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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความหลากหลายของแอกติโนแบคทีเรียที่มีผลตอการ

เส่ือมสภาพทางชีววิทยาของโบราณสถาน วัดราชบูรณะ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา โดยการเก็บตัวอยาง
ในฤดูรอน ฤดูฝนและฤดูหนาว และศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ศึกษา
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดโดยการนับจํานวนตามวิธีมาตรฐาน แยกแอกติโนแบคทีเรียใหบริสุทธ์ิโดยใช
อาหาร starch casein agar ศึกษาความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิ รวมทั้งความหลากหลายของ
เชื้อที่แยกได ผลการศึกษาพบจุลินทรียที่หลากหลายชนิดและพบวาตัวอยางที่เก็บในฤดูฝนมีปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดสูงสุด ผลการแยกเชื้อโดยใชอาหาร starch casein agar สามารถแยกแอกติโน
แบคทีเรียไดทั้งหมด 49 ไอโซเลต ศึกษาความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิของเชื้อพบวาสามารถจัด
กลุมเชื้อได 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนกรดและเปล่ียนสีของบรอมไทมัลบลูจาก   
สีเขียวเปนสีเหลือง มี 32 ไอโซเลต กลุมที่ 2 ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนดางและเปล่ียนสีของ          
บรอมไทมัลบลูจากสีเขียวเปนสีนํ้าเงิน มี 11 ไอโซเลต และกลุมที่ 3 ผลิตสารทุติยภูมิที่ไมเปล่ียนสีของ         
บรอมไทมัลบลู มี 6 ไอโซเลต เม่ือสุมจําแนกชนิดดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA พบวา มีชนิด
ที่หลากหลาย คือ Streptomyces sp., S. mutabilis, และ Achromobacter sp. จัดอยูในกลุมที่ 1     
สวน S. indicus และ S. rubrogriseus จัดอยูในกลุมที่ 2 ในขณะที่ S. viridochromogenes และ                  
S. vinaceusdrappus จัดอยูในกลุมที่ 3  
 

คําสําคัญ: ความหลากหลายทางชีวภาพ การเส่ือมสภาพทางชีววิทยา แอกติโนแบคทีเรีย 
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Abstract 

This research aimed to study diversity of actinobacteria affecting biological 
deterioration of Wat Ratchaburana in Phra Nakhon Si Ayutthaya. The samples were 
collected during summer, rainy and cold seasons and were studied by using scanning 
electron microscope (SEM). A standard method was employed to count all the amount 
of the total bacteria. Pure actinobacteria was differentiated using starch casein agar. 
Ability in producing secondary substances of the actinobacteria was also studied, 
together with the diversity differentiated. The finding revealed diversity of microorganisms. 
The amount of the samples was highest in rainy season. The results of using starch 
casein agar could differentiate the actinobacteria into 49 isolates. The ability in producing 
secondary metabolized could be formed into 3 groups. The first group comprised 32 
isolates producing acidic substances and changed bromthymolblue from green to yellow 
color. The second group comprised 11 isolates producing alkaline substances and 
changed bromthymolblue from green to dark blue color. The third group comprised 6 
isolates producing secondary metabolite substance but could not change color of 
bromthymolblue. Representatives of the samples from the 3 groups were taken and 
they were analyzed for the nucleotide sequences of 16S rDNA. The findings revealed 
species diversity of the actinobacteria i.e. Streptomyces sp., S. mutabilis and 
Achromobacter sp. are in group 1, S. indicus and S. rubrogriseus are in group 2 and      
S. viridochromogenes and S. vinaceusdrappus are in group 3. 
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บทนํา 

วัดราชบูรณะ ตั้งอยูในอุทยานประวัติศาสตรพระนครศรีอยุธยา บริเวณเชิงสะพานปาถาน ซ่ึง
อยูติดกับวัดมหาธาตุทางดานทิศตะวันออก หางจากพระราชวังโบราณ เล็กนอย วัดน้ีสรางขึ้นในป พ.ศ. 
1967 โดยสมเด็จพระบรมราชาธิราชที่ 2 หรือที่เรียกอีกชื่อหน่ึงวาเจาสามพระยา วัดแหงน้ีมีชื่อเสียง
และความโดงดังมากในเรื่องที่เคยมีกลุมคนรายจํานวนหน่ึง ลักลอบขุดกรุภายในพระปรางคประธาน ใน
ป พ.ศ. 2499 แลวพบสมบัติเปนจํานวนมากมายมหาศาลและไดชวงชิงทรัพยสมบัติเหลาน้ันหลบหนีไป 
ตอมากรมศิลปากรเขาทําการบูรณะ พบทรัพยสมบัติที่หลงเหลืออยู โดยเฉพาะสมบัติที่เปนเครื่องทอง 
ปจจุบันสมบัติที่อยูภายในกรไุดถูกยายมาเก็บรักษาไวที่ พิพิธภัณฑสถานแหงชาติ เจาสามพระยา จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา ณ หองราชบูรณะ ปจจุบันกรมศิลปากรอนุญาตใหประชาชนสามารถเขาเยี่ยมชม
ภายในกรุได สืบเน่ืองจากการที่วัดแหงน้ีถูกสรางมานานมากแลวดังน้ันโบราณสถานที่ตั้งอยูในวัดจึงเกิด
การเส่ือมสภาพลงไปตามกาลเวลา ซ่ึงสาเหตุของการเส่ือมสภาพน้ันเกิดขึ้นไดจากปจจัยหลายอยาง เชน 
การเส่ือมสภาพที่เกิดจากส่ิงแวดลอม การเส่ือมสภาพที่เกิดจากการเกิดจุดออนในตัวเอง และการ
เส่ือมสภาพที่เกิดจากการกระทําของคนและสัตว และยังมีอีกปจจัยหน่ึงคือเชื้อจุลินทรียที่เปนสาเหตุให
โบราณสถานเกิดการเส่ือมสภาพไดอีกเชนกัน  

การเส่ือมสภาพทางชีววิทยา (biodeterioration) หมายถึง การเปล่ียนแปลงคุณสมบัติของ
ส่ิงกอสรางโดยที่การเปล่ียนแปลงน้ันมีสาเหตุมาจากปฏิกิริยาของส่ิงมีชีวิตชนิดตาง ๆ (Hueck, 1968; 
Allsopp, 2011) และเรียกส่ิงมีชีวิตที่เปนสาเหตุทําใหเกิดการเส่ือมสภาพน้ันวา ไบโอดีเทอริโอเจน 
(biodeteriogen) (Kumer & Kumer, 1999) การเส่ือมสภาพของโบราณสถานที่มีจุลินทรียเปนสาเหตุ
น้ัน กลไกของการเกิดจะเกิดอยางชา ๆ กลาวคือ จุลินทรียซ่ึงเปนส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กและที่มีอยูโดยทั่วไป
ในสภาพแวดลอม ทั้งน้ีอาจอยูในรูปของสปอรที่ปนมากับฝุนละอองหรือไอนํ้า เม่ือสปอรของจุลินทรีย
เหลาน้ันตกไปลงบนโบราณสถานที่มีสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญ จุลินทรียเหลาน้ันก็จะเจริญ
และเพิ่มจํานวนได โดยจุลินทรียเหลาน้ันจะใชโบราณสถานเปนแหลงอาหาร เชน เปนแหลงคารบอน 
และแหลงไนโตรเจน สงผลใหเกิดการเส่ือมสภาพไดทั้งทางตรงคือ การเปล่ียนแปลงสีซ่ึงมาจากสีของ
สปอรของเชื้อหรือสีที่เกิดจากสารทุติยภูมิที่เชื้อผลิตขึ้น นอกจากน้ีหากสารทุติยภูมิที่เชื้อผลิตขึ้นและขับ
ออกนอกเซลลน้ันมีฤทธ์ิเปนกรดหรือดางจะทําใหพื้นผิวของโบราณสถานถูกกัดกรอนได แตอยางไรก็
ตามอัตราการเกิดจะเกิดอยางชา ๆ จุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญซ่ึงสงผลตอการเส่ือมสภาพของ
โบราณสถานมีทั้ง แบคทีเรีย รา และสาหรายขนาดเล็ก ในกลุมของแบคทีเรียโดยเฉพาะอยางยิ่งพวก  
แอกติโนแบคทีเรียน้ันนับวาที่มีผลอยางมากตอโบราณสถานที่สามารถสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน ทั้งน้ี
เพราะแบคทีเรียกลุมแอกติโนแบคทีเรีย มักมีความสามารถในการผลิตสารที่มีสี และสรางสปอรได 
รวมทั้งผลิตสารปฏิชีวนะชนิดตาง ๆ ที่มีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ ไดหลายชนิด การ
เจริญของแอกติโนแบคทีเรียบนโบราณสถานจะสงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงของโบราณสถานในดาน
ตาง ๆ เชน การเปล่ียนแปลงลักษณะรูปรางภายนอกโดยเฉพาะอยางยิ่งการเปล่ียนแปลงสี หรือบางครั้ง 
แอกติโนแบคทีเรียบางชนิดผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนกรดหรือดาง แลวสงผลใหเกิดการกัดกรอนทําให
วัสดุที่ใชกอสรางเกิดรองรอยแตกหักได (Johnson, 1965) ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อ
ศึกษาความหลากหลายของแอกติโนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิที่สงผลตอ     
การเ ส่ือมสภาพทางชีววิทยาที่ แยกจากโบราณสถานที่ตั้งอยู ในบริเวณวัดราชบูรณะ จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

สถานที่เก็บตัวอยาง 
 เก็บตัวอยางโบราณสถานจากวัดราชบูรณะ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา ซ่ึงตั้งอยูที่พิกัด 14.36 
องศาเหนือ 100.57 องศาตะวันออก มีสภาพภูมิอากาศโดยทั่วไปแบบรอน ในป พ.ศ. 2557 ระดับ
อุณหภูมิเฉล่ียตลอดทั้งปอยูที่ 32.4 องศาเซลเซียส เดือนเมษายนเปนเดือนที่มีอุณหภูมิเฉล่ียสูงที่สุดคือ
อยูที่ระดับ 35.9 องศาเซลเซียส สวนอุณหภูมิต่ําที่สุดเฉล่ียตลอดทั้งปอยูที่ 21.9 องศาเซลเซียส โดยใน
เดือนมกราคมเปนเดือนที่มีอุณหภูมิเฉล่ียต่ําที่สุดอยูที่ระดับ 17.0 องศาเซลเซียส ปริมาณนํ้าฝนเฉล่ีย
ตลอดทั้งป 1,423.8 มิลลิเมตร เดือนที่มีฝนตกที่จํานวนวันมากที่สุด คือ เดือนสิงหาคม ซ่ึงในการเก็บ
ตัวอยางเพื่อศึกษาความหลากหลายของแอกติโนแบคทีเรียในงานวิจัยน้ีทําการเก็บตัวอยางในเดือน
มกราคม เดือนเมษายน และเดือนสิงหาคม  

การเก็บตัวอยาง 
เก็บตัวอยาง บนผิวของโบราณสถานบริเวณก่ึงกลางจากดานซาย ขวา ที่ระดับความสูงจาก

พื้นดิน 150 เซนติเมตร ทางดานทิศตะวันออก และดานทิศตะวันตก โดยใชไมพันสําลีที่ฆาเชื้อแลว    
ปายบริเวณผิว พื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร เก็บลงในหลอดทดลองที่มีสารละลาย 0.1 % peptone 
water ปลอดเชื้อ แลวนํากลับมาตรวจวิเคราะหทันที ณ หองปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา อาคารเฉลิมพระ
เกียรติ ชั้น 4 หอง 401 คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา ทําการ
เก็บตัวอยาง 3 ครั้ง คือ ฤดูหนาว เก็บตัวอยางในเดือนมกราคม ฤดูรอน เก็บตัวอยางเดือนเมษายน และ
ฤดูฝนเก็บตัวอยางเดือนสิงหาคม ในการเก็บตัวอยางทั้งสามครั้งน้ันจะเก็บตัวอยางที่ตําแหนงเดิม 

การศึกษาไบโอฟลมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะหภายใตกลอง ผานกระบวนการดูดความชื้น แลวเคลือบทอง 

จากน้ัน นําไปสองภายใตกลองอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope) ยี่หอ 
JEOL รุน JSM-5410LV   

การหาจํานวนเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด 
นําตัวอยางที่ตองการตรวจวิเคราะหมาเจือจางแบบลดลําดับสวน (serial dilution) จนได

ระดับคาความเจือจาง เปน 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6  ดูดตัวอยางแตละระดับความเจือจาง 
ตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร ลงใน Petri film Aerobic Count Plate (บริษัท 3M) นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น แลวคํานวณหาจํานวนของแบคทีเรีย
ทั้งหมด  

การแยกแอกตโินแบคทีเรียใหบริสุทธิ ์
เจือจางตัวอยางแบบลดลําดับสวน จนไดระดับคาความเจือจาง ดังกลาวขางตน แลวจึงดูด 

ตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสลงบนจานอาหารแข็ง starch casein agar (Kuster & Williams, 1964) แลว
เกล่ียใหทั่วผิวหนาอาหาร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง คัดเลือก
โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนผิวหนาอาหาร ที่คาดวาจะเปนแอกติโนแบคทีเรีย กลาวคือ เลือกโคโลนีเชื้อที่มี
ผิวหนาโคโลนีคอนขางแหง และโคโลนีจมอยูในอาหารเล้ียงเชื้อ มาขีดลาก (streak) บนจานอาหารแข็ง 
Hickey Tresner agar (HTA) หลาย ๆ ครั้งจนกระทั่งไดเชื้อบริสุทธ์ิ แลวเก็บเชื้อไวในอาหารวุนเอียง 
(slant) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อไวใชในการศึกษาในขั้นตอไป 
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การศึกษาการผลิตสารทุติยภูมิ 
เล้ียงเชื้อที่ตองการทดสอบในอาหารเหลวกลูโคส (glucose broth) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร      

ซ่ึงประกอบดวย beef extract 3.0 กรัม peptone 5.0 กรัม glucose 10 กรัม ที่เติม bromthymol blue 
เขมขน 1.6 เปอรเซ็นต ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร ในอาหาร 1 ลิตร เพื่อใชเปนอินดิเคเตอร บมในเครื่องเขยา
แบบ rotary shaker ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที วัดคา pH ของ
มหาวิทยาลัยราชภัฏเลย คา pH ที่ได 

การจําแนกชนิดแอกตโินแบคทีเรียโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA 
ใชวิธีพีซีอารโดยตัวอยางจะถูกวิเคราะหที่บริษัทแมคโครเจน ประเทศเกาหลี โดยใชไพรเมอร 27f 

และ 1492r ในการเพิ่มชิ้น DNA บริเวณ 16S rDNA โปรแกรมของปฏิกิริยาพีซีอาร คือ 94 องศา
เซลเซียส  45 นาที, 55 องศาเซลเซียส  60 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 30 รอบ 
จากน้ันทําใหผลิตภัณฑ PCR ใหบริสุทธ์ิ แลวหาลําดับนิวคลีโอไทด  โดยใชไพรเมอร 4 ชนิด ซ่ึงมีลําดับ  
นิวคลีโอไทด ดังน้ี   
 27f     :  AgA gTT TgA TCM TGG CTC Ag  
 1492r :   TAC ggY TAC CTT gTT ACg ACT T 
 518f :    CCA gCA gCC gCg gTA ATA Cg 
 800r  :  TAC CAg gg T ATC TAA TCC 
 

ผลการวิจัย  
ลักษณะไบโอฟลม  

 สีของไบโอฟลม (biofilm) ที่ปรากฏบนพื้นผิวของโบราณสถานที่เก็บตัวอยางพบวามีลักษณะ
คล าย กัน กล าวคื อ ส วนมากสีห ลักของไบโอฟล มที่ พบเปน สี เทาดํ า  สีดําและ สี เทา ส วน 
ไบโอฟลมสีอ่ืน ๆ มีปะปนบางเล็กนอย เชน สีเหลือง สีนํ้าตาลเขม สีขาว สีเขียว ซ่ึงไบโอฟลมสีดําและสี
อ่ืนๆ ที่ปรากฏน้ันเน่ืองมาจากสาเหตุหลัก คือ สีของสปอรและสีของเสนใย ของจุลินทรียในกลุม 
แอกติโนแบคทีเรีย และราชนิดตางๆ ที่มีสีที่หลากหลายและแตกตางกัน ที่เจริญทับทมกันเปนเวลานาน 
และมีปริมาณจนกอใหเกิดเปนไบโอฟลม ผลจากการเก็บตัวอยางทั้ง 3 ครั้ง คือ ฤดูหนาว ฤดูรอน          
และฤดูฝน พบวา ลักษณะของไบโอฟลมที่พบทั้ง 3 ฤดู ไมวาจะเปนพื้นผิวของโบราณสถานทางดาน 
ทิศตะวันออกหรือพื้นผิวของโบราณสถานทางดานทิศตะวันตก ไมมีความแตกตางกันดังตารางที่ 1   
 

ตารางที่ 1  ลักษณะของไบโอฟลมของตัวอยาง 
 

 
 

ชื่อตัวอยาง ฤดูที่เกบ็ตัวอยาง ตําแหนงการเกบ็ตัวอยาง สีไบโอฟลม 
RB1 หนาว ตะวันออก       สีดํา สีเทา 
RB2 รอน ตะวันออก       สีเทาดํา 
RB3 ฝน ตะวันออก       สีเทาดํา 
RB4 หนาว ตะวันตก       สีดํา สีน้ําตาล 
RB5 รอน ตะวันตก       สีดํา สีเทา สีเขียว  
RB6 ฝน ตะวันตก       สีเทาดํา 
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 ผลการศึกษาไบโอฟลมภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

จากการนําตัวอยางที่เก็บในฤดูกาลตางๆ จากดานทิศตะวันออกและดานทิศตะวันตกของ
โบราณสถาน ไปทําการตรวจวิเคราะหภายใตกลอง SEM ไดผลดังภาพที่ 1 และภาพที่ 2 

     
 
  
 
 
 
 
 

 
 ภาพที่ 1  ภาพตัวอยางไบโอฟลมจากโบราณสถาน ดานทิศตะวันออก ที่ระดับความสูงจากพื้น 150

เซนติเมตร จุดก่ึงกลางจากดานซายและดานขวาภายใตกลอง SEM  
ก.) ตัวอยางในฤดูหนาว ข.) ตัวอยางในฤดูรอน ค.) ตัวอยางในฤดูฝน  

    
 ภาพที่ 2   ภาพตัวอยางไบโอฟลมจากโบราณสถาน ดานทิศตะวันตก ที่ระดับความสูงจากพื้น 150

เซนติเมตร จุดก่ึงกลางจากดานซายและดานขวาภายใตกลอง SEM  
 ก.) ตัวอยางในฤดูหนาว  ข.) ตัวอยางในฤดูรอน  ค.) ตัวอยางในฤดูฝน  
 

 จากภาพที่ 1 เปนภาพภายใตกลองที่ไดจากตัวอยางที่เก็บจากดานทิศตะวันออก พบวา ในฤดู
หนาวและฤดูรอน ลักษณะของพื้นผิวตัวอยางจะถูกกัดกรอน จุลินทรียที่พบทั้งสองตัวอยางน้ันเปนเสนใย
ราที่เจริญอยูและมีโครงสรางของสาหรายขนาดเล็กเจริญบนผิว สวนในฤดูฝน พบไบโอฟลมของจุลินทรียที่  
อยูรวมกลุมกันเปนเสนใยส้ัน (filamentous) เจริญแทรกตัวอยูในโครงสรางของวัสดุ ภาพที่ 2 เปนภาพ
ตัวอยางภายใตกลองที่เก็บจากดานทิศตะวันตก พบวา ตัวอยางที่เก็บในฤดูหนาวและฤดูรอนมีโครงสราง
ของสาหรายขนาดเล็กที่ขาดความชื้นแทรกอยูที่ผิวของวัสดุกอสรางและพบจุลินทรียที่มีรูปรางกลมและ
จุลินทรียรูปรางทอนส้ันปะปนอยูกับไบโอฟลม สวนตัวอยางที่เก็บในฤดูฝน พบสาหรายขนาดเล็ก รูปราง
คลายกระสวยและจุลินทรียที่มีลักษณะเปนเสนใยเจริญอยูรวมกลุมกันกับจุลินทรียที่มีรูปรางกลมและ
ทอนส้ัน  
 

ก. ค. ข. 

ก. ข. ค. 



Rajabhat J. Sci. Humanit. Soc. Sci. 16(2): 300-311, 2015 

0

10000

20000

30000

40000

50000

RB1 RB2 RB3 RB4 RB5 RB6

ผลการนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 
 ผลการเก็บตัวอยางจากโบราณสถานที่อยูในวัดราชบูรณะ จํานวน 3 ครั้ง ซ่ึงเปนตัวแทน 3 ฤดู 
คือ ฤดูหนาว ฤดูรอน และฤดูฝน มาหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด ไดผลดังภาพที่ 3     
 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 3  จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในตัวอยางที่เก็บจากโบราณสถานที่ตั้งอยูในวัดราชบูรณะ 
 

ผลจากการนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดจากตัวอยางที่ เก็บมาจากฤดูกาลและทิศทาง ที่
แตกตางกัน พบวาทิศทาง (ทิศตะวันออก และทิศตะวันตก) ที่เก็บตัวอยางมีผลตอจํานวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดไมมาก แตการเก็บตัวอยางในฤดูกาลที่แตกตางกันจะพบปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดแตกตางกัน
มาก ซ่ึงตัวอยางที่เก็บในฤดูฝน (RB3 และ RB6) พบวามีปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดสูงที่สุด รองลงมา
คือตัวอยางที่เก็บในฤดูรอน (RB2 และ RB5) สวนตัวอยางที่เก็บในฤดูหนาว (RB1 และ RB4) มีปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดต่ําที่สุด   

ผลการศึกษาการผลิตสารทุติยภูมิ  
เล้ียงแอกติโนแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนและเติม 1.6 % ของ 

บรอมไทมัลบลูเปนอินดิเคเตอร วัดคาความเปนกรด-ดาง ของอาหารเล้ียงเชื้อเริ่มตนและวันที่ 7 ของ
การเล้ียงเชื้อ ไดผลดังตารางที่ 2  
 

ตารางที่ 2  การผลิตสารทุติยภูมิของแอกติโนแบคทีเรียที่แยกจากวัดราชบูรณะ 
 

ตัวอยาง รหัสเช้ือ การเปล่ียนสีบรอมไทมัลบลู 
ผลตางระดับpH 

เร่ิมตน 7 วัน ผลตาง 
RB1 
 

ARB01 GB 6.56 8.75 -2.19 
ARB02 GY 6.20 5.45 0.75 
ARB03 GB 6.57 8.55 -1.98 
ARB04 GY 6.23 4.99 1.24 
ARB05 GY 6.25 4.65 1.60 
ARB06 GY 6.56 4.66 1.90 
ARB07 GY 6.25 4.88 1.37 
ARB08 GB 6.57 8.67 -2.10 

 ARB09 GY 6.57 5.09 1.48 
ARB10 GB 6.55 8.56 -2.01 

RB4 ARB11 N 6.25 6.14 0.11 
ARB12 GY 6.56 4.74 1.82 

      

จํา
นว

น 

ช่ือตัวอยาง 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

หมายเหตุ  N หมายถึง สีอาหารเลี้ยงเช้ือไมเปลี่ยนแปลงหลงัการบมเช้ือ 7 วัน 
            GY หมายถึง สีของอาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลือง ผลิตสารที่มีฤทธ์ิเปนกรด 
            GB หมายถึง สีของอาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีนํ้าเงิน ผลิตสารที่มีฤทธ์ิเปนดาง 

ตัวอยาง รหัสเช้ือ การเปล่ียนสีบรอมไทมัลบลู 
ผลตางระดับpH 

เร่ิมตน 7 วัน ผลตาง 
RB4 ARB13 GY 6.57 4.74 1.83 

ARB14 GB 6.58 7.44 -0.86 
ARB15 GY 6.21 4.65 1.56 
ARB16 N 6.55 6.56 -0.01 

 ARB17 GY 6.57 4.93 1.64 
 ARB18 GB 6.55 8.66 -2.11 
 ARB19 GY 6.57 4.83 1.74 
 ARB20 GY 6.26 4.78 1.48 
 ARB21 GB 6.55 8.50 -1.95 
 ARB22 GY 6.57 4.60 1.97 
 ARB23 N 6.51 6.53 -0.02 
 ARB24 N 6.20 6.25 -0.05 
 ARB25 GY 6.56 4.46 2.10 
RB2 ARB26 N 6.51 6.52 -0.01 
 ARB27 GY 6.54 4.88 1.66 
 ARB28 GY 6.55 4.75 1.80 
 ARB29 GY 6.57 4.37 2.20 
 ARB30 GB 6.54 8.00 -1.46 
 ARB31 GY 6,57 5.80 0.77 
 ARB32 GY 6.55 4.50 2.05 
 ARB33 GY 6.34 4.76 1.58 
 ARB34 GB 6.58 7.90 1.32 
RB5 ARB35 GY 6.55 5.32 1.23 
RB3 ARB36 GY 6.54 4.40 2.14 
 ARB37 N 6.56 6.58 -0.02 
 ARB38 GB 6.57 8.35 -1.78 
 ARB39 GB 6.67 8.81 -2.14 
 ARB40 GY 6.54 4.97 1.57 
 ARB41 GY 6.54 4.98 1.56 
 ARB42 GY 6.67 4.98 1.69 
 ARB43 GY 6.65 4.67 1.98 
 ARB44 GY 6.56 4.53 2.03 
 ARB45 GY 6.55 4.67 1.88 
 ARB46 GY 6.57 4.64 1.93 

RB6 ARB47 GY 6.55 4.95 1.60 
 ARB48 GY 6.54 4.97 1.57 
 ARB49 GY 6.58 4.60 1.98 
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จากตารางที่ 2 พบวาเชื้อทดสอบสามารถจัดกลุมตามชนิดของสารทุติยภูมิที่เชื้อผลิตไดเปน 3 

กลุม คือ เชื้อที่ผลิตสารที่มีฤทธ์ิเปนกรด (เปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเชื้อจากสีเขียวเปนสีเหลือง, GY) เชื้อที่
ผลิตสารที่มีฤทธ์ิเปนกลาง (ไมเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเชื้อ, N) และเชื้อที่ผลิตสารที่มีฤทธ์ิเปนดาง 
(เปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเชื้อจากสีเขียวเปนสีนํ้าเงิน, GB) ดังรายละเอียดในตารางที่ 3  
 

ตารางที่ 3   การจัดกลุมเชื้อทดสอบตามความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิ 
 

กลุม การเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ ไอโซเลต 

1 อาหารเล้ียงเชื้อเปล่ียนจากสีเขียวเปน        สี
เหลือง 

ARB02, ARB04, ARB05, ARB06, ARB07, ARB09, 
ARB12, ARB13, ARB17, ARB19, ARB20, ARB22, 
ARB25, ARB27, ARB28, ARB29, ARB31, ARB32, 
ARB33, ARB35, ARB36, ARB40, ARB41, ARB42, 
ARB43, ARB44, ARB45, ARB46, ARB47, ARB48, 
ARB49 

2 อาหารเล้ียงเชื้อเปล่ียนจากสีเขียวเปน        สี
น้ําเงิน 

ARB01, ARB03, ARB08, ARB10, ARB14, ARB18, 
ARB21, ARB30, ARB34, ARB38, ARB39 

3 อาหารเล้ียงเชื้อไมเปล่ียนสี ARB11, ARB16, ARB23, ARB24, ARB26, ARB37 
 

 จากตารางที่ 3 พบวาเชื้อทดสอบสวนใหญจะผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนกรด (32 ไอโซเลต)          
และรองลงมาไดแกเชื้อที่ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนดาง (11 ไอโซเลต) และพบวามีเชื้อ 6 ไอโซเลตที่
ผลิตสารทุติยภูมิในปริมาณที่ต่ําจนไมสามารถเปล่ียนสีของอินดิเคเตอรที่เติมลงในอาหารเล้ียงเชื้อได จาก
ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิน้ีจะเห็นวาเชื้อสามารถสรางสารที่สงผล 
ตอการกัดกรอนของโบราณสถานไดในอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน  

ผลการจําแนกเช้ือโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA  
 สุมเลือกแอกติโนแบคทีเรียเพื่อจําแนกดวยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA โดยเลือก
ตัวแทนไอโซเลตที่มีลักษณะโคโลนีบนอาหาร HTA ที่แตกตางกัน และตัวแทนจากไอโซเลตแตละกลุม
ดานความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิโดยเลือกไอโซเลตที่ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนกรด 4        
ไอโซเลต (ARB25, ARB28, ARB29, ARB36) ไอโซเลตที่ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนดาง (ARB30, 
ARB39) ไอโซเลตที่ไมสามารถเปล่ียนสีบรอมไทมัลบลู 2 ไอโซเลต (ARB26, ARB37) ไดผลดังตารางที่ 4 
 

ตารางที่ 4   ผลการจําแนกชนิดแอกติโนแบคทีเรียดวยหาลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA 
             

Group Code Length % Identities Blast report 

1 ARB25 1433 99    Streptomyces mutabilis  

ARB28 1003 99    Streptomyces sp. 
ARB29 996 99    Achromobacter sp. 
ARB36 1439 99    Streptomyces sp. CPE338 

2 ARB30 1488 99    Streptomyces indicus  

ARB39 1425 99    Streptomyces rubrogriseus  
3 ARB26 1463 99    Streptomyces viridochromogenes 

ARB37 1009 99    Streptomyces vinaceusdrappus 
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 จากตารางที่ 4 พบวา ชนิดของแอกติโนแบคทีเรียที่พบสวนมากอยูในสกุล Streptomyces 
แตเปนชนิดที่แตกตางกัน แสดงใหเห็นวามีความหลากหลายของแอกติโนแบคทีเรียจากโบราณสถาน 
นอกจากน้ียังพบวา ไอโซเลต ARB29 จําแนกไดเปน Achromobacter sp. ที่แตกตางจากไอโซเลตอ่ืน ๆ  
 

อภิปรายผล  
   งานวิจัยน้ีเปนการศึกษาความหลากหลายของแอกติโนแบคทีเรียที่มีผลตอการเส่ือมสภาพทาง
ชีววิทยาของโบราณสถานที่ตั้งอยูในวัดราชบูรณะ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา พบวาบริเวณที่เก็บตัวอยาง
เพื่อศึกษามีไบโอฟลมสีตาง ๆ ทั้งสีเทาดํา สีดําและสีเทาซ่ึงเปนสีหลักที่พบ และมีสีอ่ืน ๆ อีก เชน สีเขียว 
สีนํ้าตาล สีขาว ซ่ึงสีตาง ๆ ที่ปรากฏบนพื้นผิวของโบราณสถาน เกิดขึ้นจากจุลินทรียทั้งรา แบคทีเรีย
และสาหรายขนาดเล็ก จากงานวิจัยของ Bartoli et al. (2014) พบวาตัวอยางไบโอฟลมซ่ึงมีสีเขียวที่
เก็บจากปราสาท นครวัด ประเทศกําพูชา เม่ือตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด มีสาหรายชนิดตางๆ และสาหรายขนาดเล็กเจริญบนพื้นผิว รวมทั้งพบวาสาหรายเหลาน้ีสามารถ
เจริญแทรกลงในวัสดุได สวนสีอ่ืน ๆ ของไบโอฟลมเกิดไดเน่ืองจากสีของสปอรของเชื้อจุลินทรียพวกรา
และแอกติโนแบคทีเรียที่สวนมากมีสีดํา สีเทาดํา และสีนํ้าตาล นอกจากน้ีสีที่ปรากฏบนพื้นผิวของ
โบราณสถานยังสามารถเกิดไดจากการที่จุลินทรียตาง ๆ ผลิตสารทุติยภูมิที่มีสีแลวหล่ังออกมานอกเซลล 
(Rosling et al., 2009) โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อราและแบคทีเรียที่อยูในกลุมแอกติโนแบคทีเรียนับวาเปน
สาเหตุหลักทั้งน้ีเน่ืองจากสภาพภูมิอากาศของจังหวัดพระนครศรีอยุธยาเปนแบบรอน อุณหภูมิเฉล่ีย
ตลอดทั้งปอยูที่ประมาณ 32.4 องศาเซลเซียส  ซ่ึงเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อราและ
แอกติโนแบคทีเรียเปนอยางดี (Sterflinger & Pinar, 2013) และขอมูลที่ไดจากการศึกษาตัวอยาง
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดพบวามีจุลินทรียทั้งแบคทีเรีย ราและสาหรายขนาดเล็ก
เจริญบนพื้นผิวของตัวอยาง ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Suihko et al. (2007) จากการหาจํานวน
แบคทีเรียทั้งหมดของตัวอยางที่เก็บในฤดูกาลที่แตกตางกัน พบวา ฤดูฝนพบจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดสูง
ที่สุด สวนฤดูหนาวและฤดูรอนจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่พบมีปริมาณไมแตกตางกันมาก เม่ือ
เปรียบเทียบจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดจากตัวอยางที่เก็บในฤดูเดียวกันแตตําแหนงที่เก็บตัวอยางแตกตาง
กันคือดานทิศตะวันออกและดานทิศตะวันตก พบวาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่พบไมแตกตางกัน ใน
งานวิจัยน้ีสามารถแยกแอกติโนแบคทีเรียได 49 ไอโซเลต เม่ือศึกษาความสามารถในการผลิตสารทุติย
ภูมิของเชื้อทั้งหมดพบวาเชื้อทดสอบสามารถผลิตสารทุติยภูมิไดทั้งสารที่มีฤทธ์ิเปนกรดและสารที่มีฤทธ์ิ
เปนดาง ไอโซเลตของเชื้อที่ผลิตสารที่มีฤทธ์ิเปนกรดจนเปล่ียนสีของอินดิเคเตอรจากสีเขียวเปนสีเหลือง
ไดมีมากถึง 32 ไอโซเลต ไอโซเลตของเชื้อที่ผลิตสารที่มีฤทธ์ิเปนดางจนเปล่ียนสีของอินดิเคเตอรจากสี
เขียวเปนสีนํ้าเงินไดมี 11 ไอโซเลต และมี 6 ไอโซเลตที่ผลิตสารทุติยภูมิไดเชนกัน แตผลิตไดในปริมาณ
ต่ํา (สังเกตจากอินดิเคเตอรที่เติมในอาหารเล้ียงเชื้อไมเปล่ียนสี)  
  จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาหากมีแอกติโนแบคทีเรียเจริญบนโบราณสถาน การ
เส่ือมสภาพทางชีววิทยาของโบราณสถานยอมเกิดขึ้นไดเน่ืองมาจากสารทุติยภูมิที่เชื้อผลิตขึ้นสงผลไป 
ทําใหวัสดุที่ใชในการกอสรางถูกกัดกรอนได (Tikam & Swaranjit, 2012) ทั้งน้ี Vupputuri et al. (2015) 
พบวา Streptomyces sp. กลุม sulfur-oxidizing มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการยอยสลายทาง
ชีววิทยากับวัสดุกอสรางที่ใชคอนกรีต ผลการจําแนกชนิดของแอกติโนแบคทีเรียในงานวิจัยน้ีพบวา 
สวนมากจัดอยูในสกุล Streptomyces ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Suihko et al. (2007) และ
งานวิจัยของ Abdulla et al. (2008) ที่พบวาแบคทีเรียที่พบบริเวณพื้นผิวของอนุสาวรียในประเทศ
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สกอตแลนด สวนมากเปน Streptomyces ในงานวิจัยน้ีไดทดสอบความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิ 
ของแอกติโนแบคทีเรียที่แยกไดดวยและพบวาชนิดที่ผ ลิตสารทุติยภูมิที่ มีฤทธ์ิเปนกรด ไดแก  
Streptomyces sp., S. mutabilis  และ Achromobacter sp. ชนิดที่ผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปน
ดาง ไดแก  S. indicus  และ S. rubrogriseus สวนชนิดที่ผลิตสารทุติยภูมิแตไมเปล่ียนสีของอินดิเคเตอร 
ไดแก S. viridochromogenes,  S. vinaceusdrappus  ซ่ึงจะเห็นวามีความหลากหลายของชนิดของ
แอกตโินแบคทีเรียที่พบในงานวิจัย  
 

สรุปผลการวิจัย   
 ผลการศึกษาความหลากหลายของชนิดของแอกติโนแบคทีเรียที่มีผลตอการเส่ือมสภาพทาง
ชีววิทยาของโบราณสถานที่ตั้งอยูในวัดราชบูรณะ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา พบวาจํานวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดมีความแตกตางกันหากเก็บตัวอยางในฤดูกาลที่แตกตางกัน โดยฤดูฝน จะมีจํานวนแบคทีเรียสูง
กวาตัวอยางที่เก็บในฤดูหนาวและฤดูรอน และพบวาการเก็บตัวอยางจากดานทิศตะวันออกเปรียบเทียบ
กับตัวอยางจากดานทิศตะวันตกไมมีผลตอจํานวนแบคทีเรีย จากการศึกษาตัวอยางภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวาตัวอยางที่เก็บในฤดูฝนน้ันไบโอฟลมมีความหลากหลายของ
จุลินทรียมากกวาตัวอยางที่เก็บในฤดูหนาวและฤดูรอน ดานความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิของ
เชื้อ พบวาสวนใหญสามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิเปนกรด รองลงมาผลิตสารทุติภูมิที่มีฤทธ์ิเปนดาง 
และมีไอโซเลตที่ผลิตสารทุติยภูมิที่ไมเปล่ียนสีอินดิเคเตอร (กลุมที่3) เม่ือสุมเชื้อมาจําแนกชนิดดวย
วิธีการหาลําดับนิวคีโอไทด 16S rDNA พบวา สวนใหญเปนสกุล Streptomyces โดยชนิดเชื้อที่พบแต
ละชนิดจะมีความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิที่แตกตางกัน 
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