
 
 

บทที่ 3  
อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 

 

3.1 อุปกรณ 
  
          3.1.1 อุปกรณที่ใชในการเตรียมดิน 
            1. ชอนตักดิน    2. ถุงใสดิน 

 
            3.1.2 อุปกรณที่ใชในการทดลอง การแยกเชื้อบริสุทธิ์และกวาดเชื้อ  
            1. จานอาหารเล้ียงเชื้อ               2. หมอนึ่งความดันไอน้ํา  

            3. ตูบม                            4.  กลองถายรูปดิจิตอล 

            5.  เคร่ืองชั่ง     6.  สําลี 

            7. น้าํกล่ัน     8.  ตะเกยีงแอลกอฮอล 

            9. บีกเกอร    10. แทงแกว 

           11. หลอดทดลอง               12. ชอนตักสาร 

           13.  ปเปต    14. แทงแกวงอปลาย 

           15.  ยางดูด 3 ทาง   16. ทิชชู 

           17.  ขวดรูปชมพ ู                                      18. สมุดและปากกาจดบันทึก 

           19.  อะลูมิเนยีมฟอยส    
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          3.1.3 อุปกรณที่ใชในการตรวจดูลักษณะของ actinomycetes 
            1. กลองจุลทรรศน 

            2. กลองจุลทรรศนสเตอริโอ 

            3. กลอง Micro scope Stero Photo รุน FDX-35  (กลองจุลทรรศนถายรูปไดในระดับ 

                โคโลนีผิวหนา ) 

             4. กลอง Micro scope Bino cular Photo รุน ECLIPSE E600 (กลองจุลทรรศนถายรูป 

                 ไดในระดับเซลล ) 

 
         3.1.4 สารเคมีที่ใชในการเลี้ยง 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 วิธีการเก็บตัวอยาง 
เก็บตัวอยางจากดินในไรมันสําปะหลัง   ดินในไรออย  เก็บดินมา  10 กิโลกรัม จากพื้นที่10×10 

ตารางเมตร โดยเก็บ 5 จุด 

 
          3.2.1.2 ขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.  ชั่งสารตามสูตรที่กําหนด แลวนําไป Clave เพื่อฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

2.   ทําใหอาหารเล้ียงเชื้ออุน ๆ แตไมแข็งแลวรีบใสยาฆาเช้ือราและเช้ือแบคทีเรีย ตามขนาดความ

เขมขนของยาที่กําหนด   เขยาใหเขากัน 

3.   นําอาหารเล้ียงเชื้อที่ใสยาฆาเชื้อแลวเทใสจานอาหารเล้ียงเชื้อ 

4.  ปลอยใหจานอาหารเล้ียงเชื้อเย็นใหอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตัว ทิ้งไว 1 คืน น้ําไปใชเล้ียงเชื้อได 

 
         3.2.1.3 ขั้นตอนการทํา  Dilution 
1.  นําดินมาใสถาดผสมใหเขากัน ชั่ง 1 กรัมแลวนําไปใสใน flask  ที่มีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแลว 99 ml 

เขยาใหเขากัน 

2.   ใชไมโครปเปตดูดน้ําจาก flask มา 1 ml นําไปใสหลอดทดลองท่ีมีน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแลว 9 ml 

เขยาใหเขากัน มีทั้งหมด 6 หลอด 

3.  ใสในหลอด 10-2 เขยาใหเขากันแลวดูดจาก   10-2 ไปใสหลอด 10-3   เขยาใหเขากันแลวดูดจาก   

10-3   ไปใสหลอด 10-4   เขยาใหเขากันแลวดูดจาก   10-4   ไปใสหลอด10-5 เขยาใหเขากันแลวดูด

จาก   10-5 ไปใสหลอด 10-6เขยาใหเขากันแลวดูดจาก10-6ไปใส หลอด 10-7 เขยาใหเขากัน 
 
         3.2.1.4 ขั้นตอนการกวาดเชื้อ  ( Spread plate )  
1.   นํา  Dilution  ที่เตรียมไวในแตละความเขมขนต้ังแต  10-2- 10-7  โดยจะนํา  Dilution ที่ 10-2  

ใชไมโครปเปตดูดมา  0.1  ml  มาใสจานอาหารเล้ียงเชื้อที่มีความเขมขนของยา  0.3  กรัม  0.6  

กรัม  และ  0.8  กรัม  (ตอ  plate)  10-3-  10-7  ทําเชนเดียวกัน กับ   10-2  โดยที่ความเขมขนของ

ยาแตละความเขมขนใชตอ  plate  และใสเชื้อ  0.1  ml  ตอ  plate  เชนเดียวกัน 

2. โดยจะใชแทงแกวปลายงอกวาดเชื้อ (spreader) ซึ่งทําการฆาเช้ือแทงแกวปลายงอดวย

แอลกอฮอล 95% ลนไฟเพื่อทําการฆาเชื้อ 
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3. จานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ทําการกวาดเช้ือ (spreader) แลวนําไปใสตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ประมาณ 15 วัน เชื้อแอคติโนมัยซีสจะข้ึน  

 
            3.2.2 การตรวจเชื้อ actinomycetes โดยกลองสเตอริโอ 
 เมื่อ เชื้อ เจ ริญแลว  ก็นํา เ ช้ือมาตรวจดูดวยกลองสเตอริโอ  เพื่อแยกวา เปนเ ช้ือ 

actinomycetes    หรือเชื้อรา โดยแยกไดตามลักษณะที่บรรยายไวในบทที่ 2 แลวถายรูปจาน

อาหารที่มีเชื้อ actinomycetes  ดวยกลองดิจิตอล 

 
          3.2.3 การ streak เชื้อ actinomycetes เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเด่ียว 
                นําจานอาหารที่มีเช้ือ actinomycetes ซึ่งมีเช้ืออ่ืนอยูดวยมา streak เพื่อจะได

actinomycetes    ที่เปนโคโลนีเด่ียว จะ streak ภายใตกลองสเตอริโอเพื่อใหเห็นวาเราเข่ียเช้ือ

เฉพาะ actinomycetes มามและนําไปใสอาหาร YM โดยไมใสยาฆาเชื้อ และนําไปบมที่ ตูบม 

(over hotair) อุณหภูมิที่ 30 oC   เม่ือเช้ือแยกเปนโคโลนีเด่ียวก็นําไปถายรูปดวยกลอง Micro 

scope Stero Photo รุน FDX-35   (กลองจุลทรรศนถายรูปไดในระดับโคโลนีผิวหนา) 

 
         3.5.4 การแยกเชื้อ actinomycetes เพื่อนําไปยอมแกรมเพ่ือตรวจดูในระดับเซลล 
นําเช้ือไปยอมแกรมเพื่อดูลักษณะของ actinomycetes    

 
         3.5.4.1 ขั้นตอนการยอมแกรม  (Gram Stain) 
สเมียรเชื้อ   aetinomyces  จากจานเพาะเชื้อ  หยดน้ํากล่ันลงบนแผนสไลด  1  หยด   แลวใช  

loop  ตักเช้ือจากจานเพาะเช้ือ  (plate)  จํานวนเล็กนอย  (ประมาณเทาผงแปง) แลว เกล่ียใหเปน

แผนฟลมบางๆโดยวน  loop  ไปทางเดียวบนสไลด  ปลอยใหแหง แลวฮีทฟกซ  ดวยเปลวไฟ  6-4 

คร้ัง นําไปยอมสีแกรมที่อางน้ํา ดังวิธีตอไปนี ้

4.1)    หยดสีคริสตัล ไวโอเลต (Crystal Violet) จนทวมเชื้อที่สเมียร แลวทิ้งไว 1 นาที 

4.2)   ลางสียอมออกดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ แลวยอมตอทันที 

4.3)   หยดแกรมไอโอดีน (Gram iodine) จนทวมเชื้อที่สเมียร แลวทิ้งไว 1 นาที 

4.4)   ลางแกรมไอโอดีนออกดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ แลวยอมตอทันที 

4.5)   ลางสีออกดวยแอลกอฮอล 95% เพื่อใหแอลกอฮอลไหลละลายสีสวนเกินออก นาน 10-15 

วินาทีหรือจนสังเกตพบวาไมมีสีน้ําเงินละลายออกมากับแอลกอฮอลอีก 

  4.6)   ลางสไลดดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ 
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4.7)   ยอมซํ้าดวยสีซาฟานิน ( Safranin )  จนทวมเชื้อที่สเมียร  นาน  30  วินาที 

4.8)   ลางสไลดดวยน้ําประปาไหลผานชาๆ ปลอยใหสไลดแหงสนิท หรือซับ ดวยกระดาษทิชชู 
 

 


