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การศึกษาความหลากหลายและประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus sp.  ในการละลาย
ฟอสเฟตอนินทรีย 

 
Diversity and Efficiency of Bacillus sp. on Inorganic Phosphate Solubilization 

 
คํานํา 

 
พื้นที่เกษตรกรรมของประเทศในปจจุบันกําลังอยูในสภาพเสื่อมโทรม  และถูกทําลาย  

เนื่องจากการจดัการที่ไมเหมาะสม  เปนเหตุใหผลผลิตทางการเกษตรตกต่ํา  การพัฒนาทาง
การเกษตรเพื่อเพิ่มผลผลิตจากการใชพืน้ที่เพาะปลูกอยางเหมาะสม  รวมถึงการปองกันและฟนฟู
สภาพเสื่อมโทรมของพื้นที่เกษตรกรรม  ใหกลับมีประสิทธิภาพดังเดิมนัน้เปนสิ่งจําเปนอยางยิ่ง  
หนึ่งในปจจยัที่ตองการการพัฒนาคือ  การเพิ่มความอุดมสมบูรณของดินที่เสื่อมโทรมจากการ
เพาะปลูกพืช  และการขาดแคลนธาตุอาหารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของพืชในดนิ เชน 
ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส  ซ่ึงเปนธาตุอาหารพืชหลักทีพ่บวามีการขาดแคลนคอนขางรุนแรงใน
ดิน  การใสปุยเคมีแตเพยีงอยางเดียวอาจไมคุมคาและใหประสิทธิผลที่ดีเพียงพอ  เพราะมีตนทุนสงู  
เนื่องจากประเทศไทยไมสามารถผลิตแมปุยใชเองได  จงึตองนําเขาปุยจากตางประเทศ  อีกทั้ง
แนวโนมการนําเขายังเพิม่ขึ้นทุกป  ทําใหตองสญูเสียเงินตราปละหลายหมื่นลานบาท  การนํา
เทคโนโลยีเกี่ยวกับปุยชนิดอืน่ เชน ปุยคอก ปุยหมัก ปุยพชืสด และปุยชีวภาพ  รวมทั้งการพัฒนา
วิธีการจัดการธาตุอาหารพืชแบบผสมผสาน  จากการใชทรัพยากรธรรมชาติที่มีภายในประเทศ เชน 
หินฟอสเฟต  กําลังเปนแนวทางหนึ่งในการเพิ่มความอุดมสมบูรณของดินอยางยั่งยนื (อาภารัตน, 
2549) 
 
 Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)  เปนกลุมจุลินทรียที่มีประโยชนในการสงเสริม
การเจริญเติบโตของพืช  ปรับปรุงคุณภาพดินและพืช  PGPB มีความหลากหลายทั้งจาํนวนชนิด 
และปริมาณ  พบทั่วไปในดนิทั้งที่ดํารงชพีอยางอิสระ  และอาศัยอยูตามสวนตาง ๆ ของพืชที่อยู
เหนือดนิ (epiphyte)  และภายในเนื้อเยื่อพชื (endophyte)  กิจกรรมของ PGPB เปนกลไกสําคัญที่
ชวยใหพืชเจริญเติบโตแข็งแรง  มีคุณภาพและผลผลิตเพิ่มขึ้น  กลไกนัน้มีอยูหลายลักษณะมีผลทั้ง
ทางตรงและทางออม  กลไกหนึ่งที่รูจักเปนอยางดแีละไดนํามาใชประโยชนอยางกวางขวางคือ  การ
เพิ่มธาตุไนโตรเจนในดินและพืช  จากแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศได เชน 
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Rhizobium, Azotobacter และ Azospirillum กลไกอื่นที่เปนประโยชนสําหรับพืช ไดแก  การ
สังเคราะหฮอรโมนพืช  การควบคุมจุลินทรียกอโรคพืช  และการละลายแรธาตุอาหารพืชในดนิให
อยูในรูปที่เปนประโยชน เชน ธาตุฟอสฟอรัส (Glick et al., 1999) 
 
 ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารพชืหลักที่สําคัญ  และพบวาในดินขาดแคลนธาตุนี้คอนขาง
รุนแรง  รองจากธาตุไนโตรเจน  การขาดแคลนธาตุนี้ในดินมีสาเหตุมาจากรูปของฟอสฟอรัสที่เปน
ประโยชนสําหรับพืช (HPO4

2-, H2PO4
-) มีปริมาณนอย  พืชไมสามารถดูดดึงไปใชประโยชนไดอยาง

เพียงพอ  ทั้งทีใ่นดินมีธาตุฟอสฟอรัสอยูปริมาณมาก  แตสวนใหญอยูในรูปที่พืชไมสามารถ
นําไปใชประโยชนได  สาเหตุเกิดจากฟอสฟอรัสเปนธาตุที่มีความวองไวในการเกดิปฏิกิริยาการ
ตรึง  การตกตะกอนทางเคมีสูง  และละลายออกมาไดยาก  ปจจยัที่มีอิทธิพลตอการตรึงและ
ตกตะกอนของธาตุฟอสฟอรัสในดินที่สําคัญคือ  ความเปนกรดเปนดางของดิน   นอกจากนี้ธาตุนี้ยงั
แพรกระจายไปสูรากพืชไดชา  เพราะการเคลื่อนที่ในดินนั้นต่ํา  พืชที่มรีะบบรากที่ไมแข็งแรง  
หรือไมสามารถชอนไชไปยงัแหลงที่มีธาตนุี้ละลายอยู  กจ็ะแสดงอาการขาดธาตุฟอสฟอรัส   
 
 หินฟอสเฟต  เปนหินแรที่พบในธรรมชาติ  และมีธาตุฟอสฟอรัสเปนองคประกอบสําคัญ  
หินฟอสเฟตทีพ่บสวนใหญอยูในรูปของแรอะพาไทต  แบงตามแหลงกาํเนิดออกเปน  3  ลักษณะ
คือ แบบหินอคันี แบบกวัโน และแบบหนิตะกอนภาคพื้นมหาสมุทร  แหลงหินฟอสเฟตที่พบใน
ประเทศไทย  มีขนาดเล็ก  พบตามถ้ํา  และเทือกเขาหินปนูในหลายจังหวัดของประเทศ  หิน
ฟอสเฟตที่พบสวนใหญเปนแบบกวัโน  ที่เกิดจากการสะสมของมูลคางคาว  หินฟอสเฟตเปน
วัตถุดิบสําคัญในการผลิตปุยเคมีฟอสฟอรัส  และสามารถนํามาใชเปนปุยเพิ่มธาตุฟอสฟอรัสในดิน
ไดโดยตรง  เพื่อทดแทนหรอืใชรวมกับปุยเคมีฟอสฟอรัส  เพราะมีราคาถูก  ปุยหินฟอสเฟตที่
เหมาะสมกับการนํามาใชเปนปุยควรมีปริมาณฟอสฟอรัสรูปที่เปนประโยชน (คิดในรูป P2O5) ไม
นอยกวา  3  เปอรเซ็นต  และมีปริมาณฟอสเฟตทั้งหมดไมนอยกวา  20  เปอรเซ็นต (ธงชัย, 2546: 
123-142)  ปุยหินฟอสเฟตทีใ่ชในการเกษตรมีอัตราการละลายของฟอสฟอรัสรูปที่เปนประโยชน
จากหนิฟอสเฟตคอนขางชา  และมีปริมาณนอย  จึงอาจไมเพียงพอกับความตองการของพืช  และ
พบวาพืชสามารถนําฟอสฟอรัสจากปุยเคมีหรือหินฟอสเฟตไปใชไดเพียง  10-25  เปอรเซ็นตของ
ฟอสเฟตที่ละลายน้ําไดเทานั้น  สวนทีเ่หลือจะถูกตรึงอยูในดินอยางรวดเรว็  พืชนําไปใชไดยาก 
(คณาจารยภาควิชาปฐพ,ี 2548: 294-306; Tisdale et al., 1985: 189-248)  ดังนั้นการใชจุลินทรียทีม่ี
ความสามารถละลายฟอสเฟตจากรูปที่ไมละลายใหกลายเปนฟอสเฟตในรูปที่เปนประโยชนสําหรบั
พืชจึงเปนอกีแนวทางหนึ่งทีไ่ดมีผูสนใจศกึษา   
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 จุลินทรียละลายฟอสเฟตมีหลายชนิด  แตที่มีความสําคัญไดแก  เชื้อราไมคอรไรซา  เปน
เชื้อราที่อาศัยอยูในรากพืชแบบพึ่งพาอาศยัซ่ึงกันและกนั  สวนของเสนใยเชื้อราจะชอนไชเขาไปใน
ดินชวยดดูธาตุอาหารโดยเฉพาะธาตุฟอสฟอรัส  ทําใหพืชที่มีเชื้อนี้อาศัยอยูไดรับธาตุฟอสฟอรัสใน
ปริมาณที่เพียงพอ  นอกจากนี้ไมคอรไรซายังชวยปองกันไมใหฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาถูกตรึง
โดยปฏิกิริยาทางเคมีของดิน  แตเชื้อราไมคอรไรซามีขอจํากัดที่ตองอยูกบัพืชอาศัยที่มคีวามจําเพาะ
เจาะจง  จึงยังไมสามารถเลี้ยงและเพิ่มปริมาณในอาหารเลีย้งเชื้อได  การผลิตเพื่อเพิ่มปริมาณของ
เชื้อจําเปนตองเพาะเชื้อในพชือาศัยและวัสดุปลูกที่เหมาะสมเทานั้น (มุกดา, 2547) 
 
 แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต (Phosphate Solubilizing Bacteria; PSB) ที่ถูกตรึงอยู
ในดิน และหนิแรในธรรมชาติใหอยูในรูปที่เปนประโยชนตอพืช  มีอยูหลายชนิด เชน Bacillus, 
Pseudomonas, Thiobacillus  โดยแบคทีเรียจะสรางและปลดปลอยกรดอินทรียออกมาละลาย
ฟอสฟอรัส (มุกดา, 2547)  จากขอมูลพบวา Bacillus  เปนแบคทีเรียทีม่ีศักยภาพสูงในการละลาย
ฟอสเฟต  พบไดในดินทัว่ ๆ ไป  และมีความเหมาะสมในแงของการนาํไปประยกุตใชกับ
ส่ิงแวดลอม  เพราะคุณสมบตัิการสราง endospore ซ่ึงทําใหมีความคงทนตอสภาพแวดลอมสูงกวา
เซลลปกติ  และปจจุบนัมีหลายประเทศใหความสนใจ  และนําเอาแบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพสูงใน
การละลายฟอสเฟต  มาผลิตเปนผงเชื้อจุลินทรียในรูปของปุยชีวภาพ (biofertilizer)  เชน  Bacillus 
megaterium var phosphaticum  ทั้งนี้อาจใชในลักษณะเชื้อผสมเพื่อเพิ่มความหลากหลายของธาตุ
อาหารพืช เชน Azotobacter sp. ซ่ึงเปนแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน  ขายเปนการคา 
 

งานวิจยันี้สนใจคัดเลือกและจัดจําแนกชนดิเชื้อ  Bacillus sp.  ที่แยกจากดิน  และหนิ
ฟอสเฟต  ที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตอนินทรียใหอยูในรปูที่เปนประโยชนสําหรับพืช  
และศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของเชื้อแตละสายพันธุในอาหารตางสูตร  เพื่อ
ประโยชนในการนําเชื้อไปประยุกตใชในงานดานตาง ๆ ตอไป เชน ดานการเกษตรในรูปของปุย 
จุลินทรีย 
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วัตถุประสงค 
 

1.   แยกและคัดเลือก Bacillus  sp.  ที่มีศักยภาพในการละลายฟอสเฟตอนนิทรียที่พืช
นําไปใชไมได  ใหอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนได  จากดนิและหินฟอสเฟต  ที่มี
จําหนายทางการคา   
 

2.   จําแนกชนิดแบคทีเรียที่มีความสามารถละลายฟอสเฟตโดยวิธีแบบดั้งเดิม 
 

3.   เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตอนินทรียของแบคทีเรียที่มี
ความสามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวตางชนิด  เพื่อหาวิธีการทีม่ีประสิทธิภาพ  
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การตรวจเอกสาร 
 

ความหลากหลายและประโยชนของจุลินทรียในทางการเกษตร 
 

จุลินทรียดินทีพ่บทั่วไปมหีลายประเภทประกอบดวย  แบคทีเรีย เชื้อรา แอคติโนมัยซิส  
โปรโตซัว สาหราย และไวรสั  จุลินทรียเหลานี้มีสวนสําคัญในวัฎจกัรธาตุตางๆ เชน วัฎจักร
คารบอน วัฎจกัรไนโตรเจน  และชวยในการยึดเกาะกนัของอนุภาคดิน  นอกจากนี้บริเวณรอบราก
พืช (rhizosphere) เปนอีกบริเวณหนึ่งที่พบจุลินทรียหลากหลายชนดิเขามาอาศัยอยูเปนจํานวนมาก  
เนื่องจากกิจกรรมของพืชที่บริเวณรากปลดปลอยสารที่เรียกวา root exudate ที่มีความสําคัญตอการ
กําหนดอาณาบริเวณรอบรากพืช  และชวยดึงดูดใหจุลินทรียเขามาอาศยัอยูบริเวณราก  เพราะสารนี้
เปนแหลงพลังงานและแหลงอาหารที่สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย (Barea et al., 2005)  กิจกรรม
ของจุลินทรียที่พบบริเวณรอบรากพืชยังชวยสงเสริมการเจริญพัฒนาของราก  และเพิ่มธาตุอาหาร
บางชนิดที่จําเปนสําหรับพชื เชน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส 

 
จุลินทรียเหลานี้ยังสามารถพบไดตามบริเวณสวนตาง ๆ ของตนพืช  โดยกลุมที่พบภายนอก

ตนพืชสวนที่อยูเหนือดิน เชน ใบ ดอก ผล และลําตน เรียกวา epiphyte (Lindow and Brandl, 2003)  
สําหรับชนิดทีพ่บอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพชื เรียกวา endophyte  เปนเชือ้ที่ไมกออันตรายใหกับพืช
และแยกไดจากเนื้อเยื่อพืช (Hallmann et al., 1997)  ชนิดของจุลินทรียที่พบจากทั้งสองแหลงมีความ
คลายคลึงกัน เชน Bacillus, Corynebacterium, Enterobacter, Erwinia, Micrococcus, Pseudomonas 
และ Xanthomonas เปนตน 

 
ดินและพืชเปนแหลงที่พบวามีความหลากหลายของจุลินทรียทั้งจํานวนชนิด  ปริมาณ  

เพราะแหลงทั้งสองเปนถ่ินอาศัยที่เหมาะสม  การเขามาอาศัยอยูรวมกันระหวางจุลินทรียกับพืช  
หรือระหวางจลิุนทรียกับจุลินทรีย  เกดิเปนสังคมสิ่งมีชีวิตที่มคีวามสมัพันธอยางหลากหลาย และ
สลับซับซอน เชน ความสัมพนัธแบบพึ่งพิงอาศัย  แบบแกงแยงแขงขัน  และแบบปรสติ  รูปแบบ
ความสัมพันธเหลานี้มีทั้งที่กอประโยชนและโทษตอกัน  อีกทั้งมีความสําคัญตอระบบนิเวศ  และ
ระบบการเกษตรอยางยิ่ง  เพราะชวยสงเสริมการเจริญพัฒนาของพืช  ปรับปรุงคุณภาพพืชและดิน 
(Barea et al., 2005)  
 



6 

การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียทางการเกษตรเปนการศึกษาถึงความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม ชนิด ปริมาณ โครงสราง หนาที่  และตดิตามบทบาทของจุลินทรียที่สามารถสงเสริม
การเจริญเติบโตและการพัฒนาของพืชในดานตาง ๆ  Shen (1997) ไดแบงบทบาทของจุลินทรีย
ในทางเกษตรออกเปน  3  กลุมหลัก  ประกอบดวยหนึ่ง Biofertilization เปนจุลินทรยีที่สามารถเพิ่ม
ความเปนประโยชนของธาตุอาหารพืช  Biocontrol agent เปนจุลินทรียที่ใชเพื่อควบคมุจุลินทรียกอ
โรคพืช  และ Biodegradation เปนจุลินทรยีที่สามารถกําจัดหรือยอยสลายสารพิษที่ตกคางในดิน 
เชน ยาฆาแมลง 

 
วิธีการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียมีหลายวิธีสรุปไดดังนี ้
 
วิธีดั้งเดิม (classical technique) 
 
การศึกษาจุลินทรียจากสิ่งแวดลอมแบบดั้งเดิมอาศัยลักษณะทางสณัฐานวิทยา  สมบัติทาง

สรีรวิทยา  ประเมินจาํนวนชนิดและปริมาณ  โดยวิธี Plate Counting Technique, Most Probable 
Number (MPN) หรือ direct count  วิธีการเหลานี้จําเปนตองเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารสงัเคราะห
สําหรับเลี้ยงจลิุนทรีย  ซ่ึงอาจใชเวลานาน  และวิธีการนี้อาจใหผลการวเิคราะหที่ผิดพลาด  เนื่องจาก
ปจจุบันยังไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียชนิดใดที่สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรียจากธรรมชาติไดทุก
ชนิด  จึงไมสามารถศึกษาจํานวนชนิดและปริมาณที่แทจริงของจุลินทรียในธรรมชาตไิด  อยางไรก็
ตามการศึกษาโดยวิธีดั้งเดิมทําใหเขาใจถึงคุณสมบัติพื้นฐานของเชื้อ  และนําเอาคณุสมบัติเหลานีม้า
พัฒนาเปนชดุตรวจสอบในทางการคา  เพือ่ใชศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย   อีกทั้งเปน
วิธีการที่งาย สะดวกและรวดเร็วเชน BIOLOG® และ API system (Nannipieri et al., 2003) 

 
วิธีการศึกษาในระดับโมเลกลุ (Molecular technique) 
 
การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียในธรรมชาติในปจจุบันนยิมใชวธีิ

การศึกษาในระดับโมเลกุล (DNA และ RNA) เปนอยางมาก  เพราะไมจาํเปนตองเลี้ยงเชื้อ รวดเร็ว 
และวองไว  สามารถตรวจสอบความสัมพันธของจุลินทรียในระดับสปซีส และยีนสี  หรือ
ความสัมพันธระหวางจุลินทรียกับกลุมส่ิงมีชีวิตช้ันสูงได  วิธีการตรวจวิเคราะหมีอยูหลายวิธี เชน 
amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA), ribosomal intergenic spacer analysis 
(RISA), denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) หรือ temperature gradient gel 
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electrophoresis (TGGE)  วิธีการเหลานี้สวนใหญอาศยัวธีิการเบื้องตนในการทํา polymerase chain 
reaction (PCR)  และศกึษาความหลากหลายของจํานวนชนิดและปริมาณของจุลินทรยีในธรรมชาติ
จากความแตกตางของ “fingerprint” ที่ไดจากการวิเคราะหในระดับโมเลกุล  แตวิธีนีก้็มีขอเสีย เชน 
โครงสรางของยีนในแบคทีเรียมีหลาย operon อาจทําใหการทํา PCR  หรือการทํา cloning เกิดความ
ผิดพลาด  เกิดการซอนทับของแถบ DNA หรือ RNA pattern ทําใหการประเมินความหลากหลาย
ของจุลินทรียคลาดเคลื่อน (Kent and Triplett, 2002; Prosser, 2002) 
 

การวิเคราะหรูปแบบของ fatty acid 
 
การวิเคราะหรูปแบบและองคประกอบของ phospholipid fatty acid (PLFA) หรือ fatty acid 

methyl ester (FAME) เปนวธีิการหนึ่งที่นาํมาใชในการศึกษาความหลากหลายของจลิุนทรียใน
ธรรมชาติ  เนื่องจาก phospholipid เปนองคประกอบของผนังเซลลจุลินทรียที่พบไดทั้งในเซลลที่มี
ชีวิตและไมมชีีวิต  การเปลีย่นแปลงของ phospholipid profiles ยังสัมพันธกับความผันแปรของ
ความอุดมสมบูรณของกลุมส่ิงมีชีวิต  จึงสามารถนําขอมูลที่ไดจากการศึกษานี้มาอางอิงกับ
ฐานขอมูลของเชื้อบริสุทธิ์ที่ทราบ biosynthetic pathway แลว เชน MIDI, Newark และ Delaware 
(Nannipieri et al., 2003) 

 
จากความหลากหลายทางชวีภาพของจุลินทรียในธรรมชาติทั้งชนิด ปริมาณ  และกิจกรรม

ของจุลินทรีย  จึงไดนําเอาจุลินทรียมาใชประโยชนในทางการเกษตรอยางกวางขวาง  และเพื่อ
ทดแทนการใชสารเคมี ตัวอยาง Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium เปนตน เพราะ
เชื่อวามีความปลอดภัย  ไมเกิดการสะสมของสารเคมีตาง ๆ ในระบบหวงโซอาหาร  จุลินทรีย
สามารถเพิ่มจํานวนดวยตวัเองจึงนํามาใชซํ้าได  จุลินทรียเปาหมายไมพัฒนาความตานทานตอ 
จุลินทรียดวยกนัเองเหมือนกบัการใชสารเคมี  เปนมิตรตอส่ิงแวดลอมและระบบนิเวศ (Shen, 1997) 
 

จุลินทรียในธรรมชาติที่มีบทบาทสําคัญอยางยิ่งตอระบบนิเวศและการเกษตร  ในดานการ
สงเสริมการเจริญพัฒนาของพืช  และปรับปรุงคุณภาพดนิ เรียกวา Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria (PGPR)  เปนกลุมจุลินทรียที่มีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตและการพัฒนาของพืชทั้ง
ในทางตรงและทางออม (ตารางที่ 1)  PGPR มีความหลากหลายทั้งชนดิและปริมาณ  พบในดนิ
ทั่วไป  และตามบริเวณตาง ๆ ของพืช  ไดมีการศึกษาวิจยัเพื่อคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียเหลานี้จาก
ธรรมชาติ  การพัฒนาสายพนัธุ  ศึกษากลไกการทํางาน  และผลิตภัณฑจากจุลินทรีย  เพื่อนํามาใช



8 

ประโยชนทางการเกษตร (Glick, 1995; Glick et al., 1999; Hallmann et al., 1997; Lindow and 
Brandl, 2003)   
 
ตารางที่ 1  กลไกทางตรงและทางออมที่เกีย่วของในการสงเสริมการเจริญของพืชโดย PGPR 

 
Direct Mechanisms Indirect Mechanisms 

• Solubilization of Phosphate • Antibiotic Production 
• Nitrogen Fixation • Depletion of Iron from the Rhizosphere 
• Sequestering Iron by Siderophores • Induced Systemic Resistance 
• Production of Phytohormones (Auxin, 

Cytokinin, Gibberelin) 
• Production of Fungal Cell Wall Lysing 

Enzymes 
• Lowering Ethylene Concentration • Competition for Sites on the Root 

 
ดัดแปลงจาก: Glick et al. (1999) 
 

อิทธิพลของ PGPR ตอการเจริญและพัฒนาของพืชมีอยูหลายกลไก (Glick et al., 1999)  
ไดแก 

 
การตรึงไนโตรเจนใหแกพืช  
 
แบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนแบงออกเปน free-living  bacteria และ symbiotic 

bacteria  แบคทีเรียกลุมแรกพบไดในดินทัว่ไป  และพบมากบริเวณรอบรากพืช  หรือสวนตาง ๆ 
ของตนพืช ไดแก Azotobacter, Azospirillum  แบคทีเรียกลุมนี้มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
ไดนอยกวาเชือ้แบคทีเรียกลุมหลัง  แตเปนประโยชนสําหรับการเพิ่มธาตุไนโตรเจนในดินทั่วไป  
สําหรับ symbiotic bacteria เปนกลุมที่พบอาศัยอยูอยางจําเพาะเจาะจงกับชนิดพืช  โดยเฉพาะ
ภายในปมรากหรือปมที่ลําตนของพืชตระกูลถ่ัว  แบคทีเรียกลุม Rhizobium จัดเปนแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนที่สําคัญในกลุมนี้  และมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนสูงมาก  จึงมีความสําคัญ
อยางยิ่งตอการเกษตรกรรม  เพราะชวยเพิ่มธาตุไนโตรเจนในดนิ  ปรับปรุงคุณภาพของดิน 
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การสังเคราะหและปลดปลอย siderophore 
 
ธาตุเหล็กเปนธาตุที่สําคัญสําหรับเซลลส่ิงมีชีวิตตาง ๆ  แตในดินธาตุเหล็กมักอยูในรูปที่

เซลลนําไปใชประโยชนไมได  อยางไรก็ตามพบวาแบคทเีรียบางชนิดสามารถสังเคราะหและ
ปลดปลอยสารที่เรียกวา siderophore  ซ่ึงมีสมบัติจําเพาะในการจับกับธาตุเหล็ก (Fe3+)  แลวนําเขาสู
เซลล  เพื่อใชประโยชนในกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล  จุลินทรียที่อาศัยอยูกับพืชและมีคุณสมบัติ
ดังกลาว  จึงชวยปกปองพืชจากจุลินทรียกอโรคพืชได  เนื่องจากจุลินทรียกอโรคพืชมีความสามารถ
ในการแขงขนั และนําธาตุเหล็กไปใชประโยชนไดนอยกวาจุลินทรียทีส่ามารถปลดปลอยสาร 
siderophore  

 
ความสามารถในการสังเคราะห phytohormones 
 
PGPR หลายชนิดสามารถสังเคราะห phytohormone ที่มีความสําคัญตอการเจริญพัฒนา 

และเกีย่วของกับกลไกการทํางานตาง ๆ ของเซลลพืช เชน auxin และ cytokinin  ตัวอยางเชน auxin 
ที่แบคทีเรียสังเคราะหขึ้นมีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตและการพัฒนารากของพืช  การศึกษาเกี่ยวกับ 
indoleacetic acid (IAA) ที่มีผลตอการสรางและประสิทธิภาพของ root nodules  โดย IAA ที่
แบคทีเรียสังเคราะหขึ้นมีอิทธิพลตอกระบวนการตอบสนองทางชีวภาพระหวางพืชกับ symbiotic 
bacteria ซ่ึงยังไมสามารถอธิบายความสัมพันธของกลไกนี้ไดอยางชัดเจน (Srinivasan et al., 1996) 
 

การละลายแรธาตุอาหารพืชใหอยูในรูปที่เปนประโยชน 
 
จุลินทรียหลายชนิดทั้งแบคทเีรีย และรา  สามารถละลายแรธาตุอาหารพืชที่ถูกตรึงหรือ

ตกตะกอนอยูในดินใหละลายออกมาอยูในรูปที่เปนประโยชนกับพืช เชน การปลดปลอยธาตุ
ฟอสฟอรัสที่ถูกตรึงอยูในดิน หรือหินฟอสเฟต  ใหอยูในรปูที่เปนประโยชนตอพืช เชน แบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, 
Agrobacterium, Micrococus, Aereobacter, Flavobacterium และ Erwinia (Rodríguez and Fraga, 
1999)  สําหรับเชื้อรา เชน mycorrhiza, Aspergilus และ Penicillium (Subba Rao, 1993; Tilak et al., 
2005) 
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การแขงขันระหวางจุลินทรยีกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น 
 
กลไกนี้นยิมนาํมาใชประโยชนในลักษณะของ biocontrol agent เพื่อปองกันจุลินทรียกอ

โรคพืช  หรือส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นที่เปนอันตรายกับพืช เชน แมลงศัตรูพชื  โดยอาศัยความสามารถใน
การเจริญแขงขันกันระหวางกลุมส่ิงมีชีวิต  เพื่อการครอบครองอาณาเขตและแหลงอาหาร PGPR ที่
สามารถเจริญไดดีกวาส่ิงมีชีวิตกลุมอ่ืนอาจปลดปลอยสารบางอยางไปยับยั้งการเจรญิของสิ่งมีชีวิต
เหลานั้น เชน สารปฏิชีวนะ กรดบางชนิด 

 
กลไกตาง ๆ ขางตนแสดงถึงประโยชนและความสําคัญของ PGPR ตอพืชและระบบ

การเกษตร  ซ่ึงจะเปนอกีทางเลือกหนึ่งของเกษตรกรในการใชประโยชนจากจุลินทรียที่มีอยูแลวใน
ธรรมชาติเปนปุยชีวภาพ  หรือปุยจุลินทรีย  เพื่อเพิ่มผลผลิตพืช  ความอุดมสมบูรณของดิน  ทดแทน
การใชปุยเคมี  และลดตนทนุการผลิตจากการซื้อปุยเคมอีีกทางหนึ่ง  เพราะเกษตรกรสามารถผลิต
ปุยชีวภาพใชเองได 
 

ฟอสฟอรัส 
 

ความสําคัญของฟอสฟอรัส 
 

ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารพชืที่สําคัญตอการเจริญเติบโตและความแข็งแรงของพืช  ทั้ง
สวนที่อยูเหนอืดินและราก (คณาจารยภาควิชาปฐพ,ี 2548: 294-306)  เนื่องจากฟอสฟอรัสมีบทบาท
สําคัญในการสะสมและถายทอดพลังงานของเซลลส่ิงมีชีวิตทุกชนดิ  และเปนองคประกอบของ
เซลล    พืชที่ขาดแคลนธาตฟุอสฟอรัสไมวาระยะใดของวงชีวิตจะแสดงความผิดปกติ  เจริญเติบโต
ชา  ลําตนแคระแกรน  การตดิดอกตดิผลต่ํา  คุณภาพของเมล็ดลดต่ําลง (Brady and Weil, 2002: 
592-621; Tisdale et al., 1985: 189-248)  ฟอสฟอรัสเกือบทั้งหมดที่พบในพืชมาจากดิน  แตพบวา
ปริมาณฟอสฟอรัสในดินที่อยูในรูปที่เปนประโยชนสําหรับพืชมีอยูนอยมาก  เมื่อเทยีบกับปริมาณ
ทั้งหมดในดิน  เนื่องจากฟอสฟอรัสในดินมีความสามารถในการเคลื่อนที่ต่ํา  ถูกตรึงและตกตะกอน
โดยปฏิกิริยาเคมีไดงาย  ปลดปลอยออกมาไดยาก 
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รูปของฟอสฟอรัสในดิน 
 

รูปของฟอสฟอรัสในดินแบงออกเปนสองรูปหลักคือ ฟอสฟอรัสอนินทรีย  เปนหนิแรที่
สะสม  หรือถูกตรึงอยูในดินในรูปของสารประกอบฟอสฟอรัสที่รวมตัวอยูกับธาตุอ่ืน เชน  
แคลเซียม  แมกนีเซียม เหล็ก อะลูมิเนียม และฟลูออรีน  รวมถึงไอออนอิสระของฟอสเฟตที่ละลาย
อยูในสารละลายดินและเปนประโยชนสําหรับพืช  อีกรปูหนึ่งคือ ฟอสฟอรัสอินทรีย ที่แขวนลอย
อยูในสารละลายดิน  หรือเปนองคประกอบของเซลลส่ิงมีชีวิต ไดแก inositol phosphate, phytic 
acid และ phospholipid   
 

การเปลี่ยนรูปของฟอสฟอรัสในดินระหวางรูปอนินทรีย และอินทรีย  เกี่ยวของกับปจจัย
หลายประการ ประกอบดวย ปจจัยทางชวีภาพจากกระบวนการ mineralization และ immobilization 
ของจุลินทรีย  และกิจกรรมของพืชที่บริเวณราก  รวมถึงอิทธิพลจากปจจัยทางกายภาพ  และทาง
เคมีของดิน ไดแก ปฏิกิริยาการตรึง  การตกตะกอน  และการดดูซับ (Hinsinger, 2001)  ซ่ึงอิทธิพล
จากปจจยัทั้งสามลวนสงผลกระทบตอปริมาณและรูปของฟอสฟอรัสในดิน  โดยเฉพาะรูปที่เปน
ประโยชนสําหรับพืชในสารละลายดินอยางมาก 

 
ฟอสฟอรัสอนินทรียในรูปทีถู่กตรึงหรือถูกดูดซับไวในดิน  และ/หรือฟอสฟอรัสอินทรียที่

สะสมอยูภายในเซลลส่ิงมีชีวิตจะเปนแหลงสํารองฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนสําหรบัพืชอยางชา ๆ  
โดยจะคอย ๆ ไดรับการปลดปลอยออกมาจากแหลงที่ตรึงฟอสฟอรัสไว  เมื่อมีสภาวะที่เอื้อตอการ
ปลดปลอย  หรือหลังจากที่เซลลส่ิงมีชีวิตถูกยอยสลาย 

 
ความเปนประโยชนของฟอสฟอรัสในดิน 

 
ฟอสฟอรัสในดินที่เปนประโยชนสําหรับพืชอยูในรูปของไอออนฟอสเฟตที่ละลายอยูใน

สารละลายดิน เรียกวา orthophosphate รูปที่สําคัญคือ HPO4
2- และ H2PO4

-  ความเขมขนของ
ฟอสเฟตในสารละลายดินมปีริมาณนอยกวา  1  ppm (Rodríguez and Fraga, 1999)  ซ่ึงถูกควบคุม
ปริมาณจากปจจัยทางกายภาพและเคมีของดิน  โดยเฉพาะอิทธิพลของคาความเปนกรดและดางของ
ดิน  ซ่ึงในสารละลายดินที่มสีภาพเปนกรดมีแนวโนมของฟอสเฟตสวนใหญเปน H2PO4

-  แตดินทีม่ี
แนวโนมเปนดางฟอสเฟตสวนใหญอยูในรูปของ HPO4

2-   และคาความเปนกรดและดางที่เหมาะสม
ตอการละลายของฟอสเฟตในดินควรมีคาอยูระหวาง  5.5  ถึง  7.0 (Sekhar and Aery, 2001)   
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การเพิ่มความอุดมสมบูรณของฟอสฟอรัสในดิน 
 

ธาตุฟอสฟอรัสในดินมกัพบอยูในรูปที่ไมเปนประโยชนสําหรับพืช เนือ่งจากธาตุนี้มคีวาม
วองไวตอปฏิกริิยาการตรึง การตกตะกอน และละลายไดยาก จึงทําใหพชืเกิดการขาดแคลน
ฟอสฟอรัส  ทั้งที่ในดนิมีปริมาณฟอสฟอรัสอยูมาก (กติตินันท, 2543)  นอกจากนี้พืชไมสามารถดูด
ดึงเอาฟอสฟอรัสไปใชประโยชนไดเต็มที่  เพราะฟอสฟอรัสแพรกระจายไปสูรากพืชไดชา  หรือ
รากพืชไมสามารถชอนไชไปยังแหลงที่มีธาตุนี้ละลายอยูได  โดยเฉพาะถาพืชนั้นมีระบบรากที่ไม
แข็งแรง 

 
การปรับปรุงความอุดมสมบรูณของฟอสฟอรัสในดินอยางเชน  การใสปุยเคมีซ่ึงเปนปุย

ฟอสเฟตรูปละลายงาย ไดแก ปุยซิงเกิลฟอสเฟต ปุยซุปเปอรฟอสเฟต ปุยแอมโมเนยีมฟอสเฟต 
และปุยทริปเปลฟอสเฟต  จะพบวามีปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดจากปุยประมาณ  10-25  
เปอรเซ็นตเทานั้น ที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนไดในทันที  อีกประมาณ  75-90  เปอรเซ็นตถูก
ตรึงอยูในดินอยางรวดเร็ว  และพืชนําไปใชประโยชนไดยาก (คณาจารยภาควิชาปฐพี, 2548: 294-
306; Tisdale et al., 1985: 189-248)  ในสภาพดินกรดฟอสเฟตมีแนวโนมที่จะถูกตรงึอยูกับธาตุ
เหล็ก อะลูมิเนยีม และแมงกานีส  เนื่องจากที่สภาวะความเปนกรดธาตเุหลานี้จะละลายออกมาอยูใน
รูปไอออนอิสระ  และทําปฏิกิริยากับไอออนฟอสเฟตไดดี  แตในสภาพดินที่เปนดางฟอสเฟตจะถกู
ตรึงไดงายโดยธาตุแคลเซียม  และแมกนีเซยีม (Hinsinger, 2001) 

 
วิธีการเพิ่มความเปนประโยชนของฟอสเฟตในดนิวิธีอ่ืนไดแก การปรับปรุงคุณสมบัติทาง

กายภาพของดนิ  การปรับคาความเปนกรดและดางของดนิใหอยูในระดบัที่เหมาะสม  เพื่อลด
ปฏิกิริยาการตรึงและตกตะกอนของฟอสเฟตในดนิ  การเพิ่มปริมาณฟอสเฟตอินทรีย  ปรับปรุง
วิธีการใสปุยฟอสเฟตโดยโรยปุยเปนแถวลกึในดินใกลแถวพืช (banding application)  และการใช
ปุยหินฟอสเฟต (กิตตินนัท, 2543; ปทมา, 2547: 119-177) 
 
หินฟอสเฟต  
 

หินฟอสเฟต  เปนสินแรธรรมชาติที่มีองคประกอบของธาตุฟอสฟอรัสอยูเปนจํานวนมาก  
โดยแรฟอสเฟตที่สําคัญคือ แรอะพาไทต มสูีตรทางเคมี Ca10(PO4)6(F,  Cl,  OH)2   
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แหลงแรฟอสเฟตในธรรมชาติมีหลายรูปแบบ  แบงตามลักษณะการเกดิไดเปน  3  แบบ คือ 
แบบหินอัคน ีซ่ึงเปนแรอะพาไทตที่เกิดรวมกับมวลหนิอัคคนีซับซอนชนิดหนิคารโบนาไทด  แบบ
ที่สองคือหินฟอสเฟต แบบกวัโน ที่มีลักษณะการเกิดแบบเคมีชีวภาพจากการสะสมของมูลนก มูล
คางคาว หรือซากกระดกูสัตวในทะเลตางๆ  และสุดทายหินฟอสเฟต แบบหินตะกอนภาคพื้น
มหาสมุทร ซ่ึงเกิดจากการสะสมและตกตะกอนของสารละลายฟอสเฟตที่ผุพังสลายตัวโดย
กระบวนการทางธรรมชาติ  พบในภาคพื้นมหาสมุทรบริเวณไหลทวีป (upwelling  zone)  และเปน
แหลงสํารองหนิฟอสเฟตที่สําคัญ  เนื่องจากมีคุณภาพและปริมาณมาก  จึงมีความสําคญัตอการ
นํามาใชประโยชนในดานตาง ๆ (สุวิชช และ พิทักษ, ม.ป.ป.)
 

หินฟอสเฟตสวนใหญที่นํามาใชประโยชนแลว  พบวารอยละ  90  ใชในอุตสาหกรรม
ปุยเคมี  ที่เหลือนํามาใชในอุตสาหกรรมอื่นๆ  เชน  การผลิตอาหารสัตว  อุตสาหกรรมเคมีภัณฑ 
ตาง ๆ (Zapata and Roy, 2004) 
 
แหลงแรฟอสเฟตในประเทศไทย 
 

แหลงหินฟอสเฟตที่มีการสํารวจพบในประเทศไทยเปนแหลงแรฟอสเฟตแบบกวัโน  ซ่ึง
ไดจากการสะสมของมูลคางคาว  พบตามถ้าํและเทือกเขาหินปูน มีขนาดเล็กและปริมาณนอย  จึงไม
สามารถพัฒนาใหเปนแหลงแรฟอสเฟตทีม่ีศักยภาพสําหรับอุตสาหกรรมการผลิตปุยขนาดใหญ    
แหลงแรฟอสเฟตแบบกวัโนพบไดหลายจังหวัดของประเทศไทย เชน ราชบุรี กาญจนบุรี เพชรบูรณ  
แพร ลําพูน สุโขทัย เลย กระบี่ สุราษฎรธานี และภูเก็ต (อาภารัตน, 2549)  
 
ปุยหินฟอสเฟต
 

ปุยหินฟอสเฟตเปนการนําหนิฟอสเฟตมาบดและใสลงดิน  เพื่อใชเปนปุยสําหรับเพิ่มธาตุ
ฟอสฟอรัสในดินโดยตรง  หนิฟอสเฟตที่เหมาะสมตอการนํามาใชเปนปุยควรมีปริมาณฟอสเฟต
ทั้งหมดกวา  20  เปอรเซ็นต  และมีปริมาณฟอสเฟตที่เปนประโยชนสําหรับพืช (คิดในรูป P2O5) ไม
นอยกวา  3  เปอรเซ็นต  จึงจะเหมาะสําหรับการใชเปนปุยหินฟอสเฟต (ธงชัย, 2546: 123-142)   

 
การใชหินฟอสเฟตเปนปุยพบวามีขอดี ไดแก สามารถใชเปนปุยไดโดยตรง  มีราคาถูก  

ประหยดั  ไมมีผลกระทบตอส่ิงแวดลอม  และเปนแหลงธาตุอาหารอื่นที่จําเปนสําหรับพืช  สวน
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ขอเสียบางประการของปุยหนิฟอสเฟตที่อาจจะไมเหมาะสําหรับนําไปใชกับระบบพืชและดินบาง
ชนิด  เนื่องจากปุยหนิฟอสเฟตเปนปุยประเภทละลายชา  จึงอาจไมเหมาะจะนําไปใชกับพืชที่มี
ระยะการเพาะปลูกสั้น  อีกทั้งไมคอยละลายในดินที่มีสภาพเปนกลาง หรือดางทําใหประสิทธิภาพ
ของปุยลดลง  นอกจากนี้ปุยหินฟอสเฟตยงัมีองคประกอบของธาตุอาหารพืชที่แตกตางกันตาม
แหลงที่มา  ทําใหคุณภาพและความเปนประโยชนของฟอสเฟตที่มีตอพืชไมแนนอน (อาภารัตน, 
2549)  ดังนั้นการนําหินฟอสเฟตมาใชเปนปุยโดยตรง  จึงควรคํานึงถึงปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพ  
และความเปนประโยชนของฟอสเฟตที่มีตอพืช  ซ่ึงมีอยูดวยกันหลายประการ ไดแก ปริมาณ
ฟอสเฟตที่เปนประโยชนทีถู่กปลดปลอยออกมาจากหนิฟอสเฟต  ความแปรปรวนจากขนาดของ
หินฟอสเฟต  เกรดของปุยหนิฟอสเฟต  คณุสมบัติของดนิทั้งทางกายภาพและเคมีของดินแตละ
ระบบ  สภาพอากาศ  ชนิดของพืช  การจัดการภายในระบบการเกษตร  และวิธีการใสปุย  เปนตน 
(Zapata and Roy, 2004) 
 

จากแนวทางการเพิ่มความอดุมสมบูรณของธาตุฟอสฟอรัส  และการแกปญหาความไมเปน
ประโยชนของฟอสฟอรัสในดินที่เกดิขึ้น  โดยการเลือกใชปุยฟอสเฟตรปูละลายงาย  ซ่ึงมี
ประสิทธิภาพดี  แตราคาแพง  และ/หรือการเลือกใชปุยหินฟอสเฟตทีม่ีราคาถูก  ใชไดงาย  แตไมมี
ความแนนอนในเรื่องประสทิธิภาพของปุย  ดังนัน้เพื่อใหเกิดความคุมคาและประโยชนสูงสุด  จึงได
มีการศึกษาเพือ่หาแนวทางอืน่ที่จะสามารถเพิ่มความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัสในดินได
อยางมีประสิทธิภาพ  ทั้งจากแรฟอสฟอรัสที่มีอยูแลวในดิน  หรือจากปุยฟอสเฟต  แนวทางหนึ่งที่
ไดรับความสนใจ  และมีการศึกษาวจิัยอยางมากคือ  การใชจุลินทรียที่มีบทบาทในการชวยปรับปรุง  
และเพิ่มธาตุฟอสฟอรัสที่เปนประโยนชในดิน  หรือที่เรียกวา จุลินทรยีละลายฟอสเฟต (Phosphate 
Solubilizing Microorganisms)  จุลินทรียละลายฟอสเฟตมีหลายชนดิทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และ 
แอคติโนมัยซิส  จุลินทรียเหลานี้พบไดทัว่ไปในดนิ เชน Bacillus, Pseudomonas, Aspergillus, 
Penicillium (Subba Rao, 1993)   
 

การศึกษาความสามารถและประสิทธิภาพในการปลดปลอยธาตุฟอสฟอรัสในรูปที่เปน
ประโยชนสําหรับพืชโดยจลิุนทรียละลายฟอสเฟตมีอยูอยางกวางขวาง  ทั้งการแยกและคัดเลือก 
จุลินทรียจากธรรมชาติ  ศึกษาบทบาทและกลไกการละลายฟอสเฟตของเชื้อ  การปรับปรุงสายพันธุ  
ศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของเชื้อในระดับหองปฏิบัติการ  และ/หรือการนําเชื้อไปใช
กับพืชโดยตรง  ทั้งการใชจลิุนทรียละลายฟอสเฟตผสมรวมกับเชื้อชนดิอื่น  เพื่อการเพิ่มธาตุอาหาร
พืชหลากหลายชนิด  การใชเชื้อละลายฟอสเฟตรวมกับหินฟอสเฟต และ/หรือปุยอินทรียประเภท
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ตาง ๆ เปนตน (Arcand and Schneider, 2006; Gyaneshwar et al., 2002; Kucey et al., 1989; 
Rodríguez and Fraga, 1999) 
 

Phosphate Solubilizing Microorganisms (PSMs) 
 

PSMs เปนกลุมจุลินทรียทั้งแบคทีเรียและเชื้อราที่มีความสามารถในการละลายแรธาตุ
ฟอสฟอรัสในรูปสารประกอบอนินทรียที่ถูกตรึงในดนิ  ใหละลายออกมาอยูในรูปทีพ่ืชสามารถ
นําไปใชประโยชนได (อาภารัตน, 2549)  ซ่ึงจะชวยสงเสริมการเจริญของพืช  และเพิ่มธาตุ
ฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนในดิน  จุลินทรียละลายฟอสเฟตเปนที่รูจกัและนํามาใชประโยชนตั้งแต
ชวงทศวรรษที่ 1950’s ในประเทศรัสเซียและประเทศแถบยุโรปตะวนัออก  โดยนําแบคทีเรียละลาย
ฟอสเฟต B. megaterium var phosphaticum มาใชเพื่อเพิม่ความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัส
ในดิน  และใชช่ือทางการคาวา phosphobacterrin (Kudzin and Yaroshevich, 1962; Kvaratskheliya, 
1962; Menkina, 1963)  ผลจากการใชเชื้อนี้พบวาสามารถเพิ่มผลผลิตพืชได  10% (Mishustin and 
Naumova, 1962)  Subba Rao(1993)  ไดรวบรวมรายงานและสรุปการใชประโยชนจาก 
phosphobacterin รวมถึงแบคทีเรียชนิดอื่น เชน B. polymyxa, B. pulvifaciens และ P. striata  ใน
ประเทศอินเดยี  พบวาแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่กลาวมาสามารถเพิ่มผลผลิตพืชหลายชนิด 
 

PSMs แบงออกเปน  2  กลุม (มุกดา,  2547)  ดังนี ้
 
1.  กลุมจุลินทรียที่ชวยดูดซบัธาตุฟอสฟอรัสใหกับพืช ไดแก เชื้อราไมคอรไรซา เปนเชื้อรา

ที่อาศัยอยูในรากพืชแบบพึ่งพาอาศัยซ่ึงกันและกัน  สวนของเสนใยเชื้อราจะชอนไชเขาไปในดนิ
ชวยดดูธาตุอาหาร โดยเฉพาะธาตุฟอสฟอรัส  ทําใหพืชที่มีเชื้อนี้อยูไดรับธาตุฟอสฟอรัสในปริมาณ
ที่เพียงพอ  นอกจากนี้ไมคอรไรซายังชวยปองกันไมใหฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาถูกตรึงโดย
ปฏิกิริยาทางเคมีของดิน  แตเชื้อราไมคอรไรซามีขอจํากัดที่ตองอยูกบัพืชอาศัยที่มคีวามจําเพาะ
เจาะจง  จึงยังไมสามารถเลี้ยงและเพิ่มปริมาณในอาหารเลีย้งเชื้อได  การผลิตเพื่อเพิ่มปริมาณของ
เชื้อจําเปนตองเพาะเชื้อในพชือาศัยและวัสดุปลูกที่เหมาะสมเทานั้น 

 
2.  จุลินทรียยอยสลายหินฟอสเฟต  เปนแบคทีเรียที่สามารถทําใหหินฟอสเฟตละลายเปน

ประโยชนตอพืช (Phosphate Solubilizing Bacteria; PSB) มีอยูหลายชนิด  กิจกรรมของจุลินทรีย
พวกนี้จะชวยยอยละลายหนิฟอสเฟตใหอยูในรปูที่เปนประโยชนแกพืชเชน  Bacillus, 
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Pseudomonas, Thiobacillus  จุลินทรียเหลานี้จะสรางกรดออกมาละลายฟอสฟอรัส  ปริมาณที่
ละลายออกมาจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย  ซ่ึงจะเห็นวา  Bacillus  sp.  จัดเปนกลุม
ที่นาจะมีศกัยภาพสูงกวาแบคทีเรียอ่ืน  ในแงการนําไปประยุกตใชกับสิง่แวดลอม  เนือ่งจาก
คุณสมบัติการสราง endospore  ซ่ึงทําใหมคีวามคงทนตอสภาพแวดลอมสูงกวาเซลลปกติ   

 
จุลินทรียละลายฟอสเฟตพบไดทั่วไปในธรรมชาติ  มีปริมาณและการกระจายแตกตางกัน  

ซ่ึงธงชัย และคณะ (2533) ไดศึกษาปริมาณและการกระจายของจุลินทรียที่สามารถละลายฟอสเฟต
ในดินตาง ๆ พบวาในชุดดนิรอยเอ็ด บางเลน กําแพงแสน และเสนา  พบปริมาณแบคทีเรียและเชื้อ
ราที่สามารถละลายฟอสเฟตไดปริมาณแตกตางกัน  โดยปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีพ่บในชุดดิน
รอยเอ็ด บางเลน กําแพงแสน และเสนา คิดเปน  15.25, 13.36, 6.16  และ  33.33  เปอรเซ็นต
ตามลําดับ  ปริมาณเชื้อราที่พบในชุดดินตาง ๆ คิดเปน  51.49, 5.34, 29.73  และ  33.37  เปอรเซ็นต
ตามลําดับ  นอกจากนี้การศึกษาตัวอยางชุดดินรอยเอ็ดในดินนาและดนิดอนที่ระดับความลึก
แตกตางกันสองระดับ  พบวาในดินชั้นบนสามารถพบปริมาณแบคทเีรียและเชื้อราที่ละลายฟอสเฟต
ไดมากกวาในดินระดับลึกลงไป  และในดนินาจะพบปรมิาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตมากกวาใน
ดินดอน  ขณะที่ในดนิดอนมแีนวโนมพบเชื้อราละลายฟอสเฟตมากกวาในดนินา  ซ่ึงอิทธิพลของ
ชนิดดินและการเขตกรรมที่แตกตางกันมผีลตอปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในดิน (ธงชัย, 
2546: 123-142) 

 
จุลินทรียละลายฟอสเฟตในธรรมชาติพบวามีรายงานการแยกเชื้อจากดนิ และบริเวณรอบ

รากพืช  ดังแสดงในตารางที่ 2  และแสดงใหเห็นวามีทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และแอคติโนมัยซิส  
แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตไดมีหลากหลายชนิด  สวนเชื้อราทีพ่บสวนใหญเปนพวก 
Aspergillus  และ Penicillium  โดยเชื้อที่แยกไดจาก rhizosphere มีประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟตสูงกวาเชื้อที่แยกจาก non-rhizosphere  โดยแบคทีเรีย Bacillus และ Pseudomonas เปน
กลุมเชื้อที่มีศักยภาพสูงในการละลายฟอสเฟต (Tilak et al., 2005)  แตเชื้อราจะมีประสิทธิภาพใน
การละลายฟอสเฟตไดดกีวาแบคทีเรีย (Arcand and Schneider, 2006) 
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การแยกและคัดเลือกจุลินทรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต 
 

การแยกและคดัเลือกจุลินทรยีที่สามารถละลายฟอสเฟตและการหาปริมาณการละลายของ
ฟอสเฟตของจลิุนทรียละลายฟอสเฟตนิยมใชฟอสเฟตรูปละลายยาก (insoluble inorganic 
phosphate) เปนแหลงฟอสเฟต เชน ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) หินฟอสเฟต  หรือ 
อะพาไทต เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน Pikovskaya’s medium  ทําการแยกเชื้อบนอาหารแข็งที่เติม
วุน  โดยวิธี plate screening method  สังเกตการสรางบริเวณใสรอบโคโลนีของเชื้อที่สามารถละลาย
ฟอสเฟตได  ศึกษาการละลายและหาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลว (liquid culture)   
 

จากรายงานการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตบนอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง  พบรายงานการ
สูญเสียคุณสมบัติการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งของแบคทีเรีย  Sperber (1958a) รายงานวา
แบคทีเรียที่แยกจาก rhizosphere ประมาณ  30-40  เปอรเซ็นต  และประมาณ  50  เปอรเซ็นตที่แยก
จากดิน  สูญเสยีความสามารถในการละลายฟอสเฟตในรปู อะพาไทต  ภายหลังทําการทดสอบบน
อาหารแข็งในครั้งตอไป  และหลังจากถายเชื้อผานไปจํานวน 6  คร้ัง  คงเหลือแบคทีเรียที่แสดงการ
ละลายฟอสเฟตไดอีกเพียงเลก็นอย  ในขณะที่ Kucey (1983) พบวาแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่แยก  
จากดินมีแนวโนมในการสญูเสียคุณสมบัติการละลายฟอสเฟตเชนกัน  แตไมพบการเปลี่ยนแปลง
คุณสมบัตินี้ในเชื้อรา   
 

วิธีการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตที่กลาวมาคอนขางใชเวลาในการบมเลี้ยงเชื้อนาน  
ตอมาจึงไดมีผูที่พยายามปรับปรุงสูตรอาหาร เพื่อการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตไดรวดเรว็และมี
ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ดังตวัอยาง   
 

Gupta et al. (1994) ปรับปรุงสูตรอาหาร Pikovskaya agar medium  เพื่อความรวดเร็วใน
การตรวจหาจลิุนทรียที่สามารถละลายฟอสเฟตไดบนอาหารแข็ง  โดยเติม bromophenol blue เปน
ดัชนีบงชี้การเกิดกรด (indicator) มีชวง pH  3.0-4.6  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และสังเกตการสราง
บริเวณใสสีเหลืองรอบโคโลนีของเชื้อ  เนือ่งจากการละลายฟอสเฟตและการเปลี่ยนสีของ indicator 
เกิดจากการลดลงของคา pH  เมื่อเชื้อสรางกรด  และสรุปวาวิธีนี้ใหผลดีกวาการสังเกตบริเวณใสใน
อาหาร Pikovskaya medium  แบบเดิม 
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ตารางที่ 2  การแยกเชื้อจุลินทรียจากแหลงตาง ๆ ในธรรมชาติ  และชนดิของเชื้อที่สามารถละลาย 
                  ฟอสเฟต 
 

อางอิง แหลงคัดแยก จุลินทรีย 

Sperber (1958a) บริเวณรอบรากพืช และดิน  Arthrobacter, Achromobacter, 
Brevibacterium, Flavobacterium, 
Micromonospora, Mycobacterium, 
Sarcina และ Serratia 

Gaur et al. (1973) หินฟอสเฟต และดิน Bacillus sp., Aspergillus carbonum,  
A. flavus, A. fumigatus และ A.wentii 

Banik and Dey (1982) ดิน Arthrobacter sp., Bacillus sp., 
 B. firmus (B7650 และ B7651), 
Micrococcus sp., Streptomyces sp., 
Aspergillus sp., A. candidus,  
A. fumigatus และ Penicillium sp. 

Illmer and Schinner 
(1992) 

ดิน Pseudomonas sp. และ Penicillium sp. 

De Freitas et al. 
(1997) 

บริเวณรอบราก B. brevis, B. megaterium,  
B. polymyxa, B. sphaericus,  
B. thuringiensis และ Xanthomonas 
maltophila 

Kim et al. (1997) บริเวณรอบราก Rahnella aquatilis 

Pal (1998) ดิน Bacillus sp. 

 
 
 



19 

ตารางที่ 2  (ตอ)  
  
อางอิง แหลงคัดแยก จุลินทรีย 
Vazquez et al. (2000) บริเวณรอบราก B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, 

B. licheniformis, Chryseomonas 
luteola, Enterobacter aerogenes,  
E. asburiae, E. taylorae, Kluyvera 
cryocrescens, Paenibacillus 
macerans, Pseudomonas stutzeri, 
Vibrio proteolyticus, Xanthomonas 
agilis และ Aspergillus sp.  

Hwangbo et al. (2003) บริเวณรอบราก Enterobacter intermedium 

Chen et al. (2006) ดิน Arthrobacter sp., A. ureafaciens,  
B. megaterium, Chryseobacterium 
sp., Delftia sp., Gordonia sp., 
Phyllobacterium myrsinacearum, 
Rhodococcus erythropolis, Serratia 
marcescens 
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Nautiyal (1999) ไดปรับปรุงอาหารเลี้ยงเชือ้สูตร National Botanical Research Institute’s  
Phosphate growth medium (NBRIP)  เพื่อการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตในดิน  จากการศึกษา
พบวาอาหารเหลวสูตรปรับปรุงนี้มีประสิทธิภาพในการแยกจุลินทรียสูงกวาการแยกจุลินทรีย
ละลายฟอสเฟตดวยอาหารเหลว Pikovskaya’s medium ถึง  3  เทา  แตจากการเปรยีบเทียบ
ประสิทธิภาพการแยกจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตรดวยวิธี plate assay  พบวาใหผลการ
แยกเชื้อไมแตกตางกัน  และตอมา Mehta and Nautiyal (2001)  ไดปรับปรุงสูตรอาหาร  NBRIP  
โดยเติม bromophenol blue  เพื่อความรวดเร็วในการแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
 
 Rodríguez and Fraga (1999) กลาวถึงขอเสียของการหาปริมาณฟอสเฟตใน culture filtrate 
ที่ใชฟอสเฟตรปูละลายยากเปนแหลงฟอสเฟตวา  วิธีการนี้ไมไดคํานึงถึงปริมาณฟอสเฟตที่เซลล
นําไปใชประโยชนระหวางการเจริญ  และความแตกตางของฟอสเฟตระหวางอัตราการปลดปลอย
กับการนําเขาสูเซลล อาจมีผลตอประสิทธิภาพการละลายของฟอสเฟตและปริมาณฟอสเฟตที่ตรวจ
วิเคราะหได  เนื่องจากชวงทีเ่ซลลมีอัตราการนําฟอสเฟตเขาสูเซลล  ปริมาณฟอสเฟตในอาหารจะ
ลดลง  และเมือ่อัตราการนําฟอสเฟตเขาสูเซลลลดลง เชน ระยะที่เซลลเขาสูชวง stationary phase 
ระดับของฟอสเฟตในอาหารจะเพิ่มขึ้น  
 
กลไกการละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย 
 

การละลายฟอสเฟตโดยจุลินทรียมีกลไกหลักที่สําคัญคือ  การสรางและปลดปลอยกรด
อินทรีย (organic acid) ออกนอกเซลล  และการลดลงของคาความเปนกรดและดาง (pH) ของ
สภาพแวดลอม  กรดอินทรยีที่จุลินทรียสรางและปลดปลอยออกมามีหลายชนิด เชน acetic, 
gluconic, 2-ketogluconic, lactic, malonic, oxalic และ succinic acid (Rodríguez and Fraga, 1999) 
จากตารางที่  3  แสดงชนิดของกรดอินทรียใน culture filtrate ที่เกี่ยวของกับการละลายฟอสเฟตจาก
แบคทีเรียหลายชนิด  สังเกตวากรดอินทรยีที่เชื้อแตละชนดิสรางและปลดปลอยออกมามีความ
คลายคลึงกัน  แตกตางกันบางที่จํานวนชนดิของกรดที่สามารถวิเคราะหได  นอกจากนีเ้ชื้อชนิด
เดียวกันอาจผลิตกรดที่เหมือนหรือตางชนดิกัน  ซ่ึงอาจจะขึ้นอยูกับอาหาร  สภาวะการเลี้ยงเชื้อ  
และวิธีการวิเคราะห  ผลจากตารางที่  3  ช้ีใหเห็นวาชนดิของกรดอินทรียที่พบวาแบคทีเรียสรางและ
ปลดปลอยออกมามากที่สุดสามอันดับแรกคือ succinic, citric และ lactic acid 
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ตารางที่ 3  ชนิดของกรดอินทรียที่พบใน culture filtrate ภายหลังการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว   
 
แบคทีเรีย ชนิดกรดอนิทรีย แหลงฟอสเฟต อางอิง 
Arthrobacter sp. citric, lactic, malonic และ 

oxalic 
Ca3(PO4)2 Banik and Dey (1982), 

Chen et al. (2006)  
A.ureafaciens citric  และ lactic Ca3(PO4)2 Chen et al. (2006) 

Bacillus sp. citric, oxalic และ succinic Ca3(PO4)2 Banik and Dey (1982), 
Gupta et al. (1994) 

B. amyloliquefaciens acetic, isobutyric, 
isovaleric, lactic และ 
succinic 

Ca3(PO4)2 Vazquez et al. (2000) 

B. atrophaeus acetic, isobutyric, 
isovaleric, isocaproic, 
propionic, succinic และ 
valeric 

Ca3(PO4)2 Vazquez et al. (2000) 

B. firmus B - 7650 2-ketogluconic และ 
succinic 

Ca3(PO4)2 Banik and Dey (1982) 

B. firmus B – 7651 oxalic และ succinic Ca3(PO4)2 Banik and Dey (1982) 
B. licheniformis fumaric, isobutyric, lactic, 

oxalic, succinic และ 
valeric 

Ca3(PO4)2 Gupta et al. (1994), 
Vazquez et al. (2000) 

B. megaterium citric, lactic และ propionic  Ca3(PO4)2 Chen et al. (2006) 
B. polymyxa oxalic Ca3(PO4)2 Gupta et al. (1994) 
Chryseobacterium sp. citric Ca3(PO4)2 Chen et al. (2006) 
Delftia sp. succinic Ca3(PO4)2 Chen et al. (2006) 
Escherichia freundii  lactic  hydroxyapatite Sperber (1958b) 
Gordonia sp citric, formic, lactic, malic 

และ succinic 
goethite Hoberg et al. (2005) 
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ตารางที่ 3  (ตอ)   
 
แบคทีเรีย ชนิดกรดอนิทรีย แหลงฟอสเฟต อางอิง 
Micrococcus sp. oxalic Ca3(PO4)2 Banik and Dey (1982) 
P. macerans isobutyric, isovaleric, 

lactic และ succinic 
Ca3(PO4)2 Vazquez et al. (2000) 

P. myrsinacerum gluconic Ca3(PO4)2 Chen et al. (2006) 
P. fluorescens citric, gluconic, lactic, 

malic  และ succinic 
goethite Hoberg et al. (2005) 

R. aquatilis gluconic hydroxyapatite Kim et al. (1997) 
R. erythropolis citric และ gluconic Ca3(PO4)2 Chen et al. (2006) 
S. macerans citric, gluconic, lactic และ  

succinic 
Ca3(PO4)2 Chen et al. (2006) 

 
กลไกการปลดปลอยฟอสเฟตที่ถูกดูดซับหรือตกตะกอนอยูกับธาตุโลหะประจุบวกของ

กรดอินทรีย  เกิดจากการแขงขันกันระหวางไอออนประจลุบของกรดอินทรียกับฟอสเฟต  ในการ
ทําปฏิกิริยากับไอออนโลหะประจุบวก เชน Ca2+ , Mg2+, Fe3+ และ Al3+  โดยไอออนประจุลบของ
กรดอินทรียสามารถทําปฏิกิริยาเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่มีเสถียรภาพมากกวา  และทําให
ฟอสเฟตที่จับยึดอยูกับโลหะประจุบวกถกูปลดปลอยออกมาและอยูในรูปที่เปนประโยชนสําหรับ
พืช (Wityakorn, 2004)  ดังแสดงในภาพที ่1  นอกจากบทบาทในการเพิ่มธาตุอาหารพืชของกรด
อินทรีย  โดยเฉพาะอยางยิ่งธาตุอาหารพืชที่เคล่ือนที่ไดยากอยาง เชน ฟอสฟอรัส  พบวากรดอินทรีย
มีบทบาทในการลดความเปนพิษของธาตโุลหะหนกับางชนิดใหกับพชืในดิน เชน อะลูมิเนียม และ
สังกะสี (Jones, 1998; Ryan et al., 2001) 
 

นอกจากการสรางและปลดปลอยกรดอินทรียออกมาละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย  พบ
รายงานการละลายฟอสเฟตจากแบคทีเรียทีส่ามารถสรางกรดอนินทรยีบางชนิด เชน กรดซัลฟุริค 
ของเชื้อ Thiobacillus  ซ่ึงสงผลตอสภาพความเปนกรดดางของดิน  ทําใหดนิมีสภาพเปนกรด  และ
เหมาะสมตอการละลายของธาตุฟอสฟอรัส (Kucey et al., 1989; Otero et al., 1995; Stamford et al., 
2003) 
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ภาพที่ 1  ปฏิกิริยาการปลดปลอยฟอสเฟตที่จับยึดอยูกับเหล็ก  ใหอยูในรูปที่เปนประโยชน 
  หลังจากที่ไอออนประจุลบของกรดอินทรีย Oxalic ทําปฏิกิริยากับเหล็ก  เกิดเปน 
  สารประกอบเชิงซอนที่มีเสถียรภาพกวา  

ที่มา: ปทมา (2547: 119-177) 
 

แมวาการสรางและปลดปลอยกรดอินทรยีของจุลินทรียซ่ึงเปนกลไกหลักที่สําคัญ  และเปน
ที่ยอมรับโดยทั่วไปวาเกีย่วของกับการละลายฟอสเฟต  Roos and Luckner (1984) และ Illmer and 
Schinner (1992)  ไดเสนอวากลไก proton exchange mechanism  เปนอีกหนึ่งกลไกทีส่ามารถ
ปลดปลอยฟอสเฟตไอออนจากแหลงฟอสเฟตอนินทรียได  แตกระนั้นการละลายของฟอสเฟตโดย 
จุลินทรียก็มีความซับซอนที่อาจจะมีปจจัยอ่ืนเขามาเกีย่วของอีก เชน สรีรวิทยาของเชือ้ การเจริญ   
สภาวะการเพาะเลี้ยงเชื้อ และอาหาร (Cunningham and Kuiack, 1992)  อีกทั้งมีรายงานการละลาย
ฟอสเฟตของจลิุนทรียซ่ึงไมสัมพันธกับการลดลงของคาความเปนกรดดางของสิ่งแวดลอมดวย เชน 
จากรายงานการวิจัยของ Asea et al. (1988); Banik and Dey (1982); Gaur et al. (1973); Kucey et 
al. (1989); Mehta and Bhide (1970) และ  Sperber (1958a) 
 

ประโยชนจากการศึกษาจุลินทรียที่พบในธรรมชาติ  และมีประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟต  สามารถนําเชื้อเหลานี้มาพัฒนา  ปรับปรุงสายพันธุ  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ  และ/หรือ
นําไปประยุกตใชดานการเกษตรในรูปของปุยชีวภาพ  สําหรับเพิ่มธาตฟุอสฟอรัสใหแกพืชและดนิ  
ดวยคณุสมบัตทิี่โดดเดนในการเพิ่มความเปนประโยชนของหินฟอสเฟตคุณภาพต่ํา  ใหสามารถ
ละลายและปลดปลอยฟอสฟอรัสรูปที่เปนประโยชนเพิม่ขึ้น  ซ่ึงจะชวยปรับปรุงคุณภาพของธาตุ
ฟอสฟอรัสในดิน  เพิ่มการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช  ที่สําคัญชวยประหยัดตนทุนการผลิต  
เนื่องจากปุยชีวภาพ  มีราคาถูก  หาไดงาย  อีกทั้งสามารถนําไปผลิตใชไดเอง  จึงเปนหนึ่งทางเลือก
ที่ดีในการลดการใชปุยเคมี  ที่มีราคาแพง 
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การประยุกตใชจุลินทรียละลายฟอสเฟตในทางการเกษตร 
 

จุลินทรียละลายฟอสเฟตทั้งแบคทีเรีย และรา  ไดรับความสนใจศึกษาพฒันาจากหลาย
ประเทศ  ตั้งแตการคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูง  เพื่อนํามาผลิตเปนหัวเชื้อจุลินทรีย  สําหรับเพิ่ม
ธาตุฟอสฟอรัสในดินไดอยางมีประสิทธิผล  โดยพัฒนาใหเหมาะสมกบัการนําไปใชประโยชน  ใน
รูปของผงเชื้อ  ตัวอยางผลิตภัณฑที่ไดรับการพัฒนา  และมีขายในทางการคา เชน ฟอสโฟแบคทีริน  
จากประเทศรสัเซีย  ไออารไมโครฟอส จากประเทศอินเดีย  และไบโอฟอสกา จากประเทศไทย 
(อาภารัตน, 2549)   
 

จุลินทรียที่นํามาผลิตเปนปุยชีวภาพเหลานีอ้าจใชในลักษณะหัวเชื้อจุลินทรียเพยีงชนดิเดียว  
หรือหลายชนดิผสมกัน  เพือ่ความเปนประโยชนในหลาย ๆ ดาน  เชน  การผสมเชื้อจุลินทรียที่
สามารถตรึงไนโตรเจน (Rhizobium, Azotobacter)  รวมกบัเชื้อจุลินทรียละลายฟอสเฟต (Bacillus 
sp.,  Pseudomonas sp.)  และเชื้อรา (Aspergillus, Penicillium และ mycorrhiza)  เชื้อตางๆ  ที่นํามา
ผลิตขายตามทองตลาดตางไดรับการโฆษณาวามีประสิทธิภาพสูงในการเพิ่มผลผลิตและธาตุอาหาร
พืช  แตการนําผลิตภัณฑเหลานี้ไปใชจริงโดยเกษตรกรอาจพบวาประสิทธิภาพของจลิุนทรียไม
สามารถเพิ่มผลผลิตไดมากตามคําโฆษณา  เนื่องจากปจจยัหลายอยางที่เขามาเกี่ยวของ เชน   
จุลินทรียเหลานี้ไมมีประสิทธิภาพสูงจริงดงัคําโฆษณา  กลไกการทํางานของเชื้อยังไมไดรับ
การศึกษาอยางแทจริง  เชื้อไมสามารถเจริญแขงขันกับเชื้อที่มีอยูแลวในธรรมชาติได  การนํา 
จุลินทรียไปใชกับพืชที่ไมเหมาะสมเพราะเชื้อจุลินทรียบางชนิดตองการพืชอาศัยที่มคีวามจําเพาะ
เจาะจง  และอทิธิพลจากสภาพแวดลอม  ปจจัยเหลานี้ทาํใหประสิทธภิาพของเชื้อลดลง  หรือไม
สามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืชในดานใดดานหนึ่ง 
 
Bacillus sp. ท่ีละลายฟอสเฟตได 
 

จากรายงานการศึกษาเชื้อ Bacillus ที่สามารถละลายฟอสเฟตได  ซ่ึงนอกจากเชื้อ   
B. megaterium var. phosphaticum  พบรายงานเชื้อ Bacillus อีกหลายชนิด ไดแก B. brevis,  
B. cereus, B. circulans, B. firmis, B. licheniformis, B. mesentricus, B. mycoides, B. polymyxa,  
B. pumilus, B. pulvifaciens และ B. subtilis (Tilak et al., 2005) ที่มีความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตทั้งในรูปของสารประกอบฟอสเฟตอนินทรยี หรือหินฟอสเฟต  เชื้อเหลานี้สามารถแยกได
จากธรรมชาติ  ทั้งจากดนิ บริเวณรอบรากพชืหลายชนิด และหินฟอสเฟต เปนตน 
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Toro et al. (1997) ไดศึกษาการเพิ่มความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัสจากหิน
ฟอสเฟต  เพื่อปรับปรุงคุณภาพธาตุฟอสฟอรัสในดิน  จากการใชเชื้อราอาบัสคูลารมัยคอรไรซา 
Glomus intraradices  รวมกบัแบคทีเรียละลายฟอสเฟต B. subtilis และ Enterobacter sp.  โดยทํา
การทดลองกับหัวหอม (Allium cepa L.)  พบวาเชื้อราไมคอรไรซาที่ใชรวมกับ B. subtilis ชวย
สงเสริมการเจริญของพืช  และเพิ่มการละลายของหินฟอสเฟต  อีกทั้งพบวาแบคทเีรียละลาย
ฟอสเฟตทําหนาที่เปน mycorrhiza helper bacteria ที่มีคุณสมบัติสงเสริมการเขาสูรากพืชของ  
G. intraradices  ซ่ึงจะชวยเพิม่การดูดดึงธาตุฟอสฟอรัสใหแกพืช   

 
El-Komy (2005) ไดศึกษาการเพิ่มธาตุไนโตรเจน และฟอสฟอรัสในขาวสาลีของแบคทีเรีย

ตรึงไนโตรเจน Azospirillum lipoferum  รวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟต B. megaterium  โดย
วิธีการตรึงเซลลแบคทีเรียทั้งสองไวบนวัสดุรองรับ  พบวาขาวสาลีที่ไดรับเชื้อทั้งสองชนิด  มี
น้ําหนกัแหง  และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดเพิ่มขึ้น  อีกทั้งธาตุฟอสฟอรัสที่พบในพืชเพิ่มขึ้น  37  
และ  53  เปอรเซ็นต  เมื่อเปรยีบเทียบกับขาวสาลีที่ไดรับเชื้อ A. lipoferum  เพียงชนดิเดียว  และขาว
สาลีที่ไมไดรับเชื้อทั้งสองชนิดตามลําดับ  รวมถึงเสนอแนะวาการใชแบคทีเรียทั้งสองชนิดรวมกัน  
สงเสริมการดูดซึมธาตุไนโตรเจนและฟอสฟอรัสของพืชไดดยีิ่งขึ้น  เนื่องจากแบคทีเรียชวย
ปรับปรุงสมดุลธาตุอาหารใหแกพืช   

 
Çakmakçi et al. (2006)  ไดจดัจําแนกชนดิ PGPB ที่แยกไดจากบริเวณรอบรากพืช  พบวา

แบคทีเรียมีคณุสมบัติสามารถตรึงไนโตรเจน  และ/หรือละลายฟอสเฟตได  หลังจากนําเชื้อแตละ
ชนิดมาศึกษาคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชชนิด sugar beet  พบวา sugar beet ที่
ไดรับเชื้อแสดงการเจริญเติบโตดี มีปริมาณใบ ราก และปริมาณน้ําตาลสูงขึ้น  เมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  และสรุปวาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน ประกอบดวย Paenibacillus 
polymyxa RC05, Pseudomonas putida RC06 และ Rhodobacter capsulatus RC04  แบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต B. megaterium RC07  มีศักยภาพที่ดีเพียงพอสําหรับการใชเปนปุยชีวภาพ  อยางไร
ก็ตามปจจยัจากชนิดของเชื้อ  ปริมาณสารอินทรียในดิน  ระยะการเจริญของพืช  ชวงเวลาการเก็บ
เกี่ยว  และปจจัยการเจริญอื่น ๆ  ลวนมีผลตอการตอบสนองการเจริญเติบโตของพืชดวยเชนกนั 
 

จากตัวอยางงานวิจยัแสดงถึงศักยภาพการเพิ่มความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัสของ
เชื้อ Bacillus sp. เพื่อการสงเสริมการเจริญของพืช  ทั้งจากการใชเชื้อกบัพชืโดยตรงเพียงชนดิเดยีว  
หรือรวมกับเชือ้ชนิดอื่นทั้งแบคทีเรีย และรา เพื่อเพิ่มความเปนประโยชน  และความหลากหลาย
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ของธาตุอาหารพืชอ่ืนในดนิ  รวมถึงชวยเพิ่มความสามารถในการดูดดงึธาตุฟอสฟอรัสบริเวณราก
พืช นอกจากนีก้ารนําเชื้อมาผสมรวมกับการใชปุยหนิฟอสเฟต  และ/หรือปุยอินทรียชนิดอื่น 
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการละลายของปุยฟอสเฟตใหดียิ่งขึ้น  อยางไรก็ตามพบวามีรายงานถึง 
Bacillus ที่แสดงการละลายฟอสเฟตในระดับหองปฏิบัตกิาร  แตไมสามารถสงเสริมการเจริญของ
พืชผานกลไกการละลายฟอสเฟต  หากแตชวยสงเสริมการเจริญของพืชผานทางกลไกอื่น  อยางเชน
การสรางฮอรโมนพืช auxin (De Freitas et al., 1997) 

   
ดังนั้นการศึกษาเกีย่วกับจุลินทรียละลายฟอสเฟต  ตั้งแตการคัดเลือกเชือ้ในธรรมชาติที่มี

ประสิทธิภาพสูง  ศึกษากลไกการทํางานของเชื้อใหเปนที่เขาใจชัดเจน  สามารถปรับปรุงพัฒนา 
สายพันธุใหมปีระสิทธิภาพสูงยิ่งขึ้น  ตลอดจนการปรับปรุงและพัฒนาวิธีการนําไปใชที่งาย  ได
ประโยชน  และประสบผลสําเร็จสูงสุด  จึงมีความสําคัญอยางยิ่ง 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  เชื้อจุลินทรีย 
 
1.1  เชื้อ Bacillus sp. จากแหลงเก็บเชื้อของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร(DMKU) 
1.2  เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากตัวอยางดิน และหนิฟอสเฟตแหลงตางๆ 
 

2.  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี(ภาคผนวก ก) 
 

2.1  Nutrient agar (NA) 
2.2  Nutrient broth (NB) 
2.3  Pikovskaya’s medium [PVK] (Subba Rao, 1993) 
2.4  National Botanical Research Institute’s Phosphate growth medium [NBRIP] 

(Nautiyal, 1999) 
2.5  reagent A และ B สําหรับวิเคราะห soluble phosphate (ภาคผนวก ข) (ทัศนีย และ  

จงรักษ, 2542: 37-40) 
2.6  distilled water 

 
3.  อุปกรณ 
 

3.1  หลอดทดลองขนาด  16X150  มิลลิเมตร 
3.2  ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  
3.3  กระบอกตวงแกวขนาด  100,  500  และ  1,000  มิลลิลิตร 
3.4  ขวดปริมาตรขนาด  25,  100  และ  200  มิลลิลิตร 
3.5  จานอาหารเลีย้งเชื้อ 
3.6  ปเปตแกวขนาด  1,  5  และ  10  มิลลิลิตร 
3.7  ปเปตอัตโนมตัิขนาด  200  และ  1,000   
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3.8  เข็มเขี่ยเชื้อ 
3.9  ไมจิ้มฟน 
3.10 ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) 
3.11 ตูเขี่ยเชื้อ (laminar flow) 
3.12 ตูบมเชื้อ (incubator) 
3.13 เครื่องเขยา (shaker) 
3.14 เครื่องชั่งสาร 
3.15 เครื่องชั่งสองแขน (balance) 
3.16 เครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
3.17 เครื่องวัด pH (pH  meter) 
3.18 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) 
3.19 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
3.20 หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
3.21 Hot plate 
3.22 สไลด 
3.23 กลองจุลทรรศน 

 
วิธีการ 

 
1.  การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดิน และหินฟอสเฟต
 
 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตวัอยางดนิและหินฟอสเฟตแหลงตาง ๆ  ช่ังตัวอยาง  1  กรัม  
เติมลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ  9  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  จากนั้นใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยตวัอยางสาร
แขวนลอยดิน หรือหินฟอสเฟต  ขีดลงบนอาหาร NA แบบ cross streak จํานวน  10  ซํ้า  นําหลอด
สารตัวอยางแขวนลอยดนิ หรือหินฟอสเฟตสวนที่เหลือไปอุนในน้ําทีอุ่ณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  
นาน  10  นาที  หรือตมในน้าํเดือดอุณหภมูิ  100  องศาเซลเซียส  นาน  5  นาที  แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อ
เขี่ยสารตัวอยางเขี่ยลงบนอาหาร NA แบบ cross streak จํานวน  10  ซํ้า  บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง  
ประมาณ  24  ช่ัวโมง  ใชเขม็เขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรียที่เจรญิเปน colony เดี่ยวมา cross streak บน NA 
จนกระทั่งไดเชื้อบริสุทธิ์  เก็บรักษาเชื้อที่แยกไดบน NA slant ที่อุณหภมูิหอง 
 



29 

2.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งท่ีเตมิวุน 
 
 ถายเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่รวบรวมจากขอ  1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA แบบ cross streak 
บมเชื้อนาน  24  ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง  จากนั้นใชไมจิม้ฟนปลอดเชือ้เขี่ยแบคทีเรียที่เจริญบน
ผิวหนาอาหาร NA  แทงเชื้อลงบนอาหารแข็งสําหรับทดสอบการละลายฟอสเฟตสูตร PVK  และ 
NBRIP (3  ซํ้า)  โดยวิธี point inoculation แบบ heavy inoculum  บมเชื้อนาน  7  วัน ที่อุณหภูมิหอง  
ตรวจผลและบนัทึกการเกิดบริเวณใสของการละลายฟอสเฟตจากเชื้อแตละไอโซเลต  โดยบันทึก
เปนผลบวกหรือลบ 
 
3.  การเก็บรักษาแบคทีเรีย
 

การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียทีค่ัดเลือกได  แบบการเก็บรักษาเชื้อระยะยาวในสารละลาย  
glycerol 10%  ที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส  และเก็บรักษาเชื้อระยะสั้นเพื่อใชเปนเชื้อตนตอ
สําหรับใชงานบน NA slant ที่อุณหภูมิหอง 
 
4.  การศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต
  
 นําเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกจากขอ  2  มาศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟตในอาหารเหลว (ไมเติมวุน) สูตร PVK และ NBRIP ตามขั้นตอนดังตอไปนี ้
 
 4.1  การเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรีย 
 
 4.1.1  ใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยวิธี cross 
streak  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง  นาน  24  ช่ัวโมง   
 
 4.1.2  ใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเแบคทีเรียแตละชนิดจากขอ  4.1.1  ถายเชื้อลง
ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว NB ปริมาตร  25  มิลลิลิตร  นําไปเขยาดวย
ความเร็วรอบประมาณ  150  rpm  เพื่อใหอากาศ  นาน  4-6  ช่ัวโมง  ทีอุ่ณหภูมิหอง (มีปริมาณเชื้อ
โดยประมาณ  107-108  cfu / ml)  
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4.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวทดสอบการละลายฟอสเฟต 
 

 ถายกลาเชื้อที่เจริญในอาหารเหลว NB (ขอ  4.1.2) ปริมาตร  2.5  มิลลิลิตร  ลงใน 
ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลวสูตร PVK หรือ NBRIP ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  
นําไปเขยาใหอากาศ  นาน  7  วัน  ที่อุณหภูมิหอง (3 ซํ้า) โดยชุดควบคุมจะไมเติมเชือ้แบคทีเรีย 
   

4.3  การวิเคราะหการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
 
 ทําการเก็บตวัอยางที่เจริญในอาหารเหลวสูตร PVK และ NBRIP (ขอ  4.2)  เมื่อครบ
กําหนด  โดยดดูตัวอยางเชื้อที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรปริมาตร  20  มิลลิลิตร  ถายใสหลอด
ปนตกตะกอน  จากนั้นนําไปปนตกตะกอนที่  10,000  รอบตอนาที นาน  10-15  นาที  แยกเอาสวน
ใส  และกรองสวนใสผานกระดาษกรอง whatman  No.1 เพื่อแยกเอาตะกอน Ca3(PO4)2 ที่อาจ
ตกคางและอาจรบกวนการวเิคราะหผลปริมาณฟอสเฟตรูปละลายได (การปนและการกรองอาจทํา
หลายครั้งจนไดของเหลวใส)  นําสวนใสทีผ่านการกรอง (culture filtrate) แลว  สวนหนึ่งไปวัดคา 
pH และบันทกึคา pH ที่วัดได  อีกสวนหนึง่นํามาวิเคราะหหาปริมาณ water soluble phosphate ใน 
culture filtrate โดยดูดตัวอยางที่ทราบปริมาตรแนนอนประมาณ  1-10  มิลลิลิตร  มาวเิคราะหตาม
วิธีการวิเคราะหหา available phosphorus ในภาคผนวก ข (ทัศนีย และ จงรักษ, 2542: 37-40) 
 
5.  การศึกษาความสัมพันธของการเจริญ คา pH และการละลายฟอสเฟต
  

5.1  การเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรีย   
 

 ทําตามขอ 4.1  แตถายโคโลนีเดี่ยวลงในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหาร
เหลว NB ปริมาตร 70  มิลลิลิตร  นําไปเขยาดวยความเรว็รอบประมาณ  150  rpm  เพื่อใหอากาศ  
นาน  6-7  ช่ัวโมง  ที่อุณหภมูิหอง  

 
5.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวทดสอบการละลายฟอสเฟต 

 
 ถายกลาเชื้อที่เจริญในอาหารเหลว NB (ขอ  5.1) ปริมาตร  2.5  มิลลิลิตร  ลงใน 
ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลวสูตร PVK หรือ NBRIP ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  
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นําไปเขยาใหอากาศ  ที่อุณหภูมหิอง  เก็บตัวอยางที่เวลา  0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  และวนัที่ 2, 
4  และ  7  ของการเลี้ยงเชื้อ 

 
5.3 การเก็บตวัอยาง และการวิเคราะหการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว   

 
 เก็บตัวอยางที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรในขอ  5.2  ตามเวลาที่กําหนด  ทําตาม
ขั้นตอนดังตอไปนี ้

 
 5.3.1  การตรวจนับปริมาณเซลล (viable count)  ดวยวิธี  serial dilution plate count  
บนอาหาร NA โดยดูดตัวอยางเชื้อที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  และทํา
การเจือจางตวัอยางเปนลําดบัในสารละลายเกลือ  0.85  เปอรเซ็นต  ปริมาตร  4.5  มิลลิลิตร  จากนั้น
จึงดูดตวัอยางที่ระดับการเจอืจางที่เหมาะสมปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  ถายลงบนผิวอาหาร NA  เกลี่ย 
(spread) ใหทัว่ผิวหนาอาหาร (3 ซํ้า)  บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง  นานประมาณ  16-24  ช่ัวโมง  จึงตรวจ
นับและบันทกึผลจํานวนโคโลนทีี่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
 5.3.2  การตรวจนับปริมาณสปอรดวยวิธี spore count บนอาหาร NA  โดยดดูตัวอยาง
เชื้อที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรปริมาตร  0.5-1  มิลลิลิตร  ถายลงหลอดเปลาปลอดเชื้อ  ทั้งนี้จะ
ทําการเจือจางตัวอยางเปนลําดับในสารละลายเกลือ  0.85  เปอรเซ็นต  ตามระยะเวลาที่เหมาะสม  
นําหลอดตัวอยางไปอุนในน้าํที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  นาน  10  นาที  และแชน้ําแข็งทันที  
จากนั้นดูดตวัอยางปริมาตร 0.1  มิลลิลิตร  ถายลงบนผิวอาหาร NA  เกล่ียใหทัว่ผิวหนาอาหาร (3 
ซํ้า)  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง นาน ประมาณ  16-24  ช่ัวโมง  จึงตรวจนับและบันทึกผลจํานวนโคโลนี
ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   

 
 5.3.3  การวัดคา pH และการวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตทีล่ะลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทํา
ตามขั้นตอน  4.3 

 
 นําผลขอ  5.3.1, 5.3.2  และ  5.3.3  มาสรางกราฟความสัมพันธระหวางการเจริญ  คา 
pH  และการละลายฟอสเฟต 
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6.  การจําแนกชนิด Bacillus sp.  ท่ีสามารถละลายฟอสเฟต 
 
 การจัดจําแนกชนิดเชื้อดวยวธีิ conventional method  ศึกษารายละเอยีดทางสัณฐานวทิยา
ของเชื้อบริสุทธิ์  โดยการตรวจลักษณะการเจริญ  ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  ลักษณะของ
เชื้อภายใตกลองจุลทรรศน ประกอบดวย ขนาด รูปราง การติดสีแกรมบวกหรือแกรม variable  การ
มี endospore  การมีเกรนูล  และการทดสอบทางชีวเคม ีไดแก ความสามารถในการสรางเอนไซม 
catalase  การเจริญในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนในอาหาร anaerobic growth agar  ความสามารถใน
การเจริญบนอาหาร citrate หรือ propionate  การสรางเอนไซม lecithinase บนอาหาร egg yolk agar  
การสราง extracellular เอนไซมไปยอยสลายแปง starch, casein และ gelatin  การรีดิวซไนเตรท  
การสรางกรดจากคารโบไฮเดรต เชน  D-glucose,  L-arabinose, D-xylose และ D-mannitol เปนตน  
ตามวิธีการของ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology vol.2 (Sneath, 1986) 
 
7.  สถานที่ทําการวิจัย 
 
 ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
8.  ระยะเวลาการทําวิจัย 
 
 ตุลาคม  2547  ถึง  กุมภาพันธ  2550 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การเก็บตัวอยางและการคัดแยกสายพนัธุแบคทีเรีย
 
 รวบรวมสายพนัธุแบคทีเรียจากแหลงตาง ๆ (ตารางที่ 4)  เพื่อนํามาศึกษาความสามารถใน
การละลายสารประกอบฟอสเฟตอนินทรยีในรูป Ca3(PO4)2 ประกอบดวย  แบคทีเรีย Bacillus 
megateriumt ATCC14581, Bacillus megaterium DSM3228 และแบคทีเรียจากแหลงเก็บเชื้อ 
DMKU ดังนี้ เชื้อที่ไดรับการจําแนกชนิดวาเปน B. megaterium จํานวน  10  สายพันธุ  เชื้อ Bacillus 
sp. ที่สรางเอนไซมเพคติเนสจํานวน  5  สายพันธุ  และ Bacillus sp. สายพันธุ  1234(3)/1  ซ่ึงเชื้อ
ดังกลาวไดเคยทดสอบความสามารถการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็ง  และอาหารเหลวสูตร PVK  
นอกจากนี้ไดทําการแยกแบคทีเรียจากตวัอยางดินที่มีรายงานวามีปริมาณฟอสฟอรัสสูงจํานวน  4  
ตัวอยาง  และจากตัวอยางหนิฟอสเฟตที่มจีําหนายทางการคารวมจํานวน  5  ตัวอยาง  โดยนํา
ตัวอยางสารแขวนลอยดนิและหินฟอสเฟตมาแยกเชื้อ  โดยขีดเชื้อลงบนอาหาร NA   
  
ตารางที่ 4  จํานวนและแหลงที่มาของแบคทีเรียที่คัดเลือกมาทดสอบการละลายฟอสเฟต 
 
แบคทีเรีย จํานวนเชื้อ แหลงที่มา 
Pseudomonas sp. สายพันธุ N11    1 DMKU 
B. megateriumt  ATCC14581    1 ATCC 
B. megaterium var  phosphaticum DSM3228    1 DSM 
B. megaterium   10 DMKU 
Bacillus  ที่สรางเอนไซม  pectinase     5 DMKU 
Bacillus sp. สายพันธุ  1234(3)/1    1 DMKU 
แบคทีเรียที่แยกจากดิน( 4 ตวัอยาง) 208 ภาควิชาโรคพชื  คณะเกษตร

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
แบคทีเรียที่แยกจากหินฟอสเฟต (5  ตัวอยาง) 136 ภาควิชาปฐพีวทิยา  คณะเกษตร

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง  ประมาณ  24  ช่ัวโมง  และนําตวัอยางสารแขวนลอยดินและหินฟอสเฟตอกี
สวนหนึ่งไปผานกระบวนการ heat shock  โดยอุนที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส นาน  10  นาที  
หรือตมที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส นาน  5  นาท ี กอนนํามาขีดเชือ้ลงบนอาหาร NA  เพื่อแยก
เชื้อที่มีความสามารถในการสรางสปอร  บมเชื้อที่อุณหภมูิหอง  เก็บโคโลนีแบคทีเรียที่เจริญบน
ผิวหนาอาหาร NA ไดทั้งส้ินจํานวน  344  ไอโซเลต  ทําใหเชื้อบริสุทธิ์  แลวจึงนําไปทดสอบการ
ละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งตางสูตรตอไป 
 
2.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งตางสตูร
 

จากการทดสอบความสามารถในการละลายสารประกอบฟอสเฟตอนินทรียรูปตะกอน
แคลเซียมไตรฟอสเฟต ((Ca3(PO4)2)  บนอาหารแข็งสูตร PVK และ NBRIP ของแบคทีเรียจากแหลง
ตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 4  หลังการเลี้ยงเชื้อนาน  7  วัน  บนอาหารแขง็ทั้งสองสูตร  ผลการ
ทดสอบไดแสดงไวในตารางที่ 5  พบวาเชื้อจํานวน  22  ไอโซเลตใหผลบวกการละลายฟอสเฟตบน
อาหารแข็ง PVK  และ  21  ไอโซเลตใหผลบวกการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง NBRIP ซ่ึง
แบคทีเรียอาจแสดงบริเวณใสของการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งสูตรใดสูตรหนึง่  หรือทั้งสอง
สูตร  โดยจํานวนแบคทเีรียทีล่ะลายฟอสเฟตไดทั้งในอาหารแข็ง PVK และ NBRIP มีจํานวน  12  
ไอโซเลต  ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่แยกจากตวัอยางดิน และหนิฟอสเฟต (ตารางที่ 6)  ที่ไมผานการ  heat  
shock  สวนตวัอยางที่ผานการ heat shock ไมพบเชื้อที่สามารถละลายฟอสเฟต 

 
จากการทดลองนี้พบวาแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตได  แสดงลักษณะบริเวณใส

ของการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งทั้งสองสูตร  ภายใตโคโลนี  มีขนาดเล็ก  และไมชัดเจนดัง
ตัวอยางในภาพที่ 2  แสดงวาเชื้อสามารถละลายฟอสเฟตไดเพยีงบางสวนเทานั้น  ยกเวน 
Pseudomonas sp. สายพันธุ N11  ที่แสดงการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งทั้งสองสูตรไดอยาง
ชัดเจน (รูปที่ จ และ ฉ)  และเชื้อ B. megaterium var  phosphaticum DSM3228  ซ่ึงเปนเชื้อที่คาดวา
นาจะละลายฟอสเฟตไดนัน้ไมแสดงผลการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตร  และ
พบวาแบคทเีรียที่เล้ียงบนอาหารแข็ง PVK มักมีขนาดโคโลนีที่กวางกวาเชื้อที่เล้ียงบนอาหารแข็ง 
NBRIP แสดงวาเชื้อเจริญบนอาหารแข็ง PVK ไดดีกวาเชื้อที่เล้ียงในอาหารแข็ง NBRIP  อาจเปน
เพราะในอาหารแข็งสูตร PVK มี yeast extract เปนสวนประกอบที่เปน growth factor ชวยสงเสริม
การเจริญของเชื้อ 
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ตารางที่ 5  จํานวนแบคทีเรียที่ใหผลบวกการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งสูตร PVK และ NBRIP 
 
  อาหาร 
แบคทีเรีย จํานวนเชื้อ PVK NBRIP 
Pseudomonas sp. สายพันธุ N11    1 1   1 
B. megateriumt ATCC14581    1 0   0 
B. megaterium var  phosphaticum  DSM3228    1 0   0 
B. megaterium (DMKU)   10 4   1 
Bacillus sp.  ที่สรางเอนไซม  pectinase    5 0   0 
Bacillus sp. สายพันธุ  1234(3)/1    1 0   0 
แบคทีเรียที่แยกจากดิน  (4 ตัวอยาง) 208 9   6 
แบคทีเรียที่แยกจากหินฟอสเฟต  (5 ตัวอยาง) 136 8 13 
รวม 363 22 21 
 
ตารางที่ 6  แหลงที่มาของแบคทีเรีย  12  สายพันธุ  ที่สามารถละลายฟอสเฟตไดบนอาหารแข็ง 
                  ทั้งสองสูตร (PVK และ NBRIP) 
 
แหลงที่มา รหัสเชื้อ 

ดิน A228, C216, C46 และ C411 

หินฟอสเฟต BKRP5, BKRP10, KORP16, KORP17, KORP23, KORP24, 
T1RP13 และ T2RP13 
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ก ข 

  
ค ง 

  
จ ฉ 

 
ภาพที่ 2  ลักษณะโคโลนีและบริเวณใสการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย  ที่แยกจากดินและหิน 
               ฟอสเฟต  ซ่ึงนํามาศึกษาเพื่อคดัเลือกแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 
               สูตร PVK (ก และ ข) และ NBRIP (ค และ ง)  สําหรับภาพ จ และ ฉ  แสดงลักษณะ 
               โคโลนีและบริเวณใสการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ N11 
               บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PVK และ NBRIP ตามลําดับ 

 
ก  
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Nautiyal (1999)  ไดปรับปรงุสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP  ขึ้นเพื่อใชในการคัดเลือก
แบคทีเรียละลายฟอสเฟต  ไดสรุปผลการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียบนอาหารแข็งสูตร NBRIP 
และ PVK วาไมแตกตางกัน  และเสนอแนะวาการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง  โดย
การสังเกตการสรางบริเวณใสของการละลายฟอสเฟตในเบื้องตนอาจยงัไมเพียงพอ  เพราะเชื้อที่ไม
แสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง  อาจละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวที่มีตะกอนฟอสเฟต 
อนินทรียได  เนื่องจากอัตราการแพรของกรดแตละชนดิที่เชื้อปลดปลอยสูอาหารแขง็สองสูตร
ดังกลาวอาจไมเทากัน  การหาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดในอาหารเหลวจึงเปนวิธีการที่มีความ
ถูกตองมากกวา  ดังนั้นจากผลการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งของเชื้อที่ไมมีความชัดเจน  และ
ละลายไดเพียงบางสวนนั้น  จึงอาจเปนเพราะการแพรของกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และปริมาณของ
กรดที่เชื้อปลดปลอยออกมา 

 
การแยกแบคทเีรียบนอาหารแข็งนี้พบวาบริเวณใสการละลายฟอสเฟตของเชื้อลดลงเมื่อ

นํามาทดสอบซ้ําอีก  สังเกตไดจากความชดัเจนของบริเวณใสที่ลดลงจากที่เคยทดสอบในครั้งแรก ๆ  
ซ่ึง Sperber (1958a) และ Kucey (1983)  ไดเคยรายงานวาความสามารถในการละลายฟอสเฟตบน
อาหารแข็งที่ลดลงของแบคทีเรียหลังมีการถายเชื้อหลายครั้ง  แตไมพบการเปลี่ยนแปลงนี้ในเชื้อรา 
 
3.  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต
 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งสูตร PVK 
และ NBRIP จาํนวน  12  สายพันธุ  ซ่ึงแยกจากดิน และหินฟอสเฟต  นําเชื้อดังกลาวมาจําแนกชนดิ  
ซ่ึงผลไดแสดงในตารางที่ 7 ในการศึกษาและตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลอง
จุลทรรศน  พบวาแบคทีเรียทุกสายพันธุเปนแบคทีเรียแกรมบวก  เซลลรูปรางทอน  มีขนาดและการ
จัดเรียงตวัแบบเซลลเดียวหรือสองเซลลเรียงตัวแบบ palisade  หรือตอกันเปนสายสั้นหรือสายยาว  
พบการสรางแกรนูลทุกสายพันธุ  และภายหลังยอมสีสปอร  พบการสรางเอนโดสปอรภายในเซลล
ทุกสายพันธุ 
 

จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยาของแบคทีเรีย  พบวาทุกสายพันธุไม
สามารถเจริญภายใตสภาวะขาดออกซิเจน  ในอาหาร anaerobic agar โดยเจริญเติบโตอยูบริเวณ
ผิวหนาอาหารเทานั้น  จึงจัดแบคทีเรียกลุมนี้ทั้งหมดเปนพวกตองการอากาศ (aerobic bacteria)  ใน
การทดสอบการสรางเอนไซม catalase (catalase test)  พบวาทุกสายพนัธุสามารถสรางเอนไซมชนดิ



38 

นี้ได  ประกอบกับสัณฐานวทิยาของเชื้อที่เปนรูปทอน  และมีการสรางสปอร  จึงจัดแบคทีเรียกลุมนี้
ใหอยูในยีนัส  Bacillus  ตามเกณฑของ Sneath (1986)  ที่กําหนดรายละเอียดของยนีัส Bacillus ไว
วา มีคุณสมบตัิติดสีแกรมบวก หรือแกรม variable  เซลลมีรูปรางทอน  สรางเอนโดสปอร  มีความ
ตองการออกซิเจนเพื่อการเจริญในปริมาณที่แตกตางกันคือ อาจเปน aerobe หรือ facultative 
anaerobe และสามารถสรางเอนไซม catalase 
 

จากผลการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา  คณุสมบัติทางชีวเคมแีละสรีรวิทยา
ดังกลาว  สรุปวาแบคทีเรียทีค่ัดแยกจากดิน และหนิฟอสเฟตจํานวน  12  สายพันธุนี้จดัอยูในยีนัส  
Bacillus กลุม IA (Gordon, 1989)  เนื่องจากมีเซลลขนาดใหญ สรางแกรนูล  เอนโดสปอรมีรูปรางรี 
หรือทรงกระบอก  และไมทําใหเซลลโปงออก  สปอรมีตําแหนงอยูบริเวณกลางเซลล  จําแนกได
ชัดเจนวาทุกสายพันธุเปน B. megaterium  เนื่องจากทุกสายพันธุไมเจริญภายใตสภาพขาดออกซิเจน  
ไมสรางเอนไซม lecithinase จากการทดสอบการยอย lecithin ในอาหาร egg-yolk agar  และใหผล
ลบกับการทดสอบ VP  ซ่ึงแตกตางจากเชื้อ B. cereus ที่จัดอยูในยีนัส  Bacillus  กลุม IA 
เชนเดยีวกัน  แตมีคุณสมบตัิเปน facultative anaerobe  ใหผล VP เปนบวก  และสรางเอนไซม 
lecithinase   
 
 จากผลการศึกษาไดจดัแบง B. megaterium ทั้ง 12  สายพันธุออกเปนสองกลุมใหญคือ กลุม 
A และกลุม B  ตามเกณฑการสราง หรือไมสรางกรดจากน้ําตาล D-xylose  และจัดแบงแตละกลุม
ออกเปนสองกลุมยอยดังนี้ กลุม A1, A2, B1 และ B2 โดยอาศัยเกณฑการสราง หรือไมสราง
เอนไซม urease (ตารางที่ 7)  ซ่ึง Sneath (1986) ไดรายงานวา B. megaterium  11-89 เปอรเซ็นต  ให
ผลบวกในการสรางเอนไซม urease ในแตละกลุมยอยอาจมีคุณสมบัติแตกตางกันบางประการ เชน 
การทนเกลือ  โดยแบคทีเรียจากทุกกลุมสวนใหญสามารถทนเกลือไดที่ระดับ  5-10 เปอรเซ็นต  
ยกเวนสายพันธุ C46 และ C411 จากกลุม A1 และ B2  สามารถทนเกลือไดที่ระดับ  5-7  เปอรเซ็นต  
และสายพนัธุ A228 จากกลุม A2 สามารถทนเกลือไดที่ระดับ  5  เปอรเซ็นต  ความแตกตางของการ
ผลการทดสอบการสรางกรดจากน้าํตาล  การสรางเอนไซม urease  และการทนเกลือ  ช้ีใหเห็น
ความหลากหลายทางชีวภาพของ B. megaterium  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของโสภากย
(2545)  ที่ไดจาํแนกชนิด Bacillus sp. ที่แยกจากธรรมชาติจํานวน  60  สายพันธุ  โดยวิธีการทดสอบ
ทางชีวเคมี  พบวาเชื้อสวนใหญจําแนกเปน B. megaterium  และมีความหลากหลายทางชีวภาพ  
เนื่องจากผลการทดสอบทางชีวเคมีที่เหมือนและแตกตางกัน เชน ไมสามารถรีดิวซไนเตรตไปเปน
ไนไตรท  สรางเอนไซม urease  การทนเกลือที่ระดับตางกัน  และการสรางกรดจากน้าํตาลบางชนิด   
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ตารางที่ 7  สัณฐานวิทยาและคุณสมบัตทิางชีวเคมีและสรีรวิทยาบางประการของแบคทีเรียที่แยก 
     จากดิน และหินฟอสเฟต  ที่แสดงความสามารถละลายฟอสเฟต 
 

กลุม A  กลุม B  
คุณสมบัติที่ศึกษา A1α A2β  B1χ B2ε  B. megaterium γ

การติดสียอมแบบแกรม 
อายุ  24  ช่ัวโมง + + 

 
+ +  + 

รูปรางของเซลล ทอน ทอน  ทอน ทอน  ทอน 
ขนาดของเซลล (µm)        

กวาง >1 >1  >1 >1  >1 
ยาว 3 - 4 3 - 4  2.5 - 4 3 - 4  2 - 5 

เอนโดสปอร + +  + +  + 

รูปราง 
ellipsoidal 

หรือ
cylindrical 

ellipsoidal  
 

ellipsoidal  
ellipsoidal 

หรือ
cylindrical 

 ellipsoidal หรือ
cylindrical 

ตําแหนง central central  central central  central 
การสรางกรดจากน้ําตาล
ชนิดตาง ๆ 

  
 

    

D-glucose + +  + +  + 
L-arabinose + +  + +  d 

D-xylose + +  - -  d 
D-mannitol + +  + +  + 

การเจริญไดในอาหาร 
anaerobic agar - -  - -  - 

การมีแกรนูลภายในเซลล + +  + +  + 
การสรางเอนไซมcatalase + +  + +  + 
การทนเกลือ        

5% + +  + +  ND 
7% + +  + +  d 
10% + +  + +  ND 
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ตารางที่ 7  (ตอ)   
 

กลุม A  กลุม B  
คุณสมบัติที่ศึกษา A1α A2β  B1χ B2ε  B. megaterium γ

การทดสอบ VP - -  - -  - 
คา pHในอาหาร VP ที่ 7  
วัน 

5.04 -
5.41 

5.00 - 
5.29 

 5.10 5.06 - 
5.32 

 4.5 - 6.8 

การรีดิวซไนเตรตไปเปน
ไนไตรท - -  - -  d 

การยอยสลาย        
Starch + +  + +  + 
Casein + +  + +  + 
Gelatin + +  + +  + 

Aesculin + +  + +  + 
การสรางเอนไซม        

Lecithenase - -  - -  - 
Urease + -  + -  d 

Phenylalanine deaminase + +  + +  d 
การเจริญบนอาหาร        

Citrate + +  + +  + 
Propionate - -  - -  ND 

 
หมายเหต ุ α : กลุม A1 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  BKRP10, C46, KORP17  
 และ T1RP13 
 β : กลุม A2 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  A228, C216 และ  
 T2RP13 
 χ : กลุม B1 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  BKRP5 
 ε : กลุม B2 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  C411, KORP16, KORP23  
 และ KORP24   
 γ : อางอิงตาม Sneath (1986); Priest et al. (1988) และ Gordon (1989)   
 d : 11–89% ของสายพันธุที่ใหผลเปนบวก  ND :ไมพบขอมูล 
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4.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว PVK และ NBRIP ของ
แบคทีเรียท่ีคัดเลือก 
 
 จากการคัดเลือกแบคทีเรีย  12  สายพันธุ  ทีแ่สดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็งทั้งสูตร PVK และ NBRIP  และไดจําแนกชนิดแลวพบวาคือ B. megaterium เมื่อนํามาศึกษาการ
ละลายตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลว PVK และ NBRIP  และหาปริมาณของฟอสเฟตที่ละลาย
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตร  โดยศึกษารวมกับ Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  และ  
B. megaterium จํานวน  3  สายพันธุคือ 78100(1)/1, Ba15-2  และ Oriba1 จากแหลงเก็บเชื้อ DMKU 
ซ่ึงเชื้อทั้งส่ีไดเคยผานการทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งและอาหารเหลว PVK  โดย 
Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  ใชเปนเชือ้ควบคุมที่ไมสามารถละลายฟอสเฟต  B. megaterium  3  
สายพันธุเปนเชื้อที่สามารถละลายฟอสเฟตไดปริมาณสูงในอาหารเหลว PVK  จากเชื้อ  
B. megaterium ทั้งหมด  10  สายพันธุที่เคยนํามาทดสอบ  โดยมีเชื้อ B. megaterium var  
phosphaticum DSM3228 เปนเชื้ออางอิงที่คาดวานาจะละลายฟอสเฟตได  Bacillus sp. สายพันธุ 
N10 เปนเชื้ออางอิงที่ไมแสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง   Bacillus sp. สายพนัธุ 1234(3)/1  
เปนเชื้อควบคมุที่ไมแสดงการละลายฟอสเฟตทั้งในอาหารแข็งและอาหารเหลว  และเชื้อ 
Pseudomonas sp. สายพันธุ N11 เปนเชื้อควบคุมที่สามารถละลายฟอสเฟตได   
 

จากตารางที่ 8 และ 9  แสดงปริมาณฟอสเฟตรูปละลายไดใน culture filtrate ของอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว PVK และ NBRIP ภายหลังเลี้ยงเชื้อนาน  7  วัน  พบการปลดปลอยฟอสเฟตจาก
ตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลว PVK และ NBRIP โดยแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ 
N11 สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวทั้งสองสูตรไดปริมาณสงูสุดเทากับ  450.6  และ  595.9  
 mg P L-1  ตามลําดับ  สําหรับเชื้อ B. megaterium จากแหลงเก็บเชื้อตาง ๆ มีคาอยูระหวาง  7.8-
143.0  mg P L-1  และ  134.3-350.3  mg P L-1  ตามลําดับ  B. megaterium ที่แยกจากดนิ และหิน
ฟอสเฟตมีปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้ออยูระหวาง  71.4-216.4  mg P L-1  และ  95.5-
453.8  mg P L-1  ตามลําดับ  Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  พบปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดเพียง
เล็กนอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ PVK (6.4  mg P L-1)  แตไมพบการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NBRIP  ในขณะที ่Bacillus sp. สายพันธุ N10  ซ่ึงไมแสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งทั้ง
สองสูตร  พบวาสามารถละลายฟอสเฟตในรูปตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลวทัง้สองสูตรได  มี
คาเทากับ  82.0  mg P L-1 และ  138.1  mg P L-1  ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาการแยกเชื้อละลาย
ฟอสเฟตในเบือ้งตนบนอาหารแข็งที่มีตะกอนของสารประกอบฟอสเฟตอนินทรียไมสามารถ 
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ตารางที่ 8  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูใน culture filtrate ของอาหารเหลว PVK ภายหลังการเลี้ยง 
     เชื้อนาน  7  วัน   

 

แหลงที่มา แบคทีเรีย 
ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายใน  
culture filtrate (mg P L-1) * pH** 

DMKU Pseudomonas  sp. สายพันธุ N11 450.6 (±34.6)a 4.21 
ATCC B. megateriumt ATCC14581 7.8 (±3.1)g 5.92 
DSM B. megaterium DSM3228 89.8 (±7.0)ef 5.00 
DMKU B. megaterium  78100(1)/1 143.0 (±11.6)c 4.70 
  Ba15-2 84.6 (±3.7)ef 5.00 
  Oriba1 137.4 (±7.7)d 4.75 
ดิน B. megaterium  A228 179.2 (±15.0)c 4.49 
  C216 99.6 (±2.8)e 4.73 
  C46 97.1 (±14.5)e 5.12 
  C411 216.4 (±15.1)b 4.63 
หินฟอสเฟต B. megaterium  BKRP5 71.4 (±6.5)f 5.37 
  BKRP10 82.3 (±6.7)ef 4.91 
  KORP16 137.8 (±18.7)d 4.90 
  KORP17 84.2 (±5.0)ef 4.80 
  KORP23 93.5 (±8.6)ef 5.61 
  KORP24 131.3 (±6.7)d 4.69 
  T1RP13 135.2 (±8.7)d 4.66 
  T2RP13 103.3 (±13.5)e 4.74 
DMKU      Bacillus sp. N10 82.0 (±8.3)ef 4.89 
  1234(3)/1 6.4 (±3.0)g 6.56 
 
หมายเหต ุ ตัวอักษร a, b ที่ตางกันในแนวตัง้  หมายถึงมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ 
 ระดับความเชือ่มั่น รอยละ  95  (p < 0.05) 
 *  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดของเชื้อ  ซ่ึงลบออกจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในชดุ 
 ควบคุมที่ไมเตมิเชื้อ  และมีคาเฉลี่ยเทากับ  114.7  mg P L-1 
 **  คา pH ของอาหารเหลวชุดควบคมที่ไมเติมเชื้อมีคาเฉลี่ยเทากับ  6.29 
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ตารางที่ 9  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูใน culture filtrate ของอาหารเหลว NBRIP ภายหลังการ 
    เล้ียงเชื้อนาน  7  วัน   

 

แหลงที่มา แบคทีเรีย 

ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายใน  
culture filtrate (mg P L-1) * pH** 

DMKU Pseudomonas  sp. สายพันธุ N11 595.9 (±16.2)a 3.85 
ATCC B. megateriumt ATCC14581 134.3 (±10.5)gh 4.71 
DSM B. megaterium DSM3228 136.1 (±22.8)gh 4.88 
DMKU B. megaterium 78100(1)/1 350.3 (±15.3)d 4.22 
  Ba15-2 145.2 (±5.47)g 4.80 
  Oriba1 156.1 (±14.1)g 4.33 
ดิน B. megaterium A228 278.3 (±14.9)e 4.20 
  C216 201.3 (±14.7)f 4.22 
  C46 95.5 (±9.0)i 5.01 
  C411 453.8 (±24.0)b 4.21 
หินฟอสเฟต B. megaterium BKRP5 125.0 (±4.60)ghi 4.62 
  BKRP10 109.7 (±12.2)hi 4.82 
  KORP16 358.3 (±25.3)d 4.58 
  KORP17 127.6 (±9.0)gh 4.74 
  KORP23 135.0 (±17.2)gh 4.75 
  KORP24 293.7 (±5.6)e 4.31 
  T1RP13 404.6 (±25.0)c 4.30 
  T2RP13 338.8 (±26.7)d 4.45 
DMKU       Bacillus sp. N10 138.1 (±20.2)gh 5.00 
  1234(3)/1 -7.2 (±5.5)j 6.68 
 
หมายเหต ุ ตัวอักษร a, b ที่ตางกันในแนวตัง้  หมายถึงมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ 
 ระดับความเชือ่มั่น รอยละ  95  (p < 0.05) 
 *  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดของเชื้อ  ซ่ึงลบออกจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในชดุ 
 ควบคุมที่ไมเตมิเชื้อ  และมีคาเฉลี่ยเทากับ  81.2  mg P L-1 
 **  คา pH ของอาหารเหลวชุดควบคมที่ไมเติมเชื้อมีคาเฉลี่ยเทากับ  6.41 
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บงชี้การละลายฟอสเฟตที่แทจริงของจุลินทรีย  ดังที่ Nautiyal (1999) ไดรายงานไว  และไดรายงาน
ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลวสูตร PVK  และ NBRIP ภายหลังเลี้ยงแบคทีเรียนาน  14  
วัน  ดังนี ้Pseudomonas sp. มีคาอยูระหวาง  8-35  µg P ml-1  และ  26-90  µg P ml-1  ตามลําดับ  
และ Bacillus sp. มีคาอยูระหวาง  8-17 µg P ml-1  และ  21-60  µg P ml-1  ตามลําดับ  El-Komy 
(2005) รายงานวา P. fluorescens และ B. megaterium สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร 
PVK หลังการเลี้ยงเชื้อนาน  6  วัน  มีคาเทากับ  126.6   µg P ml-1   และ  106.5  µg P ml-1  
ตามลําดับ  และ Chen et al. (2006) ไดรายงานวา B. megaterium สามารถละลายฟอสเฟตในอาหาร
เหลวสูตร NBRIP มีคาอยูระหวาง  72.2-270.2  mg P L-1  หลังการเลี้ยงเชื้อนาน  3 วัน 

 
หากเปรียบเทยีบขอมูลการละลายฟอสเฟตของเชื้อแตละสายพันธุในการทดลองนี้  กบัการ

ละลายฟอสเฟตของเชื้อ Pseudomonas sp. และ Bacillus sp.  ที่นักวิจยัอ่ืนไดเคยรายงานไว  จะเห็น
วาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดจากแบคทีเรียแตละชนดิ  หรือตางสายพนัธุ  มีคาแตกตางและ
หลากหลาย  แสดงใหเห็นวาการละลายฟอสเฟตจากแหลงฟอสเฟตที่ละลายไดยากในอาหารเลี้ยง
เชื้อของแบคทีเรียนั้น  มีความแตกตางกันตามชนิดและสายพันธุของแบคทีเรีย  อาจรวมถึง
ระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ 

 
นอกจากนี้ในขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดลองนี้ผูวิจยัสังเกตพบวา อาหาร

เหลวทั้งสองสูตรมีคา pH  ลดลงภายหลังการนึ่งฆาเชื้อ  แมวาจะทําการปรับคา pH ประมาณ  7.0  
กอนการนึ่งฆาเชื้อก็ตาม  โดยคา pH หลังการนึ่งฆาเชื้อคา pH จะลดลงถึง  5.4  ในอาหารเหลว PVK  
และ  5.7  สําหรับอาหารเหลว NBRIP  ดังนั้นจึงใชวิธีปรับคา pH ของอาหารหลังการนึ่งฆาเชื้อ
ตลอดการทดลอง  ซ่ึงที่มาของสูตรอาหารทั้งสองตางปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อกอนการนึ่งฆา
เชื้อ  แตรายงานของ Chen et al. (2006) ซ่ึงศึกษาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียในอาหารเหลว 
NBRIP  ไดรายงานวาอาหารเลี้ยงเชื้อชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ  มีคา pH เทาเดิมประมาณ  6.8-7.0  
ภายหลังการทดลองเปนเวลาสามวัน  ซ่ึงไมไดกลาวถึงการปรับคา pH กอนหรือหลังการนึ่งฆาเชื้อ  
และ Gupta et al. (1994) ซ่ึงศึกษาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียและเชื้อราในอาหารเหลว PVK  
ไดหมายเหตไุววาคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาเทากับ  5.6  แมวาเขาไดปรับคา pH ของ
อาหารกอนการนึ่งฆาเชื้อใหมีคาประมาณ  6.7  ก็ตาม  ดังนั้นคา pH ของอาหารสูตรเดียวกันหลัง
การนึ่งฆาเชื้อที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง  หรือเปลี่ยนแปลงไปก็ตามนัน้  ยังไมทราบสาเหตุที่ชัดเจน  
แตในกรณีที่คา pH  ของอาหารลดลงหลังการนึ่งฆาเชื้อ  อาจจะเกิดจากสวนประกอบในสูตรอาหาร
มีโอกาสทําปฏิกิริยากัน  หลังไดรับความรอน  จึงมีผลใหคา pH ของอาหารลดลง  นอกจากนี้ถาคา 
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pH เร่ิมตนของอาหารหลังการนึ่งฆาเชื้อลดลง  และไมไดรับการปรับใหมีคาที่เหมาะสมตอการเลี้ยง
เชื้อ  จึงอาจมีผลกระทบตอการเจริญของเชื้อ  และการละลายฟอสเฟต เปนตน 
 

สําหรับอาหารเหลวชุดควบคมุทั้ง PVK และ NBRIP ที่ไมเติมเชื้อ  พบวาใน culture filtrate 
มีฟอสเฟตรูปละลายไดปลดปลอยออกมาบางสวน  มีคาเฉลี่ยเทากับ 114.7 และ 81.2  mg P L-1 
ตามลําดับ  ซ่ึง Reyes et al. (1999) ไดรายงานวาในอาหารเหลวที่ไมเตมิเชื้อและนําไปเขยา  พบการ
ละลายฟอสเฟตบางสวนจากแหลง FePO4 และ AlPO4  ที่เติมลงในอาหาร  แตไมพบการละลายจาก
การใช hydroxyapatite (HA) เปนแหลงฟอสเฟต  นอกจากนี้ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหาร
เหลวชุดควบคมุสูตร PVK มีปริมาณสูงกวาในอาหารเหลวชุดควบคุมสูตร NBRIP เล็กนอย  Hoberg 
et al. (2005) กลาวถึงการหลีกเลี่ยงอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมสีวนประกอบของสารอาหารที่ไมสามารถ
จําแนกองคประกอบได เชน yeast extract และ peptone  เพื่อศึกษาการปลดปลอยฟอสเฟตของเชื้อ 
Gordonia sp. และ Pseudomonas fluorescens  เพราะสารอาหารเหลานีม้ีสารจําพวกกรดอินทรียเปน
องคประกอบอยูดวย  จงึอาจมีผลกระทบตอการปลดปลอยฟอสเฟต  ดังนั้น yeast extract ในอาหาร
เหลวชุดควบคมุสูตร PVK อาจมีผลตอปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูใน culture filtrate  

 
Nautiyal (1999) ไดรายงานวาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดโดยแบคทีเรียชนิดเดียวกนัใน

อาหารเหลวสตูร NBRIP มีปริมาณสูงกวาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลวสูตร PVK 
ประมาณ  3  เทา  และกลาววา yeast extract มีผลกระทบตอการปลดปลอยฟอสเฟต  ซ่ึงผลจาก
ตารางที่ 10  แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสวนใหญใหผลการทดลองที่สอดคลองกับรายงานของ 
Nautiyal (1999)  อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  จากการเปรยีบเทียบปริมาณฟอสเฟตที่ละลาย
ไดในอาหารเหลว PVK และ NBRIP เชน B. megaterium  สายพันธุ 78100(1)/1, Bacillus sp. สาย
พันธุ C216, C411, KORP16, KORP24, T1RP13 และ T2RP13 T2RP13  ยกเวน B. megateriumt 
ATCC14581 มีปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลว NBRIP สูงกวาในอาหารเหลว PVK ถึง  17  
เทา  ซ่ึงการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร PVK ของเชื้อ B. megateriumt ATCC14581 เกิดขึ้น
นอยมาก  และผลใกลเคียงกบัเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  และไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ดังตารางที่ 8 

 
 
 

 



46 

ตารางที่ 10  การเปรียบเทียบความแตกตางของปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลวสูตร PVK  
      และ NBRIP  ของแบคทเีรียชนิดและสายพันธุเดยีวกนั 

 
ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายใน 

culture filtrate (mg P L-1) 
 

Independent Sample Test 
แบคทีเรีย PVK NBRIP  t Sig (2-tailed) 

Pseudomonas  sp. สายพันธุ N11 450.6 595.9  -6.585 0.003* 
B. megateriumt ATCC 14581 7.8 134.3  -19.966 0.000* 
B. megaterium DSM 3228 89.8 136.1  -3.354 0.028* 
B. megaterium 78100(1)/1 143.0  350.3   -18.680 0.000* 
 Ba15-2 84.6  145.2   -15.922 0.000* 
 Oriba1 137.4  156.1   -2.023 0.113 ns

 A228 179.2  278.3   -8.133 0.001* 
 C216 99.6  201.3   -11.802 0.000* 
 C46 97.1  95.5   0.063 0.953ns

 C411 216.4  453.8   -14.497 0.000* 
 BKRP5 71.4  125.0   -11.609 0.000* 
 BKRP10 82.3  109.7   -3.409 0.027* 
 KORP16 137.8  358.3   -12.139 0.000* 
 KORP17 84.2  127.6   -7.256 0.002* 
 KORP23 93.5  135.0   -3.737 0.020* 
 KORP24 131.3  293.7   -31.802 0.000* 
 T1RP13 135.2  404.6   -17.607 0.000* 
 T2RP13 103.3  338.8   -13.618 0.000* 
Bacillus sp. N10 82.0  138.1   -4.444 0.011* 
 1234(3)/1 6.4  -7.2   3.750 0.020* 
 
หมายเหต ุ * หมายถึง  มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ที่ระดับความเชื่อมัน่รอยละ 95  
 (p < 0.05) 
                  ns  หมายถึง  คาทีแ่ตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95  
 (p > 0.05)   
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แตอยางไรก็ตามจากผลที่แสดงในตารางที่ 10  ช้ีใหเห็นวาไมใชแบคทีเรียทุกสายพนัธุที่
สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NBRIP ไดสูงกวาเชื้อสายพันธุเดยีวกนัที่เล้ียงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลว PVK เชน B. megaterium สายพันธุ Oriba1 และ C46  ซ่ึงการละลายฟอสเฟต
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรทั้งสองสูตรไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p > 0.05)   
 

กลไกหลักในการละลายสารฟอสเฟตอนินทรียของจุลินทรีย  ที่มีผูอธิบายไววาเปนการ
ปลดปลอยกรดอินทรียออกมาภายนอกเซลล  และคา pH ที่ลดลงของสิ่งแวดลอม  จากตารางที่ 8 
และ 9  ผลการทดลองสนับสนุนกลไกนี้  เนื่องจากคา pH ของเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1 
ที่เปนเชื้อควบคุมที่ไมสามารถละลายฟอสเฟต  ไมแสดงคา pH ลดลงในอาหารเหลวสูตร PVK และ 
NBRIP (6.56  และ  6.68  ตามลําดับ)  เมื่อเปรียบเทียบกบัอาหารเหลวชุดควบคุมทั้งสองสูตรที่ไม
เติมเชื้อ (6.29  และ  6.41  ตามลําดับ)  ในขณะทีแ่บคทีเรียอ่ืนที่นํามาศกึษาแสดงคา pH ลดลงมีคาอยู
ระหวาง  4.21–5.92  และ  3.85–5.01 ตามลําดับ    และพบปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดในอาหาร
เหลวทั้งสองสูตร (ตารางที่  8  และ  9)  ซ่ึงการไมละลายฟอสเฟตของ Bacillus sp.สายพันธุ 
1234(3)/1  อาจเนื่องจากเชื้อไมสรางและปลดปลอยกรดออกนอกเซลล  จึงไมแสดงการละลาย
ฟอสเฟต  หรืออาจกลาวไดวาอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตรอาจไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อสาย
พันธุนี้  ดังนัน้จากผลการทดลองจึงแสดงวาแบคทีเรียสวนใหญ  มีอิทธพิลตอการละลายฟอสเฟต
ในรูปสารประกอบ Ca3(PO4)2  ใหอยูในรูปที่เปนประโยชน  จากการปลดปลอยกรดออกนอกเซลล  
และเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมใหมีสภาพเปนกรด  นอกจากนี้มีรายงานชนิดกรดอินทรียที่
เกี่ยวของกับการละลายฟอสเฟตของ Bacillus sp.ซ่ึงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร PVK และ NBRIP 
ดังนี ้

 
Gupta et al. (1994) รายงานชนิดกรดอนิทรียจากการศึกษาการละลายฟอสเฟตของ

แบคทีเรีย และเชื้อรา  พบวาเชื้อ Bacillus sp. ที่เล้ียงในอาหารเหลว PVK สราง citric และ oxalic 
acid  
 

Chen et al. (2006) พบวา B. megaterium สราง citric, lactic และ propionic acid ในอาหาร
เหลว NBRIP  
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Kpomblekou-A and Tabatabai (1994)  ไดศึกษาอิทธิพลของกรดอินทรียชนิดตาง ๆ  ตอ
การปลดปลอยฟอสเฟตรูปที่เปนประโยชนจากหินฟอสเฟต  และสรุปวาชนิดของหมูฟงกชัน 
โครงสรางและปริมาณของกรดอินทรีย  มีสวนสําคัญยิง่ตอการละลายฟอสเฟตไดปริมาณมากหรือ
นอย  โดยหมูฟงกชันประเภท คารบอกซิลิก (-COOH)  และไฮดรอกซิล (-OH)  เปนหมูฟงกชันที่มี
อิทธิพลตอการละลายฟอสเฟตสูง  และกรดอินทรียที่มีจาํนวนหมูฟงกชันในโมเลกุลหลายหมู  
สามารถละลายฟอสเฟตไดดกีวากรดอินทรยีที่มีจํานวนหมูฟงกชันในโมเลกุลนอย 

 
นอกจากโครงสรางของกรดอินทรียเปนปจจัยกําหนดความมากนอยของการปลดปลอย

ฟอสเฟตแลว  คา pH ของระบบมีสวนสําคัญเชนกัน (ปทมา, 2547: 119-177)  เพราะคา pH ของ
ระบบที่แตกตางกันมีความสมัพันธกับคาการแตกตวั (pKa) ของกรดอินทรีย (Hoberg et al., 2005)  
เนื่องจากกรดอินทรียแตละชนิดมีตําแหนงและจํานวนหมูฟงกชันแตกตางกัน  จึงมีคา pKa แตกตาง
กันและมไีดหลายคา เชน citric acid มีหมูฟงกชันคารบอกซิลิก  3  หมู  และมีคา pKa  3  คา ดังนี้ 
3.13, 4.76  และ  6.40  ขณะที่ lactic acid มีหมูคารบอกซิลิก  1  หมู  และมีคา pKa เพียงคาเดยีวคอื  
3.86 (Mendham et al., 2000: 769) ดังนั้นกรดอินทรียที่สามารถใหไอออนประจุลบไดมากยอมมี
โอกาสเพิ่มการปลดปลอยฟอสเฟตที่จับยดึกับโลหะประจุบวก เชน Ca2+, Fe3+, Al3+ ไดมากขึ้น 
 

เมื่อเปรียบเทียบคา pH และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดของแบคทีเรียชนิดเดยีวกันทีเ่ล้ียง
ในอาหารเหลวตางสูตร  พบวาแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหารเหลวสูตร NBRIP สวนใหญแสดงการ
ละลายฟอสเฟตสูงกวาเชื้อชนิดเดยีวกันที่เล้ียงในอาหารเหลวสูตร PVK ซ่ึงสูงกวา  2-3  เทาในบาง
สายพันธุ เชน B. megaterium สายพันธุ C411, KORP16, KORP24, T1RP13 และ T2RP13  และคา 
pH ในอาหารเหลวสูตร NBRIP สวนใหญมีคาลดลงกวาคา pH ในอาหารเหลวสูตร PVK  แสดงให
เห็นวาแบคทีเรียสรางกรดไดดีในอาหารเหลวสูตร NBRIP  

 
จากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.สายพันธุ N10 ในอาหารเหลวทั้งสองสูตร  สังเกตวาเชื้อมีการ

สรางเมือก  ซ่ึงเปนลักษณะโดยธรรมชาติของเชื้อชนิดนี ้ Banik and Dey (1982) ไดรายงานวา
แบคทีเรียที่สรางเมือกใหผลการละลายฟอสเฟตที่นอยกวาแบคทีเรียทีไ่มสรางเมือก  ดังนั้นเมือก
อาจมีผลกระทบตอการปลดปลอยฟอสเฟต  เนื่องจากเมอืกเปนสารประกอบจําพวก polysaccharide 
ที่มีคารบอนเปนองคประกอบสําคัญ  ดังนั้นเชื้อจึงอาจใชแหลงคารบอนสวนหนึ่งในอาหารสําหรับ
การสรางองคประกอบของเซลล  เปนผลใหปริมาณคารบอนที่เขาสูกระบวนการเมทาบอลิซึมอื่นมี
ปริมาณลดลง (Chenu, 1995)  ซ่ึงหนึ่งในนัน้อาจเกีย่วของกับการผลิตกรดอินทรียของเซลล  อีกทั้ง
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ชนิดและปริมาณของกรดอนิทรีย  ที่เชื้อสรางและปลดปลอยออกนอกเซลลยอมมีผลตอการละลาย
ฟอสเฟตไดปริมาณมากหรอืนอย  อยางไรก็ตามจากตารางที่ 8  และ 9  ไดแสดงวาการละลาย
ฟอสเฟตของเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10 กับเชื้อบางสายพันธุ  ซ่ึงไมสรางเมือกในอาหารเหลว  
ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p> 0.05) เชน  BKRP5, KORP13 และ KORP23  
แสดงวาเชื้อทีส่ามารถสรางเมือกในอาหารเลี้ยงเชื้อ  อาจไมจําเปนตองละลายฟอสเฟตไดนอยกวา
เชื้อที่ไมสรางเมือก  แตอาจเปนแนวโนมทีช้ี่วาจุลินทรียที่สรางเมือกจะมีโอกาสละลายฟอสเฟตได
นอยกวาเชื้อชนิดอื่น   
 

จากขอมูลที่กลาวมาแสดงวาชนิดและสายพันธุของเชื้อ  ลักษณะทางสรีรวิทยา  การเจริญ
ของเชื้อ  และอาหารเลี้ยงเชือ้  มีอิทธิพลตอการละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย (Cunningham and 
Kuiack, 1992) 

 
5.  ความสัมพนัธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย  คา pH  และการละลายฟอสเฟต  ในอาหารเหลว 
PVK และ NBRIP 
 
 เนื่องจากขอมลูที่มีผูกลาววาการเจริญของเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้ออาจมผีลกระทบตอการ
ละลายฟอสเฟต  และจากการทดลองนี้ไดใชอาหารเหลวตางสูตรสําหรับการศึกษาประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย  ดังนัน้เพื่อศึกษาวาการเจริญของแบคทีเรียที่เจริญในอาหารตาง
สูตรมีผลตอการละลายฟอสเฟตหรือไม  จงึไดคัดเลือกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11, 
B. megaterium สายพันธุ C411 และ B. megaterium สายพันธุ T1RP13  ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่แสดง
การละลายฟอสเฟตไดสูงเมือ่เปรียบเทียบกับเชื้ออ่ืน  นํามาศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญ
ของเชื้อ  คา pH  และการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว PVK และ NBRIP  
 

จากภาพที่  3, 4 และ 5   ไดแสดงความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11, B. megaterium สายพันธุ C411 และ B. megaterium สายพันธุ 
T1RP13  คา pH และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูในอาหารเหลวทั้งสองสูตร  จากกราฟพบวา
ความสัมพันธดังกลาวของแบคทีเรียทั้งสามที่เจริญในอาหารเหลวตางสูตรมีแนวโนมคลายคลึงกัน  
ซ่ึงจากเสนกราฟการเจริญ (viable count) ของแบคทีเรียชนิดเดยีวกันในอาหารเหลวตางสูตร  แสดง
วาการเจริญของแบคทีเรียในอาหารตางสูตรมีความใกลเคียงกัน  เมื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ
ระหวางการเจริญกับการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11 และ  
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 Viable count (cells) Soluble P (mg P L-1)   pH  
 
ภาพที่ 3  กราฟความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ N11 คา       
               pH  และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร PVK (บน)  และ NBRIP  
               (ลาง)  โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  วนัที่ 2, 4 และ  7 
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 Soluble P (mg P L-1) 
 Viable count (cells+spores) 

  pH 
  Spore count  

 
 
ภาพที่ 4  กราฟความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ C411 คา       
               pH  และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร PVK (บน)  และ NBRIP  
               (ลาง)  โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  วนัที่ 2, 4 และ  7 
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 Soluble P (mg P L-1) 
 Viable count (cells+spores) 

  pH 
  Spore count  

 
 
ภาพที่ 5  กราฟความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13 คา       
               pH  และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร PVK (บน)  และ NBRIP  
               (ลาง)  โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  วนัที่ 2, 4 และ  7 
 
 
 



53 

B. megaterium ทั้งสองสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตร  แสดงใหเห็นวาการละลายฟอสเฟต
จะคอย ๆ เพิ่มขึ้นตามการเจริญของเชื้อ  และมีปริมาณสูงสุดในชวงทีแ่บคทีเรียเขาสูระยะ stationary 
phase  และคงที่เมื่อปริมาณเซลลลดจํานวนลง  หรือเขาสูระยะเปนสปอร  และจากกราฟเมื่อ
เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางการเจรญิ การเปลี่ยนแปลงคา pH และการละลายฟอสเฟตใน
อาหารเลี้ยงเชือ้  ไดแสดงใหเห็นวาคา pH ที่ลดลงมีอิทธิพลตอการละลายฟอสเฟตอยางชัดเจน  โดย
จากกราฟแสดงใหเห็นวาคา pH ของอาหารลดลงอยางมาก  ในชวงที่เชื้อเจริญเขาสูระยะ stationary 
phase  ซ่ึงเปนระยะทีจ่ํานวนเซลลคงที่  กิจกรรมของเชื้อจึงเปนไปเพื่อการสรางและผลิตสารที่
จําเปนสําหรับการดํารงชีพ  หรือเตรียมพรอมสําหรับการเปลี่ยนแปลงสภาพไปเปนสปอร  การ
แลกเปลี่ยนสารระหวางภายในกับภายนอกเซลล  รวมถึงการปลดปลอยของเสียออกจากเซลล  มีผล
ใหอาหารมีสภาพเปนกรด  คา pH ลดลงคงที่เมื่อกิจกรรมของเซลลลดลง  เพราะจํานวนเซลลลดลง  
และ/หรือเขาสูระยะเปนสปอร  การเปลี่ยนแปลงลดลงของคา pH  ในอาหารเลี้ยงเชื้อมี
ความสัมพันธกับปริมาณฟอสเฟตที่ละลายเพิ่มขึ้นในอาหารเหลว  ซ่ึงพบวาการละลายฟอสเฟต 
คอย ๆ เพิ่มขึ้นตามสภาพความเปนกรดที่คอยๆ เพิ่มขึ้น  และการละลายฟอสเฟตสูงสุดเมื่อคา pH 
ลดลงต่ําสุด  ซ่ึงพบประมาณวันที่สองของการเลี้ยงเชื้อ  เมื่อคา pH คงที่ตลอดการเลี้ยงเชื้อ  การ
ละลายฟอสเฟตก็คงที่เชนกนั  ยกเวนแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13 ในอาหารเหลว
สูตร NBRIP   
 

นอกจากนี้กราฟไดแสดงวาองคประกอบในอาหารเหลวแตละสูตร  มีอิทธิพลตอการ
ละลายฟอสเฟตของเชื้อ  เนื่องจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารแตละสูตรมีความแตกตางกนั
อยางชัดเจน  ดังที่ไดเคยกลาวแลววา yeast extract ในอาหารเหลว PVK  มีผลใหการละลาย
ฟอสเฟตลดลง เมื่อเปรียบเทยีบกับอาหารเหลว NBRIP (Nautiyal, 1999)  และพบวาในอาหารเหลว 
NBRIP ทั้งจากที่เล้ียงเชื้อ Pseudomonas sp. และ B. megaterium  มีสภาพความเปนกรดมากกวาใน
อาหารเหลว PVK  ซ่ึงหากเปรียบเทียบคา pH ของอาหารเหลว NBRIP กับ PVK ในวนัที่สองของ
การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ  พบวาคา pH ของอาหารเหลว NBRIP มีคาต่ํากวาคา pH 
ของอาหารเหลว PVK ยกเวนเชื้อ B. megaterium สายพันธุ T1RP13 ที่คา pH ของอาหารเหลว 
NBRIP  มีคาลดต่ํากวาคา pH ของอาหารเหลวสูตร PVK  ในวนัที่ส่ีของการเลี้ยงเชื้อ 

 
จากรายงานผลของ Reyes et al. (1999)  ไดแสดงถึงปริมาณของแอมโมเนียมในอาหารเลี้ยง

เชื้อ  ที่มีผลกระทบตอการละลายฟอสเฟตของรา Penicillium rugulosum  ทั้งสายพันธุเดิม  และ 
สายพันธุกลาย  พบวาในอาหารเหลวที่มีปริมาณแอมโมเนยีม  7.0  มิลลิโมลาร  การละลายฟอสเฟต
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จากแหลงฟอสเฟต HA ลดลง  และการเจริญของเชื้อราถูกยับยั้งเมื่อความเขมขนของแอมโมเนียม
สูงถึง  36.0  มิลลิโมลาร  แตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียมเพียง  0.7  มิลลิโมลาร  พบวา HA 
แสดงการละลายไดสูงสุด  ซ่ึงผลของการเจริญและการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม 
AlPO4 เปนแหลงฟอสเฟตใหผลในลักษณะคลายคลึงกัน  

 
ดังนั้นหากพจิารณาสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตร  ซ่ึงใชแอมโมเนียมเปน

แหลงไนโตรเจน  พบวาในอาหารเหลวสตูร PVK มีปริมาณแอมโมเนยีมสูงกวาอาหารเหลวสูตร 
NBRIP ประมาณ  5  เทา  ซ่ึงจากกราฟอาจกลาววาแอมโมเนียมไมมีผลตอการเจริญของแบคทีเรีย 
เพราะเสนกราฟการเจริญ (viable count) ของเชื้อทั้งสามสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท้ังสอง
สูตร  แสดงจํานวนเซลลใกลเคียงกัน  แตปริมาณแอมโมเนียมในอาหารอาจมีผลตอปริมาณกรดที่
พบในอาหาร 
 

ในกรณกีารเลีย้งแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13 พบลักษณะที่เรียกวา 
Bioflocculation  เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NBRIP อยางชัดเจน (ภาพที่ 6)  ซ่ึงลักษณะดังกลาว
เกิดจากการรวมตัวกันของเชือ้กับตะกอนของ Ca3(PO4)2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทําใหขนาดตะกอน
ใหญขึ้น  และตกลงสูกนภาชนะ  น้ําเลีย้งเชื้อมีลักษณะใส  Bioflocculation  ของเชื้อนี้เกิดขึน้ตั้งแต
ช่ัวโมงที่ 6  จนกระทั่งวันที่  2  ของการเลี้ยงเชื้อ  หลังจากนั้นจะคอย ๆ เปล่ียนแปลงกลับสูสภาพ
เดิมคือ  อาหารเลี้ยงเชื้อกลับขุนอีกครั้ง  ตะกอนขนาดใหญที่พบหายไป  แตในแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11  และ B. megaterium สายพันธุ C411 ไมพบวาเกิด Bioflocculation   
 

 
 
ภาพที่ 6  ลักษณะ floc-forming และ nonfloc-forming ของแบคทีเรีย B. megaterium สาย พันธุ  

 T1RP13 ในอาหารเหลว NBRIP (ขวา) และ PVK (ซาย) ตามลําดับ 
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จากรายงานของ Sobeck and Higgins (2002)  ไดแสดงถึงกลไกและปจจัยที่มีอิทธิพลตอ
การเกิด าม

ลของ 

ดังนั้นการเกดิ Bioflocculation ของแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13  ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ

ว 

ง

อกจากนี้ลักษณะ Bioflocculation ซ่ึงไมพบใน B. megaterium สายพนัธุ C411 ที่เล้ียงใน
อาหารเล

 

Bioflocculation  ในกระบวนการ Activated sludge  ของระบบบําบัดน้ําเสยีสังเคราะห  ต
ทฤษฎีที่เคยมผูีกลาวไว  พบวาผลการทดลองไดสนับสนนุกลไกการเกดิ Bioflocculation   ตาม
ทฤษฎี divalent cation bridging (DCB) theory  ซ่ึงไอออนประจุบวกทีม่ีอิทธิพลตอการเกิด 
Bioflocculation มากที่สุดคือ ไอออนประจบุวกสองของ Ca2+  และ  Mg2+  เนื่องจากผนังเซล
จุลินทรียมีสภาพเปนประจุลบ  สามารถดูดซับหรือจับยึดอยูกับไอออนประจุบวก  และทําใหเซลล
เกิดการรวมตวัเขาดวยกัน  ไอออนประจุบวกที่จับอยูที่ผิวเซลลหนึ่งสามารถไปจับกบัเซลลอ่ืนใน
ระบบไดอีก  คลายกับเปนสะพานเชื่อมระหวางเซลล  เมือ่เซลลมีการรวมตัวกันจนมขีนาดใหญ  
และมีน้ําหนักมากขึ้นก็จะตกตะกอนลงมา  ซ่ึงกระบวนการนี้เปนประโยชนอยางมากใน
กระบวนการบาํบัดน้ําเสีย   
 

เหลวสูตร NBRIP  อธิบายไดวาเปนผลจากสรีรวิทยาของเชือ้  และสวนประกอบของอาหาร
เล้ียงเชื้อ  เนื่องจากอาหารเลีย้งเชื้อเหลว NBRIP มีสวนประกอบของ Ca3(PO4)2, MgCl4•6H2O  และ 
MgSO4•7H2O  ในปริมาณสูง  ซ่ึงเปนแหลงของ Ca2+  และ Mg2+ ที่ดี  ซ่ึงจากปจจยัทั้งสองขางตน
สามารถพบลักษณะ Bioflocculation ของ B. megaterium สายพันธุ T1RP13 ที่เจริญในอาหารเหล
PVK ไดเชนกนั  แตกลับไมพบลักษณะดังกลาวของเชื้อนี้ในอาหารเหลวสูตร PVK  ซ่ึงจากขอมูล
ของ Sobeck and Higgins (2002) ไดกลาวอีกวาปริมาณไออออนประจบุวกหนึ่ง เชน Na+, NH4

+ 
และ K+ มีผลลดคุณสมบัติของ flocculation และเมื่อทดลองเพิ่มปริมาณไอออนของ Na+  เขาสู
ระบบบําบัด  พบวามีผลกระทบตอ flocculation เชน คณุสมบัติการรวมตัวกันเปนตะกอนขนาด
ใหญ  และคณุสมบัติการตกตะกอนลดลง  จึงอธิบายวาสวนประกอบของอาหารเหลวสูตร PVK 
บางชนิดมีผลตอการเกิด Bioflocculation ที่ลดลงของเชื้อ  เนื่องจากในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณขอ
ไออออนประจุบวกของ Ca2+  เปนสวนใหญ  แต Mg2+  มีปริมาณนอย  เพราะในอาหารเลี้ยงเชื้อมี
แหลงของ Mg2+  เพียงแหลงเดียวจาก MgSO4•7H2O  ซ่ึงมีปริมาณนอยมาก (0.1 กรัมตอลิตร)   

 
น
ี้ยงเชือ้เหลว NBRIP แสดงถึงความแตกตางทางดานสรีรวิทยาของเชื้อทั้งสองสายพันธุ  

และแสดงถึงความหลากหลายของแบคทีเรียกลุม  B. megaterium 
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ส  
 
ากการแยกแบคทีเรียไดจํานวน  344  ไอโซเลต จากดิน และหนิฟอสเฟตที่มีขายทาง

การคา  น
งการ

ร

าง

ากการศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของ B. megaterium ทั้ง  12  สายพันธุ  ที่
แยกจาก

50.6  
ุด  

ื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการคัดเลือก และการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยง
เชื้อตางส

าร

รุป

จ
ํามาศึกษาความสามารถในการละลายสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตรูปละลายยาก 

Ca3(PO4)2  บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งสูตร PVK และ NBRIP  พบวาแบคทีเรีย 12  ไอโซเลต  แสด
ละลายฟอสเฟตไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทัง้สูตร PVK และ NBRIP  จึงคัดเลือกแบคทีเรียกลุมนี้
สําหรับศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร PVK และ NBRIP  และจากกา
จําแนกชนิดแบคทีเรียทั้ง  12  ไอโซเลต  โดยวิธีการแบบดั้งเดิมประกอบดวย การตรวจสอบลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยา  คุณสมบตัิทางชีวเคมี  และสรีรวิทยาบางประการของเชื้อ  สามารถจัดจําแนก
ชนิดไดอยางชดัเจนวาเปน B. megaterium  ซ่ึงในที่นี้ไดแบงแยกออกเปนกลุมยอย ๆ ตาม
ความสามารถในการสรางหรือไมสรางกรดจากน้าํตาล D-xylose  และการสรางหรอืไมสร
เอนไซม urease 

 
จ
ดิน และหินฟอสเฟต  รวมกับแบคทีเรียจากแหลงเก็บเชื้อตาง ๆ  พบวาแบคทีเรีย 

Pseudomonas sp. สายพันธุ N11 แสดงการละลายฟอสเฟตไดปริมาณสูงสุด  มีคาเทากับ  4
และ  595.9  mg P L-1  ตามลําดับ  B. megaterium สายพันธุ C411  สามารถละลายฟอสเฟตไดสูงส
เมื่อเปรียบเทียบในกลุมของ B. megaterium และ Bacillus sp. ที่เลือกมาทดสอบ  และมีคาเทากับ  
216.4  และ  453.8  mg P L-1  ตามลําดับ  ซ่ึงจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดในอาหารเหลวทั้งสอง
สูตร  แสดงวาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียนั้นมีความแตกตางกันตามชนิดและสายพันธุของ
แบคทีเรีย  และจากการทดลองไดสนับสนนุสมมติฐานของการละลายฟอสเฟต ซ่ึงเกดิจากการสราง
และปลดปลอยกรดออกนอกเซลลของแบคทีเรีย  เนื่องจากคา pH ที่ลดลงในอาหารเลีย้งเชื้อ 

 
เม
ูตร  แสดงวาการศึกษาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียในอาหารเหลวมีประสิทธิภาพ

ดีกวาในอาหารแข็ง  เนื่องจากแบคทีเรียทีไ่มแสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งอาจสามารถ
ละลายฟอสเฟตไดในอาหารเหลว  และการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียสวนใหญทีเ่จริญในอาห
เหลวสูตร NBRIP แสดงประสิทธิภาพดกีวาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียชนิดเดียวกันที่เจริญ
ในอาหารเหลวสูตร PVK  ทั้งนี้สวนประกอบบางชนิดในสูตรอาหาร เชน yeast extract และ 
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ปริมาณแอมโมเนียม  อาจจะมีผลตอการละลายฟอสเฟตไดปริมาณมากหรือนอย  รวมท้ังการสราง
และปลดปลอยกรดออกนอกเซลลของแบคทีเรีย 

 
จากการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย คา pH และการละลายฟอสเฟต

ในอาหารเหลวแตละสูตร  พบวาแบคทเีรียแสดงการละลายฟอสเฟตไดดีเมื่อเชื้อเจริญเขาสูระยะ 
stationary phase  และผลไดแสดงวาคา pH ที่ลดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตรมีอิทธิพลตอการ
ละลายฟอสเฟตอยางชัดเจน 
 

นอกจากนี้ในการศึกษาพบวา B. megaterium สายพันธุ T1RP13  ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว NBRIP  สามารถเกิด Bioflocculation  ซ่ึงเปนอิทธิพลจากปจจยัทางสรีรวิทยาของเชื้อ  และ
สวนประกอบของอาหาร  ลักษณะดังกลาวนี้ไมพบวาเกดิใน B. megaterium สายพันธุ C411 ซ่ึงเปน
แบคทีเรียในยนีัสเดียวกัน  จงึแสดงใหเห็นถึงคุณสมบัติทางสรีรวิทยาทีแ่ตกตางและหลากหลายของ 
B. megaterium 

 
ดังนั้นจากการศึกษาแบคทเีรียละลายฟอสเฟตนี้ ไดสนับสนุนกลไกการละลายฟอสเฟต

ผานกลไกการสรางและปลดปลอยกรดออกนอกเซลล  เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงลดลงของคา pH  
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  โดยมีอิทธิพลหรือปจจยัอ่ืนเขามาเกี่ยวของ  และกระทบตอการละลายฟอสเฟต
ไดปริมาณมากหรือนอย ดังนี้ ชนิดและสายพันธุ  คุณสมบัติทางสรีรวิทยา  การเจริญของแบคทีเรีย  
รวมถึงสวนประกอบในสูตรอาหาร เปนตน 
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ขอเสนอแนะ 
 

ในการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตนี้อาจทาํการแยกเชื้อโดยการชั่งตวัอยางจากธรรมชาติที่
ตองการแยกเชือ้  ใสลงในอาหารเหลวสําหรับการศึกษาจลิุนทรียละลายฟอสเฟตโดยตรง  เพื่อเปน
การจํากัดการเจริญของจุลินทรียอ่ืนที่ไมสามารถเจริญในอาหารทดสอบได  และเปนวิธีการที่
สามารถแยกจลิุนทรียที่คาดวามีความสามารถในการละลายฟอสเฟตไดโดยตรง  และอาจมีการเติม
สารบางชนิด เชน antibiotic ลงในอาหารสําหรับการแยกเชื้อ  เพื่อจํากดัการเจริญของกลุมจุลินทรีย
ที่ไมตองการศกึษา  นอกจากนี้ควรแยกเชื้อโดยวิธีการ cross streak รวมกับวิธีการ spread เพื่อใหได
เชื้อปริมาณมากและมีความหลากหลาย 
 

จากการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย คา pH และการละลายฟอสเฟต  
แสดงใหเห็นวาสามารถลดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อจากเดมิ  7  วัน  ตามคําแนะนําของผูที่ไดเคยวิจัย
มากอนหนานี้  เหลือเพียง  1-3  วัน (ตามความเหมาะสมของชนิดแบคทีเรีย)  ซ่ึงจะชวยประหยดั 
เวลาการเลี้ยงเชื้อเพื่อศึกษาจลิุนทรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

 อาหารเลี้ยงเชือ้เหลานี้หลังเตรียมสวนผสมแลว นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส  ความดัน 15  ปอนด 

 
1.  Nutrient agar 
 Beef extract   3.0 กรัม 
 Peptone   5.0 กรัม 
 Agar 15.0 กรัม 
 น้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
 หมายเหต:ุ Nutrient broth คือ  Nutrient agar ที่ไมเติมวุน 
 
2.  Pikovskaya’s medium (Subba  Rao,  1993)  
 Glucose 10.0 กรัม 
 Ca3(PO4)2   5.0 กรัม 
 (NH4)2SO4   0.5 กรัม 
 KCl   0.2 กรัม 
 MgSO4•7H2O   0.1 กรัม 
 MnSO4•H2O   0.0002 กรัม 
 FeSO4•7H2O   0.0002 กรัม 
 Yeast  extract   0.5 กรัม 
 Agar 15.0 กรัม 
ปรับ pH ประมาณ  7.0  หลังการนึ่งฆาเชือ้ 
 
 
 
 
 



71 

3.  National Botanical Research institute’s Phosphate growth medium (Nautiyal, 1999) 
Glucose 10.0 กรัม 
Ca3(PO4)2   5.0 กรัม 
(NH4)2SO4    0.1 กรัม 
KCl   0.2 กรัม 
MgSO4•7H2O   0.25 กรัม 
MgCl2•6H2O   5.0 กรัม 
Agar 15.0 กรัม 
ปรับ pH ประมาณ  7.0  หลังการนึ่งฆาเชือ้ 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารและการวิเคราะห 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



73 

ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารและการวิเคราะหหา  available phosphorus (ทัศนีย และ จงรักษ, 2542: 37-40) 
 

1.  การเตรียมน้ํายาสําหรับตรวจวเิคราะหหาปริมาณฟอสเฟตใน culture filtrate 
 

1.1 สารละลาย A 
 

 Ammonium molybdate 12 กรัม 
 Antimony potassium tartate 0.2908 กรัม 
 5N H2SO4 1000 มิลลิลิตร 
 
เตรียมสารละลาย A  โดยใช ammonium molybdate  12  กรัมละลายในน้ํา deionized 

ปริมาตร  250  มิลลิลิตร  ละลาย antimony potassium tartate  0.2098  กรัมในน้ํา deionized ปริมาตร  
100  มิลลิลิตร  เอาสารละลายทั้งสองนี้ใสลงไปใน  5N H2SO4  ปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  ผสมให
เขากันและปรับปริมาตรเปน  2  ลิตร  เก็บไวในขวดแกว  ในสภาพที่มดื 

 
1.2 สารละลาย B 
 
 Ascorbic acid 1.056 กรัม 

 
 ละลาย ascorbic acid  1.056  กรัม  ในสารละลาย A  200  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  
สารละลาย B ที่เตรียมแลวจะตองใชทันที  และเก็บไวไดไมเกิน  24  ช่ัวโมง 
 

1.3 สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 
 
  KH2PO4 0.2195 กรัม 
 
 เตรียมโดยละลาย KH2PO4(A.R.)  0.2195  กรัม  ในน้ํากลั่น  จนมีปริมาตรครบ  1  ลิตร  
สารละลายมาตรฐานนี้จะมฟีอสฟอรัสอยู  50  มิลลิกรัมตอลิตร 
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2.  การวิเคราะหหาปริมาณของฟอสเฟตในตัวอยาง 
 

2.1 การทํากราฟมาตรฐานของสารละลายฟอสเฟต 
 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตใหมคีวามเขมขน  5  มิลลิกรัมตอลิตร  โดยนํา
สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตจากขอ  1.3  มาทําการเจือจางลง  10  เทา  จากนั้นดูดเอาสารละลายนี้
ปริมาตร  0, 1, 2, 3, 4  และ  5  มิลลิลิตร  บรรจุลงไปในขวดปริมาตรขนาด  25  มิลลิลิตร  เติมน้ํา
กล่ันลงไปจนมีปริมาตรประมาณ  20  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย B  ลงไป  4  มิลลิลิตร  เขยาใหเขา
กันแลวเติมน้ํากลั่นลงไปในขวดปริมาตรจนมีปริมาตรครบ  25  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  วางทิ้งไว
ประมาณ  10  นาที  แลวเร่ิมอานเปอรเซ็นต transmittance (%T) ของน้ํายานี้ดวย spectrophotometer 
ที่ความยาวคลื่น 882  นาโนเมตร  
 
 สรางกราฟมาตรฐานระหวางคาเปอรเซ็นต transmittance ที่อานไดจาก 
spectrophotometer  กับความเขมขนของฟอสเฟตในสารละลายมาตรฐาน  เพื่อใชเปรยีบเทียบหา
ปริมาณฟอสเฟตในตวัอยาง 
 

2.2 การวิเคราะหหาปริมาณฟอสเฟตในตวัอยาง 
  

 ใชตัวอยางประมาณ  1-10  มิลลิลิตร  ใสลงในขวดปริมาตรขนาด  25  มิลลิลิตร  เติม
น้ํากลั่นลงไปจนมีปริมาตรประมาณ  20  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย B  ลงไป  4  มิลลิลิตร  เขยาให
เขากันแลวเติมน้ํากลั่นลงไปในขวดปริมาตรจนมีปริมาตรครบ  25  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  วางทิ้ง
ไวประมาณ  10  นาที  แลวเร่ิมอานเปอรเซ็นต transmittance ของน้ํายานี้ดวย  spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น  882  นาโนเมตร   
 
 การที่จะพจิารณาวาควรจะใชปริมาณตัวอยางเทาใดนั้นขึ้นอยูกับปริมาณของฟอสเฟต
ที่มีอยูในตวัอยาง  ซ่ึงจะตองทดลองดูกอน  เชนใชปริมาณตัวอยาง  5  มิลลิลิตร  ปรากฎวาสีของ
ปฏิกิริยาเขมเกนิไปจนเกินกวาคาของกราฟมาตรฐาน กจ็ําเปนตองลดปริมาณของตัวอยางใหนอยลง  
หรืออาจจะตองเจือจางสารตัวอยางลงกอน 
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 การวัดสีของฟอสเฟตโดยวิธีนี้จะตองปรับคา pH ใหเปน  5.0  โดยใช p-nitrophenol  
0.25%  เปนดชันีบงชี้  ซ่ึงจะมีสีเหลืองในดาง  ไมมีสีในกรด 
 
 การคํานวณหาปริมาณของฟอสเฟตที่วิเคราะหไดเปน มลิลิกรัมฟอสเฟตตอลิตร  
คํานวณดังนี ้
 
  

 

ปริมาณฟอสเฟตในตวัอยาง 
(มิลลิกรัมฟอสเฟตตอลิตร) 

= 

 
 Z คือคาที่ไดจากกราฟมาตรฐาน 
 
หมายเหต:ุ กรณีที่ปริมาณฟอสเฟตใน culture filtr
filtrate กอนนาํมาตรวจวิเคราะห  ใหนําคาระดับค
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ภาพผนวกที่ 1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพัน
            คล่ืน 882  นาโนเมตร  กับความเข

 
 

  
Z  X            ปริมาตรสุดทาย (มิลลิลิตร) 

            ปริมาตรสารตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร)
ate มีปริมาณสูง  และไดทําการเจือจาง culture 
วามเจอืจางนั้นมาคํานวณดวย 

y = -0.7384x + 2.0011
R2 = 1

0.6 0.8 1 1.2

g P L-1
  

 
ธระหวางคาเปอรเซ็นต transmittance ที่ความยาว 
มขนของฟอสเฟตในสารละลายมาตรฐาน 
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