชือ้ ISP-7 

Medium เป็นการทดลองควบคุม ซึ่งเป็น Synthetic 

Media หรืออาหารเล้ียงเชื้อสังเคราะห์ที่ทราบองค์

ประกอบทางเคมีแน่นอน ดังน้ันในการเตรียมอาหาร

เลีย้งเชือ้ชนดินีแ้ต่ละครัง้ จะได้อาหารทีม่อีงค์ประกอบ

เหมือนกันทุกครั้ง จะท�าให้การศึกษาปัจจัยที่มีผล

กระทบต่อการผลิตเมลานิน เช่น ปัจจัยทางด้านสาร

อาหาร แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน แร่ธาตุ ผลของ

ไอออนของโลหะ รวมทั้งสารยับยั้งต่าง ๆ ได้ถูกต้อง

แม่นย�ากว่าการใช้ Complex Media เพราะทราบชนดิ

และปริมาณสัดส่วนคงที่แน่นอน
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3.5 ฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ของสารสกัดเมลานิน

 หยาบ
 เมื่อน�าเมลานินหยาบที่สกัดได้มาทดสอบฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรีย์โดยวิธี Agar Well Diffusion ซึ่ง

จุลินทรีย์ทดสอบ 10 สายพันธุ์ ได้แก่ B. cereus ATCC 

11778, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus, E. coli, 

K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. dysenteriae, 

S. typhi, S. pyogenes และ S. marcescens ผล

การวจิยัพบว่าเมลานนิหยาบทีผ่ลติได้จากเชือ้แอคตโิน

ตารางที่ 2 การเจริญและการสร้างเม็ดสีเมลานินของเชื้อแอคติโนมัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 และ PRBS-12 บน

 อาหารเลี้ยงเชื้อ ISP Medium ชนิดต่าง ๆ เป็นเวลา 14 วัน

อาหารเลี้ยงเชื้อ

สายพันธุ์ PNST-01 สายพันธุ์ PRBS-12

ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง (ซม.)
การสร้างเม็ดสี

ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง (ซม.)
การสร้างเม็ดสี

ISP-7 Medium 3.16±0.08 สีน�้าตาลเทาเข้ม 2.75±0.32 สีน�้าตาลเทาเข้ม

ISP-7 Medium ที่ไม่เติมคอปเปอร์คลอไรด์ 1.86±0.16 สีขาว 2.05±0.22 สีขาวแกมเทาอ่อน

ISP-7 Medium ที่ไม่เติมโคบอลต์คลอไรด์ 2.00±0.7 สีขาว 1.47±0.15 สีขาว

ตารางที ่3 ฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีโดยเมลานนิหยาบทีผ่ลติโดยเชือ้แอคตโินมยัซทีสี สายพนัธุ ์PNST-01 และ PRBS-12

แบคทีเรียทดสอบ
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง (เซนติเมตร)

สายพันธุ์ PNST-01 สายพันธุ์ PRBS-12

Bacillus cereus ATCC 11778 1.80±0.34 1.91±0.23

Bacillus subtilis ATCC 6633 1.76±0.29 1.72±0.18

Staphylococcus aureus 1.23±0.51 -

Escherichia coli - -

Klebsiella pneumoniae -  -

Pseudomonas aeruginosa - -

Shigella dysenteriae - -

Salmonella typhi - -

Streptococcus pyogenes - -

Serratia marcescens - -

หมายเหตุ - คือ ไม่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได้

มัยซีทีส สายพันธุ์ PNST-01 สามารถยับยั้งแบคทีเรีย

ทดสอบได้จ�านวน 3 ชนิด คือกลุ่ม Gram Positive 

Bacilli (B. cereus ATCC 11778 และ B. subtilis 

ATCC 6633) และกลุ่ม Gram positive cocci (S. 

aureus) ยกเว้น S. pyogenes และไม่สามารถยับยั้ง

แบคทีเรียทดสอบกลุ่ม Enterobacteriaceae และ

P. aeruginosa เมลานนิหยาบทีผ่ลติได้จากเชือ้แอคตโิน

มัยซีทีส สายพันธุ์ PRBS-12 สามารถยับยั้งแบคทีเรีย

ทดสอบได้เพยีง 2 ชนดิ คือกลุ่ม Gram Positive Bacilli 
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แต่ไม่สามารถยับยั้งกลุ่ม Gram Positive Cocci กลุ่ม 

Enterobacteriaceae และ P. aeruginosa ดังแสดง

ในตารางที่ 3

 ส�าหรับงานวิจัยนี้เมลานินหยาบของเชื้อทั้ง 2 

สายพนัธ์ุมปีระสทิธภิาพยบัยัง้ได้เฉพาะแบคทเีรยีแกรม

บวกรูปแท่ง จึงควรท�าการศึกษาเพิ่มเติมในการน�า

เมลานินบริสุทธ์ิมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย์ จึง

สรุปได้ว ่าสารสกัดเมลานินหยาบจากจุลินทรีย ์มี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์แตกต่างกัน

ตามสายพันธุ์ ดังรายงานวิจัยฉบับอื่นท่ีสอดคล้องคือ 

สารสกัดเมลานินหยาบที่ผลิตจากเชื้อแอคติโนมัยซีทีส

ที่แยกจากทะเลในประเทศอินเดีย สามารถยับยั้งการ

เจริญของ E. coli และ Lactobacillus vugaris ได้ดี 

รองลงมาคือ S. aureus, Proteus mirabilis, Vibrio 

cholera, S. typhi, Samonella paratyphi และ 

Klebsiella oxytoca [27] Amal et al. [2] ท�า

การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ของสารสกัดเมลานินที่

ผลิตจาก S. virginae พบว่าสารสกัดเมลานินหยาบ

สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา 5 ชนิด ยับยั้ง

แบคทีเรีย P. aeruginosa และ S. aureus แต่ไม่

สามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยี B. subtilis และ

ยีสต์ 2 ชนิด คือ C. albicans และ Saccharomyces 

cerevisiae ส่วนสารสกดัเมลานนิทีผ่่านการตกตะกอน

ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวร้อยละ 40 ไม่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ศึกษาทั้ง 10 ชนิด 

Zerrad et al. [28] รายงานว่าสารสกัดเมลานินหยาบ

ที่ผลิตจาก Pseudomonas balearica U7 สามารถ

ยับยั้งการเจริญของ S. aureus, E. coli, Candida 

albicans, Erwinia chrysanthemi, และ Erwinia 

carotovora) ส่วนสารสกัดเมลานินหยาบที่ผลิตจาก

เชื้อแอคติโนมัยซีทีส ไอโซเลท NL สามารถยับยั้ง 

B. subtilis, S. aureus, E. coli และ S. typhi [18] 

แอคติโนมัยซีทีสเป็นจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารเมแท

บอไลซ์ทตุยิภมูหิลายชนดิ ได้แก่ สารปฏชิวีะนะและสาร

สี และมีรายงานว่าสารสีที่ผลิตจากแอคติโนมัยซีทีส

มคุีณสมบตัใินการยบัยัง้เช้ือจลิุนทรย์ี [2] ท�าให้มคุีณค่า

ในแง่ของเวชภัณฑ์ เครื่องส�าอางและอาหาร

4. สรุป 
 เชื้อแอคติโนมัยซีทีสทั้ง 2 สายพันธุ์ (PNST-01 

และ PRBS-12) เจริญได้ดีที่สุดบนอาหารเลี้ยงเชื้อต่าง

ชนิดกัน แต่สามารถสร้างเม็ดสีเมลานินได้ดีที่สุดบน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกันคือ ISP-7 Medium และ

ไม่สามารถสร้างเมด็สีเมลานนิเมือ่เจรญิบนอาหารเล้ียง

เช้ือ ISP-1 Medium และ ISP-6 Medium เช้ือท้ัง

สองสายพันธุ์มีการเจริญลดลงและไม่มีการสร้างเม็ดสี

เมลานินบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-7 Medium ที่ไม่เติม

คอปเปอร์คลอไรด์และโคบอลต์คลอไรด์ สารสกัด

เมลานินหยาบของเชื้อแอคติโนมัยซีสีททั้ง 2 สายพันธุ์ 

สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได้แตกต่างกัน จึงสรุป

ได้ว่าส่วนประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้มผีลต่อการเจรญิ

และการสร้างเม็ดสีของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ นอกจากนี้ 

เมลานนิหยาบจากแต่ละสายพนัธุจ์ะมปีระสทิธภิาพใน

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแตกต่างกัน
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อุบลราชธานีที่ให้การสนับสนุนการวิจัยในครั้งนี้
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