
 
 
 
 

บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
การทดลองแบงออกเปน  2 ข้ันตอน  

ข้ันตอนที่ 1  เปนการศึกษาปริมาณเช้ือซิลิเกตแบคทีเรียและกิจกรรมการยอยสลายแรซิลิเกต  

ข้ันตอนที่ 2  เปนการทดลองในกระถางเพื่อศึกษาผลการตอบสนองของสตรอเบอร่ีท่ีปลูกในดินที่มี    
แรไมกาเปนองคประกอบตอการใสหัวเช้ือซิลิเกตแบคทีเรีย  
 
3.1 การหาปริมาณและกิจกรรมของเช้ือซิลิเกตแบคทีเรียในดินจากแหลงปลูกสตรอเบอร่ีและในหัวเช้ือ 

หาปริมาณเช้ือซลิิเกตแบคทีเรียในดินจากแหลงปลูกสตรอเบอร่ีในอําเภอสะเมิง โดยใชตัวอยาง
ดินท่ีใชในการทดลองปลูกพืชในกระถาง และใชการหาปริมาณเช้ือแบบ spread plate  โดยใชอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีเฟลดสปารเปนแหลงของธาตุโพแทสเซียมซึ่งมีองคประกอบดังน้ี yeast extract  0.5 g, 
MgSO4.7H2O 0.5 g, sucrose 5 g, CaCO3 0.1 g, Na2HPO4 2 g, FeCl3.6H2O 0.005 g, 
feldspar 3 g และ agar 15 g ปรับ pH เปน 7.0+0.2 และผสมสี Bromthymol blue 5 ml ;ใช 
Bromothymol blue 0.5 g ละลายใน ethanol 50 ml (Hebei Academy of Science, 1996) เพ่ือใช
เปนดัชนีในการวัดความสามารถในการผลิตกรดของเช้ือจุลินทรียโดยอาหารจะเปล่ียนจากสีเขียวเปน   
สีเหลืองเม่ือมีสภาพเปนกรด เนื่องจากเฟลดสปารเปนสินแรท่ีไมละลายน้ําดังน้ันในการเตรียมอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีจะใชในการเท plate จึงใชวิธีการช่ังเฟลดสปารในปริมาณที่จะใชกับอาหารเล้ียงเช้ือสําหรับ
จานเลี้ยงเช้ือแตละจาน เพือ่ใหอาหารในจานเพาะเช้ือแตละจาน มีปริมาณเฟลดสปารเทากัน และในการ
ปรับ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือนั้นตองปรับ pH กอนการใสวุน (agar) และกอนปรับปริมาตรของอาหาร
เล้ียงเช้ือ หลังจากใสวุนแลวตมวุนใหละลาย เทอาหารใส flask  ขนาด  50 ml จํานวน 15 ml ที่มี      
แรเฟลดสปารใสเตรียมไว ปดจุกใหสนิทนําไปนึ่งฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 0C ภายใตความดัน 15 lb/in2 

เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นนําไปเทใสจานเพาะเช้ือ  ท่ีทําการอบฆาเช้ือแลวที่อุณหภูมิ   180 0C       

นาน 2 ช่ัวโมง จํานวน 1 flask ตอ 1 จานเพาะเช้ือ  
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การหาปริมาณเช้ือแบบ spread plate (Supanwong และคณะ,1994) 

 ช่ังตัวอยางดิน  10 g  ใสในขวดที่มีน้าํนึ่งฆาเช้ือแลว  95  ml  เขยาเปนเวลา 15 นาที  เจือจาง 
soil suspension ท่ีไดซึ่งมีความเขมขน 10-1 ใหมีความเขมขนต้ังแต 10-2 – 10-6 ในการหาปริมาณเช้ือ
แบบ spread plate ใช soil suspension ที่มีความเขมขน 10-3 – 10-6 dilution ละ     0.1 ml ตอจาน
เพาะเช้ือ 1 จาน โดยหยด soil suspension แตละความเขมขนลงบนอาหาร เกล่ียใหทั่วผิวหนาของ
อาหารดวยแทงแกวรูปตัวแอล รอใหผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือแหงจึงคว่ําจานเพาะเช้ือ ใช       
paraffin film ปดทบัทีข่อบจานเพาะเช้ือใหเรียบรอย บมเช้ือทีอุ่ณหภูมิหอง สังเกตการเจริญเติบโตและ
การเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเช้ือทุกวัน นับปริมาณซิลิเกตแบคทีเรียที่ละลายแรเฟลดสปาร โดยนับ
ปริมาณโคโลนีท้ังหมดทีเ่จริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเฟลดสปารเปนสวนผสม และแยกเช้ือแบคทีเรียจาก 

ขนาด สี และลักษณะของโคโลนีท่ีแตกตางกัน และนําไปทําใหเช้ือบริสุทธ์ิ โดยใช  loop แตะเช้ือใน
โคโลนีแตละโคโลนมีา streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใส KH2PO4 2 g แทนแรเฟลดสปาร แลวจึงเก็บ
ตัวอยางเช้ือจุลินทรียไวใน slant agar medium เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการปลดปลอยโพแทสเซียม
จากแรเฟลดสปารหรือไมกาตอไป 

 จากจํานวนโคโลนีทีเ่กิดข้ึนในจานเพาะเช้ือคํานวณปริมาณเช้ือจากสตูรดังน้ี 

ปริมาณเช้ือแบคทีเรียในดินแหง 1 g ท่ีสามารถละลายแรเฟลดสปาร (cfu /g) 

 =  จํานวนโคโลนี x dilution factor 
              0.1 
 
3.1.2 การหาประสิทธิภาพในการยอยสลายโพแทสเซียมจากแรเฟลดสปารและไมกาของเช้ือจุลินทรีย 
silicate bacteria 

ในการศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายโพแทสเซียมจากแรเฟลดสปารและไมกาของ      
เช้ือแบคทีเรีย isolate ตางๆ ประกอบดวยการทดลอง 4 การทดลองแตละการทดลองใชแรเพียง 1 ชนิด 

การทดลองแรกใชแรเฟลดสปารท่ีไดจากบริษัทเชอรมาท การทดลองที่สองใชแรเฟลดสปารที่ไดจาก
จังหวัดลําปางเปนแหลงของโพแทสเซียม สวนการทดลองท่ีสามและสี่ใชแรไมกาที่ไดจากอําเภอแมแจม 

จังหวัดเชียงใหม สาํหรับปริมาณของ K ในสินแรแตละชนิดมีดังน้ี แรเฟลดสปารของบริษัทเชอรมาท 

5.33 % แรเฟลดสปารจากจังหวัดลําปาง 6.75 % แรไมกาที่ไดจากอําเภอแมแจม ตัวอยางที่ 1 9.52 % 

และแรไมกาที่ไดจากอําเภอแมแจม ตัวอยางท่ี 2 4.43 % อาหารเหลวที่ใชในการทดลองท้ัง                 

4 การทดลองมีองคประกอบเหมือนกัน (และเปนอาหารเหลวท่ีใชเปนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแนะนําโดย 

Institute of Microbiology Hebei Academy of  Sciences ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน) ใน
การใสแรซิลิเกตแตละประเภทลงในอาหารเหลวจะใชสินแรแตละชนิดในอัตราท่ีให  K 570 ℵg/ml ใน
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การทดลองแตละการทดลองใชแผนการทดลองแบบ สุมอยางสมบูรณ (completely randomized 

design) มี 3 ซ้ํา และ 7 ตํารับการทดลองดังน้ี 

ตํารับที่ 1 เช้ือพ้ืนเมืองบานบอแกว อ.สะเมิง    1 

ตํารับที่ 2 เช้ือพ้ืนเมืองบานบอแกว อ.สะเมิง    2 

ตํารับที่ 3 เช้ือพ้ืนเมืองบานบอแกว อ.สะเมิง    3 

ตํารับที่ 4 เช้ือประเทศจีนทีใ่ชผลิตหัวเช้ือเปนการคา  1 

ตํารับที่ 5 เช้ือประเทศจีนทีใ่ชผลิตหัวเช้ือเปนการคา  2 

ตํารับที่ 6 เช้ือหวยจุมปา อ. ฮอด 1 ซึ่งเปนสายพันธุพื้นเมืองที่มีประสิทธิภาพดีและใชเปน   
สายพนัธุเปรียบเทียบ 

ตํารับที่ 7 control ไมมีการใสเช้ือ 

ในการทดลองแตละตํารับจะใชอาหารเหลวท่ีใสสินแรซิลิเกตแตละชนิด เปนแหลงของ
โพแทสเซียม จํานวน 25 ml/flask และช่ังสินแรใสลงไปใน flask แตละใบในปริมาณท่ีให              
K 0.57 gK/L เตรียม stock ของเชื้อโดยการเพาะเล้ียงเช้ือแตละ isolate ใน nutrient broth (Atlas, 

1993) จนกระท่ังความเขมขนของเซลลในอาหารเล้ียงเช้ือเทากับ 109 cfu/ml กอนการใสหัวเช้ือลงไป
ในอาหารเหลวท่ีมีสินแรซิลิเกตเปนองคประกอบ ปรับความเขมขนของเซลลใน stock ใหเปน              
107 cfu/ml โดยการเจือจางดวย nutrient broth ท่ีผานการฆาเช้ือแลว และใช stock ที่เจือจางแลวใส
ลงไปในอาหารเหลวท่ีมีสินแรซิลิเกตแตละชนิดในปริมาณ 1 ml ตลอดชวงเวลาของการเพาะเล้ียง
แบคทีเรียในอาหารเหลว จะเขยา flask ที่ใชในการเพาะเล้ียงโดยการใชเคร่ืองเขยาท่ีความเร็วรอบ    
125 rpm เก็บขอมูลดาน pH ปริมาณเช้ือในอาหารเหลว และปริมาณโพแทสเซียมที่ละลายได ท่ีระยะ 

3 , 6 และ 9 วัน หลังการใสเช้ือ และปริมาณ (Si) ในอาหารเหลว นอกจากนี้ยังหาปริมาณซิลิกอน (Si) 

ท่ีละลายไดในอาหารเหลวท่ีระยะ 9 วันหลังการใสเช้ืออีกดวย ในการหาปริมาณเช้ือใชวิธีการ        

drop plate (Supanwong และคณะ, 1994) และหาความเขมขนของโพแทสเซียมที่ละลายไดใช 
flame photometer และใชวิธีการหา Si โดยวิธี yellow silicomolybdic acid ( Govett, 1961    
อางโดย Jones และคณะ, 1996) โดยใช Light absorption spectrometry ใชกับสารละลายที่มี      

Si เขมขน 2 – 8 mg/L และทําการวิเคราะหหา Indole-3-acetic acid (IAA)                       

(Gordon และคณะ, 1951) โดยการเล้ียงเช้ือ silicate bacteria ในอาหารเหลวเชนเดียวกับการหา
ความเขมขนของโพแทสเซียมท่ีละลายไดในอาหารเล้ียงเช้ือแตใชวิธีการเข่ียเช้ือมา 1 loop แลวใส 
flask ที่มีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแรเฟลดสปารและไมกาอยูแลวโดยไมตองทํา stock เช้ือกอน และอาหาร
เล้ียงเช้ือมีการใส tryptophan 0.102 g/L เพิ่มลงไป โดยเล้ียงเช้ือไวประมาณ 2 วัน เม่ือครบ 2 วัน 
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นํามา drop plate แลว centrifuge โดยใชสวนท่ีเปนสารละลายใสเพ่ือนําไปวิเคราะหหา IAA โดยใช
เคร่ือง spectrophotometer 

การหาปริมาณเช้ือโดยวิธีการ drop plate (Supanwong และคณะ,1994) 

 ใชปเปตท่ีฆาเช้ือแลวดูดสารละลายจากอาหารเหลวที่เพาะเล้ียงเช้ือจนครบกําหนด 3, 6 และ    
9 วัน มา 1 ml ใสในหลอดทดลองซึ่งมีน้ําที่น่ึงฆาเช้ือแลว 9 ml เพ่ือเจือจางเช้ือใหมีความเขมขน 10-1 

หลังจากน้ันเจือจางตอโดยวธีิการเดียวกันจนถึง 10-7 ดูดสารละลายจาก dilution ท่ี 10- 7, 10- 6, 10- 5 

และ 10- 4 มา dilution ละ 0.02 ml หยดลงบนอาหารและใช dilution ละ 2 ซ้ํา รอใหสารละลายซึม
ลงในอาหารแข็งจนหมดจึงควํ่าจานเพาะเช้ือ ปด paraffin film ที่ขอบจานเพาะเช้ือ แลว incubate ไว
ท่ีอุณหภูมิหอง เม่ือมีโคโลนีของเช้ือปรากฏอยูบนผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือจึงหาปริมาณเช้ือจาก
จํานวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึนบนอาหารแลวบันทึกผล 

การหาความเขมขนของโพแทสเซียมทีล่ะลายไดโดยใช flame photometer 

เช้ือที่เล้ียงในอาหารเหลวจนครบกําหนด 3, 6 และ 9 วัน เม่ือนําไปทํา drop plate แลวจึง
นําไป centrifuge หรือกรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 ใชปเปตท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวดูดสารละลายสวนท่ีใส
มา 1 ml ใส volumetric flask ขนาด 25 ml แลวใชน้ํากล่ันปรับปริมาตร แลวจึงนําไปวัดความเขมขน
ของโพแทสเซยีมทีล่ะลายไดโดยใช flame photometer ท่ีความยาวคล่ืน 766.5 nm 

 ความเขมขนของโพแทสเซียมจะเตรียม standard K ที่มีความเขมขน 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 

3, 3.5, 4, 4.5 และ 5 ℵgK/ml โดยใช volumetric pipette ดูด standard 100 ℵgK/ml จํานวน      

0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 และ 5 ml ใสใน volumetric flask ขนาด 100 ml แลวใส
อาหารเล้ียงเช้ือที่ไมใสแรซิลิเกตหรือ KH2PO4 เพ่ือเปนแหลงของโพแทสเซียมจํานวน 1 ml สําหรับ
ทุกความเขมขน ใชน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหเปน 100 ml แลวเขยาใหเขากัน หลังจากน้ันนําไปอานคา
ดวยเคร่ือง flame photometer ความยาวคล่ืน 766.5 nm ท่ี slit width เทากับ 0.7 nm และที่ energy 

อยูในชวง 66-70 
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3.2 การทดลองปลูกพืชในกระถาง 

ทดลองปลูกพืชในกระถางในชวงเดือนตุลาคม 2545 - มีนาคม 2546 โดยใชพื้นที่ของ        
นายวิรัตน ศรีสุภา ซึ่งเปนเกษตรกรที่ปลูกสตรอเบอร่ี บานบอแกว อําเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม
เปนพื้นที่ทดลอง สตรอเบอร่ีที่ใชปลูกเปนสตรอเบอร่ีพันธุพระราชทานเบอร 50 กระถางที่ใชปลูก
มีขนาดบรรจุดินได 10 kg/pot ใชดินจากพื้นที่ของ  นายวิรัตน  ในการปลูก  โดยเก็บดินจากพื้นที่
ซึ่งไมเคยปลูกสตรอเบอร่ีมากอนในระดับความลึก 0 - 25 cm กอนการทดลองคลุกเคลาดินใหเขา
กันดี ใชแผนการทดลองแบบ  randomized complete block  ประกอบดวยตํารับการทดลอง      
3 ตํารับ  ตํารับละ 25 ซ้ํา  ในแตละ block  ใชไหลสตรอเบอร่ีซึ่งมีขนาดแตกตางกัน               
ตํารับการทดลองแรกเปนตํารับควบคุมซึ่งไมมีการใสปุยและไมใสหัวเช้ือซิลิเกตแบคทีเรีย       

ตํารับการทดลองที่สองมีการใสหัวเช้ือซิลิเกตแบคทีเรียในอัตราแนะนํา คือ 1.5 g/pot (50 kg/rai) 

ตํารับการทดลองที่สามมีการใสหัวเช้ือซิลิเกตแบคทีเรียในอัตราแนะนํารวมกับการใสปุยหมักใน
อัตรา 2 T/rai ทุกตํารับไดรับการใสปุยยูเรียตลอดฤดูปลูกในอัตรา 12 kg/rai โดยใสปุยยูเรีย    
เดือนละ 1 คร้ัง มีการใหนํ้าแบบ sprinkle สําหรับหัวเช้ือซิลิเกตแบคทีเรียที่ใชในการทดลองเปน
หัวเช้ือท่ี Institute of Microbiology, Hebei Academy of Science ประเทศสาธารณรัฐ
ประชาชนจีนผลิตเปนการคา โดยมีเช้ือ Bacillus circulans ในปริมาณไมตํ่ากวา 108 cfu/g 

ผลิตภัณฑดังกลาวใช peat ที่ฆาเช้ือแลวเปนวัสดุรองรับเช้ือ เก็บขอมูลสมบัติบางประการของ     
ดินกอนปลูก ไดแก pH ปริมาณอินทรียวัตถุ available P exchangeable K และปริมาณของ     
เช้ือซิลิเกตแบคทีเรียในดิน สวนขอมูลดานพืชที่บันทึกไดแก จํานวนใบ ขนาดทรงพุม จํานวนดอก 

และจํานวนผล คุณภาพความหวาน นํ้าหนักแหงและการสะสมไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ
โพแทสเซียม (ในสวนเหนือดินที่ระยะ 2 เดือนหลังปลูก) และความเขมขนของ ไนโตรเจน 

ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ในใบออนที่คล่ีเต็มที่ และผลผลิตผลสดในชวง 3 เดือนหลังปลูกซึ่ง
เปนชวงที่สตรอเบอรี่ใหผลผลิตสูงสุด 

วิธีการวิเคราะหดินและพืชแสดงไวในตารางท่ี 6, 7 และในภาคผนวก 
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ตารางที่ 6 วิธีวิเคราะหสมบติับางประการของดินกอนปลูก 

วิเคราะห วิธีการ เอกสารอางอิง 
pH 

Organic  matter 
Available  P 
 
 
 
 
 
Exchangeable K 
 

ดิน : นํ้า  1 : 1  pH วัดดวย meter 
Walkley & Black 
สกัดดวย Bray II พัฒนาสีดวย  
ammonium molybdate,antimony 
potassium tartrate, ascorbic acid  วัด
ดวยเคร่ืองspectrophotometer 

สกัดดวย 1 M NH4OAc  pH 7.0 วัดโดย 
Flame photometer 

เนาวรัตน, 2527 

Nelson และ Somners, 1996 
Houba  et  al., 1988b 

 
 
 
 
Helmke และ Sparks, 1996 
 

 
 
ตารางที่ 7 วิธีการวิเคราะหพืช 

วิเคราะห วิธีการหาความเขมขน เอกสารอางอิง 
total N 

tatal P 

 
total K  
คุณภาพความหวาน 

โดยการกล่ันดวย NaOH 40% 

พัฒนาสีดวย ammonium vanado phospho 

molybdateวัดดวยเคร่ืองspectrophotometer 
Flame photometer 
วัดดวยเคร่ือง hand refract meter 

Bremner, 1996 

ศรีสม, 2544 
 
Helmke และ Sparke, 1996 
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