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Isolation and Characterization of Plant Growth Promoting Bacteria 

 

รังปริญญา ค าหนองยาง1, ชยพล ศรีพันนาม2* 

ค าส าคัญ : บาซิลลัส 

บทน า ปัจจุบันมีการใช้สารเคมีเพ่ือเร่งการเจริญเติบโตของพืชกันอย่างแพร่หลาย ท าให้เกิดสารเคมีตกค้างในพืช
ลงสู่ดิน จึงมีความสนใจในการใช้จุลินทรีย์เพ่ือการเกษตรมากขึ้น โดยกลุ่มจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ในดินมี
บทบาทส าคัญในการเกษตรทั้งที่เก่ียวข้องกับการหมุนเวียนธาตุอาหารในดิน การย่อยสลายวัสดุสารอินทรีย์ต่างๆ 
ให้เป็นธาตุอาหารเกิดการหมุนเวียนธาตุอาหารกลับมาใช้ใหม่  รวมทั้งการใช้จุลินทรีย์เพ่ือเร่งการเจริญของพืช
ส าหรับทดแทนสารเคม ี 

วัตถุประสงค์ เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ซึ่งประกอบด้วยคุณสมบัติใน
การละลายฟอสเฟส การผลิตกรดอินทรีย์ การผลิตแอมโมเนีย และศึกษาคุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์ในการ
ป้องกันโรคพืช โปรติเอส เซลลูเลส อะไมเลส 

วิธีการทดลอง คัดแยกแบคทีเรียบนอาหาร Tryptone Soya Agar (TSA). โดยวิธี heat inactivation เมื่อได้เชื้อ
ตัวอย่างแล้วท าการทดสอบตามคุณสมบัติการละลายฟอสเฟสในอาหาร Pikovaskaya’s medium การผลิตกรด
อินทรีย์ในอาหาร minimal salt medium (MM9 broth) การผลิตแอมโมเนียในอาหาร peptone water การ
ผลิตโปรติเอส การผลิตเซลลูเลส การผลิตอะไมเลสในอาหารทีประกอบด้วย skim milk, 
carboxymethylcellulose และ starch ตามล าดับ  

ผลการทดลอง จากการศึกษาได้เชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 22 ไอโซเลต ซึ่งแบคทีเรียที่แยกได้ทุกตัวไม่มีคุณสมบัติ

ครบตามที่ต้องการ แต่พบว่าตัวอย่างหมายเลข H6, ห1, ห5, ห10 แสดงสมบัติที่ต้องการมากที่สุดคือ 

ความสามารถในการละลายฟอสเฟต การผลิตกรดอินทรีย์ การผลิตแอมโมเนียและการผลิตเอนไซม์ 

สรุปผลการทดลอง จากแบคทีเรียมี่แยกได้ 22 ไอโซเลต พบว่าแบคทีเรียหมายเลข H6, ห1, ห5, ห H6 มีศักยภาพ

ที่จะน าไปพัฒนาต่อเพราะสามารละลายฟอสเฟส,  ผลิตกรดอินทรีย์, ผลิตแอมโมเนีย, ผลิตโปรติเอส, ผลิตเซลลู

เลส, ผลิตอะไมเลส ได้ อย่างไรก็ตามยังต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมในด้านคุณสมบัติการเร่งการเจริญของพืชต่อไป 
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บทที่ 1 

บทน า 

ที่มาและความส าคัญของงานวิจัย 

ปัจจุบันโลกมีการมีการใช้สารเคมีเพ่ือเร่งการเจริญเติบโตของพืชกันอย่างแพร่หลาย เพราะหาซื้อได้ง่าย

และสะดวก ใช้เวลาในการเพาะปลูกน้อย แต่ส าหรับการใช้สารเคมีมีทั้งข้อดีและข้อเสีย โดยได้กล่าวถึงข้อดีมา

ข้างต้นแล้ว ส าหรับข้อเสียคือ ท าให้เกิดสารเคมีตกค้างในพืชลงสู่ดิน จากนั้นมนุษย์จึงได้เป็นผู้บริโภค การใช้

ปุ๋ยเคมีของเกษตรกรส่วนใหญ่มักหวังแต่พืชผลผลิตของพืชนั้นๆโดยไม่ค านึงถึงผลระยะยาวโดยปุ๋ยเคมี มี

ประโยชน์เพียงแค่บ ารุงการเจริญเติบโตของพืช แต่จะไม่บ ารุงดิน และมักเกิดผลตกค้างที่มีฤทธิ์เป็นกรด หรือเป็น

เกลือ และยังส่งผลต่อการเร่งการสลายตัวของอินทรียวัตถุในดิน และการปล่อยธาตุอาหาร ท าให้ ดินเกิด

เสื่อมสภาพทรุดโทรมลงอย่างรวดเร็วหากมีการใช้ติดต่อกันเป็นระยะเวลานาน (1) 

ในปัจจุบันจึงมีความสนใจในการใช้จุลินทรีย์เพ่ือการเกษตรมากขึ้น โดยกลุ่มจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ใน

ดินมีบทบาทส าคัญในการเกษตรทั้งที่เกี่ยวข้องกับการหมุนเวียนธาตุอาหารในดินโดยจุลินทรีย์จะท าหน้าที่ย่อย

สลายวัสดุสารอินทรีย์ต่างๆ (Decomposition) ให้เป็นธาตุอาหารเกิดการหมุนเวียนธาตุอาหารกลับมาใช้ใหม่ 

การเปลี่ยนรูปจากสารอินทรีย์ไปเป็นสารอนินทรีย์ (Mineralization) ท าให้เพ่ิมความเป็นประโยชน์ของธาตุ

อาหารพืช และการแปรสภาพอนินทรีย์สารหรือแร่ธาตุจากรูปที่ไม่เป็นประโยชน์ให้อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์กับ

พืช (Solubilization). ณัฎฐิมาและคณะ (2551) ศึกษาการเตรียมผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus subtilis 

ดินรากยาสูบ no. 4 โดยเพิ่มปริมาณ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 บนอาหารแข็ง Tryptic Soy Agar และบน

อาหารเหลว Tryptic Soy Broth ผสม magnesium sulfate ความเข้มข้น 0.1 M,methylcellulose ความ

เข้มข้น 2.5 % และผง talcum 1:4 (V:W) เมื่อน าผงเชื้อ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 ที่ผลิตได้ไปทดสอบ

ประสิทธิภาพของผงเชื้อ B.subtilis ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงพบว่าสามารถควบคุมโรคเหี่ยวได้ 60 % ใน

เรือนทดลองและ 30-37 % ในแปลง ทดลองปีที1่ และ 67.5-72.5% ในปีที่สอง (2) 

 บาซิลลัสเป็นแบคทีเรียที่มีความส าคัญต่อเทคโนโลยีชีวภาพค่อนข้างมาก แบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบได้

ทั่วๆ ไป ในดินปลูก ปุ๋ยคอก วัสดุปลูกรากพืชและผิวใบ ฯลฯ แบคทีเรียนี้สามารถหลั่งสารประกอบต่างๆ ที่สร้าง

ขึ้นออกสู่ภายนอกเซลล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แบคทีเรียนี้เพียงไม่กี่ Species ที่เป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคกับคน 

ส่วนใหญ่มีความปลอดภัย แบคทีเรียนี้เป็น aerobic bacteria ที่สร้างสปอร์ท่ีเรียกว่า endospore ที่มีความ

ทนทานต่อสภาพแวดล้อมเพ่ือการอยู่รอด 1 สปอร์ ใน 1 เซลล์เท่านั้น พบมีตามดินในสภาพในสภาพแวดล้อม
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ต่างๆ แบคทีเรียจ าพวกนี้พบได้ทั่วไปในดิน เจริญเติบโตได้โดยใช้สารอาหารจากการย่อยสลาย ของซากพืชและ

ซากอ่ืนๆ แบคทีเรียจ าพวกนี้สร้างและหลั่งเอนไซม์จ าพวกคาร์โบไฮเดรตและโปรติเอส ออกนอกเซลล์ได้หลาย

ชนิด  

โดยการเจริญเติบโตของพืชมีธาตุอาหารหลายชนิดที่มีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโต แต่ในธรรมชาติมี

ไม่เพียงพอจึงท าให้พืชไม่สามารถน ามาใช้ได้เช่น ฟอสฟอรัส กรดอินทรีย์ แอมโมเนีย เป็นต้น 

จากสภาพปัญหาดังกล่าว ท าให้มีความสนใจที่จะท าการศึกษาเกี่ยวกับการใช้จุลินทรีย์  (โดยมุ่งเน้น

ท าการศึกษาแบคทีเรียกลุ่มบาซิลลัส) เพ่ือเป็นตัวช่วยลดปัญหาดังกล่าวที่กล่าวมาข้างต้น และสามารถช่วยลด

การปนเปื้อนของเคมีสู่ธรรมชาติ จากนั้นน ามาท าการทดสอบความสารถในการสร้างเอนไซม์ไฮโดรไลติก 

(Hydrolytic enzymes) ท าหน้าที่เป็นตัวแทนในการป้องกันพืช ท าให้มีการเพ่ิมของเอนไซม์ไลติกของผนังเซลล์

เพ่ิมขึ้น ตัวอย่างเช่น โปรตีเอส, เซลลูเลส, อะไมเลส เป็นต้น ท าให้มีความสนใจในการทดสอบเชื้อตัวอย่างว่า

สามารถมีส่วนช่วยท าให้พืชเจริญเติบโตได้ตามคุณสมบัติที่ถูกกล่าวมาข้างต้น เพ่ือจะมีประโยชน์ต่อการศึกษา

และน าไปพัฒนาต่อไปได้ในอนาคต 

 

4.วัตถุประสงค์ของการท าวิจัย 

 -เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียและน ามาศึกษาด้วยการทดสอบคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช โดย
การทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟส การผลิตกรดอินทรีย์ การผลิตแอมโมเนีย และศึกษาคุณสมบัติ
ของไฮโดรไลติกเอนไซม์ การผลิตโปรติเอส การผลิตเซลลูเลส การผลิตอะไมเลส 

5.ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

-ท าให้ทราบถึงศักยภาพบาซิลลัส ในการส่งเสริมการเจริมเติบโตของพืชที่สามารถย่อยฟอสฟอรัส ผลิต

กรดอินทรีย์ ผลิตแอมโมเนีย ผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติก โปรติเอส เซลลูเลส อะไมเลส เพ่ือให้พืชสามารถน าไปใช้ให้

เกิดประโยชน์ได้และให้เพียงพอต่อความต้องการเจริญเติบโตของพืชได้ 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

Bacillus ย้อมติดสีแกรมบวก (Gram positive bacteria) รูปร่างเป็นท่อน (rod shape) สร้างสปอร์ 

(spore forming bacteria) เจริญได้ในที่มีอากาศ (aerobic bacteria) สามารถสร้างสารพิษ (toxin) ที่ทนต่อ

ความร้อนได้ เจริญได้ดีที่อุณหภูมิปานกลาง ในร่างกายมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 28-37 

องศาเซียลเซียส ไม่เจริญที่อุณหภูมิต่ ากว่า 4 องศาเซียสเซียส และสูงกว่า 55 องศาเซลเซียส แสดงดัง (ภาพที่ 1) 

 

ภาพที่ 1 บาซิลลัส 
ที่มา : www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1226/bacillus-บาซิลลัส 

แหล่งที่พบ 

พบทั่วไปในธรรมชาติในดิน น้ าเชื้อสร้างสปอร์ซึ่งทนความแห้งแล้งได้ดี สปอร์จึงพบได้ทั่วไปในฝุ่น ควัน 

และ ปะปนมากับอาหารแห้ง เช่น น้ าตาล วัตถุเจือปนอาหาร เครื่องเทศ และพบบ่อยในอาหารกลุ่ม แป้ง เมล็ด

ธัญชาติ (cereal grain) เช่น ข้าวหุงสุก เส้นก๋วยเตี๋ยว พาสต้า อาหารกึ่งส าเร็จรูป เช่น ข้าวกึ่งส าเร็จรูป 

แบคทีเรีย กลุ่ม Bacillus พบได้ทั่วไปในดินปลูก ปุ๋ยคอก วัสดุปลูก รากพืช และผิวใบ เจริญเติบโตได้โดย

ใช้สารอาหารจากการย่อยสลายของซากพืช เป็นแบคทีเรียประเภท aerobic bacteria สร้างสปอร์ที่เรียกว่า 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1226/bacillus-บาซิลลัส
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endospore ซึ่งมีความทนทานต่อสภาพ แวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น ความร้อนสูง ขาดแคลนอาหาร หรือกระทบ

กับแสงอุลตร้าไวโอเลต (10) 

กลุ่มจุลินทรีย์ที่ประโยชน์ต่อการเกษตร จุลินทรีย์ในดินมีหลากหลายกลุ่ม หลากหลายชนิด มีการ 

ด าเนินกิจกรรมและมีบทบาทหน้าที่ แตกต่างกันในระบบนิเวศของดิน ตามชนิดของจุลินทรีย์และสภาพแวดล้อม

ที่จุลินทรีย์ชนิดนั้นๆ อาศัยอยู่ ความสัมพันธ์ทางระบบนิเวศของจุลินทรีย์ในดินบางประเภทจะเอ้ืออ านวยซึ่งกัน

และกัน บางชนิดจะเกิด การแข่งขันซึ่งกันและกัน บางชนิดจะปลดปล่อยสารปฏิชีวนะเพ่ือจ ากัดการเจริญเติบโต

ของอีกชนิดหนึ่ง ความสัมพันธ์ทางระบบนิเวศดังกล่าวก่อให้เกิดผลมากมายทั้งทางด้านการปรับปรุงสมบัติของ

ดินและมีส่วน ช่วยในการเพ่ิมผลผลิตพืช สามารถสรุปได้ดังนี้  

การลดสารเคมีทางการเกษตรที่ตกค้างในดิน 

  กลุ่มจุลินทรีย์ย่อยสลายสารเคมีทางการเกษตรที่ตกค้างในดิน เนื่องจากการใช้สารเคมีในการ ควบคุม

และก าจัดศัตรูพืชรวมทั้งวัชพืชในพ้ืนที่การเกษตรในปริมาณสูงและไม่ถูกวิธีก่อให้เกิดสารพิษตกค้าง ทั้งผลผลิต

ทางการเกษตร และตัวเกษตรกรผู้ใช้รวมไปถึงสิ่งแวดล้อม 

การเพิ่มความอุดมสมบูรณ์ของดิน  

กลุ่มจุลินทรีย์ย่อยสลายอินทรีย์สารเศษซากพืช เมื่อใบไม้หรือเนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของพืชที่ ร่วงหล่น หรือ

รากพืชที่ตายแล้วจะเกิดการย่อยสลายโดยกิจกรรมจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย  อินทรีย์สาร เช่น 

จุลินทรีย์ย่อยเซลลูโลส จุลินทรีย์ย่อยโปรตีน และจุลินทรีย์ย่อยอินทรีย์ฟอสฟอรัส ซึ่งมี ส่วนเกี่ยวข้องกับการแปร

รูปอินทรีย์สารเปลี่ยนจากโครงสร้างใหญ่เป็นหน่วยย่อยและปลดปล่อยธาตุอาหาร  ต่างๆ ออกมาจาก

องค์ประกอบของเศษพืช เป็นการปลดปล่อยธาตุอาหารหมุนเวียนสู่ดินเพ่ิมปริมาณธาตุอาหารในดิน ทั้งธาตุ

อาหารหลัก ธาตุอาหารรอง และจุลธาตุที่เป็นประโยชน์ต่อพืช ได้แก่ น้ าตาล กรดอะมิโน แอมโมเนียม ฟอสเฟต 

โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม ก ามะถัน ทองแดง สังกะสี เหล็ก แมงกานีส โบรอน และ โมลิบดินัม 
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ภาพที่ 2 จุลธาตุที่เป็นประโยชน์ต่อพืช 
ที่มา :http://giffideabanjerd.blogspot.com/2017/03/blog-post_8.html 

โดยอาศัยกิจกรรมเอนไซม์ชนิดต่างๆ ที่ จุลินทรีย์ผลิตขึ้น ซึ่งกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ต้องการ

เอนไซม์ที่มีความเฉพาะเจาะจงในการเข้าท าปฏิกิริยา เช่น เอนไซม์เซลลูเลสมีบทบาทส าคัญในการย่อยเซลลูโลส

ที่มีโครงสร้างขนาดใหญ่และอยู่ในรูปที่ ไม่ละลายน้ าให้เป็นหน่วยเล็กๆได้แก่ กลูโคส เซลโลไบโอส และ 

oligosaccharides เพ่ือใช้เป็นแหล่ง พลังงานในการขับเคลื่อนกระบวนการต่างๆ ดัง (ภาพที่ 2) 

ส่วนเอนไซม์โปรตีเอสมีบทบาท ท าให้เกิดกระบวนการ N mineralization และเป็นกระบวนการส าคัญ

ในการควบคุมปริมาณไนโตรเจนให้ อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์กับพืชและมีผลต่อการเจริญของพืช เซลล์ เอนไซม์

ไฟเทสจะแปรสภาพอินทรีย์ฟอสฟอรัสในรูปของไฟทินซึ่งพบปริมาณมากที่สุดอาจพบสูงถึง 10-50 เปอร์เซ็นต์

ของอินทรีย์ฟอสฟอรัสทั้งหมด ให้เป็นอนินทรีย์ฟอสฟอรัสที่พืชน าไปใช้ประโยชน์ได้ (22) 

จะเห็นได้ว่ากระบวนการย่อยสลายอินทรีย์สารมีบทบาทส าคัญต่อการเปลี่ยนแปลงธาตุคาร์บอน 

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส สามารถบ่งบอกถึงความอุดมสมบูรณ์ของดินได้จากการหมุนเวียนธาตุอาหารกลับคืนสู่ดิน 

จะเห็นได้ว่าพ้ืนที่ท าการเกษตรที่มีการเติมวัสดุอินทรีย์ในดินจะมีกิจกรรมเอนไซม์เพ่ิมขึ้นถึง 2-4 เท่า สูงกว่า 

พ้ืนที่ที่ไม่มีการใส่วัสดุอินทรีย์ นอกจากนั้นการย่อยสลายอินทรีย์สารยังเกี่ยวข้องกับความเสถียรของโครงสร้างดิน 

http://giffideabanjerd.blogspot.com/2017/03/blog-post_8.html
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การเกิดอินทรียวัตถุในดินอีกด้วย มีผลโดยอ้อมท าให้ความจุในการแลกเปลี่ยนประจุบวกเพ่ิมข้ึนประมาณ 3 เท่า 

เพ่ิมประสิทธิภาพในการดูดซับธาตุอาหาร (23) จึงมักพบว่าดินที่มีอินทรียวัตถุสูงมักมีความอุดมสมบูรณ์สูง 

 

ภาพท่ี 3 วัฏจักรไนโตรเจน 

ที่มา : https://il.mahidol.ac.th/e-media/ecology/chapter1/chapter1_nitrogen1.htm 

 

Phosphate Solubilization Activity 

การทดสอบจะทดสอบกับฟอสฟอรัสเนื่องจากฟอสฟอรัสเป็นธาตุที่ถูกตรึงหรือเปลี่ยนเป็นสารประกอบ

ได้ง่ายท าให้ละลายน้ าได้ยากพืชสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ลดลง จึงไม่เพียงพอกับความต้องการของพืช (3) 

การผลิต โดยทั่วไปใช้ปุ๋ยเคมีเป็นหลัก ซึ่งปุ๋ยเคมีมีราคาค่อนข้าง สูง นอกจากนี้ยังพบว่าการใช้ปุ๋ย 

อนินทรีย์เคมีอย่างต่อ เนื่องเป็นเวลานาน ในแปลงเกษตรกรรมหลายๆ แห่ง ท าให้มีการสะสมของฟอสฟอรัสใน

รูปที่ไม่ละลาย น้ าเป็นจ านวนมาก ทั้งนี้อาจขึ้นอยู่กับคุณสมบัติทาง เคมีของดิน เช่น ท าให้เกิดการตรึงของ

https://il.mahidol.ac.th/e-media/ecology/chapter1/chapter1_nitrogen1.htm
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ฟอสฟอรัสกับ ธาตุแคลเซียมในดิน เกิดเป็นสารประกอบแคลเซียม ฟอสเฟตซึ่งที่ไม่ละลายน้ า ท าให้พืชไม่สามารถ

น าธาตุ ฟอสฟอรัสไปใช้ประโยชน์ได้ (11) 

Test for Organic Acid Production 

  กรดอินทรีย์เป็นโมเลกุลที่ส าคัญในขั้นตอนต่างๆของการหายใจ เป็นต้นก าเนิดของโมเลกุลอื่นๆเช่น  

กรดอะมิโน (amino acids)ชนิดต่างๆ และท าหน้าที่ส าคัญในกระบวนการสังเคราะห์แสง (photosynthesis) 

และกรดอินทรีย์บางตัวยังท าหน้าที่หลายๆอย่างในพืช บางเนื้อเยื่อซึ่งพบกรดอินทรีย์ในปริมาณสูง จะเป็นแหล่ง

อาหารสะสม (stored energy)และน าไปใช้เป็นแหล่งพลังงานที่จ าเป็น (4) 

กรดอินทรีย์หรือกรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acid) เป็นสารอินทรีย์ชนิดหนึ่งที่พบได้จากสิ่งมีชีวิต 

เช่น พืช สัตว์ รวมทั้งสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก เช่น แบคทีเรีย และสามารถสังเคราะห์ได้จากสารอนิ

นทรีย์กรดอินทรีย์มีโครงสร้างประกอบด้วยหมู่คาร์บอนิล (carbonyl) ที่ก่อพันธะกับหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl) 

ซึ่งรวมกันเรียกว่าหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl) เป็นสารประกอบมีขั้วสามารถก่อพันธะไฮโดรเจน (hydrogen 

bond) กับน้ าได้ท าให้กรดอินทรีย์สามารถ ละลายน้ าได้ กรดจะแตกตัวให้ไอออน (ion) เรียกว่าการ เกิดไอออน

ไนเซชัน (ionization) การแตกตัวของกรด อินทรีย์ (organic acid)จะแตกต่างจากการแตกตัวของ กรดอนินทรีย์ 

(inorganic acid) เช่น กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) ที่แตกตัวได้ 100เปอร์เซ็นต์จัดเป็น กรดแก่ 

ขณะที่กรดอินทรีย์เป็นกรดอ่อนจะแตกตัวได้ไม่ หมด โดยการแตกตัวจะอยู่ในสมดุลระหว่างกรดอินทรีย์  คาร์

บอกซิเลตไอออน (carboxylate ion) และโปรตอน (proton) กรดอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ จะให้ค่าความเป็นกรด 

แตกต่างกันขึ้นอยู่กับสภาวะความเป็นกรด-ด่างที่เกิดขึ้นในขณะนั้นทั้งนี้กรดชนิดต่างๆจะมีค่าที่ก าหนดความ 

สามารถในการปลดปล่อยความเป็นกรด (ไฮโดรเจน ไอออน, H+ ) ออกมาเรียกว่า ค่า pKa ซึ่งบ่งบอกถึงความ 

เป็นกรดที่สารที่ให้ความเป็นกรดแต่ละชนิดจะปลดปล่อย ไฮโดรเจนไอออน (H+ ) ออกมาในปริมาณครึ่งหนึ่ง (4) 
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Production of Ammonia 

ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารส าคัญที่พืชใช้ในโครงสร้างและเมทาบอลิซึม  สัตว์กินพืชและผู้บริโภคล าดับถัด

มาได้ใช้ไนโตรเจนจากพืชนี่เองเป็นแหล่งสร้างโปรตีนและสารพันธุกรรม เมื่อพืชและสัตว์ตายลงผู้ย่อยสลายพวก

ราและแบคทีเรียสามารถย่อยสลายไนโตรเจนในสิ่งมีชีวิตให้กลับเป็นแอมโมเนียมซึ่งพืชสามารถน ามาใช้ได้ผ่าน

กระบวนการที่เรียกว่า แอมโมนิฟิเคชัน (ammonification) ดัง (ภาพที่ 3) (5) 

ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารส าคัญที่พืชใช้ในโครงสร้างและแมทาบอลิซึม  สัตว์กินพืชและผู้บริโภคล าดับถัด

มาได้ใช้ไนโตรเจนจากพืชนี่เองเป็นแหล่งสร้างโปรตีนและสารพันธุกรรม เมื่อพืชและสัตว์ตายลง ผู้ย่อยสลายพวก

ราและแบคทีเรียสามารถย่อยสลายไนโตรเจนในสิ่งมีชีวิตให้กลับเป็นแอมโมเนียมซึ่งพืชสามารถน ามาใช้ได้ผ่าน

กระบวนการที่เรียก แอมโมนิฟิเคชัน (ammonification) 

ไนโตรเจนในสารอินทรีย์สามารถเปลี่ยนกลับไปเป็นก๊าซไนโตรเจนโดยผ่านคือ 2 กระบวนการ 

1. ไนตริฟิเคชัน (nitrification) แบคทีเรียบางชนิดใช้แอมโมเนียมในดินเป็นแหล่งพลังงานและท าให้เกิด 

ไนไตรต์ (NO2 
-) ซึ่งเปลี่ยนเป็นไนเตรตซึ่งพืชใช้ได้ด้วย 

 2. ดีไนตริฟิเคชัน (denitrification) ในสภาพไร้ออกซิเจน แบคทีเรียบางชนิดสามารถสร้างออกซิเจนได้

เองจากไนเตรต และได้ผลผลิตเป็นก๊าซไนโตรเจนกลับคืนสู่บรรยากาศ 

             อย่างไรก็ตาม  แม้ว่าปริมาณไนโตรเจนที่หมุนเวียนในระบบนิเวศท่ีกล่าวถึงท้ังหมดนี้จะมีปริมาณน้อย

มาก แต่ วัฏจักรไนโตรเจนในธรรมชาติก็สมดุลด้วยปฏิกิริยาซึ่งเกิดโดยพืชและการย่อยสลายของแบคทีเรีย 

ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบส าคัญของกรดอะมิโนซึ่งเป็นองค์ประกอบของโปรตีนทุกชนิดในสิ่งมีชีวิต  

พืชใช้ไนโตรเจนได้ใน 2 รูป คือแอมโมเนียม (ammonium  หรือ  NH4 +) และไนเตรต  

(nitrate หรือ NO3 -) และแม้ว่าในบรรยากาศจะประกอบด้วยไนโตรเจนถึง 80% แต่อยู่ในรูปก๊าซไนโตรเจน (N2) 

ซึ่งพืชไม่สามารถน ามาใช้ได้ ไนโตรเจนสามารถเข้าสู่วัฏจักรไนโตรเจนของระบบนิเวศได้ 2 ทางคือ 

          1. ฝนชะล้างไนโตรเจนกลายเป็นแอมโมเนียมและไนเตรต ไหลลงสู่ดิน และพืชใช้เป็นธาตุอาหารเพื่อการ

เจริญเติบโตโดยปฏิกิริยาแอสซิมิเลชั่น (assimilation) 

          2. การตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixation) ซึ่งมีเพียงแบคทีเรียบางชนิดเท่านั้นที่สามารถใช้ก๊าซ

ไนโตรเจนในบรรยากาศเปลี่ยนเป็นไนโตรเจนในรูปที่พืชสามารถน ามาใช้ได้แบคทีเรียพวกนี้มีทั้งที่อยู่ในดินและที่
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อยู่ในสิ่งมีชีวิต เช่น ไรโซเบียมในปมรากถั่วและแบคทีเรียในเฟินน้ าพวกแหนแดง (Azolla) นอกจากนั้นยังมี

แบคทีเรียสีเขียวแกมน้ าเงินในน้ าบางชนิด ในปัจจุบันการผลิตปุ๋ยไนโตรเจนใช้ในเกษตรกรรมก็เป็นแหล่ง

ไนโตรเจนส าคัญที่เติมไนโตรเจนสู่ระบบนิเวศ (6) 

Protease Production Activity 

 เอนไซม์โปรติเอส (proteases enzyme)เป็นเอนไซม์ที่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตพบได้ทั้งในพืช สัตว์และ

จลุินทรีย์เนื่องจากเอนไซม์ชนิดนี้สามารถท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการไฮโดรไลซ์โปรตีนและโพลีเปปไทด์ให้ได้เป็น

กรดอะมิโนและเปปไทด์สายสั้นๆ จากนั้นพืชจึงน ากรดอะมิโนและเปปไทด์ไปใช้ต่อได้ (7) 

โปรติเอสเป็นเอนไซม์ชนิดย่อยพันธะเปปไทด์ (peptide bond) หรือพันธะเอไมด์ (amide bond) ใน

สายโปรตีน หรือเรียกว่าเอนโดเปปติเดส (endopeptidase) ได้แก่ เซรีนโปรติเอส (serine protease) ซีสเตอีน 

(cysteine protease) แอสปาติกโปรติเอส (aspartic protease) และเมททัลโลโปรติเอส (mettaloprotease) 

โปรติเอสเป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในอุตสาหกรรมและมีการใช้อย่างแพร่หลายเช่น การผลิตนมหรือ

ผลิตภัณฑ์นม การผลิตเบียร์ และการเพ่ิมความนุ่มของเนื้อ เป็นต้น การผลิตโปรติเอสนั้นนิยมใช้เชื้อราเป็นหลัก 

เชื้อราเป็นแหล่งผลิตโปรติเอสที่ส าคัญและปลอดภัยต่อการใช้งานทางด้านอุตสาหกรรมอาหาร อีกทั้งยังมีความ

คง ตัวของสารพันธุกรรมท าให้ง่ายต่อการศึกษาโดยใช้พันธุวิศวกรรม (genetic engineering) ตัวอย่าง

เชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถ ผลิตเอนไซม์โปรติเอส ได้แก่ Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Bacillus 

horikoshii, Bacillus sp. Strain AS-S20-I, Bacillus clausii, Kluyveromyces marxianus เป็นต้น 

เอนไซม์โปรติเอสอยูในกลุ่ม hydrolase โดยจะสลายพันธะเปปไทด์มีบทบาทในการเร่งปฏิกิริยาการ

ไฮโดรไลซ์โปรตีน (Protein) เป็นโพลีเปปไทด์ หรือโพลิเมอร์ของกรดอะมิโน (Amino acid) เป็นเปปไทด์ที่สาย

สั้นลง สามารถพบได้ทั่วไปใน  พืช สัตว์ และเชื้อจุลินทรีย์จากความแตกต่างของ active site และรูปแบบของ

การท างานเอนไซม์ ซึ่งขึ้นอยู่กับต าแหน่งของพันธะเปปไทด์ในสาย polypeptide สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 

กลุ่มหลักๆ คือ endopeptidase ซ่ึงแยกพันธะเปปไทด์ภายใน สายโปรตีนที่เกิดจากการรวมตัวของสาย 

polypeptide และ exopeptidase ซ่ึงจะแยกเฉพาะที่ ส่ วนปลายสุดของกรดอะมิ โนหรือท าการย่อย 

oligopeptides ขนาดเล็ก (13) 
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Cellulase Production Activity 

เซลลูโลสเป็นสารอินทรีย์ที่มีอยู่เป็นจ านวนมากในพืช แต่เนื่องจากเป็นสารที่ย่อยสลายยาก เซลลูโลส

จ านวนมากท่ีได้จากพืชวัตถุจะถูกทิ้งรวมกับของเสียอื่นๆ ในปัจจุบันจึงถูกน ามาปรับใช้ให้เกิดประโยชน์ให้ได้มาก

ที่สุด เซลลูโลสจึงเป็นสารหนึ่งที่ได้รับการพิจารณา เซลลูโลสเมื่อสลายตัวจะให้น้ าตาลซึ่งจะเป็นอาหารและแหล่ง

พลังงานของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด การย่อยสลายของเซลลูโลสเป็นน้ าตาลสามารถท าได้โดยปฏิกิริยาเอ็นไซม์  

(Enzymatic Hydrolysis) เอ็นไซม์ที่ใช้คือ เซลลูเลส (cellulase) (8) 

เซลลูโลส เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่พบมากที่สุด ประมาณ 45% ของสารอินทรีย์ทั้งหมดในธรรมชาติ 

ส่วนใหญ่สะสมอยู่ท่ีผนังเซลล์ในพืชชั้นสูงทุกชนิด เซลลูโลส ประกอบด้วยกลูโคสสายยาวเรียงขนานกัน และ

ภายในโมเลกุลของเซลลูโลสยดึติดกันแน่น ท าให้เซลลูโลสท าปฏิกิริยากับสารต่าง ๆ ได้ช้า โดยการเพ่ิมอัตราการ

ย่อยสลายซากพืชได้ดียิ่งขึ้น จ าเป็นต้องอาศัยการท างานของจุลินทรีย์ที่มี กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส 

(cellulase activity) สูงหรือสามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) ได้ในปริมาณมาก 

 เซลลูเลสเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลายเซลลูโลสให้มีขนาดโมเลกุลที่เล็กลง เช่น กลูโคส 

(glucose) โดยพบว่าเอนไซม์นี้สร้างได้โดยสิ่งมีชีวิตทั้ง พืช สัตว์และจุลินทรีย์เช่น แบคทีเรียและราเป็นต้น ส่วน

ใหญ่ถูกสร้างและหลั่งออกมา นอกเซลล์ (extracellular enzyme) ซึ่งถูกเหนี่ยวน า ให้ สร้างโดยสิ่งแวดล้อม 

เนื่องจากโมเลกุลของ เซลลูโลสไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ของจุลินทรีย์ได้ (14) 

 

Production of Amylase 

อะไมเลสเป็นเอนไซม์ที่เปลี่ยนแป้งเป็นน้ าตาล หลายชนิด เช่น น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลมอลโตส เป็นต้น 

ปัจจุบันการผลิตเอนไซม์และการใช้อะไมเลสในอุตสาหกรรมก าลังมีความส าคัญมากข้ึน เพราะการใช้ เอนไซม์ใน

อุตสาหกรรมจะช่วยลดต้นทุนการผลิต จึงมีการผลิตอะไมเลสจากจุลินทรีย์เพราะเป็นแหล่งเอนไซม์ที่มีปริมาณไม่

จ ากัด จุลินทรีย์ได้รับความนิยมใช้ในอุตสาหกรรมเป็น อย่างมากได้แก่ แบคทีเรีย เนื่องจากเลี้ยงง่าย แบคทีเรีย

ต้องการอาหารไม่ซับซ้อนมากนัก สะดวกใน การเก็บเชื้อได้นานโดยไม่ต้องถ่ายเชื้อบ่อยและการแปรผันของเชื้อ

ในการผลิตเอนไซม์จากเชื้อแบคทีเรียน้อยกว่าเชื้อรา ทั้งนี้การผลิตอะไมเลส จากแบคทีเรียจึง นับว่ามีความ

น่าสนใจอย่างยิ่ง (9) อะไมเลส (Amylase) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Hydrolases และเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (Catalyst) 

ในการเปลี่ยนแป้งเป็นน้ าตาลโดยไฮโดรไลซ์พันธะ 1,4-glycosidase bond ในโมเลกุลของสตาร์ช (starch) ให้มี 

ขนาดของโมเลกุลเล็กลง ท าให้ได้เป็นเดกซ์ทริน (dextrin) และน้ าตาล (sugar) ไดแซ็กคาไรด์ เช่น มอลโทส 
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(maltose) มอโนแซ็กคาไรด์ เช่น กลูโคส (glucose) อะไมเลสส่วนใหญ่พบในน้ าลาย ตับอ่อน อะไมเลสที่พบใน

น้ าลายจะเรียกว่า ไทยาลิน (Ptyalin) ซึ่งสามารถพบได้ในคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (9) 

ชนิดของเอนไซม์อะไมเลส สามารถแบ่งได้ 3 ชนิดคือ  

1.แอลฟา-อะไมเลส (alpha-amylase) เป็นเอนไซม์ที่ไฮโดรไลซ์พันธะไกลโคไซด์ภายในสายพอลิเมอร์ของ
โมเลกุลสตาร์ช (starch) และไกลโคเจน (glycogen) ที่ต าแหน่งแอลฟา 1-4 แบบสุ่มท าให้โมเลกุลของสตาร์ช 
และไกลโคเจนถูกไฮโดรไลซ์ได้ น้ าตาล  เช่น น้ าตาลมอลโทส (maltose) และกลูโคส (glucose) อย่างรวดเร็ว 
เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส พบทั่วไปในระบบการย่อยอาหาร (digestive system) ของมนุษย์ และสัตว์เช่น ใน
น้ าลายและน้ าย่อยจากตับอ่อน ในอุตสาหกรรมอาหารใช้เอนไซม์นี้ในการไฮโดรไลซ์สตาร์ช (starch hydrolysis) 
ในขั้นตอนการท า liquefaction เพ่ือลดความหนืดของสารละลายสตาร์ช ภายหลังการเกิดเจลาติไนซ์ 
(gelatinization) เพ่ือผลิต น้ าเชื่อมกลูโคส 

2.บีตา-อะไมเลส (beta-amylase) เป็นเอนไซม์ที่ไฮโดรไลซ์สตาร์ซ (starch) ที่ต าแหน่งแอลฟา 1-4 ของพันธะ
ไกลโคไซด์ที่เฉพาะส่วนปลายสายด้านที่เป็นนอนรีดิวส์ (non reducing end) เข้ามาทีละ 2 หน่วย ท าให้ได้
น้ าตาลมอลโทส (maltose) เอนไซม์นี้ไม่พบในน้ าย่อยของมนุษย์ แต่พบในรา (mold) แบคทีเรีย (bacteria) 
เช่น Bacillus cereus และพบในผลไม้ระหว่างการสุก (ripe) ทั้งแอลฟา-อะไมเลส และบีตา-อะไมเลสพบใน
เมล็ดธัญพืช (cereal grain) เช่น ข้าวสาลี ข้าวบาร์เลย์ ที่มีการเพาะให้เมล็ดธัญพืชงอก (malting) ก่อนน ามาใช้
เป็นวัตถุดิบในการผลิตเบียร์ แล้วจึงน ามาเตรียมเป็นเวอร์ต (wort) ระหว่างนี้เอนไซม์อะไมเลสในข้าวมอลต์ จะ
ไฮโดรไลซ์สตาร์ช (starch) หากได้ปริมาณน้ าตาลมาก เมื่อน าไปหมักจะได้แอลกอฮอล์มากด้วย เอนไซม์แอลฟา-
อะไมเลส จะท างานที่อุณหภูมิสูงได้ดีกว่าเอนไซม์บีตา-อะไมเลส หากการไฮโดรไลซ์ได้เดกซ์ทรินสูง จะได้
แอลกอฮอล์น้อย ถ้าอุณหภูมิต่ าบีตา-อะไมเลสจะท างานได้ดี ได้น้ าตาลมอลโทสมากและได้เดกซ์ทรินต่ า เมื่อ
น าไปหมักจะได้ แอลกอฮอล์มาก ดัง (ภาพที่ 4) 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/wordcap/glycogen
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0815/maltose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1014/glucose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3045/starch-hydrolysis-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A2%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B9%89%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1044/liquefaction-%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%AD%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%84%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0350/gelatinization-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%84%E0%B8%99%E0%B8%8B%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1175/glucose-syrup-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0815/maltose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1116/bacillus-cereus-%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA-%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0229/cereal-grain-%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B8%98%E0%B8%B1%E0%B8%8D%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B8%8A
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1603/malting-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%B0%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0839/wort-%E0%B9%80%E0%B8%A7%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%95
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1174/amylase-%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1171/malt-%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
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ภาพที่ 4 อะไมเลส alpha และ beta 

ที่มา : http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1174/amylase-อะไมเลส 

3.แกมมา-อะไมเลส กลูโคอะไมเลส เป็นเอนไซม์ที่ไฮโดรไลซ์สายพอลิเมอร์ของสตาร์ซ (starch) ได้ทั้งที่

พันธะไกลโคไซด์ที่ต าแหน่งแอลฟา 1-4 และแอลฟา 1-6 จึงสามารถไฮโดรไลซ์โมเลกุลของอะไมโลเพกทิน 

(amylopectin) ซึ่งโมเลกุลมีสายแขนง โดยจะไฮโดรไลซ์จากส่วนปลายด้านนอนรีดิวส์ (non reducing end) 

เข้ามาทีละ 1 หน่วยได้น้ าตาลกลูโคส (glucose) ผลิตได้โดยรา (mold) แบคทีเรีย (bacteria) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1174/amylase-อะไมเลส
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0566/amylopectin-%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1014/glucose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0831/mold-%E0%B8%A3%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

วัสดุและอุปกรณ์ 

1.ตัวอย่างทดสอบ 

ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากปุ๋ยชีวภาพ  

2.อาหารเลี้ยงเชื้อ 

Pikovaskaya’s medium 

minimal salt medium (MM9 broth) 

Luria Bertani (LB) broth 

nutrient media 

skim milk agar or SMA (3% v/v) medium 

cellulose agar media 

starch agar 

3.สารเคมีที่ใช้ 

3.1.Nessler’s reagent 

3.2. iodine solution 
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4.อุปกรณ์ที่ใช้ 

4.1.  Plate 

4.2. Erlenmeyer flask  

4.3. Loop , needle 

4.4. Pasture Pipette 

4.5.ส าลีปลอดเชื้อ 

4.6.ถุงมือ (Gloves) 

4.7. 70% Alcohol 

4.8.น้ ากลั่น (Distilled water) 

4.9. Auto pipette และ tip 

4.10.ปากกาเขียนเครื่องแก้ว   

4.11. Beaker 

4.12. Whatman filter paper no. 1 

5.  เครื่องมือที่ใช้ 

5.1. ตู้ปลอดเชื้อ Biosafety cabinate class 2 

5.2. เครื่องชั่งแบบอิเล็กทรอนิกส์ (Electronic balance) 

5.3. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

5.4. เครื่องนึ่งไอน้ าแรงดันสูง (Autoclave) 

5.5. เครื่องบ่มเพาะเชื้อ (Incubator) / เครื่องเขย่า (shaking Incubator) 

5.6. กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) 
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5.7. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) 

5.8. microwave 

6.วิธีการทดลอง 

ตัวอย่างที่ใช้ในการทดลอง 

 

 

 

 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

6.1 เตรียมอาหาร Tryptone Soya Broth (TSB) และ Tryptone Soya Broth (TSA) ดังนี้ 

- ชั่ง อาหารส าเร็จรูป Tryptone Soya Broth      30 กรัมต่อลิตร 

- ชั่ง Agar                       15 กรัมต่อลิตร (เติมส าหรับ TSA)* 

จากนั้นปรับปริมาตรที่ต้องการแล้วน าไปฆ่าเชื้อด้วยความร้อนชื้น (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี

6.2 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียโดยให้ความร้อน 

-ปิเปตน้ าปุ๋ย 1 ml ลง Eppendorf แล้วน าไปท าการ Heat plate ด้วยเครื่อง Heat Boxที่อุณหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 20 
นาท ี

-ท าการ dilution ด้วยน้ ากลั่นsterilized (น้ ากลั่น 900 µl และเชื้อตัวอย่าง 100 µl ) 5 dilution 

-ท าการ spread plateโดยใช้dilutionที่ 3,4,5 (โดยแต่ละหลอดปริมาต 50,100,200 µl) ลงบนอาหาร TSA 

- จากนั้นน าไปบ่ม ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง 

-ท าการคัดและบันทึกลักษณะโคโลนีที่ได้  

-น าโคโลนีที่ได้มาท าการ Streak plate  

-น าไปบ่ม ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง 
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-ท าการคัดและบันทึกลักษณะโคโลนีเดี่ยวที่ได้ 

-เมื่อท าการคัดโคโลนีเดี่ยวแล้วน าไปย้อมแกรม เพ่ือศึกษาดูแกรมของเชื้อแบคทีเรียที่ได้ 

-บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

6.3. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียโดยการปั่นเหวี่ยงและให้ความร้อน 

-เชื้อตัวอย่าง10mlในหลอดทดลอง 

-น าไป centrifuge ที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

-เก็บส่วนตะกอนไปเลี้ยงในอาหาร TSB 5 ml 

-บ่มด้วย shaking incubator ที่ 150 rpm เป็นเวลา12-24 ชั่วโมง 

-หลังจากบ่มครบแล้ว ท าการน าเอาเชื้อตัวอย่างปริมาตร 100 µl และ 200 µl มาท าการ spread plate ลงบนอาหาร 
TSA 

-บ่มเชื้อตัวอย่างด้วยเครื่อง incubator ด้วยอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง 

-บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากโคโลนีเดี่ยวที่ได้ 

***-จากเชื้อที่เหลือข้างต้นจาก TSB ท าการเลี้ยงต่อ (เป็นวันที่2) โดยการน าไปบ่มที่เครื่อง shaking incubator ที่ 150 
rpm เป็นเวลา12-24 ชั่วโมง 

-หลังจากบ่มครบแล้ว ท าการน าเอาเชื้อตัวอย่างปริมาตร 100 µl และ 200 µl มาท าการ spread plate ลงบนอาหาร 
TSA  

-บ่มเชื้อตัวอย่างด้วยเครื่อง incubator ด้วยอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง 

-บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากโคโลนีเดี่ยวที่ได้ 

***-จากเชื้อที่เหลือข้างต้นจาก TSB ท าการเลี้ยงต่อ (เป็นวนัที่5) โดยการน าไปบ่มที่ เครื่อง shaking incubator ที่ 150 
rpm เป็นเวลา12-24 ชั่วโมง 

-หลังจากบ่มครบแล้ว ท าการน าเอาเชื้อตัวอย่างปริมาตร 100 µl และ 200 µl มาท าการ spread plate ลงบนอาหาร 
TSA  

-บ่มเชื้อตัวอย่างด้วยเครื่อง incubator ด้วยอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง 

-บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากโคโลนีเดี่ยวที่ได้ 
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***-จากเชื้อที่เหลือข้างต้นจาก TSB ท าการเลี้ยงต่อ (เป็นวันที่6) โดยการน าไปบ่มที่เครื่อง shaking incubator ที่ 150 
rpm เป็นเวลา12-24 ชั่วโมง 

-เมื่อบ่มเชื้อครบ จะเอาเชื้อไปผ่านความร้อนด้วยเครื่อง Heat Boxที่อุณหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 20 นาที 

-เมื่อครบแล้ว ท าการน าเอาเชื้อตัวอย่างปริมาตร 100 µl และ 200 µl มาท าการ spread plate ลงบนอาหาร TSA  

-บ่มเชื้อตัวอย่างด้วยเครื่อง incubator ด้วยอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง 

-บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากโคโลนีเดี่ยวที่ได้ 

6.4.การศึกษาคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

6.4.1. Phosphate Solubilization Activity 

-น้ าเชื้อตัวอย่างที่ได้ เลี้ยงบนอาหาร Pikovaskaya’s medium 

-ท าบ่มท่ีอุณหภูมิ 37° องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

-แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ Phosphate Solubilization activity จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี ท าการวัด clear zone ที่
ได้แล้วบันทึกผล 

6.4.2 Test for Organic Acid Production 

-น าเชื้อตัวอย่างเลี้ยงบนอาหาร minimal salt medium (MM9 broth) 

-ท าบ่มท่ีอุณหภูมิ 37° องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน 

-เมื่อครบก าหนด จะหยด bromocresol purple ลงไปในอาหาร ถ้าแบคทีเรียสามารถผลิตกรดอินทรีย์ได้อาหารจะ
ปรากฏสีชมพู 

6.4.3. Production of Ammonia  

-น าเชื้อตัวอย่างเลี้ยงใน peptone water containing tubs 10มิลลิลิตร 

-บ่มที่อุณหภูมิ 37° องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

-เมื่อครบใส่ Nessler’s reagent 0.5 มิลลิลิตร 

-โดยแบคทีเรียที่สามารถผลิต Ammonia จะปรากฏสีน้ าตาลถึงสีเหลือง 
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6.4.4. Protease Production Activity 

-น าเชื้อตัวอย่างเลี้ยงบน skim milk agar or SMA (3% v/v) medium 

-บ่มที่อุณหภูมิ 37° องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

-โดยแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอส จะปรากฏโซนใสขึ้นรอบๆโคโลนี ท าการวัดclear zone ที่ได้แล้วบันทึกผล 

6.4.5. Cellulase Production Activity 

-น าเชื้อตัวอย่างเลี้ยงบน cellulose agar media  

-บ่มที่อุณหภูมิ 37° องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชั่วโมง 

-เมื่อครบก าหนด จะย้อมด้วย Iodine เพ่ือเป็นตัวบ่งชี้การย่อยสลายเซลลูโลส โดยแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์
เซลลูโลส จะแสดงโซนใสรอบโคโลนี 

6.4.6. Production of Amylase (Starch Hydrolysis) 

-น าเชื้อตัวอย่างเลี้ยงบน starch agar 

-บ่มที่อุณหภูมิ 37° องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

-เมื่อครบก าหนด ท าการใส่ Iodineรอ 1 นาที แล้วจึงเทออก 

 -ไอโอดีนท าปฏิกิริยากับแป้งถึงสร้างสารประกอบสีน้ าเงิน โดยแบคทีเรียที่จะสามารถสร้างจะแสดงโซนใสรอบโคโลนี 
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บทที่4 

ผลการศึกษา 

4.1.การคัดแยกเชื้อเพื่อค้นหาตัวอย่างเชื้อบาซิลลัส 

    น าน้ าหมักตัวอย่างมาสเปรทเพลท (spread plate) บนอาหาร Tryptone Soya Agar (TSA) ด้วยปริมาตรความ

เข้มข้น 100ไมโครลิตร และ 200ไมโครลิตร ได้เชื้อแบคทีเรียหลายชนิดทางผู้วิจัยจึงท าการบันทึกทางลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาที่ได้ แล้วท าการย้อมแกรมตรวจสอบ จากการตรวจสอบการคัดแยกเชื้อได้ผลดังนี้ 

4.1.1.ท าการน าเชื้อตัวอย่างปริมาตร1มิลลิลิตร ลงบนอาหาร Tryptone Soya Agar (TSA) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

ประกอบด้วยเคซีนและถั่วเหลืองที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ซึ่งเป็นแหล่งของกรดอะมิโนและธาตุอาหารอ่ืนๆ มีเดกซ์โตสเป็น

แหล่งคาร์บอน มีโซเดียมคลอไรด์เพื่อรักษาแรงดันออสโมติก และไดโพแทสเซียมฟอสเฟตเป็นบัฟเฟอร์ 

        

 

         

 

        

 

 A  B  C 
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ภาพที่ 5 ภาพแสดงลกัษณะของเชือ้ ภายใต้กล้องจลุทรรศน ์ 

 จากผลการทดลอง ไม่สามารถคัดแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะติดแกรมบวกสีม่วง (คริสทัลไวโอเลต) 

ลักษณะรูปแท่ง (bacillus) จึงน าไปสู่ขั้นตอนวิธีอ่ืนต่อไป 

 

4.1.2.ท าการเลี่ยงเชื้อตัวอย่างโดยผสมเชื้อตัวอย่างเข้ากับอาหาร Tryptone Soya Agar ปริมาตรความเข้มข้น200 

ไมโครลิตร, 500 ไมโครลิตร, 1000ไมโครลิตร (TSA) ได้ผลดังนี้ 

 

ภาพที่  6 การผสมเชื้อตัวอย่างเข้ากับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

J K 
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จากผลการทดลองเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียรวมเข้ากับอาหาร Tryptone Soya Agar (ภาพท่ี 6) เชื้อไม่สามารถเจริญ

ได้ จึงน าไปสู่ขั้นตอนวิธีทดลองต่อไป 

4.1.3.จากวิธีการแรกยังไม่พบเชื้อที่เราต้องการศึกษาจึงน ามาสู่วิธีการต่อไปโดยน าเชื้อตรวจสอบตัวอย่างไปผ่านความร้อน

อุณหภูมิที่ 80°C 20นาท ี(ภาพท่ี 7) โดยการให้ความร้อนจะสามารถคัดได้เพียงเชื้อแบคทีเรียที่สามารถทนต่อความร้อนได้ 

ได้ผลดังนี้ 

 

     

50 ไมโครลิตร                                  100 ไมโครลิตร                                     200 ไมโครลิตร 

ภาพที่ 7 แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียที่พบโดยวิธีการให้ความร้อน 
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ภาพที่ 8 ภาพแสดงลกัษณะของเชือ้ที่ผา่นการให้ความร้อนท่ี 80°C 20 นาท ีภายใต้กล้องจลุทรรศน ์ 

 

A B C 

D E F 

G H I 

J K 
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จากผลการทดลอง ไม่สามารถคัดแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะติดแกรมบวกสีม่วง (คริสทัลไวโอเลต) 

ลักษณะรูปแท่ง (bacillus) (ภาพท่ี 8) จึงน าไปสู่ขั้นตอนวิธีอ่ืนต่อไป 

4.1.4.การน าเชื้อตัวอย่างปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้เกิดการตกตะกอนของเชื้อแล้วจึงน าตะกอนเชื้อไปเลี้ยงด้วยอาหาร Tryptone 

Soya Agar (TSA) (ภาพท่ี 9) ได้ผลดังนี้ 

       

                      100 ไมโครลิตร                                               200 ไมโครลิตร 

ภาพที่ 9  แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียที่พบโดยวิธีการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเชื้อ 

 

ตารางท่ี 1 แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

 

 
ภาพ 

 
ชื่อ 

ลักษณะโคโลนี 

รูปร่าง ขอบ สี ขนาด 

 

1 กลม เรียบ ขาวขุ่น เล็ก 

 

2 กลม ไมเ่รียบ ขาวขุน่ กลาง 
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3 กลม ไมเ่รียบ น า้ตาลขุน่ กลาง 

 

4 กลม เรียบ ขาวขุน่ กลาง 

 

5 ไม่คงสภาพ ไม่เรียบ ขาวขุ่น ใหญ ่

 

7 ไม่คงสภาพ ไม่เรียบ ขาวขุ่น กลาง 

 

8 กลม เรียบ เหลือง เล็ก 

 

9 กลม เรียบ เหลือง เล็ก 

 

10 กลม เรียบ เหลือง กลาง 

 

11 กลม เรียบ เหลือง เล็ก 

 

12 ไม่คงสภาพ ไม่เรียบ น้ าตาลขุ่น กลาง 



25 

 

จากผลการทดลองสามารถคัดแยกลักษณะแบคทีเรียที่มีลักษณะรูปแท่ง (bacillus) ได้ทั้งหมด 9 โคโลนี แสดงดัง

ตาราง (ตารางที่ 1) 

4.1.5.การน าเชื้อตัวอย่างปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้เกิดการตกตะกอนของเชื้อแล้วจึงน าตะกอนเชื้อไปเลี้ยงด้วยอาหาร Tryptone 

Soya Agar (TSA) ท าการเลี้ยงต่ออีก 1 วัน (ภาพท่ี10) ได้ผลดังนี้ 

 

200 ไมโครลิตร                                               100 ไมโครลิตร 

ภาพที่ 10 แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียที่พบโดยวิธีการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเชื้อ เลี้ยงต่ออีก 1 วัน 

 

ตารางท่ี 2 แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ภาพ ชื่อ ลักษณะโคโลนี 
  รูปร่าง ขอบ สี ขนาด 

100 µl 

 

กลม เรียบ เหลือง เล็ก 

200 µl      



26 

 

 

 

โคโลนีเล็ก เรียบ ขาว กลาง 

 

 

โคโลนีใหญ่ ไม่คงสภาพ น้ าตาลขุ่น กลาง 

 

จากผลการทดลองสามารถคัดแยกลักษณะแบคทีเรียที่มีลักษณะรูปแท่ง (bacillus) ได้ทั้งหมด 2 โคโลนี แสดงดัง

ตาราง (ตารางที่ 2) 

 

4.1.6.การน าเชื้อตัวอย่างปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้เกิดการตกตะกอนของเชื้อแล้วจึงน าตะกอนเชื้อไปเลี้ยงด้วยอาหาร Tryptone 

Soya Agar (TSA) ท าการเลี้ยงต่ออีก 5 วัน (ภาพท่ี 11) ได้ผลดังนี้ 

       

                    100 ไมโครลิตร                                                200 ไมโครลิตร 

ภาพที่ 11 แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียที่พบโดยวิธีการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเชื้อ เลี้ยงต่ออีก 5 วัน 
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ตารางท่ี 3 แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ภาพ ชื่อ ลักษณะโคโลนี 
รูปร่าง ขอบ สี ขนาด 

 

1 กลม เรียบ น้ าตาลขุ่น กลาง 

 

2 กลม ไม่เรียบ ขาวขุ่น กลาง 

 

3 ไม่คงสภาพ เรียบ ขาวขุ่น ใหญ ่

 

4 กลม เรียบ ขาวขุ่น ใหญ ่

 

5 กลม ไม่เรียบ ขาวขุ่น ใหญ ่

 

6 ไม่คงสภาพ ไม่เรียบ ขาวขุ่น กลาง 

 

7 กลม เรียบ น้ าตาลขุ่น กลาง 

 

8 กลม เรียบ ขาว เล็ก 
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จากผลการทดลองสามารถคัดแยกลักษณะแบคทีเรียที่มีลักษณะรูปแท่ง (bacillus) ได้ทั้งหมด 7 โคโลนี แสดงดัง

ตาราง (ตารางที่ 3) 

 

4.1.7.การน าเชื้อตัวอย่างปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้เกิดการตกตะกอนของเชื้อแล้วจึงน าตะกอนเชื้อไปเลี้ยงด้วยอาหาร Tryptone 

Soya Agar (TSA) ท าการเลี้ยงต่ออีก 6 วันและให้ความร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา30 นาท ี(ภาพที่ 12) ได้ผลดังนี้ 

      

100 ไมโครลิตร                                                200 ไมโครลิตร 

ภาพที่ 12  แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียที่พบโดยวิธีการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเชื้อ เลี้ยงต่ออีก 6 วันและให้ความร้อนที่ 

80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา30 นาที 

 

        

 A B C 
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ภาพที่ 13  แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

 

 

 

 

D E F 

G H I 

J 
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ตารางท่ี 4 แสดงถึงลักษณะเชื้อแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ภาพ ชื่อ ลักษณะโคโลนี 
รูปร่าง ขอบ สี ขนาด 

 

 
6 

 
ไม่คงสภาพ 

 
ไม่เรียบ 

 
น้ าตาลขุ่น 

 
กลาง 

 

จากผลการทดลอง สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะติดแกรมบวกสีม่วง (คริสทัลไวโอเลต) 

ลักษณะรูปกลม (coccus) จ านวน 10 โคโลนี ดัง (ภาพ 13) และมีลักษณะติดสีแกรมบวกสีม่วงรูปแท่ง (bacillus) เพียง

โคโลนีเดียว แสดงดัง (ตารางที่ 4) 

 

4.2.การทดสอบคุณสมบัติลักษณะของแบคทีเรียที่สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

4.2.1.การทดสอบ Phosphate Solubilization ฟอสฟอรัสในรูปที่ไม่ละลายจะถูกละลายไปอยู่ในรูปที่พืชสามารถ

น าไปใช้ประโยชน์ได้ด้วยกิจกรรมของจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรีย ท าให้อาหาร Pikovskay’s medium ปรากฏ clear 

zone แสดงผลดังนี้ 

                             

 

 

 

B 

(ห7, ห8, ห9, ห10, ห11, ห12, X1) 

 A 

(H6, ห1, ห2, ห3, ห4, ห5, ห6) 
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ภาพที่ 14 แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ Phosphate Solubilization activity จะปรากฏโซนใสรอบๆโคโลนี 

    ตารางท่ี  5 ปรากฏโซนใสรอบๆโคโลนี (clear zone) 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 
H6 
 

0.6 
 

1.2 ห8 0.7 - X6.1 0.7 1.1 

ห1 
 

0.6 
 

1.4 ห9 0.6 1.2 X6.2 1.2 1.3 

ห2 0.6 
 

1.2 ห10 0.6 1.1 X7 0.7 1.1 

ห3 0.8 
 

1.6 ห11 0.7 - X8 0.7 0.9 

ห4 0.6 
 

1.3 ห12 0.6 1.1 X10.1 0.7 0.9 

ห5 0.7 
 

1.2 X1 0.6 1.2 X10.2 1.4 1.5 

C 

(X1, X4, X5, X6, X7, X8, X10) 

D 

(X10.2) 
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ห6 0.7 1.2 X4 1 2 

ห7 0.6 3 X5 2.2 3 

 

จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ Phosphate Solubilization activity จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี 
และท าการวัด clear zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง ได้แก่ ห7 , X4 , ห1 , ห3 , ห4 ได้
ค่าเท่ากับ 2.4 , 1 , 0.8 , 0.8 ,0.6 เซนติเมตรตามล าดับ (ตารางที่ 5) 

 

 

4.2.2.การทดสอบ Organic Acid โดยแบคทีเรียที่สามารถสร้างและปลดปล่อยออกมาได้จะท าให้อาหารminimal salt 

medium (MM9 broth) มีการเปลี่ยนสี โดยมีการบ่งชี้โดยการใช้ Bromocesol Purple แสดงผลดังนี้ 

 

                         

 

 

A 

(H6, ห1, ห2, ห3, ห4, ห5, ห6, ห7, ห8, ห9) 

B 

(ห10, ห11, ห12, X1, X4, X5, X6.1, X6.2, X7, X8) 
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ภาพที่ 15  แบคทีเรียสามารถผลิตกรดอินทรีย์ได้อาหารจะปรากฏสีเหลือง 

 

            ตารางท่ี 6  แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดอินทรีย์ได้ 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

pH การ
ผลิต 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

pH การ
ผลิต 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

pH การ
ผลิต 

 
H6 6.66 + ห8 6.91 - X6.1 6.24 + 

ห1 6.87 + ห9 6.91 - X6.2 6.06 + 
ห2 6.94 - ห10 6.96 + X7 6.55 + 
ห3 6.80 + ห11 6.95 + X8 6.40 + 
ห4 6.90 + ห12 6.95 + X10.1 6.17 + 
ห5 5.20 +++ X1 5.98 ++ X10.2 5.90 ++ 
ห6 6.93 - X4 6.49 +    
ห7 6.52 + X5 6.68 +    

 

 
+    =การผลิตน้อย , ++    =การผลิตกลาง , +++  =การผลิตมาก 

C 

(X10.1, X10.2) 

D 

(Control) 
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จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดอินทรีย์ได้จะเปลี่ยนสีของอาหาร ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มี

คุณสมบัตินี้สูงสุด 3 ตัวอย่างได้แก่ ห5 , X1 , X10.2 (ตารางท่ี 6) 

4.2.3.การทดสอบแอมโมเนีย ผลดังนี้ 

              

 

 

                                      

                                         

                         

 

ภาพที่ 16  แบคทีเรียสามารถผลิตแอมโมเนียได้อาหารจะปรากฏสีเหลืองอ่อนถึงสีน้ าตาล 

A 

(H6, ห1, ห2, ห3, ห4, ห5, ห6, ห7, ห8, ห9) 

B 

(ห10, ห11, ห12, X1, X4, X5, X6.1, X6.2, X7, X8) 

C 

(X10.1, X10.2) 

D 

(Control) 
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      ตารางท่ี 7  แบคทีเรียที่สามารถผลิตแอมโมเนียได้ 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

การผลิต 
 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

การผลิต 
 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

การผลิต 
 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

การผลิต 
 

H6 ++ ห6 ++ ห12 + X7 ++ 

ห1 + ห7 ++ X1 ++ X8 ++ 
ห2 +++ ห8 ++ X4 + X10.1 ++ 
ห3 ++ ห9 + X5 ++ X10.2 ++ 
ห4 + ห10 + X6.1 ++ 
ห5 +++ ห11 +++ X6.2 + 

 

จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตแอมโมเนียได้จะเปลี่ยนสีของอาหาร ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มี

คุณสมบัตินี้สูงสุด 3 ตัวอย่างได้แก่ ห2 , ห5 , ห11 (ตารางท่ี 7) 

4.2.4.การทดสอบการตรึงไนโตรเจน โดยทดสอบบนอาหาร Norris Glucose Nitrogen Free Medium  

                    

 

 

 

 

+    =การผลิตน้อย , ++    =การผลิตกลาง , +++  =การผลิตมาก 

 A 

(Staphylococcus aureus, H6, ห5, ห11, ห12) 

   negative control 

 B 

(H6, ห1, ห2, ห3, ห4, ห5, ห6) 
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ภาพที่ 17  แบคทีเรียที่สามรถเจริญเติบโตได้บนอาหาร Norris Glucose Nitrogen Free Medium 

 

ตารางท่ี 8  แบคทีเรียที่สามารถเจริญได้บนอาหาร Norris Glucose Nitrogen Free Medium 

ชื่อตัวอย่าง ความสามารถ
เจริญ 

ได้บนอาหาร 

ชื่อตัวอย่าง ความสามารถ
เจริญ 

ได้บนอาหาร 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

ความสามารถ
เจริญ 

ได้บนอาหาร 

ชื่อตัวอย่าง ความสาม
ารถเจริญ 

ได้บน
อาหาร 

H6 + ห6 + ห12 + X8 + 
ห1 + ห7 + X1 + X10 + 
ห2 + ห8 + X4 + S. aureus - 
ห3 + ห9 + X5 +   
ห4 + ห10 + X6 +   
ห5 + ห11 + X7 +   

 

 

 C 

(ห7, ห8, ห9, ห10, ห11, ห12) 

D 

(X1, X4, X5, X6, X7, X8, X10) 

+    = เจริญได ้, - = ไม่สามารถเจริญได้ 
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 โดยแบคทีเรียที่สามรถเจริญได้บนอาหาร Norris Glucose Nitrogen Free Medium คือ แบคทีเรียที่สามารถ

ตรึงไนโตรเจนได้ จากผลการทดลองเชื้อตัวอย่างสามารถเจริญได้บนอาหารเมื่อเปรียบเทียบ S. aureus ซึ่งเปน็ negative 

control ไม่สามารถเจริญได้ดีบนอาหาร Norris Glucose Nitrogen Free Medium. (ตารางที่ 8) 

4.3.การทดสอบคุณสมบัติลักษณะของแบคทีเรียที่มีผลการควบคุมชีวภาพของพืช 

4.3.1.การทดสอบการผลิต Protease ของเชื้อทดสอบ โดยแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ จะปรากฏโซนใส

ขึ้นรอบๆโคโลนี (clear zone) ได้ผลดังนี้ 

                                 

 

 

 

                                          

 D 

(ห1, ห2, ห3, ห4, ห5, ห6) 

A 

(H6, ห7, ห8, ห9, ห10, X10.1, X10.2) 

B 

(X1, X4, X5, X6.1, X6.2, X7, X8) 

C 

(ห10, ห11ม ห12, X10.1, X10.2) 
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ภาพที่ 17  แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติสามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ จะปรากฏโซนใสรอบๆโคโลนี 

                       

      ตารางท่ี 9  แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 
H6 
 

- ห8 3.2 X6.1 2.9 

ห1 0.9 ห9 3.4 X6.2 3 
ห2 - ห10 2.2 X7 1.3 
ห3 2.0 ห11 1.9 X8 1.1 
ห4 1.8 ห12 - X10.1 - 
ห5 2.1 X1 2.9 X10.2 1.0 
ห6 2.4 X4 2.6   
ห7 3.4 X5 2.4   

 

จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี และท าการวัด 

clear zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง ได้แก่ ห7, ห9 , ห8 , X6.2, X6.1  ได้ค่าเท่ากับ 

3.4 , 3.4 , 3.2 , 3 , 2.9  เซนติเมตรตามล าดับ (ตารางท่ี 9) 

4.3.2.การทดสอบ Cellulase โดยเป็นการศึกษาว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถย่อยสลายเซลลูโลส ถ้าเกิดการย่อยสลาย

เซลลูโลสจะปรากฏโซนใสขึ้นรอบๆโคโลนี (clear zone) ได้ผลดังนี้ 
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ภาพที่ 18  แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติสามารถผลิตเซลลูเลสได้ จะปรากฏโซนใสรอบๆโคโลนี โดยใช้ไอโอดีน 

เพ่ือเป็นตัวบ่งชี้การย่อยสลายเซลลูโลส 

   

 

 

 

A 

(H6, ห1, ห2, ห3, ห4, ห5, ห6) 

C 

(X1, X4, X5, X6.1, X6.2, X7, X8) 

B 

(ห7, ห8, ห9, ห10, ห11, ห12) 

D 

(X10.1, X10.2) 
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    ตารางท่ี 10 แบคทีเรียที่สามารถผลิตเซลลูเลสได้ 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 
H6 
 

0.8 
 

2 ห8 0.8 - X6.1 0.9 1.2 

ห1 
 

0.9 
 

1.4 ห9 3 3.3 X6.2 0.8 1.1 

ห2 0.9 
 

1 ห10 2 2.7 X7 0.8 1.1 

ห3 0.8 
 

1.1 ห11 0.9 - X8 0.8 1.3 

ห4 0.9 
 

- ห12 0.9 - X10.1 0.8 1 

ห5 0.8 
 

1.8 X1 0.8 1.4 X10.2 0.8 - 

ห6 0.8 1.6 X4 0.8 1.2 

ห7 0.8 2.8 X5 0.8 2 

 

จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสได้ จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี และท าการวัด 

clear zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง ได้แก่ ห7 , H6 , X5 , ห5 , ห6 ได้ค่าเท่ากับ 2 , 

1.2 , 1.2 , 1 , 0.8  เซนติเมตรตามล าดับ (ตารางที่ 10) 
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4.3.3.การทดสอบ Amylase โดยจะเป็นการทดสอบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสเพ่ือย่อยแป้ง ถ้า

สามารถผลิตได้จะปรากฏโซนใสขึ้นรอบๆโคโลนี (clear zone) ได้ผลดังนี้ 

                   

                        

 

 

                          

  

 

ภาพที่ 19  แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติสามารถผลิตอะไมเลสได้ จะปรากฏโซนใสรอบๆโคโลนี โดยใช้ไอโอดีน 

เพ่ือเป็นตัวบ่งชี้การการผลิตอะไมเลส 

A 

(H6, ห1, ห2, ห3, ห4, ห5, ห6) 

B 

(ห7, ห8, ห9, ห10, ห11, ห12, X1) 

C 

(X4, X5, X6.1, X6.2, X7, X8, X10.1) 

D 

(X10.2) 
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ตารางท่ี 11  แบคทีเรียที่สามารถผลิตอะไมเลสได้ 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 

ชื่อ
ตัวอย่าง 

 

ขนาด 
โคโลน ี
(ซม. 

Clear 
zone 
(ซม.) 

 
H6 
 

1.2 
 

4.3 ห8 1.3 4.4 X6.1 0.8 - 

ห1 
 

0.9 
 

1 ห9 1.5 - X6.2 0.8 - 

ห2 0.9 
 

- ห10 2 4 X7 0.8 1 

ห3 0.9 
 

3 ห11 1 3.9 X8 0.9 2.1 

ห4 1.8 
 

4.4 ห12 0.9 1.1 X10.1 0.9 1 

ห5 0.9 
 

1.2 X1 0.8 0.9 X10.2 1 1.2 

ห6 0.7 0.8 X4 1 - 

ห7 0.9 - X5 0.9 - 

 

จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตอะไมเลสได้ จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี และท าการวัด clear 

zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง ได้แก่ H6 , ห8 , ห11 , ห4 , ห3 ได้ค่าเท่ากับ 3.1 , 3.1 

, 2.9 , 2.6 2.1 เซนติเมตร ตามล าดับ (ตารางที่ 11) 
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ตารางท่ี 12  ผลการทดสอบตามคุณสมบัติ 

 
ชื่อ 

การติดสีแกรม
และลักษณะ
ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ 

การทดสอบคุณสมบัติ 
ฟอสเฟลส กรด

อินทรีย์ 
แอมโมเนีย ตรึง

ไนโตรเจน 
โปรติ
เอส 

เซลลู
เลส 

อะ
ไมเลส 

H6 Gram’s 
positive bacilli 

++ + ++ + - +++ +++ 

ห1 Gram’s 
positive bacilli 

++ + + + + + + 

ห2 Gram’s 
positive bacilli 

++ - + + ++ + - 

ห3 Gram’s 
positive bacilli 

++ + ++ + - + +++ 

ห4 Gram’s 
positive bacilli 

++ + + + ++ - +++ 

ห5 Gram’s 
positive bacilli 

+ +++ +++ + ++ +++ + 

ห6 Gram’s 
positive bacilli 

+ - ++ + ++ ++ + 

ห7 Gram’s 
positive bacilli 

+++ + ++ + +++ +++ - 

ห8 Gram’s 
positive cocci 

- - ++ + +++ - +++ 

ห9 Gram’s 
positive bacilli 

++ - + + +++ + - 

ห10 Gram’s 
positive bacilli 

+ + + + ++ ++ ++ 

ห11 Gram’s 
negative spiral 

- + +++ + ++ - +++ 

ห12 Gram’s 
positive bacilli 

+ + + + - - + 
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X1 Gram’s 
positive bacilli 

++ ++ ++ + ++ + + 

X4 Gram’s 
negative 
bacilli 

++ + + + ++ + - 

X5 Gram’s 
negative 
bacilli 

++ + ++ + ++ +++ - 

X6.1 Gram’s 
negative 
bacilli 

+ + ++ + ++ + - 

X6.2 Gram’s 
negative 
bacilli 

+ + + + +++ + - 

X7 Gram’s 
positive bacilli 

+ + ++ + ++ + + 

X8 Gram’s 
positive cocci 

+ + ++ + + + ++ 

X10.1 Gram’s 
negative cocci 

+ + ++ + - + + 

X10.2 Gram’s 
negative cocci 

+ ++ ++ + + - + 
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อภิปรายผลการวิจัย 

5..การทดสอบคุณสมบัติลักษณะของแบคทีเรียที่สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

5.1.การทดสอบ Phosphate Solubilization จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ Phosphate Solubilization 

activity จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี จากผลที่ได้ท าให้มีความสอดคล้องกับคุณ Min Liu, Xu Liu, Bao-Sen Cheng et 

al. (2016) ผลของ Bacillus aryabhattai เป็นบวกสามารถละลาย phosphate-solubilizing activity (PSA) ได้ (18) 

5.2.การทดสอบกรดอินทรีย์ โดยแบคทีเรียที่สามารถสร้างและปลดปล่อยออกมาได้จะท าให้อาหาร มีการเปลี่ยนส ี

สอดคล้องกับ PGPR จากไรโซสเฟียร์เป็นผลบวกต่อการผลิตกรดอินทรีย์และเพ่ิมผลผลิตพืชและคุณภาพของเมล็ดพืช 

ผลลัพธ์ได้รับการสนับสนุนโดย Bharucha (2013) ผู้รายงานว่า PGPR แยกตัวจาก Alfa Alfa ดินไรโซสเฟียร์ผลิตกรด

อินทรีย์และเพ่ิมการเจริญเติบโตของพืช (19) 

5.3.โปรติเอสจะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่างจากการทดลอง 

สอดคล้องกับ Chang WT, Hsieh CH, Hsieh HS, Chen C (2009) ค่า pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับกิจกรรมโปร

ตีเอสคือ 7 และ 50 ° C ตามล าดับ กิจกรรมของเชื้อราโปรติเอสถูกตรวจพบโดยใช้วิธีการทดสอบตามการยับยั้งการงอก

ของสปอร์และการขยาย Hyphal ของเชื้อรา Pythium ultimum การตรวจสอบนี้เป็นรายงานครั้งแรกของการผลิตโปรติ

เอสต่อต้านเชื้อราจาก Bacillus spp. (20) 

5.4.จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี ท าให้ได้เชื้อ

แบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง ได้แก่  ห7 , H6 , X5 , ห5 , ห6 ได้ค่าเท่ากับ 2 , 1.2 , 1.2 , 1 , 0.8  

เซนติ เ มตรตามล าดั บ  สอดคล้ องกั บ งานวิ จั ยของคุณ  Khianngam S, Pootaeng-on Y, Techakriengkrai T, 

Tanasupawat S (2014) สามารถให้แบคทีเรียแกรมบวกผลิตเอนไซม์เซลลูโลสได้โดยใช้คองโกสีแดงเป็นตัวบ่งชี้สี (21) 
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สรุปผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองการแยกเชื้อแบคทีเรียได้เชื้อตัวอย่างที่ต้องการทดสอบทั้งหมด 22 ตัวอย่าง เมื่อท า

การทดสอบตามคุณสมบัติได้ผลการทดลองว่า จากการทดลองเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ Phosphate Solubilization 

activity จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี และท าการวัด clear zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อ

ตัวอย่าง ได้แก่ ห7 , X4 , ห1 , ห3 , ห4 ได้ค่าเท่ากับ 2.4 , 1 , 0.8 , 0.8 ,0.6 เซนติเมตรตามล าดับ เชื้อแบคทีเรียที่

สามารถผลิตกรดอินทรีย์ได้จะเปลี่ยนสีของอาหาร ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 3 ตัวอย่างได้แก่ ห5 , X1 , 

X10.2  เชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตแอมโมเนียได้จะเปลี่ยนสีของอาหาร ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 3 

ตัวอย่างได้แก่ ห2 , ห5 , ห11 เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี และท า

การวัด clear zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง ได้แก่ ห7, ห9 , ห8 , X6.2, X6.1  ได้ค่า

เท่ากับ 3.4 , 3.4 , 3.2 , 3 , 2.9  เซนติเมตรตามล าดับ เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ จะปรากฏ

โซนในรอบๆโคโลนี และท าการวัด clear zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง ได้แก่ ห7 , H6 

, X5 , ห5 , ห6 ได้ค่าเท่ากับ 2 , 1.2 , 1.2 , 1 , 0.8  เซนติเมตรตามล าดับ เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตอะไมเลสได้ 

จะปรากฏโซนในรอบๆโคโลนี และท าการวัด clear zone ท าให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัตินี้สูงสุด 5 เชื้อตัวอย่าง 

ได้แก่ H6 , ห8 , ห11 , ห4 , ห3 ได้ค่าเท่ากับ 3.1 , 3.1 , 2.9 , 2.6 2.1 เซนติเมตร ตามล าดับ และได้ข้อสรุปว่า เชื้อ

ตัวอย่างหมายเลย H6, ห1, ห5, ห10 คือเชื้อตัวอย่างที่ควรน าไปศึกษาและพัฒนาในขั้นตอนต่อไปเพ่ือให้เกิดประโยชน์ได้

สูงสุด (ตารางท่ี 12) 
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