
 
 

บทที่ 3  
อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 

 

3.1 อุปกรณ 
  
          3.1.1 อุปกรณที่ใชในการเตรียมดิน 
            1. ชอนตักดิน    2. ถุงใสดิน 

 
            3.1.2 อุปกรณที่ใชในการทดลอง การแยกเชื้อบริสุทธิ์และกวาดเชื้อ  
            1. จานอาหารเล้ียงเชื้อ               2. หมอนึ่งความดันไอน้ํา  

            3. ตูบม                            4.  กลองถายรูปดิจิตอล 

            5.  เคร่ืองชั่ง     6.  สําลี 

            7. น้าํกล่ัน     8.  ตะเกยีงแอลกอฮอล 

            9. บีกเกอร    10. แทงแกว 

           11. หลอดทดลอง               12. ชอนตักสาร 

           13.  ปเปต    14. แทงแกวงอปลาย 

           15.  ยางดูด 3 ทาง   16. ทิชชู 

           17.  ขวดรูปชมพ ู                                      18. สมุดและปากกาจดบันทึก 

           19.  อะลูมิเนยีมฟอยส    
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          3.1.3 อุปกรณที่ใชในการตรวจดูลักษณะของ actinomycetes 
            1. กลองจุลทรรศน 

            2. กลองจุลทรรศนสเตอริโอ 

            3. กลอง Micro scope Stero Photo รุน FDX-35  (กลองจุลทรรศนถายรูปไดในระดับ 

                โคโลนีผิวหนา ) 

             4. กลอง Micro scope Bino cular Photo รุน ECLIPSE E600 (กลองจุลทรรศนถายรูป 

                 ไดในระดับเซลล ) 

 
         3.1.4 สารเคมีที่ใชในการเลี้ยง actinomycetes 
           1. Yeast     Extract                  

           2. Malt   Extract                      

           3. Peptone                             

           4. Glucose                           

           5. Agar                                 

           6. Distilled   Water                  

           7. Amoxycillin       

           8. Fungasin      

           9. Crystal Violet 

         10. Iodine 

         11. Safranin 

         12. แอลกอฮอล  95% 
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3.2 ขั้นตอนและวิธีการดําเนินการวิจัย 
         3.2.1 การแยกเชื้อบริสุทธิ์ (Dilution) และกวาดเชื้อ (Spread) 
         3.2.1.1 วิธีการเก็บตัวอยาง 
เก็บตัวอยางจากดินในไรมันสําปะหลัง   ดินในไรออย  เก็บดินมา  10 กิโลกรัม จากพื้นที่10×10 

ตารางเมตร โดยเก็บ 5 จุด 

 
          3.2.1.2 ขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.  ชั่งสารตามสูตรที่กําหนด แลวนําไป Clave เพื่อฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

2.   ทําใหอาหารเล้ียงเชื้ออุน ๆ แตไมแข็งแลวรีบใสยาฆาเช้ือราและเช้ือแบคทีเรีย ตามขนาดความ

เขมขนของยาที่กําหนด   เขยาใหเขากัน 

3.   นําอาหารเล้ียงเชื้อที่ใสยาฆาเชื้อแลวเทใสจานอาหารเล้ียงเชื้อ 

4.  ปลอยใหจานอาหารเล้ียงเชื้อเย็นใหอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตัว ทิ้งไว 1 คืน น้ําไปใชเล้ียงเชื้อได 

 
         3.2.1.3 ขั้นตอนการทํา  Dilution 
1.  นําดินมาใสถาดผสมใหเขากัน ชั่ง 1 กรัมแลวนําไปใสใน flask  ที่มีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแลว 99 ml 

เขยาใหเขากัน 

2.   ใชไมโครปเปตดูดน้ําจาก flask มา 1 ml นําไปใสหลอดทดลองท่ีมีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแลว 9 ml 

เขยาใหเขากัน มีทั้งหมด 6 หลอด 

3.  ใสในหลอด 10-2 เขยาใหเขากันแลวดูดจาก   10-2 ไปใสหลอด 10-3   เขยาใหเขากันแลวดูดจาก   

10-3   ไปใสหลอด 10-4   เขยาใหเขากันแลวดูดจาก   10-4   ไปใสหลอด10-5 เขยาใหเขากันแลวดูด

จาก   10-5 ไปใสหลอด 10-6เขยาใหเขากันแลวดูดจาก10-6ไปใส หลอด 10-7 เขยาใหเขากัน 
 
         3.2.1.4 ขั้นตอนการกวาดเชื้อ  ( Spread plate )  
1.   นํา  Dilution  ที่เตรียมไวในแตละความเขมขนต้ังแต  10-2- 10-7  โดยจะนํา  Dilution ที่ 10-2  

ใชไมโครปเปตดูดมา  0.1  ml  มาใสจานอาหารเล้ียงเชื้อที่มีความเขมขนของยา  0.3  กรัม  0.6  

กรัม  และ  0.8  กรัม  (ตอ  plate)  10-3-  10-7  ทําเชนเดียวกัน กับ   10-2  โดยที่ความเขมขนของ

ยาแตละความเขมขนใชตอ  plate  และใสเชื้อ  0.1  ml  ตอ  plate  เชนเดียวกัน 

2. โดยจะใชแทงแกวปลายงอกวาดเชื้อ (spreader) ซึ่งทําการฆาเช้ือแทงแกวปลายงอดวย

แอลกอฮอล 95% ลนไฟเพื่อทําการฆาเชื้อ 
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3. จานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ทําการกวาดเช้ือ (spreader) แลวนําไปใสตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ประมาณ 15 วัน เชื้อแอคติโนมัยซีสจะข้ึน  

 
            3.2.2 การตรวจเชื้อ actinomycetes โดยกลองสเตอริโอ 
 เมื่อ เชื้อ เจ ริญแลว  ก็นํา เ ช้ือมาตรวจดูดวยกลองสเตอริโอ  เพื่อแยกวา เปนเ ช้ือ 

actinomycetes    หรือเชื้อรา โดยแยกไดตามลักษณะที่บรรยายไวในบทที่ 2 แลวถายรูปจาน

อาหารที่มีเชื้อ actinomycetes  ดวยกลองดิจิตอล 

 
          3.2.3 การ streak เชื้อ actinomycetes เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเด่ียว 
                นําจานอาหารที่มีเช้ือ actinomycetes ซึ่งมีเช้ืออ่ืนอยูดวยมา streak เพื่อจะได

actinomycetes    ที่เปนโคโลนีเด่ียว จะ streak ภายใตกลองสเตอริโอเพื่อใหเห็นวาเราเข่ียเช้ือ

เฉพาะ actinomycetes มามและนําไปใสอาหาร YM โดยไมใสยาฆาเชื้อ และนําไปบมที่ ตูบม 

(over hotair) อุณหภูมิที่ 30 oC   เม่ือเช้ือแยกเปนโคโลนีเด่ียวก็นําไปถายรูปดวยกลอง Micro 

scope Stero Photo รุน FDX-35   (กลองจุลทรรศนถายรูปไดในระดับโคโลนีผิวหนา) 

 
         3.5.4 การแยกเชื้อ actinomycetes เพื่อนําไปยอมแกรมเพ่ือตรวจดูในระดับเซลล 
นําเช้ือไปยอมแกรมเพื่อดูลักษณะของ actinomycetes    

 
         3.5.4.1 ขั้นตอนการยอมแกรม  (Gram Stain) 
สเมียรเชื้อ   aetinomyces  จากจานเพาะเชื้อ  หยดน้ํากล่ันลงบนแผนสไลด  1  หยด   แลวใช  

loop  ตักเช้ือจากจานเพาะเช้ือ  (plate)  จํานวนเล็กนอย  (ประมาณเทาผงแปง) แลว เกล่ียใหเปน

แผนฟลมบางๆโดยวน  loop  ไปทางเดียวบนสไลด  ปลอยใหแหง แลวฮีทฟกซ  ดวยเปลวไฟ  6-4 

คร้ัง นําไปยอมสีแกรมที่อางน้ํา ดังวิธีตอไปนี ้

4.1)    หยดสีคริสตัล ไวโอเลต (Crystal Violet) จนทวมเชื้อที่สเมียร แลวทิ้งไว 1 นาที 

4.2)   ลางสียอมออกดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ แลวยอมตอทันที 

4.3)   หยดแกรมไอโอดีน (Gram iodine) จนทวมเชื้อที่สเมียร แลวทิ้งไว 1 นาที 

4.4)   ลางแกรมไอโอดีนออกดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ แลวยอมตอทันที 

4.5)   ลางสีออกดวยแอลกอฮอล 95% เพื่อใหแอลกอฮอลไหลละลายสีสวนเกินออก นาน 10-15 

วินาทีหรือจนสังเกตพบวาไมมีสีน้ําเงินละลายออกมากับแอลกอฮอลอีก 

  4.6)   ลางสไลดดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ 
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4.7)   ยอมซํ้าดวยสีซาฟานิน ( Safranin )  จนทวมเชื้อที่สเมียร  นาน  30  วินาที 

4.8)   ลางสไลดดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ ปลอยใหสไลดแหงสนิท หรือซับ ดวยกระดาษทิชชู 
 

 


