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บทคัดยอ 
น้ำหมักชีวภาพถูกนำมาใชประโยชนทางการเกษตรโดย

นำมาทำเปนปุยทดแทน หรือใชผสมอาหารสัตว อยางไรก็ตาม
คุณภาพของน้ำหมักนั้นมีความแตกตางกันไปขึ้นอยูกับสูตร
อาหาร และกระบวนการหมักที่เกิดโดยจุลินทรียในธรรมชาติ 
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียสงเสริมการ
เจร ิญของพ ืชซ ึ ่ งผล ิ ต  indole-3-acetic acid (IAA) และ
แบคทีเรียละลายฟอสเฟต เพ่ือทำการจัดจำแนกในระดับอณูชีว
โมเลกุล จากการทดลองทำการหมักน้ำหมักชีวภาพจากหัวเช้ือ
ที่เตรียมจากถั่วเหลืองบดเปนผง ที่เติมยีสตสกัดรอยละ 2 โดย
น้ำหนัก ทำการหมักโดยใชอาหารประกอบดวย เปบโตน 10 
กรัม ขาวโพดบด 5 กรัม สารสกัดจากเนื้อ 2.5 กรัม ปลาปน 
1.5 กรัม สารสกัดจากยีสต 3 กรัม น้ำตาลปบ 2 กรัม เกลือ 1 
กรัม รำละเอียด 1 กรัม เลือดหมู 1 กรัม น้ำ 1 ลิตร ทำการ
หมักจนคา pH อยูระหวาง 2-3 พบวาแยกแบคทีเรียไดท้ังหมด 
29 ไอโซเลต พบแบคทีเรียท่ีผลิต IAA ได 8 ไอโซเลตท่ีสามารถ
ผลิต IAA ได (27.5%) ไดแก Lactobacillus casei NV2203 
Lacticaseibacillus rhamnosus NV2207 Bacillus 
cereus NV2210 Bacillus cereus NV2211 
Lacticaseibacillus rhamnosus NV2214 Bacillus sp. 
NV2226 Terribacillus sp. NV2230 และ Terribacillus 
saccharophilus NV2233 และพบแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
2 ไ อ โซ เลต  ได  แก   Lactobacillus casei NV2203 และ 
Bacillus subtilis NV2206 ซ ึ ่ งแบคทีเร ียเหล าน ี ้สามารถ
นำไปใชเปนหัวเช้ือเพ่ือควบคุมคุณภาพของน้ำหมักชีวภาพใหมี
ประสิทธิภาพดียิ่งข้ึน 

 

คำสำคัญ : น้ำหมักชีวภาพ, กรดอินโดลอะซิติก, แบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต 

Abstract 
 Bio-fermented water has been widely used in 
agricultural applications such as bio-fertilizer and 
animal feed additives. However, the quality of bio-
fermented solution depends on formulation of 
culture media and fermentation process, which is 
driven by natural microorganisms. Therefore, the 
objectives of this research were to isolate plant 
growth promoting bacteria that produce indole-3-
acetic acid (IAA) and solubilize phosphate and identify 
them. The inoculum was prepared from soybean 
powder supplemented with 2%(w/w) yeast extract. 
Fermentation broth composes of 10 g of peptone, 5 g 
of corn powder, 2.5 g of beef extract, 1.5 g of 
fish powder, 3 g of yeast extract, 2 g of coconut palm 
sugar, 1 g of salt, 1 g of rice bran, 1 g of pig blood and 
water added until 1 L. The mixture was incubated 
until pH value decreased to 2-3. Out of 29 isolates, 
the results revealed that 8 isolates of bacteria that 
produce IAA were found (27.5%). The bacteria were 
identified as Lactobacillus casei NV2203 
Lacticaseibacillus rhamnosus NV2207 Bacillus cereus 
NV2210 Bacillus cereus NV2211 Lacticaseibacillus 
rhamnosus NV2214 Bacillus sp. NV2226 Terribacillus 
sp. NV2230 and Terribacillus saccharophilus NV2233. 
Whereas 2 isolates were phosphate solubilizing 
bacteria that identified as Lactobacillus casei NV2203 

Received :2023-01-13   Revised : 2023-03-20   Accepted :2023-03-23 

วารสารวิจัยและนวัตกรรมการอาชีวศึกษา
Vocational Education Innovation and Research Journal

ปีที ่7 ฉบับที ่1 มกราคม - มิถุนายน 2566

8

Thai-Journal Citation Index Centre Tier #2 



and Bacillus subtilis NV2206. These bacteria could be 
used as starter culture for high quality bio-fermented 
solution.  

Keywords : Bio-fermented solution, idole-3-acetic 
acid, phosphate solubilizing bacteria 

1.บทนํา
น้ำหมักชีวภาพ เปนของเหลวที่ไดจากการหมักเศษพืช ผลไม 

ผัก หรือเนื ้อสัตว โดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียที ่มีอยู ใน
วัตถุดิบในการยอยสลายทั้งในสภาพที่มีออกซิเจน และไมมี
ออกซิเจน น้ำหมักชีวภาพสามารถนำมาใชประโยชนในดาน
การเกษตรกรรมโดยมีการนำามาใชเปนปุยทดแทน หรือลดการ
ใชปุ ยเคมี ใชทดแทนยาฆาแมลงในการปราบศัตรูพืชหรือ
ควบคุมโรคพืช ใชเปนหัวเช้ือในการทำปุยหมัก [1] และใชผสม
อาหารสัตวเพื่อสงเสริมสุขภาพสัตว เนื่องจากในน้ำหมักชีวภาพน้ี
นอกจาก จะมีจุลินทรียที่เปนประโยชน ยังมีสารอื่น ๆ ธาตุอาหาร 
ฮอรโมนหรือสารสงเสริมการเจริญของพืช เชน indole-3-
acetic acid (IAA) [2] และยังพบวามีกรดอินทรียหลายชนิด เชน 
กรดอะซิติก กรดบิวทริริค และกรดแลคติค เปนตน ซึ่งชวยเรง
การงอกของเมล็ด และความยาวของรากพืชได [3] การผลิตน้ำ
หมักชีวภาพในประเทศไทยสวนใหญเปนการผลิตในระดับ
ครัวเรือนและชุมชน มีรูปแบบและสูตรการผลิตที่แตกตางกันไป 
นอกจากเศษพืช หรือเนื้อสัตวแลวในกระบวนการหมักยังมีการเติม
แหลงคารบอนอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม เชน กากน้ำตาล หรือน้ำตาลทราย
แดง [4] โดยทั่วไปการผลิตน้ำหมักชีวภาพนั้นใชหัวเชื้อจุลินทรยี
ทองถิ ่นจากกระบวน การผลิตที ่ใชเชื ้อจุล ินทรีย ที ่ไม ทราบ          
สายพันธุนั้นทำใหในการควบคุมคุณภาพของน้ำหมักชีวภาพให
สม่ำเสมอนั้นทำไดยาก ทำใหปจจุบันมีการเติมจุลินทรียที่มี
ประโยชนตอพืชลงไปดวย เชน แบคทีเรียสกุล Pseudomonas 
putida [5] และ Klebsiella sp. [6] ซึ่งมีรายงานวากระตุ นการ
เจริญเติบโตของพืชได จ ุล ินทรีย ที ่น ิยมใชอีกชนิดหนึ ่ งคือ 
Lactobacillus sp. [7] ซึ่งจะชวยใหพืชมีความตานทานโรคไดดีข้ึน 
เนื่องจากมีการผลิตกรดแลกติก และ แบคเทอริโอซินที่สามารถ
ทำลายจุลินทรียกอโรคพืชได ดังนั้นการนำจุลินทรียที่ทราบสาย
พันธุและมีคุณสมบัติที่ชวยสงเสริมการเจริญของพืชมาใชในการ
ผลิตน้ำหมักชีวภาพนั้น จะทำใหสามารถควบคุมคุณภาพของน้ำ
หมักชีวภาพใหมีความสม่ำเสมอมากยิ่งขึ้น และเพิ่มประสิทธิภาพ
ของน้ำหมักชีวภาพในการสงเสริมการเจริญของพืชเพื่อการเสริม 
หรือทดแทนการใชปุยเคมีในการทำเกษตรอินทรีย ดังนั้นงานวิจัย
น้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกเช้ือแบคทีเรีย จากน้ำหมักชีวภาพท่ี
เตรียมมาจากหัวเชื ้อที่ทำจากผงถั่วเหลืองผสมกับสารสกัดจาก
ยีสต ทำการจัดจำแนกสายพันธุระดับอณูชีวโมเลกุล และคัดเลือก
แบคทีเรียที่ผลิตกรดอินโดลอะซิติก (indole-3-acetic acid; IAA) 
และแบคทีเรียท่ีสามารถละลายอนินทรียฟอสฟอรัสได 

2.วิธีทดลอง
2.1การเตรยีมอาหารเลีย้งเช้ือ

อาหารเลี้ยงเช้ือประกอบดวยเปบโตน 10 กรัม ขาวโพดบด 
5 กรัม สารสกัดจากเน้ือ 2.5 กรัม ปลาปน 1.5 กรัม สารสกัด
จากยีสต 3 กรมั น้ำตาลปบ 2 กรัม เกลือ 1 กรัม รำละเอียด 1 
กรัม น้ำ 1 ลิตร นำสวนผสมไปใหความรอนประมาณ 60±5 °C 
เมื่อสวนผสมละลายแลวไปกรอง ตั้งไวใหอุณหภูมิลดลงเหลือ
ประมาณ 40±2 องศาเซลเซยีส ใสเลือดหมู 1 กรัม คนให
ละลายเขากัน นำไปกรองตะกอนใหไดน้ำใส ปรับ pH ใหได 
7.2±2  
2.2การเตรยีมหัวเช้ือและการหมัก 
หัวเช้ือเตรียมโดยนำเมล็ดถ่ัวเหลืองมาบดเปนผง 50 กรัม 
เติมผงยีสตสกัดรอยละ 1 โดยน้ำหนัก เพาะเลี้ยงในอาหาร 
Tryptic soy broth 200 มิลลิลติร บมท่ีอุณหภูมิ 35 ± 2 °C 
นาน 24 ช่ัวโมง ทำการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือตามขอ 2.1 เมื่อ
อาหารเลี้ยงเช้ืออุณหภมูิเย็นลงเหลือประมาณ 40±2 องศา
เซลเซียส นำหัวเช้ือท่ีเพาะเลี้ยงไว เทลงในโหลแกวท่ีมีอาหาร
เลี้ยงเช้ือท่ีเตรียมไว 20-25 ลิตร โดยวิธีเทคนิคปราศจากเช้ือ 
ปรับอุณหภูมิ   35± 2 °C  เปาอากาศบริสุทธ์ิตลอดเวลาเปน
เวลา 5 วัน นำน้ำหมักหัวเช้ือจุลนิทรียเทใสในอาหารเลีย้งเช้ือ
ตามขอ 2.1 ในถังพลาสติกขนาด 200 ลิตร ท่ีเตรียมไวทำน้ำ
หมักชีวภาพ กวนน้ำหมักทุก ๆ  4 ช่ัวโมง วัดคา pH เมื่อมีคาได
ประมาณ 2-3 แลวหยุดการหมกัโดยการกรองผานผาขาวบาง
และแชเย็นท่ี 4-8 องศาเซลเซยีส 
2.3การคัดแยกเช้ือแบคทีเรียจากน้ำหมักชีวภาพ 

นำน้ำหมักมาทำการเพาะเลี้ยงเช้ือโดยการดูดตัวอยาง 1 
มิลลลิิตร เลี้ยงในอาหาร De Man Rogosa and Sharpe 
broth (MRS broth) ปริมาตร 5 มิลลลิิตร เลี้ยงใน anaerobic 
jar เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนำสารแขวนลอยของเซลล
ปริมาตร 0.1 มิลลิลติร spread บนอาหาร MRS agar เลี้ยงใน 
anaerobic jar ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีท่ีมีลักษณะแตกตางกัน และทำใหไดเช้ือ
บริสุทธ์ิโดยการ streak บนอาหาร MRS agar นำน้ำหมักอีก
สวนมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหไดประมาณ 7.0 จากน้ันนำ
น้ำหมักปริมาตร 0.1 มิลลิลติร spread บนอาหาร Nutrient 
agar (NA) เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภมูิ 37± 2 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีท่ีมลีักษณะแตกตางกันและทำใหได
เช้ือบริสุทธ์ิโดยการ streak บนอาหาร NA นำเช้ือท่ีทำให
บริสุทธ์ิแลวมาทำการยอมแกรม และศึกษาสณัฐานวิทยาของ
เซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
2.4การจัดจำแนกระดับอณูชีวโมเลกุล 

นำเช้ือบริสุทธ์ิมาแยกสารพันธุกรรม และทำใหบรสิุทธ์ิ โดย
ใช GF-Bacterial DNA Extraction kit (Vivantis, Malaysia) 
และเพ่ิมจำนวนดวยไพรเมอรของยีน 16s rRNA โดยใช primers 
fD1 (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) และ rP2 
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(5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’) มีผลผลิต PCR ขนาด
ประมาณ 1,500 คูเบส วิเคราะหผลผลิต PCR ของยีน 16S rRNA 
จากแบคทีเรียท่ีแยกไดดวย 1.5% agarose gel electrophoresis  
หลังจากน้ันนำผลผลิต PCR ท่ีไดมาทำบริสุทธ์ิโดยใช GF-1 PCR 
Clean-up kit  (Vivantis, Malaysia) และนำสงไปวิเคราะหหา
ลำดับเบส (1st BASE, Singapore) เพ่ือนำไปเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล NCBI (the US National Center for Biotechnology 
Information) เพ่ือจำแนกชนิดของแบคทีเรีย วิเคราะหผลลำดับ
เบสโดยการเปรียบเทียบโดยใช BLAST search และจัดทำ 
Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม  MEGA X version 11 โดย
ใชวิธี neighbor-joining ท่ีคา Bootstrap 1,000 ครั้ง [8] 
2.5การทดสอบคณุสมบัติสงเสรมิการเจรญิของพืช 

2.5.1การผลิตกรดอินโดลอะซิติก (Indole-3-acetic acid; IAA) 
 นำเช้ือแบคทีเรียท่ีมีคดัแยกไดมาตรวจสอบการผลิต IAA 
ดวยวิธี colorimetric assay ตามวิธีการของ [9] โดยเลี้ยงเช้ือ
แตละไอโซเลตในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปรมิาตร 
5 มิลลิลติร ท่ีเตมิ L-tryptophan ความเขมขน 0.2 % (w/v) 
บมท่ีอุณหภมูิ 37±1 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 
150 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน ดูดสารแขวนลอยเช้ือ 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับ Salkowski reagent (ผสม 
0.5 M FeCl3 1 มิลลลิิตร และ 25% HClO4 49 มิลลิลิตร) 
ปริมาตร 400 ไมโครลติร ผสมใหเขากันในจานเซรามิคหลุมท้ิง
ไวในท่ีมืด เปนเวลา 30 นาที เช้ือท่ีสามารถสราง IAA ไดจะ
ปรากฏเปนสีชมพูข้ึน 

2.5.2การละลายฟอสเฟต 
การวิเคราะหปริมาณการละลายฟอสเฟตทำโดยนำเช้ือ

แบคทีเรียมาตรวจสอบการละลายสารฟอสเฟตในเชิงคุณภาพ
โดยทำการทดสอบตามวิธีการของ [10] โดยการจุดเช้ือ (point 
inoculation) ตรงกลางจานอาหาร Pikovskaya [11] ท่ีมี  
Tricalcium phosphate (กลูโคส 10 กรัม Ca3(PO4) 5.0 กรัม 

KCl 0.2 กรัม MgSO4⋅7H2O 0.1 กรัม MnSO4 0.0001 กรัม 
FeSO4 0.0001 กรัม, สารสกัดยีสต 0.5 กรัม วุน 15 กรัม และ 
น้ำกลั่น 1 ลิตร) บมที่อุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
7 วัน ตรวจสอบโดยพิจารณาจากโซนใสท่ีเกิดข้ึนรอบ ๆ 

3.ผลการทดลอง
3.1แบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากน้ำหมักชีวภาพ

จากการทดลองสามารถแยกเชื ้อแบคทีเรียบริสุทธิ ์ที ่มี
ลักษณะโคโลนีแตกตางกันไดจำนวน 29 ไอโซเลต (ตารางที่ 1) 
โดยน้ำหมักชีวภาพมีความเปนกรดสูง มีคา pH  3.46 น้ัน 
แบคทีเรียท่ีคัดแยกไดอยูในกลุมของแบคทีเรีย   กรดแลกติกซึ่ง
เจริญบนอาหาร MRS agar ภายใน anaerobic jar แตไมพบ
การเจริญของแบคทีเรียชนิดกลุมอื่น ๆ บนอาหาร NA ที่บมใน
สภาพมีออกซิเจน ดังน้ันจึงนำน้ำหมักชีวภาพมาปรับคา pH ให
มีคาประมาณ 6.5-7.0 แลวนำไปแยกเช้ือดวยอาหาร NA พบวา

มีแบคทีเรยีในกลุมอื่น ๆ เจริญบนอาหาร NA ได ซึ่งในน้ำหมัก
ชีวภาพที่มีคาความเปนกรดสูงอาจจะไมเหมาะสมตอการเจริญ
ทำใหเชื้อแบคทีเรียอาจจะปรับตัวอยูในรูปของเอนโดสปอร 
เมื ่อนำเชื ้อบริสุทธิ ์ที ่แยกไดไปยอมแกรม และศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาของเซลล พบวาเปนเปนแบคทีเรียทั้งแกรมลบและ
แกรมบวก รูปรางเปนทอน ซึ่งจากตารางท่ี 1 แสดงใหเห็นวาใน
น้ำหมักชีวภาพนี้มีแบคทีเรียหลายกลุมเจริญอยูรวมกัน โดยมี
รายงานการเปลี่ยนแปลงของปริมาณกรดที่เกิดขึ้นในการหมักน้ำ
หมักชีวภาพ 3 สูตรจากกลวยน้ำวา  ถั่วแขก และสาบเสือ พบวา
เมื่อหมักเปนระยะเวลา 13 วัน มีปริมาณกรดเพ่ิมข้ึน และคา pH 
อยูที่ 3-3.5 ซึ่งกระบวนการหมักในชวงแรกจะมีการเจริญของ
จุล ินทรีย กลุ มที ่ ใชออกซิเจน จนเมื ่อออกซิเจนลดลงจะมี
แบคทีเรียกลุมแบคทีเรียแลคติกเจริญมาแทนท่ี ซึ่งจะสงผลใหคา 
pH ของน้ำหมักลดลงเน่ืองจากกรดท่ีแบคทีเรียผลิตข้ึน [12] 
3.2ผลการจำแนกสายพันธุ ของเชื ้อแบคทีเร ียที ่แยกจาก 
น้ำหมักชีวภาพดวยวิธีการทางชีวโมเลกุลวิเคราะหลำดับเบส
ของยีน 16S rRNA 
 จากการแยกเช้ือแบคทีเรีย จำนวน 29 ไอโซเลต 
มาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมจำนวนดวยไพรเมอรของยีน 16s rRNA 
ดวยเทคนิค PCR จากน้ันนำผลผลิต PCR ท่ีไดมาทำบรสิุทธ์ิ 
และนำไปวิเคราะหหาลำดบัเบส เพ่ือจำแนกชนิดของแบคทีเรีย
ดวยโปรแกรม Nucleotide Blast ของ NCBI ดังแสดงในตาราง
ท่ี 1 ซึ่งพบท้ังชนิดท่ีไมกอโรค และแบคทีเรียกอโรค ซึ่งสามารถ
จัดกลุมแบคทีเรียในน้ำหมักชีวภาพท่ีทำการหมักน้ีไดเปน 14 
กลุม ไดแก กลุมท่ี 1 มีความเหมือนกับเช้ือ Lentilactobacillus 
fungorum รอยละ 98.98 จำนวน 1 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต 
NV2202 กลุมท่ี 2 มีความเหมือนกับเช้ือ Lactobacillus casei 
รอยละ 99.13 จำนวน 1 ไอโซเลต ไดแก  ไอโซเลต NV2203 
กลุมท่ี 3 มีความเหมือนกับเช้ือ Bacillus cereus รอยละ 
90.22-92.63 จำนวน 3 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต NV2204 
NV2210 และ NV2211 กลุมท่ี 4 มีความเหมือนกับเช้ือ 
Bacillus subtilis รอยละ 100 จำนวน 1 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต 
NV2206 กลุมท่ี 5 มีความเหมือนกับเช้ือ Lacticaseibacillus 
rhamnosus รอยละ 99.72-99.93 จำนวน 6 ไอโซเลต ไดแก 
ไอโซเลต NV227 NV2212 NV2213 NV2214 NV2216 และ 
NV2218 กลุมท่ี 6 มีความเหมือนกับเช้ือ Lactobacillus 
farraginis รอยละ 99.36-99.82 จำนวน 3 ไอโซเลต ไดแก 
ไอโซเลต NV2208 NV2209 และ NV2219 กลุมท่ี 7 มีความ
เหมือนกับเช้ือ Gorillibacterium sp. รอยละ 95.25 จำนวน 1 
ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต NV2220 กลุมท่ี 8 มีความเหมือนกับ
เช้ือ Paenibacillus sp. และ Paenibacillus illinoisensis 
รอยละ 98.35-99.21 จำนวน 3 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต 
NV2221 NV2228 และ NV2231 กลุมท่ี 9 มีความเหมือนกับ
เช้ือ Bacillus aryabhattai รอยละ 99.31-99.91 จำนวน 2 
ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต NV2223 และ NV2234 กลุมท่ี 10 มี
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ความเหมือนกับเช้ือ Terribacillus sp. รอยละ 95.25-99.37 
จำนวน 3 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต NV2224 NV2230 และ 
NV2233 กลุมท่ี 11 มีความเหมือนกับเช้ือ Bacillus sp. รอยละ 
98.95 จำนวน 1 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต NV2226 กลุมท่ี 12 
มีความเหมือนกับเช้ือ Bacillus megaterium รอยละ 99.74 
จำนวน 1 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต NV2227 กลุมท่ี 13 มีความ
เหมือนกับเช้ือ Rummeliibacillus stabekisii รอยละ 99.47-
99.73 จำนวน 2 ไอโซเลต ไดแก ไอโซเลต NV2232 และ 
NV2236 กลุมท่ี 14 มีความเหมือนกับเช้ือ Bacillus 
filamentosus รอยละ 99.09 จำนวน 1 ไอโซเลต ไดแก                
ไอโซเลต NV2235 ดังน้ันซึ่งเมื่อนำมาวิเคราะหแผนภาพตนไม
วิวัฒนาการแสดงดังรูปท่ี 1 

 
รูปท่ี 1 แผนภูมิตนไมวิวัฒนาการจากการใชดเีอ็นเอบริเวณยนี  
     16S rRNA ของแบคทีเรยีท่ีคัดแยกไดจากน้ำหมัก 

  ชีวภาพท่ีใชถ่ัวบดและยสีตสกัด เปนหัวเช้ือ *แบคทีเรีย 
  ท่ีผลิต IAA และ** แบคทีเรยีละลายฟอสเฟต 

3.3แบคทีเรยีท่ีผลิตกรดอินโดลอะซิติกและแบคทีเรยีละลาย 
ฟอสเฟต 
 เม ื ่อนำแบคท ี เร ียท ี ่ค ัดแยกได จำนวน 29 ไอโซเลต 
ไปทดสอบการผลิต IAA ซึ่งเปนฮอรโมนพืชที่ชวยสงเสริมการ
เจริญของพืชโดยเฉพาะที่สวนปลายราก [7] พบวามีแบคทีเรีย
ทั ้งหมด 8 ไอโซเลตที ่สามารถผลิต IAA ได (27.5%) ไดแก 

Lactobacillus casei NV2203 Lacticaseibacillus 
rhamnosus NV2207 Bacillus cereus NV2210 Bacillus 
cereus NV2211 Lacticaseibacillus rhamnosus NV2214 
Bacillus sp. NV2226 Terribacillus sp. NV2230 แ ล ะ 
Terribacillus saccharophilus NV2233 (ตารางที ่ 2) และ
แบคทีเรียที ่สามารถละลายอนินทรียฟอสเฟตไดจำนวน 2 
ไ อ โ ซ เ ลต  (6.8%) โ ด ย เ ช ื ้ อ  L. casei NV2203 ผล ิ ต  IAA 
ได ค อนขางมากเม ื ่อเทียบกับสายพันธ ุ อ ื ่น ๆ อ ีกทั ้งย ังมี
ความสามารถละลาย อนินทรียฟอสเฟตไดอีกดวย ซึ่งการผลิต 
IAA และความสามารถในการละลายอนินทรีย ฟอสเฟตเปน
คุณลักษณะหลักของจุลินทรียที่ใชในการพิจารณาความสามารถ
ในการสงเสริมการเจริญของพืชนอกจากน้ียังมีคุณสมบัติรอง เชน 
การสร างเอนไซม  1-minocyclopropane-1-carboxylate 
(ACC) deaminase และความสามารถในการควบคุมจุลินทรีย
โรคพืช เปนตน [1] ซึ่งจากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาน้ำหมัก
ชีวภาพสูตรนี้พบแบคทีเรียที ่ผลิต IAA และสามารถละลาย  
อนินทรียฟอสเฟตไดหลายสายพันธุ แบงเปน 2 กลุมหลัก ไดแก
กลุมแบคทีเรียแลกติก และกลุม Bacillus ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ี
สรางเอนโดสปอร จากรายงานวิจัยพบวามจีุลินทรียหลายชนิด
ที่สามารถผลิต IAA ได เชน แบคทีเรียกลุม Pseudomonas, 
Bacillus, แ ล ะ  Flavobacterium [2, 13] แ ล ะ ก ล ุ  ม ขอ ง
แบคทีเรียแลกติกที่สามารถควบคุมจุลินทรียกอโรคพืช และ
สงเสริมการเจริญของพืชไดอีกดวย [14] อยางไรก็ตามจากผล
การทดลองพบวา B. cereus และ Peanibacillus sp. เปน
แบคทีเรียกอโรค ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ป 2561 
ซึ่งไมสามารถนำไปใชได แตยังมีแบคทีเรียอีกหลายสายพันธุท่ีมี
ศ ักยภาพ เช น L. casei NV2203 L. rhamnosus NV2207 
และ T. saccharophilus NV2233 โดยแบคทีเรียที่คัดแยกได
นี้สามารถนำไปใชเปนหัวเชื้อในการผลิตน้ำหมักชีวภาพเพือ่ให
มีประสิทธิภาพสูงขึ ้น หรือนำไปประยุกตใชดานอื่น ๆ เชน 
การเคลือบเมล็ดพันธุ และนอกจากการศึกษคุณสมบัติการผลิต 
IAA  และการละลายอนินทรีย ฟอสเฟตแลว ควรทำการ
ทดสอบคุณสมบัตอิื่น ๆ ในการเปนแบคทีเรียสงเสริมการเจริญ
ของพืช เช น การละลายธาตุโพแทสเซ ียม และทดสอบ
ความสามารถในการควบคุมจุล ินทรียก อโรคพืชเพิ ่มเติม 
เพ่ือท่ีจะนำแบคทีเรียเหลาน้ีไปใชประโยชนตอไป 
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ตารางท่ี 1  แบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากน้ำหมักชีวภาพ 

* แบคทีเรียกอโรคตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่องรายการเช้ือโรคท่ีประสงคควบคุมตามมาตร 18 พ.ศ. 2561

รหัส 
ไอโซเลต 

ลักษณะโคโลนี การ
ติดสี
แกรม 

สัณฐาน
วิทยาของ

เซลล/  เอน
โดสปอร 

Species รอยละ
ความ
เหมือน 

Accession 
number 

NV2202 กลม ขอบเรียบ แบนราบ + รูปทอน/- Lentilactobacillus fungorum 98.98 OP941748 
NV2203 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบมันวาว + รูปทอน/- Lactobacillus casei 99.13 OP941749 
NV2204 กลม ขอบหยกั ผิวขรุขระดาน + รูปทอน/+ Bacillus cereus 90.60 OP941750 
NV2206 กลม ขอบหยกั ผิวขรุขระดาน + รูปทอน/+ Bacillus subtilis 100 OP941751 
NV2207 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบมันวาว + รูปทอน/- Lacticaseibacillus rhamnosus 99.79 OP941752 
NV2208 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบดาน  + รูปทอน/- Lactobacillus farraginis 99.36 OP941753 
NV2209 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบ  + รูปทอน/- Lactobacillus farraginis 99.82 OP941754 
NV2210 กลม ขอบหยกั ผิวขรุขระดาน  + รูปทอน/+ Bacillus cereus* 92.63 OP941755 
NV2211 กลม ขอบหยกั ผิวขรุขระดาน  + รูปทอน/+ Bacillus cereus* 90.22 OP941756 
NV2212 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบมันวาว  + รูปทอน/- Lacticaseibacillus rhamnosus 99.93 OP941757 
NV2213 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบมันวาว  + รูปทอน/- Lacticaseibacillus rhamnosus 99.93 OP941758 
NV2214 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบมันวาว  + รูปทอน/- Lacticaseibacillus rhamnosus 99.86 OP941759 
NV2216 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบมันวาว  + รูปทอน/- Lacticaseibacillus rhamnosus 99.72 OP941760 
NV2218 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบมันวาว  + รูปทอน/- Lacticaseibacillus rhamnosus 99.78 OP941761 
NV2219 กลม ขอบเรียบ ผิวเรียบดาน  + รูปทอน/- Lactobacillus farraginis 96.36 OP941762 
NV2220 กลม ขอบเรียบ นูน  - รูปทอน/- Gorillibacterium sp. 95.25 OP941763 
NV2221 รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก  + รูปทอน/+ Paenibacillus sp.* 98.35 OP941764 
NV2223 กลม ขอบหยกั เยิ้ม  + รูปทอน/+ Bacillus aryabhattai 99.31 OP941765 
NV2224 กลม นูน ผิวมันวาว  + รูปทอน/+ Terribacillus saccharophilus 99.37 OP941766 
NV2226 รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก  + รูปทอน/+ Bacillus sp. 98.95 OP941767 
NV2227 กลม ขอบหยกั ผิวเยิ้ม  + รูปทอน/+ Bacillus megaterium 99.74 OP941768 
NV2228 รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก  + รูปทอน/+ Paenibacillus sp.* 99.21 OP941769 
NV2230 กลม นูน ผิวมันวาว  + รูปทอน/+ Terribacillus sp. 98.02 OP941770 
NV2231 รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก  + รูปทอน/+ Paenibacillus illinoisensis* 99.21 OP941771 
NV2232 รูปรางไมแนนอน ขอบหยัก  - รูปทอน/- Rummeliibacillus stabekisii 99.73 OP941772 
NV2233 กลม นูน ผิวมันวาว  + รูปทอน/+ Terribacillus saccharophilus 95.25 OP941773 
NV2234 กลม ขอบหยกั เยิ้ม  + รูปทอน/+ Bacillus aryabhattai 99.91 OP941774 
NV2235 กลม ขอบหยกั เยิ้ม  + รูปทอน/+ Bacillus filamentosus 99.09 OP941775 
NV2236 กลม นูน ขอบเรียบ  - รูปทอน/- Rummeliibacillus stabekisii 99.47 OP941776 
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ตารางท่ี 2 แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลติ IAA และการ 
  ละลายอนินทรียฟอสเฟต 

4.บทสรุป

งานวิจัยน้ีทำการคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิต IAA และแบคทีเรีย
ละลายอนินทรียฟอสเฟตจากน้ำหมักชีวภาพที ่ใช  ผงถ่ัว
เหลืองผสมกับสารสกัดจากยีสตเปนหัวเชื้อ พบแบคทีเรียผลิต 
IAA ที่ไมใชแบคทีเรียกอโรค ไดจำนวน 7   สายพันธุ และมี
แบคทีเรีย 4 สายพันธุที่มีศักยภาพ ไดแก   L. casei NV2203 
L. rhamnosus NV2207 Bacillus sp. NV2226 แ ล ะ              
T. saccharophilus NV2233 แบคทีเรียเหลาน้ีสามารถนำไปใช
เปนหัวเช้ือในการผลิตน้ำหมักชีวภาพใหมีคุณภาพมากยิ่งข้ึน
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แบคทีเรยี การผลิต
IAA 

การละลาย
ฟอสเฟต 

Lactobacillus casei NV2203 ++ +++ 
Bacillus subtilis NV2206 - + 
Lacticaseibacillus rhamnosus 
NV2207 

++ - 

Bacillus cereus NV2210* + - 
Bacillus cereus NV2211* + - 
Lacticaseibacillus rhamnosus 
NV2214 

+ - 

Bacillus sp. NV2226 ++ - 
Terribacillus sp. NV2230 + - 
Terribacillus saccharophilus 
NV2233 

++ -
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