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การศึกษาความหลากหลายและประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus sp.  ในการละลาย
ฟอสเฟตอนินทรีย 

 
Diversity and Efficiency of Bacillus sp. on Inorganic Phosphate Solubilization 

 
คํานํา 

 
พื้นที่เกษตรกรรมของประเทศในปจจุบันกําลังอยูในสภาพเสื่อมโทรม  และถูกทําลาย  

เนื่องจากการจดัการที่ไมเหมาะสม  เปนเหตุใหผลผลิตทางการเกษตรตกต่ํา  การพัฒนาทาง
การเกษตรเพื่อเพิ่มผลผลิตจากการใชพืน้ที่เพาะปลูกอยางเหมาะสม  รวมถึงการปองกันและฟนฟู
สภาพเสื่อมโทรมของพื้นที่เกษตรกรรม  ใหกลับมีประสิทธิภาพดังเดิมนัน้เปนสิ่งจําเปนอยางยิ่ง  
หนึ่งในปจจยัที่ตองการการพัฒนาคือ  การเพิ่มความอุดมสมบูรณของดินที่เสื่อมโทรมจากการ
เพาะปลูกพืช  และการขาดแคลนธาตุอาหารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของพืชในดนิ เชน 
ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส  ซ่ึงเปนธาตุอาหารพืชหลักทีพ่บวามีการขาดแคลนคอนขางรุนแรงใน
ดิน  การใสปุยเคมีแตเพยีงอยางเดียวอาจไมคุมคาและใหประสิทธิผลที่ดีเพียงพอ  เพราะมีตนทุนสงู  
เนื่องจากประเทศไทยไมสามารถผลิตแมปุยใชเองได  จงึตองนําเขาปุยจากตางประเทศ  อีกทั้ง
แนวโนมการนําเขายังเพิม่ขึ้นทุกป  ทําใหตองสญูเสียเงินตราปละหลายหมื่นลานบาท  การนํา
เทคโนโลยีเกี่ยวกับปุยชนิดอืน่ เชน ปุยคอก ปุยหมัก ปุยพชืสด และปุยชีวภาพ  รวมทั้งการพัฒนา
วิธีการจัดการธาตุอาหารพืชแบบผสมผสาน  จากการใชทรัพยากรธรรมชาติที่มีภายในประเทศ เชน 
หินฟอสเฟต  กําลังเปนแนวทางหนึ่งในการเพิ่มความอุดมสมบูรณของดินอยางยั่งยนื (อาภารัตน, 
2549) 
 
 Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)  เปนกลุมจุลินทรียที่มีประโยชนในการสงเสริม
การเจริญเติบโตของพืช  ปรับปรุงคุณภาพดินและพืช  PGPB มีความหลากหลายทั้งจาํนวนชนิด 
และปริมาณ  พบทั่วไปในดนิทั้งที่ดํารงชพีอยางอิสระ  และอาศัยอยูตามสวนตาง ๆ ของพืชที่อยู
เหนือดนิ (epiphyte)  และภายในเนื้อเยื่อพชื (endophyte)  กิจกรรมของ PGPB เปนกลไกสําคัญที่
ชวยใหพืชเจริญเติบโตแข็งแรง  มีคุณภาพและผลผลิตเพิ่มขึ้น  กลไกนัน้มีอยูหลายลักษณะมีผลทั้ง
ทางตรงและทางออม  กลไกหนึ่งที่รูจักเปนอยางดแีละไดนํามาใชประโยชนอยางกวางขวางคือ  การ
เพิ่มธาตุไนโตรเจนในดินและพืช  จากแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศได เชน 



2 

Rhizobium, Azotobacter และ Azospirillum กลไกอื่นที่เปนประโยชนสําหรับพืช ไดแก  การ
สังเคราะหฮอรโมนพืช  การควบคุมจุลินทรียกอโรคพืช  และการละลายแรธาตุอาหารพืชในดนิให
อยูในรูปที่เปนประโยชน เชน ธาตุฟอสฟอรัส (Glick et al., 1999) 
 
 ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารพชืหลักที่สําคัญ  และพบวาในดินขาดแคลนธาตุนี้คอนขาง
รุนแรง  รองจากธาตุไนโตรเจน  การขาดแคลนธาตุนี้ในดินมีสาเหตุมาจากรูปของฟอสฟอรัสที่เปน
ประโยชนสําหรับพืช (HPO4

2-, H2PO4
-) มีปริมาณนอย  พืชไมสามารถดูดดึงไปใชประโยชนไดอยาง

เพียงพอ  ทั้งทีใ่นดินมีธาตุฟอสฟอรัสอยูปริมาณมาก  แตสวนใหญอยูในรูปที่พืชไมสามารถ
นําไปใชประโยชนได  สาเหตุเกิดจากฟอสฟอรัสเปนธาตุที่มีความวองไวในการเกดิปฏิกิริยาการ
ตรึง  การตกตะกอนทางเคมีสูง  และละลายออกมาไดยาก  ปจจยัที่มีอิทธิพลตอการตรึงและ
ตกตะกอนของธาตุฟอสฟอรัสในดินที่สําคัญคือ  ความเปนกรดเปนดางของดิน   นอกจากนี้ธาตุนี้ยงั
แพรกระจายไปสูรากพืชไดชา  เพราะการเคลื่อนที่ในดินนั้นต่ํา  พืชที่มรีะบบรากที่ไมแข็งแรง  
หรือไมสามารถชอนไชไปยงัแหลงที่มีธาตนุี้ละลายอยู  กจ็ะแสดงอาการขาดธาตุฟอสฟอรัส   
 
 หินฟอสเฟต  เปนหินแรที่พบในธรรมชาติ  และมีธาตุฟอสฟอรัสเปนองคประกอบสําคัญ  
หินฟอสเฟตทีพ่บสวนใหญอยูในรูปของแรอะพาไทต  แบงตามแหลงกาํเนิดออกเปน  3  ลักษณะ
คือ แบบหินอคันี แบบกวัโน และแบบหนิตะกอนภาคพื้นมหาสมุทร  แหลงหินฟอสเฟตที่พบใน
ประเทศไทย  มีขนาดเล็ก  พบตามถ้ํา  และเทือกเขาหินปนูในหลายจังหวัดของประเทศ  หิน
ฟอสเฟตที่พบสวนใหญเปนแบบกวัโน  ที่เกิดจากการสะสมของมูลคางคาว  หินฟอสเฟตเปน
วัตถุดิบสําคัญในการผลิตปุยเคมีฟอสฟอรัส  และสามารถนํามาใชเปนปุยเพิ่มธาตุฟอสฟอรัสในดิน
ไดโดยตรง  เพื่อทดแทนหรอืใชรวมกับปุยเคมีฟอสฟอรัส  เพราะมีราคาถูก  ปุยหินฟอสเฟตที่
เหมาะสมกับการนํามาใชเปนปุยควรมีปริมาณฟอสฟอรัสรูปที่เปนประโยชน (คิดในรูป P2O5) ไม
นอยกวา  3  เปอรเซ็นต  และมีปริมาณฟอสเฟตทั้งหมดไมนอยกวา  20  เปอรเซ็นต (ธงชัย, 2546: 
123-142)  ปุยหินฟอสเฟตทีใ่ชในการเกษตรมีอัตราการละลายของฟอสฟอรัสรูปที่เปนประโยชน
จากหนิฟอสเฟตคอนขางชา  และมีปริมาณนอย  จึงอาจไมเพียงพอกับความตองการของพืช  และ
พบวาพืชสามารถนําฟอสฟอรัสจากปุยเคมีหรือหินฟอสเฟตไปใชไดเพียง  10-25  เปอรเซ็นตของ
ฟอสเฟตที่ละลายน้ําไดเทานั้น  สวนทีเ่หลือจะถูกตรึงอยูในดินอยางรวดเรว็  พืชนําไปใชไดยาก 
(คณาจารยภาควิชาปฐพ,ี 2548: 294-306; Tisdale et al., 1985: 189-248)  ดังนั้นการใชจุลินทรียทีม่ี
ความสามารถละลายฟอสเฟตจากรูปที่ไมละลายใหกลายเปนฟอสเฟตในรูปที่เปนประโยชนสําหรบั
พืชจึงเปนอกีแนวทางหนึ่งทีไ่ดมีผูสนใจศกึษา   
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 จุลินทรียละลายฟอสเฟตมีหลายชนิด  แตที่มีความสําคัญไดแก  เชื้อราไมคอรไรซา  เปน
เชื้อราที่อาศัยอยูในรากพืชแบบพึ่งพาอาศยัซ่ึงกันและกนั  สวนของเสนใยเชื้อราจะชอนไชเขาไปใน
ดินชวยดดูธาตุอาหารโดยเฉพาะธาตุฟอสฟอรัส  ทําใหพืชที่มีเชื้อนี้อาศัยอยูไดรับธาตุฟอสฟอรัสใน
ปริมาณที่เพียงพอ  นอกจากนี้ไมคอรไรซายังชวยปองกันไมใหฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาถูกตรึง
โดยปฏิกิริยาทางเคมีของดิน  แตเชื้อราไมคอรไรซามีขอจํากัดที่ตองอยูกบัพืชอาศัยที่มคีวามจําเพาะ
เจาะจง  จึงยังไมสามารถเลี้ยงและเพิ่มปริมาณในอาหารเลีย้งเชื้อได  การผลิตเพื่อเพิ่มปริมาณของ
เชื้อจําเปนตองเพาะเชื้อในพชือาศัยและวัสดุปลูกที่เหมาะสมเทานั้น (มุกดา, 2547) 
 
 แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต (Phosphate Solubilizing Bacteria; PSB) ที่ถูกตรึงอยู
ในดิน และหนิแรในธรรมชาติใหอยูในรูปที่เปนประโยชนตอพืช  มีอยูหลายชนิด เชน Bacillus, 
Pseudomonas, Thiobacillus  โดยแบคทีเรียจะสรางและปลดปลอยกรดอินทรียออกมาละลาย
ฟอสฟอรัส (มุกดา, 2547)  จากขอมูลพบวา Bacillus  เปนแบคทีเรียทีม่ีศักยภาพสูงในการละลาย
ฟอสเฟต  พบไดในดินทัว่ ๆ ไป  และมีความเหมาะสมในแงของการนาํไปประยกุตใชกับ
ส่ิงแวดลอม  เพราะคุณสมบตัิการสราง endospore ซ่ึงทําใหมีความคงทนตอสภาพแวดลอมสูงกวา
เซลลปกติ  และปจจุบนัมีหลายประเทศใหความสนใจ  และนําเอาแบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพสูงใน
การละลายฟอสเฟต  มาผลิตเปนผงเชื้อจุลินทรียในรูปของปุยชีวภาพ (biofertilizer)  เชน  Bacillus 
megaterium var phosphaticum  ทั้งนี้อาจใชในลักษณะเชื้อผสมเพื่อเพิ่มความหลากหลายของธาตุ
อาหารพืช เชน Azotobacter sp. ซ่ึงเปนแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน  ขายเปนการคา 
 

งานวิจยันี้สนใจคัดเลือกและจัดจําแนกชนดิเชื้อ  Bacillus sp.  ที่แยกจากดิน  และหนิ
ฟอสเฟต  ที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตอนินทรียใหอยูในรปูที่เปนประโยชนสําหรับพืช  
และศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของเชื้อแตละสายพันธุในอาหารตางสูตร  เพื่อ
ประโยชนในการนําเชื้อไปประยุกตใชในงานดานตาง ๆ ตอไป เชน ดานการเกษตรในรูปของปุย 
จุลินทรีย 
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วัตถุประสงค 
 

1.   แยกและคัดเลือก Bacillus  sp.  ที่มีศักยภาพในการละลายฟอสเฟตอนนิทรียที่พืช
นําไปใชไมได  ใหอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนได  จากดนิและหินฟอสเฟต  ที่มี
จําหนายทางการคา   
 

2.   จําแนกชนิดแบคทีเรียที่มีความสามารถละลายฟอสเฟตโดยวิธีแบบดั้งเดิม 
 

3.   เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตอนินทรียของแบคทีเรียที่มี
ความสามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวตางชนิด  เพื่อหาวิธีการทีม่ีประสิทธิภาพ  
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การตรวจเอกสาร 
 

ความหลากหลายและประโยชนของจุลินทรียในทางการเกษตร 
 

จุลินทรียดินทีพ่บทั่วไปมหีลายประเภทประกอบดวย  แบคทีเรีย เชื้อรา แอคติโนมัยซิส  
โปรโตซัว สาหราย และไวรสั  จุลินทรียเหลานี้มีสวนสําคัญในวัฎจกัรธาตุตางๆ เชน วัฎจักร
คารบอน วัฎจกัรไนโตรเจน  และชวยในการยึดเกาะกนัของอนุภาคดิน  นอกจากนี้บริเวณรอบราก
พืช (rhizosphere) เปนอีกบริเวณหนึ่งที่พบจุลินทรียหลากหลายชนดิเขามาอาศัยอยูเปนจํานวนมาก  
เนื่องจากกิจกรรมของพืชที่บริเวณรากปลดปลอยสารที่เรียกวา root exudate ที่มีความสําคัญตอการ
กําหนดอาณาบริเวณรอบรากพืช  และชวยดึงดูดใหจุลินทรียเขามาอาศยัอยูบริเวณราก  เพราะสารนี้
เปนแหลงพลังงานและแหลงอาหารที่สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย (Barea et al., 2005)  กิจกรรม
ของจุลินทรียที่พบบริเวณรอบรากพืชยังชวยสงเสริมการเจริญพัฒนาของราก  และเพิ่มธาตุอาหาร
บางชนิดที่จําเปนสําหรับพชื เชน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส 

 
จุลินทรียเหลานี้ยังสามารถพบไดตามบริเวณสวนตาง ๆ ของตนพืช  โดยกลุมที่พบภายนอก

ตนพืชสวนที่อยูเหนือดิน เชน ใบ ดอก ผล และลําตน เรียกวา epiphyte (Lindow and Brandl, 2003)  
สําหรับชนิดทีพ่บอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพชื เรียกวา endophyte  เปนเชือ้ที่ไมกออันตรายใหกับพืช
และแยกไดจากเนื้อเยื่อพืช (Hallmann et al., 1997)  ชนิดของจุลินทรียที่พบจากทั้งสองแหลงมีความ
คลายคลึงกัน เชน Bacillus, Corynebacterium, Enterobacter, Erwinia, Micrococcus, Pseudomonas 
และ Xanthomonas เปนตน 

 
ดินและพืชเปนแหลงที่พบวามีความหลากหลายของจุลินทรียทั้งจํานวนชนิด  ปริมาณ  

เพราะแหลงทั้งสองเปนถ่ินอาศัยที่เหมาะสม  การเขามาอาศัยอยูรวมกันระหวางจุลินทรียกับพืช  
หรือระหวางจลิุนทรียกับจุลินทรีย  เกดิเปนสังคมสิ่งมีชีวิตที่มคีวามสมัพันธอยางหลากหลาย และ
สลับซับซอน เชน ความสัมพนัธแบบพึ่งพิงอาศัย  แบบแกงแยงแขงขัน  และแบบปรสติ  รูปแบบ
ความสัมพันธเหลานี้มีทั้งที่กอประโยชนและโทษตอกัน  อีกทั้งมีความสําคัญตอระบบนิเวศ  และ
ระบบการเกษตรอยางยิ่ง  เพราะชวยสงเสริมการเจริญพัฒนาของพืช  ปรับปรุงคุณภาพพืชและดิน 
(Barea et al., 2005)  
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การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียทางการเกษตรเปนการศึกษาถึงความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม ชนิด ปริมาณ โครงสราง หนาที่  และตดิตามบทบาทของจุลินทรียที่สามารถสงเสริม
การเจริญเติบโตและการพัฒนาของพืชในดานตาง ๆ  Shen (1997) ไดแบงบทบาทของจุลินทรีย
ในทางเกษตรออกเปน  3  กลุมหลัก  ประกอบดวยหนึ่ง Biofertilization เปนจุลินทรยีที่สามารถเพิ่ม
ความเปนประโยชนของธาตุอาหารพืช  Biocontrol agent เปนจุลินทรียที่ใชเพื่อควบคมุจุลินทรียกอ
โรคพืช  และ Biodegradation เปนจุลินทรยีที่สามารถกําจัดหรือยอยสลายสารพิษที่ตกคางในดิน 
เชน ยาฆาแมลง 

 
วิธีการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียมีหลายวิธีสรุปไดดังนี ้
 
วิธีดั้งเดิม (classical technique) 
 
การศึกษาจุลินทรียจากสิ่งแวดลอมแบบดั้งเดิมอาศัยลักษณะทางสณัฐานวิทยา  สมบัติทาง

สรีรวิทยา  ประเมินจาํนวนชนิดและปริมาณ  โดยวิธี Plate Counting Technique, Most Probable 
Number (MPN) หรือ direct count  วิธีการเหลานี้จําเปนตองเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารสงัเคราะห
สําหรับเลี้ยงจลิุนทรีย  ซ่ึงอาจใชเวลานาน  และวิธีการนี้อาจใหผลการวเิคราะหที่ผิดพลาด  เนื่องจาก
ปจจุบันยังไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียชนิดใดที่สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรียจากธรรมชาติไดทุก
ชนิด  จึงไมสามารถศึกษาจํานวนชนิดและปริมาณที่แทจริงของจุลินทรียในธรรมชาตไิด  อยางไรก็
ตามการศึกษาโดยวิธีดั้งเดิมทําใหเขาใจถึงคุณสมบัติพื้นฐานของเชื้อ  และนําเอาคณุสมบัติเหลานีม้า
พัฒนาเปนชดุตรวจสอบในทางการคา  เพือ่ใชศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย   อีกทั้งเปน
วิธีการที่งาย สะดวกและรวดเร็วเชน BIOLOG® และ API system (Nannipieri et al., 2003) 

 
วิธีการศึกษาในระดับโมเลกลุ (Molecular technique) 
 
การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียในธรรมชาติในปจจุบันนยิมใชวธีิ

การศึกษาในระดับโมเลกุล (DNA และ RNA) เปนอยางมาก  เพราะไมจาํเปนตองเลี้ยงเชื้อ รวดเร็ว 
และวองไว  สามารถตรวจสอบความสัมพันธของจุลินทรียในระดับสปซีส และยีนสี  หรือ
ความสัมพันธระหวางจุลินทรียกับกลุมส่ิงมีชีวิตช้ันสูงได  วิธีการตรวจวิเคราะหมีอยูหลายวิธี เชน 
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)  วิธีการเหลานี้สวนใหญอาศยัวธีิการเบื้องตนในการทํา polymerase chain 
reaction (PCR)  และศกึษาความหลากหลายของจํานวนชนิดและปริมาณของจุลินทรยีในธรรมชาติ
จากความแตกตางของ “fingerprint” ที่ไดจากการวิเคราะหในระดับโมเลกุล  แตวิธีนีก้็มีขอเสีย เชน 
โครงสรางของยีนในแบคทีเรียมีหลาย operon อาจทําใหการทํา PCR  หรือการทํา cloning เกิดความ
ผิดพลาด  เกิดการซอนทับของแถบ DNA หรือ RNA pattern ทําใหการประเมินความหลากหลาย
ของจุลินทรียคลาดเคลื่อน (Kent and Triplett, 2002; Prosser, 2002) 
 

การวิเคราะหรูปแบบของ fatty acid 
 
การวิเคราะหรูปแบบและองคประกอบของ phospholipid fatty acid (PLFA) หรือ fatty acid 

methyl ester (FAME) เปนวธีิการหนึ่งที่นาํมาใชในการศึกษาความหลากหลายของจลิุนทรียใน
ธรรมชาติ  เนื่องจาก phospholipid เปนองคประกอบของผนังเซลลจุลินทรียที่พบไดทั้งในเซลลที่มี
ชีวิตและไมมชีีวิต  การเปลีย่นแปลงของ phospholipid profiles ยังสัมพันธกับความผันแปรของ
ความอุดมสมบูรณของกลุมส่ิงมีชีวิต  จึงสามารถนําขอมูลที่ไดจากการศึกษานี้มาอางอิงกับ
ฐานขอมูลของเชื้อบริสุทธิ์ที่ทราบ biosynthetic pathway แลว เชน MIDI, Newark และ Delaware 
(Nannipieri et al., 2003) 

 
จากความหลากหลายทางชวีภาพของจุลินทรียในธรรมชาติทั้งชนิด ปริมาณ  และกิจกรรม

ของจุลินทรีย  จึงไดนําเอาจุลินทรียมาใชประโยชนในทางการเกษตรอยางกวางขวาง  และเพื่อ
ทดแทนการใชสารเคมี ตัวอยาง Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium เปนตน เพราะ
เชื่อวามีความปลอดภัย  ไมเกิดการสะสมของสารเคมีตาง ๆ ในระบบหวงโซอาหาร  จุลินทรีย
สามารถเพิ่มจํานวนดวยตวัเองจึงนํามาใชซํ้าได  จุลินทรียเปาหมายไมพัฒนาความตานทานตอ 
จุลินทรียดวยกนัเองเหมือนกบัการใชสารเคมี  เปนมิตรตอส่ิงแวดลอมและระบบนิเวศ (Shen, 1997) 
 

จุลินทรียในธรรมชาติที่มีบทบาทสําคัญอยางยิ่งตอระบบนิเวศและการเกษตร  ในดานการ
สงเสริมการเจริญพัฒนาของพืช  และปรับปรุงคุณภาพดนิ เรียกวา Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria (PGPR)  เปนกลุมจุลินทรียที่มีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตและการพัฒนาของพืชทั้ง
ในทางตรงและทางออม (ตารางที่ 1)  PGPR มีความหลากหลายทั้งชนดิและปริมาณ  พบในดนิ
ทั่วไป  และตามบริเวณตาง ๆ ของพืช  ไดมีการศึกษาวิจยัเพื่อคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียเหลานี้จาก
ธรรมชาติ  การพัฒนาสายพนัธุ  ศึกษากลไกการทํางาน  และผลิตภัณฑจากจุลินทรีย  เพื่อนํามาใช
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ประโยชนทางการเกษตร (Glick, 1995; Glick et al., 1999; Hallmann et al., 1997; Lindow and 
Brandl, 2003)   
 
ตารางที่ 1  กลไกทางตรงและทางออมที่เกีย่วของในการสงเสริมการเจริญของพืชโดย 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 ตอการเจริญและพัฒนาของพืชมีอยูหลายกลไก (Glick et al., 1999)  
ไดแก 

 
การตรึงไนโตรเจนใหแกพืช  
 
แบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนแบงออกเปน free-living  bacteria และ symbiotic 

bacteria  แบคทีเรียกลุมแรกพบไดในดินทัว่ไป  และพบมากบริเวณรอบรากพืช  หรือสวนตาง ๆ 
ของตนพืช ไดแก Azotobacter, Azospirillum  แบคทีเรียกลุมนี้มีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน
ไดนอยกวาเชือ้แบคทีเรียกลุมหลัง  แตเปนประโยชนสําหรับการเพิ่มธาตุไนโตรเจนในดินทั่วไป  
สําหรับ symbiotic bacteria เปนกลุมที่พบอาศัยอยูอยางจําเพาะเจาะจงกับชนิดพืช  โดยเฉพาะ
ภายในปมรากหรือปมที่ลําตนของพืชตระกูลถ่ัว  แบคทีเรียกลุม Rhizobium จัดเปนแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนที่สําคัญในกลุมนี้  และมีประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนสูงมาก  จึงมีความสําคัญ
อยางยิ่งตอการเกษตรกรรม  เพราะชวยเพิ่มธาตุไนโตรเจนในดนิ  ปรับปรุงคุณภาพของดิน 
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การสังเคราะหและปลดปลอย siderophore 
 
ธาตุเหล็กเปนธาตุที่สําคัญสําหรับเซลลส่ิงมีชีวิตตาง ๆ  แตในดินธาตุเหล็กมักอยูในรูปที่

เซลลนําไปใชประโยชนไมได  อยางไรก็ตามพบวาแบคทเีรียบางชนิดสามารถสังเคราะหและ
ปลดปลอยสารที่เรียกวา siderophore  ซ่ึงมีสมบัติจําเพาะในการจับกับธาตุเหล็ก (Fe3+)  แลวนําเขาสู
เซลล  เพื่อใชประโยชนในกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล  จุลินทรียที่อาศัยอยูกับพืชและมีคุณสมบัติ
ดังกลาว  จึงชวยปกปองพืชจากจุลินทรียกอโรคพืชได  เนื่องจากจุลินทรียกอโรคพืชมีความสามารถ
ในการแขงขนั และนําธาตุเหล็กไปใชประโยชนไดนอยกวาจุลินทรียทีส่ามารถปลดปลอยสาร 
siderophore  

 
ความสามารถในการสังเคราะห phytohormones 
 
PGPR หลายชนิดสามารถสังเคราะห phytohormone ที่มีความสําคัญตอการเจริญพัฒนา 

และเกีย่วของกับกลไกการทํางานตาง ๆ ของเซลลพืช เชน auxin และ cytokinin  ตัวอยางเชน auxin 
ที่แบคทีเรียสังเคราะหขึ้นมีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตและการพัฒนารากของพืช  การศึกษาเกี่ยวกับ 
indoleacetic acid (IAA) ที่มีผลตอการสรางและประสิทธิภาพของ root nodules  โดย IAA ที่
แบคทีเรียสังเคราะหขึ้นมีอิทธิพลตอกระบวนการตอบสนองทางชีวภาพระหวางพืชกับ symbiotic 
bacteria ซ่ึงยังไมสามารถอธิบายความสัมพันธของกลไกนี้ไดอยางชัดเจน (Srinivasan et al., 1996) 
 

การละลายแรธาตุอาหารพืชใหอยูในรูปที่เปนประโยชน 
 
จุลินทรียหลายชนิดทั้งแบคทเีรีย และรา  สามารถละลายแรธาตุอาหารพืชที่ถูกตรึงหรือ

ตกตะกอนอยูในดินใหละลายออกมาอยูในรูปที่เปนประโยชนกับพืช เชน การปลดปลอยธาตุ
ฟอสฟอรัสที่ถูกตรึงอยูในดิน หรือหินฟอสเฟต  ใหอยูในรปูที่เปนประโยชนตอพืช เชน แบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, 
Agrobacterium, Micrococus, Aereobacter, Flavobacterium และ Erwinia (Rodríguez and Fraga, 
1999)  สําหรับเชื้อรา เชน mycorrhiza, Aspergilus และ Penicillium (Subba Rao, 1993; Tilak et al., 
2005) 
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การแขงขันระหวางจุลินทรยีกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น 
 
กลไกนี้นยิมนาํมาใชประโยชนในลักษณะของ biocontrol agent เพื่อปองกันจุลินทรียกอ

โรคพืช  หรือส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นที่เปนอันตรายกับพืช เชน แมลงศัตรูพชื  โดยอาศัยความสามารถใน
การเจริญแขงขันกันระหวางกลุมส่ิงมีชีวิต  เพื่อการครอบครองอาณาเขตและแหลงอาหาร PGPR ที่
สามารถเจริญไดดีกวาส่ิงมีชีวิตกลุมอ่ืนอาจปลดปลอยสารบางอยางไปยับยั้งการเจรญิของสิ่งมีชีวิต
เหลานั้น เชน สารปฏิชีวนะ กรดบางชนิด 

 
กลไกตาง ๆ ขางตนแสดงถึงประโยชนและความสําคัญของ PGPR ตอพืชและระบบ

การเกษตร  ซ่ึงจะเปนอกีทางเลือกหนึ่งของเกษตรกรในการใชประโยชนจากจุลินทรียที่มีอยูแลวใน
ธรรมชาติเปนปุยชีวภาพ  หรือปุยจุลินทรีย  เพื่อเพิ่มผลผลิตพืช  ความอุดมสมบูรณของดิน  ทดแทน
การใชปุยเคมี  และลดตนทนุการผลิตจากการซื้อปุยเคมอีีกทางหนึ่ง  เพราะเกษตรกรสามารถผลิต
ปุยชีวภาพใชเองได 
 

ฟอสฟอรัส 
 

ความสําคัญของฟอสฟอรัส 
 

ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารพชืที่สําคัญตอการเจริญเติบโตและความแข็งแรงของพืช  ทั้ง
สวนที่อยูเหนอืดินและราก (คณาจารยภาควิชาปฐพ,ี 2548: 294-306)  เนื่องจากฟอสฟอรัสมีบทบาท
สําคัญในการสะสมและถายทอดพลังงานของเซลลส่ิงมีชีวิตทุกชนดิ  และเปนองคประกอบของ
เซลล    พืชที่ขาดแคลนธาตฟุอสฟอรัสไมวาระยะใดของวงชีวิตจะแสดงความผิดปกติ  เจริญเติบโต
ชา  ลําตนแคระแกรน  การตดิดอกตดิผลต่ํา  คุณภาพของเมล็ดลดต่ําลง (Brady and Weil, 2002: 
592-621; Tisdale et al., 1985: 189-248)  ฟอสฟอรัสเกือบทั้งหมดที่พบในพืชมาจากดิน  แตพบวา
ปริมาณฟอสฟอรัสในดินที่อยูในรูปที่เปนประโยชนสําหรับพืชมีอยูนอยมาก  เมื่อเทยีบกับปริมาณ
ทั้งหมดในดิน  เนื่องจากฟอสฟอรัสในดินมีความสามารถในการเคลื่อนที่ต่ํา  ถูกตรึงและตกตะกอน
โดยปฏิกิริยาเคมีไดงาย  ปลดปลอยออกมาไดยาก 
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รูปของฟอสฟอรัสในดิน 
 

รูปของฟอสฟอรัสในดินแบงออกเปนสองรูปหลักคือ ฟอสฟอรัสอนินทรีย  เปนหนิแรที่
สะสม  หรือถูกตรึงอยูในดินในรูปของสารประกอบฟอสฟอรัสที่รวมตัวอยูกับธาตุอ่ืน เชน  
แคลเซียม  แมกนีเซียม เหล็ก อะลูมิเนียม และฟลูออรีน  รวมถึงไอออนอิสระของฟอสเฟตที่ละลาย
อยูในสารละลายดินและเปนประโยชนสําหรับพืช  อีกรปูหนึ่งคือ ฟอสฟอรัสอินทรีย ที่แขวนลอย
อยูในสารละลายดิน  หรือเปนองคประกอบของเซลลส่ิงมีชีวิต ไดแก inositol phosphate, phytic 
acid และ phospholipid   
 

การเปลี่ยนรูปของฟอสฟอรัสในดินระหวางรูปอนินทรีย และอินทรีย  เกี่ยวของกับปจจัย
หลายประการ ประกอบดวย ปจจัยทางชวีภาพจากกระบวนการ mineralization และ immobilization 
ของจุลินทรีย  และกิจกรรมของพืชที่บริเวณราก  รวมถึงอิทธิพลจากปจจัยทางกายภาพ  และทาง
เคมีของดิน ไดแก ปฏิกิริยาการตรึง  การตกตะกอน  และการดดูซับ (Hinsinger, 2001)  ซ่ึงอิทธิพล
จากปจจยัทั้งสามลวนสงผลกระทบตอปริมาณและรูปของฟอสฟอรัสในดิน  โดยเฉพาะรูปที่เปน
ประโยชนสําหรับพืชในสารละลายดินอยางมาก 

 
ฟอสฟอรัสอนินทรียในรูปทีถู่กตรึงหรือถูกดูดซับไวในดิน  และ/หรือฟอสฟอรัสอินทรียที่

สะสมอยูภายในเซลลส่ิงมีชีวิตจะเปนแหลงสํารองฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนสําหรบัพืชอยางชา ๆ  
โดยจะคอย ๆ ไดรับการปลดปลอยออกมาจากแหลงที่ตรึงฟอสฟอรัสไว  เมื่อมีสภาวะที่เอื้อตอการ
ปลดปลอย  หรือหลังจากที่เซลลส่ิงมีชีวิตถูกยอยสลาย 

 
ความเปนประโยชนของฟอสฟอรัสในดิน 

 
ฟอสฟอรัสในดินที่เปนประโยชนสําหรับพืชอยูในรูปของไอออนฟอสเฟตที่ละลายอยูใน

สารละลายดิน เรียกวา orthophosphate รูปที่สําคัญคือ HPO4
2- และ H2PO4

-  ความเขมขนของ
ฟอสเฟตในสารละลายดินมปีริมาณนอยกวา  1  ppm (Rodríguez and Fraga, 1999)  ซ่ึงถูกควบคุม
ปริมาณจากปจจัยทางกายภาพและเคมีของดิน  โดยเฉพาะอิทธิพลของคาความเปนกรดและดางของ
ดิน  ซ่ึงในสารละลายดินที่มสีภาพเปนกรดมีแนวโนมของฟอสเฟตสวนใหญเปน H2PO4

-  แตดินทีม่ี
แนวโนมเปนดางฟอสเฟตสวนใหญอยูในรูปของ HPO4

2-   และคาความเปนกรดและดางที่เหมาะสม
ตอการละลายของฟอสเฟตในดินควรมีคาอยูระหวาง  5.5  ถึง  7.0 (Sekhar and Aery, 2001)   
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การเพิ่มความอุดมสมบูรณของฟอสฟอรัสในดิน 
 

ธาตุฟอสฟอรัสในดินมกัพบอยูในรูปที่ไมเปนประโยชนสําหรับพืช เนือ่งจากธาตุนี้มคีวาม
วองไวตอปฏิกริิยาการตรึง การตกตะกอน และละลายไดยาก จึงทําใหพชืเกิดการขาดแคลน
ฟอสฟอรัส  ทั้งที่ในดนิมีปริมาณฟอสฟอรัสอยูมาก (กติตินันท, 2543)  นอกจากนี้พืชไมสามารถดูด
ดึงเอาฟอสฟอรัสไปใชประโยชนไดเต็มที่  เพราะฟอสฟอรัสแพรกระจายไปสูรากพืชไดชา  หรือ
รากพืชไมสามารถชอนไชไปยังแหลงที่มีธาตุนี้ละลายอยูได  โดยเฉพาะถาพืชนั้นมีระบบรากที่ไม
แข็งแรง 

 
การปรับปรุงความอุดมสมบรูณของฟอสฟอรัสในดินอยางเชน  การใสปุยเคมีซ่ึงเปนปุย

ฟอสเฟตรูปละลายงาย ไดแก ปุยซิงเกิลฟอสเฟต ปุยซุปเปอรฟอสเฟต ปุยแอมโมเนยีมฟอสเฟต 
และปุยทริปเปลฟอสเฟต  จะพบวามีปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดจากปุยประมาณ  10-25  
เปอรเซ็นตเทานั้น ที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนไดในทันที  อีกประมาณ  75-90  เปอรเซ็นตถูก
ตรึงอยูในดินอยางรวดเร็ว  และพืชนําไปใชประโยชนไดยาก (คณาจารยภาควิชาปฐพี, 2548: 294-
306; Tisdale et al., 1985: 189-248)  ในสภาพดินกรดฟอสเฟตมีแนวโนมที่จะถูกตรงึอยูกับธาตุ
เหล็ก อะลูมิเนยีม และแมงกานีส  เนื่องจากที่สภาวะความเปนกรดธาตเุหลานี้จะละลายออกมาอยูใน
รูปไอออนอิสระ  และทําปฏิกิริยากับไอออนฟอสเฟตไดดี  แตในสภาพดินที่เปนดางฟอสเฟตจะถกู
ตรึงไดงายโดยธาตุแคลเซียม  และแมกนีเซยีม (Hinsinger, 2001) 

 
วิธีการเพิ่มความเปนประโยชนของฟอสเฟตในดนิวิธีอ่ืนไดแก การปรับปรุงคุณสมบัติทาง

กายภาพของดนิ  การปรับคาความเปนกรดและดางของดนิใหอยูในระดบัที่เหมาะสม  เพื่อลด
ปฏิกิริยาการตรึงและตกตะกอนของฟอสเฟตในดนิ  การเพิ่มปริมาณฟอสเฟตอินทรีย  ปรับปรุง
วิธีการใสปุยฟอสเฟตโดยโรยปุยเปนแถวลกึในดินใกลแถวพืช (banding application)  และการใช
ปุยหินฟอสเฟต (กิตตินนัท, 2543; ปทมา, 2547: 119-177) 
 
หินฟอสเฟต  
 

หินฟอสเฟต  เปนสินแรธรรมชาติที่มีองคประกอบของธาตุฟอสฟอรัสอยูเปนจํานวนมาก  
โดยแรฟอสเฟตที่สําคัญคือ แรอะพาไทต มสูีตรทางเคมี Ca10(PO4)6(F,  Cl,  OH)2   
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แหลงแรฟอสเฟตในธรรมชาติมีหลายรูปแบบ  แบงตามลักษณะการเกดิไดเปน  3  แบบ คือ 
แบบหินอัคน ีซ่ึงเปนแรอะพาไทตที่เกิดรวมกับมวลหนิอัคคนีซับซอนชนิดหนิคารโบนาไทด  แบบ
ที่สองคือหินฟอสเฟต แบบกวัโน ที่มีลักษณะการเกิดแบบเคมีชีวภาพจากการสะสมของมูลนก มูล
คางคาว หรือซากกระดกูสัตวในทะเลตางๆ  และสุดทายหินฟอสเฟต แบบหินตะกอนภาคพื้น
มหาสมุทร ซ่ึงเกิดจากการสะสมและตกตะกอนของสารละลายฟอสเฟตที่ผุพังสลายตัวโดย
กระบวนการทางธรรมชาติ  พบในภาคพื้นมหาสมุทรบริเวณไหลทวีป (upwelling  zone)  และเปน
แหลงสํารองหนิฟอสเฟตที่สําคัญ  เนื่องจากมีคุณภาพและปริมาณมาก  จึงมีความสําคญัตอการ
นํามาใชประโยชนในดานตาง ๆ (สุวิชช และ พิทักษ, ม.ป.ป.)
 

หินฟอสเฟตสวนใหญที่นํามาใชประโยชนแลว  พบวารอยละ  90  ใชในอุตสาหกรรม
ปุยเคมี  ที่เหลือนํามาใชในอุตสาหกรรมอื่นๆ  เชน  การผลิตอาหารสัตว  อุตสาหกรรมเคมีภัณฑ 
ตาง ๆ (Zapata and Roy, 2004) 
 
แหลงแรฟอสเฟตในประเทศไทย 
 

แหลงหินฟอสเฟตที่มีการสํารวจพบในประเทศไทยเปนแหลงแรฟอสเฟตแบบกวัโน  ซ่ึง
ไดจากการสะสมของมูลคางคาว  พบตามถ้าํและเทือกเขาหินปูน มีขนาดเล็กและปริมาณนอย  จึงไม
สามารถพัฒนาใหเปนแหลงแรฟอสเฟตทีม่ีศักยภาพสําหรับอุตสาหกรรมการผลิตปุยขนาดใหญ    
แหลงแรฟอสเฟตแบบกวัโนพบไดหลายจังหวัดของประเทศไทย เชน ราชบุรี กาญจนบุรี เพชรบูรณ  
แพร ลําพูน สุโขทัย เลย กระบี่ สุราษฎรธานี และภูเก็ต (อาภารัตน, 2549)  
 
ปุยหินฟอสเฟต
 

ปุยหินฟอสเฟตเปนการนําหนิฟอสเฟตมาบดและใสลงดิน  เพื่อใชเปนปุยสําหรับเพิ่มธาตุ
ฟอสฟอรัสในดินโดยตรง  หนิฟอสเฟตที่เหมาะสมตอการนํามาใชเปนปุยควรมีปริมาณฟอสเฟต
ทั้งหมดกวา  20  เปอรเซ็นต  และมีปริมาณฟอสเฟตที่เปนประโยชนสําหรับพืช (คิดในรูป P2O5) ไม
นอยกวา  3  เปอรเซ็นต  จึงจะเหมาะสําหรับการใชเปนปุยหินฟอสเฟต (ธงชัย, 2546: 123-142)   

 
การใชหินฟอสเฟตเปนปุยพบวามีขอดี ไดแก สามารถใชเปนปุยไดโดยตรง  มีราคาถูก  

ประหยดั  ไมมีผลกระทบตอส่ิงแวดลอม  และเปนแหลงธาตุอาหารอื่นที่จําเปนสําหรับพืช  สวน
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ขอเสียบางประการของปุยหนิฟอสเฟตที่อาจจะไมเหมาะสําหรับนําไปใชกับระบบพืชและดินบาง
ชนิด  เนื่องจากปุยหนิฟอสเฟตเปนปุยประเภทละลายชา  จึงอาจไมเหมาะจะนําไปใชกับพืชที่มี
ระยะการเพาะปลูกสั้น  อีกทั้งไมคอยละลายในดินที่มีสภาพเปนกลาง หรือดางทําใหประสิทธิภาพ
ของปุยลดลง  นอกจากนี้ปุยหินฟอสเฟตยงัมีองคประกอบของธาตุอาหารพืชที่แตกตางกันตาม
แหลงที่มา  ทําใหคุณภาพและความเปนประโยชนของฟอสเฟตที่มีตอพืชไมแนนอน (อาภารัตน, 
2549)  ดังนั้นการนําหินฟอสเฟตมาใชเปนปุยโดยตรง  จึงควรคํานึงถึงปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพ  
และความเปนประโยชนของฟอสเฟตที่มีตอพืช  ซ่ึงมีอยูดวยกันหลายประการ ไดแก ปริมาณ
ฟอสเฟตที่เปนประโยชนทีถู่กปลดปลอยออกมาจากหนิฟอสเฟต  ความแปรปรวนจากขนาดของ
หินฟอสเฟต  เกรดของปุยหนิฟอสเฟต  คณุสมบัติของดนิทั้งทางกายภาพและเคมีของดินแตละ
ระบบ  สภาพอากาศ  ชนิดของพืช  การจัดการภายในระบบการเกษตร  และวิธีการใสปุย  เปนตน 
(Zapata and Roy, 2004) 
 

จากแนวทางการเพิ่มความอดุมสมบูรณของธาตุฟอสฟอรัส  และการแกปญหาความไมเปน
ประโยชนของฟอสฟอรัสในดินที่เกดิขึ้น  โดยการเลือกใชปุยฟอสเฟตรปูละลายงาย  ซ่ึงมี
ประสิทธิภาพดี  แตราคาแพง  และ/หรือการเลือกใชปุยหินฟอสเฟตทีม่ีราคาถูก  ใชไดงาย  แตไมมี
ความแนนอนในเรื่องประสทิธิภาพของปุย  ดังนัน้เพื่อใหเกิดความคุมคาและประโยชนสูงสุด  จึงได
มีการศึกษาเพือ่หาแนวทางอืน่ที่จะสามารถเพิ่มความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัสในดินได
อยางมีประสิทธิภาพ  ทั้งจากแรฟอสฟอรัสที่มีอยูแลวในดิน  หรือจากปุยฟอสเฟต  แนวทางหนึ่งที่
ไดรับความสนใจ  และมีการศึกษาวจิัยอยางมากคือ  การใชจุลินทรียที่มีบทบาทในการชวยปรับปรุง  
และเพิ่มธาตุฟอสฟอรัสที่เปนประโยนชในดิน  หรือที่เรียกวา จุลินทรยีละลายฟอสเฟต (Phosphate 
Solubilizing Microorganisms)  จุลินทรียละลายฟอสเฟตมีหลายชนดิทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และ 
แอคติโนมัยซิส  จุลินทรียเหลานี้พบไดทัว่ไปในดนิ เชน Bacillus, Pseudomonas, Aspergillus, 
Penicillium (Subba Rao, 1993)   
 

การศึกษาความสามารถและประสิทธิภาพในการปลดปลอยธาตุฟอสฟอรัสในรูปที่เปน
ประโยชนสําหรับพืชโดยจลิุนทรียละลายฟอสเฟตมีอยูอยางกวางขวาง  ทั้งการแยกและคัดเลือก 
จุลินทรียจากธรรมชาติ  ศึกษาบทบาทและกลไกการละลายฟอสเฟตของเชื้อ  การปรับปรุงสายพันธุ  
ศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของเชื้อในระดับหองปฏิบัติการ  และ/หรือการนําเชื้อไปใช
กับพืชโดยตรง  ทั้งการใชจลิุนทรียละลายฟอสเฟตผสมรวมกับเชื้อชนดิอื่น  เพื่อการเพิ่มธาตุอาหาร
พืชหลากหลายชนิด  การใชเชื้อละลายฟอสเฟตรวมกับหินฟอสเฟต และ/หรือปุยอินทรียประเภท
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ตาง ๆ เปนตน (Arcand and Schneider, 2006; Gyaneshwar et al., 2002; Kucey et al., 1989; 
Rodríguez and Fraga, 1999) 
 

Phosphate Solubilizing Microorganisms (PSMs) 
 

PSMs เปนกลุมจุลินทรียทั้งแบคทีเรียและเชื้อราที่มีความสามารถในการละลายแรธาตุ
ฟอสฟอรัสในรูปสารประกอบอนินทรียที่ถูกตรึงในดนิ  ใหละลายออกมาอยูในรูปทีพ่ืชสามารถ
นําไปใชประโยชนได (อาภารัตน, 2549)  ซ่ึงจะชวยสงเสริมการเจริญของพืช  และเพิ่มธาตุ
ฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนในดิน  จุลินทรียละลายฟอสเฟตเปนที่รูจกัและนํามาใชประโยชนตั้งแต
ชวงทศวรรษที่ 1950’s ในประเทศรัสเซียและประเทศแถบยุโรปตะวนัออก  โดยนําแบคทีเรียละลาย
ฟอสเฟต B. megaterium var phosphaticum มาใชเพื่อเพิม่ความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัส
ในดิน  และใชช่ือทางการคาวา phosphobacterrin (Kudzin and Yaroshevich, 1962; Kvaratskheliya, 
1962; Menkina, 1963)  ผลจากการใชเชื้อนี้พบวาสามารถเพิ่มผลผลิตพืชได  10% (Mishustin and 
Naumova, 1962)  Subba Rao(1993)  ไดรวบรวมรายงานและสรุปการใชประโยชนจาก 
phosphobacterin รวมถึงแบคทีเรียชนิดอื่น เชน B. polymyxa, B. pulvifaciens และ P. striata  ใน
ประเทศอินเดยี  พบวาแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่กลาวมาสามารถเพิ่มผลผลิตพืชหลายชนิด 
 

PSMs แบงออกเปน  2  กลุม (มุกดา,  2547)  ดังนี ้
 
1.  กลุมจุลินทรียที่ชวยดูดซบัธาตุฟอสฟอรัสใหกับพืช ไดแก เชื้อราไมคอรไรซา เปนเชื้อรา

ที่อาศัยอยูในรากพืชแบบพึ่งพาอาศัยซ่ึงกันและกัน  สวนของเสนใยเชื้อราจะชอนไชเขาไปในดนิ
ชวยดดูธาตุอาหาร โดยเฉพาะธาตุฟอสฟอรัส  ทําใหพืชที่มีเชื้อนี้อยูไดรับธาตุฟอสฟอรัสในปริมาณ
ที่เพียงพอ  นอกจากนี้ไมคอรไรซายังชวยปองกันไมใหฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาถูกตรึงโดย
ปฏิกิริยาทางเคมีของดิน  แตเชื้อราไมคอรไรซามีขอจํากัดที่ตองอยูกบัพืชอาศัยที่มคีวามจําเพาะ
เจาะจง  จึงยังไมสามารถเลี้ยงและเพิ่มปริมาณในอาหารเลีย้งเชื้อได  การผลิตเพื่อเพิ่มปริมาณของ
เชื้อจําเปนตองเพาะเชื้อในพชือาศัยและวัสดุปลูกที่เหมาะสมเทานั้น 

 
2.  จุลินทรียยอยสลายหินฟอสเฟต  เปนแบคทีเรียที่สามารถทําใหหินฟอสเฟตละลายเปน

ประโยชนตอพืช (Phosphate Solubilizing Bacteria; PSB) มีอยูหลายชนิด  กิจกรรมของจุลินทรีย
พวกนี้จะชวยยอยละลายหนิฟอสเฟตใหอยูในรปูที่เปนประโยชนแกพืชเชน  Bacillus, 
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Pseudomonas, Thiobacillus  จุลินทรียเหลานี้จะสรางกรดออกมาละลายฟอสฟอรัส  ปริมาณที่
ละลายออกมาจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย  ซ่ึงจะเห็นวา  Bacillus  sp.  จัดเปนกลุม
ที่นาจะมีศกัยภาพสูงกวาแบคทีเรียอ่ืน  ในแงการนําไปประยุกตใชกับสิง่แวดลอม  เนือ่งจาก
คุณสมบัติการสราง endospore  ซ่ึงทําใหมคีวามคงทนตอสภาพแวดลอมสูงกวาเซลลปกติ   

 
จุลินทรียละลายฟอสเฟตพบไดทั่วไปในธรรมชาติ  มีปริมาณและการกระจายแตกตางกัน  

ซ่ึงธงชัย และคณะ (2533) ไดศึกษาปริมาณและการกระจายของจุลินทรียที่สามารถละลายฟอสเฟต
ในดินตาง ๆ พบวาในชุดดนิรอยเอ็ด บางเลน กําแพงแสน และเสนา  พบปริมาณแบคทีเรียและเชื้อ
ราที่สามารถละลายฟอสเฟตไดปริมาณแตกตางกัน  โดยปริมาณแบคทเีรียทั้งหมดทีพ่บในชุดดิน
รอยเอ็ด บางเลน กําแพงแสน และเสนา คิดเปน  15.25, 13.36, 6.16  และ  33.33  เปอรเซ็นต
ตามลําดับ  ปริมาณเชื้อราที่พบในชุดดินตาง ๆ คิดเปน  51.49, 5.34, 29.73  และ  33.37  เปอรเซ็นต
ตามลําดับ  นอกจากนี้การศึกษาตัวอยางชุดดินรอยเอ็ดในดินนาและดนิดอนที่ระดับความลึก
แตกตางกันสองระดับ  พบวาในดินชั้นบนสามารถพบปริมาณแบคทเีรียและเชื้อราที่ละลายฟอสเฟต
ไดมากกวาในดินระดับลึกลงไป  และในดนินาจะพบปรมิาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตมากกวาใน
ดินดอน  ขณะที่ในดนิดอนมแีนวโนมพบเชื้อราละลายฟอสเฟตมากกวาในดนินา  ซ่ึงอิทธิพลของ
ชนิดดินและการเขตกรรมที่แตกตางกันมผีลตอปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในดิน (ธงชัย, 
2546: 123-142) 

 
จุลินทรียละลายฟอสเฟตในธรรมชาติพบวามีรายงานการแยกเชื้อจากดนิ และบริเวณรอบ

รากพืช  ดังแสดงในตารางที่ 2  และแสดงใหเห็นวามีทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และแอคติโนมัยซิส  
แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตไดมีหลากหลายชนิด  สวนเชื้อราทีพ่บสวนใหญเปนพวก 
Aspergillus  และ Penicillium  โดยเชื้อที่แยกไดจาก rhizosphere มีประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟตสูงกวาเชื้อที่แยกจาก non-rhizosphere  โดยแบคทีเรีย Bacillus และ Pseudomonas เปน
กลุมเชื้อที่มีศักยภาพสูงในการละลายฟอสเฟต (Tilak et al., 2005)  แตเชื้อราจะมีประสิทธิภาพใน
การละลายฟอสเฟตไดดกีวาแบคทีเรีย (Arcand and Schneider, 2006) 
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การแยกและคัดเลือกจุลินทรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต 
 

การแยกและคดัเลือกจุลินทรยีที่สามารถละลายฟอสเฟตและการหาปริมาณการละลายของ
ฟอสเฟตของจลิุนทรียละลายฟอสเฟตนิยมใชฟอสเฟตรูปละลายยาก (insoluble inorganic 
phosphate) เปนแหลงฟอสเฟต เชน ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) หินฟอสเฟต  หรือ 
อะพาไทต เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน Pikovskaya’s medium  ทําการแยกเชื้อบนอาหารแข็งที่เติม
วุน  โดยวิธี plate screening method  สังเกตการสรางบริเวณใสรอบโคโลนีของเชื้อที่สามารถละลาย
ฟอสเฟตได  ศึกษาการละลายและหาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลว (liquid culture)   
 

จากรายงานการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตบนอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง  พบรายงานการ
สูญเสียคุณสมบัติการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งของแบคทีเรีย  Sperber (1958a) รายงานวา
แบคทีเรียที่แยกจาก rhizosphere ประมาณ  30-40  เปอรเซ็นต  และประมาณ  50  เปอรเซ็นตที่แยก
จากดิน  สูญเสยีความสามารถในการละลายฟอสเฟตในรปู อะพาไทต  ภายหลังทําการทดสอบบน
อาหารแข็งในครั้งตอไป  และหลังจากถายเชื้อผานไปจํานวน 6  คร้ัง  คงเหลือแบคทีเรียที่แสดงการ
ละลายฟอสเฟตไดอีกเพียงเลก็นอย  ในขณะที่ Kucey (1983) พบวาแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่แยก  
จากดินมีแนวโนมในการสญูเสียคุณสมบัติการละลายฟอสเฟตเชนกัน  แตไมพบการเปลี่ยนแปลง
คุณสมบัตินี้ในเชื้อรา   
 

วิธีการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตที่กลาวมาคอนขางใชเวลาในการบมเลี้ยงเชื้อนาน  
ตอมาจึงไดมีผูที่พยายามปรับปรุงสูตรอาหาร เพื่อการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตไดรวดเรว็และมี
ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ดังตวัอยาง   
 

Gupta et al. (1994) ปรับปรุงสูตรอาหาร Pikovskaya agar medium  เพื่อความรวดเร็วใน
การตรวจหาจลิุนทรียที่สามารถละลายฟอสเฟตไดบนอาหารแข็ง  โดยเติม bromophenol blue เปน
ดัชนีบงชี้การเกิดกรด (indicator) มีชวง pH  3.0-4.6  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และสังเกตการสราง
บริเวณใสสีเหลืองรอบโคโลนีของเชื้อ  เนือ่งจากการละลายฟอสเฟตและการเปลี่ยนสีของ indicator 
เกิดจากการลดลงของคา pH  เมื่อเชื้อสรางกรด  และสรุปวาวิธีนี้ใหผลดีกวาการสังเกตบริเวณใสใน
อาหาร Pikovskaya medium  แบบเดิม 
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ตารางที่ 2  การแยกเชื้อจุลินทรียจากแหลงตาง ๆ ในธรรมชาติ  และชนดิของเชื้อที่สามารถละลาย 
                  ฟอสเฟต 
 

อางอิง แหลงคัดแยก 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. 
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ตารางที่ 2  (ตอ)  
  
อางอิง แหลงคัดแยก 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) ไดปรับปรุงอาหารเลี้ยงเชือ้สูตร National Botanical Research Institute’s  
Phosphate growth medium (NBRIP)  เพื่อการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตในดิน  จากการศึกษา
พบวาอาหารเหลวสูตรปรับปรุงนี้มีประสิทธิภาพในการแยกจุลินทรียสูงกวาการแยกจุลินทรีย
ละลายฟอสเฟตดวยอาหารเหลว Pikovskaya’s medium ถึง  3  เทา  แตจากการเปรยีบเทียบ
ประสิทธิภาพการแยกจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตรดวยวิธี plate assay  พบวาใหผลการ
แยกเชื้อไมแตกตางกัน  และตอมา Mehta and Nautiyal (2001)  ไดปรับปรุงสูตรอาหาร  NBRIP  
โดยเติม bromophenol blue  เพื่อความรวดเร็วในการแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 
 
 Rodríguez and Fraga (1999) กลาวถึงขอเสียของการหาปริมาณฟอสเฟตใน culture filtrate 
ที่ใชฟอสเฟตรปูละลายยากเปนแหลงฟอสเฟตวา  วิธีการนี้ไมไดคํานึงถึงปริมาณฟอสเฟตที่เซลล
นําไปใชประโยชนระหวางการเจริญ  และความแตกตางของฟอสเฟตระหวางอัตราการปลดปลอย
กับการนําเขาสูเซลล อาจมีผลตอประสิทธิภาพการละลายของฟอสเฟตและปริมาณฟอสเฟตที่ตรวจ
วิเคราะหได  เนื่องจากชวงทีเ่ซลลมีอัตราการนําฟอสเฟตเขาสูเซลล  ปริมาณฟอสเฟตในอาหารจะ
ลดลง  และเมือ่อัตราการนําฟอสเฟตเขาสูเซลลลดลง เชน ระยะที่เซลลเขาสูชวง stationary phase 
ระดับของฟอสเฟตในอาหารจะเพิ่มขึ้น  
 
กลไกการละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย 
 

การละลายฟอสเฟตโดยจุลินทรียมีกลไกหลักที่สําคัญคือ  การสรางและปลดปลอยกรด
อินทรีย (organic acid) ออกนอกเซลล  และการลดลงของคาความเปนกรดและดาง (pH) ของ
สภาพแวดลอม  กรดอินทรยีที่จุลินทรียสรางและปลดปลอยออกมามีหลายชนิด เชน acetic, 
gluconic, 2-ketogluconic, lactic, malonic, oxalic และ succinic acid (Rodríguez and Fraga, 1999) 
จากตารางที่  3  แสดงชนิดของกรดอินทรียใน culture filtrate ที่เกี่ยวของกับการละลายฟอสเฟตจาก
แบคทีเรียหลายชนิด  สังเกตวากรดอินทรยีที่เชื้อแตละชนดิสรางและปลดปลอยออกมามีความ
คลายคลึงกัน  แตกตางกันบางที่จํานวนชนดิของกรดที่สามารถวิเคราะหได  นอกจากนีเ้ชื้อชนิด
เดียวกันอาจผลิตกรดที่เหมือนหรือตางชนดิกัน  ซ่ึงอาจจะขึ้นอยูกับอาหาร  สภาวะการเลี้ยงเชื้อ  
และวิธีการวิเคราะห  ผลจากตารางที่  3  ช้ีใหเห็นวาชนดิของกรดอินทรียที่พบวาแบคทีเรียสรางและ
ปลดปลอยออกมามากที่สุดสามอันดับแรกคือ succinic, citric และ lactic acid 
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ตารางที่ 3  ชนิดของกรดอินทรียที่พบใน culture filtrate ภายหลังการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว   
 
แบคทีเรีย ชนิดกรดอนิทรีย แหลงฟอสเฟต อางอิง 
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  (ตอ)   
 
แบคทีเรีย ชนิดกรดอนิทรีย แหลงฟอสเฟต อางอิง 
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) 

 
กลไกการปลดปลอยฟอสเฟตที่ถูกดูดซับหรือตกตะกอนอยูกับธาตุโลหะประจุบวกของ

กรดอินทรีย  เกิดจากการแขงขันกันระหวางไอออนประจลุบของกรดอินทรียกับฟอสเฟต  ในการ
ทําปฏิกิริยากับไอออนโลหะประจุบวก เชน Ca2+ , Mg2+, Fe3+ และ Al3+  โดยไอออนประจุลบของ
กรดอินทรียสามารถทําปฏิกิริยาเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่มีเสถียรภาพมากกวา  และทําให
ฟอสเฟตที่จับยึดอยูกับโลหะประจุบวกถกูปลดปลอยออกมาและอยูในรูปที่เปนประโยชนสําหรับ
พืช (Wityakorn, 2004)  ดังแสดงในภาพที ่1  นอกจากบทบาทในการเพิ่มธาตุอาหารพืชของกรด
อินทรีย  โดยเฉพาะอยางยิ่งธาตุอาหารพืชที่เคล่ือนที่ไดยากอยาง เชน ฟอสฟอรัส  พบวากรดอินทรีย
มีบทบาทในการลดความเปนพิษของธาตโุลหะหนกับางชนิดใหกับพชืในดิน เชน อะลูมิเนียม และ
สังกะสี (Jones, 1998; Ryan et al., 2001) 
 

นอกจากการสรางและปลดปลอยกรดอินทรียออกมาละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย  พบ
รายงานการละลายฟอสเฟตจากแบคทีเรียทีส่ามารถสรางกรดอนินทรยีบางชนิด เชน กรดซัลฟุริค 
ของเชื้อ Thiobacillus  ซ่ึงสงผลตอสภาพความเปนกรดดางของดิน  ทําใหดนิมีสภาพเปนกรด  และ
เหมาะสมตอการละลายของธาตุฟอสฟอรัส (Kucey et al., 1989; Otero et al., 1995; Stamford et al., 
2003) 
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ภาพที่ 1  ปฏิกิริยาการปลดปลอยฟอสเฟตที่จับยึดอยูกับเหล็ก  ใหอยูในรูปที่เปนประโยชน 
  หลังจากที่ไอออนประจุลบของกรดอินทรีย Oxalic ทําปฏิกิริยากับเหล็ก  เกิดเปน 
  สารประกอบเชิงซอนที่มีเสถียรภาพกวา  

ที่มา: ปทมา (2547: 119-177) 
 

แมวาการสรางและปลดปลอยกรดอินทรยีของจุลินทรียซ่ึงเปนกลไกหลักที่สําคัญ  และเปน
ที่ยอมรับโดยทั่วไปวาเกีย่วของกับการละลายฟอสเฟต  Roos and Luckner (1984) และ Illmer and 
Schinner (1992)  ไดเสนอวากลไก proton exchange mechanism  เปนอีกหนึ่งกลไกทีส่ามารถ
ปลดปลอยฟอสเฟตไอออนจากแหลงฟอสเฟตอนินทรียได  แตกระนั้นการละลายของฟอสเฟตโดย 
จุลินทรียก็มีความซับซอนที่อาจจะมีปจจัยอ่ืนเขามาเกีย่วของอีก เชน สรีรวิทยาของเชือ้ การเจริญ   
สภาวะการเพาะเลี้ยงเชื้อ และอาหาร (Cunningham and Kuiack, 1992)  อีกทั้งมีรายงานการละลาย
ฟอสเฟตของจลิุนทรียซ่ึงไมสัมพันธกับการลดลงของคาความเปนกรดดางของสิ่งแวดลอมดวย เชน 
จากรายงานการวิจัยของ Asea et al. (1988); Banik and Dey (1982); Gaur et al. (1973); Kucey et 
al. (1989); Mehta and Bhide (1970) และ  Sperber (1958a) 
 

ประโยชนจากการศึกษาจุลินทรียที่พบในธรรมชาติ  และมีประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟต  สามารถนําเชื้อเหลานี้มาพัฒนา  ปรับปรุงสายพันธุ  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ  และ/หรือ
นําไปประยุกตใชดานการเกษตรในรูปของปุยชีวภาพ  สําหรับเพิ่มธาตฟุอสฟอรัสใหแกพืชและดนิ  
ดวยคณุสมบัตทิี่โดดเดนในการเพิ่มความเปนประโยชนของหินฟอสเฟตคุณภาพต่ํา  ใหสามารถ
ละลายและปลดปลอยฟอสฟอรัสรูปที่เปนประโยชนเพิม่ขึ้น  ซ่ึงจะชวยปรับปรุงคุณภาพของธาตุ
ฟอสฟอรัสในดิน  เพิ่มการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช  ที่สําคัญชวยประหยัดตนทุนการผลิต  
เนื่องจากปุยชีวภาพ  มีราคาถูก  หาไดงาย  อีกทั้งสามารถนําไปผลิตใชไดเอง  จึงเปนหนึ่งทางเลือก
ที่ดีในการลดการใชปุยเคมี  ที่มีราคาแพง 
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การประยุกตใชจุลินทรียละลายฟอสเฟตในทางการเกษตร 
 

จุลินทรียละลายฟอสเฟตทั้งแบคทีเรีย และรา  ไดรับความสนใจศึกษาพฒันาจากหลาย
ประเทศ  ตั้งแตการคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูง  เพื่อนํามาผลิตเปนหัวเชื้อจุลินทรีย  สําหรับเพิ่ม
ธาตุฟอสฟอรัสในดินไดอยางมีประสิทธิผล  โดยพัฒนาใหเหมาะสมกบัการนําไปใชประโยชน  ใน
รูปของผงเชื้อ  ตัวอยางผลิตภัณฑที่ไดรับการพัฒนา  และมีขายในทางการคา เชน ฟอสโฟแบคทีริน  
จากประเทศรสัเซีย  ไออารไมโครฟอส จากประเทศอินเดีย  และไบโอฟอสกา จากประเทศไทย 
(อาภารัตน, 2549)   
 

จุลินทรียที่นํามาผลิตเปนปุยชีวภาพเหลานีอ้าจใชในลักษณะหัวเชื้อจุลินทรียเพยีงชนดิเดียว  
หรือหลายชนดิผสมกัน  เพือ่ความเปนประโยชนในหลาย ๆ ดาน  เชน  การผสมเชื้อจุลินทรียที่
สามารถตรึงไนโตรเจน (Rhizobium, Azotobacter)  รวมกบัเชื้อจุลินทรียละลายฟอสเฟต (Bacillus 
sp.,  Pseudomonas sp.)  และเชื้อรา (Aspergillus, Penicillium และ mycorrhiza)  เชื้อตางๆ  ที่นํามา
ผลิตขายตามทองตลาดตางไดรับการโฆษณาวามีประสิทธิภาพสูงในการเพิ่มผลผลิตและธาตุอาหาร
พืช  แตการนําผลิตภัณฑเหลานี้ไปใชจริงโดยเกษตรกรอาจพบวาประสิทธิภาพของจลิุนทรียไม
สามารถเพิ่มผลผลิตไดมากตามคําโฆษณา  เนื่องจากปจจยัหลายอยางที่เขามาเกี่ยวของ เชน   
จุลินทรียเหลานี้ไมมีประสิทธิภาพสูงจริงดงัคําโฆษณา  กลไกการทํางานของเชื้อยังไมไดรับ
การศึกษาอยางแทจริง  เชื้อไมสามารถเจริญแขงขันกับเชื้อที่มีอยูแลวในธรรมชาติได  การนํา 
จุลินทรียไปใชกับพืชที่ไมเหมาะสมเพราะเชื้อจุลินทรียบางชนิดตองการพืชอาศัยที่มคีวามจําเพาะ
เจาะจง  และอทิธิพลจากสภาพแวดลอม  ปจจัยเหลานี้ทาํใหประสิทธภิาพของเชื้อลดลง  หรือไม
สามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืชในดานใดดานหนึ่ง 
 
Bacillus sp. ท่ีละลายฟอสเฟตได 
 

จากรายงานการศึกษาเชื้อ Bacillus ที่สามารถละลายฟอสเฟตได  ซ่ึงนอกจากเชื้อ   
B. megaterium var. phosphaticum  พบรายงานเชื้อ Bacillus อีกหลายชนิด ไดแก 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  เชื้อเหลานี้สามารถแยกได
จากธรรมชาติ  ทั้งจากดนิ บริเวณรอบรากพชืหลายชนิด และหินฟอสเฟต เปนตน 
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Toro et al. (1997) ไดศึกษาการเพิ่มความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัสจากหิน
ฟอสเฟต  เพื่อปรับปรุงคุณภาพธาตุฟอสฟอรัสในดิน  จากการใชเชื้อราอาบัสคูลารมัยคอรไรซา 
Glomus intraradices  รวมกบัแบคทีเรียละลายฟอสเฟต B. subtilis และ Enterobacter sp.  โดยทํา
การทดลองกับหัวหอม (Allium cepa L.)  พบวาเชื้อราไมคอรไรซาที่ใชรวมกับ B. subtilis ชวย
สงเสริมการเจริญของพืช  และเพิ่มการละลายของหินฟอสเฟต  อีกทั้งพบวาแบคทเีรียละลาย
ฟอสเฟตทําหนาที่เปน mycorrhiza helper bacteria ที่มีคุณสมบัติสงเสริมการเขาสูรากพืชของ  
G. intraradices  ซ่ึงจะชวยเพิม่การดูดดึงธาตุฟอสฟอรัสใหแกพืช   

 
El-Komy (2005) ไดศึกษาการเพิ่มธาตุไนโตรเจน และฟอสฟอรัสในขาวสาลีของแบคทีเรีย

ตรึงไนโตรเจน Azospirillum lipoferum  รวมกับแบคทีเรียละลายฟอสเฟต B. megaterium  โดย
วิธีการตรึงเซลลแบคทีเรียทั้งสองไวบนวัสดุรองรับ  พบวาขาวสาลีที่ไดรับเชื้อทั้งสองชนิด  มี
น้ําหนกัแหง  และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดเพิ่มขึ้น  อีกทั้งธาตุฟอสฟอรัสที่พบในพืชเพิ่มขึ้น  37  
และ  53  เปอรเซ็นต  เมื่อเปรยีบเทียบกับขาวสาลีที่ไดรับเชื้อ A. lipoferum  เพียงชนดิเดียว  และขาว
สาลีที่ไมไดรับเชื้อทั้งสองชนิดตามลําดับ  รวมถึงเสนอแนะวาการใชแบคทีเรียทั้งสองชนิดรวมกัน  
สงเสริมการดูดซึมธาตุไนโตรเจนและฟอสฟอรัสของพืชไดดยีิ่งขึ้น  เนื่องจากแบคทีเรียชวย
ปรับปรุงสมดุลธาตุอาหารใหแกพืช   

 
Çakmakçi et al. (2006)  ไดจดัจําแนกชนดิ PGPB ที่แยกไดจากบริเวณรอบรากพืช  พบวา

แบคทีเรียมีคณุสมบัติสามารถตรึงไนโตรเจน  และ/หรือละลายฟอสเฟตได  หลังจากนําเชื้อแตละ
ชนิดมาศึกษาคุณสมบัติการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืชชนิด sugar beet  พบวา sugar beet ที่
ไดรับเชื้อแสดงการเจริญเติบโตดี มีปริมาณใบ ราก และปริมาณน้ําตาลสูงขึ้น  เมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  และสรุปวาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน ประกอบดวย Paenibacillus 
polymyxa RC05, Pseudomonas putida RC06 และ Rhodobacter capsulatus RC04  แบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต B. megaterium RC07  มีศักยภาพที่ดีเพียงพอสําหรับการใชเปนปุยชีวภาพ  อยางไร
ก็ตามปจจยัจากชนิดของเชื้อ  ปริมาณสารอินทรียในดิน  ระยะการเจริญของพืช  ชวงเวลาการเก็บ
เกี่ยว  และปจจัยการเจริญอื่น ๆ  ลวนมีผลตอการตอบสนองการเจริญเติบโตของพืชดวยเชนกนั 
 

จากตัวอยางงานวิจยัแสดงถึงศักยภาพการเพิ่มความเปนประโยชนของธาตุฟอสฟอรัสของ
เชื้อ Bacillus sp. เพื่อการสงเสริมการเจริญของพืช  ทั้งจากการใชเชื้อกบัพชืโดยตรงเพียงชนดิเดยีว  
หรือรวมกับเชือ้ชนิดอื่นทั้งแบคทีเรีย และรา เพื่อเพิ่มความเปนประโยชน  และความหลากหลาย
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ของธาตุอาหารพืชอ่ืนในดนิ  รวมถึงชวยเพิ่มความสามารถในการดูดดงึธาตุฟอสฟอรัสบริเวณราก
พืช นอกจากนีก้ารนําเชื้อมาผสมรวมกับการใชปุยหนิฟอสเฟต  และ/หรือปุยอินทรียชนิดอื่น 
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการละลายของปุยฟอสเฟตใหดียิ่งขึ้น  อยางไรก็ตามพบวามีรายงานถึง 
Bacillus ที่แสดงการละลายฟอสเฟตในระดับหองปฏิบัตกิาร  แตไมสามารถสงเสริมการเจริญของ
พืชผานกลไกการละลายฟอสเฟต  หากแตชวยสงเสริมการเจริญของพืชผานทางกลไกอื่น  อยางเชน
การสรางฮอรโมนพืช auxin (De Freitas et al., 1997) 

   
ดังนั้นการศึกษาเกีย่วกับจุลินทรียละลายฟอสเฟต  ตั้งแตการคัดเลือกเชือ้ในธรรมชาติที่มี

ประสิทธิภาพสูง  ศึกษากลไกการทํางานของเชื้อใหเปนที่เขาใจชัดเจน  สามารถปรับปรุงพัฒนา 
สายพันธุใหมปีระสิทธิภาพสูงยิ่งขึ้น  ตลอดจนการปรับปรุงและพัฒนาวิธีการนําไปใชที่งาย  ได
ประโยชน  และประสบผลสําเร็จสูงสุด  จึงมีความสําคัญอยางยิ่ง 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  เชื้อจุลินทรีย 
 
1.1  เชื้อ Bacillus sp. จากแหลงเก็บเชื้อของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร(DMKU) 
1.2  เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากตัวอยางดิน และหนิฟอสเฟตแหลงตางๆ 
 

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  ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  
3.3  กระบอกตวงแกวขนาด  100,  500  และ  1,000  มิลลิลิตร 
3.4  ขวดปริมาตรขนาด  25,  100  และ  200  มิลลิลิตร 
3.5  จานอาหารเลีย้งเชื้อ 
3.6  ปเปตแกวขนาด  1,  5  และ  10  มิลลิลิตร 
3.7  ปเปตอัตโนมตัิขนาด  200  และ  1,000   



28 

3.8  เข็มเขี่ยเชื้อ 
3.9  ไมจิ้มฟน 
3.10 ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) 
3.11 ตูเขี่ยเชื้อ (laminar flow) 
3.12 ตูบมเชื้อ (incubator) 
3.13 เครื่องเขยา (shaker) 
3.14 เครื่องชั่งสาร 
3.15 เครื่องชั่งสองแขน (balance) 
3.16 เครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
3.17 เครื่องวัด pH (pH  meter) 
3.18 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) 
3.19 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
3.20 หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
3.21 Hot plate 
3.22 สไลด 
3.23 กลองจุลทรรศน 

 
วิธีการ 

 
1.  การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดิน และหินฟอสเฟต
 
 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตวัอยางดนิและหินฟอสเฟตแหลงตาง ๆ  ช่ังตัวอยาง  1  กรัม  
เติมลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ  9  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  จากนั้นใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยตวัอยางสาร
แขวนลอยดิน หรือหินฟอสเฟต  ขีดลงบนอาหาร NA แบบ cross streak จํานวน  10  ซํ้า  นําหลอด
สารตัวอยางแขวนลอยดนิ หรือหินฟอสเฟตสวนที่เหลือไปอุนในน้ําทีอุ่ณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  
นาน  10  นาที  หรือตมในน้าํเดือดอุณหภมูิ  100  องศาเซลเซียส  นาน  5  นาที  แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อ
เขี่ยสารตัวอยางเขี่ยลงบนอาหาร NA แบบ cross streak จํานวน  10  ซํ้า  บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง  
ประมาณ  24  ช่ัวโมง  ใชเขม็เขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรียที่เจรญิเปน colony เดี่ยวมา cross streak บน NA 
จนกระทั่งไดเชื้อบริสุทธิ์  เก็บรักษาเชื้อที่แยกไดบน NA slant ที่อุณหภมูิหอง 
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2.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งท่ีเตมิวุน 
 
 ถายเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่รวบรวมจากขอ  1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA แบบ cross streak 
บมเชื้อนาน  24  ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง  จากนั้นใชไมจิม้ฟนปลอดเชือ้เขี่ยแบคทีเรียที่เจริญบน
ผิวหนาอาหาร NA  แทงเชื้อลงบนอาหารแข็งสําหรับทดสอบการละลายฟอสเฟตสูตร PVK  และ 
NBRIP (3  ซํ้า)  โดยวิธี point inoculation แบบ heavy inoculum  บมเชื้อนาน  7  วัน ที่อุณหภูมิหอง  
ตรวจผลและบนัทึกการเกิดบริเวณใสของการละลายฟอสเฟตจากเชื้อแตละไอโซเลต  โดยบันทึก
เปนผลบวกหรือลบ 
 
3.  การเก็บรักษาแบคทีเรีย
 

การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียทีค่ัดเลือกได  แบบการเก็บรักษาเชื้อระยะยาวในสารละลาย  
glycerol 10%  ที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส  และเก็บรักษาเชื้อระยะสั้นเพื่อใชเปนเชื้อตนตอ
สําหรับใชงานบน NA slant ที่อุณหภูมิหอง 
 
4.  การศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต
  
 นําเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกจากขอ  2  มาศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟตในอาหารเหลว (ไมเติมวุน) สูตร PVK และ NBRIP ตามขั้นตอนดังตอไปนี ้
 
 4.1  การเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรีย 
 
 4.1.1  ใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยวิธี cross 
streak  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง  นาน  24  ช่ัวโมง   
 
 4.1.2  ใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเแบคทีเรียแตละชนิดจากขอ  4.1.1  ถายเชื้อลง
ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว NB ปริมาตร  25  มิลลิลิตร  นําไปเขยาดวย
ความเร็วรอบประมาณ  150  rpm  เพื่อใหอากาศ  นาน  4-6  ช่ัวโมง  ทีอุ่ณหภูมิหอง (มีปริมาณเชื้อ
โดยประมาณ  107-108  cfu / ml)  
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4.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวทดสอบการละลายฟอสเฟต 
 

 ถายกลาเชื้อที่เจริญในอาหารเหลว NB (ขอ  4.1.2) ปริมาตร  2.5  มิลลิลิตร  ลงใน 
ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลวสูตร PVK หรือ NBRIP ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  
นําไปเขยาใหอากาศ  นาน  7  วัน  ที่อุณหภูมิหอง (3 ซํ้า) โดยชุดควบคุมจะไมเติมเชือ้แบคทีเรีย 
   

4.3  การวิเคราะหการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
 
 ทําการเก็บตวัอยางที่เจริญในอาหารเหลวสูตร PVK และ NBRIP (ขอ  4.2)  เมื่อครบ
กําหนด  โดยดดูตัวอยางเชื้อที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรปริมาตร  20  มิลลิลิตร  ถายใสหลอด
ปนตกตะกอน  จากนั้นนําไปปนตกตะกอนที่  10,000  รอบตอนาที นาน  10-15  นาที  แยกเอาสวน
ใส  และกรองสวนใสผานกระดาษกรอง whatman  No.1 เพื่อแยกเอาตะกอน Ca3(PO4)2 ที่อาจ
ตกคางและอาจรบกวนการวเิคราะหผลปริมาณฟอสเฟตรูปละลายได (การปนและการกรองอาจทํา
หลายครั้งจนไดของเหลวใส)  นําสวนใสทีผ่านการกรอง (culture filtrate) แลว  สวนหนึ่งไปวัดคา 
pH และบันทกึคา pH ที่วัดได  อีกสวนหนึง่นํามาวิเคราะหหาปริมาณ water soluble phosphate ใน 
culture filtrate โดยดูดตัวอยางที่ทราบปริมาตรแนนอนประมาณ  1-10  มิลลิลิตร  มาวเิคราะหตาม
วิธีการวิเคราะหหา available phosphorus ในภาคผนวก ข (ทัศนีย และ จงรักษ, 2542: 37-40) 
 
5.  การศึกษาความสัมพันธของการเจริญ คา pH และการละลายฟอสเฟต
  

5.1  การเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรีย   
 

 ทําตามขอ 4.1  แตถายโคโลนีเดี่ยวลงในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหาร
เหลว NB ปริมาตร 70  มิลลิลิตร  นําไปเขยาดวยความเรว็รอบประมาณ  150  rpm  เพื่อใหอากาศ  
นาน  6-7  ช่ัวโมง  ที่อุณหภมูิหอง  

 
5.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวทดสอบการละลายฟอสเฟต 

 
 ถายกลาเชื้อที่เจริญในอาหารเหลว NB (ขอ  5.1) ปริมาตร  2.5  มิลลิลิตร  ลงใน 
ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลวสูตร PVK หรือ NBRIP ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  
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นําไปเขยาใหอากาศ  ที่อุณหภูมหิอง  เก็บตัวอยางที่เวลา  0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  และวนัที่ 2, 
4  และ  7  ของการเลี้ยงเชื้อ 

 
5.3 การเก็บตวัอยาง และการวิเคราะหการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว   

 
 เก็บตัวอยางที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรในขอ  5.2  ตามเวลาที่กําหนด  ทําตาม
ขั้นตอนดังตอไปนี ้

 
 5.3.1  การตรวจนับปริมาณเซลล (viable count)  ดวยวิธี  serial dilution plate count  
บนอาหาร NA โดยดูดตัวอยางเชื้อที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  และทํา
การเจือจางตวัอยางเปนลําดบัในสารละลายเกลือ  0.85  เปอรเซ็นต  ปริมาตร  4.5  มิลลิลิตร  จากนั้น
จึงดูดตวัอยางที่ระดับการเจอืจางที่เหมาะสมปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  ถายลงบนผิวอาหาร NA  เกลี่ย 
(spread) ใหทัว่ผิวหนาอาหาร (3 ซํ้า)  บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง  นานประมาณ  16-24  ช่ัวโมง  จึงตรวจ
นับและบันทกึผลจํานวนโคโลนทีี่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
 5.3.2  การตรวจนับปริมาณสปอรดวยวิธี spore count บนอาหาร NA  โดยดดูตัวอยาง
เชื้อที่เจริญในอาหารเหลวแตละสูตรปริมาตร  0.5-1  มิลลิลิตร  ถายลงหลอดเปลาปลอดเชื้อ  ทั้งนี้จะ
ทําการเจือจางตัวอยางเปนลําดับในสารละลายเกลือ  0.85  เปอรเซ็นต  ตามระยะเวลาที่เหมาะสม  
นําหลอดตัวอยางไปอุนในน้าํที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  นาน  10  นาที  และแชน้ําแข็งทันที  
จากนั้นดูดตวัอยางปริมาตร 0.1  มิลลิลิตร  ถายลงบนผิวอาหาร NA  เกล่ียใหทัว่ผิวหนาอาหาร (3 
ซํ้า)  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง นาน ประมาณ  16-24  ช่ัวโมง  จึงตรวจนับและบันทึกผลจํานวนโคโลนี
ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   

 
 5.3.3  การวัดคา pH และการวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตทีล่ะลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทํา
ตามขั้นตอน  4.3 

 
 นําผลขอ  5.3.1, 5.3.2  และ  5.3.3  มาสรางกราฟความสัมพันธระหวางการเจริญ  คา 
pH  และการละลายฟอสเฟต 
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6.  การจําแนกชนิด Bacillus sp.  ท่ีสามารถละลายฟอสเฟต 
 
 การจัดจําแนกชนิดเชื้อดวยวธีิ conventional method  ศึกษารายละเอยีดทางสัณฐานวทิยา
ของเชื้อบริสุทธิ์  โดยการตรวจลักษณะการเจริญ  ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  ลักษณะของ
เชื้อภายใตกลองจุลทรรศน ประกอบดวย ขนาด รูปราง การติดสีแกรมบวกหรือแกรม variable  การ
มี endospore  การมีเกรนูล  และการทดสอบทางชีวเคม ีไดแก ความสามารถในการสรางเอนไซม 
catalase  การเจริญในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนในอาหาร anaerobic growth agar  ความสามารถใน
การเจริญบนอาหาร citrate หรือ propionate  การสรางเอนไซม lecithinase บนอาหาร egg yolk agar  
การสราง extracellular เอนไซมไปยอยสลายแปง starch, casein และ gelatin  การรีดิวซไนเตรท  
การสรางกรดจากคารโบไฮเดรต เชน  D-glucose,  L-arabinose, D-xylose และ D-mannitol เปนตน  
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.  การเก็บตัวอยางและการคัดแยกสายพนัธุแบคทีเรีย
 
 รวบรวมสายพนัธุแบคทีเรียจากแหลงตาง ๆ (ตารางที่ 4)  เพื่อนํามาศึกษาความสามารถใน
การละลายสารประกอบฟอสเฟตอนินทรยีในรูป Ca3(PO4)2 ประกอบดวย  แบคทีเรีย Bacillus 
megateriumt ATCC14581, Bacillus megaterium DSM3228 และแบคทีเรียจากแหลงเก็บเชื้อ 
DMKU ดังนี้ เชื้อที่ไดรับการจําแนกชนิดวาเปน B. megaterium จํานวน  10  สายพันธุ  เชื้อ Bacillus 
sp. ที่สรางเอนไซมเพคติเนสจํานวน  5  สายพันธุ  และ Bacillus sp. สายพันธุ  1234(3)/1  ซ่ึงเชื้อ
ดังกลาวไดเคยทดสอบความสามารถการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็ง  และอาหารเหลวสูตร PVK  
นอกจากนี้ไดทําการแยกแบคทีเรียจากตวัอยางดินที่มีรายงานวามีปริมาณฟอสฟอรัสสูงจํานวน  4  
ตัวอยาง  และจากตัวอยางหนิฟอสเฟตที่มจีําหนายทางการคารวมจํานวน  5  ตัวอยาง  โดยนํา
ตัวอยางสารแขวนลอยดนิและหินฟอสเฟตมาแยกเชื้อ  โดยขีดเชื้อลงบนอาหาร NA   
  
ตารางที่ 4  จํานวนและแหลงที่มาของแบคทีเรียที่คัดเลือกมาทดสอบการละลายฟอสเฟต 
 
แบคทีเรีย จํานวนเชื้อ แหลงที่มา 
Pseudomonas sp. สายพันธุ N11    1 DMKU 
B. megateriumt  ATCC14581    1 ATCC 
B. megaterium var  phosphaticum DSM3228    1 DSM 
B. megaterium   10 DMKU 
Bacillus  ที่สรางเอนไซม  pectinase     5 DMKU 
Bacillus sp. สายพันธุ  1234(3)/1    1 DMKU 
แบคทีเรียที่แยกจากดิน( 4 ตวัอยาง) 208 ภาควิชาโรคพชื  คณะเกษตร

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
แบคทีเรียที่แยกจากหินฟอสเฟต (5  ตัวอยาง) 136 ภาควิชาปฐพีวทิยา  คณะเกษตร

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
รวม 363  
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บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง  ประมาณ  24  ช่ัวโมง  และนําตวัอยางสารแขวนลอยดินและหินฟอสเฟตอกี
สวนหนึ่งไปผานกระบวนการ heat shock  โดยอุนที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส นาน  10  นาที  
หรือตมที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส นาน  5  นาท ี กอนนํามาขีดเชือ้ลงบนอาหาร NA  เพื่อแยก
เชื้อที่มีความสามารถในการสรางสปอร  บมเชื้อที่อุณหภมูิหอง  เก็บโคโลนีแบคทีเรียที่เจริญบน
ผิวหนาอาหาร NA ไดทั้งส้ินจํานวน  344  ไอโซเลต  ทําใหเชื้อบริสุทธิ์  แลวจึงนําไปทดสอบการ
ละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งตางสูตรตอไป 
 
2.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งตางสตูร
 

จากการทดสอบความสามารถในการละลายสารประกอบฟอสเฟตอนินทรียรูปตะกอน
แคลเซียมไตรฟอสเฟต ((Ca3(PO4)2)  บนอาหารแข็งสูตร PVK และ NBRIP ของแบคทีเรียจากแหลง
ตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 4  หลังการเลี้ยงเชื้อนาน  7  วัน  บนอาหารแขง็ทั้งสองสูตร  ผลการ
ทดสอบไดแสดงไวในตารางที่ 5  พบวาเชื้อจํานวน  22  ไอโซเลตใหผลบวกการละลายฟอสเฟตบน
อาหารแข็ง PVK  และ  21  ไอโซเลตใหผลบวกการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง NBRIP ซ่ึง
แบคทีเรียอาจแสดงบริเวณใสของการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งสูตรใดสูตรหนึง่  หรือทั้งสอง
สูตร  โดยจํานวนแบคทเีรียทีล่ะลายฟอสเฟตไดทั้งในอาหารแข็ง PVK และ NBRIP มีจํานวน  12  
ไอโซเลต  ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่แยกจากตวัอยางดิน และหนิฟอสเฟต (ตารางที่ 6)  ที่ไมผานการ  heat  
shock  สวนตวัอยางที่ผานการ heat shock ไมพบเชื้อที่สามารถละลายฟอสเฟต 

 
จากการทดลองนี้พบวาแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตได  แสดงลักษณะบริเวณใส

ของการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งทั้งสองสูตร  ภายใตโคโลนี  มีขนาดเล็ก  และไมชัดเจนดัง
ตัวอยางในภาพที่ 2  แสดงวาเชื้อสามารถละลายฟอสเฟตไดเพยีงบางสวนเทานั้น  ยกเวน 
Pseudomonas sp. สายพันธุ N11  ที่แสดงการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งทั้งสองสูตรไดอยาง
ชัดเจน (รูปที่ จ และ ฉ)  และเชื้อ B. megaterium var  phosphaticum DSM3228  ซ่ึงเปนเชื้อที่คาดวา
นาจะละลายฟอสเฟตไดนัน้ไมแสดงผลการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตร  และ
พบวาแบคทเีรียที่เล้ียงบนอาหารแข็ง PVK มักมีขนาดโคโลนีที่กวางกวาเชื้อที่เล้ียงบนอาหารแข็ง 
NBRIP แสดงวาเชื้อเจริญบนอาหารแข็ง PVK ไดดีกวาเชื้อที่เล้ียงในอาหารแข็ง NBRIP  อาจเปน
เพราะในอาหารแข็งสูตร PVK มี yeast extract เปนสวนประกอบที่เปน growth factor ชวยสงเสริม
การเจริญของเชื้อ 
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ตารางที่ 5  จํานวนแบคทีเรียที่ใหผลบวกการละลายฟอสเฟตในอาหารแข็งสูตร 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.  ที่สรางเอนไซม  pectinase    5 0   0 
Bacillus sp. สายพันธุ  1234(3)/1    1 0   0 
แบคทีเรียที่แยกจากดิน  (4 ตัวอยาง) 208 9   6 
แบคทีเรียที่แยกจากหินฟอสเฟต  (5 ตัวอยาง) 136 8 13 
รวม 363 22 21 
 
ตารางที่ 6  แหลงที่มาของแบคทีเรีย  12  สายพันธุ  ที่สามารถละลายฟอสเฟตไดบนอาหารแข็ง 
                  ทั้งสองสูตร (PVK และ NBRIP) 
 
แหลงที่มา 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)  ไดปรับปรงุสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ NBRIP  ขึ้นเพื่อใชในการคัดเลือก
แบคทีเรียละลายฟอสเฟต  ไดสรุปผลการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียบนอาหารแข็งสูตร NBRIP 
และ PVK วาไมแตกตางกัน  และเสนอแนะวาการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง  โดย
การสังเกตการสรางบริเวณใสของการละลายฟอสเฟตในเบื้องตนอาจยงัไมเพียงพอ  เพราะเชื้อที่ไม
แสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง  อาจละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวที่มีตะกอนฟอสเฟต 
อนินทรียได  เนื่องจากอัตราการแพรของกรดแตละชนดิที่เชื้อปลดปลอยสูอาหารแขง็สองสูตร
ดังกลาวอาจไมเทากัน  การหาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดในอาหารเหลวจึงเปนวิธีการที่มีความ
ถูกตองมากกวา  ดังนั้นจากผลการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งของเชื้อที่ไมมีความชัดเจน  และ
ละลายไดเพียงบางสวนนั้น  จึงอาจเปนเพราะการแพรของกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และปริมาณของ
กรดที่เชื้อปลดปลอยออกมา 

 
การแยกแบคทเีรียบนอาหารแข็งนี้พบวาบริเวณใสการละลายฟอสเฟตของเชื้อลดลงเมื่อ

นํามาทดสอบซ้ําอีก  สังเกตไดจากความชดัเจนของบริเวณใสที่ลดลงจากที่เคยทดสอบในครั้งแรก ๆ  
ซ่ึง Sperber (1958a) และ Kucey (1983)  ไดเคยรายงานวาความสามารถในการละลายฟอสเฟตบน
อาหารแข็งที่ลดลงของแบคทีเรียหลังมีการถายเชื้อหลายครั้ง  แตไมพบการเปลี่ยนแปลงนี้ในเชื้อรา 
 
3.  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟต
 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งสูตร PVK 
และ NBRIP จาํนวน  12  สายพันธุ  ซ่ึงแยกจากดิน และหินฟอสเฟต  นําเชื้อดังกลาวมาจําแนกชนดิ  
ซ่ึงผลไดแสดงในตารางที่ 7 ในการศึกษาและตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลอง
จุลทรรศน  พบวาแบคทีเรียทุกสายพันธุเปนแบคทีเรียแกรมบวก  เซลลรูปรางทอน  มีขนาดและการ
จัดเรียงตวัแบบเซลลเดียวหรือสองเซลลเรียงตัวแบบ palisade  หรือตอกันเปนสายสั้นหรือสายยาว  
พบการสรางแกรนูลทุกสายพันธุ  และภายหลังยอมสีสปอร  พบการสรางเอนโดสปอรภายในเซลล
ทุกสายพันธุ 
 

จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยาของแบคทีเรีย  พบวาทุกสายพันธุไม
สามารถเจริญภายใตสภาวะขาดออกซิเจน  ในอาหาร anaerobic agar โดยเจริญเติบโตอยูบริเวณ
ผิวหนาอาหารเทานั้น  จึงจัดแบคทีเรียกลุมนี้ทั้งหมดเปนพวกตองการอากาศ (aerobic bacteria)  ใน
การทดสอบการสรางเอนไซม catalase (catalase test)  พบวาทุกสายพนัธุสามารถสรางเอนไซมชนดิ
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นี้ได  ประกอบกับสัณฐานวทิยาของเชื้อที่เปนรูปทอน  และมีการสรางสปอร  จึงจัดแบคทีเรียกลุมนี้
ใหอยูในยีนัส  Bacillus  ตามเกณฑของ Sneath (1986)  ที่กําหนดรายละเอียดของยนีัส Bacillus ไว
วา มีคุณสมบตัิติดสีแกรมบวก หรือแกรม variable  เซลลมีรูปรางทอน  สรางเอนโดสปอร  มีความ
ตองการออกซิเจนเพื่อการเจริญในปริมาณที่แตกตางกันคือ อาจเปน aerobe หรือ facultative 
anaerobe และสามารถสรางเอนไซม catalase 
 

จากผลการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา  คณุสมบัติทางชีวเคมแีละสรีรวิทยา
ดังกลาว  สรุปวาแบคทีเรียทีค่ัดแยกจากดิน และหนิฟอสเฟตจํานวน  12  สายพันธุนี้จดัอยูในยีนัส  
Bacillus กลุม IA (Gordon, 1989)  เนื่องจากมีเซลลขนาดใหญ สรางแกรนูล  เอนโดสปอรมีรูปรางรี 
หรือทรงกระบอก  และไมทําใหเซลลโปงออก  สปอรมีตําแหนงอยูบริเวณกลางเซลล  จําแนกได
ชัดเจนวาทุกสายพันธุเปน B. megaterium  เนื่องจากทุกสายพันธุไมเจริญภายใตสภาพขาดออกซิเจน  
ไมสรางเอนไซม lecithinase จากการทดสอบการยอย lecithin ในอาหาร egg-yolk agar  และใหผล
ลบกับการทดสอบ VP  ซ่ึงแตกตางจากเชื้อ B. cereus ที่จัดอยูในยีนัส  Bacillus  กลุม IA 
เชนเดยีวกัน  แตมีคุณสมบตัิเปน facultative anaerobe  ใหผล VP เปนบวก  และสรางเอนไซม 
lecithinase   
 
 จากผลการศึกษาไดจดัแบง B. megaterium ทั้ง 12  สายพันธุออกเปนสองกลุมใหญคือ กลุม 
A และกลุม B  ตามเกณฑการสราง หรือไมสรางกรดจากน้ําตาล D-xylose  และจัดแบงแตละกลุม
ออกเปนสองกลุมยอยดังนี้ กลุม A1, A2, B1 และ B2 โดยอาศัยเกณฑการสราง หรือไมสราง
เอนไซม urease (ตารางที่ 7)  ซ่ึง Sneath (1986) ไดรายงานวา B. megaterium  11-89 เปอรเซ็นต  ให
ผลบวกในการสรางเอนไซม urease ในแตละกลุมยอยอาจมีคุณสมบัติแตกตางกันบางประการ เชน 
การทนเกลือ  โดยแบคทีเรียจากทุกกลุมสวนใหญสามารถทนเกลือไดที่ระดับ  5-10 เปอรเซ็นต  
ยกเวนสายพันธุ C46 และ C411 จากกลุม A1 และ B2  สามารถทนเกลือไดที่ระดับ  5-7  เปอรเซ็นต  
และสายพนัธุ A228 จากกลุม A2 สามารถทนเกลือไดที่ระดับ  5  เปอรเซ็นต  ความแตกตางของการ
ผลการทดสอบการสรางกรดจากน้าํตาล  การสรางเอนไซม urease  และการทนเกลือ  ช้ีใหเห็น
ความหลากหลายทางชีวภาพของ B. megaterium  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของโสภากย
(2545)  ที่ไดจาํแนกชนิด Bacillus sp. ที่แยกจากธรรมชาติจํานวน  60  สายพันธุ  โดยวิธีการทดสอบ
ทางชีวเคมี  พบวาเชื้อสวนใหญจําแนกเปน B. megaterium  และมีความหลากหลายทางชีวภาพ  
เนื่องจากผลการทดสอบทางชีวเคมีที่เหมือนและแตกตางกัน เชน ไมสามารถรีดิวซไนเตรตไปเปน
ไนไตรท  สรางเอนไซม urease  การทนเกลือที่ระดับตางกัน  และการสรางกรดจากน้าํตาลบางชนิด   
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ตารางที่ 7  สัณฐานวิทยาและคุณสมบัตทิางชีวเคมีและสรีรวิทยาบางประการของแบคทีเรียที่แยก 
     จากดิน และหินฟอสเฟต  ที่แสดงความสามารถละลายฟอสเฟต 
 

กลุม A  กลุม B  
คุณสมบัติที่ศึกษา A1α A2β  B1χ B2ε  B. megaterium γ

การติดสียอมแบบแกรม 
อายุ  24  ช่ัวโมง + + 

 
+ +  + 

รูปรางของเซลล ทอน ทอน  ทอน ทอน  ทอน 
ขนาดของเซลล (µm)        

กวาง >1 >1  >1 >1  >1 
ยาว 3 - 4 3 - 4  2.5 - 4 3 - 4  2 - 5 

เอนโดสปอร + +  + +  + 

รูปราง 
ellipsoidal 

หรือ
cylindrical 

ellipsoidal  
 

ellipsoidal  
ellipsoidal 

หรือ
cylindrical 

 ellipsoidal หรือ
cylindrical 

ตําแหนง central central  central central  central 
การสรางกรดจากน้ําตาล
ชนิดตาง ๆ 

  
 

    

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

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

การเจริญไดในอาหาร 
anaerobic agar - -  - -  - 

การมีแกรนูลภายในเซลล + +  + +  + 
การสรางเอนไซมcatalase + +  + +  + 
การทนเกลือ        

5% + +  + +  ND 
7% + +  + +  d 
10% + +  + +  ND 

 
 



40 

ตารางที่ 7  (ตอ)   
 

กลุม A  กลุม B  
คุณสมบัติที่ศึกษา A1α A2β  B1χ B2ε  B. megaterium γ

การทดสอบ VP - -  - -  - 
คา pHในอาหาร VP ที่ 7  
วัน 

5.04 -
5.41 

5.00 - 
5.29 

 5.10 5.06 - 
5.32 

 4.5 - 6.8 

การรีดิวซไนเตรตไปเปน
ไนไตรท - -  - -  d 

การยอยสลาย        
Starch + +  + +  + 
Casein + +  + +  + 
Gelatin + +  + +  + 

Aesculin + +  + +  + 
การสรางเอนไซม        

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

Phenylalanine deaminase + +  + +  d 
การเจริญบนอาหาร        

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

 
หมายเหต ุ α : กลุม A1 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  BKRP10, C46, KORP17  
 และ T1RP13 
 β : กลุม A2 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  A228, C216 และ  
 T2RP13 
 χ : กลุม B1 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  BKRP5 
 ε : กลุม B2 ประกอบดวยแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ  C411, KORP16, KORP23  
 และ KORP24   
 γ : อางอิงตาม Sneath (1986); Priest et al. (1988) และ Gordon (1989)   
 d : 11–89% ของสายพันธุที่ใหผลเปนบวก  ND :ไมพบขอมูล 
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4.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว PVK และ NBRIP ของ
แบคทีเรียท่ีคัดเลือก 
 
 จากการคัดเลือกแบคทีเรีย  12  สายพันธุ  ทีแ่สดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็งทั้งสูตร PVK และ NBRIP  และไดจําแนกชนิดแลวพบวาคือ B. megaterium เมื่อนํามาศึกษาการ
ละลายตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลว PVK และ NBRIP  และหาปริมาณของฟอสเฟตที่ละลาย
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตร  โดยศึกษารวมกับ Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  และ  
B. megaterium จํานวน  3  สายพันธุคือ 78100(1)/1, Ba15-2  และ Oriba1 จากแหลงเก็บเชื้อ DMKU 
ซ่ึงเชื้อทั้งส่ีไดเคยผานการทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งและอาหารเหลว PVK  โดย 
Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  ใชเปนเชือ้ควบคุมที่ไมสามารถละลายฟอสเฟต  B. megaterium  3  
สายพันธุเปนเชื้อที่สามารถละลายฟอสเฟตไดปริมาณสูงในอาหารเหลว PVK  จากเชื้อ  
B. megaterium ทั้งหมด  10  สายพันธุที่เคยนํามาทดสอบ  โดยมีเชื้อ B. megaterium var  
phosphaticum DSM3228 เปนเชื้ออางอิงที่คาดวานาจะละลายฟอสเฟตได  Bacillus sp. สายพันธุ 
N10 เปนเชื้ออางอิงที่ไมแสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง   Bacillus sp. สายพนัธุ 1234(3)/1  
เปนเชื้อควบคมุที่ไมแสดงการละลายฟอสเฟตทั้งในอาหารแข็งและอาหารเหลว  และเชื้อ 
Pseudomonas sp. สายพันธุ N11 เปนเชื้อควบคุมที่สามารถละลายฟอสเฟตได   
 

จากตารางที่ 8 และ 9  แสดงปริมาณฟอสเฟตรูปละลายไดใน culture filtrate ของอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว PVK และ NBRIP ภายหลังเลี้ยงเชื้อนาน  7  วัน  พบการปลดปลอยฟอสเฟตจาก
ตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลว PVK และ NBRIP โดยแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ 
N11 สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวทั้งสองสูตรไดปริมาณสงูสุดเทากับ  450.6  และ  595.9  
 mg P L-1  ตามลําดับ  สําหรับเชื้อ B. megaterium จากแหลงเก็บเชื้อตาง ๆ มีคาอยูระหวาง  7.8-
143.0  mg P L-1  และ  134.3-350.3  mg P L-1  ตามลําดับ  B. megaterium ที่แยกจากดนิ และหิน
ฟอสเฟตมีปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้ออยูระหวาง  71.4-216.4  mg P L-1  และ  95.5-
453.8  mg P L-1  ตามลําดับ  Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  พบปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดเพียง
เล็กนอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ PVK (6.4  mg P L-1)  แตไมพบการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NBRIP  ในขณะที ่Bacillus sp. สายพันธุ N10  ซ่ึงไมแสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งทั้ง
สองสูตร  พบวาสามารถละลายฟอสเฟตในรูปตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลวทัง้สองสูตรได  มี
คาเทากับ  82.0  mg P L-1 และ  138.1  mg P L-1  ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวาการแยกเชื้อละลาย
ฟอสเฟตในเบือ้งตนบนอาหารแข็งที่มีตะกอนของสารประกอบฟอสเฟตอนินทรียไมสามารถ 
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ตารางที่ 8  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูใน culture filtrate ของอาหารเหลว PVK ภายหลังการเลี้ยง 
     เชื้อนาน  7  วัน   

 

แหลงที่มา 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 ที่ตางกันในแนวตัง้  หมายถึงมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ 
 ระดับความเชือ่มั่น รอยละ  95  (p < 0.05) 
 *  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดของเชื้อ  ซ่ึงลบออกจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในชดุ 
 ควบคุมที่ไมเตมิเชื้อ  และมีคาเฉลี่ยเทากับ  114.7  mg P L-1 
 **  คา pH ของอาหารเหลวชุดควบคมที่ไมเติมเชื้อมีคาเฉลี่ยเทากับ  6.29 
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ตารางที่ 9  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูใน culture filtrate ของอาหารเหลว NBRIP ภายหลังการ 
    เล้ียงเชื้อนาน  7  วัน   

 

แหลงที่มา 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 ที่ตางกันในแนวตัง้  หมายถึงมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ 
 ระดับความเชือ่มั่น รอยละ  95  (p < 0.05) 
 *  ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดของเชื้อ  ซ่ึงลบออกจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในชดุ 
 ควบคุมที่ไมเตมิเชื้อ  และมีคาเฉลี่ยเทากับ  81.2  mg P L-1 
 **  คา pH ของอาหารเหลวชุดควบคมที่ไมเติมเชื้อมีคาเฉลี่ยเทากับ  6.41 
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บงชี้การละลายฟอสเฟตที่แทจริงของจุลินทรีย  ดังที่ Nautiyal (1999) ไดรายงานไว  และไดรายงาน
ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลวสูตร PVK  และ NBRIP ภายหลังเลี้ยงแบคทีเรียนาน  14  
วัน  ดังนี ้Pseudomonas sp. มีคาอยูระหวาง  8-35  µg P ml-1  และ  26-90  µg P ml-1  ตามลําดับ  
และ Bacillus sp. มีคาอยูระหวาง  8-17 µg P ml-1  และ  21-60  µg P ml-1  ตามลําดับ  El-Komy 
(2005) รายงานวา P. fluorescens และ B. megaterium สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร 
PVK หลังการเลี้ยงเชื้อนาน  6  วัน  มีคาเทากับ  126.6   µg P ml-1   และ  106.5  µg P ml-1  
ตามลําดับ  และ Chen et al. (2006) ไดรายงานวา B. megaterium สามารถละลายฟอสเฟตในอาหาร
เหลวสูตร NBRIP มีคาอยูระหวาง  72.2-270.2  mg P L-1  หลังการเลี้ยงเชื้อนาน  3 วัน 

 
หากเปรียบเทยีบขอมูลการละลายฟอสเฟตของเชื้อแตละสายพันธุในการทดลองนี้  กบัการ

ละลายฟอสเฟตของเชื้อ Pseudomonas sp. และ Bacillus sp.  ที่นักวิจยัอ่ืนไดเคยรายงานไว  จะเห็น
วาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดจากแบคทีเรียแตละชนดิ  หรือตางสายพนัธุ  มีคาแตกตางและ
หลากหลาย  แสดงใหเห็นวาการละลายฟอสเฟตจากแหลงฟอสเฟตที่ละลายไดยากในอาหารเลี้ยง
เชื้อของแบคทีเรียนั้น  มีความแตกตางกันตามชนิดและสายพันธุของแบคทีเรีย  อาจรวมถึง
ระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ 

 
นอกจากนี้ในขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดลองนี้ผูวิจยัสังเกตพบวา อาหาร

เหลวทั้งสองสูตรมีคา pH  ลดลงภายหลังการนึ่งฆาเชื้อ  แมวาจะทําการปรับคา pH ประมาณ  7.0  
กอนการนึ่งฆาเชื้อก็ตาม  โดยคา pH หลังการนึ่งฆาเชื้อคา pH จะลดลงถึง  5.4  ในอาหารเหลว PVK  
และ  5.7  สําหรับอาหารเหลว NBRIP  ดังนั้นจึงใชวิธีปรับคา pH ของอาหารหลังการนึ่งฆาเชื้อ
ตลอดการทดลอง  ซ่ึงที่มาของสูตรอาหารทั้งสองตางปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อกอนการนึ่งฆา
เชื้อ  แตรายงานของ Chen et al. (2006) ซ่ึงศึกษาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียในอาหารเหลว 
NBRIP  ไดรายงานวาอาหารเลี้ยงเชื้อชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ  มีคา pH เทาเดิมประมาณ  6.8-7.0  
ภายหลังการทดลองเปนเวลาสามวัน  ซ่ึงไมไดกลาวถึงการปรับคา pH กอนหรือหลังการนึ่งฆาเชื้อ  
และ Gupta et al. (1994) ซ่ึงศึกษาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียและเชื้อราในอาหารเหลว PVK  
ไดหมายเหตไุววาคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาเทากับ  5.6  แมวาเขาไดปรับคา pH ของ
อาหารกอนการนึ่งฆาเชื้อใหมีคาประมาณ  6.7  ก็ตาม  ดังนั้นคา pH ของอาหารสูตรเดียวกันหลัง
การนึ่งฆาเชื้อที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง  หรือเปลี่ยนแปลงไปก็ตามนัน้  ยังไมทราบสาเหตุที่ชัดเจน  
แตในกรณีที่คา pH  ของอาหารลดลงหลังการนึ่งฆาเชื้อ  อาจจะเกิดจากสวนประกอบในสูตรอาหาร
มีโอกาสทําปฏิกิริยากัน  หลังไดรับความรอน  จึงมีผลใหคา pH ของอาหารลดลง  นอกจากนี้ถาคา 
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pH เร่ิมตนของอาหารหลังการนึ่งฆาเชื้อลดลง  และไมไดรับการปรับใหมีคาที่เหมาะสมตอการเลี้ยง
เชื้อ  จึงอาจมีผลกระทบตอการเจริญของเชื้อ  และการละลายฟอสเฟต เปนตน 
 

สําหรับอาหารเหลวชุดควบคมุทั้ง PVK และ NBRIP ที่ไมเติมเชื้อ  พบวาใน culture filtrate 
มีฟอสเฟตรูปละลายไดปลดปลอยออกมาบางสวน  มีคาเฉลี่ยเทากับ 114.7 และ 81.2  mg P L-1 
ตามลําดับ  ซ่ึง Reyes et al. (1999) ไดรายงานวาในอาหารเหลวที่ไมเตมิเชื้อและนําไปเขยา  พบการ
ละลายฟอสเฟตบางสวนจากแหลง FePO4 และ AlPO4  ที่เติมลงในอาหาร  แตไมพบการละลายจาก
การใช hydroxyapatite (HA) เปนแหลงฟอสเฟต  นอกจากนี้ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหาร
เหลวชุดควบคมุสูตร PVK มีปริมาณสูงกวาในอาหารเหลวชุดควบคุมสูตร NBRIP เล็กนอย  Hoberg 
et al. (2005) กลาวถึงการหลีกเลี่ยงอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมสีวนประกอบของสารอาหารที่ไมสามารถ
จําแนกองคประกอบได เชน yeast extract และ peptone  เพื่อศึกษาการปลดปลอยฟอสเฟตของเชื้อ 
Gordonia sp. และ Pseudomonas fluorescens  เพราะสารอาหารเหลานีม้ีสารจําพวกกรดอินทรียเปน
องคประกอบอยูดวย  จงึอาจมีผลกระทบตอการปลดปลอยฟอสเฟต  ดังนั้น yeast extract ในอาหาร
เหลวชุดควบคมุสูตร PVK อาจมีผลตอปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูใน culture filtrate  

 
Nautiyal (1999) ไดรายงานวาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดโดยแบคทีเรียชนิดเดียวกนัใน

อาหารเหลวสตูร NBRIP มีปริมาณสูงกวาปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลวสูตร PVK 
ประมาณ  3  เทา  และกลาววา yeast extract มีผลกระทบตอการปลดปลอยฟอสเฟต  ซ่ึงผลจาก
ตารางที่ 10  แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสวนใหญใหผลการทดลองที่สอดคลองกับรายงานของ 
Nautiyal (1999)  อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)  จากการเปรยีบเทียบปริมาณฟอสเฟตที่ละลาย
ไดในอาหารเหลว PVK และ NBRIP เชน B. megaterium  สายพันธุ 78100(1)/1, Bacillus sp. สาย
พันธุ C216, C411, KORP16, KORP24, T1RP13 และ T2RP13 T2RP13  ยกเวน B. megateriumt 
ATCC14581 มีปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลว NBRIP สูงกวาในอาหารเหลว PVK ถึง  17  
เทา  ซ่ึงการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร PVK ของเชื้อ B. megateriumt ATCC14581 เกิดขึ้น
นอยมาก  และผลใกลเคียงกบัเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1  และไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p > 0.05) ดังตารางที่ 8 
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ตารางที่ 10  การเปรียบเทียบความแตกตางของปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเหลวสูตร PVK  
      และ NBRIP  ของแบคทเีรียชนิดและสายพันธุเดยีวกนั 

 
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  มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ที่ระดับความเชื่อมัน่รอยละ 95  
 (p < 0.05) 
                  ns  หมายถึง  คาทีแ่ตกตางอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95  
 (p > 0.05)   
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แตอยางไรก็ตามจากผลที่แสดงในตารางที่ 10  ช้ีใหเห็นวาไมใชแบคทีเรียทุกสายพนัธุที่
สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NBRIP ไดสูงกวาเชื้อสายพันธุเดยีวกนัที่เล้ียงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลว PVK เชน B. megaterium สายพันธุ Oriba1 และ C46  ซ่ึงการละลายฟอสเฟต
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรทั้งสองสูตรไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p > 0.05)   
 

กลไกหลักในการละลายสารฟอสเฟตอนินทรียของจุลินทรีย  ที่มีผูอธิบายไววาเปนการ
ปลดปลอยกรดอินทรียออกมาภายนอกเซลล  และคา pH ที่ลดลงของสิ่งแวดลอม  จากตารางที่ 8 
และ 9  ผลการทดลองสนับสนุนกลไกนี้  เนื่องจากคา pH ของเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ 1234(3)/1 
ที่เปนเชื้อควบคุมที่ไมสามารถละลายฟอสเฟต  ไมแสดงคา pH ลดลงในอาหารเหลวสูตร PVK และ 
NBRIP (6.56  และ  6.68  ตามลําดับ)  เมื่อเปรียบเทียบกบัอาหารเหลวชุดควบคุมทั้งสองสูตรที่ไม
เติมเชื้อ (6.29  และ  6.41  ตามลําดับ)  ในขณะทีแ่บคทีเรียอ่ืนที่นํามาศกึษาแสดงคา pH ลดลงมีคาอยู
ระหวาง  4.21–5.92  และ  3.85–5.01 ตามลําดับ    และพบปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดในอาหาร
เหลวทั้งสองสูตร (ตารางที่  8  และ  9)  ซ่ึงการไมละลายฟอสเฟตของ Bacillus sp.สายพันธุ 
1234(3)/1  อาจเนื่องจากเชื้อไมสรางและปลดปลอยกรดออกนอกเซลล  จึงไมแสดงการละลาย
ฟอสเฟต  หรืออาจกลาวไดวาอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองสูตรอาจไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อสาย
พันธุนี้  ดังนัน้จากผลการทดลองจึงแสดงวาแบคทีเรียสวนใหญ  มีอิทธพิลตอการละลายฟอสเฟต
ในรูปสารประกอบ Ca3(PO4)2  ใหอยูในรูปที่เปนประโยชน  จากการปลดปลอยกรดออกนอกเซลล  
และเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมใหมีสภาพเปนกรด  นอกจากนี้มีรายงานชนิดกรดอินทรียที่
เกี่ยวของกับการละลายฟอสเฟตของ Bacillus sp.ซ่ึงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร PVK และ NBRIP 
ดังนี ้

 
Gupta et al. (1994) รายงานชนิดกรดอนิทรียจากการศึกษาการละลายฟอสเฟตของ

แบคทีเรีย และเชื้อรา  พบวาเชื้อ Bacillus sp. ที่เล้ียงในอาหารเหลว PVK สราง citric และ oxalic 
acid  
 

Chen et al. (2006) พบวา B. megaterium สราง citric, lactic และ propionic acid ในอาหาร
เหลว NBRIP  
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Kpomblekou-A and Tabatabai (1994)  ไดศึกษาอิทธิพลของกรดอินทรียชนิดตาง ๆ  ตอ
การปลดปลอยฟอสเฟตรูปที่เปนประโยชนจากหินฟอสเฟต  และสรุปวาชนิดของหมูฟงกชัน 
โครงสรางและปริมาณของกรดอินทรีย  มีสวนสําคัญยิง่ตอการละลายฟอสเฟตไดปริมาณมากหรือ
นอย  โดยหมูฟงกชันประเภท คารบอกซิลิก (-COOH)  และไฮดรอกซิล (-OH)  เปนหมูฟงกชันที่มี
อิทธิพลตอการละลายฟอสเฟตสูง  และกรดอินทรียที่มีจาํนวนหมูฟงกชันในโมเลกุลหลายหมู  
สามารถละลายฟอสเฟตไดดกีวากรดอินทรยีที่มีจํานวนหมูฟงกชันในโมเลกุลนอย 

 
นอกจากโครงสรางของกรดอินทรียเปนปจจัยกําหนดความมากนอยของการปลดปลอย

ฟอสเฟตแลว  คา pH ของระบบมีสวนสําคัญเชนกัน (ปทมา, 2547: 119-177)  เพราะคา pH ของ
ระบบที่แตกตางกันมีความสมัพันธกับคาการแตกตวั (pKa) ของกรดอินทรีย (Hoberg et al., 2005)  
เนื่องจากกรดอินทรียแตละชนิดมีตําแหนงและจํานวนหมูฟงกชันแตกตางกัน  จึงมีคา pKa แตกตาง
กันและมไีดหลายคา เชน citric acid มีหมูฟงกชันคารบอกซิลิก  3  หมู  และมีคา pKa  3  คา ดังนี้ 
3.13, 4.76  และ  6.40  ขณะที่ lactic acid มีหมูคารบอกซิลิก  1  หมู  และมีคา pKa เพียงคาเดยีวคอื  
3.86 (Mendham et al., 2000: 769) ดังนั้นกรดอินทรียที่สามารถใหไอออนประจุลบไดมากยอมมี
โอกาสเพิ่มการปลดปลอยฟอสเฟตที่จับยดึกับโลหะประจุบวก เชน Ca2+, Fe3+, Al3+ ไดมากขึ้น 
 

เมื่อเปรียบเทียบคา pH และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดของแบคทีเรียชนิดเดยีวกันทีเ่ล้ียง
ในอาหารเหลวตางสูตร  พบวาแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหารเหลวสูตร NBRIP สวนใหญแสดงการ
ละลายฟอสเฟตสูงกวาเชื้อชนิดเดยีวกันที่เล้ียงในอาหารเหลวสูตร PVK ซ่ึงสูงกวา  2-3  เทาในบาง
สายพันธุ เชน B. megaterium สายพันธุ C411, KORP16, KORP24, T1RP13 และ T2RP13  และคา 
pH ในอาหารเหลวสูตร NBRIP สวนใหญมีคาลดลงกวาคา pH ในอาหารเหลวสูตร PVK  แสดงให
เห็นวาแบคทีเรียสรางกรดไดดีในอาหารเหลวสูตร NBRIP  

 
จากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.สายพันธุ N10 ในอาหารเหลวทั้งสองสูตร  สังเกตวาเชื้อมีการ

สรางเมือก  ซ่ึงเปนลักษณะโดยธรรมชาติของเชื้อชนิดนี ้ Banik and Dey (1982) ไดรายงานวา
แบคทีเรียที่สรางเมือกใหผลการละลายฟอสเฟตที่นอยกวาแบคทีเรียทีไ่มสรางเมือก  ดังนั้นเมือก
อาจมีผลกระทบตอการปลดปลอยฟอสเฟต  เนื่องจากเมอืกเปนสารประกอบจําพวก polysaccharide 
ที่มีคารบอนเปนองคประกอบสําคัญ  ดังนั้นเชื้อจึงอาจใชแหลงคารบอนสวนหนึ่งในอาหารสําหรับ
การสรางองคประกอบของเซลล  เปนผลใหปริมาณคารบอนที่เขาสูกระบวนการเมทาบอลิซึมอื่นมี
ปริมาณลดลง (Chenu, 1995)  ซ่ึงหนึ่งในนัน้อาจเกีย่วของกับการผลิตกรดอินทรียของเซลล  อีกทั้ง
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ชนิดและปริมาณของกรดอนิทรีย  ที่เชื้อสรางและปลดปลอยออกนอกเซลลยอมมีผลตอการละลาย
ฟอสเฟตไดปริมาณมากหรอืนอย  อยางไรก็ตามจากตารางที่ 8  และ 9  ไดแสดงวาการละลาย
ฟอสเฟตของเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10 กับเชื้อบางสายพันธุ  ซ่ึงไมสรางเมือกในอาหารเหลว  
ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p> 0.05) เชน  BKRP5, KORP13 และ KORP23  
แสดงวาเชื้อทีส่ามารถสรางเมือกในอาหารเลี้ยงเชื้อ  อาจไมจําเปนตองละลายฟอสเฟตไดนอยกวา
เชื้อที่ไมสรางเมือก  แตอาจเปนแนวโนมทีช้ี่วาจุลินทรียที่สรางเมือกจะมีโอกาสละลายฟอสเฟตได
นอยกวาเชื้อชนิดอื่น   
 

จากขอมูลที่กลาวมาแสดงวาชนิดและสายพันธุของเชื้อ  ลักษณะทางสรีรวิทยา  การเจริญ
ของเชื้อ  และอาหารเลี้ยงเชือ้  มีอิทธิพลตอการละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย (Cunningham and 
Kuiack, 1992) 

 
5.  ความสัมพนัธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย  คา pH  และการละลายฟอสเฟต  ในอาหารเหลว 
PVK และ NBRIP 
 
 เนื่องจากขอมลูที่มีผูกลาววาการเจริญของเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้ออาจมผีลกระทบตอการ
ละลายฟอสเฟต  และจากการทดลองนี้ไดใชอาหารเหลวตางสูตรสําหรับการศึกษาประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย  ดังนัน้เพื่อศึกษาวาการเจริญของแบคทีเรียที่เจริญในอาหารตาง
สูตรมีผลตอการละลายฟอสเฟตหรือไม  จงึไดคัดเลือกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11, 
B. megaterium สายพันธุ C411 และ B. megaterium สายพันธุ T1RP13  ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่แสดง
การละลายฟอสเฟตไดสูงเมือ่เปรียบเทียบกับเชื้ออ่ืน  นํามาศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญ
ของเชื้อ  คา pH  และการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว PVK และ NBRIP  
 

จากภาพที่  3, 4 และ 5   ไดแสดงความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11, B. megaterium สายพันธุ C411 และ B. megaterium สายพันธุ 
T1RP13  คา pH และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายอยูในอาหารเหลวทั้งสองสูตร  จากกราฟพบวา
ความสัมพันธดังกลาวของแบคทีเรียทั้งสามที่เจริญในอาหารเหลวตางสูตรมีแนวโนมคลายคลึงกัน  
ซ่ึงจากเสนกราฟการเจริญ (viable count) ของแบคทีเรียชนิดเดยีวกันในอาหารเหลวตางสูตร  แสดง
วาการเจริญของแบคทีเรียในอาหารตางสูตรมีความใกลเคียงกัน  เมื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ
ระหวางการเจริญกับการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11 และ  
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 Viable count (cells) Soluble P (mg P L-1)   pH  
 
ภาพที่ 3  กราฟความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ N11 คา       
               pH  และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร PVK (บน)  และ NBRIP  
               (ลาง)  โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  วนัที่ 2, 4 และ  7 
 
 
 
 
 



51 

 

  
 

 Soluble P (mg P L-1) 
 Viable count (cells+spores) 

  pH 
  Spore count  

 
 
ภาพที่ 4  กราฟความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ C411 คา       
               pH  และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร PVK (บน)  และ NBRIP  
               (ลาง)  โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  วนัที่ 2, 4 และ  7 
 
 
 



52 

  
 

 Soluble P (mg P L-1) 
 Viable count (cells+spores) 

  pH 
  Spore count  

 
 
ภาพที่ 5  กราฟความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13 คา       
               pH  และปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตร PVK (บน)  และ NBRIP  
               (ลาง)  โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24  ช่ัวโมง  วนัที่ 2, 4 และ  7 
 
 
 



53 

B. megaterium ทั้งสองสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตร  แสดงใหเห็นวาการละลายฟอสเฟต
จะคอย ๆ เพิ่มขึ้นตามการเจริญของเชื้อ  และมีปริมาณสูงสุดในชวงทีแ่บคทีเรียเขาสูระยะ stationary 
phase  และคงที่เมื่อปริมาณเซลลลดจํานวนลง  หรือเขาสูระยะเปนสปอร  และจากกราฟเมื่อ
เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางการเจรญิ การเปลี่ยนแปลงคา pH และการละลายฟอสเฟตใน
อาหารเลี้ยงเชือ้  ไดแสดงใหเห็นวาคา pH ที่ลดลงมีอิทธิพลตอการละลายฟอสเฟตอยางชัดเจน  โดย
จากกราฟแสดงใหเห็นวาคา pH ของอาหารลดลงอยางมาก  ในชวงที่เชื้อเจริญเขาสูระยะ stationary 
phase  ซ่ึงเปนระยะทีจ่ํานวนเซลลคงที่  กิจกรรมของเชื้อจึงเปนไปเพื่อการสรางและผลิตสารที่
จําเปนสําหรับการดํารงชีพ  หรือเตรียมพรอมสําหรับการเปลี่ยนแปลงสภาพไปเปนสปอร  การ
แลกเปลี่ยนสารระหวางภายในกับภายนอกเซลล  รวมถึงการปลดปลอยของเสียออกจากเซลล  มีผล
ใหอาหารมีสภาพเปนกรด  คา pH ลดลงคงที่เมื่อกิจกรรมของเซลลลดลง  เพราะจํานวนเซลลลดลง  
และ/หรือเขาสูระยะเปนสปอร  การเปลี่ยนแปลงลดลงของคา pH  ในอาหารเลี้ยงเชื้อมี
ความสัมพันธกับปริมาณฟอสเฟตที่ละลายเพิ่มขึ้นในอาหารเหลว  ซ่ึงพบวาการละลายฟอสเฟต 
คอย ๆ เพิ่มขึ้นตามสภาพความเปนกรดที่คอยๆ เพิ่มขึ้น  และการละลายฟอสเฟตสูงสุดเมื่อคา pH 
ลดลงต่ําสุด  ซ่ึงพบประมาณวันที่สองของการเลี้ยงเชื้อ  เมื่อคา pH คงที่ตลอดการเลี้ยงเชื้อ  การ
ละลายฟอสเฟตก็คงที่เชนกนั  ยกเวนแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13 ในอาหารเหลว
สูตร NBRIP   
 

นอกจากนี้กราฟไดแสดงวาองคประกอบในอาหารเหลวแตละสูตร  มีอิทธิพลตอการ
ละลายฟอสเฟตของเชื้อ  เนื่องจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายในอาหารแตละสูตรมีความแตกตางกนั
อยางชัดเจน  ดังที่ไดเคยกลาวแลววา yeast extract ในอาหารเหลว PVK  มีผลใหการละลาย
ฟอสเฟตลดลง เมื่อเปรียบเทยีบกับอาหารเหลว NBRIP (Nautiyal, 1999)  และพบวาในอาหารเหลว 
NBRIP ทั้งจากที่เล้ียงเชื้อ Pseudomonas sp. และ B. megaterium  มีสภาพความเปนกรดมากกวาใน
อาหารเหลว PVK  ซ่ึงหากเปรียบเทียบคา pH ของอาหารเหลว NBRIP กับ PVK ในวนัที่สองของ
การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ  พบวาคา pH ของอาหารเหลว NBRIP มีคาต่ํากวาคา pH 
ของอาหารเหลว PVK ยกเวนเชื้อ B. megaterium สายพันธุ T1RP13 ที่คา pH ของอาหารเหลว 
NBRIP  มีคาลดต่ํากวาคา pH ของอาหารเหลวสูตร PVK  ในวนัที่ส่ีของการเลี้ยงเชื้อ 

 
จากรายงานผลของ Reyes et al. (1999)  ไดแสดงถึงปริมาณของแอมโมเนียมในอาหารเลี้ยง

เชื้อ  ที่มีผลกระทบตอการละลายฟอสเฟตของรา Penicillium rugulosum  ทั้งสายพันธุเดิม  และ 
สายพันธุกลาย  พบวาในอาหารเหลวที่มีปริมาณแอมโมเนยีม  7.0  มิลลิโมลาร  การละลายฟอสเฟต
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จากแหลงฟอสเฟต HA ลดลง  และการเจริญของเชื้อราถูกยับยั้งเมื่อความเขมขนของแอมโมเนียม
สูงถึง  36.0  มิลลิโมลาร  แตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอมโมเนียมเพียง  0.7  มิลลิโมลาร  พบวา HA 
แสดงการละลายไดสูงสุด  ซ่ึงผลของการเจริญและการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม 
AlPO4 เปนแหลงฟอสเฟตใหผลในลักษณะคลายคลึงกัน  

 
ดังนั้นหากพจิารณาสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตร  ซ่ึงใชแอมโมเนียมเปน

แหลงไนโตรเจน  พบวาในอาหารเหลวสตูร PVK มีปริมาณแอมโมเนยีมสูงกวาอาหารเหลวสูตร 
NBRIP ประมาณ  5  เทา  ซ่ึงจากกราฟอาจกลาววาแอมโมเนียมไมมีผลตอการเจริญของแบคทีเรีย 
เพราะเสนกราฟการเจริญ (viable count) ของเชื้อทั้งสามสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท้ังสอง
สูตร  แสดงจํานวนเซลลใกลเคียงกัน  แตปริมาณแอมโมเนียมในอาหารอาจมีผลตอปริมาณกรดที่
พบในอาหาร 
 

ในกรณกีารเลีย้งแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13 พบลักษณะที่เรียกวา 
Bioflocculation  เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NBRIP อยางชัดเจน (ภาพที่ 6)  ซ่ึงลักษณะดังกลาว
เกิดจากการรวมตัวกันของเชือ้กับตะกอนของ Ca3(PO4)2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทําใหขนาดตะกอน
ใหญขึ้น  และตกลงสูกนภาชนะ  น้ําเลีย้งเชื้อมีลักษณะใส  Bioflocculation  ของเชื้อนี้เกิดขึน้ตั้งแต
ช่ัวโมงที่ 6  จนกระทั่งวันที่  2  ของการเลี้ยงเชื้อ  หลังจากนั้นจะคอย ๆ เปล่ียนแปลงกลับสูสภาพ
เดิมคือ  อาหารเลี้ยงเชื้อกลับขุนอีกครั้ง  ตะกอนขนาดใหญที่พบหายไป  แตในแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ  N11  และ B. megaterium สายพันธุ C411 ไมพบวาเกิด Bioflocculation   
 

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

 T1RP13 ในอาหารเหลว NBRIP (ขวา) และ PVK (ซาย) ตามลําดับ 
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จากรายงานของ Sobeck and Higgins (2002)  ไดแสดงถึงกลไกและปจจัยที่มีอิทธิพลตอ
การเกิด าม

ลของ 

ดังนั้นการเกดิ Bioflocculation ของแบคทีเรีย B. megaterium สายพันธุ T1RP13  ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ

ว 

ง

อกจากนี้ลักษณะ Bioflocculation ซ่ึงไมพบใน B. megaterium สายพนัธุ C411 ที่เล้ียงใน
อาหารเล

 

Bioflocculation  ในกระบวนการ Activated sludge  ของระบบบําบัดน้ําเสยีสังเคราะห  ต
ทฤษฎีที่เคยมผูีกลาวไว  พบวาผลการทดลองไดสนับสนนุกลไกการเกดิ Bioflocculation   ตาม
ทฤษฎี divalent cation bridging (DCB) theory  ซ่ึงไอออนประจุบวกทีม่ีอิทธิพลตอการเกิด 
Bioflocculation มากที่สุดคือ ไอออนประจบุวกสองของ Ca2+  และ  Mg2+  เนื่องจากผนังเซล
จุลินทรียมีสภาพเปนประจุลบ  สามารถดูดซับหรือจับยึดอยูกับไอออนประจุบวก  และทําใหเซลล
เกิดการรวมตวัเขาดวยกัน  ไอออนประจุบวกที่จับอยูที่ผิวเซลลหนึ่งสามารถไปจับกบัเซลลอ่ืนใน
ระบบไดอีก  คลายกับเปนสะพานเชื่อมระหวางเซลล  เมือ่เซลลมีการรวมตัวกันจนมขีนาดใหญ  
และมีน้ําหนักมากขึ้นก็จะตกตะกอนลงมา  ซ่ึงกระบวนการนี้เปนประโยชนอยางมากใน
กระบวนการบาํบัดน้ําเสีย   
 

เหลวสูตร NBRIP  อธิบายไดวาเปนผลจากสรีรวิทยาของเชือ้  และสวนประกอบของอาหาร
เล้ียงเชื้อ  เนื่องจากอาหารเลีย้งเชื้อเหลว NBRIP มีสวนประกอบของ Ca3(PO4)2, MgCl4•6H2O  และ 
MgSO4•7H2O  ในปริมาณสูง  ซ่ึงเปนแหลงของ Ca2+  และ Mg2+ ที่ดี  ซ่ึงจากปจจยัทั้งสองขางตน
สามารถพบลักษณะ Bioflocculation ของ B. megaterium สายพันธุ T1RP13 ที่เจริญในอาหารเหล
PVK ไดเชนกนั  แตกลับไมพบลักษณะดังกลาวของเชื้อนี้ในอาหารเหลวสูตร PVK  ซ่ึงจากขอมูล
ของ Sobeck and Higgins (2002) ไดกลาวอีกวาปริมาณไออออนประจบุวกหนึ่ง เชน Na+, NH4

+ 
และ K+ มีผลลดคุณสมบัติของ flocculation และเมื่อทดลองเพิ่มปริมาณไอออนของ Na+  เขาสู
ระบบบําบัด  พบวามีผลกระทบตอ flocculation เชน คณุสมบัติการรวมตัวกันเปนตะกอนขนาด
ใหญ  และคณุสมบัติการตกตะกอนลดลง  จึงอธิบายวาสวนประกอบของอาหารเหลวสูตร PVK 
บางชนิดมีผลตอการเกิด Bioflocculation ที่ลดลงของเชื้อ  เนื่องจากในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณขอ
ไออออนประจุบวกของ Ca2+  เปนสวนใหญ  แต Mg2+  มีปริมาณนอย  เพราะในอาหารเลี้ยงเชื้อมี
แหลงของ Mg2+  เพียงแหลงเดียวจาก MgSO4•7H2O  ซ่ึงมีปริมาณนอยมาก (0.1 กรัมตอลิตร)   

 
น
ี้ยงเชือ้เหลว NBRIP แสดงถึงความแตกตางทางดานสรีรวิทยาของเชื้อทั้งสองสายพันธุ  

และแสดงถึงความหลากหลายของแบคทีเรียกลุม  B. megaterium 
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ส  
 
ากการแยกแบคทีเรียไดจํานวน  344  ไอโซเลต จากดิน และหนิฟอสเฟตที่มีขายทาง

การคา  น
งการ

ร

าง

ากการศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของ B. megaterium ทั้ง  12  สายพันธุ  ที่
แยกจาก

50.6  
ุด  

ื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการคัดเลือก และการละลายฟอสเฟตในอาหารเลี้ยง
เชื้อตางส

าร

รุป

จ
ํามาศึกษาความสามารถในการละลายสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตรูปละลายยาก 

Ca3(PO4)2  บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งสูตร PVK และ NBRIP  พบวาแบคทีเรีย 12  ไอโซเลต  แสด
ละลายฟอสเฟตไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทัง้สูตร PVK และ NBRIP  จึงคัดเลือกแบคทีเรียกลุมนี้
สําหรับศึกษาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร PVK และ NBRIP  และจากกา
จําแนกชนิดแบคทีเรียทั้ง  12  ไอโซเลต  โดยวิธีการแบบดั้งเดิมประกอบดวย การตรวจสอบลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยา  คุณสมบตัิทางชีวเคมี  และสรีรวิทยาบางประการของเชื้อ  สามารถจัดจําแนก
ชนิดไดอยางชดัเจนวาเปน B. megaterium  ซ่ึงในที่นี้ไดแบงแยกออกเปนกลุมยอย ๆ ตาม
ความสามารถในการสรางหรือไมสรางกรดจากน้าํตาล D-xylose  และการสรางหรอืไมสร
เอนไซม urease 

 
จ
ดิน และหินฟอสเฟต  รวมกับแบคทีเรียจากแหลงเก็บเชื้อตาง ๆ  พบวาแบคทีเรีย 

Pseudomonas sp. สายพันธุ N11 แสดงการละลายฟอสเฟตไดปริมาณสูงสุด  มีคาเทากับ  4
และ  595.9  mg P L-1  ตามลําดับ  B. megaterium สายพันธุ C411  สามารถละลายฟอสเฟตไดสูงส
เมื่อเปรียบเทียบในกลุมของ B. megaterium และ Bacillus sp. ที่เลือกมาทดสอบ  และมีคาเทากับ  
216.4  และ  453.8  mg P L-1  ตามลําดับ  ซ่ึงจากปริมาณฟอสเฟตที่ละลายไดในอาหารเหลวทั้งสอง
สูตร  แสดงวาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียนั้นมีความแตกตางกันตามชนิดและสายพันธุของ
แบคทีเรีย  และจากการทดลองไดสนับสนนุสมมติฐานของการละลายฟอสเฟต ซ่ึงเกดิจากการสราง
และปลดปลอยกรดออกนอกเซลลของแบคทีเรีย  เนื่องจากคา pH ที่ลดลงในอาหารเลีย้งเชื้อ 

 
เม
ูตร  แสดงวาการศึกษาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียในอาหารเหลวมีประสิทธิภาพ

ดีกวาในอาหารแข็ง  เนื่องจากแบคทีเรียทีไ่มแสดงการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งอาจสามารถ
ละลายฟอสเฟตไดในอาหารเหลว  และการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียสวนใหญทีเ่จริญในอาห
เหลวสูตร NBRIP แสดงประสิทธิภาพดกีวาการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียชนิดเดียวกันที่เจริญ
ในอาหารเหลวสูตร PVK  ทั้งนี้สวนประกอบบางชนิดในสูตรอาหาร เชน yeast extract และ 
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ปริมาณแอมโมเนียม  อาจจะมีผลตอการละลายฟอสเฟตไดปริมาณมากหรือนอย  รวมท้ังการสราง
และปลดปลอยกรดออกนอกเซลลของแบคทีเรีย 

 
จากการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย คา pH และการละลายฟอสเฟต

ในอาหารเหลวแตละสูตร  พบวาแบคทเีรียแสดงการละลายฟอสเฟตไดดีเมื่อเชื้อเจริญเขาสูระยะ 
stationary phase  และผลไดแสดงวาคา pH ที่ลดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตรมีอิทธิพลตอการ
ละลายฟอสเฟตอยางชัดเจน 
 

นอกจากนี้ในการศึกษาพบวา B. megaterium สายพันธุ T1RP13  ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว NBRIP  สามารถเกิด Bioflocculation  ซ่ึงเปนอิทธิพลจากปจจยัทางสรีรวิทยาของเชื้อ  และ
สวนประกอบของอาหาร  ลักษณะดังกลาวนี้ไมพบวาเกดิใน B. megaterium สายพันธุ C411 ซ่ึงเปน
แบคทีเรียในยนีัสเดียวกัน  จงึแสดงใหเห็นถึงคุณสมบัติทางสรีรวิทยาทีแ่ตกตางและหลากหลายของ 
B. megaterium 

 
ดังนั้นจากการศึกษาแบคทเีรียละลายฟอสเฟตนี้ ไดสนับสนุนกลไกการละลายฟอสเฟต

ผานกลไกการสรางและปลดปลอยกรดออกนอกเซลล  เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงลดลงของคา pH  
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  โดยมีอิทธิพลหรือปจจยัอ่ืนเขามาเกี่ยวของ  และกระทบตอการละลายฟอสเฟต
ไดปริมาณมากหรือนอย ดังนี้ ชนิดและสายพันธุ  คุณสมบัติทางสรีรวิทยา  การเจริญของแบคทีเรีย  
รวมถึงสวนประกอบในสูตรอาหาร เปนตน 
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ขอเสนอแนะ 
 

ในการแยกจุลินทรียละลายฟอสเฟตนี้อาจทาํการแยกเชื้อโดยการชั่งตวัอยางจากธรรมชาติที่
ตองการแยกเชือ้  ใสลงในอาหารเหลวสําหรับการศึกษาจลิุนทรียละลายฟอสเฟตโดยตรง  เพื่อเปน
การจํากัดการเจริญของจุลินทรียอ่ืนที่ไมสามารถเจริญในอาหารทดสอบได  และเปนวิธีการที่
สามารถแยกจลิุนทรียที่คาดวามีความสามารถในการละลายฟอสเฟตไดโดยตรง  และอาจมีการเติม
สารบางชนิด เชน antibiotic ลงในอาหารสําหรับการแยกเชื้อ  เพื่อจํากดัการเจริญของกลุมจุลินทรีย
ที่ไมตองการศกึษา  นอกจากนี้ควรแยกเชื้อโดยวิธีการ cross streak รวมกับวิธีการ spread เพื่อใหได
เชื้อปริมาณมากและมีความหลากหลาย 
 

จากการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญของแบคทีเรีย คา pH และการละลายฟอสเฟต  
แสดงใหเห็นวาสามารถลดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อจากเดมิ  7  วัน  ตามคําแนะนําของผูที่ไดเคยวิจัย
มากอนหนานี้  เหลือเพียง  1-3  วัน (ตามความเหมาะสมของชนิดแบคทีเรีย)  ซ่ึงจะชวยประหยดั 
เวลาการเลี้ยงเชื้อเพื่อศึกษาจลิุนทรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟต 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

 อาหารเลี้ยงเชือ้เหลานี้หลังเตรียมสวนผสมแลว นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 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 ที่ไมเติมวุน 
 
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  หลังการนึ่งฆาเชือ้ 
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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  หลังการนึ่งฆาเชือ้ 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารและการวิเคราะห 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารและการวิเคราะหหา  available phosphorus (ทัศนีย และ จงรักษ, 2542: 37-40) 
 

1.  การเตรียมน้ํายาสําหรับตรวจวเิคราะหหาปริมาณฟอสเฟตใน 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  เอาสารละลายทั้งสองนี้ใสลงไปใน  5N H2SO4  ปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  ผสมให
เขากันและปรับปริมาตรเปน  2  ลิตร  เก็บไวในขวดแกว  ในสภาพที่มดื 

 
1.2 สารละลาย B 
 
 Ascorbic acid 1.056 กรัม 

 
 ละลาย ascorbic acid  1.056  กรัม  ในสารละลาย A  200  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  
สารละลาย B ที่เตรียมแลวจะตองใชทันที  และเก็บไวไดไมเกิน  24  ช่ัวโมง 
 

1.3 สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 
 
  KH2PO4 0.2195 กรัม 
 
 เตรียมโดยละลาย KH2PO4(A.R.)  0.2195  กรัม  ในน้ํากลั่น  จนมีปริมาตรครบ  1  ลิตร  
สารละลายมาตรฐานนี้จะมฟีอสฟอรัสอยู  50  มิลลิกรัมตอลิตร 
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2.  การวิเคราะหหาปริมาณของฟอสเฟตในตัวอยาง 
 

2.1 การทํากราฟมาตรฐานของสารละลายฟอสเฟต 
 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานฟอสเฟตใหมคีวามเขมขน  5  มิลลิกรัมตอลิตร  โดยนํา
สารละลายมาตรฐานฟอสเฟตจากขอ  1.3  มาทําการเจือจางลง  10  เทา  จากนั้นดูดเอาสารละลายนี้
ปริมาตร  0, 1, 2, 3, 4  และ  5  มิลลิลิตร  บรรจุลงไปในขวดปริมาตรขนาด  25  มิลลิลิตร  เติมน้ํา
กล่ันลงไปจนมีปริมาตรประมาณ  20  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย B  ลงไป  4  มิลลิลิตร  เขยาใหเขา
กันแลวเติมน้ํากลั่นลงไปในขวดปริมาตรจนมีปริมาตรครบ  25  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  วางทิ้งไว
ประมาณ  10  นาที  แลวเร่ิมอานเปอรเซ็นต transmittance (%T) ของน้ํายานี้ดวย spectrophotometer 
ที่ความยาวคลื่น 882  นาโนเมตร  
 
 สรางกราฟมาตรฐานระหวางคาเปอรเซ็นต transmittance ที่อานไดจาก 
spectrophotometer  กับความเขมขนของฟอสเฟตในสารละลายมาตรฐาน  เพื่อใชเปรยีบเทียบหา
ปริมาณฟอสเฟตในตวัอยาง 
 

2.2 การวิเคราะหหาปริมาณฟอสเฟตในตวัอยาง 
  

 ใชตัวอยางประมาณ  1-10  มิลลิลิตร  ใสลงในขวดปริมาตรขนาด  25  มิลลิลิตร  เติม
น้ํากลั่นลงไปจนมีปริมาตรประมาณ  20  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย B  ลงไป  4  มิลลิลิตร  เขยาให
เขากันแลวเติมน้ํากลั่นลงไปในขวดปริมาตรจนมีปริมาตรครบ  25  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  วางทิ้ง
ไวประมาณ  10  นาที  แลวเร่ิมอานเปอรเซ็นต transmittance ของน้ํายานี้ดวย  spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น  882  นาโนเมตร   
 
 การที่จะพจิารณาวาควรจะใชปริมาณตัวอยางเทาใดนั้นขึ้นอยูกับปริมาณของฟอสเฟต
ที่มีอยูในตวัอยาง  ซ่ึงจะตองทดลองดูกอน  เชนใชปริมาณตัวอยาง  5  มิลลิลิตร  ปรากฎวาสีของ
ปฏิกิริยาเขมเกนิไปจนเกินกวาคาของกราฟมาตรฐาน กจ็ําเปนตองลดปริมาณของตัวอยางใหนอยลง  
หรืออาจจะตองเจือจางสารตัวอยางลงกอน 
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 การวัดสีของฟอสเฟตโดยวิธีนี้จะตองปรับคา pH ใหเปน  5.0  โดยใช p-nitrophenol  
0.25%  เปนดชันีบงชี้  ซ่ึงจะมีสีเหลืองในดาง  ไมมีสีในกรด 
 
 การคํานวณหาปริมาณของฟอสเฟตที่วิเคราะหไดเปน มลิลิกรัมฟอสเฟตตอลิตร  
คํานวณดังนี ้
 
  

 

ปริมาณฟอสเฟตในตวัอยาง 
(มิลลิกรัมฟอสเฟตตอลิตร) 

= 

 
 Z คือคาที่ไดจากกราฟมาตรฐาน 
 
หมายเหต:ุ กรณีที่ปริมาณฟอสเฟตใน culture filtr
filtrate กอนนาํมาตรวจวิเคราะห  ใหนําคาระดับค
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ภาพผนวกที่ 1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพัน
            คล่ืน 882  นาโนเมตร  กับความเข

 
 

  
Z  X            ปริมาตรสุดทาย (มิลลิลิตร) 

            ปริมาตรสารตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร)
ate มีปริมาณสูง  และไดทําการเจือจาง culture 
วามเจอืจางนั้นมาคํานวณดวย 

y = -0.7384x + 2.0011
R2 = 1

0.6 0.8 1 1.2

g P L-1
  

 
ธระหวางคาเปอรเซ็นต transmittance ที่ความยาว 
มขนของฟอสเฟตในสารละลายมาตรฐาน 
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