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                                                          บทท่ี 4 
 ผลการวิจยั  
 
พื้นท่ีศึกษาป่าชายเลน บริเวณต าบลก าพวน อ าเภอสขุส าราญ จงัหวดัระนอง 
 
 พื้นที่ศกึษาในต าบลก าพวน อ าเภอสุขส าราญ จงัหวดัระนองมพีื้นที่ด้านทศิตะวนัออก
ติดกับผืนป่าอนุรักษ์ในเขตจังหวัดสุราษฎร์ธานี ได้แก่ เขตรักษาพันธุ์ส ัตว์ป่าคลองแสง  
เขตรกัษาพนัธุ์สตัว์ป่าคลองยนั และเขตรกัษาพนัธุ์สตัว์ป่าควนแม่ยายหม่อน ในเขตอ าเภอ 
พะโต๊ะ จงัหวดัชุมพร และบางส่วนด้านทศิใต้ตดิกับเขตอุทยานแห่งชาตศิรพีงังา จงัหวดัพงังา  
มีพื้นที่ป่าชายเลน ซึ่งมีขนาดประมาณ 9.86 ตารางกิโลเมตร หรือประมาณ 6,162 ไร่  
สภาพพื้นที่มีทรัพยากรธรรมชาติที่มีความอุดมสมบูรณ์มาก มีไม้ป่าชายเลนหลายชนิด 
ทีพ่บมาก ไดแ้ก่ โกงกาง ประสกั ตะบนู แสม ในการศกึษาครัง้นี้ คณะผูว้จิยัไดล้งพืน้ที ่เพื่อเกบ็
ตวัอยา่งดนิ ในช่วงเดอืนกุมภาพนัธถ์งึมนีาคม 2559 ซึง่เป็นช่วงฤดรูอ้น แต่อากาศในบรเิวณนัน้ 
ไม่ร้อนมากนัก เนื่องจากได้รบักระแสลมและไอน ้าจากทะเล ส่วนลกัษณะดนิเป็นดินเหนียว 
อดัแน่นมสีภาพเป็นโคลนเลน ดนิมคีวามชืน้สงู 
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ภาพท่ี 4.1 บรเิวณพืน้ทีเ่กบ็ตวัอยา่งดนิในปา่ชายเลน ต าบลก าพวน จงัหวดัระนอง 
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ภาพท่ี 4.2 ตวัอยา่งดนิทีน่ ามาศกึษา 
 

ผลการคดัแยกแอคติโนมยัซิสในเบือ้งต้นด้วยอาหาร Humic acid vitamin agar  Starch 
casein agar  และ Yeast malt agar 
 
 จากการลงพืน้ทีสุ่่มเกบ็ตวัอยา่งดนิในป่าชายเลน จ านวน 70 ตวัอยา่ง แลว้น ามาคดัแยก

แอคติโนมยัซิสด้วยอาหาร Humic acid vitamin agar  Starch casein agar  และ Yeast malt 

agar ศกึษาลกัษณะโคโลนี การตดิสแีกรม รปูรา่ง และลกัษณะเซลล ์โดยเลอืกโคโลนีทีม่ลีกัษณะ

โคโลนบีนอาหาร Humic acid vitamin agar ทีม่ลีกัษณะโคโลนีสขีาว หรอืสเีทา หรอืสคีรมี จนถงึ

สีเหลือง ผิวหน้าโคโลนีคล้ายผงหรือฝุ่นแป้ง หรือขรุขระคล้ายหนังสัตว์หรือผ้าก ามะหยี่  

บนอาหาร Starch casein agar เลือกโคโลนีที่มีล ักษณะสีขาวครีมจนถึงสีเหลืองบนอาหาร 

Yeast malt agar เลอืกโคโลนีทีม่ลีกัษณะสขีาว สเีทา สคีรมีจนถงึสเีหลอืง มผีวิหน้าโคโลนีคลา้ย

ผงฝุ่นแป้ง หรอืขรุขระคล้ายหนังสตัว์ ซึ่งผลการศกึษาการคดัแยกแอคตโินมยัซสิ ในเบื้องต้น 

พบว่า สามารถคดัแยกแอคตโินมยัซสิทีม่ลีกัษณะดงักล่าวขา้งต้น ไดท้ัง้หมด 39 ไอโซเลต โดย

ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร Humic acid vitamin agar แสดงในภาพที่ 4.3 ลกัษณะโคโลนีบน

อาหาร Starch casein agar แสดงในภาพที่ 4.4 ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร Yeast malt agar 

แสดงในภาพที ่4.5 
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ภาพท่ี 4.3 โคโลนีของแอคตโินมยัซสิบนอาหาร Humic acid vitamin agar 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 4.4 โคโลนีของแอคตโินมยัซสิบนอาหาร Starch casein agar 
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ภาพท่ี 4.5 โคโลนีของแอคตโินมยัซสิบนอาหาร Yeast malt agar 

 

ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านจุลินทรีย์ก่อโรคของสารสกดัหยาบจาก 
เช้ือแอคติโนมยัซิส 
 
 เมือ่น าไอโซเลตทีแ่ยกไดใ้นเบือ้งต้น ทัง้ 39 ไอโซเลต มาตรวจสอบความสามารถในการ

สรา้งสารออกฤทธิท์างชวีภาพในการต้านจุลนิทรยีก่์อโรค โดยจุลนิทรยีก่์อโรคทีใ่ชใ้นการศกึษา

ครัง้นี้  ได้แ ก่  Staphylococcus aureus ATCC 25932 และ  Candida albicans ATCC 90028  

ผลการศกึษาการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพในการตา้นจุลนิทรยีก่์อโรคของสารสกดัหยาบจากเชือ้

แอคตโินมยัซสิ (ภาพที ่4.6) พบว่า แอคตโินมยัซสิ 16 ไอโซเลตสามารถยบัยัง้ Staphylococcus 

aureus ATCC 25932 โดยมคี่า Inhibition zone และ Inhibition index แสดงในตารางที ่4.1 และ

แอคตโินมยัซสิ 31 ไอโซเลตสามารถยบัยัง้ Candida albicans ATCC 90028 โดยมคี่า Inhibition 

zone และ Inhibition index แสดงในตารางที่ 4.2 และมแีอคติโนมยัซสิ 8 ไอโซเลตที่สามารถ

ยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคไดท้ัง้ 2 ชนิด ไดแ้ก่ ไอโซเลตที ่RN 01, RN 03, RN 19, RN 20, RN 21, 

RN 24, RN 25 และ RN 26 และแอคติโนมยัซสิจ านวน 16 ไอโซเลต (คดิเป็นร้อยละ 93.75)  

ที่มีฤทธิ ใ์นการยับยั ้ง  Staphylococcus aureus ATCC 25932 โดยให้ค่ า  Inhibition index 

มากกว่าหรอืเท่ากบั 20 มลิลเิมตร และแอคตโินมยัซสิจ านวน 1 ไอโซเลต (คดิเป็นรอ้ยละ 6.25) 

ทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้ Staphylococcus aureus ATCC 25932 โดยใหค้่า Inhibition index เท่ากบั 
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0 และแอคติโนมยัซิสจ านวน 31 ไอโซเลต ที่มีฤทธิใ์นการยบัยัง้ Candida albicans ATCC 

90028 (คดิเป็นรอ้ยละ 100) โดยให้ค่า Inhibition index มากกว่าหรอืเท่ากบั 20 มลิลเิมตร ดงั

ตารางที ่4.3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.6 การทดสอบฤทธิท์างชวีภาพในการตา้นจลุนิทรยีก่์อโรคของสารสกดัหยาบ 
จากเชือ้แอคตโินมยัซสิ 
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ภาพท่ี 4.6 การทดสอบฤทธิท์างชวีภาพในการตา้นจลุนิทรยีก่์อโรคของสารสกดัหยาบ            
จากเชือ้แอคตโินมยัซสิ (ต่อ) 
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ตารางท่ี 4.1 ค่า Inhibition zone และ Inhibition index ของแอคตโินมยัซสิกบั Staphylococcus 
aureus ATCC 25932 
 

ไอโซเลต 
แอคติโนมยัซิส 

ขนาดโคโลนี         
(cm.) 

Inhibition zone 
(cm.) 

Inhibition index 

RN 01 0.7 3.6 5.14 
RN 03 0.8 2.9 3.62 
RN 07 0.7 3.1 4.42 
RN 08 0.9 2.8 3.11 
RN 10 0.8 3.1 3.87 
RN 11 1.2 3.2 2.66 
RN 14 0,6 2.5 4.16 
RN 17 0.7 2.9 4.14 
RN 19 0.4 2.3 5.75 
RN 20 0.9 2.9 0.32 
RN 21 0.7 3.1 4.42 
RN 24 0.9 3.4 3.77 
RN 25 1.1 3.3 3.00 
RN 26 1.2 3.1 2.58 
RN 39 0.6 2.8 4.66 
RN 50 0.7 2.7 3.85 
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ตารางท่ี 4.2 ค่า  Inhibition zone และ Inhibition index ของแอคติโนมัยซิสกับ Candida 
albicans ATCC 90028 

ไอโซเลต 
แอคติโนมยัซิส 

ขนาดโคโลนี          
(cm) 

Inhibition zone (cm) Inhibition index 

RN 01 0.7 4.1 5.85 
RN 02 0.8 3.9 4.87 
RN 03 0.7 3.6 5.14 
RN 04 0.9 3.8 4.22 
RN 05 0.8 3.6 4.50 
RN 06 1.2 3.1 2.58 
RN 13 0,6 2.5 4.16 
RN 16 0.7 2.8 4.00 
RN 19 0.6 2.5 4.16 
RN 20 0.9 3.0 3.33 
RN 21 0.7 2.7 3.85 
RN 24 0.9 2.6 2.88 
RN 25 1.1 2.9 2.63 
RN 26 1.2 3.8 3.16 
RN 29 0.6 2.7 4.50 
RN 30 0.7 3.7 5.28 
RN 34 0.5 2.3 4.60 
RN 37 0.6 2.6 4.33 
RN 41 0.5 2.6 5.20 
RN 42 0.5 2.2 4.40 
RN 43 0.9 2.4 2.66 
RN 49 0.5 2.3 4.60 
RN 52 0.9 2.7 3.00 
RN 55 0.7 3.0 4.28 
RN 58 0.7 2.8 4.00 
RN 61 0.5 2.4 4.80 
RN 62 0.7 2.1 3.00 
RN 64 0.6 2.3 3.83 
RN 65 0.8 3.1 3.87 
RN 67 0.5 2.3 4.60 
RN 70 0.5 2.4 4.80 
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ตารางท่ี 4.3 ระดบัของค่า Inhibition index ของแอคตโินมยัซสิทีแ่ยกจากดนิต่อจลุนิทรยีท์ดสอบ 

 
++++ : inhibition index(X) 20 mm., +++: 20 mm.  X  10 mm., ++: 10 mm.  X  5 
mm., +: 5 mm.  X  1 mm., -: 0 
 
 การจดัจ าแนกแอคติโนมยัซิสท่ีสามารถสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 
 ผลการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดข์อง 16S rRNA ของแอคตโินมยัซสิทีส่ามารถสรา้งสาร

ออกฤทธิท์างชวีภาพยบัยัง้จุลินทรยี์ก่อโรคทัง้ 39 ไอโซเลต เพื่อจ าแนกแอคติโนมยัซิสด้วย

เทคนิคทางอณูชวีวทิยา โดยเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอส่วน Conserved region ของ 16S rRNA ของ

แบคทเีรยี ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอรท์ี่จ าเพาะ ได้ PCR Product ที่มขีนาด 1,500 bp 

ภาพที่ 4.6 แสดงตวัอย่าง PCR Product ขนาด 1500 bp ของแอคติโนมยัซสิจากตวัอย่างดนิ   

ที่แยกได้ และเมื่อน าไปวเิคราะห์ล าดบัเบสและเปรยีบเทยีบกบัล าดบัเบสอื่น ๆ ในฐานข้อมูล 

GenBank ของ NCBI โดยใชโ้ปรแกรม BLAST พบว่า ล าดบันิวคลโีอไทดข์อง 16S rRNA ของ 

RN 01 มีความคล้ายคลึงกับล าดับเบส  16S rRNA ยีนของ Streptomyces griseus โดยมี

เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลงึ (% homology) เท่ากบั 100% แอคติโนมยัซสิรหสั RN 01 แสดง

ลกัษณะโคโลนีสเีทา ล้อมรอบด้วยเส้นใยสขีาวบนอาหาร SP-2 ดงัแสดงในภาพที่ 4.8 และ

ลกัษณะเซลล์เป็นเส้นสาย ตดิสแีกรมบวก ดงัแสดงในภาพที่ 4.9 ล าดบันิวคลโีอไทด์ของ 16S 

rRNA ของ RN 03 มีความคล้ายคลึงกับล าดับเบส 16S rRNA ยีนของ Streptomyces albus 

โดยมเีปอรเ์ซน็ตค์วามคลา้ยคลงึเท่ากบั 100% แอคตโินมยัซสิรหสั RN 03 แสดงลกัษณะโคโลนี

สเีหลอืง ไม่มเีสน้ใยบนอาหาร SP-2 ดงัแสดงในภาพที่ 4.10 และลกัษณะเซลล์เป็นรูปท่อน มี

Inhibition index จ านวนแอคติโนมยัซิสท่ีมีฤทธ์ิในการต้านจลิุนทรียท์ดสอบ 
Staphylococcus aureus ATCC 

25932 
Candida albicans ATCC 90028 

++++ 15 (93.75%) 31 (100%) 
+++ - - 
++ - - 
+ - - 
- 1 (6.25%) - 
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เส้นสาย ตดิสแีกรมบวก ดงัแสดงในภาพที่ 4.11 ล าดบันิวคลโีอไทดข์อง 16S rRNA ของ RN 

19 มีความคล้ายคลึงกับล าดับเบส  16S rRNA ยีนของ Streptomyces avermitilis โดยมี

เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลงึเท่ากบั 99% แอคติโนมยัซสิรหสั RN 19 แสดงลกัษณะโคโลนีบน

อาหาร SP-2 มโีคโลนีสดี าเทา มเีส้นใยสขีาวล้อมรอบ ดงัแสดงในภาพที่ 4.12 และลกัษณะ

เซลล์เป็นรปูรา่งกลม เซลลเ์รยีงตวัเป็นสายคลา้ยลกูปดั ตดิสแีกรมบวก ดงัแสดงในภาพที่ 4.13 

ล าดบันิวคลโีอไทด์ของ 16S rRNA ของ RN 02 RN 04 RN 05 RN 06 RN 07 RN 08 RN 09 

RN 10 RN 11 RN 13 RN 14 RN 16 RN 17 RN 20 RN 29 RN 30 RN 34 RN 37 RN 39 RN 

41 RN 42 RN 43 RN 49 RN 50 RN 52 RN 55 RN 58 RN 61 RN 62 RN 64 RN 65 RN 67 

และ RN 70 มีความคล้ายคลึงกับล าดับเบส 16S rRNA ยีนของ Streptomyces sp. ซึ่งแสดง

ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร SP-2 โคโลนีผวิย่นสเีหลอืง ดงัแสดงในภาพที่ 4.14 และลกัษณะ

เซลล์ รูปร่างกลม เซลล์เรยีงตวัเป็นสายคล้ายลูกปดั ตดิสแีกรมบวก ดงัแสดงในภาพที่ 4.15 

ล าดบันิวคลโีอไทดข์อง 16S rRNA ของ RN 20 มคีวามคลา้ยคลงึกบัล าดบัเบส 16S rRNA ยนี

ข อ ง  Streptomyces aminophilus โ ด ย มี เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์ ค ว า ม ค ล้ า ย ค ลึ ง เ ท่ า กั บ  99%  

แอคติโนมยัซสิรหสั RN 20 แสดงลกัษณะโคโลนีบนอาหาร SP-2 มโีคโลนีสเีหลอืง มผีงแป้ง 

สขีาว ดงัแสดงในภาพที่ 4.16 และลกัษณะเซลล์เป็นเส้นสาย ตดิสแีกรมบวก ดงัแสดงในภาพที่ 

4.17 และล าดบันิวคลโีอไทด์ของ 16S rRNA ของ RN 26 มคีวามคล้ายคลงึกบัล าดบัเบส 16S 

rRNA ยนีของ Microbispora rosea โดยมเีปอรเ์ซน็ต์ความคลา้ยคลงึเท่ากบั 100% แอคตโินมยั

ซสิรหสั RN 26 แสดงลกัษณะโคโลนีบนอาหาร SP-2 มโีคโลนีสสีสีม้ มผีงแป้งสขีาว ดงัแสดงใน

ภาพที่ 4.18 และลกัษณะเซลล์เป็นเส้นสาย ตดิสแีกรมบวก ดงัแสดงในภาพที่ 4.18 
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ภาพท่ี 4.7 ผลการเพิม่ปรมิาณ DNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ีจ่ าเพาะ เลน M 100 

bp DNA ladder; เลน 1 ถงึ 17 PCR product ขนาด 1500 bp จากดเีอน็เอของแอคตโินมยัซสิที่

สามารถสรา้งสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีแ่ยกจากดนิปา่ชายเลน 
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            ภาพท่ี 4.8 โคโลนีของ Streptomyces griseus ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         ภาพท่ี 4.9 ลกัษณะเซลลข์อง Streptomyces griseus ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 

 

 

, 
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          ภาพท่ี 4.10 โคโลนีของ Streptomyces albus ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.11 ลกัษณะเซลลข์อง Streptomyces albus ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        ภาพท่ี 4.12 โคโลนีของ Streptomyces avermitilis ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 
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ภาพท่ี 4.13 ลกัษณะเซลลข์อง Streptomyces avermitilis ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            ภาพท่ี 4.14 โคโลนีของ Streptomyces sp. ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 
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ภาพท่ี 4.15 ลกัษณะเซลลข์อง Streptomyces sp.ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.16 โคโลนีของ Streptomyces aminophius ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 
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ภาพท่ี 4.17 ลกัษณะเซลลข์อง Streptomyces aminophilus ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.18 โคโลนีของ Microbispora rosea ทีเ่ลีย้งบนอาหาร SP-2 
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         ภาพท่ี 4.19 ลกัษณะเซลลข์อง Microbispora rosea 


