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บทคัดย่อ 
 พ้ืนที่เพาะปลูกอ้อยส่วนใหญ่ในประเทศไทยจะอยู่นอกเขตชลประทาน ท าให้เมื่อเกิดปัญหาภัยแล้งจะเกิด
ความเสียหายต่อไร่อ้อยและส่งผลกระทบต่อเกษตรกรที่ปลูกอ้อย งานวิจัยนี้จึงสนใจใช้แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญ
ของพืช ได้แก่ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19 และ Bacillus altitudinis T17 และ
แบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว ได้แก่ Weissella cibaria PN3 มาช่วยให้อ้อยสามารถทนอยู่ในสภาวะแล้งได้ดี
ขึ้น โดยเตรียมแบคทีเรียในรูปหัวเชื้อผสมแบบตรึงกับวัสดุ เพ่ือช่วยให้แบคทีเรียสามารถอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้นาน
ขึ้น โดยวัสดุตรึงที่ใช้ในงานวิจัยนี้ ได้แก่ ถ่านชีวภาพ, เถ้าลอย และกากเนื้อในปาล์ม จากการศึกษาเปรียบเทียบ
สมบัติทางกายภาพและลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุตรึงด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าถ่าน
ชีวภาพมีค่าความชื้นสัมพัทธ์สูง และมีรูพรุนจ านวนมาก จึงง่ายต่อการที่แบคทีเรียจะเข้าไปอาศัยและเจริญอยู่
ภายใน ส่วนลักษณะพ้ืนผิวของเถ้าลอยจะมีรูพรุนที่แบคทีเรียสามารถเข้าไปอาศัยอยู่ได้ และกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม
มีธาตุไนโตรเจนสูง ซึ่งไนโตรเจนเป็นแร่ธาตุที่ส าคัญต่อการเจริญของอ้อย จากการทดลองตรึงเซลล์แบคทีเรียใน
วัสดุตรึง พบว่าอัตราการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียในวัสดุตรึงแต่ละชนิดค่อนข้างใกล้เคียงกัน โดยแบคทีเรียในวัสดุ
ตรึงที่บม่ครบ 2 สัปดาห์ มีปริมาณแบคทีเรีย 109-1011 CFU ต่อกรัมวัสดุตรึง  ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้วัสดุตรึงทั้ง 3 
ชนิดผสมกัน เพ่ือน าข้อดีของวัสดุแต่ละชนิดมารวมกัน เมื่อเติมวัสดุตรึงที่มีเชื้อแบคทีเรียแบบผสมลงในดินที่ปลูก
อ้อย พบว่าช่วงที่ให้น้ าเป็นเวลา 2 สัปดาห์ อ้อยมีการเจริญเพ่ิมขึ้นในทุกชุดการทดลอง และเมื่อจ าลองสภาวะแล้ง
โดยงดให้น้ าเป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าอ้อยที่ใส่แบคทีเรียตรึงทนสภาวะแล้งได้ดี โดยชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มี
เชื้อผสม 3 ชนิด มีความยาวรากมากที่สุด และชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด มีเปอร์เซ็นต์ความ
ยาวต้นและใบที่เพ่ิมขึ้นมากที่สุด ดังนั้นควรจะเพ่ิมระยะเวลาของช่วงการจ าลองสภาวะแล้งให้นานขึ้น เพ่ือให้เห็น
ผลที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนมากกว่านี้ จากผลการทดลองทั้งหมดสามารถสรุปได้ว่าการเติมหัวเชื้อแบคทีเรียผสม
แบบตรึงสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญของอ้อยในสภาวะแล้งได้ดียิ่งขึ้น 
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Abstract 
 Most of sugarcane plantations in Thailand are located outside the irrigation area. 
Therefore, drought stress can affect sugarcane production and their farmers. In this study, we are 
interested in using plant growth promoting rhizobacteria (Bacillus thuringiensis B2, Bacillus 
stratophericus L19 and Bacillus altitudinis T17) and biosurfactant producing bacteria (Weissella 
cibaria PN3) to enhance drought tolerance of sugarcane. The mixed bacteria inoculum was 
immobilized in solid materials to prolong its survival in the environment. When compared the 
physical properties and surface characteristics of carriers under the scanning electron microscope, 
the results showed that biochar had high relative humidity and high porosity, which could allow 
the bacteria to grow inside the material. Fly ash also had high porosity, while palm kernel cake 
had high nitrogen content. Nitrogen is an important nutrient for sugarcane growth. The survival of 
immobilized bacteria in each carrier was similar. After 2-week incubation, the number of 
immobilized bacteria were 109-1011 CFU/g carrier. Consequently, we mixed 3 types of carriers to 
combine the advantages of each type. The immobilized carriers were added to the sugarcane 
planted soil. Sugarcane stems and leaves were increased in every treatment after 2-week under 
non-stress condition. When drought stress condition was applied for another 2 weeks, all the 
plants with bacterial inoculum were able to tolerate drought stress. The treatment with 3-mixed 
bacteria had the longest roots, while the treatment with 4-mixed bacteria had the longest stems 
and leaves. To confirm the efficiency of 3- and 4-mixed bacteria, further study should have longer 
drought stress condition. However, these results showed that the immobilized mixed bacterial 
inoculum could enhance growth of sugarcane under drought condition. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 โครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี ด้วยความช่วยเหลืออย่างดี
ยิ่งของรองศาสตราจารย์ ดร . เอกวัล ลือพร้อมชัย อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการที่ได้กรุณาถ่ายทอดความรู้ ค าปรึกษา 
ค าแนะน าและข้อคิดเห็นที่เป็นประโยชน์ต่องานวิจัย รวมทั้งช่วยตรวจทานแก้ไขโครงการฉบับนี้ให้สมบูรณ์มาก
ยิ่งขึ้น ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตา และความเอาใจใส่ของอาจารย์เป็นอย่างสูงไว้ ณ ที่นี้ด้วย 
 ขอกราบขอบพระคุณคณาจารย์ ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท่าน ที่กรุณาให้ความรู้ ค าแนะน าต่าง ๆ และให้
เกียรติเป็นกรรมการในการสอบโครงการฉบับนี้ 
 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท่านที่ให้ความรู้ ค าแนะน าและความช่วยเหลือต่าง ๆ 
ตลอดการท าโครงการฉบับนี้ 
 ขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมสร้างประสบการณ์ ฝ่ายวิชาการ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ที่ได้อนุเคราะห์เงินสนับสนุนงานวิจัย 
 ขอขอบคุณพ่ี ๆ และเพ่ือน ๆ ร่วมห้องปฏิบัติการทุกคน ที่ให้ค าปรึกษา ความช่วยเหลือ และค าแนะน า 
รวมถึงคอยให้ก าลังใจเป็นอย่างดตีลอดมา 
 ขอขอบคุณเพ่ือนๆ พ่ีๆ และน้องๆ ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคน ที่มีส่วนช่วยเหลือและเป็นก าลังใจให้ตลอด
การท าโครงการฉบับนี้ 
 ขอขอบคุณบริษัทเคทิส วิจัยและพัฒนา จ ากัด ที่สนับสนุนท่อนพันธุ์อ้อยและดินส าหรับปลูกอ้อยใน
งานวิจัย 
 ขอขอบคุณอ.ดร. บุญลือ คะเชนทร์ชาติ ที่ช่วยให้ผู้วิจัยน าท่อนพันธุ์อ้อยและดินมาให้ ท าให้ผู้วิจัยสามารถ
ท างานวิจัยได้อย่างราบรื่นตลอดการท าวิจัย 
 ขอขอบคุณบริษัททิพย์ก าแพงเพชร ไบโอเอนเนอยี ่จ ากัด ที่สนับสนุนเถ้าลอยส าหรับการท าวิจัย 
 ขอขอบคุณบริษัทโกลเด้นไทม์เอ็นเตอไพร์ส จ ากัด ที่สนับสนุนกากเนื้อในเมล็ดปาล์มส าหรับการท าวิจัย 
 สุดท้ายขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และสมาชิกในครอบครัวทุกคน ที่ให้โอกาส ให้การสนับสนุน
คอยรับฟังปัญหา และช่วยเหลือผู้วิจัยในทุกๆด้าน ตลอดจนเป็นก าลังใจที่ส าคัญแก่ผู้วิจัยเรื่อยมา 
  
 
 
 
 
 

ด้วยความเคารพอย่างสูง 
นางสาวปฐมาวดี ตรีสอน 

พฤษภาคม 2561 



ช 

สารบัญ 
บทคัดย่อ ง 

Abstract จ 

กิตติกรรมประกาศ ฉ 

สารบัญ ช 

สารบัญภาพ ฌ 

สารบัญตาราง ฎ 

บทที่ 1 1 

1.1 อ้อย 1 

1.2 แบคทีเรียในดินที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญของพืช (Plant Growth Promoting Bacteria) 1 

1.3 แบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิว 4 

1.4 วัสดุตรึงแบคทีเรีย 4 

1.5 วัตถุประสงค์ 6 

1.6 วิธีการด าเนินงาน 6 

1.7 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 6 

บทที่ 2 7 

อุปกรณ์ สารเคมี และวิธีด าเนินงาน 7 

2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 7 

2.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 8 

2.3 วิธีด าเนินงาน 8 

2.3.1 แบคทีเรีย วัสดุตรึง อ้อย และดินที่ใช้ในการทดลอง 8 

2.3.2 วัดอัตราการเจริญของเชื้อ 9 

2.3.3 ทดสอบคุณสมบัติของวัสดุตรึง 9 

2.3.3.1 วัดค่าความเป็นกรดเบส 9 

2.3.3.2 วัดค่าความชื้นสัมพัทธ์ 9 

2.3.3.3 วัดค่าความสามารถในการอุ้มน้ า 10 



ซ 

2.3.3.4 วัดปริมาณแร่ธาตุภายในวัสดุตรึง 10 

2.3.4 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัสดุตรึงชนิดต่างๆ ในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียผสมเพ่ือ
หาวัสดุตรึงที่มีความสามารถในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ได้ดีที่สุด 10 

2.3.4.1 การตรึงเชื้อผสม 3 และ 4 ชนิด ในวัสดุตรึงแบบเดี่ยว 10 

2.3.4.2 การตรึงเชื้อผสม 3 ชนิดและเชื้อผสม 4 ชนิดในวัสดุตรึงแบบผสม 10 

2.3.5 ทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบตรึงในการส่งเสริมการเจริญของต้นอ้อยในสภาวะ
แล้ง 11 

บทที่ 3 13 

ผลการทดลอง 13 

3.1 ผลการวัดอัตราการเจริญของเชื้อ 13 

3.2 ผลการทดสอบคุณสมบัติของวัสดุตรึง 14 

3.2.1 ค่าความเป็นกรดเบส, ค่าความชื้นสัมพัทธ์ และความสามารถในการอุ้มน้ าของวัสดุตรึง 14 

3.2.2 ปริมาณแร่ธาตุของวัสดุตรึง 14 

3.3 อัตราการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียในวัสดุตรึง 16 

3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบตรึงในการส่งเสริมการเจริญของอ้อยในสภาวะแล้ง
 17 

บทที่ 4 25 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 25 

เอกสารอ้างอิง 27 

ภาคผนวก 30 

ภาคผนวก ก 30 

ภาคผนวก ข 32 

  



ฌ 

สารบัญภาพ 
รูปที่ 1.1 ความสัมพันธ์ของแบคทีเรียในดินที่ส่งเสริมการเจริญของพืชกับพืช 3 

รูปที่ 2.1 วัสดุตรึงที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ ถ่านชีวภาพ (ก), เถ้าลอย (ข) และ กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม (ค) 8 

รูปที่ 2.2 ดินที่ใช้ปลูกอ้อย 9 

รูปที่ 2.3 พ้ืนที่ตั้งกระถางอ้อย ซึ่งเปิดไฟ LED เพ่ิมแสงให้อ้อย 11 

รูปที่ 3.1 กราฟการเจริญของเชื้อ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19 และ Bacillus 
altitudinis T17 ในอาหาร TSB จากการนับจ านวนโคโลนี 13 

รูปที่ 3.2 กราฟการเจริญของเชื้อ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19 และ Bacillus 
altitudinis T17 ในอาหาร TSB จากการวัดค่า OD600 13 

รูปที่ 3.3 ภาพพ้ืนผิว, รูพรุนของวัสดุตรึง และการยึดเกาะของแบคทีเรียบนผิวของวัสดุตรึง 15 

รูปที่ 3.4 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 3 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 16 

รูปที่ 3.5 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 4 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 17 

รูปที่ 3.6 อ้อยก่อนงดให้น้ าเพ่ือจ าลองสภาวะแล้ง 18 

รปูท่ี 3.7 อ้อยหลังจากการจ าลองสภาวะแล้ง 19 

รูปที่ 3.8 การเจริญของอ้อย โดยวัดจากความยาวของล าต้น จากชุดควบคุม, ชุดการทดลองท่ีใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, 
ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองท่ีใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 20 

รูปที่ 3.9 การเจริญของอ้อย โดยวัดจากจ านวนใบ 21 

รูปที่ 3.10 การเจริญของอ้อย โดยวัดจากความยาวของใบ 21 

รูปที่ 3.11 รากของอ้อยหลังการปลูกในสภาวะแล้ง 22 

รูปที่ 3.12 ความยาวของรากอ้อย ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึง
ที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองท่ีใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 23 

รูปที่ 3.13 จ านวนแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวราก โดยใช้วิธี MPN ในอาหาร TSB เพ่ือดูปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 24 

รูปที่ 3.14 จ านวนแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวราก โดยใช้วิธี MPN ในอาหาร TSB ที่ใส่ PEG 20% เพ่ือดูปริมาณ
แบคทีเรียทนแล้ง 24 

รูปที่ ข-1 วัสดุตรึงปริมาณ 3 กรัม ในขวดแก้วส าหรับบรรจุสาร (vial) 32 

รูปที่ ข-2 ภาพพ้ืนผิวของวัสดุตรึง และการยึดเกาะของแบคทีเรียบนผิวของวัสดุตรึง 32 

รูปที่ ข-3 วัสดุตรึงที่มีแบคทีเรียเชื้อผสมในถุงพลาสติก ก่อนน าไปผสมดินเพ่ือใช้ปลูกอ้อย 32 



ญ 

รูปที่ ข-4 ลักษณะของรากอ้อยก่อนถูกย้ายลงกระถามใหม่เพ่ือท าการทดลอง 33 

รูปที่ ข-5 อ้อยหลังจากการจ าลองสภาวะแล้ง โดยงดให้น้ า 2 สัปดาห์ 33 

รูปที่ ข-6 รากอ้อยหลังจากการปลูกโดยจ าลองสภาวะแล้ง 34 

 

 

  



ฎ 

สารบัญตาราง 
ตารางท่ี 1 ตัวอย่างงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการน าแบคทีเรียมาส่งเสริมการเจริญของพืช 3 

ตารางท่ี 2 ตัวอย่างงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการน าแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญของพืชมาตรึงในวัสดุตึงและดูผลการ
ส่งเสริมการเจริญของพืช 5 

ตารางท่ี 3 ค่าความเป็นกรดเบส, ค่าความชื้นสัมพัทธ์ และความสามารถในการอุ้มน้ าของวัสดุตรึง 14 

ตารางท่ี 4 ปริมาณแร่ธาตุของวัสดุตรึงแต่ละชนิด 14 

ตารางที ่ข-1 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 3 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 34 

ตารางที ่ข-2 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 4 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 34 

ตารางท่ี ข-3 การเจริญของอ้อยก่อนเริ่มท าการทดลอง 35 

ตารางท่ี ข-4 การเจริญของอ้อยหลังให้น้ าติดต่อกันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 36 

ตารางท่ี ข-5 การเจริญของอ้อยหลังงดให้น้ าเพ่ือจ าลองสภาะวแล้งติดต่อกันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ โดยวัดจากความ
ยาวของล าต้น, จ านวนใบ และความยาวใบ ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้
วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 37 

ตารางท่ี ข-6 ความยาวของรากอ้อย ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองท่ีใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุ
ตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 38 



1 
 

บทที่ 1 
บทน า 

1.1 อ้อย 
อ้อย (Sugarcane, Saccharum officinarum L.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย  โดย

เป็นสินค้าส่งออกอันดับสาม รองจากยางพาราและข้าว อ้อยเป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมการผลิตน้ าตาลและ
พลังงานทดแทน ปัจจุบันประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกอ้อยประมาณ 11 ล้านไร่ โดยแบ่งเป็นพ้ืนที่ในภาคเหนือ 2.7 
ล้านไร่ ภาคกลาง 3 ล้านไร่ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 5 ล้านไร่ และภาคตะวันออก 6 แสนไร่ และในปัจจุบัน
อุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลทรายของประเทศไทยมีแนวโน้มที่จะขยายตัวไปได้อีก เนื่องจากรัฐบาลมีนโยบาย
บริหารพ้ืนที่เกษตรกรรม โดยเปลี่ยนพ้ืนที่ปลูกข้าวที่อยู่ในพ้ืนที่ไม่เหมาะสมให้เป็น พ้ืนที่ปลูกอ้อยโรงงาน มัน
ส าปะหลัง ปาล์มน้ ามัน และข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ ส่งผลให้พ้ืนที่ปลูกอ้อยของประเทศไทยเพ่ิมมากขึ้น  โดยในการ
ปลูกอ้อย น้ าถือเป็นปัจจัยการหลักที่มีผลต่อการเพ่ิมผลผลิตอ้อย หากอ้อยได้รับน้ าอย่างเพียงพอ  การ
เจริญเติบโตของอ้อยจะเพ่ิมปริมาณสูงขึ้น โดยทั่วไปแล้วการปลูกอ้อยส่วนใหญ่จะใช้น้ าฝนเป็นหลัก และให้น้ า
เพ่ิมในช่วงฝนทิ้งช่วง หรือการปลูกอ้อยในช่วงที่ไม่มีฝน (ปลูกอ้อยข้ามแล้ง) (ส านักงานคณะกรรมการอ้อยและ
น้ าตาลทราย กระทรวงอุตสาหกรรม, 2561) ซึ่งในแต่ละช่วงการเจริญเติบโตของอ้อย ดินจะต้องมีความชื้นอยู่
ในช่วง 50-100%  ซึ่งถ้ามีความชื้นต่ ากว่า 50% อ้อยจะขาดน้ า ส่งผลให้อ้อยเจริญเติบโตไม่ดี และมีผลผลิตที่
ลดลง (นุชจรินทร์ และอรรถสิทธิ์ 2555)  ในปัจจุบันพบว่าพ้ืนที่เพาะปลูกอ้อยส่วนใหญ่จะอยู่นอกเขต
ชลประทาน ท าให้เมื่อเกิดปัญหาภัยแล้งจะเกิดความเสียหายต่อไร่อ้อยและส่งผลกระทบต่อเกษตรกรที่ปลูก
อ้อย 

 

1.2 แบคทีเรียในดินที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญของพืช (Plant Growth Promoting Bacteria) 
สิ่งมีชีวิตและสภาพแวดล้อมในบริเวณแหล่งเพาะปลูกพืชนั้นมีความสัมพันธ์กับการเจริญของพืช 

โดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในดินที่จะส่งผลต่อการเจริญของโครงสร้างของพืช ได้แก่ ดอก, ผล, ล าต้น, ใบ 
และราก โดยปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ เช่น ความชื้นในดิน, ปริมาณแร่ธาตุ และค่าความเป็นกรดด่าง จะเป็น
ตัวก าหนดความหลากหลายของจุลินทรีย์ในดิน (Backer และคณะ, 2018) และจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่มี
การศึกษาแบคทีเรียในดิน พบว่ามีแบคทีเรียที่สามารถอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น สภาวะแล้ง 
และสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชได้ 

โดยแบคทีเรียจะมีกลไกทีช่่วยให้พืชสามารถปรับตัวเพ่ือให้มีชีวิตรอดอยู่ในสภาวะแล้ง ได้แก่ 

1. การผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ และหลั่งออกนอกเซลล์ เพ่ือให้เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ไปจับกับแคต
ไอออน เช่น โซเดียม ซึ่งจะช่วยลดปริมาณโซเดียมที่พืชจะน าเข้าเซลล์ นอกจากนี้ยังช่วยลดความเครียดที่เกิด
จากสภาวะดินเค็ม ท าให้พืชทนทานต่อความเครียดจากแรงดันออสโมติกและความเค็มได้มากขึ้น (Upadhyay 
and Singh, 2015) 

2. การผลิตเอนไซม์ ACC deaminase หรือ 1-aminocyclopropane-1-carboxylase โดยแบคทีเรีย
จะหลั่งออกมาเพ่ือไปย่อยสลาย ACC ซึ่งเป็นสารตัวกลางในการสังเคราะห์ฮอร์โมนเอธีลีน ซึ่งโดยปกติแล้วพืช
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จะผลิตฮอร์โมนเอธีลีนออกมาเพ่ือตอบสนองต่อความเครียด เช่น อยู่ในสภาพแวดล้อมที่มีโลหะหนัก, อุณหภมูิ
สูงมากๆ, มีการปนเปื้อนของสารเคมี, สภาพแวดล้อมมีน้ ามากหรือน้อยเกินไป และการได้รับอันตรายจากแมลง 
พยาธิตัวกลม ราและแบคทีเรียก่อโรคในพืช โดยฮอร์โมนเอธีลีนจะส่งผลต่อการเจริญของพืช เร่งการแก่ชรา มี
อาการใบเหลือง และมีการหลุดร่วงของใบ เป็นต้น (Backer และคณะ, 2018, Olanrewaju และคณะ, 2017) 

3. การผลิตออสโมไลท์ เช่น กรดอะมิโนโพรลีน, ไกลซีนบีเทน และทรีฮโลส โดยสารออสโมไลท์จะช่วย
ปรับค่าแรงดันออสโมติก และปริมาณไอออน ช่วยให้พืชสามารถทนต่อสภาวะแล้งได้ดีขึ้น (Kaushal and 
Wani, 2015) 

แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชสามารถผลิตฮอร์โมนพืชที่ส าคัญ ได้แก่ 

1. จิบเบอเรลลิน ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของพืช เช่น การยืดยาวของล าต้น, การงอก
ของเมล็ด, การมีดอก, การมีผล, ท าให้อัตราการสังเคราะห์แสงดีขึ้น และ ท าให้มีปริมาณคลอโรฟิลล์มากขึ้น 
(Olanrewaju และคณะ, 2017)  

2. ไซโทไคนิน เป็นฮอร์โมนพืชที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเซลล์ในเนื้อเยื่อเจริญของพืช, การเจริญของ
เซลล์, การข่มของตายอด, การเจริญของราก, การงอกของเมล็ด, การสร้างไซเลมและคลอโรพลาสต์, การเจริญ
ของดอกและผล, ความชราของใบ และมีปฏิสัมพันธ์กับศัตรูพืช (Olanrewaju และคณะ, 2017) 

3. กรดแอบไซซิก เป็นฮอร์โมนพืชที่ท าหน้าที่ควบคุมการเปิดปิดของปากใบ, เกี่ยวข้องกับการเจริญ
ของพืช และการปรับตัวของพืชในสภาวะเครียด เช่น ในสภาวะแล้ง (Cohen และคณะ, 2009) 

4. กรดอินโดลอะซีติก เป็นฮอร์โมนกลุ่มออกซิน ซึ่งจะช่วยในการยืดยาวและการขยายขนาดของราก 
ท าให้รากมีพ้ืนที่ผิวมากขึ้น สามารถดูดซึมน้ าและแร่ธาตุได้มากขึ้นตามไปด้วย (Olanrewaju และคณะ, 2017, 
Vessey, 2003) 

นอกจากนี้แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติอ่ืนๆ ที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช เช่น  

 1. ช่วยละลายฟอสฟอรัสในดิน ให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถน าไปใช้ได้ โดยฟอสฟอรัสเป็นแร่ธาตุที่
ส าคัญต่อการเจริญของพืช ซึ่งโดยทั่วไปแล้วจะพบแร่ธาตุฟอสฟอรัสในดินปริมาณมาก แต่ฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูป
ที่พืชสามารถน าไปใช้ได้นั้นมีปริมาณน้อยมากเมื่อเทียบกับปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด เนื่องจากฟอสฟอรัสส่วน
ใหญ่จะอยู่ในรูปที่ไม่ละลายน้ า ดังนั้นแบคทีเรียจะสร้างและหลั่งกรดอินทรีย์และเอนไซม์ฟอสฟาเทสเพ่ือ
เปลี่ยนฟอสฟอรัสให้อยู่ในโครงสร้างที่พืชสามารถน าไปใช้ได้ (Vacheron และคณะ, 2013, Vessey, 2003)  

2. ช่วยตรึงไนโตรเจนในชั้นบรรยากาศแล้วเปลี่ยนให้อยู่ในโครงสร้างที่พืชสามารถน าไปใช้ได้ เ ช่น 
แอมโมเนียม ไนไตรต์ ไนเตรท (Olanrewaju และคณะ, 2017) 
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รูปที่ 1.1 ความสัมพันธ์ของแบคทีเรียในดินที่ส่งเสริมการเจริญของพืชกับพืช (Vacheron และคณะ, 2013) 

 

 โดยในปัจจุบันมีผู้วิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญของพืชหลากหลายชนิด และ
ทดสอบในพืชที่แตกต่างกันออกไป ดังที่ได้ยกตัวอย่างไว้ในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 ตัวอย่างงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการน าแบคทีเรียมาส่งเสริมการเจริญของพืช 

แบคทีเรีย พืชที่ใช้ทดสอบ อ้างอิง 
Burkholderia sp. 
Bacillus megaterium 

มะเขือเทศ (Lycopersicon 
esculentum) 

Tripti และคณะ, 2017 

Gluconacetobacter diazotrophicus 
Herbaspirillum seropedicae 
Herbaspirillum rubrisubalbicans 
Azospirillum amazonense 
Burkholderia tropica 

อ้อย da Silva และคณะ, 2012 

Pseudomonas fluorescens ถั่วด า (Vigna mungo) 
ข้าวสาลี (Triticum aestivum) 

Saharan และคณะ, 2010 

Bradyrhizobium japonicum ถั่วเหลือง Khavazi และคณะ, 2007 
Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas stutzeri 

มะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) Tank and Saraf, 2010 

Klebsiella oxytoca ฝ้าย (Gossypium hirsutum) Yue และคณะ, 2007 
Pseudomonas brassicacearum 
Pseudomonas marginalis 
Rhodococcus sp. 

ถั่ว (Pisum sativum) Safronova และคณะ, 
2005 
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1.3 แบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิว 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารที่มีโครงสร้างเป็นแอมฟิฟาติก คือมีทั้งส่วนที่มีขั้วหรือชอบน้ า และ
ส่วนที่ไม่มีขั้วหรือไม่ชอบน้ าอยู่ในโครงสร้างเดียวกัน โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกใช้อย่างกว้างขวางในการ
บ าบัดสิ่งแวดล้อม เนื่องจากมีความเป็นพิษต่ า และสามารถย่อยสลายได้เองทางธรรมชาติ จึงไม่ตกค้างใน
สิ่งแวดล้อม โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ กลุ่มไกลโคลิพิด จัดอยู่ในกลุ่มของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโมเลกุลต่ า 
หน้าที่หลักคือการลดแรงตรึงผิวและลดแรงระหว่างผิว มีคุณสมบัติการตอบสนองต่อพ้ืนผิวที่หลากหลาย เช่น 
การละลาย, การกระจาย, การก่ออิมัลชัน, การส่งผ่านสาร เป็นต้น (เพ็ญนภา บุญจริง, 2015) 

 การใช้แลคติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ
ต่างๆ โดยคาดหวังว่าสารละแรงตึงผิวชีวภาพจะช่วยจับโมเลกุลของน้ า ท าให้ความสามารถในการอุ้มน้ าของดิน
เพ่ิมมากข้ึน และสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิจะมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญของพืชได้ 

1.4 วัสดุตรึงแบคทีเรีย 
การน าจุลินทรีย์ที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชมาใช้ประโยชน์ อาจมีปัญหาเรื่องการเก็บรักษา และ

อัตราการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์เมื่ออยู่ในดิน โดยจากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าการใส่เชื้อลงในวัสดุตรึง  ก่อน
น าไปผสมกับดินจะช่วยเพ่ิมอัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อมากกว่าการใส่เชื้อลงในดินโดยตรง  (Hale และคณะ, 
2015)  

 โดยวัสดุต่างชนิดกันส่งผลต่อความสามารถในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน 
เช่น จากงานวิจัยของเปรียบเทียบระหว่างถ่านชีวภาพและเถ้าลอย พบว่าถ่านชีวภาพสามารถส่งเสริมการมี
ชีวิตรอดของจุลินทรีย์ได้ดีกว่าเถ้าลอย (Tripti และคณะ, 2017) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่เปรียบเทียบถ่าน
ชีวภาพที่ถูกผลิตจากไม้ต่างชนิดกัน เช่น ถ่านชีวภาพจากใบปาล์ม, ไม้สน และกะลามะพร้าว พบว่ามี
ความสามารถในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน (Hale และคณะ, 2015) โดยวัสดุตรึงมี
ทั้งที่เป็นอินทรีย์วัตถุ เช่น ชานอ้อย, ถ่านหินและพีต และอนินทรีย์วัตถุ เช่น แร่เวอร์มิคูไลท์, อะลูมิเนียมซิ
ลิเคต และแป้งทัลคัม (Saharan และคณะ, 2010) 
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ตารางที่ 2 ตัวอย่างงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการน าแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญของพืชมาตรึงในวัสดุตึงและดู
ผลการส่งเสริมการเจริญของพืช 

วัสดุตรึง แบคทีเรียที่ถูกตรึง ผลของการใช้แบคทีเรียและวัสดุ
ตรึงในงานวิจัย 

อ้างอิง 

คาร์บอกซีเมทิล
เซลลูโลสผสม
กับแป้ง 

Gluconacetobacter diazotrophicus 
Herbaspirillum seropedicae 
Herbaspirillum rubrisubalbicans 
Azospirillum amazonense 
Burkholderia tropica 

ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงช่วยเพ่ิม
การเจริญของเชื้อและพืชได้ดีกว่า
ชุดการทดลองที่ไม่ใช้วัสดุตรึง 

da Silva และคณะ, 
2012 

ถ่านชีวภาพ 
เถ้าลอย 

Burkholderia sp. 
Bacillus megaterium 

แบคทีเรียและวัสดุตรึงช่วยเ พ่ิม
ปริมาณผลผลิตของพืชให้ดีขึ้น ดิน
มีความอุดมสมบูรณ์มากขึ้น เมื่อ
เที ยบกับชุ ดควบคุ มที่ ไ ม่ ไ ด้ ใ ส่
แบคทีเรียและวัสดุตรึง 

Tripti และคณะ, 
2017 

ถ่านชีวภาพ Enterobacter cloacae แบคทีเรียและวัสดุตรึงช่วยเพ่ิม
ความสามารถในการอุ่มน้ าของดิน 
ช่วยเพิ่มมวลและการเจริญของราก
พืช เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้
ใส่แบคทีเรียและวัสดุตรึง 

Hale และคณะ, 
2014 

ทราย 
ขี้เลื่อย 
แร่เวอร์มิคูไลท์ 

Pseudomonas aeruginosa 
Bacillus licheniformis 

แบคทีเรียและวัสดุตรึงช่วยเ พ่ิม
ผลผลิตขอลพืช และท าให้พืชเจริญ
ดีขึ้น 

Maheshwari และ
คณะ, 2015 

 

การเลือกใช้วัสดุตรึงจะต้องค านึงองค์ประกอบหลายอย่าง เช่น ความหาง่ายของวัสดุที่น ามาใช้ 
คุณสมบัติเฉพาะของวัสดุ เช่น สมบัติความเป็นกรดด่าง, ความสามารถในการอุ้มน้ า และค่ าความชื้นสัมพัทธ์ 
โดยค่าความเป็นกรดด่างของวัสดุตรึงควรเป็นกลาง  เนื่องจากเป็นช่วงที่เหมาะสมกับการเจริญของแบคทีเรีย 
และเป็นช่วงที่แร่ธาตุในดิน เช่น ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส และโปแตสเซียม ละลายได้ดีท าให้พืชสามารถดึงเอาแร่
ธาตุต่างๆไปใช้ได้ดียิ่งขึ้น  ส าหรับความสามารถในการอุ้มน้ าและค่าความชื้นสัมพัทธ์จะบอกถึงปริมาณน้ าใน
วัสดุตรึง ซึ่งจะส่งผลต่อความหลากหลายของจุลินทรีย์และปริมาณออกซิเจนในวัสดุตรึง โดย 40% ของค่า
ความชื้นสัมพัทธ์เป็นค่าที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย (Borowik and Wyszkowska, 2016) โดย
นอกจากจะสามารถเป็นที่อยู่อาศัยให้แบคทีเรียได้แล้ว วัสดุตรึงบางชนิดยังสามารถเป็นแหล่งอาหารให้แก่บค
ทีเรียได้อีกด้วย 

โครงงานวิจัยนี้สนใจน าวัตถุตรึงมาทดสอบประสิทธิภาพการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียเทียบ
กับถ่านชีวภาพที่นิยมน ามาใช้เป็นวัสดุตรึงแบคทีเรีย (Hale และคณะ, 2015, Tripti และคณะ, 2017, Sun 
และคณะ, 2016, Hale และคณะ, 2014, Khan และคณะ, 2016) แต่มีราคาสูง  โดยวัสดุตรึงที่สนใจศึกษา
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ได้มาจากโรงงานอุตสาหกรรม ได้แก่ 1) เถ้าลอย ซึ่งเป็นวัสดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษและ
อุตสาหกรรมการเผาไหม้ถ่านหิน โดยในปัจจุบันมีการน าเถ้าลอยไปใช้เป็นสารผสมคอนกรีตส าหรับงาน
ก่อสร้าง และเป็นวัสดุดิบเสริมปูนซีเมนต์ในการผลิตวัสดุก่อสร้าง เช่น กระเบื้องมุงหลังคา, เสาเข็ม, พ้ืน
ส าเร็จรูป เป็นต้น และ 2) กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม ซึ่งเป็นวัสดุเหลือใช้จากอุตสาหกรรมการผลิตน้ ามันจากเนื้อ
ในเมล็ดปาล์ม ซึ่งในปัจจุบันจะถูกน าไปใช้เป็นอาหารสัตว์  โดยจะน าวัสดุตรึงมาผสมกับแบคทีเรียผสมระหว่าง 
Bacillus thuringiensis B2 รหัส MSCU 0882, Bacillus stratophericus L19 รหัส MSCU 0873, Bacillus 
altitudinis T17 รหัส MSCU 0867 ที่แยกมาได้จากดินในบริเวณเพาะปลูกอ้อยและข้าว และ Weissella 
cibaria PN3 รหัส MSCU 0840 ที่แยกมาได้จากแหนม โดยแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ทั้ง 3 สายพันธุ์ เป็น
แบคทีเรียทนต่อสภาวะแล้งที่ มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญของพืชได้แก่ ความสามารถในการผลิต
ฮอร์โมน IAA ซึ่งมีบทบาทต่อการยืดยาวและการแบ่งเซลล์ อีกทั้งยังช่วยกระตุ้นการเจริญของรากพืช ส่งผลให้
พืชสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการล าเลียงสารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญของพืช (เอกวัล ลือพร้อมชัย, 
2560) ส่วน Weissella cibaria PN3 เป็นแบคทีเรียผลิตกรดแล็คติกที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว (เพ็ญ
นภา บุญจริง, 2015) ซ่ึงจากผลการทดลองเบื้องต้นแสดงว่าเมื่อน ามารวมกับแบคทีเรียอีก 3 สายพันธุ์ สามารถ
ส่งเสริมการเจริญของอ้อยได้ 

1.5 วัตถุประสงค์ 
1. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัสดุตรึงชนิดต่างๆ ในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียผสม 

2. ทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบตรึงในการส่งเสริมการเจริญของต้นอ้อยใน
สภาวะแล้ง 

 

1.6 วิธีการด าเนินงาน  
1. วัดอัตราการเจริญของเชื้อ 

2. ทดสอบคุณสมบัติของวัสดุตรึง 

3. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัสดุตรึงชนิดต่างๆ ในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียผสม 

4. ทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบตรึงในการส่งเสริมการเจริญของต้นอ้อยใน
สภาวะแล้ง 

 

1.7 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
การน าเถ้าลอยและกากปาล์มมาใช้เป็นวัสดุตรึงแบคทีเรียเป็นการช่วยลดปริมาณขยะจากโรงงาน

อุตสาหกรรม คาดหวังว่าการน าแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญของพืชมาใช้ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ จะสามารถช่วย
เพ่ิมผลผลิตทางการเกษตร และลดปริมาณการใช้ปุ๋ยเคมีของเกษตรกร 
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บทที่ 2 
อุปกรณ์ สารเคมี และวิธีด าเนินงาน 

2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1. กระบอกเซนตริฟิวจ์ (Centrifuge ware) ของบริษัท NALGENE, USA 
2. กระบอกตวง (Cylinder) ของบริษัท PYREX, USA 
3. ขวดดูแรน (Laboratory bottle) ของบริษัท Schott, Germany 
4. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX, USA 
5. ขวดใส่สารขนาดเล็ก (Vial) ของบริษัท PYREX, USA 
6.  เครื่องเขย่า (Shaker) รุ่น Innova 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific Co., Edison, 

N.J., USA และ รุ่น GREEN SSeriker 2 ของบริษัท PanaPolytech Co., LTD., Thailand 
7.  เครื่องชั่งละเอียด (Analytical balance) รุ่น AG 285 ของบริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 

Switzerland 
8.  เครื่องชั่งหยาบ (Laboratory balance) รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 

Switzerland 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (High Speed Refrigerated Centrifuge) รุ่น 6500 ของ

บริษัท KUBOTA, Japan 
10. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific industries, USA 
11. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง รุ่น MP125 ของบริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 
12. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Genesys 20 ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 
13. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ของบริษัท PYREX, USA 
14. ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) แบบ ISSco รุ่น BV-124 ของบริษัท Internal Scientific Supply 

Co., Ltd., Thailand 
15. ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven)  
16. แท่งแก้วปาดเชื้อ (Spreader) ของบริษัท Suzhou Yunbo Glass Co., Ltd., Chinese 
17. ปิเปตทิป (Tip) ขนาด 200, 1000, 5000 และ 10000 ไมโครลิตร ของบริษัท Hycon Plastics 
18. บีกเกอร์ (Beaker) ของบริษัท PYREX, USA 
19. ลูปเขี่ยเชื้อ (Loop) 
20. หม้อนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้า (Autoclave) รุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy Kogyo Co., Ltd., Japan 

และรุ่น HV-25 ของบริษัท HIRAYAMA, Japan 
21. หลอดเอพเพนดอร์ฟ (Eppendorf tube) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Axygen, INC., USA 
22. ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น P10, P200, P1000, P5000 และ P10000 ของบริษัท 

Eppendorf, Thailand 
23. แผ่นสไลด์ บริษัท Sail Brand, China 
24. แผ่นปิดสไลด์ บริษัท Sail Brand, China 
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2.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Tryptone Soya Broth ของบริษัท Sisco Research Laboratories, India 
2. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
3. ผงวุ้น ตรานางเงือก ของบริษัท ห้างหุ้นส่วนจ ากัด พัฒนาสินเอ็นเตอร์ไพรส์, Thailand 
4. เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท Merck, Germany 
5. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
6. โพแทสเซยีมฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
7. คริสตัลไวโอเลต (Crystal Violet)  

 

2.3 วิธีด าเนินงาน 
 2.3.1 แบคทีเรีย วัสดุตรึง อ้อย และดินที่ใช้ในการทดลอง 

แบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ B2 รหัส MSCU 0882 ซึ่งแยกจาก
ดินบริเวณท่ีปลูกอ้อย อ.ชัยบาดาล จ.ลพบุรี, Bacillus stratophericus สายพันธุ์ L19 รหัส MSCU 0873 ซ่ึง
แยกจากดินบริเวณท่ีปลูกอ้อย อ.ชัยบาดาล จ.ลพบุรี, Bacillus altitudinis สายพันธุ์ T17 รหัส MSCU 0867 
ซึ่งแยกจากดินบริเวณท่ีปลูกข้าว อ.ท่าวุ้ง จ.ลพบุรี และ Weissella cibaria สายพันธุ์ PN3 รหัส MSCU 0840 
ที่แยกได้จากแหนม โดยเชื้อทั้ง 4 ชนิดถูกเก็บอยู่ในคลังจุลินทรีย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 วัสดุตรึงที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ ถ่านชีวภาพ ซึ่งสั่งมาจากกลุ่มเกษตรกรชิมลอง (Erevthai), เถ้าลอย 
จากบริษัท ทิพย์ก าแพงเพชร ไบโอเอนเนอยี่ จ ากัด และกากเนื้อในเมล็ดปาล์มจากบริษัทโกลเด้นไทม์เอ็นเตอ
ไพร์ส จ ากัด 

 

รูปที่ 2.1 วัสดุตรึงที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ ถ่านชีวภาพ (ก), เถ้าลอย (ข) และ กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม (ค) 

 ดินที่ใช้ปลูกอ้อยและท่อนพันธุ์อ้อยจากแปลงทดลองที่จังหวัดนครสวรรค์ ของบริษัท เคทิส วิจัยและ
พัฒนา จ ากัด 

ก ข

 

ค 
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รูปที่ 2.2 ดินที่ใช้ปลูกอ้อย 

 

 2.3.2 วัดอัตราการเจริญของเชื้อ 
 เพ่ือดูอัตราการเจริญของเชื้อแต่ละตัว และหาช่วงเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อก่อนน ามาเตรียมหัว
เชื้อเพ่ือท าการทดลองข้ันต่อไป 

เลี้ยงเชื้อใน Tryptic Soy Broth (TSB) โดยบ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Refrigerated Microcentrifuge เพ่ือให้เซลล์ตกตะกอน ล้างเอาอาหาร
เลี้ยงเชื้อออก แล้วเตรียมหัวเชื้อโดยผสมเซลล์กับ 0.85%NaCl โดยปรับให้ค่า OD เท่ากับ 1 หลังจากนั้นใส่หัว
เชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน TSB ปริมาตร 45 มิลลิลิตร บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิห้องและเก็บผล
ที่ 0, ½, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 26, 36 และ 48 ชั่วโมง โดยวัดค่า OD600, ท าวิธีการเจือจางตัวอย่าง
เป็นล าดับส่วน (serial dilution techniques) และวิธีการดรอบเพลต (drop plate techniques) ลงบน
อาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) หลังจากนั้นน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟแสดงอัตราการเจริญของเชื้อ 

 เมื่อได้กราฟแสดงอัตราการเจริญของเชื้อมาแล้ว จะสามารถดูผลจากกราฟได้ว่าจะต้องเลี้ยงเชื้อนาน
แค่ไหนเพื่อให้ได้หัวเชื้อที่เจริญอยู่ในระยะที่ต้องการ ซึ่งก็คือระยะ late log phase 

 

 2.3.3 ทดสอบคุณสมบัติของวัสดุตรึง 
 เพ่ือน าผลคุณสมบัติของวัสดุแต่ละชนิดมาเปรียบเทียบกัน และน ามาวิเคราะห์ผลร่วมกับผลการ
ทดลองอ่ืนๆ เพ่ือหาวัสดุตรึงที่มีความเหมาะสมในการส่งเสริมการมีชีวิตของจุลินทรีย์ 

2.3.3.1 วัดค่าความเป็นกรดเบส  
  น าวัสดุตรึง 10 กรัม มาผสมกับน้ า DI 50 มิลลิลิตร คนให้เข้ากันและทิ้งไว้ให้วัสดุตรึง
ตกตะกอน วัดค่าความเป็นกรดด่างด้วย pH meter 

2.3.3.2 วัดค่าความชื้นสัมพัทธ์  
  อบวัสดุตรึง 5 กรัมใน oven แล้วน ามาชั่งน้ าหนักจนน้ าหนักคงที่ น าน้ าหนักเปียกและ
น้ าหนักแห้งที่ได้มาค านวนหาค่าความชื้นสัมพัทธ์โดยใช้สูตร 

   Moisture Content =  
wet weight−dry weight

wet weight
 × 100 
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2.3.3.3 วัดค่าความสามารถในการอุ้มน้ า 
  วัดปริมาณน้ าที่ไหลผ่านวัสดุตรึงปริมาตร 10 กรัม จากน้ าทั้งหมด 50 มิลลิลิตร จากนั้นน า
ค่าท่ีได้มาค านวนหาปริมาตรของน้ าที่ถูกวัสดุตรึงกักเก็บไว้ 

2.3.3.4 วัดปริมาณแร่ธาตุภายในวัสดุตรึง 
  ส่งวัสดุตรึงไปวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์สิ่งแวดล้อม คณะสิ่งแวดล้อมและ
ทรัพยากรศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล โดยตรวจหาปริมาณ C, N, Cd, Cu และ Zn 

 เมื่อได้ผลการทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ของวัสดุตรึงแต่ละชนิด จะน าค่าที่ได้ไปใช้ออกแบบการทดลอง
ขั้นต่อไป เช่น การก าหนดค่าความชื้นสัมพัทธ์สุดท้ายของวัสดุตรึงภายหลังการใส่หัวเชื้อ 

 

 2.3.4 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัสดุตรึงชนิดต่างๆ ในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของ
แบคทีเรียผสมเพื่อหาวัสดตุรึงที่มีความสามารถในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ได้ดีที่สุด 
 เพ่ือหาวัสดุตรึงที่มีความสามารถในการส่งเสริมการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ได้ดีที่สุด 

2.3.4.1 การตรึงเชื้อผสม 3 และ 4 ชนิด ในวัสดุตรึงแบบเดี่ยว 
  วัสดุตรึงที่ใช้ได้แก่ ถ่านชีวภาพ, เถ้าลอย และกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม ท าการทดลองโดยเลี้ยง
เชื้อ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19 และ Bacillus altitudinis T17  ใน TSB 
ส าหรับเตรียมเชื้อผสม 3 ชนิด และเพ่ิมเชื้อ Weissella cibaria PN3 ใน Luria-Bertani (LB) ส าหรับเตรียม
หัวเชื้อผสม 4 ชนิด บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
Refrigerated Microcentrifuge เพ่ือให้เซลล์ตกตะกอน ล้างเอาอาหารเลี้ยงเชื้อออก แล้วเตรียมหัวเชื้อโดยใส่
เซลล์ลงใน 0.85%NaCl ปรับค่า OD ของเชื้อ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19, 
Bacillus altitudinis T17 และ Weissella cibaria PN3 ให้เท่ากับ 1.4, 1, 1 และ 1 ตามล าดับ เพ่ือให้แต่ละ
เชื้อมีความเข้มข้นประมาณ 108 CFU ต่อมิลลิลิตร และผสมหัวเชื้อในอัตราส่วน 1:1:1 ส าหรับเชื้อผสม 3 ชนิด 
และผสมในอัตราส่วน 1:1:1:1 ในเชื้อผสม 4 ชนิด เนื่องจากต้องการต้องการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของหัว
เชื้อผสมที่ใช้แบคทีเรียกลุ่มที่สามารถทนแล้ง 3 ชนิดกับหัวเชื้อผสมที่ใช้แบคทีเรียทนแล้ง 3 ชนิด ร่วมกับแลค 
ติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้ แล้วใส่หัวเชื้อผสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
วัสดุตรึงปริมาตร 3 กรัม ที่ถูกบรรจุไว้ในขวดแก้วส าหรับบรรจุสาร (vial) ขนาด 22 มิลลิลิตร ที่มีฝาปิดสนิท
และมีอากาศอยู่ภายในขวด ปรับค่าความชื้นสัมพัทธ์ของวัสดุตรึงแต่ละชนิดให้เท่ากับ 40% (Tripti และคณะ, 
2017) ด้วย 0.85%NaCl โดยท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า และเตรียมแบคทีเรียตรึงทั้งหมด 6 ชุดการท าลอง 
เพ่ือใช้เก็บผลในแต่ละสัปดาห์ บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด   แล้วเก็บผลที่ 0, 1, 2, 4, 6 และ 8 สัปดาห์ โดยท า
วิธีการเจือจางตัวอย่างเป็นล าดับส่วน (serial dilution techniques) และวิธีการกระจายเชื้อ (spread plate) 
ลงอาหาร TSA หลังจากนั้นน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟแสดงอัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสมในวัสดุตรึง  

2.3.4.2 การตรึงเชื้อผสม 3 ชนิดและเชื้อผสม 4 ชนิดในวัสดุตรึงแบบผสม  
  เนื่องจากวัสดุตรึงแต่ละชนิดมีคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพที่แตกต่างกัน การใช้วัสดุ
ผสมจึงเป็นการรวมคุณสมบัติที่ดีของวัสดุแต่ละชนิดเข้าด้วยกัน ซึ่งอาจส่งผลให้สามารถส่งเสริมการมีชีวิตรอด
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ของจุลินทรีย์ได้ดียิ่งข้ึน วัสดุตรึงแบบผสมที่ใช้ได้แก่ ถ่านชีวภาพผสมเถ้าลอย, ถ่านชีวภาพผสมกากเนื้อในเมล็ด
ปาล์ม และเถ้าลอยผสมกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม ในอัตราส่วน 1:1 และท าการทดลองเหมือนการทดสอบอัตรา
การมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 3 ชนิดและเชื้อผสม 4 ชนิด ในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวในข้อ 3.1  

 

 2.3.5 ทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบตรึงในการส่งเสริมการเจริญของต้น
อ้อยในสภาวะแล้ง 
 ในการทดลองนี้ใช้ต้นกล้าอ้อยอายุประมาณ 2 เดือน โดยปลูกในกระถางขนาด 4×5×12.5 เซนติเมตร 
ตั้งกระถางไว้ริมหน้าต่าง และติดไฟ LED ก าลังไฟฟ้า 15 วัตต์ เพื่อให้อ้อยได้รับแสงที่มากข้ึน 

 

รูปที่ 2.3 พ้ืนที่ตั้งกระถางอ้อย ซ่ึงเปิดไฟ LED เพ่ิมแสงให้อ้อย 

 

 ชุดการทดลองแรกจะใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิด ชุดการทดลองที่ 2 จะใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 
ชนิด ชุดการทดลองที่ 3 จะใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ และชุดควบคุมจะใช้ดินในการปลูกอ้อยโดยไม่ผสมวัสดุตรึง 
เตรียมวัสดุตรึงโดยผสมถ่านชีวภาพ, เถ้าลอย และกากเนื้อในเมล็ดปาล์มในอัตราส่วน 1:1:1 เนื่องจากถ่าน
ชีวภาพมีรูพรุนจ านวนมากและมีค่าความชื้นสัมพัทธ์สูง กากเนื้อในเมล็ดปาล์มมีธาตุไนโตรเจนสูง ซึ่งไนโตรเจน
เป็นแร่ธาตุที่ส าคัญต่อการเจริญของอ้อย และเถ้าลอยที่เป็นของเสียจากโรงงานน้ าตาลที่มีพ้ืนผิวที่เป็นรูพรุน
เหมาะที่จะให้แบคทีเรียเข้าไปอาศัย ดังนั้นการใช้วัสดุตรึงทั้งสามชนิดร่วมกันจึงเป็นการน าข้อดีของวัสดุแต่ละ
ชนิดมารวมกัน ท าให้ได้วัสดุตรึงที่มีความเหมาะสมมากขึ้น โดยจะน าวัสดุตรึงมาใส่เชื้อผสมโดยเตรียมตาม
ขั้นตอนในข้อ 2.3.4.1 บ่มวัสดุตรึงที่มีเชื้อในถุงพลาสติก มัดปากถุงโดยให้มีอัตราส่วนของอากาศในถุงใกล้เคียง
กับปริมาณอากาศในขวดแก้วส าหรับบรรจุสาร บ่มเชื้อจนครบ 2 สัปดาห์ 

ท าการทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียในดินปลูกอ้อย โดยน าวัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 100 
กรัมมาผสมกับดิน 1.5 กิโลกรัม โดยในวัสดุตรึงจะมีแบคทีเรียประมาณ 109–1011 CFU ต่อกรัม และน าต้น
กล้าอ้อยอายุ 2 เดือน มาปลูกในดินที่เตรียมไว้ รดน้ าอ้อยทุกวันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ แล้วหลังจากนั้นหยุดให้น้ า
เพ่ือจ าลองสภาวะแล้งเป็นเวลา 2 สัปดาห์ วัดผลการเจริญของต้นอ้อยจากการวัดความยาวราก, ล าต้น, ใบ, ดู
ลักษณะของแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวรากภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด และวัดปริมาณของ
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เชื้อที่เจริญบริเวณพ้ืนผิวราก โดยน าราก 1 กรัมใส่ลงในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และท าให้เซลล์แบคทีเรียหลุดออก
จากผิวรากโดยน าไปเขย่าที่ 200 rpm เป็นเวลา 30 นาที และน าไปใส่อ่างส่งคลื่นความถี่สูง (sonicator bath) 
เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนน้ าใสมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที แล้วน าตะกอนเซลล์มาละลายใน 0.85%NaCl และดูปริมาณเชื้อโดยใช้วิธี MPN ในอาหาร 2 ชนิดคือ 
อาหาร TSB เพ่ือใช้ดูปริมาณเชื้อทั้งหมดและอาหาร  TSB ที่ใส่ PEG 20% เพ่ือใช้ดูปริมาณเชื้อทนแล้ง 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

3.1 ผลการวัดอัตราการเจริญของเชื้อ 
 จากผลการวัดอัตราการเจริญของเชื้อในอาหารเหลวท าให้ทราบว่า เชื้อทั้งสามชนิดจะเจริญอยู่ในระยะ 
late log phase เมื่อบ่มประมาณ 4-6 ชั่วโมง (รูปที่ 3.1 และ 3.2) ซึ่งจะเป็นเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมหัว
เชื้อต่อไป 

 

รูปที่ 3.1 กราฟการเจริญของเชื้อ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19 และ Bacillus 
altitudinis T17 ในอาหาร TSB จากการนับจ านวนโคโลนี 

 

รูปที่ 3.2 กราฟการเจริญของเชื้อ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19 และ Bacillus 
altitudinis T17 ในอาหาร TSB จากการวัดค่า OD600 
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3.2 ผลการทดสอบคุณสมบัติของวัสดุตรึง 
 3.2.1 ค่าความเป็นกรดเบส, ค่าความชื้นสัมพัทธ์ และความสามารถในการอุ้มน้ าของวัสดุตรึง 
 จากตารางที่ 3 ค่าความเป็นกรดเบสของวัสดุตรึง ถ่านชีวภาพมีความเป็นเบสสูงที่สุด รองลงมาคือเถ้า
ลอย และกากเนื้อในเมล็ดปาล์มมีความเป็นกรดสูงที่สุด ค่าความชื้นสัมพัทธ์ของถ่านชีวภาพมีค่าสูงถึง  51.3% 
รองลงมาคือกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม และเถ้าลอยมีค่าความชื้นสัมพัทธ์ต่ าที่สุด จากค่าความสามารถในการอุ้ม
น้ าของวัสดุตรึงทั้งสามชนิด จะเห็นได้ว่าถ่านชีวภาพและกากเนื้อในเมล็ดปาล์มมีค่าความสามารถในการอุ้มน้ า
ที่ใกล้เคียงกัน โดยกากเนื้อในเมล็ดปาล์มสามารถอุ้มน้ าได้มากท่ีสุด และเถ้าลอยสามารถอุ้มน้ าได้น้อยท่ีสุด 

 

ตารางท่ี 3 ค่าความเป็นกรดเบส, ค่าความชื้นสัมพัทธ์ และความสามารถในการอุ้มน้ าของวัสดุตรึง 

วัสดุตรึง ค่าความเป็นกรดเบส ค่าความชื้นสัมพัทธ์ (%) 
ค่าความสามารถในการอุ้มน้ า 

(มิลลิลิตรต่อกรัม) 
ถ่านชีวภาพ 10.3 51.3 2.0 

เถ้าลอย 9.2 0.4 1.2 
กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 5.7 8.4 2.4 

 

 3.2.2 ปริมาณแร่ธาตุของวัสดุตรึง 
 จากตารางที่ 4 กากเนื้อในเมล็ดปาล์มมีปริมาณไนโตรเจนสูงที่สุด ส่วนถ่านชีวภาพมีปริมาณคาร์บอน
สูงที่สุด ไม่สามารถตรวจพบปริมาณแคดเมียมในกากเนื้อในปาล์ม แต่พบในถ่านชีวภาพและเถ้าลอยในปริมาณ
ที่เท่ากันคือ 0.2 กรัมต่อกิโลกรัม และเถ้าลอยมีปริมาณทองแดงและสังกะสีสูงที่สุดในวัสดุตรึงทั้งสามชนิด 

 

ตารางท่ี 4 ปริมาณแร่ธาตุของวัสดุตรึงแต่ละชนิด 

แร่ธาตุ ถ่านชีวภาพ เถ้าลอย กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 
ไนโตรเจน (Total N) (%) 0.11 0.03 1.71 

คาร์บอน (Total organic carbon)  
(กรัมต่อกิโลกรัม) 

199.2 23.3 115.6 

แคดเมียม (Cd) (กรัมต่อกิโลกรัม) 0.2 0.2 ND 
ทองแดง (Cu) (กรัมต่อกิโลกรัม) 14.2 27.6 22.5 
สังกะสี (Zn) (กรัมต่อกิโลกรัม) 20.5 137.0 36.2 

หมายเหตุ ND หมายถึงไม่สามารถตรวจพบได้ 
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 3.2.3 ลักษณะของวัสดุตรึงและเชื้อภายใต้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

 ภาพที่ได้จากการดูภายใต้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราดท าให้เห็นถึงลักษณะพ้ืนผิวและรูพรุนของ
วัสดุตรึง โดยจากรูปที่ 3.3 ถ่านชีวภาพมีรูพรุนขนาดใหญ่ (3ก) เมื่อเทียบกับรูพรุนของเถ้าลอยที่ก าลังขยาย
เดียวกัน (2ข) ส่วนกากเนื้อในปาล์มมีลักษณะพ้ืนผิวที่ค่อนข้างแตกต่างจากถ่านชีวภาพและเถ้าลอย โดยพื้นผิว
ของกากเนื้อในปาล์มจะมีลักษณะคล้ายวัสดุที่ถูกบีบอัด ท าให้มีช่องว่างให้แบคทีเรียเข้าไปอาศัยได้ โดยจาก
การหาเซลล์แบคทีเรียภายใต้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าไม่สามารถหาแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวของ
ถ่านชีวภาพได้เลย จึงคาดว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่อาศัยอยู่ภายในรูพรุนของถ่านชีวภาพ ส่วนเถ้าลอยและกาก
เนื้อในปาล์มนั้นสามารถพบเซลล์แบคทีเรียได้ในบริเวณพ้ืนผิวที่ค่อนข้างเรียบ (3ข และ 3ค) 

 

รูปที่ 3.3 ภาพพ้ืนผิว, รูพรุนของวัสดุตรึง และการยึดเกาะของแบคทีเรียบนผิวของวัสดุตรึง  โดย 1ก, 2ก และ 
3ก คือถ่านชีวภาพที่ก าลังขยาย 200x, 500x และ 2,000x ตามล าดับ , 1ข, 2ข และ 3ข คือเถ้าลอยที่
ก าลังขยาย 500x, 2,000x และ 10,000x ตามล าดับ และ 1ค, 2ค และ 3ค คือกากเนื้อในเมล็ดปาล์มที่
ก าลังขยาย 500x, 2,000x และ 10,000x ตามล าดับ 

 

1ก 1ข 1ค 

2ก 2ข 2ค 

3ก 3ข 3ค 
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3.3 อัตราการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียในวัสดุตรึง 
 จากกราฟในรูปที่ 3.4 และรูปที่ 3.5 จะเห็นได้ว่าปริมาณเชื้อมีการเพ่ิมขึ้นจากวันแรกที่ได้ใส่เชื้อลงไป 
(สัปดาห์ที่ 0) และมีปริมาณเชื้อสูงสุดอยู่ที่ประมาณ 1010 CFU ต่อดิน 1 กรัม ซึ่งอัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อ
ในวัสดุตรึงแต่ละชนิดค่อนข้างใกล้เคียงกัน โดยในสัปดาห์ที่ 2 วัสดุตรึงทุกชนิดมีปริมาณแบคทีเรีย 109-1011 
CFU ต่อวัสดุตรึง 1 กรัม จากผลดังกล่าวจึงเลือกใช้ระยะเวลาบ่มวัสดุตรึงกับเชื้อผสมเป็นเวลา 2 สัปดาห์ก่อนที่
จะน ามาผสมกับดินเพ่ือใช้ในการปลูกอ้อยในขั้นตอนการทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบ
ตรึงในการส่งเสริมการเจริญของอ้อยในสภาวะแล้ง 

 

รูปที่ 3.4 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 3 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 
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อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 3 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม

ถ่านชีวภาพ เถ้าลอย

กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม ถ่านชีวภาพ+เถ้าลอย

ถ่านชีวภาพ+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม เถ้าลอย+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม
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รูปที่ 3.5 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 4 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 

 

3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบตรึงในการส่งเสริมการเจริญของอ้อยใน
สภาวะแล้ง 
 จากรูป 3.6 คือต้นอ้อยหลังให้น้ า 2 สัปดาห์ ก่อนจะงดให้น้ าเพ่ือจ าลองสภาวะแล้ง โดยลักษณะใบ
ของต้นอ้อย ที่บริเวณปลายใบจะแห้งเล็กน้อย และจากรูป 3.7 หลังงดให้น้ าอ้อยเพ่ือจ าลองสภาวะแล้งเป็น
เวลา 2 สัปดาห์ จะเห็นได้ว่าต้นอ้อยในชุดควบคุมมีการเหี่ยวแห้งมากเมื่อเทียบกับชุดการทดลองอ่ืนๆ โดยมีต้น
อ้อยที่แห้งตาย 1 ต้น ขณะที่ชุดการทดลองอ่ืนๆ ไม่พบต้นที่มีการแห้งตาย พบแค่การแห้งบริเวณปลายใบและ
ขอบใบ โดยเมื่อดูจากสีและการแห้งของใบจะพบว่า ชุดควบคุมมีการแห้งของใบมากที่สุด รองลงมาคือชุดการ
ทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสม ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด และชุดการทดลองที่ใช้วัสดุ
ตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดตามล าดับ 
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อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 4 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม

ถ่านชีวภาพ เถ้าลอย

กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม ถ่านชีวภาพ+เถ้าลอย

ถ่านชีวภาพ+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม เถ้าลอย+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม
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รูปที่ 3.6 อ้อยก่อนงดให้น้ าเพ่ือจ าลองสภาวะแล้ง โดยรูป ก คือชุดควบคุมจะใช้ดินในการปลูกอ้อยโดยไม่ผสม
วัสดุตรึง, รูป ข คือชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสมกับดินในการปลูกอ้อย, รูป ค คือชุดการทดลองที่
ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดกับดินในการปลูกอ้อย และรูป ง คือชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้ อผสม 4 
ชนิดกับดินในการปลูกอ้อย 
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รูปที่ 3.7 อ้อยหลังจากการจ าลองสภาวะแล้ง โดยงดให้น้ า 2 สัปดาห์ รูป ก คือชุดควบคุมจะใช้ดินในการปลูก
อ้อยโดยไม่ผสมวัสดุตรึง, รูป ข คือชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสมกับดินในการปลูกอ้อย, รูป ค คือ
ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดกับดินในการปลูกอ้อย และรูป ง คือชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึง
ที่มเีชื้อผสม 4 ชนิดกับดินในการปลูกอ้อย 

 จากผลการติดตามดูการเจริญของอ้อยจะเห็นได้ว่าในช่วงแรกท่ีมีการใช้น้ าตามปกติ อ้อยมีการเจริญที่
เพ่ิมมากขึ้น โดยชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 
ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีความยาวของล าต้นเพ่ิมขึ้น 38, 25, 33 และ 24 
เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนใบเพ่ิมขึ้น 59, 48, 52 และ 40 เปอร์เซ็นต์ และมีความยาวของใบเพ่ิมขึ้น 16, 13, 8 และ 
21 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเทียบกับความยาวล าต้น, จ านวนใบ และความยาวใบก่อนท าการทดลอง 
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 เมื่องดให้น้ าเพ่ือจ าลองสภาวะแล้ง จะเห็นได้ว่าทุกชุดการทดลองมีความยาวของล้ าต้นอ้อยที่เพ่ิมมาก
ขึ้น (รูปที่ 3.8) โดยที่ชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 
3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีความยาวของล าต้นเพ่ิมขึ้น 12, 16, 13 และ 21 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเทียบกับความยาวล าต้นก่อนเริ่มจ าลองสภาวะแล้ง เมื่อดูจ านวนใบของอ้อยพบว่า
ทุกชุดการทดลองมีจ านวนใบที่ลดลง โดยชุดควบคุมมีจ านวนใบที่ลดลงมากที่สุด (รูปที่ 3.9) โดยที่ชุดควบคุม, 
ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดชุดการทดลองที่ใช้วัสดุ
ตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีจ านวนใบลดลง 46, 10, 10 และ 5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเทียบกับจ านวนใบ
ก่อนเริ่มสภาวะแล้ง และเมื่อดูผลของความยาวของใบจะเห็นว่าชุดควบคุมมีค่าเฉลี่ยความยาวใบที่ลดลง ส่วน
ชุดการทดลองอ่ืนๆ มีค่าเฉลี่ยของความยาวใบที่เพ่ิมมากขึ้น (รูปที่ 3.10) โดยที่ชุดควบคุมมีความยาวใบลดลง 
0.03 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิด
และชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีความยาวของใบที่เพ่ิมขึ้น 17, 17 และ 23 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ เมื่อเทียบกับความยาวใบก่อนเริ่มสภาวะแล้ง 

 

รูปที่ 3.8 การเจริญของอ้อย โดยวัดจากความยาวของล าต้น จากชุดควบคุม, ชุดการทดลองท่ีใช้วัสดุตรึงที่ไม่มี
เชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 
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ก่อนท าการทดลอง หลังให้น้ า 2 สัปดาห์ หลังปล่อยแล้ง 2 สัปดาห์
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ชุดควบคุม วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ เชื้อผสม 3 ชนิด เชื้อผสม 4 ชนิด
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รูปที่ 3.9 การเจริญของอ้อย โดยวัดจากจ านวนใบ 

 

รูปที่ 3.10 การเจริญของอ้อย โดยวัดจากความยาวของใบ 

 

 เมื่อดูปริมาณและความยาวของรากอ้อย พบว่าในชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและ
ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีปริมาณรากที่เยอะกว่ารากในชุดควบคุมและชุดการทดลองที่
ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ โดยชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อ
ผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีค่าเฉลี่ยความยาวของรากคือ 34.1, 25.7, 
36.0 และ 32.1 เซนติเมตร 
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ก่อนท าการทดลอง หลังให้น้ า 2 สัปดาห์ หลังปล่อยแล้ง 2 สัปดาห์
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ชุดควบคุม วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ เชื้อผสม 3 ชนิด เชื้อผสม 4 ชนิด
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ชุดควบคุม วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ เชื้อผสม 3 ชนิด เชื้อผสม 4 ชนิด
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รูปที่ 3.11 รากของอ้อยหลังการปลูกในสภาวะแล้ง โดยรูป ก คือชุดควบคุมจะใช้ดินในการปลูกอ้อยโดยไม่
ผสมวัสดุตรึง, รูป ข คือชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสมกับดินในการปลูกอ้อย, รูป ค คือชุดการ
ทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดกับดินในการปลูกอ้อย และรูป ง คือชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อ
ผสม 4 ชนิดกับดินในการปลูกอ้อย 
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รูปที่ 3.12 ความยาวของรากอ้อย ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุ
ตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองท่ีใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 

 

 จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดบริเวณพ้ืนผิวรากของชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุด
การทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีค่าเฉลี่ย
จ านวนแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวรากคือ 8.5×108, 1.9×109, 4.5×109 และ 2.2×109 MPN ต่อราก 1 กรัม (รูป
ที่ 3.13) และจ านวนแบคทีเรียทนแล้งบริเวณพ้ืนผิวรากของชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, 
ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดมีค่าเฉลี่ย
จ านวนแบคทีเรียทนแล้งบริเวณพ้ืนผิวรากคือ 6.5×108, 1.6×109, 7.0×108 และ 3.1×109 MPN ต่อราก 1 
กรัม (รูปที่ 3.14) 
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ชุดควบคุม วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ เชื้อผสม 3 ชนิด เชื้อผสม 4 ชนิด
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รูปที่ 3.13 จ านวนแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวราก โดยใช้วิธี MPN ในอาหาร TSB เพ่ือดูปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 

 

รูปที่ 3.14 จ านวนแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวราก โดยใช้วิธี MPN ในอาหาร TSB ที่ใส่ PEG 20% เพ่ือดูปริมาณ
แบคทีเรียทนแล้ง  
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ชุดควบคุม วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ เชื้อผสม 3 ชนิด เชื้อผสม 4 ชนิด
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ชุดควบคุม วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ เชื้อผสม 3 ชนิด เชื้อผสม 4 ชนิด
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บทที่ 4 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้เลือกใช้หัวเชื้อแบคทีเรียผสมระหว่างแบคทีเรียในดินที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญ
ของพืชและเป็นแบคทีเรียทนแล้งได้แก่ Bacillus thuringiensis B2, Bacillus stratophericus L19 และ 
Bacillus altitudinis T17 ร่วมกับแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวได้แก่ Weissella cibaria PN3  และใช้
ถ่านชีวภาพ, เถ้าลอย และกากเนื้อในเมล็ดปาล์มเป็นวัสดุตรึง โดยถ่านชีวภาพมีค่าความชื้นสัมพัทธ์สูง และมีรู
พรุนจ านวนมาก จึงง่ายต่อการที่แบคทีเรียจะเข้าไปอาศัยและเจริญอยู่ภายในรูพรุนของถ่านชีวภาพ แต่ถ่าน
ชีวภาพมีข้อเสียตรงที่มีราคาสูง จึงไม่เหมาะที่จะน ามาใช้ในพ้ืนที่ทางการเกษตรขนาดใหญ่ ส่ วนเถ้าลอยเป็น
ของเสียจากโรงงานที่มีการเผาไหม้เชื้อเพลิง เช่น โรงงานน้ าตาล โดยลักษณะพ้ืนผิวของเถ้าลอยจะมีรูพรุนที่
แบคทีเรียสามารถเข้าไปอาศัยอยู่ได้ และกากเนื้อในเมล็ดปาล์มซึ่งเป็นของเสียจากอุตสาหกรรมน้ ามันเมล็ดใน
ปาล์ม มีธาตุไนโตรเจนสูงซึ่งไนโตรเจนเป็นแร่ธาตุที่ส าคัญต่อการเจริญของอ้อย 

 จากอัตราการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียในวัสดุตรึงพบว่าอัตราการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียในวัสดุตรึง
แต่ละชนิดค่อนข้างใกล้เคียงกัน โดยเชื้อจะมีการเพ่ิมจ านวนมากขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป และในสัปดาห์ที่ 2 จะมี
ปริมาณแบคทีเรียสูงถึง 109-1010 CFU ต่อวัสดุตรึง 1 กรัม และอัตราการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียในสัปดาห์ที่ 
2 กับสัปดาห์ที่ 4 มีค่าค่อนข้างใกล้เคียงกัน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าของ Saharan และคณะ (2010) 
ที่ดูอัตราการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียในแป้งทัลคัมและอะลูมิเนียมซิลิเคต พบว่า อัตราการมีชีวิตรอดของ
แบคทีเรียค่อนข้างคงที่ และจะเริ่มลดลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อบ่มครบ 6 เดือน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้วัสดุ
ตรึงที่ผสมกับแบคทีเรียไว้นาน 2 สัปดาห์ ก่อนจะน ามาผสมกับดินเพ่ือใช้ปลูกอ้อย และจากผลของอัตราการมี
ชีวิตรอดของแบคทีเรียในวัสดุตรึงแต่ละชนิดที่มีค่าใกล้เคียงกัน ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้วัสดุตรึงทั้ง 3 ชนิดผสม
กันเพ่ือน าข้อดีของวัสดุแต่ละชนิดมารวมกัน ท าให้ได้วัสดุตรึงที่มีความเหมาะสมมากขึ้น 

 ผลของการปลูกอ้อยในสภาวะแล้งเป็นเวลา 2 สัปดาห์ จากการสังเกตุการแห้งของใบและล าต้นพบว่า
อ้อยในชุดควบคุมมีการแห้งของใบและล าต้นมากที่สุด และอ้อยในชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีแบคทีเรียเชื้อ
ผสม 3 ชนิดมีการแห้งของใบที่น้อยที่สุดเมื่อเทียบกับอ้อยในชุดการทดลองอ่ืนๆ ในชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึง
ที่มีแบคทีเรียเชื้อผสม 4 ชนิดมีเปอร์เซ็นต์ความยาวของล าต้นและใบที่เพ่ิมขึ้นมากที่สุด และมีเปอร์เซ็นต์
จ านวนใบลดลงน้อยที่สุด และเม่ือดูลักษณะและความยาวของรากอ้อย โดยเปรียบเทียบรากอ้อยในชุดควบคุม
และชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสม พบว่ารากในชุดควบคุมจะมีความยาวที่มากกว่า เนื่องจากในการ
จ าลองสภาวะแล้งโดยไม่รดน้ า ท าให้ดินในชุดควบคุมแห้งมาก ส่วนชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสม 
จะมีวัสดุตรึงมาช่วยให้ดินสามารถอุ้มน้ าได้ดีขึ้น ซึ่งผลของความยาวรากสอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhang และ
คณะ (2006) ที่บอกว่าในสภาวะแล้งพืชจะสร้างกรดแอบไซซิกที่จะมาช่วยกระตุ้นการเจริญของราก  และถ้า
เปรียบเทียบรากอ้อยในชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสมกับรากอ้อยในชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มี
แบคทีเรียเชื้อผสม พบว่าแบคทีเรียเชื้อผสมน่าจะสร้างฮอร์โมนมากระตุ้นการเจริญของราก ท าให้อ้อยในชุด
การทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีแบคทีเรียเชื้อผสมมีปริมาณและความยาวรากที่มากกว่ารากในชุดการทดลองที่ใช้
วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสม ซึ่งผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ Patten และ Glick (2002) ที่พบกว่าการใช้แบคทีเรีย
ส่งเสริมการเจริญของพืชจะช่วยให้พืชมีความยาวของรากมากกว่าชุดควบคุมที่ไม่ใส่แบคทีเรีย  จ านวน
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แบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียทนแล้งบริเวณพ้ืนผิวรากของชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, 
ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด มีค่าที่
ใกล้เคียงกัน ดังนั้นจึงบอกได้ว่าการใส่วัสดุตรึงและหัวเชื้อแบคทีเรียแบบผสมไม่ได้ส่งผลต่อปริมาณของ
แบคทีเรียบริเวณรอบพ้ืนผิวราก ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียที่ใส่ลงไปนั้นถูกตรึงอยู่ภายในวัสดุตรึง และ
ไม่ได้มีการเคลื่อนที่ไปเกาะบริเวณราก แต่ยังคงมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญของอ้อยในสภาวะแล้ง 
เนื่องจากสามารถสร้างสารเมทาบอไลท์ให้พืชได้ แมจ้ะไม่ได้อยู่บริเวณพ้ืนผิวรากก็ตาม  

 การศึกษาการใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อแบคทีเรียแบบผสมในการส่งเสริมการเจริญของอ้อยในสภาวะแล้ง 
พบว่าช่วงที่ให้น้ าเป็นเวลา 2 สัปดาห์ อ้อยมีการเจริญเพ่ิมขึ้นในทุกชุดการทดลอง และเมื่อจ าลองสภาวะแล้ง
โดยงดให้น้ าเป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีแบคทีเรียเชื้อผสมสามารถทนอยู่ใน
สภาวะแล้งได้ดีที่สุด โดยชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิด มีความยาวรากมากที่สุด และชุดการ
ทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด มีเปอร์เซ็นต์ความยาวต้นและใบที่เพ่ิมขึ้นมากที่สุด จากงานวิจัยของ 
Lim และ Kim (2013) และงานวิจัยของ Sarma และ Saikia (2013) ที่ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
ส่งเสริมการเจริญของพืชในสภาวะแล้ง โดยแต่ละชุดการทดลองได้ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ า แต่ละซ้ าใช้พืช
ทั้งหมด 10 ต้น อีกทั้งยังจ าลองสภาวะแล้งนาน 2 สัปดาห์ และ 6 สัปดาห์ตามล าดับ ดังนั้นถ้าต้องการ
เปรียบเทียบผลที่ชัดเจนของการส่งเสริมการเจริญของอ้อยในสภาวะแล้งระหว่างแบคทีเรียเชื้อผสม 3 ชนิด
และ 4 ชนิด ควรจะเพ่ิมจ านวนอ้อยที่ใช้ในแต่ละชุดการทดลอง และเพ่ิมระยะเวลาของช่วงการจ าลองสภาวะ
แล้งให้นานขึ้น เพ่ือให้เห็นผลที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนมากกว่านี้ แต่จากผลการทดลองทั้งหมดก็สามารถสรุป
ได้ว่าการเติมหัวเชื้อแบคทีเรียผสมแบบตรึงสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญของอ้อยในสภาวะแล้งได้ดียิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Broth 

อาหารส าเร็จรูป Tryptone Soya Broth                         30.0 กรัม 

 ละลายอาหารส าเร็จรูป 30.0 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Broth ที่ใส่ PEG 20% 

 อาหารส าเร็จรูป Tryptone Soya Broth                         30.0 กรัม 

 Polyethylene glycol (PEG6000)   200.0 กรัม 

 ละลายอาหารส าเร็จรูป 30.0 กรัม และ PEG 200.0 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไป
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 

 อาหารส าเร็จรูป MRS     55.0 กรัม 

 ละลายอาหารส าเร็จรูป 55.0 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

4. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน (PBS) 

 Sodium Chloride     8.0 กรัม 

 Potassium Chloride     0.2 กรัม 

 Disodium phosphate     1.44 กรัม 

 Monopotassium phosphate    0.24 กรัม 

 ละลายส่วนประกอบข้างต้นในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเป็น 7.0 น าไปนึ่งฆ่า
เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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5. สารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ 

 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     8.5 กรัม 

 ละลายโซเดียมคลอไรด์ 8.5 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลจากการทดลอง 

 

                                       

รูปที่ ข-1 วัสดุตรึงปริมาณ 3 กรัม ในขวดแก้วส าหรับบรรจุสาร (vial) โดยรูป ก คือถ่านชีวภาพ, รูป ข คือเถ้า
ลอย, รูป ค คือกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม, รูป ง คือถ่านชีวภาพผสมกับเถ้าลอย, รูป จ คือถ่านชีวภาพผสมกับกาก
เนื้อในเมล็ดปาล์ม และรูป ฉ คือเถ้าลอยผสมกับกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 

 

 

รูปที่ ข-2 ภาพพ้ืนผิวของวัสดุตรึง และการยึดเกาะของแบคทีเรียบนผิวของวัสดุตรึง โดยภาพ ก คือแบคทีเรีย
ที่เกาะอยู่บนผิวเถ้าลอย ที่ก าลังขยาย 10,000x ส่วนภาพ ข และ ภาพ ค คือแบคทีเรียที่เกาะอยู่บนพ้ืนผิวกาก
เนื้อในเมล็ดปาล์ม ที่ก าลังขยาย 10,000x 

 

 

รูปที่ ข-3 วัสดุตรึงที่มีแบคทีเรียเชื้อผสมในถุงพลาสติก ก่อนน าไปผสมดินเพ่ือใช้ปลูกอ้อย 

ก ข

 

ค 

ก ง ค ข ฉ จ 



33 
 

 

รูปที่ ข-4 ลักษณะของรากอ้อยก่อนถูกย้ายลงกระถามใหม่เพ่ือท าการทดลอง 

 

 

รูปที่ ข-5 อ้อยหลังจากการจ าลองสภาวะแล้ง โดยงดให้น้ า 2 สัปดาห์ โดยเรียงจากซ้ายไปขวา คืออ้อยในชุด
ควบคุมท่ีใช้ดินในการปลูกโดยไม่ผสมวัสดุตรึง 2 ต้น, อ้อยในชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อผสมกับดินใน
การปลูก 2 ต้น, อ้อยในชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดกับดินในการปลูก 2 ต้น และอ้อยชุดการ
ทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิดกับดินในการปลูก 2 ต้น 
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รูปที่ ข-6 รากอ้อยหลังจากการปลูกโดยจ าลองสภาวะแล้ง 

 

ตารางที ่ข-1 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 3 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 

  
ปริมาณแบคท่ีเรีย ในสัปดาห์ที่  

(CFU ต่อ วัสดุตรึง 1 กรัม) 
  0 1 2 4 
ถ่านชีวภาพ 3.49×106 2.13×1011 3.42×109 1.59×1010 
เถ้าลอย 4.83×106 1.10×108 1.95×109 1.61×1010 
กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 2.47×106 1.44×108 3.58×109 1.21×109 
ถ่านชีวภาพ+เถ้าลอย 5.88×106 6.63×107 8.09×109 8.53×109 
ถ่านชีวภาพ+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 2.25×109 8.24×109 8.28×109 1.46×1010 
เถ้าลอย+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 1.14×109 7.07×109 5.41×109 6.34×1011 

 

ตารางที ่ข-2 อัตราการมีชีวิตรอดของเชื้อผสม 4 ชนิดในวัสดุตรึงแบบเดี่ยวและแบบผสม 

 

ปริมาณแบคท่ีเรีย ในสัปดาห์ที่  
(CFU ต่อ วัสดุตรึง 1 กรัม) 

 0 1 2 
ถ่านชีวภาพ 4.53×107 4.54×1010 9.17×109 
เถ้าลอย 4.23×108 7.47×1010 9.26×109 
กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 4.11×107 4.82×1010 1.14×1010 
ถ่านชีวภาพ+เถ้าลอย 8.73×107 3.80×109 1.83×1011 
ถ่านชีวภาพ+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 1.62×108 3.79×1010 1.82×1010 
เถ้าลอย+กากเนื้อในเมล็ดปาล์ม 1.02×108 1.43×1010 1.60×1010 
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ตารางที่ ข-3 การเจริญของอ้อยก่อนเริ่มท าการทดลอง โดยวัดจากความยาวของล าต้น , จ านวนใบ และความ
ยาวใบ ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้ วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิด
และชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 

 ต้นที ่ ความยาวล าต้น จ านวนใบ ความยาวใบ ค่าเฉลี่ยความยาวใบ 

ชุดควบคุม 

1 9.9 5 9.8 38.2 62.5 68 32.8 42.3 
2 8.4 5 10.7 59.5 39.7 57.6 25.0 38.5 
3 10.7 4 25.3 54.5 55.1 32.7  41.9 
4 9.8 4 69.2 41.7 76.0 33.3  55.1 
5 10 4 38.3 59.1 63.0 35.7  49.0 

วัสดุตรึงที่
ไม่มีเชื้อ 

1 8.7 4 53.4 70.9 73.4 25.4  55.8 
2 9.2 5 10.7 40.6 50.5 47.1 10.1 31.8 
3 10.2 4 7.2 34.4 57.1 60.2  39.8 
4 11.8 4 63.2 41.3 60.8 37.2  50.6 
5 9 4 34.5 61.4 57.2 32.5  46.4 

เชื้อผสม 3 
ชนิด 

1 6.8 5 18.0 60.2 42.3 61.1 12.9 38.9 
2 7.3 3 50.5 64 67.3   60.6 
3 10.8 5 50.5 19.8 62.8 69.9 18.2 44.2 
4 9.5 4 46.2 69.8 67.6 44.0  56.9 
5 9.4 5 8.5 35.5 46.6 47.7 31.4 33.9 
6 10.3 5 45.5 11.8 48.0 49.0 13.5 33.6 

เชื้อผสม 4 
ชนิด 

1 11.7 4 33.7 60.8 65.0 17.6  44.3 
2 8.2 5 18.5 50.1 53.3 58.6 12.0 38.5 
3 8.4 5 16.3 51.1 66.4 63.0 21.6 43.7 
4 9.1 5 10.1 60.2 79.3 75.1 23.3 49.6 
5 12.1 5 6.7 37.5 57.5 54.6 38.8 39.0 
6 11.8 4 55.0 25.8 54.2 30.0  41.3 
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ตารางท่ี ข-4 การเจริญของอ้อยหลังให้น้ าติดต่อกันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ โดยวัดจากความยาวของล าต้น, จ านวน
ใบ และความยาวใบ ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อ
ผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 

 ต้นที ่
ความยาว

ล าต้น 
จ านวน

ใบ 
ความยาวใบ 

ค่าเฉลี่ย
ความยาวใบ 

ชุดควบคุม 

1 13.3 8.0 10.1 38.4 62.0 67.9 66.3 70.4 55.1 29.4 50.0 
2 13.8 7.0 10.7 61.4 40.0 62.4 62.6 56.1 46.7  48.6 
3 14.7 7.0 60.4 25.3 59.5 56.6 62.1 58.2 42.0  52.0 
4 14.0 7.0 70.9 42.4 76.1 58.1 64.8 50.4 29.4  56.0 
5 11.5 6.0 64.2 38.3 69.4 73.0 53.0 39.5   56.2 

วัสดุตรึงที่
ไม่มีเชื้อ 

1 11.4 6.0 54.1 74.8 83.9 69.2 43.4 28.6   59.0 
2 10.3 7.0 57.3 10.5 40.1 56.3 48.5 33.2 19.7  37.9 
3 13.8 7.0 7.8 60.8 34.5 66.7 63.2 57.6 46.7  48.2 
4 13.2 6.0 67.1 41.9 72.7 81.7 36.9 22.0   53.7 
5 12.3 5.0 67.0 68.8 63.7 43.2 33.2    55.2 

เชื้อผสม 3 
ชนิด 

1 8.1 7.0 64.0 42.2 66.6 43.7 51.2 40.6 19.4  46.8 
2 11.2 6.0 51.0 64.3 68.9 50.1 44.3 35.5   52.4 
3 14.1 8.0 50.3 68.5 19.8 60.1 54.3 54.5 43.7 22.0 46.7 
4 15.3 7.0 73.2 45.9 75.6 76.5 57.9 46.4 23.5  57.0 
5 12.8 6.0 51.6 35.6 52.1 49.9 31.5 23.9   40.8 
6 10.6 7.0 46.6 11.5 53.7 58.1 63.0 49.2 32.7  45.0 

เชื้อผสม 4 
ชนิด 

1 12.0 7.0 64.0 33.2 67.6 19.1 66.4 53.0 29.9  47.6 
2 15.0 7.0 49.7 18.4 60.9 60.5 55.5 61.7 42.7  49.9 
3 11.1 7.0 50.9 16.2 66.2 73.2 67.7 45.5 33.6  50.5 
4 13.5 6.0 60.2 82.3 86.9 73.0 46.3 28.6   62.9 
5 12.2 6.0 36.1 58.4 63.4 67.9 33.2 27.5   47.8 
6 12.5 6.0 59.1 26.5 71.6 69.7 49.7 35.8   52.1 
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ตารางที่ ข-5 การเจริญของอ้อยหลังงดให้น้ าเพ่ือจ าลองสภาะวแล้งติดต่อกันเป็นเวลา 2 สัปดาห์ โดยวัดจาก
ความยาวของล าต้น, จ านวนใบ และความยาวใบ ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ, ชุดการ
ทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 

 ต้นที ่
ความยาว

ล าต้น 
จ านวน

ใบ 
ความยาวใบ 

ค่าเฉลี่ย
ความยาวใบ 

ชุดควบคุม 

1 14.0 0.0         

2 14.4 3.0 75.2 67.4 44.5     62.4 
3 17.0 3.0 62.0 72.4 57.0     63.8 
4 16.2 6.0 75.0 75.8 57.5 70.6 91.8 67.2  73.0 
5 13.8 7.0 38.1 64.6 70.1 72.8 80.8 73.9 44.4 63.5 

วัสดุตรึงที่
ไม่มีเชื้อ 

1 13.6 2.0 69.2 57.0      63.1 
2 11.7 7.0 57.0 10.5 39.8 56.2 52.7 61.5 47.9 46.5 
3 15.0 6.0 60.4 66.6 63.2 76.7 69.2 38.2  62.4 
4 17.5 7.0 68.8 41.5 72.3 81.7 72.5 57.7 32.5 61.0 
5 13.1 6.0 66.9 68.9 63.8 72.0 69.3 43.6  64.1 

เชื้อผสม 3 
ชนิด 

1 11.0 7.0 63.8 41.8 66.9 43.0 69.8 75.9 53.0 59.2 
2 13.8 7.0 68.0 50.2 69.0 50.0 77.0 67.2 35.9 59.6 
3 15.0 3.0 72.2 62.8 39.2     58.1 
4 15.5 7.0 73.0 75.6 75.3 76.2 79.2 79.1 53.6 73.1 
5 13.2 6.0 51.7 35.6 51.9 50.3 34.5 26.5  41.8 
6 13.0 7.0 16.5 53.8 57.5 62.7 81.0 63.9 22.8 51.2 

เชื้อผสม 4 
ชนิด 

1 15.0 7.0 64.5 71.8 19.0 70.3 85.4 60.3 29.4 57.2 
2 17.0 7.0 49.4 61.2 60.0 55.6 89.5 78.7 48.2 63.2 
3 12.5 7.0 71.3 51.2 72.7 67.2 75.5 62.8 31.8 61.8 
4 14.3 4.0 82.1 78.8 72.6 72.3    76.5 
5 17.2 7.0 64.1 36.8 63.8 67.9 60.0 54.4 36.0 54.7 
6 16.6 5.0 59.2 71.7 69.9 75.2 61.0   67.4 
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ตารางที่ ข-6 ความยาวของรากอ้อย ในชุดควบคุม, ชุดการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ไม่มี เชื้อ, ชุดการทดลองที่ใช้
วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 3 ชนิดและชุดการทดลองท่ีใช้วัสดุตรึงที่มีเชื้อผสม 4 ชนิด 

 ความยาวราก ค่าเฉลี่ยความยาวราก 
ชุดควบคุม 36.2 29.3 41.3 37.5 26.4  34.1 

วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ 29.0 26.3 27.0 30.2 16.0  25.7 
เชื้อผสม 3 ชนิด 27.5 16.0 26.0 43.5 66.4 36.6 36.0 
เชื้อผสม 4 ชนิด 29.4 31.2 23.1 32.0 34.4 42.6 32.1 

 

ตารางที่ ข-7 จ านวนแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวราก โดยใช้วิธี MPN ในอาหาร TSB เพ่ือดูปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมด 

 จ านวนแบคทีเรีย (MPN ต่อราก 1 กรัม) ค่าเฉลี่ย 
ชุดควบคุม 7.5×108 4.6×108 1.5×108 4.6×108 1.1×109  8.5×108 

วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ 1.1×109 9.3×108 4.6×109 2.4×109 4.6×108  1.9×109 
เชื้อผสม 3 ชนิด 1.1×109 2.4×109 2.4×109 2.4×109 7.5×109 1.1×1010 4.5×109 
เชื้อผสม 4 ชนิด 1.1×109 2.4×109 1.5×109 4.6×109 1.5×109  2.2×109 

 

ตารางที่ ข-8 จ านวนแบคทีเรียบริเวณพ้ืนผิวราก โดยใช้วิธี MPN ในอาหาร TSB ที่ใส่ PEG 20% เพ่ือดู
ปริมาณแบคทีเรียทนแล้ง 

 จ านวนแบคทีเรีย (MPN ต่อราก 1 กรัม) ค่าเฉลี่ย 
ชุดควบคุม 2.4×108 1.2×109 4.6×108 2.4×108 1.1×109  6.5×108 

วัสดุตรึงที่ไม่มีเชื้อ 1.1×109 1.1×109 1.1×109 2.4×109 2.4×109  1.6×109 
เชื้อผสม 3 ชนิด 1.5×109 4.6×108 2.1×108 1.1×109 4.6×108 4.6×108 7.0×108 
เชื้อผสม 4 ชนิด 2.4×109 1.5×109 4.6×109 3.8×109   3.1×109 
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