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การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense และ             
A. lipoferum  เพื่อใชในการแยกเช้ือบริสุทธิ์นี้แยกออกเปน 2 การทดลอง การทดลองท่ี 1 การศึกษาประสิทธิภาพ
ของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเลี้ยงเช้ือ  A. brasilense  และ A. lipoferum วางแผนการทดลองแบบ 4 x 4 
Factorial Experiment in Completely Randomized Design จํานวน 4 ซ้ํา ปจจัยท่ี 1 แหลงคารบอน มี 4 ชนิด คือ 
กลูโคส ซูโครส กรดมาลิก  และกรดซักซินิก  ปจจัยท่ี 2 ปริมาณของแหลงคารบอน มี 4 ระดับ คือ 1, 5, 10  และ 
20 กรัม/ลิตร  ศึกษาในอาหาร MPSS ท้ังสภาพอาหารแข็ง  และอาหารเหลวท่ีไมมีไนโตรเจนอนินทรีย           
ผลการศึกษาพบวา  กรดมาลิกเปนแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense และ 
A.lipoferum  มากท่ีสุด โคโลนีของอะโซสไปริลลัมท้ัง 2 ชนิดท่ีเจริญบนอาหารแข็ง มีลักษณะกลม ขอบเรียบ    
สีขาวขุนเปนมันวาว ผิวหนานูน ขนาด 1.62 และ 2.06 มิลลิเมตร เซลลติดสีแกรมลบ มีขนาด 0.8-1.0 และ 1.0-1.4 
ไมโครเมตร ตามลําดับ มีลักษณะเปนแทง โคงเล็กนอย สรางแสท่ีหัวเซลล 1 เสน  เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวมีเซลล
มีชีวิต 3.89 และ 194.88 x 107 CFU/มิลลิลิตร ท่ี 24 ช่ัวโมง มีระยะเวลาในการแบงเซลล 60.6 และ 48 นาที และ
สงเสริมใหมีการตรึงไนโตรเจนเทากับ 5.63 และ 4.82 ไมโครกรัม/100 มิลลิลิตร/วัน ในอาหารท่ีมีกลูโคสเปน
แหลงคารบอน โคโลนีมีลักษณะกลม ขอบเรียบ สีขาวขุนเปนมันวาว ขนาด  2.31 มิลลิเมตร เซลลติดสี  แกรมลบ 
มีลักษณะเปนแทง โคงเล็กนอย  สรางแสท่ีหัวเซลล 1 เสน ในอาหารเหลวท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง มีเซลลมีชีวิตเทากับ 
3.89 x 105 CFU/มิลลิลิตร แตปริมาณเช้ือในอาหารท่ีมีกรดมาลิก และกลูโคสไมมีความแตกตางกัน  การทดลองท่ี  
2  ศึกษาปริมาณของกรดมาลิก และกลูโคสท่ีเหมาะสมตอการเลี้ยงเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum            
วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design)   จํานวน 4 ซ้ํา ปริมาณของ    กรดมาลิก และ
กลูโคส มี 9 ระดับ คือ 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5 และ 20.0 กรัม/ลิตร ในอาหารเหลว MPSS ผลการ
ทดลองพบวากรดมาลิก 2.5 กรัม/ลิตร เปนปริมาณท่ีเหมาะสม สงเสริมใหมีเซลลมีชีวิต 91.20 และ 74.10 x 107 
CFU/มิลลิลิตร และมีระยะเวลาในการแบงเซลล 48.6 และ 49.2 นาที ตามลําดับ สูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตของเช้ือ   A. brasilense และ A. lipoferum  ประกอบดวย กรดมาลิก  2.5 กรัม/ลิตร  MgSO4.7H2O 1.0 
กรัม/ลิตร FeCl3.6H2O 0.002 กรัม/ลิตร และMnSO4.H2O 0.002 กรัม/ลิตร และสูตรอาหารคัดเลือกจําเพาะสําหรับ
เช้ือ A. lipoferum  มีปริมาณกลูโคสท่ีเหมาะสม 12.5 กรัม/ลิตร โดยสงเสริมใหมีเซลลท่ีมีชีวิต 30.19 x 108 CFU/
มิลลิลิตร มีระยะเวลาในการแบงเซลล 45.6 นาที   และสูตรอาหารคัดเลือกเฉพาะสําหรับเช้ือ A. lipoferum  
ประกอบดวย  กลูโคส (D-glucose) 12.5 กรัม/ลิตร  MgSO4.7H2O 1.0 กรัม/ลิตร  FeCl3.6H2O 0.002 กรัม/ลิตร 
และ MnSO4.H2O 0.002 กรัม/ลิตร  
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The study on the efficiency of appropriated medium for the culturing of A. brasilense and                 
A. lipoferum was separated into two experiments. The experiment 1, study the effect of various carbon sources 
on growth A. brasilense and  A. lipoferum in both solid and liquid N-free MPSS medium, was designed in     
4 x 4 factorial experiment in completely randomized design with 4 replications. The first factors consisted  of  
4 types of carbon source (glucose, sucrose, malic acid and succinic acid), while, the another was the quantity of 
each carbon source (1, 5, 10 and 20 g/l). The result showed that malic acid is the best carbon source for 
enhancing growth of A. brasilense and A. lipoferum. Colonies of both species on MPSS medium were circular, 
entire, white color and convex with the size of colony diameter were 1.62 and 2.06 mm., respectively. The  cell 
characteristic was Gram negative with the size at 0.8-1.0 and 1.0-1.4 µm respectively. General cell morphology 
of  both species were rod, little curve with a polar flagellum. The population of A. brasilense and  A. lipoferum 
detected in liquid medium for 24 hours were 3.89 and 194.88 x107 CFU/ml, respectively. The generation time 
of them were 60.6 and 48 min  and the nitrogen fixing activity of A. brasilense and A. lipoferum were 5.63 and 
4.82 µg/100 ml/day, respectively. The characters of  A. lipoferum in glucose-MPSS medium was studied. The 
results showed that the bacterial colony was circular, entire, white color and convex  with the size at 2.31 mm. 
The cell was Gram negative, little curve and with a polar flagellum. The population of A. lipoferum in liquid 
medium at 24 hours were 3.89 x105 CFU/ml, however, the population was not different from that in malic acid 
as carbon source. The second experiment was the study of various levels of malic acid and glucose suitable for 
growth of A. brasilense and A. lipoferum. This experiment was completely randomized design with 4 
replications. The levels of glucose and malic acid (1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5 and 20.0 g/l) were 
studied in liquid MPSS medium. The result found that quantity of malic acid at 2.5 g/l is appropriated for 
growth of azospirillum. The population of  A. brasilense and A. lipoferum were 91.20 and 74.10 x107 CFU/ml 
with the generation time at 48.6 and 49.2 min., respectively. The appropriated  medium for A. brasilense and   
A. lipoferum may be composed of malic acid 2.5 g/l, MgSO4.7H2O 1.0 g/l, FeCl3.6H2O 0.002 g/l, and 
MnSO4.H2O 0.002 g/l., while, the appropriated glucose level for isolation of A. lipoferum may be at 12.5 g/l 
that showed high growth of bacteria at  30.19 x108 CFU/ml. The generation time of bacteria in this medium 
was at 45.6 min. Then, the appropriated selective medium of    A. lipoferum may be composed of D-glucose 
12.5 g/l, MgSO4.7H2O 1.0 g/l, FeCl3.6H2O 0.002 g/l and MnSO4.H2O 0.002 g/l. 
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อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense (log10 ของปริมาณเซลล) ใน
อาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกัน 69 

2 อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense (log10 ของปริมาณเซลล) ใน
อาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกัน 70 

3 อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A lipoferum (log10 ของปริมาณเซลล) ในอาหาร
เหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกัน 71 

4 อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum  (log10 ของปริมาณเซลล) ใน
อาหารเหลวท่ีมีกรดมาลิกปริมาณตาง  ๆ 72 

5 อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum  (log10 ของปริมาณเซลล) ใน
อาหารเหลวท่ีมีกลูโคสปริมาณตาง  ๆ 73 

6 ราคาสารเคมีในการเตรียมอาหารสูตร NFB, MPSS  และอาหารท่ีเสนอขึ้น
ใหมสําหรับเช้ือ A.brasilense และ A. lipoferum 74 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 



 
 
 

   (4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่ หนา 

  
1 การใชแหลงคารบอนของอะโซสไปริลลัม 12 
2 กราฟการเติบโตของจุลินทรียเซลลเดี่ยว         18 
3 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. brasilense ในอาหารท่ีมีแหลงคารบอนตางกัน 32 
4 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum ท่ีเจริญบนอาหารสูตร 

MPSS 33 
5 ลักษณะการติดสีแกรมของ A. brasilense (A) และ A. lipoferum (B) ภายใต

กําลังขยาย 100 เทา 35 
6 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารท่ีมีแหลงคารบอนตางกัน 37 
7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน ของเช้ือ A. brasilense (A) และ             

A. lipoferum (B) (F คือ polar flagellum) ภายใตกําลังขยาย 100 เทา 38 
8 โครงสรางแคปซูล (C) ของเช้ือ A. brasilense ภายใตกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 

100 เทา 40 
9 อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรด

มาลิก(ก) กรดซักซินิก(ข) กลูโคส(ค) และซูโครส(ง) เปนแหลงคารบอน 42 
10 อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรด

มาลิก(ก) กรดซักซินิก(ข) กลูโคส(ค) และซูโครส(ง) เปนแหลงคารบอน 45 
11 ความสัมพันธระหวางคา OD230 กับ log 10 (ปริมาณเซลล) ของเช้ือ A. brasilense            

ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรดมาลิก(ก) กรดซักซินิก(ข) กลูโคส(ค) และ
ซูโครส(ง) เปนแหลงคารบอน 48 

12 ความสัมพันธระหวางคา OD230 กับ log 10 (ปริมาณเซลล) ของเช้ือ A. lipoferum            
ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรดมาลิก(ก) กรดซักซินิก(ข) กลูโคส(ค) และ
ซูโครส(ง) เปนแหลงคารบอน 49 

13 ลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense ในอาหารท่ีมีกรดมาลิก (ก)               
A. lipoferum   ในอาหารท่ีมีกรดมาลิก(ข) และ A.lipoferum ในอาหารท่ีมีกลูโคส
(ค) เปนแหลงคารบอนในอาหารเหลวปลอดไนโตรเจน 56 

(4) 



การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเช้ือ  
Azospirillum brasilense และ A. lipoferum 

 
The Study on the Efficiency of Appropriated Medium for the Culturing of   

Azospirillum brasilense and A. lipoferum 
 

คํานํา 
 

 อะโซสไปริลลัม (azospirillum) เปนแบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนไดจากบรรยากาศ 
สงเสริมการเจริญเติบโต และการใหผลผลิตของพืช เชน เมล็ดพืชอาหารสัตว ถ่ัว และมะเขือเทศ 
(Okon, 1994) นอกจากความสามารถในการตรึงไนโตรเจนแลว อะโซสไปริลลัมยังสามารถสราง
ฮอรโมนของพืชได   Akbari et al. (2007) รายงานวาฮอรโมน indole acetic acid (IAA) ท่ีผลิตโดย
เช้ืออะโซสไปริลลัม สงเสริมการเจริญเติบโตของรากขาวสาลีท่ีปลูกดวยเมล็ด โดยการใสเช้ือ
ดังกลาวมีผลทําใหความยาวราก น้ําหนักแหงของราก และขนรากเพ่ิมขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับ Maria et 
al. (2002) ท่ีทดสอบกับขาวสาลีโดยการใสเช้ือ A. brasilense  พบวามวลชีวภาพ ผลผลิต และความ
เขมขนของไนโตรเจน สูงกวาการไมใสเช้ือ ซ่ึงแสดงใหเห็นวา A. brasilense  สงเสริมการ
เจริญเติบโตของขาวสาลีโดยกระตุนการดูดใชไนโตรเจนของราก พืช C4 เชน ขาวโพด ออย เปนพืช
อาศัยของ A. lipoferum มากกวา A. brasilense ท่ีพบอาศัยอยูรวมกับพืช C3 เชน ขาวสาลี ขาวโอต  
ความสามารถในดานตาง ๆ ของเช้ือนั้นจําเปนตองมีการคัดเลือกเพ่ือใหไดสายพันธุท่ีมีความ
เหมาะสมตรงตามวัตถุประสงคของงาน  

 
A. brasilense และ A. lipoferum เปนแบคทีเรีย 2 ชนิด ท่ีมีการนํามาใชประโยชนกันอยาง

กวางขวางในรูปของปุยชีวภาพ  นอกจากนี้จุลินทรียท้ัง 2 ชนิดนี้มีความสามารถในการใชแหลง
คารบอนท่ีแตกตางกัน เพราะความแตกตางของเมแทบอลิซึมท่ีเกิดขึ้นของจุลินทรีย (Martinez et 
al., 1984)   เม่ือพิจารณาความสามารถในการใชแหลงคารบอนท่ีตางกันของอะโซสไปริลลัมพบวา 
A. lipoferum สามารถใช กลูโคส (glucose) กลีเซอรอล (glycerol) แมนนิทอล (mannitol)           
และซอบิทอล (sorbitol) เปนแหลงคารบอนได  สวน A. brasilense ใชกลีเซอรอลเปนแหลง
คารบอน  A. amazonense ใช กลูโคส และ ซูโครส (sucrose) เปนแหลงคารบอน  A. halopraeferens 
ใชกลีเซอรอล และ แมนนิทอลเปนแหลงคารบอน สวน A. irakense ใชกลูโคส เพกติน (pectin) 
และ ซูโครสเปนแหลงคารบอน (Okon, 1994) งานวิจัยของ   Loh et al. (1984) พบวา A. brasilense  
Sp7 เจริญเติบโตอยางรวดเร็วในอาหาร AZO ท่ีลดความเขมขนของไนโตรเจน  และซักซิเนต ท่ีเปน



 

2

แหลงของคารบอนลง และไมเจริญเติบโตในอาหารท่ีมีกลูโคสเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 
ในทางตรงกันขาม A. lipoferum Sp59b สามารถเจริญเติบโตไดดีในอาหารท่ีมีซักซิเนต หรือกลูโคส 
ผสมอยู  ปจจุ บันนี้มีอาหารไมกี่ สูตรท่ีใช เล้ียงเ ช้ืออะโซสไปริลลัม ไดแก  สูตรของ Okon, 
Dobereiner, สูตร modified peptone succinate salts (MPSS) และ potato agar (BMS) ซ่ึงสูตรอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลานี้ไมสามารถแยกชนิดของเช้ืออะโซสไปริลลัมออกจากกันไดอยางชัดเจนนัก จึงตอง
อาศัยความแตกตางของการใชแหลงคารบอนของจุลินทรียมาประยุกตใช เพ่ือพัฒนาสูตรอาหารท่ี
เหมาะสม การพัฒนาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือมีความเจาะจง และเหมาะสมกับเช้ือ A. brasilense และ 
A. lipoferum ซ่ึงเปนปุยชีวภาพท่ีสําคัญ  จึงเปนหนทางท่ีนาสนใจและตองมีการพัฒนาเพ่ือความ
สะดวกในการจัดจําแนกเช้ือเบ้ืองตนตอไป   

 



วัตถุประสงค 
 
 1. ศึกษาประสิทธิภาพของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงเช้ือ A .lipoferum                      
และ A. brasilense 
 
 2. ศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum และA. brasilense ในอาหาร 
MPSS ดัดแปลง 
  
 3. สรางสูตรอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับเช้ือ A. lipoferum และ A. brasilense 
 
 



การตรวจเอกสาร 
  
1. อะโซสไปริลลัม (azospirillum) 
 

  อะโซสไปริลลัมเปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศไดใน
สภาพท่ีมีออกซิเจนเล็กนอย (microaerobic condition) เจริญไดดีในบรรยากาศปกติเม่ือมีเกลือของ
ไนโตรเจนอยูดวย ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต หรืออาจใชไนเตรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน
ได แตอาจเฟอรเมนตไดเล็กนอย เม่ือออกซิเจนจํากัดอยางรุนแรง ไนเตรตจะเปล่ียนเปนไนไตรต 
หรือไนตรัสออกไซด หรือแกสไนโตรเจน อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตอยูระหวาง 35 ถึง 
37 องศาเซลเซียส อาศัยอยูอยางอิสระในดิน หรืออาศัยอยูท่ีรากของธัญพืช หญา และพืชหัว โดยไม
ชักนําใหเกิดปม (ธงชัย, 2546)  

 

   1.1  การจําแนกชนิดของเช้ืออะโซสไปริลลัม 
 

          อะโซสไปริลลัมเปนแบคทีเรีย gram negative ซ่ึงตามการจัดจําแนกของ Jame et al. 
(2001) ไดจําแนกเช้ืออะโซสไปริลัมไวดังนี้  

 
           Phylum  Proterobacteria phy. Nov. 

               Class  Alphaproteobacteria 
                       Order  Rhodospirillales 
                    Family  Rhodospirillaceae 
                            Genus  Azospirillum     

 
         จากรายงานของ Okon (1994) ไดรายงานเกี่ยวกับลักษณะของเช้ืออะโซสไปริลลัมแต
ละชนิดไวดังนี ้
 

        1) A. amazonense  เซลลมีขนาด 0.9-1.0 ไมโครเมตร ไมสรางแสรอบเซลล (lateral 
flagella) เจริญเติบโตไดดีท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ไมตองการไบโอติน (biotin) ในการ
เจริญเติบโต และไมสามารถใช ซิเตรต (citrate) กลีเซอรอล แมนนิทอล และซอบิทอลเปนแหลง
คารบอนได  
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         2) A. brasilense รูปรางแบบ vibrioid  สรางแสรอบเซลล เซลลมีขนาด 1.0-1.2 
ไมโครเมตร เจริญเติบโตไดดีท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส A.brasilense ไมสามารถใชซิเตรต 
กลูโคส แมนนิทอล แมนโนส (mannose) ไรโบส (ribose) ซอบิทอล และซูโครสเปนแหลงของ
คารบอนในการเจริญเติบโตบนอาหารปลอดไนโตรเจนกึ่งแข็ง และไมตองการไบโอตินในการ
เจริญเติบโต พบอาศัยอยูมากกับพืช C3 เชน ขาวสาลี ขาวบารเลย ขาว ขาวโอด ขาวไรย เปนตน 
(ธงชัย, 2546) 

 
           3) A. halopraeferens เซลลมีขนาด 0.7-1.4 ไมโครเมตร ไมสรางแสรอบเซลล 

เจริญเติบโตไดดีท่ีอุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส ไมสามารถใช กาแลกโตส (galactose) กลูโคส        
ซอบิทอล และซูโครส เปนแหลงคารบอนได ตองการไบโอตินในการเจริญเติบโต 

 
           4) A. irakense เซลลมีขนาด 0.6-0.9 ไมโครเมตร สรางแสรอบเซลล เจริญเติบโตไดดี

ท่ีอุณหภูมิ  33 องศาเซลเซียส ไมสามารถใชฟรุกโตส (fructose) กลีเซอรอล แมนนิทอล              
และซอบิทอล เปนแหลงคารบอนได และไมตองการไบโอตินในการเจริญเติบโต 

  
           5) A. lipoferum เปนแบคทีเรีย gram negative รูปรางแบบ vibrioid มีขนาดประมาณ 

1.0 µm เม่ือมีอายุมากจะมีรูปรางไดหลายแบบ (pleomorphism) เม่ือเล้ียงในสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
และมีสภาพเปนดาง เคล่ือนท่ีโดยใชแสท่ีขั้วเซลล (polar flagella) เสนเดยีว บนอาหารแข็งเคล่ือนท่ี
โดยใชแสบริเวณดานขาง   เปนพวก chemoorganotroph  (ศุภยางค, 2547) สามารถใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอนในอาหารปลอดไนโตรเจนกึ่งแข็ง (semi solid N-free medium) ท่ีมีไบโอติน 
เนื่องจากตองการไบโอตินในการเจริญเติบโต  โดย  A. lipoferum  พบอาศัยอยูมากกับพืช C4 เชน 
ขาวโพด เปนตน (ธงชัย, 2546)  Enrique (1982) พบวาโคโลนีของ Azospirillum spp. แตกตางจาก
โคโลนีของ diazotrophs อ่ืน ๆ โดยจะมีสีแดงสดในอาหารท่ีมี congo red ผสมอยู 

 
           Brenner et al. (2005) รายงานลักษณะทางสัณฐานวิทยาในอาหารเหลว modified 

peptone succinate salts  (MPSS) ของ A. lipoferum และ A. brasilense วาจะเจริญเติบโตอยาง
รวดเร็ว เซลลมีลักษณะเปนแทงบิด เปนเกลียวเล็กนอย มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1.0 
ไมโครเมตร Brenner และ Staley (2005) รายงานวา A. lipoferum และ A. brasilense จะแสดง
ลักษณะของแคปซูลเม่ืออยูในสภาพท่ีสูญเสียน้ํา และอุณหภูมิไมเหมาะสมในสภาพขาดแคลน
อาหาร  
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                1.2  ประโยชนท่ีพืชไดรับจากเช้ืออะโซสไปริลลัม 
 
                    1.2.1 การเพ่ิมผลผลิตพืช  
 
                             อะโซสไปริลลัมสามารถตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศใหอยู ในรูปของ
แอมโมเนียท่ีพืชสามารถนําไปใชประโยชนได  ในสภาพท่ีมีออกซิเจนเล็กนอย Maria et al. (2002) 
รายงานวาการใสเช้ือ A. brasilense ทําใหขาวสาลี มีมวลชีวภาพ ผลผลิต และความเขมขนของ
ไนโตรเจนสูงกวาการไมใสเช้ือ  และยังสงเสริมการดูดใชไนโตรเจนของราก  
 

    Martin et al. (2008) ศึกษาผลของการใสเช้ือ A. brasilense กับการเพ่ิมผลผลิต
ของพืชในพ้ืนท่ีการเกษตร เพ่ือศึกษาจํานวนผลผลิตของขาวสาลี (Triticum aestivum L.) โดยการ
คลุกเมล็ดดวยเช้ือเหลวของ A. brasilense สายพันธุ INTA Az-39 ภายใตสภาพแปลงท่ีแหงแลงของ
ประเทศอาเจนตินา ทําการศึกษาในฤดูปลูกขาวสาลีในป 2002-2006 แบงการทดลองเปนการใสเช้ือ 
และไมใสเช้ือ ทําการทดลองในแปลง 297 พ้ืนท่ี ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการคลุกเมล็ดทําให
พืชมีความแข็งแรง มีขนาดตนใหญกวา และมีการสะสมน้ําหนักแหงของตนและรากมากกวา (12.9 
และ 22.0 % ตามลําดับ) นอกจากนี้การใสเช้ือยังเพ่ิมปริมาณผลผลิตเมล็ดถึง 6.1% และใหผลผลิต 
41.6 กก./ไร และมีผลท่ีตอบสนองเปนบวกถึง 70% ของพ้ืนท่ีจํานวนแปลงทดลองท้ังหมด ท้ังนี้
ขึ้นอยูกับผลผลิตท่ีเก็บเกี่ยวได ปุย การปลูกพืชอ่ืน และการจัดการดิน แตอยางไรก็ตาม ก็มี
ตอบสนองตอการใสเช้ืออยางมาก ในการศึกษานี้จึงแนะนําใสเช้ือ A. brasilense เพ่ือสงเสริมให
ผลผลิตของขาวสาลีสูงขึ้น 

 
    Albrecht et al. (1981) และ Patriquin et al. (1983) รายงานวา เช้ืออะโซ

สไปริลลัมสามารถเพ่ิมผลผลิตใหแกธัญพืช ซ่ึงไมใชผลจากการตรึงไนโตรเจนเทานั้น เนื่องจาก
เช้ืออะโซสไปริลลัมสามารถรีดิวซไนเตรต  เพ่ิมการละลายของฟอสเฟต สังเคราะหสารปฏิชีวนะ
และสารตั้งตนในการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช รวมถึงฮอรโมนพืช (phytohormones) และ   
ซิเดโรฟอร (siderophores) รวมไปถึงการพัฒนาของรากซ่ึงจะทําใหพืชหาน้ําและดูดธาตุอาหารไดดี
ขึ้น (Pandey, 1998; Jofré, 1998; Olubayi, 1998; Fallik, 1996; Steenhoudt, 2000) 

 
          Fulchieri and Frion (1994) ศึกษาผลของการใชเช้ืออะโซสไปริลลัมท่ีมีตอ
ผลผลิตขาวโพด โดยใช A. brasilense (AZ 39), A. lipoferum (AZ 30) and A. brasilense ATCC 
29745 strain Sp 7 พบวาเช้ือ A. brasilense สามารถเพ่ิมน้ําหนักแหงของตนขาวโพดท่ีปลูกใน
ภาชนะปลูก  เปนระยะเวลา 50 วันได จาก 380 มก./กระถาง เปน 523 มก./กระถาง และสามารถเพ่ิม
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น้ําหนักเมล็ดขาวโพดจาก 446.72 กก./ไร (ไมใสเช้ือและปุย) เปน 711.52 กก./ไร ซ่ึงมีคาเทียบเทา
กับผลผลิตท่ีไดจากการใสปุยยูเรีย 9.6 กก./ไร ท่ีมีผลผลิตเทากับ 659.52 กก./ไร 

 
    Osmar  et al. (2004) ศึกษาผลของเช้ืออะโซสไปริลลัมท่ีมีตอขาวโพดในสภาพ

แปลง โดยใช Azospirillum sp. RAM-7 และ Azospirillum RAM-5 พบวา เช้ือดังกลาวสามารถชวย
ลดการใชปุยไนโตรเจนได 40 % 
 
         1.2.2 การสรางสารสงเสริมการเจริญเติบโต 
 
                               Azospirillum sp. มีความสามารถในการผลิตฮอรโมนพืช รวมท้ังโพลีเอมีน และ
กรดอะมิโนในเซลล (Thuler et al., 2003) สําหรับ A. brasilense สามารถสรางฮอรโมน IAA ท่ีเพ่ิม
ความยาวของราก พ้ืนท่ีผิวของราก และน้ําหนักแหงของราก (El-Khawas and Adachi, 1999; Molla 
et al., 2001) และมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพ และเพ่ิมกิจกรรมของ glutamate 
dehydrogenase และ glutamine synthetase (Ribaudo et al., 2001) อะโซสไปริลลัมสามารถสราง
ฮอรโมนพวกออกซิน (Lambrecht et al., 2000) และในบางครั้งสรางไซโตไคนินและจิบเบอริลิน
ดวย (Bottini et al., 1989) นอกจากนี้ Fallik et al. (1994) รายงานวาการใสเช้ืออะโซสไปริลลัมใน
การปลูกพืชจะชวยทําใหพืชมีความหนาแนนและความยาวของขนรากมากขึ้น  เปนผลใหรากมี
พ้ืนท่ีผิวสัมผัสเพ่ิมมากขึ้น 
 
2.  อาหารที่ใชเลี้ยงเชื้ออะโซสไปริลลัม 
 

อาหารเล้ียงเช้ือ (culture medium) หมายถึง อาหารท่ีมีสวนประกอบท่ีเอ้ืออํานวยให           
จุลินทรียเจริญ และแบงเซลล โดยจุลินทรียตางชนิดกันมีความตองการสารอาหาร ตลอดจนสภาพ
ความเปนกรดดางของอาหารท่ีแตกตางกัน ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือท่ัวไปควรมีลักษณะดังนี้ (ภาควิชาจุล
ชีววิทยา, 2544) 

 
             1)  มีธาตุอาหารและความเขมขนท่ีเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย 
             2)  มี pH ท่ีเหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรีย 
             3)  ปราศจากสารพิษ ท่ีมีผลตอการเจริญของจุลินทรีย 
             4)  ไมมีส่ิงมีชีวิตใด ๆ อยูในอาหารเล้ียงเช้ือนั้น 
 



 

8

ลักษณะความตองการอาหารของแบคทีเรียท่ีตางกันนั้นขึ้นกับประเภท โดยดูเฉพาะแหลง
ของพลังงาน และคารบอน ตลอดจนสารอาหารอ่ืน ๆ ท่ีสะทอนใหเห็นความหลากหลายเชิง          
เมแทบอลิซึม (metabolic diversity) ดังนั้นอาหารท่ีใชในการเพาะเล้ียงเช้ืออะโซสไปริลลัม
จําเปนตองมีสารอาหารท่ีเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเช้ือและถูกตองตามวัตถุประสงคของการ
ใชงาน ซ่ึงสามารถจําแนกเปนประเภทของอาหารเล้ียงเช้ือไดดังนี ้

 
1)  อาหารเพาะเล้ียงท่ัวไป (basic media) 

                   อาหารชนิดนี้เปนอาหารท่ีประกอบดวยสารท่ีจําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย   
ท่ัว ๆ ไปท่ีไมตองการสารอาหารพิเศษเพ่ิมเตมิ อาหารเล้ียงเช้ือประเภทนี้นิยมใชเพาะเล้ียงเช้ือท่ีแยก
บริสุทธ์ิแลว  หรือเก็บไวเปนเช้ือคงคลัง ตัวอยางอาหารเพาะเล้ียงท่ัวไปไดแก nutrient broth และ 
nutrient agar เปนตน  
 

2)  อาหารเพาะเล้ียงเสริมสารพิเศษ (enriched media) 
                   เปนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเติมสารพิเศษท่ีจําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียบางชนิด 
เชน เปปโตน วิตามิน เปนตน   

 
3)  อาหารเพาะเล้ียงเพ่ือการเลือกจําเพาะ (selective media) 
      เปนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเพ่ิมสารยับยั้งมากกวาหนึ่งชนิด เพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของ      

จุลินทรียท่ีไมตองการ และสงเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ีตองการไดดี จึงเปรียบเสมือน
เปนการเลือกจุลินทรียเฉพาะชนิดท่ีตองการใหเจริญเทานั้น 

 
อาหารท่ีมักนิยมใชเล้ียงเช้ืออะโซสไปริลลัมโดยท่ัว ๆ ไปคือ สูตร N-free  bromothymol  

blue medium  ( Dobereiner et al. 1976) ท่ีใชในการแยกเช้ือบริสุทธ์ิ ซ่ึงมีกรดมาลิก เปนแหลง
คารบอน ไมมีแหลงไนโตรเจน  และ  Azospirillum medium (Okon et al. 1997) สําหรับการ
เพาะเล้ียงท่ัวไป ประกอบไปดวย NH4Cl และสารสกัดจากยีส (yeast extract) เปนแหลงของ
ไนโตรเจน สารเรงการเจรญิเติบโต (growth factors)  กรดมาลิก เปนแหลงคารบอน และมี K2HPO4 
และ KH2PO4 เปนแหลงของฟอสเฟต  
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3.  ปจจัยที่มีผลตอการเลี้ยงเชื้ออะโซสไปริลลัม  
  
   3.1  แหลงคารบอนและแหลงพลังงาน         

             
          แบคทีเรียนั้นจะมีความตองการอาหารแตกตางกันมาก  บางชนิดตองการอาหารท่ี

ซับซอน แตในบางชนิดก็เจริญในอาหารท่ีงาย ๆ ได ลักษณะการดํารงชีวิตของจุลินทรียนั้นสามารถ
แบงตามความตองการของแหลงพลังงาน และแหลงคารบอน (Bergey, 1974 ; ดวงพร, 2537) ได
ดังนี้  
 
                    3.1.1.  แบงตามแหลงคารบอน (carbon source)  
 

    แหลงคารบอน  หมายถึง  สารประกอบท่ีมีคารบอนเปนองคประกอบอยูดวย
ความตองการคารบอนของจุลินทรียมีอยูในรูปตาง ๆ กัน ท้ังนี้ขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย กลาวคือ  
จุลินทรียพวกสรางอาหารไดเอง (autotrophs) สามารถใชกระบวนการสังเคราะหแสงนําเอา
คารบอนไดออกไซด มาใชในการสรางสารประกอบอินทรียตาง ๆ แกเซลลได นอกจากนี้แลวพวก 
autotrophs ยังสามารถใชเกลือคารบอเนตไดอีกดวย สวนพวกสรางอาหารเองไมได (heterotrophs) 
นั้นไดคารบอนจากสารอินทรีย เชน โปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรต เปนตน เพ่ือใหไดพลังงาน
และการสังเคราะหของเซลล ทําใหสามารถแบงจุลินทรียเปน 2 กลุม คือ 

 
                              1) จุลินทรียสรางอาหารเองได (autotroph) คือ พวกท่ีสามารถใช CO2 เปนแหลง
คารบอนในการสรางอาหาร  
 
                              2) จุลินทรียสรางอาหารเองไมได  (heterotroph) คือ  พวกท่ีใชคารบอนจาก
สารประกอบคารบอน ซ่ึงเปนสารประกอบคารบอนอินทรีย (organic carbon) เชน คารโบไฮเดรท 
และลิพิด เปนตน 
 
                    3.1.2  แบงตามแหลงพลังงาน (energy sources) 
 
                              เนื่องจากการเจริญเติบโตเปนกระบวนการท่ีจําเปนตองใชพลังงานเพ่ือนํามา
สังเคราะห สวนประกอบตาง ๆ ของเซลล จุลินทรียอาจไดพลังงานมาจากแหลงตาง ๆ ซ่ึงแหลง
พลังงานท่ีจุลินทรียใชสามารถแบงจุลินทรียเปน 2 กลุม คือ 
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                               1)  พวกท่ีสรางอาหารจากพลังงานแสง (phototroph)  สามารถตรึงพลังงานแสง
ดวยรงควัตถุ  เชน ใชคลอโรฟลลในแบคทีเรีย (bacteriochlorophyll) ในการเปล่ียนพลังงานแสงมา
มาสังเคราะหพลังงาน เก็บรักษาในรูป ATP โดยผานขบวนการ photophosphorylation ซ่ึงจัดเปน
แบคทีเรียท่ีสังเคราะหแสงได (photosynthetic bacteria เชน purple bacteria, green bacteria, 
cyanobacteria) 
 
                               2)  พวกท่ีสรางอาหารจากพลังงานทางเคมี (chemotroph) คือ สรางพลังงานจาก
กระบวนการออกซิเดชัน (oxidation) ของสารเคมี ซ่ึงอาจจะใชสารอินทรีย และอนินทรีย เปนแหลง
พลังงานโดยผานกระบวนการออกซิเดชัน-รีดักชัน (oxidation-reduction) เชน แบคทีเรีย 
Nitrobacter sp. และ Nitroisomonas sp. เปน nitrifying bacteria สามารถออกซิไดส NH4

+
 ไปเปน 

NO3
- ใน 2 ขั้นตอน เรียก กระบวนการ nitrification โดยท้ัง 2 ขั้นตอนจะปลดปลอยพลังงานท่ี

จุลินทรียสามารถนําไปเก็บในรูป ATP โดยกระบวนการ phosphorylation ได บางทีเรียกการ
สังเคราะห ATP แบบนี้วา oxidative phosphorylation  
 
           อะโซสไปริลลัมมีการดํารงชีวิตแบบสรางอาหารจากพลังงานทางเคมี 
(chemoheterotroph) ใชคารบอนจากสารประกอบคารบอน ซ่ึงเปนสารประกอบอินทรีย  และสราง
พลังงานจากกระบวนการออกซิเดชันของสารเคมี ซ่ึงอาจจะใชสารอินทรีย และอนินทรีย เปนแหลง
พลังงาน อะโซสไปริลลัมสามารถใช   กรดมาลิก  กรดซักซินิก   อะราบิโนส (arabinose) ซิเตรต  
ฟรุกโตส   กาแลกโตส  กลูโคส  กลีเซอรอล   แมนนิทอล  แมนโนส  ไรโบส  ซอบิทอล  ซูโครส 
เปนตน เปนแหลงคารบอน (Okon, 1994)      
 
                                กลูโคส (glucose) มีสูตรโครงสราง คือ C6H12O6 เปนน้ําตาลโมโนแซ็กคาไรด 
(monosaccharide) ซ่ึงเซลลของส่ิงมีชีวิตทุกชนิดใชกลูโคสเปนแหลงพลังงาน กลูโคสสามารถเขาสู
กระบวนการสลายน้ําตาลเพ่ือใหไดพลังงานผาน  Entner-Doudoroff pathway ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของ
กระบวนการไกลโคไลสิส (glycolysis) เปนกระบวนการหลักท่ีใชสลายกลูโคสใหไดเปน  pyruvate  
ซ่ึงจะถูกสลายตอโดย 2 กระบวนการ คือ  ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน pyruvate  จะถูกเปล่ียนไปเปน  
acetyl CoA  แลวจึงเขาสูวฏัจักรเครปส ซ่ึงจะถูกออกซิไดสตอได CO2 และ H2O    แตถาอยูในภาวะท่ี
ขาดออกซิเจนเซลลจะเปล่ียน pyruvate ใหเปน lactate  
 
         ซูโครส (sucrose) มีโครงสราง คือ C12H22O11 เปนน้ําตาลไดแซ็กคาไรด 
(disaccharide) มีช่ือสามัญวา น้ําตาลทราย ซ่ึงซูโครส 1 โมเลกุล ประกอบดวยโมโนแซคคาไรด 2 
โมเลกุล ไดแก กลูโคส และฟรุกโตส โดยโมเลกุลของกลูโคส 1 โมเลกุล เช่ือมตอกับโมเลกุลของ 
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ฟรุกโตส 1 โมเลกุล ดวยโควาเลนทบอนดท่ีช่ือวา glycosidic bond สูตรเอมไพริกัลของซูโคส      
คือ C12H22O11 และช่ือเคมีคือ β – D – fructofuranosyl - (2→1) – α – D - glucopyranoside                          
ซ่ึง A. brasilense  และ A. lipoferum ไมมีเอนไซมท่ีใชในการยอยสลายน้ําตาลโมเลกุลคู ทําใหไม
สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารท่ีมีซูโครสเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว  
 
            กรดมาลิก  (malic acid)  เปนสารอินทรียชนิดหนึ่ง มีสูตร C4H6O5  กรดมาลิก
เปน dicarboxylic acid เปนสารใหรสเปรี้ยวในอาหาร กรดมามาลิกจะพบในผลไมท่ียังไมสุก เกลือ
และสวนผสมของกรดมาลิก เรียกวา malates  โดย malate anion เปนสารมัทยันตร (intermediate 
product) ใน  citric acid cycle กรดมาลิกมี 2 stereoisomers ดานซายเปน L-enantiomer และดานขวา
เปน D-enantiomer  โดย L-Malic acid เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ สวน D-malic acid เปนผลิตภัณฑท่ี
ไดจากการสังเคราะห ซ่ึงเช้ืออะโซสไปริลลัมสามารถใชในสวนของ pyruvate ไดทันทีโดยไมได
ผานในขั้นตอนของกระบวนการไกลโคไลสิส   
 
           กรดซักซินิก (succinic acid) ในระบบ International Union of Pure and 
Applied Chemistry (IUPAC) เรียกวา กรด butanedioic มีสูตรโครงสราง คือ C4H6O4 เปน
สารประกอบอินทรียเชนเดียวกับกรดมาลิก เม่ือเปนแอนไอออน เรียก succinate และเรียก esters 
ของกรดซักซินิกวา alkyl succinates  กรดซักซินิกพบไดในเศษซากพืชและซากสัตว กรดซักซินิก
นั้นเช้ืออะโซสไปริลลัมสามารถนําไปใชแทน pyruvate ไดทันทีเชนเดียวกับการใชกรดมาลิก      
โดยไมไดผานในขั้นตอนของกระบวนการไกลโคไลสิส  
 
            อยางไรก็ตาม เม่ือแบงตามชนิดของอะโซสไปริลลัม พบวา อะโซสไปริลลัม
แตละชนิดมีความสามารถในการใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน  A.  brasilense และ A.  lipoferum 
สามารถใชประโยชนจากแหลงคารบอนท่ีหลากหลาย ตามความแตกตางของ แมแทบอลิซึมท่ี
เกี่ยวกับการยอยสลายสารของเช้ืออะโซสไปริลลัม (Martinez-Drets et al., 1984)   มีรายงานความ
คลายคลึงกันของเอนไซมของจุลินทรียท้ังสองชนิด กระบวนการ oxidative ของ hexose 
monophosphate pathway ใน A.brasilense และ A.lipoferum ของกระบวนการ Embden - Meyerhof- 
Parnas pathways ( EMP) ของฟรุกโตสในการเจริญเติบโตของ  A. brasilense และระหวาง Entner- 
Doudoroff  ( ED)  และ EMP  pathways  ในการเจริญเติบโตของ A. lipoferum  (Westby et al., 
1983) นอกจากนี้ A. brasilense  และ A. lipoferum มีความคลายคลึงกันบางสวน คือมีการ
เจริญเติบโตไดเม่ือใชผลผลิตของ tricarboxylic  acid cycle  และกรดอินทรีย แตไมเจริญเติบโตใน
น้ําตาลโมเลกุลคู เชน ซูโครส    แลกโตส และ แมนโนส (Das and Mishra, 1983)   
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ภาพที่ 1  การใชแหลงคารบอนของอะโซสไปริลลัม (Okon, 1994) 
 
  จากภาพท่ี 1 สารประกอบท่ีขีดเสนใตเปนสารในกระบวนการแคทาบอลิซึม (กระบวนการท่ี
ทําใหสารสลายตัวหรือแตกตัว) ท่ี A. brasilense, A. lipoferum หรือ A. amazonense ไปชวยทําใหมัน
สลายตัว โดยอาศัยกิจกรรมเอนไซมของ Embden-Meyerhof-Pamas pathway, the Enter-Doudoroff 
pathway, tricarboxylic acid cycle, glyoxylate shunt และกิจกรรมตางๆ ก็จะเกิดขึ้นตามลูกศร 
(Okon, 1994) 
 
 
 
 
 
 

sucrose 

glycerol D-fructose D-glucose D-gluconate 
glycerol-3-P 

fructose-6-P Glucose-6-P 
6-P-gluconate 

dihydroxy- 
acetone-P Embden-

Meyerhof-
Parnas 

pathway 

Entner 
Doudoroff 
pathway 3-P-glyceraldehyde 

pyruvate 

acetyl-CoA 

tricaboxylic-acid 
cycle with 

glyoxylate shunt 

lactate 
malate 

fumarate 
succinate 

ethanol 

acetate 

L-arabinose 

L-arabonate 

-ketoglutarate 
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3.2 แหลงของไนโตรเจน 
 

สารป ระก อบท่ี มีไน โตร เจนเ ปนอ งคป ระก อบเ ชน  โ ปรตี น  ก รดอ ะมิโ น                
เกลือแอมโมเนียมตาง ๆ เปนตน ซ่ึงจุลินทรียแตละชนิดมีความตองการและความสามารถในการใช
แตกต างกัน  ในบางกรณีตองเติมสารพวกกรดอะมิโนบางตัวลงไปในอาหารเล้ียงเ ช้ือ                 
เพราะจุลินทรียไมสามารถสังเคราะหไดเอง สารดังกลาวอาจไดจากหางนม แปงถ่ัวเหลือง และ 
yeast extract เปนตน (วิกานดา และคณะ, 2547) เนื่องจากไนโตรเจนเปนสวนประกอบสําคัญของ
สารประกอบท่ีเปนโครงสราง และมีบทบาทตอกิจกรรมของจุลินทรีย  แหลงของไนโตรเจนท่ี 
จุลินทรียจะนําไปใชไดมีหลายชนิด ไดแก  ไนเตรตไอออน  แอมโมเนียมไอออน และไนโตรเจน
อินทรีย   ตาง ๆ เชน yeast extract และ peptone เปนตน Alef and Nannipieri (1995) รายงานวา     
A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens และ A. irakense   มีความสามารถ
ในการรีดิวซ ไนเตรต เปนไนไตรต แตความสามารถในการรีดิวซไนไตรตไปเปนแกสไนตรัส
ออกไซดนั้นพบเฉพาะใน A. lipoferum  A. brasilense และ A. halopraeferens เทานั้น  

 
อยางไรก็ตาม อะโซสไปริลลัมก็ เปนจุ ลินทรีย ท่ีอาศัยอยูอย างอิสระ และมี

ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศในสภาพท่ีมีออกซิเจนเล็กนอย ซ่ึงหากมีแหลง
ของคารบอนท่ีเหมาะสมก็สามารถเจริญเติบโตไดดีในอาหารท่ีไมมีไนโตรเจนผสมอยูเชนกัน 
 

3.3 แหลงของ growth factor 
 
         เนื่องจากจุลินทรียหลายชนิดไมสามารถสังเคราะหกรดอะมิโนหรือวิตามินบางอยาง

ไดเชน ไลซีน (lysine), เมทไทโอนีล (methionine), วิตามิน บี, pantothenic acid, folic acid และ 
biotin เปนตน ดังนั้นหากเราตองการใหจุลินทรียเจริญไดดวยดีเพ่ือผลิตผลิตภัณฑท่ีตองการอยางมี
ประสิทธิภาพแลว จําเปนตองศึกษาถึงความตองการและปริมาณท่ีใชของ จุลินทรียนั้น ๆ ดวย        
(จุรียรัตน, 2550) สอดคลองกับ Eddy (1941) รายงานวาจุลินทรียตองการ growth factor ท่ีจําเปนตอ
การดํารงชีวิต จุลินทรียหลายชนิดสามารถสังเคราะหวิตามินตาง ๆ ได แตบางชนิดก็ไมสามารถ
สังเคราะหวิตามินบางอยางขึ้นใชได จึงจําเปนตองใหวิตามินเหลานั้นในอาหาร  

 
       Tarrand et al. (1978) รายงานวา A. lipoferum ตองการไบโอตินในการเจริญเติบโต 

ตรงขามกับ A. brasilense ท่ีไมตองการไบโอตินในการเจริญเติบโต  
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3.4 ธาตุอาหารอ่ืน ๆ 
 

จุลินทรียตองการเกลือแรบางชนิดในปริมาณเล็กนอย แตถาไมมีจะเปนผลเสียตอ
เซลลจุลินทรียมาก เพราะเกลือแรบางชนิดเปนตัวเรงในปฏิกิริยาชีวเคมีหลายอยางและเปน
สวนประกอบของเอนไซมและองคประกอบบางอยางของเซลล  แบงเกลือแรออกเปน “major 
elements” ไดแกเกลือแรท่ีจุลินทรียตองการในปริมาณมาก ไดแก P, Mg, Ca, K, S และ Na สวน
พวกท่ีจุลินทรียตองการในปริมาณเพียงเล็กนอยเทานั้น ซ่ึงมักไมจําเปนตองเติมลงไปในสารอาหาร 
เนื่องจากมีปะปนมากับวัตถุดิบหลายชนิดท่ีนํามาใชอยูแลว เรียกวา minor หรือ trace elements 
ไดแก Fe, Co, Cu, Mn, Zn, Mo และ B   เกลือแรท่ีจําเปนมากท่ีจะตองมีอยูในสารอาหาร ไดแก P 
และ Mg เพราะเปนตัวเรงในปฏิกิริยาการสรางและถายพลังงานสําหรับจลิุนทรีย (วิกานดา และคณะ
, 2547)  

 
เช้ืออะโซสไปริลลัมตองการธาตุอาหารอ่ืน ๆ ในการเจริญเติบโตอีกหลายอยาง เชน 

K+, PO4
3-, Mg2+, SO4

2-, Cu2+, Mn2+, MoO4
2-, Co2+, Ni2+ และ Fe2+  ซ่ึงธาตุเหลานี้จะมีความจําเปนตอ

การเจริญเติบโตของเช้ืออะโซสไปริลลัม เชน ฟอสเฟตเปนองคประกอบของสารท่ีใหพลังงาน  
นอกจากนี้โมลิบดีนัม และเหล็ก ยังเปนองคประกอบของเอนไซมไนโตรจีเนสท่ีจําเปนในการตรึง
ไนโตรเจน ซ่ึงประกอบดวยโปรตีนท่ีตางกัน 2 สวน คือ dinitrogenase (MoFe protein) ทําหนาท่ีจับ
และรีดิวซแกสไนโตรเจน และ dinitrogenase reductase (Fe protein)  ซ่ึงเปนตัวสงผานอิเล็กตรอน
ใหกับเอนไซม dinitrogenase (Tate, 2000) และ Mg2+, Mn2+, Co2+, Ni2+ และ Fe2+ ท่ีจําเปนตอ
กระบวนการรีดักชัน ซ่ึงชวยให ATP ทํางานไดตามปกต ิ(สมศักดิ,์ 2541)  

 
3.5 ความเปนกรดเปนดางของอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

pH มีอิทธิพลตอการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงจุลินทรียแตละชนิดจะมีชวง pH ท่ี
เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต ซ่ึงถาต่ําหรือสูงกวานั้น จะไมมีการเจริญเติบโต หรือเจริญเติบโต
ไดไมดีเทาในชวง pH ท่ีเหมาะสม (จุรียรัตน, 2550) จากรายงานของ Alef and Nannipieri (1995)  
ไดรายงานชวง pH ท่ีเหมาะสมของเช้ืออะโซสไปริลลัมแตละชนิดไวดังนี้ โดย A. brasilense,        
A. lipoferum, A. amazonense, A. irakense และ A. halopraeferans มีชวง pH ท่ีเหมาะสมตอการ
เจริญเติบโต คือ 6.0-7.8, 5.7-6.8, 5.7-6.5, 6.4-6.7 และ 6.8-8.0 ตามลําดับ  
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3.6 อิทธิพลของอุณหภูมิตอการเจริญของอะโซสไปริลลัม 
 

อุณหภูมิมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียเชนเดียวกันกับความเปนกรดเปนดาง
ของอาหารเล้ียงเช้ือ ชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียจะคงท่ี และเปน
ลักษณะเฉพาะของแตละสายพันธุ (จุรียรัตน, 2550) จากรายงานของ Alef and Nannipieri (1995) ได
รายงานชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ืออะโซสไปริลลัมแตละชนิดวา              
A. brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, A. irakense และ A. halopraeferans มีชวงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอการเจริญเติบโต คือ 22-37, 32-37, 32-37, 30-33 และ 41 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

 
3.7 แกสออกซิเจนหรือตัวรับอิเล็กตรอน 
 

จุลินทรียแตละชนิดมีความตองการออกซิเจนในการเจริญท่ีแตกตางกัน แตออกซิเจน
มีสมบัติละลายในสารละลายไดในปริมาณนอยแบคทีเรียใชออกซิเจน (aerobic bacteria) จะใช
ออกซิเจนปริมาณนอยหมดในเวลารวดเร็ว ทําใหการเจริญเติบโตถูกจํากัดดวยอัตราการแพรของ
ออกซิเจน ระหวางน้ํากับอากาศ   วิธีท่ีจะเพ่ิมอากาศใหจุลินทรียในอาหารเล้ียงเช้ือทําไดโดยเพ่ิม
พ้ืนท่ีผิวท่ีอากาศจะลงไปสัมผัสกับอาหารเหลว ทําไดโดยการพนอากาศท่ีผานการกรอง การกวน
อาหารเพ่ือชวยการกระจายตัวของอาหาร และการใหอากาศโดยเครื่องเขยา ซ่ึงการใหอากาศดวย
เครื่องเขยาความเร็วรอบท่ีใชก็มีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียในอาหารเล้ียงเช้ือเชนกัน 

 
อะโซสไปริลลัม เปนจุลินทรียในกลุมท่ีตองการออกซิเจนเล็กนอยในการดํารงชีวิต 

(microaerophilic)  ซ่ึงในสภาพท่ีมีไนโตรเจนอินทรีย เชน ไนเตรต และ แอมโมเนียม เช้ือจะเจริญ
ไดดีในสภาพท่ีมีออกซิเจนสูง แตสภาพท่ีขาดเกลือไนโตรเจนอินทรีย เช้ือจะเจริญเติบโตไดดีเม่ือมี
ออกซิเจนอยูเพียงเล็กนอยเทานั้น (ธงชัย, 2546) 

 
4. การศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
             
            การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย หมายถึง การเพ่ิมจํานวนเซลล ซ่ึงเปนผลมาจากการ
เปล่ียนแปลงทางเคมีและฟสิกสภายในเซลล  การเจริญเติบโตเปนปจจัยท่ีสําคัญอยางยิ่งในการ
ดํารงชีวิต  เซลลแตละเซลลมีชวงอายุท่ีจํา เพาะเจาะจงสําหรับชนิด (species) หนึ่งๆ การ
เจริญเติบโตของประชากรนั้นสามารถท่ีจะตรวจสอบไดโดยการวัดการเปล่ียนแปลงของจํานวน
เซลล  หรือมวลชีวภาพ(biomass) ของประชากรตอหนึ่งหนวยเวลา ซ่ึงเรียกวา “อัตราการ
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เจริญเติบโต” (growth rate) เวลาท่ีใชในการเพ่ิมจํานวนประชากรจากเดิมเปน 2 เทา เรยีกวา เวลาช่ัว
รุน (generation time หรือ doubling time) จะแตกตางกันไปในแตละชนิด ในสภาวะแวดลอมหนึ่งๆ 
การเติบโตของจุลินทรียสามารถบอกไดโดยการวัดความขุน(turbidity) ของจุลินทรียในอาหารเหลว  
การเพ่ิมขนาดของโคโลนีบนอาหารแข็ง หรือการเพ่ิมของจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศน   
ท้ังนี้การวัดนั้นตองเทียบกับหนวยเวลา  (กนกวรรณ และคณะ, 2547) 
 
 ในการศึกษาเพ่ือหาระยะเวลาท่ีจะเปนเวลาช่ัวรุน (generation time) ของแบคทีเรียแตละ
ชนิด  ทําไดโดยเล้ียงแบคทีเรียในสภาวะท่ีเหมาะสม จากนั้นนําแบคทีเรียไปนับหาจํานวนเริ่มตน
โดยใชกลองจุลทรรศน หลังจากท้ิงใหแบคทีเรียมีการเจริญและทวีจํานวนเปนชวงระยะเวลาหนึ่ง
แลวนั้นจึงนับจํานวนใหมอีกครั้งหนึ่ง ดังนั้นขอมูลท่ีไดในการหาเวลาช่ัวรุน (generation time) จึง
ประกอบดวย 
 
  1) จํานวนแบคทีเรียเม่ือเริ่มตน 
  2) จํานวนแบคทีเรียในครั้งสุดทาย (เม่ือปลอยใหเจริญในระยะเวลาหนึ่ง) 
  3) ระยะเวลาท่ีปลอยใหแบคทีเรียเจริญ 
 
 สมมติวาการศึกษานี้มีแบคทีเรียในระยะเริ่มตน 1 เซลล เม่ือเวลาผานไป 1 generation 
time จะไดจํานวนแบคทีเรียเพ่ิมเปน 2 เซลล เม่ือระยะเวลาเปน 2 generation time จะไดแบคทีเรีย
เปน 4 เซลล และเม่ือท้ิงระยะเวลาเปน 3,4,5,… generation time ก็จะไดแบคทีเรียเปน 8,16,32,… 
เซลล ตามลําดับ ถาใหแบคทีเรียเริ่มตนเปน a เซลล และปลอยใหแบงตัว n จะไดจํานวนแบคทีเรีย
สุดทายเปน a x 2n แสดงใหเห็นวาระยะเวลาท่ีผานไปในแตละ generation time จํานวนแบคทีเรียจะ
เพ่ิมเปนสองเทาเสมอ ดังสมการขางลางนี ้
 
 การหา generation time และการทวีจํานวนของแบคทีเรีย 
 สําหรับความสัมพันธระหวางจํานวนเซลลแบคทีเรียกับ generation time เขียนเปน
สมการไดดังนี้ 
 
 ให  n เปนจํานวน generation time 
  a เปนจํานวนแบคทีเรียเริ่มตน 
  b เปนจํานวนหลังจาก n generation time 
  g เปนเวลาในแตละ generation time 
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t เปนระยะเวลาท่ีใหแบคทีเรียแบงเซลลจาก a ถึง b 
 

ดังนั้นจํานวนแบคทีเรียหลังจาก n generation time เปน 
 
  b  =  a x 2n 
  log b  =  log a + n log 2 
  n  =  (log b- log a)/log 2 
 แต    log 2  =  0.30103 
  n  =   (log b- log a)/0.30103 
 แต  n  =   t/g 
           ดังนั้น  t/g  =   (log b- log a)/0.30103 
 และ  g  =  t (0.30103)/(log b- log a) 
 
ถาคา g ท่ีไดนอย แสดงวาแบคทีเรียแบงเซลลอยางรวดเร็ว แตถาคา g มาก แสดงวาแบคทีเรียแบงตัว 
ไดชา 
 
            จุลินทรียเซลลเดี่ยวจะเจริญเติบโตเพ่ิมจํานวนดวยการแบงเซลลจาก 1 เปน 2 (binary 
fission) เซลลรุนลูกแตละเซลลมีลักษณะเหมือนเซลลแมทุกประการ เม่ือการแบงเซลลส้ินสุดลง   
จํานวนเซลลหรือมวลชีวภาพ (biomass) จะเพ่ิมเปน 2 เทาของเม่ือกอนแบงเซลล การเจริญเติบโต
ของจุลินทรียสามารถศึกษาไดจากกราฟการเติบโต (growth curve) โดยท่ีกราฟการเติบโตปกติ 
(typical growth curve) จะแสดงใหเห็นถึงระยะการเติบโต 4 ขั้นดวยกัน (รูปท่ี 2) คือ 
 

1) ระยะ lag (A) เซลลอยูในชวงการปรับตัวกอนแบงเซลลเพ่ิมจํานวน 
2) ระยะ log (B) เซลลมีการเจริญเติบโตอยางเต็มท่ี จํานวนเซลลเพ่ิมขึ้นแบบ (exponential) 
3) ระยะstationary (C) อัตราการเพ่ิมมวลชีวภาพเปน 0  
4) ระยะ decline (D) จํานวนของเซลลท่ีมีชีวิตลดลง อัตราการเพ่ิมจํานวนนอยกวาอัตราการ

ตาย 
 
การเจริญเติบโตของจุลินทรียนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลายชนิด เหตุผลประการหนึ่งคือ ความ

แตกตางในดานความตองการธาตุอาหารของจุลินทรียตางชนิดกัน 
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ภาพที่ 2  กราฟการเติบโตของจุลินทรียเซลลเดี่ยว  

 
4.1 วิธีการวัดการเจริญของแบคทีเรีย 
 

วิธีการวัดการเจริญของแบคทีเรียมีหลายวิธีดวยกัน คือ 
 

        4.1.1   Counting chamber method เปนการนับจํานวนเซลลโดยใชกลองจุลทรรศน  
ซ่ึงใชสไลดท่ีเรียกวา Petroff Hausser ท่ีทํา เปนรอง ซ่ึงทราบขนาดของความกวางและความลึก    
เม่ือหยด suspension ของแบคทีเรียแลวปดดวย cover slide นํา ไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ 
compound microscope หรือแบบphase microscope นับจํานวนแบคทีเรียท่ีพบแลวคํานวณหา        
จํานวนแบคทีเรียตอมิลลิลิตรใน suspension ได ขอดีของวิธีนี้คือ สามารถทราบจํานวนแบคทีเรียได
อยางรวดเร็ว และสามารถสังเกตลักษณะของแบคทีเรียท่ีนับไดดวย ขอเสียคือ เปนการนับเซลล
แบคทีเรียท้ังหมด ซ่ึงไมสามารถแยกไดวาแบคทีเรียนั้นมีชีวิตหรือไม และไมเหมาะท่ีจะนับจํานวน
แบคทีเรียใน suspension ท่ีมีปริมาณมากหรือนอยเกินไป (กนกวรรณ และคณะ, 2547) 

         
        4.1.2   Plate count technique เปนวิธีการท่ีใชกันแพรหลายสําหรับการนับเปนเซลล

โดยเฉพาะแบคทีเรีย เพราะแบคทีเรียสวนใหญไมสามารถใชวุนได  การผสมวุนกับอาหารท่ีใชเล้ียง
จุลินทรีย และเทลงในจานเพาะเล้ียง นําตัวอยางท่ีตองการตรวจนับเจือจางใหอยูในชวงท่ีนับไดแลว
เกล่ียบนผิววุนเรียกวา surface spread method หรือใหตัวอยางผสมกับอาหารในจานเพาะเล้ียง
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เรียกวา pour plate method วิธี plate count มีขีดจํากัดในการใช เชน ตองพิจารณาอาหารท่ีใช
สภาพแวดลอมการบม เชน มีออกซิเจนหรือไมมี ใชเวลามากอยางนอย 2 วัน เสียคาใชจายสูง เม่ือ
เช้ือจะเจริญจากแตละเซลลเดี่ยวจนเปนโคโลนี ดังนั้นโคโลนีบนจานเพาะเล้ียงบอกถึงเซลลมีชีวิตท่ี 
ปลูกลงในจานเพาะ ตัวอยาง ปกติจะถูกเจือจางเพ่ือวาจํานวนโคโลนีท่ีขึ้นบนจานเพาะเล้ียงจะอยู
ระหวาง 30-300 ซ่ึงภายในชวงนี้สามารถนับไดอยางถูกตอง  และโอกาสการเกิดการรบกวนของการ
เจริญของ  1 เซลล กับเซลลอ่ืนๆ จะนอย โคโลนีจะนับโดยการฉายแสงผาน ดูจากขางลาง (dark-
field illumination) เพ่ือท่ีจะเห็นไดงายและการใช เลนสขยายใหใหญก็นิยมใช อุปกรณ
อิเล็กทรอนิกสท่ีพัฒนาสําหรับการนับโคโลน ี(ภาควิชาจุลชีววิทยา, 2544) 

 
                  ขีดจํากัดของ plate count technique คือ ใชกับแบคทีเรียซ่ึงจะนับการเจริญบน

อาหารท่ีใช และภายใตสภาวการณบมท่ีจัดไว จึงเปนขอท่ีนาพิจารณา ถาเปนเช้ือผสมของแบคทีเรีย
ท่ีตองการเง่ือนไขตางกัน  อีกขอคือขีดจํากัดท่ีแตละการเจริญภายใตสภาวะท่ีจัดใหอาจจะไมได 1 
โคโลนี การเจริญของ 1 โคโลนีจาก 1 เซลล  สามารถจะเกิดขึ้นไดเม่ือ  suspension  เปนเนื้อเดียวกัน
และไมเกาะกลุมแตเซลลท่ีมีแนวโนม เกาะกลุม เชน cocci เปน clusters (staphylococci) ลูกโซ 
(streptococci) หรือคู (diplococci) ผลการนับดวยวิธีนี้จึงไดจํานวนเซลลต่ํากวาพวกท่ีเปนเซลล
เดี่ยวๆ ดวยเหตุผลนี้การนับบอยๆ ครั้งจึงรายงาน เปน colony forming unit (CFU) ตอมิลลิลิตร 
มากกวาท่ีจะบอกเปนจํานวนเซลลตอมิลลิลิตร  

 
                  วิธีการนี้จะใชกับลักษณะงานปกติ เชน การตรวจประชากรแบคทีเรียในน้ํานม 

น้ํา อาหาร และวัสดุอ่ืน ๆ สะดวกและสามารถดัดแปลงวิธีการวัดประชากร  ขอดีของวิธีนี้คือ มี
ความไว (sensitive ) คือ เซลลจํานวนนอยก็สามารถนับได ทางทฤษฎีถาตัวอยางมีเซลล 1 เซลลตอ
มิลลิลิตร  ก็จะเกิด  1 โคโลนี  บนจานเพาะเล้ียงเม่ือใชตัวอยาง 1 มิลลิลิตร 

 
        4.1.3   การวัดความขุน (turbidity) หากความขุนมากแสดงวามีจํานวนเซลลมาก       

วัดโดยใช spectrophotometer โดยวัดคา optical density ( OD ) วิธีนี้สะดวกรวดเร็วใชมากใน
การศึกษาจลศาสตร  การเจริญสามารถแปรเปนจํานวนเซลลได  โดยใชกราฟมาตรฐานระหวางคา 
OD  และจํานวนเซลล  การวัดความขุน อาศัยหลักการท่ีวาการมองส่ิงตางๆ ผานหมอกจะลดความ
ชัดของภาพลง โดยขึ้นกับความหนาแนน ของหมอกและระยะทางระหวางผูสังเกต  และวัตถุท่ีถูก
มองนี้เปนเพราะแตละหยดของน้ําในหมอก จะดูดกลืนและกระจายแสงท่ีผานมันเขาไปและเม่ือมี
หยดน้ํามากในทางท่ีแสงผานการมองเห็นก็จะ ยิง่นอยลง 
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ทํานองเดียวกันกับเซลลแบคทีเรียในสารแขวนลอยก็จะดูดกลืนและกระจาย
แสงท่ีผานมัน เชนกัน ดังนั้นถาเช้ือมากกวา 107-108 เซลล / มล. จะเกิดความขุนของเช้ือได การเกิด
ความขุน เปนวิธีท่ีงายรวดเร็วท่ีจะติดตามการเจริญ  แตวิธีนี้เช้ือจะตองมีความหนาแนนมากพอ 
นอกจากนี้ก็ อาจจะวัดไมได  ถาเช้ือเจริญในอาหารท่ีมีสีเขม เช้ือเจริญในอาหารท่ีมีความขุนและ
เปนการ วัดท้ังเซลลเปนและเซลลตายรวมกัน ขีดจํากัดการใชวิธีนี้คือตองใชกับเช้ือบริสุทธ์ิเทานั้น
จึงจะมี ความถูกตองสูง  เนื่องจากการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนตางกันของแบคทีเรียหรือยีสต 
สําหรับ เช้ือราใชวีนี้ไมได  เพราะเปนเสนใยและไมทําใหอาหารขุน (ภาควิชาจุลชีววิทยา, 2544) 
 
                    4.1.4   วัดหานํ้าหนักแหงของเซลล วิธีนี้เปนการวัดการเจริญของแบคทีเรียจากนํ้าหนัก
ของเซลลท่ีเพ่ิมขึ้นโดยนํา suspension ของแบคทีเรียไปทํา ใหแหงและตองไมใหมีสารอ่ืนๆเจือปน
มาดวย suspension ท่ีจะนํา มาหานํ้าหนักของเซลลนั้นจะตองมีเซลลแบคทีเรียอยูเปนจํานวนมาก   
วิธีนี้นิยมใชมากในงานวิจัยทางจุลชีววิทยา (กนกวรรณ และคณะ, 2547) 
 
                    4.1.5   วัดปริมาณสารท่ีแบคทีเรียผลิตออกมา เม่ือนํา แบคทีเรียบางชนิดไปเล้ียงใน
อาหารท่ีมีนํ้าตาลแลคโตส จะ ferment นํ้าตาลใหผลิตผลออกมาเปนกรดหรือบางชนิด ferment     
นํ้าตาลแลวใหแกส  ซ่ึงแกสหรือกรดท่ีไดนี้จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของแบคทีเรีย 
กลาวคือถามีปริมาณแกส หรือกรดมากจะมีแบคทีเรียจํานวนมากดวย (กนกวรรณ และคณะ, 2547) 
 
                    4.1.6   การวัดการเจริญจากปริมาณธาตุไนโตรเจนของเซลล ธาตุไนโตรเจนเปนสวนท่ี
สําคัญของเซลลเพราะพบเปนสวนประกอบของโปรตีนและกรดนิวคลีอิค ดังนั้น เม่ือเซลลมี
ปริมาณมากก็จะมีธาตุไนโตรเจนมากดวย โดยท่ัวไปแบคทีเรียมีธาตุไนโตรเจนประมาณ 14 
เปอรเซ็นตของนํ้าหนักแหง การวัดหาการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธีนี้ จะตองลางเซลลในนํ้าท่ีไมมี
ไนโตรเจนปะปน แลววัดหาปริมาณธาตุไนโตรเจนดวยวิธีทางเคมี นิยมใชในงานวิจัยสวนใหญ 
(กนกวรรณ และคณะ, 2547) 

   
4.2 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย  
 
       โดยปกติสามารถสังเกตเห็นโคโลนีของแบคทีเรียเม่ือเพาะเช้ือแลว 24 ช่ัวโมงและบมท่ี

อุณหภูมิเหมาะสม (optimum temperature) และควรจะสังเกตผลทุกๆ 24 ช่ัวโมง หลังจากเช้ือเจริญ
แลวสําหรับการจําแนกลักษณะ (characterization) และการวินิจฉัยเช้ือ (identification) ของ
แบคทีเรียนั้นสามารถใชวิธีการตามขางลางนี้เพ่ือสังเกตลักษณะท่ีมองเห็นได วิธีการเหลานี้ไดแก 
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        1) การติดสีแกรม (Gram reaction) 
 
            การยอมแกรม  แบงแบคทีเรียออกเปน แกรมบวก (Gram-positive )  กับแกรมลบ    

(Gram-negative) นอกจากนี้ปฏิกิริยาในการติดสียอมแบบของแกรมยังมีความเกี่ยวของกับ
คุณสมบัติตาง ๆ ของแบคทีเรียอีกดวย (ภาควิชาจุลชีววิทยา, 2544)  

 
        2) รูปราง ขนาดและการจัดเรียงตัวของเซลล 
 
            รูปรางของแบคทีเรียมีท้ังแบบเปนแทง ทรงกลม หรือเกลียว การจัดเรียงตัว รวมถึง

โครงสรางพิเศษตาง ๆ ซ่ึงการยอมสีแบคทีเรยีจะทําใหเห็นลักษณะดังกลาวไดชัดเจนขึ้น 
 
        3) ความสามารถในการเคล่ือนไหว (motility) 
 
            การเคล่ือนท่ีของแบคทีเรียเกิดไดท้ังการใชวิธีมวนตัวหรือกล้ิงตัว และการใช    

แฟลกเจลลา (กนกวรรณ และคณะ, 2547)  อะโซสไปริลลัมสามารถเคล่ือนไหวไดโดยแสท่ีอยูสวน
หัวเซลล (polar flagella) ซ่ึงเปนโครงสรางพิเศษ โดย A. brasilense และ A. lipoferum มีโครงสราง
ของแสอยู 2 ชนิด คือ แสสวนหัวของเซลล และแสรอบเซลล 

  
        4) การมีหรือไมมีเอนโดสปอร(endospore) แคปซูล (capsule) และแฟลกเจลลา 

(flagella) 
 
            การยอมเพ่ือดูลักษณะพิเศษตาง ๆ ของโครงสรางแบคทีเรีย เชน การยอมสีแคปซูล 

การยอมสีเอนโดสปอร การยอมสีแฟลกเจลลา เปนตน ในการยอมสีแฟลกเจลลานั้นเนื่องจาก    
แฟลกเจลลาของแบคทีเรียมีขนาดเสนผานศูนยกลางเล็กมาก ไมสามารถมองเห็นไดดวยกลอง
จุลทรรศนธรรมดา จึงตองอาศัยการยอมสีพิเศษ คือใช tannic acid และ aluminium potassium 
sulfate เปนตัวชวยตรึงสียอม (crystal violet หรือ acid fuchsin) ท่ีเคลือบแฟลกเจลลาใหหนาขึ้น   
ทําใหมองเห็นแฟลกเจลลาดวยกลองจุลทรรศน การยอมสีแฟลกเจลลามีขอควรระวังคือตองใชเช้ือ
จากอาหารเล้ียงเช้ือกึ่งแข็งกึ่งเหลว และอายุไมเกิน 24 ช่ัวโมง การเตรียมเสมียรเช้ือ ใหเขี่ยเช้ือเบา ๆ 
แตะลงในหยดน้ํากล่ันโดยไมตองเกล่ียเช้ือใหกระจาย และไมตองตรึงเซลลดวยความรอน เพ่ือ
ไมใหแฟลกเจลลาหลุดออกจากเซลล และจําเปนตองใชสไลดท่ีสะอาดปราศจากไขมัน เพ่ือใหเช้ือ
ติดกับสไลดไดดี (ภาควิชาจุลชีววิทยา, 2548) 
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        5) การติดสีแอซิดฟาส (acid fast)  
 
            เนื่องจากแบคทีเรียใน genus Mycobacterium มีสวนประกอบเคมีพิเศษโดยมีสาร

จําพวกไขมันซ่ึงยอมไดดวยสีท่ีมีฤทธ์ิเปนดางและละลายอยูใน phenol เนื่องจากมันติดสียอมไดดี
มาก แมจะลางดวยแอลกอฮอลท่ีมีฤทธ์ิเปนกรดก็ลางไมออก เนื่องจาก Mycobacterium เปน
แบคทีเรียท่ีมีความสําคัญในทางการแพทย เชน พวกท่ีทํา ใหเกิดวัณโรคและโรคเรื้อน และ
แบคทีเรียสายพันธุอ่ืนๆ 
 
5. การตรึงไนโตรเจน 
  

การตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพท่ีเกิดจากส่ิงมีชีวิตเกิดขึ้นประมาณ 175 x 10 6 เมตริกตัน/ป 
คิดเปนประมาณ 60 % ของการตรึงไนโตรเจนโดยส่ิงมีชีวิตนั้น พบเฉพาะในกลุมของจุลินทรีย       
จุลินทรียบางชนิดตรึงไนโตรเจนไดเฉพาะเม่ืออยูรวมกับพืชช้ันสูง การตรึงไนโตรเจนจากอากาศ
โดยจุลินทรียแบงไดเปน 2 ประเภท คือ การตรึงไนโตรเจนโดยจุลินทรียท่ีเจริญอยูอยางอิสระใน
ธรรมชาติ (free living หรือ non-symbiosis nitrogen fixation) และการตรึงไนโตรเจน โดยจุลินทรีย
ท่ีเจริญอยูรวมกับส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน (symbiotic nitrogen fixation) ซ่ึงกระบวนการรีดักชันของแกส
ไนโตรเจน ไปเปนแอมโมเนียโดยจุลินทรียตรึงไนโตรเจนเกิดขึ้นโดยการกระตุนของเอนไซมไน
โตรจีเนส แกสไนโตรเจนจะถูกรีดิวซไปเปนแอมโมเนียดังสมการ 

 
N2+8 ferridoxin-+8H++16MgATP2

-+18H2O       2NH4+2OH-+8ferridoxin+16MgADP4
- 

      +16H2PO4
-+H2 

 
การตรึงไนโตรเจนเปนกระบวนการท่ีตองการพลังงานเปนอยางมาก ในสภาวะแวดลอมท่ี

เหมาะสม จุลินทรียตรึงไนโตรเจนจะตองใชพลังงานเกือบท้ังหมดท่ีมี เนื่องจากในการรีดิวซแกส
ไนโตรเจน 1 โมล ไปเปนแอมโมเนียมไอออน 2 โมล ตองใช ATP ถึง 16 โมล ตัวใหพลังงานซ่ึง
เปนตัวจํากัดปริมาณแกสไนโตรเจนท่ีจะถูกรีดิวซ  โดยจุลินทรียดินซ่ึงไดพลังงานจากการยอยสลาย
สารอินทรีย  การเปล่ียนแกสไนโตรเจนไปเปนแอมโมเนียมใหเกิดขึ้นสูงสุด จําเปนตองมีแหลง
พลังงานท่ีมากพอและคงท่ี เชนท่ีเกิดขึ้นในธรรมชาติบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) ซ่ึงแบคทีเรีย
ไดพลังงานจากสารท่ีขับออกมาจากราก (exudate) หรือจาการอยูรวมกับส่ิงมีชีวิตอ่ืน หรือโดยตรง
จากพลังงานแสง ในพวกไซยาโนแบคทีเรีย หรือแบคทีเรียท่ีสังเคราะหดวยแสง โดยท่ัวไปใน
ธรรมชาติสารอินทรียท่ีจําเปนตอแบคทีเรียมักไมเพียงพอท่ีจะทําใหเกิดการตรึงไนโตรเจนไดมาก 
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ยกเวนพวกท่ีตรึงไนโตรเจนแบบพ่ึงพาอาศัยกับพืช  เนื่องจากไดรับพลังงานจากพืชในรูปของ
คารโบไฮเดรต เชน ไรโซเบียมกับพืชตระกูลถ่ัว 
 

5.1 เอนไซมไนโตรจีเนส  
 
      ไนโตรจีเนสเปนเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาการรีดักชันของ แกสไนโตรเจนไปเปน

แอมโมเนีย ประกอบดวยโปรตีนท่ีตางกัน 2 สวนคือ dinitrogenase หรือ MoFe protein หรือ protein 
I และ dinitrogenase reductase หรือ Fe protein หรือ protein ll สําหรับ dinitrogenase เปนโปรตีน
ขนาดใหญประมาณ 220-240 กิโลดาลตัน (Kdaltons) ซ่ึงจะจับและรีดิวซแกสไนโตรเจน ขณะท่ี 
dinitrogenase reductase จะเปนตัวสงผานอิเล็กตรอนใหกับเอนไซม dinitrogenase (Tate, 2000; 
กัญญา, 2544)  

 
        ปฏิกิริยารีดักชันของไนโตรเจน ถูกกระตุนโดยเอนไซมไนโตรจีเนส จะตองอาศัย  
 

1) ตัวใหอิเล็กตรอน  (electron doner) ไดแก -hydrtoxy-butyrate, glyceraldehyde-
3-phosphate, isocitrate, glucose-6-phohphate, H2, NADPH และ ascorbate เปนตน 
 

2) ตัวรับอิเล็กตรอน  (electron acceptor) ในปฏิกิริยานี้ตัวรับอิเล็กตรอนคือ N2 
3) แหลงพลังงาน ซ่ึงไดแก ATP (adenosine triphosphate) 
4) divalent metal ion Mg2+ Mn2+ Co2+ Fe2+ และ Ni2+ เปนตน ซ่ึงชวยให ATP ทํา

ปฏิกิริยาไดตามปกต ิ
 
                  Giller and Wilson, 1991 กลาววา นอกจากตนทุนแหลงพลังงาน (energy cost) ในการ
รีดิวซแกสไนโตรเจนและความไวของเอนไซมไนโตรจีเนสตอออกซิเจนแลว สารประกอบ
ไนโตรเจนก็เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการตรึงไนโตรเจน ในแบคทีเรียอิสระท่ีตรึงไนโตรเจนนั้น   
กิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนสจะไมเกิดขึ้นถามีสารประกอบไนโตรเจนปริมาณท่ีเพียงพออยูใน
เซลลของแบคทีเรียแลว การขาดแคลนสารประกอบไนโตรเจน และลักษณะทางพันธุกรรมการ
ควบคุมการสรางเอนไซมไนโตรจีเนสในสภาวะท่ีมีออกซิเจนปริมาณต่ํา  จะเปนตัวควบคุมและชัก
นําใหเกิดกิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนส  แบคทีเรียอิสระท่ีตรึงไนโตรเจนไดบางชนิดเอนไซมไน
โตรจีเนสจะหยุดทํางานช่ัวคราวในสภาวะท่ีมีแอมโมเนีย เนื่องจากพันธะโคเวเลนตในเอนไซมเกิด
การเปล่ียนแปลง (covalent modification) สําหรับเอนไซม  2 ชนิด คือ เอนไซม  DART 
(dinitrogenase 
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(dinitrogenase reductase  ADP-ribosyl  transferase) นั้น ในสภาพท่ีมีแอมโมเนียมจะเกิดการเติม 
ADP ใหกับเอนไซม dinitrogenase reductase ทําใหเอนไซมไนโตรจีเนสหยุดทํางานช่ัวคราว และ
เม่ือความเขมขนของแอมโมเนียมลดลงเอนไซม DRAG (dinitrogenase reductase activating 
glycohydrolase) จะทําใหเกิดปฏิกิริยายอนกลับของ ADP-ribosylation เอนไซมไนโตรจีเนสจึง
ทํางานไดตามปกติ  ปรากฏการณนี้พบใน Rhodospirillum rubrum, Azorhizobium caulinodans 
อยางไรก็ตามการหยุดการทํางานช่ัวคราวของเอนไซมไนโตรจีเนสไมไดพบท่ัวไปในแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนท้ังหมด เชนไมพบใน  Azotobacter spp.  หรือใน  Klebsiella pneumoniae 

 
5.2 การวัดการตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพโดยส่ิงมีชีวิต  
 
      วิธีการวัดการตรึงของไนโตรเจนมีหลายวิธีดวยกัน เชน วัดการเจริญของแบคทีเรียใน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากไนโตรเจน เพ่ือดูความสามารถในการตรึงไนโตรเจน (Tate, 2000) 
วิเคราะหปริมาณไนโตรเจน (N-analysis) โดยวิธีของ Kjeldahl โดยวัดความแตกตางของปริมาณ
ไนโตรเจนท้ังหมด กอนและหลังการเจริญในสภาพท่ีมีไนโตรเจน (Burns and Hardy, 1975) 
ติดตามธาตุไนโตรเจนดวย 15N และใชวิธีการรีดิวซแกสอะเซทิลีน (C2H2) ไปเปนเอทิลีน (C2H4) 
เปนตัวบงช้ีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน อยางไรก็ตามไมมีวิธีท่ีสมบูรณแบบ (Hardy et al., 
1973) เนื่องจากแตละวิธีตางมีขอบกพรองแตกตางกันออกไป วิธีวัดการตรึงไนโตรเจนมีดังนี ้

 
1) วัดการตรึงไนโตรเจนโดยตรวจสอบการเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากแหลง

ไนโตรเจน (nitrogen-free cultivation) ตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ปราศจากไนโตรเจน เปนวิธีท่ีงายท่ีสุด วัดการเจริญจากการเพ่ิมขึ้นของมวลชีวภาพ (biomass) หรือ 
คาการดูดกล่ืนแสง (OD) ของอาหารเล้ียงเช้ือเนื่องจากมีการเจริญของแบคทีเรีย 
 

2) วิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (total nitrogen) 
 

                  โดยวิธีของเจลดาล  (Kjeldahl method) เปนวิธีท่ีมีความไวนอยกวาวิธีอ่ืน ๆ มาก ไม
สามารถใชวัดไนโตรเจนในปริมาณท่ีต่ําได 
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3) วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีไนโตรเจน-15(15N2 method) 
 

เปนวิธีวัดการตรึงไนโตรเจนทางตรง โดยใชไอโซโทปท่ีเสถียรของไนโตรเจน 
วิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนท่ีตรึงได สามารถติดตามแหลงไนโตรเจนไดแนนอนและถูกตอง
ท่ีสุด โดยใช  ไอโซโทป 15N เม่ือเล้ียงแบคทีเรียภายใตบรรยากาศท่ีมี 15N แลวตรวจหาปริมาณ 15N 
ในเซลลของ แบคทีเรียดวยเครื่อง mass spectrometer ซ่ึงวิธีนี้มีความไวกวาวิธี Kjeldahl ถึง 1,000 
เทา ใหผลแมนยําเท่ียงตรง แตมีขอเสีย คือตองใชเทคนิคคอนขางสูง และมีคาใชจายมาก 

 
4)  วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีอะเซทิลีนรีดักช่ัน (acetylene reduction assay)  
 

            เปนวิธีวัดกิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนสทางออม โดยใชความสามารถของเอนไซม
ไนโตรจีเนสในการรีดิวซ substrate อ่ืนนอกจากแกสไนโตรเจน (Turner and Gibson, 1980) ซ่ึง
อะเซทิลีน (C2H2) มีความเหมาะสมมากท่ีสุด เนื่องจากปกติไมพบแกสอะเซทิลีนในบรรยากาศ และ
มีราคาไมแพง สามารถวิเคราะหไดดวยเครื่อง gas chromatography (GC) โดยเอนไซมไนโตรจีเนส
จะรีดิวซแกสอะเซทิลีน (C2H2) ไปเปนแกสเอทิลีน (C2H4) ซ่ึงสามารถตรวจสอบแกสท้ังสองชนิด
ได แมในปริมาณต่ํา ๆ ดวยเครื่อง GC ขอดีของวิธีนี้คือ มีความไวสูง ไวกวาวิธีไนโตรเจน-15 ถึง 
103-104 เทา เปนวิธีท่ีสะดวก รวดเร็วใชเทคนิคงาย ๆ ใชเครื่องมือไมยาก และราคาไมแพง 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. จานสําหรับการเพาะเล้ียงจุลินทรีย 
2. ขวดรูปชมพูขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
3. หมอนึ่งความดันไอ 
4. กลองจุลทรรศน 
5. เครื่องปนเหวี่ยง 
6. เครื่อง spectrophotometer 
7. เครื่องกล่ัน 
8. เครื่องเขยา 
9. block digestion 
10. pH meter 
11. เครื่องช่ังสารเคมีทศนิยม 3 ตําแหนง 
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วิธีการ 
 
 การศึกษานี้แบงออกเปน 2 การทดลอง คือ 
 

1. การศึกษาประสิทธิภาพของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงเช้ือ  A. brasilense  
และ A. lipoferum 
 

    1.1  แผนการทดลอง 
 

    ใชแผนการทดลองแบบ 4 x 4 factorial experiment in completely randomized 
design จํานวน 4 ซํ้า  
 

           ปจจัยท่ี 1 แหลงคารบอน มี 4 ชนิด คือ กลูโคส ซูโครส กรดมาลิก และกรดซักซินิก  
 
           ปจจัยท่ี 2 ปริมาณของแหลงคารบอน มี 4 ระดับ คือ 1, 5, 10 และ 20 กรัม/ลิตร  

 
                   1.2  เช้ืออะโซสไปริลลัม 
 
              เช้ือ A. brasilense สายพันธุ B23 และ A. lipoferum สายพันธุ B42 ท่ีไดจากศูนย
รวบรวมเช้ือจุลินทรีย หองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร กําแพงแสน  
 

1.3 อาหารเล้ียงเช้ือ 
 

                           สูตรอาหารท่ีใชในการทดสอบ คือ สูตร MPSS (modified peptone succinate salts 
medium : Martin et al., 2006) ซ่ึงมีสวนประกอบดังนี ้  peptone 5.0 กรัม/ลิตร, succinic acid (free 
acid) 1.0 กรัม/ลิตร (NH4)2SO4 1.0 กรัม/ลิตร MgSO4.7H2O 1.0 กรัม/ลิตร FeCl3.6H2O 0.002 กรัม/
ลิตร MnSO4.H2O 0.002 กรัม/ลิตร และปรับ pH ใหเทากับ 7 ดวย 10% KOH ดัดแปลงสูตรอาหาร
โดยใช กลูโคส ซูโครส กรดมาลิก และกรดซักซินิก ปริมาณ 1, 5, 10 และ 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง
คารบอนของอาหารสูตร MPSS ท่ีไมมีแหลงของไนโตรเจน 
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                  1.4  ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารท่ีเพาะเล้ียง และสมบัติทางดานสัณฐานวิทยาบาง
ประการ 
 

             เพาะเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum บนอาหารแข็ง MPSS ดัดแปลง ภายหลัง
จากเพาะเล้ียงเปนเวลา 72 ช่ัวโมง บันทึกลักษณะของโคโลนีท่ีพบ คือ ขนาด รูปราง สี ระดับและ
ผิวหนาของโคโลนี ขอบ และการยอมใหแสงผานได  และศึกษาสมบัติทางดานสัณฐานวิทยา
เบ้ืองตนของเช้ือ ดวยการยอมแกรม และการยอมแฟลกเจลลา 

 
              1.4.1  การยอมแกรม (Benson, 2005) 
 
                        เกล่ียเช้ือบนสไลด จากนั้นนํามาลนบนเปลวไฟ 2-3 ครั้ง เพ่ือใหเช้ือติดแนน

บนสไลด แลวหยด crystal violet ท้ิงไวประมาณ 20 วินาที ลางดวยนําเปลา หยดไอโอดีนท้ิงไว 1/1-
2 นาที แลวลางดวยแอลกอฮอล 95% โดยใหไหลผานชา ๆ บนสไลดจนกระท่ังไมมีสีของ crystal 
violet ปนไปกับแอลกอฮอล (อยางนอย 20 วินาที) จากนั้นยอมทับดวยสี safranin O ท้ิงไว 1 นาที 
ลางสีออกดวยน้ําเปลา ซับน้ําใหแหงดวยกระดาษ แลวนําไปสองใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 
100 เทา  

 
               1.4.2  ตรวจดูชนิดของแฟลกเจลลา ตามวิธีการของ Washington et al. (2005) 
 
                         ใช loop แตะน้ํากล่ันสะอาด 2 loop เกล่ียบนสไลดใหไดพ้ืนท่ีประมาณ 1 

ตารางเซนติเมตร ใชเข็มเขี่ยเช้ือแตะโคโลนีของเช้ือตัวอยางเบา ๆ แลวนํามาแตะท่ีหยดน้ําบนสไลด 
2-4 จุด ท้ิงไวใหแหงโดยไมตองตรึงดวยความรอน  จากนั้นหยดสี flagella stain ใหทวมบริเวณท่ีมี
เช้ือ จับเวลา 30-60 วินาที ลางดวยน้ําประปา แลวท้ิงไวใหแหงโดยไมตองใชกระดาษซับ  แลวนําไป
สองใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 100 เทา  

 
                   1.5  ศึกษาอัตราการเจริญเติบโตในอาหารเหลว 
 

             เตรียมกลาเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum ในอาหารเหลวสูตร MPSS ให
อากาศโดยเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํากลาเช้ือท่ีไดมาทําการ
ปนเหวี่ยงเอาเฉพาะเซลล  ลางเซลลดวย 0.85 % NaCl  นําเซลลท่ีไดมาทําเปน suspension ใน 
phosphate buffer โดยปรับคา  optical  density  (OD) ใหเทากับ 0.2 ท่ีความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร 
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ดูดเซลล 10 ไมโครลิตร ใสในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ ปริมาตร 50 มิลลิลิตรท่ีบรรจุอยูในขวดชมพู 
ขนาด 150  มิลลิลิตร ใหอากาศโดยการใชเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง วัดคา optical density (OD) ทุก 6 ช่ัวโมง ดวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความ
ยาวคล่ืน 230  นาโนเมตร ซ่ึงเปนความยาวคล่ืนท่ีเช้ือดูดกลืนไดสูงท่ีสุด ควบคูไปกับการตรวจดู
ปริมาณของเซลลท่ีมีชีวิต (log10 ของปริมาณเซลล) โดยวิธีการ dilution plating method และศึกษา
สมบัติทางดานสัณฐานวิทยาของเช้ือ โดยการยอมแกรมตามวิธีการของ Benson (2005) ตรวจดูชนิด
ของแฟลกเจลลาตามวิธีการของ Washington et al. (2005) 
 
            1.6  การวัดการตรึงไนโตรเจนในอาหารเหลว 
 
       เตรียมกลาเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum เชนเดียวกับการศึกษาการเจริญเติบโต
ในอาหารเหลว ดูดเซลล 10 ไมโครลิตร ใสในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุ
อยูในขวดชมพูขนาด 150 มิลลิลิตร ใหอากาศโดยการใชเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที  
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหหาไนโตรเจนท่ีตรึงไดในอาหารเหลว โดยวิธีของ Kjeldahl 
method (Jackson, 1965; ทัศนีย และจงรักษ, 2542) ประกอบดวย 2 สวน คือ digestion เปนการยอย
ตัวอยางดวยกรดซัลฟวริกเขมขน ท่ีอุณหภูมิ 320 องศาเซลเซียส และ distillation เปนขั้นตอนการ
กล่ันสารละลายท่ีไดจากการยอย และดักจับไนโตรเจนดวย H3BO3 indicator  
 
       การคํานวณ 
 

%N = 
  
 
            1.7  วิเคราะหขอมูล 
 

      วิเคราะหคาความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางของขอมูลดวยวิธีการของ 
Duncan ’ s new multiple range test (DMRT)  

 
 
 
 
 

ml H2SO4 used(sample-blank titration) x normality H2SO4 x 1.4 
volume of sample (ml) 
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2. ศึกษาปริมาณของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงเช้ือ A. brasilense และ             
A. lipoferum 

 
     การทดลองนี้แบงออกเปน 2 การทดลองยอย คือ การทดลองท่ี 1 ศึกษาปริมาณของ  

กรดมาลิกท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ A. brasilense และ A. lipoferum   สวนการทดลองท่ี 2 
เปนการศึกษาปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ A. lipoferum 

 
                 2.1  แผนการทดลอง 
 
                        ท้ัง 2 การทดลองยอยใชแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized 
Design) จํานวน 4 ซํ้า โดยดัดแปลงปริมาณของแหลงคารบอนแตละชนิดท่ีใช คือ 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 
12.5, 15, 17.5 และ 20 กรัม/ลิตร  
 
                 2.2  ศึกษาอัตราการเจริญเติบโตในอาหารเหลว 
 
                         เตรียมกลาเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum ตามแตละการทดลองยอยในอาหาร
เหลวสูตร MPSS เชนเดียวกับการศึกษาประสิทธิภาพของเหลงคารบอน ดูดเซลล 10 ไมโครลิตร  
ใสในอาหารเหลวท่ีใชคารบอนแตกตางกัน ปริมาตร 50 มิลลิลิตรท่ีบรรจุอยูในขวดชมพูขนาด 150  
มิลลิลิตร ใหอากาศโดยการใชเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 72 
ช่ัวโมง ตรวจดูปริมาณของเซลลท่ีมีชีวิต (log10 ของปริมาณเซลล) โดยวิธีการ dilution plating 
method ทุก 6 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
 
                 2.3  วิเคราะหขอมูล 
 

           วิเคราะหคาความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตางของขอมูลดวยวิธีการของ 
Duncan ’ s new multiple range test (DMRT)  

 
 
 



ผลและวิจารณ 
 

1. ประสิทธิภาพของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อ  A. brasilense  และ  A. lipoferum 
 

1.1 ลักษณะและสมบัติทางสัณฐานวิทยาบางประการของเช้ืออะโซสไปริลลัม 

 
       1.1.1   A. brasilense  
 

                1)  โคโลนีของเช้ือ A. brasilense  
 
                  โคโลนีของ A. brasilense ในอาหารแข็งดัดแปลงท่ีมี กรดมาลิก และ           

กรดซักซินิก   เปนแหลงคารบอน มีขนาดใหญ เนื่องจากเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว โคโลนีมี
ลักษณะ กลม ขอบเรียบ สีขาวขุนเปนมันวาว ผิวหนานูน ขนาดของโคโลนีเฉล่ีย 1.5-2.5 มิลลิเมตร 
ท่ีอายุ 72 ช่ัวโมง แตโคโลนีของ A. brasilense ในอาหารแข็งดัดแปลงท่ีมีกลูโคส และซูโครส เปน
แหลงคารบอน มีขนาดเฉล่ียเล็กกวา 0.5 มิลลิเมตร มีลักษณะ กลม ขอบเรียบ สีขาวขุนเปนมันวาว 
แตผิวหนานูนต่ําเนื่องจากเจริญเติบโตไดชา (ภาพท่ี 3) และพบวามีความแตกตางจากโคโลนีของเช้ือ      
A. brasilense  ท่ีเจริญบนอาหาร MPSS ท่ีอายุ 72 ช่ัวโมง ท่ีมีขนาดใหญกวา  ขนาดโคโลนีเฉล่ีย 5.0 
มิลลิเมตร และผิวหนาของโคโลนนีูนสูงกวา (ธงชัย, 2546) และเม่ือวิเคราะหทางสถิติพบวาขนาด
โคโลนีของ A. brasilense   มีความแตกตางกันทางสถิติ ซ่ึงในอาหารท่ีมีกรดมาลิก และกรดซักซินิก 
เปนแหลงคารบอนมีขนาดโคโลนีใหญท่ีสุด  และมีขนาดโคโลนีเฉล่ียเทากับ 1.62 และ 1.81 
มิลลิเมตร ตามลําดับ แตปริมาณของแหลงคารบอนท่ีใชไมสงผลใหขนาดโคโลนีของเช้ือ              
A. brasilense แตกตางกัน (ตารางท่ี 1) แสดงวาปริมาณของแหลงคารบอนท่ีแตกตางกันไมสงผลตอ
ขนาดของโคโลนี 

 
                2)   ลักษณะเซลลบางประการของเช้ือ A. brasilense    
 
                      ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนของเช้ือ A. brasilense        

ท่ีเจริญในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ พบวาเช้ือ A. brasilense  บนอาหารท่ีมี กรดมาลิก  และ          
กรดซักซินิก เปนแหลงคารบอน  เซลลติดสีแกรมลบ   มีลักษณะเปนแทง โคงเล็กนอย ขนาด 0.8-
1.0 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 5) นอกจากนี้ยังพบวามีการสรางแสท่ีขั้วเซลล (polar flagellum) เสนเดียว 
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(ภาพท่ี 7) เม่ือตรวจสอบท่ีระยะ 72 ช่ัวโมง  สําหรับอาหารท่ีมี กลูโคส และซูโครส เปนแหลง
คารบอน เซลลติดสีแกรมลบ ขนาดของเซลลคอนขางเล็กกวา มีขนาด 0.5-0.8 ไมโครเมตร มีการ
สรางแสท่ีขั้วเซลล (polar flagellum) เสนเดียว เชนเดียวกัน  สอดคลองกับรายงานของ Brenner  et 
al. (2005) ท่ีรายงานเกี่ยวกับลักษณะเซลลของ A. brasilense ทุกสายพันธุท่ีเจริญในอาหารเหลว 
MPSS ไววา เซลลติดสีแกรมลบ แตทวายังมีบางสายพันธุมีการติดสีแปรปรวนเนื่องจากมีการสราง
แคปซูล และสอดคลองกับรายงานของ  Moens et al. (1995) ท่ีกลาววา A. brasilense เปนแบคทีเรีย
แกรมลบ  ท่ีสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช สามารถเคล่ือนท่ีไดโดยแสเซลล 2 ชนิด แตในอาหารท่ี
ผสม bacto agar 0.4% เคล่ือนท่ีโดยแสรอบเซลล (lateral flagella)  สอดคลองกับรายงานของ Alef 
and Nannipieri (1995) เกี่ยวกับลักษณะเซลลของ A. brasilense ท่ีเจริญในอาหาร NFb เซลลมีขนาด
ปานกลาง (1x3-5 m) เคล่ือนไหวได เซลลมีลักษณะเปนแทงโคง   
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. brasilense ในอาหารท่ีมีแหลงคารบอนตางกัน  
 

1 กรัม/ลิตร 
 

5 กรัม/ลิตร 10 กรัม/ลิตร 20 กรัม/ลิตร 

กรดมาลิก 

กรดซักซิก

กลูโคส 

ซูโครส 
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      A. brasilense     A. lipoferum 

 
ภาพที่ 4  ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum ท่ีเจริญบนอาหารสูตร MPSS 
 
ตารางที่ 1  ขนาดโคโลนีของเช้ือ A. brasilense บนอาหารดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณคารบอนท่ี

แตกตางกัน 
 

ชนิดของแหลงคารบอน 
( C ) 

ขนาดโคโลนี A. brasilense (มม.) 
เฉล่ีย ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 

1 5 10 20 
กรดมาลิก 1.75 1.50 1.75 1.50 1.62a 

กรดซักซินิก 1.75 2.25 1.75 1.50 1.81a 
กลูโคส 0.45 0.45 0.50 0.50 0.48b 
ซูโครส 0.45 0.45 0.45 0.50 0.46b 
เฉล่ีย 1.10 1.16 1.11 1.00   

F-test  ; C *  
           ; V ns  
           ; C  x  V ns   

% CV 22.60   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกนัทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95%  
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        1.1.2   A. lipoferum 
 
                  1)   โคโลนีของเช้ือ A. lipoferum 
 
                          A. lipoferum เจริญเติบโตไดดีบนอาหารดัดแปลงท่ีมี กรดมาลิก              

กรดซักซินิก และกลูโคส เปนแหลงคารบอน สวนอาหารท่ีมี ซูโครส เปนแหลงคารบอนนั้น
เจริญเติบโตไดไมดี  ซ่ึงโคโลนีของ A. lipoferum บนอาหารท่ีมี กรดมาลิก กรดซักซินิก และกลูโคส 
เปนแหลงคารบอนมีลักษณะ กลม ขอบเรียบ สีขาวขุนเปนมันวาว ผิวหนานูนสูง โคโลนีมีขนาด
ใหญ ขนาด 2.0-3.0 มิลลิเมตร ซ่ึงมีความแตกตางจากโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารท่ีมีซูโครสเปนแหลง
คารบอน มีขนาดเล็กกวา 0.5 มิลลิเมตร แตลักษณะท่ัวไปของโคโลนคีลายคลึงกับท่ีเจริญบนอาหาร
ท่ีมี กรดมาลิก กรดซักซินกิ และกลูโคส เปนแหลงคารบอน แตผิวหนาของโคโลนีจะนูนต่ํา (ภาพท่ี 
6)  แตกตางจากโคโลนีของเช้ือท่ีเจริญบนอาหาร MPSS ท่ีมีขนาดของโคโลนีเฉล่ีย 5.0 มิลลิเมตร 
ลักษณะกลม ขอบเรียบ สีขาวขุนเปนมันวาว ผิวหนานูนสูงเชนเดียวกับเช้ือ A. brasilense แตกตาง
จากท่ี Brenner et al., (2005) รายงานไววาโคโลนีของ A. lipoferum ในอาหาร BMS ผิวหนาของ
โคโลนีไมเปนมันวาว และบางสายพันธุโคโลนีมีลักษณะเปนรูปดาว แตเม่ือเจริญในอาหารท่ีมี
กลูโคส 0.5 % โคโลนีมีขนาดใหญสีขาวเปนมันวาว  เม่ือวิเคราะหทางสถิติพบวา ชนิดของแหลง
คารบอนสงผลใหขนาดโคโลนีมีความแตกตางกัน โดยการใชกรดมาลิก กรดซักซินิก และกลูโคส
เปนแหลงคารบอน ทําใหมีขนาดโคโลนีใหญกวาการใชซูโครสเปนแหลงคารบอน และพบ
ปฏิสัมพันธระหวางชนิดของแหลงคารบอนท่ีใชกับปริมาณท่ีใช โดยการใชกลูโคส 20 กรัม/ลิตร 
สงผลใหมีขนาดโคโลนีใหญท่ีสุด  แตไมแตกตางกบัการใชกลูโคส 1 และ 5 กรัม/ลิตร  กรดมาลิก 5, 
10 และ 20 กรัม/ลิตร และกรดซักซินิก 1, 5, 10 และ 20 กรัม/ลิตร แสดงวาแหลงของคารบอนมีผล
ตอขนาดโคโลนีของเช้ือ A. lipoferum (ตารางท่ี 2)  
 

                2)   ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการของเช้ือ A. lipoferum  
 
                       ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการภายใตกลองจุลทรรศนของเช้ือ          

A. lipoferum  ท่ีบนอาหารดัดแปลงท่ีมี กรดมาลิก กรดซักซินิก และกลูโคส  เปนแหลงคารบอน 
เซลลติดสีแกรมลบ มีลักษณะเปนแทง ขนาด 1.0-1.4 ไมโครเมตร มีการสราง polar flagellum เสน
เดียวเชนเดียวกับ A. brasilense  (ภาพท่ี 7) สอดคลองกับ Brenner et al., (2005) ท่ีรายงานวา                
A. lipoferum มีรูปรางไดหลายแบบในอาหารมาเลต แตไมแสดงลักษณะนี้ในอาหารกลูโคส และทุก
สายพันธุติดสีแกรมลบเม่ือเล้ียงในอาหารเหลว MPSS ท่ีอายุ 48-72 ช่ัวโมง  รวมท้ัง Alef and 
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Nannipieri (1995) ท่ีรายงานไววา A. lipoferum ท่ีเจริญบนอาหาร NFb  มีลักษณะของเซลลไม
แตกตางจาก A. brasilense  แตเม่ือเจริญในอาหารท่ีเปนดางเซลลจะเปล่ียนแปลงมีรูปรางไดหลาย
แบบ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  ลักษณะการติดสีแกรมของ A. brasilense (A) และ A. lipoferum (B) ภายใตกําลังขยาย 100 

เทา 
 
 
 

2 m 

2 m A 

B 
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ตารางที่ 2  ขนาดโคโลนีของเช้ือ A. lipoferum บนอาหารดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณคารบอนท่ี
แตกตางกัน 

 
ชนิดของแหลงคารบอน  ขนาดโคโลนี A. lipoferum (มม.) 

เฉล่ีย (C) ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 
  1 5 10 20 

กรดมาลิก 1.25c 2.25ab 2.75a 2.00ab 2.06a 
กรดซักซินิก 2.75a 2.00ab 2.00ab 2.00ab 2.18a 

กลูโคส 2.75a 2.00ab 1.50c 3.00a 2.31a 
ซูโครส 0.45d 0.45d 0.45d 0.50d 0.46b 
เฉล่ีย 1.80 1.68 1.68 1.88   

F-test        
           ; C *  
           ; V ns  
           ; C  x  V *   

% CV 21.87   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                   *   หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95%               
                    _/ หมายถึง  การเปรียบเทียบความแตกตางในกลุมขอมูลท่ีมีปฏิสัมพันธกัน 
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ภาพที่ 6  ลักษณะโคโลนีของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารท่ีมีแหลงคารบอนตางกัน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 กรัม/ลิตร 
 

5 กรัม/ลิตร 10 กรัม/ลิตร 20 กรัม/ลิตร 

กรดมาลิก 

กรดซักซิก

กลูโคส 

ซูโครส 
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ภาพที่ 7  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนเม่ือยอมดวยสียอมแฟลกแจลลา ของเช้ือ 

A. brasilense (A) และ  A. lipoferum (B) (F คือ polar flagellum) ภายใตกําลังขยาย 100 
เทา 

 
1.2  การเจริญของเช้ืออะโซสไปริลลัมในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณ

คารบอนท่ีแตกตางกัน 
 
        1.2.1  การเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense 
 

                  A. brasilense มีการเจริญเติบโตดีท่ีสุดในอาหารสูตรท่ีมีกรดมาลิกเปนแหลง
คารบอน ในขณะท่ีในอาหารสูตรท่ีมี กลูโคส และซูโครส เปนแหลงคารบอน เช้ือเจริญเติบโตได
นอยมาก (ภาพท่ี 9) Tarrand (1978) รายงานไววา A. brasilense และ A. lipoferum เจริญเติบโตไดดี
ในกรดอินทรีย เชน มาลิก ซักซินิก แลกติด ไพรูเวต หรือ cis-aconitic ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ 
Westby et al. (1983) วา A. brasilense ไมสามารถเจริญเติบโตไดเม่ือมี กลูโคส แมนโนส ซอโบส 
หรือ ซูโครส แตเจริญเติบโตไดใน ฟรุกโตส กาแลกโตส และ อราบิโนส  แต A. lipoferum สามารถ
ใชกรดอินทรีย และคารโบไฮเดรทเปนแหลงคารบอนไดในการเจริญเติบโต โดยสามารถ
เจริญเติบโตไดใน กลูโคส  แมนโนส  ซอโบส และ o-ketoglutarate ซ่ึงเปนความแตกตางระหวาง 
A. brasilense และ A. lipoferum ภายใตสภาวะการตรึงไนโตรเจน และ Guixiang et al. (2006) 
รายงานวา   A. brasilense ไมสามารถใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนได แตยังมีความแปรปรวนใน
บางสายพันธุท่ีสามารถใชกลูโคสไดเล็กนอย  ซ่ึงในการทดลองนี้พบวาเช้ือยังสามารถเจริญเติบโต
ไดเล็กนอย แสดงใหเห็นวากลูโคสเปนแหลงคารบอนท่ีไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ           

F 

A 

2 m 

F 
 

B 

2 m 
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A. brasilense สอดคลองกับการศึกษาการยอยสลายสารของ A. brasilense Entner-Doudoroff 
Pathway ท่ีเปนเสนทางหลักของ gluconate ในขั้นตอนของ Entner-Doudoroff Pathway มีเอนไซม 
3 ชนิด  คือ gluconokinase, phosphogluconate dehydratase และ phospho-2-keto-3-deoxygluconate 
aldolase โดย  gluconate จําเปนตอการเจริญเติบโตของเซลล A. brasilense เชนเดียวกับท่ีพบใน 
Pseudomonas  spp. และ  Rhizobium  spp ., บางสวนของเสนทางนี้มีความสําคัญในการยอยสลาย 
gluconate แตทวา phosphogluconate dehydrogenase ไดขาดหายไปใน A. brasilense ทําใหเกิดการ
ชะงักของ hexose  monophosphate จากเหตุการณนี้ทําใหเกิด gluconate 2- dehydrogenase ระดับต่ํา
มากใน  Entner - Doudoroff  Pathway แตอยางไรก็ตามใน A. brasilense Sp7 ยังมีเสนทางของ 2-
ketogluconate  เนื่องจาก A. brasilense สามารถเติบโตไดเม่ือมี 2- ketogluconate เปนแหลง
คารบอนเพียงอยางเดียว  นอกจากนี้เอนไซม  glucokinase และ glucose dehydrogenase อาจไมมีใน 
A. brasilense  หรือไมสําคัญในการยอยสลายสาร  ทําให   A. brasilense ไมสามารถใชน้ําตาล
กลูโคสเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวได (Carl et al., 1983)  และอัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ 
A.brasilense จะสูงสุดในชวง 24-30 ช่ัวโมง หลังจากปลูกเช้ือ  ดังนั้นเม่ือพิจารณาคา log 10 ของ
ปริมาณเซลล ท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง พบวามีความแตกตางกันทางสถิติ โดยการใช กรดมาลิก และกรดซัก
ซินิก เปนแหลงคารบอน สงผลใหมีปริมาณของเซลลท่ีมีชีวิตสูงกวา กลูโคส และซูโครส (ภาพท่ี 
11) นอกจากนี้กรดมาลิกสงผลใหมีปริมาณเซลลมีชีวิตท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง สูงกวาการใชกรดซักซินิก 
อยางไรก็ตามปริมาณของกรดมาลิก 1, 10 และ 20 กรัม/ลิตร ไมสงผลใหปริมาณของเซลลมีความ
แตกตางกันทางสถิต ิ(ตารางท่ี 3)  ทําใหมีเซลลมีชีวิต 20.89, 19.50 และ 13.80  x 107 CFU/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ  และในอาหารท่ีมีกรดมาลิกเปนแหลงคารบอน A. brasilenseมีระยะเวลาในการแบง
เซลลไดเร็วท่ีสุด รองลงมาคือ กรดซักซินิก ซูโครส และกลูโคส ตามลําดับ (ตารางท่ี 5) 

 

                นอกจากนี้ยังพบวาเช้ือ A. brasilense ในอาหารเหลวปลอดไนโตรเจนท่ีมีกลูโคส 
และซูโครส เปนแหลงคารบอน ท่ีอายุ 12 ช่ัวโมง แสดงโครงสรางของแคปซูล (ภาพท่ี 8) สวน
อาหารท่ีมีกรดมาลิกเปนแหลงคารบอนมีการสรางแคปซูลท่ีอายุ 48 ช่ัวโมง ซ่ึงการสรางแคปซูล
เนื่องมาจากสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ือ เชน อุณหภูมิสูงกวา 60 องศา
เซลเซียส หรือการขาดแคลนแหลงอาหาร เปนตน (Mulyukin et al., 2009) ซ่ึงสอดคลองกับ 
Konnova et al. (2001) รายงานวาองคประกอบแคปซูลของ A. brasilense สายพันธุ Sp245 เปน
สารประกอบคารโบไฮเดรต และคอยปกปองแบคทีเรียจากปจจัยภายนอกท่ีไมเหมาะสม ให
สามารถรอดชีวิตจากอุณหภูมิสูง 46-48 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิท่ีต่ํา -20 และ -70                
องศาเซลเซียส, pH 2 และ 10, การขาดแคลนแหลงอาหาร และสภาพแหง  ซ่ึงแสดงใหเห็นอยาง
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ชัดเจนวา A. brasilense ไมสามารถใชกลูโคส และซูโครส เปนแหลงของคารบอนในอาหารเหลว
ปลอดไนโตรเจนได  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8  โครงสรางแคปซูล (C) ของเช้ือ A. brasilense ภายใตกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 100 
เทา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

2 m 
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ตารางที่ 3  คา log 10 ของปริมาณเซลลของเช้ือ A. brasilense ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและ
ปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกัน ท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง 

 
ชนิดของแหลงคารบอน  A. brasilense  

เฉล่ีย ( C ) ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 

  1 5 10 20 
กรดมาลิก 8.32a 5.59b 8.29a 8.14a 7.59a 

กรดซักซินิก 7.14a 5.90b 5.80b 5.90b 6.19b 
กลูโคส 0.60cd 0.30e 0.30e 0.55cd 0.44d 
ซูโครส 0.61cd 0.50d 0.78c 0.74c 0.66c 
เฉล่ีย 4.17a 3.07c 3.79b 3.83ab   

F-test      
          ; C *  
          ; V *  
          ; C x  V *  

% CV 41.75   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
                    _/ หมายถึง  การเปรียบเทียบความแตกตางในกลุมขอมูลท่ีมีปฏิสัมพันธกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

42

0
2
4
6
8

10
12

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

เวลา (ช่ัวโมง)

log
 10 

(ปร
ิมา

ณเ
ซล

ล)

กรดซักซินิก 1 กรัม/ลิตร

กรดซักซินิก 5 กรัม/ลิตร

กรดซักซินิก 10 กรัม/ลิตร

กรดซักซินิก 20 กรัม/ลิตร

0
2
4
6
8

10
12

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

เวลา (ช่ัวโมง)

log
 10 

(ปร
ิมา

ณเ
ซล

ล)

กลูโคส 1 กรัม/ลิตร

กลูโคส 5 กรัม/ลิตร

กลูโคส 10 กรัม/ลิตร

กลูโคส 20 กรัม/ลิตร

0
2
4
6
8

10
12

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

เวลา (ช่ัวโมง)

log
 10 

(ปร
ิมา

ณเ
ซล

ล)

ซูโครส 1 กรัม/ลิตร

ซูโครส 5 กรัม/ลิตร

ซูโครส 10 กรัม/ลิตร

ซูโครส 20 กรัม/ลิตร

0
2
4
6
8

10
12

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

เวลา (ช่ัวโมง)

log
 10 

(ปร
ิมา

ณเ
ซล

ล)
กรดมาลิก 1 กรัม/ลิตร

กรดมาลิก 5 กรัม/ลิตร

กรดมาลิก 10 กรัม/ลิตร

กรดมาลิก 20 กรัม/ลิตร

(ก) 
 
 
    
 
 
 
(ข)  
 
 
 
 
 
 
(ค)  
 
 
 
 
 
 
(ง)  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9   อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรดมาลิก

(ก) กรดซักซินิก (ข) กลูโคส (ค) และซูโครส (ง) เปนแหลงคารบอน 
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       1.2.2  การเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum 
 

                 การเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum  สูงในอาหารท่ีมีกรดมาลิก กรดซักซินิก 
และกลูโคส  เปนแหลงคารบอน  และเห็นไดอยางชัดเจนวาในอาหารสูตรท่ีมีซูโครสเปนแหลง
คารบอนอัตราการเจริญเติบโตของเช้ือคอนขางต่ํา (ภาพท่ี 10) สาเหตุท่ีเปนดังนี้อาจเนื่องมาจากมี
กิจกรรมของเอนไซม 6-pohsphofuctokinase ต่ํา ดังนั้นจึงไมเกิดกระบวนการยอยสลายสารใน 
Embden-Meyerhof-Parns Pathway จึงไมสามารถใชซูโครสเปนแหลงของคารบอนไดในอาหาร
ปลอดไนโตรเจน (Okon, 1994) จํานวนเซลลท่ีมีชีวิตมีปริมาณสูงสุดในชวง 24-30 ช่ัวโมง          
เม่ือพิจารณาคา  log 10  ของเซลลมีชีวิตท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง พบวาชนิดของแหลงคารบอนมีความ
แตกตางกันทางสถิติ  กรดมาลิกมีปริมาณเซลลมีชีวิตสูงท่ีสุด รองลงมาคือ กรดซักซินิก กลูโคส 
และซูโครส ตามลําดับ  และพบปฏิสัมพันธระหวางชนิดและปริมาณท่ีใช ซ่ึงกรดมาลิก 5 กรัม/ลิตร 
สงผลใหปริมาณเซลลมีชีวิตท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง สูงท่ีสุด แตไมแตกตางกับการใชกรดมาลิก 20 กรัม/
ลิตร (ตารางท่ี 4) ทําใหมีปริมาณของเซลลท่ีมีชีวิต  75.86 และ 33.11  x108CFU/มิลลิลิตร  
ตามลําดับ  เม่ือดูระยะเวลาในการแบงเซลลจะเห็นไดอยางชัดเจนวาในอาหารท่ีมีกรดมาลิกเปน
แหลงคารบอนใชระยะเวลาในการแบงเซลลนอยท่ีสุด รองลงมาคือ กรดซักซินิก กลูโคส และ
ซูโครส ตามลําดับ สอดคลองกับผลของอัตราการเจริญเติบโตท่ีพบ (ตารางท่ี 6)          

 
               จากผลการทดลอง A. brasilense และ A.lipoferum มีอัตราการเจริญเติบโตใน

อาหารดัดแปลงสูตรท่ีมีกรดมาลิกเปนแหลงคารบอน ดีกวาในอาหารสูตรท่ีมีกรดซักซินิกเปนแหลง
คารบอน  เนื่องจากในกระบวนการหายใจ กรดมาลิก และกรดซักซินิก A. brasilense และ 
A.lipoferum สามารถนํามาไปใชไดทันท่ีในสวนของวัฏจักรเครปส  โดยกรดซักซินิก จะถูก
เปล่ียนเปน กรดมาลิกกอนเขาสูวัฏจักรเครปส    กรดซักซินิกจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน   ไดเปน
กรดฟรูมาลิก และเม่ือกรดฟรูมาลิกทําปฏิกิริยากับน้ําจึงไดเปนกรดมาลิก  ในขณะท่ีกรดมาลิกนั้น
สามารถเขาสูวัฏจักรเครปสไดทันที (วิกานดา และคณะ, 2547)  

 
 
 
 
 
 
 



 

44

ตารางที่ 4  คา log 10 ของปริมาณเซลลของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและ
ปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกันท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง 

 
ชนิดของแหลงคารบอน  A. lipoferum  

เฉล่ีย ( C ) ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 

  1 5 10 20 
กรดมาลิก 8.41c 9.88a 9.36b 9.52ab 9.29a 

กรดซักซินิก 8.32c 8.43c 7.37d 7.41d 7.88b 
กลูโคส 6.41e 6.41e 6.28e 7.27d 6.59c 
ซูโครส 1.46f 1.43f 1.10g 1.39f 1.35d 
เฉล่ีย 6.15b 6.54a 6.03c 6.40ab   

F-test      
          ; C *  
          ; V *  
          ; C x  V *  

% CV 22.69   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
                    _/ หมายถึง  การเปรียบเทียบความแตกตางในกลุมขอมูลท่ีมีปฏิสัมพันธกัน 
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ภาพที่ 10  อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรดมาลิก

(ก) กรดซักซินิก (ข) กลูโคส (ค) และซูโครส (ง) เปนแหลงคารบอน 
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ตารางที่ 5  ระยะเวลาในการแบงเซลล (ช่ัวโมง) ของเช้ือ A. brasilense ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมี
ชนิดและปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกันตั้งแต 0 – 24 ช่ัวโมง 

 
ชนิดของแหลงคารบอน  A. brasilense  

เฉล่ีย ( C ) ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 
  1 5 10 20 

กรดมาลิก 52.8h 79.8h 54.0h 54.6h 60.6d 
กรดซักซินิก 63.0gh 76.8gh 78.0gh 76.8gh 73.2c 

กลูโคส 652.2f 2,776.2a 2,811.0a 1,254.6c 1,873.2a 
ซูโครส 1,054.8d 1,448.4b 744.6ef 804.0e 1,012.8b 
เฉล่ีย 455.4d 1,095.0a 921.6b 547.2c   

F-test      
          ; C *  
          ; V *  
          ; C x  V *  

% CV 50.57   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
                    _/ หมายถึง  การเปรียบเทียบความแตกตางในกลุมขอมูลท่ีมีปฏิสัมพันธกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

47

ตารางที่ 6  ระยะเวลาในการแบงเซลล (นาที) ของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิด
และปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกันตั้งแต 0 – 24 ช่ัวโมง 

 
ชนิดของแหลงคารบอน  A. lipoferum  

เฉล่ีย ( C ) ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 
  1 5 10 20 

กรดมาลิก 52.8f 45.0g 47.4g 46.8g 48.0d 
กรดซักซินิก 53.4f 52.8f 60.6e 60.0e 56.4c 

กลูโคส 69.6d 69.6d 71.4d 61.2e 67.8b 
ซูโครส 343.8c 352.2bc 481.8a 364.2b 385.8a 
เฉล่ีย 130.2b 130.2b 165.0a 133.2b   

F-test      
          ; C *  
          ; V *  
          ; C x  V *  

% CV 32.35   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
                    _/ หมายถึง  การเปรียบเทียบความแตกตางในกลุมขอมูลท่ีมีปฏิสัมพันธกัน 
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นอกจากนี้จากผลการทดลองยังเห็นไดอยางชัดเจนวา คาการดูดกลืนแสง (OD 230 ) มีความ
สําพันธกับปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตของเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum  อยางมาก ดังแสดงใหเห็น
ในภาพท่ี 11 และ 12 คือเม่ือเซลลมีปริมาณเพ่ิมขึ้น คาการดูดกลืนแสงก็จะเพ่ิมขึ้นตามไปดวย แต
อยางไรก็ตาม ยังพบวามีความแปรปรวนอยูบางท่ีคาการดูดกลืนแสงใหผลสูงกวาความเปนจริง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 11  ความสําพันธระหวางคา OD230 กับ log 10 (ปริมาณเซลล) ของเช้ือ A. brasilense            

ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรดมาลิก (ก) กรดซักซินิก (ข) กลูโคส (ค) และ
ซูโครส (ง) เปนแหลงคารบอน 
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ภาพที่ 12  ความสําพันธระหวางคา OD230 กับ log 10 (ปริมาณเซลล) ของเช้ือ A. lipoferum              

ในอาหารดัดแปลงสูตรตาง ๆ ท่ีมีกรดมาลิก (ก) กรดซักซินิก (ข) กลูโคส (ค) และ
ซูโครส (ง) เปนแหลงคารบอน 
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1.3  ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจน 
 
       1.3.1  ปริมาณการตรึงไนโตรเจนของเช้ือ A. brasilense 
 

          มีความแตกตางทางสถิติของชนิดแหลงคารบอนท่ีใชในการตรึงไนโตรเจนของ
เช้ือ A. brasilense ในอาหารปลอดไนโตรเจนท่ีมีกรดมาลิก  และกรดซักซินิกเปนแหลงคารบอน          
A. brasilense ตรึงไนโตรเจนไดสูงกวาการใชกลูโคส และซูโครส เปนแหลงคารบอนในอาหาร
เหลวปลอกไนโตรเจน  มีปริมาณไนโตรเจนท่ีตรึงไดเทากับ 16.88, 14.47, 2.68 และ 3.22 
ไมโครกรัม/100 มิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางท่ี 7) สอดคลองกับผลของการเจริญเติบโตท่ีพบวา      
A. brasilense เจริญเติบโตไดดีในอาหารท่ีมีกรดมาลิก และกรดซักซินิกเปนแหลงคารบอน Okon 
(1976)  รายงานวา A. brasilense สายพันธุ Sp7 สามารถตรึงไนโตรเจนไดในสภาพท่ีมีออกซิเจน
เพียงเล็กนอย  (microaerophilic)  เม่ือมี มาเลต  ซักซิเนต แลกเตต หรือไพรูเวต เปนแหลงคารบอน 
อยางไรก็ตาม A. brasilense ไมสามารถใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโต หรือ
การตรึงไนโตรเจนได จึงสงผลใหปริมาณการตรึงไนโตรเจนในอาหารเหลวดัดแปลงสูตรท่ีมี 
กลูโคส และซูโครส เปนแหลงคารบอน มีปริมาณท่ีต่ํามาก   
 

       1.3.2  ปริมาณการตรึงไนโตรเจนของเช้ือ A. lipoferum 
 
                ชนิดของแหลงคารบอนท่ีแตกตางกันสงผลใหปริมาณไนโตรเจนท่ี A. lipoferum 

ตรึงไดแตกตางกัน การใชกรดมาลิก กรดซักซินิก และกลูโคส เปนแหลงคารบอนมีการตรึง
ไนโตรเจนไดสูงกวาการใชซูโครสเปนแหลงคารบอนในอาหารเหลวปลอดไนโตรเจน มีปริมาณ
ไนโตรเจนท่ีตรึงไดเทากับ 14.47, 14.47, 14.47 และ 3.04 ไมโครกรัม/100 มิลลิลิตร (ตารางท่ี 8)     
A. lipoferum มีการเจริญเติบโตแบบใชออกซิเจนในอาหารเหลว สงผลใหตรึงไนโตรเจนไดมาก แต
ไมเจริญเติบโตในสภาพอับอากาศ และไมตรึงไนโตรเจน นอกจากนี้การตรึงไนโตรเจนสามารถเกิด
ไดในอาหารเหลวท่ีมีกลูตาเมต (Brenner et al., 2005) 
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ตารางที่ 7  ปริมาณการตรึงไนโตรเจนของเช้ือ A. brasilense ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและ
ปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกันเม่ือเล้ียงเช้ือ 72 ช่ัวโมง (ug/100 ml) 

 
ชนิดของแหลงคารบอน  A. brasilense  

เฉล่ีย ( C ) ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 
  1 5 10 20 

กรดมาลิก 19.30 14.47 14.47 19.30 16.88a 
กรดซักซินิก 14.47 14.47 14.47 14.47 14.47a 

กลูโคส 2.14 2.86 2.14 3.57 2.68b 
ซูโครส 2.86 3.57 2.86 3.57 3.22b 
เฉล่ีย 9.69 8.84 8.49 10.23   

F-test      
          ; C *  
          ; V ns  
          ; C x  V ns  

% CV 29.98   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ตารางที่ 8  ปริมาณการตรึงไนโตรเจนของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและ
ปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกันเม่ือเล้ียงเช้ือ 72 ช่ัวโมง (ug/100 ml) 

 
ชนิดของแหลงคารบอน  A. lipoferum  

เฉล่ีย ( C ) ปริมาณของแหลงคารบอน (V, กรัม/ลิตร) 
  1 5 10 20 

กรดมาลิก 14.47 14.47 14.47 14.47 14.47a 
กรดซักซินิก 14.47 14.47 14.47 14.47 14.47a 

กลูโคส 14.47 14.47 14.47 14.47 14.47a 
ซูโครส 3.57 2.86 3.57 2.15 3.04b 
เฉล่ีย 11.75 11.57 11.75 11.39   

F-test      
          ; C *  
          ; V ns  
          ; C x  V ns  

% CV 22.99   
 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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2. ปริมาณของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อ A. brasilense และ A. lipoferum 
 

จากการศึกษาประสิทธิภาพของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงเช้ือ  A. brasilense  
และ A. lipoferum ผลการทดลองแสดงใหเห็นวากรดมาลิกเปนแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการ
สงเสริมใหเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum มีอัตราการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดในระยะท่ีเซลลมีการ
เจริญเติบโตอยางเต็มท่ีจํานวนเซลลเพ่ิมขึ้นแบบ exponential เม่ือเปรียบเทียบท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง      
แตปริมาณท่ีใชไมมีผลตออัตราการเจริญเติบโตของเช้ือท้ัง 2 ชนิด ทําใหตองมีการศึกษาปริมาณ
ของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการสงเสริมการเจริญเติบโตของ A. brasilense และ A. lipoferum  
นอกจากนี้ยังพบวา A. brasilense และ A. lipoferum  มีความสามารถในการใชกลูโคสเปนแหลงของ
คารบอนในอาหารปลอดไนโตรเจนไดตางกัน A. brasilense  มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีต่ํา ตรงขาม
กับ A. lipoferum ท่ีมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีสูงในอาหารดัดแปลงท่ีมีกลูโคสเปนองคประกอบ  
ดังนั้นในสูตรอาหารท่ีมีกลูโคสเปนแหลงของคารบอนสามารถเปนสูตรอาหารคัดเลือกจําเพาะ
สําหรับเช้ือ A. lipoferum 

 
2.1  ปริมาณของกรดมาลิกท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum   
 

         การเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense ในสูตรอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีกรดมาลิก 
ปริมาณตาง ๆ เปนแหลงคารบอนในอาหารปลอดไนโตรเจน A. brasilense มีอัตราการเจริญเติบโต
สูงท่ีสุดในชวง 24 – 30 ช่ัวโมง เม่ือวิเคราะหปริมาณเซลลท่ีอายุ 24 และ 30 ช่ัวโมง พบวามีความ
แตกตางทางสถิติท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง กรดมาลิก 17.5 กรัม/ลิตร สงผลใหมีปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตสูงท่ีสุด 
151.36 x 108 CFU/มิลลิลิตร (ตารางท่ี 9) แตไมแตกตางกับการใชกรดมาลิก 1, 2.5, 7.5, 12.5 และ 15 
กรัม/ลิตร ท่ีสงผลใหมีปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต 26.30, 91.20, 60.26, 56.23 และ 43.65 x 107 CFU/
มิลลิลิตร และ A. lipoferum ท่ีเจริญเติบโตในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีกรดมาลิกเปนแหลงคารบอน
ในปลอดไนโตรเจนปริมาณตาง ๆ มีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดในชวง 24 – 30 ช่ัวโมง ซ่ึงมีความ
แตกตางทางสถิติท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 10) กรดมาลิก 10 กรัม/ลิตร มีปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต 
44.65 x 108 CFU/มิลลิลิตร แตไมแตกตางกับการใชกรดมาลิก 2.5, 5, 7.5, 12.5, 15, 17.5 และ 20 
กรัม/ลิตร ท่ีมีปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต 7.41, 14.45, 23.99, 27.54, 26.92, 18.62 และ 24.55  x 108 CFU/
มิลลิลิตร  
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                  ดังนั้นจากผลการทดลอง จึงเลือกใชกรดมาลิกปริมาณ 2.5 กรัม/ลิตร เปนแหลงคารบอน
ในอาหารปลอดไนโตรเจน เนื่องจากไมมีความแตกตางกับปริมาณการใชท่ีสูงขึ้น และสงผลให
เซลลมีชีวิตในชวงของ stationary เปนเชนเดียวกับปริมาณการใชท่ีสูงขึ้น (ภาพท่ี 13) ทําใหไดสูตร
อาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการเล้ียงเช้ือ A. brasilense และ A. lipoferum  คือ กรดมาลิก (malic acid) 
2.5 กรัม/ลิตร, MgSO4.7H2O 1.0 กรัม/ลิตร FeCl3.6H2O 0.002 กรัม/ลิตร MnSO4.H2O 0.002 กรัม/
ลิตร และปรับ pH ใหเทากับ 7 ดวย 10% KOH  
 
 2.2  ปริมาณของกลูโคสท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงเช้ือ A. lipoferum 
 
                     ในอาหารเหลวปลอดไนโตรเจน A. lipoferum มีการเจริญเติบโตสูงสุดในชวง 24 – 30 
ช่ัวโมง ซ่ึงมีความแตกตางทางสถิติ (ตารางท่ี 11) ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง A. lipoferum เจริญเติบโตได
สูงสุดในอาหารเหลวท่ีมีกลูโคส 20 กรัม/ลิตร มีเซลลมีชีวิต 45.71 x 108 CFU/มิลลิลิตร แตไม
แตกตางกับการใชกลูโคส 1, 12.5 และ 17.5 กรัม/ลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตเทากับ 10.72, 
30.19 และ 14.13 x 108 CFU/มิลลิลิตร และท่ีอายุ 30 ช่ัวโมง กลูโคส 12.5 กรัม/ลิตร สงผลใหมี
ปริมาณเซลลสูงสุด 89.13 x 109 CFU/มิลลิลิตร จากผลการทดลองการใชกลูโคสปริมาณ 12.5 กรัม/
ลิตร เปนแหลงคารบอน เปนปริมาณท่ีเหมาะสมสําหรับสูตรอาหารคัดเลือกจําเพาะสําหรับเช้ือ      
A. lipoferum ทําไดสูตรอาหารดังนี้ กลูโคส (D-glucose) 12.5 กรัม/ลิตร, MgSO4.7H2O 1.0 กรัม/
ลิตร FeCl3.6H2O 0.002 กรัม/ลิตร MnSO4.H2O 0.002 กรัม/ลิตร และปรับ pH ใหเทากับ 7 ดวย 10% 
KOH 
 

จากผลการศึกษาทําใหไดสูตรอาหารใหมในการเล้ียงเช้ือ A. brasilense และ A .lipoferum 
ซ่ึงสูตรอาหารท่ีเสนอใหมนี้มีราคาถูกกวาอาหารสูตร MPSS นอกจากนี้เม่ือเปรียบเทียบกับอาหาร
สูตร NFB ยังพบวามีราคาถูกกวาเปนอยางมาก ดังแสดงในตารางท่ี 12 จากผลการทดลองของ อรุณี 
(2549) พบวา A. lipoferun สายพันธุ B42 ท่ีอายุ 24 ช่ัวโมง มีเซลลท่ีมีชีวิต 98 x 102 CFU/มิลลิลิตร 
ซ่ึงนอยกวาท่ีเจริญในสูตรอาหารท่ีไดเสนอใหม ท่ีเปนสูตรอาหารปลอดไนโตรเจนเชนเดียวกันแต
กลับมีราคาท่ีถูกกวา 
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ตารางที่ 9  คา log 10 ของปริมาณเซลลของเช้ือ A. brasilense ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีกรดมาลิก
เปนแหลงคารบอนท่ีอายุ 24 และ 30 ช่ัวโมง 

 
ปริมาณของแหลงคารบอน เวลา (ช่ัวโมง) 

กรัม/ลิตร 24 30 
1.0 8.42ab 8.90 
2.5 8.96ab 9.04 
5.0 7.09c 9.10 
7.5 8.78ab 9.48 
10.0 8.27b 9.48 
12.5 8.75ab 9.48 
15.0 8.64ab 9.48 
17.5 9.18a 9.48 
20.0 8.37b 9.01 

F-test * ns 
%CV 7.38 3.6 

 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพที่ 13  ลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense ในอาหารท่ีมีกรดมาลิก (ก) A. lipoferum   

ในอาหารท่ีมีกรดมาลิก (ข) และ A.lipoferum ในอาหารท่ีมีกลูโคส (ค) เปนแหลงคารบอน
ในอาหารเหลวปลอดไนโตรเจน 
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ตารางที่ 10  คา log 10 ของปริมาณเซลลของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีกรดมาลิก
เปนแหลงคารบอน ท่ีอายุ 24 และ 30 ช่ัวโมง 

 
ปริมาณของแหลงคารบอน เวลา (ช่ัวโมง) 

กรัม/ลิตร 24 30 
1.0 8.45b 9.14 
2.5 8.87ab 9.27 
5.0 9.16ab 8.89 
7.5 9.38a 9.09 
10.0 9.47a 9.06 
12.5 9.44a 8.81 
15.0 9.43a 9.17 
17.5 9.27a 9.46 
20.0 9.39a 9.48 
F-test * ns 
%CV 4.36 3.47 

 
หมายเหตุ      ns หมายถึง ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ  
                    *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

58

ตารางที่ 11  คา log 10 ของปริมาณเซลลของเช้ือ A. lipoferum ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีกลูโคส
เปนแหลงคารบอน ท่ีอายุ 24 และ 30 ช่ัวโมง 

 
ปริมาณของแหลงคารบอน เวลา (ช่ัวโมง) 

กรัม/ลิตร 24 30 
1.0 9.03abcd 8.87c 
2.5 8.68cd 10.16b 
5.0 8.88bcd 8.86c 
7.5 8.57cd 8.87c 
10.0 8.79bcd 8.64c 
12.5 9.48ab 10.95a 
15.0 8.28d 8.68c 
17.5 9.15abc 8.66c 
20.0 9.66a 9.89b 
F-test * * 
%CV 5.38 9.08 

 
หมายเหตุ      *  หมายถึง แตกตางกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 12  ราคาของอาหาร NFB, MPSS และอาหารท่ีเสนอขึ้นใหมสําหรับเช้ือ A.brasilense และ A. lipoferum (g/l) 
 

  อาหาร อาหาร อาหารดัดแปลงสําหรับเช้ือ  อาหารคัดเลือกเฉพาะ 
สารเคมี NFB MPSS A. brasilense และ A. lipoferum สําหรับเช้ือ A. lipoferum 

  ปริมาณ(กรัม) ราคา(บาท) ปริมาณ(กรัม) ราคา(บาท) ปริมาณ(กรัม) ราคา(บาท) ปริมาณ(กรัม) ราคา(บาท) 
peptone - - 5 29.50 - - - - 
succinic acid - - 1 2.90 - - - - 
(NH4)2SO4 - - 1 0.45 - - - - 
Malic acid 5 9.20 - - 2.5 4.6 - - 
glucose - - - - - - 12.5 8.75 
KOH 4 2.56 - - - - - - 
K2HPO4 0.5 0.48 - - - - - - 
FeCl3.6H2O - - 0.002 0.003 0.002 0.003 0.002 0.003 
FeSO4.7H2O 0.05 0.04 - - - - - - 
MnSO4.H2O 0.01 0.01 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 
MgSO4.7H2O 0.1 0.12 0.002 1.24 0.002 1.24 0.002 1.24 
NaCl 0.02 0.004 - - - - - - 
CaCl2 0.01 0.003 - - - - - - 
Na2MoO4 .2H2O 0.002 0.007 - - - - - - 
รวมราคา   12.42   34.10   5.85   10.00 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 
 

1. การศึกษาประสิทธิภาพของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการเล้ียงเช้ือ A. brasilense                     
และ A. lipoferum   พบวาการใชกรดมาลิกเปนแหลงของคารบอนในอาหารดัดแปลงท่ีปลอด
ไนโตรเจน เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense  และ A. lipoferum เนื่องจากสงผล
ใหมีอัตราการเจริญเติบโตไดสูงท่ีสุด และมีระยะเวลของการแบงเซลลส้ันท่ีสุดอีกดวย  และปริมาณ
ของกรดมาลิกท่ีเหมาะสม คือ 2.5 กรัม/ลิตร ทําใหไดสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ
เช้ือ A. lipoferum และ A. brasilense ดังนี้  

 
    กรดมาลิก (malic acid) 2.5 กรัม/ลิตร, MgSO4.7H2O 1.0 กรัม/ลิตร FeCl3.6H2O 0.002 

กรัม/ลิตร MnSO4.H2O 0.002 กรัม/ลิตร และปรับ pH ใหเทากับ 7 ดวย 10 % KOH 
 
2. จากความสามารถในการใชกลูโคสท่ีแตกตางกันของ A. brasilense และA. lipoferum   

ทําใหสามารถสรางสูตรอาหารคัดเลือกจําเพาะสําหรับเช้ือ A. lipoferum  การใชกลูโคสปริมาณ 12.5 
กรัม/ลิตร เปนแหลงคารบอนในอาหารปลอดไนโตรเจน สงผลใหเช้ือ A. lipoferum มีอัตราการ
เจริญเติบโตไดสูงท่ีสุด ทําไดสูตรอาหารคัดเลือกจําเพาะสําหรับเช้ือ A. lipoferum ดังนี้  

 
    กลูโคส (D-glucose) 12.5 กรัม/ลิตร, MgSO4.7H2O 1.0 กรัม/ลิตร FeCl3.6H2O 0.002 

กรัม/ลิตร MnSO4.H2O 0.002 กรัม/ลิตร และปรับ pH ใหเทากับ 7 ดวย 10 % KOH 
 

ขอเสนอแนะ 
  
 อยางไรก็ตามการศึกษานี้ยังไมไดมีการศึกษาเพ่ิมเติมในการแยกเช้ือบริสุทธ์ิจากดินโดยตรง
เปนเพียงการทดสอบกิจกรรมของเช้ือท่ีบริสุทธ์ิแลวเทานั้น จึงนาจะมีการทดสอบการแยกเช้ือจาก
ดินโดยตรง และเปรียบเทียบกับการตรวจสอบในระดับ DNA ดวยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR)  
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ภาคผนวก 

 



ตารางผนวกที่ 1  อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense (log10 ของปริมาณเซลล) ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกัน 
 

แหลงคารบอน เวลา  (ช่ัวโมง) 

ชนิด 
ปริมาณ  

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 
(กรัม/ลิตร) 

กรดซักซินิก 

1 0.2 4.15 4.45 5.67 7.14 7.12 7.14 6.54 6.55 6.41 6.35 6.29 5.23 
5 0.2 3.71 4.01 5.18 5.9 6.61 6.6 6.55 6.48 5.78 5.64 5.44 5.14 

10 0.2 3.69 4.05 5.04 5.8 6.07 5.94 5.97 5.98 5.76 5.71 5.7 4.99 
20 0.2 3.65 3.99 5.08 5.9 7.23 7.07 6.89 6.84 5.42 5.28 5.3 5.24 

กรดมาลิก 

1 0.2 3.72 5.98 7.78 8.32 8.22 8.12 7.68 7.52 6.85 6.01 5.87 5.84 
5 0.2 3.73 5.62 6.53 5.59 6.35 6.78 7.83 7.89 7.26 5.99 5.89 5.87 

10 0.2 5.56 6.89 7.98 8.29 8.01 8.04 7.6 7.95 6.85 6 6.06 5.99 
20 0.2 5.6 3.55 7.88 8.14 8.12 8.08 7.12 3.67 3.55 6.02 5.88 5.86 

กลูโคส 

1 0.2 0.57 0.58 0.59 0.6 0.7 0.73 0.73 0.72 0.73 0.74 0.74 0.74 
5 0.2 0.26 0.25 0.29 0.3 0.51 0.55 0.52 0.48 0.57 0.6 0.57 0.3 

10 0.2 0.24 0.27 0.28 0.3 0.3 0.3 0.44 0.48 0.57 0.6 0.57 0.3 
20 0.2 0.57 0.59 0.59 0.55 0.3 0.3 0.44 0.48 0.57 0.6 0.57 0.3 

ซูโครส 

1 0.2 0.48 0.49 0.53 0.54 0.72 0.71 0.71 0.64 0.67 0.67 0.69 0.69 
5 0.2 0.27 0.39 0.47 0.5 0.73 0.73 0.74 0.75 0.75 0.75 0.73 0.69 

10 0.2 0.38 0.44 0.74 0.78 0.73 0.74 0.74 0.74 0.75 0.74 0.74 0.72 
20 0.2 0.35 0.49 0.68 0.74 0.72 0.75 0.76 0.78 0.78 0.78 0.76 0.72 
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ตารางผนวกที่ 2  อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferum (log10 ของปริมาณเซลล) ในอาหารเหลวดัดแปลงท่ีมีชนิดและปริมาณคารบอนท่ีแตกตางกัน 
 

แหลงคารบอน เวลา  (ช่ัวโมง) 

ชนิด ปริมาณ  
(กรัม/ลิตร) 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 

กรดซักซินิก 

1 0.2 1.35 2.81 6.91 8.32 8.31 8.30 7.82 7.52 7.50 7.59 7.48 5.00 
5 0.2 1.39 2.80 6.93 8.43 8.42 8.46 8.19 7.99 6.91 7.00 6.70 5.00 

10 0.2 1.34 2.84 6.67 7.37 7.35 7.32 7.39 7.15 6.81 7.00 6.98 6.89 
20 0.2 1.31 2.77 6.81 7.41 7.33 7.48 7.38 7.22 7.11 7.30 7.12 5.14 

กรดมาลิก 

1 0.2 1.39 2.95 6.83 8.41 8.44 8.12 7.85 8.00 7.70 6.00 5.87 5.50 
5 0.2 1.41 2.95 7.18 9.88 9.81 9.62 8.41 7.00 6.96 6.65 6.37 5.00 

10 0.2 1.42 2.95 7.05 9.36 9.39 8.42 7.94 8.15 7.88 7.00 6.70 5.00 
20 0.2 1.44 2.95 7.09 9.52 9.49 8.84 7.80 8.00 7.74 7.00 6.70 5.00 

กลูโคส 

1 0.2 1.69 3.54 6.01 6.41 7.94 8.13 7.86 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 
5 0.2 1.54 3.23 6.13 6.41 7.30 7.35 7.21 7.15 7.20 7.24 7.19 7.09 

10 0.2 1.34 2.83 5.98 6.28 7.66 7.30 7.40 7.48 7.29 6.65 6.91 6.89 
20 0.2 1.04 2.24 6.52 7.27 7.22 7.43 7.32 7.15 7.27 7.35 7.30 7.15 

ซูโครส 

1 0.2 0.69 0.78 1.09 1.39 1.86 1.86 1.86 1.85 1.85 1.86 1.86 1.86 
5 0.2 0.55 0.75 1.39 1.43 1.83 1.84 1.82 1.85 1.85 1.85 1.86 1.88 

10 0.2 0.69 0.90 1.00 1.10 1.81 1.81 1.83 1.85 1.87 1.88 1.88 1.87 
20 0.2 0.64 0.88 1.32 1.39 1.83 1.83 1.83 1.83 1.80 1.80 1.80 1.77 
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ตารางผนวกที่ 3  อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. brasilense (log10 ของปริมาณเซลล) ในอาหารเหลวท่ีมีกรดมาลิกปริมาณตาง ๆ 
 

กรดมาลิก 
(กรัม/ลิตร) 

เวลา  (ช่ัวโมง) 
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 

1.0  0.2 5.27 7.12 7.29 8.42 8.90 8.97 8.80 8.51 8.38 8.28 8.22 8.19 
2.5  0.2 5.18 6.67 6.84 8.96 9.04 8.53 8.24 8.42 8.63 8.49 8.19 6.48 
5.0  0.2 5.81 6.81 6.98 7.09 9.10 8.72 8.42 8.62 8.64 8.36 8.06 6.48 
7.5  0.2 5.17 7.43 7.61 8.78 9.48 9.08 8.92 8.86 8.73 8.86 8.76 8.48 
10.0  0.2 5.92 7.97 8.15 8.27 9.48 9.16 8.93 8.45 8.65 8.34 8.53 8.45 
12.5 0.2 5.75 7.45 7.62 8.75 9.48 9.48 9.26 8.80 8.75 8.66 8.58 6.48 
15.0 0.2 5.48 7.34 7.52 8.64 9.48 9.48 9.48 9.47 9.37 9.18 8.83 8.67 
17.5 0.2 5.48 8.88 9.05 9.18 9.48 8.94 8.83 8.66 8.73 8.68 8.43 8.42 
20.0 0.2 5.48 7.07 7.25 8.37 9.01 9.15 9.13 9.11 9.08 8.89 8.50 8.51 
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ตารางผนวกที่ 4  อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferume (log10 ของปริมาณเซลล) ในอาหารเหลวท่ีมีกรดมาลิกปริมาณตาง ๆ 
 

กรดมาลิก 
(กรัม/ลิตร) 

เวลา  (ช่ัวโมง) 
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 

1.0   0.20 6.17 7.17 8.33 8.45 9.14 8.86 8.56 8.66 8.69 8.79 8.68 8.11 
2.5   0.20 5.97 7.09 8.25 8.87 9.27 8.97 8.85 8.67 8.63 8.46 8.47 8.48 
5.0   0.20 5.89 6.89 8.05 9.16 8.89 8.63 8.34 8.52 8.63 8.54 8.23 8.03 
7.5   0.20 5.91 7.10 8.26 9.38 9.09 9.15 9.33 9.46 8.94 8.63 8.82 8.95 
10.0   0.20 3.88 7.17 8.35 9.47 9.06 8.52 8.61 8.68 8.49 8.64 8.76 8.56 
12.5   0.20 5.51 7.14 8.31 9.44 8.81 9.28 9.13 8.90 8.61 8.86 8.56 6.53 
15.0   0.20 5.78 7.14 8.31 9.43 9.17 8.72 8.79 8.86 9.17 8.91 8.74 8.48 
17.5   0.20 5.53 6.98 8.15 9.27 9.46 9.27 8.98 9.28 9.08 8.60 8.56 8.51 
20.0   0.20 5.49 7.09 8.26 9.39 9.48 8.89 9.04 9.15 8.58 8.69 8.97 8.54 

72 



ตารางผนวกที่ 5  อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ A. lipoferume (log10 ของปริมาณเซลล) ในอาหารเหลวท่ีมีกลูโคสปริมาณตาง  ๆ
 

กลูโคส 
(กรัม/ลิตร) 

เวลา  (ช่ัวโมง) 
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 

1.0   0.20 6.39 8.73 8.90 9.03 8.87 8.77 8.71 8.64 8.49 8.53 8.47 8.40 
2.5   0.20 6.43 8.38 8.56 8.68 10.16 10.51 10.21 10.62 10.54 10.34 10.05 8.52 
5.0   0.20 6.46 8.58 8.76 8.88 8.86 8.85 8.93 9.00 8.66 8.41 8.37 8.32 
7.5   0.20 6.88 8.27 8.44 8.57 8.87 8.75 8.68 8.60 8.88 8.43 8.16 8.01 
10.0   0.20 6.42 8.49 8.66 8.79 8.64 8.40 8.66 8.83 8.62 8.75 8.45 6.70 
12.5   0.20 6.48 8.56 9.06 9.48 10.95 10.88 10.58 9.41 8.74 8.63 8.35 7.18 
15.0   0.20 6.30 7.42 7.85 8.28 8.68 8.83 8.67 8.84 8.83 8.63 8.34 6.48 
17.5   0.20 6.43 8.85 9.03 9.15 8.66 8.76 8.69 8.59 8.51 8.42 8.41 6.48 
20.0   0.20 6.47 8.86 9.04 9.66 9.89 10.62 10.73 10.82 10.51 10.51 10.01 6.48 
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ตารางที่ 6  ราคาสารเคมีในการเตรียมอาหารสูตร NFB, MPSS  และอาหารท่ีเสนอขึ้นใหมสําหรับ 
                  เช้ือ A.brasilense และ A. lipoferum 
 

สารเคมี ปริมาณ(กรัม) ราคา(บาท) 
peptone 500 2,950 
succinic acid 500 1,450 
(NH4)2SO4 500 225 
Malic acid 500 920 
glucose 500 350 
KOH 500 320 
K2HPO4 500 480 
FeCl3.6H2O 500 680 
FeSO4.7H2O 500 350 
MnSO4.H2O 500 520 
MgSO4.7H2O 500 620 
NaCl 1,000 205 
CaCl2 500 1,700 
Na2MoO4 .2H2O 500 1,800 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวอรุณี  คงสอน 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 14 พฤษภาคม 2527 
สถานท่ีเกิด  โรงพยาบาลโพธาราม จังหวัดราชบุร ี
ประวัติการศึกษา วท.บ. (เกษตรศาสตร) สาขาปฐพีวิทยา

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรป 2549 
 




