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บทคัดย่อ 

 การศึกษาน้ีเพ่ือทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในการสลายโพแทสเซียมคลอเรต (KClO3) ใน

ระดบัหอ้งปฏิบติัการ โดยเก็บตวัอยา่งดินจากสวนล าไยจ านวน 45 ตวัอยา่งจาก 11 สวนในจงัหวดัเชียงใหม่ น ามา

วเิคราะห็โดยวดัค่าพีเอช  และหาปริมาณคลอเรตตกคา้ง แยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสลายคลอเรตโดยการเพ่ิมจ านวนใน

ตวัอยา่งดินก่อน พบวา่ดินท่ีน ามาใชแ้ยกเช้ือแบคทีเรีย มีค่าพีเอชเป็นกลาง มีค่าพีเอชอยูร่ะหวา่ง 6.9-7.6 และมี

ปริมาณคลอเรตตกคา้งอยูท่ี่ 1.2-31.7 พีพีเอม็ จากขั้นตอนการแยกเช้ือแบคทีเรีย ไดเ้ช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถสลาย

คลอเรตในอาหารท่ีมีโพแทสเซียมคลอเรตความเขม้ขน้ 200 พีพีเอม็ ทั้งหมด 59 ไอโซเลต โดยมี 3 ไอโซเลตท่ี

สามารถสลายคลอเรตไดดี้ คือ หมายเลข   9-5F, C2-3B2 และ K7-5C สามารถสลายคลอเรตไดม้ากกวา่ 95 

เปอร์เซ็นต ์ท่ีพีเอช 7 จากผลการทดลองสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการสลายคลอเรตคือท่ีพีเอชเป็นกลาง เม่ือเทียบ

กบัพีเอชท่ีเป็นกรด และด่าง ยิง่ไปกวา่นั้นยงัพบวา่การเติมน ้ าตาลกลูโคสลงใน minimal medium จะเป็นการลด

การยอ่ยสลายคลอเรต สุดทา้ยการเติมแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตลงในดินเป็นการส่งเสริมก ารสลายคลอเรตในดิน

ดว้ย ซ่ึงผลการจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตน้ี โดยการวเิคราะห์ล าดบัเบสของ  16S rDNA พบวา่

เป็นเช้ือแบคทีเรียในจีนสั Pseudomonas sp. 

 ค าส าคัญ: คลอเรต, แบคทีเรียรีดิวส์คลอเรต จุลินทรียใ์นดิน 
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Abstract 

 This study was conducted in order toevaluate the capability of bacterial isolates to 

degrade potassium chlorate (KClO3) under in vitro conditions. Forty-five soil samples were 

collected from eleven longan plantation areas in Chiang Mai Province. They were analyzed for 

pH, and residual chlorate concentration. Bacteria able to degrade KClO3were isolated directly 

with the use of enrichment cultures from longan plantation soils. It was found that all the treated 

areas showed neutral pH (6.9-7.6) in the soil, whereas the residual chlorate was ranged from 1.2 

to 31.7 ppm. Total of 59 bacterial isolates were capable to degrade chlorate in minimal medium 

containing 200 ppm of potassium chlorate. It was concluded that out of isolated strains, isolate 

no. 9-5F, C2-3B2 and K7-5C were better in potassium chlorate degradation. The degradations of 

chlorate by these selected isolates were more than 95% at pH 7. The results showed that neutral 

pH was more suitablefor the chlorate degradation than acidic and alkaline conditions. 

Furthermore, the addition of glucose in minimal medium decreased the chlorate decomposition. 

Finally, the application of the three selected isolates into the chlorate contaminated soil samples 

enhanced the decomposition of chlorate. These three bacterial isolates were identified using 16S 

rDNA sequence analysis as Pseudomonas sp. 

Keywords: longan, potassium chlorate, chlorate reducing bacteria, soil microbial population 

 



ค าน า 

ล าไยเป็นผลไมท่ี้ใหผ้ลผลิตท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจทั้งรูปล าไยสด และล าไยแหง้ จึง
จดัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงในภาคเหนือ สามารถท ารายไดจ้ากการส่งออกปีละไม่ต ่ากวา่ 
5,000 ลา้นบาท ปัญหาหน่ึงท่ีเกษตรกรผูป้ลูกล าไยมกัเผชิญในอดีต คือการออกดอกไม่สม ่าเสมอ
ของตน้ล าไย เน่ืองจากการออกดอกติดผลข้ึนอยูก่บัความหนาวเยน็ ในบางปีท่ีอากาศไม่หนาวเยน็
พอตน้ล าไยจะออกดอกติดผลนอ้ย แต่นบัตั้งแต่ปี พ .ศ.2541 การคน้พบโดยบงัเอิญวา่สาร
โพแทสเซียมคลอเรตสามารถกระตุน้ใหล้ าไยออกดอกนอกฤดูได ้ท าใหเ้กิดความต่ืนตวัในวงการ
ล าไยเป็นอยา่งมาก จึ งมีเกษตรกรหลายรายน าสารประกอบดงักล่าวไปใชใ้นหลายลกัษณะ โดยสาร
ท่ีใชม้กัเป็นสารผสมท่ีมีสารโพแทสเซียมคลอเรตอยูสู่ง ส าหรับรูปแบบของการใชเ้พื่อเร่งการออก
ดอกของล าไยจะใชโ้ดยการราดลงดิน พน่ทางใบ หรือผสมเป็นปุ๋ย จากเหตุการณ์ดงักล่าวส่งผลใหมี้
การขยายพื้นท่ีปลูกเพิ่มข้ึนเป็นประมาณ 1 ลา้นไร่ ในปี พ .ศ.2549 และมีการใชส้ารน้ีต่อเน่ืองมา
จนถึงปัจจุบนั (พาวนิ และคณะ, 2550) อีกทั้งจากรายงานของ สมชาย และคณะ (2544) ในการตรวจ
ผลล าไยสุกจากตน้ท่ีมีการใชโ้พแทสเซียมคลอเรต พบวา่ไม่มีอนุมูลคลอเรตตกคา้งในผลล าไยสุก 
จึงมีความปลอดภยัในการบริโภค  

โพแทสเซียมคลอเรต (Potassium chlorate; KClO3) เป็นสารท่ีมีการใชก้นัอยา่ง
แพร่หลาย ในการผลิตล าไยนอกฤดู โดยจากการรายงานของสถาบนัวจิยัพิชสวน กรมวชิาการ
เกษตร พบวา่ ในพื้นท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ ล าพนู และจนัทบุรี มีการใชส้ารน้ีในการผลิตล าไยมากกวา่ 
60 เปอร์เซ็นต ์ (สุภาภรณ์ และคณะ , 2553) โดยรูปแบบการใชง้านสารโพแทสเซียมคลอเรต จะใช้
ในลกัษณะการผสมน ้าราดลงในดินบริเวณทรงพุม่ ถึงแมว้า่จะไม่มีรายงานทางวชิาการ ท่ีระบุวา่มี
การปนเป้ือน หรือตกคา้งของสารน้ีในดินในระดบัท่ีอนัตรายต่อมนุษย ์แต่อยา่งไรก็ตาม ในสาร
โพแทสเซียมคลอเรตเป็นสารท่ีสามารถใชเ้หน่ียวน าเช้ือราใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุได ้อีกทั้งจากการ
วจิยัของ ปริศนา (2547) รายงานวา่สารน้ีท าใหเ้ช้ือรา Fusarium ในดินสวนล าไยเกิดการกลายพนัธ์ุ 
ดงันั้นการใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตในดิน เป็นระยะเวลาต่อเน่ืองยาวนาน อาจมีผลกระทบต่อ
นิเวศวทิยาของจุลินทรียใ์นดิน ซ่ึงมีบทบาทส าคญัต่อความสมบูรณ์ของดิน และวฏัจกัรสารในดิน
ได ้ดงันั้นการศึกษาการสลายตวัของคลอเรตในดินใหไ้ม่ตกคา้งในดินในระยะยาวเป็นเร่ืองท่ีจะตอ้ง
ใหค้วามใส่ใจ และบูรณาการใหเ้หมาะสมกบัการใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตในการผลิตล าไยของ
เกษตรกร 

โดยการสลายตวัของสารประกอบคลอเรตในส่ิงแวดลอ้มไดมี้การรายงานถึง
ความสามารถของ แบคทีเรียรีดิวส์คลอเรต (chlorate reducing bacteria) ซ่ึงสามารถเปล่ียนอนุมูล
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ของคลอเรต ไปเป็นคลอไรด ์และน ้าได ้ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส าคญัในการก าจดัคลอเรตใน
น ้า ในขณะท่ี สมชายและคณะ (2544) พบวา่การสลายตวัของคลอเรตในดินเกิดจากกิจกรรมของ
จุลินทรียดิ์น จึงอาจสรุปไดว้า่การสลายตวัของคลอเรตนั้นเกิดจากกระบวนการทางชีวภาพเป็นหลกั 

การศึกษาคร้ังน้ีจึงเป็นการศึกษาหาผลกระทบของการใชค้ลอเรตต่อนิเวศวทิยาของ

จุลินทรียใ์นดิน และเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งวฏัจกัรของสาร ซ่ึงแสดงถึงความสมบูรณ์ของดิน 

นอกจากน้ียงั ท าการแยก และจ าแนกเช้ือ chlorate reducing bacteria ดิน เพื่อใชใ้นการก าจดัคลอเรต

ส่วนเกินในดิน จากแปลงปลูกล าไย และกากตะกอนน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เพื่อเป็นแนว

ทางการใชป้ระโยชน์ร่วมกบัการใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตในการกระตุน้การออกดอกนอกฤดู

ของล าไย เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐาน และแนวทางการใชป้ระโยชน์ร่วมกบัการใชส้ารโพแทสเซียมคลอ

เรตในการกระตุน้การออกดอกนอกฤดูของล าไย 

 

วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

1. เพื่อศึกษาความสมบูรณ์ของดินจากสวนล าไยท่ีมี และไม่มีการใชส้ารโพแทสเซียมคลอ
เรตโดยดูจากจ านวนจุลินทรีย ์และกิจกรรมของเอนไซมใ์นดิน 

2. เพื่อคดัเลือก และจ าแนกชนิดของ chlorate reducing bacteria ท่ีพบในดินสวนล าไยท่ีมี
การใช ้และไม่ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต 

3. ศึกษาความเป็นไปไดใ้นการใช ้ chlorate reducing bacteria ในการสลายอนุมูลคลอเรต
ส่วนเกินในตวัอยา่งดิน 

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1. ไดเ้ช้ือแบคทีเรียรีดิวส์คลอเรต และทราบชนิดของแบคทีเรียรีดิวซ์คลอเรตในตวัอยา่งดินสวน
ล าไย  

2. ทราบถึงผลกระทบของคลอเรตต่อนิเวศวทิยาของจุลินทรียใ์นดิน 
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3. น าความรู้ท่ีไดไ้ปใชว้างแผนการใชค้ลอเรตร่วมกบัการใชแ้บคทีเรียรีดิวซ์คลอเรตในการกระตุน้
การออกดอกนอกฤดูของล าไยไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

4. สามารถน าความรู้ท่ีไดใ้ชล้ดความขดัแยง้ และสร้างความเช่ือมัน่ใหแ้ก่ผูบ้ริโภคท่ีตระหนกัถึง
ความส าคญัของส่ิงแวดลอ้ม 
 



การตรวจเอกสาร 
 

1. ข้อมูลพืน้ฐานของล าไย และผลติล าไย 

ล าไย เป็นพืชท่ีอยูใ่นตระกลู Sapindaceae ช่ือวทิยาศาสตร์ไดแ้ก่ Euphoria longana 
Camb. Eu phoria longa Strend. Nephelium longana Camb. และ Dimocarpus longan Lour. เป็นไม้
ผลก่ึงเมืองร้อนมีถ่ินก าเนิดในประเทศจีนตอนใตท้างแถบอินเดียตอนใต ้และประเทศไทยตอนบน 
ปัจจุบนัมีการกระจายการปลูกไปสู่ทวปีออสเตรเลีย อเมริกาเหนือ และเอเชียใต ้(พาวนิและคณะ, 
2547)  

ล าไยจดัเป็นไมผ้ลเศรษฐกิจส าคญัในการสร้างสภาวะเศรษฐกิจใหแ้ก่เกษตรกร 
โดยเฉพาะเกษตรกรในจงัหวดัภาคเหนือของประเทศไทย เช่น จงัหวดัเชียงใหม่ และล าพนู โดยมี
รายไดจ้ากการส่งออกไม่ต ่ากวา่ 5,000 ลา้นบาทต่อปี รัฐบาลจึงมีนโยบายในการส่งเสริม สนบัสนุน
การปลูกและผลิตล าไย โดยก าหนดใหล้ าไยเป็นผลไมย้อดเยีย่ม 1 ใน 4 ชนิดท่ีตอ้งผลกัดนัให้
เกษตรกรขยายการปลูกและการผลิตใหเ้พิ่มมากข้ึน (พงษศ์กัด์ิและคณะ, 2542) 

ในปี พ.ศ.2554 ไดมี้รายงานการขยายการเพาะปลูกล าไยในประเทศไทยไปทั้งส้ิน 27 
จงัหวดั ครอบคลุมพื้นท่ีในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง รวมเน้ือท่ีการ
เพาะปลูกทั้งส้ิน 966,589 ไร่ (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555) ซ่ึงโดยปกติในการออกของ
ล าไยจะตอ้งอาศยัความหนาวเยน็ ดงันั้นจึงมีการใชว้ธีิการบงัคบัใหล้ าไยออกดอกฤดูกนัเป็นอยา่ง
มาก จากรายงานการผลิตของ สุภาภรณ์ และคณะ (2553) ในพื้นท่ี 3 จงัหวดั คือ เชียงใหม่ ล าพนู 
และจนัทบุรี มีการบงัคบัใหอ้อกดอกนอกฤดูถึง 60.9%  

การผลิตล าไยนอกฤดูเพื่อเป็นการแกปั้ญหาการผลผลิตลน้ตลาดและการขาดแคลน
แรงงานในการเก็บเก่ียวผลผลิตรวมทั้งสภาพอากาศท่ีแปรปรวนมีผลต่อการออกดอกติดผลของ
ล าไย วธีิการท่ีเกษตรกรน ามาใชใ้นการบงัคบัใหล้ าไยออกดอกท่ีเกษตรกรใชม้ากท่ีสุด คือ การใช้
สารโพแทสเซียมคลอเรต (พาวนิและคณะ, 2547)  

การใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตในการกระตุน้ใหล้ าไยออกดอกเพื่อการผลิตล าไยจะใช้
การพน่ทางใบ และการฉีดเขา้ตน้ล าไย ซ่ึงการใชป้ริมาณท่ีใหผ้ลจะข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของสารท่ี
ใช ้นอกจากน้ี ยงัข้ึนอยูก่บัฤดูกาล รวมทั้งอายขุองใบ แต่วธีิการท่ีท าไดง่้ายคือการผสมน ้าราดบนดิน
บริเวณใตท้รงพุม่ หรือการหวา่นสารน้ีบริเวณใตท้รงพุม่แลว้รดน ้าตาม โดยปริมาณสาร
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โพแทสเซียมคลอเรตท่ีจะใหก้บัตน้ล าไยจะข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุของล าไย และขนาดทรงพุม่ของล าไย 
โดยความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมคลอเรตท่ีใชอ้ยูท่ี่ 10-900 กรัมต่อตน้ ซ่ึงเป็นแนวทางเท่านั้น 
จะตอ้งมีการปรับเปล่ียนใหเ้หมาะสมกบัพื้นท่ีเพาะปลูกดว้ย (นพดลและคณะ, 2543; พาวนิและ
คณะ, 2547; Manochai et al., 2005) 

2. สารโพแทสเซียมคลอเรต 

สารโพแทสเซียมคลอเรต (potassium chlorate; KClO3) คือสารเคมีท่ีมีลกัษณะเป็น
ของแขง็ สีขาว ละลายน ้าได ้เม่ืออยูใ่นรูปผลึกของสารบริสุทธ์ิจะไม่มีสี มีสมบติัเป็นสาร
ออกซิไดซ์ (oxidizing agent) ท่ีรุนแรง โดยสามารถใหอ้อกซิเจนในปริมาณท่ีมาก และรวดเร็ว
กวา่สารตวัอ่ืน สารน้ีแตกตวัไดง่้ายเม่ือถูกแรงกระแทก แรงเสียดสี หรือถูกความร้อน  ถูกน ามาใช้
อยา่งกวา้งขวางทั้งในทาง อุตสาหกรรมกระดาษ และการฟอกยอ้ม (Germgard et al., 1981) การ
ผลิตวตัถุระเบิด ใชเ้ป็นสารฆ่าเช้ือ รวมถึงในทางการเกษตรซ่ึงน ามาใชเ้ป็นสารเร่งการออกดอก
ของตน้ล าไย   

3. ผลกระทบของสารประกอบคลอเรตต่อส่ิงมีชีวติ 

เน่ืองจากมีการใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตการอยา่งแพร่หลายในพื้นท่ีเพาะปลูกล าไย
ท าใหมี้ผูว้จิยัถึงผลกระทบของสารน้ีต่อส่ิงมีชีวติอ่ืนไวเ้ช่น  

มีการรายงานวา่การมีปริมาณคลอเรตตกคา้งในดินมากเกินไป สามารถท าลายระบบ
นิเวศของดิน และส่งผลต่อการเจริญของพืชได ้อยา่งเช่น ขา้ว (Borges et al., 2004) 

กนกวรรณ (2446) รายงานถึงผลของโพแทสเซียมคลอเรตต่อเช้ือราอาบสัคูลาร์ ไมคอร์
ไรซา ซ่ึงเป็นเช้ือราท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืช ไวว้า่ สารโพแทสเซียมคลอเรตมีผลต่อปริมาณสปอร์ของ
เช้ือรา Glomus pustulatum และท าใหค้วามสามารถในการเขา้อยูอ่าศยัในรากพืชลดลง 

ปริศนา (2547)ไดท้  าการศึกษาผลกระทบของสารโพแทสเซียมคลอเรตท่ีมีต่อเช้ือรา 
Fusarium ในสวนล าไย พบวา่ เช้ือราขนิดน้ีท่ีแยกไดจ้ากสวนล าไยท่ีมีการใชส้ารโพแทสเซียมคลอ
เรตมีการกลายพนัธ์ุเกิดข้ึน 

Li et al. (2008) ไดร้ายงานถึงปริมาณคลอเรตในดินท่ีสูง ไดแ้ก่ 200-400 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม สามารถยบัย ั้งการ colonize ของเช้ือรา arbuscular mycorrhiza อีกทั้งยงัสามารถยบัย ั้งการ
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การดูดซึมฟอสฟอรัส และการเจริญเติบโตของพืชท่ีทดสอบ 3 ชนิดคือ bermudagrass, bahiagrass 
และเมล็ดล าไยดว้ย 

นัน่คือคลอเรตท่ีตกคา้งในดินเม่ือส่งผลกระทบต่อส่ิงมีชีวติอ่ืน หมายถึงส่งผลต่อ
คุณภาพดิน (soil quality) ดว้ย 

4. คุณภาพดิน (soil quality) 

ดชันีบ่งช้ีท่ีใชใ้นการบ่งบอกคุณภาพดินทางชีวภาพ ไดแ้ก่ จุลินทรีย ์และเอนไซมใ์นดิน 

4.1 จุลินทรียใ์นดิน 

จุลินทรียท่ี์พบในดิน มีทั้งแบคทีเรีย แอคติโนมยัซีท ฟังไจ ไซยาโนแบคทีเรีย และโปร
โตซวั โดยปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ี์อยูท่ี่ประมาณ 108-109 CFU ต่อ ดิน 1 กรัม โดยเช้ือแบคทีเรียเป็น
จุลินทรียก์ลุ่มท่ีพบมากท่ีสุดในดิน บทบาทของจุลินทรียใ์นดินคือ เป็นผูย่อ่ยสลายสารอินทรีย ์และ
ปลดปล่อยธาตุอาหารใหแ้ก่พืช และส่ิงมีชีวติอ่ืน จึงเป็นกลุ่มส่ิงมีชิตท่ีมีบทบาทส าคญัในวฏัจกัร
ของสารในดิน ทั้งวฏัจกัรคาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และธาตุอ่ืนๆ (Sylvia et al., 2005) 
นอกจากน้ีจุลินทรียย์งัมีบทบาทต่อคุณสมบติัทางกายภาพของดินดว้ย การท่ีจุลินทรียส์ามารถบ่งช้ี
สุขภาพของดินได ้เน่ืองจากจุลินทรียจ์ะมีการตอบสนองต่อต่อสภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลงไดเ้ร็ว
กวา่ส่ิงมีชีวติอ่ืน เน่ืองจากมีอตัราส่วนพื้นท่ีผวิต่อปริมาตรสูงกวา่ส่ิงมีชีวติกลุ่มอ่ืนๆ โดยท่ีการ
เปล่ียนแปลงทางเคมี และกายภาพบางอยา่งท่ีตรวจวดัไม่สามารถบอกสุขภาพของดิน ได ้ (Das and 
Varma, 2011) 

4.1.1 เช้ือแบคทีเรีย 
แบคทีเรียในดินพบอยูเ่ป็นอิสระไดน้อ้ยมาก เพราะเซลลย์ดึเกาะกบัอนุภาคของ

ดิน หรือฮิวมสัเอาไว ้แบคทีเรียบางชนิดยงัสร้างสารเมือกมาช่วยยดึเกาะอีกดว้ย แบคทีเรียท่ีพบใน
ดินมีชนิดและปริมาณแตกต่างกนัไปตามอินทรียสารในดิน เ ช่น ในดินท่ีมีการเพาะปลูกพืช มี
แบคทีเรียมากกวา่ในดินท่ีไม่มีการเพาะปลูก เพราะดินท่ีมีการเพาะปลูกไดรั้บอินทรียสารต่าง ๆ ท่ี
รากขบัออกมาในปริมาณมาก สารเหล่าน้ีแบคทีเรียน าไปใชป้ระโยชน์ในการเจริญและ เพิ่มจ านวน
จ านวนต่อไป เช้ือ แบคทีเรียท่ีมกัพบในดินไดแ้ก่ Agrobacterium, Bacillus, Clostridium, 
Flavobacterium, Pseudomonas , Sarcina และ Xanthomonas เป้นตน้ โดยแบคทีเรียจะมีส่วนเขา้ไป
เก่ียวขอ้งกบัวฏัจกัรของสาร ผา่นปฏิกิริยา เช่น proteolysis, ammonification, nitrification, 
denitrification และ nitrate reduction 
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4.1.2 ฟังไจ 
ฟังไจท่ีพบในดินมีหลายร้อยชนิด อาศยัอยูบ่ริเวณผวิหนา้ดิน เพราะเจริญไดดี้

ในท่ีมีออกซิเจน ฟังไจท่ีพบอาจอยูใ่นรูปของสปอร์ หรือ เส้นใย ส่วนจ านวนและชนิดท่ีแตกต่างกนั
ไปข้ึนอยูก่บั อุณหภูมิ ความช้ืน พีเอช ชนิดของดินและความลึกของดิน บางคร้ังอาจพบ เส้นใยอยู่
รวมกบัอนุภาคของสารต่างๆ ในดิน อาจยดึเกาะกนั และแทรกเขา้ไปในเน้ือดินบางชนิดเจริญขา้งใน
หรือดา้นบนของอนุภาคอินทรียสาร เป็นตน้  โดยฟังไจสามารถเจริญไดร้วดเร็วในดินท่ีมี
ส่วนประกอบของพืชอยูด่ว้ย เช่น เซลลูโลส  หรือลิกนิน บทบาทของฟังไจในดินคือ ช่วยยอ่ย
อินทรียวตัถุใหแ้ก่ดิน เป็นการเพิ่มสารประกอบพวกคาร์บอน และไนโตรเจนใหก้บัดินแลว้ ยงัช่วย
ใหดิ้นมีคุณสมบติัอุม้น ้าไดดี้ข้ึน เน่ืองจากท าใหอ้นุภาคของดินขนาดเล็ก ๆ รวมตวักนั ฟังไจบาง
ชนิดมีความสามารถในการอาศยัอยูร่่วมกนักบัรากพืชไดซ่ึ้ง เรียกวา่ mycorrhiza ช่วยสลายอาหาร
ใหแ้ก่พืช เป็นตั วกลางในการส่งต่ออาหารใหแ้ก่พืช และช่วยท าใหร้ากพืชท่ีผวิมีการดูดอาหาร 
(Absorbing surface) ไดม้ากข้ึน แต่ฟังไจบางชนิดก็เป็นปรสิต 

4.1.3 แอคติโนมยัซีส (Actinomycetes)  

แอคติโนมยัซีสเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่าง ท่อน มีเส้นใยแตกแขนงเป็นก่ิงกา้น 
แอคติโนมยัซีสแพร่กระจายเป็นจ านวนมาก ในแหล่งท่ีมีการเน่าเป่ือยของอินทรียวตัถุตลอดจนใน
ส่ิงขบัถ่ายจากสัตว ์พบมากบริเวณผวิหนา้ดินเพราะตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ เจริญไดดี้ในดิน
ท่ีเป็นด่าง การด ารงชีวติส่วนมากเป็นแซโพรไฟท ์แต่บางชนิดเป็นปรสิต ท าใหเ้ กิดโรคกบัมนุษย ์
พืชและสัตวอ่ื์นๆ ได ้ แอคติโนมยัซีสท่ีพบในดินไดแ้ก่ Streptomyces, Nocardia และ 
Streptosporangium เป็นตน้ บทบาทของแอคติโนมยัซีสในดินคือ ท าหนา้ท่ี ยอ่ยสลายสารประกอบ
ท่ีซบัซอ้นในเน้ือเยือ่พืชและ ท าใหส้ารเหล่าน้ีเปล่ียนเป็นสารท่ีมีโมเลกุลเล็กซ่ึงพืชสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ได ้ ช่วยควบคุมสมดุลของจุลินทรียใ์นดิน โดยสร้าง สารปฏิชีวนะ และเอนไซมท์ าลาย
แบคทีเรียและฟังไจในดินได ้แต่บางชนิด เป็นปรสิตของพืช มนุษย ์และสัตวไ์ด ้

4.2 เอนไซมใ์นดิน 

ส าหรับเอนไซมใ์นดิน (soil enzymes) คือกลุ่มของเอนไซมท่ี์ปกติอยูใ่นดิน และมี
บทบาทส าคญัต่อการรักษาระบบนิเวศในดิน คุณสมบติัทางเคมี เอนไซมท่ี์ใชใ้นการบ่งช้ีความ
สมบูรณ์ และสุขภาพดินเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักิจกรรมของจุลินทรีย ์และเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง
กบัวฏัจกัรของสารภายในดิน ไดแ้ก่ วฏัจกัรคาร์บอน คือ dehydrogenase, -glucosidase และ 
cellulose วฏัจกัรไนโตรเจน คือ urease และ protease ส่วนเอนไซม ์phosphatase จะเก่ียวขอ้งกบัวฏั
จกัรของฟอสฟอรัส (ตารางท่ี 1) 
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ตารางท่ี 1 เอนไซมดิ์นท่ีใชบ้่งบอกความสมบูรณ์ของดิน 

เอนไซมใ์นดิน ปฏิกิริยาท่ีเก่ียวขอ้ง กิจกรรมของจุลินทรียท่ี์บ่งช้ี 
Dehydrogenase Electron transport system วฏัจกัรคาร์บอน 
Cellulase การยอ่ยสลายเซลลูโลส วฏัจกัรคาร์บอน 
Urease การยอ่ยสลายยเูรีย วฏัจกัรไนโตรเจน 
Phosphatase ปลดปล่อยฟอสเฟต วฏัจกัรฟอสฟอรัส 

โดยเอนไซมเ์หล่าน้ีจะเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงสารอินทรียใ์นดิน ท าใหเ้กิด
การปลดปล่อยธาตุอาหารออกมาในดิน โด ยแหล่งของเอนไซมภ์ายในดินอาจมาจากจุลินทรีย ์พืช 
หรือส่ิงมีชีวติอ่ืนๆ ท่ีอยูใ่นดิน โดยดินท่ีดีจะเกิดจา กความสมดุลของคุณสมบติัทางเคมี กายภาพ 
และชีวภาพซ่ึงรวมถึงเอนไซม ์(Das and Varma, 2011) ตวัอยา่งกิจกรรมของเอนไซมใ์นดินเช่น 

4.2.1 เอนไซม ์cellulase 

เป็นกลุ่มของเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลายเซลลูโลส โพลีแซคคาไรด ์ท่ีมี

การเช่ือมน ้าตาลกลูโคสดว้ย β-1,4-glycosidic lingkage ไดผ้ลผลิตเป็นน ้าตาลกลูโคส เซลโล

ไบโอส และโอลิโกแซคคาไรด ์โดยเซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรียท่ี์มีมากท่ีสุดในโลกน้ี โดย

เป็นองคป์ระกอบของชีวมวลถึง 50% ดงันั้นการเจริญ และการมีชีวติของจุลินทรียใ์นดินจะข้ึนอยู่

กบัแหล่งคาร์บอนท่ีมีเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบ ดงันั้นแหล่งของเอนไซม ์ cellulose ในดินจะมา

จากซากพืช และจุลินทรียใ์นดินคือ ฟังไจ และแบคทีเรียในดิน ดงั ดงันั้นส่ิงท่ีมีผลกระทบต่อ

จุลินทรียใ์นดินจะมีผลกระทบต่อเอนไซมน้ี์ดว้ย เช่นมีรายงานวา่ถา้ในดินมีปริมาณของ fungicide 

เพิ่มข้ึน จะมีกิจกรรมของเอนไซม ์cellulose ลดลง  

4.2.2 เอนไซม ์dehydrogenase  

เอนไซม ์ dehydrogenase โดยปกติจะอยูใ่นดินชั้นบน เป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งหบั

ระบบหายใจ ซ่ึงส่ิงมีชีวติจะใชใ้นการสร้าง พลงังานส าหรับการด ารงชีวติ โดยจะท าหนา้ท่ีเร่ง

ปฏิกิริยาการออกซิไดซ์สารประกอบอินทรียโ์ดยการเคล่ือนยา้ยอะตอมไฮโดรเจน 2 อะตอม ดงันั้น

จึงสามารถใชเ้อนไซมน้ี์บ่งบอกการท างานของจุลินทรียไ์ด้ เอนไซมส์ามารถบ่งช้ีถึงมลภาวะทางดิน

ท่ีเกิดข้ึนได ้เช่น ดินท่ีมีการปนเป้ือนขอ งน ้าทิ้งจากอุตสาหกรรมเยือ่กระดาษจะมีกิจกรรมของ 



11 
 

dehydrogenase สูง (McCarthy et al., 1994) หรือถา้ดินมีปริมาณสารปราบศตัรูพืชสูงจะมีกิจกรรม

ของเอนไซมน้ี์ต ่า (Baruah and Mishra, 1986) เป็นตน้  

5. การสลายตัวของคลอเรต 

สมชายและคณะ (2544) ไดศึ้กษาการสลายตวัของคลอเรตท่ีผา่น และไม่ผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือ 
จากผลการทดลองพบวา่ ดินท่ีผา่นการฆ่าเช้ือไม่พบการสลายตวัของคลอเรต ในขณะท่ีดินท่ีไม่ได้
ฆ่าเช้ือมีปริมาณของสารโพแทสเซียมคลอเรตต ่ากวา่ปริมาณเร่ิมตน้ จึงสรุปวา่ การสลายตวัของคลอ
เรตในดินเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียใ์นดิน  

Ginkel et al. (1995) และ Wu et al. (2001) สรุปไวว้า่การสลายทางชีวภาพในส่ิงแวดลอ้ม
เกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียใ์นกลุ่ม chlorate reducing bacteria (CRB) โดยจะสลายจาก chlorate 
ไปเป็น chlorite และได ้ chloride กบัน ้าในท่ีสุด ซ่ึง CRB จะใชค้ลอเรตเป็นแหล่งของพลงังานใน
การเจริญ  

6. แบคทเีรียรีดิวส์คลอเรต (Chlorate reducing bacteria) 

แบคทีเรียรีดิวส์คลอเรต (chlorate reducing bacteria; CRB) คือ แบคทีเรียท่ีสามารถใช ้
chlorate (ClO3

-) เป็นตวัรับอิเลคตรอนในกระบวนการหายใจ  โดยแบคทีเรียจะสามารถรีดิวส์ 
chlorate ไปเป็น chlorite โดยเอนไซม ์ chlorate reductase ในขั้นแรก จากนั้นในขั้นท่ี 2 chlorite 
จะแตกตวัเป็น chloride และ ออกซิเจน  โดยมี chlorite dismutase เป็นตวัเร่ง (Oltmann et al., 
1976 และ Rikken et al., 1996) โดยปฏิกิริยาน้ีจะเกิดข้ึนบริเวณ periplasm ดงัแสดงในภาพท่ี 
โดยทัว่ไปแบคทีเรี ยท่ีสามารถรีดิวส์ chlorate ไดจ้ะอยูใ่นกลุ่มของ facultative anaerobe (Logan, 
1998) นอกจากน้ี denitrifying bacteria บางกลุ่มยงัสามารถรีดิวส์ chlorate ไดอี้กดว้ย (Oltmann 
et al., 1976) ตวัอยา่งของแบคทีเรียท่ีมีการรายงานวา่สามารถรีดิวส์คลอเรต ไดแ้ก่ Vibrio 
dechloraticans, Acinetobacter thermotoleranticus (Ginkel et al., 1995) และ Ideonella 
dechloratans (Thorell et al., 2003) ซ่ึงแยกไดจ้ากกากตะกอนน ้าเสียจากระบบบ าบดัน ้าเสีย 
นอกจากน้ี Steinberg et al. (2005) ไดศึ้กษาความแตกต่างในการรีดิวส์ chlorate ของ Pseudomonas 
sp. กบัการรีดิวส์ perchlorate ของ Azospira sp. พบวา่มีความแตกต่างกนัของเอนไซม ์chlorate และ 
perchlorate reductase ภายใตส้ภาวะท่ีมีออกซิเจน 
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ภาพท่ี 1 ปฏิกิริยาการรีดิวส์คลอเรต (Oltmann et al., 1976 และ Rikken et al., 1996) 
 

7. ปัจจัยทีม่ีผลต่อการย่อยสลายคลอเรตโดยจุลนิทรีย์ 

การศึกษาปัจจยัแวดลอ้มท่ีมีผลต่อการยอ่ยสลายคลอเรต Germgard (1989) พบวา่การเติม

ปุ๋ยอินทรียใ์นดินสวนล าไยมีผลต่อการยอ่ยสลายคลอเรต นอกจากน้ี Sutigoolabud (2005) รายงาน

วา่การเติมน ้าตาลในดินส่งผลในอตัราการยอ่ยสลายคลอเรตเกิดไดเ้ร็วข้ึน 

Jiang et al. (2009) ไดศึ้กษาผลของการเติม activated sludge ต่อการยอ่ยสลายคลอเรตใน

ดินท่ี pH และอุณหภูมิต่างๆ กนั พบวา่ อตัราการยอ่ยสลายคลอเรตจะเพิ่มข้ึน เม่ือเพิ่มอุณหภูมิ และ

การยอ่ยสลายคลอเรตจะเกิดไดดี้ท่ี pH เป็นกลาง 

 



อุปกรณ์และวธีิการ 

 

1. อุปกรณ์ 

1.1 ตูป้ลอดเช้ือชนิด Bioharzard (Microflow, USA) 
1.2 ตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิ (Binder, Germany) 
1.3 ตูอ้บลมร้อน (Binder, Germany) 
1.4 เคร่ืองฆ่าเช้ือความดนัไอ (Astell, England) 
1.5 เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง (Mettler-Toledo, Switzerland) 
1.6 เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง (Mettler-Toledo, Switzerland) 
1.7 กลอ้งจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ  (Olympus, Japan) 
1.8 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง Spectrafuge™ 7M Microcentrifuge (Labnet Hermle, USA) 
1.9 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง GENESYS™ 20 (Thermo Scientific, USA) 
1.10 PCR Mastercycler Personal  (Eppendorf, Canada) 
1.11 Electrophoresis  (Labnet, USA) 
1.12 Transluminator  (Bio-rad, USA) 
1.13 ชุดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูป Genomic DNA Mini Kit  (Geneaid, Taiwan) 
1.14 ชุดท า PCR Product ใหบ้ริสุทธ์ิส าเร็จรูป GEL/PCR DNA 

Fragments Extraction Kit  
(RBC Bioscience, Taiwan) 

1.15 อุปกรณ์อ่ืนๆ ไดแ้ก่ 
- จานอาหารเล้ียงเช้ือ 
- หลอดทดลอง 
- บีกเกอร์ 
- ปิเปต 
- กระบอกตวง 
- ขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือ 
- กระดาษกรอง เบอร์ 1, 42 
- เคร่ืองวดัพีเอช 
- ห่วงถ่ายเช้ือ 
- เขม็เข่ียเช้ือ 
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- ปากคีบ 
- สไลด ์
- Microcentrifuge tube 
- PCR reaction tube 
- Micropipette 

 

2. สารเคมี 

 สารเคมี บริษทั 
2.1 Glacial acetic acid Merck, Germany 
2.2 Ammonium dihydrogen phosphate J.T. baker, USA 
2.3 Ammonium sulfate Merck, Germany 
2.4 Boric acid Merck, Germany 
2.5 Carboxymethyl cellulose (CMC) Union Science, Thailand 
2.6 Calcium chloride Merck, Germany 
2.7 Citric acid BDH, England 
2.8 Cobalt chloride UNIVAR, Australia 
2.9 Copper sulfate J.T. baker, USA 
2.10 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) J.T. baker, USA 
2.11 Ferric ammonium sulphate UNIVAR, Australia 
2.12 Ferrous sulphate J.T. baker, USA 
2.13 Folin-Ciocalteu reagent Merck, Germany 
2.14 Glucose monohydrate Merck, Germany 
2.15 Hydrochloric acid UNIVAR, Australia 
2.16 Indigo carmine Sigma, USA 
2.17 Magnesium sulphate UNIVAR, Australia 
2.18 Maleic acid QRec, New Zealand 
2.19 Manganese chloride UNIVAR, Australia 
2.20 Methanol  LAB-SCAN 
2.21 p-nitrophenyl Fluka, Japan 
2.22 p-nitrophenyl phosphate di sodium salt Sigma, Austria 
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2.23 Phenol  Fisher Scientific, UK 
2.24 Potassium chlorate Merck, Germany 
2.25 Potassium chloride EMSURE, Germany 
2.26 Potassium cyanide J.T. baker, USA 
2.27 Potassium ferrocyanide Fisher Scientific, UK 
2.28 di-potassium hydrogen phosphate BDH, England 
2.29 Potassium sodium tartrate CARLO ERBA REAGENTI 
2.30 Sodium acetate Merck, Germany 
2.31 Sodium carbonate Fisher Chemicals, UK 
2.32 Sodium dihydrogen phosphate Merck, Germany 
2.33 Sodium dodecyl sulphate Fisher Chemicals, UK 
2.34 Disodium hydrogen phosphate Fisher Chemicals, UK 
2.35 Sodium hydroxide LABSCAN 
2.36 Sodium hypochlorite Union Science, Thailand 
2.37 Disodium molybdate J.T. baker, USA 
2.38 Sodium nitroprusside Merck, Germany 
2.39 Sulfuric acid LABSCAN 
2.40 Trichloroacetic acid Merck, Germany 
2.41 Triphenyl formazan Sigma, Japan 
2.42 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride Merck, Germany 
2.43 Tris (hydroxyl methyl) amino methane Vivantis, USA 
2.44 Tyrosine Fluka Biochemike, Switzerland 
2.45 Urea  CODEX CARLOERBA 
2.46 Zinc sulphate J.T. baker, USA 
2.47 สารเคมีท่ีใชใ้นการยอ้มแกรม (Bio-Medical Laboratory, ประเทศไทย) 
2.48 สารละลาย/สารเคมี ท่ีใชใ้นการสกดัดีเอน็เอ (Geneaid, Taiwan) 
2.49 สารเคมี ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ  
 - PCR Master Mix 

- 16S rDNA primer คือ 27F และ 1522R 
(Fermentas, USA) 
(Operon, Germany) 

2.50 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า electrophoresis  
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 - Loading dye  
- GeneRuler ™100 bp Plus DNA Ladder  
- สารละลาย Gel star  
- Agarose gel  

( Fermentas, USA) 
( Fermentas, USA) 
(Lonza, Switzerland) 
Vivantis, USA 

2.51 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า PCR purification (BC Bioscience, Taiwan) 
3. อาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์ (ภาคผนวด ข) 

3.1. mineral salts medium (Ginkel et al., 1995)  

3.2 nutrient broth (Criterion, Hardy Diagnostic, USA) 

3.3 nutrient agar (Criterion, Hardy Diagnostic, USA) 

3.4 Starch casein agar 

3.5 Streptomycin rose Bengal agar  

 

4. วธีิการทดลอง 

4.1 การส ารวจและเก็บตวัอยา่งดินจากสวนล าไย 

เก็บตวัอยา่งดินจากสวนล าไยในพื้นท่ี จ.เชียงใหม่ โดยเป็นสวนท่ีมีการใชส้ารคลอเรต

เพื่อเร่งการออกดอกนอกฤดูกาลของล าไย  

4.2 การตรวจวเิคราะห์คุณสมบติัของตวัอยา่งดิน 

4.2.1 การวเิคราะห์ทางเคมี และทางกายภาพ 

1) วดัความเป็นกรดด่างของดิน (Kalra, 1995) 

2) วเิคราะห์ความช้ืน  

3) วเิคราะห์ปริมาณคลอเรต (Chiswell and Keller-Lehmann, 1993) 

4.2.2 การวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซมใ์นดิน (ภาคผนวก ค) 
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1) Dehydrogenase activity  

2) Urease activity  

3) phosphatase 

4) Protease activity 

5) Cellulase activity  

4.2.3 การวเิคราะห์ปริมาณจุลินทรียใ์นตวัอยา่งดิน 

ตรวจนบัปริมาณเช้ือแบคทีเรีย เช้ือแอคติโนมยัซีส และเช้ือรา โดยวธีิ serial dilution 

plate count บนอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar (ผสม nystatin) sodium caseinate agar และ 

streptomycin rose bengal agar ตามล าดบั 

4.3 คดัแยก chlorate reducing bacteria จากดินในสวนล าไย 

น าตวัอยา่งดินมาผา่นขั้นตอน enrichment โดยการดดัแปลงวธีิของ Ginkel et al. (1995) 
และแยกเช้ือโดยการท า serial dilution ใน agar tube และบน agar plate (Bruce et al., 1999) น าเช้ือ
แบคทีเรียท่ีเจริญข้ึนมาไปท าใหบ้ริสุทธ์ิ และเก็บไวศึ้กษาในขั้นตอนต่อไป 

4.4 การทดสอบการสลายคลอเรต และการผลิตเอนไซมโ์ดยแบคทีเรียรีดิวส์ในระดบัหลอด
ทดลอง 

4.4.1 น าเช้ือแบคทีเรียรีดิวส์ท่ีบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากดิน มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีความ
เขม้ขน้ของโพแทสเซียมคลอเรต 200 มิลลิกรัม/ลิตร และมีค่าพีเอชของอาหารท่ีแตกต่างกนัคือ 5, 7 
และ 8 นาน 24 ชัว่โมง น าน ้าเล้ียงเช้ือไปวเิคราะห์ปริมาณคลอเรต 

4.4.2 น าเช้ือแบคทีเรียรีดิวส์ท่ีบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากดิน มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีความ
เขม้ขน้ของโพแทสเซียมคลอเรต 200 มิลลิกรัม/ลิตร และน ้าตาลกลูโคส 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมี
ค่าพีเอชของอาหารเท่ากบั 7 นาน 24 ชัว่โมง น าน ้าเล้ียงเช้ือไปวเิคราะห์ปริมาณคลอเรต 

5. การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียรีดิวส์คลอเรต 
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น าเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการสลายคลอเรต มาจ าแนกชนิดโดยใชคุ้ณสมบติั
ทางสรีรวทิยา และการใชเ้ทคนิคทางอณูชีววทิยา 

5.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้ 

น าเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีไดม้าท าการยอ้มสีแบบแกรม (Gram’s staining) เพื่อศึกษา
ลกัษณะสัณฐานวทิยา รูปร่าง และการติดสีแกรม ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ 
(Compound microscope) ก าลงัขยายของภาพ 1000 เท่า  

5.2 การจ าแนกชนิดเช้ือแบคทีเรีย โดยการหาล าดบัเบส 16S rRNA  

5.2.1 การสกดัดีเอน็เอของเช้ือแบคทีเรีย  

น าเช้ือบริสุทธ์ิเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร NB แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นแยกเซลลแ์บคทีเรียออกจากอาหาร NB โดยการน าไปป่ัน เหวีย่ง 10,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เซลลแ์บคทีเรียจะตกตะกอนอยูท่ี่กน้ Microcentrifuge tube ท าการสกดัดี
เอน็เอของเช้ือแบคทีเรียดว้ยชุดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูป Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured 
Cell) (Geneaid, Taiwan) 

5.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิ ค PCR (Polymerase chain reaction) และตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิของผลิตภณัฑ์  PCR (PCR product) ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส (agarose gel 
electrophoresis)   

น าดีเอน็เอของเช้ือแบคทีเรียมาเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ดว้ยเคร่ือง PCR Mastercycler 
Personal โดยใช ้ primer คือ 27F (5'AGAGTTTGATCMTGG CTCAG-3') และ1522R (5'- 
AAGGAGGTGATCCRCCGCA -3') จากนั้นตรวจสอบ PCR product ดว้ย agarose gel 
electrophoresis โดยน าเจลไปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตดว้ยเคร่ือง Dark readerท าให้
สังเกตเห็นแถบของดีเอน็เอปรากฏข้ึน จากนั้นน า PCR product ของช้ินส่วน 16S rDNA ท่ีไดม้าท า
ใหบ้ริสุทธ์ิ ดว้ยชุด GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) ดีเอน็เอ
บรรจุอยูภ่ายใน Microcentrifuge tubeและน าไปเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส  

5.2.3 การจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรีย โดยการหาล าดบัเบสในส่วนของยนี 16S rRNA  

น า PCR product ท่ีท าใหบ้ริสุทธ์ิแลว้วเิคราะห์หาล าดบัเบสในส่วนของยนี 16S rRNA โดย
ในการวจิยัคร้ังน้ีไดจ้ดัส่งไปหาล าดบัเบสท่ีบริษทั First BASE Laboratories ณ ประเทศมาเลเซีย 
แลว้น าล าดบัเบสท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล โดยใชโ้ปรแกรม BLAST ของ The National 
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Center for Biotechnology Information (NCBI) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่อระบุสายพนัธ์ุ
ของเช้ือแบคทีเรีย 

 

6. ศึกษาผลของการใช้เช้ือบริสุทธ์ิของแบคทเีรียรีดิวส์คลอเรตต่อการสลายคลอเรตในตัวอย่างดิน 
จ านวนจุลนิทรีย์ในดิน และกจิกรรมของเอนไซม์ในดิน 

6.1 ผลของพเีอชของดิน 

6.1.1 น าตวัอยา่งดิน มาผสมกบัโพแทสเซียมคลอเรตใหมี้ความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อ
ดิน 1 กิโลกรัม จากนั้นน าดินดงักล่าว ปริมาณ 100 กรัม ใส่ในขวดปราศจากเช้ือขนาด 500 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชใหเ้ท่ากบั 5, 7 และ 8 เติมเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิลงไป ปริมาณต่างๆกนั บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
เก็บตวัอยา่ง ท่ีระยะเวลา 0, 7, 14, และ 21 วนั (Jiang et al., 2009)  

6.2 น าตวัอยา่งดินท่ีช่วงเวลาต่างๆ มาวเิคราะห์ปริมาณคลอเรต ปริมาณจุลินทรีย ์และท า
การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมใ์นดิน 

 



ผลการทดลอง 

 

1. ข้อมูลการส ารวจและเกบ็ตัวอย่างดินสวนล าไย 

 จากการส ารวจเก็บตวัอยา่งดินในพื้นท่ี อ .สันทราย อ .พร้าว และ อ .จอมทอง  จ.เชียงใหม่
จ  านวน 11 สวน ซ่ึงมีการปลูกล าไยจ านวน 30-100 ตน้ต่อสวน พบวา่ทุกสวนมีประวติัการใชส้าร
โพแทสเซียมคลอเรตเพื่อเร่งการออกดอกของล าไยในการผลิตล าไยนอกฤดูกาล โดยใหเ้หตุผลใน
การใชง้านใกลเ้คียงกนัคือล าไยนอกฤดูมีราคาสูงกวา่ในฤดู ซ่ึงการใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรตน้ีจะ
มีการใส่ใหต้น้ล าไยตั้งแต่เดือนธนัวาคม ปริมาณโดยเฉล่ียท่ีใชคื้อ 1 กิโลกรัมต่อตน้ ดว้ยวธีิการผสม
น ้าราดรอบตน้ล าไย จ านวนคร้ังท่ีใหมี้ตั้งแต่ 2 คร้ัง จนถึง 15 คร้ังต่อปี   
 
2. ผลการวเิคราะห์คุณสมบัติของตัวอย่างดินสวนล าไย 

 จากการเก็บตวัอยา่งดินทั้งส้ิน 47 ตวัอยา่ง จากสวนล าไยจ านวน 11 สวน เม่ือน ามา
วเิคราะห์คุณสมบติัของดินทางกายภาพ คือ ความเป็นกรดด่าง และความช้ืน และวเิคราะหื
คุณสมบติัทางชีงฃวภาพคือ กิจกรรมของเอนไซมใ์นดิน และปริมาณ เช้ือจุลินทรียใ์นดินไดผ้ลการ
ทดลองดงัต่อไปน้ี  

 2.1 ความเป็นกรดด่างของตัวอย่างดิน 

 ค่าความเป็นกรดด่างของดินจากสวนล าไย มีค่าเฉล่ียท่ีเป็นกลาง คือ ค่าพีเอชอยูท่ี่ 6.9-7.9 
จากการเก็บตวัอยา่งดินสวนละ 3-10 จุด ดงัแสดงในตารางท่ี 1 

2.2 ความช้ืนของตวัอยา่งดิน 

ความช้ืนของตวัอยา่งดินค านวณในค่าของ เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน โดยตวัอยา่งดินท่ีเก็บมาทั้ง 
47 ตวัอยา่ง จากความลึก 15 เซนติเมตร มีความช้ืนอยูท่ี่ 3.9-13.0% (ตารางท่ี 2) 

2.3 ปริมาณคลอเรตในตวัอยา่งดิน 

ในการวเิคราะห์ปริมาณคลอเรตหลงัจากมีการเติมคลอเรตนาน 6 เดือน มีปริมาณคลอเรตต
กคา้งในดิน 0.2-1.3 ppm (ตารางท่ี 2) 
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ตารางท่ี 2 ค่าความเป็นกรดด่าง ความช้ืน และปริมาณคลอเรตของดินสวนล าไย จ านวน 11 สวน 

สวนล าไยท่ี จ  านวนตวัอยา่ง ค่าพีเอช ความช้ืน (%) ปริมาณคลอเรต (ppm) 
1 11 6.90.2 12.6 28.824.5 
2 5 7.20.1 10.2 10.68.8 
3 3 7.60.1 9.6 5.85.3 
4 3 7.50.1 5.8 7.21.5 
5 3 7.40.1 7.0 5.52.0 
6 3 7.30.0 7.9 31.79.9 
7 5 7.40.1 10.5 7.38.6 
8 3 7.40.1 3.9 1.21.1 
9 5 7.30.1 9.3 4.92.2 

10 3 7.40.0 11.0 10.05.6 
11 3 7.40.1 13.0 6.83.8 

จากการวเิคราะห์ขอ้มูลทางกายภาพชองตั วอยา่งดินท่ีเก็บจากสวนล าไยคร้ังน้ี ในกรณีของ
ความเป็นกรดด่งของดินซ่ึงแสดงในค่าพีเอช แสดงใหเ้ห็นวา่ดินจากสวนล าไยท่ีมีการใชค้ลอเรตต่อ
เน่ืองกนัเป็นระยะเวลานานนั้นมีค่าพีเอชเป็นกลาง สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ รุจิรา และคณะ 
(2554 )  ซ่ึงไดท้  าการวเิคราะห์ค่าพีเอช ควา มช้ืน รวมทั้งปริมาณคลอเรตตกคา้งในดิน  โดยใช้
ตวัอยา่งดิน 3 กลุ่ม คือ ดินท่ีไม่มีการใชค้ลอเรต ดินท่ีใชค้ลอเรตติดต่อกนันานเกิน 5 ปี และกลุ่ม
สุดทา้ยคือดินท่ีใชค้ลอเรตติดต่อกนันาน 2 ปี และหยดุใชเ้ป็นระยะเวลานาน 3 ปี สรุปรายงานไวว้า่ 
ความเป็นกรดด่างของดินท่ีระดบัความลึก 0-15 เซนติเมตร มีค่าพีเอชเป็นกลาง และดินแต่ละกลุ่มมี
ค่าพีเอช และความช้ืนในดินไม่แตกต่างกนัในเชิงสถิติ แต่ตรวจไม่พบคลอเรตท่ีดินระดบัความลึกน้ี 
โดยใหเ้หตุผลไวว้า่ เน่ืองจากการเก็บตวัอยา่งดินท่ีมีการใชค้ลอเรต เป็นการเก็บภายหลงัจากมีการ
ใส่สารลงไปแลว้ 203 วนั จึงอาจเกิดการสลายตวัไปตามธรรมชาติ ในขณะท่ีการวจิยัคร้ังน้ีตรวจพบ
คลอเรตตกคา้งในตวัอยา่งดินอยูเ่ฉล่ียอยา่งนอ้ย 1.2 พีพีเอม็ ซ่ึงเป็นตวัอยา่งดินท่ีเก็บหลงัจากมีการ
ใส่คลอเรตนาน 6 เดือน อาจเป็นเพราะจ านวนคร้ังท่ีใส่ต่อปีมากกวา่ และมีระยะการใชต่้อเน่ืองมา
ตลอด 
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2.4 กิจกรรมของเอนไซมใ์นดิน 

จากการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัวฏัจกัรสารในดิน และแสดงถึงความ
สมบูรณ์ของดิน ไดแ้ก่ dehydrogenase urease phosphatase protease และ cellulose นั้น ไดผ้ลดงั
แสดงในตารางท่ี 2 

 
การวคิราะห์ปริมาณจุลนิทรีย์ในตัวอย่างดิน 

จากการตรวจปริมาณเช้ือแบคทีเรีย เช้ือรา และแอคติโนมยัซีท ในอาหาร nutrient agar 
ผสม nystatin (NA) streptomycin rose bengal agrar (SRA) และ starch casein agar (SCA) (ภาพท่ี 
1) โดยปริมาณของเช้ือแบคทีเรียท่ีพบในตวัอยา่งอยูท่ี่ 4.6-6.6 Log CFU ต่อกรัมดิน จ านว นแอคติ
โนมยัซีท 2.8-5.3  Log CFU ต่อกรัมดิน และมีปริมาณเช้ือราอยูใ่นช่วง 2.3-4.4 Log CFU ต่อกรัมดิน 
(ภาพท่ี 2) 

ตารางท่ี 3 กิจกรรมของเอนไซมใ์นตวัอยา่งดินสวนล าไย 

สวนล าไยท่ี กิจกรรมของเอนไซมใ์นดิน 
Dehydrogenase Urease Phosphatase Protease Cellulose  

1 1.2 0.4 0.5 8.6 1.2 
2 0.5 1.0 0.5 6.9 1.2 
3 1.4 0.4 4.4 7.2 1.1 
4 0.4 0.5 2.0 7.7 4.4 
5 0.5 0.5 3.8 8.8 2.0 
6 0.5 1.0 2.9 8.6 3.8 
7 1.0 0.5 0.4 5.5 2.9 
8 1.0 0.5 1.0 10.3 0.4 
9 0.4 0.5 1.0 5.2 0.4 

10 0.5 1.4 0.4 5.5 1.4 
11 1.0 1.0 0.5 5.5 0.9 
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แบคทีเรีย เช้ือรา แอคติโนมยัซีท 

ภาพท่ี 2 ลกัษณะการเจริญของเช้ือจุลินทรียจ์  าเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 
 

 
ภาพท่ี 3 ปริมาณเช้ือจุลินทรียเ์ฉล่ียในตวัอยา่งดิน 
 
การคัดแยก chlorate reducing bacteria จากดินสวนล าไย และกากตะกอนน า้เสีย 

หลงัจากการท าการ enrichment ตวัอยา่งดินในอาหาร minimal medium และท ามาแยกเช้ือ
แบคทีเรียอีกคร้ังใน agar tube และ agar plate ซ่ึงมีการเติมโพแทสเซียมคลอเรต 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีเจริญไดใ้นอาหารดงักล่าว ไดท้ั้งสิน 59 ไอโซเลต จากการ
ทดสอบเบ้ืองตน้เป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างท่อน จ านวน 47 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียแกรม
บวกรูปร่างท่อนและมีการสร้างสปอร์ 4 ไอโซเลต อีก 8 ไอโซเลตเป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่าง
กลม  

เม่ือน าเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดม้าทดสอบความสามารถในการสลายคลอเรตในอาหารเหลว
ท่ีมีการเติมโพแทสเซียมคลอเรตความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ พบวา่ การสลายโพแทสเซียมคลอเรตท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง เช้ือทั้ง 59 ไอโซเลต สามารถสลายคลอเรตได ้86-98 
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เปอร์เซ็นต ์โดยมีเช้ือแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ท่ีมีประสิทธิภาพในการสลายคลอเรตไดม้ากกวา่ 95 
เปอร์เซ็นต ์คือ 9-5F, C2-3B และ K7-5C โดยสามารถสลายได ้98.1, 97.2 และ 97.0 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดบั 
 
ผลการศึกษาผลของความเป็นกรดด่าง การเติมน ้าตาลกลูโคสต่อการยอ่ยสลายคลอเรต 

เม่ือน าเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต มาศึกษาผลของความเป็นกรดด่างต่อการสลายคลอเรต 
ในอาหารเหลวท่ีมีค่าพีเอช 5, 7 และ 9 พบวา่ เช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตท่ีทดสอบ มีความสามารถ
ในการยอ่ยสลายคลอเรตท่ีสภาวะท่ีเป็นกรด และด่างต ่ากวา่ในสภาวะท่ีเป็นกลาง รวมทั้งในสภาวะ
ท่ีมีการเติมน ้าตาลกลูโคสลงไป ดงัแสดงใน ตารางท่ี 4  ซ่ึงจากผลการทดลองน้ีในเร่ืองของผลของ
ความเป็นกรดด่างต่อการสลายคลอเรตนั้นสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Jiang et al. (2009) ซ่ึงได้
รายงานสภาวะท่ีเหมาะสมของการสลายคลอเรตในดินท่ีมีการเติมกากตะกอนจุลินทรียคื์อ ค่าพีเอช
ท่ีเป็นกลาง แต่ส าหรับการเติมน ้าตาลกลูโคสซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนของการเจริญของจุลินทรียล์งไป 
ทั้งในงานวจิยัของ Ongprasert et al. (2002) รวมทั้ง Jiang et al. (2009) ไดเ้คยทดสอบการใส่
สารละลายกากน ้าตาลลงไปในดินเพื่อดูผลต่อการสลายคลอเรตพบวา่การเติมกากน ้าตาลส่งเสริม
การสลายตวัของคลอเรต แต่ในการทดลองในอาหารเหลว minimal medium ใหผ้ลในเชิงลบต่อการ
สลายคลอเรต ทั้งน้ีอาจเน่ื องมาจากเมแทบอลิซึมของของเช้ือแบคทีเรียท่ีสลายคลอเรตซ่ึงไดท้ราบ
ภายหลงัวา่เป็นเช้ือแบคทีเรียในจีนสั Pseudomonas sp. เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีจะใชน้ ้าตาลผา่น
กระบวนการออกซิเดชัน่ ดงันั้นในกระบวนการดงักล่าวจะใชอ้อกซิเจนท าหนา้ท่ีเป็น electron 
acceptor ในขณะท่ีสารประกอบคลอเรตซ่ึงในเช้ือแบคทีเรียใชเ้ป็น electron acceptor เช่นเดียวกนั 
(Weelink et al., 2008; Coates et al., 1999) จึงถูกสลายไปไดน้อ้ย  
 
ตารางท่ี 4 การสลายคลอเรตในระดบัหลอดทดลองของเช้ือแบคทีเรียทีคดัเลือกได้ 
Isolate no. เปอร์เซนตก์ารสลายคลอเรต* 

pH5 pH7 pH9 เติมกลูโคส 
9-5F1 90.1 98.1 74.5 89.6 
C2-3B 89.2 97.2 88.6 89.4 
K7-5C 91.6 97.0 87.7 88.9 
* ค่าเฉล่ีย (n=2) 
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จากนั้นไดท้  าการศึกษาความสามารถของเช้ือแบคทีเรีย 3 ไอโซเลตน้ี ในการยอ่ยสลายคลอ
เรตในตวัอยา่งดิน โดยปรับใหดิ้นมีค่าพีเอชท่ีเร่ิมตน้แตกต่างกนัคือ 5, 7 และ 8 ท่ีระยะเวลาทดสอบ
นาน 7 วนั พบวา่ ในตวัอยา่งดินท่ีมีการเติมเช้ือแบคทีเรียยอ่ยสลายคลอเรตลงไปมีอตัราการยอ่ย
สลายคลอเรตสูงกวา่ดินท่ีไม่เติมเช้ือแบคทีเรียลงไป ดงัแสดงใน  ตารางท่ี 5 โดยการสลายคลอเรต
ความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในแต่ละค่าพีเอชไม่มีค วามแตกต่างกนัเม่ือมีการเติมเช้ือ
แบคทีเรียลงไป ดงัแสดงใน ตารางท่ี 5 และในตวัอยา่งดินท่ีไม่มีการเติมเช้ือก็มีการสลายตวัของคลอ
เรตดว้ยเช่นกนั เน่ืองจากในการเตรียมตวัอยา่งดินคร้ังน้ีไม่มีการฆ่าเช่ือตวัอยา่งดินก่อน ดงันั้นใน
ตวัอยา่งดินน้ีจึงมีเช้ือจุลินทรียท์ั้งเช้ือแบคทีเรีย เช้ือรา ยสีต ์และแอคติโนมยัซีทอยูก่่อนหนา้น้ีอยู่
แลว้โดยประมาณ คือ 105-107 CFU ต่อกรัมของดิน ซ่ึงเป็นขอ้มูลท่ีเก็บไวก่้อนท่ีจะมีการเติมเช้ือ
แบคทีเรียท่ีทดสอบลงไป ซ่ึง Ongprasert et al. (2002) ไดส้รุปไวว้า่จุลินทรียใ์นดินมีบทบาทส าคญั
ในการสลายคลอเรตในดิน โดยไดส้รุปจากการศึกษาการสลายตวัของคลอเรตในดินท่ีฆ่าเช้ือ และ
ไม่ไดฆ่้าเช้ือ อยา่งไรก็ดีในการทดลองน้ีจะเห็นไดว้า่เม่ือมีการเติมเช้ือแบคทีเรียทดสอบลงไป อตัรา
การสลายคลอเรตจะเพิ่มข้ึนอยา่งชดัเจน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากความสามารถของเช้ือท่ีลงไปร่วมกบั
เช้ือท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติของดิน หรืออาจเกิดจากในดินท่ีมีการเติมเช้ือลงไปท าใหมี้ปริมาณเช้ือ
มากกวา่ดินท่ีไม่ไดเ้ติม ซ่ึงจะตอ้งมีการท าการศึกษาเพิ่มเติมต่อไปวา่หากใชดิ้นท่ีผา่นการฆ่าเช้ือใน
การทดลอง เช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตน้ีจะยงัสามารถสลายคลอเรตในดินไดห้รือไม่ 

 
ตารางท่ี 5 การสลายคลอเรตในตวัอยา่งดินของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ 
Isolate no. เปอร์เซ็นตก์ารสลายคลอเรต (±SD)* 

pH5 pH7 pH9 
Control 40.5±0.3b 50.5±0.8b 39.5±1.2b 
9-5F1 92.3±0.5a 93.4±0.8a 93.5±1.1a 
C2-3B 90.4±0.7a 93.7±0.1a 93.3±0.9a 
K7-5C 93.3±2.8a 92.4±1.0a 92.0±1.0a 
* Mean±SD (n=3) 
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การจ าแนกชนิดของ chlorate reducing bacteria 
จากการจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียสลายคลอเรต โดยการศึกษาลกัษณะพื้นฐานทาง

สรีรวทิยา พบวา่ทั้ง 3 ไอโซเลตน้ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบ และรูปร่างเป็นท่อน ซ่ึงเม่ือจ าแนกชนิด
โดยการหาล าดบัเบสของยนี 16S rRNA เทียบความเหมือนกบัฐานขอ้มูลล าดบัเบสใน GenBank 
โดยใชโ้ปรแกรม BLAST ของ The National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www. ncbi.nlm.nih.gov) พบวา่ เช้ือทั้ง 3 ไอโซเลตน้ีมีความคลา้ยกบั Pseudomonas sp. (96-
99%) ดงัแสดงในตารางท่ี และภาพท่ี ซ่ึงจากรายงานของ Logan (1998) และ Steinberg และคณะ 
(2005) กล่าวไวว้า่เช้ือแบคทีเรีย Proteus, Pseudomonas และ Rhodobacter เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ี
สามารถใช ้หรือสลายคลอเรตได ้แต่ในการสลายคลอเรตโดยแบคทีเรียเหล่าน้ีมกัถูกยบัย ั้งโดย
ออกซิเจน ยกเวน้แต่จีนสั Pseudomonas เท่านั้น ซ่ึงจากขั้นตอนในการแยกไม่ไดใ้ชส้ภาวะท่ีไร้
ออกซิเจนดงันั้นโอกาสเป็นไปไดสู้งท่ีเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรสลายคลอเรตท่ีแยกได้
คือ เช้ือแบคทีเรียในจีนสั Pseudomonas เพราะไม่ถูกยบัย ั้งโดยออกซิเจน 
 

ตารางที่ 6 การจ าแนกชนิดของ chlorate reducing bacteria 

ช่ือ 
ไอโซ
เลต 

ลกัษณะโคโลนี การติดสีแกรม ชนิดของเช้ือแบคทีเรีย 

9-5F1 

  

Pseudomonas sp. HR 26 

C2-3B 

  

Pseudomonas sp. 
bD39(2011) 

K7-5C 

  

Pseudomonas sp. B3(2010)  
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GAGCGGCAGCGGGTCCTTCGGGATGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
AGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATAC
GTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGT
CGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCT
GAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGCTAGTTAA
TACCTGGTTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCG
CCCGCGG 

ภาพที ่ 4 ล าดบัเบสของเช้ือแบคทีเรีย ไอโซเลท 9-5F-1 (ความยาว 461 คู่เบส ) เปรียบเทียบกบั
ฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ  Pseudomonas 
sp. HR 26 99% 
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GAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACG
TCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTC
GGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG
AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAAT
ACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGC
GTAGGTGGTTTGGTAAGATGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATC
CATAACTGCCTGACTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATAC
TGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCT
AACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGGGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACCCC
GAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCCCGAACCTTGCAGAAATTCCGAGGGTGCC
TTTCGGGAATCGGAACACAGGTGCTTGCAGGGCTTGCCTCCAGCTCCGTGCCGCGAG
ATGTTGGGGTT 

ภาพที ่ 5 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย ไอโซเลท C2-3B  (ความยาว 1031 คู่เบส ) 
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
Pseudomonas sp. bD39(2011) 98% 
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TCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC

TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATA

CGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGG

TCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTC

TGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG

CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGT

GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTT

AATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAG

CAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG

CGCGTAGGTGGTTTGGTAAGATGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC

ATCCATAACTGCCTGACTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGG

TGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGA

TACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

TCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCA

ACCTAACGCGATAAAGTCGACCCGCCTGGGGAAGTACGGGCCGCAAGGGTAAAAAC

TCAAATTGAATTGACGGGGGGCCCCGCACAAGCCGGTGGAAGAATGTGGGTTTAATT

TCGAAGCAACCGCGAAAAAACCTTTACCTGGGCCTTTGACATTGTCCCGGAAACCTT

TGCAAGAGATTGCAAGGGTGTGCCTTCGCGGAAATCCGGAAACACAAGGTTGCTTGC

ATGGGCTTGTCCGTCAGCCTCGTGTGTCCTG 

ภาพที ่ 6 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย ไอโซเลท K7-5C (ความยาว 1051 คู่เบส ) 
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI โดยแสดงความเหมือนต่อล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
Pseudomonas sp. B3(2010)  

 



สรุปผลการทดลอง 
 

 1. จากงานวจิยัพบปริมาณของเช้ือแบคทีเรียท่ีพบในตวัอยา่งอยูท่ี่ 4.6-6.6 Log CFU ต่อกรัม
ดิน จ านวนแอคติโนมยัซีท 2.8-5.3  Log CFU ต่อกรัมดิน และมีปริมาณเช้ือราอยูใ่นช่วง 2.3-4.4 
Log CFU ต่อกรัมดิน คุณสมบติัทางกายภาพและเคมีพบวา่ ดินมีค่าพีเอชอยใ่นช่วง 6.9-7.6 ปริมาณ
คลอเรตในดินไม่เกิน 10 พีพีเอม็ และในตวัอยา่งดินตรวจพบเอนไซมดิ์นท่ีเก่ียวขอ้งกบัวฏัจกัรสาร 

2. สามารถคดัแยก chlorate reducing bacteria ท่ีมีประสิทธิภาพในการสลายคลอเรตไดสู้ง
จ านวน 3 ไอโซเลท โดย  การจ าแนกชนิดเช้ือแบคทีเรีย โดยการหาล าดบัเบส 16S rRNAพบวา่ มี
ความใกลเ้คียงกบั Pseudomonas sp. 
 3. อุณหภูมิท่ีทดสอบวา่เช้ือสามารถสลายคลอเรตไดใ้นอตัราสูงท่ีสุดคือ 37 องศาเซลเซียส  
และในดินทีมีมีค่าพีเอชท่ี 7  
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ภาคผนวก ก 

ข้อมูลพืน้ทีเ่กบ็ตัวอย่างดินสวนล าไย 

1. เจ้าของสวน คุณอาทิตย ์จุมแกว้  บ้านเลขที ่195 ม. 3  ต.แม่แฝก อ.สันทราย จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 1 ไร่ 2 งาน        จ านวนต้นล าไย  30 ตน้      อายุต้นล าไย   10  ปี    

การใส่ปุ๋ย ปุ๋ยสูตร 25-0-7 และมูลไก่ 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต และปุ๋ยข้ีไก่ ใส่ 2 คร้ังต่อ 1 ปี 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  ท  าใหต้น้ล าไยสูงข้ึน มีการเจริญเติบโตดี มีผลผลิตสูงข้ึน   

 

2. เจ้าของสวน คุณ ปราณี  จนัตะ๊วงค ์ ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 4 ไร่       จ านวนต้นล าไย 100 ตน้  อายุต้นล าไย 20 ปี  การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-15 ,13-13-21 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน กรกฎาคม โดยใชค้วาม

เขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1 kg/ตน้ เพื่อเร่งใหล้ าไยออกดอกนอกฤดูกาล 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  ท  าใหไ้ดผ้ลผลิตมากข้ึน ลูกดก และผวิสวย 

 

3. เจ้าของสวน คุณ สุธรรม อุดอารมณ์  ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 1ไร่ 2 งาน       จ านวนต้นล าไย  25  ตน้  อายุต้นล าไย  12 ปี   

การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-15 ,18-24-24 และปุ๋ยชีวภาพ 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน พฤษภาคม ท าการใส่ 7 

คร้ัง  โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 0.5 kg/ตน้ น ามาผสมน ้าแลว้ฉีดพน่รอบๆ ตน้ล าไย 
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เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล  ลูกดก และผวิสวย 

4. เจ้าของสวน คุณ พนสัชยั  เตจะ๊  ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 2 ไร่       จ านวนต้นล าไย 30 ตน้  อายุต้นล าไย 15 ปี  การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-15  

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน มิถุนายน ท าการใส่สาร

จ านวน 6 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 2 kg/ตน้ ราดบริเวณรอบๆทรงพุม่ล าไย 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 

 

5. เจ้าของสวน คุณ ค าปัน ปัญญาจกัร  ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 2 ไร่  2 งาน     จ านวนต้นล าไย  56 ตน้  อายุต้นล าไย  10 ปี   

การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-15, 5-3-4 และ ปุ๋ยคอก  

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน พฤษภาคม ท าการใส่ สาร

จ านวน  15 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1-2 kg/ตน้  น ามาท าราดบริเวณรอบๆ

ทรงพุม่ล าไย 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 

 

6. เจ้าของสวน คุณ จนัค า  อินถานนัท ์ ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 1 ไร่ 2 งาน       จ านวนต้นล าไย 12 ตน้  อายุต้นล าไย  8  ปี   

การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-15, 13-21-0 และ ปุ๋ยคอก 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน พฤษภาคม ท าการใส่สาร

จ านวน 4 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1 kg/ตน้ ราดบริเวณรอบๆทรงพุม่ล าไย 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 
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7. เจ้าของสวน คุณจนัทร์แกว้ ถาวร  ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 1 ไร่ 55 ตารางวา       จ านวนต้นล าไย 30 ตน้  อายุต้นล าไย 15 ปี  การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยคอก, ปุ๋ยชีวภาพ 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน ธนัวาคม ท าการใส่สาร

จ านวน   7 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1 kg/ตน้ ราดบริเวณรอบๆทรงพุม่ล าไย 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 

 

8. เจ้าของสวน คุณสาย  กนัยารัด ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 2 ไร่ 1 งาน      จ านวนต้นล าไย 60 ตน้  อายุต้นล าไย   12   ปี  

 การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-15 , ปุ๋ยคอก และปุ๋ยชีวภาพ 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน ธนัวาคม ท าการใส่สาร

จ านวน 5 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1 kg/ตน้ล าไยตน้เล็ก  และท่ีความเขม้ขน้ 

1.5 kg/ตน้ล าไยตน้ใหญ่ราดบริเวณรอบๆทรงพุม่ล าไย บางคร้ังก็ท าการฉีดพน่สลบักบัการราด 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 

 

9. เจ้าของสวน คุณ บุญเท่ง  แดงด า  ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 2 ไร่          จ านวนต้นล าไย  50 ตน้     อายุต้นล าไย  18 ปี   

การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-15,4-16-0, 12-6-33, ปุ๋ยคอกและปุ๋ยชีวภาพ 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน ธนัวาคม  ท าการใส่สาร

จ านวน 10 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1-2 kg/ตน้ ราด บริเวณรอบๆทรงพุม่

ล าไย 
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เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 

10. เจ้าของสวน คุณจนัทร์นวล  สละดีจนัทร์  ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต .แม่สอย อ .จอมทอง 

จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 5 ไร่ 2 งาน       จ านวนต้นล าไย  100  ตน้  อายุต้นล าไย  22 ปี   

การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 25-7-7, 0-0-60, ปุ๋ยชีวภาพ, ปุ๋ยคอกและข้ีคา้งคาว 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน ธนัวาคม ท าการใส่สาร

จ านวน 10 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1-1.5 kg/ตน้ ราดบริเวณรอบๆทรงพุม่

ล าไย 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 

 

11. เจ้าของสวน คุณดา  คณะเป็ง   ต าแหน่งทีเ่กบ็ บา้นหนองคนั ต.แม่สอย อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่  

พืน้ที ่ 4 ไร่ 2 งาน       จ านวนต้นล าไย  104  ตน้  อายุต้นล าไย  22 ปี   

การใส่ปุ๋ย  ปุ๋ยสูตร 15-15-30, 15-15-60, ปุ๋ยชีวภาพและ ปุ๋ยคอก 

การใช้สารกลุ่มคลอเรต  ใชส้ารโพแทสเซียมคลอเรต โดยเร่ิมใชส้ารในช่วงเดือน ธนัวาคม ท าการใส่สาร

จ านวน  5 คร้ัง โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารโพแทสเซียมคลอเรต ท่ี 1 kg/ตน้ ราดบริเวณรอบๆทรงพุม่ล าไย 

เหตุผลทีใ่ช้สารกลุ่มคลอเรต  เพื่อใหไ้ดล้  าไยนอกฤดูกาล เพราะขายไดใ้นราคาแพง 
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ภาคผนวก ข 

อาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์ 

Mineral medium for enrichment chlorate reducing bacteria (Ginkel et al., 1995) 

KClO3 1 กรัม/ลิตร 
K2HPO4 1.55 กรัม/ลิตร 
NaH2PO4 0.85 กรัม/ลิตร 
NH4H2PO4 0.5 กรัม/ลิตร 
MgSO4 0.1 กรัม/ลิตร 
EDTA 10 มิลลิกรัม/ลิตร 
ZnSO4 2 มิลลิกรัม/ลิตร 
CaCl2 1 มิลลิกรัม/ลิตร 
FeSO4 5 มิลลิกรัม/ลิตร 
Na2MoO4 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร 
CuSO4 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร 
CoCl2 0.4 มิลลิกรัม/ลิตร 
MnCl2 1 มิลลิกรัม/ลิตร 
 

Starch Casein  Agar 

Soluble starch 10 กรัม/ลิตร 
K2HPO4 2 กรัม/ลิตร 
KNO3 2 กรัม/ลิตร 
NaCl 2 กรัม/ลิตร 
Casein 0.4 กรัม/ลิตร 
MgSO4 0.5 กรัม/ลิตร 
CaCO3 0.1 กรัม/ลิตร 
FeSO4 0.01 กรัม/ลิตร 
Agar 15 กรัม/ลิตร 
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Streptomycin Rose Bengal Agar 

Glucose 10 กรัม/ลิตร 
Peptone 5 กรัม/ลิตร 
KH2PO4 1 กรัม/ลิตร 
MgSO4 0.5 กรัม/ลิตร 
Rose Bengal 30 มิลลิกรัม/ลิตร 
Streptomycin 30 มิลลิกรัม/ลิตร 
Agar 20 กรัม/ลิตร 
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ภาคผนวก ค 

การวเิคราะห์เอนไซม์ 

1. การวเิคราะห์เอนไซม ์protease 

สารละลายส าหรับการวเิคราะห์ 

1) Tris buffer (50 mM, pH 8.1) 

2) 2% sodium caseinate (2%) 

ละลาย sodium caseinate 10 กรัม ในสารละลาย 50 mM Tris buffer pH 8.1 ปรับดว้ย สารละลาย 

NaOH ใหไ้ด ้pH 8.1 ดว้ย ปรับปริมาตรดว้ย Tris buffer (50 mM, pH 8.1) เป็น 500 มิลลิลิตร โดยขวด

ปรับปริมาตร 

1. 15%Trichloroacetic acid (TCA) 

ละลาย TCA 75 กรัม ลงในน ้ากลัน่ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ย

น ้ากลัน่ ในขวดปรบปริมาตร 

2. Alkaline reagent  

สารละลาย A : น า NaOH เขม้ขน้ 1 M ปริมาตร 60 มิลลิลิตร เจือจางในน ้ากลัน่ จากนั้นละลาย Na2CO3 

50 g มาละลายจากนั้นจึงปรับปริมาตรใหค้รบ 1000 มิลลิลิตร 

สารละลาย B : ละลาย copper sulphate 0.5 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร 

สารละลาย C : ละลาย Potassium sodium tartrate 1 กรัม ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย B 20 มิลลิลิตร กบั สารละลาย C 20 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1000 

มิลลิลิตรดว้ยสารละลาย A 

3. Folin –Ciocalteu eagent (33%) 

4. สารละลายมาตรฐาน Tyrosine ความเขม้ขน้ 500 µg/มิลลิลิตร 
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ละลาย tyrosine 50 มิลลิลกรัม ใน tris buffer pH 8.1 ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร ดว้ย Tris 

buffer pH 8.1 

การเตรียมกราฟมาตรฐานของ tyrosine 

1) เติมสารละลายมาตรฐาน Tyrosine สารละลาย sodium caseinate และ Tris buffer pH 8.1 ใน

ปริมาตร ตามตาราง ลงในหลอดทดลอง ตามล าดบั 

2) เติมสารละลาย TCA ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

3) น าไป Centrifuge ท่ี 5000 rpm นาน 5นาที  

4) ดูดส่วนใส 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดใหม่ 

5) เติม alkaline reagent ปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร 

6) ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 15 นาที จากนั้นเติม Folin reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

7) ตั้งไวน้าน 1 ชัว่โมง แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงหลงัท่ีความยาวคล่ืน 700 nm (A700) 

8) สร้างกราฟสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ tyrosine และ A700 

ตาราง การเตรียมกราฟมาตรฐาน tyrosine 

สารละลายมาตรฐาน tyrosine 
(มิลลิลิตร) 

Tris buffer pH8.1 
(มิลลิลิตร) 

สารละลาย sodium caseinate 
(มิลลิลิตร) 

0 5 5 
1 4 5 
2 3 5 
3 2 5 
4 1 5 
5 0 5 

 

วธีิการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์protease 

1) ชัง่ตวัอยา่งดิน 1 กรัม  

2) เติม Tris buffer pH 8.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ สารละลาย sodium caseinate 5 มิลลิลิตร 

3) เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง 
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4) Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 5,000 rpm นาน 5 นาที 

5) น าส่วนใสไปวเิคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ เทียบกบักราฟมาตรฐาน tyrosine ตามวธีิดงักล่าว

ขา้งตน้ 
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การวเิคราะห์เอนไซม์เซลลูเลส 

การเตรียมสารละลาย 

1. 2 M acetate buffer pH 5.5 

1) ชัง่ Sodium acetate 164.08 g ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 700 มิลลิลิตร 

2) ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 5.5 ดว้ย acetic acid แลว้ท าการปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1000 มิลลิลิตร 

2. Caboxymethyl cellulose sodium salt solution (0.7% w/v) 

1.) ชัง่ CMC 7 g ละลายในสารละลาย acetate buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

2.) กวน โดยใช ้ Hot plate stirrer  ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

3.) สารละลายท่ีเตรียมได ้ใชไ้ด ้1 สัปดาห์ โดยเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3. Reagent A 

1.) ชัง่ anhydrous sodium carbonate ปริมาตร 16 g 

2.) ชัง่ Potassium cyanide 0.9 g. 

3.) ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่  เป็น 1000 มิลลิลิตร 

4. Reagent B 

1.) ชัง่ Potassium ferric haxacyanide 0.5 g. 

2.) ปรับปริมาตร ใหเ้ป็น 1000 มิลลิลิตร. เก็บสารละลายไวใ้นขวดสีชา  

5. Reagent C 

1.) ชัง่ Ferric ammonium sulphate 1.5 g. 

2.) ชัง่ Sodium dodecyl sulphate 1 g. 

3.) เติม sulfuric acid ปริมาตร 4.2 มิลลิลิตรท่ีละลายในน ้ากลัน่และอุ่นไวท่ี้อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส 

4.) ปรับปริมาตรสารละลายท่ีได ้1000 มิลลิลิตร 

6. สารละลายมาตรฐานกลูโคส 

1.) ชัง่ Glucose monohydrate 28 mg ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 

วธีิการทดลอง 

1. ชัง่ตวัอยา่งดินช้ืนหนกั 10 กรัม บรรจุใน Erlenmeyer flask ขนาด 125 มิลลิลิตร 
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2. เติมสารละลาย acetate buffer ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

3. เติมสารละลาย CMC ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

4. ปิด flask น าเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

5. น ามากรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman No.42  เพื่อแยกดินออกจากสารละลาย 

6. ดูดสารละลายท่ีกรองแลว้ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร. มาเจือจางในน ้ากลัน่ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

7. ปิเปตสารละลายท่ีท าการเจือจางแลว้มา 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 

8. เติมสารละลาย Reagent A ปริมาตร 1 มิลลิลิตร. และ สารละลาย Reagent B  ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร. ปิดฝาหลอดทดลอง 

9. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปตม้ใน น ้าท่ีมีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

10. หลงัจากนั้นตั้งทิ้งไวร้อใหอุ้ณหภูมิลดลง ประมาณ 5 นาที 

11. เติมสารละลาย Reagent C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไว ้ 1 ชัว่โมง 

12. น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีระดบัความเขม้ขน้ของแสงท่ี 690 nm บนัทึกผลเทียบกบักราฟ

มาตรฐานกลูโคส 

การท า Callibration curve 

1. ปิเปตสารละลาย Glucose monohydrate solution ใส่ลงในหลอดทดลอง ใชป้ริมาตรดงัน้ี 

0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร. 

2. ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ ใหค้รบ 1 มิลลิลิตร  

3. เติม Reagent A, Reagent B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

4. ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปตม้ใน น ้าท่ีมีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

5. หลงัจากนั้นตั้งทิ้งไวร้อใหอุ้ณหภูมิลดลง ประมาณ 5 นาที 

6. เติมสารละลาย Reagent C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร. ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไว ้ 1 ชัว่โมง 

7. น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีระดบัความเขม้ขน้ของแสงท่ี 690 nm. น าไปท ากราฟมาตรฐาน

กลูโคส 

การค านวณ 

   Glucose equivalent (µg/g  dwf 24 /h) 
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  แทนค่าในสูตร   C × V × f 

    Sw × dwf 

C  คือ ความเขม้ขน้ของกลูโคส (µg/มิลลิลิตร) 

V คือ ปริมาตรของสารละลายท่ีใชท้ดสอบในระบบ (30 มิลลิลิตร) 

f คือ dilution factor  (20 มิลลิลิตร) 

Sw คือ น ้าหนกัดินช้ืนท่ีใช ้(10 g) 

dwf คือ น ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งดิน 1 g. 

 

ขั้นตอนการหาน า้หนักแห้งของดิน โดยใช้วธีิเดียวกนักบัวธีิการหาความช้ืนในดิน  

1. น าตวัอยา่งดินช้ืนไปร่อนผา่นตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร 

2. น า moisture can ไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ขณะอบใหเ้ปิดฝา 

3. น า moisture can ท่ีอบแลว้ ปิดฝา .ใส่ dessicator ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ 

4. ชัง่น ้าหนกั moisture can ดว้ยเคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยม 3 ต าแหน่ง บนัทึกน ้าหนกั 

5. ชัง่น ้าหนกัดินประมาณ 1 กรัม บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอน ใส่ moisture can 

6. น าไปอบท่ี 105 องศาเซลเซียส  ประมาณ 24 ชัว่โมง  

7. น าออกจากตูอ้บ ใส่ใน dessicator เพื่อใหเ้ยน็ลง หลงัจากนั้น ท าการชัง่น ้าหนกั และบนัทึกผล 

8. ค านวณหาความช้ืนในตวัอยา่งดินเทียบกบัดิน 1 กรัมจะไดน้ ้าหนกัดิน dry  

9. weight / 1 g soil 
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การวเิคราะห์เอนไซม์ dehydrogenase 

การเตรียมกราฟมาตรฐานของ triphenyl formazan (TPF) 

1) เตรียมสารละลาย TPF ใน methanol ท่ีมีความเขม้ขน้ 0-20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทั้งหมด 5 จุด 

2) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 485 นาโนเมตร 

3) สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งตวามเขม้ขน้ของ TPF กบัค่าการดูดกลืนแสง 

การวเิคราะห์เอนไซม ์dehydrodenase 

1) ชัง่ดิน 2 กรัม 

2) เติมสารละลาย substrate (1% TTC) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มในท่ีมืด นาน 24 ชัว่โมง โดย blank คือ ชุด

การทดลองคือเติม Tris buffer แทน substrate 

3) เติม methanol 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

4) แยกส่วนของของเหลว ไป centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 4500 rpm นาน 10 นาที 

5) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 485 นาโนเมตร 

6) เทียบหาความเขม้ขน้ของ TPF กบักราฟมาตรฐาน 

7) ค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 

 

 

 

 

 

 



48 
 

การวเิคราะห์เอนไซม์ urease 

สารเคมีส าหรับการวเิคราะห์ 

1. สารละลาย 1M  

2. สารละลาย 2M KCl  

3. สารละลาย (NH4)2SO4 ความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

4. สารละลาย Phenol- Sodium nitroprusside  

- ชัง่ phenol 1 กรัม. ละลายในน ้าอุ่น เติมน ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร  

- ละลาย Sodium nitroprusside 0.05 กรัม ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลาย 0.02 M sodium hypochlorite  

6. สารละลาย  0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.0 

วธีิการวเิคราะห์เอนไซม ์urease  

1) ชัง่ดิน 1 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง  

2) เติม 0.1 M Sodium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

3) เติมสารละลาย 1 M Urea ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

4) บ่ม 30 นาที  ท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

5) เติมสารละลาย 2 M KCl ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

6) ผสม แช่ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  20 นาที เพื่อหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม์ 

7) Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 5000 rpm นาน 5 นาที 

8) น าส่วนใสปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาวเิคราะห์ปริมาณแอมโมเท าปฏิกิริยากบัสารละลาย 

phenol sodium nitroprusside ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

9) เติมสารละลาย 0.02 M sodium hypochlorite 5 มิลลิลิตร 

10) บ่มท่ีมืด 30 นาที 

11) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร 
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การวเิคราะห์เอนไซม์ฟอสฟาเตส 

สารละลายส าหรับการวเิคราะห์ 

1. Modified universal buffer (MUB) stock solution 

Tris   12.1 กรัม 

Maleic acid  11.6 กรัม 

Citric acid  14.0 กรัม 

Boric acid  6.3 กรัม 

 ละลายส่วนผสมลงในสารละลาย 1M sodium hydroxide ปริมาตรประมาณ 500 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้1 ลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. MUB pH 6.5 

น า MUB stock solution ปริมาตร 200 มิลลิลิตร มาปรับ pH ดว้ยสารละลาย 0.1M hydrochloric ให้

ไดค้่า pH เท่ากบั 6.5 จากนั้นน ามาปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 ลิตร 

3. MUB pH 11 

น า MUB stock solution ปริมาตร 200 มิลลิลิตร มาปรับ pH ดว้ยสารละลาย 0.1M sodium 

hydroxide ใหไ้ดค้่า pH เท่ากบั 11 จากนั้นน ามาปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1 ลิตร 

4. สารละลาย p-nitrophenyl phosphate (PNPP) ความเขม้ขน้ 15 mM ใน MUB pH 6.5 หรือ MUB pH 11 

5. สารละลาย 0.5M calcium chloride (CaCl2) 

วธีิการวเิคราะห์ 

1) ชัง่ตวัอยา่งดิน 1 กรัม ลงใหห้ลอดทดลอง เติม toluene 0.25 มิลลิลิตร 

2) เติมสารละลาย MUB pH 6.5 หรือ MUB pH 11 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

3) เติมสารละลาย 15 mM PNPP ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
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4) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 

5) น ามาเติมสารละลาย 0.5M CaCl2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารละลาย 0.5M NaOH ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

6) น าไป centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

7) น าส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 nm  

8) น าค่าท่ีไดไ้ปเทียบกบักราฟมาตรฐานของ p-nitrophenyl 

การเตรียมกราฟมาตรฐานของ p-nitrophenyl (PNP) 

1) เตรียมสารละลาย PNP ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น stock solution จากนั้นน ามาเจือจางเป็น 

working solution ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2) น า working solution ของ PNP มาใส่ในหลอดทดลองใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0-5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย

แต่ละหลอดมีปริมาตรรวม 5 มิลลิลิตร 

3) น ามาเติมสารละลาย 0.5M CaCl2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารละลาย 0.5M NaOH ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

4) น าไป centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 2,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

5) น าส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร 
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