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วิธีด ำเนินกำรวิจยั  
 
1. กำรคดัแยกและจดัจ ำแนกแอคติโนมยัซิสท่ีสำมำรถสร้ำงสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพ 
   จำกดินป่ำชำยเลน  
  
 เก็บตวัอย่างดนิในป่าชายเลน บรเิวณต าบลก าพวน อ าเภอสุขส าราญ จงัหวดัระนอง 
ปรมิาณ 500 กรมั โดยใช้หลอดเก็บตวัอย่างดนิ และเก็บรกัษาดนิที่อุณหภูม ิ4 ºC ก่อนน ามา
แยกเชื้อโดยวธิ ีspread plate ตามวธิขีอง Tortora et al. (1986) โดยน าตวัอย่างดนิมาตากให้
แห้งที่อุณหภูมหิ้อง น ามาผ่านกระบวนการ physical treatment และ chemical treatment ที่
จ าเพาะต่อเชือ้แต่ละสกุล ท าการเจอืจางโดยดูดสารละลายตวัอย่างมา spread plate บนอาหาร 
Humic acid-vitamin agar ทีผ่สมยาปฏชิวีนะ บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 ºC เป็นเวลา 21 วนั แยกเชือ้ให้
บรสิุทธิโ์ดยเลีย้งบนอาหาร  Yeast extract-malt extract agar  
 
2. กำรคดัเลือกแอคติโนมยัซิสขัน้ต้น 
 

น าเชือ้บรสิุทธิม์าเลีย้งบนอาหาร Yeast extract-malt extract agar โดยขีดเป็นเส้นตรง
เดี่ยวยาวตามแนวนอนจากขอบหนี่งถึงอีกขอบหนึ่ง บ่มที่อุณหภูม ิ 30 ºC เป็นเวลา 21 วนั    
เพื่อใหเ้ชือ้ผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพ ตรวจสอบการสรา้งออกฤทธิท์างชวีภาพดว้ยจุลนิทรยี์
ท ด ส อบ  ไ ด้ แ ก่  Bacillus subtilis ATCC6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, 
Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Candida albicans ATCC10231 โดยลากจุลนิทรยี์
ทดสอบเป็นเสน้ตรงตัง้ฉากกบัแนวเชือ้ น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บนัทกึ
ค่า Inhibition zone และหาค่า Inhibition index  

 
3. กำรสกดัสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพ 

 เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ Seed medium (Yeast extract-malt broth, pH 7.3) น าไป

เขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 180 rpm ที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 4 วนั แล้วเลี้ยงต่อ             
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ใ นอ าห า ร  Production medium ( Yeast extract-malt extract broth ที่ เ ติ ม  0. 1%  CaCo3,           

pH 7.3) โดยเติม 1% inoculum Seed medium ลงใน Production medium น าไปเขย่าด้วย

เครื่องเขย่าความเรว็รอบ 200 rpm ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 10 วนั น ามากรองแยกเซลล์ออก

โดยผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 น าส่วนใสมาท าการ partition กบั ethyl acetate 3 ครัง้ 

แล้วน าไประเหยให้แห้งโดยใช้เครื่อง evaporation จะได้สารสกดัหยาบของสารออกฤทธิท์าง

ชวีภาพในส่วน ethyl acetate   

4. กำรทดสอบฤทธ์ิทำงชีวภำพในกำรต้ำนจลิุนทรียก่์อโรคของสำรสกดัหยำบ 

 น าสารสกัดหยาบที่ได้มาทดสอบฤทธิต์้านจุลินทรีย์ก่อโรค ได้แก่ Candida albians, 

Staphyloccus aureus โดยวธิ ีagar diffusion (Lorian, 1980) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 ºC เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง ตรวจผล Inhibition zone  

5. กำรจดัจ ำแนกแอคติโนมยัซิสท่ีสำมำรถสร้ำงสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพ 
    1) ศึกษำลกัษณะทำงสณัฐำนวิทยำ กำรเจริญ สรีรวิทยำและชีวเคมี  
      ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา การเจรญิ สรรีวทิยาและชวีเคมขีองเชื้อที่แยกได้ แล้ว
น ามาเทียบเคียงกับเอกสารอ้างอิงดังนี้  Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 
2000, Shirling & Gotlieb, 1966, Williams et al. , 1968, Krassilinikov, 1984 และ Holt et al. , 
1994 โดยท าการจดัจ าแนกถงึระดบั genus 
 
   2) ศึกษำคณุสมบติัทำงอนุกรมวิธำนเคมี  
        คุณสมบตัิทางอนุกรมวธิานเคมทีี่ศึกษาได้แก่ วเิคราะห์ผนังเซลล์ วเิคราะห์ whole cell 
hydrolysates วเิคราะห ์Polar lipid วเิคราะห ์Cellular fatty acid วเิคราะห ์Isoprenoid quinone 
 
   3) กำรจดัจ ำแนกระดบั species                                                                      

       จดัจ าแนกเแอคติโนมัยซิสในระดับ Species โดยหาล าดับเบสของ 16s rRNA ยีน สกัด 

Genomic DNA ของแบคทเีรยีและเพิม่ปรมิาณ (Amplify) DNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์

ทีจ่ าเพาะ ซึง่มลี าดบัเบสดงันี้ forward (5-CGTCGACGAGCTCAGAGTTTGATCCTGGTCAG-

3) และ reverse (5-CCCGGGTACCAAGCTTAAGGAGGTGATCCACCGCA -3) แล้วท า                                                                                                                                                  
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การวเิคราะห์ล าดบัเบสของ 16s rRNA โดยการท า DNA sequencing และน าล าดบัเบสที่ได้มา

เปรยีบเทยีบกบัล าดบัเบสในฐานขอ้มลู NCBI และวเิคราะหส์ายววิฒันาการ (Phylogenetic tree) 

โดยใชโ้ปรแกรม CLUSTAL W และ Mega (Thompson et al., 1997; Kumar et al., 2001) และ

จดัท าฐานขอ้มลูแอคตโินมยัซสิ 

6. น ำข้อมลูมำวิเครำะหแ์ละสรปุผลกำรศึกษำ 
 


