
บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

1. การคัดแยกแบคทีเรีย KSB 

 

 การคัดแยกแบคทีเรีย KSB โดยเก็บตัวอย่างดินบริเวณรอบรากมันส าปะหลังที่ปลูกในเขตพ้ืนที่
อ าเภอด่านขุนทด จังหวัดนครราชสีมา ขนาดพ้ืนที่ 400 เมตร x 400 เมตร และมีประวัติการใช้ปุ๋ย
โพแทสเซียม (ภาพที่ 4.1) โดยเก็บตัวอย่างจากดินรอบรากมันส าปะหลัง จ านวนทั้งสิ้น 80 ตัวอย่าง น ามา
คัดแยกแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการละลายโพแทสเซียมออกจากแร่ธรรมชาติ เพื่อให้ได้โพแทสเซียมที่เป็น
ประโยชน์ ในระดับห้องปฏิบัติการ  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1 แปลงมันส าปะหลังในพ้ืนที่เก็บตัวอย่างดิน 

 

2. การทดสอบคุณสมบัติการละลายโพแทสเซียมออกจากแร่ธรรมชาติ (Potassium Solubilizing  
   Activities) ของแบคทีเรียที่แยกจากดินรอบรากพืช 
 
 คัดแยกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติการละลายโพแทสเซียม ด้วยวิธี spot test method บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ aleksandrov agar  ตรวจสอบการสร้าง potassium solubilization zone ผลการศึกษา

คุณสมบัติการละลายโพแทสเซียมของแบคทีเรีย พบว่า สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการ

ละลายโพแทสเซียมได้  5 ไอโซเลท โดยดูจากการย่อย insoluble mica powder ซึ่ งเป็นแหล่ ง 
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potassium source จนเกิดโซนใส ดังภาพที่ 4.2 แบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลทนี้ ประกอบด้วยไอโซเลท SS 

011, SS 030, SS 040, SS 045 และ SS 046 ตามล าดับ ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสจากปฏิกิริยา

การสร้างละลายโพแทสเซียมของแบคทีเรีย บนอาหารเลี้ยงเชื้อ aleksandrov agar ของไอโซเลท SS 011, 

SS 030, SS 040, SS 045 และ SS 046 เท่ากับ 2.7, 3.9, 2.9, 3.4 และ 2.1 cm ตามล าดับ ดังแสดงใน

ภาพที่ 4.2 และขนาดของโซนใสแสดงในตารางที่ 4.1  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.2 โคโลนีของไอโซเลทแบคทีเรียทีแ่ยกได้จากดิน ซึ่งสามารถละลายโพแทสเซียม โดยเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Aleksandrov agar  และบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24-48 ชั่งโมง 

 

ตารางที่  4.1 ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสจากการละลายโพแทสเซียมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Aleksandrov agar   

รหัสตัวอย่าง เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใส (cm.) 

SS 011 2.7 
SS 030  3.9 
SS 040  2.9 
SS 045  3.4 
SS 046 2.1 
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3. การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย KSB โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทาง

ชีวเคมี 

 

 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา ได้แก่ รูปร่างของเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ การติดสีแกรม สร้าง

เอนโดสปอร์  เพ่ือจัดจ าแนกชนิดของแบคที เรีย KSB โดยอาศัยข้อมูล Classification ตามหลัก

อนุกรมวิธานวิทยาของ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ผลการย้อมสีแกรม พบ

ลักษณะของแกรมบวก และรูปร่างเซลล์เป็นแบบท่อน (rods) สปอร์อยู่ตรงกลางเซลล์ (central spores) 

(ภาพที่ 4.3) ลักษณะเซลล์ของแต่ละไอโซเลท แสดงในตารางที่ 4.2 เมื่อท าการทดสอบลักษณะเฉพาะทาง

ชีวเคมีต่าง ๆ ได้แก่ การทดสอบ Indole การทดสอบ Voges-Proskauer การทดสอบ Catalase การ

ทดสอบ Methyl red การทดสอบ Ornithine utilization การทดสอบคุณสมบัติ Lysine utilization 

และการทดสอบ Nitrate reduction ซึ่งผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี แสดงในตารางที่ 4.3 และ

ภาพที่ 4.4 - 4.9 
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ภาพที่ 4.3 ลักษณะเซลล์ของไอโซเลทแบคทีเรียทีแ่ยกได้จากดิน ซึ่งสามารถละลายโพแทสเซียม 
โดยเซลล์ติดสีแกรมบวกและรูปร่างท่อน  

 
ตารางท่ี 4.2 ลักษณะเซลล์ของแต่ละไอโซเลทแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน ซึ่งสามารถละลายโพแทสเซียม 

รหัสตัวอย่าง ลักษณะเซลล์ 
SS 011 gram positive, long rod 
SS 030  gram positive, long rod, central spores 
SS 040  gram positive, long rod 
SS 045  gram positive, long rod, central spores 
SS 046 gram positive, long rod 

 

SS 011 SS 030 

SS 040 SS 045 

SS 046 
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ตารางท่ี 4.3 การทดสอบทางชีวเคมีของแต่ละไอโซเลทแบคทีเรียทีแ่ยกได้จากดิน  

การทดสอบทางชีวเคมี ผลการทดสอบ 
Indole negative 
Voges-Proskauer negative 
Catalase positive 
Ornithine utilization positive 
Lysine utilization positive 
Nitrate reduction positive 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4 การทดสอบ Indole production ของไอโซเลทแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน ให้ผลลบ 
ไมเ่กิดวงสีแดงที่ผิวบนของอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังจากหยดน้ ายาทดสอบ Kovac’s reagent 

แสดงว่า แบคทีเรียไม่สามารถสร้างเอนไซม์ Tryptophanase 
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ภาพที่ 4.5 การทดสอบ Voges-Proskauer ของไอโซเลทแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน ให้ผลลบ 

ไมเ่กิดสีแดงที่ชั้นบนของอาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงว่า แบคทีเรียไมส่ามารถสร้าง  
acetylmethylcarbinol (acetoin) ซึ่งเกิดจากการย่อยกลูโคส 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4.6 การทดสอบ Catalase ของไอโซเลทแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน ให้ผลบวก เนื่องจากเกิดฟอง

ก๊าซ O2 ทันทีหลังจากหยด H2O2 แสดงว่า แบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ catalase 
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ภาพที่ 4.7 การทดสอบ Ornithine utilization ของไอโซเลทแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน ให้ผลบวก แสดงว่า

แบคทีเรียมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ decarboxylate amino acid ซึ่งไปแยก  

carboxyl group ออกจากกรดอะมิโน ornithine เกิดเป็น amine ซ่ึงมีสภาพเป็นด่าง  

ท าให้ indicator bromocresol purple เปลี่ยนเป็นสีม่วง 
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ภาพที่ 4.8 การทดสอบ Lysine utilization ของไอโซเลทแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน ให้ผลบวก แสดงว่า

แบคทีเรียมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ decarboxylate amino acid ซึ่งไปแยก  

carboxyl group ออกจากกรดอะมิโน lysine เกิดเป็น amine ซ่ึงมีสภาพเป็นด่าง  

ท าให้ indicator bromocresol purple เปลี่ยนเป็นสีม่วง 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.9 การทดสอบ Nitrate reduction ของไอโซเลทแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน ให้ผลบวก สีของ

อาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนเป็นสีแดง แสดงว่า แบคทีเรียมีความสามารถในการเปลี่ยนไนเตรตเป็นไนไตรท์ได้ 

 



35 

 

4. การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย KSB ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา 
 
 เมื่อท าการจัดจ าแนกแบคทีเรียที่ความสามารถในการละลายโพแทสเซียม ด้วยเทคนิคทาง      
อณูชีววิทยา ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วน Conserved region ของ 16S rRNA ของแบคทีเรีย ด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ และแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้เครื่อง Electrophoresis 
ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วน Conserved regions ของ 16S rRNA ได้ PCR 
Product ขนาด 1500 bp (ภาพที่ 4.10) น า PCR product มาท าให้บริสุทธิ์ก่อนน าไปวิเคราะห์ล าดับเบส 
เพ่ือจัดจ าแนกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลายโพแทสเซียมในระดับสปีชีส์ ผลการเปรียบเทียบ
ล าดับเบส16S rRNA ยีนของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทกับล าดับเบสอื่นๆในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI 
โดยใช้โปรแกรม BLAST แสดงในตารางที่ 4.4 โดยผลการเปรียบเทียบล าดับเบส16S rRNA ยีนของ       
ไอโซเลท SS 011 กับล าดับเบสอ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล GenBank พบว่าล าดับเบสมีความคล้ายคลึงกับล าดับ
เบส  16S rRNA ยี น ของ Bacillus kochii strain SBCYB2 โดยมี เป อร์ เซ็ นต์ ความคล้ ายคลึ ง (% 
homology) เท่ากับ 98% ผลการเปรียบเทียบล าดับเบส16S rRNA ยีนของไอโซเลท SS 030 กับล าดับ
เบสอ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล GenBank พบว่าล าดับเบสมีความคล้ายคลึงกับล าดับเบส 16S rRNA ยีนของ 
Bacillus megaterium NBRC 15308 โดยมี % homology เท่ากับ 96% ผลการเปรียบเทียบล าดับเบส 
16S rRNA ยีนของไอโซเลท 040 กับล าดับเบสอ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล GenBank พบว่าล าดับเบสมีความ
คล้ายคลึงกับล าดับเบส 16S rRNA ยีนของ Bacillus aryabhattai strain P10 โดยมี % homology 
เท่ากับ 98% ผลการเปรียบเทียบล าดับเบส16S rRNA ยีนของไอโซเลท SS 045 กับล าดับเบสอ่ืน ๆ ใน
ฐานข้อมูล GenBank พบว่าล าดับเบสมีความคล้ายคลึงกับล าดับเบส 16S rRNA ยีนของ Bacillus 
safensis strain SHR3-1 โดยมี % homology เท่ากับ 97% ผลการเปรียบเทียบล าดับเบส 16S rRNA 
ยีนของไอโซเลท SS 046 กับล าดับเบสอ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล GenBank พบว่าล าดับเบสมีความคล้ายคลึงกับ
ล าดับเบส 16S rRNA ยีนของ Bacillus megaterium strain AVMB3 โดยมี  % homology เท่ากับ 
97% 
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M     1     2     3    4     5      

 

 

  

 

 

 

 

ภาพทื่ 4.10 ผลการเพ่ิมปริมาณ DNA ส่วน Conserved regions ของ 16S ด้วยเทคนิค PCR  
โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ เลน M 100 bp DNA ladder; เลน 1 ถึง 10 PCR product               

ขนาด 1500 bp จากดีเอ็นเอของแบคทีเรียรอบรากมันส าปะหลัง                                                    
ไอโซเลทที่ SS 011, SS 030, SS 040, SS 045 และ SS 046 ตามล าดับ 

  

ตารางท่ี 4.4 ผลการเปรียบเทียบล าดับเบส 16S rRNA ยีนของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทกับล าดับเบสอ่ืนๆ
ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI 
 

รหัสไอโซเลท ผลการเปรียบเทียบล าดับเบส 16S rRNA ยีนของแบคทีเรีย     % Identity 
SS 011 Bacillus kochii strain SBCYB2   98 
SS 030 Bacillus megaterium NBRC 15308  96 
SS 040 Bacillus aryabhattai strain P10  98 
SS 045 Bacillus safensis strain SHR3-1  97 
SS 046 Bacillus megaterium strain AVMB3  97 

 
 
5. การศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยโพแทสเซียมของแบคทีเรีย KSB ในดินดาน  
 น าแบคทีเรีย KSB ไอโซเลท SS 030 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยโพแทสเซียมสูงสุด มาศึกษา
ประสิทธิภาพในการย่อยและปลดปล่อยธาตุโพแทสเซียมที่เป็นประโยชน์ในดิน โดยน าแบคทีเรียไปทดสอบ
การย่อยดินดานตัวอย่างในกระถางโรงเรือนเพ่ือประเมินประสิทธิภาพการย่อยโพแทสเซียม  ซึ่งดินดานที่
น ามาทดสอบเป็นชุดดินหินกอง มีปริมาณโพแทสเซียมที่แลกเปลี่ยนได้ เฉลี่ยเท่ากับ 25.61 มิลลิกรัม/ลิตร 
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โดยในแผนการทดลองประกอบด้วย 4 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซ้ า ได้แก่ กรรมวิธีที่ 1 ดินใส่ไมกา 6 กรัม/
กระถาง ไม่ใส่เชื้อ KSB กรรมวิธีที่ 2 ดินใส่เชื้อ KSB 25 มิลลิลิตร ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง กรรมวิธี
ที่ 3 ดินใส่เชื้อ KSB 50 มิลลิลิตร ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง และกรรมวิธีที่ 4 ดินใส่เชื้อ KSB 75 
มิลลิลิตร ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง เก็บตัวอย่างดินมาวิเคราะห์ทุก 2 วัน ในช่วง 6 วันแรก แล้วน า
ดินมาวิเคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมโดย Atomic Absorption Spectrophotometer ผลการศึกษา 
พบว่า การละลายโพแทสเซียมของทุกกรรมวิธีมีแนวโน้มในเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาและปริมาณเชื้อ
แบคทีเรีย KSB ที่เพ่ิมขึ้น กรรมวิธีที่ 4 มีการละลายโพแทสเซียมสูงสุด  รองลงมาเป็นกรรมวิธีที่ 3 และ
กรรมวิธีที่ 2 ตามล าดับ ส่วนกรรมวิธีที่ 1 มีการละลายโพแทสเซียมน้อยมาก ผลการวิเคราะห์ปริมาณ
โพแทสเซียมในดินทดสอบ แสดงในตารางที่ 4.5  
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ตารางท่ี 4.5 ผลการวิเคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมในดินทดสอบ 
กรรมวิธ ี ปริมาณโพแทสเซียม (มิลลกิรัม/ลิตร) 

2 วัน 4 วัน 6 วัน 
กรรมวิธีที่ 1  
ดินใส่แร่ไมกา 
6 กรัม/กระถาง 

25.68 26.77 25.99 
24.71 21.05 22.71 
25.95 24.52 23.95 
26.08 25.20 20.08 

ค่าเฉลี่ย ( )X  25.61 24.39 23.18 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) 0.54 2.09 2.14 
p-value ns ns ns 
กรรมวิธีที่ 2  
ดินใส่เช้ือ KSB 25 มิลลิลิตร 
ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง 

152.69 159.25 165.23 
155.38 158.01 165.07 
154.06 159.19 167.88 
151.17 157.21 168.31 

ค่าเฉลี่ย ( )X  153.33 158.42 166.62 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) 1.566 0.85 1.48 
p-value ns ns ns 
กรรมวิธีที่ 3  
ดินใส่เช้ือ KSB 50 มิลลิลิตร 
ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง 

153.53 159.16 167.51 
152.47 159.46 170.22 
151.88 158.73 168.38 
150.32 159.69 168.19 

ค่าเฉลี่ย ( )X  152.05 159.26 168.58 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) 1.16 0.36 1.00 
p-value ns ns ns 
กรรมวิธีที่ 4  
ดินใส่เช้ือ KSB 75 มิลลิลิตร

ร่วมกับแร่ไมกา 6 กรัม/กระถาง 

179.15 186.74 197.31 
170.33 189.35 201.26 
173.77 185.27 194.82 
172.21 184.46 198.38 

ค่าเฉลี่ย ( )X  173.87 186.46 197.94 

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D) 3.29 1.86 2.31 
p-value ns ns ns 
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จากตารางที่ 4.5 เมื่อน าข้อมูลปริมาณการย่อยโพแทสเซียมในดินของแต่ละวิธีมาเปรียบเทียบต่อช่วงเวลา 
2 4 และ 6 วัน จะพบว่า กรรมวิธีในการย่อยโพแทสเซียมแบบที่ 1 ถึง 4 เมื่อเปรียบเทียบกับจ านวนวัน
ย่อยนั้น ปริมาณโพแทสเซียมที่ย่อยไม่แตกต่างกันมากนัก (p>0.05) ซึ่งแสดงว่า จ านวนวันที่เพ่ิมขึ้นไม่ได้
ท าให้เกิดการย่อยปริมาณเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย นอกจากนี้จากตารางดังกล่าวจะพบว่า กรรมวิธีที่ 4 มี
ความสามารถในการย่อยโพแทสเซียมเฉลี่ยสูงสุด คือ 197.94 มิลลิกรัม/ลิตร ในวันที่ 6 ของการย่อย 
รองลงมา คือ 186.46 มิลลิกรัม/ลิตร ของวันที่ 4 การย่อย ส่วนกรรมวิธีที่ 1 ของการย่อยในวันที่ 6 ให้
ค่าเฉลี่ยในการย่อยต่ าสุด คือ 23.18 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ตารางท่ี 4.6 ผลการวิเคราะห์ปริมาณการย่อยโพแทสเซียมแต่ละวิธีต่อจ านวนวัน 

จ านวนวันที่ย่อย ปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัม/ลิตร)  
กรรมวิธีที่ 1 กรรมวิธีที ่2 กรรมวิธีที ่3 กรรมวิธีที ่4 

2 วัน 25.68 152.69 153.53 179.15 
24.71 155.38 152.47 170.33 
25.95 154.06 151.88 173.77 
26.08 151.17 150.32 172.21 

ค่าเฉลี่ย ( )X  126.21 
ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (S.D) 

60.69 

p-value    *  
4 วัน 26.77 159.25 159.16 186.74 

21.05 158.01 159.46 189.35 
24.52 159.19 158.73 185.27 
25.2 157.21 159.69 184.46 

ค่าเฉลี่ย ( )X  132.13 
ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (S.D) 

65.31 

p-value    *  
6 วัน 25.99 165.23 167.51 197.31 

22.71 165.07 170.22 201.26 
23.95 167.88 168.38 194.82 
20.08 168.31 168.19 198.38 

ค่าเฉลี่ย ( )X  139.08 
ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (S.D) 

70.31 

p-value   *  
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 จากตารางที่ 4.6 เมื่อน าข้อมูลปริมาณการย่อยโพแทสเซียมในดินของวิธีการมาเปรียบเทียบต่อ
ช่วงเวลาเดียวกันได้แก่ วันที่ 2 4 และ 6 วัน พบว่า กรรมวิธีในการย่อยโพแทสเซียมแบบที่ 1 ถึง 4 เมื่อ
เปรียบเทียบกับจ านวนวันย่อยทุกต ารับการทดลอง พบว่า ปริมาณโพแทสเซียมที่ย่อยมีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ซึ่ งแสดงว่า วิธีการในการย่อยโพแทสเซียมแต่ละกรรมวิธี  มีการย่อย
โพแทสเซียมต่างกัน เมื่อเวลาผ่านไปเท่ากัน ซึ่งจ านวนวันที่เพ่ิมขึ้น ท าให้เกิดการย่อยปริมาณเพ่ิมขึ้นตาม
ไปด้วย นอกจากนี้ จากตารางดังกล่าวจะพบว่า เมื่อเวลาผ่านการย่อยไป 6 วัน มีความสามารถในการย่อย
โพแทสเซียมเฉลี่ยสูงสุด คือ 139.08 มิลลิกรัม/ลิตร รองลงมา คือปริมาณการย่อยโพแทสเซียมของการ
ย่อยวันที่ 4 มีปริมาณการย่อยโพแทสเซียมเท่ากับ 132.13 มิลลิกรัม/ลิตรส่วน การย่อยโพแทสเซียมใน
วันที่ 2 ให้ค่าเฉลี่ยในการย่อยต่ าสุด คือ 126.21 มิลลิกรัม/ลิตร 
 


