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 การแยกและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของไซเดอโรฟอรจากไรโซเบียม
ที่คัดแยกจากปมรากถั่ว

Isolation and Biological Activities of Siderophore from
Rhizobium Separate from Knot Root Beans

 สมหมาย ปะติตังโข 1 

กิ่งแกว ปะติตังโข 2

บทคัดยอ

 การวิจัยน้ีเปนการผลิตและแยกสารไซเดอโรฟอรจากแบคทีเรียชนิดไรโซเบียมจาก
ปมรากถั่วฝกยาวที่เลี้ยงในอาหาร SA medium ในสภาวะที่มีธาตุเหล็กตํ่า ทําใหแบคทีเรียผลิต
ไซเดอโรฟอร แลวแยกไซเดอโรฟอรออกจากเซลลของแบคทีเรยี จากการเล้ียงแบคทีเรยี 4 ลกัษณะ
คือ R-ชมพู R-เขียว R-ขาวขุน และ R-ขาวใส พบวาไซเดอโรฟอรที่สกัดไดทั้งหมดเปนชนิด 
Hydroxamate Siderophore สาํหรบัความสามารถในการตานอนมุลูอสิระโดยวธิ ีDPPH พบวา
ไซเดอโรฟอรแตละชนดิมคีา IC

50
 เฉลีย่เทากับ 3040.18, 6559.88, 10515.80 และ 0.00 ppm 

จากแบคทีเรีย R-ชมพู R-ขาวขุน R-เขียว และ R-ขาวใส ตามลําดับ และความสามารถในการ
ตานอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP พบวา ไซเดอโรฟอรที่ไดจากแบคทีเรีย R-เขียว มีความสามารถ
ในการรีดีวซ Fe3+ ไปเปน Fe2+ ได 0.908 ± 0.00 mM เมื่อศึกษาความสามารถในการตานการ
เจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีบางชนดิ พบวา ไซเดอโรฟอรจาก R-ชมพ ูสามารถตานการเจรญิเตบิโตของ
แบคทีเรียได 3 ชนิด คือ Escherichia coli, Klebsiella spp. และ Citrobacter spp. สวน 
R-เขียว มีความสามารถในการตานการเจริญเติบโตของ Escherichia coli R-ขาวขุนสามารถ
ตานการเจริญเติบโตของ Escherichia coli และ Klebsiella spp. และ R-ขาวใสมีความสามารถ

ในการตานการเจริญเติบโตของ Klebsiella spp. เทานั้น แตไมมไีซเดอโรฟอรจากแบคทีเรีย
ชนิดใดที่มีความสามารถในการตานการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิด Enterobacter spp.

คําสําคัญ : ไรโซเบียม   ไซเดอโรฟอร   การตานอนุมูลอิสระ   แบคทีเรีย
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Abstract

 This project deals with isolation and biological evaluation of siderophore 
from Rhizobium by taking the Rhizobium from knot root beans and let’s bacteria 
grown up in SA medium that iron deficiency condition for bacteria to produce 
siderophore. The kind of bacteria that take from knot root beans is R-pink, R-turbid, 
R-white and R-green. For the kind of siderophores that isolation from all bacteria 
was hydroxamate siderophore. The siderophores were analyzed for antioxidant 
and against microbacteria. The DPPH and FRAP assay were uses for determining 
siderophore as antioxidant activity. Total antioxidant capacity by DPPH assay has 
IC

50
 3040.18, 6559.88, 10515.80 and 0.00 ppm respectively. For total antioxidant 

capacity by FRAP assay get the highest ferrous concentrations were 0.908±0.004 mM 
at 2500.00 ppm respectively for R-green. Some bacteria like Escherichia coli, 
Klebsiella spp., Enterobacter spp., and Citrobacter spp. were uses for determination 
of all siderophore activities. The results have shown that R-pink inhibited 
Escherichia coli, Klebsiella spp., and Citrobacter spp. R-turbid and R-white inhibited 
Klebsiella spp. R-green and R-turbid inhibited Escherichia coli, but all of siderophores 
weren’t inhibited Enterobacter spp.
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บทนํา

 ปจจบุนัความกาวหนาในการศึกษาวิจยัเกีย่วกับผลติภณัฑธรรมชาต ิ (Natural Products) 
ไดเจรญิกาวหนาไปมาก เชนเดยีวกบัเทคโนโลยอีืน่ ๆ โดยมกีารคนพบ และศกึษาฤทธิท์างชวีภาพ
ของสารเคมีที่เปนองคประกอบ หรือผลิตขึ้นจากสิ่งมีชีวิตมากมาย ทั้งจากพืช สัตว จุลินทรีย
และสิ่งมีชีวิตจากทะเล (ปยนุช ทองผาสุก. 2550; พรรณี เดนรุงเรือง. 2550; โอภา วัชระคุปต. 
2549) เพื่อนําไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ซึ่งสามารถพบไดในชีวิตประจําวัน ตามสื่อโฆษณา
ตาง ๆ โดยเฉพาะผลิตภัณฑเสริมอาหารนานาชนิดที่จําหนายในทองตลาด ไดอางถึงสรรพคุณ
ของสารจากธรรมชาติที่มีในผลิตภัณฑ เชน Hydroxyl Citric Acid (HCA) จากผลสมแขก 
เติมเขาไปในผลิตภัณฑเพื่อควบคุมนํ้าหนัก หรือ Oligomeric Proanthocyanidin (OPC) จาก
เมล็ดองุน เติมในผลิตภัณฑเสริมอาหารชะลอความแกที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ หรือแมแต
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ผลติภณัฑทีใ่ชภายในบาน เชน ผลติภณัฑกาํจดัแมลงบางยีห่อ มกีารใชสารสกัดจากดอก Pyrethrum 
ที่ใหสารจําพวก Monoterpene ที่ชื่อวา Pyretrins เปนสารท่ีมีพิษตอแมลงที่สัมผัสสารนี้ 
(รัตนา อินทรานุปกรณ. 2547)
 การวจิยัทางดานผลติภณัฑธรรมชาต ิสวนมากมจีดุมุงหมายเพือ่คนหาสารจากธรรมชาติ
ทีจ่ะพชิติโรครายไมวาจะเปนโรคเอดสหรอืโรคมะเรง็ เพือ่พฒันาเปนยา ตวัอยางเชน Vinblastine  
และ Vincristine ซึ่งเปนสารในกลุม Indole Alkaloid ที่สกัดไดจากตนแพงพวยฝรั่ง 
(Catharanthus Roseus) โดย Vinblastine (เกษร นันทจิต. 2546) สวนใหญจะใชในการ
รักษาโรค Non-Hodgkin lymphoma และ โรคมะเร็งอื่นๆ สวน Vincristine มีความสําคัญ
ทางคลินิกมากในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia) ตลอดจนใชในการรักษาโรค
อื่น ๆ อีกดวย (Colegate and Molyneux. 2008) นอกจากนี้ยังมีสารที่ไดจากจุลินทรีย
มากมายทีใ่ชเปนยาตานโรคมะเรง็ และสวนใหญมฤีทธิเ์ปนยาปฏชิวีนะ (Antibiotic Properties) 
เชน Adriamycin, Bleomycin และ Dactinomycin เปนตน (Stevens. 2013) ยังมีผลิตภัณฑ
จากธรรมชาติอีกมากมายที่รอคอยการคนพบ และนําไปใชประโยชนทางยา อาหารเสริม และ
อื่น ๆ (Siddiqui and others. 2017)
 เนื่องจากประเทศไทยอยูในเขตอบอุนจึงมีขอไดเปรียบดานความอุดมสมบูรณของ
ผลติภณัฑธรรมชาต ิและความหลากหลายทางชวีภาพเปนท่ีประจกัษ จากจดุเดนดงักลาวทําให
ผู วิจัยสนใจท่ีจะคนหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากผลิตภัณฑธรรมชาติจากแบคทีเรียโดย
ตองการคนหาสารตนแบบ (Lead Compounds) ในกลุมของไซเดอโรฟอร (Siderophore) 
เพ่ือนําไปใชในการปรับเปลี่ยนโครงสรางใหเปนสารที่แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพสูงข้ึนหรือมีฤทธ์ิ
ทางชวีภาพทีแ่ตกตางออกไป หรอืนาํไปใชเปนสารตัง้ตนในกระบวนการสงัเคราะหสารชนดิอืน่ ๆ 
ในระดับอุตสาหกรรมตอไป
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วิธีดําเนินงานวิจัย

อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการวิจัย

อุปกรณ
 UV-Vis Spectrophotometer, Autoclave, Hot Air Oven, Refrigerator Centrifuge, 
Laminar Flow, Hotplate & Stirrer, Incubator, Rotary Evaporator, Hot Plate

สารเคมีที่ใชในการวิจัย
 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Dimethyl Sulfoxide (DMSO), 
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), Iron (III) Chloride, Ascorbic Acid, Vitamin E, 
Potassium Persulfate, Methanol, Sucrose, Ammonium Sulphate, Potassium Dihydrogen 
Phosphate, L-Asparagine Monohydrate, Magnesium Sulfate, Acetone, และ Hydrochloric 
Acid ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich, USA สารเคมีที่ใชทั้งหมดเปน Analytical Grade

การเลี้ยงไรโซเบียม
 เลือกปมรากถั่วที่มีขนาดใหญและสีชมพู ลางดินออกใหสะอาดดวยนํ้า ใชใบมีดท่ีคม
และสะอาดตัดปมท่ีเลอืกไวออกจากราก โดยใหเหลอืชิน้สวนของรากตดิอยูกบัปมถัว่เลก็นอยแลว
นําไปแชในแอลกอฮอล 95 % นาน 3 นาที ลางนํ้ากลั่นหลายๆ ครั้ง ชั่งปมของรากถั่ว 10 g 
บีบใหแตก นํามาละลายในนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลวเลี้ยงในอาหาร CAS Agar บมที่
อุณหภูมิ 35 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง

การแยกไรโซเบียมใหบริสุทธิ์
 1. ทําการบันทึกลักษณะของไรโซเบียมที่เลี้ยงไว
 2. นําไรโซเบียมแตละลักษณะมาทําใหบริสุทธิ์โดยเทคนิค Streak Plate แลวนําไป
บมที่อุณหภูมิ 35 oC 

การผลิตไซเดอโรฟอร 
 นําสารละลายทั้งหมดที่ผานการ Autoclave แลวไปฆาเช้ืออีกครั้งภายใตแสง UV 
เปนเวลา 15 นาท ีแลว ปเปตสารละลายแมกนีเซยีม ซลัเฟต ลงในอาหาร SA 1.00 ml/100.00 ml 
นําไรโซเบียม โดยขูดเชื้อที่อยูบน Plate ลงใน Erlenmeyer Flask ขนาด 250 ml ที่มีอาหาร
เหลว SA 100.00 ml ไปเขยาเปนเวลา 24 ชั่วโมงที่ 150 rpm ณ อุณหภูมิหอง จากนั้นนํา
สารละลายใน Erlenmeyer Flask ขนาด 250 ml ไปถายลงใน Erlenmeyer Flask ขนาด 3 L 
ภายใตแสง UV คนดวย Magnetic Stirrer ตอไปอีก 24 ชั่วโมง ดวยความเร็ว 300 rpm ที่
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อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นเติมแอมโมเนียซัลเฟต 10.00 g/L เพื่อตกตะกอนโปรตีน แลวนําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 oC เพื่อแยกโปรตีนและ
เซลล ไดสารละลายสวนใสที่เรียกวา Siderophore Supernatant (Bechet and Blondeau. 
1998; สมหมาย ปะติตังโข. 2541; สมหมาย ปะติตังโข และกิ่งแกว ปะติตังโข. 2561)

วิธีการตรวจสอบไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร 
 นําสารละลายของไซเดอโรฟอรที่แยกไดมาตรวจสอบไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร 
(Rioux and others. 1983) ดวยวิธีการตาง ๆ ดังตอไปนี้

Csaky Test
 ปเปตสารตวัอยาง จาํนวน 2.00 ml ลงในหลอดทดลองขนาด 15.00 ml เตมิสารละลาย
กรดซัลฟวริก 3.00 M จํานวน 2.00 ml แลว Hydrolyzed ในตูอบเปนเวลา 4 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 120 oC ปลอยใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวถายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50.00 ml 
และเติมสารละลาย 2.00 M ของโซเดียมอะซีเตต จํานวน 7.00 ml จากนั้นเติมสารละลาย
ซัลฟานิลามีน จํานวน 2.00 ml ละลายในไอโอดีน จํานวน 2.00 ml เขยาใหผสมกัน และปลอย
ใหทําปฏิกิริยากันอยางสมบูรณเปนเวลา 5 นาที ไอโอดีนท่ีมีมากเกินพอกําจัดออกโดยเติม
สารละลายโซเดยีมอารซไีนต 2.00 ml เติมสารละลายแนพธิลเอธิลลนีไดเอมีน จาํนวน 2.00 ml 
ปลอยไว 30 นาที เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ จะไดสารละลายสีคราม วัดคาดูดกลืนแสงที่ 
543 nm

Berg และ Becker Test
 เติมสารตัวอยาง จํานวน 2.00 ml ลงในบีกเกอรขนาด 50.00 ml เติม 8-Hydroxy 
Quinoline จํานวน 2.00 ml และสารละลายโซเดียมคารบอเนต 1.00 M จํานวน 2.00 ml 
เขยา 30 วินาที ตั้งทิ้งไว 1 ชั่วโมง เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซด 
14.00 ml, 1.00 M และโซเดียมคารบอเนต  2.00 ml, 1.00 M เพือ่ไฮโดรไลซสีสารผสม ปรบั pH 
ใหคงที่ ที่ 11.00 ± 0.50 จะไดสารละลายสีนํ้าเงินอมเขียว วัดคาดูดกลืนแสงที่ 700 nm



วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี ปที่ 3 ฉบับที่ 1

62

Triphenyltetrazolium Chloride Test
 เติมสารตัวอยาง จํานวน 10.00 ml ลงใน Erlen Meryer Flask ขนาด 50.00 ml แช
อยูในอางนํ้ารอนที่อุณหภูมิ 80±1 oC เติมโซเดียมไฮดรอกไซด 1.00 M 10.00 ml และ
สารละลาย Triphenyl Tetrazolium Chloride จํานวน 2.00 ml เขยาใหผสมกัน หลังจากนั้น 
5 นาที เติมแอซิด-พิริดีน จํานวน 10.00 ml แลวยกออกจากอางนํ้า ปลอยใหเย็น ถายลงใน
ขวดวัดปริมาตรขนาด 50.00 ml ปรับใหถึงขีดปริมาตรดวย แอซิด-พิริดีน จะไดสารละลาย
สีสมแดง สวนแบลงค (Blank) ใชนํ้ากลั่นจํานวน 10.00 ml ทดลองเหมือนขางตน วัดคาดูด
กลืนแสงที่ 490 nm

การวิเคราะหแคทีโคเลท ไซเดอโรฟอร (Catecholate Siderophore, Phenolate) 

โดยใชวิธีของ Arnow
 เตมิสารละลายตัวอยางไซเดอโรฟอร ลงในหลอดทดลองขนาด 5.00 ml เติมสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก 1.00 ml และเติมสารละลายไนไตรตโมลิบเดท 1.00 ml เขยาใหผสมกัน
จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1.00 ml เขยาใหเกิดปฎิกิริยาสมบูรณ วัดคาดูด
กลืนแสงที่ 510 nm (Arnow. 1937)

การศึกษาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH
 เตรียมสารละลายไซเดอโรฟอร, Ascorbic Acid, BHT ใหมีความเขมขนตาง ๆ แลว
ดูดสารละลายแตความเขมขนใสในขวดสีชาจํานวน 4 ขวด ขวดละ 1 ml จากนั้นเติม 2 ml 
ของสารละลาย 0.2 mM DPPH นําไปบมในที่มืดอุณหภูมิ 37 oC วัดคาการดูดคลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 517 nm คํานวณเปอรเซ็นตการตานอนุมูล DPPH

การศึกษาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP
 1. ปเปตสารตัวอยางที่มีความเขมขนตางๆปริมาตร 150 μl ใสในขวดสีชาขนาด 5 ml 
แลวเติมสารละลาย FRAP ปริมาตร 3 ml เขยาใหเขากันแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ºC เปน
เวลา 6 นาที นําไปวัดคาการดูดกลื่นแสงที่ความยาวกลื่น 593 nm
 2. นําคาการดูดกลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 593 nm ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานที่สราง
จากความสัมพันธระหวางความเขมขนของ Iron (II) Sulfate Solution กับคาการดูดกลื่นแสง
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การศึกษาความสามารถในการตานการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
 เตรียมสารละลายความเขมขนตาง ๆ แลวนําไปทดสอบการตานการเจริญเติบโตของ
แบคที่เรีย 4 ชนิด ไดแก Escherichia Coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., และ 
Citrobacter spp. โดยวิธี Filter Paper Method ที่อุณหภูมิ 35 oC

ผลการวิจัย

ลักษณะของไรโซเบียม
 ไรโซเบียมที่ไดจากปมรากถั่วมีลักษณะดัง ตารางที่ 1 และภาพประกอบ 1

ตารางที่ 1 ลักษณะของไรโซเบียมที่ไดจากปมรากถั่วฝกยาว

ตัวอยาง ลักษณะของไรโซเบียม*

ปมรากถั่ว
 R-ชมพู

 R-เขียว

 R-ขาวขุน

 R-ขาวใส

*R = Rhizobium และ แบงตามสีของสารละลายสวนใส (Supernatant) ที่ปรากฏในอาหาร 
SA Medium

ภาพประกอบ 1 ลักษณะของไซเดอโรฟอรที่ไดจากไรโซเบียม
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 หลงัจากนาํไรโซเบยีมในตารางที ่1 ไปเล้ียงในอาหาร SA Medium เปนเวลา 24 ชัว่โมง
ที่อุณหภูมิหองได ไซเดอโรฟอรที่มีลักษณะดังตารางที่ 2

ตารางที่ 2 ลักษณะของไซเดอโรฟอรที่ไดจากไรโซเบียมที่เลี้ยงในอาหาร SA Medium เปน
 เวลา 24 ชั่วโมง

ลักษณะของไรโซเบียม ลักษณะของไซเดอโรฟอร

 R-ชมพู  สีเขียวออน

 R-เขียว  สีขาวใส

 R-ขาวขุน  สีขาวขุน

 R-ขาวใส  สีขาวใส

จากตารางจะเห็นวาไรโซเบียมตางชนิดกันจะผลิต ไซเดอโรฟอรไดแตกตางกัน

ผลการศึกษาชนิดของไซเดอโรฟอรที่ไดจากไรโซเบียมแตละชนิด

ผลของการทดสอบไซเดอโรฟอรชนิดไฮดรอกซาเมทโดยวิธี Csaky Test
 เมือ่นาํไซเดอโรฟอรมาทาํการทดสอบหาชนดิของไซเดอโรฟอรโดยวธิ ีCsaky Test ซึง่เปน
วธิทีีอ่าศยัปฏกิริยิาออกซิเดชนัของ Hydroxamic Acid ดวยไอโอดนีเกดิสารประกอบ เอน็-ไนโตรโซ 
จะมีสีครามและการทดสอบไดผลดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบชนิดของไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร โดยวิธี Csaky Test

Siderophores สีของสารละลาย คา λ
max

 (nm)

1. สีเขียวออน สีเหลือง 333

2. สีขาวใส สีเหลือง 333

3. สีขาวขุน สีเหลือง 325

4. สีขาวใส สีเหลือง 330

จากตารางที ่3 แสดงใหเหน็วาไซเดอโรฟอร แตละตวัทีน่าํมาทดสอบไมใชไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร 
เพราะผลการทดสอบสารละลายเปนสีเหลือง ไมใชสีคราม
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ผลของการทดสอบไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอรโดยวิธี Berg และ Becker Test
 หลังจากนําไซเดอโรฟอรมาทําการทดสอบหาชนิดของไซเดอโรฟอรโดยวิธี Berg และ 
Becker Test ไดผลดังตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ผลของการทดสอบไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร โดยวิธี Berg และ Becker Test

Siderophores สีของสารละลาย คา λ
max

 (nm)

1. สีเขียวออน สีเขียว 395

2. สีขาวใส สีเขียว 390

3. สีขาวขุน สีเหลือง 370

4. สีขาวใส สีเหลือง 370

 จากตารางที่ 4 พบวา ไซเดอโรฟอรสีเขียวออน และสีขาวใส สามารถทําปฏิกิริยากับรี
เอเจนตไดเปนสารละลายสีเขียว แสดงวาไซเดอโรฟอรทั้งสองนี้เปน ไฮดรอกซาเมทไซเดอโร
ฟอร (Hydroxamate Siderophore) สวนไซเดอโรฟอรสีขาวขุน และสีขาวใส ใหผลการ
ทดสอบกับรีเอเจนตเปนสีเหลือง จึงยังไมสามารถที่จะบอกไดทันทีวาเปนไฮดรอกซาเมทไซเดอ
โรฟอรหรือไมตองสังเกตผลจากวิธี Triphenyl Tetrazolium Chloride Test ตอไป

ผลการทดสอบชนิดของไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร โดยวิธี Triphenyl Tetrazolium 
Chloride Test
จากการทดสอบชนิดของไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอรโดยวิธีนี้ไดผลดังตารางที่ 5



วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี ปที่ 3 ฉบับที่ 1

66

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบชนิดไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอรโดยวิธี Triphenyl Tetrazolium 
 Chloride Test

Siderophores สีของสารละลาย คา λ
max

 (nm)

1. สีเขียวออน  สีเหลือง  340

2. สีขาวใส  สีเหลือง  340

3. สีขาวขุน  สีแดง  503

4. สีขาวใส  สีแดง  495

จากตารางที่ 5 พบวาไซเดอโรฟอรสีขาวขุนและสีขาวใสจะใหผลกับรีเอเจนตเปนสีแดงซึ่งเปน 
Positive ตามวิธี Triphenyl Tetrazolium Chloride Test แสดงวา ไซเดอโรฟอรทั้ง 2 ชนิด
นี้เปนไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร

ผลการทดสอบชนิดแคทีโคเลทไซเดอโรฟอรโดยวิธี Arnow Test
 ผลการทดสอบชนิดของแคทโีคเลทไซเดอโรฟอรโดยวธิ ีArnow Test ไดผลดงัตารางท่ี 6

ตารางที่ 6 ผลการทดสอบชนิดของแคทีโคเลทไซเดอโรฟอรโดยวิธี Arnow Test

Siderophores Color of the solution λ
max

 (nm)

 1. สีเขียวออน yellow 370

2. สีขาวใส yellow 375

3. สีขาวขุน yellow 370

4. สีขาวใส yellow 365

จากตารางที่ 6 พบวาไซเดอโรฟอรทุกชนิดจะใหสารละลายสีเหลืองกับรีเอเจนตในการทดสอบ
โดยวิธี Arnow Test แสดงวาไซเดอโรฟอรจากไรโซเบียมไมใช แคทีโคเลทไซเดอโรฟอร

ผลการศึกษาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH
 การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของไซเดอโรฟอรโดยวิธี DPPH 
(Sharma and others. 2007) แสดงผลการทดลองเปนเปอรเซ็นตการจับอนุมูลอิสระ (Free 
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Radical; % Scavenging Effect) เปนผลมาจากการทําปฏิกิริยาระหวางสารละลาย DPPH 
กับไซเดอโรฟอรโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ λ

max
 517 nm ซึ่งเปนคาความยาวคลื่นที่

สารละลาย DPPH สามารถดดูกลนืแสงไดสงูสดุ ดงันัน้คาการดดูกลนืแสงของสารละลาย DPPH 
เปลี่ยนไปแสดงวาสารแอนติออกซิแดนตมาทําปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH โดยที่ DPPH 
Free Radical ไดรับอิเล็กตรอนหรืออนุมูลอิสระไฮโดรเจน จากไซเดอโรฟอร ทําใหเกิดการ
เสถยีรโดยเปลีย่นเปนโมเลกลุอสิระ ซึง่สามารถสังเกตไดจากคาการดดูกลนืแสงที ่λ

max
 517 nm 

ลดลง สามารถนาํมาคาํนวณหาเปอรเซน็ตการดดูกลนืแสงท่ีเปลีย่นไปซึง่มคีาเทากบัความสามารถ
ในการตานอนุมูลอิสระ ไดผลดังตารางที่ 7

ตารางท่ี 7 ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ DPPH ของไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอรที่
 ผลิตโดยไรโซเบียม

Siderophores
Con-

centra-
tion

(ppm)

Radical Scavenging Activity (%)

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 x ± SD 95% CL for μ

1. สีเขียวออน 2500.00
1250.00
625.00
312.50
156.25

40.701
22.041
7.910
2.730
1.710

40.700
22.040
7.910
2.730
1.710

40.730
22.02
7.900
2.712
1.740

40.701±0.030
22.024±0.014
7.910±0.010
2.731±0.018
1.708±0.033

40.701±0.074
22.024±0.060
7.910±0.025
2.731±0.045
1.708±0.082

2. สีขาวใส 2500.00
1250.00
625.00

312.50
156.25

19.270
7.560
2.280

1.070
0.000

19.263
7.552
2.273

1.082
0.000

19.29
7.572
2.287

1.078
0.000

19.274±0.014
7.561±0.010
2.280±0.007

1.077±0.006
0.000±0.000

19.274±0.035
7.561±0.025
2.280±0.017

1.077±0.015
0.000±0.000

3. สีขาวขุน 2500.00
1250.00
625.00
312.50
156.25

10.628
4.213
0.628
0.000
0.000

10.642
4.224
0.621
0.000
0.000

10.608
4.219
0.632
0.000
0.000

10.626±0.017
4.219±0.006
0.627±0.006
0.000±0.000
0.000±0.000

10.626±0.042
4.219±0.015
0.627±0.015
0.000±0.000
0.000±0.000
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ตารางที่ 7 (ตอ)

Siderophores Con-
centra-

tion
(ppm)

Radical Scavenging Activity (%)

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 x ± SD 95% CL for μ

4. สขีาวใส 
(จาก R-ขาวใส)

Not show any antioxidant activity

ผลของการคํานวณหาคา IC 
50

 นาํคาการตานอนมุลูอสิระทีค่วามเขมขนตางๆ มาคาํนวณหาคา IC 
50
 ซึง่เปนความเขมขน

ของสารตัวอยางที่มีความสามารถกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH ลดลงได 50% ไดผลดังแสดงใน
ตารางที่ 8

ตารางที่ 8 คา IC 
50
 ของไซเดอโรฟอรในการตานอนุมูลอิสระ DPPH

Siderophores IC 
50
 (ppm)

1. สีเขียวออน 3040.176

2. สีขาวใส 10515.800

3. สีขาวขุน 6559.875

4. สีขาวใส -

5. BHT 22.310

ผลการศึกษาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP
 การสรางกราฟมาตรฐานสําหรับวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูลอิสระโดย
วิธี FRAP (Sharma and others. 2007) นําสารละลาย Iron (II) Sulphate ที่มีความเขมขน
ตาง ๆ  ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 nm จะไดคาการดูดกลืนแสงดังตารางที่ 9
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ตารางที ่9 คาการดูดกลนืแสง (Absorbance) ของสารมาตรฐาน Fe2+ ทีค่วามยาวคล่ืน 593 nm

Standard Concentration (mM) คาการดูดกลืนแสงที่ 593 nm

0.00
0.10
0.20
0.40
0.60
0.80
1.00

0.000
0.060
0.111
0.202
0.311
0.403
0.503

จากการศึกษาคาการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยางจะเห็นวาคาการดูดกลืนแสงท่ีได
อยูในชวงของกราฟมาตรฐานและคํานวณหาคาของ Fe2+ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 10

ตารางที่ 10 ปริมาณของ Fe2+ ที่ไดจากการรีดิวซ Fe3+ โดยไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอรเพื่อ
 วิเคราะหความสามารถการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP

Siderophores ความเขมขน 
(ppm)

ความเขมขนของ Fe2+ (mM)

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ที ่2 ครัง้ที ่3 x ± SD 95% CL for μ

1. สีเขียวออน
2500.00
1250.00
625.00

-
-
-

-
-
-

-
-
-

-
-
-

-
-
-

2. สีขาวใส
2500.00
1250.00
625.00

0.907
0.257
0.12

0.905
0.243
0.096

0.913
0.235
0.102

0.908 ± 0.004
0.245 ± 0.011
0.106 ± 0.012

0.908 ± 0.010
0.245 ± 0.027
0.106 ± 0.052

3. สีขาวขุน
2500.00
1250.00
625.00

0.124
0.010

-

0.145
0.016

-

0.145
0.026

-

0.138 ± 0.012
0.017± 0.008

-

0.138 ± 0.052
0.017± 0.020

-
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ตารางที่ 10  

Siderophores ความเขมขน 
(ppm)

ความเขมขนของ Fe2+ (mM)

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ที ่2 ครัง้ที ่3 x ± SD 95% CL for μ

4. สีขาวใส
2500.00
1250.00
625.00

-
-
-

-
-
-

-
-
-

-
-
-

-
-
-

ผลการทดสอบความสามารถในการตานการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
 เมือ่นาํไซเดอโรฟอรทีค่วามเขมขนตาง ๆ ไปทดสอบการฆาแบคทเีรยี 4 ชนิด แลววดั 
Clear Zone ไดผลดังตารางที่ 11

ตารางท่ี 11 Biological Activities of Hydroxamate Siderophore Against Some Bacteria

Siderophores Concen-
tration
(μg/L)

Clear Zone (mean; mm)

Escherichia 
coli

Klebsiella 
spp.

Entero-
bacter 
spp.

Citro-
bacter 
spp.

1. สีเขียวออน
1000
500
250

Control

14.0
12.0
10.0

-

12.0
10.0
8.0
-

-
-
-
-

10.0
8.0
7.0
-

2. สีขาวใส
1000
500
250

Control

10.0
8.0
7.0
-

-
-
-
-

-
-
-
-

-
-
-
-

3. สีขาวขุน
1000
500
250

Control

13.0
12.0
8.0
-

18.0
-
-
-

-
-
-
-

-
-
-
-
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ตารางที่ 11 (ตอ)

Siderophores Concen-
tration
(mg/L)

Clear Zone (mean; mm)

Escherichia 
coli

Klebsiella 
spp.

Entero-
bacter 
spp.

Citro-
bacter 
spp.

4. สีขาวใส
1000
500
250

Control

-
-
-
-

9.0
8.0
7.0
-

-
-
-
-

-
-
-
-

สรุปผลการวิจัย

 การวจิยันีเ้ปนการนาํแบคทเีรยีไรโซเบยีม (Rhizobium) จากปมรากถ่ัวฝกยาวมาเลีย้ง
ในอาหาร CAS Agar บริเวณจังหวัดบุรีรัมย เพื่อแยกไรโซเบียมที่มีลักษณะตาง ๆ แลวนําแตละ
ลักษณะมาผลิตไซเดอโรฟอร โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร SA Medium ซึ่งเปนอาหารที่มีสภาวะ
ของธาตุเหล็กตํ่า (Bechet & Blondeau. 1998; Ratledge and Dover. 2000) เมื่อผลิต
ไซเดอโรฟอรแลวทําการหมุนเหวี่ยง เพื่อแยกเอา Siderophore Supernatant มาทําให
บริสุทธิ์แลวนําไปศึกษาสมบัติการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และวิธี FRAP นอกจากนั้นยัง
นาํไปทดสอบความสามารถในการตานการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี E.coli, Klebsiella spp., 
Enterobacter spp. และ Citrobacter spp. อีกดวย
 การเลี้ยงแบคทีเรียไรโซเบียมที่ไดจากตัวอยางปมรากถั่วในอาหาร CAS Agar พบวา 
มีไรโซเบียม 4 ลักษณะคือ R-ชมพู R-เขียว R-ขาวขุน และ R-ขาวใส เมื่อทําการผลิต
ไซเดอโรฟอรจะไดไซเดอโรฟอร 4 ชนิดตามลําดับ คือ สีเขียวออน สีขาวใส สีขาวขุน และ 

สขีาวใส เมื่อทําการทดสอบหาชนิดของไซเดอโรฟอร พบวา ไซเดอโรฟอรที่ไดทั้งหมดเปนชนิด
ไฮดรอกซาเมทไซเดอโรฟอร (Hydroxamate Siderophore) เนื่องจากใหผลการทดสอบเปน
บวกตามวิธีของ Berg และ Becker Test สวนผลการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ของ
ไซเดอโรฟอรพบวา ไซเดอโรฟอรสีเขียวออน (R-ชมพู) มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ 
DPPH ไดสูงสุดในกลุม โดยมีคา IC

50
 3040.18 ppm สวนสีขาวใสจาก R-เขียว และสีขาวขุน

จาก R-ขาวขุน มีคา IC
50 

เทากับ 10515.80 และ 6559.88 ตามลําดับ และการศึกษาความ
สามารถในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP พบวาไซเดอโรฟอรที่ไดจาก ไรโซเบียม R-เขียว 
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และ R-ขาวขุน เทานั้นที่มีความสามารถในการรีดีวซ Fe3+ ไปเปน Fe2+ โดยไซเดอโรฟอรจาก 
R-เขียว สามารถรีดิวซได 0.91 ± 0.00 mM สวน R-ขาวขุน 0.14 ± 0.01 mM ที่ความเขมขน 
2,500.00 ppm ตามลําดับ ผลการตานอนุมูลอิสระดวยเทคนิค DPPH และ FRAP มีความ
สัมพันธกันนอยท้ังนี้เนื่องจากสารท่ีมีฤทธิ์ในการรีดิวซเหล็กไดดีอาจจะแสดงสมบัติในการตาน
อนุมูลอิสระดวยการใหอะตอมไฮโดรเจนไมดี (โอภา วัชระคุปต. 2549) นอกจากนี้ยังขึ้นอยูกับ
ความสามารถในการละลายและขนาดของโมเลกุลของสารท่ีจะเขาทําปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ 
(มณัฑนา ภาณมุาภรณ. 2552) ดงัน้ันการทีไ่ซเดอโรฟอรมคีวามสามารถในการตานอนมุลูอสิระ 
DPPH. ไดดีเพราะมีความสามารถในการละลายนํ้าไดดีและโมเลกุลไมเกะกะ (Steric Effect) 
แตมีความสามารถในการรีดิวซเหล็กไดนอยในเทคนิค FRAP
 ความสามารถในการตานการเจริญเติบโตของของแบคทีเรีย พบวา สารไซเดอโรฟอร
สีเขียวออนจาก R-ชมพู สามารถตานการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 3 ชนิดคือ E.coli, 
Klebsiella spp. และ Citrobacter spp. R-เขียวมีความสามารถในการตานการเจริญเติบโต
ของ E.coli R-ขาวขุนมคีวามสามารถในการตานการเจริญเตบิโตของ E.coli และ Klebsiella spp. 
และ R-ขาวใสมีความสามารถในการตานการเจริญเติบโตของ Klebsiella spp. กลไกการออก
ฤทธิ์ของไซเดอโรฟอรเกี่ยวของกับความสามารถในการเกิดสารเชิงซอนกับเหล็กเนื่องจาก
ไซเดอโรฟอรมีสมบัติในการเปนคีเลตที่ดีเยี่ยม (Chelating Activity of Siderophores) ทําให
แบคทีเรียกอโรคไมสามารถนําธาตุเหล็กไปใชไดจึงตายไปในที่สุด (Shinozaki. 2004; MØller 
and others. 2005) ผลจากงานวิจยันีจ้ะเปนแนวทางในการนําผลิตภณัฑธรรมชาตทิีม่รีาคาถูก 
หาไดงายในเมอืงไทยมาเปนยารกัษาโรคทาง Microbacterial in Infection Control โดยเฉพาะ 
Nosocomial Infection ทีเ่กดิจากแบคทเีรยีพวก E.coli, Klebsiella spp. และ Citrobacter spp. 
นอกจากนีย้งัสามารถทีจ่ะนํา Natural Product Siderophores ซึง่จดัอยูในกลุม Iron Chelators 
ที่มีคุณสมบัติทางชีวภาพมากมาย เชน ตานมะเร็ง (Lovejoy and Richardson. 2003) ตาน 
MMP-2 (Shinozaki. 2004) รักษาโรคของ Iron Overload (Chaston and Richardson. 
2003) และอื่น ๆ
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