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บทคัดย่อ 
 

แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant Growth Promoting Bacteria : PGPB)  เป็น

แบคทีเรียที่อาศัยและเจริญเติบโตร่วมกับพืช โดยมีกลไกในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น การตรึง

ไนโตรเจน การสร้างสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช การสร้างสารที่ยับยั้งสารที่เป็นอันตรายต่อพืช เป็นต้น 

ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยได้ศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่รากพืช (Rhizosphere bacteria) ในกลุ่ม PGPB ต่อการ

เจริญเติบโตของพืช โดยเลือกใช้แบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 

Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ซึ่งมี

สมบัติในการย่อยสลายสารตกค้างในสิ่งแวดล้อม ได้แก่ ไตรโคลคาร์บานและไตรโคลซาน การศึกษาลักษณะ

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mineral-salt medium พบว่าเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ เริ่ม

เข้าสู่ระยะแบ่งตัวทวีคูณที่เวลา 6 ชั่วโมง และเริ่มเข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ที่เวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นศึกษา

ปริมาตรในส่วนของอาหารเหลวที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์  MC46 ที่เหมาะสมต่อการน ามาเตรียม

สารสกัดเพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของถั่วเขียว Vigna radiata พบว่าสารสกัดจากอาหารเหลวจากการเลี้ยง

เชื้อ MC46 20 mL สามารถท าให้ล าต้นพืชโตมากกว่าชุดควบคุมซึ่งไม่มีสารสกัด เป็น 1.2 เท่า แต่ไม่ส่งผลต่อ

รากพืชอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  สุดท้ายผู้วิจัยน าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ มาผสมกันในอัตราส่วนต่างๆ โดยมี

ปริมาตรรวมเป็น 20 mL ที่เวลา 6 ชั่วโมง และเลี้ยงร่วมกันต่อไปเป็นเวลาอีก 6 ชั่วโมง จนเริ่มเข้าสู่ระยะคง

จ านวนเซลล์ และน าสารสกัดเอทิลอะซิเตตของส่วนอาหารเหลวจากปฏิสัมพันธ์ดังกล่าวมาศึกษาการ

เจริญเติบโตของรากและล าต้นถั่วเขียว พบว่า สารสกัดเหล่านี้ไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของรากและล าต้นถั่ว

เขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับสารสกัดจากอาหารเหลวของแบคทีเรียในอัตราส่วนเดียวกันที่ไม่มี

ปฏิสัมพันธ์ต่อกัน 
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Abstract 
 

 Plant growth promoting bacteria (PGPB) is a plant-living and growth-promoting 
bacteria by mechanisms of action of plant growth promoting, such as nitrogen fixation, 
production of phytohormones and production of chemicals that inhibit the growth of plant,  
etc. In this research, researchers studied the interaction of rhizosphere PGPB on plant growth. 
The three bacterial strains: Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 and 
Pseudomonas sp. MS45 were selected for this study, as they can degrade triclocarban and 
triclosan in the environment. The growth curves of three bacterial strains in Mineral-salt 
medium (MSM) broth were determined, and it was found that bacterial growth reaches early 
exponential phase after 6 h of incubation and early stationary phase at 12 h. After that, we 
evaluated the optimal volume of culture supernatant of MC46 strain for preparation of 
extracts for studying the growth of mung bean (Vigna radiata). It was found that 20 mL of 
broth from MC46 culture allowed the shoot to grow 1.2-fold more than that from the no-
extract control, but it did not statistically significantly affect the growth of plant root. Finally, 
the three strains of bacteria were mixed together in various ratios for the total volume of 20 
mL at 6 h and further incubated for another 6 h until they reached early stationary phase. 
The culture supernatant was then extracted with ethyl acetate to study its effects on the 
growth of root and shoot of Vigna radiata. The study showed that these extracts did not 
alter the growth of both root and shoot statistically significantly, compared to the extracts of 
bacterial supernatant mixed at the same ratio but without interaction. 
 
 

Keywords:        Plant growth promoting bacteria, Interaction of bacteria, Vigna radiata,  
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 

 แบคทีเรียในดินหลายชนิดอาศัยและเจริญเติบโตร่วมกับพืช  แบคทีเรียกลุ่มนี้บางสายพันธุ์มีประโยชน์ต่อ

พืชเป็นอย่างมาก  เรียกแบคทีเรียกลุ่มนี้ว่า  แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant Growth 

Promoting Bacteria : PGPB) แบคทีเรียกลุ่มนี้มีลักษณะส าคัญและมีกลไกในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

พืชหลายรูปแบบ  อาทิเช่น  การตรึงไนโตรเจน  การละลายธาตุอาหารในดิน เพื่อเพิ่มการดูดซึมที่ดีขึ้น การ

สร้างซิเดอร์โรฟอร์ การสร้างสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช รวมถึงการสร้างสารยับยั้งสารที่เป็นอันตราย

ต่อพืช จากคุณสมบัติดังกล่าว จึงอาจน าแบคทีเรียกลุ่มนี้มาประยุกต์ใช้เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้  

ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยเลือกใช้แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช จ านวน 3  สายพันธุ์  ได้แก่    (1) 

Ochrobactrum sp. MC22, (2) Pseudomonas fluorescens MC46 และ (3) Pseudomonas sp. 

MS45 แบคทีเรียเหล่านี้เป็น PGPB และอาศัยบริเวณรอบ ๆ รากพืช หรือที่เรียกว่า Rhizobacteria 

1 การเจริญ

ของรากจึงได้รับอิทธิพลจากแบคทีเรียเป็นอย่างมาก  ทั้งในส่วนของการแบ่งเซลล์  รูปแบบการเจริญและ

ลักษณะโครงสร้างของรากพืช รวมทั้งส่งผลต่อการเจริญเติบโตของล าต้นพืชอีกด้วย  

2 จากงานวิจัยที่ผ่านมา

พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ Ochrobactrum sp. MC22 
3  และ Pseudomonas fluorescens MC464  มี

ความสามารถในการช่วยย่อยสลายสารไตรโคลคาร์บาน  ส่วนแบคทีเรียสายพันธุ์ Pseudomonas sp. MS455  

นั้นมีความสามารถในการย่อยสลายสารไตรโคลซาน ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้เป็นสารพิษที่ปนเปื้อนอยู่ในดินและ

สิ่งแวดล้อม 

 ไตรโคลคาร์บานและไตรโคลซาน  เป็นสารต้านเชื้อจุลินทรีย์ที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรม

เครื่องอุปโภค และเป็นส่วนประกอบในกลุ่มผลิตภัณฑ์ยาและผลิตภัณฑ์ดูแลสุขภาพ  สารสองชนิดนี้มี

คุณสมบัติคล้ายกันมาก  แม้ว่าจะให้ประสิทธิภาพที่แตกต่างกันในแต่ละผลิตภัณฑ์  ไตรโคลคาร์บานถูกใช้

อย่างแพร่หลายในสบู่ก้อน  ในขณะที่ไตรโคลซานถูกพบได้บ่อยในผลิตภัณฑ์ที่เป็นสบู่เหลว และเป็นสารต้าน

เชื้อแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์ประเภทน้ ายาบ้วนปากและยาสีฟัน  อย่างไรก็ตาม งานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า สารไตร

โคลคาร์บานและไตรโคลซานเป็นพิษต่อระบบอวัยวะ  รบกวนการท างานของต่อมไร้ท่อในมนุษย์6 เป็นพิษต่อ

สิ่งมีชีวิตในน้ าและก่อให้เกิดการสะสมทางชีวภาพในสิ่งแวดล้อม  นอกจากนี้ รายงานยังระบุถึงผลกระทบของ
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การปนเปื้อนของสารไตรโคลคาร์บานในกากชีวภาพที่ได้รับการบ าบัด  ที่มีผลต่อการงอกของเมล็ดและการ

เติบโตของพืชบางชนิดอีกด้วย7   

พืชในวงศ์ Leguminosae หรือพืชตระกูลถั่ว  เป็นพืชที่ใช้แพร่หลายในพ้ืนที่เกษตรกรรมหลายแห่งเพ่ือ

ใช้บ าบัดดินจากมลพิษต่าง ๆ ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยเลือกใช้ถั่วเขียว (Vigna Radiata) ในการศึกษาปฏิสัมพันธ์

ของแบคทีเรียต่อการเจริญเติบโตของพืช  เนื่องจากพืชตระกูลถั่วมีคุณสมบัติพิเศษคือใช้ระยะเวลาในการ

เพาะปลูกไม่นาน  ช่วยบ ารุงความอุดมสมบูรณ์ของดิน  ช่วยตรึงไนโตรเจนได้ดี รวมทั้งมีระบบรากที่ลึก        

มีอัตราของชีวมวลที่สูง และยังมีความสัมพันธ์แบบอยู่ร่วมกันกับแบคทีเรียในดิน8   

ส าหรับการใช้เชื้อหลายสายพันธุ์ในการบ าบัดดินร่วมกันนั้น  งานวิจัยที่ผ่านมาโดย Chatterjee และ

คณะ9 ได้ศึกษาผลของการใช้แบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ร่วมกัน ได้แก่ Bacillus firmus KUCr1, 

Cellulosimicrobium cellulans KUCr3 และ Pseudomonas aeruginosa KUCd1 ต่อการ

เจริญเติบโตของ  Amaranthus caudatus L. พบว่าการใช้เชื้อสายพันธุ์ KUCd1 และ KUCr3 ร่วมกันท าให้

เกิดการสร้างสาร indole acetic acid (IAA)10 เพ่ิมมากขึ้น  ซึ่งช่วยให้เกิดการขยายตัวของเซลล์พืช และ

กระตุ้นให้เซลล์พืชสร้างผนังเซลล์เพิ่มขึ้น  ส่งผลต่อการขยายตัวของใบและการยืดยาวของราก11  นอกจากนี้

การใช้เชื้อร่วมกัน 3 สายพันธุ์  ยังท าให้เกิดการผลิตซิเดอร์โรฟอร์12  ซึ่งเป็นสารแย่งจับเหล็กจากเชื้อที่ก่อโรค

เพ่ิมมากข้ึนจากการใช้เชื้อแบบเดี่ยวอีกด้วย9 

ในงานวิจัยนี้ ทีมวิจัยจึงมุ่งเน้นศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในกลุ่ม PGPB ที่มีความสามารถในการ

ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  และมีความสามารถในการย่อยสลายสารไตรโคลคาร์บานและสารไตรโคล

ซานได้ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Ochrobactrum sp. MC223, Pseudomonas fluorescens MC46 4 และ 

Pseudomonas sp. MS455  ถึงแม้ว่าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์นี้จะเป็น PGPB แต่ยังไม่มีการรายงานว่า  

หากใช้แบคทีเรีย 3 สายพันธุ์นี้ร่วมกัน  จะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืชอย่างไร  หรือควรผสมแบคทีเรีย

เหล่านี้ในสัดส่วนเท่าไร   หากส าเร็จ การใช้แบคทีเรียสายพันธุ์เหล่านี้ในการบ าบัดดินและในการเกษตรจะช่วย

ยกระดับคุณภาพการเพาะปลูกพืชทางการเกษตร โดยเฉพาะระดับรากและล าต้นพืช ช่วยเพ่ิมผลผลิตทาง

การเกษตรและช่วยลดการใช้สารเคมี ส่งผลให้กระบวนการผลิตเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม รวมถึงเป็นการพัฒนา

เกษตรกรรมควบคู่ไปกับการพัฒนาคุณภาพชีวิตของเกษตรกรและผู้บริโภคอย่างยั่งยืน 
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1.2 ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

1.2.1 แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant Growth Promoting Bacteria or PGPB) 

 แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช มีลักษณะส าคัญต่อพืชหลายรูปแบบ เช่น การครอบครอง

รากพืช การอยู่ร่วมกันแบบพ่ึงพาอาศัย เพิ่มจ านวนรากพืช และสามารถแข่งขันกับจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ได้   

เป็นต้น  ท าให้แบคทีเรียเหล่านี้พัฒนากลไกในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชหลากหลายรูปแบบ เช่น การตรึง

ไนโตรเจน  การละลายธาตุอาหารพืช  การสร้างซิเดอร์โรฟอร์ (siderophore) การสร้างสารควบคุมการ

เจริญเติบโตของพืช  การสร้างสารปฏิชีวนะ และการสร้างสารยับยั้งเชื้อราที่เป็นอันตรายต่อพืช13  

1.2.2  การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชโดยไรโซแบคทีเรีย  

  ไรโซสเฟียร์ (Rhizosphere) หมายถึง ดินบริเวณรอบรากพืชที่มีสมบัติทางเคมีและทางชีวภาพที่

ได้รับอิทธิพลจากพืช โดยพืชปลดปล่อยสารเมแทบอไลต์ที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมออกจากรากไปสู่

ดินบริเวณโดยรอบ สารเมแทบอไลต์เหล่านี้ส่วนใหญ่เป็นสารประกอบที่ละลายน้ าได้ เช่น กรดอะมิโน น้ าตาล 

คาร์โบไฮเดรต วิตามิน โปรตีน และกรดอินทรีย์ แบคทีเรียที่อาศัยบริเวณไรโซสเฟียร์หรือไรโซแบคที เรีย

สามารถน าสารต่างๆที่หลั่งออกจากรากพืชนี้ ไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งอาหารในการเจริญเติบโตได้ 14  

 

 
 

 
 

รูปที่ 1.1 ไรโซสเฟียร์ (Rhizosphere) หรือ บริเวณดินรอบรากพืชที่ประกอบไปด้วยกลุ่มของ saprophytic 
และ symbiotic bacteria และ Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF)15 
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 ในทางกลับกัน กลุ่มแบคทีเรียที่อาศัยอยู่บริเวณไรโซสเฟียร์หรือไรโซแบคทีเรียสามารถช่วยส่งเสริม

การเจริญเติบโตของพืชได้เช่นกัน โดยไรโซสเฟียร์จะช่วยเพ่ิมปริมาณธาตุอาหารหรือเพ่ิมการละลายของธาตุ

อาหารในดินให้อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์มากขึ้น ช่วยดูดซับธาตุอาหาร หรือช่วยสร้างสารประกอบบางชนิดที่

กระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช เพราะเหตุนี้ เราจึงอาจเรียกไรโซแบคทีเรียเหล่านี้ว่า Plant Growth 

Promoting Rhizobacteria (PGPR) ได้เช่นกัน เราสามารถแบ่งไรโซแบคทีเรียที่มีความสามารถในการส่งเสริม

การเจริญเติบโตของพืช (PGPR) ได้เป็น 2 ประเภท คือ ไรโซแบคทีเรียที่สามารถเข้าสู่รากพืชได้และไรโซ

แบคทีเรียที่อาศัยแบบอิสระในดิน (free-live form) ซึ่งจะพบอยู่ใกล้ๆ บริเวณรอบรากพืช16 

 1.2.3  กลไกส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

 กลไกส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมีทั้งทางตรงและทางอ้อม ดังนี้ 17,18 

  1.2.3.1 กลไกส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทางตรง 

   1) การเพ่ิมธาตุไนโตรเจน  

   แบคทีเรียที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixing organism) สามารถเพ่ิม

ปริมาณธาตุไนโตรเจนให้แก่พืชได้ โดยการเปลี่ยนแก๊สไนโตรเจนจากอากาศให้เป็นแอมโมเนียที่พืชสามารถ

น าไปใช้เพ่ือการเจริญเติบโต ตัวอย่างของแบคทีเรียประเภทนี้ ได้แก่ ไรโซเบียม ในปมรากของพืชตระกูลถั่ว19 

   2) การเพ่ิมธาตุฟอสฟอรัส  

   ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารหลักที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืช โดยฟอสฟอรัสจะช่วยเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสง การเปลี่ยนน้ าตาลเป็นแป้ง การถ่ายทอดพันธุกรรม การตรึงไนโตรเจน การ

ออกดอก การออกผล การออกเมล็ด และการสุกของผล  

 พืชที่ขาดธาตุฟอสฟอรัสจะหยุดการเจริญเติบโต มีล าต้นแคระแกรน มีใบขนาดเล็กลง และมี

จ านวนใบลดลง 20  ธาตุฟอสฟอรัสที่อยู่ในดินทั่วไปจะอยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้น้อย โดยในสภาพดินที่เป็นกรด 

ฟอสฟอรัสจะถูกตรึงกับธาตุอะลูมิเนียมและธาตุเหล็กในรูปของ ferric phosphate (FePO4) และ aluminum 

phosphate (AlPO4) ในขณะที่ในสภาพดินที่เป็นด่าง ฟอสฟอรัสจะถูกตรึงกับธาตุแคลเซียม ในรูปของ 

calcium orthophosphate (Ca3(PO4)2) ซึ่งสารเหล่านี้เป็นสารที่ละลายน้ าได้น้อย  
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   ในปี ค.ศ.1986 Goldstein และคณะ 21 พบว่า แบคทีเรียหลายชนิดสามารถผลิตกรดอินทรีย์

โมเลกุลเล็กๆ (organic acid metabolites) หรือ เอนไซม์ฟอสฟาเทส (phosphatases) เพ่ือใช้ในการย่อย

สลายฟอสเฟตในรูปที่ไม่ละลายน้ า ให้อยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้และยังสามารถผลิตฮอร์โมนที่ช่วยในการส่งเสริม

การเจริญเติบโตของพืช ซึ่งการเจริญเติบโตของพืชมีผลโดยตรงมาจากปริมาณของฮอร์โมนโดยเฉพาะ 

indole3-acetic-acid (IAA) ภายในต้นพืชโดยส่งผลให้เซลล์พืชยืดยาวและช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการดูดซับธาตุ

อาหารจากดินของพืช22 

   3) การผลิตฮอร์โมนพืช (Phytohormones)  

   แบคทีเรียทั้งที่อาศัยอยู่อย่างอิสระในดินและพวกที่ท าอันตรกิริยากับพืชหลากหลายสายพันธุ์มี

ความสามารถในการผลิตฮอร์โมนพืช ทั้งที่อาศัยอยู่อย่างอิสระในดินหรือพวกที่ท าอันตรกิริยากับพืช โดย

ฮอร์โมนพืชที่แบคทีเรียผลิตขึ้น ได้แก่ ออกซิน (auxin) จิบเบอเรลลิน (Gibberillin) ไซโตไคนิน (cytokinin)  

เอทิลีน (ethylene) และกรดแอบไซซิก (abscisic acid) การผลิตฮอร์โมนพืชของแบคทีเรียมีส่วนในการ

ควบคุมการเจริญเติบโตของพืชในด้านต่างๆ เช่น การเจริญเติบโตของต้นพืช การติดดอก การออกผล และการ

หลุดร่วงของใบพืช เป็นต้น ซึ่งออกซิน เป็นฮอร์โมนพืชกลุ่มที่ได้มีการศึกษาและน าไปใช้ในทางการเกษตรมาก

ที่สุด 

 ออกซินเป็นฮอร์โมนพืชที่อยู่ในรูปสารเคมีที่เรียกว่า Indole-3-acetic acid หรือ IAA ซึ่งถูกสร้าง

ขึ้นบริเวณปลายยอด ใบอ่อน และเมล็ด23  ออกซินมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืช ดังนี้24 

(1) กระตุ้นการแบ่งเซลล์ ออกซินช่วยกระตุ้นการแบ่งเซลล์แคมเบียม (cambium) ท าให้พืชมีเนื้อ

ไม้มากข้ึน และเกิดการเจริญเติบโตด้านข้างเพ่ิมข้ึน 

(2) เร่งการขยายตัวของเซลล์ ออกซินช่วยให้เซลล์ในส่วนต่างๆ ของพืชยืดยาว และกระตุ้นให้

เซลล์สร้างผนังเซลล์มากข้ึน 

(3) ควบคุมการแตกของราก ออกซินสามารถกระตุ้นให้เกิดรากพิเศษ (adventitious root) และ

เนื้อเยื่อเจริญของรากได ้

(4) ควบคุมการร่วงของใบ ดอก และผล เมื่ออวัยวะดังกล่าวแก่ตัวลง จากการลดการสร้าง 

ออกซินในส่วนดังกล่าว 
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   4) การผลิตซิเดอร์โรฟอร์ (siderophores) 

   ซิเดอร์โรฟอร์ เป็นสารโมเลกุลขนาดเล็กที่มีสมบัติเป็นคีเลต และเป็นสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ 

(secondary metabolite) ที่ผลิตขึ้นโดยแบคทีเรีย ในภาวะที่มีการละลายของเหล็กในดินต่ า25 ในธรรมชาติ

เหล็กส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของแข็ง ซึ่งมีความสามารถในการละลายน้ าต่ า หรือไม่ละลายน้ าเลย 26  การเกิด

สารประกอบคีเลตระหว่างเหล็กกับซิเดอร์โรฟอร์ที่ถูกสร้างขึ้นจะท าให้เหล็กอยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้ พืชและ

แบคทีเรียจึงสามารถน าเหล็กไปใช้ประโยชน์ได้  

   ซิเดอร์โรฟอร์มีโครงสร้างหลายลักษณะ ขึ้นอยู่กับชนิดของแบคทีเรียที่ผลิต ในปัจจุบันพบ

โครงสร้างทางเคมีของซิเดอร์โรฟอร์มากกว่า 500 ชนิด27 เราสามารถจ าแนกซิเดอร์โรฟอร์ได้ตามหมู่ฟังก์ชัน

และประเภทของลิแกนด์ที่ล้อมรอบ ซึ่งแบ่งได้เป็น 4 ประเภท ได้แก่ Phenol Catecholate Hydroxamate 

Carboxylate และ Pyoverdine28 ทั้งนี้ในแต่ละประเภทจะมีออกซิเจนอย่างน้อย 2 อะตอม หรือไนโตรเจนที่

ท าหน้าที่สร้างพันธะกับเหล็ก  

   กลไกการขนส่งเหล็กจากภายนอกเข้าในเซลล์ของแบคทีเรียแตกต่างไปจากกลไกที่ใช้ในการขนส่ง

กรดอะมิโน น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวและสารอ่ืนๆ ที่มีขนาดโมเลกุลต่ าที่มีการขนส่งผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก 

(outer membrane pore) โดยกลไกการขนส่งเหล็กของซิเดอร์โรฟอร์จะอาศัยโปรตีนชนิดพิเศษที่มี

ความสามารถจ าเพาะต่อสารประกอบเหล็กซิเดอร์โรฟอร์ ซึ่งจะอยู่บริเวณเยื่อหุ้มไซโตพลาสมิก (cytoplasmic 

membrane) หรือไซโตพลาสซึม (cytoplasm)29 กลไกการน าเหล็กเข้าสู่เซลล์โดยโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์

ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ  

(1) การสังเคราะห์โมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์และแพร่ผ่านผนังเซลล์ออกไปสู่สิ่งแวดล้อม 

(2) โมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์เข้าจับกับเฟอริกไอออนเกิดเป็นสารประกอบคีเลตเหล็กซิเดอร์โร

ฟอร์ และถูกดึงกลับเข้าสู่เซลล์โดยกระบวนการล าเลียงแบบใช้พลังงาน 

(3) ปลดปล่อยโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์ออกสู่ภายนอกเซลล์ 

   เมื่อโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์เข้าจับกับเฟอริกไอออนแล้ว โมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์จะจับกั บ

โปรตีนที่ผนังเซลล์ จากนั้นจะถูกขนย้ายผ่านผนังเซลล์ โดยกระบวนการล าเลียงแบบใช้พลังงาน โดยซิเดอร์โร

ฟอร์แต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะเจาะจงกับโปรตีนที่ผนังเซลล์แตกต่างกันออกไป เมื่อโมเลกุลของสารประกอบ

เหล็กซิเดอร์โรฟอร์ถูกเคลื่อนย้ายผ่านผนังเซลล์เข้ามายังไซโตพลาสซึม เฟอริกไอออนก็จะถูกปลดปล่อยออก

จากโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์โดยบริเวณโมเลกุลที่เป็นลิแกนด์ที่เชื่อมกับเฟอริกไอออนจะถูกสลายด้วยเอนไซม์ 
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เช่น เอนไซม์เอสเทอเรส (esterase) จะเข้าท าปฏิกิริยากับซิเดอร์โรฟอร์กลุ่ม เอสเทอเรสหรือเอ็นเทอโรแบคติน 

(enterobactin) หรือเฟอริกไอออนอาจจะถูกปลดปล่อยโดยเกิดปฏิกิริยารีดักชัน เมื่อเฟอริกไอออนถูก

ปลดปล่อยออกจากโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์แล้ว ส่วนที่เป็นโมเลกุลของซิเดอร์โรฟอร์ก็อาจถูกเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างไปจากเดิมหรือไม่ก็ได้ แล้วจึงถูกปลดปล่อยออกนอกเซลล์ไปสู่สิ่งแวดล้อมเพ่ือจับกับเฟอริกไอออน

ต่อไป30 

  1.2.3.2 กลไกส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทางอ้อม 

   การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชทางอ้อม คือ การควบคุมแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช หรือ

แบคทีเรียที่มีส่วนยับยั้งการเจริญเติบโต หรือท าให้รากพืชผิดปกติ โดยการใช้แบคทีเรียต่างสายพันธุ์ซึ่งมีกลไก

ในการควบคุม ลดปริมาณ ยับยั้ง หรือก าจัดแบคทีเรียที่เป็นอันตรายต่อพืช27 

1) การผลิตสารปฏิชีวนะ (Antibiotic) 

  หนึ่งในกลไกที่ส าคัญที่ PGPR ใช้ป้องกันการแพร่พันธุ์ หรือขยายจ านวนของเชื้อโรคพืชคือ

ความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotics)  ตัวอย่างของสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดย PGPR ได้แก่ agrocin 84,  

2,4-diacetylphloroglucinol, herbicolin, phenazines, pyoluteorin, pyrrolnitrin เป็นต้น 

2) การผลิตสารต้านเชื้อรา (Antifungal metabolites) 

 สารต่อต้านการเจริญของจุลินทรีย์ชะลอการเจริญเติบโตหรือท าลายจุลินทรีย์ จึงช่วยลดการเน่า

เสียของรากพืชที่เกิดจากจุลินทรีย์ กลไกในการท างานของสารต่อต้านการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ประกอบด้วย

การท าให้สมบัติของผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ หรือประสิทธิภาพของเอนไซม์ที่จ าเป็นต่อการเจริญของจุลินทรีย์

เสียไป ท าให้จุลินทรีย์ชะงักการเจริญเติบโตและตายในที่สุด หรือการเปลี่ยนกลไกทางพันธุกรรมของจุลินทรีย์ 

ท าให้จุลินทรีย์นั้นหยุดชะงักการแบ่งเซลล์  จุลินทรีย์จึงไม่สามารถเพ่ิมปริมาณได้ และท าให้มีจ านวนจุลินทรีย์

ลดลง  

 ส าหรับ PGPR นอกจากจะสามารถผลิตซิเดอร์โรฟอร์ และสารปฏิชีวนะซึ่งเป็นกลไกส าคัญในการ

ต้านทานเชื้อโรคพืชแล้ว PGPR บางชนิดยังสามารถผลิตสารต้านทานเชื้อราสาเหตุของโรคพืชได้ด้วย 

เช่น Pseudomonas fluorescens สามารถสังเคราะห์ไฮโดรเจนไซยาไนด์ ซึ่งท าให้ P. fluorescens สาย

พันธุ์นี้มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ Thielabiopsis basicola ซึ่งเป็นเชื้อราสาเหตุโรคราก

เน่าในเมล็ดยาสูบได้ 
31 
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 ในปี ค.ศ. 2001 Ramamoorthy และคณะ32 พบว่าแบคทีเรียหลายสายพันธุ์รวมทั้ง 

Cladosporium werneckii, Pseudomonas cepacia และ P. solanacearum สามารถย่อยสลาย

สารประกอบ fusaric acid ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดความเสียหายในพืชหลังจากที่พืชถูกเข้าท าลายโดย   

เชื้อรา Fusarium ได ้

 1.2.4 Ochrobactrum sp. MC22 

 Ochrobactrum sp. อยู่ในวงศ์ Brucellaceae มีลักษณะเป็นท่อน (rod-shape) หรือโค้ง

เล็กน้อย ปลายมน ติดสีแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้โดยใช้ เพอริทริคัส                  

แฟลกเจลลา (peritrichous flagella) ซึ่งเป็นแฟลกเจลลายื่นออกมารอบๆ เซลล์ เป็นแบคทีเรียที่ต้องการ

อากาศ (strictly aerobes) ใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย (terminal electron acceptor) ใน

กระบวนการเมแทบอลิซึม อุณหภูมิที่แบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดีที่สุดคือช่วงตั้งแต่ 20 ถึง 37 องศาเซลเซียส     

มีค่าโมลเปอร์เซ็นต์ G + C ของ DNA เท่ากับ 56-59 เป็นแบคทีเรียในกลุ่มที่สามารถใช้สารอินทรีย์ ได้แก่ 

ก รดอะมิ โ น  กรด อินทรี ย์  แ ละคาร์ โ บ ไฮ เ ดรต  เ ป็ นทั้ ง แหล่ ง พลั ง ง านและ แหล่ ง อิ เ ล็ กต รอน 

(chemoorganotrophs) ได้ สร้างพลังงานแบบออกซิเดทีฟ ฟอสโฟริเลชัน (oxidative phosphorylation) 

จึงให้ผลบวกกับการทดสอบเอนไซม์ไซโตโครมออกซิเดส (cytochrome oxidase test) และในภาวะที่ไม่มี

อากาศจะไมม่ีการหมัก (fermentation) น้ าตาลกลูโคสขึ้น 

 
 

รูปที ่1.2 Ochrobactrum sp. MC22 บริเวณรอบราก Vigna radiata ที่เลี้ยงในอาหาร Hoagland’s 
medium จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  

3 

https://en.wikipedia.org/wiki/Brucellaceae
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 ในปี ค.ศ. 2017 Sipahutar, M. K. และคณะ3 ได้ศึกษาและคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถย่อย

สลายสารไตรโคลคาร์บานได้จากตัวอย่างดินในแปลงปลูกฝรั่ง (Psidium guajava) คณะได้จ าแนกชนิดของ

แบคทีเรียจากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและการวิเคราะห์ส่วนของยีน 16S rRNA และระบุว่าแบคทีเรียที่

แยกได้ เป็นสมาชิกหนึ่งในสกุล Ochrobactrum (KT808621) และให้ชื่อสายพันธุ์ว่า MC22 ส าหรับการ

วิเคราะห์ทางอนุกรมวิธานพบว่าเชื้อแบคทีเรีย MC22 มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย 

Ochrobactrum ที่อาศัยอยู่ในดินส าหรับการย่อยสลายสารที่เป็นพิษ (รูปที่ 1.3)   

 ตัวอย่างเช่น Ochrobactrum sp. P1 (2013) (KF987808) มีความสามารถในการย่อยสลายสาร

เฮกซะเด็กเคน (hexadecane-degrading bacterium) 3 เฮกซะเด็กเคนเป็นสารไฮโดรคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า 

เมื่อปนเปื้อนในดิน จึงท าให้ เกิดการสะสมเป็นอันตรายต่อสิ่ งแวดล้อม ส่วนแบคทีเรีย อีกชนิดคือ 

Ochrobactrum pituitosum CCUG50899 (NR115043) เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายไน

เตรท (nitrate-reducing bacterium) ที่อาศัยในบริเวณเขตอุตสาหกรรม33  

 

 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 1.3 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมสร้างจากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน                  
16S rRNA ของ Ochrobactrum sp. MC223 

 

 

 

 

Pseudomonas sp. NBRISHA4 (KP300813) 
Ochrobactrum ciceri L22 (JX646649) 
Ochrobactrum ciceri Ca-34 (DQ647056) 

Ochrobactrum sp. P1 (2003) (KF987808) 
Ochrobactrum sp. MC22 

Ochrobactrum pseudogrignonense A1011 (JX266314) 
Ochrobactrum rhizosphaerae PR17 (NR042600) 
Ochrobactrum intermedium TK14 (AM490633) 
Ochrobactrum pituitosum CCUG50899 (NR115043) 95 

94 

99 

94 

99 

100 

97 Ochrobactrum thiophenivorans Nf17nrR (HQ406743) 
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 1.2.5 Pseudomonas fluorescens MC46 

 แบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens อยู่ในวงศ์ Pseudomodanaceae  มีรูปร่างลักษณะ

เป็นท่อนตรง (rod-shaped) หรือโค้งเล็กน้อย (ไม่มีลักษณะเป็นเกลียว) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-

negative bacteria) ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟลกเจลลาที่ปลายเซลล์ (polar flagella) (รูปที่ 1.4) ไม่

สามารถสร้างสปอร์ได้ (non – spore forming) เจริญเติบโตได้ในภาวะที่มีออกซิเจนและเจริญเติบโตได้ดีที่

อุณหภูมิ 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส พบได้ท่ัวไปในดินและแหล่งน้ าธรรมชาติ 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                                      (ข) 
 

รูปที่ 1.4 (ก) Pseudomonas fluorescens CHA0 จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด34                
(ข) Pseudomonas fluorescens จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน35 

 

 เชื้อ Pseudomonas หลายชนิดเป็นไรโซแบคทีเรีย (rhizobacteria) ที่อาศัยในดินบริเวณรากพืช 

เป็นเชื้อที่มีความเหมาะสมในการน ามาใช้ควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียในดิน โดยกลไกต่างๆที่เชื้อ 

Pseudomonas ใช้ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรค ได้แก่  การผลิตยาปฏิชีวนะ 

แบคทีริโอซิน (bacteriocin)  ซิเดอร์โรฟอร์ และเอนไซม์ไฮโดรไลติก (hydrolytic enzyme) เช่น β-1,3-

glucanase และไคติเนส (chitinases) เป็นต้น นอกจากการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแล้ว ในปี ค.ศ.1996 Pierson 

และคณะ36 ยังรายงานว่า Pseudomonas aureofaciens สามารถเจริญได้อย่างรวดเร็วรอบรากข้าวสาลี ซึ่ง

ช่วยยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้  



11 
 

 

 ในปี ค.ศ. 2002 Kumar, R. และคณะ37 รายงานว่า Pseudomonas fluorescens ซึ่งเป็น

แบคทีเรียในกลุ่ม PGPR สามารถสร้างสาร 2,4-diacetyl phloroglucinol (รูปที่ 1.5)  เพ่ือยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้  โดยสารเหล่านี้จะไปสลาย fusaric acid ที่ผลิตโดยเชื้อ Fusarium sp. ซึ่งเป็น

สาเหตุโรคเหี่ยวของพืชหลายชนิด ท าให้ป้องกันกระบวนการพยาธิก าเนิด (pathogenesis) ได้ นอกจากนี้ 

PGPR บางชนิด เช่น Pseudomonas stutzeri ยังสามารถสร้างเอนไซม์ไคติเนส (chitinase) และเอนไซม์ลามิ

นาริเนส (laminarinase) ปลดปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ เพ่ือท าลายเส้นใยของ Fusarium solani ซึ่งเป็น

เชื้อราสาเหตุโรคพืชได ้

 

 
 

รูปที่ 1.5 สูตรโครงสร้างของ 2,4-Diacetylphloroglucinol 

 ในปี ค.ศ. 2018 Sipahutar, M. K. และคณะ4 แยกเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens 

สายพันธุ์ MC46 ที่มีสมบัติในการย่อยสลายสารไตรโคลคาร์บาน จากดินบริเวณรอบรากของถั่วฝักยาว Vigna 

unguiculata subsp. Sesquipedalis ในภาคกลางของประเทศไทย คณะได้จ าแนกชนิดของแบคทีเรียจาก

การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและการวิเคราะห์ส่วนของยีน 16S rRNA และระบุว่าแบคทีเรียที่แยกได้ เป็น

สมาชิกหนึ่งในสกุล Pseudomonas (MF164046) และให้ชื่อสายพันธุ์ว่า MC46 ส าหรับการวิเคราะห์ทาง

อนุกรมวิธานพบว่าเชื้อแบคทีเรีย MC46 มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas 

fluorescens ทีอ่าศัยอยู่ในดินที่ยับยั้งการก่อโรคในพืชได้และย่อยสลายสารที่เป็นพิษได้ (รูปที่ 1.6)   

 ตัวอย่างเช่น P. fluorescens สายพันธุ์ CHA0 สามารถยับยั้งโรค damping-off ของต้นเครสที่เกิด

จาก Pythium ultimum ได้ 38 นอกจากนี้ มีการรายงานการควบคุมโรคเหี่ยวของถั่วเขียว โดยสารปฏิชีวนะที่ 

P. fluorescens สร้างขึ้น ได้แก่ pyoluteorin, pyoluteorin, phenazines, herbicolin และ 2,4-diacetyl 

phloroglucinol39 (รูปที่ 1.5) 
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รูปที่ 1.6 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมสร้างจากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน                  
16S rRNA ของ Pseudomonas fluorescens MC464

 

 1.2.6 Pseudomonas sp. MS45 

  เชื้อ Pseudomonas พบอาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อมทั่วไป ทั้งในดิน น้ า พืช และสัตว์ รวมทั้งสามารถ

พบได้ในอาหาร และของใช้ต่างๆ หลายสปีชีส์พบเป็นเชื้อก่อโรคในพืชและสัตว์ เชื้อ Pseudomonas เป็น

แบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อนตรง หรือโค้งเล็กน้อย มักพบอยู่เป็นเซลล์เดี่ยวหรืออยู่เป็นเซลล์คู่ ไม่สร้างสปอร์ 

บางสายพันธุ์สามารถสร้างแคปซูลได้ เคลื่อนที่ได้ด้วยแฟลกเจลลาที่อยู่ส่วนปลายเซลล์ 1 เส้น บางสปีชีส์อาจมี

มากกว่า 1 เส้น จัดอยู่ในกลุ่ม Obligate Aerobe จ าเป็นต้องใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโต ซึ่งท าให้มีการ

สร้างเอนไซม์คะตาเลส (catalase-positive) และเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase-positive) มีปริมาณ G+C ของ

แบคทีเรียเท่ากับ 50-70 โมลเปอร์เซ็นต์ แต่บางสายพันธุ์เจริญได้ในบรรยากาศที่ไม่มีแก๊สออกซิเจน  หากมีสาร

ไนเตรทหรืออาร์จีนีนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจนในกระบวนการหายใจ แบคทีเรียสายพันธุ์นี้สามารถ

เจริญได้ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส หรือต่ ากว่า40  

 

 

 

Ochrobactrum sp. P1 (2013) (KF987808) 
Pseudomonas aeruginosa S20410 (KF956583) 
Pseudomonas aeruginosa R7-584 (JQ659908) 

Pseudomonas otitidis JY6 (KF159806) 
Pseudomonas otitidis TH-N1 (KC790454) 

Pseudomonas fluorescens PE25 (KJ127244) 
Pseudomonas fluorescens WS32 (JN210910) 

Pseudomonas plecoglossicida J26 (FR668235) 
Pseudomonas fluorescens MC46 

Pseudomonas fluorescens 4.9.3 (JX127246) 
Pseudomonas fluorescens Bp-11 (KJ888139) 

Pseudomonas fluorescens M4 (KT767961) 
98 

100 

58 

100 
100 

99 
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รูปที่ 1.7 แบคทีเรียสกุล Pseudomonas สายพันธุ์ Pseudomonas aeruginosa จากกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด40 

  จากการทดลองที่ผ่านมา ทีมวิจัยจากห้องปฏิบัติการของ รองศาสตราจารย์ ดร. อลิสา วังใน 

ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้ศึกษาและแยกเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas 

sp. สายพันธุ์ MS45 เนื่องจากคุณสมบัติของมันในการย่อยสลายสารไตรโคลซาน (triclosan-degrading 

bacterium) ที่ปนเปื้อนในดินและสิ่งแวดล้อม5
 

 1.2.7 ไตรโคลคาร์บาน  

  ไตรโคลคาร์บาน (Triclocarban) หรือ 3,4,4′-trichlorocarbanilide (รูปที่ 1.8) เป็นสารที่มี

คุณสมบัติต้านเชื้อแบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Staphylococcus aureus ไตรโคลคาร์บานมี

ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ enoyl-(acyl-carrier protein) (ACP) reductase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบได้

มากในแบคทีเรีย รา และพืช โดยสิ่งมีชีวิตเหล่านี้จะใช้เอนไซม์ ACP reductase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในขั้นตอน

สุดท้ายของ Fatty acid synthase type II ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการสังเคราะห์เยื่อหุ้มเซลล์ในสิ่งมีชีวิตและ

น าไปสู่การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย41 เนื่องจากไตรโคลคาร์บานเป็นสารต้านเชื้อแบคทีเรียจึงพบ

ได้มากในผลิตภัณฑ์ต้านเชื้อแบคทีเรียประเภทสบู่และผลิตภัณฑ์ส าหรับดูแลสุขภาพ 

 



14 
 

 

  อย่างไรก็ดี ในปี ค.ศ. 2016 องค์การอาหารและยา ประเทศสหรัฐอเมริกา สั่งระงับการผลิตและ

จ าหน่ายผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสมของไตรโคลคาร์บาน เนื่องจากพบว่ามีผลกระทบในด้านลบต่อสุขภาพของ

มนุษย์ เช่น ความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรียและความผิดปกติของฮอร์โมนได้ 42   

 

 
 

รูปที่ 1.8 สูตรโครงสร้างไตรโคลคาร์บาน 

 

 1.2.8 ไตรโคลซาน  

 ไตรโคลซาน (Triclosan) หรือ 5-Chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy) phenol (รูปที่ 1.9) เป็น

สารต้านเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง  โดยพบว่าไตรโคลซานเป็นสารที่มีคุณสมบัติคล้ายกันมากกับสาร

ไตรโคลคาร์บาน  แม้ว่าจะให้ประสิทธิภาพที่แตกต่างกันในแต่ละผลิตภัณฑ์  ไตรโคลซานถูกพบได้บ่อยได้ใน

ผลิตภัณฑ์ที่เป็นสบู่เหลว รวมทั้งถูกใช้อย่างกว้างขวางในผลิตภัณฑ์ต้านเชื้อแบคทีเรียประเภทน้ ายาบ้วนปาก

และยาสีฟัน อย่างไรก็ตาม มีรายงานว่าสารไตรโคลซานเป็นพิษต่อระบบอวัยวะและรบกวนการท างานของต่อม

ไร้ท่อในมนุษย์43 เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตในน้ า และก่อให้เกิดการสะสมทางชีวภาพในสิ่งแวดล้อม  ด้วยเหตุนี้ 

องค์การอาหารและยา ในประเทศสหรัฐอเมริกา จึงสั่งระงับการผลิตและจ าหน่ายผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสมของ

ไตรโคลซานเช่นเดียวกับสารไตรโคลคาร์บาน 

 

 
 
 

รูปที่ 1.9 สูตรโครงสร้างไตรโคลซาน 
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 1.2.9 ผลของปฏิสัมพันธ์ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อการเจริญเติบโตของพืช 

 ถั่วเขียว ชื่อวิทยาศาสตร์ Vigna radiata (L.) Wilczek เป็นหนึ่งในพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคัญ

และเป็นที่รู้จักกันอย่างแพร่หลาย ส่วนมากปลูกในแถบเอเชียช่วงฤดูร้อน มีระยะการเจริญเติบโตสั้น มีคุณค่า

ทางโภชนาการที่ดี เนื่องจากให้โปรตีนสูง นอกจากนี้ ถั่วเขียวยังช่วยเพ่ิมความอุดมสมบูรณ์ของดินด้วยการตรึง

ไนโตรเจนในบรรยากาศจากการมีปฏิสัมพันธ์กับแบคทีเรียในดิน โดยแบคทีเรียที่ถูกพบมากในปมรากถั่ว ได้แก่ 

ไรโซเบียม, Bradyrhizobium, Mesorhizobium และ Azorhizobium โดยทั่วไปแบคทีเรียที่ไม่เป็นไรโซเบียม 

(non-Rhizobial bacteria) จะท างานร่วมกับไรโซเบียม ท าให้มีการเพ่ิมปมรากถั่วที่มากยิ่งขึ้น ท าให้สามารถ

ผลิตสาร indole acetic acid (IAA)  ซิเดอร์โรฟอร์ ละลายธาตุฟอสเฟต และตรึงไนโตรเจนในดินได้มากขึ้นอีก

ด้วย 

44,45 

 ในปี ค.ศ. 2009 Mishra และคณะ45 คัดแยกเชื้อ PGPB สายพันธุ์ Bacillus thuringeinsis-KR1 

จากปมรากของต้น Pueraria thunbergiana เนื่องจากสายพันธุ์ KR1 สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของถั่ว

ลันเตาและถั่วเลนทิลได้เป็นอย่างดี จากนั้นเมื่อคณะวิจัยใช้เชื้อ Bacillus thuringeinsis-KR1 นี้ร่วมกับ

แบคทีเรียไรโซเบียม Rhizobium leguminosarum-PR1 ในการปลูกถั่วลันเตาและถั่วเลนทิล คณะวิจัยพบ

จ านวนของปมรากที่เพ่ิมขึ้นในถั่วทั้ง 2 ชนิด บ่งชี้ถึงความสามารถในการตรึงไนโตรเจนในบรรยากาศมากขึ้น 

นอกจากนี้ถั่วเหล่านี้ยังมีน้ าหนักราก น้ าหนักล าต้น และมวลชีวภาพที่มากขึ้นเมื่อเทียบกับการใช้ Rhizobium 

leguminosarum-PR1 เพียงชนิดเดียว 

  ในปี ค.ศ. 2012 Thi Thi Aung และคณะ46  ตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรีย์ในดินที่สามารถใช้ร่วมกับ

แบคทีเรียที่สร้างปมในรากถ่ัวเหลือง Bradyrhizobium japonicum เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของถั่วเหลือง 

พบว่าสปีชีส์ที่มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจ านวนปมในรากถั่วเหลือง คือ Azospirillum sp. เมื่อเพาะถั่วเหลือง

ร่วมกับเชื้อ Azospirillum sp. และเชื้อ Bradyrhizobium japonicum สายพันธุ์ CB1809 หรือ USDA 110 

พบว่า ถั่วเหลืองมีจ านวนและน้ าหนักปมเพ่ิมขึ้น และให้เมล็ดถั่วปริมาณมากขึ้น เมื่อเทียบกับการใช้เชื้อ 

Bradyrhizobium japonicum สายพันธุ์ CB1809 หรือ USDA 110 เพียงชนิดเดียว 

 ใน ปี ค.ศ. 2017 Wakefield, J. และคณะ47 ศึกษาการเกิดสารเมแทบอไลต์ใหม่จากการเพาะเชื้อ

ร่วมกันระหว่าง Aspergillus fumigatus MR2012 ที่แยกได้จากทะเลและแบคทีเรีย Streptomyces 

leeuwenhoekii จ านวน 2 สายพันธุ์ ได้แก่ C34 และ C58 ซึ่งแยกได้จากทะเลทรายที่แห้งแล้ง พบว่าการ

เพาะเชื้อร่วมกันระหว่าง MR2012 และแบคทีเรียสายพันธุ์ C34 ท าให้เกิดการผลิตสาร luteoride D 
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(รูปที ่1.10) ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของ luteoride และสาร pseurotin G (รูปที่ 1.11) ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของ pseurotin 

และสาร Chaxapeptin ซึ่งไม่มีการรายงานก่อนหน้านี้เกี่ยวกับการผลิตสารเหล่านี้ เมื่อเลี้ยงจุลินทรีย์สายพันธุ์ 

MR2012 และ C34 แยกกัน นอกจากนี้ยังพบว่า MR2012 ผลิตสาร terezine D (รูปที่ 1.12) และ 11-O-

methylpseurotin (รูปที่ 1.13) ซึ่งเป็นสารที่ไม่ถูกตรวจพบเมื่อเลี้ยง MR2012 เท่านั้นอีกด้วย ส าหรับการ

เพาะเชื้อ Aspergillus fumigatus MR2012 ร่วมกับแบคทีเรีย Streptomyces leeuwenhoekii สายพันธุ์ 

C58 พบว่า สายพันธุ์ MR2012 ส่งผลให้สายพันธุ์ C58 ผลิตสาร Chaxapeptin เพ่ิมข้ึนเป็นสองเท่า 

 

 
 

รูปที่ 1.10 สูตรโครงสร้าง luteoride D 

 

 

 

 
รูปที่ 1.11 สูตรโครงสร้าง pseurotin G 
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รูปที่ 1.12 สูตรโครงสร้างอนุพันธ์ terezine D 

 

 

 
 

 
รูปที่ 1.13 สูตรโครงสร้างอนุพันธ์ 11-O-Methyl pseurotin A 
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 1.2.10 การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

 1.2.10.1 กราฟการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Bacterial Growth Curve) 

 เมื่อน าแบคทีเรียจ านวนหนึ่งใส่ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นของเหลว จากนั้นจัดสภาพแวดล้อม 

เช่น อุณหภูมิ ออกซิเจน ให้เหมาะสมกับการเจริญของแบคทีเรีย จะพบว่าแบคทีเรียมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน

มากขึ้น รูปแบบของการเจริญของแบคทีเรียจะเป็นไป ดังรูปที่ 1.14 ซึ่งสามารถแบ่งเป็นระยะต่างๆ ได้ 4 ระยะ 

ดังนี้ 
 

 

รูปที่ 1.14 ลักษณะการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  

1) ระยะพัก (lag phase) เป็นระยะที่เพ่ิงใส่แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นระยะที่แบคทีเรียมี

การปรับตัวให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมใหม่  ถ้าเชื้อนั้นผิดปกติหรือเป็นเชื้อที่เก็บไว้นาน อาจต้องใช้เวลาในขั้นนี้นาน

ขึ้น ช่วงนี้แบคทีเรียยังไม่เพ่ิมจ านวน ไม่แบ่งเซลล์ แต่เซลล์จะเตรียมพร้อมส าหรับการเจริญโดยสังเคราะห์

โพรโทพลาสซึม (protoplasm) ใหม่ รวมทั้งเอนไซม์ ดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอเพ่ือใช้ในกระบวนการทางชีวเคมี 
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2) ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (exponential or log phase) เป็นระยะที่แบคทีเรียแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว

ในอัตราคงท่ี  การแบ่งเซลล์แต่ละครั้งใช้เวลาเท่ากัน ระยะนี้แบคทีเรียจะเพ่ิมจ านวนมากที่สุด สารอาหารจะถูก

ใช้ไปอย่างมากและรวดเร็ว 

3) ระยะคงจ านวนเซลล์ (stationary phase) เป็นระยะที่แบคทีเรียมีจ านวนสูงสุดและคงที่ ไม่มี

การเพ่ิมจ านวนอีก เนื่องจากสารอาหารถูกใช้ไปเกือบหมด และมีการขับของเสียที่เป็นพิษจากกระบวนการเม

แทบอลิซึม (Metabolism) 

4) ระยะเซลล์ตาย (death or decline phase) แบคทีเรียจะมีการตายอย่างรวดเร็ว ซ่ึงเกิดจาก

อาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์หมดไปและเกิดการสะสมของของเสียและสารพิษจากกระบวนการเมทาบอลิซึม 
  

1.3 วัตถุประสงค์ 

 1.3.1 ศึกษาระยะการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสายพันธุ์ Ochrobactrum sp. MC22,  

Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral-salt 

medium (MSM) 

 1.3.2 ศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ Pseudomonas fluorescens MC46 ที่เหมาะสม 

ต่อการน ามาเตรียมสารสกัดเพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna  radiata) 

 1.3.3 เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ Ochrobactrum sp. MC22,  

Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอัตราส่วนที่แตกต่างกันต่อการ

เจริญเติบโตของรากและล าต้นของถั่วเขียว (Vigna radiata)  
 

  

1.4 ประโยชน์ที่จะได้รับ 

 ทราบอัตราส่วนในการผสมแบคทีเรียสายพันธุ์ Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas 

fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ที่เหมาะสมในการน ามาเตรียมสารสกัดที่ส่งผลต่อการ

เจริญเติบโตของพืช เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการน าไปศึกษาสารเมทาบอไลต์ในสารสกัดนี้ที่ยับยั้งหรือส่งเสริม

การเจริญเติบโตของพืชต่อไป 
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บทที่ 2 

การทดลอง 

 

2.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

 2.1.1 วัสดุอุปกรณ์พื้นฐานภายใน 

1)  บีกเกอร์ 

2)  หลอดหยด 

3)  กระบอกตวง 

4)  กรวยแยก ขนาด 500 mL 

5)  ไมโครปิเปตต์ 

6)  ไมโครปิเปตต์ทิป 

7)  ขวดสารตัวอย่างขนาด 4 mL 22 mL และ 60 mL พร้อมฝาปิดเทฟลอน 

8)  จานเพาะเชื้อ 

9)  ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ ขนาด 450 mL 

10)  หลอดเซนติฟิวจ์พลาสติก ขนาด 50 mL 

11)  หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ 

12)  ขวดเลี้ยงพืช ขนาด 300 mL 

13)  ขวดก้นกลม ขนาด 250 mL  

14)  ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 

15)  หลอดทดลอง 

16)  หลอดทดลองฝาเกลียว 

17)  คิวเวทท์ 

18)  กระดาษเพาะเมล็ด (กระดาษทิชชู) 

19)  แท่งแก้วคนสาร 

20)  ห่วงเขี่ยเชื้อ (Inoculating Loop) 

21)  อลูมิเนียมฟอยล์ 
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 2.1.2 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 

1)  เครื่องชั่งสารทศนิยม 3 ต าแหน่ง  

2)  เครื่องอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-Vis Spectrophotometer) 

3)  ตู้บ่มเพาะเชื้อ (Incubator)  

4)  เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge)  

5)  เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaking incubator) 

6)  ตู้ควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth chamber) 

7)  เครื่องระเหยสารด้วยแก๊สไนโตรเจน (Nitrogen evaporator) 

 8)  เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 

 9)  เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) 

10)  ตู้อบเครื่องแก้ว (Hot air oven) 

11)  เครื่องวัดค่าพีเอช (pH meter) 

12)  เครื่องกวนสารให้ความร้อน (Hotplate stirrer) 

13)  ตู้ท าความเย็น (Refrigerator) อุณหภูมิ -80, -20 และ 4 องศาเซลเซียส 

14)  ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow clean bench) 

2.2 สายพันธุ์แบคทีเรียและสารเคมี 

 2.2.1 สายพันธุ์แบคทีเรีย 

1)  Ochrobactrum sp. สายพันธุ์ MC22 

2)  Pseudomonas fluorescens สายพันธุ์ MC46 

3)  Pseudomonas sp. สายพันธุ์ MS45 

 2.2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral-salt medium (MSM) 

1)  K2HPO43H2O   (AJAX, AR Grade) 

2)  KH2PO4 (AJAX, AR Grade) 
3)  Na2HPO412H2O (AJAX, AR Grade) 

 

http://share.psu.ac.th/blog/sci-discus/18437
http://www.sa.sciencetech.co.th/pdf/micro-6.pdf
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4)  NH4Cl (M&B, AR) 

5)  CaCl22H2O (AJAX, AR Grade) 

6)  MgSO47H2O (AJAX, AR Grade) 

7)  FeCl36H2O (MERCK, ACS, Reag. Ph Eur) 

8)  D-Glucose (AJAX, AR Grade) 

9)  Conc. HCl (MERCK, ACS, ISO, Reag. Ph Eur) 

10)  Agar 

 2.2.3 อาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium 

1)  KNO3 (AJAX, AR Grade) 
2)  Ca(NO3)24H2O (CARLO ERBA, ACS) 

3)  KH2PO4 (AJAX, AR Grade) 
4)  MgSO47H2O (AJAX, AR Grade) 

5)  Fe-EDTA (Sigma-Aldrich, BioReagent) 

6)  Agar 

7) Micronutrient stock solution 

-  H3BO3 (AJAX, AR Grade) 

-  MnCl2 4H2O (FLUKA, puriss. p.a. ACS Reagent) 

-  ZnSO47H2O (FLUKA, puriss. p.a. ACS Reagent) 

-  CuSO45H2O (FLUKA, puriss. p.a. USP Reagent) 

-  MoO3 (ANALAR, AR grade) 

8) 1 M KOH (AJAX, AR grade) 

 2.2.4 สารเคมี 

1)  Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

2)  Ethyl acetate (EtOAc) (Rci-Labscan, AR grade) 

3)  Acetone (J.T.Baker, ACS Reagent) 

4)  Ethyl alcohol  

http://www.merckmillipore.com/TH/en/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_grade_value%3DACS_or_ISO_or_Reag.%2BPh%2BEur
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5)  Hydrogen peroxide 30% (Merck, ISO) 

 6)  Glycerol (AJAX, Univar) 

 7)  น้ าปราศจากไอออน (Deionized Water) 

2.3 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral-salt medium (MSM) 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral salt medium ปริมาตร 1 ลิตร มีส่วนประกอบดังนี้ 

K2HPO43H2O 4.5648  g   

KH2PO4 3.4023 g 

Na2HPO412H2O  5.3721 g 

NH4Cl 0.8024 g 

CaCl22H2O  0.0368 g 

MgSO47H2O  0.1232 g 

FeCl36H2O 0.0014 g 

D-Glucose  1 g 

ผงวุ้น (Agar) 15 g 

ปรับ pH ของสารละลายด้วยสารละลาย HCl เข้มข้นจน pH เท่ากับ 7.0   0.1 

 2.3.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง (Solid medium) 

   เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 200 mL โดยชั่งน้ าหนักตามสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อในขวดรูป

ชมพู่ขนาด 500 mL ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 200 mL ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) 

จากนั้นปรับ pH ของสารละลายด้วยสารละลาย HCl เข้มข้นให้มี pH เท่ากับ 7.0   0.1 ชั่งผงวุ้น 3 g ใส่ใน 

ขวดรูปชมพู่ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและความดันไอน้ า (Autoclave) 

 หลังจากฆ่าเชื้อเสร็จเรียบร้อย น าอาหารเลี้ยงเชื้อมาท าให้เย็นที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ก่อน

น าไปเทลงจานเลี้ยงเชื้อ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ 200 mL สามารถเทลงจานเลี้ยงเชื้อได้ประมาณ 10 จาน 

 

 

http://www.chemipan.com/home/index.php/635-%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%84%E0%B9%89%E0%B8%B2/646-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%97%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%84%E0%B8%9B/648-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%97%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%84%E0%B8%9B/10836/10836-deionized-water-di-water-cosmetic-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B8%AA%E0%B8%B3%E0%B8%AB%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AA%E0%B8%B3%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%87-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%A0%E0%B8%B1%E0%B8%93%E0%B8%91%E0%B9%8C-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B5.html


24 
 

 

ปล่อยให้อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมผงวุ้นแข็งตัว (ระวังอย่าให้มีไอน้ าเกาะอยู่ที่ฝาเพราะอาจท าให้เกิดการปนเปื้อน

ได)้ เก็บในตู้ท าความเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 2.3.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว (Broth medium) 

 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 800 mL โดยชั่งน้ าหนักตามสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อในบีก

เกอร์ขนาด 1,000 mL ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 800 mL ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) 

จากนั้นปรับ pH ของสารละลายด้วยสารละลาย HCl เข้มข้นให้มี pH เท่ากับ 7.0   0.1 ถ่ายอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวใส่ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ ขนาด 450 mL ทั้งหมด 3 ขวด น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและความดันไอน้ า 

(Autoclave) 

 2.3.3 การเตรียม 60% กลีเซอรอล 

 เตรียม 60% กลีเซอรอล ปริมาตร 20 mL โดยน ากลีเซอรอล ปริมาตร 12 mL ปรับให้มีปริมาตร

เป็น 20 mL ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) ถ่ายสารละลายที่ได้ลงในหลอดเซนติฟิวจ์พลาสติก 

ขนาด 50 mL น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและความดันไอน้ า (Autoclave) 

2.4 การเตรียมอาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium 

อาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium ปริมาตร 1 ลิตร มีส่วนประกอบดังนี้ 

 KNO3  0.5055 g 

 Ca(NO3)24H2O 1.1808 g  

 KH2PO4 0.1361 g 

 MgSO47H2O 0.4929 g  

 Fe-EDTA 2 mL ของ 2.5 g / L 

 ผงวุ้น (Agar) 0.5 % 

 Micronutrient stock solution 1 mL ของ Stock solution  

  (ดูด้านล่าง) 

  ปรับ pH ของสารละลายด้วย 1 M KOH จน pH เท่ากับ 7.2   0.1 

 



25 
 

 

 การเตรียม Fe-EDTA ปริมาตร 20 mL ที่ความเข้มข้น 2.5 g/L เตรียมได้โดยชั่ง Fe-EDTA 0.05 g ปรับ

ปริมาตรเป็น 20 mL ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและความดัน

ไอน้ า (Autoclave) 

 ส าหรับการเตรียม Micronutrient stock solution ปริมาตร 50 mL เตรียมความเข้มข้นของ

สารละลายใน stock solution ให้มีความเข้มข้น 100 เท่า ปริมาตร 20 mL (ยกเว้น stock solution ของ 

H3BO3 ซึ่งไม่ละลายเมื่อเตรียมในความเข้มข้น 100 เท่า ปริมาตร 20 mL จึงเตรียมที่ความเข้มข้น 10 เท่า 

ปริมาตร 200 mL) ดังนี้ 

 สารละลาย ความเข้มข้น  

H3BO3  5.72 g / 0.2 L 

MnCl2 4H2O  3.62 g / 0.02 L 

ZnSO47H2O 0.44 g / 0.02 L 

CuSO45H2O 0.16 g / 0.02 L 

MoO3 0.04 g / 0.02 L 

 (เก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิห้อง) 

 ปิเปตต์สายละลาย H3BO3 ใส่หลอดเซนติฟิวจ์ขนาด 50 mL ปริมาตร 5 mL และสารละลายที่เหลือ 

ได้แก่ MnCl24H2O, ZnSO47H2O, CuSO45H2O และ MoO3 อย่างละ 0.5 mL ปรับปริมาตรเป็น 50 mL 

ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและความดันไอน้ า (Autoclave) 

 2.4.1 การเตรียม Hoagland’s stock solution 

 การเตรียม Hoagland’s stock solution ความเข้มข้น 1 เท่า ปริมาตร 300 mL ชั่ง KNO3 

0.1517 g, Ca(NO3)24H2O 0.3542 g, KH2PO4 0.0408 g, MgSO47H2O 0.1479 g และ ปิเปตต์ Fe-EDTA 

ความเข้มข้น 2.5 g/L ปริมาตร 0.6 mL และ Micronutrient stock solution ปริมาตร 0.3 mL ใส่ในขวด

ปริมาตร 450 mL ปรับ pH ของสารละลายด้วย 1 M KOH ให้มี pH เท่ากับ 7.2   0.1 ปรับปริมาตรให้เป็น 

300 mL ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและความดันไอน้ า 

(Autoclave) 
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 2.4.2 การเตรียม Hoagland’s medium 

 การทดลองนี้ใช้ Hoagland’s solution ความเข้มข้น 0.1 เท่า เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของถั่ว

เขียว (Vigna radiata) ซึ่งเตรียมได้โดยน า Hoagland’s stock solution ความเข้มข้น 1 เท่า ปริมาตร 80 

mL มาปรับปริมาตรให้เป็น 800 mL ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  

2.5 การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM 

ขีดเชื้อในจานเพาะเชื้อ (MSM solid) ด้วยแบคทีเรีย Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas 

fluorescens MC46 หรือ Pseudomonas sp. MS45 น าไปบ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

48 ชั่วโมง หลังบ่ม จะเห็นการกระจายของเซลล์แยกเป็นโคโลนีเดี่ยว ๆ ในแต่ละสายพันธุ์ น าโคโลนีเดี่ยวแต่ละ

สายพันธุ์มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (MSM broth) ปริมาตร 5 mL ในหลอดทดลองฝาเกลียว บ่มพร้อม

เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง   

2.6 การเตรียมสต็อกเชื้อแบคทีเรีย (Stock culture) 

 ปิเปตต์เชื้อแต่ละสายพนัธุ์ท่ีเพาะเลี้ยงตามหัวข้อ 2.5 แล้ว สายพันธุ์ละ 800    ลงในหลอดไมโครเซนติ

ฟิวจ์ที่มี 60% glycerol ปริมาตร 400    เก็บในตู้ท าความเย็น -80 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บเป็นเชื้อใช้งาน 

(working stock cultures) ต่อไป 

2.7 การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 

 เพาะเลี้ยงเชื้อดังหัวข้อ 2.5 จากนั้นปิเปตต์เชื้อแต่ละสายพันธุ์ ปริมาตร 400    ลงในขวดขนาด 60 mL 

ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (MSM broth) ปริมาตร 20 mL (สายพันธุ์ละ 3 ซ้ า) น าไปบ่มพร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ระหว่างบ่มน าตัวอย่างมาวัดความขุ่นด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโต

มิเตอร์ (spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ที่เวลา 3, 6, 9, 12 และ 14 ชั่วโมง 

น าผลที่ได้ทั้ง 3 ซ้ ามาหาค่าเฉลี่ยและสร้างกราฟการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ 
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2.8 การเพาะปลูกพืชในอาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium 

 2.8.1 การงอกเมล็ด (Seed germination) 

ท าให้เมล็ดถั่วเขียวปราศจากเชื้อโดยการน าเมล็ดถั่วเขียวใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 mL ที่ผ่าน

การฆ่าเชื้อแล้ว ใส่ 95% เอทานอล ปริมาตร 50 mL เขย่าเป็นเวลา 2 นาที เทเอทานอลทิ้ง จากนั้นใส่น้ า

ปราศจากไอออนที่ผ่านการฆ่าเชื้อลงไป 50 mL และเขย่าเป็นเวลา 1 นาที เพ่ือล้าง 95% เอทานอลออก เทน้ า

ทิ้ง และใส่ 30% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดป์ริมาตร 50 mL เขย่าเป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้น ล้าง

เมล็ดถั่วเขียวให้สะอาดด้วยน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 50 mL อีก 3 ครั้ง (ครั้งละ 2 นาที)  

ใช้ปากคีบ (forceps) คีบกระดาษเพาะเมล็ด วางในจานเลี้ยงเชื้อ (ไม่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ) ที่มีน้ า

ปราศจากไอออนที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ปริมาตร 20 mL จากนั้นคีบเมล็ดถั่วเขียววางลงบนกระดาษเพาะเมล็ดที่

ชุ่มด้วยน้ า ควรมีเมล็ดถั่วเขียว 30-40 เมล็ดต่อจาน หุ้มจานด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ จากนั้นเก็บไว้ในที่ปราศจาก

แสงเป็นระยะเวลา 3-4 วัน จนรากของถั่วเขียวงอก (ภาชนะที่ใช้ทั้งหมดต้องผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน

และความดันไอน้ า) 

 2.8.2 การปลูกพืชในอาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium 

 น าอาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s solution ความเข้มข้น 0.1 เท่า ใส่ในขวดเลี้ยงพืชขนาด 300 

mL ขวดละ 50 mL ใส่ผงวุ้นลงไปขวดละ 0.25 g (0.5% Agar) จากนั้น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและ

ความดันไอน้ า เมื่อฆ่าเชื้อเสร็จแล้ว ทิ้งไว้จนอาหารเลี้ยงพืชมีอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ปิเปตต์สารสกัด

แบคทีเรียที่ละลายด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ใส่ลงไปในอาหารเลี้ยงพืชที่ยังเหลว ทิ้งไว้ให้อาหาร

เลี้ยงพืชแข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง 

น าเมล็ดที่ท าการงอกเมล็ด (Seed germination) แล้วเป็นเวลา 3-4 วัน จนรากถั่วเขียวงอก มา

ลงในวุ้นอาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium ที่มีสารสกัดแบคทีเรียที่แข็งตัว โดยลงต้นถั่วเขียวขวดละ 3 

ต้น และหุ้มบริเวณวุ้นอาหารส่วนรากของต้นถั่วเขียวด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ จากนั้ น น าขวดเลี้ยงพืชไปบ่มใน

ตู้ควบคุมการเจริญเติบโต (Plant growth chamber) ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน และวัด

ความยาวของรากและล าต้นของต้นถั่วเขียว  
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2.9 การศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens MC46 ที่เหมาะสมต่อการน ามา

เตรียมสารสกัดเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของถั่วเขียว Vigna radiata 

 ในการศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมต่อการน ามาเตรียมสารสกัด ผู้วิจัยได้เลือกศึกษา

ปริมาตรกับแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens สายพันธุ์ MC46  โดยได้เลือกศึกษาปริมาตรของเชื้อ   3 

ปริมาตร ได้แก่ 5 mL, 20 mL และ 35 mL 

 เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens MC46 ดังหัวข้อ 2.5 โดยท าในหลอดทดลองฝา

เกลียวทั้งหมด 3 หลอด ปิเปตต์เชื้อ MC46 จ านวน 400    ใส่ในขวดขนาด 60 mL ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

(MSM broth) ปริมาตร 20 mL ท าท้ังหมด 12 ขวด จะมีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อรวมทั้งสิ้น 240  mL จากนั้น 

น าขวดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี MC46 ทั้งหมด 12 ขวด ไปบ่มพร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 

200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 12 ชั่วโมง น าตัวอย่างจากทุกขวดมารวมกันและเก็บตัวอย่างที่ เวลา 12 ชั่วโมง 

ปริมาตร 500    เพ่ือน ามาวัดความขุ่นด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร (OD600)  

 น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหลือมาแบ่งใส่หลอดเซนติฟิวจ์ขนาด 50 mL จ านวน 5 หลอด ตกตะกอนเซลล์โดย

การปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 4500 g เป็นเวลา 15 นาที  ถ่ายส่วนที่เป็นสารละลายใสใส่

หลอดเซนติฟิวจ์และเก็บในตู้ท าความเย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 สกัดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อสายพันธุ์ MC46 ปริมาตร 240 mL ด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท ปริมาตร 

120 mL โดยใช้กรวยแยก (Separatory funnel) ขนาด 500 mL ถ่ายส่วนชั้นตัวท าละลายอินทรีย์ใส่ขวดก้น

กลม ระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotatory evaporator) ชะขวดก้นกลมด้วย

เอทิลอะซิเตท และถ่ายใส่ขวดเก็บสารขนาด 4 mL จากนั้น ระเหยตัวท าละลายโดยเครื่องระเหยสารด้วยแก๊ส

ไนโตรเจน (Nitrogen evaporator) และเก็บในตู้ท าความเย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนใช้ละลายสาร

สกัดในขวดเก็บสารด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 500    

 เตรียมอาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium ในขวดเลี้ยงพืชทั้งหมด 12 ขวด (ท าปริมาตรละ 3 ซ้ า

รวมทั้งชุดควบคุม) ดังหัวข้อ 2.8.2 เพ่ือศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสม ปิเปตต์สารสกัดใน

สารละลาย DMSO หรือ DMSO ลงอาหารเลี้ยงพืชตามปริมาตร ดังแสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางท่ี 2.1 ปริมาตรสารสกัดในสารละลาย Dimethyl sulfoxide (DMSO) และ DMSO ทีป่ิเปตต์ลงใน

อาหารเลี้ยงพืช 

ปริมาตรของเชื้อแบคทีเรีย 
MC46 (mL) 

ปริมาตรสารสกัด (  ) ปริมาตร DMSO (  ) 

5 10.4 62.5 
20 41.7 31.3 
35 72.9 0.0 

ชุดควบคุม 0.0 72.9 

 

2.10 การศึกษาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโต

ของถั่วเขียว Vigna radiata 

 เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ 

Pseudomonas sp. MS45 ดังหัวข้อ 2.5 โดยท าในหลอดทดลองฝาเกลียวสายพันธุ์ละ 3 หลอด รวมเป็น 9 

หลอด ปิเปตต์เชื้อที่มีลักษณะขุ่นหรือการเจริญเติบโตดีที่สุดของ MC22 จ านวน 400    ใส่ในขวดขนาด 60 

mL ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (MSM broth) ปริมาตร 20 mL ท าทั้งหมด 10 ขวด น าตัวอย่างของ starter ที่

เหลือมาวัดความขุ่นด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร

(OD600) ท าซ้ ากับสายพันธุ์ MC46 และ MS45 เพราะฉะนั้นมีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อรวมสายพันธุ์ละ 200  

mL จากนั้นน าขวดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี MC22, MC46 และ MS45 ทั้งหมด 30 ขวด ไปบ่มพร้อมเขย่าที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 ชั่วโมง และเก็บตัวอย่างทั้ง 3 สายพันธุ์ ที่

เวลา 6 ชั่วโมง มาวัดความขุ่นด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร (OD600) 

เนื่องจากปริมาตรของเชื้อ (culture) ที่เหมาะสม คือ 20 mL จึงน าเชื้อสายพันธุ์เดียวกันในขวดจ านวน 

5 ขวด ที่เวลา 6 ชั่วโมง มารวมกันและแบ่งผสมอัตราส่วนต่างๆในขวดขนาด 60 mL ดังตารางที่ 2.2 
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ตารางท่ี 2.2 การผสมอัตราส่วนต่างๆ ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC46, MC22 และ MS45 เพ่ือใช้ศึกษา
ปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) 
 

ขวดที่ 
ปริมาตร culture (mL) 

ขวดที่ 
ปริมาตร culture (mL) 

MC22 MC46 MS45 MC22 MC46 MS45 
1 20 - - 8 - 10 10 
2 - 20 - 9 10 - 10 
3 - - 20 10 5 15 - 
4 15 5 - 11 - 15 5 
5 - 5 15 12 15 - 5 
6 5 - 15 13 6.67 6.67 6.67 
7 10 10 - 

 
 

จากนั้น น าขวดที่ผสมแบคทีเรียในอัตราส่วนต่างๆ ทั้งหมด 13 ขวด และขวดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี MC22, 

MC46 และ MS45 ที่เหลืออีกสายพันธุ์ละ 5 ขวด ไปบ่มพร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 

200 รอบต่อนาที ต่อเป็นระยะเวลาอีก 6 ชั่วโมง (ระยะเวลารวมทั้งหมด 12 ชั่วโมง) 

เมื่อครบ 12 ชั่วโมง น าขวดอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดมาท าให้เย็นในอ่างน้ าแข็ง จากนั้นน าขวดอาหารเลี้ยง

เชื้อที่มี MC22, MC46 และ MS45 (สายพันธุ์ละ 5 ขวด)  มาผสมกันในอัตราส่วนต่างๆ เพ่ือใช้เป็นชุดควบคุม

การทดลอง ดังตารางที่ 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 การผสมอัตราส่วนต่างๆของแบคทีเรียสายพันธุ์ MC22, MC46 และ MS45 เพ่ือใช้เป็นชุดควบคุม
การทดลอง 
 

ขวดที่ 
ปริมาตร culture (mL) 

ขวดที่ 
ปริมาตร culture (mL) 

MC22 MC46 MS45 MC22 MC46 MS45 

14 15 5 - 19 10 - 10 

15 - 5 15 20 5 15 - 

16 5 - 15 21 - 15 5 

17 10 10 - 22 15 - 5 

18 -  10 10 23 6.67 6.67 6.67 
 

จากนั้น เก็บตัวอย่างจากทุกขวด (ขวด 1-23) ปริมาตร 400    เพ่ือน ามาวัดความขุ่นด้วยเครื่อง

สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ส าหรับตัวอย่างที่

เหลือตกตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 4500 g เป็นเวลา 15 นาที ถ่าย

สารละลายส่วนใสใส่หลอดเซนติฟิวจ์และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

สกัดสารโดยแบ่งตัวอย่างแต่ละตัวอย่างจากขวด 1-23 พร้อมทั้ง MSM 20 mL (ชุดควบคุม; ขวด 24) 

ออกเป็น 2 ส่วน ส่วนละเท่าๆกัน (ส่วนละ 10 mL) ในขวดขนาด 22 mL เพราะฉะนั้นมีทั้งหมด 48 ขวด ใส่

เอทิลอะซิเตท (EtOAc) ปริมาตร 5 mL ลงในแต่ละขวดพร้อมทั้งเขย่า ถ่ายส่วนที่เป็นชั้นของตัวท าละลาย

อินทรีย์จากตัวอย่างเดียวกัน (เช่น ตัวอย่างจากขวด 1 ที่เหมือนกัน) ใส่ขวดเก็บสารขนาด 4 mL น าไประเหย

ตัวท าละลายด้วยเครื่องระเหยสารด้วยแก๊สไนโตรเจน (Nitrogen evaporator) ท าซ้ าจนระเหยตัวท าละลาย

ออกหมด จากนั้นเก็บขวดสารสกัดที่ได้ในตู้ท าความเย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนละลายสารสกัดใน

ขวดเก็บสาร 4 mL แต่ละขวดด้วย DMSO ปริมาตร 100     

 เตรียมอาหารเลี้ยงพืช Hoagland’s medium ในขวดเลี้ยงพืชทั้งหมด 24 ขวด ดังหัวข้อ 2.8.2  เพ่ือ

ศึกษาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตของถั่วเขียว 

โดยปิเปตต์สารสกัดในสารละลาย DMSO ทั้งหมด (100    ต่อตัวอย่าง) ลงในอาหารเลี้ยงพืช ท าการทดลอง

ทั้งหมดในหัวข้อนี้ (หัวข้อ 2.10) ซ้ าอีก 3 ครั้ง  
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

   

 งานวิจัยนี้ศึกษาระยะการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Ochrobactrum sp. 

MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral-

salt medium (MSM) ศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ Pseudomonas fluorescens MC46 ที่

เหมาะสมต่อการน ามาเตรียมสารสกัดเพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) และศึกษาผล

ของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ ในอัตราส่วนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตในส่วน

รากและล าต้นของถั่วเขียว (Vigna radiata)  

3.1 การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 

 จากการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ได้แก่ (1) Ochrobactrum sp. MC22 (2) 

Pseudomonas fluorescens MC46 และ (3) Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

Mineral-salt medium (MSM) บ่มพร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยติดตามผลของการ

เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ ณ ชั่วโมงที่ 3, 6, 9, 12 และ 14 ชั่วโมง ด้วยการวัดความขุ่น 

(optical density) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ดังแสดงในรูปที่ 3.1 และตารางท่ี 3.1 

 เมื่อพิจารณา รูปที่ 3.1 และตารางที่ 3.1 พบว่าเมื่อระยะเวลานานขึ้นค่าความขุ่น OD600 จะมีค่าเพ่ิม

มากขึ้น แสดงว่าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM โดยพบว่า

ในช่วง 3 ถึง 6 ชั่วโมงแรกของการน าตัวอย่างมาศึกษาการเจริญ เชื้อแบคทีเรียจะอยู่ในระยะพัก (lag phase) 

โดยสายพันธุ์ MC22 มีค่า OD600 สูงที่สุด และแบคทีเรียจะเข้าสู่ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (exponential phase) ใน

ชั่วโมงท่ี 6 ถึง 9 ซึ่งในระยะนี้เชื้อแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์จะเพ่ิมจ านวนขึ้นอย่างรวดเร็ว และเริ่มเข้าสู่ระยะคง

จ านวนเซลล์ (stationary phase) ในชั่วโมงท่ี 12  
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รูปที่ 3.1 การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas fluorescens 
MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral-salt medium (MSM) 
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ตารางท่ี 3.1 Optical density ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรีย Ochrobactrum sp.  
MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

MSM ที่เวลา 3, 6, 9, 12 และ 14 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

ชนิดแบคทีเรีย 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ค่า Optical Density ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

Ochrobactrum sp. 

MC22 

3 0.035 0.039 0.041 0.038 
6 0.099 0.192 0.213 0.168 
9 0.400 0.665 0.825 0.630 
12 0.838 0.838 0.830 0.835 
14 0.878 0.790 0.820 0.830 

Pseudomonas 

fluorescens MC46 

3 0.020 0.015 0.024 0.020 
6 0.102 0.140 0.158 0.133 
9 0.560 0.715 0.885 0.720 
12 0.850 0.838 0.903 0.863 
14 0.830 0.858 0.913 0.867 

Pseudomonas sp. 

MS45 

3 0.012 0.032 0.029 0.024 
6 0.086 0.188 0.227 0.167 
9 0.550 0.815 0.810 0.725 
12 0.833 0.895 0.915 0.881 
14 0.873 0.885 0.923 0.893 
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 ในงานวิจัยนี้ จึงเลือกใช้เชื้อแบคทีเรีย Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas fluorescens 

MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mineral-salt medium 

เป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง และน ามาผสมในอัตราส่วนที่แตกต่างกันของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ เนื่องจากการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียใน 6 ชั่วโมงแรก แบคทีเรียจะเข้าสู่ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (exponential phase) ซึ่ง

เป็นระยะที่แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มีการเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็ว มีอัตราการเจริญเพิ่มข้ึนสูงที่สุด และคงที่ ซึ่ง

เซลล์แบคทีเรียในระยะนี้จะมีกระบวนการเมแทบอลิซึม และมีคุณสมบัติทางสรีรวิทยาเหมือนกันทุกประการ  

ดังนั้น ที่เวลา 6 ชั่วโมง ทางผู้วิจัยจึงน าแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มาผสมอัตราส่วนของแบคทีเรียที่แตกต่างกัน

เพ่ือศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) และเพาะเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC22, 

MC46 และ MS45 เริ่มเข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ (early stationary phase) โดยพบว่ามีค่า OD600 สูงถึง 

0.835, 0.863 และ 0.881 ตามล าดับ บ่งชี้ถึงการมีจ านวนแบคทีเรียสูงสุด ในระยะนี้แบคทีเรียจะมีการผลิต

สารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolites) สูงที่สุดเช่นเดียวกัน ดังนั้น ที่ระยะเวลา 12 ชั่วโมง จึง

เป็นเวลาที่เหมาะสมในการน าแบคทีเรียมาศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของถั่ว

เขียว (Vigna radiata)   

3.2 การศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens MC46 ที่เหมาะสมต่อการน ามา

เตรียมสารสกัดเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) 

 ส าหรับการทดลองนี้  ผู้วิจัยสนใจศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์  ได้แก่ 

Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ที่

เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของถั่วเขียว Vigna radiata เนื่องจากแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ เป็นแบคทีเรียใน

กลุ่ม PGPB ซึ่งมีความสามารถในการช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้เช่นเดียวกัน  และมีลักษณะการ

เจริญเติบโตใกล้เคียงกัน ผู้วิจัยจึงเลือกศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมต่อการน ามาเตรียมสารสกัด

เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของถั่วเขียวจากเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens MC46 เพียงสายพันธุ์

เดียว โดยศึกษา 3 ปริมาตร ได้แก่ 5 mL  20 mL และ 35 mL  

 ผู้วิจัยได้เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens MC46 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM 

บ่มพร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งเป็นเวลาเดียวกับที่จะน ามาทดสอบ

ปฏิสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์ของแบคทีเรีย จากนั้นเก็บตัวอย่างมาวัด OD600 ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

(spectrophotometer) โดยพบว่ามีค่า OD600 เท่ากับ 0.838 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับค่า OD600  ในกราฟลักษณะ
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การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC46 ในรูปที่ 3.1 ข้างต้น และอยู่ในช่วงเริ่มเข้าสู่ระยะคงจ านวน

เซลล์ (early stationary phase)      ดังคาด 

 จากนั้น ผู้วิจัยน าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้จากการเลี้ยงแบคทีเรีย MC46 มาสกัดด้วยเอทิลอะซิเตต และ

ละลายสารสกัดท่ีได้ด้วย DMSO ปิเปตต์สารสกัดในสารละลาย DMSO หรือ DMSO ลงอาหารเลี้ยงพืช 

(Hoagland’s medium) ในปริมาตรที่แตกต่างกัน ในตารางที่ 2.1 การที่มีปริมาตรของสารสกัดจากอาหาร

เหลวจากการเลี้ยงเชื้อ MC46 ในสารละลาย DMSO หรือ DMSO แตกต่างกันในอาหารเลี้ยงพืช จะท าให้ผู้วิจัย

สามารถศึกษาผลของปริมาตรที่แตกต่างกัน ได้แก่ 5 mL 20 mL และ 35 mL ต่อการเจริญเติบโตของรากและ

ล าต้นถั่วเขียวได้ ดังแสดงในตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 ความยาวของรากและล าต้นถั่วเขียว (Vigna radiata) ในสภาวะที่มีปริมาตรสารสกัดของเชื้อ
แบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens MC46 ในสารละลาย DMSO หรือ DMSO ที่แตกต่างกัน 
 

ปริมาตรของเชื้อแบคทีเรีย 
MC46 (mL) 

ท าซ้ า ต้นที ่
ความยาว (เซนติเมตร) 

ราก ค่าเฉลี่ย (ราก) ล าต้น ค่าเฉลี่ย (ล าต้น) 

Control 

1 
1 6.2 

4.3   1.0 
9.2 

7.5   0.9 2 3.4 6.2 
3 3.2 7.1 

2 
1 2.3 

5.4   1.6 
12.2 

9.9   1.4 2 7.8 10.1 
3 6.0 7.3 

3 
1 5.4 

4.5   0.5 
8.9 

9.2   0.6 2 4.3 10.4 
3 3.9 8.4 

5 

1 
1 6.1 

6.7   0.4 
9.8 

8.6   0.8 2 6.5 9.0 
3 7.5 7.0 

2 
1 7.5 

8.4   1.5 
7.0 

7.0   0.4 2 11.3 7.6 
3 6.5 6.3 

3 
1 3.5 

3.9   0.4 
7.1 

6.9   0.2 2 4.6 6.9 
3 3.6 6.6 
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ปริมาตรของเชื้อแบคทีเรีย 
MC46 (mL) 

ท าซ้ า ต้นที ่
ความยาว (เซนติเมตร) 

ราก ค่าเฉลี่ย (ราก) ล าต้น ค่าเฉลี่ย (ล าต้น) 

20 

1 
1 8.3 

5.8   1.3 
10.1 

10.0   0.1 2 4.7 9.8 
3 4.4 10.0 

2 
1 5.9 

7.4    1.4 
11.4 

10.5   0.9 2 6.1 11.5 
3 10.1 8.7 

3 
1 9.1 

5.3   1.9 
11.2 

10.5   0.4 2 3.1 10.6 
3 3.6 9.7 

35 

1 
1 3.3 

5.2   1.3 
10.8 

10.3   0.9 2 4.6 11.5 
3 7.6 8.6 

2 
1 3.7 

5.8   1.6 
9.2 

9.3   0.7 2 8.8 10.6 
3 4.8 8.1 

3 
1 3.4 

4.4   0.7 
12.2 

11.1   0.6 2 5.7 10.6 
3 4.0 10.5 
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รูปที่ 3.2 ค่าเฉลี่ยความยาวของรากถั่วเขียว (Vigna radiata) ในแต่ละซ้ าของการปลูกต้นถั่วเขียวที่มีปริมาตร
ของสารสกัดท่ีแตกต่างกันและชุดควบคุม 

 

รูปที่ 3.3 ค่าเฉลี่ยความยาวของล าต้นถั่วเขียว (Vigna radiata) ในแต่ละซ้ าของการปลูกต้นถั่วเขียวที่มี
ปริมาตรของสารสกัดท่ีแตกต่างกันและชุดควบคุม 
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 จากผลการทดลอง ค่าเฉลี่ยของความยาวรากในแต่ละซ้ าของการปลูกถั่วเขียวที่มีปริมาตรของสารสกัด

แบคทีเรีย 5 mL, 20 mL และ 35 mL ในวุ้นอาหาร Hoagland’s medium เทียบกับชุดควบคุม (DMSO)  

ซึ่งไม่มีสารสกัด พบว่าสารสกัดอาหารเหลวจากอาหารเลี้ยงเชื้อ Pseudomonas fluorescens MC46 ในทุก

ปริมาตร เมื่อทดสอบด้วย t-test เทียบกับชุดควบคุมนั้น ปริมาตรของสารสกัดแบคทีเรียทั้ง 3 ปริมาตร จะไม่

ส่งผลต่อรากพืชอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งจะสังเกตได้ว่าความยาวรากมีลักษณะที่แตกต่างกันส าหรับแต่ละ

ซ้ าอย่างสิ้นเชิง (รูปที่ 3.2) เมื่อพิจารณาปริมาตรสารสกัดอาหารเหลวจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 ที่สามารถท า

ให้ล าต้นถั่วเขียวโต (รูปที่ 3.3) พบว่าปริมาตรสารสกัดอาหารเหลวจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 เท่ากับ 20 mL 

มีค่าความยาวเฉลี่ยของล าต้นถั่วเขียวส าหรับแต่ละซ้ า เท่ากับ 10.0, 10.5 และ 10.5 เซนติเมตร ตามล าดับ 

และปริมาตร 35 mL มีค่าความยาวเฉลี่ยของล าต้นถั่วเขียวส าหรับแต่ละซ้ า เท่ากับ 10.3, 9.3 และ 11.1 

เซนติเมตร ตามล าดับ จากนั้นผู้วิจัยได้ท าการทดสอบความแตกต่างด้วย t-test ของทั้ง 2 ปริมาตร เทียบกับชุด

ควบคุม (DMSO) ที่ไม่มีสารสกัด พบว่าปริมาตรสารสกัดอาหารเหลวจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 เท่ากับ 20 

mL และ 35 mL สามารถส่งผลท าให้ล าต้นถั่วเขียวโต เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) ที่ไม่มีสารสกัด อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ แต่เมื่อพิจารณาปริมาตรสารสกัดอาหารเหลวจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 ปริมาตร เท่ากับ 5 

mL พบว่าล าต้นถั่วเขียวโตได้ไม่ดีเท่าที่ควร เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (DMSO) ที่ไม่มีสารสกัด และเมื่อทดสอบ

ความแตกต่างด้วย t-test พบว่าที่ปริมาตรสารสกัดอาหารเหลวจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 เท่ากับ 5 mL จะ

ไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของล าต้นถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

 เนื่องจากที่ปริมาตรสารสกัดอาหารเหลวจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 เท่ากับ 20 mL และ 35 mL 

สามารถส่งผลท าให้ล าต้นถั่วเขียวโตได้ทั้ง 2 ปริมาตร ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยจึงได้เลือกใช้ปริมาตรอาหารเหลวจาก

อาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 เท่ากับ 20 mL ซึ่งมีปริมาตรของสารสกัดที่น้อยกว่า และสามารถท าให้ล าต้นพืชโต

มากกว่าชุดควบคุมซึ่งไม่มีสารสกัด เป็น 1.2 เท่า เมื่อพิจารณาค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย 

(standard error of the mean) พบว่ามีค่าความคลาดเคลื่อนที่น้อยกว่าปริมาตรสารสกัดอาหารเหลวจาก

อาหารเลี้ยงเชื้อ MC46 เท่ากับ 35 mL  

 ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ ทางผู้วิจัยได้เลือกใช้ปริมาตรของเชื้อแบคที เรีย Pseudomonas fluorescens 

MC46 เท่ากับ 20 mL เป็นปริมาตรที่เหมาะสมในการน ามาเตรียมสารสกัดเพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของถั่ว

เขียว (Vigna radiata) และใช้ปริมาตรของสารสกัดนี้กับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ Ochrobactrum sp. MC22 

และ Pseudomonas sp. MS45 เช่นเดียวกัน ในการทดลองต่อไป 
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3.3 การศึกษาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโต

ของถั่วเขียว (Vigna radiata) 

  เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Ochrobactrum sp. 

MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral-

salt medium (MSM) ผู้วิจัยผสมแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน ดังตารางที่ 2.2 และ 

ตารางที่ 2.3 เพ่ือศึกษาผลปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่ส่งผลต่อการเจริญรากและล าต้นของถั่วเขียว Vigna 

radiata   

 ผู้วิจัยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC46, MC22 และ MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM เป็น

เวลา 6 ชั่วโมง ซึ่งตามรูปที่ 3.1 และตารางที่ 3.1 พบว่าแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 ชั่วโมง จะเริ่มเข้าสู่

ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (exponential phase) จากนั้นน าแบคทีเรียมาผสมกันตามอัตราส่วน ในตารางที่ 2.2 ที่

เวลา 6 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงต่อจนครบ 12 ชั่วโมง ซึ่งตามรูปที่ 3.1 และตารางท่ี 3.1 เป็นเวลาที่แบคทีเรียเริ่ม

เข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ (stationary phase) โดยมีชุดควบคุม (control) คือ การน าเอาแบคทีเรียสายพันธุ์

ต่างๆ (MC22, MC46, MS45 ที่เพาะเลี้ยงในลักษณะเดียวกัน) มาผสมกันดังอัตราส่วนในตารางที่ 2.3 ณ 

ชั่วโมงที่ 12 แล้วเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อทันที เพ่ือน ามาสกัดด้วยเอทิลอะซิเตต ก่อนละลายสารสกัดที่ได้ด้วย 

DMSO ปริมาตร 100      ปิเปตต์สารสกัดในสารละลาย DMSO ทั้งหมด (100    ต่อตัวอย่าง) ลงในอาหาร

เลี้ยงพืช (Hoagland’s medium) ท าการทดลองท้ังหมด 4 ซ้ า ใช้ถั่วเขียวซ้ าละ 3 ต้น 

 ส าหรับการวัดค่า OD600  ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC46, MC22 และ MS45 เพาะเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว MSM ที่เวลา 6 ชั่วโมง พบว่าค่า OD600 มีค่าใกล้เคียงกับค่า OD600 ที่ได้ในรูปที่ 3.1 แสดงว่าเชื้อ

แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ เข้าสู่ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (exponential phase) ดังแสดงในตารางที่ 3.3 
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ตารางท่ี 3.3 ค่า Optical density ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ของแบคทีเรีย Ochrobactrum 
sp. MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
MSM เป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง 

 

 ส าหรับการน าแบคทีเรียมาผสมกันตามอัตราส่วน ในตารางที่ 2.2 ที่เวลา 6 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงต่อ

จนครบ 12 ชั่วโมง จากนั้นวัดค่า OD600  ณ ชั่วโมงที่ 12 (ขวดที่ 4-13) และชุดควบคุม (control) ซึ่งเป็นการ

น าแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ (MC22, MC46, MS45 ที่เพาะเลี้ยงในลักษณะเดียวกัน) มาผสมกันดังอัตราส่วนใน

ตารางที่ 2.3 ณ ชั่วโมงท่ี 12 (ขวดที่ 14-23) ได้ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 3.4 

 เมื่อพิจารณาค่า OD600 ของขวดที่ 1-23 พบว่าแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM มี

ค่า OD600 ใกล้เคียงกับค่า OD600 ที่ได้ในตารางที่ 3.1 แสดงว่าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ และที่ท าการผสม

ในอัตราส่วนต่างๆ เริ่มเข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ (stationary phase) ตามที่ได้คาดไว้ และเมื่อผู้วิจัยพิจารณา

ค่า OD600 ของขวดที่ 1-3 ซึ่งเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย MC22, MC46 และ MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

MSM ตามล าดับ พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตได้ดี โดยมีค่า OD600 เท่ากับ 0.790, 0.824 และ 0.765 แต่

เมื่อพิจารณาค่า OD600 ขวดที่ 4-13 เทียบกับชุดควบคุมในอัตราส่วนของแบคทีเรียนั้นๆ (ขวดที่ 14-23) พบว่า

ส่วนมากการเพาะเลี้ยงเชื้อร่วมกัน (co-inoculation) โดยการน าแบคทีเรียมาผสมกันที่เวลา 6 ชั่วโมง และ

เพาะเลี้ยงต่อจนครบ 12 ชั่วโมง จะมีการเจริญของเชื้อได้ดีกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งเป็นการน า

แบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ (MC22, MC46, MS45 ที่เพาะเลี้ยงในลักษณะเดียวกัน) มาผสมอัตราส่วน ณ ชั่วโมงที่ 

12 (ขวดที่ 14-23) แต่เมื่อทดสอบความแตกต่างด้วย t-test พบว่าการเจริญของแบคทีเรียที่ผสมในอัตราส่วนที่

แตกต่างกันที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM เป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง (ขวดที่ 4-13) นั้นไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (ขวดที่ 14-23) ที่ท าการผสมแบคทีเรียที่ผ่านการ

ตัวอย่าง 
ค่า Optical Density ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

ข้อมูลจากตารางที่ 
3.1 ที่เวลา 6 ชั่วโมง 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

MC22 0.168 0.220 0.358 0.265 0.210 0.263    0.034 

MC46 0.133 0.175 0.318 0.308 0.188 0.247    0.038 

MS45 0.167 0.243 0.303 0.280 0.225 0.263    0.035 
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เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MSM เป็นระนะเวลา 12 ชั่วโมง และเมื่อพิจารณาค่า OD600 ของขวดที่ 7 ซึ่งมี

อัตราส่วนของแบคทีเรียสายพันธุ์ MC22 ต่อ MC46 เท่ากับ 10 mL ต่อ 10 mL และมีค่า OD600 เท่ากับ 

0.716 เทียบกับชุดควบคุม (ขวดที่ 17) ซึ่งมีค่า OD600 เท่ากับ 0.841 จะสังเกตได้ว่าการเจริญของเชื้อ

แบคทีเรียที่น ามาผสมกันที่เวลา 6 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงต่อจนครบ 12 ชั่วโมง นั้นเจริญไม่ดีเท่าที่ควรเมื่อเทียบ

กับชุดควบคุมที่ผสมอัตราส่วนที่เวลา 12 ชั่วโมง อาจเนื่องมาจากการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC22 

และ MC46 ที่ปริมาตร 10 mL ต่อ 10 mL ร่วมกัน (co-inoculation) สามารถส่งผลในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อใดเชื้อหนึ่งได้ 
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ตารางที่ 3.4 ค่า Optical density ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ของการผสมอัตราส่วนต่างๆ 
ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC46, MC22 และ MS45 และชุดควบคุม เพื่อใช้ศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่
ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) 

ขวด
ที ่

ชุด
ควบคุม 

ปริมาตร culture (mL) OD600   

MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

1 - 20  - 0.798 0.913 0.718 0.730 0.790   0.045 
2 - - 20 - 0.908 0.745 0.825 0.818 0.824   0.033 
3 - - - 20 0.790 0.823 0.723 0.723 0.765   0.025 
4 - 15 5 - 0.893 0.740 0.900 0.893 0.857   0.039 
14  15 5 - 0.943 0.735 0.780 0.775 0.808   0.046 
5 - - 5 15 0.833 0.855 0.930 0.913 0.883   0.023 
15  - 5 15 0.888 0.787 0.733 0.738 0.787   0.036 
6 - 5 - 15 0.828 0.690 0.828 0.828 0.794   0.035 
16  5 - 15 0.943 0.708 0.715 0.720 0.772   0.057 
7 - 10 10 - 0.960 0.718 0.558 0.628 0.716   0.088 
17  10 10 - 0.873 0.718 0.885 0.888 0.841   0.041 
8 - - 10 10 0.845 0.753 0.743 0.743 0.771   0.025 
18  - 10 10 0.978 0.758 0.633 0.643 0.753   0.080 
9 - 10 - 10 0.900 0.820 0.718 0.720 0.790   0.044 
19  10 - 10 0.843 0.755 0.770 0.780 0.787   0.019 
10 - 5 15 - 0.888 0.728 0.860 0.858 0.834   0.036 
20  5 15 - 0.958 0.755 0.653 0.693 0.765   0.068 
11 - - 15 5 0.940 0.668 0.820 0.819 0.812   0.056 
21  - 15 5 0.723 0.725 0.768 0.753 0.742   0.011 
12 - 15 - 5 0.928 0.733 0.745 0.750 0.789   0.046 
22  15 - 5 0.930 0.745 0.680 0.680 0.759   0.059 
13 - 6.67 6.67 6.67 0.865 0.685 0.933 0.938 0.855   0.059 
23  6.67 6.67 6.67 0.953 0.698 0.693 0.713 0.764   0.063 

 
หมายเหตุ: ขวดที่ 24 คือ อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM ปริมาตร 20 mL  
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 ผู้วิจัยเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทุกอัตราส่วนและชุดควบคุม (ขวดที่ 1-24) ที่เพาะเลี้ยงจนครบ 12 

ชั่วโมง มาสกัดด้วยเอทิลอะซิเตต ก่อนละลายสารสกัดที่ได้ด้วย DMSO ปริมาตร 100      ปิเปตต์สารสกัดใน

สารละลาย DMSO ทั้งหมด (100    ต่อตัวอย่าง) ลงในอาหารเลี้ยงพืช (Hoagland’s medium) เพ่ือศึกษา

ผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันและชุดควบคุม (ขวดที่ 1-23) และ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mineral-salt medium (ขวดที่ 24) ในการส่งผลต่อการเจริญเติบโตของรากและล าต้น

ถั่วเขียว Vigna radiata  

 เมื่อพิจารณาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันและชุดควบคุม ที่

ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของรากถั่วเขียว ผู้วิจัยได้ทดสอบความแตกต่างของการน าแบคทีเรียมาผสมกันใน

อัตราส่วนต่างๆ ที่เวลา 6 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงต่อจนครบ 12 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับการน าแบคทีเรียมาผสม

ในอัตราส่วนเดียวกัน ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ชุดควบคุม) ด้วยการทดสอบ t-test พบว่าสารสกัดในอัตราส่วนที่

แตกต่างกันนี้ไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของรากถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในระดับ 0.05 ดังแสดงใน

ตารางที่ 3.5, A1 และรูปที่ 3.4 ซึ่งแสดงค่าเฉลี่ยความยาวของรากถั่วเขียว (Vigna radiata) ที่ท าการทดลอง 

4 ซ้ า ซึ่งมีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันเทียบกับชุด

ควบคมุ 

 จากนั้นผู้วิจัยจึงพิจารณาผลของการน าแบคทีเรียมาผสมกันในอัตราส่วนต่างๆ ที่เวลา 6 ชั่วโมง และ

เพาะเลี้ยงต่อจนครบ 12 ชั่วโมง (ขวดที่ 4-13) เทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อแบคทีเรีย MC22 (ขวดที่ 1) 

MC46 (ขวดที่ 2) และ MS45 (ขวดที่ 3) พบว่าสารสกัดของแบคทีเรีย ในขวดที่ 4-13 ไม่ส่งผลต่อการ

เจริญเติบโตของรากถ่ัวเขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อขวดที่ 1-3 ดังแสดงใน

ตารางที่ 3.5, A1, A3 และรูปที่ 3.4   

 เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดของเชื้อแบคทีเรีย MC22 MC46 และ MS45 ในขวดที่ 1-3 กับอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว MSM ปริมาตร 20 mL ที่ไม่มีสารสกัด พบว่าสารสกัดของเชื้อแบคทีเรีย (ขวดที่ 1-3) ไม่พบความ

แตกต่างของการเจริญเติบโตของรากถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในระดับ 0.05 ดังแสดงในรูปที่ 3.4 และ

ตารางที่ 3.5, A1 นอกจากนี้ ผู้วิจัยคาดว่าสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนของอาหารเลี้ยง

เชื้อแบคทีเรีย MC46 5 mL และ MS45 15 mL (ขวดที่ 5) อาจพบความแตกต่างของความยาวรากถั่วเขียว

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับชุดควบคุมในอัตราส่วนเดียวกัน (ขวดที่ 15) หากท าการทดลองที่
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มากกว่า 4 ซ้ า เช่นเดียวกับสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

MC22 10 mL และ MS45 10 mL (ขวดที่ 9) และขวดที่ 19 ซึ่งเป็นชุดควบคุมในอัตราส่วนเดียวกัน
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ตารางท่ี 3.5 ค่าเฉลี่ยความยาวของรากถ่ัวเขียว Vigna radiata ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน เทียบ
กับชุดควบคุม 

ขวดที่ ชุดควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) ความยาวราก (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

1 - 20  - 6.5 3.2 3.6 3.1 4.1   0.8 0.173* 
2 - - 20 - 1.0 2.5 2.8 3.2 2.4   0.5 0.415* 
3 - - - 20 3.5 1.8 3.7 4.7 3.4   0.6 0.880* 
4 - 15 5 - 2.7 2.3 2.8 3.3 2.8   0.2 

0.181 
14  15 5 - 2.1 2.3 2.5 2.6 2.4   0.1 
5 - - 5 15 3.1 2.9 3.0 2.8 2.9   0.1 

0.064 
15  - 5 15 4.1 5.1 3.3 3.2 3.9   0.4 
6 - 5 - 15 2.9 4.8 3.6 3.3 3.7   0.4 

0.205 
16  5 - 15 1.8 3.0 3.2 3.4 2.9   0.4 
7 - 10 10 - 3.2 2.9 4.1 3.6 3.5   0.2 

0.073 
17  10 10 - 6.3 5.6 3.4 5.0 5.1   0.6 
8 - - 10 10 2.3 1.1 3.0 3.6 2.5   0.5 

0.103 
18  - 10 10 6.5 6.3 3.6 2.5 4.7   1.0 
9 - 10 - 10 4.1 4.1 2.9 2.8 3.5   0.4 

0.076 
19  10 - 10 8.2 8.4 3.5 4.8 6.2   1.2 

 46 * p-value เทียบกับ MSM (ขวดที่ 24) 
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ขวดที่ ชุดควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) ความยาวราก (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

10 - 5 15 - 3.3 4.4 3.5 3.9 3.8   0.2 
0.178 

20  5 15 - 2.3 4.1 3.2 2.5 3.0   0.4 
11 - - 15 5 2.5 2.0 3.1 3.4 2.7   0.3 

0.353 
21  - 15 5 2.4 4.0 3.5 2.9 3.2   0.3 
12 - 15 - 5 8.6 5.4 3.2 2.9 5.0   1.3 

0.271 
22  15 - 5 3.0 3.4 2.8 3.7 3.2   0.2 
13 - 6.67 6.67 6.67 7.5 5.5 3.4 2.9 4.8   1.0 

0.358 
23  6.67 6.67 6.67 4.0 4.0 3.3 3.3 3.7   0.2 
24 MSM 20 mL - - - 2.4 3.8 3.2 3.8 3.3   0.3 - 
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รูปที่ 3.4 ค่าเฉลี่ยความยาวของรากถั่วเขียว (Vigna radiata) ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM ที่มี
ปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน (สีด า) เทียบกับชุดควบคุม (สีขาว) 
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 เมื่อพิจารณาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันและชุดควบคุม 

ต่อการเจริญเติบโตของล าต้นถั่วเขียว ในลักษณะเดียวกับรากถั่วเขียว พบว่าสารสกัดในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน

ไม่ส่งผลต่อความยาวล าต้นถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิตเิช่นกัน ดังแสดงในตารางที่ 3.6 และ A2 

 จากนั้นผู้วิจัยจึงพิจารณาผลของการน าแบคทีเรียมาผสมกันในอัตราส่วนต่างๆ ที่เวลา 6 ชั่วโมง และ

เพาะเลี้ยงต่อจนครบ 12 (ขวดที่ 4-13) เทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อแบคทีเรีย MC22 (ขวดที่ 1) MC46 

(ขวดที่ 2) และ MS45 (ขวดที่ 3) พบว่าสารสกัดของแบคทีเรีย ในขวดที่ 4-13 นั้นไม่พบความแตกต่างของการ

เจริญเติบโตของล าต้นถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิตเิมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อขวดที่ 1-3  ดังแสดง

ในรูปที่ 3.5 ตารางที่ 3.6, A2 และ A4   

 เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดของเชื้อแบคทีเรีย MC22 MC46 และ MS45 ในขวดที่ 1-3 กับอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว MSM ปริมาตร 20 mL ที่ไม่มีสารสกัด พบว่าสารสกัดของเชื้อแบคทีเรีย (ขวดที่ 1-3) ไม่พบความ

แตกต่างของการเจริญเติบโตของล าต้นถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในระดับ 0.05 ดังแสดงในรูปที่ 3.5 

ตารางที ่3.6, A2 และ A4   

 



52 
 

 

ตารางท่ี 3.6 ค่าเฉลี่ยความยาวของรากถ่ัวเขียว Vigna radiata ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน เทียบ
กับชุดควบคุม 

ขวดที่ ชุดควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

1 - 20 - - 18.5 5.8 17.4 18.2 15.0   1.5 0.644* 
2 - - 20 - 18.2 14.9 15.9 11.0 14.9   3.1 0.338* 
3 - - - 20 15.7 11.5 13.7 0.0 10.2   3.5 0.442* 
4 - 15 5 - 7.0 10.3 10.8 13.8 10.5   1.4 

0.795 
14  15 5 - 13.4 7.8 15.5 9.4 11.5   1.8 
5 - - 5 15 16.4 8.4 16.5 16.0 14.3   2.0 

0.751 
15  - 5 15 18.4 12.7 17.8 13.5 15.6   1.5 
6 - 5 - 15 10.4 12.2 8.6 17.7 12.2   2.0 

0.813 
16  5 - 15 11.5 14.2 10.7 11.5 12.0   0.8 
7 - 10 10 - 10.1 7.8 7.3 15.9 10.3   2.0 

0.090 
17  10 10 - 12.7 18.3 18.6 14.5 16.1   1.4 
8 - - 10 10 16.3 6.2 15.7 10.7 12.3   2.4 

0.251 
18  - 10 10 14.9 18.8 14.0 13.0 15.2   1.3 
9 - 10 - 10 19.7 13.1 18.3 17.6 17.2   1.4 

0.633 
19  10 - 10 18.6 15.2 18.0 12.1 16.0   1.5 
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* p-value เทียบกับ MSM (ขวดที ่24) 
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ขวดที่ ชุดควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) ความยาวราก (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

10 - 5 15 - 9.9 14.9 10.0 10.7 11.4   1.2 
0.730 

20  5 15 - 9.8 13.8 10.4 13.6 11.9   1.0 
11 - - 15 5 18.9 11.0 19.0 13.0 15.5   2.1 

0.713 
21  - 15 5 13.2 15.9 15.0 15.2 14.8   0.6 
12 - 15 - 5 16.7 13.0 18.6 7.7 14.0   2.4 

0.910 
22  15 - 5 8.7 12.2 14.2 11.6 11.7   1.1 
13 - 6.67 6.67 6.67 15.9 12.2 18.0 10.3 14.1   1.7  

0.844 
23  6.67 6.67 6.67 14.5 8.0 17.1 17.8 14.4   2.2 
24 MSM 20 mL - - - 14.8 12.7 13.2 12.7 13.4   0.5 - 
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รูปที่ 3.5 ค่าเฉลี่ยความยาวของล าต้นถั่วเขียว (Vigna radiata) ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM ที่
มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน (สีด า) เทียบกับชุดควบคุม (สีขาว) 
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ในงานวิจัยนี้  ทีมวิจัยมุ่งเน้นศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรีย Ochrobactrum sp. MC22, 

Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ที่มีการเพาะเลี้ยงร่วมกัน (co-

inoculation) แต่จากผลการทดลองพบว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ร่วมกันในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน

นั้นจะไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของรากและล าต้นของถั่วเขียวอย่า งมีนัยส าคัญทางสถิติ อาจเนื่องมาจาก

แบคทีเร ียในกลุ ่ม PGPB แต่ละชนิดสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ต ่างชนิดกัน เช ่น 

Pseudomonads fluorescens กับ Canola (Brassica napus L.) 48 และ Pseudomonas stutzeri กับ

มะเขือเทศ49 เป็นต้น ความจ าเพาะของแบคทีเรียและพืชที่แตกต่างกันนี้  อาจเนื่องมาจากสมบัติเฉพาะของ

แบคทีเรียแต่ละชนิด เช่น การสร้างสารออกซิน Indole-3-acetic acid  (IAA) ความสามารถในการละลาย

ฟอสฟอรัส และการตรึงไนโตรเจนที่แตกต่างกัน   

นอกจากนี้อาจเกิดจากข้อจ ากัดของแบคทีเรียกลุ่ม PGPB ที่มีปฏิสัมพันธ์ร่วมกัน ซึ่งก่อให้เกิด

ผลกระทบด้านลบต่อการเจริญเติบโตของพืช เช่น การสร้างไฮโดรเจนไซยาไนด์ในปริมาณที่มากเกินไป จะส่งผล

ในการท าลายเมแทบอลิซึมและการเจริญเติบโตของรากพืช โดยพบว่าแบคทีเรียสกุล Pseudomonas และ 

Bacillus สร้างไฮโดรเจนไซยาไนด์ได้ถึงร้อยละ 88.89 และ 50 ตามล าดับ50 ในท านองเดียวกัน การสร้างสาร

ออกซิน ถ้าอยู่ในระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมจะช่วยเพ่ิมการเจริญเติบโต แต่หากในระดับความเข้มข้นสูงๆ 

จะมีผลยับยั้งการยืดยาวของรากแทน 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลองและการศึกษาในอนาคต 

 

 งานวิจัยนี้มุ่งเน้นศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในกลุ่มที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช หรือ PGPB 

ที่มีความสามารถในการช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) และมีความสามารถในการ

ย่อยสลายสารไตรโคลคาร์บานและสารไตรโคลซานได้ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Ochrobactrum sp. MC22, 

Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ถึงแม้ว่าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์นี้จะ

เป็น PGPB แต่ยังไม่มีการรายงานว่า หากใช้แบคทีเรีย 3 สายพันธุ์นี้ร่วมกัน จะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ

พืชอย่างไร หรือควรผสมแบคทีเรียเหล่านี้ในสัดส่วนเท่าไร 

 การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ได้แก่ Ochrobactrum sp. MC22, 

Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM พบว่า

แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ มีการเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

โดย 6 ชั่วโมงแรก เชื้อแบคทีเรียอยู่ในระยะพัก (lag phase) และชั่วโมงที่ 6 ถึง 9 แบคทีเรียจะเข้าสู่ระยะ

แบ่งตัวทวีคูณ (exponential phase) และเข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ (stationary phase) ในชั่วโมงที่ 12 ซึ่ง

มักเป็นระยะที่แบคทีเรียมีการผลิตสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) มากที่สุด โดยเป็น

ระยะที่ผู้วิจัยน าแบคทีเรียมาใช้ในการศึกษาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่ส่งผลต่อการ

เจริญเติบโตของถั่วเขียว Vigna radiata 

 นอกจากนี้ ผู้วิจัยศึกษาปริมาตรของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens MC46 ที่เหมาะสม

ต่อการน ามาเตรียมสารสกัดเพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียสายพันธุ์ MC46 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM และน าสารสกัดมาศึกษาผลในการส่งเสริมการ

เจริญเติบโตโดยการวัดความยาวของรากและล าต้นของถั่วเขียว (Vigna radiata) พบว่าการใช้สารสกัดจาก 

culture ของ Pseudomonas fluorescens MC46 ปริมาตร 20 mL ช่วยให้ถั่วเขียวเจริญเติบโตได้ดี โดยท า

ให้ล าต้นของถั่วเขียวยาวมากขึ้นแต่ไม่มีผลต่อรากอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 

 



55 
 

 

 สุดท้าย ผู้วิจัยได้ศึกษาผลของสารสกัดจากปฏิสัมพันธ์ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ MC46 MC22 และ 
MS45 ในอัตราส่วนที่แตกต่างกันต่อการเจริญเติบโตของถั่วเขียว (Vigna radiata) โดยทดสอบความแตกต่าง
ของการน าแบคทีเรียมาผสมกันในอัตราส่วนต่างๆ ที่เวลา 6 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงต่อจนครบ 12 ชั่วโมง 
เปรียบเทียบกับการน าแบคทีเรียมาผสมในอัตราส่วนเดียวกัน ที่เวลา 12 ชั่วโมง (ชุดควบคุม) แสดงให้เห็นว่า
สารสกัดในอัตราส่วนที่แตกต่างกันนั้นจะไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของรากและล าต้นถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ จึงสรุปได้ว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อ Ochrobactrum sp. MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 
และ Pseudomonas sp. MS45 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MSM และน ามาผสมในอัตราส่วนต่างๆ หรือ
เพาะเลี้ยงร่วมกัน โดยมีปริมาตรรวมเป็น 20 mL ที่เวลา 6 ชั่วโมงและเลี้ยงร่วมกันจนครบ 12 ชั่วโมง แสดงให้
เห็นว่าสารสกัดในอัตราส่วนต่างๆนี้ไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของรากและล าต้นถั่วเขียวอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ 
 

การศึกษาในอนาคต 

ศึกษาปฏิสัมพันธ์การท างานร่วมกันระหว่างแบคทีเรียในกลุ่ม PGPB ได้แก่ Ochrobactrum sp. 

MC22, Pseudomonas fluorescens MC46 และ Pseudomonas sp. MS45 กับจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น 

แบคทีเรีย เชื้อรา เป็นต้น ต่อการเจริญเติบโตของพืช หรือการเลือกศึกษาปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สาย

พันธุ์ ในสภาวะอ่ืน โดยการเริ่มผสมแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ ในเวลาที่แตกต่างออกไป อย่างเช่น ที่เวลา 3 

ชั่วโมง นอกจากนี้สามารถเลือกศึกษาในปริมาตรของสารสกัดจากอาหารเหลว MSM จากการเลี้ยงเชื้อต่างๆ ที่

แตกต่างจากปริมาตร 5 mL, 20 mL และ 35 mL ที่ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาไว้ รวมไปถึงการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียในสูตรอ่ืนนอกเหนือจากสูตร Mineral-salt medium (MSM) และการเลือกใช้ตัวท าละลายอ่ืนที่

นอกเหนือจากเอทิลอะซิเตท และอาจท าการแยกสารเมแทบอไลต์จากปฏิสัมพันธ์ของเชื้อแบคทีเรียก่อน โดยใช้

เทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) และเทคนิค High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) เพ่ือระบุสารเมแทบอไลต์ที่แบคทีเรียผลิตขึ้นมีฤทธิ์ยับยั้ง

หรือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชอย่างไร แล้วจึงน าสารสกัดมาทดสอบผลการเจริญเติบโตของพืชต่อไป  

 หากส าเร็จในการใช้แบคทีเรียสายพันธุ์เหล่านี้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของรากและล าต้นพืช  
ทางผู้วิจัยคาดว่าอาจเป็นประโยชน์ในการน าแบคทีเรียเหล่านี้ไปใช้บ าบัดดินและสามารถช่วยยกระดับคุณภาพ
การเพาะปลูกทางการเกษตรได้ดียิ่งขึ้น รวมไปถึงช่วยเพิ่มผลผลิตทางการเกษตรและช่วยลดการใช้สารเคมีลงได้

http://j.cit.kmutnb.ac.th/wp-content/uploads/2016/08/2-25591202-03-1-031-58-p22-34.pdf
http://j.cit.kmutnb.ac.th/wp-content/uploads/2016/08/2-25591202-03-1-031-58-p22-34.pdf
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5
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ตารางที ่A1 ค่าความยาวของรากถ่ัวเขียว Vigna radiata ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน เทียบกับชุดควบคุม 

ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวราก (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

1 - 20 - - 

1 6.4 2.1 3.9 2.3 

15.0   1.5 0.173* 2 5.8 2.3 2.7 4.1 

3 7.3 5.1 4.1 3.0 

2 - - 20 - 

1 3.1 2.7 2.0 3.4 

14.9   3.1 0.415* 2 10.7 2.4 3.5 2.9 

3 8.2 2.5 3.0 3.2 

3 - - - 20 

1 3.8 10.5 4.5 6.3 

10.2   3.5 0.880* 2 3.0 2.2 3.6 3.1 

3 3.6 3.2 2.9 4.7 

4 - 15 5 - 

1 3.0 3.3 2.5 3.8 

10.5   1.4 

0.181 

2 2.3 4.7 3.0 3.4 

3 2.9 3.5 2.8 2.8 

14  15 5 - 

1 10.4 6.3 1.8 2.4 

11.5   1.8 2 2.8 3.3 2.4 2.5 

3 3.5 3.7 3.4 3.0 

62 * p-value เทียบกับ MSM (ขวดที่ 24) 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวราก (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

5 - - 5 15 

1 7.1 3.2 3.8 2.5 

14.3   2.0 

0.064 

2 5.4 2.6 2.7 3.6 

3 3.8 3.0 2.4 2.3 

15  - 5 15 

1 4.5 5.4 4.0 3.2 

15.6   1.5 2 9.7 6.3 2.9 3.1 

3 7.7 3.7 3.1 3.4 

6 - 5 - 15 

1 7.2 3.3 3.2 2.9 

12.2   2.0 

0.205 

2 4.3 6.0 3.6 4.0 

3 4.4 5.1 4.1 2.9 

16  5 - 15 

1 2.9 6.5 3.7 3.2 

12.0   0.8 2 7.9 3.7 2.9 3.6 

3 2.6 5.3 3.1 3.5 

7 - 10 10 - 

1 4.1 2.3 4.1 4.0 

10.3   2.0 0.073 2 5.6 3.4 3.2 3.7 

3 9.6 3.1 5.0 3.0 

63 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวราก (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

17  10 10 - 

1 7.5 6.3 3.5 4.3 

16.1   1.4  2 6.1 5.1 4.1 3.2 

3 5.4 5.3 2.6 7.5 

8 - - 10 10 

1 8.8 2.0 3.4 3.6 

12.3   2.4 

0.103 

2 3.4 3.3 2.5 3.2 

3 3.4 6.3 3.1 4.1 

18  - 10 10 

1 8.2 6.4 4.7 3.1 

15.2   1.3 2 4.6 6.7 2.9 2.0 

3 6.6 5.9 3.3 2.5 

9 - 10 - 10 

1 4.1 5.5 2.4 3.2 

17.2   1.4 

0.076 

2 4.2 2.6 2.8 2.4 

3 4.0 4.1 3.4 2.8 

19  10 - 10 

1 9.5 7.4 3.8 3.9 

16.0   1.5 2 9.9 8.7 3.7 5.1 

3 5.1 9.1 2.9 5.4 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

10 - 5 15 - 

1 10.6 6.1 3.9 4.1 

11.4   1.2 

0.178 

2 5.1 4.3 3.6 3.7 

3 4.9 2.7 2.9 4.0 

20  5 15 - 

1 3.6 3.2 3.7 3.1 

11.9   1.0 2 3.3 2.9 3.2 8.7 

3 7.6 6.2 2.8 4.5 

11 - - 15 5 

1 3.8 3.9 3.8 3.8 

15.5   2.1 

0.353 

2 3.6 2.1 2.5 2.9 

3 7.2 5.5 2.9 3.6 

21  - 15 5 

1 3.9 3.9 3.5 2.8 

14.8   0.6 2 9.7 4.3 3.7 3.3 

3 3.3 3.8 3.4 2.7 

12 - 15 - 5 

1 10.6 6.7 2.9 2.0 

14.0   2.4 0.271 2 7.2 5.3 3.1 3.1 

3 8.1 4.1 3.6 3.5 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

22  15 - 5 

1 2.4 4.3 3.0 3.9 

11.7   1.1  2 2.1 2.7 2.9 4.5 

3 4.5 3.1 2.4 2.7 

13 - 6.67 6.67 6.67 

1 11.6 4.8 3.9 3.0 

14.1   1.7  

0.358 

2 10.8 6.1 3.5 2.4 

3 15.3 5.5 2.8 3.4 

23  6.67 6.67 6.67 

1 5.1 3.5 3.9 1.4 

14.4   2.2 2 8.1 3.6 2.8 4.0 

3 7.0 5.0 3.1 4.6 

24 
MSM  

20 mL 
- - - 

1 7.3 3.5 3.7 4.5 

13.4   0.5 - 2 11.2 4.9 3.1 3.0 

3 12.3 3.1 2.7 3.8 
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ตารางที ่A2 ค่าความยาวของล าต้นถั่วเขียว Vigna radiata ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน เทียบกับชุดควบคุม 

ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที ่3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

1 - 20 - - 

1 18.5 8.4 17.3 19.3 

15.0   1.5 0.644* 2 19.6 6.2 16.7 16.1 

3 17.3 8.9 18.1 19.1 

2 - - 20 - 

1 15.7 14.4 15.3 11.9 

14.9   3.1 0.338* 2 19.8 16.8 16.0 10.2 

3 19.0 13.6 16.3 10.9 

3 - - - 20 

1 18.0 12.6 12.6 21.0 

10.2   3.5 0.442* 2 10.4 10.3 13.0 19.9 

3 18.6 11.6 15.5 19.8 

4 - 15 5 - 

1 9.4 12.2 10.8 13.2 
10.5   1.4 

 

0.795 

2 5.1 9.2 10.0 13.6 

3 6.6 9.5 11.5 14.6 

14  15 5  

1 8.6 6.9 15.8 7.0 

11.5   1.8 2 15.2 8.3 14.1 10.1 

3 16.5 8.2 16.5 11.1 

67 * p-value เทียบกับ MSM (ขวดที่ 24) 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

5 - - 5 15 

1 14.8 11.9 16.9 16.0 

14.3   2.0 

0.751 

2 17.5 13.2 15.9 16.3 

3 16.9 10.1 16.7 15.8 

15  - 5 15 

1 21.2 14.2 18.6 16.9 

15.6   1.5 2 16.8 12.3 18.1 13.5 

3 17.2 11.7 16.7 10.1 

6 - 5 - 15 

1 12.7 13.4 8.8 17.4 

12.2   2.0 

0.813 

2 8.8 11.3 8.9 17.5 

3 9.7 11.9 8.1 18.3 

16  5 - 15 

1 9.0 15.4 9.6 11.6 
12.0   0.8 

 
2 11.3 13.4 14.5 11.9 

3 14.1 13.7 8.0 11.0 

7 - 10 10 - 

1 10.1 10.3 7.2 17.1 

10.3   2.0 0.090 2 10.3 7.6 7.3 15.8 

3 9.8 5.6 7.5 14.7 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

17  10 10 - 

1 7.2 20.6 18.1 15.1 

16.1   1.4  2 18.3 19.2 18.3 14.2 

3 19.9 15.2 19.4 14.3 

8 - - 10 10 

1 17.5 8.6 16.2 16.0 

12.3   2.4 

0.251 

2 16.6 9.0 15.7 16.2 

3 14.9 18.6 15.3 19.5 

18  - 10 10 

1 15.3 19.5 11.4 13.2 

15.2   1.3 2 15.7 19.1 16.1 14.9 

3 13.7 17.7 14.6 11.0 

9 - 10 - 10 

1 21.6 13.2 17.3 19.3 

17.2   1.4 

0.633 

2 18.3 13.3 18.1 17.0 

3 19.3 12.7 19.5 16.6 

19  10 - 10 

1 19.0 15.6 19.1 12.2 

16.0   1.5 2 20.1 15.4 18.7 11.1 

3 16.7 14.7 16.2 13.0 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที ่1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

10 - 5 15 - 

1 14.8 15.4 13.4 17.3 

3.8   0.2 

0.730 

2 10.2 14.6 15.1 15.6 

3 15.0 14.8 14.9 16.5 

20  5 15 - 

1 8.1 13.3 8.7 12.8 

3.0   0.4 2 12.5 13.1 11.8 14.7 

3 8.7 14.9 10.7 13.2 

11 - - 15 5 

1 18.6 12.6 20.1 13.3 

2.7   0.3 

0.713 

2 19.1 6.8 18.3 12.4 

3 19.0 13.5 18.7 13.2 

21  - 15 5 

1 12.5 16.2 14.2 16.2 

3.2   0.3 2 12.1 16.9 15.6 13.3 

3 15.0 14.6 15.1 16.1 

12 - 15 - 5 

1 18.3 9.3 19.7 8.7 

5.0   1.3 0.910 2 16.3 14.6 18.9 7.0 

3 15.4 15.0 17.1 7.3 
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ขวดที่ 
ชุด

ควบคุม 
ปริมาตร culture (mL) 

ต้นที ่
ความยาวล าต้น (เซนติเมตร) 

p-value 
MC22 MC46 MS45 ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ซ้ าที่ 4 ค่าเฉลี่ย 

22  15 - 5 

1 8.3 13.0 14.3 7.9 

11.7   1.1  2 8.6 10.6 13.1 12.9 

3 9.2 12.9 15.3 14.1 

13 - 6.67 6.67 6.67 

1 13.0 18.2 18.4 11.3 

14.1   1.7  

0.844 

2 16.1 9.3 17.2 10.6 

3 18.6 9.2 18.3 8.9 

23  6.67 6.67 6.67 

1 15.6 5.4 16.7 16.7 

14.4   2.2 2 14.1 12.7 18.1 18.5 

3 13.9 11.2 16.6 18.3 

24 
MSM  

20 mL 
- - - 

1 15.4 12.6 14.2 14.3 

13.4   0.5 - 2 16.2 13.0 13.9 10.1 

3 12.9 12.5 11.5 13.6 
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ตารางที ่A3 แสดงค่าความยาวของรากถั่วเขียว Vigna radiata ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันเป็นจ านวนเท่า

เทียบกับขวดที่ 1-3 และค่า p-value 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fold a, b, c คือ การเปรียบเทียบค่าความยาวรากของถ่ัวเขียวขวดที่ 4-13 เทียบกับขวดที่ 1, 2 และ 3 ตามล าดับ 

ขวดที่ 
MC22 (ขวดที่ 1) MC46 (ขวดที่ 2) MS45 (ขวดที่ 3) 

Fold  a p-value Fold  b p-value Fold  c   p-value 

4 1.2  0.488 0.7  0.167 0.8  0.378 

5 1.2 0.330 0.7 0.206 0.9 0.468 

6 1.5 0.290 0.9 0.652 1.1 0.753 

7 1.4 0.091 0.8 0.483 1.0 0.942 

8 1.0 0.885 0.6 0.163 0.7 0.305 

9 1.4 0.102 0.8 0.514 1.0 0.946 

10 1.6 0.337 0.9 0.720 1.1 0.600 

11 1.1 0.280 0.6 0.195 0.8 0.371 

12 2.1 0.136 1.2 0.231 1.5 0.331 

13 2.0 0.078 1.2 0.345 1.4 0.294 
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ตารางที ่A4 แสดงค่าความยาวของล าต้นถัว่เขียว Vigna radiata ที่มีสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรียในอัตราส่วนที่แตกต่างกันเป็นจ านวนเท่า

เทียบกับขวดที่ 1-3 และค่า p-value 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fold a, b, c คือ การเปรียบเทียบค่าความยาวล าต้นของถั่วเขียว ขวดที่ 4-13 เทียบกับขวดที่ 1, 2 และ 3 ตามล าดับ

ขวดที่ 
MC22 (ขวดที่ 1) MC46 (ขวดที่ 2) MS45 (ขวดที่ 3) 

Fold  a p-value Fold  b p-value Fold  c p-value 

4 0.701  0.873 0.699  0.255 1.025  0.949 

5 0.959 0.873 0.956 0.798 1.402 0.355 

6 0.819 0.491 0.816 0.308 1.197 0.638 

7 0.688 0.251 0.685 0.104 1.006 0.989 

8 0.820 0.514 0.817 0.373 1.199 0.652 

9 1.150 0.544 1.146 0.332 1.682 0.140 

10 0.762 0.341 0.760 0.109 1.115 0.767 

11 1.035 0.892 1.032 0.859 1.514 0.254 

12 0.935 0.811 0.932 0.732 1.367 0.418 

13 0.943 0.819 0.940 0.708 1.379 0.379 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

 นางสาวณัฐชา  สวัสดิ์มงคล เกิดเมื่อวันที่ 22 เดือนมีนาคม พ.ศ. 2538 ที่จังหวัดราชบุรี ส าเร็จ

การศึกษาชั้นมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนเบญจมราชูทิศ ราชบุรี จังหวัดราชบุรี เข้าศึกษาต่อในหลักสูตร

วิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2557 ที่อยู่ที่

สามารถติดต่อได้ บ้านเลขที่  107/1 หมู่ 1 ต าบลเขาสามสิบหาบ อ าเภอท่ามะกา จังหวัดกาญจนบุรี 

รหัสไปรษณีย์ 71120 อีเมล natcha.sawa@gmail.com 
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