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บทคัดย่อ

แอคติโนแบคทีเร์ียเป็นแบคทีเร์ียแกูร์มบวกูสามาร์ถื่สร์�างสาร์เมตาบอไลท์ทุติยภัูมิที�มีฤทธิ�ทางชีวภัาพิที�หลากูหลาย  

ในงานวจิัยันี�มวีตัถื่ปุร์ะสงคเ์พิ่�อศกึูษาปร์ะสทิธภิัาพิกูาร์สกูดั กูาร์แยกู และพิสิจูันโ์คร์งสร์�างทางเคมขีองสาร์สชีมพิทูี�แยกูได�จัากู

แอคติโนแบคทีเร์ีย B7 (Streptomyces spectabilis) ซึ่ึ�งเป็นเช่�อที�คัดแยกูได�จัากูดินร์ังมด จัังหวัดเพิชร์บูร์ณ์ ในเช่�อชนิดนี�

มีร์ายงานสาร์กูลุ่มโปร์ดิจัินิน ซึ่ึ�งสาร์กูลุ่มนี�มีฤทธิ�ต�านอนุมูลอิสร์ะ จัุลชีพิ และเช่�อร์า จัึงมีกูาร์ปร์ะเมินปร์ะสิทธิภัาพิเบ่�องต�น

ในกูาร์ออกูฤทธิ�ต�านอนุมูลอิสร์ะเพิ่�อเป็นข�อมูลในกูาร์นำไปใช�ปร์ะโยชน์ในอนาคต เช่น ส่วนปร์ะกูอบในเคร์่�องสำอาง ผู้ลกูาร์

ทดลองพิบว่า เมทานอลเป็นตัวทำละลายสำหร์ับกูาร์สกูัดที�มีปร์ะสิทธิภัาพิสูงสุดได�ร์ับกูาร์ตร์วจัสอบปร์ิมาณสาร์จัากูน�ำหนักู

และโดยใช�เทคนิค HPLC สาร์สีชมพูิบร์ิสุทธิ�ที�แยกูได�จัากูเทคนิคคอลัมน์โคร์มาโตกูร์าฟีี มีกูาร์พิิสูจัน์โคร์งสร์�างสาร์บริ์สุทธิ� 

ที�แยกูได�โดยใช�สเปกูโทร์สโกูปแีละเทยีบกูบัข�อมลูที�ได�มกีูาร์ร์ายงานพิบวา่ สาร์บร์สิทุธิ�สชีมพิทูี�แยกูได�มขี�อมลูตร์งกูบัโคร์งสร์�าง

ของสาร์ 4'-Methoxy-5'-[(1"-nonyl-5"-propyl-4"-cycle-1-penten-3"-imino)-methyl]-2,2'-bi-1H-pyrrole ซึึ่�งจัากูกูาร์

ตร์วจัสอบในฐานข�อมูลพิบว่า สาร์ชนิดนี�ยังไม่มีกูาร์ร์ายงานในเช่�อ S. spectabilis สำหร์ับผู้ลกูาร์แสดงฤทธิ�ต�านอนุมูลอิสร์ะ

ของสาร์เบ่�องต�นด�วยเทคนิค DPPH Radical Scavenging พิบว่า สาร์กูลุ่มที�มีสีชมพิู แสดงผู้ลกูาร์ยับยั�งที�ร์�อยละ 127.80 ± 

0.02 (สาร์สกูัดหยาบมีเปอร์์เซึ่็นต์กูาร์ยับยั�ง 87.85 ± 0.01%, 1.0 มกู./ มล.)

คำสำคัญ: แอคติโนแบคทีเร์ีย กูาร์แยกู สาร์สีโปร์ดิจัิโอซึ่ิน สาร์ต�านอนุมูลอิสร์ะ
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Abstract

Actinobacteria is a gram-positive bacteria that can produce various biological active secondary  

metabolites. This research aims to study the appropriate extraction methods, isolation and chemical 

structure of the pink compound isolated from the actinobacteria B7 (Streptomyces spectabilis), which was 

isolated from the ant nest soil in Phetchabun Province. S. spectabilis has been reported of prodiginines  

substances acting as antioxidant, antimicrobial and antifungal agents. In addition, the preliminary  

antioxidant efficacy has been conducted for the future use such as in cosmetic ingredients. According to 

our results, methanol was found to be the most effective extraction solvent determined by extract weight 

and using the HPLC technique. A pure pink compound was isolated from column chromatography and 

evaluated the structure using spectroscopytechnique as well as compared with the previously reported 

data. It was found that the primary pink compound was consistent with the structure of the compound, 

4'-Methoxy-5'-[(1"-nonyl-5"-propyl-4"-cycle-1-penten-3"-imino)-methyl]-2,2'-bi-1H-pyrrole. According to 

the database examination, the compound has not been reported in S. spectabilis. The preliminary  

demonstration of antioxidant activity by the DPPH radical scavenging assay revealed that the pink  

compound provided an inhibitory effect at 127.80 ± 0.02% (the crude extract had an inhibition  

percentage of 87.85 ± 0.01%, 1.0 mg/ml).
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1. บทนำ

 แอคติโนแบคทีเร์ยีพิบมากูในดินเป็นแบคทีเร์ยีแกูร์มบวกู  

มีลักูษณะเป็นเส�นสาย จััดอยู่ใน Order Actinomycetals 

จัำแนกูตามสมบัติกูาร์สร์�างสาร์ปฏิชีวนะ ได� 3 กูลุ่มหลักูค่อ 

Streptomycete Actinoplanete และ Nocardioform 

โดยเป็นแหล่งผู้ลิตสาร์เมตาบอไลท์ทุติยภูัมิ (Secondary 

Metabolite) Streptomyces เป็นสกุูลที�พิบมากูที�สุดและ

สามาร์ถื่ผู้ลิตสาร์เมทาบอไลท์ทุติยภัูมิที�มีสี [1], [2] แอคติโน

แบคทีเร์ียไอโซึ่เลท B7 คัดแยกูได�จัากูดินรั์งมด มีกูาร์สร์�าง 

สาร์สีส�มเข�มบนอาหาร์เลี�ยงเช่�อได�ร์ะบุชนิดของแอคติโน

แบคทีเร์ยีไอโซึ่เลท B7 พิบว่า แอคติโนแบคทีเร์ยีไอโซึ่เลท B7 

มคีวามใกูล�เคียงกัูบ Streptomyces spectabilis (99.35%) 

และมีร์ายงานกูาร์ศึกูษาเกีู�ยวกูับองค์ปร์ะกูอบทางเคมีใน  

S. spectabilis น�อยมากู พิบสาร์ Metacycloprodigosin 

เป็นสาร์ที�จััดอยู่ในสาร์กูลุ่มโปร์ดิจัินิน [3]

 โปร์ดิจัินิน (Prodiginines) เป็นสาร์ปร์ะกูอบสีแดงเข�ม  

ถืู่กูผู้ลิตขึ�นในแบคทีเร์ียหลายชนิดเป็นสาร์เมแทบอไลต์  

ทุติยภัูมิ [4] เช่น Serratia [5] Streptomyces [6], [7], 

Hahella [8] และ Vibrio [9] เป็นต�น สาร์กูลุ่มนี�ได�มีกูาร์

ทดสอบทางคลนีกิู [10] และแสดงฤทธิ�ทางชวีภัาพิหลากูหลาย  

เช่น ยับยั�งเซึ่ลล์มะเร์็ง [11] ต�านอนุมูลอิสร์ะและต�านจัุลชีพิ 

[12], [13] ต�านเช่�อร์า [14], [15] และต�านมาลาเร์ีย [16]

 ปัจัจุับันกูาร์ผู้ลิตเม็ดสีของจัุลินทร์ีย์เป็นหนึ�งในสาขา

กูาร์วิจััยที�เกิูดขึ�นใหม่เพ่ิ�อแสดงให�เห็นถึื่งศักูยภัาพิในกูาร์ใช�

งานในอตุสาหกูร์ร์มตา่งๆ มขี�อดสีามาร์ถื่ผู้ลติเมด็สไีด�งา่ยและ 

ร์วดเร์็วในอาหาร์เลี�ยงเช่�อร์าคาถืู่กู สีมีความจัำเพิาะ และมี

เฉดสีที�หลากูหลายและแตกูต่างกูัน [17] ความน่าสนใจัของ 

แอคติโนแบคทีเร์ีย B7 (S. spectabilis) มีสาร์เมตาบอไลท์

ทุติยภัูมิสีชมพิูเข�มและมีกูาร์ศึกูษาองค์ปร์ะกูอบทางเคมีของ

เช่�อชนิดนี�น�อย [18-19] ซึ่ึ�งกูาร์ร์ู�ชนิดและโคร์งสร์�างทาง

เคมีของสาร์ทำให�นำไปสู่กูาร์ศึกูษาเชิงลึกูเพิ่�อเป็นปร์ะโยชน์

ในกูาร์นำไปต่อยอดเป็นผู้ลิตภััณฑ์์ที�ต�องกูาร์สีชมพูิ และ

ทำให�ผู้ลิตภััณฑ์์มีคุณภัาพิสูง ดังนั�นงานวิจััยนี�จัึงมีกูาร์ศึกูษา

ปร์ะสิทธภิัาพิของกูาร์สกัูด ตร์วจัสอบจัากูกูาร์แยกูด�วยเทคนิค 

HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) แยกู

สาร์สีให�บริ์สุทธิ�ด�วยเทคนิคคอลัมน์โคร์มาโตกูร์าฟี ีและพิสูิจัน์

โคร์งสร์�างทางเคมีของสาร์บริ์สุทธิ�ที�แยกูได�ด�วยเทคนิคสเปค

โตร์สโคปีของแอคติโนแบคทีเร์ีย B7 (S. spectabilis)  

นอกูจัากูนี�ได�ทดสอบฤทธิ�ต�านอนุมูลอิสร์ะเบ่�องต�นของสาร์

สกูัดหยาบและกูลุ่มสาร์ที�แยกูได�เพิ่�อใช�ปร์ะเมินในกูาร์นำไป

ปร์ะยุกูต์เป็นส่วนปร์ะกูอบในเคร์่�องสำอางในอนาคต 

2. วิัสดุ อุปกรณ์์และวิิธิ์ีการวิิจิัย

2.1 วิัสดุ อุปกรณ์์และเคร่�องมี่อ 

 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-

Aldrich), Silica gel (Merck), TLC Silica gel 60  

Aluminium sheet (Sigma-Aldrich), Gallic acid (Sigma-

Aldrich) Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Loba 

Chemie), CDCl3 (Merck), Methanol (HPLC grade, 

Merck), Acetonitrile (HPLC grade, Merck), Nylon 

membrane filtered (Merck), column C-18, 150 × 4.6 

mm (Merck), เคร์่�อง Rotary Evaporator (Rotavapor 

R-300 system, Büchi), เคร์่�อง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC, ร์ุ่น Flexar, Perkin Elmer), 

เคร์่�อง Microplate reader (ร์ุ่น Spectrostar Nano, BMG 

LABTECH), เคร์่�อง UV-visible Spectrophotometer  

(ร์ุน่ LAMBDA25, Perkin Elmer), เคร์่�อง Fourier Transform  

Infrared Spectroscopy (FTIR, Nicolet iS5, Thermo 

Fisher Scientific ), เคร่์�อง Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy (NMR, ร์ุ่น AVANCE 400 spectrometer, 

Bruker), เคร์่�อง high resolution mass spectra (HRMS, 

ร์ุ่น micrOTOF-II mass spectrometer, Bruker)

2.2 การเต้รียมีผงสีแอคต้ิโนแบคทีเรีย B7 

 กูาร์เตร์ยีมผู้งสเีร์ิ�มจัากูกูาร์คดัแยกูเช่�อแอคตโินแบคทเีร์ยี 

จัากูดินร์ังมด จัากูอำเภัอหนองไผู้่ จัังหวัดเพิชร์บูร์ณ์  

บนอาหาร์ Sodium Caseinate Agar (SCA) ด�วยวธิ ีspread 

plate และได�นำมาศึกูษาลักูษณะทางสัณฐานวิทยา จัากูนั�น

ร์ะบุชนิดของแอคติโนแบคทีเร์ยีไอโซึ่เลท B7 ด�วยวิธหีาลำดับ 

นิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 16S ribosomal RNA โดย
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สามาร์ถื่เพิิ�มปริ์มาณสาร์พัินธุกูร์ร์มได�ผู้ลผู้ลิตพีิซึ่ีอาร์์ขนาด

ปร์ะมาณ 1.4 กูิโลเบส และเปร์ียบเทียบกูับฐานข�อมูล NCBI 

(Nation Center for Biotechnology Information) 

 ดัดแปลงจัากูวิธีกูาร์ของ [20] ชั�งปลายข�าวเพิ่�อใช�

เป็นซึ่ับสเตร์ต จัำนวน 30 กูร์ัม ลงในขวดร์ูปชมพิู่ปร์ิมาตร์  

250 มลิลิลติร์ แชข่�าวด�วยน�ำปร์ะปาปร์ะมาณ 1 ชั�วโมง เทน�ำ

ออกูให�หมด นำไปฆ่่าเช่�อด�วยเคร์่�องนึ�งฆ่่าเช่�อ (Autoclave)  

ที�อุณหภัูมิ 121 องศาเซึ่ลเซึ่ียส  เป็นเวลา 15 นาที เพิาะเลี�ยง 

แอคติโนแบคทีเร์ียลงในอาหาร์ Sodium Caseinate Ager 

(SCA slant) นำไปบ่มที�อุณหภัูมิ 30 ± 2 องศาเซึ่ลเซึ่ียส เป็น

เวลา 5–7 วนั ปเิปตน�ำกูลั�นที�ปร์าศจัากูเช่�อ ปร์มิาตร์ 9 มลิลลิติร์  

ลงในหลอดอาหาร์ที�เพิาะเลี�ยงแอคติโนแบคทีเร์ียใช�ห่วง 

เขี�ยเช่�อ (Loop) ขดูสปอร์ข์องแอคติโนแบคทีเร์ยีให�ละลายใน

ร์ูปของสาร์แขวนลอยสปอร์์ (Spore Suspension) นำสาร์ 

แขวนลอยสปอร์์มานบัจัำนวนสปอร์ใ์ห�ได�จัำนวนสปอร์เ์ร์ิ�มต�น

ปร์ะมาณ 106 สปอร์์ต่อมิลลิลิตร์ ปิเปตสาร์แขวนลอยสปอร์์ 

1.0 มิลลิลิตร์ ลงในซึ่ับสเตร์ตที�เตร์ียมไว� นำไปบ่มที�อุณหภัูมิ 

30 ± 2 องศาเซึ่ลเซึ่ียส เป็นเวลา 5–7 วัน นำซึ่ับสเตร์ตที�หมักู 

ด�วยแอคติโนแบคทีเร์ียไปอบให�แห�งที�อุณหภัู มิ 100  

องศาเซึ่ลเซึ่ียส เป็นเวลา 30 นาที บดด�วยเคร์่�องบด และเกู็บ

ผู้งสีในตู�เย็นอุณหภัูมิ 4 องศาเซึ่ลเซึ่ียส 

2.3 การศึึกษาการสกัดผงสีแอคต้ิโนแบคทีเรีย B7

 2.3.1 ศึกูษาตัวทำละลายที�เหมาะสมในกูาร์สกูัด

 ผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย B7 จัากูหัวข�อ 2.2 เพิ่�อศึกูษา

กูาร์สกูดัด�วยตัวทำละลายที�แตกูต่างกัูนจัำนวน 10 ชนิด ดงันี� 

ตัวทำละลายเดี�ยว 7 ชนิด ดังนี� น�ำ (H2O), เมทานอล (Me), 

เอทานอล (Et), เอททิลอะซึ่ิเตท (EA), อะซึ่ีโตน (AC), ได

คลอโร์มีเทน (C), เฮกูเซึ่น (H), และตัวทำละลายผู้สม 3 ชนิด 

ดังนี� เฮกูเซึ่น + เอททิลอะซึ่ิเตท (H + EA), ไดคลอโร์มีเทน +  

อะซึ่ีโตน (H + AC) และเฮกูเซึ่น + ไดคลอโร์มีเทน (H + C) 

ในกูาร์สกัูดใช�อตัร์าส่วนของผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ยี B7 ตอ่ ตวั

ทำละลาย (1 กูร์ัม ต่อ 5 มิลลิลิตร์) วิธีกูาร์สกูัดใช�วิธีแช่หมักู 

7 วัน ทำ 3 ซึ่�ำ ที�อุณหภัูมิห�อง และนำสาร์สกูัดที�ได�ร์ะเหยตัว

ทำละลายออกูด�วยเคร่์�องร์ะเหยตัวทำละลายแบบสุญญากูาศ 

(Vacuum Rotary Evaporator) ได�สาร์สกูดัหยาบ ชั�งน�ำหนกัู

และเกู็บตัวอย่างในตู�เย็น 4 องศาเซึ่ลเซึ่ียส ร์อกูาร์นำไปแยกู

ด�วยเทคนิค HPLC

 2.3.2 กูาร์สกัูดผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ยี B7 เพ่ิ�อใช�สำหรั์บ

แยกูด�วยเทคนิคโคร์มาโตกูร์าฟีี

 จัากูผู้ลกูาร์ทดลองที� 2.3.1 ศกึูษาตวัทำละลายที�เหมาะสม 

ในกูาร์สกูัด และผู้ลกูาร์ทดลอง 2.4 วิเคร์าะห์ด�วยเทคนิค 

HPLC พิบวา่ เมทานอลเปน็ตวัทำละลายที�เหมาะสมที�สดุ จังึได� 

ทำกูาร์เล่อกูมาเป็นตัวทำละลายในกูาร์สกูัดเพิ่�อนำสาร์สกูัด

ไปแยกูให�ได�สาร์บร์ิสุทธ์ต่อไป โดยนำผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย 

B7 จัำนวน 600 กูร์ัม สกัูดแบบแช่หมักูด�วยเมทานอล ใน

อัตร์าส่วน 600 กูร์ัม ต่อ 1,200 มิลลิลิตร์ สกูัด 3 คร์ั�ง ที� 

อณุหภัมูหิ�อง โดยสกูดัคร์ั�งที� 1 เปน็เวลา 3 วนั กูร์องเอากูากูออกู  

แล�วนำสาร์สกูัดที� ได� ไปร์ะเหยตัวทำละลายออกูด�วย 

เคร์่�องร์ะเหยตัวทำละลายแบบสุญญากูาศ ได�สาร์สกูัดหยาบ 

ส่วนกูากูที�เหล่อนำไปสกูัดต่อคร์ั�งที� 2 เป็นเวลา 5 วัน และ

สกูัดคร์ั�งที� 3 เป็นเวลา 7 วัน ตามลำดับ และทำขั�นตอนต่อไป

เหมอ่นกูาร์สกูดัคร์ั�งที� 1 หลงัจัากูนั�นนำสาร์สกูดัทั�ง 3 คร์ั�ง มา

ร์วมกูันนำไปชั�งน�ำหนักู หาร์�อยละสาร์สกูัดที�ได�เทียบกูับผู้งสี

แอคตโินแบคทเีร์ยี B7 เก็ูบในตู�เยน็ อณุหภูัม ิ4 องศาเซึ่ลเซึ่ยีส 

2.4 การวิเิคราะห์ส์ารดว้ิยเทคนคิ HPLC ของสารสกดัดว้ิย

ต้ัวิทำละลายที�ต้่างกัน

 เล่อกูสาร์สกูัดที�ดีที�สุดจัากูหัวข�อ 2.3.1 จัำนวน 

5 ตัวอย่างสาร์สกัูดเมทานอล เอทานอล เอทิลอะซิึ่เตท  

ไดคลอโร์มีเทน และเฮกูเซึ่น นำมาวิเคร์าะห์สาร์ด�วยเทคนิค 

HPLC โดยเทียบกูับสาร์สกูัดปลายข�าวที�ไม่มีผู้งสีแอคติโน

แบคทเีร์ยี B7 ด�วยตวัทำละลายเดียวกูนั เพิ่�อวเิคร์าะห์ปร์มิาณ 

และชนิดของสาร์ที�ตวัทำละลายต่างกัูนโดยไม่มสีาร์จัากูปลาย

ข�าวผู้สม เพิ่�อคัดเล่อกูตัวทำละลายที�เหมาะสมที�สุดในกูาร์ 

นำไปใช�ในกูาร์สกูัดสาร์ในปร์ิมาณมากูเพิ่�อนำไปแยกูด�วย

เทคนิคโคร์มาโตกูร์าฟีี 

 กูาร์เตรี์ยมสาร์ละลายสำหรั์บเทคนิค HPLC นำสาร์

สกูัด 5 ตัวอย่างที�เล่อกู เตร์ียมความเข�มข�น 1 มิลลิกูร์ัมต่อ

มิลลิลิตร์ (มกู./มล.) ด�วยเมทานอล กูร์องสาร์ละลายตัวอย่าง
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ผู้า่นกูร์ะดาษกูร์อง Nylon Membrane Filtered ขนาด 0.45  

ไมโคร์เมตร์ และนำไปแยกูด�วยเคร่์�อง HPLC ยี�ห�อ Perkin 

Elmer โดยใช�คอลัมน์ C18 ขนาด 150 × 4.6 มิลลิเมตร์ 

ทำกูาร์แยกูด�วยร์ะบบ Gradient Elution โดยใช� Injection 

Value Loop 20 ไมโคร์ลติร์ และตร์วจัวดัสญัญาณด�วย PDA 

Plus detector ความยาวคล่�น 260 และ 360 นาโนเมตร์ 

กูำหนดจัากูกูาร์ตร์วจัเชค็เบ่�องต�นด�วยเทคนคิ TLC ตวัชะที�ใช�

ในกูาร์แยกูสาร์ปร์ะกูอบด�วย 2 ชนิด ค่อ Mobile Phase A 

(Acetonitrile) และ Mobile Phase B (2% Formic Acid 

ในน�ำกูลั�นมีค่า Resistivity 18.2 เมกูะโอห์ม กูาร์กูำหนด 

ตัวชะที�นิยมในกูาร์แยกูสาร์กูลุ่มฟีีนอลิกูได�ทดลองหลาย

ร์ะบบพิบว่า ในอัตร์าส่วนที�ทำให�แยกูได�แสดงดังตาร์างที� 1

ต้ารางที� 1 ร์ะบบตัวทำละลายที�ใช�ในกูาร์แยกูสาร์ด�วย

เทคนิค HPLC
Time 
(min)

Mobile 
phase A

Mobile 
phase B

Flow rate 
(ml/min)

0.0 25% 75% 0.7

2.0 25% 75% 0.7

2.0 80% 20% 0.7

2.0 0% 100% 0.7

2.5 การแยกสารบริสุทธิ์ิ�จิากสารสกัดห์ยาบเมีทานอลด้วิย

เทคนิคคอลัมีน์โครมีาโต้กราฟีี

 กูาร์แยกูสาร์แบ่งเป็น 2 ขั�นตอน ดังนี� ขั�นตอนแร์กูทำ

เพ่ิ�อแยกูกูลุ่มสาร์ที�มีความมีขั�วต่างกัูน เร์ิ�มจัากูนำสาร์สกัูด

หยาบเมทานอล น�ำหนักู 6.08 กูร์ัม ละลายด�วยเมทานอล

ผู้สมด�วยซิึ่ลิกูาเจัล เพ่ิ�อจัับสาร์และร์ะเหยตัวทำละลายออกู

ให�หมดได�สาร์ตัวอย่างผู้ง และเตร์ียมคอลัมน์ขนาด กูว�าง 3 

เซึ่นติเมตร์ ความสูงของซึ่ิลิกูา เจัล 5 เซึ่นติเมตร์ แยกูสาร์

ด�วยร์ะบบตัวชะแบบเกูร์เดียน (Gradient Elution) โดยเฟีส

เคล่�อนที�เร์ิ�มต�น 10% Acetone/Hexane เพิิ�มความมีขั�ว

จันถื่ึง Acetone และขั�วสูงสุด ค่อ 20% MeOH/Acetone 

หลังจัากูนั�นตร์วจัสอบสาร์ด�วยเทคนิคTLC (Thin Layer 

Chromatography) และร์วมสาร์ที�เหม่อนกูันอยู่ในกูลุ่ม

เดียวกูัน ทำกูาร์ร์ะเหยตัวทำละลาย เกู็บสาร์ที�ได�ใส่ในขวดที�

เหมาะสมเพิ่�อทำในขั�นตอนที� 2 ต่อไป กูาร์แยกูด�วยเทคนิค

คอลัมน์โคร์มาโตกูร์าฟีีแสดงดังร์ูปที� 1 

 ขั�นตอนที� 2 กูาร์เล่อกูกูลุ่มสาร์ที�มีสาร์สีชมพิูเป็น

ส่วนปร์ะกูอบหลักู น�ำหนักู 174.5 มิลลิกูรั์ม เตร์ียม

คอลัมน์ขนาดกูว�าง 2 เซึ่นติเมตร์ความสูงของซึ่ิลิกูาเจัล 

15 เซึ่นติเมตร์ ด�วยร์ะบบ Isocratic และเฟีสเคล่�อนที� 

ค่อ 10% Acetone/Hexane ตร์วจัสอบสาร์ด�วยเทคนิค 

TLCตร์วจัสอบสาร์ที�ปร์ากูฏในแผู่้น TLC ที�มีจัุดเดียวคาด

ว่าเป็นสาร์บร์ิสุทธิ� และร์วมสาร์ที�มีลักูษณะจัุดบนแผู้่น TLC 

เหม่อนกูันเป็นกูลุ่มย่อยเดียวกูัน แล�วกู็นำไปร์ะเหยตัวทำ

ละลายออกูด�วยเคร์่�องร์ะเหยสุญญากูาศ เกู็บสาร์ที�ได� และ

เตร์ียมนำไปตร์วจัสอบโคร์งสร์�างทางเคมีต่อไป ด�วยเทคนิค 

UV NMR FTIR และ MS

2.6 การวิเิคราะห์โ์ครงสรา้งดว้ิยเทคนคิสเปคโต้รสโคปขีอง

สารบริสุทธิ์ิ�ที�แยกได้

 2.6.1 กูาร์พิิสูจัน์โคร์งสร์�างเคมีของสาร์บริ์สุทธิ�ด�วย

เทคนิค UV-Vis (UV-Visible spectrophotometry)

 เตรี์ยมสาร์ละลายของตัวอย่างสาร์บริ์สุทธิ�ที�แยกู

ได�ด�วยเมทานอลให�มีความเข�มข�น 1 มิลลิกูรั์ม/มิลลิลิตร์  

วัดด�วยเคร์่�อง UV-visible spectrophotometer ยี�ห�อ 

Perkin Elmer ร์ุ่น LAMBDA25 เพ่ิ�อสแกูนหาค่ายาวคล่�น 

รูปที� 1 กูาร์แยกูสาร์บร์ิสุทธ์ด�วยเทคนิคคอลัมน์โคร์มาโต 

กูร์าฟีีของสาร์สกูัดหยาบเมทานอล
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ที�มีกูาร์ดูดกูล่นแสงได�มากูที�สุดเพ่ิ�อใช�เทียบกัูบกูลุ่มสาร์เพ่ิ�อ

ใช�ในกูาร์วิเคร์าะห์โคร์งสร์�างทางเคมี

 2.6.2 กูาร์พิิสูจัน์โคร์งสร์�างเคมีของสาร์บร์ิสุทธิ�ด�วย

เทคนคิ NMR (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy)

 เตร์ียมสาร์ละลายของตัวอย่างสาร์บริ์สุทธิ�ที�แยกูได�

ด�วยตัวทำละลาย CDCl3 ใส่ในหลอด NMR (NMR tube) 

และ วัดด�วยเคร์่�อง NMR ยี�ห�อ Bruker ร์ุ่น AVANCE 400 

Spectrometer Operation, 400 เมกูะเฮิร์ตซึ่์

 2.6.3 กูาร์ตร์วจัสอบหมู่ฟีังกู์ชันของโคร์งสร์�างเคมีของ

สาร์บร์ิสุทธิ�ด�วยเทคนิค FTIR (Fourier transform Infrared 

Spectroscopy)

 เตร์ียมสาร์ตัวอย่างสาร์บร์ิสุทธิ�ที�แยกูได�ใส่ในโถื่ดูด

ความช่�น 1 วนัเพิ่�อให�สาร์ไมม่คีวามช่�นและวดัด�วยเคร์่�อง FTIR 

ร์ุ่น Nicolet iS5 ยี�ห�อThermo Fisher Scientific  

 2.6.4 กูาร์ย่นยันโคร์งสร์�างเคมีของสาร์บริ์สุทธิ�ด�วย

เทคนิค HRMS (High resolution mass spectrometry)

 เตรี์ยมสาร์ตัวอย่างสาร์บร์ิสุทธิ�ที�แยกูได� ละลายด�วย 

ตัวทำละลาย CH2Cl2 ใส่ในขวดสำหร์ับใส่สาร์ และวัด

ด�วยเคร่์�อง HRMS ยี�ห�อ Bruker ร์ุ่น micrOTOF-II Mass  

Spectrometer 

2.7 การทดสอบฤทธิิ์�ต้า้นอนุมีลูอิสระเบ่�องต้น้ของสารสกัด

และกลุม่ีสารที�แยกไดด้ว้ิยวิธิิ์ ีDPPH Radical Scavenging 

 กูาร์ทดสอบฤทธิ�ต�านอนมุลูอสิร์ะด�วยวธิ ีDPPH Radical  

Scavenging ใช�วิธีดัดแปลง [21] โดยใช� Trolox เป็น

สาร์มาตร์ฐานเชิงบวกู (positive control) หลักูกูาร์ค่อ 

สาร์ละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) เป็น

สาร์ละลายสมีว่งเปน็ตวัแทนของอนมุลูอสิร์ะและดดูกูลน่แสง

ที�ความยาวคล่�น 517 นาโนเมตร์ เม่�อ DPPH ทำปฏิกูิร์ิยา

กูับสาร์ต�านอนุมูลอิสร์ะ (Antioxidant Agent) ได�จัะทำให�

สาร์ละลายสมีว่งของ DPPH จัางลงจันเปน็สาร์ละลายสเีหลอ่ง

และไม่ดูดกูล่นแสงที�ความยาวคล่�น 517 นาโนเมตร์ ในกูาร์

ทดลองเตร์ยีมสาร์ละลาย 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazy 

(DPPH) (ความเข�มข�น 0.18 มกู./มล.) สาร์ละลายมาตร์ฐาน

มีความเข�มข�น 1.0 มิลลิกูร์ัมต่อมิลลิลิตร์ และเตร์ียมสาร์

ตัวอย่างความเข�มข�น 10.0 มิลลิกูร์ัมต่อมิลลิลิตร์ กูาร์

ทดสอบปร์ะกูอบด�วย 4 ส่วน 1) control (A) ปร์ะกูอบด�วย

เอทานอล 100 ไมโคร์ลิตร์ และสาร์ละลาย DPPH 100 

ไมโคร์ลิตร์ 2) control blank (B) ปร์ะกูอบด�วยเอทานอล 

200 ไมโคร์ลิตร์ 3) Sample (C) ปร์ะกูอบด�วย เอทานอล 80 

ไมโคร์ลิตร์ ตัวอย่าง 20 ไมโคร์ลิตร์ และสาร์ละลาย DPPH 

100 ไมโคร์ลิตร์ และ 4) sample blank (D) ปร์ะกูอบด�วย 

เอทานอล 180 ไมโคร์ลิตร์ และตัวอย่าง 20 ไมโคร์ลิตร์ 

(ทำกูาร์ทดลอง 3 ซึ่�ำ) บ่มในที�ม่ดที�อุณหภัูมิห�องเป็น เวลา 

30 นาที วัดค่ากูาร์ดูดกูล่นแสงที� 517 นาโนเมตร์ ด�วย 

เคร์่�อง Microplate Reader คำนวณเปอร์์เซึ่็นต์กูาร์ยับยั�ง

กูาร์เกูดิอนมุลูอสิร์ะ จัากูสตูร์ % DPPH Radical Inhibition =  

[(A–B) – (C–D)/(A–B)] × 100 เม่�อ A–B ค่อ ค่ากูาร์ดูดกูล่น

แสงของสาร์ละลายที�ไมม่สีาร์ทดสอบ C–D คอ่ คา่กูาร์ดูดกูลน่

แสงของสาร์ละลายที�มีสาร์ทดสอบ 

2.8 สถิิต้ิที�ใช้้ในการวิิเคราะห์์ข้อมีูล

 วิ เคร์าะห์ข�อมูลทางสถิื่ติ โดยวิธีวิ เคร์าะห์ความ

แปร์ปร์วนทางเดียว (One Way ANOVA) ค่าถืู่กูแสดงเป็น 

คา่เฉลี�ย ± สว่นเบี�ยงเบนมาตร์ฐาน (SD) จัำนวน 3 ซึ่�ำ ของกูาร์

ทดลอง และได�ร์ับกูาร์พิิจัาร์ณาอย่างมีนัยสำคัญที� p < 0.05

3. ผลการทดลอง

3.1 ผลการเต้รียมีต้ัวิอย่างผงสีแอคต้ิโนแบคทีเรีย B7

 กูาร์เตรี์ยมตัวอย่างผู้งสี ได�จัากูกูาร์คัดแยกูเช่�อ 

แอคติโนแบคทีเร์ียไอโซึ่เลท B7 จัากูดินร์ังมด จัากูอำเภัอ

หนองไผู้่ จัังหวัดเพิชร์บูร์ณ์ เช่�อมีกูาร์สร์�างสาร์สีส�มเข�มบน

อาหาร์เลี�ยงเช่�อ ซึึ่�งเป็นลักูษณะเด่นของเช่�อชนิดนี� และ

พิบว่า แอคติโนแบคทีเร์ียไอโซึ่เลท B7 ย�อมติดสีแกูร์ม

บวกู สร์�างมัยซึ่ีเลียม 2 ชนิด ค่อ มัยซึ่ีเลียมที�ยึดเกูาะกูับ

ซึ่ับสเตร์ต (Substrate Mycelium) และมัยซึ่ีเลียมชนิด 

ที�ย่�นไปในอากูาศ (Aerial Mycelium) ผู้ลกูาร์ร์ะบุชนิดของ 

แอคติโนแบคทีเร์ียไอโซึ่เลท B7 และเปรี์ยบเทียบกัูบ

ฐานข�อมูล NCBI พิบว่าแอคติโนแบคทีเร์ียไอโซึ่เลท B7  

มคีวามใกูล�เคียงกัูบ Streptomyces spectabilis (99.35%) 
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S. aureoverticillatus (98.76%) S. lasiicapitis (98.76%) 

S. thermotolerans (98.62%) S. parvulus (98.55%) และ 

S. muensis (98.55%) ตามลำดับ ในกูาร์เตรี์ยมตัวอย่าง 

แอคติโนแบคทีเร์ีย B7 เพิ่�อใช�ศึกูษาในงานวิจััยคร์ั�งนี�ได�ใช�

ปลายข�าวเปน็ตวัจับัสาร์สจีัากูเช่�อได�เปน็ผู้งสชีมพิทูี�มสีว่นผู้สม

ปลายข�าวแสดงดังร์ูปที� 2

 

3.2 ผลการศึึกษาการสกัดผงสีแอคต้ิโนแบคทีเรีย B7 

 ผู้ลกูาร์ศึกูษากูาร์สกูัดผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย B7 ด�วย

ตัวทำละลายที�ต่างกัูน กูาร์เล่อกูตัวทำละลายในกูาร์ทดลอง

เล่อกูจัากูความขั�วต่างกัูนจัากูมากูไปน�อย โดยชนิดของตัว 

ทำละลาย (1–10) แสดงตามลำดบัในตาร์างที� 2 ผู้ลกูาร์ทดลอง 

พิบว่า สาร์สกูัดที�มีตัวทำละลายแสดงสีที�แตกูต่างกูัน ดังนี�  

เมทานอล เอทานอล ไดคลอโร์มีเทน และเฮกูเซึ่น แสดงสี

ของสาร์สกัูดเป็นสีชมพูิ ในขณะที�เอทิลอะซิึ่เตท และอะซีึ่โตน  

แสดงสขีองสาร์สกูดัเปน็สเีหลอ่งส�ม ผู้ลกูาร์สกูดัแสดงดงัร์ปูที� 3  

สีที�ต่างกูันเป็นผู้ลมาจัากูตัวทำละลายมีค่า pH ต่างกูัน เม่�อ

ร์ะเหยตัวทำละลายออกูสาร์สกัูดหยาบที�ได�มีสชีมพูิเหมอ่นกัูน  

แต่ได�ร์�อยละสาร์สกูัดที�ไม่เท่ากูัน แสดงผู้ลดังตาร์างที� 2 ซึ่ึ�ง

สาร์สกัูดเมทานอลมีปร์ิมาณมากูที�สุด ส่วนสาร์สกัูดน�ำไม่มี

สาร์สีชมพิู

ต้ารางที� 2 ผู้ลกูาร์สกูดัด�วยตัวทำละลายต่างกูนั 10 ชนดิ ของ

ตัวอย่างผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย B7
ลำดับ ช้นิดต้ัวิทำละลาย ร้อยละสารสกัด*

1 Water -

2 Methanol 0.54 ± 0.25

3 Ethanol 0.21 ± 0.15

4 Ethyl acetate 0.20 ± 0.30

5 Hexane + Ethyl acetate 0.23 ± 0.33

6 Acetone 0.17 ± 0.32

7 Dichloromethane + Acetone 0.18 ± 0.28

8 Dichloromethane 0.33 ± 0.25

9 Hexane+ Dichloromethane 0.18 ± 0.31

10 Hexane 0.35 ± 0.10

*กูาร์ทดลอง 3 ซึ่�ำ

3.3 การวิิเคราะห์์สารด้วิยเทคนิค HPLC ของสารสกัด 

ที�ต้่างกัน

 กูาร์เปรี์ยบเทียบตัวทำละลายเดี�ยวกูับตัวทำละลาย

ผู้สมในกูาร์สกัูด ข�อ 3.2 พิบว่า ปริ์มาณสาร์สกัูดที�ได�จัากู 

ตัวทำละลายเดี�ยวดีกูว่าตัวทำละลายผู้สม แสดงในตาร์าง

ที� 2 ดังนั�นจึังเล่อกูตัวอย่างสาร์สกัูดจัากูตัวทำละลายเดี�ยว 

5 ตัวอย่าง ดังนี� สาร์สกูัดเฮกูเซึ่น สาร์สกูัดไดคลอโร์มีเทน 

สาร์สกูัดเอทิลอะซึ่ิเตท สาร์สกัูดเอทานอล และสาร์สกัูด 

เมทานอล ในกูาร์เปร์ยีบเทยีบปร์มิาณและชนดิของสาร์เพิิ�มเติม 

ด�วยเทคนิค HPLC เพ่ิ�อใช�เป็นตัวช่วยในกูาร์เลอ่กูตัวทำละลาย 

1 ชนิดในกูาร์สกูัดเพิ่�อให�ได�สาร์สกูัดที�ดีที�สุดเพิ่�อนำไปแยกู

สาร์บร์ิสุทธิ�ต่อไป ในกูาร์แยกูด�วยเทคนิค HPLC กูำหนด

ความยาวคล่�น 260 และ 360 นาโนเมตร์ (ความเข�มข�น 1.0 

มกู./มล.) และมีสาร์สกูัดของปลายข�าว เน่�องจัากูตัวอย่าง 

แอคตโินแบคทีเร์ยี B7 มปีลายข�าวเป็นสว่นผู้สม จังึกูำหนดให�  

สาร์สกูัดปลายข�าวเป็นตัวควบคุมที�ตัวทำละลายเดียวกัูน  

กูาร์กูำหนดความยาวคล่�นของเทคนคิ HPLC กูำหนดจัากูกูาร์

รูปที� 2 ผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย B7 

รูปที� 3 สาร์สกัูดผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ยีB7 ด�วยตัวทำละลาย

ที�แตกูต่างกูัน 10 ชนิด
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ตร์วจัสอบสาร์เบ่�องต�นด�วยเทคนิคTLC ด�วยแสง UV ผู้ลกูาร์

ทดลองด�วยเทคนิค HPLC แสดงผู้ลดังร์ปูที� 4 ที�ความยาวคล่�น 

260 นาโนเมตร์ มคีา่กูาร์ดูดกูลน่แสง (OD, mAU) มชีนดิของ

สาร์สำคัญตร์งกัูนของสาร์สกัูดทุกูตัวอย่าง ยกูเว�นสาร์สกัูด 

เฮกูเซึ่น ที� Retention Time = 3.4 (นาทีที� 3.4) มคีา่ OD ดงันี� 

สาร์สกูัดไดคลอโร์มีเทน (14 mAU) สาร์สกูัดเอทิลอะซึ่ีเตท  

(90 mAU) สาร์สกัูดเอทานอล (49 mAU) และสาร์สกัูด 

เมทานอล (110 mAU) สว่นที�ความยาวคล่�น 360 นาโนเมตร์  

มค่ีากูาร์ดดูกูลน่แสงของสาร์น�อย จัากูค่า OD ที� 260 นาโนเมตร์  

สาร์สกูัดเมทานอลมีค่ามากูที�สุด ดังนั�นสาร์เมทานอลจัึงมี

ปร์ิมาณสาร์มากูที�สุดด�วย 

 

3.4 ผลการแยกสารสกัดเมีทานอลด้วิยเทคนิคคอลัมีน์ 

โครมีาโต้กราฟีี

 กูร์ะบวนกูาร์แยกูเพิ่�อให�สาร์บร์สิทุธิ�เปน็ขั�นตอนสำคญั 

สาร์สกัูดสำหรั์บใช�ในกูาร์แยกูได�มีกูาร์ศึกูษาตัวทำละลาย

ที�เหมาะสมโดยวิเคร์าะห์ผู้ลจัากูน�ำหนักูสาร์สกัูดที�ได� และ

ผู้ลกูาร์แยกูด�วยเทคนิค HPLC จัากูผู้ลกูาร์ทดลองพิบว่า  

เมทานอล เป็นตัวทำละลายที�เหมาะสมที�สุด ดังนั�นจัึงนำมา 

สกูดัสาร์เพิ่�อใช�สำหร์บัแยกูด�วยเทคนคิคอลมัน์โคร์มาโต กูร์าฟีี 

ซึ่ึ�งเป็นเทคนิคที�นิยม (น�ำหนักูสาร์สกูัดเมทานอล 6.08 กูร์ัม 

ร์�อยละ 1.01) ในกูาร์แยกูได�แบ่งกูาร์แยกูเป็น 2 ขั�นตอน  

ขั�นตอนที� 1 แยกูเพิ่�อแบ่งกูลุ่มโดยอาศัยกูาร์ตร์วจัสอบ

สาร์ด�วยเทคนิคทินเลเยอร์์โคร์มาโตกูร์าฟีี (Thin Layer  

Chromatography; TLC) พิิจัาร์ณาจัากูจัุดสาร์ในแผู้่น 

TLC มีสาร์เหม่อนกูันนำมาร์วมเป็นกูลุ่มเดียวกูัน กูาร์แยกู 

ขั�นตอนแร์กูจััดกูลุ่ม ได�สาร์ 8 กูลุ่ม (Gr. 1–8) แยกูด�วยร์ะบบ 

Gradient Elution โดยเร์ยีงตามความมีขั�ว (แบ่งสาร์สว่นหนึ�ง

นำไปทดสอบฤทธิ�ต�านอนมุลูอสิร์ะ) ขั�นที� 2 เปน็กูาร์แยกูเพิ่�อ

ให�ได�สาร์บร์ิสุทธิ� ได�เล่อกูสาร์ Gr. 2 เป็นกูลุ่มที�มีสาร์สีชมพิู

ร์วมเป็นกูลุ่มเดียว มีน�ำหนักู 174.5 มิลลิกูร์ัม นำไปแยกู

ต่อจัำนวน 2 คร์ั�ง ด�วยร์ะบบ Isocratic Elution โดยอาศัย

กูาร์ตร์วจัสอบสาร์ด�วยเทคนิค TLC ในกูาร์ตร์วจัสอบความ

บร์สิทุธิ� ได�สาร์ทั�งหมด 8 กูลุม่ย่อย (SGr1-8) โดยกูลุม่ย่อยที� 6  

(SGr 6) คาดว่าเป็นสาร์บร์ิสุทธิ�เน่�องจัากูมีจัุดสาร์จัุดเดียวใน

แผู้่น TLC มีน�ำหนักู 24.2 มิลลิกูร์ัม ได�แสดงกูร์ะบวนกูาร์

แยกูสาร์บร์ิสุทธิ�ดังแผู้นผู้ังที� 1 

 สร์ุปกูาร์แยกูสาร์สกูัดแอคติโนแบคทีเร์ีย B7 ได�สาร์

บร์ิสุทธิ� 1 ชนิด เม่�อเทียบจัากูน�ำหนักูผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย 

B7 จัำนวน 100 กูร์ัม (สาร์สกูัด 1.01 กูร์ัม) ได�สาร์กูลุ่ม 2 

รูปที� 4 ผู้ลกูาร์แยกูสาร์สกูัดผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย B7 ด�วย

เทคนิค HPLC ที�ความยาวคล่�น 260 นาโนเมตร์ 

เทียบกูับสาร์สกูัดปลายข�าว (Control) H (สาร์สกูัด

เฮกูเซึ่น) C (สาร์สกูัดไดคลอโร์มีเทน) EA (สาร์สกูัด

เอทิลอะซิึ่เตท) Et (สาร์สกัูดเอทานอล) และ Me  

(สาร์สกูัดเมทานอล) 

แผนผังที� 1 กูาร์แยกูสาร์สกูัดผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย B7
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(Gr.2, สีชมพูิ) 29.08 มิลลิกูรั์ม และได�สาร์บริ์สุทธิ� 4.03 

มิลลิกูร์ัม  

3.5 ผลการวิิเคราะห์์โครงสร้างของสารบริสุทธิิ์�ที�แยกได้ 

ด้วิยเทคนิคสเปคโต้รสโคปี

 กูาร์พิิสจูัน์โคร์งสร์�างของสาร์บร์สิทุธ์ที�แยกูได�จัากูสาร์สกูดั 

เมทานอลของผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย B7 กูาร์ตร์วจัสอบด�วย

เทคนิคสเปคโตร์สโคปีปร์ะกูอบด�วย 4 เทคนิค แสดงผู้ล ดังนี�

 UV; แสดงค่าความยาวคล่�นสูงสุด (λmax) 530 นาโน

เมตร์ แสดงว่ามีร์ะบบคอนจุัเกูตในโคร์งสร์�างสาร์ปร์ะกูอบโดย

มีพิันธะคู่สลับพิันธะเดี�ยวต่อเน่�องกูัน

 IR; แถื่บกูาร์สั�นแบบย่ดของ N-H ที� 3178 cm–1, C-H 

ที� 2849, 2919 cm–1, aromatic-H ที� 1514, 1598 cm–1 

และ IR Spectrum แสดงดังร์ูปที� 5

 NMR; 1H-NMR Spectrum โดยตำแหน่งโคร์งสร์�าง

แสดงดังร์ูปที� 7 ผู้ลแสดงดังร์ูปที� 6A แสดงค่าเคมิคัลชิฟีท์ที� 

12.5–12.8 ppm เป็นสัญญาณโปร์ตอนของ -NH, ค่าเคมิคัล

ชิฟีที� 6.2–7.8 ppm เป็นสัญญาณโปร์ตอนของอะโร์มาติกู, 

ค่าเคมิคัลชิฟีท์ที� 4.0 เป็นสัญญาณโปร์ตอนของ Methoxy, 

ค่าเคมิคัลชิฟีท์ที� 3.3–2.5 ppm เป็นสัญญาณโปร์ตอนของ 

Methine ที�ใกูล�เฮทเทอโร์อะตอม, คา่เคมิคลัชิฟีท์ที� 0.8–2.0 

ppm เป็นสญัญาณโปร์ตอนของ Methine, Methylene และ 

Methyl เม่�อเทยีบ 1H-NMR Spectrum พิบวา่ ข�อมลูตร์งกูบั

สาร์คล�ายโปร์ดิจัิโอซึ่ิน [22]

 NMR: 13C-NMR Spectrum โดยตำแหน่งโคร์งสร์�าง

แสดงดงัร์ปูที� 7 ผู้ลแสดงดงัร์ปูที� 6B แสดงค่าเคมคัิลชฟิีทเ์ปน็

ช่วงๆ ดังนี�

 ค่าเคมิคัลชิฟีท์ที� 165.6 ppm เป็นสัญญาณของ

คาร์บ์อนต�าแหน่ง 4׳, ค่าเคมคิลัชฟิีท์ที� 154.2, 150.2, 147.4 

ppm เป็นสัญญาณของคาร์์บอนต�าแหน่ง 1", 3" และ 2׳  

ตามลำดับ 

 คา่เคมคัิลชฟิีทท์ี� 126.7, 125.9, 122.3, 120.5, 116.7, 

113.3, 112.3 และ 111.5 ppm เป็นสัญญาณของคาร์์บอน

ตำแหน่ง 5, 4", 2, 52 ,׳6 ,4 ,׳" และ 3 ตามลำดับ 

 ค่าเคมิคัลชิฟีท์ที� 92.7, 58.6 และ 39.6 ppm เป็น

สัญญาณของคาร์์บอนตำแหน่ง 3׳, OCH3 และ 5" ตามลำดับ 

 ค่าเคมิคัลชิฟีท์ที� 34.3, 29.8, 29.6, 28.9, 27.2, 26.7, 

26.5, 25.5, 24.5 และ 22.7 ppm เปน็สญัญาณของคาร์บ์อน

ตำแหน่ง -CH2 ทั�งหมด 10 ตำแหน่ง 16", 17", 13", 7", 9", 

8", 14", 10", 12" และ 11" ตามลำดับ

รูปที� 5 IR spectrum ของสาร์ที�แยกูได�จัากูสาร์สกูัดผู้งส ี

แอคติโนแบคทีเร์ีย B7

รูปที� 6 6A) 1H-NMR และ 6B) 13C-NMR Spectrum ของสาร์ 

บร์ิสุทธิ�ที�แยกูได�จัากูสาร์สกูัดแอคติโนแบคทีเร์ีย B7
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 คา่เคมิคลัชฟิีทท์ี� 12.5 ppm เปน็สญัญาณของคาร์บ์อน

ตำแหน่ง -CH3 ทั�งหมด 2 ตำแหน่ง ค่อ 15" และ 18" 

 จัากูสเปคตรั์มในร์ูปที� 6 พิบว่าลักูษณะพีิค และค่า 

เคมิคัลชิฟีท์ทุกูตำแหน่งตร์งกัูบสาร์ 4'-Methoxy-5'-

[(1"-nonyl-5"-propyl-4"-cycle-1-penten-3"-imino)-

methyl]-2,2'-bi-1H-pyrrole [22]

 MS: MS Spectrum มีค่า m/z 392.2665 [M+H-

CH2O]+  วัดด�วยเทคนิค ESI-MSHR, positive) ซึ่ึ�งพิบว่า

ตร์งกูับสูตร์โมเลกูุล C27H39N3O แสดงค่ามวลโมเลกูุล 421

 นำข�อมูลทุกูเทคนิคที�ได�มาวิเคร์าะห์ร์่วมกูันและเทียบ

จัากูข�อมูลที�เคยมีร์ายงานพิบว่า ตร์งกูับโคร์งสร์�างทางเคมี

ของสาร์ 4'-Methoxy-5'-[(1"-nonyl-5"-propyl-4"-cycle-

1-penten-3"-imino)-methyl]-2,2'-bi-1H-pyrrole [22] 

แสดงโคร์งสร์�างดังร์ูปที� 7

 

3.6 ผลการทดสอบฤทธิ์ิ�ต้้านอนุมีูลอิสระเบ่�องต้้นด้วิย

เทคนิค DPPH Radical Scavenging

 สาร์สกูัดสีชมพิูจัากูแอคติโนแบคทีเร์ียฺ B7 เป็นสาร์ที�

น่าสนใจัในแง่ของกูาร์นำไปปร์ะยุกูต์ใช�จัึงสนใจัศึกูษาฤทธิ� 

เบ่�องต�นเพ่ิ�อเป็นแนวทางในกูาร์นำไปต่อยอดในแง่ของกูาร์

ศึกูษาเชิงลึกูเพิ่�อจัะได�นำไปปร์ะยุกูต์ใช�ต่อไป ซึ่ึ�งผู้ลกูาร์

ทดสอบเบ่�องต�นด�วยเทคนิค DPPH Radical Scavenging 

ของสาร์สกูัดหยาบ และส่วนที�แยกูเป็นกูลุ่มได� 8 กูลุ่ม พิบว่า 

กูลุ่มที� 2 เป็นกูลุ่มที�มีสีชมพิูแสดงฤทธิ�ที�ดีที�สุดสามาร์ถื่

ยับยั�งอนุมูลอิสร์ะได�ร์�อยละ 127.8 ± 0.01 ส่วนสาร์สกูัด

หยาบสามาร์ถื่ยับยั�งอนุมูลอิสร์ะได�ร์�อยละ 87.84 ± 0.01  

(1 มกู./มล.) โดยสาร์มาตร์ฐานเชิงบวกูค่อ Trolox สามาร์ถื่

ยับยั�งอนุมูลอิสร์ะได�ร์�อยละ 95.60 ± 0.01 (0.1 มกู./มล.) 

ผู้ลกูาร์ทดสอบฤทธิ�แสดงดังร์ูปที� 8

4. อภิิปรายผลและสรุป

 งานวิจััยนี�มีวัตถืุ่ปร์ะสงค์ในกูาร์ศึกูษาองค์ปร์ะกูอบ

ทางเคมีของสาร์ที�แยกูได�จัากูผู้งสีชมพูิแอคติโนแบคทีเร์ีย 

B7 ซึึ่�งได�จัากูกูาร์นำเช่�อแอคติโนแบคทีเร์ียไอโซึ่เลท B7  

คัดแยกูได�จัากูดินรั์งมด จัังหวัดเพิชร์บูร์ณ์ ได�ร์ะบุชนิดด�วย

วิธีหาลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 16S ribosomal 

พิบว่าแอคติโนแบคทีเร์ียไอโซึ่เลท B7 มีความใกูล�เคียงกัูบ 

S. spectabilis (99.35%) [23] และทดสอบฤทธิ�ต�านอนุมูล

อิสร์ะเบ่�องต�นเพิ่�อจัะได�เป็นข�อมูลพิ่�นฐานในกูาร์ปร์ะยุกูต์ใช�

ต่อไป กูาร์ศึกูษาเร์ิ�มโดยกูาร์ศึกูษาตัวทำละลายที�เหมาะสม

เพิ่�อสกัูดให�ได�ปริ์มาณสาร์สกัูดมากูที�สุดโดยปร์ะเมินผู้ลจัากู

ปร์ิมาณของสาร์สกูัดและจัากูกูาร์แยกูด�วยเทคนิค HPLC ซึ่ึ�ง

จัากูกูาร์ศึกูษาพิบว่าตัวทำละลายที�ดีที�สุดค่อ เมทานอล จัึง

เลอ่กูเมทานอลเปน็ตวัทำละลายในกูาร์สกูดัเพิ่�อให�ได�ปร์มิาณ

สาร์สกูัดที�มากูที�สุดใช�สำหร์ับแยกูเพิ่�อให�ได�สาร์บร์ิสุทธิ�  

ผู้ลกูาร์สกูัดพิบว่า เม่�อเทียบจัากูน�ำหนักูผู้งสีแอคติโน

รูปที� 7 โคร์งสร์�างทางเคมีของสาร์บริ์สุทธิ�จัากูสาร์สกัูด 

แอคติโนแบคทีเร์ีย B7 [22]

รูปที� 8 ร์�อยละกูาร์ยับยั�งอนุมูลอิสร์ะของกูลุ่มสาร์ที�แยกูได�

จัากูสาร์สกัูดแอคติโนแบคทีเร์ยี B7 (1-8 = กูลุม่ย่อย

จัากูกูาร์แยกู 1-8, 9 = สาร์สกูัดหยาบความเข�มข�น 

1 มกู./มล., 10 = Trolox 0.1 มกู./มล.) 
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แบคทีเร์ีย B7 จัำนวน 100 กูร์ัม ได�สาร์สกูัดหยาบ 1.01 

กูร์ัม หลังจัากูได�สาร์สกูัดเมทานอลจัึงนำไปแยกูด�วยเทคนิค

คอลัมน์โคร์มาโตกูร์าฟีี ได�สาร์กูลุ่มสีชมพิู Gr.2 จัากูแผู้นผู้ัง

ที� 1 น�ำหนักู 29.08 มิลลิกูร์ัม และได�สาร์บร์ิสุทธิ� SGr6 จัากู

แผู้นผู้ังที� 1 น�ำหนักู 4.03 มิลลิกูร์ัม (ผู้งสีแอคติโนแบคทีเร์ีย 

B7 จัำนวน 100 กูร์ัม) และนำสาร์บร์ิสุทธิ�ที�แยกูได�ไปพิิสูจัน์

โคร์งสร์�างด�วยเทคนิคสเปคโตร์สโคปี (UV, NMR, FTIR และ  

MS) ผู้ลกูาร์ตร์วจัสอบด�วยเคร์่�อง UV-Vis พิบค่า กูาร์ดูดกูล่นแสง 

ของสาร์บร์สิทุธิ�ที�แยกูได�มคีวามยาวคล่�นสงูสดุ 530 นาโนเมตร์  

ซึ่ึ�งค่าตร์งกูับสาร์กูลุ่มเดียวกูับโปร์ดิจัินิน (Prodiginines) 

หร์่อสาร์ที�คล�ายโปร์ดิจัิโอซึ่ิน (Prodigiosin-like) [24], [25] 

และได�ตร์วจัสอบข�อมูลที�มีร์ายงานของสาร์กูลุ่มนี�ในสปีชี�  

S. spectabilis พิบว่า มรี์ายงานกูาร์ศกึูษาสาร์สกีูลุม่โปร์ดิจันินิ 

ของแอคติโนแบคทีเร์ียน�อยมากู [4] และได�ทำกูาร์พิิสูจัน์

โคร์งสร์�างด�วยเทคนิค NMR เพิิ�ม (1H-NMR, 13C-NMR และ 

2D เทคนิคอ่�น) พิบวา่ ตร์งกัูบสาร์ชนิดหนึ�งที�มโีคร์งสร์�างคล�าย

โปร์ดิโอซิึ่น มชี่�อว่า 4'-Methoxy-5'-[(1"-nonyl-5"-propyl-4" 

-cycle-1-penten-3"-imino)-methyl]-2,2'-bi-1H-pyrrole 

และได�ยน่ยันหมูฟั่ีงกูช์นัซึึ่�งเปน็สว่นหนึ�งในโคร์งสร์�างทางเคมี

ด�วยด�วยเทคนิค FTIR ได�ผู้ลสอดคล�องกูับงานวิจััย Valente 

และคณะ [22] และได�ย่นยันโคร์งสร์�างทางเคมีมวลโมเลกูุล

ด�วยเทคนิค ESI-MSHR มมีวลโมเลกุูลเท่ากูบั 421 ตร์งกัูบสตูร์

โมเลกูุลดังนี� C27H39N3O ซึ่ึ�งสอดคล�องกูับงานวิจััย Valente  

และคณะเช่นกูัน [22] และได�ตร์วจัสอบโคร์งสร์�างจัากูฐาน

ข�อมูล ScienceFinder พิบว่า ในสปีชี� S. spectabilis  

ยังไม่มีกูาร์พิบสาร์ชนิดนี�มากู่อน ดังนั�นสาร์ที�แยกูได�จัากู 

แอคตโินแบคทเีร์ยี B7 จังึเปน็เปน็สาร์ชนิดใหมใ่น S. specta-

bilis นอกูจัากูนี�ได�นำกูลุ่มย่อยที�แยกูได�จัากูสาร์สกูัดหยาบ

มาทดสอบฤทธิ�ต�านอนุมูลอิสร์ะเบ่�องต�นด�วยเทคนิค DPPH  

Assay ในกูาร์เลอ่กูเทคนคินี�เน่�องจัากูสาร์สกูดัสามาร์ถื่ละลาย

เอทานอลได�ดีและเป็นเทคนิคที�ได�ร์ับความนิยม มีความ 

น่าเช่�อถื่่อ ทดสอบง่าย ค่าใช�จั่ายไม่สูง ผู้ลกูาร์ทดสอบฤทธิ�

ต�านอนุมูลอิสร์ะ (รู์ปที� 8) พิบว่า กูลุ่ม 2 ซึึ่�งเป็นกูลุ่มสาร์

สชีมพูิ แสดงฤทธิ�ดทีี�สดุมีคา่ผู้ลกูาร์ยับยั�งที�ร์�อยละ 127.80 ± 

0.02 และสาร์สกูดัหยาบ แสดงฤทธิ�ดมีคีา่กูาร์ยบัยั�งที�ร์�อยละ 

87.85 ± 0.01 ที�ความเข�มข�น 1.0 มกู./ มล. โดยที� Trolox 

ซึ่ึ�งเป็น Positive Control มีค่ากูาร์ยับยั�งที�ร์�อยละ 95.65 ± 

0.01 ที�ความเข�มข�น 0.10 มกู./มล. ซึ่ึ�งผู้ลกูาร์ทดสอบฤทธิ�

ต�านอนุมูลอิสร์ะดีมากู สามาร์ถื่เป็นข�อมูลพิ่�นฐานเพ่ิ�อนำไป

ศึกูษาเชิงลึกูในกูาร์ต่อยอดเพิ่�อปร์ะยุกูต์สำหร์ับผู้ลิตภััณฑ์์ที�

ต�องกูาร์สีชมพิูเป็นจัุดเด่นต่อไป เช่น ผู้ลิตภััณฑ์์เคร์่�องสำอาง

ที�เน�นมีฤทธิ�ชีวภัาพิ

5. กิต้ต้ิกรรมีประกาศึ 

 งานวิจััยนี�ได�ร์ับงบปร์ะมาณบูร์ณากูาร์กูาร์วิจััยและ

นวัตกูร์ร์มสนับสนุน จัากูมหาวิทยาลัยร์าชภััฏพิิบูลสงคร์าม 

ปร์ะจัำปีงบปร์ะมาณ พิ.ศ. 2563 (สัญญาร์ับทุนเลขที�  

RDI-1-63-3) 
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