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บทคัดยอ 

 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากฟองน้ําทะเล 7 ชนิด ที่เก็บจากพื้นที่ในโครงการอนุรักษพันธุกรรม

พืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี บริเวณเกาะจวง และ

เกาะปลาหมึก หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พบวามีแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ําใน

ปริมาณที่แตกตางกัน สามารถพบประชากรแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองน้ําแตละตัวอยางแตกตางกันโดยพบ

มีแบคทีเรียอาศัยอยูมากที่สุด ฟองน้ําเคลือบบางสีแดงCHUANG 57-A 03  Monanchora unguiculata 

จํานวน 4.55 x 106  โคโลนีตอกรัม และ จํานวนนอยที่สุดใน ฟองน้ําทอพุมสีแดง MHUK 57-B 02  

Xestospongia testudinaria จํานวน  5.40 x 104  โคโลนีตอกรัม ในสวนของน้ําทะเลไดทําการเก็บจาก

บริเวณรองน้ําระหวางเกาะลูกลม ถึงเกาะแรด พบมีแบคทีเรียเจริญไดในประชาคมจํานวนตั้งแต 9.0 x 102  

ถึง 7.7 x 104  โคโลนีตอมิลลิลิตร สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีแตกตางกันใหบริสุทธิ์ไดจาก

ฟองน้ํา  41  สายพันธุ จากน้ําทะเล 9 สายพันธุ ทีแ่สดงถึงความหลากหลายและลักษณะทางพันธุกรรม

ของแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลพื้นที่ปกปกพันธุกรรมพืชทางทะเล หมูเกาะแสมสาร จังหวัด

ชลบุร ีการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเล ยังอยูในระหวางการศึกษา 

นอกจากนี้ยังมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ จากแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับ
ฟองน้ําทะเลเพื่อการนําไปใชประโยชน    โดยทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทะเลแตละสายพันธุที่คัดแยกได
ไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ กับตัวแทนแบคทีเรียกรัมบวกไดแก  Staphylococcus aureus 
ATCC25923; Bacillus subtillus ATCC6633; และกรัมลบไดแก Pseudomonas aeruginosa 
ATCC27853; Vibrio anguilarum; Escherichia coli ATCC25922)  ดวยวิธี Disc Diffusion Agar 
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Assay  พบวามีแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ําจํานวน 6 สายพันธุ ที่มฤีทธิ์ชีวภาพในการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียทดสอบทั้งแกรมบวกหรือแกรมลบ B. subtillus , S. aureus และ V. anguilarum โดยใน
จํานวนนี้พบที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดทั้งแกรมบวกและแกรมลบไดมีเพียง 2 สายพันธุ ไดแก 
CHUAHG A 1-1,  และ RAD - 5 
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บทที่ 2   

 

บทนํา 

 
งานวิจัยนี้ดําเนินงานเพื่อสนองพระราชดําริภายใต โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก

พระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี ในบริบท กิจกรรมที ่2 กิจกรรมสํารวจ

เก็บรวบรวมพันธุกรรมพืช ของ กรอบการเรียนรูทรัพยากร โครงการวิจัยนี้กิจกรรมสํารวจเก็บรวบรวม

พันธุกรรมนําเทคโนโลยีชีววิทยาโมเลกุลมาประยุกตใชเพื่อชวยแกปญหาดานงานอนุกรมวิธานสําหรับการ

บงชี้ และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียทะเลในประชาคมหลากชนิดที่อาศัยอยูกับฟองน้ําและในน้ําทะเล  

ซึ่งยังคงมีความสับสนโดยเฉพาะจุลชีพกลุมแบคทีเรียทะเล บงชี้ไดยาก และ/หรือที่ไมสามารถบงชี้หรือจัด

จําแนกไดดวยวิธีการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยาแตเพียงอยางเดียว เนื่องจากเครื่องหมายทาง

พันธุกรรม คือขอความหรือลําดับเบสบนจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่มีความจําเพาะไมมีผลเปลี่ยนแปลงจากปจจัย

ภายนอกเหมือนกับลักษณะสัณฐานวิทยา ที่ลักษณะปรากฏภายนอกเกิดจากการควบคุมและการ

แสดงออกของยีนบนจีโนม ในโครงการวิจัยนี้จึงเริ่มทดลองศึกษากับแบคทีเรียทะเลหลากชนิดที่อาศัยอยู

กับฟองน้ําและในน้ําทะเล  เปนอันดับแรก ซึ่งมีปญหาในดานการจัดจําแนกในงานอนุกรมวิธาน ลักษณะ

ชีววิทยาและนิเวศวิทยาบางประการ ซึ่งขอมูลและเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจะเปนแนวทางใหทราบ

ถึงความสัมพันธในสายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูรวมกันในแหลงอาศัยนี้อีกดวย ก็จะรักษา

พันธุกรรมดั้งเดิมซึ่งจะทําการศึกษาและนํามาใชประโยชนตอไปเมื่อมีความพรอม การสํารวจ ทํารหัส

ประจํา เพื่อรวบรวมเปนฐานขอมูลในพื้นที ่ 

  จึงมีความจําเปนอยางยิ่งในการศึกษาการจําแนกสายพันธุโดยวิธีทางชีวโมเลกุล เพื่อนําไปสูการ

พัฒนาพันธุ และเก็บเปนลายพิมพดีเอ็นเอของฟองน้ําและจุลชีพชนิดนั้น ๆ เครื่องหมายพันธุกรรมที่ไดนี้จะ

เปนฐานขอมูลสากลของฟองน้ําทะเลและสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลของไทยตอไปในอนาคต  

จากการศึกษาที่ผานมาทําใหขยายการดําเนินงานเพื่อสนองพระราชดําริ ในกรอบที่ 2 คือ กรอบ

การใชประโยชน โดยดําเนินงานสนับสนุน กิจกรรมที่ 4 กิจกรรมอนุรักษและใชประโยชนพันธุกรรมพืช 

เปนกิจกรรมที่ดําเนินการศึกษาประเมินศักยภาพพันธุกรรมจุลินทรีย ที่สํารวจเก็บรวบรวมและเก็บรักษาไว  

โดยมีการศึกษาดําเนินการในหองปฏิบัติการมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียที่เก็บรักษาและ

เพาะเลี้ยงได เชน ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ตลอดจนคัดแยกแบคทีเรียที่สรางรงค

วัตถุชีวภาพที่นาสนใจ เพื่อเปนแนวทางการพัฒนาการใชประโยชนของทรัพยากรในทองถิ่นในดานอื่นๆ 

นําไปสูการวางแผนพัฒนาพันธุพืชและทรัพยากรตาง ๆ ตอไปในอนาคต   

 มหาสมุทรของโลกกําลังประสบกับความเครียดเปนประวัติการณจากผลกระทบของมนุษยเชน

สารอาหารที่เพิ่มขึ้นไหลบา การประมงที่มากเกิน และการเพิ่มการปลอยกาซเรือนกระจกที่เปนสาเหตุของ
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การเปลี่ยนแปลงในมหาสมุทรทางเคมีและอุณหภูมิประชาคมทางวิทยาศาสตรตองการความรูและ

เครื่องมือที่จะคาดการณวาการเปลี่ยนแปลงเหลานี้จะมีผลวิกฤตตอระบบนิเวศของมหาสมุทร ในสังคมที่

เกี่ยวโยงกับหนาที่ที่สําคัญมาก ในเปาหมายระยะยาวของ MMI คือ ความสามารถที่จะเขาใจที่ครอบคลุม

ของกลุมจุลินทรียในทะเล รวมทั้งความหลากหลายทางพันธุกรรมองคประกอบของพวกเขาและหนาที่; 

บทบาทตอระบบนิเวศในมหาสมุทรและผลการสรางเสริมสุขภาพของมหาสมุทรตลอดผลผลิต 

 แ บ ค ที เ รี ย มี บ ท บ า ท สํ า คั ญ ใ น ก า ร เ ป ลี่ ย น แ ป ล ง ข อ ง ค า ร บ อ น ใ น ท ะ เ ล 

ระบบนิเวศและความสําคัญของเชื้อแบคทีเรีย heterotrophic ในทะเล การทํางานในระบบนิเวศไดรับการ

ยอมรับเปนอยางดี (Azam et al., 1983) พวกเขาเปนองคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศทางทะเล 

ความอุดมสมบูรณและชีวมวลมีสูง มีกระบวนการมากกวากึ่งหนึ่งของมวลรวมผลผลิตเบื้องตนและการมี

ปฏิสัมพันธกันอยางแพรหลาย กับสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ (Azam, 1998; Fuhrman, 2002) ปริมาณมวลชีวภาพ 

สามารถเทียบไดกับของแพลงกตอนพืชในเขต euphotic (Cho และ Azam, 1990; Mitchel et al, 

1989;.. Simon et al, 1992) 

 แมจะมีความสําคัญดังกลาวแตในทะเลเรื่อง biogeochemistry มีความยากลําบากในการ

วิเคราะหและการจําแนกความแตกตางถิ่นที่อยูอาศัยในการจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยอาศัยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา ในชุมชนที่ซับซอน และความไมแนนอนในการเพาะเลี้ยงตามความแตกตางสายพันธุที่

ประกอบดวยชุมชนใหทําใหแบคทีเรียกลุม heterotrophic ตกอยูในปริศนา “black box” (Fuhrman 

และ Hagstrom, 2008) 

 ตอมาดวยเทคนิค denaturing gradient gel-electrophoressis ติดตามลายพิมพ DNA ชวยให

ประมาณการกลุมที่โดดเดนของ phylotype ใน ตัวอยางที่กําหนดได (Muyzer et al., 1993) ที่มีความ

หลากหลายมากของแบคทีเรีย assemblages เชนในดินนําเสนอหลาย ๆ วง (Muyzer และ Smalla, 

1998) ขยายโดยตรงและการวิเคราะหของ 16S rRNA ยีน ในน้ําทะเลยังไดรับรายงานมีแถบพันธุกรรม

มากถึง 20-35 แถบ(Schauer et al., 2000) 

      ในชวงฤดูฝน ฤดูรอน ของชายฝงประเทศไทยเปนภูมิภาคทีแ่ปรปรวนตามฤดูกาล ใน

กระบวนการทางชีวภาพทีเ่ดนชัด คือในชวงฤดูฝน ทะเลบริเวณใกลชายฝงที่อุดมไปดวยสารไนเตรทและ

ปริมาณมหาศาลของ drainages ที่ดินในชวงระยะเวลามรสุมสูงสุด (กรกฎาคม-ตุลาคม) ปริมาณคลอโรฟล

เพิ่มผลผลิตที่มักจะนําไปสูการลดลงของ ออกซิเจนละลายน้ําและ denitrification ซัลเฟตที่เพิ่มขึ้นมาก

เกินไป อุณหภูมบิรรยากาศ 35-39 oC (ระหวาง ฤดูรอน: กุมภาพันธ- เมษายน ฤดูฝน: กรกฎาคม-ตุลาคม) 

และ 25 – 29 oC (ระหวาง 'ฤดูหนาว': ธันวาคม -มกราคม) ทะเลใกลชายฝง อุณหภูมิพื้นผิวยังคงอุน 

ขณะที่ผลกระทบของเหตุการณเหลานี้ในชุมชน autotrophic กม็ีรายงานตลอด 

การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียในบริเวณชายฝงทะเลไทยไมมีรายงานปรากฏ 

ดังนั้นการวิเคราะหดวยเทคนิค denaturing gradient gel-electrophoressis ติดตามลายพิมพ DNA 

ชวยใหประเมนิความสําคัญตอการผันผวนองคประกอบของประชาคมแบคทีเรียได 



 
 

5

 จากการศึกษาของชุติวรรณและคณะ(2541) พบวาแบคทีเรียจากฟองน้ําทะเลของไทยมีฤทธิ์ใน

การตานจุลินทรียชนิดอื่นเชน นอกจากนี้ยังรายงานวาฟองน้ําชนิดเดียวกันที่เก็บในประเทศไทยสถานที่

เดียวกันแตแตกตางชวงเวลา จะใหสารประกอบและแบคทีเรียที่แตกตางกัน ดังนั้นจึงควรที่จะสนับสนุน

การศึกษาวิจัยดานผลิตภัณฑธรรมชาติจากทะเลใหมากยิ่งขึ้น และชวยกันศึกษาวิจัยหลายๆหนวยงานเพื่อ

เสริมสรางความเขมแข็งศักยภาพในการแขงขันของประเทศและสงเสริมใหประเทศไทยไดพึ่งพาตนเองใน

ดานอุตสาหกรรมยาอาหารเสริมและผลิตภัณฑเคมีไดมากขึ้นและเร็วยิ่งขึ้นทันตอการพัฒนาประเทศใน

อนาคตอันใกลนี้ 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

6.1 สนองพระราชดําริในโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพ

รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ในกิจกรรมที่ 2 กิจกรรมสํารวจเก็บรวบรวมพันธุกรรมพืช และกิจกรรม

ที่ 4 กิจกรรมอนุรักษและใชประโยชนพันธุกรรมพืช  

6.2 เพื่อศึกษาปริมาณแบคทีเรียทะเลในประชาคมและที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําและน้ําทะเล จาก

บริเวณหมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี เพื่อคัดแยกและจําแนกชนิดของแบคทีเรียของไทยที่มฤีทธิ์ทาง

ชีวภาพตางๆ 

6.3 เพื่อตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพในการตานแบคทีเรียจากแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเล 

 

 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

  

ดําเนินการศึกษาปริมาณแบคทีเรียทะเลในประชาคมในสิ่งแวดลอม คัดเลือกตัวอยางแบคทีเรียทะเล

ที่คัดแยกไดจากฟองน้ําจากบริเวณพื้นที่ปกปกษพันธุกรรมพืช ในพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี เพื่อตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ เชน ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 

(anti-bacterial activity) และคัดแยกแบคทีเรียที่สรางสารชีวรงควัตถ ุของจุลชีพ(แบคทีเรียทะเล) 

ตลอดจนจําแนกชนิดและศึกษาทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเล ซึ่งจะเปนแนวทางตอการดําเนิน

การศึกษาดานสารประกอบทางเคมีสําคัญที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ ที่นาสนใจตอไป 
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บทที่ 2   
 

เอกสารงานวิจัยทีเ่กี่ยวของ 
 

 Azam และคณะ (1983)ไดแสดงใหเห็นบทบาทสําคัญของ แบคทีเรียทะเลในการเปลี่ยนแปลง

ของคารบอนระบบนิเวศทางทะเลและโดยเฉพาะความสําคัญของเชื้อแบคทีเรีย heterotrophic ซึ่งเปน

องคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศทางทะเล ไดรับการยอมรับเปนอยางดีวา ใหความอุดมสมบูรณและ

ชีวมวลมีสูง มีกระบวนการมากกวากึ่งหนึ่งของมวลรวมผลผลิตเบื้องตนและการมีปฏิสัมพันธกันอยาง

แพรหลาย กับสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ (Azam, 1998; Fuhrman, 2002; 2008) ปริมาณมวลชีวภาพ สามารถเทียบ

ไดกับของแพลงกตอนพืชในเขต euphotic (Cho และ Azam, 1990; Mitchel et al, 1989;.. Simon et 

al, 1992)  

เมื่อเร็วๆ นี้ Sigh และ Ramaiah (2011) ไดศึกษาประชาคมของแบคทีเรียในทะเลอาราเบียน

พบวา ผลวิเคราะหดวยวิธี DGGE ทําใหทราบถึงความผันผวนชั่วคราวของประชาคมแบคทีเรียในชวงกอน

มรสุม หลังมรสุม มรสุม ชี้ใหเห็นความสําคัญอยางยิ่งของแบคทีเรียกลุม gammaproteobacteria, 

bacteroidetes และ cyanobacteria ที่แปรปรวนไปกับพื้นที่ มีอิทธิพลโดยกระบวนการเกิดมรสุม 

ตลอดจนยังบงชี้อีกวาปริมาณ Chlorophyll a มีสวนสําคัญในการควบคุมองคประกอบในประชาคม

แบคทีเรีย(bacterial communities composition: BCC) จากระดับความลึกบนลงลาง ในขณะที่

ปริมาณไนเตรต นั้นควบคุมจากพื้นทองทะเลขึ้นมา และ BCC สามารถแปรปรวนไดสูงจากผลของ

ระยะทางในพื้นที่ภูมิศาสตรเล็กๆ  

จากการทดลองในระดับ mesocosm โดย Shafer และคณะ(2001) เพื่อศึกษาอิทธิพลของ

สารอาหารกับกิจกรรมและความหลากหลายของแบคทีเรียโดยรวม จากบริเวณทะเลเมดิเตอรเรเนียน พบ

การการเปลี่ยนแปลงในความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียเดน ตรวจสอบโดยลายพิมพ DGGE ของ

ผลิตภัณฑที่ไดมาจากวิธี เขารหัสยีนส PCR 16S rRNA ซึ่งไดแสดงรูปแบบแถบ DGGE ที่เปลี่ยนแปลง

ประชากรของแบคทีเรียที่มีความคลายคลึงกับ ลําดับยีนส 16S rRNA ของสมาชิกในกลุม alpha-, 

gamma- and delta-Proteobacteria and of the Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides 

phylum (CFB) นอกจากนี้ ยังใกลเคียงกับของกลุม Ruegeria-like bacteria  โดยเฉพาะ กลุม CFB 

กลายเปนกลุมที่โดดเดนในระหวางที่มีการเพาะบม ซึ่งชี้แนะใหเห็นถึงความสําคัญของประชากรเหลานี้ที่

เปนผูสรางผลผลิตของแบคทีเรียและกิจกรรมหลังระยะการบริโภคในการทดลอง 
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ตอมา Xing และ Ren (2006) ไดทดลองเปรียบเทียบใหเห็นวา วิธ DGGE นั้นสามารถใชอธิบาย

ถึงประชาคมจุลินทรียไดจากพื้นฐาน กรดอะมิโนบางสวน และติดตามแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไมไดและยีนส

เฉพาะได สามารถวิเคราะหความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงประชากรได 

 

แบคทีเรียทะเลนั้นนอกเหนือจากการมีบทบาทสําคัญในการเปนผูผลิตเบื้องตนในระบบนิเวศทาง

ทะเลแลว ปจจุบันนักวิทยาศาสตรทั่วโลกยังแสดงใหเห็นความสําคัญของแบคทีเรีย ที่จะเปนแหลงของ 

ผลผลิตทุติยภูมิ(secondary metabolites) ที่สรางขึ้นนั้นมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย เชน การตาน

จุลินทรีย การตานมะเร็ง การตานการอักเสบ ตลอดจนรงควัตถุชีวภาพที่สําคัญ(De Rosa et al.,2000; 

Faulkner 2000; Kim et al., 2008; Kim and Bhatnagar, 2011)    

สําหรับในประเทศไทยนั้นการศึกษาดานความหลากหลายของจุลินทรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ําและ

สิ่งมีชีวิตในทะเลนั้นสวนใหญจะมุงเนนไปที่ฤทธิ์ทางชีวภาพ การศึกษาดานพันธุกรรมและความสัมพันธ

ของจุลินทรีย มีนอย โดยเฉพาะประเทศไทย Dechsakulwatana และคณะ(2007) ไดรายงานถึงความ

หลากหลายของแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ําทะเลในพื้นที่อาวไทยที่มีความหลากหลายของฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่นาสนใจไดแก Pseudoalteromonas, Psedomonas, Vibrio  

จากผลการศึกษาวิจัยของชุติวรรณและคณะ(2541) Dechsakulwatana et al.(2007) และ

ขอมูลการวิจัยลาสุด พ.ศ. 2553-2554 (โดยการสนับสนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัย

แหงชาติ) ไดคนพบสารสําคัญจากแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ําหลายชนิดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพในการ

ยับยั้งจุลินทรียอื่น ฤทธิ์ในการตานเซลลมะเร็งไดหลายชนิด และยังมีศักยภาพในการสรางสารสี(รงควัตถุ

ชีวภาพ) เชน สาร Violacein(สีมวง) และ สาร Prodigiosin(สีแดง) ที่มีความคงตัวของสารรงควัตถุ (รูปที่ 

2) และจากผลการวิจัยของ Thawornwiriyanun., et al. (2009) ไดวิจัยพบแบคทีเรียทะเลที่อาศัอยูกับ

ฟองน้ําที่เก็บจากอาวไทย สายพันธุ Methylobacterium mesophilicum MAKB 08-4 สรางรงควัตถุ

ชีวภาพ Astaxanthin เปนตัวหลักใน Carotenoids ที่มีสีเหลืองสมที่นิยมใชเปนสีผสมอาหาร เปนสารที่มี

คุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ  

ตอมาในป ค.ศ. 2012 Thawornwiriyanun., et al. (2012)  ไดแสดงใหเห็นถึงศักยภาพที่สําคัญ

ของจุลินทรียทะเลที่เปนแหลงของสารสําคัญตัวยาและเวชสําอางทางทะเลโดยเฉพาะอยางยิ่งไดแก สาร

รงควัตถุแคโรทีนอยด กลุม ซีแซนทริน จากแบคทีเรียชนิดใหมทะเลของไทยที่มีพันธุกรรมใกลชิดกับ 

Sphingomonas phyllosphaerae และ Shingomonas (Blastomonas) nataloria   นอกจากนี้ 

Kim และ Bhatnagar (2011) ไดรายงานใหเห็นถึงศักยภาพที่สําคัญของทะเลที่เปนแหลงของสารสําคัญ

เวชสําอาง  เปปไตด กรดอะมิโน(MAAs) คอลลาเจน เอนไซม ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ antioxidant, 

antiwrinkle, antityrosinase และ antiacne โดยเฉพาะอยางยิ่งจุลินทรียทะเลที่จะเปนแหลงใหมของ

การคนหาและการผลิตเวชสําอางในปจจุบันและพัฒนาสูอุตสาหกรรมเวชสําอางในอนาคตตอไป  

นอกจากนี้ Rungprom และคณะ(2008) รายงานการศึกษาแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ํา Halisarca 
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ectofibrosa ที่เก็บจากชายฝงจังหวัดชลบุรี ที่มีประสิทธิภาพในการสรางสารเปปไตดชนิดใหมของโลก 

เมื่อจําแนกถึงระดับอณูพันธุกรรม ของแบคทีเรียเปน Pseudoalteromonas sp  

ดังนั้นการศึกษาและวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียในบริเวณชายฝงทะเลไทย

ไมมีรายงานปรากฏ ดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม DNA ชวยใหประเมนิความสําคัญตอการผันผวน

องคประกอบของประชาคมแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญตอระบบนิเวศได ตลอดจนการคัดแยกแบคทีเรีย

ทะเลเพื่อมาตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพและชีวรงควัตถุที่อาจนําไปพัฒนาใชประโยชนในทางเภสัชกรรมและ

เวชสําอางไดตอไปในอนาคต  
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บทที่ 3   

 

ระเบียบวิธวีิจัย 
 

ตอนที่ 1 การศึกษาปริมาณของแบคทีเรียในประชาคมสิ่งแวดลอมและที่อาศัยอยูกับฟองน้ําทะเล  

การเก็บตัวอยางน้ําทะเล ฟองน้ํา การคัดแยก ตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียทะเล และ

การศึกษาการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 

 

1.1 การเก็บตัวอยาง 

 1.1.1 ทําการเก็บตัวอยางฟองน้ําทะเล (โดยการดําน้ําแบบการใชเครื่องชวยหายใจใตน้ํา (SCUBA 

diving)) อยางนอย 4-8 ตัวอยาง จากบริเวณเกาะจวง และเกาะปลาหมึก หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ 

จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานที่ที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา ตัวอยางฟองน้ําที่เก็บไดสวน

หนึ่งจะนําไปสกัดแยกดีเอ็นเอและเก็บรักษาไวในเอทธานอล 99% เพื่อไวใชงานในหองปฏิบัติการ ตอไป 

 1.1.2 ทําการเก็บตัวอยางน้ําทะเล ใตผิวน้ํา 0.5 เมตร กลางน้ํา และพื้นทองน้ํา ในบริเวณ หมู

เกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานที่ที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา 

สิ่งแวดลอม 

 ตรวจวัดคาคุณภาพน้ําพารามิเตอรดวยเครื่อง YSI  วัดคาอุณหภูมิของน้ําทะเลความเค็ม pH, 

ออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 

      ตัวอยางน้ําทะเลจะถูกแบงเปน 2 สวน สวนแรกจะถูกนําไปดําเนินการศึกษาลักษณะทาง

พันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรีย และสวนที่สองนําไปศึกษาการใชประโยชน โดยดําเนินการดังนี้ 

 

1.2 การตรวจปริมาณแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได(Total Viable Bacteria) และการคัดแยกแบคทีเรีย

ทะเลใหบริสุทธิ์ (Isolation and Purification) 

 ทําการเกลี่ยกระจายตัวอยางฟองน้ําและน้ําทะเล ที่ผานการเตรียมตัวอยาง ลงบนจานอาหารเลี้ยง

เชื้อ Modified Zobell Medium บมที่อุณหภูมิหอง(26 °C) เปนเวลา 3-5 วัน นํามาคัดเลือกโดยดูจาก

ลักษณะสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันของโคโลนีแบคทีเรีย แลวทําการคัดแยกใหบริสุทธิ์ และเก็บรักษาสาย

พันธุไวเพื่อใชในการศึกษาตอไป 
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1.3 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม (อยูในระหวางการศึกษา) 

ทําการสกัดดีเอ็นเอทํา 2 ซ้ํา ทั้งสองตัวอยางน้ํา (~ 2 ลิตร) เปนกรองผานตลับ : Sterivex ที่ใส

เมมเบรน กรองขนาดรู 0.2 µm เพื่อทําการกรองเก็บเซลลจุลินทรียสําหรับการสกัดดีเอ็นเอภายหลัง เติม

ตลับเต็มดวย 1.8 ml buffer (50 mM Tris pH 8.3, 40 mM EDTA และซูโครส M 0.75)  ปดผนึกและแช

แข็ง นํากลับไปยังหองปฏิบัติการและเก็บไวที่ - 80 องศาเซลเซียสจน-กวาจะดําเนินการวิเคราะห การสกัด

ดีเอ็นเอ และการทําใหบริสุทธิ์ถูกพาตัวออกตามที่อธิบายโดย Ferrari และ Hollibaugh (1999) ในทุก

ทั้งหมด 72 extractions ถูกสรางขึ้นมา และดีเอ็นเอจากตัวอยางซ้ําถูก pooled ความสมบูรณของ

ทั้งหมด 36 ดีเอ็นเอสิ่งแวดลอมถูกตรวจสอบเมื่อ 0.7% agarose gel  

อยางไรก็ตามควรเพิ่มการตรวจสอบใหไดหลายชนิดมากที่สุดเทาที่เปนไปได  ควรดําเนินการ

สําหรับแตละตัวอยางซ้ําเปนผลิตภัณฑ PCR ถูก pooled ออกและทดสอบซ้ําบน 2% agarose gel 

แบงตัวอยางน้ําทะเล 25 มล. ถูกเก็บรักษากับฟอรมาลดีไฮดบัฟเฟอร ( ที่ 2% ความเขมขน

สุดทาย) และเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียสในที่มืดจนนําขึ้นสําหรับการวิเคราะห การสุมตัวอยางที่เก็บรักษาไว 

ตัวอยางน้ําทะเลยอมดวย 4'6'-diamidino-2- phenylindole (DAPI; 1 Jg ML-1, ความเขมขนสุดทาย) 

และกรองบนแผนเมมเบรนสีดําขนาด 0.2 µm (โพลีคารบอเนตเมมเบรน (Millipore,) U.S.A  นําแตละ

ตัวอยางไปนับใตกลองจุลทรรศน Epifluorescence โดยใช Olympus (BX 51, ญี่ปุน) นับขั้นต่ํา 10 

พื้นที ่แลวหาคาเฉลี่ย TBC 

การสกัดดีเอ็นเอ:  

สกัดดีเอ็นเอทํา 2 ซ้ํา ทั้งสองตัวอยางน้ํา (~ 2 ลิตร) เปนกรองผานตลับ : Sterivex ที่ใสเมมเบรน 

กรองขนาดรู 0.2 µm เพื่อทําการกรองเก็บเซลลจุลินทรียสําหรับการสกัดดีเอ็นเอภายหลัง เติมตลับเต็มดวย 

1.8 ml buffer (50 mM Tris pH 8.3, 40 mM EDTA และซูโครส M 0.75)  ปดผนึกและแชแข็ง นํา

กลับไปยังหองปฏิบัติการและเก็บไวที่ - 80 องศาเซลเซียสจน-กวาจะดําเนินการวิเคราะห การสกัดดีเอ็นเอ 

และการทําใหบริสุทธิ์ถูกพาตัวออกตามที่อธิบายโดย Ferrari และ Hollibaugh (1999) ในทุกทั้งหมด 72 

extractions ถูกสรางขึ้นมา และดีเอ็นเอจากตัวอยางซ้ําถูก pooled ความสมบูรณของทั้งหมด 36 ดีเอ็น

เอสิ่งแวดลอมถูกตรวจสอบเมื่อ 0.7% agarose gel  

อยางไรก็ตามควรเพิ่มการตรวจสอบใหไดหลายชนิดมากที่สุดเทาที่เปนไปได  ควรดําเนินการ

สําหรับแตละตัวอยางซ้ําเปนผลิตภัณฑ PCR ถูก pooled ออกและทดสอบซ้ําบน 2% agarose gel 
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ตอนที่ 2 การศึกษาการใชประโยชน การตรวจหาฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐานที่ทดสอบ 

(Screening of anti-bacterial activity) 

 

2.1 นําตัวอยางน้ําทะเล 0.1 มล. เกลี่ยกระจายบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย modified Zobell  อีก

สวนน้ําทะเล 10 มล. กรองผานชุดกรอง ที่ใสเมมเบรน กรองขนาดรู 0.2 µm เพื่อทําการกรองเก็บเซลล

จุลินทรีย นําแผนที่กรองไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน นําจานตัวอยาง

ที่มีโคโลนีแบคทีเรียเจริญขึ้นนับจํานวนแบคทีเรีย บันทึกผล จากนั้นคัดแยกแบคทีเรียแบบสุมไปเพาะเลี้ยง

ใหบริสุทธิ์ เก็บรักษาแตละสายพันธุที่แยกได เพื่อนําไปตรวจหาฤทธิ์ทางชีภาพตอไป 

2.2 เลี้ยงเชื้อสายพันธุมาตรฐาน  (Standard  test  strain)  ในอาหารวุน  Tryptic Soy Agar medium 

หรือ Mueller Hinton medium บมเชื้อที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง   

- การถายเชื้อ  ลงในหลอดอาหารเหลว TSB   (heavy  inoculate)  บมเชื้อที่ 

อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ชั่วโมง  ภายในการเขยาในแนวราบ  (100  รอบตอนาที) 

         - วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  (O.D.  ที่  600  nm)  ของเชื้อ 

Standard  test  strain  โดยจะใชทําการทดลองเมื่อมีคา  O.D.  ประมาณ  0.5 – 1.0 

         - ดูดเชื้อปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  หยดลงใน Tryptic Soy Agar medium หรือ Mueller Hinton 

medium plate  แลวเกลี่ยเชื้อใหกระจายทั่วจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทําซ้ํา  2  จาน  (duplicates) 

การเตรียม  Standard  test  strains ไดแก 

     

แกรมบวก แกรมลบ 

-  Staphylococcus  aureus  ATCC25923 -  Vibrio  . anguillarum  / Vibrio 

parahaemolyticus 

-  Bacillus  subtilis  ATCC6633 - Pseudomonas aeruginosa ATCC 

-  Micrococcus luteus - Escherichia  coli  ATCC25922 

 

2.3 การตรวจสอบฤทธิ์ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียที่กําหนด  (Screening  of  Antimicrobial activity  

assay) 

    การตรวจหาฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียที่ทดสอบ(target strains) และยืนยันผล (Screening 

of antimicrobial activity 

              2.3.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากฟองน้ํา  (test  strain) 

         - เลี้ยงแบคทีเรียจากฟองน้ําแตละสายพันธุ  (test  strain)  บนอาหารวุน  modified Zobell 

agar  slant  บมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง   
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         -  ทําการถายเชื้อลงอาหารเหลว  modified Zobell  broth   (Heavy  inoculate)  ที่มีปริมาตร 

5 มิลลิลิตร หรือ 1-10  ลิตร บมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง  ภายใตการเขยาใน

แนวราบ  (100 รอบตอนาที) 

         - วัดคาการดูดกลืนแสง  ที่ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  (O.D.  ที่  600  nm)  และนําเชื้อที่มี

คา  O.D.  ระหวาง  0.6 – 1.0  มาทําการทดสอบตอไป 

 ทําการทดสอบโดยวิธี Disc Diffusion Assay วัดผลประสิทธิภาพการยับยั้งจากขนาดเสนผาน

ศูนยกลางของบริเวณที่ยับยั้ง(inhibition zone)  โดยหยดเชื้อหรือสารลงบน antibiotic assay disc (AA 

disc) แลววางลงบนจานเพาะเชื้อมาตรฐาน โดยสังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

         -  นํา  antibiotic  assay  disc  (AA  disc)  ที่ปราศจากเชื้อ  ขนาด  13  มิลลิเมตร  วางบน  

petri dish  ที่ปราศจากเชื้อ  จากนั้นดูดเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากฟองน้ํามา  0.1  มิลลิเมตร  มาหยดลง

บน  sterile AA disc  ทิ้งไวสักครู  แลวนําไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อ  standard  ที่เตรียมไวแลว

นําไปบมไวที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน 20 – 24 ชั่วโมง  และควบคุมการทดลองโดยใช  

standard  antibiotic  disc ที่มี  Oxytetracyclin  30  ไมโครกรัมและ  Streptomycin  10  ไมโครกรัม  

ตอ  disc  โดยทํากาทดสอบซ้ํา  2  ครั้ง  (duplicates) 

 สวน 1-10  ลิตร  นําไปปนเหวี่ยงแยกสวนของเซลลและน้ําเลี้ยง นําไปสกัดดวยสารละลาย ethyl 

acetate, chloroform: methanol, ethanol แลวทําการละเหยแหง เมื่อจะนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

จึงละลายดวย Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขมขนตามที่ตองการ 

 -  ทําการวัดผลฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียโดยการวัดขนาดของบริเวณที่ยับยั้ง (inhibition zone) 

โดยสังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 สําหรับแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียที่กําหนดจะนํามาทดสอบสารสกัดเบื้องตนเพื่อเปน

แนวทางในการพัฒนานําไปใชประโยชนในขั้นตอนตอไปในอนาคต 

 

การตรวจสอบขั้นยืนยันผลฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐาน 

 ทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทะเลที่มฤีทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐาน ใหไดปริมาณ 1-10  ลิตร  

นําไปปนเหวี่ยงแยกสวนของเซลลและน้ําเลี้ยง นําไปดําเนินการสกัดสารอยางหยาบจากแบคทีเรียทะเลดวย

ตัวทําละลาย ethyl acetate, ตัวทําละลายผสม chloroform: methanol, หรือ ethanol แลวทําการลฃ

ระเหยแหงภายใตการลดความดัน (Vacuum Rotary Evaporator) เมื่อจะนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จึง

ละลายดวย Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขมขนตามที่ตองการ ทําการทดสอบและวัดผล

เชนเดียวกับในตอนที่ 2 
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บทที่ 4 

      

ผลการทดลองและการอภิปรายผล 
 

ตอนที่ 1 การศึกษาปริมาณของแบคทีเรียในประชาคมสิ่งแวดลอมและที่อาศัยอยูกับฟองน้ําทะเล  

การเก็บตัวอยางน้ําทะเล ฟองน้ํา การคัดแยก ตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียทะเล และ

การศึกษาการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 

 

1.1 การเก็บตัวอยาง 

 ทําการเก็บตัวอยางฟองน้ําทะเลและตัวอยางน้ําทะเล (โดยการดําน้ําแบบการใชเครื่องชวยหายใจ

ใตน้ํา (SCUBA diving)) ได  7 ตัวอยาง จากบริเวณเกาะจวง และเกาะปลาหมึก และทําการเก็บตัวอยาง

น้ําทะเลจากบริเวณรองน้ําระหวาง เกาะลูกลมและเกาะแรด จํานวน 3 สถานี หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัต

หีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานที่ที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา ตัวอยางฟองน้ําที่เก็บได

สวนหนึ่งจะนําไปสกัดแยกดีเอ็นเอและเก็บรักษาไวในเอทธานอล 99% เพื่อไวใชในการศึกษาลักษณะทาง

พันธุกรรมในหองปฏิบัติการตอไป 

 

1.2 การตรวจปริมาณแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไดและการคัดแยกแบคทีเรียทะเลใหบริสุทธิ์ 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากฟองน้ําทะเล 7 ชนิด ที่เก็บจากพื้นที่ในโครงการอนุรักษพันธุกรรม

พืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี บริเวณเกาะจวง และ

เกาะปลาหมึก หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พบวามีแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ําใน

ปริมาณที่แตกตางกัน สามารถพบประชากรแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองน้ําแตละตัวอยางแตกตางกันโดยพบ

มีแบคทีเรียอาศัยอยูมากที่สุด ฟองน้ําเคลือบบางสีแดงCHUANG 57-A 03  Monanchora unguiculata 

จํานวน 4.55 x 106  โคโลนีตอกรัม และ จํานวนนอยที่สุดใน ฟองน้ําทอพุมสีแดง MHUK 57-B 02  

Xestospongia testudinaria จํานวน  5.40 x 104  โคโลนีตอกรัม ในสวนของน้ําทะเลไดทําการเก็บจาก

บริเวณรองน้ําระหวางเกาะลูกลม ถึงเกาะแรด พบมีแบคทีเรียเจริญไดในประชาคมจํานวนตั้งแต 9.0 x 102 

ถึง 7.7 x 104  โคโลนีตอกรัม สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีแตกตางกันใหบริสุทธิ์ไดจาก

ฟองน้ํา  41  สายพันธุ จากน้ําทะเล 14 สายพันธุ ที่แสดงถึงความหลากหลายและลักษณะทางพันธุกรรม

ของแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลพื้นที่ปกปกพันธุกรรมพืชทางทะเล หมูเกาะแสมสาร จังหวัด

ชลบุร ีการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเล ยังอยูในระหวางการศึกษ และเก็บรักษาสาย
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พันธุแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Zobell 0.3% agar ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 1, และ

ตารางที่ 2 ตามลําดับ และตัวอยางฟองน้ําและแบคทีเรียทะเลที่เพาะเลี้ยงไดดังแผนภาพที่ 1   

เมื่อไดแบคทีเรียบริสุทธิ์แลว ทําการเก็บรักษาเพื่อดําเนินการทําการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน 

ฤทธิใ์นการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐานที่ทดสอบ  

 

ตอนที่ 2  การตรวจสอบขั้นยืนยันผลฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐาน 
 
นอกจากการศึกษาประชาคม และลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเลแลว ยังมีในสวนของ

การศึกษาเพื่อตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ จากจุลชีพที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลและในน้ําทะเลเพื่อ
การนําไปใชประโยชน    โดยทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทะเลแตละสายพันธุที่คัดแยกไดไปทดสอบฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญ กับตัวแทนแบคทีเรีย  ดวยวิธี Disc Diffusion Agar Assay  พบวา  พบวามีแบคทีเรีย
ที่อาศัยอยูกับฟองน้ําออกฤทธิ์ชีวภาพจํานวน 5 สายพันธุ โดยในจํานวนนี้พบที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียแก
รมบวก B. subtillus ; S.  aureus  ได ไดแกสายพันธุ CHAUNG 57 A 1-2, CHAUNG 57 B 2-4,  
MHUK 57 B 1-3 B จากฟองน้ํา โดยในจํานวนนี้พบที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบที่ทดสอบ V. 
anguilarum มีเพียง 2 สายพันธุ  

และเมื่อดําเนินการเพาะเลี้ยงทดสอบซ้ําเพื่อตรวจหาประสิทธิภาพเพื่อยืนยันฤทธิ์ในการยับยั้งการ

เจริญกับตัวแทนแบคทีเรียดวยวิธี Disc Diffusion Agar Assay  พบวามีแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ํา

ยังคงแสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง ซึ่งยังมีประสิทธิภาพ  
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ตารางที่ 1 จํานวนแบคทีเรียทะเลที่แยกไดจากฟองน้ําบริเวณเกาะจวง และเกาะปลาหมึก หมูเกาะ

แสมสาร  อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี 
 

 

รหัส 

 

ชื่อฟองน้ํา จํานวนแบคทีเรีย

ทะเลทั้งหมดที่พบใน

ฟองน้ํา(CFU/g) ชื่อไทย ชื่อวิทยาศาสตร 

CHUANG 57-A 01 ฟองนํ้าครกสีน้ําตาลเหลือง Xestospongia testudinaria  2.54 x 105 

CHUANG 57-A 02 ฟองน้ําสีน้ําเงิน Neopetrosia sp. "blue" 1.86 x 105 

CHUANG 57-A 03 ฟองน้ําเคลือบบางสีแดง Monanchora unguiculata 4.55 x 106 

CHUANG 57-A 04 ฟองน้ําสีดําเมือกมวง Iotrochota baculifera 7.98 x 105 

MHUK 57-B 01 ฟองนํ้ากอนหนามสีดํา Clathria (Thalysia) reinwardti 1.41 x 105 

MHUK 57-B 02 ฟองน้ําครกสีน้ําตาลเหลือง Xestospongia testudinaria 5.40 x 104 

MHUK 57-B 03 ฟองน้ํายืดหยุนสีดํา Hyrtios  erectus  1.59 x 106 
 
 
 

3. วิเคราะห สรุปผล และเสนอแนะ เพื่อเปนแนวทางสําหรับดําเนินการในแงมุมอื่น ๆ เพิ่มเติม 
 

ตารางที่ 2 จํานวนแบคทีเรียทะเลที่แยกไดน้ําทะเลบริเวณระหวางเกาะลูกลมและเกาะแรด  

หมูเกาะแสมสาร อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี 

รหัส พื้นที่ จํานวนแบคทีเรียทะเลทั้งหมดที่พบ

ในน้ําทะเล(CFU/ml) 

1. LL  เกาะลูกลม 5.04 x 104 

2. LR-M กลางรองน้ําระหวางเกาะลูกลมและเกาะแรด 9.0 x 102 

3. RAD เกาะแรด 7.7 x 104 
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ตารางที่  3  ผลการยับยั้งแบคทีเรียที่ทดสอบ โดยแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ําบางชนิด  

(แสดงเปนคาเฉลี่ยของบริเวณที่ยับยั้ง: SA= Staphylococcus aureus; BS= Bacillus subtillus; VA= 

Vibrio anguillarum; EC= Escherichia coli)  

 

 

ลําดับ 

 

รหัสเชื้อ 

ผลของการยับยั้ง(มิลลิเมตร) 

B. subtilis S. aureus V. anguillarum E. coli 

1 CHUANG A 1-1 20.0 20.0 19.0 - 

2 CHUANG A 1-2 17.0 - - - 

3 CHUANG A 1-3 - - - - 

4 CHUANG A 1-4 - - - - 

5 CHUANG A 1-5 - - - - 

6 CHUANG A 1-6 - - - - 

7 CHUANG A 1-7 - - - - 

8 CHUANG A 2-1 - - - - 

9 CHUANG A 2-2 - - - - 

10 CHUANG A 2-3 - - - - 

11 CHUANG A 2-4 23.5 16.5 - - 

12 CHUANG A 2-5 - - - - 

13 CHUANG A 2-6 - - - - 

14 CHUANG A 3-1 - - - - 

15 CHUANG A 3-2 - - - - 

16 CHUANG A 3-3 - - - - 

17 CHUANG A 3-4 16.0 22.5 17.5 - 

18 CHUANG A 3-5 - - - - 

19 CHUANG A 3-6 - - - - 

20 CHUANG A 4-1 - - - - 

21 CHUANG A 4-2 - - - - 

22 CHUANG A 4-3 - - - - 

23 CHUANG A 4-4 - - - - 

24 CHUANG A 4-5 - - - - 
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ลําดับ 

 

รหัสเชื้อ 

ผลของการยับยั้ง(มิลลิเมตร) 

B. subtilis S. aureus V. anguillarum E. coli 

25 MHUK B 1-1 - - - - 

26 MHUK B 1-2 - - - - 

27 MHUK B 1-3 - - - - 

28 MHUK B 1-4 - - - - 

29 MHUK B 1-5 - - - - 

30 MHUK B 2-1 23.5 16.5 19.50 - 

31 MHUK B 2-2 - - - - 

32 MHUK B 2-3 - - - - 

33 MHUK B 2-4    - 

34 MHUK B 2-5 - - - - 

35 MHUK B 2-6 - - - - 

36 MHUK B 3-1 16.0 22.5 17.5 - 

38 MHUK B 3-2 - - - - 

39 MHUK B 3-3 - - - - 

40 MHUK B 3-4 - - - - 

41 MHUK B 3-5 - - - - 
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ตารางที่  3  ผลการยับยั้งแบคทีเรียที่ทดสอบ โดยแบคทีเรียทะเล 

(แสดงเปนคาเฉลี่ยของบริเวณที่ยับยั้ง: SA= Staphylococcus aureus; BS= Bacillus subtillus; VA= 

Vibrio anguillarum; EC= Escherichia coli)  
 

 

ลําดับ 

 

รหัสเชื้อ 

ผลของการยับยั้ง(มิลลิเมตร) 

B. subtilis S. aureus V. anguillarum E. coli 

1 LL - 1 - - - - 

2 LL - 2 17.0 - - - 

3 LL - 3 - - - - 

4 LL - 4 - - - - 

5 LL - 5 20.0 19.0 - - 

6 LL - 6 - - - - 

7 LR-M - 1 - - - - 

8 LR-M - 2 - - - - 

9 LR-M – 3 19.0 - - - 

10 LR-M – 4 - - - - 

11 LR-M – 5 - - - - 

12 LR-M - 6 - - - - 

13 RAD - 1 - - - - 

14 RAD - 2 - - - - 

15 RAD - 3 - - - - 

16 RAD - 4 - - - - 

17 RAD - 5 22.5 19.0 17.0 - 
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รูปที่ 1 ฟองน้ําเคลือบบางสีแดง(แทน) CHUANG -A 03 

Monanchora unguiculata  

รูปที่ 2 ฟองน้ําครก (แทน) MHUK -B 02  

Xestospongia testudinaria  

รูปที่ 3 ฟองน้ําสีน้ําเงิน (แทน) CHUANG -A 1-1 

Neopetrosia blue  
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รูปที่ 4 แบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ําเคลือบบางสี

แดง CHUANG 57-A 03 จํานวน  4.55 x 106 โคโลนีตอ

กรัม 

รูปที่ 5 แบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ํายืดหยุนสีดํา 

MHUK 57-B 03 ที่สามารถการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

จํานวน 1.59 x 106  โคโลนีตอกรัม 

แผนภาพที่ 1  ตัวอยางฟองน้ําและแบคทีเรียทะเลที่เพาะเลี้ยงได 
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บทที่ 5   

 

สรุปผลการวิจัย 
 

 ประชากรแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองน้ําแตละตัวอยางแตกตางกันโดยพบมีแบคทีเรียอาศัยอยูมาก

ที่สุด ฟองน้ําเคลือบบางสีแดง CHUANG 57-A 03  Monanchora unguiculata จํานวน 4.55 x 106  

โคโลนีตอกรัม และ จํานวนนอยที่สุดใน พบจํานวน  5.40 x 104  โคโลนีตอกรัม ในขณะที่สวนของน้ํา

ทะเลไดทําการเก็บจากบริเวณรองน้ําระหวางเกาะลูกลม ถึงเกาะแรด พบมีแบคทีเรียเจริญไดในประชาคม

จํานวนนอยตั้งแต 9.0 x 102 ถึง 7.7 x 104  โคโลนีตอมิลลิลิตร ซึ่งอาจเนื่องมาจากประชาคมแบคทีเรียที่

อาศัยอยูในฟองน้ําอาศัยบริโภคสารอาหารที่มีอยูอุดมสมบูรณภายในฟองน้ํา   

จากการตรวจสอบฤทธิ์ของแบคทีเรียทะเลที่แยกไดจากฟองน้ํา ในการสรางสารออกฤทธิ์ชีวภาพ

มาตานการเจริญของแบคทีเรียที่ทดสอบทั้ง 3 ชนิด ไดแก Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 

และ Vibrio anguillarum ในระยะเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งจากจํานวนแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ํา

จํานวน 41 สายพันธุที่แยกไดจากฟองน้ํา 7 ตัวอยาง พบวามีแบคทีเรียทะเล 6 สายพันธุ ที่แสดงฤทธิ์ใน

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบ คิดเปนรอยละ 14.6  จากผลการทดลองพบวาแบคทีเรียทะเลที่แยกได

จากฟองน้ําที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่ทดสอบทั้ง 2 ชนิด มีเพียง 2 สายพันธุ คือ สาย

พันธุ CHUANG A 1-1, และ MHUK 2-1 

 สรุปไดวา แบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ําสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรม

บวก(gram positive) ที่ทดสอบ 2 ชนิดคือ B. subtilis และS. aureus และแบคทีเรียแกรมลบ (gram 

negative) 1 ชนิดไดแก V. angullarum โดยไมพบแบคทีเรียทะเลที่สามารถยับยั้ง E. coli ที่ทดสอบได 

ดังนั้นจึงควรที่จะทําการเพาะเลี้ยงจํานวนมากเพื่อทําการสกัดใหไดสารสกัดหยาบจํานวนมาก 

แลวนําไปทดสอบในขั้นยืนยันฤทธิ์ทางชีวภาพ ในดานอื่น ๆ เชน ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ การศึกษาสารรงค

วัตถุชีวภาพเพิ่มเติม ตลอดจนการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียในประชาคมของระบบนิเวศ

ทางทะเลตอไป 
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