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บทคัดย่อ
ไบโอฟิล์มเป็นสารที่ซับซ้อน ซึ่งหลั่งออกมาจากเชื้อจุลินทรีย์และสามารถเกาะติดกับพื้นผิวได้ ก่อให้เกิดการปนเปื้อนในเนื้อเยื่อ
ของสิ่งมีชีวิต สิ่งแวดล้อม โรงงานอุตสาหกรรม และอุปกรณ์ทางการแพทย์ และยังเป็นปัจจัยที่ส�าคัญในการดื้อยาปฏิชีวนะของ
เชื้อจุลินทรีย์ การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความสามารถของเชื้อ Streptomyces sp. WPN31 ที่แยกได้จากดิน
บริเวณรากต้นเตยหอม ในการสร้างเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนส และการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย
ก่อโรค โดยผลของยีน 16S rRNA พบว่า WPN31 มีความคล้ายคลึงกับ Streptomyces griseicoloratus (ร้อยละ 98.90)  
มากท่ีสุด ซึ่งเป็น streptomycetes สปีชีส์ใหม่ที่แยกได้จากดินในไร่ฝ้าย สาธารณรัฐประชาชนจีน อย่างไรก็ตาม พบว่า  
Streptomyces sp. WPN31 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์นอกเซลล์ ได้แก่ เอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนส 
ได้ที่อุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส และจากการประเมินการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ Staphylococcus aureus และ 
Pseudomonas aeruginosa โดยใช้สารส่วนเหนือตะกอนของ WPN31 พบว่า ส่วนเหนือตะกอนมีประสิทธิภาพในการป้องกัน 
การสร้างไบโอฟิล์มของ S. aureus และ P. aeruginosa ดังนั้น การศึกษานี้จึงเป็นการรายงานเบื้องต้นเกี่ยวกับฤทธิ์ในการยับยั้ง
ไบโอฟิล์มของ Streptomyces sp. WPN31 ซึ่งสามารถน�าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่หลากหลายได้

ค�าส�าคัญ: ดินบริเวณรากพืช, Streptomyces, การยับยั้งไบโอฟิล์ม, เอนไซม์นอกเซลล์

Abstract
Biofilms are complex substances secreted by microorganisms, capable of adhering to various surfaces, leading to 
contamination of living tissues, environments, industrial settings, and medical equipment. They play a significant role 
in the emergence of antibiotic-resistant bacteria. This study aimed to evaluate the production of the enzymes amylase, 
cellulase, and xylanase, as well as the antibiofilm activity against pathogenic bacteria of Streptomyces sp. WPN31, 
isolated from the rhizosphere of pandanus palm (Pandanus amaryllifolius). Based on the 16S rRNA results, WPN31 
exhibited the highest similarity to Streptomyces griseicoloratus (98.80%), a novel streptomycete isolated from soil 
in cotton fields of China. However, Streptomyces sp. WPN31 was able to produce extracellular enzymes, including  
amylase, cellulase, and xylanase, at both 37 °C and 40 °C. The evaluation of biofilm inhibition using WPN31  
supernatant revealed its ability to prevent biofilm formation in both Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. 
Therefore, this study represents the initial report on the antibiofilm activity of Streptomyces sp. WPN31, suggesting its 
potential application in various industries.
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บทน�า
จุลินทรีย์บริเวณรากพืช (rhizosphere microorganisms) คือ 
จลุนิทรย์ีท่ีแยกได้จากดินบรเิวณรอบรากพชืหรอืส่วนของดินที่
สมัผสักบัรากพชื ซึง่เปน็บรเิวณทีม่คีวามสมัพันธอ์ยา่งใกลช้ดิ
และอยู่ร่วมกับพืช (Li et al., 2022) จึงเป็นบริเวณของดินที่มี
ความหลากหลายของจุลนิทรย์ีสูงกว่าบรเิวณอืน่ๆ กลุม่จลุนิทรย์ี
ทีม่คีวามส�าคัญและเป็นกลุม่ใหญ่ทีส่ดุ คอืจีนสั Streptomyces 
ซึง่จลุนิทรย์ีบรเิวณรากพชืมบีทบาทในการเจรญิเตบิโตของพชื 
โดยมส่ีวนช่วยในการพฒันาพชื กระตุน้ให้มคีวามต้านทานโรคพชื 
และทนต่อความเครียดจากสิ่งแวดล้อมได้ (Mendes et al., 
2018; Newitt et al., 2019) 

 จีนัส Streptomyces เป็นแอคติโนเแบคทีเรีย 
ที่ใหญ่ที่สุดในออเดอร์ Actinomycetales และแฟมมิลี่  
Streptomycetaceae ซึ่ง Streptomyces เป็นแบคทีเรีย
แกรมบวก ต้องการออกซิเจน มีปริมาณเบส GC ใน DNA 
ประมาณร้อยละ 69-78 และสามารถสร้างเส้นใยได้ โดยทั่วไป 
Streptomyces มีแหล่งท่ีอยู่อาศัยท่ีหลากหลาย เช่น ทะเล
ทราย ทะเล พืช แมลง น�้าแข็ง และดิน (Donald et al., 2022) 
Streptomyces มีบทบาทในการหมุนเวียนของสารอินทรีย์ใน
ธรรมชาติ เป็นแหล่งผลิตเอนไซม์นอกเซลล์ และสารทุติยภูมิ 
(secondary metabolites) ที่เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้
อย่างหลากหลาย (Chater, 2016; Olanrewaju & Babalola, 
2019) ในปัจจบุนัการใช้ยาปฏชิวีนะอย่างเกนิความจ�าเป็นและ
ไม่ถูกต้องก่อให้เกิดปัญหา การเกิดขึ้นของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีด้ือ
ต่อยาปฏิชีวนะแบบเก่า ท�าให้เกิดความล้มเหลวในการรักษา
โรคติดเชื้อ (Chanvatik et al., 2019; Pumtong et al., 2020) 
รวมถึงความสามารถที่เชื้อจุลินทรีย์สามารถสร้างไบโอฟิล์มก็
จัดเป็นปัจจัยหนึ่งที่ท�าให้เชื้อมีความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ 
(Sharma et al., 2019) 

 แบคทเีรยีก่อโรคหลายชนดิมคีวามสามารถในการอยู่
ร่วมกันเป็นกลุ่มกับเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์อ่ืนได้ และมีความ
สามารถในการสร้าง Extracellular Polymeric Matrix (EPS) 
เรียกว่าไบโอฟิล์ม (Leetanasaksakul & Thamchaipenet, 
2018) ซึง่มอีงค์ประกอบทีส่�าคัญ ได้แก่ พอลแิซคคาไรด์ โปรตนี 
และกรดนวิคลอิีก โดยองค์ประกอบและปรมิาณของไบโอฟิล์ม
แต่ละชนิดจะแตกต่างกันตามสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ สภาพ
แวดล้อมที่อยู่อาศัย อุณหภูมิ ความเป็นกรดเบส (pH) ระดับ
ออกซิเจน ระดับไนโตรเจน อายุของไบโอฟิล์ม และปริมาณ
ของสารอาหาร (Alotaibi, 2021; Srinivasan et al., 2021)

 การก่อตัวของไบโอฟิล์ม สามารถเกิดขึ้นได้บนพื้น
ผิวของสิง่มชีวีติและไมม่ชีวีิต เช่น บนพืน้ผวิอปุกรณค์รวัเรอืน 
ในห้องน�า้ อ่างล้างหน้า และท่อส่งน�า้ รวมถงึในด้านการแพทย์  
ไบโอฟิล์มสามารถก่อตัวได้ในอุปกรณ์ทางการแพทย์ส�าหรับ

การปลกูถ่ายอวยัวะ เช่น ลิน้หัวใจเทียม สายสวน เครือ่งกระตุน้
หัวใจ และข้อต่อเทียม (Balasubramanian et al., 2017) ซึ่ง
เป็นสาเหตุที่ท�าให้เกิดโรคเยื่อบุหัวใจอักเสบ กระดูกอักเสบ 
โรคหูน�้าหนวกอักเสบเรื้อรัง แผลในทางเดินอาหาร การติด
เชื้อในปอดเรื้อรัง และการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ 
(Oberoi et al., 2020) เชื้อแบคทีเรียก่อโรคส�าคัญท่ีสร้าง 
ไบโอฟิล์มได้ เช่น Staphylococcus aureus และ Pseudomonas 
aeruginosa ซึง่เชือ้จลุนิทรย์ีเหล่านีส้ามารถก่อโรคในมนษุย์ได้  
(Vestby et al., 2020) และแม้จะมีการใช้วิธีที่หลากหลาย 
ในการควบคุมและยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม แต่ก็ยังคงเป็น
เรือ่งยากท่ีจะสามารถก�าจดัไบโอฟิล์มให้หมดได้ เมือ่แบคทีเรยี 
ก่อโรคอยู่ในสภาวะท่ีมีการสร้างไบโอฟิล์ม แบคทีเรียก่อโรค 
จะมคีวามทนทานต่อสภาวะแวดล้อมภายนอกทีไ่ม่เหมาะสม เช่น 
ยาปฏิชีวนะ สารเคมี และยาฆ่าเชื้อ (Srinivasan et al., 2021)

 มีการศึกษาเชื้อในกลุ่ม actinomycetes ที่มีความ
สามารถในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มในเชือ้แบคทเีรยีก่อโรค 
เช่น Actinomycete TRM 46200, TRM 41337 และ TRM 46814 
สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ Staphylococcus  
epidermidis โดยไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อท่ีอยู่ใน
สภาวะลอยไปมาอย่างอิสระ (planktonic cells) (Xie et al., 
2019) สารสกดัทีไ่ด้จากเชือ้ Streptomyces viridochromogene 
NBRC 3113 และ Streptomyces levis NRRL B-16370 สามารถ
ยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้ Klebsiella, Pseudomonas, 
Staphylococcus และ Enterobacter (Oberoi et al., 2020) 
นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใช้เอนไซม์ชนิดต่างๆ มาช่วย 
ในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม โดยมีรายงานการศึกษา 
การใช้เอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนส ในการยับยั้งการสร้าง
ไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa (Kamali et al., 2021; Lee  
et al., 2018) และโครงสร้างของไบโอฟิล์มสามารถถูกท�าลาย
ได้จากเอนไซม์อะไมเลสและโปรตีเอส (Solihin et al., 2021) 
และเนือ่งจากเอนไซม์สามารถย่อยสลายตามธรรมชาตไิด้อย่าง
รวดเรว็ จงึเป็นวธิทีีม่ปีระสิทธภิาพและเป็นมติรต่อส่ิงแวดล้อม 
ดังนั้นการใช้เอนไซม์ จึงเป็นวิธีการที่น่าสนใจที่จะน�ามาใช้ใน
การควบคุมหรือท�าลายไบโอฟิล์ม (Y. Li et al., 2022; Solihin 
et al., 2021) ผูว้จิยัจงึสนใจทีจ่ะศกึษาเอนไซม์นอกเซลล์ ได้แก่ 
เอนไซม์อะไมเลส เซลลเูลส และไซลาเนส จากเชือ้จลุนิทรย์ีและ
น�าไปตรวจสอบความสามารถในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม

วัตถุประสงค์
 เพือ่ศกึษาเชือ้จลุนิทรย์ีสายพนัธุใ์หม่ของ Streptomyces  
sp. WPN31 ท่ีแยกได้จากดินบรเิวณรากต้นเตยหอม และตรวจสอบ 
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และ 
ไซลาเนส และการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้แบคทเีรยี
ก่อโรค S. aureus และ P. aeruginosa
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วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา

1. แบคทีเรียก่อโรค
 เชื้อที่ใช้ในการตรวจสอบความสามารถของ  
Streptomyces sp. WPN31 ในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม คือ 
S. aureus ATCC29213 ทีไ่ด้รบัจาก American Type Culture 
Collection (ATCC) และ P. aeruginosa TISTR1287 ท่ีได้รบัจาก
สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) 

2. การแยกเชื้อ Streptomyces sp. WPN31 จากดิน
 Streptomyces sp. WPN31 ถูกแยกมาจากการสุ่ม
เก็บตวัอย่างดินบรเิวณรากต้นเตยหอมจากสวนพฤกษศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา โดยเก็บ
ตวัอย่างท่ีอยูล่กึลงไปจากผวิดินประมาณ 10 เซนตเิมตร น�าเเต่
ละตัวอย่างดิน จ�านวน 1 กรัม ละลายลงในน�้าเกลือปลอดเชื้อ 
ท่ีมคีวามเข้มข้นร้อยละ 0.85 ปรมิาตร 99 มลิลลิติร และท�าการ
เจือจางสารละลายครั้งละ 10 เท่าของสารละลายเดิม (10-fold 
serial dilution) น�าระดับความเจอืจาง (10-3,10-4,10-5) ทีต้่องการ
มาท�าให้เชื้อกระจายตัว (spread plate) โดยน�าสารละลายเชื้อ
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ปล่อยลงบนอาหารแข็ง International 
Streptomyces Project 2 (ISP2) ท่ีประกอบด้วย สารสกัด
จากยีสต์ (yeast extract) สารสกัดจากมอลต์ (malt extract) 
และน�้าตาลเดกซ์โทรส (dextrose) ท�าการบ่มจานอาหารเลี้ยง
เชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 7-10 วัน จากนั้น
จึงแยกโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ Streptomyces sp. WPN31 ให้
บริสุทธิ์ โดยย้ายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP2 agar อีกครั้ง 
(Tan et al., 2018) เมือ่ได้เชือ้ทีบ่รสิทุธิแ์ล้วจงึท�าการเก็บรกัษา
ใน glycerol ร้อยละ 40 ที่อุณหภูมิ-80 องศาเซลเซียส ส�าหรับ
การศึกษาในอนาคต

3. การศกึษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Streptomyces 
sp. WPN31
 ในการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา โดยการเลีย้ง 
Streptomyces sp. WPN31 บนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลา  
14 วัน จากนั้นสังเกตและบันทึกข้อมูลของลักษณะเส้นใย  
สีของโคโลนี การสร้างเม็ดสี และพื้นผิวของโคโลนี 

4. การระบุสายพันธุด้์วยการหาล�าดบัเบสของยีน 16S rRNA
 4.1 การเตรียมแม่แบบ DNA
 เพาะเลี้ยง Streptomyces sp. WPN31 ในอาหาร
เหลว ISP2 เป็นเวลา 3 วนั จากนัน้ น�าไปป่ันเหวีย่งทีค่วามเรว็ 
13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีน�าส่วนของเหลวด้านบน
ออก ท�าการเก็บกลุม่เซลล์ทีต่กตะกอนอยูท่ี่ด้านล่างของหลอด 
น�ากลุ่มเซลล์ไปบดให้แตกโดยใช้ lysis buffer ปริมาตร 500 
ไมโครลติร จากนัน้ย้ายส่วนของสารแขวนลอยไปยงัหลอดใหม่ 

และเติม 5M NaCI ปริมาตร 165 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
และน�าไปป่ันเหวีย่งเป็นเวลา 10 นาที ท่ีความเรว็ 13,000 รอบ
ต่อนาที ส่วนของเหลวเหนอืตะกอนจะถกูย้ายไปยงัหลอดใหม่
และเติม chloroform:isoamyl alcohol ในอัตราส่วน 1:1 ผสม
สารแขวนลอยจนกระท่ังสารละลายกลายเป็นสีน�้านม น�าไป
ปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาที ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
ย้ายสารแขวนลอยช้ันบนไปยงัหลอดใหม่และเตมิ chloroform 
ในอัตราส่วนที่เท่ากันกับสารแขวนลอย ผสมให้เข้ากันและ 
น�าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 นาที ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที ส่วนของสารแขวนลอยท่ีมีจีโนมดีเอ็นเอจะถูกย้ายไป
ยังหลอดใหม่และถูกตกตะกอนด้วย ethanol ร้อยละ 95 โดย
บ่มที่อุณหภูมิ-80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น 
น�าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 นาที ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาที ล้างจีโนมดีเอ็นเอด้วย alcohol ร้อยละ 75 และละลาย
จีโนมดีเอ็นเอในน�้าท่ีปราศจากนิวคลีเอส และใช้เป็นแม่แบบ
ดีเอ็นเอส�าหรับการเพิ่มจ�านวนยีน 16S rRNA

 4.2 การเพิ่มจ�านวนยีน 16S rRNA ด้วยวิธี PCR
 จีโนมดีเอ็นเอจะถูกใช้เป็นแม่แบบส�าหรับการท�า 
Polymerase chain reaction (PCR) ของยีน 16S rRNA โดย
ใช้ไพรเมอร์ 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ 
1525R (5’-AAGGAGGTGWTCCARCC-3’) โดยมีเงื่อนไข
การท�าปฏิกิริยาภายในเครื่อง thermal cycler ดังนี้: initial 
denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
ตามด้วย 25 รอบ ของ denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที และ final extension ที่อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของ 
PCR โดยวิธี gel electrophoresis และท�าให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุด
สกัด FavoritePrepTM GEL/PCR (Favorgen Biotech, Taiwan) 
(Chanthasena et al., 2022)

 4.3 การวิเคราะห์ล�าดับเบสของยีน 16S rRNA 
และการสร้างต้นไม้วิวัฒนาการ
 ยีน 16S rRNA บริสุทธิ์จะถูกน�าไปวิเคราะห์ล�าดับ
เบสที่บริษัท ACTG จ�ากัด (ประเทศไทย) และน�ามาวิเคราะห์
เปรยีบเทยีบล�าดับเบสกับฐานข้อมลูผ่านเวบ็ไซต์ EzBioclound 
(https://www.ezbiocloud.net/) โดยใช้ BLAST program จาก
นั้นน�าข้อมูลที่ได้ไปจัดล�าดับตามต�าแหน่งท่ีคล้ายคลึงกันของ
ล�าดับเบสของสายพันธุ์ที่มีความใกล้ชิดกันจาก EzBioclound 
โดยการใช้เมนู CLUSTAL W และสร้างต้นไม้สายวิวัฒนาการ
โดยใช้ซอฟต์แวร์ MEGA เวอร์ชั่น 11 โดยประเมินระดับ 
ความเชือ่มัน่โดยใช้การวเิคราะห์ทางสถติแิละสร้างค่าสนบัสนนุ 
(bootstap value) ที่ 1000 ซ�้า
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5. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์อะไมเลส 
เซลลูเลส และไซลาเนส
 เพาะเลี้ยง Streptomyces sp. WPN31 แบบการ
ลงเชื้อต�าแหน่งเดียว (point inoculation) บนอาหารแข็งที่
เติมแหล่งคาร์บอนหลักชนิดต่างๆ ได้แก่ แป้ง เซลลูโลส หรือ 
ไซแลน เพือ่ทดสอบความสามารถของเช้ือในการใช้แหล่งคาร์บอน
เหล่านี้ น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 วนั จากนัน้ตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์
ที่ขับออกมานอกเซลล์และย่อยสลายแหล่งคาร์บอนในอาหาร
แข็ง จะสังเกตได้จากการสร้างบริเวณใส (clear zone) หลัง
จากการหยดสารละลายไอโอดีนลงบนอาหารทีม่ส่ีวนประกอบ
ของแป้ง และหยดสี congo red ลงบนอาหารที่มีส่วนประกอบ
ของไซแลนและเซลลูโลส (de Veras et al., 2018; Rodrigues 
et al., 2019; Viswanathan & Rebecca, 2019) วัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณใสที่ Streptomyces sp. WPN31 สร้าง
ขึ้นและขนาดของโคโลนีและบันทึกผลการทดลอง

6. การทดสอบความสามารถในการยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์ม
 6.1 การเตรียมส่วนเหนือตะกอน (supernatant)
 เพาะเลีย้ง Streptomyces sp. WPN31 ในอาหารเหลว 
ISP2 ท่ีอณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส น�าไปเขย่าทีค่วามเรว็ 200 
รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 วนั จากนัน้น�าไปป่ันเหวีย่งทีค่วามเรว็ 
9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และกรองผ่านกระดาษ
กรอง Whatman No.1 (WhatmanTM, GE Healthcare, UK) 
เพือ่ก�าจดัส่วนของตะกอนเซลล์ (cell pellet) และน�าส่วนเหนอื
ตะกอนไปใช้ในการศึกษาต่อไป

 6.2 การทดสอบการยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของ
เชื้อแบคทีเรียก่อโรค
 การศึกษานี้ใช้ส่วนเหนือตะกอนที่ได้จากการเลี้ยง
เชื้อ Streptomyces sp. WPN31 ในการทดสอบการยับยั้ง 
การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค S. aureus และ  
P. aeruginosa โดยเพาะเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีก่อโรค ในอาหารเลีย้ง 
เชื้อแข็ง Mueller Hinton (MH) ที่ประกอบด้วย สารสกัดจาก
เนื้อ (beef extract) เคซีนไฮโดรไลเสต (casein hydrolysate)  
และแป้ง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 
ชัว่โมง น�าเชือ้แบคทเีรยีไปเจอืจางให้มคีวามเข้มข้นเท่ากับ 0.5  
McFarland ก่อนจะน�าไปใช้ในการทดสอบ โดยผสมสารละลาย
เช้ือแบคทีเรียกับส่วนเหนือตะกอน ในอัตราส่วน 1:1 ใน
เพลท 96 หลุม (96 well plate) น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบ่ม สารละลายใน
เพลท 96 หลุมจะถูกเทออกและล้างด้วยน�้ากลั่น ทิ้งไว้ให้แห้ง
ก่อนที่จะย้อมด้วยสี crystal violet ร้อยละ 0.4 โดยน�าไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที แล้วล้าง
ออกด้วยน�้ากลั่น ทิ้งไว้ให้แห้ง จะน�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ทีค่วามยาวคลืน่ 595 นาโนเมตร (A595) โดยการหยด ethanol 
ร้อยละ 95 เพื่อชะสีที่ติดอยู่กับเซลล์แบคทีเรียออกมา บันทึก
ค่าการดูดกลืนแสงและน�าไปค�านวณหาค่าร้อยละของการ 
สร้างไบโอฟิล์ม (Leetanasaksakul & Thamchaipenet,  
2018) ตามสมการต่อไปนี้

 ร้อยละการสร้างไบโอฟิล์ม =

 A595 หลุมควบคุม-A595 หลุมทดสอบ

A595 หลุมควบคุม
 x 100

ผลการวิจัยและอภิปรายผล

การแยกเชื้อ Streptomyces sp. WPN31 จากดินบริเวณ
รากต้นเตยหอม
 เชื้อ Streptomyces sp. WPN31 ที่ใช้ในการศึกษา
ครั้งนี้ถูกแยกได้จากดินบริเวณรากต้นเตยหอม (Pandanus 
amaryllifolius) จากสวนพฤกษศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยี
สรุนาร ีโดยต้นเตยหอมเป็นพชืเมอืงร้อน ส่วนใหญ่จะถกูน�าไป
ใช้เป็นสีจากธรรมชาติ แต่งกลิ่น และน�าไปใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารและยา (Lomthong et al., 2022) เชื้อจุลินทรีย์บริเวณ
รากพืชมีบทบาทส�าคัญในการส่งเสริมการเจริญของพืช การ
ควบคุมโรคพืช และช่วยรักษาสมดุลของระบบนิเวศ ทางการ
เกษตร (Y. Li et al., 2022) มีรายงานเกี่ยวกับการแยกเชื้อใน
จนีสั Streptomyces บรเิวณรากพชืท่ีสามารถสร้างสารต้านจลุชพี 
หรอืสร้างฮอร์โมนทีช่่วยในการเจรญิของพชื เช่น การแยกเชือ้
จากต้น Artemisia herba-alba ซึง่สามารถผลติสารต้านเชือ้รา 
(antifungal) สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Djemouai 
et al., 2022) หรือสารช่วยส่งเสริมการเจริญของถั่วเขียว และ 
สารต้านเช้ือรา Phytophthora palmivora (Nonthakaew  
et al., 2022) และยังมีรายงานการค้นพบเชื้อจุลินทรีย์ที่แยก
ได้จากดินบริเวณที่ปลูกต้นเตยหอมท่ีสามารถสร้างสารต้าน
เชื้อราได้ (Khamna et al., 2009) เป็นต้น 

 ในการแยกเชื้อ Streptomyces sp. WPN31 จากดิน
บรเิวณรากพชื จะใช้อาหาร ISP2 ส�าหรบัการเลีย้งเชือ้และแยก
เชือ้ให้บรสุิทธิ ์โดยท�าการเลอืกโคโลนขีอง streptomycetes ตาม
ลักษณะสัณฐานวิทยาที่บรรยายในหนังสือ Bergey’s Manual 
of determinative bacteriology (Holt et al., 1994) ได้แก่  
โคโลนีมีลักษณะเเข็ง ฝังตัวลงไปในชั้นอาหารเลี้ยงเช้ือเเข็ง  
ผิวหน้าแห้งแตก มีรอยย่นหรือมีขุยฟูที่สังเกตเห็นได้ด้วย 
ตาเปล่า นอกจากนี้เชื้อในกลุ่ม Streptomyces ยังมีลักษณะ
การพัฒนาของโคโลนีท่ีช้า มีความต้องการออกซิเจน สร้าง 
สปอร์ สร้างเส้นใยท่ีสัมผัสอากาศ (aerial mycelium) และ
เส้นใยท่ีเจรญิเข้าไปในอาหารเลีย้งเชือ้ (substrate mycelium) 
มีสีแตกต่างกัน รวมถึงความสามารถในการผลิตเม็ดสีต่างๆ 
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ทั้งยังสามารถผลิตสารท่ีชื่อว่า Geosmin ซึ่งเป็นกลิ่นไอดิน 
ที่เป็นลักษณะที่ส�าคัญของเชื้อในจีนัส Streptomyces (Alam  
et al., 2022) หลงัจากท�าการเลอืกโคโลนแีละเลีย้งให้บรสุิทธิแ์ล้ว 
ท�าการตั้งชื่อสายพันธุ์ streptomycetes ที่ค้นพบว่า WPN31 
ซึ่งจากการเพาะเลี้ยง WPN31 บนอาหาร ISP2 เป็นเวลา 14 
วัน พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ WPN31 (Figure 1) 
มีลักษณะพื้นผิวของโคโลนีแข็งเป็นรอยย่น มีเส้นใยอาหาร
เป็นสีชมพูเข้ม ไม่มีการผลิตเม็ดสีท่ีสามารถกระจายเข้าไป 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และมีเส้นใยอากาศเป็นสีขาว

 เมื่อน�าข้อมูลที่ได้จากการ BLAST ไปสร้างต้นไม้
วิวัฒนาการ (Figure 2) พบว่า Streptomyces sp. WPN31 ไม่
ได้ถกูจดัให้อยูใ่นสายบรรพบรุษุเดียวกันกับ S. griseicoloratus  
ท่ีมีค่าความคล้ายคลึงกันสูงท่ีสุด แต่ถูกจัดให้อยู่กับ S.  
prasinosporus ท่ีมีความคล้ายคลึงกันเพียงร้อยละ 98.73  
ซึ่งสายพันธุ์ WPN31 อาจมีความเป็นไปได้ท่ีจะไม่ได้เป็น 
สายพนัธุเ์ดียวกันกับ S. griseicoloratus หรอื S. prasinosporus  
หรืออาจจะเป็นสายพันธุ์ใหม่ (Kurnianto et al., 2020)  
S. griseicoloratus ที่มีความคล้ายคลึงกับ WPN31 มากที่สุด 
มีการค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 2022 โดยการแยกเชื้อจากดิน
ในไร่ฝ้าย ในเมืองซินเจียง สาธารณรัฐประชาชนจีน ซึ่งจาก
รายงานวิจัยพบว่า S. griseicoloratus ไม่สามารถสร้างเม็ดสี
ท่ีแพร่กระจายเข้าไปในอาหารแขง็ รวมท้ังพบว่าเส้นใยอากาศ
เป็นสีเทา และมเีส้นใยอาหารเป็นสเีหลอืงเข้มเมือ่เลีย้งบนอาหาร
แข็ง ISP2 (Xing et al., 2022) ส่วนเชื้อ S. prasinosporus ถูก
ค้นพบตัง้แต่ปี ค.ศ. 1996 จากดินในประเทศอนิเดีย มลีกัษณะ
เด่นคือ มีการสร้างเส้นใยอากาศเป็นสีเขียว (Tresner et al., 
1966) จากข้อมลูทัง้หมดข้างต้น ท้ังความแตกต่างทางลกัษณะ
สณัฐานวทิยา ค่าความคล้ายคลงึกันของล�าดับเบสของยนี 16S 
rRNA และแผนภมูต้ินไม้ววิฒันาการ อาจจะสรปุเบือ้งต้นได้ว่า 
S. griseicoloratus และ S. prasinosporus มคีวามแตกต่างจาก 
WPN31 จึงมีความเป็นไปได้ว่า WPN31 อาจจะเป็นสายพันธุ์
ใหม่ของจีนัส Streptomyces 

นอกจากนี�เชื�อในกลุ่ม Streptomyces ยงัมลีกัษณะการ

พฒันาของโคโลนีที�ช้า มคีวามต้องการออกซิเจน สร้าง

สปอร์ สร้างเส้นใยที�สมัผัสอากาศ (aerial mycelium) 

และเส้นใยที�เจรญิเขา้ไปในอาหารเลี�ยงเชื�อ (substrate 

mycelium) มสีแีตกต่างกนั รวมถงึความสามารถในการ

ผลติเมด็สตี่างๆ ทั �งยงัสามารถผลติสารที�ชื�อว่า Geosmin 

ซึ�งเป็นกลิ�นไอดนิ ที�เป็นลกัษณะที�สําคญัของเชื�อในจนัีส 

Streptomyces (Alam et al., 2022) หลังจากทําการ

เลือกโคโลนีและเลี�ยงให้บริสุทธิ �แล้ว ทําการตั �งชื�อสาย

พนัธุ์ streptomycetes ที�ค้นพบว่า WPN31 ซึ�งจากการ

เพาะเลี�ยง WPN31 บนอาหาร ISP2 เป็นเวลา 14 วนั 

พบว่าลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ WPN31 (Figure 1) 

มีลักษณะพื�นผิวของโคโลนีแข็งเป็นรอยย่น มีเส้นใย

อาหารเป็นสีชมพูเข้ม ไม่มีการผลิตเม็ดสีที�สามารถ

กระจายเขา้ไปในอาหารเลี�ยงเชื�อ และมเีสน้ใยอากาศเป็น

สขีาว 

 

 

Figure 1 Colony morphology of Streptomyces sp. 

WPN31 in ISP2 agar with A: front and B: back 

mycelial images. 

การตรวจสอบระดบัโมเลกลุของ WPN31 โดยใช้

ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA 

นําลําดบัเบสของยนี 16S rRNA ของสายพนัธุ์ 

WPN31 (1424 bp) ไปเปรยีบเทยีบกบัสายพนัธุ์ที�อยู่ใน

ฐานขอ้มูล Ezbiocloud โดยใช ้BLAST program (Table 

1) ซึ�งผลการวิเคราะห์ยนืยนัได้ว่า WPN31 เป็นเชื�อใน

จีนั ส  St re p tomyces  โ ดย มีความคล้ า ยคลึงกับ 

Streptomyces griseicoloratus (รอ้ยละ 98.80) มากที�สุด 

รองลงมาคือ Streptomyces prasinosporus (ร้อยละ 

98.73) และ Streptomyces anandii (รอ้ยละ 98.66) จาก

ข้อมูลการศึกษาของ Hagstrom และคณะ (2000) 

รายงานว่าถ้ามคี่าความคล้ายคลงึของลําดบัเบสของยนี 

16S rRNA มากกว่าร้อยละ 97 จะจัดให้อยู่ในสปีชีส์

เดยีวกนั แต่ถ้าค่าความคล้ายคลงึอยู่ในระดบัรอ้ยละ 93-

97 จะจัดให้อยู่ ในจีนัสเดียวกันแต่จะแตกต่างกันที�

ระดบัสปีชสี ์แต่ถ้ามคี่าน้อยกว่าร้อยละ 93 จะจดัใหเ้ป็น

จนีัสใหม่  

Table 1 List of closet strains from EzBioCloud using 

16S rRNA gene database of Streptomyces sp. WPN

31. 

Hit taxon name Similarity (%) 

Streptomyces griseicoloratus  98.80 

Streptomyces prasinosporus  98.73 

Streptomyces anandii  98.66 

 

เมื�อนําข้อมูลที�ได้จากการ BLAST ไปสร้าง

ต้นไมว้วิฒันาการ (Figure 2) พบว่า Streptomyces sp. 

WPN31 ไม่ได้ถูกจดัใหอ้ยู่ในสายบรรพบุรุษเดยีวกนักบั 

S. griseicoloratus ที�มคี่าความคล้ายคลงึกนัสูงที�สุด แต่

ถูกจดัใหอ้ยู่กบั S. prasinosporus ที�มคีวามคลา้ยคลงึกนั

เพียงร้อยละ 98.73 ซึ�งสายพนัธุ์ WPN31 อาจมีความ

เป็นไปได้ที�จ ะไม่ ได้ เ ป็นสายพันธุ์ เดียวกันกับ S. 

griseicoloratus หรอื S. prasinosporus หรอือาจจะเป็น

สา ย พันธุ์ ใ ห ม่  ( K u rn i a n t o  e t  a l . ,  2 0 2 0 )  S . 

griseicoloratus ที�มีความคล้ายคลึงกับ WPN31 มาก

ที�สุด มกีารคน้พบครั �งแรกในปี ค.ศ. 2022 โดยการแยก

เชื�อจากดินในไร่ฝ้าย ในเมืองซินเจียง สาธารณรัฐ

ป ร ะ ช า ช น จี น  ซึ� ง จ า ก ร า ย ง า น วิ จ ั ย พ บ ว่ า  S . 

griseicoloratus ไม่สามารถสร้างเมด็สทีี�แพร่กระจายเขา้

ไปในอาหารแข็ง รวมทั �งพบว่าเส้นใยอากาศเป็นสีเทา 

และมเีส้นใยอาหารเป็นสเีหลอืงเขม้เมื�อเลี�ยงบนอาหาร

แข็ ง  I SP2  (X i ng  e t  a l . ,  2 0 2 2 )  ส่ ว น เ ชื� อ  S. 

prasinosporus ถูกคน้พบตั �งแต่ปี ค.ศ. 1996 จากดนิใน

ประเทศอินเดีย มีลักษณะเด่นคือ มีการสร้างเส้นใย

อากาศเป็นสีเขียว (Tresner et al., 1966) จากข้อมูล

ทั �งหมดข้างต้น ทั �งความแตกต่างทางลกัษณะสัณฐาน

วทิยา ค่าความคล้ายคลงึกนัของลําดบัเบสของยนี 16S 

rRNA และแผนภูมติน้ไมว้วิฒันาการ อาจจะสรุปเบื�องต้น

ไดว่้า S. griseicoloratus และ S. prasinosporus มคีวาม

แตกต่างจาก WPN31 จงึมคีวามเป็นไปได้ว่า WPN31 

อาจจะเป็นสายพนัธุใ์หม่ของจนัีส Streptomyces  

Figure 1 Colony morphology of Streptomyces sp. WPN31 
in ISP2 agar with A: front and B: back mycelial images.

การตรวจสอบระดับโมเลกุลของ WPN31 โดยใช้ล�าดับ
เบสของยีน 16S rRNA
 น�าล�าดับเบสของยนี 16S rRNA ของสายพนัธุ ์WPN31 
(1424 bp) ไปเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่อยู่ในฐานข้อมูล  
Ezbiocloud โดยใช้ BLAST program (Table 1) ซึ่งผลการ
วิเคราะห์ยืนยันได้ว่า WPN31 เป็นเชื้อในจีนัส Streptomyces 
โดยมคีวามคล้ายคลงึกับ Streptomyces griseicoloratus (ร้อยละ 
98.80) มากที่สุด รองลงมาคือ Streptomyces prasinosporus 
(ร้อยละ 98.73) และ Streptomyces anandii (ร้อยละ 98.66) 
จากข้อมลูการศึกษาของ Hagstrom และคณะ (2000) รายงาน
ว่าถ้ามีค่าความคล้ายคลึงของล�าดับเบสของยีน 16S rRNA 
มากกว่าร้อยละ 97 จะจัดให้อยู่ในสปีชีส์เดียวกัน แต่ถ้าค่า
ความคล้ายคลึงอยู่ในระดับร้อยละ 93-97 จะจัดให้อยู่ในจีนัส
เดียวกันแต่จะแตกต่างกันที่ระดับสปีชีส์ แต่ถ้ามีค่าน้อยกว่า
ร้อยละ 93 จะจัดให้เป็นจีนัสใหม่

Table 1 List of closet strains from EzBioCloud using 
16S rRNA gene database of Streptomyces 
sp. WPN31.

Hit taxon name Similarity (%)

Streptomyces griseicoloratus 98.80

Streptomyces prasinosporus 98.73

Streptomyces anandii 98.66

Figure 2 Neighbor-joining phylogenetic tree based 

on 16S rRNA gene sequences showing the 

relationship between related members of the genus 

Streptomyces sp. WPN31. Norcardia alba was used 

as an outgroup. Bootstrap percentages over 50 % 

are shown at the nodes. The scale bar indicated 

0.01 nucleotide substitution per nucleotide. 

ความสามารถของ Streptomyces sp. WPN31 ใน

การสร้างเอนไซมอ์ะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเลส 

การศกึษาความสามารถในการสรา้งเอนไซม์อะ

ไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนส โดยการลงเชื�อตําแหน่ง

เดียว โดยเพาะเลี�ยง Streptomyces sp. WPN31 บน

อาหารเลี�ยงเชื�อที�มแีหล่งคารบ์อนหลกัเป็นแป้ง เซลลูโลส 

หรือไซแลน และบ่มที� อุณหภูมิ 37 และ 40 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 5 วนั จากนั �นหยดสารละลายไอโอดนี

หรอืส ีcongo red บนอาหารเลี�ยงเชื�อ (Figure 3) พบว่า 

Streptomyces sp. WPN31 สามารถผลติเอนไซม์ย่อย

สลายแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี�ยงเชื�อไดท้ั �งที�อุณหภูม ิ

37 และ 40 องศาเซลเซียส โดยสงัเกตได้จากการสร้าง

บรเิวณใสบนอาหารเลี�ยงเชื�อ และทําการบนัทกึผลการ

ทดลอง โดยวดัเส้นผ่านศูนย์กลางของขนาดโคโลนีและ

บรเิวณใส จากนั �นหาค่าอตัราส่วนระหว่างขนาดโคโลนี

และบริเวณใสที�เกิดขึ�น (Figure 4) นอกจากนี�  เมื�อ

ทดลองเลี�ยงเชื�อ Streptomyces sp. WPN31 ที�อุณหภูม ิ

45 องศาเซลเซยีส พบว่าเชื�อไม่สามารถเจรญิเตบิโตและ

สรา้งเอนไซมไ์ด ้(ไม่ไดแ้สดงผลการทดลอง)  

ผลการทดลองนี�แสดงใหเ้หน็ว่า Streptomyces 

sp. WPN31 สามารถผลติเอนไซม์ ไซลาเนสได้สูงกว่า

เอนไซม์อื�นๆ ทั �งที�อุณหภูม ิ37 และ 40 องศาเซลเซยีส 

ซึ�งมีความสอดคล้องกับ Streptomyces fulvissimus 

CKS7 ที�พบว่ามีการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงกว่า

เอนไซม์อะไมเลสและเซลลูเลส เมื�อเพาะเลี�ยงเชื�อโดยใช้

รําขา้วสาล ีรําขา้วบาร์เลย์ และรําขา้ว (Mihajlovski et 

al., 2020) และ Streptomyces sp. สายพนัธุ ์15, 18 และ 

30 ที�แยกไดจ้ากดนิเกษตร มกีารผลติเอนไซม์ไซลาเนส

ได้สูงกว่าเอนไซม์เซลลูเลสในทุกช่วงเวลาของการ

เพาะเลี�ยงเชื�อ (Castaneda-Cisneros et al., 2020) แต่มี

รายงานของ Streptomyes mutabilis ที�พบว่ามกีารผลติ

เอนไซม์ เซลลูเลสมากกว่าเอนไซม์อะไมเลส และไม่มี

การสรา้งเอนไซมไ์ซลาเนสเกดิขึ�น (Shinde. & Jadhav., 

2021) อย่างไรก็ดี งานวิจัยนี� เป็นงานแรกที�ศึกษา

ความสามารถในการสร้างเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส 

และ ไซลาเนส ของเชื�อ Streptomyces sp. WPN31 

Figure 3 The clear zone of amylase activity at 37 

°C and 40 °C (A and D), cellulase activity at 37 °C 

and 40 °C (B and E) and xylanase activity at 37 °C 

and 40 °C (C and F) respectively. 

Figure 2 Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S 
rRNA gene sequences showing the relationship between 
related members of the genus Streptomyces sp. WPN31. 

Norcardia alba was used as an outgroup. Bootstrap  
percentages over 50 % are shown at the nodes. The scale 
bar indicated 0.01 nucleotide substitution per nucleotide.
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ความสามารถของ Streptomyces sp. WPN31 ในการสร้าง
เอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเลส
 การศึกษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์อะไมเลส 
เซลลูเลส และไซลาเนส โดยการลงเช้ือต�าแหน่งเดียว โดย
เพาะเลี้ยง Streptomyces sp. WPN31 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ทีม่แีหล่งคาร์บอนหลกัเป็นแป้ง เซลลโูลส หรอืไซแลน และบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากนั้น
หยดสารละลายไอโอดีนหรือสี congo red บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Figure 3) พบว่า Streptomyces sp. WPN31 สามารถผลิต
เอนไซม์ย่อยสลายแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ทั้งท่ี
อณุหภมู ิ37 และ 40 องศาเซลเซยีส โดยสังเกตได้จากการสร้าง
บรเิวณใสบนอาหารเลีย้งเชือ้ และท�าการบนัทึกผลการทดลอง 
โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของขนาดโคโลนีและบริเวณใส จาก
นัน้หาค่าอัตราส่วนระหว่างขนาดโคโลนแีละบรเิวณใสทีเ่กิดขึน้ 
(Figure 4) นอกจากนี ้เมือ่ทดลองเลีย้งเชือ้ Streptomyces sp. 
WPN31 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบว่าเชื้อไม่สามารถ
เจริญเติบโตและสร้างเอนไซม์ได้ (ไม่ได้แสดงผลการทดลอง) 

 ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า Streptomyces sp. 
WPN31 สามารถผลิตเอนไซม์ ไซลาเนสได้สูงกว่าเอนไซม์
อื่นๆ ทั้งที่อุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งมีความ
สอดคล้องกับ Streptomyces fulvissimus CKS7 ท่ีพบว่ามกีาร
ผลติเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงกว่าเอนไซม์อะไมเลสและเซลลเูลส 
เมือ่เพาะเลีย้งเชือ้โดยใช้ร�าข้าวสาล ีร�าข้าวบาร์เลย์ และร�าข้าว 
(Mihajlovski et al., 2020) และ Streptomyces sp. สายพันธุ์ 
15, 18 และ 30 ที่แยกได้จากดินเกษตร มีการผลิตเอนไซม์ 
ไซลาเนสได้สงูกว่าเอนไซม์เซลลเูลสในทุกช่วงเวลาของการเพาะ
เลี้ยงเชื้อ (Castaneda-Cisneros et al., 2020) แต่มีรายงาน 
ของ Streptomyes mutabilis ที่พบว่ามีการผลิตเอนไซม์  
เซลลเูลสมากกว่าเอนไซม์อะไมเลส และไม่มกีารสร้างเอนไซม์
ไซลาเนสเกิดขึ้น (Shinde. & Jadhav., 2021) อย่างไรก็ดี  
งานวจิยันีเ้ป็นงานแรกทีศ่กึษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์ 
อะไมเลส เซลลูเลส และ ไซลาเนส ของเชื้อ Streptomyces 
sp. WPN31

 เป็นท่ีทราบกันดีว่า Streptomyces ท่ีแยกได้จาก 
สิง่แวดล้อมทีร่นุแรง เป็นผูผ้ลติเอนไซม์ชนดิใหม่ท่ีมศัีกยภาพสูง 
ในการน�าไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ โดยเอนไซม์ส�าคัญที่
ผลิตจากเชื้อในจีนัส Streptomyces ได้แก่ เอนไซม์ไซลาเนส  
ไคติเนส อะไมเลส ไลเปส คิวติเนส เพคติเนสและเซลลูเลส 
(Kumar et al., 2020; Mukhtar et al., 2017) นอกจากนี้ 
ยังมีรายงานการค้นพบเชื้อในจีนัส Streptomyces ที่สามารถ
ทนร้อนได้สูงและยังผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณสูง เช่น  
Streptomyces thermocoprophilus CP1 ผลติเอนไซม์เซลลเูลส 
และทนความร้อนได้สูงถงึ 45 องศาเซลเซยีส (Tingthong et al.,  
2021) Streptomyces sp. MI-1 และ Streptomyces sp.  
Al-Dhabi-46 ผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้สูง ท่ีอุณหภูมิ 40  
องศาเซลเซียส (Al-Dhabi et al., 2020; Ali et al., 2022) 
Streptomyces albus และ Streptomyces hygroscopicus 
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสและทนความร้อนได้สูงถึง 50 องศา
เซลเซยีส (Priya et al., 2012) ซึง่เอนไซม์เหล่านีถ้กูน�าไปใช้ใน
อตุสาหกรรมต่างๆ เช่น อตุสาหกรรมอาหาร ยา ผงซกัฟอก และ
ไบโอเอทานอล เป็นต้น (Mohammed et al., 2011; Tingthong  
et al., 2021) ดังนั้น WPN31 จึงอาจจะเป็นสายพันธุ์ใหม่ของ
จีนัส Streptomyces ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ 
ทั้งสามชนิดและทนความร้อนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
ซึ่งอาจจะน�าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ ได้

ความสามารถของ Streptomyces sp. WPN31 ในการยับย้ัง
การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค
 ในการศกึษาครัง้นีมุ้ง่เน้นไปท่ีการศึกษาสารประกอบท่ี  
Streptomyces sp. WPN31 ปล่อยออกมานอกเซลล์ ที่ไม่มี
ผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค แต่มีผลต่อ
ความสามารถในการควบคมุปัจจยัอืน่ๆ ในการก่อโรคทีร่นุแรง 

Figure 2 Neighbor-joining phylogenetic tree based 

on 16S rRNA gene sequences showing the 

relationship between related members of the genus 

Streptomyces sp. WPN31. Norcardia alba was used 

as an outgroup. Bootstrap percentages over 50 % 

are shown at the nodes. The scale bar indicated 

0.01 nucleotide substitution per nucleotide. 

ความสามารถของ Streptomyces sp. WPN31 ใน

การสร้างเอนไซมอ์ะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเลส 

การศกึษาความสามารถในการสรา้งเอนไซม์อะ

ไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนส โดยการลงเชื�อตําแหน่ง

เดียว โดยเพาะเลี�ยง Streptomyces sp. WPN31 บน

อาหารเลี�ยงเชื�อที�มแีหล่งคารบ์อนหลกัเป็นแป้ง เซลลูโลส 

หรือไซแลน และบ่มที� อุณหภูมิ 37 และ 40 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 5 วนั จากนั �นหยดสารละลายไอโอดนี

หรอืส ีcongo red บนอาหารเลี�ยงเชื�อ (Figure 3) พบว่า 

Streptomyces sp. WPN31 สามารถผลติเอนไซม์ย่อย

สลายแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี�ยงเชื�อไดท้ั �งที�อุณหภูม ิ

37 และ 40 องศาเซลเซียส โดยสงัเกตได้จากการสร้าง

บรเิวณใสบนอาหารเลี�ยงเชื�อ และทําการบนัทกึผลการ

ทดลอง โดยวดัเส้นผ่านศูนย์กลางของขนาดโคโลนีและ

บรเิวณใส จากนั �นหาค่าอตัราส่วนระหว่างขนาดโคโลนี

และบริเวณใสที�เกิดขึ�น (Figure 4) นอกจากนี�  เมื�อ

ทดลองเลี�ยงเชื�อ Streptomyces sp. WPN31 ที�อุณหภูม ิ

45 องศาเซลเซยีส พบว่าเชื�อไม่สามารถเจรญิเตบิโตและ

สรา้งเอนไซมไ์ด ้(ไม่ไดแ้สดงผลการทดลอง)  

ผลการทดลองนี�แสดงใหเ้หน็ว่า Streptomyces 

sp. WPN31 สามารถผลติเอนไซม์ ไซลาเนสได้สูงกว่า

เอนไซม์อื�นๆ ทั �งที�อุณหภูม ิ37 และ 40 องศาเซลเซยีส 

ซึ�งมีความสอดคล้องกับ Streptomyces fulvissimus 

CKS7 ที�พบว่ามีการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงกว่า

เอนไซม์อะไมเลสและเซลลูเลส เมื�อเพาะเลี�ยงเชื�อโดยใช้

รําขา้วสาล ีรําขา้วบาร์เลย์ และรําขา้ว (Mihajlovski et 

al., 2020) และ Streptomyces sp. สายพนัธุ ์15, 18 และ 

30 ที�แยกไดจ้ากดนิเกษตร มกีารผลติเอนไซม์ไซลาเนส

ได้สูงกว่าเอนไซม์เซลลูเลสในทุกช่วงเวลาของการ

เพาะเลี�ยงเชื�อ (Castaneda-Cisneros et al., 2020) แต่มี

รายงานของ Streptomyes mutabilis ที�พบว่ามกีารผลติ

เอนไซม์ เซลลูเลสมากกว่าเอนไซม์อะไมเลส และไม่มี

การสรา้งเอนไซมไ์ซลาเนสเกดิขึ�น (Shinde. & Jadhav., 

2021) อย่างไรก็ดี งานวิจัยนี� เป็นงานแรกที�ศึกษา

ความสามารถในการสร้างเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส 

และ ไซลาเนส ของเชื�อ Streptomyces sp. WPN31 

Figure 3 The clear zone of amylase activity at 37 

°C and 40 °C (A and D), cellulase activity at 37 °C 

and 40 °C (B and E) and xylanase activity at 37 °C 

and 40 °C (C and F) respectively. 

Figure 4 The ratio of clear zone of enzyme activity 

and colony size at 37 °C and 40 °C. All experiments 

were performed in triplicate. 

เป็นที�ทราบกันดีว่า Streptomyces ที�แยกได้

จากสิ�งแวดล้อมที�รุนแรง เป็นผูผ้ลติเอนไซม์ชนิดใหม่ที�มี

ศกัยภาพสูงในการนําไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ โดย

เอนไซม์สําคัญที�ผลิตจากเชื�อในจีนัส Streptomyces 

ได้แก่ เอนไซม์ไซลาเนส ไคติเนส อะไมเลส ไลเปส ควิ

ติเนส เพคติเนสและเซลลูเลส (Kumar et al., 2020; 

Mukhtar et al., 2017) นอกจากนี�ยงัมรีายงานการคน้พบ

เชื�อในจนัีส Streptomyces ที�สามารถทนร้อนได้สูงและ

ยังผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณสูง เช่น Streptomyces 

thermocoprophilus CP1 ผลติเอนไซมเ์ซลลูเลสและทน

ความรอ้นไดส้งูถงึ 45 องศาเซลเซียส (Tingthong et al., 

2021) Streptomyces sp. MI-1 และ Streptomyces sp. 

Al-Dhabi-46 ผลติเอนไซม์อะไมเลสไดสู้ง ที�อุณหภูม ิ40 

องศาเซลเซยีส (Al-Dhabi et al., 2020; Ali et al., 2022) 

S t r e p t o m y c e s  a l b u s  แ ล ะ  S t r e p t o m y c e s 

hygroscopicus ผลติเอนไซม์ไซลาเนสและทนความรอ้น

ได้สูงถึง 50 องศาเซลเซียส (Priya et al., 2012) ซึ�ง

เอนไซม์เหล่านี�ถูกนําไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น 

อุตสาหกรรมอาหาร ยา ผงซกัฟอก และไบโอเอทานอล 

เป็นต้น (Mohammed et al., 2011; Tingthong et al., 

2021) ดังนั �น WPN31 จึงอาจจะเป็นสายพนัธุ์ใหม่ของ

จีนัส Streptomyces ที�มีประสิทธิภาพในการผลิต

เอนไซม์ทั �งสามชนิดและทนความร้อนที�อุณหภูมิ 40 

องศ า เซ ล เซียส  ซึ� ง อา จ จ ะ นํ า ไปประยุ ก ต์ ใ ช้ ใ น

อุตสาหกรรมต่างๆ ได ้

ความสามารถของ Streptomyces sp. WPN31 ใน

การยบัย ั �งการสร้างไบโอฟิล์มของเชื�อแบคทีเรียก่อ

โรค 

ในการศึกษาครั �งนี�มุ่ ง เ น้นไปที�การศึกษา

สารประกอบที� Streptomyces sp. WPN31 ปล่อย

ออกมานอกเซลล์ ที�ไม่มผีลต่อการเจรญิเติบโตของเชื�อ

แบคทเีรยีกอ่โรค แต่มผีลต่อความสามารถในการควบคุม

ปัจจยัอื�นๆ ในการก่อโรคที�รุนแรง (virulence factors) 

เช่น การยบัยั �งการสรา้งไบโอฟิล์ม เนื�องจากแบคทเีรยีที�

อาศัยอยู่ ในสภาวะไบโอฟิล์มสามารถทนต่อระบบ

ภูมิคุ้มกนัของโฮตส์ ยาปฏิชีวนะ และการรกัษาด้วยวธิี

อื�นๆ (Vestby et al., 2020) การศึกษาการยบัยั �งการ

สรา้งไบโอฟิล์มของเชื�อ S. aureus และ P. aeruginosa 

โดยใช้ส่วนเหนือตะกอนของ WPN31 ซึ�งเมื�อทําการ

เปรยีบเทยีบค่าร้อยละของการสร้างไบโอฟิล์มบนเพลท 

96 หลุมของสารเหนือตะกอนของ WPN31 กับชุด

ควบคุม จะเหน็ไดว่้า เชื�อแบคทเีรยีก่อโรคที�ผสมกบัส่วน

เหนือตะกอน มีการสร้างไบโอฟิล์มลดลง (Figure 5) 

พบว่า การสร้างไบโอฟิล์มของ S. aureus ลดลงร้อยละ 

4 1  แ ล ะ  P .  a e r u g i n o s a  ล ด ล ง ร้ อ ย ล ะ  2 4 

 

Figure 5 Inhibition of biofilm formation by 

Streptomyces sp. WPN31 supernatant against S. 

aureus and P. aeruginosa. All experiments were 

performed in triplicate. 

Figure 4 The ratio of clear zone of enzyme activity and 
colony size at 37 °C and 40 °C. All experiments were  

performed in triplicate.

Figure 3 The clear zone of amylase activity at 37 °C and 
40 °C (A and D), cellulase activity at 37 °C and 40 °C (B 

and E) and xylanase activity at 37 °C and 40 °C (C and F) 
respectively.
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(virulence factors) เช่น การยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม เนือ่งจาก
แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในสภาวะไบโอฟิล์มสามารถทนต่อระบบ
ภูมิคุ้มกันของโฮตส์ ยาปฏิชีวนะ และการรักษาด้วยวิธีอื่นๆ 
(Vestby et al., 2020) การศกึษาการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม 
ของเชื้อ S. aureus และ P. aeruginosa โดยใช้ส่วนเหนือ
ตะกอนของ WPN31 ซึง่เมือ่ท�าการเปรยีบเทียบค่าร้อยละของ
การสร้างไบโอฟิล์มบนเพลท 96 หลุมของสารเหนือตะกอน
ของ WPN31 กับชดุควบคุม จะเหน็ได้ว่า เชือ้แบคทีเรยีก่อโรค 
ที่ผสมกับส่วนเหนือตะกอน มีการสร้างไบโอฟิล์มลดลง  
(Figure 5) พบว่า การสร้างไบโอฟิล์มของ S. aureus ลดลง
ร้อยละ 41 และ P. aeruginosa ลดลงร้อยละ 24 

Streptomyces griseus (Lakshmi et al., 2022) รวมถึงการ
ศึกษาเอนไซม์ไซลาเนสทนร้อนจากเชื้อรา Thermomyces 
lanuginosus (Lee et al., 2018) สามารถยับยั้งไบโอฟิล์มของ 
P. aeruginosa และมีการศึกษาเอนไซม์เอนโดกลูคาเนส ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งในกลุ่มของเอนไซม์เซลลูเลส ก็พบว่า 
สามารถยบัยัง้ไบโอฟิล์มของ S. aureus และ P. aeruginosa ได้  
(Karmakar et al., 2023) 

 นอกจากการใช้เอนไซม์เพือ่ยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม
แล้ว ยงัพบว่ามรีายงานการน�าสารต้านจลุชพีมาใช้ในการยบัยัง้
การสร้างไบโอฟิล์มด้วย โดยมีรายงานการใช้สารต้านจุลชีพที่
สกัดจาก Streptomyces ansochromogenes สามารถยับยั้ง 
การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อก่อโรค P. aeruginosa (Amorim 
et al., 2020) รวมถึงการใช้สารต้านจุลชีพจาก Streptomyces 
euryhalinus สามารถยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้ S. aureus 
ได้ (Biswas et al., 2021) แต่แม้ว่าจะใช้ความเข้มข้นที่ต�่ากว่า
ค่าความเข้มข้นของสารในระดับต�า่สดุท่ีสามารถยบัยัง้การเจรญิ
ของจุลินทรีย์ (minimum inhibitory concentration หรือ MIC)  
เพือ่ยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม ก็พบว่า สารต้านจลุชพีก็ยงัคงมฤีทธิ ์
ในการต้านแบคทีเรีย Streptococcus mutans (Dong et al.,  
2012) และอาจจะชักน�าให้เกิดการก่อตัวของไบโอฟิล์มของ  
P. aeruginosa เพิม่ขึน้ด้วย ซึง่การใช้สารต้านจลุชพีในความเข้มข้น 
ท่ีต�่ากว่าค่า MIC ก็เป็นสาเหตุหนึ่งท่ีท�าให้เชื้อแบคทีเรียก่อ
โรคดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้ (Aka & Haji, 2015) และเพื่อพิสูจน์
วา่การยบัยัง้ไบโอฟิล์มของ Streptomyces sp. WPN31 ไมไ่ด้
มปัีจจยัมาจากสารต้านจลุชพี ผูว้จิยัจงึตรวจสอบความสามารถ
ของสายพันธุ์ WPN31 ในการสร้างสารต้านจุลชีพและพบว่า 
WPN31 ไม่สามารถสร้างสารต้านจุลชีพที่ออกฤทธิ์ต่อเชื้อ  
S. aureus และ P. aeruginosa (ไม่ได้แสดงผลการทดลอง)  
ดังนั้นฤทธิ์การยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ Streptomyces 
sp. WPN31 ต่อเชื้อ S. aureus และ P. aeruginosa น่าจะ
มาจากการท�างานร่วมกันของเอนไซม์นอกเซลล์ (อะไมเลส  
เซลลูเลส และไซลาเนส) ที่สร้างจากเชื้อ WPN31

 นอกจากนี้ การยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ  
Streptomyces sp. WPN31 ทีส่ามารถยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม 
ของ S. aureus ได้มากกว่า P. aeruginosa อาจเกิดได้จาก
ประสิทธิภาพของการผ่านของเอนไซม์เข้าไปในแบคทีเรีย 
แกรมลบมน้ีอย ซึง่การผ่านของสารได้ต�า่นี ้ท�าให้เป็นอปุสรรค
ในการผ่านของยาปฎิชวีนะและโมเลกุลขนาดเลก็อืน่ๆ อกีด้วย 
เนือ่งจาก ผนงัเซลล์ของแบคทเีรยีแกรมลบ มอีงค์ประกอบหลกั
เป็นโครงสร้างของลิโปโพลีแซ็กคาไรด์ (Lipopolysaccharide  
หรือ LPS) ช่วยป้องกันไม่ให้โมเลกุลท่ีเป็นอันตรายต่อเซลล์
ผ่านเข้าไปได้ ซึ่งมีความแตกต่างจากโครงสร้างผนังเซลล์
ของแบคทีเรียแกรมบวก ท่ีมีเพียงช้ันของเพปทิโดไกลแคน  
(peptidoglycan) ซึง่ไม่ได้เป็นอปุสรรคในการผ่านของสารประกอบ

Figure 4 The ratio of clear zone of enzyme activity 

and colony size at 37 °C and 40 °C. All experiments 

were performed in triplicate. 

เป็นที�ทราบกันดีว่า Streptomyces ที�แยกได้

จากสิ�งแวดล้อมที�รุนแรง เป็นผูผ้ลติเอนไซม์ชนิดใหม่ที�มี

ศกัยภาพสูงในการนําไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ โดย

เอนไซม์สําคัญที�ผลิตจากเชื�อในจีนัส Streptomyces 

ได้แก่ เอนไซม์ไซลาเนส ไคติเนส อะไมเลส ไลเปส ควิ

ติเนส เพคติเนสและเซลลูเลส (Kumar et al., 2020; 

Mukhtar et al., 2017) นอกจากนี�ยงัมรีายงานการคน้พบ

เชื�อในจนัีส Streptomyces ที�สามารถทนร้อนได้สูงและ

ยังผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณสูง เช่น Streptomyces 

thermocoprophilus CP1 ผลติเอนไซมเ์ซลลูเลสและทน

ความรอ้นไดส้งูถงึ 45 องศาเซลเซียส (Tingthong et al., 

2021) Streptomyces sp. MI-1 และ Streptomyces sp. 

Al-Dhabi-46 ผลติเอนไซม์อะไมเลสไดสู้ง ที�อุณหภูม ิ40 

องศาเซลเซยีส (Al-Dhabi et al., 2020; Ali et al., 2022) 

S t r e p t o m y c e s  a l b u s  แ ล ะ  S t r e p t o m y c e s 

hygroscopicus ผลติเอนไซม์ไซลาเนสและทนความรอ้น

ได้สูงถึง 50 องศาเซลเซียส (Priya et al., 2012) ซึ�ง

เอนไซม์เหล่านี�ถูกนําไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น 

อุตสาหกรรมอาหาร ยา ผงซกัฟอก และไบโอเอทานอล 

เป็นต้น (Mohammed et al., 2011; Tingthong et al., 

2021) ดังนั �น WPN31 จึงอาจจะเป็นสายพนัธุ์ใหม่ของ

จีนัส Streptomyces ที�มีประสิทธิภาพในการผลิต

เอนไซม์ทั �งสามชนิดและทนความร้อนที�อุณหภูมิ 40 

องศ า เซ ล เซียส  ซึ� ง อา จ จ ะ นํ า ไปประยุ ก ต์ ใ ช้ ใ น

อุตสาหกรรมต่างๆ ได ้

ความสามารถของ Streptomyces sp. WPN31 ใน

การยบัย ั �งการสร้างไบโอฟิล์มของเชื�อแบคทีเรียก่อ

โรค 

ในการศึกษาครั �งนี�มุ่ ง เ น้นไปที�การศึกษา

สารประกอบที� Streptomyces sp. WPN31 ปล่อย

ออกมานอกเซลล์ ที�ไม่มผีลต่อการเจรญิเติบโตของเชื�อ

แบคทเีรยีกอ่โรค แต่มผีลต่อความสามารถในการควบคุม

ปัจจยัอื�นๆ ในการก่อโรคที�รุนแรง (virulence factors) 

เช่น การยบัยั �งการสรา้งไบโอฟิล์ม เนื�องจากแบคทเีรยีที�

อาศัยอยู่ ในสภาวะไบโอฟิล์มสามารถทนต่อระบบ

ภูมิคุ้มกนัของโฮตส์ ยาปฏิชีวนะ และการรกัษาด้วยวธิี

อื�นๆ (Vestby et al., 2020) การศึกษาการยบัยั �งการ

สรา้งไบโอฟิล์มของเชื�อ S. aureus และ P. aeruginosa 

โดยใช้ส่วนเหนือตะกอนของ WPN31 ซึ�งเมื�อทําการ

เปรยีบเทยีบค่าร้อยละของการสร้างไบโอฟิล์มบนเพลท 

96 หลุมของสารเหนือตะกอนของ WPN31 กับชุด

ควบคุม จะเหน็ไดว่้า เชื�อแบคทเีรยีก่อโรคที�ผสมกบัส่วน

เหนือตะกอน มีการสร้างไบโอฟิล์มลดลง (Figure 5) 

พบว่า การสร้างไบโอฟิล์มของ S. aureus ลดลงร้อยละ 

4 1  แ ล ะ  P .  a e r u g i n o s a  ล ด ล ง ร้ อ ย ล ะ  2 4 

 

Figure 5 Inhibition of biofilm formation by 

Streptomyces sp. WPN31 supernatant against S. 

aureus and P. aeruginosa. All experiments were 

performed in triplicate. 

Figure 5 Inhibition of biofilm formation by Streptomyces sp. 
WPN31 supernatant against S. aureus and P. aeruginosa. 

All experiments were performed in triplicate.

 ซึ่งการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มโดยใช้ส่วนเหนือ
ตะกอน อาจจะเกีย่วข้องกับการผลติเอนไซม์นอกเซลล์ เนือ่งจาก
มีรายงาน การน�าส่วนเหนือตะกอนที่สามารถยับยั้งไบโอฟิล์ม
ได้ ไปสกัดเป็นสารสกัดหยาบ พบว่าการสร้างไบโอฟิล์มของ  
S. aureus หายไป แสดงว่าสารประกอบท่ีสามารถยบัยัง้ไบโอฟิล์ม 
ท่ีอยู่ในส่วนเหนือตะกอน ซึ่งอาจเป็นสารในกลุ่มเปปไทด์
หรือโปรตีนนอกเซลล์ที่เชื้อผลิตออกมา (Park et al., 2012)  
Flemming และ Wingender (2010) รายงานว่าเอนไซม์นอก
เซลล์มีบทบาทหลายอย่างที่มีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์ม ท้ัง
ในด้านโครงสร้างของไบโอฟิล์มและการสื่อสารของเซลล์ 
ภายในไบโอฟิล์ม 

 มีรายงานการศึกษาเอนไซม์นอกเซลล์จากเชื้อรา 
Penicillium janthinellum ที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส 
เซลลูเลส และโปรตีเนส และพบว่าสามารถยับยั้งไบโอฟิล์ม
ของ S. aureus และ P. aeruginosa (Nagraj & Gokhale, 
2018) นอกจากนี้ยังมีรายงานการสกัดเอนไซม์อะไมเลสจาก 
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ต่างๆ ท�าให้แบคทีเรียแกรมบวกมีความไวต่อสารประกอบ
ต่างๆ มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ (Kurnianto et al., 2020; 
Singh et al., 2014)

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
 การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า Streptomyces sp. 
WPN31 ซึง่เปน็จลุนิทรยีท์ีแ่ยกได้จากบรเิวณรากตน้เตยหอม
มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ท่ีส�าคัญในอุตสาหกรรม 
ได้แก่ อะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนส ที่อุณหภูมิ 37 และ 
40 องศาเซลเซยีส ซึง่สามารถน�าไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรม
ที่หลากหลายได้ นอกจากนี้ Streptomyces sp. WPN31 ยังมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิมล์ของ S. aureus 
เเละ P. aeruginosa งานวิจัยนี้จัดเป็นงานวิจัยแรกที่รายงาน
ฤทธิ์การยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ Streptomyces sp. 
WPN31

 ทัง้นีก้ารศึกษาในอนาคตของเช้ือ Streptomyces sp. 
WPN31 ควรมุง่เน้นการเเยกเเละระบลุกัษณะของสารออกฤทธิ์
ยับยั้งไบโอฟิล์มที่หลั่งออกมานอกเซลล์ 

กิตติกรรมประกาศ
 This work was supported by Suranaree University 
of Technology, Thailand Science Research and Innovation 
(TSRI), and National Science, Research, and Innovation 
Fund (NSRF) (NRIIS number: 160348; Project code:  
FF1-111-65-12-10). Wannika Pana expresses her  
gratitude to Kittibuditt scholarships for the financial  
support for her tuition.

เอกสารอ้างอิง
Aka, S. T., & Haji, S. H. (2015). Sub-MIC of antibiotics 

induced biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa 
in the presence of chlorhexidine. Brazilian Journal of 
Microbiology, 46(1), 149-154. 

Al-Dhabi, N. A., Esmail, G. A., Ghilan, A.-K. M., Arasu, 
M. V., Duraipandiyan, V., & Ponmurugan, K. (2020). 
Isolation and purification of starch hydrolysing amylase 
from Streptomyces sp. Al-Dhabi-46 obtained from  
the Jazan region of Saudi Arabia with industrial  
applications. Journal of King Saud University-Science,  
32(1), 1226-1232. 

Alam, K., Mazumder, A., Sikdar, S., Zhao, Y. M., Hao, J., 
Song, C., Wang, Y., Sarkar, R., Islam, S., Zhang, 
Y., & Li, A. (2022). Streptomyces: The biofactory of 
secondary metabolites. Front Microbiol, 13, 968053. 

Ali, I., Sultan, S., Tahir Mahmood, R., Tariq, M., Shamim, 
Z., Mushtaq, A., & Asiri, M. (2022). Production and 
characterization of α-amylase from indigenously 
isolated Streptomyces sp. BioResources, 18(1), 6-18. 

Alotaibi, G. F. (2021). Factors Influencing Bacterial  
Biofilm Formation and Development. American  
Journal of Biomedical Science & Research, 12(6), 
617-626. 

Amorim, E., Castro, E. J. M., da Souza, S. V., Alves, M. S.,  
Dias, L. R. L., Melo, M. H. F., da Silva, I. M. A., Villis,  
P. C. M., Bonfim, M. R. Q., Falcai, A., Silva, M. R. C.,  
Monteiro-Neto, V., Alianca, A., da Silva, L. C. N., & 
de Miranda, R. C. M. (2020). Antimicrobial Potential of 
Streptomyces ansochromogenes (PB(3)) Isolated From 
a Plant Native to the Amazon Against Pseudomonas 
aeruginosa. Frontiers in Microbiology, 11, 574693. 

Balasubramanian, S., Othman, E. M., Kampik, D., Stopper, 
H., Hentschel, U., Ziebuhr, W., Oelschlaeger, T. A., & 
Abdelmohsen, U. R. (2017). Marine Sponge-Derived 
Streptomyces sp. SBT343 Extract Inhibits Staphylococcal  
Biofilm Formation. Front Microbiol, 8, 236. 

Biswas, K., Bhattarcharya, D., Saha, M., Mukherjee, J., &  
Karmakar, S. (2021). Evaluation of antimicrobial 
activity of the extract of Streptomyces euryhalinus 
isolated from the Indian Sundarbans. Archives of 
Microbiology, 204(1), 34. 

Castaneda-Cisneros, Y. E., Mercado-Flores, Y., Anducho-Reyes,  
M. A., Alvarez-Cervantes, J., Ponce-Lira, B.,  
Evangelista-Martinez, Z., & Tellez-Jurado, A. (2020). 
Isolation and Selection of Streptomyces Species 
from Semi-arid Agricultural Soils and Their Potential 
as Producers of Xylanases and Cellulases. Current 
Microbiology, 77(11), 3460-3472. 

Chanthasena, P., Hua, Y., Rosyidah, A. l., Pathom-Aree, W.,  
Limphirat, W., & Nantapong, N. (2022). Isolation and 
Identification of Bioactive Compounds from Streptomyces  
actinomycinicus PJ85 and Their In Vitro Antimicrobial 
Activities against Methicillin-Resistant Staphylococcus 
aureus. Antibiotics, 11(12), 1797. 

Chanvatik, S., Kosiyaporn, H., Lekagul, A., Kaewkhankhaeng, W., 
Vongmongkol, V., Thunyahan, A., & Tangcharoensathien, V.  
(2019). Knowledge and use of antibiotics in Thailand: 
A 2017 national household survey. PLoS One, 14(8), 
e0220990. 



The study of Streptomyces sp. WPN31 isolated from the rhizosphere of  
pandanus palm: Amylase, cellulase, and xylanase production, and...

421Vol 43. No 6, November-December 2024

Chater, K. F. (2016). Recent advances in understanding 
Streptomyces. F1000Research, 5, 2795. 

de Veras, B. O., dos Santos, Y. Q., Diniz, K. M., Carelli, G. S. 
C., & dos Santos, E. A. (2018). Screening of protease,  
cellulase, amylase and xylanase from the salt-tolerant 
and thermostable marine Bacillus subtilis strain SR60. 
F1000Research, 7, 1704. 

Djemouai, N., Meklat, A., Gaceb-Terrak, R., Youcef, K. O. H.,  
Nacer, A., Saadi, S. A., Saad, S., Verheecke-Vaessen, 
C., & Bouras, N. (2022). Streptomyces species from 
the rhizosphere of the medicinal plant Artemisia 
herba-alba Asso: screening for biological activities. 
Biologia, 77(8), 2281-2299. 

Donald, L., Pipite, A., Subramani, R., Owen, J., Keyzers,  
R. A., & Taufa, T. (2022). Streptomyces: Still 
the Biggest Producer of New Natural Secondary  
Metabolites, a Current Perspective. Microbiology 
Research, 13(3), 418-465. 

Dong, L., Tong, Z., Linghu, D., Lin, Y., Tao, R., Liu, J., Tian, Y.,  
& Ni, L. (2012, May). Effects of sub-minimum inhibitory 
concentrations of antimicrobial agents on Streptococcus  
mutans biofilm formation. International Journal of 
Antimicrobial Agents, 39(5), 390-395. 

Flemming, C. H., & Wingender, J. (2010). The biofilm matrix.  
Nature Reviews Microbiology, 8, 623-633. 

Hagstrom, A., Pinhassi, J., & Zweifel, U. L. (2000).  
Biogeographical diversity among marine  
bacterioplankton AQUATIC MICROBIAL ECOLOGY, 
21, 231-244. 

Holt, J. G., Krieg, N. R., Sneath, P. H. A., Stanley, J. 
T., & Williams, S. T. (1994). Bergey’s manual of  
determinative bacteriology (9ed.). Williams and Wilikins. 
pp. 518-537.

Kamali, E., Jamali, A., Izanloo, A., & Ardebili, A. (2021). 
In vitro activities of cellulase and ceftazidime, alone 
and in combination against Pseudomonas aeruginosa 
biofilms. BMC Microbiology, 21(1), 347. 

Karmakar, M., Lahiri, D., Nag, M., Dutta, B., Dash, S., Sarkar, T.,  
Pandit, S., Upadhye, V. J., & Ray, R. R. (2023). 
Purification, Characterization, and Application of 
Endoglucanase from Rhizopus oryzae as Antibiofilm 
Agent. Applied Biochemistry and Biotechnology, 
195(9), 5439-5457. 

Khamna, S., Yokota, A., Peberdy, J. F., & Lumyong, S. 
(2009). Antifungal activity of Streptomyces spp. isolated 
from rhizosphere of Thai medicinal plants. International  
Journal of Integrative Biology, 6(3), 143-147. 

Kumar, M., Kumar, P., Das, P., Solanki, R., & Kapur, M. K.  
(2020). Potential applications of extracellular enzymes 
from Streptomyces spp. in various industries. Arch 
Microbiol, 202(7), 1597-1615. 

Kurnianto, M. A., Kusumaningrum, H. D., & Lioe, H. N. 
(2020). Characterization of Streptomyces Isolates 
Associated with Estuarine Fish Chanos chanos and 
Profiling of Their Antibacterial Metabolites-Crude-Extract.  
International Journal of Microbiology, 2020, 8851947. 

Lakshmi, S. A., Alexpandi, R., Shafreen, R. M. B., Tamilmuhilan,  
K., Srivathsan, A., Kasthuri, T., Ravi, A. V., Shiburaj, 
S., & Pandian, S. K. (2022). Evaluation of antibiofilm  
potential of four-domain alpha-amylase from  
Streptomyces griseus against exopolysaccharides 
(EPS) of bacterial pathogens using Danio rerio. 
Archives of Microbiology, 204(5), 243. 

Lee, J. H., Kim, Y. G., & Lee, J. (2018). Thermostable 
xylanase inhibits and disassembles Pseudomonas 
aeruginosa biofilms. Biofouling, 34(3), 346-356. 

Leetanasaksakul, K., & Thamchaipenet, A. (2018).  
Potential anti-biofilm producing marine actinomycetes 
isolated from sea sediments in Thailand. Agriculture 
and Natural Resources, 52(3), 228-233. 

Li, J., Zhang, L., Yao, G., Zhu, L., Lin, J., Wang, C., Du, B.,  
Ding, Y., & Mei, X. (2022). Synergistic effect of 
co-culture rhizosphere Streptomyces: A promising 
strategy to enhance antimicrobial activity and plant 
growth-promoting function. Frontiers in Microbiology, 
13, 976484. 

Li, Y., Dong, R., Ma, L., Qian, Y., & Liu, Z. (2022). Combined  
Anti-Biofilm Enzymes Strengthen the Eradicate  
Effect of Vibrio parahaemolyticus Biofilm: Mechanism 
on cpsA-J Expression and Application on Different 
Carriers. Foods, 11(9), 1305. 

Lomthong, T., Chorum, M., Samaimai, S., & Thongpoem, 
P. (2022). Antioxidant and antibacterial activities of 
Pandanus amaryllifolius Roxb. (Pandanaceae) prop 
roots and its application for a novel bacterial cellulose 
(Nata) fermentation by enzymatic hydrolysis. Journal 
of Applied Biology & Biotechnology, 10, 147-152. 



J Sci Technol MSUWannika Pana, Phongsakorn Ganta, Napatsorn Santapan,  
Wissarut Srisakvarangkool and Nawarat Nantapong

422

Mendes, L. W., Raaijmakers, J. M., de Hollander, M., 
Mendes, R., & Tsai, S. M. (2018). Influence of  
resistance breeding in common bean on rhizosphere 
microbiome composition and function. ISME J, 12(1), 
212-224. 

Mihajlovski, K., Buntić, A., Milić, M., Rajilić-Stojanović, M., 
& Dimitrijević-Branković, S. (2020). From Agricultural 
Waste to Biofuel: Enzymatic Potential of a Bacterial 
Isolate Streptomyces fulvissimus CKS7 for Bioethanol 
Production. Waste and Biomass Valorization, 12(1), 
165-174. 

Mohammed, K., Roohi, Jamal M., Arif, & Pramod, W. R.  
(2011). An Overview of Cold-active Microbial 
α-amylase: Adaptation Strategies and Biotechnological  
Potentials. Biotechnology, 10, 246-258. 

Mukhtar, S., Zaheer, A., Aiysha, D., Malik, K. A., & 
Mehnaz, S. (2017). Actinomycetes: A Source of  
Industrially Important Enzymes. Journal of Proteomics &  
Bioinformatics, 10(12), 316-319. 

Nagraj, A. K., & Gokhale, D. (2018). Bacterial Biofilm  
Degradation Using Extracellular Enzymes Produced 
by Penicillium janthinellum EU2D-21 under Submerged 
Fermentation. Advances in Microbiology, 8(9), 687-698. 

Newitt, J. T., Prudence, S. M. M., Hutchings, M. I., & 
Worsley, S. F. (2019). Biocontrol of Cereal Crop 
Diseases Using Streptomycetes. Pathogens, 8(2), 78. 

Nonthakaew, N., Panbangred, W., Songnuan, W., & Intra, B.  
(2022). Plant growth-promoting properties of  
Streptomyces spp. isolates and their impact on mung 
bean plantlets’ rhizosphere microbiome. Frontiers in 
Microbiology, 13, 967415. 

Oberoi, K. J., Momin, T., Ande, R., & Katkar, n. (2020). 
Inhibition of Bacterial Biofilms by Streptomyces  
Derived Crude Extract. Journal of Biology and Today’s 
World, 9(1), 211. 

Olanrewaju, O. S., & Babalola, O. O. (2019). Streptomyces: 
implications and interactions in plant growth promotion.  
Appl Microbiol Biotechnol, 103(3), 1179-1188. 

Park, J. H., Lee, J. H., Kim, C. J., Lee, J. C., Cho, M. H., & 
Lee, J. (2012). Extracellular protease in Actinomycetes  
culture supernatants inhibits and detaches  
Staphylococcus aureus biofilm formation. Biotechnology  
Letter, 34(4), 655-661. 

Priya, B. S., Stalin T., & Selvam, K. (2012). Efficient 
utilization of xylanase and lipase producing  
thermophilic marine actinomycetes Streptomyces albus 
and Streptomyces hygroscopicus in the production 
of ecofriendly alternative energy from waste African 
Journal of Biotechnology, 11, 14320-14325. 

Pumtong, S., Suwannaprom, P., Suttajit, S., Puripunyawanich,  
N., & Kiatying-Angsulee, N. (2020). Irrational  
antibiotic use and distribution in the Thai community: 
a complex situation in need of integrative solution 
Journal of Health Science, 29, 72-81. 

Rodrigues, I. D. S. V., Silva, C. G. S. e., Silva, R. S. d., 
Dolabella, S. S., Fernandes, M. F., & Fernandes, 
R. P. M. (2019). Screening of bacterial extracellular 
xylanase producers with potential for cellulose pulp 
biobleaching. Acta Scientiarum. Biological Sciences, 
41(1). 

Sharma, D., Misba, L., & Khan, A. U. (2019). Antibiotics 
versus biofilm: an emerging battleground in microbial 
communities. Antimicrobial Resistance & Infection 
Control, 8(1), 76. 

Shinde., G. M., & Jadhav., A. G. (2021). Characterization 
and production of groundnut-shell degrading cellulase 
of Streptomyces mutabilis. Bulletin of Environment, 
Pharmacology and Life Sciences, 10(8), 153-159. 

Singh, L. S., Shama, H., & Talukdar, N. C. (2014). Production  
of potent antimicrobial agent by actinomycete, 
Streptomyces sannanensis strain SU118 isolated 
from phoomdi in Loktak Lake of Manipur, India BMC 
Microbiology, 14, 278. 

Solihin, J., Waturangi, D. E., & Purwadaria, T. (2021). Induction  
of amylase and protease as antibiofilm agents by 
starch, casein, and yeast extract in Arthrobacter sp. 
CW01. BMC Microbiology, 21(1), 232. 

Srinivasan, R., Santhakumari, S., Poonguzhali, P., Geetha, 
M., Dyavaiah, M., & Xiangmin, L. (2021). Bacterial 
Biofilm Inhibition: A Focused Review on Recent 
Therapeutic Strategies for Combating the Biofilm 
Mediated Infections. Front Microbiol, 12, 676458. 

Tan, L. T.-H., Chan, K.-G., Chan, C. K., Khan, T. M., Lee, 
L.-H., & Goh, B.-H. (2018). Antioxidative Potential of 
a Streptomyces sp. MUM292 Isolated from Mangrove 
Soil. BioMed Research International, 2018, 4823126. 



The study of Streptomyces sp. WPN31 isolated from the rhizosphere of  
pandanus palm: Amylase, cellulase, and xylanase production, and...

423Vol 43. No 6, November-December 2024

Tingthong, S., Suwanakood, P., Rattanachaikunsopon, P., 
& Sangswan, J. (2021). Production of Endoglucanases 
by Streptomyces thermocoprophilus CP1 using Rice 
Straw as a Substrate. Journal of Pure and Applied 
Microbiology, 15(4), 1963-1975. 

Tresner, H. D., Hayes, J. A., & Backus, E. J. (1966). 
Streptomyces Prasinosporus sp. nov. a new  
green-spored species. International Journal of  
Systematic and Evolutionary Microbiology, 16(2), 
161-170. 

Vestby, L. K., Grønseth, T., Simm, R., & Nesse, L. L. (2020). 
Bacterial Biofilm and its Role in the Pathogenesis of 
Disease. Antibiotics (Basel), 9(2), 59. 

Viswanathan, K., & Rebecca, J., L. . (2019). Screening 
of Amylase and Cellulase Enzymes from Marine 
Actinomycetes. Research Journal of Pharmacy and 
Technology, 12(8), 3787-3790. 

Xie, T. T., Zeng, H., Ren, X. P., Wang, N., Chen, Z. J., 
Zhang, Y., & Chen, W. (2019). Antibiofilm activity of 
three Actinomycete strains against Staphylococcus 
epidermidis. Lett Appl Microbiol, 68(1), 73-80. 

Xing, L., Xia, Y. Y., Zhang, Q. Y., Xia, Z. F., Wan, C. 
X., Zhang, L. L., & Luo, X. X. (2022). Streptomyces 
griseicoloratus sp. nov., isolated from soil in cotton 
fields in Xinjiang, China. Archives of Microbiology, 
204(5), 254.

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org

