
บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินวิจัย 

 

อุปกรณ เคร่ืองมือและสารเคมี 

สารเคม ี

   1. สารละลายคริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) 

   2. สารละลายไอโอดีน (Gram’s iodine) 

   3. สารละลายซาฟรานิน (Safranin) 

   4. สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.85% (0.85% NaCl) 

   5. สารละลายมาตรฐานแมคฟารแลนด 0.5 (0.5 Mcfarland standards) 

   6. สารรีเอเจนต R1 (R1 reagent) (แสดงองคประกอบในภาคผนวก ค) 

   7. กรดแอสคอรบิก 1% (1% Ascorbic) (แสดงองคประกอบในภาคผนวก ค) 

   8. แอลกอฮอล 95% (95% Ethanol) 

อุปกรณ 

   1. พลั่ว (Shovel) 

   2. ถุงพลาสตกิสำหรับเก็บตัวอยาง (Plastic bags) 

   3. กลองน้ำแข็ง (Ice box) 

   4. หวงเข่ียเชื้อ (Loop) 

   5. เข็มเข่ียเชื้อ (Needle) 

   6. ชอนตักสาร (Spatula) 

   7. แทงแกวคนสาร (Stirring rod) 

   8. ปากคบี (Forcep) 

   9. หลอดหยด (Dropper) 

  10. สไลด (Slide) 

  11. กระดาษกรอง เบอร 0.25 (Filter papers no. 0.25) 

  12. กระดาษอลูมิเนียมฟอยล (Aluminium foil) 

  13. ตะเกียงแอลกอฮอล (Alcohol lamp stainless) 

  14. ปเปตต (Measuring pipette) ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

  15. เครื่องดดูจายสารละลายแบบอัตโนมัติ (Autopipette) ขนาด 10 – 100 ไมโครลิตร 

                 และ 100 – 1000 ไมโครลิตร 
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  16. ทิป (Tip) สำหรับเครื่องดูดจายสารละลายแบบอัตโนมัติ 

  17. บีกเกอร (Beaker) 

  18. กระบอกตวง (Graduated cylinder) 

  19. หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร 

  20. หลอดเซนติฟวจ (Centrifuge tube) 

  21. ที่ตั้งหลอด (Rack) 

  22. จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 

  23. ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 

เครื่องมือ 

   1. เครื่องชั่งสาร 2 ตำแหนง (Precision balance) รุน MS 1602S ยีห่อ Mettler Toledo 

   2. เครื่องชั่งสาร 3 ตำแหนง (Digital balance) รุน CG1003 ยี่หอ Metter Toledo 

   3. เครื่องชั่งสาร 4 ตำแหนง (Analytical balance) รุน XT 220 ยี่หอ Precis 

   4. เตาใหความรอน (Hot plate) ยี่หอ Rommelsbacher 

   5. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) ยี่หอ Vortex genie 2 

   6. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุน S20-K ยี่หอ Toledo 

   7. กลองจุลทรรศน (Microscope) รุน Eclipse E200 ยี่หอ Nikon 

   8. กลองสเตอริโอ (Stereo microscope) รุน SMZ-10 DIA STAND ยี่หอ Binocular 

   9. หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอ (Autoclave) รุน HVE-50 ยีห่อ Hirayama 

  10. ตูอบลมรอน (Hot air oven) รุน 88 – 500 ยีห่อ Memmert 

  11. เครื่องเขยา (Shaker) รุน SHO – 2D ยี่หอ Wiseshake 

  12. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV – VIS Spectrophotometer) ยี่หอ Labomed  

       รุน SPEKOL 1300 SA 

  13. เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge) ยี่หอ Thermo Sciencetific รุน Legend Mach 1.6R 

  14. ตูเย็นแชอาหารเลี้ยงเชื้อ (Deep freezer) รุน SBC – 3DB ยี่หอ Sanyo 

  15. ตูเย็นแชเชื้อจุลินทรีย (Deep freezer) รุน MDF – 053V ยี่หอ Sanyo 

  16. ตูเย็นแชเชื้อจุลินทรีย (Deep freezer) รุน R – Z400R ยี่หอ Hitachi 

  17. ตูดูดควันสารเคมี (Ductless fume hood) รุน SPD – 3A1 ยี่หอ ESCD 

  18. ตูปลอดเชื้อ (Laminar flow) รุน Model BV. 124 ยี่หอ ISSCO 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ (สูตรอาหารและวิธกีารเตรียมแสดงดังภาคผนวก ก) 

   1. Pikovskaya’s agar (PVK) 

   2. Pikovskaya’s broth  

   3. Nutrient agar (NA) 

การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี (สูตรอาหารและวิธีการเตรียมแสดงดงัภาคผนวก ข)  

    1. การผลติเอนไซมแคตาเลส (Catalase test) 

    2. การผลติเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test) 

    3. การเคลื่อนที่ (Motility test) 

    4. การสรางเอนไซมยูรีเอส (Urease test) 

    5. การผลิตอินโดล (Indole production test) 

    6. การใชน้ำตาลกลูโคส (Glucose test) 

    7. การใชซิเตรท (Citrate utilization test) 

    8. การหมักน้ำตาล 3 ชนดิ (Triple sugar iron agar (TSI) test) 

    9. สภาวะที่มีออกซิเจน – ไมมีออกซิเจน (Oxidative - Fermentative test)  

   10. การยอยสลายไลซีน (Lysine test) 

   11. การยอยสลายเจลาติน (Gelatin hydrolysis) 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 

1. การกำหนดจุดเก็บตัวอยางดิน 

      เก็บตัวอยางดินบริเวณพ้ืนที่สวนผลไมบานโปงแรด ตำบลพลับพลา อำเภอเมือง จังหวัด

จันทบุรี ทั้งหมด 5 หมูบาน รวมเปนจำนวน 10 ตัวอยางดิน โดยกำหนดจุดเก็บตัวอยางดวยโปรแกรม 

Google Earth และใชเครื่องระบุพิกัดภูมิศาสตร (Global Position System; GPS) ในการระบุจุด

เก็บตัวอยางดินในแตละพื้นที่สวน (กรมพัฒนาที่ดนิ, 2557) 

2. การเก็บตัวอยางดิน 

       วิธีการเก็บตัวอยางดินเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียยอยสลายฟอสเฟตโดยวิธีการแบบสุม

(Random sampling) ตามวิธีการรายงานโดยกรมพัฒนาที่ดิน (2557) ในแตละพื้นที่สวน ทำการเก็บ

ตัวอยางดินรอบทรงพุม (ภาพท่ี 3.1ก) ตนละ 5 จุด ใชพลั่วขุดดินเปนรูปตัววีที่ความลึกประมาณ 15 

เซนติเมตร โดยแซะดินขางหลุมใหเรียบ ใชพลั่วขุดดินหนาประมาณ 2 – 3 เซนติเมตร จนถึงกนหลุม 

(ภาพที่ 3.1ข) เก็บดินรวบรวมใสถุง จากนั้นนำดินท่ีเก็บมาเทลงบนผาพลาสติกคลุกเคลาใหเขากันอีก

ครั้งโดยยกมุมผาพลาสติกขึ้นทีละ 2 มุม ที่อยูตรงขามกัน ทำหมุนสลับกัน 3 – 4 ครั้ง กองดินเปนรูป

ฝาชีแลวใชมือตบใหแบนราบ หลังจากนั้นใชนิ้วมือขีดเปนรูปกากบาทบนยอดกองจะไดดินที่ถูกแบง
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ออกเปน 4 สวน (ภาพท่ี 3.1ค) เลือกเก็บดินหนึ่งสวนใสถุงพลาสติกปลอดเชื้อ เขียนปายระบุแปลงที่

เก็บตัวอยาง เก็บดินในกลองน้ำแข็งเพ่ือรักษาสภาพตัวอยางกอนนำมาคัดแยกเชื้อที่หองปฏิบัติการ 

และศึกษาลักษณะทางกายภาพของดิน ไดแก ลักษณะสีของดิน เนื้อดิน อุณหภูมิ และพีเอช 

 

 

     ก.      ข.      ค. 

 

ภาพที่ 3.1  การเก็บตัวอยางดิน 

  ก. การเก็บตัวอยางดินรอบทรงพุม 

  ข. ขุดดินเปนรูปตัววีลึก 15 ซม. 

  ค. กองดินเปนรูปฝาชแีบงออกเปน 4 สวน นำ 1 สวนมาวิเคราะห 

ที่มา : กรมพัฒนาที่ดิน, 2557 

 

3. การคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

      การทดสอบในขั้นนี้ดัดแปลงจากสุภาพร จันรุงเรือง เบญจมาส รสโสภา และกรรณิการ 

สัจจาพันธ (2553) รวมท้ังรายงานวิจัยของ Keneni, Assefa & Prabu (2010) โดยนำตัวอยางดิน

ปริมาณ 5 กรัม ใสลงในฟลาสกที่บรรจุอาหารเหลว Pikovskaya’s broth (PVK) (สูตรกรัม/ลิตร: 

yeast extract 0.5, glucose 10.0, Ca3(PO4)2 5.0, (NH4)2SO4, 0.5, MgSO4 0.1, MnSO4 0.002, 

FeSO4 0.002, NaCl 0.2, KCl 0.2, Agar 15) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมฟลาสกบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 7 วัน เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียใหมี

ปริมาณมากขึ้นโดยถายเชื้อลงในอาหารใหม 3 ครั้ง จนสังเกตพบวาเชื้อมีความขุนเพ่ิมมากขึ้น จึงแยก

เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PVK บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7-14 วัน สังเกตการเจริญของ

แบคทีเรียละลายฟอสเฟตไดจากบริเวณโซนใสรอบ ๆ โคโลนีของเชื้อ คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่มีลักษณะ

แตกตางกันมาทำใหบริสุทธิ์โดยการขีดเชื้อซำ้บนอาหารแข็ง PVK เก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารแข็ง 

PVK ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนำไปใชในการศึกษาขั้นตอไป 
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4. การคัดเลอืกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟต 

    นำเชื้ออายุ 24 ชั่วโมง ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง PVK มาเตรียมสารแขวนลอยเซลล 

(Cell suspension) ในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต ใหมีความขุนเทากับ 0.5 

Mcfarland (มีปริมาณเชื้อ 1.5 x 108 เซลล/มิลลิลิตร) จากนั้นหยดสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงบนดิสกมาตรฐาน นำแผนดิสกไปวางบนผิวหนาอาหารแข็ง PVK บมเพลททีอุ่ณหภูมิหอง

เปนเวลา 5 วัน วัดความกวางวงใสที่เกิดขึ้น แลวคำนวณคาดัชนีการละลาย (Solubilization Index; SI) ซึ่ง

ดัดแปลงมาจากวิธขีอง Karpagam & Nagalakshmi (2014)  คำนวณคาดัชนีการละลายดังสมการ SI 

= (Disk diameter + Clear zone)/ Disk diameter  หลังจากนั้นคัดเลือกแบคทีเรีย PSB ที่มีคา

ดชันีการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตสูงที่สุด 2 อันดับแรก สำหรับการทดสอบขั้นตอนตอไป 

 

5. การจำแนกชนิดของจุลินทรียที่มีความสามารถละลายฟอสเฟต 

     นำแบคทีเรียไอโซเลทที่ละลายฟอสเฟตไดในปริมาณสูงจากขอ 4 มาวิเคราะหผลทาง

ชีวเคมเีบื้องตนเพ่ือจำแนกในระดับจีนัส ดังนี ้

       5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยวิธีการยอมสีแบบแกรม 

          นำแบคทีเรียไอโซเลทท่ีละลายฟอสเฟตไดในปริมาณสูงมาตรวจดูรูปราง 

ลักษณะการติดสีภายใตกลองจุลทรรศนกำลังขยาย 1000 เทา 

       5.2 ทดสอบผลทางชีวเคมี  

         จดัจำแนกจีนัสของแบคทีเรียไอโซเลทที่คัดเลือกจากขอ 4 โดยใชผลทดสอบทาง

ชีวเคมีเบื้องตนตามคูมือ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1994) รวมกับหนังสือการ

จัดจำแนกแบคทีเรียแกรมลบของสุบัณฑิต นิ่มรัตน (2552)  

 

6. การศึกษาปริมาณการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรีย PSB 

   การทดสอบในขั้นนี้ดัดแปลงมาจากงานวิจัยของ Atekan และคนอ่ืน ๆ (2014) โดยหยด

สารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ในอาหารเหลว PVK (ชุดที่ 1 เติมแคลเซียมฟอสเฟต 

0.5 กรัม/ลิตร ชุดที่ 2 เติมเฟอรริกฟอสเฟต 5 กรัม/ลิตร) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาใหอากาศที่

ความเร็ว 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน (ทำ 3 ซ้ำ) โดยมีชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 

(uninoculated control) เก็บตัวอยางปริมาตร 10 มิลลิลิตร จำนวน 3 ซ้ำ ทุกวัน เพ่ือวิเคราะห

ปริมาณฟอสเฟตโดยนำตัวอยางมากรองผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เพ่ือกรองฟอสเฟตท่ี

ไมละลายน้ำออก  และนำสวนทีไ่ดจากการกรองมาปนแยกตะกอนเซลล (13,000 รอบ/นาที 15 นาที 

4 องศาเซลเซียส) วิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสโดยวิธีมาตรฐาน  Molybdenum blue method  

โดยนำสวนใสปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาผสมกับฺ Barton’s reagent 2.5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรของ
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สารดวยน้ำกลั่นใหเปน 50 มิลลิลติร โดยใชขวดปรับปริมาตร ตั้งทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยาระหวางสารนาน 

10 นาที จึงนำสารทดสอบไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 430 นาโนเมตร พรอมกันนี้

วิเคราะหคาความเปนกรด-ดางดวยเครือ่งวัดพีเอช   

 

      7. การพัฒนาหัวเชื้อแบคทีเรยีละลายฟอสเฟตพรอมใช 

    งานวิจัยในขั้นนี้เปนการนำแบคทีเรียละลายฟอสเฟตสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูงจากการ

คัด เลือกในขอ 6 มาพัฒ นาให อยู ในรูปหั ว เชื้ อแบคที เรียละลายฟอสเฟตสูตรน้ ำ  (Liquid 

formulation) โดยเตรียมหัวเชื้อพรอมใชในรูปของเซลลที่มีชีวิตจำนวนมาก (~ 108 cfu/ml) เก็บ

รักษาหัวเชื้อในสูตรนำ้ (Liquid formulation) ที่แตกตางกัน 5 สูตร ดังตารางที่ 3.1 

 

ตารางที่ 3.1 ชนิดของหัวเชื้อสูตรน้ำที่ทดสอบในงานวิจัย 

Liquid 

formulation 
องคประกอบ อางอิง 

1 Phosphate Buffer (PB) (KH2PO4) Goljanian-Tabrizi, S. et al., 2016 

2 Diluted nutrient broth containing 4% 

glycerol (DNB+G)a 

Goljanian-Tabrizi, S. et al., 2016 

3 PVK Broth + PVP 2.5% (v/v) (PVK+P)b Surendra Gopal & Baby, 2016 

4 Beef extract + Molasses  (BM)c พัชรีญา ไพรบึง และสุมนิตรา  

แซงบญุเรือง, 2561 

5 Phosphate Buffer containing 

molasses (PBM)d 

บุษราคัม ภูธรมิตร, 2562  

aเตรียมโดยเจือจางอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ดวยน้ำกลั่นที่มีปริมาตรเปน 3 เทา และเติม 

Glycerol 4% (v/v) 
bเตรียมอาหารเหลว  Pikovskaya (PVK broth) และเติม Polyvinylpyrrolidone (PVP) 2.5% 

(v/v)   
cเตรียมอาหาร BM โดยใชสูตรกรัมตอลิตร : Beef extract 3 กรัม, Molasses 20 กรัม, K2HPO4 

0.05 กรัม, KH2PO4 0.15 กรัม 
dเตรียมอาหาร PBM โดยใชกากน้ำตาล : ฟอสเฟตบัฟเฟอร ในอัตราสวน 5 : 20 
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ทำการทดลองโดยปเปตสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ความขุนเทากับ 0.5 

Mcfarland) วิธีการเตรียมตามขอ 4 ลงในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 99 มิลลิลิตร 

บมเชื้อในตูบมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง นำไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลล 

2 ครั้ง ดวยน้ำเกลือปลอดเชื้อ (0.85% NaCl) ปรับคาความขุนของเซลลใหเทากับ OD540 = 0.5 และ

เติมหัวเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน Liquid formulation ท้ัง 5 สูตร นำไปบมเขยาที่อุณหภูมิหอง 

ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง เก็บรักษาหัวเชื้อแตละสูตรในภาชนะขวดแกว 

ปดผนึกปลอดเชื้อหุมดวยฟอยลเพ่ือปองกันแสง ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 เดือน เพื่อจำลองสภาวะ

การเก็บรักษาในสภาพการใชงานจริงของผูจำหนายและเกษตรกรผูใชงาน เก็บผลการทดลองโดยการ

นับปริมาณเซลลที่มีชีวิตทุกเดือน เปนเวลา 3 เดือน และทดสอบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตบน

อาหาร PVK ในเดือนที่ 3 (Goljanian-Tabrizi et al., 2016) 


