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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีส่งผลต่อการเจริญและการผลิตสารเอ็ก
โซโพลีแซคคาไรด์ของแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมท่ีแยกได้จากปมรากพืชตระกูลถ่ัวของพืชเศรษฐกิจในประเทศไทยโดยกลุ่ม
งานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กองปฐพีวิทยา (ตึกไรโซเบียม) กรมวิชาการเกษตร และ 1 สายพันธุ์จากศูนย์ Bio/Polymers Research 
Group (BRG) ประเทศออสเตรเลีย ปัจจัยแวดล้อมท่ีทําการศึกษาดังกล่าวได้แก่ ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจน รวมถึงอัตราส่วนระหว่างแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้ยังได้ทําการศึกษาอิทธิพลของ
โลหะวาเลนซ์ 2 ต่อการเจริญและการผลิตเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ด้วย การจําแนกไรโซเบียมกระทําโดยการทดสอบทางชีวเคมี
และการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียท่ีใช้ในการศึกษาน้ี โดยอาศัยการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทด์ของ 16S riboromal RNA 
(16S rRNA sequencing) พบว่า ไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023, DASA 02001, DASA 03001, DASA 17007 และ TAL 
734 จัดอยู่ในจีนัส Bradyrhizobium ในขณะท่ีสายพันธุ์ DASA 18005 จัดอยู่ในจีนัส Rhizobium โดยทุกสายพันธ์ุให้
ผลทดสอบบวกต่อการทดสอบเอนไซม์ catalase, oxidase, urease และให้ผลลบต่อ citrate utilization test ไรโซเบียม
สายพันธุ์ DASA 17007 จัดอยู่ในกลุ่ม fast-growing และ Rhizobium etli M4 ถูกจัดในกลุ่ม slow-growing จากการ
ทดสอบการสร้างกรด-เบสในอาหาร YM ท่ีมี bromthymol blue เป็น indicator ไรโซเบียมส่วนใหญ่มีอัตราการเจริญ
จําเพาะสูงเม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหารท่ีมีกลูโคสหรือแมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอนและสารสกัดยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจน ยกเว้นไร
โซเบียมสายพันธ์ุ DASA 17007 และ DASA 18005 ท่ีพบว่ามีอัตราการเจริญจําเพาะสูงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีซูโครสเป็นแหล่ง
คาร์บอนและสารสกัดยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจน ปริมาณ EPS สูงสุดเพ่ิมข้ึนเม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อมีอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อ
ไนเจนท่ีสูงข้ึน ซ่ึงเป็นกรณีท่ีปรับเพ่ิมปริมาณแหล่งคาร์บอนแต่คงปริมาณแหล่งไนโตรเจน 
 สารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ท่ีแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมผลิตมีบทบาทสําคัญในการสร้างปมรากในพืชตระกูลถ่ัวซ่ึง
ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนให้เป็นแอมโมเนียหรือสารประกอบไนโตรเจนท่ีพืชสามารถนําไปใช้ได้ การปรับปรุง
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพในการเลี้ยงเชื้อสามารถช่วยในการเพ่ิมประสิทธิภาพและลดค่าใช้จ่ายสําหรับ
การเตรียมและการใช้ปุ๋ยไรโซเบียม 
 
 
คําสําคัญ: เอ็กตราเซลลูลาร์โพลีแซคคาไรด์ ไรโซเบียม แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ลําดับนิวคลิโอไทด์ของ 16S rRNA 
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ABSTRACT 

 
Contract No.  : MRG5080300 
Project Title  : Growth conditions effecting production of Extracellular Polymeric  

Substances (EPS) in Rhizobium spp. 
Researcher  : Waranyoo Pulsawat 
Research duration : 5 years and 1 months (1 July 2007 – 31 August 2012) 
 
 This research was aimed to determine the environmental conditions effecting growth and 
production of extracellular polymeric substances (EPSs) of Rhizobium spp. isolated from nodules of 
economic leguminous plants in Thailand by Soil Microbiology Group, Division of Soil Science, Department 
of Agriculture in Thailand and one Rhizobial isolate from Bio/Polymers Research Group (BRG) in Australia. 
The studied environmental conditions were type and concentration of carbon and nitrogen sources 
including ratio of carbon and nitrogen sources composed in cultivation media. Furthermore, influence of 
heavy metal ions on growth and EPSs production of Rhizobia was also performed. Biochemical tests and 
16S ribosomal RNA sequencing were used in order to identification of the isolated rhizobia. The isolated 
rizobial strains; DASA 01023, DASA 02001, DASA 03001, DASA 17007 และ TAL 734 were categorized in 
genus Bradyrhizobium whereas DASA 18005 was grouped in genus Rhizobium. Every studied isolates gave 
positive results for catalase, oxidase, urease tests and negative result for citrate utilization tests. According 
to acid production in YM media containing bromthymol blue as pH indicator, DASA 17007 was classified 
as fast-growing and Rhizobium etli M4 was grouped in slow growing. Most rhizobial isolates grew with high 
specific growth rate when they were cultured in the medium containing glucose or mannitol as carbon 
source except DASA 17007 and DASA 18005 which were favor for sucrose as carbon source instead. The 
maximum EPS production increased with an increase of C:N ratio that adjusted by increasing amount of 
carbon source and remaining amount of nitrogen source.  
 Rhizobial EPS play important roles in successive nodulation in leguminous plants and 
subsequently raises nitrogen fixation efficiency henceforth promotes utilized nitrogen form fertilizer for 
plants. Development of optimal culture medium can lead to improvement of efficiency and low cost for 
preparation and utilization of Rhizobium fertilizer.  
 
 
Keyword: Extracellular polymeric substances (EPSs), Rhizobium, Carbon and nitrogen sources, 16S rRNA 
sequencing 
  



iii 

 

 
สารบัญ 

 
            หน้า 
บทคัดย่อ i 
Abstract  ii 
สารบัญเนื้อหา (list of contents) iii 
สารบัญตาราง (list of tables)  iv 
สารบัญภาพ (list of illustrations)    v 
คําอธิบายสัญลักษณ์และคําย่อท่ีใช้ในการวิจัย (List of Abbreviations)  ix 
สรุปรายงานวิจัย (Executive summary)  x  
เนื้อหางานวิจัย  1 
 บทนํา               1 
 ความสําคัญ และที่มาของปัญหาท่ีทําการวิจัย        1 

ผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง           1 
 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย          3 
 วิธีดําเนินการวิจัย           4 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผลการทดลอง         6 
1. การศึกษาสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆท่ีใช้ในโครงการวิจัย                6 
2. การศึกษาลักษณะคุณสมบัติระบบเมทาบอลิซึมบางประการโดยการทดสอบทางชีวเคมี                 6 
3. การศึกษาความไว (sensitivity) ของไรโซเบียมต่อยาปฏิชีวนะต่างๆ              10 
4. การศึกษาการเจริญของเชื้อไรโซเบียมในอาหารพ้ืนฐาน YMB               11 
5. การศึกษาอิทธิพลของชนิดของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญ          13 

และการสร้าง EPS ในเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ 
6. การศึกษาอิทธิพลของอัตราส่วนแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญ         37 

และการสร้าง EPS ในเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ 
7. การศึกษาอิทธิพลไอออนโลหะวาเลนซ์ 2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญและการสร้าง EPS               37 

ใน R. etli M4 
8. การศึกษาจัดจําแนกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ท่ีใช้ในโครงการวิจัย             41 

โดยอาศัย 16S rRNA nucleotide sequencing   
สรุปผลการวิจัย  55 
ผลผลิต (output) 56 
สรุปการเงิน 64 
เอกสารอ้างอิง  65 
ภาคผนวก ก สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 69 
ภาคผนวก ข กราฟมาตรฐานต่างๆ 71 
  



iv 

 

 
สารบัญตาราง 

 หน้า 
 
ตารางท่ี 1 ผลทดสอบทางชีวเคมีบางประการของไรโซเบียมท่ีใช้ในโครงการวิจัยสายพันธุ์ไรโซเบียม  9 
ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของ R. etli M4  9 
ตารางท่ี 3 ผลการการทดสอบความไวยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ  10 
ตารางท่ี 4  การทดสอบการสร้างกรด-เบสในอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB + BTB สําหรับไรโซเบียม   12 

ทุกสายพันธ์ุ และ DM3 + BTB สําหรับเชื้อไรโซเบียม R. etli M4 
ตารางท่ี 5 ความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีให้ค่าปริมาณโปรตีนภายในเซลล์สูงสุด   28 

อัตราการผลิตโปรตีนในเซลล์ ปริมาณเบตากลูแคนสูงสุด และอัตราการผลิตเบตากลูแคน 
ของไรโซเบียมแต่ละสายพันธ์ุ 

ตารางท่ี 6 อัตราการเจริญจําเพาะ (μ) และ Doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญใน  31 
อาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดยให้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวณได้จากค่า OD600  
เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น 

ตารางท่ี 7 อัตราการเจริญจําเพาะ () และ doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญใน  32 
อาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดยให้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวนได้จากค่า biomass  
เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น 

ตารางท่ี 8  อัตราการเจริญจําเพาะ (μ) และ doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญใน  34 
อาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดยให้แหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวนได้จากค่า OD600  
เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น 

ตารางท่ี 9 อัตราการเจริญจําเพาะ (μ) และ doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญใน  35 
อาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดยให้แหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวณได้จากค่า Biomass  
เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น 

ตารางท่ี 10  ปริมาณ -glucan และปริมาณเซลล์ของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 03001, DASA 17007,  39 
 DASA 18005 และ TAL 734 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-yeast extract และ  
sucrose-yeast extract ท่ีมีอัตราส่วนแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 

ตารางท่ี 11  อิทธิพลของอัตราส่วนแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนต่อการสร้าง EPS และ CPS  39 
จากการวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตโดยวิธี phenol-sulfuric acid method 

ตารางท่ี 12  อิทธิพลของไอออนโลหะวาเลนซ์ 2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 ต่อการเจริญและการสร้าง  40 
สารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ของ R. etli M4 

ตารางท่ี 13 การจัดจําแนกสายพันธ์ุไรโซเบียมท่ีใช้ในการวิจัยโดยใช้ลําดับนิวคลิโอไทด์  41 
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ภาพที่ 1 โครงสร้างหน่วยซํ้าของโมเลกุลของ EPSs ท่ีสร้างโดยไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ A)-B) S. meliloti,   3 
 C) Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, D) R. leguminosarum bv. trifolii 4S,  
 E) R. leguminosarum bv. viciae 248 
ภาพที่ 2 ตัวอย่างลักษณะเซลล์แบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธุ์ (A) DASA 01023 และ (B) DASA 02001  7 

เม่ือย้อมแกรมและส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีกําลังขยาย 1000X  
ภาพที่ 3 ตัวอย่างลักษณะโคโลนีของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุ์ (A) DASA 03001 และ (B) DASA 03001   8 

เจริญบน YMA หลังบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน  
ภาพที่ 4 ผลการทดสอบการสร้างกรด-เบสของเชื้อไรโซเบียมเม่ือเลี้ยงในอาหาร YMB + BTB และ DM3 + BTB   11 

สําหรับสายพันธ์ุ R. etli M4 1) DASA 01023, B) DASA 02001, C) DASA 03001 D) DASA 17007,  
E) DASA 18005, F) TAL 734, G) R. etli M4 (YMB + BTB) และ H) R. etli M4 (DM3 + BTB) 

ภาพที่ 5 การเจริญโดยการวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB + BTB   13 
ท่ีเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ และการเจริญของเชื้อ R .etli M4 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 + BTB  
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 

ภาพที่ 6 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียม  14 
สายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
120 rpm 

ภาพที่ 7 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียม  14 
สายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ sucrose - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
120 rpm 

ภาพที่ 8 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียม  15 
สายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
120 rpm  

ภาพที่ 9 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียม  15 
สายพันธ์ุต่างๆในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
120 rpm 

ภาพที่ 10  การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียม  16 
สายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - peptone broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
120 rpm  

ภาพที่ 11 อัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆ (A) – (F) ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหล่งคาร์บอน  17 
และไนโตรเจนต่างๆกัน จากการคํานวณโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  
เม่ือบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 

ภาพที่ 12 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - yeast extract broth  19 
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm  
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ภาพที่ 13 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ sucrose - yeast extract broth  19 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm  
ภาพที่ 14 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose - yeast extract broth  20 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm  
ภาพที่ 15 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - malt extract broth  20 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
ภาพที่ 16 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - peptone broth  21 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm  
ภาพที่ 17 อัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหล่งคาร์บอนและ  22 

ไนโตรเจนต่างๆกัน จากการคํานวณโดยอาศัยมวลชีวภาพแห้ง เม่ือบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
120 rpm  

ภาพที่ 18 อัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหล่งคาร์บอน  23 
และไนโตรเจนต่างๆกัน จากการคํานวณโดยอาศัยมวลชีวภาพแห้ง เม่ือบม่เชื้อท่ีอุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส 120 rpm 

ภาพที่ 19 ปริมาณโปรตีนภายในเซลล์ของไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน  26 
ต่างๆกัน บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 

ภาพที่ 20  การผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์โดยอาศัยการวัดปริมาณเบตากลูแคนองค์ประกอบของไรโซเบียม  27 
สายพันธ์ต่างๆในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่างๆกัน บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
120 rpm 

ภาพที่ 21  อิทธิพลของชนิดแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของ R. etli M4 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง  31 
ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ในอาหาร DM3 ท่ีเชื้อ เจริญ โดยใช้ 10% (v/v) subculture  
เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 

ภาพที่ 22 อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อมวลชีวภาพแห้ง (Dry biomass) ในอาหาร DM3 ท่ีเชื้อ R. etli M4  32 
เจริญ โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน  
rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 

ภาพที่ 23  อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate) ซ่ึง  33 
วิเคราะห์โดยวิธี phenol sulfuric acid method ใน supernatant ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน 
rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 

ภาพที่ 24 อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate) ซ่ึง  33 
วิเคราะห์โดยวิธี phenol sulfuric acid method ใน cells pellet ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน  
rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 

ภาพที่ 25  อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญของเชื้อ R. etli M4 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง  34 
ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ในอาหาร DM3 โดยใช้ 10% (v/v) subculture  
เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 
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ภาพที่ 26 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อมวลชีวภาพแห้ง (Dry biomass) ในอาหาร DM3   35 

ท่ีเชื้อ R. etli M4 เจริญ โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อ 
ท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 

ภาพที่ 27 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate)  36 
ซ่ึงวิเคราะห์โดยวิธี phenol sulfuric acid method ใน supernatant ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน  
rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 

ภาพที่ 28  อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate)   36 
ซ่ึงวิเคราะห์โดยวิธี phenol sulfuric acid methos ใน cells pellet ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน  41 
rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 

ภาพที่ 29 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 01023 จากลําดับเบส  42 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ  
Type strains  

ภาพที่ 30 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 01023 จากลําดับเบส  43 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง  
type strains และ non-type strains 

ภาพที่ 31 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 02001 จากลําดับเบส  44 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 27F และ 1100R และเทียบเคียงกับ  
Type strains  

ภาพที่ 32 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 02001 จากลําดับเบส  45 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 27F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง  
type strains และ non-type strains 

ภาพที่ 33 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 03001 จากลําดับเบส  46 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 357F และ 1100R และเทียบเคียงกับ  
Type strains 

ภาพที่ 34 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 03001 จากลําดับเบส  47 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 357F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง  
type strains และ non-type strains 

ภาพที่ 35 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 17007 จากลําดับเบส  48 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ  
Type strains  

ภาพที่ 36 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 17007 จากลําดับเบส  49 
ได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 357F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง  
type strains และ non-type strains 
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ภาพที่ 37 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 18005 จากลําดับเบส  50 

ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ  
Type strains  

ภาพที่ 38 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 18005 จากลําดับเบส  51 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง  
type strains และ non-type strains 

ภาพที่ 39 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ TAL 734 จากลําดับเบสท่ี  52 
ได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ  
Type strains 

ภาพที่ 40 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ TAL 734 จากลําดับเบส  53 
ท่ีได้จาก partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง 
type strains และ non-type strains 

ภาพที่ 41 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ R. etli M4 จากลําดับเบสท่ีได้จาก  54 
full-length sequencing ของ 16S rRNA โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 27F และ 1492R  



ix 

 

คําอธบิายสัญลักษณ์และคําย่อที่ใช้ในการวิจัย 
 
16S rRNA 16S ribosomal ribonucleic acid 
μ  specific growth rate (hour-1 or h-1) 
BTB  Bromthymol blue (bromothymolsulfonephthalein) 
C:N  ratio of carbon to nitrogen of medium composition 
EPS  Extracellular Polymeric Substances 
PCR  Polymerase chain reaction 
Yp/x yield of product concentration per dry biomass concentration (or per cells protein 

concentration in this research) 
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สรุปรายงานวิจัย (Executive Summary) 
 
สัญญาเลขท่ี MRG5080300 
โครงการ : ปัจจยัแวดล้อมท่ีมีผลต่อการสร้าง Extracellular Polymeric Substances (EPS) ในแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียม 
 
หัวหน้าโครงการ  : ดร.วรัญญู พูลสวัสด์ิ  
หน่วยงาน  : ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร 
ระยะเวลาดําเนินงาน : 5 ปี 1 เดือน (2 กรกฏาคม 2550 ถึง 31 สิงหาคม 2555) 
งบประมาณ  : 240,000.00 บาท 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
 ในการทําเกษตรกรรมเพื่อผลผลิตทางการเกษตรในระดับการค้า เกษตรกรนิยมใส่ปุ๋ยเคมีเพ่ือเพ่ิมความอุดมสมบูรณ์
ในแก่ดินและธาตุอาหารที่จําเป็นแก่พืช แต่ปุ๋ยเคมีมีราคาสูง เป็นสาเหตุให้ต้นทุนค่าใช้จ่ายในการผลิตทางการเกษตรที่สูงข้ึน
เช่นกัน นอกจากนี้การใช้ปุ๋ยเคมียังส่งผลกระทบต่อเนื่องจากการสะสมตกค้างในพ้ืนท่ีการเกษตร และทําลายโครงสร้างของชั้น
ดิน หน่วยราชการท่ีเกี่ยวข้องจึงส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกพืชตระกูลถั่ว การใช้ปุ๋ยชีวภาพร่วมหรือทดแทนเพ่ืดลดต้นทุนการผลิต
รวมถึงการรักษาความสมบูรณ์ของพ้ืนท่ีเกษตรกรรม  
 ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรียกลุ่มไรโซเบียม ซ่ึงมีถิ่นอาศัยในดินและมี
ความสามารถในการเข้าไปสร้างปมท่ีรากพืชตระกูลถ่ัวได้ ซ่ึงบางสายพันธุ์มีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของต้นถั่วท่ีเหมาะสม 
บางสายพันธ์ุความสามารถสร้างปมได้ในรากพืชตระกูลถ่ัวต่างชนิดได้ ภายในปมรากไรโซเบียมสามารถดําเนินกิจกรรมตรึง
ไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียหรือสารประกอบอินทรีย์ไนโตรเจนในรูปท่ีพืชสามารถนําไปใช้ได้ การอยู่ร่วมกันระหว่างพืชตระกูลถ่ัว
และไรโซเบียมแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (Symbiotic nitrogen fixing) ต้นพืชตระกูลถ่ัวได้ผลประโยชน์จากการได้รับไนโตรเจนใน
รูปท่ีพืชใช้ได้จากแบคทีเรีย ในขณะเดียวกันเชื้อแบคทีเรียไรโซเบียมก็ได้รับแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานจากพืชตระกูลถ่ัว 
อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมข้ึนอยู่กับความสําเร็จในการเข้าและสร้างปมรากของไรโซเบียม 
(nodulation) กับรากพืชตระกูลถั่ว มีหลายปัจจัยท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพในข้ันตอนการเข้าและสร้างปมรากพืชตระกูลถ่ัวโดย
ไรโซเบียม โดยเฉพาะอย่างย่ิงข้ันตอนแรกในการท่ีไรโซเบียมยึดเกาะกับรากพืชตระกูลถ่ัวท่ีจําเพาะเจาะจงภายหลังการถูกชัก
นําโดยสารฟลาโวนอยด์ (flavonoid) ท่ีรากหรือเมล็ดพืชตระกูลถ่ัวสร้างและปลดปล่อยในแหล่งดินแวดล้อม ซ่ึงมีรายงาน
เกี่ยวกับบทบาทของสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ (Extracellular Polymeric Substances or EPS) ท่ีไรโซเบียมผลิตข้ึน 
นอกเหนือไปจากการเพ่ิมอัตราการอยู่รอดของไรโซเบียมในสิ่งแวดล้อม (1, 2) แล้วยังมีความสําคัญในการยึดเกาะกับรากต้นถั่ว
แล้วต่อมาจึงสร้างและหลั่งสาร Nod factor ท่ีไรโซเบียมสร้างข้ึนเป็นผลให้เกิดการโค้งงอของรากขนอ่อนเและกระตุ้นให้เซลล์
ชั้นคอเท็กซ์เกิดการแบ่งเซลล์ซ่ึงเป็นลําดับข้ันต่อมาในกระบวนการสร้างปมราก ด้วยบทบาทสําคัญ EPS ต่อประสิทธิภาพต่อ
การสร้างปมรากถั่วโดยเฉพาะอย่างย่ิงในข้ันตอนต้นๆของกระบวนการสร้างปมราก (3) และความอยู่รอดในสิ่งแวดล้อม ปัจจัย
แวดล้อมหลายประการท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพในการสร้าง EPS เช่น ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (4) อัตราส่วนระหว่างปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจน (5) ธาตุโลหะ เป็นต้น ดังนั้นการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีเหมาะสมในการสนับสนุนการเจริญและการผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ของไรโซเบียม จะสามารถนําไปสู่การพัฒนา
ประสิทธิภาพและส่งเสริมการใช้ปุ๋ยไรโซเบียมในการเกษตรกรรมทดแทนการใช้ปุ๋ยเคมี ลดปัญหาสารเคมีตกค้างในดินและการ
ทําลายโครงสร้างดิน  ซ่ึงจะนําไปสู่การพัฒนาการใช้พ้ืนดินเกษตรกรรมอย่างมีคุณภาพ ประสิทธิภาพ และย่ังยืน 
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บทนํา 
 
ความสําคัญและที่มาของปัญหา 
 การใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนในการเพาะปลูกพืชเศรษฐกิจตระกูลถ่ัวเช่น ถั่วเหลือง ถั่วลิสง ถั่วเขียว ถั่วลันเตา ถั่วฝักยาว 
เป็นต้น นอกจากค่าใช้จ่ายสําหรับต้นทุนการผลิตท่ีสูงข้ึนแล้ว ยังเป็นการเพิ่มสารเคมีตกค้างในแหล่งดินทําการเกษตร การใช้
ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีมีคุณประโยชน์หลายประการท้ังต่อเกษตรกรและสิ่งแวดล้อม เช่น เป็นการช่วยลด
ต้นทุนการผลิตจากการซ้ือปุ๋ยเคมีไนโตรเจนท่ีมีแนวโน้มของราคาสูงข้ึน ช่วยเพ่ิมผลผลิตต่อไร่ถึง 15-20% (6) และยังเป็นการ
ลดปริมาณสารเคมีตกค้างในพ้ืนท่ีทําการเกษตร พบว่าในอดีตมีการใช้ปุ๋ยชีวภาพไนโตรเจนน้อยแต่มีแนวโน้มการใช้ท่ีสูงขึ้น
เนื่องจากราคาท่ีสูงข้ึนของปุ๋ยเคมีในท้องตลาด การพัฒนาประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมเป็นการชักจูงและเพิ่มปริมาณ
การใช้ของปุ๋ยดังกล่าว ซ่ึงจะนําไปสู่การลดต้นทุนในการผลิตและเพิ่มอัตราการผลิตต่อไร่ของผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรตระกูล
ถั่ว นอกจากนี้ยังเป็นการรักษาสมดุลสิ่งแวดล้อมและลดมลภาวะสารเคมีตกค้างในดิน ไม่เฉพาะการเกษตรท่ีจะได้รับประโยชน์
จากการพัฒนาปรับปรุงประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม ปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมสามารถนําไปใช้ในการปรับปรุงสภาพดิน
ในแหล่งดินท่ีขาดความอุดมสมบูรณ์  

ปัจจัยแวดล้อมหลายประการส่งผลต่อประสิทธิภาพของการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมท่ีอาศัยอยู่ในปมรากพืช
ตระกูลถั่วนอกเหนอืจากชนิดและสายพันธ์ุของแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมเอง ขั้นตอนแรกท่ีสําคัญในการเกิดปมรากถ่ัว (7) ซ่ึง
เป็นแหล่งท่ีเกิดการตรึงของไนโตรเจน Extracellular Polymeric Substances (EPS) ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมมี
บทบาทสําคัญย่ิงต่อประสิทธิภาพในการสร้างปมรากพืชตระกูลถ่ัวของแบคทีเรีย  (nodulation) (8)พบว่าชนิดและปริมาณ
การผลิต EPS นอกจากจะข้ึนอยู่กับสายพันธุ์ของแบคทีเรียแล้ว (9, 10) ปัจจัยแวดล้อมหลายชนิดเช่น อาหารท่ีใช้ในการเลี้ยง
เชื้อแบคทีเรีย ชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอน (11) อัตราส่วนระหว่างแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน  (5, 12) ชนิดและปริมาณ
โลหะหนัก เป็นต้น สามารถส่งผลกระทบต่อการผลิต EPS การศึกษาสภาวะแวดล้อมต่างๆที่มีผลต่อการผลิต EPS จึงมี
ความสําคัญในการพัฒนาประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม เพ่ือเป็นการลดต้นทุนการผลิตแก่เกษตรกร และรักษาสมดุล
สิ่งแวดล้อมในดินโดยเฉพาะอย่างย่ิงพ้ืนท่ีการเกษตร 
 
ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง (Literature review) 
 แบคทีเรียในตระกูลไรโซเบียมซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ์ไนโตรเจนได้เป็นแอมโมเนียหรือสารประกอบ
ไนโตรเจนท่ีพืชสามารถนําไปใช้ได้ กิจกรรมการตรึงไนโตรเจนอาศัยเอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) และเกิดข้ึนในสภาวะ
พ่ึงพาอาศัย (symbiosis) ระหว่างไรโซเบียมกับรากพืชตระกูลถ่ัว ซ่ึงแบคทีเรียมีความสามารถในการชักนําให้เกิดการสร้าง
โครงสร้างท่ีเรียกว่าปม (nodules) บริเวณรากหรือลําต้นของพืชตระกูลถ่ัว (leguminous plants)  แบคทีเรียไรโซเบียมจัดอยู่
ในกลุ่ม Proteobacteria ท้ัง subclass α- Proteobacteria (α- Rhizobia) ได้แก่ จีนัส Rhizobium, Allorhizobiumและ 
Methylobacterium และใน subclass β-Proteobacteria (β- Rhizobia) ได้แก่ จีนัส Burkhoderia และ Cupriavidus 
(12) กระบวนการสร้างปมและตรึงไนโตรเจนดังกล่าวต้องอาศัยการทํางานร่วมกันระหว่างพืชตระกูลถ่ัวและแบคทีเรียตระกูล
ไรโซเบียมอย่างจําเพาะ แต่ไรโซเบียมบางสายพันธ์ุอาจมีความสามารถในการเข้าสร้างปมรากกับพืชตระกูลถ่ัวได้มากกว่าหนึ่ง
ชนิด (13, 14, 15) นอกจากนี้การจัดกลุ่มแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมอาจจําแนกได้โดยใช้อัตราการเจริญจําเพาะเฉลี่ย 
(specific growth rate, μ) นั้นสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมท่ีเจริญได้รวดเร็ว(fast-
growing rhizobium) เช่น Sinorrhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium trifolii เป็นต้น ส่วน
กลุ่มแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมท่ีมีการเจริญช้า(slow growing rhizobium) ได้แก่ Rhizobium japonicum และ 
Rhizobium lupine เป็นต้น (16, 17, 18) หรืออาจจําแนกกลุ่มแบคทีเรียโดยคํานึงถึงความจําเพาะเจาะจงในการสร้างปมราก
และตรึงไนโตรเจนกับพืชตระกูลถั่ว (host specificity) (19, 20, 21, 22, 23) 
 

ขั้นตอนในการเกิดปมรากถ่ัวมีหลายข้ันตอน (24, 25, 26) เริ่มจากไรโซเบียมถูกกระตุ้นให้เคลื่อนท่ีเข้าหารากพืช
ตระกูลถั่ว (chemotaxis) อันเนื่องมาจากสาร flavonoid หรือ isoflavonoid ท่ีรากพืชปลดปล่อยออกมา แต่ขั้นตอนท่ีสําคัญ
คือขั้นตอนในการยึดเกาะของแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมกับรากของพืชตระกูลถ่ัวท่ีจําเพาะ ความจําเพาะเบื้องต้นนี้ถูก
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สันนิษฐานว่าเกิดจากความจําเพาะของการจับกันระหว่าง lectin (a specific carbohydrate-binding proteins)  กับ 
mono- หรือ oligosaccharide (EPS) ท่ีแบคทีเรียไรโซเบียมผลิตและปลดปล่อยออกมา ในเวลาต่อมา พบว่า Nod factor 
เป็นกุญแจสําคัญทําหน้าท่ีเกี่ยวกับความจําเพาะเจาะจงระหว่างชนิดและสายพันธ์ุไรโซเบียกับพืชตระกูลถ่ัว แต่อย่างไรก็ตาม
ขั้นตอนการยึดเกาะเร่ิมแรกระหว่าง lectin ท่ีสร้างโดยรากพืชและเพื่อให้เกิดกระบวนการสร้างปมรากถั่วนั้น Extracellular 
Polymeric Substances (EPS) (27, 28, 29, 30, 31, 32) ท่ีสร้างโดยแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียมมีบทบาทสําคัญอย่างมาก 
พบว่าคาร์โบไฮเดรตที่เป็นองค์ประกอบของ EPS ท่ีผลิตข้ึนโดยแบคทีเรียไรโซเบียมประกอบด้วยน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวสามัญ 
เช่น D-glucose, D-galactose, D-mannose, L-rhamnose, D-glucuronic acid และ D-galactose ซ่ึงพบว่า repeating 
units แตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับชนิดของแบคทีเรียหรืออาจแตกต่างกันเม่ือมีความจําเพาะต่อพืชตระกูลถ่ัวต่างชนิดกันแม้
แบคทีเรียจะเป็นชนิดหรือสายพันธุ์เดียวกัน (33, 34) นอกจาก repeating units ท่ีแตกต่างกันแล้ว โมเลกุลท่ีเชื่อมระหว่าง 
repeating units อาจแตกต่างกันไปด้วย ตัวอย่างของโมเลกุลท่ีเชื่อม repeating units ได้แก่ acetyl, pyruvyl, succinyl 
และ hydroxyubutanoyl ตัวอย่างของ EPS ท่ีผลิตโดยไรโซเบียมสายพันธ์ุดังในภาพที่ 1 

เนื่องจากโครงสร้างโมเลกุลโดยท่ัวไปของ EPS ประกอบด้วยประจุจํานวนมากโดยเฉพาะอย่างย่ิงประจุลบเป็น
องค์ประกอบของโมเลกุล จึงทําให้ถูกสันนิษฐานว่าบทบาทของ EPS คือการยึดเกาะพ้ืนผิว (รากพืชตระกูลถ่ัว) และสร้างพันธะ
กับ lectin ซ่ึงเป็นโมเลกุลโปรตีนท่ีสร้างพันธะกับน้ําตาลและพบโมเลกุลในเมล็ดถ่ัว รวมถึงราก ก้าน ใบและเปลือกของพืช
ตระกูลถ่ัว (35, 36) นอกจากน้ี EPS ยังช่วยป้องกันแบคทีเรียจากสิ่งแวดล้อมท่ีสามารถกระทบต่อการอยู่รอดของแบคทีเรีย 
(37, 38) ควบคุมแรงดันออสโมติก (39, 40) เป็นต้น อีกบทบาทท่ีสําคัญของ EPS ต่อการอาศัยอยู่ร่วมกันระหว่างแบคทีเรียไร
โซเบียมและรากพืชตระกูลถ่ัวคือ การยึดเกาะและของไรโซเบียมกับรากพืชซ่ึงพบว่าแบคทีเรียท่ีกลายพันธ์ุไม่สามารถสร้าง EPS 
ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการสร้างปมรากในพืชตระกูลถ่ัว นอกจากนี้ดังท่ีกล่าวข้างต้น EPS ทําหน้าท่ีในการจําเพาะ 
(recognition) และกดหรือยับย้ังกลไกกระบวนการป้องกันการติดเชื้อท่ัวไปของพืชเจ้าบ้าน (41, 42)  

ประสิทธิภาพของข้ันตอนการเกาะยึดของไรโซเบียมแตกต่างและขึ้นอยู่กับชนิดและปริมาณของ EPS ท่ีแบคทีเรีย
สร้างข้ึน ซ่ึงพบว่าโดยท่ัวไปปัจจัยแวดล้อมหลายอย่างส่งผลกระทบต่อชนิดและปริมาณของ EPS เช่น ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(5, 43, 44) ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน ชนิดและปริมาณของแหล่งไนโตรเจน (13) รวมถึงอัตราส่วนระหว่างแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจน (5, 12) ความเป็นกรด-ด่าง (46) ชนิดและปริมาณของโลหะหนักโดยเฉพาะอย่างย่ิงไอออนโลหะท่ีมีวา
เลนซ่ีเท่ากับ 2 (47) เป็นต้น  

Staudt และคณะ (5) ได้ทําการทดสอบผลของแหล่งคาร์บอนต่างกัน 6 ชนิด ต่อการเจริญและการผลิต EPS ของ 
Rhizobium tropici  ซ่ึงจากการตรวจนับเซลล์โดยวิธี plate count พบว่าผลการสนับสนุนการเจริญของเซลล์ตามลําดับ 
ดังนี้ fructose = mannitol > glucose = arabinose > sucrose > glutamate อย่างไรก็ตาม ปริมาณเซลล์ท่ีแตกต่างอยู่
ในช่วง 2.4 x  109 – 7.9 x 109 ลําดับชนิดของน้ําตาลข้างต้นแตกต่างไปจากลําดับของชนิดของนํ้าตาลท่ีสนับสนุนการสร้าง 
EPS สูงสุด ซ่ึงมีลําดับดังนี้ Sucrose = glucose (4x) > fructose = glutamate (3x)  > mannitol = arabinose (x)  เม่ือ
คํานึงถืงอัตราการสร้าง EPS  แล้ว พบว่า glucose ให้ค่าสูงสุดโดยประมาณ 1.1 g L-1 day-1 ในศึกษาอิทธิพลของอัตราส่วน
ระหว่างปริมาณคาร์บอนต่อไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการสร้าง EPS พบว่า  อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีประกอบด้วย sucrose 20 
g L-1 และ NH4Cl 2 g L-1 (0.2%, w/w) ซ่ึงมีค่า C:N ratio = 10 ให้ปริมาณการผลิต EPS สูงสุดเท่ากับ 4 g L-1 และมีอัตรา
การผลิตเท่ากับ 1.1 g L-1 day-1 ในขณะที่   C:N = 5, 10 และ 40 ให้ค่าท่ีน้อยกว่าโดยประมาณ 0.81, 0.83 และ 0.65 
ตามลําดับ Breedveld และคณะ  (44) ทําการทดสอบผลการผลิต EPS ในระบบ batch เป็นเวลา 14 วัน ท่ีอุณหภูมิ 25 C 
โดย Rhizobium leguminosrum bv trifolii TA-1 ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่ม fast-growing rhizobium เม่ือใช้น้ําตาล glucose, 
sucrose, galactose และ mannitol ปริมาณ 10 g L-1 โดยมี glutamic acid เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่า แหล่งคาร์บอนท่ี
ส่งเสริมการผลิต EPS มีลําดับดังนี้ mannitol >  sucrose > glucose  = galactose  

ดังน้ันการศึกษาถึงปัจจัยแวดล้อมท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณและคุณภาพของ EPS ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียตระกูลไร
โซเบียม รวมถึงสนับสนุนการเจริญของแบคทีเรีย ซ่ึงสามารถส่งเสริมประสิทธิภาพในการสร้างปมรากพืชเศรษฐกิจตระกูลถ่ัวท่ี
สําคัญของประเทศไทย และนําไปสู่การพัฒนาปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียมเพื่อทดแทนการใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนซ่ึงเป็นการลดต้นทุน
การผลิตของเกษตรกร และเป็นการรักษาสมดุลสิ่งแวดล้อมในดินพ้ืนท่ีการเกษตรอีกด้วย 
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ภาพท่ี 1 โครงสร้างหน่วยซํ้าของโมเลกุลของ EPSs ท่ีสร้างโดยไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ A)-B) S. meliloti, C) Rhizobium 
leguminosarum bv. trifolii, D) R. leguminosarum bv. trifolii 4S, E) R. leguminosarum bv. viciae 248. หมาย
เหตุ: Glc; glucose, GlcA; glucuronic acid, Gal; galactose, Succ; succinate, and Ac; acetyl (43) 
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. ศึกษาปัจจัยแวดล้อม ได้แก่ ชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ ชนิดและปริมาณของคาร์บอนและไนโตรเจน โลหะหนัก เป็นต้นท่ีส่งผล
ต่อการเจริญและการผลิต EPS ของแบคทีเรียตระกูลไรโซเบียม 
2. จําแนกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของสายพันธ์ุเชื้อไรโซเบียมท่ีคัดแยกได้จากปมรากพืชตระกูลถั่วเศรษฐกิจในประเทศไทยท่ีใช้
ในโครงการวิจัย 
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วิธีดําเนินการวิจัย (Materials  & Method) 
  
1. สายพันธ์ุไรโซเบียมท่ีใช้ในโครงการวิจัย 

สายพันธ์ุไรโซเบียมท่ีมีความสําคัญต่อการเกิดปมรากในพืชตระกูลถั่วได้จัดหาไรโซเบียมสําหรับโครงการวิจัยนี้จํานวน
ท้ังสิ้น 7 สายพันธุ์ โดยได้รับความอนุเคราะห์จาก A/Prof L.J.R. Foster หัวหน้าศูนย์ Biopolymer Research Groups 
(BRG), University of New South Wales, ประเทศออสเตรเลียจํานวน 1 สายพันธุ์ คือ (1) Rhizobium etli strain M4 ซ่ึง 
genus สายพันธ์ุนี้ปกติแล้วสามารถ symbiosis กับถ่ัวขาว  (Bruguiera cylindrical) แต่สายพันธ์ุนี้พบว่าอาศัยอยู่ร่วมกับ 
microalgae ท่ีคัดแยกได้จากกองแร่ เหมืองแร่แมงกานีส และอีก 6 สายพันธ์ได้จากกลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน สํานักวิจัยและ
พัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร ประเทศไทย ได้แก่สายพันธ์ุ;  
(2) ไรโซเบียม สายพันธ์ุ DASA 01023 ซ่ึง symbiosis กับถ่ัวเหลือง (Glycine max)  
(3) ไรโซเบียม สายพันธ์ุ DASA 02001 ซ่ึง symbiosis กับถ่ัวเขียว (Vigna radiata) 
(4) ไรโซเบียม สายพันธ์ุ DASA 03001 ซ่ึง symbiosis กับถ่ัวลิสง (Arachis hypogaea) 
(5) ไรโซเบียม สายพันธ์ุ DASA 17007 ซ่ึง symbiosis กับถ่ัวฝักยาว (Vigna sinensis) 
(6) ไรโซเบียม สายพันธ์ุ DASA 18005 ซ่ึง symbiosis กับถ่ัวลันเตา (Pisum sativum) 
(7) ไรโซเบียม สายพันธ์ุ DASA TAL 734 ซ่ึง symbiosis กับปอเทือง (Crotalaria juncea) 
ซ่ึงศูนย์วิจัยจุลินทรีย์ดินยังได้ดําเนินการจัดจําแนกทางอนุกรมวิธานถึงระดับจีนัสโดยเทคนิคชีวโมเลกุลเพียง 3 สายพันธ์ุคือ 
DASA 01023, DASA 02001 และ DASA 03001ซ่ึงจัดอยู่ในจีนัส Bradyrhizobium japonicum และ Bradyrhizobium 
elkanii (จากการสอบถามข้อมูล) 
 ท้ังนี้ได้ทําการรักษาเก็บสายพันธ์ุแบคทีเรียไรโซเบียมในสต็อกเพื่อทําการวิจัยและป้องกันการกลายพันธุ์โดยการเก็บ
รักษาเชื้อใน YMA (Yeast mannitol) slant และปิดทับด้วย glycerol ทําการเก็บรักษาสายพันธุ์ใน Freezer ท่ี -20C เม่ือ
จะนําสายพันธุ์เชื้อไรโซเบียมมาใช้ ทําโดยการ subculture ใน YMB และ streak บน YMA เก็บรักษาไว้ท่ี 4 C และใช้
สําหรับเตรียมเชื้อต้ังต้น (inoculums) สําหรับการทดลอง ยกเว้น Rhizobium etli สายพันธุ์ M4 ท่ีเก็บเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อ MO และ OMA แทน 
 
2. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ที่ใช้ในโครงการวิจัย 

2.1 ศึกษาลักษณะรูปร่างเซลล์ โดยการย้อมแกรมส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ท่ีกําลังขยาย 1000X  
2.2 ศึกษาลักษณะโคโลนีของไรโซเบียมบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YMA สําหรับ R. etli สายพันธ์ุ M4 ได้ทําการ

ตรวจสอบความสามารถในการออกซิไดซ์ Mn2+ โดยดูจากสีโคโลนีและรอบๆโคโลนีจะปรากฏสีน้ําตาลบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง OMA 

2.3 ศึกษาลักษณะคุณสมบัติระบบเมทาบอลิซึมบางประการโดยการทดสอบทางชีวเคมี 
 - catalase, oxidase, urease และ citrate utilization tests  
2.4 ศึกษาความไว (sensitivity) ของไรโซเบียมต่อยาปฏิชีวนะต่างๆ  

- Chloramphenicol (C) 10 μg/disk, Tetracycline (TE) 30 μg/disk, Streptomycin (S) 10 μg/disk, 
Polymyxin B (PB) 30 μg/disk , Kanamycin (K) 30 μg/disk , Ciprofloxacin (CIP) 5 μg/disk , 
Gentamicin (GN) 30 μg/disk, Vancomycin (VA) 30 μg/disk และ Cephalothin (KF) 30 μg/disk 

2.5 ศึกษาการเจริญและจัดกลุ่มตามอัตราการเจริญโดยจากการสร้างกรด-เบสในอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB ท่ีมี 
Bromthymol blue (bromnmothylmolsulfobephthalein) หรือ BTB เป็น pH indicator  

3. การศึกษาอิทธิพลของชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน รวมถึงอัตราส่วนของคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนต่อการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ที่ใช้ในโครงการวิจัย 

2.1 ทดสอบอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนโดยการปรับเปลี่ยนชนิดของแหล่งคาร์บอนในอาหารมาตรฐานคือ YMB 
สําหรับไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ โดยการปรับเปลี่ยนแหล่งจาก mannitol เป็น glucose และ sucrose ใน 
YMB ยกเว้น R. etli M4 ท่ีใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 โดยปรับจากแหล่งคาร์บอนหลักเดิมคือ กลูโคส เป็น 
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sucrose, lactose, mannitol, rhamnose และ dextran โดยคํานวณให้มีอัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนรวมคงท่ี และทําเช่นเดียวกับกับ DM3 

2.2 ทดสอบอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนโดยการปรับเปลี่ยนชนิดของแหล่งคาร์บอนในอาหารมาตรฐานคือ YMB 
สําหรับไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆ โดยปรับเปลี่ยนแหล่งไนโตรเจนเดิม คือ yeast extract เป็น peptone และ 
malt extract สําหรับ R. etli M4 ท่ีใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 โดยการปรับเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนหลักจาก 
urea เป็น peptone, (NH4)2SO4 + yeast extract, (NH4)2SO4 + peptone และ glutamic + yeast extract   
ใน YMB โดยคํานวณให้มีอัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนรวมคงท่ี  

2.3 ทดสอบอิทธิพลของอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน โดยคัดเลือกจากชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ี
ส่งเสริมการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ท่ีเหมาะสมจากการทดสอบในข้อ 2.1 และ 2.2 โดย
ปรับอัตราส่วน ให้ C:N ratio = 10 ตามลําดับ โดยที่หากปรับเปล่ียนปริมาณแหล่งคาร์บอนให้คงปริมาณของ
แหล่งไนโตรเจน (ซ่ึงได้ทําการทดสอบเฉพาะไรโซเบียมบางสายพันธ์ุ) 

การทดสอบในข้อ 2.1-2.3 นั้น พารามิเตอร์ท่ีใช้ตรวจวัดการเจริญของไรโซเบียมและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ 
มีดังน้ี  

- การตรวจวัดการเจริญ โดยอาศัย 
o การวัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 nm  
o การวัดปริมาณโปรตีนท้ังหมดภายในเซลล์ โดยการทดสอบ Bradford protein assay  
o การวัดมวลชีวภาพแห้ง (dry weight of biomass) 

- การตรวจสอบการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ โดยอาศัย 
o การวัดปริมาณ -glucan โดยอาศัยการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนกับสาร calcofluor (48) 
o การวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมดด้วยวิธี Phenol-sulfuric acid method (49) 

2.4 ทดสอบอิทธิพลของไอออนโลหะ เช่น แมงกานีส (Mn2+)  เหล็ก (Fe2+) สังกะสี (Zn2+) ทองแดง (Cu2+) และ
แคดเมียม (Cd2+) ต่อการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ท่ี (ซ่ึงได้ทําการทดสอบเฉพาะ R. etli 
M4) 

4. การศึกษาจัดจําแนกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ที่ใช้ในโครงการวิจัย ยกเว้น R. etli M4 
โดยอาศัย 16S rRNA nucleotide sequencing 

ทําการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมโดยวิธี colony PCR และใช้ไพร์เมอร์ดังตารางในการเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม 
ลําดับท่ี ชื่อ ประเภท ชนิด ขนาด (bp) ลําดับนิวคลิโอไทด์

1 27F universal primer forward 41 TAG TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG

2 1492Rc universal primer reverse 41 TAG CAG GAA ACA GCT ATG ACC TAC GGC TAC CTT GTT ACG AC

3 357F universal primer forward 19 CTC CTA CGG GAG GCA GCA G

4 533F universal primer forward 19 GTG CCA GCA GCC GCG GTA A

5 CDR universal primer reverse 23 CTT GTG CGG GCC CCC GTC AAT TC

6 1100R universal primer reverse 16 AGG GTT GCG CTC GTT G  
และนํา PCR product หาลําดับนิวคลิโอไทด์ และนําลําดับท่ีได้เปรียบเทียบกับ type strain และ non type strain ใน
ฐานข้อมูล Ribosomal Database project-release 10 (http://  http://rdp.cme.msu.edu) นํา nucleotide 
sequences ของ 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ีมีความคล้ายคลึงกันมากท่ี 20 ลําดับ มาทํา alignment และสร้างเดนโดรแกรม 
โดยอาศัยโปรแกรม Geneious 5.6.5 (evaluation version)  
 

 
  
 
 



- 6 - 

 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผลการทดลอง  (Results & Discussion) 
 
1. การศึกษาสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆท่ีใช้ในโครงการวิจัย  
1.1 รูปร่างลักษณะเซลล์ของไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ 

ได้ศึกษาทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ โดยการย้อม Gram ส่องตรวจดูใต้กล้อง
จุลทรรศน์ ไรโซเบียมทุกสายพันธ์ุย้อมติดสีแกรมลบ รูปท่อนสั้น มีขนาดประมาณ 0.5-1.0 μ x 1-3 μ (ภาพท่ี 1 A และ B) ไม่
พบการสร้างเอนโดสปอร์ พบ inclusion body เม่ือเลี้ยงเชื้อเป็นระยะเวลานาน หรืออยู่ในช่วง stationary ซ่ึงมีรายงานว่าไร
โซเบียมสร้าง PHB granule เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีเมทาบอลิซึมไม่สมดุล เช่น ปริมาณของแหล่งคาร์บอนสูง หรือมีแคตไอออนสูง
ในสิ่งแวดล้อม (49) ซ่ึงมักพบว่าเกิดข้ึนเม่ือเซลล์เม่ือเซลล์เข้าสู่ stationary phase  
 
1.2 ศึกษาลักษณะโคโลนีของไรโซเบียมบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YMA สําหรับไรโซเบียมทุกสายพันธุ์และ OMA สําหรับ R. etli 
M4 

โคโลนีของไรโซเบียมมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางโดยเฉลี่ยประมาณ 1-3 มิลลิเมตร โคโลนีมีลักษณะสีขาวครีม ขุ่น นูน 
(convex) ขอบเรียบ (entire) (ภาพที่ 2)  และพบว่าโคโลนีของ DASA 18005 มีลักษณะเมือกเย้ิม ซ่ึงแตกต่างไปจากโคโลนี
ของไรโซเบียมสายพันธุ์อ่ืนท่ีใช้ในการวิจัยนี้ (รูปท่ี 3(E)) สําหรับโคโลนีของ R. etli M4 ท่ีเจริญบนอาหาร OMA ซ่ึงมี Mn2+ 
เป็นองค์ประกอบอยู่ พบว่า ในระยะเวลาการเจริญ 3-7 วัน โคโลนีมีสีขาวขุ่น (opaque) ขนาดเล็ก โค้งนูน (convex) ขอบ
เรียบ (entire/regular) รอบๆโคโลนีเกิดฝ้าขาวขุ่นโดยรอบ เม่ือเลี้ยงเชื้อเป็นระยะเวลานานข้ึน 7-17 วัน พบว่า โคโลนี
เปลี่ยนเป็นสีน้ําตาลและสีเข้มข้ึนตามระยะเวลาท่ีเชื้อเจริญ ซ่ึงรอบๆโคโลนีท่ีเกิดฝ้าขาวขุ่น ฝ้าขาวดังกล่าวก็ค่อยๆเปล่ียนเป็นสี
น้ําตาลเช่นกัน ท้ังนี้เนื่องจาก R. etli M4 เป็นแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติสามารถออกซิไดซ์ Mn2+ เป็น Mn3+ และ Mn4+ ซ่ึง
ออกไซด์ของแมงกานีสไม่ละลายในน้ําหรือละลายได้น้อย และออกไซด์ของ Mn3+ มีสีขาวขุ่น ในขณะที่ออกไซด์ของ Mn4+ มีสี
น้ําตาล มีรายงานที่สันนิษฐานว่าเชื้อแบคทีเรียท่ีออกซิไดซ์โลหะได้นั้นได้รับพลังงานจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน รวมถึงเป็นการ
ลดความเป็นพิษของไอออนโลหะท่ีความเข้มข้นสูงๆต่อเซลล์ได้ (50)  
 
2. การศึกษาลักษณะคุณสมบัติระบบเมทาบอลิซึมบางประการโดยการทดสอบทางชีวเคมี 
 จากผลการทดสอบคุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์ catalase ในการย่อยสลายสาร H2O2 ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนใน
การหายใจแบบใช้ออกซิเจนท่ีพบในแบคทีเรียกลุ่ม strict aerobe และ facultative anaerobe พบว่าไรโซเบียมทุกสายพันธุ์
ท่ีทดสอบให้ผลบวก นอกจากนี้ยังทดสอบการสร้างเอนไซม์ cytochrome oxidase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีทําหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยา
ออกซิเดชั่นของ reduced cytochrome เป็น oxidized cytochrome  ท่ีพบในแบคทีเรียกลุ่ม strict aerobe และ 
facultative anaerobe ตระกูล Vibriomonaceae แต่ไม่พบเอนไซม์ดังกล่าวแบคทีเรียกลุ่ม anaerobe และ facultative 
anaerobe ตระกูล Enterobacteriaceae ไรโซเบียมส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่ม aerobic bacteria ซ่ึงสอดคล้องกับผลทดสอบ 
catalase และ oxidase tests ในการทดสอบความสร้างเอนไซม์ urease ซ่ึงจัดเป็น inducible enzyme และเอนไซม์
ดังกล่าวทําหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการสลายยูเรีย ได้ผลิตภัณฑ์เป็น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และแอมโมเนีย ซ่ึงในอาหารท่ีใช้
ทดสอบมี phenol red เป็น pH indicator ดังน้ันในกรณีท่ีจุลินทรีย์ย่อยยูเรียได้จะเกิดแอมโมเนียซ่ึงเป็นเบสและเปล่ียนสี pH 
indicator เป็นสีชมพู และพบว่าไรโซเบียมทุกสายพันธุ์ท่ีทดสอบให้ผลบวก และจากการทดสอบความสามารถในการ citrate 
เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน และมีเกลือ แอมโมเนียม เป็นแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจน หรือการทดสอบความสามารถในการ
สร้าง citrate denolase หรือ citrate oxaloacetate lyase พบว่า ไรโซเบียมทุกสายพันธุ์ในผลลบ ซ่ึงไรโซเบียมส่วนใหญ่
ให้ผลการทดสอบเป็นลบสอดคล้องกับผลการทดสอบท่ีได้ (ตารางท่ี 1) สําหรับการทดสอบทางชีวเคมีของ R. etli M4 นั้นได้
ทําการทดสอบเพ่ิมเติม ดังในตารางท่ี 2 เนื่องจากแบคทีเรียดังกล่าวไม่ได้คัดแยกมาจากปมของรากพืชตระกูลถั่ว  
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ภาพท่ี 2 ตัวอย่างลักษณะเซลล์แบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ุ (A) DASA 01023, (B) DASA 02001, (C) DASA 03001, (D) 
DASA 17007, (E) DASA 18005, (F) TAL 734 และ (G) R. etli M4  เม่ือย้อมแกรมและส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ี
กําลังขยาย 1000X 

A  B 

C  D 

E  F 

G 
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ภาพท่ี 3 ตัวอย่างลักษณะโคโลนีของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุ (A) DASA 01023, (B) DASA 02001, (C) DASA 03001,  
(D) DASA 17007, (E) DASA 18005, (F) TAL 734 และ (G) R. etli M4 เจริญบน YMA หลังบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
3-5 วัน  

A  B 

C  D 

C  D 

D 
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ตารางท่ี 1 ผลทดสอบทางชีวเคมีบางประการของไรโซเบียมท่ีใช้ในโครงการวิจัยสายพันธ์ุไรโซเบียม  

สายพันธ์ุไรโซเบียม 
ผลทดสอบทางชีวเคมี 

Catalase test Oxidase test Urease test Citrate utilization test 
DASA 01023 +ve +ve +ve -ve 
DASA 02001 +ve +ve +ve -ve 
DASA 03001 +ve +ve +ve -ve 
DASA 17007 +ve +ve +ve -ve 
DASA 18005 +ve +ve +ve -ve 
TAL 734 +ve +ve +ve -ve 
R. etli M4 +ve +ve +ve -ve 
หมายเหตุ  +ve ผลทดสอบเป็นบวก 
  -ve ผลทดสอบเป็นลบ 
  
ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของ R. etli M4  

การทดสอบทางชีวเคมี ผลการทดสอบ ลักษณะ/คุณสมบัติจากผลการทดสอบ 
Catalase test  +ve สังเคราะห์เอนไซม์ catalase (พบใน aerobic และ 

facultative anaerobic bacteria)  
Oxidase test +ve สังเคราะห์เอนไซม์ oxidase เร่งปฏิกิริยาใน cytochrome 

oxidase system (พบใน aerobic และ facultative 
anaerobic bacteria) 

Triple sugar iron (TSI) agar Alk / no 
change 

สลายกลูโคสในสภาวะ aerobic  

Oxidation-Fermentation (OF) test เปิด / ปิด :  
Inert / - 

Aerobic bacteria สลายโปรตีนได้เบส (oxidation)  

Urease test -ve ไม่สังเคราะห์เอนไซม์ urease 
Decarboxylase test -ve ไม่สังเคราะห์เอนไซม์ lysine, ornithine และ arginine 

decarboxylases 
Indole production test -ve ไม่สังเคราะห์เอนไซม์ tryptophanase 
Methyl red test and Vogas-Proskauer 
test (MR-VP) 

-ve / -ve ไม่หมักน้ําตาล 

Citrate utilization test -ve ไม่สังเคราะห์เอนไซม์ citrate demolase หรือ citrate 
oxaloacetate lyase ในการย่อยสลายซิเตรท 

หมายเหตุ  +ve ผลทดสอบเป็นบวก 
  -ve ผลทดสอบเป็นลบ 
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3. การศึกษาความไว (sensitivity) ของไรโซเบียมต่อยาปฏิชีวนะต่างๆ  
 จากการทดสอบความไว (sensitivity) ต่อยาปฏิชีวนะต่างๆ ของไรโซเบียม พบว่า ไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 

เกิด clear zone หรือไวต่อยาปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีทดสอบ โดยมีความไวต่อ Tetracyclin และ Ciprofloxacin มากกว่ายา
ปฏิชีวนะอ่ืน ไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 01023 มีความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ทุกชนิดท่ีทําการทดสอบยกเว้น 
Kanamycin โดยรวมแล้วพบว่าไรโซเบียมไวต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่มท่ีออกฤทธิ์ย้ับย้ังการสังเคราะห์โปรตีนและยับย้ังการ
สังเคราะห์กรดนิวคลิอิก พบเพียง DASA 03001 และ DASA18005 ท่ีไวต่อยาปฏิชีวนะออกฤทธ์ิยับย้ังการสังเคราะห์ผนัง
เซลล์ แต่อย่างไรก็ตาม พบว่ามีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง clear zone ท่ีน้อย ดังตารางท่ี 3 ท้ังนี้สอดคล้องกับลักษณะโครงสร้าง
ของผนังเซลล์ในไรโซเบียมซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบจึงมีชั้น peptidoglycan ท่ีบางกว่ากลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก จึงเป็นเหตุ
ให้มีความไวต่อยาปฏิชีวนะดังกล่าวน้อยกว่า 
  
ตารางท่ี 3 ผลการการทดสอบความไวรับต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆ 

ยาปฏิชีวนะ 

Mode of 
action 

DASA 
01023 

DASA 
02001 

DASA 
03001 

DASA 
17007 

DASA 
18005 

TAL  
734 

R. etli 
M4 

Yeast-Mannitol agar DM3 
agar 

Streptomycin (S) PS(30S)r - + (3.1) + (1.9) + (2.9) + (1.9) + (1.2) - 
Kanamycin (K) PS(30S)r + (2.6) - - - + (3.1) + (1.2) - 
Gentamicin (GN) PS(30S)r - + (1.3) + (1.5) + (1.2) + (2.2) + (2.8) + (1.2) 
Tetracycline (TE) PS(30S)i - + (1.0) + (2.5) + (1.2) + (4.0) - + (1.2) 
Chloramphenicol (C) PS(50) - - - - + (1.5) - + (1.9) 
Vancomycin (VA) CW - - + (1.0) - + (2.5) - + (1.6) 
Cephalothin (KF) CW - - - - + (2.6) - - 
Polymyxin B (PB) CM - - + (1.2) - + (1.1) - - 
Ciprofloxacin (CIP) NA - - + (2.6) + (1.8) + (4.4) - - 
หมายเหตุ  - ความเข้มข้นของ CIP = 5 μg/disk 
  - ความเข้มข้นของ S และ C = 10 μg/disk 
  - ความเข้มข้นของ TE, PB, K, GN, VA และ KF = 30 μg/disk  
  - (number) หมายถึง ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ clear zone ในหน่วย centimeter ซ่ึง antibiotic disk มีขนาด
  เส้นผ่าศูนย์กลาง 6 millimeters 
  - PS(30S)i หมายถึง ออกฤทธ์ิยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีนโดยการจับกับ 30S ribosomal subunit แบบถาวร 
  - PS(30S)r หมายถึง ออกฤทธ์ิยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีนโดยการจับกับ 30S ribosomal subunit แบบไม่ถาวร 
  - PS(50S) หมายถึง ออกฤทธ์ิยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีนโดยการจับกับ 50S ribosomal subunit 
  - CW หมายถึง ออกฤทธ์ิยับย้ังการสังเคราะห์ผนังเซลล์โดยยับย้ังการเกิด cross-linking ของหน่วยย่อยในการ  
    สังเคราะห์ peptidoglycan 
  - CM หมายถึง ออกฤทธ์ิรบกวนสมดุลการแพร่ผ่านเข้าออกของสารภายในเซลล์จากการจับกับประจุลบของ LPS 
   ซ่ึงส่งผลต่อสมดุลพันธะ electrostatic ระหว่าง amino cyclic peptide กับ ไอออน Ca2+ และ Mg2+ เป็นผลให้
   เซลล์แตกจากแรงดันออสโมติกได้ง่ายขึ้น 
  - NA หมายถึง ออกฤทธ์ิรบกวนการสังเคราะห์กรดนิวคลิอิกจากการจับกับหน่วยย่อยของเอนไซม์ DNA gyrase ซ่ึง
   ทําหน้าท่ีในการเกิด supercoiling ของ DNA  
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4. การศึกษาการเจริญของเชื้อไรโซเบียมในอาหารพ้ืนฐาน Yeast-Mannitol Broth (YMB) 
 จากการทดสอบอัตราการเจริญและการสร้างกรด-เบสในอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB ท่ีมี pH indicator Bromthymol 
Blue (bromothymolsulfonephthalein) หรือ BTB ซ่ึงในสภาวะท่ีเป็นกรด (pH <6.0) จะมีสีเหลือง ในสภาวะเป็นกลาง 
(6.0 < pH <7.6) จะมีสีเขียว และในสภาะวะท่ีเป็นเบส (pH > 7.6) จะมีสีน้ําเงิน การเปลี่ยนสีของ BTB ใช้บ่งลักษณะการ
สร้างกรดและการสร้างเบสของเชื้อไรโซเบียมในอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB + BTB และใช้ในการจัดกลุ่มไรโซเบียมโดยอาศัยการ
สร้างกรด-เบสดังกล่าว โดยท่ีไรโซเบียกลุ่ม fast-growing จะสร้างกรด และกลุ่มไรโซเบียม slow-growing จะสร้างเบส ผล
การสอบลักษณะดังกล่าว พบว่า ไรโซเบียมส่วนใหญ่เปลี่ยนสีเขียวของอาหารเล้ียงเชื้อเป็นเขียวอมเหลือง ยกเว้น DASA 
17007 ท่ีเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และ R. etli M4 ท่ีเปลี่ยนเป็นสีเขียวอมน้ําเงิน อย่างชัดเจน (ภาพที่ 4) 

 
ภาพที่ 4 ผลการทดสอบการสร้างกรด-เบสของเชื้อไรโซเบียมเม่ือเลี้ยงในอาหาร YMB + BTB และ DM3 + BTB สําหรับสาย
พันธุ์ R. etli M4 1) DASA 01023, B) DASA 02001, C) DASA 03001 D) DASA 17007, E) DASA 18005, F) TAL 734, 
G) R. etli M4 (YMB + BTB) และ H)  R. etli M4 (DM3 + BTB) 

A  B 

C  D 

E  F 

G  H 

A  B 

C  D 

E  F 

G  H 
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 จากการวัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเพ่ิมข้ึนโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 nm เปรียบเทียบ
กับอาหารเล้ียงเชื้อชุดควบคุม ณ เวลาต่างๆกัน โดยวัคความขุ่นจนเป็นเวลา 5 วัน และหยุดวัดเม่ือค่าการดูดกลืนแสงมีค่า
ค่อนข้างคงท่ีหรืออาจกล่าวได้ว่าเชื้อเจริญเข้าสู่ระยะ stationary แล้วจงึพล็อตกราฟเพ่ือคํานวณค่า doubling time (Td) และ 
specific growth rate () รวมถึงวัดค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงเชื้อเร่ิมต้นและหลังเชื้อเจริญ เพ่ือดูการ
เปลี่ยนแปลงของ pH ดังตารางท่ี 4 ซ่ึงพบว่าสายพันธุ์ ไรโซเบียมส่วนใหญ่ท่ีทดสอบมีการเปลี่ยนแปลงของค่า pH ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อน้อยและส่วนใหญ่จะมีค่า pH ท่ีลดลง แต่ในไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 17007 พบว่าค่า pH ของอาหารเล้ียงเชื้อ
ลดลงมากจาก pH เริ่มต้น 6.87 เป็น 4.71 และเห็นการเปลี่ยนแปลงของสี bromthymol blue เป็นสีเหลืองได้อย่างชัดเจน 
สําหรับ R. etli M4 เม่ือเลี้ยงในอาหาร YMB พบว่าค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อสูงข้ึน จากเริ่มต้น 6.79 เป็น 7.62 ซ่ึงเปลี่ยนสี 
bromthymol blue เป็นสีน้ําเงิน สําหรับ R. etli M4 ท่ีเลี้ยงในอาหาร DM3 ท่ีมี BTB นั้น มีค่า pH เริ่มต้นตํ่าทําให้สีอาหาร
เริ่มต้นมีสีเหลืองอมเขียว แต่จากการวัดค่า pH ท่ีเปลี่ยนแปลงพบว่ามีค่า pH ท่ีลดลง ท้ังนี้การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวอาจเกิด
จากการสร้างกรดหรอือาจเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของแมงกานีสท่ีมีอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 สําหรับอัตราการเจริญของไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ จากภาพที่ 5 จะเห็นได้ว่า R. etli M4 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
YMB เข้าสู่ระยะ stationary phase ท่ีเวลา 36 ชั่วโมง ซ่ึงเร็วกว่าไรโซเบียมสายพันธุ์อ่ืนๆ โดยมีค่า Td เท่ากับ 9 ชั่วโมง  และ
มีค่า  เท่ากับ 0.08 h-1 สําหรับ R. etli M4 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 พบว่ามีอัตราการเจริญท่ีสูงและเข้าสู่ 
stationary phase ในเวลาเพียง 12 ชั่วโมง (ภาพที่ 5) และมีค่า OD600 ลดลงเรื่อยๆ ท้ังนี้อาจเกิดจากสถาวะความเป็นกรดท่ี
สูงข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อส่งผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย  จากการคํานวณ  และ Td ของไรโซเบียมท่ีทดสอบในอาหารเลี้ยง
เชื้อ YMB พบว่าอยู่ในช่วง 0.04 – 0.14 h-1 และ 5.1 - 17.3 ชั่วโมง ตามลําดับ 
  
ตารางท่ี 4 การทดสอบการสร้างกรด-เบสในอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB + BTB สําหรับไรโซเบียมทุกสายพันธ์ุ และ DM3 + BTB 
สําหรับเชื้อไรโซเบียม R. etli M4 

สายพันธ์ุไรโซเบียม 
parameters 

Acid-base production Initial pH Final pH Td (h) μ (h-1) R2 
DASA 01023 slightly acid production 6.82 6.78 5.1 0.14 0.991 
DASA 02001 slightly acid production 6.75 6.73 6.3 0.11 0.969 
DASA 03001 slightly acid production 6.92 6.84 17.3 0.04 0.980 
DASA 17007 acid production 6.87 4.71 7.4 0.09 0.987 
DASA 18005 slightly acid production 6.87 6.36 10.5 0.07 0.960 
TAL 734 slightly acid production 6.88 6.84 12.6 0.06 0.909 
R. etli M4 (ใน YMB + BTB) alkaline production 6.79 7.62 9.0 0.08 0.963 
R. etli M4 (ใน DM3 + BTB) acid production 5.72 5.37 2.6 0.27 0.947 
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ภาพที่ 5 การเจริญโดยการวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ของอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB + BTB ท่ีเชื้อไร
โซเบียมสายพันธุ์ต่างๆ และการเจริญของเชื้อ R .etli M4 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 + BTBท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 
rpm 
 
5. การศึกษาอิทธิพลของชนิดของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญและการสร้าง EPS 
ในเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ 
5.1 ไรโซเบียมท่ีคัดแยกได้จากปมรากพืชตระกูลถ่ัวจํานวน 6 สายพันธ์ุ (DASA 01023, DASA 02001, DASA 03001, 

DASA 17007, DASA 18005 และ TAL 734)  
ได้ทําการศึกษาอิทธิพลของชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด คือ Yeast extract-mannitol brothหรือ YMB (ซ่ึงเป็น

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใช้โดยท่ัวไปสําหรับเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม) และ DM3 (ซ่ึงเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเชื้อ R. etli M4) ต่อการ
เจริญและการสรา้ง EPS ของเชื้อไรโซเบียม ซ่ึงสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อแสดงดังในภาคผนวก ก  
 ในภาพท่ี 6 ซ่ึงแสดงการเจริญของไรโซเบียมจํานวน 6 สายพันธ์ุ ในอาหารมาตรฐาน YMB  โดยวัดค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคลื่น 600 nm จนเข้าสู่ช่วงแรกของระยะ  stationary (ภาพที่ 6) พบว่า ไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 17007 มี
ค่า maximum OD600 สูงกว่าไรโซเบียมสายพันธ์ุอ่ืน ไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ท่ีทดสอบมีค่า maximum OD600 ในช่วง
ประมาณ 0.3-0.8  และมีสายพันธุ์ไรโซเบียมเรียงลําดับค่า OD600 จากน้อยไปมาก คือ DASA 01023 < DASA 02001, DASA 
18005 <DASA 03001, TAL 734 < DASA 17007 เม่ือเปล่ียนแหล่งคาร์บอนเป็นน้ําตาล sucrose แทน พบว่ามีไรโซเบียมมี
เพียงสายพันธ์ุเดียวคือ DASA 18005 ท่ีพบว่า sucrose สนับสนุนการเจริญได้ดี (ภาพที่ 7) และเม่ือเปล่ียนแหล่งคาร์บอนโดย
ใช้น้ําตาล glucose แทน (ภาพที่ 8) พบว่าแนวโน้มค่า maximum OD600 ท่ีวัดได้ส่วนใหญ่ไม่แตกต่างจากการใช้น้ําตาล 
mannitol ยกเว้นในไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023, DASA 02001 และ DASA 18005 ท่ีให้ค่าดังกล่าวสูงกว่าค่าท่ีได้จาก
การใช้น้ําตาล mannitol โดยประมาณ 1.7, 1.25 และ 1.5 ตามลําดับ 
 เช่นเดียวกัน เม่ือทําการทดสอบชนิดของแหล่งไนโตรเจนโดยการแทน yeast extract ในอาหาร YMB มาตรฐาน
ด้วย malt extract พบว่ามีไรโซเบียมทุกสายพันธุ์มีการเจริญได้น้อยกว่าเม่ือให้ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน (ภาพที่ 
9) ในขณะท่ีให้ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนน้ันพบว่า peptone สนับสนุนการเจริญไรโซเบียมโดยรวมได้ดีกว่า malt 
extract แต่สนับสนุการเจริญน้อยกว่าการให้ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน ยกเว้น DASA 17007 ท่ีให้ค่าไม่แตกต่าง 
(ภาพที่ 10) โดยเม่ือเปรียบเทียบค่า maximum OD600 ท่ีได้จาก yeast extract เปรียบเทียบกับ peptone พบว่า การใช้ 
yeast extract สนับสนุนการเจริญได้ดีกว่าเป็น 1.4 – 3 เท่า   
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ภาพที่ 6 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ mannitol - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพที่ 7 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ sucrose - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพที่ 8 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ glucose - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพที่ 9 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ mannitol - malt extract- broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพท่ี 10 การเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆ ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ mannitol - peptone broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
 

 จากข้อมูลค่า OD600 ท่ีได้จากการเลี้ยงเชื้อไรโซเบียมในอาหารท่ีให้ชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่างกัน เม่ือ
นํามาคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (μ) เปรียบเทียบกัน ดังในภาพที่ 11 พบว่า โดยท่ัวไปแล้ว อาหาร YMB สนับสนุนการ
เจริญของไรโซเบียมทุกสายพันธ์ุได้ดี สําหรับไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 01023 พบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีให้ mannitol-
peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนและคาร์บอนหลัก นั้นมีค่า  μ ท่ีสูงกว่าค่าท่ีได้จากการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ YMB ประมาณ 1.4 
เท่า และมากกว่าอาหารอ่ืนๆปรับเปลี่ยนแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีทําการทดสอบ โดยเฉลี่ย 4 เท่า สําหรับไรโซเบียมสาย
พันธุ์ DASA 02001 มีความแตกต่างกันน้อยของค่า μ ท่ีได้จากอาหารท่ีปรับแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ในไรโซเบียมสาย
พันธุ์ DASA 03001 พบว่า glucose สนับสนุนอัตราการเจริญได้ใกล้เคียงกับการให้ mannitol เป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงให้อัตรา
การเจริญท่ีดีกว่าแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนอ่ืนๆท่ีทดสอบโดยประมาณ 3 เท่า DASA 17007 และ DASA 18005 พบว่ามี
อัตราการเจริญท่ีสูงกว่าหรือเท่ากับ 0.02 h-1 ยกเว้นในอาหาร malt extract-mannitol เ ป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 
ซ่ึงแนวโน้มดังกล่าวคล้ายคลึงกับอัตราการเจริญของ TAL 734 ยกเว้น อาหารเลี้ยงเชื้อ yeast extract-sucrose ท่ีให้ค่า μ ท่ี
ต่ํากว่า 0.01 
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รูปท่ี 11 อัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ (A) – (F) ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนต่างๆกัน จากการคํานวณโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เม่ือบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 120 rpm 
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อย่างไรก็ตามการวัดการเจริญด้วยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 nm เป็นการตรวจวัดปริมาณแบคทีเรีย

โดยคร่าว ท้ังนี้ความขุ่นท่ีสูงข้ึนอาจไม่ได้เกิดจากปริมาณจุลินทรีย์เท่านั้น แต่อาจเกิดจากปริมาณของผลิตภัณฑ์ท่ีจุลินทรีย์ผลิต
ขึ้นและปลดปล่อยสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น โปรตีน สารโพลีแซคคาไรด์ เป็นต้น ซ่ึงผู้วิจัยได้ทําการคํานวณอัตราการเจริญของไร
โซเบียมแต่ละสายพันธ์ุท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการปรับเปล่ียนแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน โดยอาศัยค่ามวล
ชีวภาพแห้งท่ีวัดได้ สําหรับมวลชีวภาพนั้นหมายรวมถึงเซลล์แบคทีเรีย สารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีสามารถถูกแรงปั่นเหวี่ยงทํา
ให้ตกตะกอนลงมา ในอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน YMB นั้นพบว่า ปริมาณมวลชีวภาพแห้งมีความสอดคล้องกับค่าการดูดกลืน
แสงท่ีวัดได้ ยกเว้นในกรณีของ DASA 17007 ท่ีพบปริมาณมวลชีวภาพแห้งท่ีน้อยท้ังๆท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูง (ภาพที่ 12) 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี sucrose-yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนและคาร์บอน (ภาพที่ 13) พบว่าแนวโน้มปริมาณของมวล
ชีวภาพแห้งท่ีได้สอดคล้องกับค่าการดูดกลืนแสง ยกเว้นในกรณีของ DASA 01023 ท่ีมีแน้วโน้มเพ่ิมสูงข้ีนเม่ือแม้เลี้ยงเชื้อเป็น 
ระยะเวลานานถึง 180 ชั่วโมง (ภาพท่ี 14) ซ่ึงแตกต่างไปจากค่าการดูดกลืนแสงที่สูงขี้นเพียงเล็กน้อย และพบลักษณะ
ปรากฏการณ์เช่นเดียวกันในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี malt extract-mannitol และ peptone-mannitol เป็นแหล่งไนโตรเจน
และคาร์บอน (ภาพที่ 15 และ ภาพท่ี 16) ปริมวลชีวภาพแห้งท่ีวัดได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ yeast extract-glucose มีค่าสูงสุด 
ประมาณ 13 g L-1 สําหรับไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023 และไรโซเบียมสายพันธ์ดังกล่าวให้ค่ามวลชีวภาพแห้งสูงสุด
มากกว่ามวลชีวภาพแห้งของไรโซเบียมสายพันธ์ุอ่ืนๆ ในทุกอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีทดสอบ เม่ือนําข้อมูลค่ามวลชีวภาพแห้งท่ีวัดได้
ไปคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะแล้วนําไปพล็อตกราฟดังแสดงในภาพที่ 17  สําหรับไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023 ค่า μ 
จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีต่างกันนั้นมีค่าใกล้เคียงกัน ซ่ึงต่างไปจากค่า μ ท่ีคํานวณโดยใช้ข้อมูลค่าการดูดกลืนแสง ในทางกลับกัน 
สําหรับค่า μ ของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 02001 จากการคํานวณโดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงซ่ึงมีค่าไม่แตกต่างกันในแต่ละ
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีทําการทดสอบ พบว่าค่า μ ท่ีได้จากการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี mannitol-malt extract ซ่ึงคํานวณจากมวล
ชีวภาพแห้งมีค่าน้อยกว่าท่ีได้ในอาหารอ่ืนๆ และในไรโซเบียมสายพันธ์ุอ่ืนๆ พบแนวโน้มค่า μ ท่ีคํานวณจากมวลชีวภาพแห้งไม่
สอดคล้องกับค่า μ ท่ีได้จากการคํานวณโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสง ดังนี้ สําหรับไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 03001 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ sucrose-yeast extract broth, ไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 17007 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol-yeast extract 
broth และอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-yeast extract broth, ไรโซเบียมสายพันธ์ DASA 18005 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YMB และ
สุดท้าย ไรโซเบียมสายพันธ์ุ TAL 734 ท่ีพบว่าค่า μ ท่ีคํานวณจากค่าการดูดกลืนแสงมีความแตกต่างกันเม่ือใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ
ต่างชนิดกัน แต่พบว่าคา่ μ ท่ีได้จากการมวลชีวภาพแห้งนั้นไม่แตกต่างกันในแต่ละอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีทดสอบ 
 เม่ือนําค่ามวลชีวภาพแห้งท่ีได้มาคํานวณต่อหน่วยเวลา หรือค่าอัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้ง แล้วพล็อตกราฟดังใน
ภาพที่ 18 พบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-yeast extract broth มีอัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้งสูงกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ
อ่ืนๆในไรโซเบียมทุกสายพันธ์ุท่ีทดสอบ ยกเว้นในกรณีของไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 18005 ท่ีอาหารเลี้ยงเชื้อ sucrose-
yeast extract broth ให้อัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้งท่ีสูงกว่า สําหรับอัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้งสูงสุดท่ีได้รับเท่ากับ 
1.8 g L-1 day-1 โดยไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-yeast extract broth และพบว่า
ไรโซเบียมสายพันธ์ุ DASA 17007 และ TAL 734 มีอัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้งตํ่ากว่า 0.5 g L-1 day-1 
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ภาพท่ี 12 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - yeast extract broth ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพที่ 13 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ sucrose - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพที่ 14 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose - yeast extract broth ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพท่ี 15 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพที่ 16 มวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol - peptone broth ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพที่ 17 อัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน
ต่างๆกัน จากการคํานวณโดยอาศัยมวลชีวภาพแห้ง เม่ือบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ภาพท่ี 18 อัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้งของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน
ต่างๆกัน จากการคํานวณโดยอาศัยมวลชีวภาพแห้ง เม่ือบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ท้ังนี้ค่าการดูดกลืนแสงและนํ้าหนักมวลชีวภาพแห้งนั้นเป็นดัชนีบ่งชี้การเจริญของจุลินทรีย์โดยอ้อม ซ่ึงอาจมีความ
คลาดเคลื่อนจากสารชีวโมเลกุลท่ีสามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 nm หรือมีน้ําหนักโมเลกุลสูงและถูกตะกอนได้ใน
ขั้นตอนการป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอนเซลล์ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้ังนี้ผู้วิจัยได้ทําการตรวจวัดปริมาณโปรตีนภายในเซลล์ 
(cellular proteins content) ซ่ึงโดยปกติแล้วจะเป็นค่าท่ีมีปริมาณค่อนข้างคงท่ีและเป็นสัดส่วนต่อปริมาณเซลล์ ผู้วิจัยจึงได้
ใช้ค่าดังกล่าวเป็นอีกดัชนีหนึ่งเพ่ือยืนยันการเจริญของไรโซเบียมท่ีทําการทดสอบ โดยใช้สารละลายท่ีได้จากการทําให้เซลล์
แตกด้วยวิธีsonication ปั่นเหว่ียงแยกเศษเซลล์ออก แล้ววัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford protein assay. ซ่ึงข้อมูลท่ี
ได้มาเปรียบเทียบและคํานวณค่า maximum cellular proteins content (mg L-1) และ cellular proteins productivity 
(g L-1 day-1) ดังภาพที่ 19 โดยผลการวัดส่วนใหญ่มีแนวโน้มของดัชนีท่ีใช้วัดการเจริญสอดคล้องกับค่า maximum cellular 
proteins contents และ cellular proteins productivity ท่ีวัดได้ยกเว้นในกรณีของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 03001 ท่ี
เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ mannitol-malt broth และ mannitol-peptone ซ่ึงเม่ือวัดการเจริญโดยอาศัยค่าการดูดกลืนแสง
และค่ามวลชีวภาพแห้งมีค่าท่ีต่ํากว่าค่าท่ีได้รับจากอาหารเลี้ยงเชื้ออ่ืนท่ีทําการทดสอบ แต่พบว่าค่าปริมาณโปรตีนภายในเซลล์
และอัตราการผลิตโปรตีนภายในเซลล์ไม่แตกต่างกันในแต่ละชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีทําการทดสอบ และในกรณีของ SADA 
18005 ซ่ึงพบว่าเปรียบเทียบการเจริญจากค่าการดูดกลืนแสง (OD600) แล้วพบค่าสูงสุดได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน YMB 
มีแนวโน้มท่ีต่างออกไปเมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการเจริญจําเพาะและอัตราการผลิตมวลชีวภาพแห้งซ่ึงพบว่าค่าท้ังสองตํ่ากว่า
ค่าท่ีได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ sucrose-mannitol broth และ glucose-mannitol broth ท้ังนี้อาจเกิดจากในอาหาร YMB ท่ี
สามารถสนับสนุนให้สร้างหรือผลิตสารชีวโมเลกุลขนาดเล็กท่ีสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลี่น 600 nm แต่ไม่ถูก
ตกตะกอนการปั่นเหว่ียงท่ีใช้ในการแยกเซลล์ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า ค่า maximum cellular proteins content 
และ cellular proteins productivity สูงสุด ได้จากไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023 ท่ีเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-
yeast extract broth มีค่าเท่ากับ 41 mg L-1 และ  13 g L-1 day-1 
 การศึกษาอิทธิพลของชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่อการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์โดยไรโซเบียมสาย
พันธ์ุต่างท่ีทดสอบนั้นใช้การวัดปริมาณเบตากลูแคนท่ีไรโซเบียมสร้างและปลดปล่อยในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยวิธีการเกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนกับ calcofluor โดยนําข้อมธลท่ีได้มาพล็อตกราฟเปรียบเทียบกันระหว่างปริมาณเบตากลูแคนสูงสุดกับ
อัตราการผลิตเบตากลูแคนของไรโซเบียมแต่ละสายพันธ์ุท่ีทดสอบ ดังในภาพที่ 20 พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-yeast 
extract broth สนับสนุนการสร้างสารเบตากลูแคนหรือสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ได้ดีในไรโซเบียมทุกสายพันธ์ุโดยให้ค่า
ปริมาณการผลิตและอัตราการผลิตเบตากลูแคนสูงกว่าในอาหารทดสอบชนิดอ่ืนๆ ยกเว้นในกรณีของไรโซเบียมสายพันธ์ุ 
DASA 18005 ซ่ึงเบตากลูแคนผลิตได้สูงกว่าเม่ือเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ sucrose-yeast extract จากข้อมูลข้างต้นเม่ือ
พิจารณาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีสนับสนุนการเจริญของไรโซเบียมและการผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์นั้น สามารถสรุปได้ดัง
ตารางท่ี 5 จากตารางดังกล่าวจะเห็นได้ว่าแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท้ังในแง่สนับสนุนการเจริญของเซลล์และในแง่ของการ
ผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์คือสารสกัดยีสต์ (yeast extract) สําหรับชนิดแหล่งคาร์บอนน้ันส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ไร
โซเบียมแตกต่างกันไป โดยรวมแล้วน้ําตาล glucose เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีสนับสนุนการผลิตเบตากลูแคนในไรโซเบียมในทุก
สายพันธ์ุ พบปริมาณการผลิตเบตากลูแคนสูงสุดในไรโซเบียม 3 สายพันธุ์ DASA 18005, DASA 01023 และ DASA 02001 ท่ี
มีความเข้มข้นของเบตากลูแคนเท่ากับ 357.35, 214.97 และ 158.36 mg L-1 ตามลําดับ ซ่ึงได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี 
glucose เป็นแหล่งคาร์บอน ยกเว้นการผลิตเบตากลูแคนของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 ท่ีใช้น้ําตาล sucrose เป็น
แหล่งคาร์บอน สําหรับอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของเซลล์ไรโซเบียมโดยวัดจากปริมาณความเข้มข้นของโปรตีน
ภายในเซลล์ นั้นพบว่าแหล่งคาร์บอนทดสอบท่ีต่างกันไม่ได้ส่งผลต่อการเจริญของเซลล์ท่ีแตกต่างกันในไรโซเบียมสายพันธ์ุ 
DASA 02001 และ DASA 03001 ส่วนไรโซเบียมสายพันธุ์อ่ืนๆ พบว่า glucose เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีสนับสนุนการเจริญของ
เซลล์ได้ดี ยกเว้นในไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 17007 ท่ีน้ําตาล mannitol ส่งเสริมการเจริญได้ดีกว่าการใช้น้ําตาล glucose 
หากคํานึงถึงการผลิตเบตากลูแคนต่อปริมาณโปรตีนในเซลล์ (ซ่ึงใช้เป็นดัชนีบ่งบอกการเจริญของเซลล์) หรือค่า Yp/x พบว่า ไร
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โซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ glucose-yeast extract ให้ค่าสูงสุดเท่ากับ 22.29 g β-glucan / 
g cellular proteins  
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ภาพท่ี 19 ปริมาณโปรตีนภายในเซลล์ของไรโซเบียมสายพันธุ์ต่างๆในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่างๆกัน บ่มเชื้อ
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 120 rpm  
หมายเหตุ;  กราฟแท่งโปร่ง แสดงค่า maximum cellular proteins (mg L-1)  
  กราฟแท่งทึบ   แสดงค่า cellular proteins productivity (g L-1 day-1) 
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รูปที่ 20 การผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์โดยอาศัยการวัดปริมาณเบตากลูแคนองค์ประกอบของไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่างๆกัน บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 120 rpm 
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ตารางที่ 5 ความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ให้ค่าปริมาณโปรตีนภายในเซลล์สูงสุด อัตราการผลิตโปรตีนในเซลล์ ปริมาณเบตากลูแคนสูงสุด และอัตราการผลิตเบตากลูแคนของไร
โซเบียมแต่ละสายพันธุ์ 

สายพันธุ์ 
ไรโซเบียม 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่สนับสนุน
การเจริญของเซลล์ไร

โซเบียม 

Maximum 
cellular proteins  

(mg L-1) 

Cellular 
proteins 

productivity 
(g L-1 day-1) 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่สนับสนุน
การสร้าง 

เบตากลูแคนของเซลล์ 
ไรโซเบียม 

Maximum produced
β-glucan 

concentration  
(mg L-1) 

β-glucan 
production 

(mg L-1 day-1) 

YP/X 
(yield of β-glucan 

/ cellular 
proteins) 

DASA 01023 glucose - yeast extract 41.16 12.99 glucose - yeast extract  214.97 42.99 5.22 
DASA 02001 all media types  15.47*   5.19* glucose - yeast extract  158.36 35.19 9.84 
DASA 03001 all media types 3.87*  1.72* glucose - yeast extract  67.34 20.46 16.19 
DASA 17007 mannitol - yeast extract  9.99 3.33 glucose - yeast extract  12.24 8.64 1.23 
DASA 18005 glucose - yeast extract  16.03 9.09 sucrose - yeast extract 357.35 117.48 22.29 
TAL 734 glucose - yeast extract  14.06 7.33 glucose - yeast extract  52.03 15.81 3.70 
หมายเหตุ ;  * หมายถึง ค่าที่วัดได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อต่างกันมีค่าใกล้เคียงกัน จึงใช้เป็นค่าเฉลี่ยของทุกอาหารเลี้ยงเชื้อแทน 
 



- 29 - 

 

5.2 ไรโซเบียมท่ีคัดแยกได้น้ําชะกองเหมืองแร่ ประเทศออสเตรเลีย ได้แก่ Rhizobium etli M4  
 

การทดสอบอิทธิพลของแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน ใน R. etli strain M4 ต่อการเจริญและการสร้าง EPS โดยทําการ
เลี้ยงเชื้อและใช้เชื้อต้ังต้นปริมาตร 10% (v/v) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 C ใน rotary incubator 
shaker โดยใช้ความเร็วรอบท่ี 180 rpm ท้ังนี้ได้แบ่งการศึกษาอิทธิพลของแหล่งชนิดของคาร์บอน 6 ชนิด ได้แก่ glucose, 
sucrose, lactose, mannitol, rhamnose, dextran ท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิต EPS ของเชื้อ R. etli สายพันธุ์ 
M4 ในอาหาร DM3 ท้ังนี้ได้ควบคุมปริมาณของแหล่งไนโตรเจนให้มีค่าคงท่ี พบว่า R. etli M4 เจริญเข้าสู่ระยะ stationary 
ในระยะเวลาที่ใกล้เคียงกัน คือ ประมาณ 24 ชั่วโมง สําหรับทุกชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีทําการทดสอบ โดยดูจากค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 nm (ภาพที่ 21) และค่าน้ําหนักมวลชีวภาพแห้ง (ภาพที่ 22) ซ่ึงค่าท้ังสองดังกล่าวมีความ
สอดคล้องกันในแง่ของระยะการเจริญ แต่แหล่งคาร์บอนท่ีต่างกันให้ค่า maximum OD600 ไม่แตกต่างกันมากนัก ซ่ึงค่า OD600 
อยู่ในช่วง 0.46-0.95 (ตารางท่ี 6) พบว่าการใช้ dextran เป็นแหล่งคาร์บอน ให้ค่าอัตราการเจริญจําเพาะ (μ) ซ่ึงคํานวณจาก
ค่า OD600  นั้นได้ค่าสูงกว่าแหล่งคาร์บอนอ่ืนๆ โดยมีค่าเท่ากับ 0.06 และมีค่า Td เท่ากับ 11 ชั่วโมง และเม่ือคํานวณค่า μ 
และ  Td โดยอาศัยค่าน้ําหนักมวลชีวภาพแห้ง (biomass) พบอัตราการเจริญสูงสุด (μ) ของ R. etli M4 เท่ากับ 0.095 h-1   
เม่ือให้ rhamnose และ mannitol เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 การให้ lactose, dextran และ sucrose 
เป็นแหล่งคาร์บอนได้ค่า μ  เท่ากับ 0.08 โดยประมาณ ซ่ึงค่าดังกล่าวคิดเป็น 2 เท่าโดยประมาณของค่า μ ท่ีได้รับจากการให้ 
glucose เป็นแหล่งคาร์บอน ดังในตารางท่ี 7  

จากการวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมดในอาหารเลี้ยงเชื้อ ณ เวลาต่างท่ีเชื้อเจริญ พบว่า ปริมาณคาร์โบไฮเดรตใน 
supernatant ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็วและในอัตราที่ใกล้เคียงกันคือในสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี 
glucose, sucrose, lactose และ dextran เป็นแหล่งคาร์บอน ดังภาพที่ 23 ส่วนในอาหารท่ีมี mannitol และ rhamnose 
นั้น พบปริมาณคาร์โบไฮเดรตลดลงด้วยอัตราท่ีช้ากว่าจนกระท่ังท่ีเวลา 15 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ ปริมาณคาร์โบไฮเดรตใน 
supernatant เร่ิมคงไม่ ซ่ึงแตกต่างไปจากปริมาณคาร์โบไฮเดรตในอาหารเลี้ยงเชื้อท้ังสี่ชนิดข้างต้นท่ีมีอัตราการลดอย่าง
รวดเร็ว พบว่ามีการเพ่ิมปริมาณของคาร์โบไฮเดรตในอัตราท่ีสูงหลัง 15 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ ท้ังนี้น่าจะเกิดจากสาเหตุท่ี  R. 
etli M4 มีการเริ่มสร้างและผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคไรด์ซ่ึงเปน็สารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต จึงเป็นเหตุให้วัดค่าปริมาณคาร์โบไฮเดรต
ได้สูงข้ึน (ปริมาณคาร์โบไฮเดรต = ปริมาณสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ท่ีแบคทีเรียสร้าง – ปริมาณแหล่งคาร์บอนท่ีถูกใช้) และ
นอกจากนี้ยังพบว่า ท่ีเวลา 40 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อนั้นพบว่าลําดับปริมาณคาร์โบไฮเดรตใน supernatant ในอาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีในปริมาณจากสูงไปตํ่ามีลําดับดังนี้ sucrose > glucose > lactose > dextran ซ่ึงลําดับดังกล่าวน่าจะเป็นการบอก
แนวโน้มความสามารถในการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ได้ นอกเหนือจากการวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตใน supernatant 
เพ่ือเป็นดัชนีบ่งชี้การผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ (EPS) โดยอ้อมแล้ว ได้ทําการวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตของตะกอนเซลล์ 
(cell pellets) เพ่ือใช้เป็นดัชนีบ่งบอกการเจริญและโดยเฉพาะอย่างย่ิงการสร้าง capsular polymeric substances (CPS) 
ซ่ึงเป็นสารโพลีแซคคาไรด์ท่ีจุลินทรีย์สร้างอยู่ภายนอกเซลล์ถัดไปจากชั้นผนังเซลล์ซ่ึงสารดังกล่าวไม่หลุดออกจากเซลล์ด้วยแรง
ปั่นเหว่ียงท่ีใช้ในการตกตะกอนเซลล์ ซ่ึงพบว่าลําดับแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีส่งผลให้ปริมาณคาร์โบไฮเดรตของ
ตะกอนเซลล์ของ R etli M4 ท่ีเวลา 40 ชั่วโมง มีปริมาณจากมากไปน้อย ตามลําดับ ดังนี้ dextran > sucrose > glucose > 
lactose > rhamnose > mannitol (ภาพท่ี 24)  

ในการศึกษาอิทธิพลของชนิดแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ ดังในภาพที่ 25 
และ ภาพที่ 26 พบว่า yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีส่งเสริมการเจริญของเซลล์ได้ดี ซ่ึงโดยส่วนใหญ่แล้วสารอินทรีย์
ไนโตรเจนสนับสนุนการเจริญของเซลล์ R etli M4 ได้ดีกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจนหลัก ซ่ึงสังเกต
ได้จากค่า  และ Td ในตารางท่ี 8 และ 9  และจากศึกษาอิทธิพลของชนิดแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรด์ ท้ังแนวโน้มการผลิตสาร EPS และ CPS ดังผลจากภาพท่ื 27 และ 28 โดยอาศัยความแตกต่างระหว่างค่าปริมาณ
คาร์โบไฮเดรตท้ังหมดท่ีสูงสุดหลังระยะเวลาท่ีมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงตํ่าสุด(หลังจาก 20 ชั่วโมงของ
การเลี้ยงเชื้อ) เนื่องจากค่าปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่สูงข้ีนนั้นน่าจะเกิดจากปริมาณและอัตราการผลิตของ EPS ท่ีสูงนั่นเอง ซ่ึง
พบว่าแหล่งไนโตรเจนหลักท่ีให้ในรูปยูเรีย (DM3) และ (NH4)2SO4+ yeast extract นั้นสนับสนุนการสร้าง EPS ได้ดี สําหรับ
การวัดปริมาณของคาร์โบไฮเดรตของ cells pellet นั้น ค่าดังกล่าวเป็นค่าปริมาณรวมระหว่างคาร์โบไฮเดรตองค์ประกอบ
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เซลล์และ CPS ซ่ึงพบว่า การให้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนหลัก (DM3) พบว่าให้ค่าปริมาณคาร์โบไฮเดรตของเซลล์เพ่ิมข้ึน
โดยประมาณ 50 mg L-1 และมากกว่าค่าท่ีได้รับจากการให้ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนหลักถึง 3 เท่า  
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ภาพที่ 21 อิทธิพลของชนิดแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของ R. etli M4 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร ในอาหาร DM3 ท่ีเชื้อ เจริญ โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary 
incubator shaker ท่ี 180 rpm 
 
ตารางท่ี 6 อัตราการเจริญจําเพาะ (μ) และ Doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดย
ให้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวณได้จากคา่ OD600 เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น  

Table of specific growth rate (), Td of R. etli M4 in DM3 calculated using OD600 

Rhizobium etli M4 
log phase 

duration (h) 
Max OD600 

slope ()   
, h-1 

R2 Td (h) 

Glucose (Control DM3) 8.5 - 27.5 0.845 0.034 0.907 20 
Sucrose 0 - 15 0.822 0.044 0.998 16 
Lactose 0 - 21 0.732 0.029 0.981 24 
Mannitol 0 - 6 0.456 0.027 0.903 26 
Rhamnose 0 - 12 0.670 0.037 0.989 19 
Dextran 0 -12 0.948 0.061 0.994 11 
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ภาพที่ 22 อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อมวลชีวภาพแห้ง (Dry biomass) ในอาหาร DM3 ท่ีเชื้อ R. etli M4 เจริญ โดยใช้ 
10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 
 
ตารางท่ี 7 อัตราการเจริญจําเพาะ (μ) และ Doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดย
ให้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวณได้จากค่า biomass เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น  

Table of specific growth rate (), Td of R. etli M4 in DM3 calculated using biomass 

Rhizobium etli M4 Max biomass 
slope ()   , h-

1 
R2 Td (h) 

Glucose (Control DM3) 2.60 0.048 0.992 14 
Sucrose 2.60 0.079 0.980 9 
Lactose 2.15 0.082 0.991 8 
Mannitol 2.10 0.095 0.986 7 
Rhamnose 1.75 0.095 0.961 7 
Dextran 2.20 0.080 0.993 9 
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ภาพที่ 23 อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate) ซ่ึงวิเคราะห์โดยวิธี phenol 
sulfuric acid method ใน supernatant ของอาหารเลี้ยงเชื้อ R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น
และทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 
 

                
ภาพที่ 24 อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate) ซ่ึงวิเคราะห์โดยวิธี phenol 
sulfuric acid method ใน cells pellet ของอาหารเลี้ยงเชื้อ R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและ
ทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 
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ภาพที่ 25 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญของเชื้อ R. etli M4 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร ในอาหาร DM3 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator 
shaker ท่ี 180 rpm 
 
ตารางท่ี 8 อัตราการเจริญจําเพาะ ()และ Doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดย
ให้แหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวณได้จากคา่ OD600 เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น  

Table of specific growth rate (), Td of R. etli M4 in DM3 calculated using OD600 

Rhizobium etli M4 
log phase 

duration (h) 
Max OD600 

slope ()   
, h-1 

R2 Td (h) 

Control DM3 3 - 21 0.793 0.036 0.986 19 
yeast extract 0 - 21.5 1.915 0.067 0.970 10 
peptone 0 - 25 1.918 0.059 0.993 12 
(NH4)2SO4 + yeast extract 0 - 20 0.873 0.033 0.980 21 
(NH4)2SO4 + peptone 0 - 23.5 1.520 0.045 0.994 15 
Glutamic + yeast extract 3 -23 1.331 0.051 0.953 14 
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ภาพที่ 26 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อมวลชีวภาพแห้ง (Dry biomass) ในอาหาร DM3 ท่ีเชื้อ R. etli M4 เจริญ โดยใช้ 
10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 
 
 
ตารางท่ี 9 อัตราการเจริญจําเพาะ ()และ Doubling time (Td) ของเชื้อ R. etli M4 ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 (โดย
ให้แหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ) ซ่ึงคํานวณได้จากคา่ Biomass เม่ือใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น  

Table of specific growth rate (), Td of R. etli M4 in DM3 calculated using biomass 
Rhizobium etli M4 Max biomass slope ()   , h-1 R2 Td (h) 

Control DM3 2.40 0.024 0.986 29 
yeast extract 3.67 0.075 0.976 9 
peptone 2.23 0.033 0.975 21 
(NH4)2SO4 + yeast extract 3.00 0.059 0.993 12 
(NH4)2SO4 + peptone 2.40 0.034 0.959 20 
Glutamic + yeast extract 1.67 0.032 0.960 22 
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ภาพที่ 27 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate) ซ่ึงวิเคราะห์โดยวิธี phenol 
sulfuric acid method ใน supernatant ของอาหารเลี้ยงเชื้อ R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้น
และทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 
 

        
ภาพที่ 28 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (total carbohydrate) ซ่ึงวิเคราะห์โดยวิธี phenol 
sulfuric acid methos ใน cells pellet ของอาหารเลี้ยงเชื้อ R. etli M4 โดยใช้ 10% (v/v) subculture เป็นเชื้อต้ังต้นและ
ทําการบ่มเชื้อท่ี 30C ใน rotary incubator shaker ท่ี 180 rpm 
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6. การศึกษาอิทธิพลของอัตราส่วนแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญและการสร้าง EPS 
ในเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ 
6.1 ไรโซเบียมสายพันธ์ุที่คัดแยกจากปมรากพืชตระกูลถ่ัว (ทําการทดสอบในสายพันธ์ุ DASA 03001, DASA 17007, 
DASA 18005 และ TAL 734) 
 ได้ทําการทดสอบอัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเท่ากับ 10 (C:N = 10) โดยทําการทดสอบในไร
โซเบียม 3 สายพันธุ์ คือ DASA 03001, DASA 17007, DASA 18005 และ TAL 734 โดยมี glucose เป็นแหล่งคาร์บอนหลัก 
ยกเว้นในสายพันธุ์ DASA 18005 และมี yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนหลักสําหรับไรโซเบียมทุกสายพันธุ์ท่ีกล่าวข้างต้น 
การเพ่ิมอัตราส่วนแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนน้ันกระทําโดยการปรับปริมาณของแหล่งคาร์บอนให้สูงข้ึนและคงปริมาณ
ของแหล่งไนโตรเจน ซ่ึงพบว่า สําหรับไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 03001 นั้น C:N ratio ท่ีสูงข้ึนให้ค่าปริมาณเบตากลูแคน
สูงสุดไม่แตกต่างจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีค่า C:N ต่ํา (C:N = 5 ของอาหารมาตรฐาน YMB) และส่งผลต่ออัตราการผลิตโดยมี
อัตราการผลิตลดลง 10 เท่า ซ่ึงต่างไปจากสายไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 17007 ท่ีปรากฏว่าการเพิ่ม C:N = 10 หรือเป็นสอง
เท่าของค่า C:N ในอาหาร YMB เป็นผลให้เพ่ิมปริมาณเบตากลูแคนสูงสุดและอัตราการผลิตเท่ากับ 355.8 mg L-1 และ 62.8 
mg L-1 day-1 ซ่ึงเพ่ิมข้ึนถึงประมาณ 30 เท่า และ 7 เท่า ตามลําดับ ส่วนในไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 พบว่าการเพิ่ม 
C:N ท่ีให้ sucrose เป็นแหล่งคาร์บอน เป็นผลให้ลดปริมาณการสร้างเบตากลูแคนสูงสุดลดลง 1.7 เท่า และมีอัตราการผลิตท่ี
ลดลง 2.57 เท่า สําหรับในไรโซเบียมสายพันธุ์ TAL 734 พบว่า C:N ท่ีเพ่ิมข้ึนทําให้ปริมาณเบตากลูแคนสูงสุดมีค่าสูงข้ึนเพียง
เล็กน้อย แต่กลับใช้ระยะเวลาในการผลิตเพ่ิมข้ึนหรือมีค่าอัตราการผลิตท่ีลดลงจากเดิมสองเท่า (ตารางที่ 10 เปรียบเทียบกับ
ตารางท่ี 5)  
 
6.2 ไรโซเบียมสายพันธ์ุ R. etli M4 ที่คัดแยกจากน้ําชะกองเหมืองแร่  
 ในการศึกษาอิทธิพลของอัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อการเจริญและการผลิตสารเอ็กโซโพลีแซคคา
ไรด์ใน R. etli M4 นั้น ได้ทําการคัดเลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนและแหล่งในโตรเจนหลักจํานวน 3 ชนิดในการปรับอัตราส่วน 
C:N โดยท่ีในการปรับแหล่งคาร์บอนนั้นจะคงปริมาณของแหล่งไนโตรเจน และในการปรับแหล่งไนโตรเจนนั้นจะคงปริมาณ
ของแหล่งคาร์บอน ซ่ึงผลการทดลองพบว่าในกรณีการปรับแหล่งไนโตรเจนนั้น ซ่ึงอาหาร DM3 ปกติมีค่า C:N เท่ากับ 3.2 นั้น
พบว่า C:N ท่ีเปลี่ยนแปลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีให้ urea หรือ (NH4)2SO4 + yeast extract นั้น ไม่ส่งผลต่อการเจริญและ
การสร้าง EPS และ CPS แต่พบว่า C:N ท่ีสูงข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีให้ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนหลักนั้นมีค่า
ปริมาณ EPS สูงสุดแปรผันตรงกับ C:N ratio สําหรับการเปลี่ยนแหล่งคาร์บอนน้ัน พบว่า น้ําหนักแห้งมวลชีวภาพ ปริมาณ 
EPS และ CPS สูงสุดท่ี R. etli M4 ผลิตแปรผันตรงกับค่า C:N ท่ีเพ่ิมข้ึนในทุกชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีทดสอบ ซ่ึงสอดคล้อง
กับรายงานวิจัยหลายรายงานท่ีพบว่า สภาวะท่ีไม่สมดุลของเมทาบอลิซึม โดยเฉพาะอย่างย่ิงระหว่างปริมาณคาร์บอนและ
ไนโตรเจน รวมถึงสภาวะแวดล้อมท่ีมีปริมาณของแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ จะส่งเสริมการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์  
โดยพบว่า ปริมาณ EPS สูงสุด จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีให้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และ (NH4)2SO4 + yeast extract โดยมี
ปริมาณ EPS ในช่วง 13.67 - 16.69 g L-1 (ตารางท่ี 11) 
  
7. การศึกษาอิทธิพลไอออนโลหะวาเลนซ์ 2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญและการสร้าง EPS ใน R. etli M4 
 ในการศึกษาผลกระทบของชนิดและปริมาณของไอออนโลหะวาเลนซ์ 2 ต่อการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลี
แซคคาไรด์ของ R. etli M4 ซ่ึงได้ทําการทดสอบไอออนโลหะ 4 ชนิด คือ Fe2+, Mn2+, Zn2+ และ Cu2+ ในรูปซัลเฟต ท่ีความ
เข้มข้น 0.08, 0.16, 1.6 และ 3.2 g L-1 พบว่า R. etli M4 ไม่สามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมี FeSO4 และ CdSO4 ท่ีความ
เข้มข้นเท่ากับหรือสูงกว่า 0.08 g L-1 ได้ โดยพบว่าท่ีความเข้มข้นของโลหะซัลเฟตเท่ากับ 0.08 g L-1 นั้น R. etli M4 จะเจริญ
ได้ดีกว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีไอออนโลหะอื่นๆ จากค่ามวลชีวภาพแห้งท่ีมากกว่าประมาณ 7 เท่า แต่อย่างไรก็ตามพบว่า
ปริมาณ EPS สูงสุดท่ีแบคทีเรียสร้างมีค่าใกล้เคียงกัน โดยมีลําดับของไอออนโลหะท่ีมีอัตราปริมาณ EPS / ปริมาณมวลชีวภาพ
แห้ง (Yp/x) จากมากไปน้อย คือ MnSO4 > CdSO4 = FeSO4 > ZnSO4 ท้ังนี้อาจเกิดจากการสร้าง EPS ท่ีสูงข้ึนช่วยลดความ
เป็นพิษของไอออนโลหะต่อเซลล์จากการดูดซับด้วยองค์ประกอบของ EPS ท่ีสามารถดูดซับไอออนโลหะได้ และโดยปกติแล้ว
ความเป็นพิษของโลหะในปริมาณท่ีเท่ากันมีลําดับคือ Cd > Fe = Zn = Mn นอกจากน้ียังพบว่า R. etli M4 สามารถเจริญได้
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ในอาหารท่ีมี MnSO4 3.2 g L-1 และ ZnSO4 0.16 g L-1  พบปริมาณ EPS สูงสุด 14.61 และ 14.59 g L-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ท่ีมี ว่าสามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมี MnSO4 0.16 g L-1 และ ZnSO4 0.08 g L-1 ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 10 ปริมาณ -glucan และปริมาณเซลล์ของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 03001, DASA 17007, DASA 18005 และ 
TAL 734 เม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหารเล้ียงเชื้อ glucose-yeast extract และ sucrose-yeast extract ท่ีมีอัตราส่วนแหล่ง
คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 

สายพันธ์ุไรโซเบียม แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 
Max. β-
glucan 
(mg L-1) 

β-glucan productivity 
(mg L-1 day-1) 

ปริมาณเซลล์ที่
เพ่ิมขึ้น 

(CFU/ml) 
DASA 03001 Glucose –yeast extract 52.8 2.4 2.63E+08 
DASA 17007 Glucose-yeast extract 355.8 62.8 9.65E+07 
DASA 18005 Sucrose-yeast extract 208.9 45.7 1.44E+08 
TAL 734 Glucose-yeast extract 65.1 8.8 2.15E+08 
 
ตารางที่ 11 อิทธิพลของอัตราส่วนแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนต่อการสร้าง EPS และ CPS จากการวัดปริมาณ
คาร์โบไฮเดรตโดยวิธี phenol-sulfuric acid method 
Modified 
C- or N- 
source 

Type of 
carbon & 
nitrogen 
source 

C:N ratio Dry weight 
biomass, g L-1 

Max. EPS, 
g L-1 

Yp/x (g EPS 
/ g dry wt. 

cells) 

Max. CPS, 
g L-1 

Yp/x (g CPS 
/ g dry wt. 

cells) 

Modified 
major 
nitrogen 
source 
of DM3 

Urea 
(DM3) 

1.6 2.5 9.42 4.04 0.28 0.020 
3.2 3.5 7.01 2.7 0.07 0.018 
6.0 3.0 9.16 3.05 0.25 0.023 

Yeast 
extract 

1.6 5.0 8.17 2.23 0.05 0.010 
3.2 3.5 9.17 4.90 0.08 0.008 
6.0 5.3 11.27 2.64 0.06 0.013 

(NH4)2SO4 
+ yeast 
extract 

1.6 2.1 16.16 5.63 0.04 0.018 
3.2 2.8 13.67 4.80 0.09  0.011 
6.0 2.3 16.69 4.38 0.05  0.021 

Modified 
major 
carbon 
source 
of DM3 

Glucose 1.6 1.8 2.52 1.44 0.87 0.025 
3.2 2.3 7.01 3.03 1.91 0.015 
6.0 6.7 10.86 1.43 3.17 0.014 

Sucrose 1.6 1.8 2.38 1.36 1.00 0.024 
3.2 2.5 7.65 3.34 2.03 0.017 
6.0 9.5 11.60 1.22 3.16 0.012 

Lactose 1.6 1.5 2.72 1.39 0.73 0.022 
3.2 2.1 6.21 3.18 1.41 0.015 
6.0 5.9 7.75 1.31 2.76 0.007 
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ตารางท่ี 12 อิทธิพลของไอออนโลหะวาเลนซ์ 2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ DM3 ต่อการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์
ของ R. etli M4 

Tested divalent metal 
ion at varied 
concentration 

Dry weight 
biomass 
(g L-1) 

Max. EPS, 
g L-1 

Yp/x (g EPS / 
g dry wt. 

cells) 

Max. CPS, 
g L-1 

Yp/x (g CPS / 
g dry wt. 

cells) 
MnSO4 0.08 g L-1 0.63 12.37 19.63 0.08 0.126 
MnSO4 0.16 g L-1 1.5 14.61 9.74 0.09 0.060 
MnSO4 1.6 g L-1 3.43 10.88 3.17 0.21 0.061 
MnSO4 3.2 g L-1 1.13 - - 0.07 0.062 
FeSO4  0.08 g L-1 0.87 12.3 14.14 0.13 0.149 
ZnSO4 0.08 g L-1 5.33 14.59 2.73 0.08 0.015 
ZnSO4 0.16 g L-1 2.8 12.74 4.55 0.08 0.029 
CdSO4 0.08 g L-1 0.8 11.63 14.54 0.08 1.000 
หมายเหตุ ในอาหาร DM3 ปกติจะมี MnSO4 1.6g L-1 เป็นองค์ประกอบ
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8.  การศึกษาจัดจําแนกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อไรโซเบียมสายพันธ์ุต่างๆ ที่ใช้ในโครงการวิจัย โดยอาศัย 16S 
rRNA nucleotide sequencing 
 จากลําดับนิวคลิโอไทด์ท่ีได้จากการเพ่ิมจํานวนด้วยไพรเมอร์ต่างๆ กันแล้วนําไปเทียบเคียงกับแบคทีเรียท้ัง type 
strain และ both type & non-type strain จากฐานข้อมูล Ribosomal Database Project (release 10) โดยดูลําดับ
ท่ีคล้ายคลึงกันมากท่ีสุด (ตารางท่ี 13) และนํา 20 ลําดับแรก ไปทําเดนโดรแกรมโดยอาศัยโปรแกรม Genenious 5.6.0 
(ภาพที่ 29-40) 
ตารางท่ี 13 การจัดจําแนกสายพันธ์ุไรโซเบียมท่ีใช้ในการวิจัยโดยใช้ลําดับนิวคลิโอไทด์ 

สายพันธ์ุ 
ไรโซเบียม 

Pair of 
primer 

Length of 
nucleotide 
sequence 

type / non-
type strains 

% 
similarity 

Closet specie Accession 
number 

DASA 
01023 

533F-1100R 794 type 97.3  Bradyrhizobium 
betae 

S000368588 

both 100 Bradyrhizobium  
sp. 

S002910649 

DASA 
02001 

27F-1100R 728 type 93.9 Bradyrhizobium 
liaoningense 

S000389094 

both 95.2 Bradyrhizobium  
japonicum 

S002409642 

DASA 
03001 

357F-1100R 697 type 96.5 Bradyrhizobium 
liaoningense 

S000389094 

both 100 Bradyrhizobium  
sp. 

S000541559 

DASA 
17007 

533F-1100R 773 type 100 Bradyrhizobium 
betae 

S000368558 

both 100 Bradyrhizobium * ** 
DASA 
18005 

533F-1100R 511 type 99.4 Rhizobium pisi 
Rhizobium 
phaseoli 

S000265215 
S000769770 

both 100 Rhizobium 
leguminosarum 
bv. viciae 

S001170826 

TAL 734 533F-1100R 510 Type 93.9 Bradyrhizobium 
canariense 
Bradyrhizobium 
liaoningense 

S000270387 
 
S000389094 

both 95.7 Bradyrhizobium 
yuanmingense 

S001292900 

ซ่ึงโดยสรุปแล้วไรโซเบียมท่ีคัดแยกได้จากปมรากพืชตระกูลถั่วทุกสายพันธ์ุท่ีใช้ในการวิจัยจัดอยู่ในจีนัส Bradyrhizobium 
ยกเว้นสายพันธุ์ DASA 18005 ซ่ึงจัดอยู่ในจีนัส Rhizobium สําหรับ R. etli สายพันธ์ุ M4 ได้มีการพิสูจน์เอกลักษณ์มา
ก่อนแล้ว (51) จึงไม่ได้ทําการพิสูจน์เอกลักษณ์ในงานวิจัยนี้  
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DASA 01023  
Primers;   533F และ 1100R 
Base length;   794 
Identical site;   89.2% (1,336/1501)  
Pair wise % identity; 97.5% 
Alignment limited to type strain 

 
 
ภาพท่ี 29 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ Type strains 
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DASA 01023  
Primers;   533F และ 1100R  
Base length;   794 
Identical site;   94.9% (1,409/1497)  
Pair wise % identity; 99.4% 
Alignment both type and non-type strains  

 
 
ภาพท่ี 30 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 01023 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง type strains และ 
non-type strains 
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DASA 02001  
Primers;   27F และ 1100R 
Base length;   728    
Identical site;   77.7% (1,166/1502)  
Pair wise % identity; 96.1% 
Alignment limited to type strain 

 
  
ภาพท่ี 31 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 02001 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 27F และ 1100R และเทียบเคียงกับ Type strains 
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DASA 02001  
Primers;   27F และ 1100R 
Base length;   728 
Identical site;   82.5% (1,166 /1525)  
Pair wise % identity; 98.1% 
Alignment both type and non-type strains 

 
 
ภาพท่ี 32 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 02001 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 27F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง type strains และ 
non-type strains 
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DASA 03001  
Primers;   357F และ 1100R 
Base length;   697    
Identical site;   89.3% (1,335/1498)  
Pair wise % identity; 97.5% 
Alignment limited to type strain 

 
 
ภาพท่ี 33 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 03001 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 357F และ 1100R และเทียบเคียงกับ Type strains 
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DASA 03001  
Primers;   357F และ 1100R 
Base length;   697    
Identical site;   92.0% (1,377/1535)  
Pair wise % identity; 98.6% 
Alignment both type and non-type strains 

 
 
ภาพท่ี 34 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 03001 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 357F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง type strains และ 
non-type strains 
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DASA 17007  
Primers;   533F และ 1100R 
Base length;   773    
Identical site;   89.8% (1,342/1498)  
Pair wise % identity; 97.6% 
Alignment limited to type strain 

 
 
ภาพท่ี 35 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 17007 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ Type strains 
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DASA 17007  
Primers;   533F และ 1100R 
Base length;   773    
Identical site;   97.1% (1,142/1494)  
Pair wise % identity; 99.5% 
Alignment both type and non-type strains 

 
 
ภาพท่ี 36 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 17007 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 357F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง type strains และ 
non-type strains 
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DASA 18005  
Primers;   533F และ 1100R 
Base length;   511    
Identical site;   89.8% (1,342/1498)  
Pair wise % identity; 97.3% 
Alignment limited to type strain 

 
 
ภาพท่ี 37 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ Type strains 
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DASA 18005  
Primers;   533F และ 1100R 
Base length;   511    
Identical site;   91.5% (1,402/1553)  
Pair wise % identity; 98.9% 
Alignment both type and non-type strains 

 
 
ภาพท่ี 38 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง type strains และ 
non-type strains 
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TAL 734  
Primers;   533F และ 1100R 
Base length;   510    
Identical site;   85.5% (1,326/1501)  
Pair wise % identity; 97.5% 
Alignment limited to type strain 

 
 
ภาพท่ี 39 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ TAL 734 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงกับ Type strains 
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TAL 734  
Primers;   533F และ 1100R 
Base length;   510    
Identical site;   92.6% (1,355/1518)  
Pair wise % identity; 98.8% 
Alignment both type and non-type strains 

 
 
ภาพท่ี 40 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไรโซเบียมสายพันธ์ุ TAL 734 จากลําดับเบสท่ีได้จาก 

partial sequencing โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 533F และ 1100R และเทียบเคียงท้ัง type strains และ 
non-type strains 
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R. etli M4 (สําเนาจากเอกสารอ้างอิง 50) 
Primers;   27F และ 1492R 
Base length;       
 

 
ภาพท่ี 41 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ R. etli M4 จากลําดับเบสท่ีได้จาก full-length 

sequencing ของ 16S rRNA โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 27F และ 1492R โดยอาศัยไพร์เมอร์ 1 คู่ คือ 27F 
และ 1492R (51) 
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สรุปผลการวิจัย 

 
 ลักษณะเซลล์ของไรโซเบียมทุกสายพันธุ์ท่ีใช้ในการวิจัยมีรูปร่างเป็นแท่ง (rod shape)  ขนาดเล็ก แกรมลบ ไม่
พบเอนโดสปอร์ แต่พบการสร้าง inclusion body ในบางระยะของการเจริญโดยเฉพาะอย่างย่ิงในระยะ stationary 
phase โคโลนีของมีสีขาวขุ่น (opaque) โค้งนูน (convex) ขอบเรียบสมํ่าเสมอ (entire / regular) แต่ในไรโซเบียมสาย
พันธุ์ DASA 18005 มีลักษณะเมือกเย้ิม ต่างไปจากไรโซเบียมสายพันธุ์อ่ืนท่ีทดสอบ สําหรับ R. etli M4 ท่ีเจริญในอาหาร 
OMA นั้นพบว่าโคโลนีมีฝ้าขาวขุ่นรอบโคโลนีและโคโลนีเปลี่ยนสีเป็นสีน้ําตาลเมื่อบ่มเชื้อเป็นเวลา 7-17 วัน ซ่ึงสีน้ําตาลบ่ง
ความสามารถของ R. etli M4 ในการออกซิไดซ์ Mn2+ ในอาหารไปเป็น Mn4+ ได้ ไรโซเบียมทุกสายพันธุ์ท่ีทดสอบให้ผล
การทดสอบ catalase, oxidase และ urease เป็นบวก และ ผลการทดสอบ citrate utilization test เป็นลบ ซ่ึง
สอดคล้องกับคุณสมบัติของไรโซเบียมส่วนใหญ่ นอกจากนี้ยังพบว่าไรโซเบียมสายพันธุ์ท่ีทดสอบส่วนใหญ่ไวต่อยาปฏิชีวนะ
ในกลุ่มท่ีออกฤทธ์ิยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีน เช่น Streptomycin, Gentamycin และ tetracycline ในการทดสอบการ
สร้างกรด-เบสในอาหาร YMB ท่ีมี BTB เป็น pH indicator นั้นพบว่าสายพันธ์ุ DASA 17007 สร้างกรดและเห็นการ
เปลี่ยนสีของ BTB จากสีเขียวเป็นสีเหลืองได้อย่างชัดเจน และ R. etli M4 สามารถสร้างเบสและเห็นการเปลี่ยนสีของ 
BTB เป็นสีน้ําเงิน ซ่ึงจากการทดสอบนี้ อาจสันนิษฐานว่า DASA 17007 จัดอยู่ในกลุ่ม fast growing rhizobium  
สําหรับ R. etli M4 จัดอยู่ในกลุ่ม slow-growing rhizobium ซ่ึงขัดแย้งกับข้อมูลการจัดกลุ่มท่ัวไป เพราะมีเพียงจีนัส 
Bradyrhizobium ท่ีถูกจัดว่าเป็น slow-growing rhizobium สําหรับไรโซเบียมสายพันธุ์อ่ืนท่ีทดสอบน้ันเปล่ียนสีอาหาร 
YMB + BTB เป็นสีเหลืองอ่อนอมเขียว จึงไม่สามารถระบุกลุ่มท่ีแบ่งตามการสร้างกรด-เบสได้ 
 ไรโซเบียมสายพันธุ์ท่ีทดสอบส่วนใหญ่ใช้ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนที่สนับสนุนท้ังการเจริญและการ
สร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ได้ดี แต่สําหรับแหล่งคาร์บอนน้ันพบว่า glucose สนับสนุนการเจริญและการสร้างสารเอ็ก
โซโพลีแซคคาไรด์ได้ดีในสายพันธุ์ไรโซเบียมส่วนใหญ่ท่ีทดสอบ ยกเว้นในสายพันธุ์ DASA 17007 ท่ี mannitol สนับสนุน
การเจริญของเซลล์ได้ดีกว่า glucose และในไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 พบว่า sucrose สนับสนุนการสร้าง
สารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ได้ดีกว่า glucose และ mannitol ปริมาณเบตากลูแคนสูงสุดผลิตโดย DASA 18005 ท่ี 357.5 
mg L-1 และมีอัตราการสร้างเท่ากับ 117.48 mg L-1 day-1 สําหรับ R. etli M4 เจริญได้ในอาหาร DM3 ได้ดีกว่า YMB  
และเม่ือปรับเปลี่ยนแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหาร DM3 พบว่าน้ําตาล glucose และ sucrose ส่งเสริมการเจริญ
และการสร้าง EPS ในขณะที่แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมคือการให้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจนหลักร่วมกับ yeast 
extract ซ่ึงพบปริมาณการสร้าง EPS สูงสุดถึง 1616 และ 16.69 g L-1 ท่ี C:N ratio เท่ากับ 1.6 และ 6 ตามลําดับ 
อย่างไรก็ตามการปรับ C:N ท่ีลดปริมาณไนโตรเจนและคงปริมาณคาร์บอนน้ัน พบว่าค่า C:N ท่ีสูงข้ึนไม่ได้ช่วยส่งเสริมการ
สร้าง EPS ซ่ึงแตกต่างไปจากการปรับ C:N โดยการเพิ่มปริมาณคาร์บอนแต่คงปริมาณของไนโตรเจนนั่น พบว่าค่า C:N ท่ี
สูงข้ึนแปรผันตรงกับปริมาณการสร้าง EPS ท้ังนี้อาจกล่าวได้ว่า สภาวะเมทาบอลิซึมท่ีไม่สมดุลระหว่างคาร์บอนและ
ไนโตรเจน หากมีปริมาณคาร์บอนทีสูงมากเกินพอจะส่งเสริมให้เกิดการสร้าง EPS ได้ดีขึ้น ซ่ึงหน้าท่ีบางประการของ EPS 
จัดเป็นพลังงานสํารอง (carbon sink) ในเวลาท่ีธาตุอาหารลดน้อยหรือหมดลง เพ่ือจุลินทรีย์จะได้ย่อยสลายใช้เพ่ือความ
อยู่รอดและการเจริญ  
 สําหรับการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสายพันธุ์ไรโซเบียมท่ีทดสอบน้ัน ซ่ึงจัดเป็น partial nucleotide sequencing 
พบว่า ไรโซเบียมสายพันธุ์ท่ีใช้ในการวิจัยจัดอยู่ในจีนัส Bradyrhizobium มีเพียงไรโซเบียมสายพันธุ์ DASA 18005 ท่ีจัด
อยู่ในจีนัส Rhizobium  
 จากการศึกษาอิทธิพลชนิดแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์นั้นพบว่า glucose 
เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีสนับสนุนท้ังการเจริญและการสร้างสารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์ได้ดีในเกือบทุกสายพันธ์ุท่ีทดสอบ และ
สารเอ็กโซโพลีแซคคาไรด์มีบทบาทสําคัญย่ิงในกระบวนการข้ันตอนในการส่งเสริมการยึดติดกับรากพืชตระกูลถ่ัวและการ
สร้างปมราก ซ่ึงการเตรียมปุ๋ยไรโซเบียมส่วนใหญ่จะเลี้ยงเชื้อไรโซเบียมในอาหาร yeast-mannitol broth ดังนั้นข้อมูล
จากการวิจัยนี้น่าจะเป็นประโยชน์ในการเตรียมอาหารเลี้ยงท่ีเหมาะสมสําหรับเชื้อไรโซเบียมท่ีจะช่วยเพ่ิมศักยภาพในใช้
เป็นปุ๋ยไรโซเบียม อนึ่ง คุณสมบัติของสารเอ็กโพลีแซคคาไรด์อีกประการหนึ่งคือป้องกันความแห้งและป้องกันไรโซเบียม
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จากสภาแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม เช่น ในดินท่ีมีโลหะ หรือ เกลือ สูง เป็นต้น ซ่ึงจะช่วยส่งเสริมอัตราการรอดของไรโซเบียม
ได้ 

 
ผลผลิต (output) 
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Exopolysaccharides production of Rhizobium spp. “นักวิจัยรุ่นใหม่ พบ เมธีวิจัยอาวุโส สกว.” คร้ังท่ี 8, 
โรงแรมฮอลิเดย์อินน์ รีสอร์ท บีช ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี. 16 – 18 ตุลาคม 2551. (poster  presentation) 

 
International conferences; 
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      ภาคผนวก ก 
 
สูตรอาหารและสารเคมี 
1. สูตรอาหารเหลว YM 

Mannitol                                        10 g L-1 
Yeast extract                                  0.5 g L-1 
Nacl                                               0.1      g L-1 
MgSO4.7H2O                                   0.2      g L-1 
K2HPO4                                  0.5      g L-1 
pH 6.8 

การเตรียม Bromthymol blue (BTB) สําหรับการทดสอบการสร้างกรดของไรโซเบียม  
1. Bromthymol blue (BTB):stock solution 0.5 g/ 100 ml ethanol 
2. เติม 5 ml stock solution / L ของอาหารเหลว YM 
 
การปรับเปลี่ยนชนิดของแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM แทน Mannitol 

Sucrose        9.42   g L-1 
Glucose                                9.89   g L-1 

 
การปรับเปลี่ยนชนิดของแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM แทน yeast extract 

Peptone                   0.35     g L-1 
Malt extracts                   0.53   g L-1 

 
2. สูตรอาหารเหลว OMA 

MnSO4.H2O                          5 g L-1 
Peptone     2 g L-1 
Yeast extract    1  g L-1 
(NH4)2SO4    0.1 g L-1 
NaCl                         0.2      g L-1 
CaCl2    0.1 g L-1 
MgSO4.7H2O         0.02      g L-1 
KH2PO4                                   0.05      g L-1 
Agar               15     g L-1 
pH 7.0  
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3. สูตรอาหารเหลว DM3 
MnSO4.H2O                          5 g L-1 
Glucose     4 g L-1 
Yeast extract   0.5  g L-1 
Urea    1 g L-1 
(NH4)2SO4    0.1 g L-1 
NaCl                         0.2      g L-1 
CaCl2    0.1 g L-1 
MgSO4.7H2O         0.02      g L-1 
KH2PO4                                   0.05      g L-1 
pH 7.0  
ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อต้องแยกสารเป็น 3 กลุ่มในการทําปราศจากเชื้อ โดยแยกระหว่างสารละลายของ

สารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ออกจากกัน แล้วทําปราศจากเชื้อโดยการน่ึงอัดไอ เม่ือผ่านการทําปราศจากเชื้อแล้วจึงนํา
สารละลายท้ังสองมาผสมกันในขณะท่ีสารละลายไม่ร้อน นอกจากนี้ต้องแยกยูเรียทําปราศจากเชื้อโดยผ่านการกรองด้วย
กระดาษกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.45 μ เนื่องจากยูเรียไม่ทนต่อความร้อน  
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ภาคผนวก ข 
 
1. การเตรียมกราฟมาตรฐานการวัดปริมาณโปรตีนท้ังหมด (Total carbohydrate assay) โดยวิธี Bradford 

assay และใช้ Bovine Serum Albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน 

y = 1.5825x - 0.0663
R² = 0.9802
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ภาพ ก. กราฟมาตรฐานการวัดปริมาณโปรตีนท้ังหมด (Total carbohydrate assay) โดยวิธี Bradford assay 

และใช้ Bovine Serum Albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน 
 

2. การเตรียมกราฟมาตรฐานการวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (Total carbohydrate assay) โดยวิธี 
Phenol- sulfuric acid method และใช้ glucose เป็นสารมาตรฐาน 
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  ภาพ ข. สารละลาย glucose และ hydrolysed cellulose ความเข้มข้น 0 - 200 μg ml-1 เม่ือวิเคราะห์

ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 485 nm 
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y = 77.819x - 14.614
R² = 0.9704
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ภาพ ค. กราฟมาตรฐานการวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (Total carbohydrate assay) โดยวิธี  

Phenol- sulfuric acid method และใช้ glucose และ hydrolysed cellulose เป็นสารมาตรฐาน 
 

 
3. กราฟมาตรฐานการวัดปริมาณ β-glucan โดยใช้ calcofluor method และใช้ cellulose เป็นสาร

มาตรฐาน 

y = 1.6487x - 0.0961
R² = 0.9904
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ภาพ ง. กราฟมาตรฐานการวัดปริมาณ β-glucan โดยใช้ calcofluor method และใช้ cellulose เป็นสาร

มาตรฐาน 




