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บทคัดย่อ 

จากการคดัเลือกแบคทีเรียที�มีความสามารถในการย่อยสลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งที�เติมแหล่ง

ฟอสเฟตละลายยากสูตร Pikovskaya’s medium (PVK) พบแบคทีเรีย 12 ไอโซเลต ที�สามารถละลาย

ฟอสเฟตได ้จากจาํนวนเชื�อทั�งหมด 106 ไอโซเลต เมื�อนาํเชื�อที�คดัแยกได้มาทดสอบประสิทธิภาพการ

ละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร PVK หลงัการเลี� ยงเชื�อนาน 3 และ 7 วนั  และวิเคราะห์ฟอสเฟตที�

ละลายได ้พบวา่แบคทีเรีย PSB03 สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวไดป้ริมาณสูงสุดระยะเวลา 3 

วนั และ 7 วนั เท่ากบั102.11  และ 191.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 

จากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของเชื�อแบคทีเรีย ค่า pH และการละลายฟอสเฟตของ

เชื�อที�คดัแยกได ้ในอาหารเหลวสูตร PVK พบวา่การละลายฟอสเฟตเกิดขึ�นสัมพนัธ์กบัการเจริญของเชื�อ 

และประสิทธิภาพของเชื�อในการสร้างกรดระหวา่งการเจริญทาํใหก้ารละลายฟอสเฟตเพิ�มมากขึ�น 

คาํสาํคญั: การคดัแยก, ฟอสเฟต, จุลินทรียย์อ่ยสลายฟอสเฟต, ไรโซสเฟียร์,ขา้วหอมมะลิแดง 
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Abstract 

The ability of phosphate solubilization of bacteria was screened on Pikovskaya’s medium 12 of 106 

isolates of bacteria from rhizosphere soil of rice were able to solubilize phosphate on agar plates. 

Comparison of the efficiency of phosphate solubilization by the 12 strains were studied in PVK broth 

by analyzing soluble phosphate after 3 and 7 days incubation. The highest yield of soluble phosphate 

were obtained from isolate PSB03 with 102.11 and 191.02 mg P L-1. 

The relationship among bacteria growth, pH and phosphate solubilization of isolated microbe were 

also study in PVK broth. Phosphate solubilization was shown to be relative with bacterial growth and 

even getting higher when it reached the stationary phase within 7 days. The results indicated that the 

solubility of phosphate is increased as the acid is increased. 

Key word: Isolation,Phosphate, Phosphate solubilizing bacteria (PSB), Rhizosphere soil, Red Brown Rice 
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บทที� 1 

คํานํา 

ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารหลกัที�มีความจาํเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืช (Richadrdson, 1994) โดย
ฟอสฟอรัสจะทาํให้พืชมีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสง กระบวนการเปลี�ยนนํ� าตาลเป็นแป้ง 
กระบวนการถ่ายทอดพนัธุกรรม การตรึงไนโตรเจน การออกดอก การออกผลและเมล็ด และการสุกของ
ผล (Brady and Weil, 2008; Mehrvarz et al., 2008) พืชที�ขาดธาตุฟอสฟอรัสจะทาํให้การเจริญเติบโต
หยุดชะงกั ลาํตน้แคระแกร็น ผอม สูง ใบมีขนาดเล็กลง จาํนวนใบลดลง และเป็นสีเขียวเขม้ออกนํ� าเงิน 
(Brady and Weil, 2008) ดินในประเทศไทยโดยภาพรวมพบวา่มีปริมาณฟอสฟอรัสตํ�า (Chinabut, 2003) 
การใชปุ๋้ยฟอสฟอรัสจึงเป็นสิ�งจาํเป็น การขาดธาตุฟอสฟอรัสในดินเป็นปัจจยัทางดา้นเคมีที�สําคญัในการ
กาํหนดผลผลิต การใส่ปุ๋ยฟอสฟอรัสในรูปที�ละลายได ้(soluble phosphate fertilizer) เช่น ซุปเปอร์
ฟอสเฟต เป็นการทดแทนปริมาณฟอสฟอรัสที�มีอยูใ่นปริมาณนอ้ยในดิน แต่อยา่งไรก็ตามปุ๋ยฟอสฟอรัส
ในรูปที�ละลายไดที้�ใส่ลงไปในดินจะทาํปฏิกิริยาอยา่งรวดเร็วกบัไอออนในดิน และมีการเปลี�ยนแปลงจาก
ฟอสฟอรัสในรูปที�ละลายไดไ้ปอยูใ่นรูปที�ไม่เป็นประโยชน์ต่อพืช (Stevenson, 1986; Mclaughlin et al., 
1988) พื�นที�ทาํการเกษตรส่วนใหญ่มีฟอสฟอรัสที�ถูกตรึงในดินเป็นจาํนวนมากซึ� งมาจากการสะสมอยา่ง
ต่อเนื�องของการใชปุ๋้ยเคมี โดยส่วนมากฟอสเฟตที�ละลายไดที้�ใส่ลงไปในดิน จะถูกตรึงให้อยูใ่นรูปที�ไม่
ละลายนํ� า และไม่เป็นประโยชน์ต่อพืช ซึ� งเกิดขึ�นอย่างรวดเร็วภายหลงัจากการใส่ปุ๋ยเคมี (Dey, 1988; 
Yadav and Dadarwal, 1997) ดงันั�นเกษตรกรส่วนใหญ่จึงเพิ�มปริมาณการใส่ปุ๋ยฟอสฟอรัสในแปลงที�ใช้
เพาะปลูกเป็นเท่าตวัเพื�อใหไ้ดผ้ลผลิตที�ดีขึ�นทาํให้เกิดปัญหาการตกคา้งของฟอสเฟตอยูใ่นดินเป็นจาํนวน
มาก 

 
จุลินทรียดิ์นมีบทบาทสาํคญัต่อการเปลี�ยนแปลงธาตุอาหารต่างๆ ในดิน รวมถึงสามารถเปลี�ยนแปลง

ฟอสเฟตในรูปที�ไม่สามารถละลายไดใ้นดินใหอ้ยูใ่นรูปที�สามารถละลายนํ� าไดแ้ละพืชดึงไปใชป้ระโยชน์
ในการเจริญเติบโต อีกทั�งจุลินทรียดิ์นเองก็เป็นแหล่งของฟอสเฟตอินทรีย ์ซึ� งมีศกัยภาพที�จะปลดปล่อย
ใหแ้ก่พืชเมื�อตายและถูกยอ่ยสลาย จุลินทรียมี์กลไกในการปลดปล่อยฟอสฟอรัสให้เป็นประโยชน์กบัพืช
แตกต่างกนัออกไป (Salehrastin, 1999) นอกจากนี� จุลินทรียดิ์นยงัช่วยเพิ�มพื�นที�ผิวของรากพืชในการดูด
ซบัฟอสเฟต โดยเราเรียกแบคทีเรียที�มีความสามารถในการยอ่ยสลายฟอสเฟตนี�วา่ Phosphate solubilizing 
bacteria (PSB) โดยแบคทีเรียชนิดนี� ถือเป็นทางเลือกหนึ�งในการนาํไปใชใ้นการยอ่ยสลายฟอสเฟตในดิน
เพื�อส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้พืช (deFreitas et al., 1997; Rodríguez and Fraga, 1999) 
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ในดินส่วนใหญ่ที�ขาดฟอสเฟตในรูปที�เป็นประโยชน์ต่อพืช จะส่งผลต่อตน้ทุนการผลิตที�สูงมาก

เนื�องจากการใช้ปุ๋ยฟอสเฟตซึ� งเป็นปัญหาที�เกิดขึ� นทั�วโลก นอกจากนั� นปัจจัยที�สําคัญของการทํา
เกษตรกรรมแบบยั�งยืนคือการลดการใช้สารเคมีในแปลงเพาะปลูก และเน้นการใช้ปุ๋ยชีวภาพเพื�อ
ปรับเปลี�ยนโครงสร้างดินและเพิ�มอินทรีย์วตัถุในดิน การนาํจุลินทรียดิ์นมาใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพในการ
เปลี�ยนรูปฟอสเฟตในดินให้อยู่ในรูปที�เป็นประโยชน์นั�นจึงเป็นที�น่าสนใจศึกษา ถึงแมว้า่ที�ผ่านมามีการ
คดัแยกและศึกษาจุลินทรียดิ์นที�มีความสามารถในการเปลี�ยนรูปฟอสเฟตให้อยู่ในรูปที�เป็นประโยชน์
มากมาย แต่การนาํไปใช้ยงัอยู่ในวงจาํกดัเนื�องจากไม่เขา้ใจถึงปัจจยัของสภาพแวดล้อมที�มีผลต่อการ
ทาํงานของจุลินทรีย ์นอกจากนั�นยงัไม่มีผูท้าํการศึกษาเกี�ยวกบัการคดัแยกและจาํแนกเชื�อจุลินทรียที์�มี
ประสิทธิภาพสูงในการยอ่ยสลายฟอสเฟตจากรากของขา้วหอมมะลิแดง ดงันั�นในการศึกษาครั� งนี� จึงไดท้าํ
การคดัแยกแบคทีเรียที�สามารถในการยอ่ยสลายฟอสเฟตใหอ้ยูใ่นรูปที�เป็นประโยชน์เพื�อนาํไปใชส่้งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช รวมทั�งจาํแนกเชื�อจุลินทรียที์�คดัแยกไดโ้ดยใชเ้ทคนิคทางจุลชีววทิยา  
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. เพื�อแยกและจาํแนกเชื�อจุลินทรียย์อ่ยสลายฟอสเฟต 
2.  เพื�อศึกษาประสิทธิภาพของเชื�อจุลินทรีย์ย่อยสลายฟอสเฟตสายพนัธ์ุที�มีความโดดเด่นและ

สามารถนาํไปใชต่้อยอดในการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม 
3. เพื�อเป็นแนวทางในการนาํเชื�อจุลินทรียไ์ปใช้ประโยชน์ในการย่อยสลายฟอสเฟตในดินหรือ

แปลงนาขา้วเพื�อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

1. ไดเ้ชื�อจุลินทรียที์�มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายฟอสเฟต 

2. เป็นการสร้างแนวทางการใชจุ้ลินทรียที์�คดัเลือกไดจ้ากธรรมชาติอยา่งรู้คุณค่าเพื�อการเกษตร 

3. ลดปริมาณการใชปุ๋้ยฟอสฟอรัสในดิน และนาํไปใชใ้นการปลูกพืชแบบอินทรียเ์พื�อส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของพืช 

4. สามารถนาํจุลินทรียที์�ไดไ้ปผลิตในเชิงพาณิชย ์
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บทที� 2 

การตรวจเอกสาร 
 

จุลินทรียที์�พบทั�วไปในดินมีหลายประเภท เช่น แบคทีเรีย แอคติโนมยัซิส เชื�อรา โปรโตซวั สาหร่าย

และไวรัส จุลินทรียเ์หล่านี� มีความสาํคญัในวฏัจกัรธาตุต่างๆ เช่น วฏัจกัรคาร์บอน วฏัจกัรไนโตรเจน และ

ช่วยในการยดึเกาะกนัของอนุภาคดิน นอกจากนี�บริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) เป็นอีกบริเวณหนึ�งที�

พบจุลินทรียห์ลากหลายชนิดเขา้มาอาศยัอยูเ่ป็นจาํนวนมากเนื�องจากกิจกรรมของพืชที�บริเวณรากมีการ

ปลดปล่อยสารออกมา เรียกวา่ root exudates ที�เป็นตวักาํหนดขนาดของอณาบริเวณรอบรากพืช สาร

ดงักล่าวจะเคลื�อนกระจายออกไปไดก้วา้งไกลเพียงใดขึ�นอยูก่บัปัจจยัหลายประการ เช่น ชนิดของดิน 

ความชื�นในดิน ปฏิกิริยาของดิน อุณหภูมิ อายขุองพืช และสภาพการเจริญเติบโตของพืช สารเหล่านี� เป็น

แหล่งพลงังานและแหล่งอาหารที�มีความสาํคญัต่อการเจริญของจุลินทรีย ์  (Barea et al., 2005) โดยสารที�

รากพืชปลดปล่อยออกมาสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที�มีนํ�าหนกัโมเลกุลตํ�า ไดแ้ก่ กรดอะมิ

โน กรดอินทรีย ์นํ�าตาล ฟีโนลิก สารเมแทบอไลททุ์ติยภูมิ และกลุ่มที�มีนํ�าหนกัโมเลกุลสูง ไดแ้ก่ เมือกซึ�ง

เป็นสารโพลีแซคคาไรด ์และโปรตีน (Uren, 2000; Bertin et al., 2003) 

ความสําคัญของฟอสฟอรัส 

ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารพืชที�สําคญัต่อการเจริญเติบโตและความแข็งแรงของพืช ทั�งส่วนที�อยูเ่หนือ

ดินและราก (คณาจารย์ภาควิชาปฐพี, 2548) เนื�องจากฟอสฟอรัสมีบทบาทสําคญัในการสะสมและ

ถ่ายทอดพลังงานของเซลล์สิ� งมีชีวิตทุกชนิด และเป็นองค์ประกอบของเซลล์ พืชที�ขาดแคลนธาตุ

ฟอสฟอรัสไม่วา่ระยะใดของวงชีวิตจะแสดงความผิดปกติ เจริญเติบโตชา้ ลาํตน้แคระแกร็น การติดดอก

ติดผลตํ�า คุณภาพของเมล็ดลดตํ�าลง  (Brady and Weil, 2002; Tisdale et al., 1985) ฟอสฟอรัสเกือบ

ทั�งหมดที�พบในพืชมาจากดิน แต่พบวา่ปริมาณฟอสฟอรัสในดินที�อยูใ่นรูปที�เป็นประโยชน์สําหรับพืชมี

อยูน่อ้ยมาก เมื�อเทียบกบัปริมาณทั�งหมดในดิน เนื�องจากฟอสฟอรัสในดินมีความสามารถในการเคลื�อนที�

ต ํ�า ถูกตรึงและตกตะกอนปฏิกิริยาเคมีไดง่้าย ปลดปล่อยออกมาไดย้าก 
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ฟอสฟอรัสในดิน 

ฟอสฟอรัสมีเลขอะตอม 15 เป็นธาตุที� 2 ของหมู่ VA ในตารางธาตุ จดัเป็นธาตุโลหะสามญั เป็น
ของแขง็ ณ อุณหภูมิหอ้ง ไม่พบในรูปอิสระในธรรมชาติ แต่อยูใ่นรูปของสารละลายฟอสเฟต (ชยัวฒัน์, 
2525) โดยทั�วไปแลว้จะไม่มีฟอสฟอรัสในรูปอิสระแต่จะอยูใ่นรูปของสารประกอบ ซึ� งมกัจะเป็น
สารประกอบฟอสเฟต ไดแ้ก่ อนินทรียฟ์อสเฟตหรืออินทรียฟ์อสเฟตในดิน (ถวลิ, 2519) และฟอสฟอรัส
จะถูกตรึงโดยอนุภาคดินเหนียวร่วมกบัธาตุอื�น เช่น เหล็ก อะลูมิเนียม แคลเซียม และแมกนีเซียม เป็น
สารประกอบอนินทรียฟ์อสเฟต ซึ� งละลายนํ�าไดน้อ้ยมาก ส่วนที�ละลายนํ�าไดจ้ะเป็นประโยชน์ต่อพืชและ
จุลินทรียใ์นดิน ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารหลกัที�พืชตอ้งการมากตวัหนึ�ง โดยฟอสฟอรัสที�พบในพืชเกือบ
ทั�งหมดไดม้าจากดิน ฟอสฟอรัสในพืชและในดินเป็นพวกออร์โธฟอสเฟต เมื�อเปรียบเทียบปริมาณของ
ฟอสฟอรัสกบัธาตุอาหารหลกัอื�นๆ ในดิน จะพบวา่มีปริมาณกวา่ไนโตรเจนและโพแทสเซียม โดยจะพบ
ฟอสฟอรัสเฉลี�ยในดินเท่ากบั 0.06 เปอร์เซ็นต ์ โดยที�ดินชั�นบนของดินนาในประเทศไทยจะมีฟอสฟอรัส
เฉลี�ย 0.02 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาณของฟอสฟอรัสในดินจะมีความแตกต่างกนัไปตามวตัถุตน้กาํเนิดของดิน 
เช่น ดินเนื�อละเอียดจะมีปริมาณของฟอสฟอรัสมากกวา่ดินเนื�อหยาบ ดินที�ถูกใชม้านานหรือถูกชะลา้ง
มากกวา่จะมีปริมาณของฟอสฟอรัสเหลือนอ้ยกวา่ดินที�เปิดป่าใหม่  และปริมาณของฟอสฟอรัสชั�นบน
มกัจะมีนอ้ยกวา่ชั�นล่างเนื�องจากมีการชะลา้งมากกวา่ (สมศกัดิ{ , 2528) ฟอสฟอรัสจะมีการแปรสภาพใน
ดินโดยอิทธิพลของจุลินทรียส่์วนหนึ�งและอีกส่วนหนึ�งอาจทาํปฏิกิริยาเคมีโดยตรง การเปลี�ยนแปลงของ
ฟอสฟอรัสในดินโดยการทาํงานของจุลินทรียมี์หลายประการดว้ยกนัคือ การละลาย การแปรสภาพจาก
อินทรียฟ์อสฟอรัสเป็นอนินทรียฟ์อสฟอรัส การเปลี�ยนอนินทรียฟ์อสฟอรัสเป็นฟอสฟอรัสในเซลลข์อง
สิ�งมีชีวติ และการเพิ�มและลดออกซิเจนแก่อินทรียฟ์อสฟอรัสในวงจรหรือวฎัจกัรของฟอสฟอรัส 
 

วงจรฟอสฟอรัส  

วฎัจกัรของฟอสฟอรัสในระบบเกษตรกรรมและดินแสดงดงัภาพที� 1 พืชดูดซบัฟอสเฟตจากดิน 
ฟอสฟอรัสถูกนาํออกจากแปลงเกษตรเมื�อพืชถูกเก็บเกี�ยวไปจากพื�นที�การเกษตรหรือจากการกินของสัตว ์
ฟอสเฟตกลบัมาสู่ดินผา่นมูลสัตวแ์ละเศษพืชที�เหลือจากการเก็บเกี�ยวจุลินทรียใ์นดินก็จะทาํการยอ่ยสลาย
สารอินทรียแ์ละฟอสเฟตก็ถูกปลดปล่อยอยา่งชา้ใหร้ากพืชดูดซบัอีกครั� งหนึ�ง แต่ฟอสเฟตส่วนใหญ่ก็ถูก
เปลี�ยนรูปไปในลกัษณะที�ไม่สามารถถูกดูดซบัดว้ยพืชได ้ และค่อยๆ แปลงกลบัไปสู่รูปแบบที�พืชดูดซบั
ไดเ้พียงปีละเล็กนอ้ย (Busman et al., 2002) 
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ภาพที� 1 วฏัจกัรของฟอสฟอรัสในระบบเกษตรกรรมและดิน (Busman et al., 2002) 

 

วฏัจกัรการหมุนเวยีนฟอสฟอรัสตามธรรมชาติไม่เพียงพอสาํหรับการเพาะปลูกในปริมาณมากๆ แบบ

ปัจจุบนั ดงันั�นปุ๋ยเคมีจึงเป็นแหล่งฟอสฟอรัสที�สาํคญัในปัจจุบนั (Johnston and Steen, 2000) แต่เนื�องจาก

ในปุ๋ยเคมีที�ใส่เขา้ไปในดินมีเพียงส่วนเดียวเท่านั�นซึ� งพืชสามารถนาํไปใชไ้ด ้ ในขณะที�ฟอสเฟตส่วนใหญ่

ก็ถูกเปลี�ยนรูปไปในลกัษณะที�ไม่สามารถถูกดูดซบัดว้ยพืชได ้ และค่อยๆ แปลงกลบัไปสู่รูปแบบที�พืชดูด

ซบัไดเ้พียงปีละเล็กนอ้ย (Price, 2006) ดงันั�นเกษตรกรจึงใส่ปุ๋ยในปริมาณมากกวา่หนึ�งเท่าของพืชที�

ตอ้งการเพื�อเร่งใหพ้ืชดูดซบัฟอสเฟตไปใชม้ากๆ ส่งผลใหมี้ฟอสฟอรัสส่วนใหญ่รั�วไหลจากแปลงเกษตร

ไปสู่นํ�าผวิดิน ก่อให้เกิดปรากฎการณ์ยโูทรฟิเคชั�น (Eutrophication) 
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เชื�อจุลนิทรีย์ย่อยสลายฟอสเฟต (Phosphate Solubilizing Microorganisms; PSMs) 

 เชื�อจุลินทรียย์อ่ยสลายฟอสเฟต (Phosphate Solubilizing Microorganisms; PSMs) เป็นกลุ่มจุลินทรีย์

ทั�งแบคทีเรียและเชื�อราที�มีความสามารถในการละลายแร่ธาตุฟอสฟอรัสในรูปสารประกอบอนินทรียที์�ถูก

ตรึงในดินใหล้ะลายอยูใ่นรูปที�พืชสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ได ้(อาภารัตน์, 2549) ซึ� งจะช่วยส่งเสริมการ

เจริญของพืช และเพิ�มธาตุฟอสฟอรัสที�เป็นประโยชน์ในดิน  

เชื�อจุลินทรียย์อ่ยสลายฟอสเฟต แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม (มุกดา, 2547) ดงันี�  

1. กลุ่มจุลินทรียที์�ช่วยดูดซบัธาตุฟอสฟอรัสใหก้บัพืช ไดแ้ก่ เชื�อราไมคอร์ไรซา เป็นเชื�อราที�อาศยัอยู่

ในรากพืชแบบพึ�งพาอาศยัซึ� งกนัและกนั ส่วนของเส้นใยเชื�อราจะชอนไชเขา้ไปในดิน ช่วยดูดธาตุอาหาร

โดยเฉพาะธาตุฟอสฟอรัสในปริมาณที�เพียงพอ นอกจากนี� ไมคอร์ไรซายงัช่วยป้องกนัไม่ใหฟ้อสฟอรัสที�

ละลายออกมาถูกตรึงโดยปฏิกิริยาทางเคมีของดิน แต่เชื�อราไมคอร์ไรซามีขอ้จาํกดัที�ตอ้งอยูก่บัพืชอาศยัที�

มีความจาํเพาะเจาะจง จึงยงัไม่สามารถเลี�ยงและเพิ�มปริมาณในอาหารเลี�ยงเชื�อได ้การผลิตเพื�อเพิ�มปริมาณ

ของเชื�อจาํเป็นตอ้งเพาะเชื�อในพืชอาศยัและวสัดุปลูกที�เหมาะสมเท่านั�น 

2. จุลินทรียย์อ่ยสลายหินฟอสเฟต เป็นแบคทีเรียที�สามารถทาํใหหิ้นฟอสเฟตละลายเป็นประโยชน์ต่อ

พืช มีอยูห่ลายชนิด กิจกรรมของจุลินทรียพ์วกนี� จะช่วยยอ่ยละลายหินฟอสเฟตใหอ้ยูใ่นรูปที�เป็น

ประโยชน์ต่อพืช เช่น Bacillus, Thiobacillus และ Pseudomonas โดยจุลินทรียเ์หล่านี� จะสร้างกรดออกมา

ละลายฟอสฟอรัส ปริมาณที�ละลายออกมาจะมากหรือนอ้ยขึ�นอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์ ซึ� งแบคทีเรียใน

กลุ่ม Bacillus sp. เป็นแบคทีเรียที�มีศกัยภาพสูงกวา่แบคทีเรียในกลุ่มอื�นในการนาํไปประยกุตใ์ชก้บั

สิ�งแวดลอ้มเนื�องจากมีการสร้างเอนโดสปอร์ซึ� งจะทาํใหมี้ความคงทนต่อสภาพแวดลอ้มสูงกวา่เซลลป์กติ 

จุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตในธรรมชาติพบวา่มีรายงานการแยกเชื�อจากดินและบริเวณรอบรากพืช ดงั

แสดงในตารางที� และแสดงใหเ้ห็นวา่มีทั�งแบคทีเรีย เชื�อรา และแอคติโนมยัซิส แบคทีเรียที�สามารถ

ละลายฟอสเฟตไดมี้หลายชนิด ส่วนเชื�อราที�พบส่วนใหญ่เป็นพวก Aspergillus และ Penicillium โดยเชื�อ

ที�แยกไดจ้ากบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตสูงกวา่เชื�อที�แยกจาก 

non-rhizosphere โดยแบคทีเรีย Bacillus และ Pseudomonas เป็นกลุ่มเชื�อจุลินทรียที์�มีศกัยภาพสูงในการ

ละลายฟอสเฟต (Tilak et al., 2005)  
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การแยกและคัดเลอืกจุลนิทรีย์ที�สามารถละลายฟอสเฟต 

การแยกและคดัเลือกจุลินทรียที์�สามารถละลายฟอสเฟตและการหาปริมาณการละลายของฟอสเฟต

ของจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตนิยมใชฟ้อสเฟตรูปละลายยาก  (insoluble inorganic phosphate) เป็นแหล่ง

ฟอสเฟต เช่น ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) หินฟอสเฟต หรือ อะพาไทต ์เติมลงในอาหารเลี�ยงเชื�อ 

เช่น Pikovskaya’s medium โดยวิธี plate screening method สังเกตการณ์สร้างบริเวณใสรอบโคโลนีของ

เชื�อที�สามารถละลายฟอสเฟตได ้และศึกษาการละลายและหาปริมาณฟอสเฟตที�ละลายไดใ้นอาหารเหลว 

(liquid culture) 

จากรายงานการแยกจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตบนอาหารเลี�ยงเชื�อแข็ง พบวา่ แบคทีเรียที�แยกจากดิน

บริเวณรากพืช (Rhizosphere) ประมาณ 30-40 เปอร์เซ็นต์ และแบคทีเรียที�แยกจากดินประมาณ 50

เปอร์เซ็นต์ จะสูญเสียความสามารถในการละลายฟอสเฟตในรูปอะพาไทต์เมื�อนําไปทดสอบ

ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟอสเฟตในครั� งต่อไป และหลงัจากถ่ายเชื�อผ่านไปจาํนวน 6 ครั� ง คงเหลือ

แบคทีเรียที�แสดงการละลายฟอสเฟตไดอี้กเพียงเล็กนอ้ย (Sperber, 1958a) ซึ� งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 

Kucey (1983) ที�พบวา่ แบคทีเรียยอ่ยสลายฟอสเฟตที�แยกไดจ้ากดินมีแนวโนม้ในการสูญเสียคุณสมบติั

การยอ่ยสลายฟอสเฟตเช่นกนั แต่ไม่พบการเปลี�ยนแปลงประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายฟอสเฟตในเชื�อรา 

วธีิการแยกจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตที�กล่าวมาค่อนขา้งใชเ้วลาในการบ่มเลี� ยงเชื�อนาน ต่อมาจึงไดมี้ผู ้

ที�พยายามปรับปรุงสูตรอาหารเพื�อให้สามารถคดัแยกจุลินทรีย์ที�สามารถย่อยสลายฟอสเฟตได้อย่าง

รวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากยิ�งขึ�น โดย Gupta et al. (1994) ไดป้รับปรุงสูตรอาหาร Pikovskaya agar 

medium โดยเติม bromophenol blue เพื�อเป็นดชันีบ่งชี�การเกิดกรด ในช่วง pH 3.0-4.6 ลงในอาหารเลี�ยง

เชื�อ และสังเกตการสร้างบริเวณใสสีเหลืองรอบโคโลนีของเชื�อ เนื�องจากการละลายฟอสเฟตและการ

เปลี�ยนสีของ indicator เกิดจากการลดลงของค่า pH เมื�อเชื�อสร้างกรด และสรุปว่าวิธีนี� ให้ผลดีกว่าการ

สังเกตบริเวณใสในอาหาร Pikovskaya medium แบบเดิม 

Nautiyal (1999) ไดป้รับปรุงอาหารเลี�ยงเชื�อสูตร National Botanical Research Institute’s Phosphate 

growth medium (NBRIP) เพื�อการแยกจุลินทรียย์อ่ยสลายฟอสเฟตในดิน จากการศึกษาพบวา่อาหารเหลว

สูตรปรับปรุงนี� มีประสิทธิภาพในการแยกจุลินทรียสู์งกวา่การแยกจุลินทรียย์อ่ยสลายฟอสเฟตดว้ยอาหาร

เหลว Pikovskaya’s medium ถึง 3 เท่า แต่เมื�อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการคดัแยกเชื�อจุลินทรียใ์น
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อาหารเลี� ยงเชื�อทั�งสองสูตรดว้ยวิธี plate assay พบว่าให้ผลการคดัแยกเชื�อไม่แตกต่างกนั ต่อมา Mehta 

and Nautiyal (2001) ไดป้รับปรุงสูตรอาหาร NBRIP โดยเติม bromophenol blue เพื�อความรวดเร็วในการ

แยกเชื�อแบคทีเรียที�สามารถยอ่ยสลายฟอสเฟตได ้

Rodriguez and Fraga (1999) กล่าวถึงขอ้เสียของการหาปริมาณฟอสเฟตใน culture filtrate ที�ใช้

ฟอสเฟตในรูปละลายยากเป็นแหล่งฟอสเฟตวา่ วธีิการนี�ไม่ไดค้าํนึงถึงปริมาณฟอสเฟตที�เซลลน์าํไปใช้

ประโยชน์ระหวา่งการเจริญเติบโต และความแตกต่างระหวา่งอตัราการปลดปล่อยกบัการนาํเขา้สู่เซลล ์

อาจมีผลต่อประสิทธิภาพการละลายของฟอสเฟตและปริมาณฟอสเฟตที�ตรวจวเิคราะห์ได ้ เนื�องจากช่วงที�

เซลลมี์อตัราการนาํฟอสเฟตเขา้สู่เซลล ์ ปริมาณฟอสเฟตในอาหารจะลดลงและเมื�ออตัราการนาํฟอสเฟต

เขา้สู่เซลลล์ดลง เช่น ระยะที�เซลลเ์ขา้สู่ช่วง stationary phase ระดบัของฟอสเฟตในอาหารจะเพิ�มขึ�น 
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ตารางที� 1 การแยกเชื�อจุลินทรียจ์ากแหล่งต่างๆ ในธรรมชาติ และชนิดของเชื�อที�สามารถละลายฟอสเฟต 

แหล่งคัดแยก จุลนิทรีย์ อ้างองิ 

บริเวณรอบรากพืช และดิน Arthrobacter, Achromobacter, 
Brevibacterium, Flavobacterium, 
Micromonospora, Mycobacterium, 
Sarcina และ Serratia 

Sperber (1958) 

หินฟอสเฟต และดิน Bacillus sp., Aspergillus carbonum, 
A. flavus, A. fumigatus,  A. wentii 

Gaur et al. (1973) 

ดิน Arthrobacter sp., Bacillus sp., 

B. firmus (B7650 และ B7651), 
Micrococcus sp., Streptomyces sp., 
Aspergillus sp., A. candidus, 

A. fumigatus และ Penicillium sp. 

Banik and Dey (1982) 

ดิน Pseudomonas sp. และ Penicillium sp. Illmer and Schinner (1992) 
บริเวณรอบราก B. brevis, B. megaterium,  

B. polymyxa, B. sphaericus,  
B. thuringiensis และ Xanthomonas 

maltophila 

De Freitas et al. (1997) 

บริเวณรอบราก Rahnella aquatilis Kim et al. (1997) 
ดิน Bacillus sp. Pal (1998) 
บริเวณรอบราก B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, Vazquez et al. (2000) 
บริเวณรอบราก Enterobacter intermedium Hwangbo et al. (2003) 
ดิน Arthrobacter sp., A. ureafaciens, 

B. megaterium, Chryseobacterium sp., 
Delftia sp., Gordonia sp., 
Phyllobacterium myrsinacearum, 
Rhodococcus erythropolis, Serratia 

marcescens 

Chen et al. (2006) 
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กลไกการละลายฟอสเฟตของจุลนิทรีย์ดิน 

กลไกการละลายฟอสเฟตของจุลินทรียส่์วนใหญ่จะเกิดจากการสร้างกรดและปลดปล่อยออกมา
ละลายฟอสเฟตในดิน ดงันี�  

1. การสร้างกรดอินทรีย ์ (Organic acids) กรดอินทรียที์�พบเสมอๆ วา่จุลินทรียส์ามารถสร้างและ
ปลดปล่อยออกมาไดแ้ก่ กรดฟอร์มิค อะซิติค โปรปิโอนิค แลคติค ไกลโคลิค ฟูมาริคและซคัซินิค  เป็น
ตน้ ส่วนมากจุลินทรียก์ลุ่มเฮทเทอโรโทรพ (heterotroph) จะปลดปล่อยกรดอินทรียอ์อกมาจาํนวนหนึ�ง
เสมอในระหวา่งการยอ่ยสารอินทรียแ์ต่มีความแตกต่างกนัทั�งชนิดและปริมาณ (ธงชยั, 2546) Illmer and 
Schinner (1992) พบวา่ระหวา่งการละลายฟอสเฟตของเชื�อจุลินทรีย ์ Penicillium sp.และ Pseudomonas 

sp.มีการปลดปล่อย กรดไกลโคลิก (glycolic acid) และ กรดกลูโคนิก (gluconic acid) ซึ� งเชื�อวา่กรด
เหล่านี� มีส่วนในการละลายฟอสฟอรัสในดิน 

2. การสร้างกรดอนินทรีย ์ (Inorganic acids) จุลินทรียบ์างชนิดสร้างและปลดปล่อยกรดอนินทรีย์
ออกมาไดแ้ก่ กรดไนตริค และซลัฟูริค จากกิจกรรมของจุลินทรีย ์ Nitrobacter sp. และ Thiobacillus sp. 
ตามลาํดบั กรดต่างๆ ที�เกิดขึ�นเหล่านี� ส่งผลใหค้่าความเป็นกรดเป็นด่างลดลง และเกิดการละลายของ
ฟอสฟอรัสมากขึ�น กรดอินทรียบ์างชนิดอาจเกิดคีเลตกบัแคลเซียมและเหล็ก ทาํใหก้ารละลายและการใช้
ฟอสเฟตมากขึ�น อยา่งไรก็ตามปริมาณการละลายฟอสเฟตจะแตกต่างกนัตามความสามารถในการละลาย
ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด รวมทั�งลกัษณะ และรูปของฟอสเฟต โดยทั�วไปเชื�อราจะมีความสามารถสูงกวา่
จุลินทรียช์นิดอื�นๆ 
 

 

 

 

 

 

 



14 
 

ตารางที� 2 ชนิดของกรดอินทรียที์�พบในส่วนใสหลงัการเพาะเลี�ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว 

จุลนิทรีย์ แหล่งฟอสเฟต ชนิดกรดอินทรีย์ อ้างองิ 

Arthrobacter sp. Ca3(PO4)2 citric, lactic, malonic และ 
oxalic 

Banik and Dey (1982),  
Chen et al. (2006) 

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

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

B. amyloliquefaciens Ca3(PO4)2 acetic, isobutyric, 
isovaleric, lactic และ 
succinic 

Vazquez et al. (2000) 

B. atrophaeus Ca3(PO4)2 acetic, isobutyric, 
isovaleric, isocaproic, 
propionic, succinic และ 
valeric 

Vazquez et al. (2000) 

B. firmus B-7650 Ca3(PO4)2 2-ketogluconic และ 
succinic 

Banik and Dey (1982) 

B. firmus B-7651 Ca3(PO4)2 oxalic และ succinic Banik and Dey (1982), 

B. licheniformis Ca3(PO4)2 fumaric, isobutyric, lactic, 
oxalic, succinic และ 
valeric 

Gupta et al. (1994),  
Vazquez et al. (2000) 

B. megaterium Ca3(PO4)2 citric, lactic และ propionic Chen et al. (2006) 

B. polymyxa Ca3(PO4)2 oxalic Gupta et al. (1994) 

Chryseobacterium sp. Ca3(PO4)2 citric Chen et al. (2006) 

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

Escherichia freundii hydroxyapatite lactic Sperber (1958b) 

Gordonia sp. goethite citric, formic, lactic, malic 
และ succinic 

Hoberg et al. (2005) 
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ตารางที� 2 (ต่อ) 

จุลนิทรีย์ แหล่งฟอสเฟต ชนิดกรดอนิทรีย์ อ้างองิ 

Micrococcus sp. Ca3(PO4)2 oxalic Banik and Dey (1982) 
P. macerans Ca3(PO4)2 isobutyric, isovaleric, 

lactic และ succinic 
Vazquez et al. (2000) 

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

malic และ succinic 
Hoberg et al. (2005) 

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

succinic 
Chen et al. (2006) 
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บทที� 3 

อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 

1. อุปกรณ์ 

1.1 กระบอกตวง ขนาด 25, 50, 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

1.2 ขวดดูแรน ขนาด 500 มิลลิลิตร 

1.3 ขวดปริมาตร ขนาด 100, 250, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร 

1.4 ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 

1.5 ขวดหยดสีชา 

1.6 เขม็เขี�ยเชื�อ 

1.7 จานอาหารเลี�ยงเชื�อ 

1.8 ชอ้นตกัสาร 

1.9 บิวเรตต ์(Burette) เกรด A ขนาด 25 มิลลิลิตร 

1.10 บีกเกอร์ ขนาด 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

1.11 ปิเปตแกว้ ขนาด 1, 2, 3, 4, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

1.12 ปิเปตอตัโนมติัขนาด 200 และ 1,000 มิลลิลิตร 

1.13 แท่งแกว้กวาดเชื�อรูปตวั L 

1.14 แท่งแกว้คนสาร 

1.15 ไมจิ้�มฟัน 
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1.16 สไลดแ์ละกระจกปิดสไลด ์

1.17 หลอดกลั�น (distillation vessel) ขนาด 250 มิลลิลิตร 

1.18 หลอดปั�นเหวี�ยงตวัอยา่ง ขนาด 50 มิลลิลิตร 

1.19 หลอดทดลอง ขนาด 16x150 มิลลิเมตร 

1.20 กลอ้งจุลทรรศน์ (Olympus model BX51TF, USA) 

1.21 เครื�องเขยา่สาร (GFL model 3020, Germany) 

1.22 เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 2 ตาํแหน่ง (Precisa model XB 4200C, Switzerland) 

1.23 เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (Precisa model XT 220A, Switzerland) 

1.24 เครื�องปั�นเหวี�ยง (Hettich model Rotenta 460R, UK) 

1.25 เครื�องผสมสาร (VELP model ZX3, Italy) 

1.26 เครื�องวเิคราะห์โปรตีน/ไนโตรเจน (Foss model Kjeltec 8420, Denmark) 

1.27 เครื�องวเิคราะห์โลหะหนกัและแร่ธาตุ (Agilent Technologies model 7500, USA) 

1.28 เครื�องวดัค่าการดูดกลืนแสง (Thermo Scientific Evolution model 300 LC, USA) 

1.29 เครื�องวดัค่าความเป็นกรดด่าง (Consort model C831T, Belgium) 

1.30 ตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิ (Memmert model BE 600, Germany) 

1.31 ตูป้ลอดเชื�อ (Forma Scientific Class II A/B3 Model 1186, USA) 

1.32 ตูอ้บ (Memmert model BE 600, Germany) 

1.33 เตาใหค้วามร้อน (IKA model HS7; Germany) 

1.34 หมอ้นึ�งฆ่าเชื�อ (Hirayama model HV-85; Japan) 
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2. สารเคมี 

2.1 Ammonium ferrous sulfate (FeSO4.7H2O) 

2.2 Ammonium metavanadate (NH4VO3) 

2.3 Ammonium molybdate (NH4)6Mo7O24.4H2O 

2.4 Ammonium oxalate (NH 4)2C2O4 

2.5 Ascorbic acid 

2.6 Boric acid (H3BO3) 

2.7 Bromocresol green 

2.8 Copper sulfate (CuSO4.5H2O) 

2.9 Crystal violet 

2.10 Ethanol 95%  

2.11 Hydrochloric acid (HCl) 

2.12 Iodine 

2.13 Methyl red 

2.14 Methylene blue 

2.15 Nitric acid (HNO3) 69% 

2.16 O-phenanthroline 

2.17 Perchloric acid (HClO4) 70% 

2.18 Potassium antimony tartate (KSbO.C4H4O4) 
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2.19 Potassium dichromate (K2Cr2O7) 

2.20 Potssium dihidrogen phosphate (KH2PO4) 

2.21 Potassium sulfate (K2SO4) 

2.22 Potassium iodine (KI) 

2.23 Safranin O 

2.24 Selenium (Se) 

2.25 Sodium carbonate (Na2CO3), 

2.26 Sodium hydroxide (NaOH) 

2.27 Sulfuric acid (H2SO4) 98% 

3. อาหารเลี�ยงเชื�อ 

3.1 Nutrient agar (MERCK, Germany) 

3.2 Nutrient broth (MERCK, Germany) 

3.3 Pikovskaya’s broth (Himedia, India) 

3.4 Pikovskaya’s medium (Himedia, India) 

3.5 Rose-Bengal Chloramphenical Agar (MERCK, Germany) 

3.6 Potato Dextrose Agar (MERCK, Germany) 
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4. วธีิการทดลอง 

4.1 การเกบ็ตัวอย่างดิน 
เก็บตวัอยา่งดินจากบริเวณรากพืชของขา้วหอมมะลิแดง โดยเลือกเก็บดินในส่วนที�อยูติ่ดกบั

บริเวณรากพืชมากที�สุด จากนั�นนาํมาเก็บในตูเ้ยน็ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทั�งทาํการคดัแยกเชื�อ
แบคทีเรีย 

 
4.2 การวเิคราะห์สมบัติพื�นฐานของดิน 

 ศึกษาคุณสมบติับางประการของดินบริเวณที�เก็บตวัอยา่ง นาํตวัอยา่งดินทั�ง 2 แหล่ง คือ ดินนา
ขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอสันทราย และ ดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอแม่ริม มาตวัอยา่งละ 1 กิโลกรัม ผึ�ง
ลมใหแ้หง้ จากนั�นบดโดยใชโ้กร่งบดดินและร่อนผา่นตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร วเิคราะห์สมบติัพื�นฐาน
ของดินดงัต่อไปนี�  

4.2.1 การวเิคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่างของดิน 
ชั�งตวัอยา่งดิน 10 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู ่ ขนาด 125 มิลลิลิตร เติมนํ�ากลั�น 50 มิลลิลิตร 

เขยา่ 1 ชั�วโมง วางทิ�งไวใ้หดิ้นตกตะกอนประมาณ 5 นาที แลว้วดัค่า pH ของสารละลายดินดว้ยเครื�อง pH 
meter 

4.2.2 ปริมาณอินทรียวตัถุ (Organic Matter) 
วเิคราะห์ปริมาณอินทรียวตัถุและอินทรียคาร์บอน ตามวิธีของ Walkley and Black 

method (1934) โดยชั�งตวัอยา่งดิน 1 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 1.0 N 
K2Cr2O7 10 มิลลิลิตร และกรด H2SO4 เขม้ขน้ 10 มิลลิลิตร เขยา่ ทิ�งไวข้า้มคืน จากนั�นเติมนํ�ากลั�น
ประมาณ 100 มิลลิลิตร หยดอินดิเคเตอร์ O-phenanthroline ferrous sulfate ลงไป 10 หยด จากนั�นทาํการ
ไตเตรท K2Cr2O7  ที�เหลือจากการทาํปฏิกิริยาดว้ยสารละลายแอมโมเนียมเฟอรัสซลัเฟต จนกระทั�งสีของ
สารแขวนลอยค่อยๆ เปลี�ยนเป็นสีนํ�าตาลปนแดง แลว้คาํนวณหาปริมาณอินทรียคาร์บอนและอินทรียวตัถุ
ในดิน 

4.2.3 ปริมาณไนโตรเจน (Total Nitrogen) 

                       ชั�งดิน 0.5-1 กรัม ใส่ในหลอดยอ่ยขนาด 100 มิลลิลิตร เติมคะตะลิสตผ์สม (100 g K2SO4+ 

10 g CuSO4 + 1 g Se) จาํนวน 2.00 กรัมเติมกรด H2SO4 เขม้ขน้ 20 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้นาํไปให้

ความร้อนบนเตายอ่ยจน จากนั�นทาํการยอ่ยจนไดส้ารละลายใสและดินเป็นสีขาว วางไวใ้หอุ้ณหภูมิลดลง

เท่ากบัอุณหภูมิหอ้งแลว้นาํหลอดต่อเขา้กบัเครื�องกลั�น เติม 40% NaOH จาํนวน 70 มิลลิลิตร ทาํการกลั�น 
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ประมาณ 5 นาที โดยจุ่มกา้นคอนเด็นเซอร์ลงในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร ซึ� งบรรจุสารละลายกรด

บอริกเขม้ขน้ 4% จาํนวน 25 มิลลิลิตร เพื�อจบัแอมโมเนียที�ไดจ้ากการกลั�น สารละลายจะเปลี�ยนเป็นสี

เขียว เติมสารละลายอินดิเคเตอร์ผสม 3-5 หยด นาํไปไทเทรตดว้ย 0.025 N HCl จนสารละลายเปลี�ยนเป็น

สีชมพ ูทาํแบลงคต์ามขั�นตอนเดียวกนัโดยไม่มีตวัอยา่งดิน แลว้คาํนวณหาปริมาณไนโตรเจนในดิน 

4.2.4 ปริมาณฟอสฟอรัสทั�งหมด (Total Phosphorus) 

ทาํการยอ่ยตวัอยา่งดินโดยใชว้ธีิการ Wet digestion method โดยนาํตวัอยา่งดิน 2 กรัม เติม

กรดผสมระหวา่งกรดไนตริกและกรดเปอร์คลอริก (HNO3: HClO4) ในอตัราส่วน 1:1 จาํนวน 25 มิลลิลิตร 

ทาํการยอ่ยบนเตาใหค้วามร้อน ที�อุณหภูมิ 80-150 องศาเซลเซียส จนกระทั�งตวัอยา่งเกิดควนัขาวขุ่น 

หลงัจากนั�นทิ�งไวใ้หต้วัอยา่งเยน็ จึงนาํมากรองและปรับปริมาตรใหไ้ด ้ 100 มิลลิลิตร จากนั�นปิเปต

สารละลายตวัอยา่ง 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปริมาตร เติมสารละลาย vanadomolybdate 10 มิลลิลิตร เขยา่ 

วางทิ�งไว ้20 นาที วดัค่าการดูดกลืนคลื�นแสงที�ความยาวคลื�น 420 นาโนเมตร คาํนวณหาความเขม้ขน้ของ

ฟอสฟอรัสในสารละลายตวัอยา่ง (Olsen and Sommers, 1982) 

4.2.5 ปริมาณฟอสฟอรัสที�สกดัได ้(Extractable Phosphorus) 

วเิคราะห์ปริมาณฟอสฟอรัสที�สกดัไดโ้ดยวธีิ Bray II (Bray and Kurtz, 1945) โดยชั�ง

ตวัอยา่งดิน 2.5 กรัม ใส่ในหลอดเซนตริฟิวส์ เติมสารสกดั Bray II (0.1 N HCl + 0.03 N NH4F) จาํนวน 

25 มิลลิลิตร เขยา่นาน 1 นาที นาํเขา้เครื�องเซนติฟิวส์ให้ดินตกตะกอน กรองผา่นกระดาษกรอง Whatman  

เบอร์ 42 นาํสารสกดัที�กรองไดไ้ปวดัหาความเขม้ขน้ของฟอสฟอรัสดว้ยวธีิ molybdenum blue โดยปิเปต 

color reagent (ammonium molybdate) 5 มิลลิลิตร และ 0.5% ascorbic acid ใส่ในขวดปริมาตรขนาด 25 

มิลลิลิตร ปิเปตสารสกดัที�กรองได ้(ปริมาตรที�ใชขึ้�นอยูก่บัความเขม้ขน้ของฟอสฟอรัส) ปรับปริมาตรดว้ย

นํ�า เขยา่ใหเ้ขา้กนัทิ�งไว ้40 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนคลื�นแสงที� 820 นาโนเมตร 

 

4.2.6 ปริมาณโพแทสเซียมที�แลกเปลี�ยนได ้ (Extractable Potassium) 

วเิคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมที�แลกเปลี�ยนไดโ้ดยชั�งดิน 10 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 

250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 1 N NH4OAc, pH 7 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยา่ 30 นาที กรองผา่นกระดาษ

กรอง Whatman เบอร์ 1ลงในขวดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร ลา้งดินในกรวยดว้ยสารละลาย NH4OAc 
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จนไดป้ริมาตรสุดทา้ย 100 มิลลิลิตร วดัหาความเขม้ขน้ของโพแทสเซียมดว้ยเครื�อง Inductively Coupled 

Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) 

 
4.3 การคัดแยกเชื�อจุลนิทรีย์จากดิน 

            คดัแยกเชื�อจุลินทรียจ์ากดิน โดยนาํตวัอยา่งดินที�เจือจางแบบลดลงทีละสิบเท่า (10 fold serial 
dilution) ที�ระดบั 10-4-10-6 นาํมากวาดเชื�อดว้ยวธีิ spread plate บนอาหารเลี�ยงเชื�อ Nutrient Agar (NA)  
บ่มที�อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง ใชเ้ขม็เขี�ยเชื�อเขี�ยเชื�อแบคทีเรียที�เป็นโคโลนีเดี�ยวมา
ทาํ cross streak บนอาหาร NA จนกระทั�งไดเ้ชื�อบริสุทธิ{  เก็บรักษาเชื�อที�แยกไดบ้นอาหารแขง็เอียง เก็บไว้
ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื�อจุลนิทรีย์ในการละลายฟอสเฟต 
            ถ่ายเชื�อจุลินทรียที์�ไดจ้ากขอ้ 4.3 นาํมาเขี�ยเชื�อลงบนอาหารเลี� ยง NB บ่มเชื�อที�อุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง ทดสอบประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายฟอสเฟต ดว้ยวิธี spot inoculation 
บนอาหารเลี�ยงเชื�อ Pikovskaya’s agar ที�มี tricalcium phosphate เป็นองคป์ระกอบ  เชื�อละ 3 ซํ� า บ่มเชื�อที�
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 และ 7 วนั จะสังเกตเห็นโซนใสรอบโคโลนีบนอาหารเลี� ยงเชื�อ ทาํการวดัรัศมี
ของบริเวณใสและรัศมีของโคนี เพื�อนาํมาคาํนวณหาค่า Halo: Colony ดงัสูตรต่อไปนี�  

Halo:Colony ratio = รัศมีบริเวณใสรอบโคโลนี 
     รัศมีโคโลนี 

คาํนวณค่า Halo: Colony ratio ทุกซํ� าแลว้หาค่าเฉลี�ยสุดทา้ยของแต่ละเชื�อมาเปรียบเทียบกนั เชื�อใด 
ใหค้่าเฉลี�ยของ Halo: Colony ratio สูงสุด แสดงวา่มีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตไดดี้ที�สุด 

 
4.5 การทดสอบประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตของเชื�อจุลนิทรีย์ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว 

นาํเชื�อจุลินทรียที์�คดัแยกไดจ้ากขอ้ 4.4 มาทดสอบประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟสในอาหาร

เหลว PVK ตามขั�นตอนดงัต่อไปนี�  

4.5.1 การเตรียมกลา้เชื�อจุลินทรีย ์

4.5.1.1 ใชเ้ขม็เขี�ยเชื�อเขี�ยเชื�อจุลินทรียบ์ริสุทธิ{ ลงบนอาหารเลี�ยงเชื�อ NA โดยวิธี cross streak 

สาํหรับเชื�อแบคทีเรียใหน้าํไปบ่มที�อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั�วโมง  
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4.5.1.2 ใชเ้ขม็เขี�ยเชื�อเขี�ยโคโลนีเดี�ยวของแบคทีเรียและเชื�อราแต่ละชนิด ถ่ายเชื�อลงในขวด

รูปชมพู ่ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ� งบรรจุอาหารเลี�ยงเชื�อ NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นาํไปเขยา่ดว้ยความเร็ว

รอบประมาณ 150 rpm ที�อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นานประมาณ 12 ชั�วโมง (มีปริมาณเชื�อประมาณ 108 

cfu/ml)  

4.5.2 การเลี�ยงเชื�อในอาหารเหลวทดสอบและการละลายฟอสเฟต 

 ถ่ายกลา้เชื�อจุลินทรียที์�เจริญในอาหารขอ้ 4.5.1.2 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่

ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ� งบรรจุอาหารเหลว PVK จาํนวน 50 มิลลิลิตร นาํไปเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 150 

rpm ที�อุณหภูมิห้อง นาน 3 และ 7 วนั ทาํซํ� า 3 ซํ� า โดยชุดควบคุม (Control) จะไม่เติมเชื�อจุลินทรีย ์

 เก็บตวัอยา่งที�เจริญในอาหารเหลว PVK  โดยเทตวัอยา่งใส่ในหลอดปั�นเหวี�ยง จาํนวน 30 

มิลลิลิตร นาํไปปั�นที�ความเร็วรอบ 2,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนใสที�ไดด้ว้ยกระดาษากรอง

เบอร์ 42 นาํของเหลวใสที�ไดไ้ปวเิคราะห์หาปริมาณฟอสเฟตดว้ยวธีิ Bray II (Bray and Kurtz, 1945) 

4.6 การจําแนกชนิดของจุลนิทรีย์ที�มีความสามารถในการย่อยสลายฟอสเฟต 

นาํโคโลนีเดี�ยวที�เจริญบนอาหารสาํหรับเลี�ยงเชื�อยอ่ยสลายฟอสเฟตมาสเมียร์บนสไลด์ จากนั�น
นาํมาลนบนเปลวไฟ 2-3 ครั� ง เพื�อใหแ้บคทีเรียติดแน่นบนสไลด ์แลว้หยด crystal violet ทิ�งไวป้ระมาณ 1 
นาที ลา้งดว้ยนํ�าเปล่า หยดไอโอดีน ทิ�งไว ้ 30 วนิาที แลว้ลา้งดว้ยแอลกอฮอล ์ 95% โดยใหไ้หลผา่นชา้ๆ 
บนสไลด ์จนกระทั�งไม่มีสีของ crystal violet ปนไปกบัแอลกอฮอล ์จากนั�นยอ้มทบัดว้ย safranin O ทิ�งไว ้
30 วนิาที ลา้งสีออกดว้ยนํ�าเปล่า แลว้นาํไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เพื�อดูการติดสีและรูปร่างของ
แบคทีเรีย 

4.7 การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 

นาํขอ้มูลที�ไดว้เิคราะห์ค่าความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) และเปรียบเทียบ

ค่าเฉลี�ยโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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บทที� 4 

ผลการวจัิย 

 

1. ผลการวเิคราะห์สมบัติพื�นฐานของดิน 

    จากการศึกษาคุณสมบติับางประการของตวัอยา่งดินทั�ง 2 แหล่ง คือ ดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอสัน

ทราย และ ดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอแม่ริม พบวา่มีค่าความเป็นกรด-ด่าง อยูที่� 5.29- 7.87 ค่าการนาํ

ไฟฟ้าของดินตวัอยา่งทั�ง 2 แหล่ง อยูที่� 0.12-0.20% ส่วนปริมาณอินทรียวตัถุที�พบในดินนาขา้วหอมมะลิ

แดง อาํเภอสันทราย มีปริมาณอินทรียวตัถุเท่ากบั 4.53% สูงกว่าปริมาณอินทรียวตัถุในดินนาขา้วหอม

มะลิแดง อาํเภอแม่ริม ซึ� งมีปริมาณอินทรียวตัถุอยู่ที�  2.74%  ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียม ที�พบในดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอสันทราย มีปริมาณเท่ากบั 0.65%, 348 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม และ 218 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามลาํดับ ซึ� งสูงกว่าปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียมในดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอแม่ริม ที�มีปริมาณเท่ากบั เท่ากบั 0.22%, 292 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม และ 120 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามลาํดบั 

 

ตารางที� 3 คุณสมบติัพื�นฐานของดินตวัอยา่งที�นาํมาคดัแยกเชื�อจุลินทรีย ์

แหล่งตัวอย่าง 

คุณสมบัติพื�นฐานของดิน 

pH EC 

(dS/m) 

Organic matter 

(%) 

Nitrogen 

(%) 

Total P 

(mg/kg) 

Extractable K 

(mg/kg) 

อ.สันทราย 5.29 0.12 4.53 0.65 348 218 
อ.แม่ริม 7.87 0.20 2.74 0.22 292 120 
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ภาพที� 2 การเก็บตวัอยา่งดินในแปลงนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอสันทราย และอาํเภอแม่ริม จงัหวดั   

              เชียงใหม่ 
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2. ผลการคัดแยกเชื�อจุลนิทรีย์จากดิน 

    คดัแยกเชื�อจุลินทรียจ์ากดินบริเวณรากพืชของขา้วหอมมะลิแดงอินทรีย ์จาํนวน 6 ตวัอย่าง จากขา้ว

หอมมะลิแดงอินทรียที์�ปลูกในพื�นที� อาํเภอสันทราย และ อาํเภอแม่ริม สามารถแยกเชื�อแบคทีเรียในพื�นที�

อาํเภอสันทรายและพื�นที�อาํเภอแม่ริม จาํนวน 65 ไอโซเลต  และ 41 ไอโซเลต ตามลาํดบั ดงัแสดงใน

ตารางที� 4 

ตารางที� 4 แหล่งที�มา ชนิดของตวัอยา่ง และจาํนวนจุลินทรียที์�คดัแยกไดจ้ากตวัอยา่ง 

แหล่งตวัอยา่ง จาํนวนตวัอยา่ง ชนิดของตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต 
อ.สันทราย 3 ดินบริเวณรากพืชขา้วหอมมะลิแดง 65 
อ.แม่ริม 3 ดินบริเวณรากพืชขา้วหอมมะลิแดง 41 

รวม 6  106 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที� 3 ตวัอยา่งดินในแปลงนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอสันทราย และอาํเภอแม่ริม จงัหวดัเชียงใหม่ 
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 3. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื�อจุลนิทรีย์ในการละลายฟอสเฟต 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื�อจุลินทรียที์�คดัแยกไดจ้ากดินรากพืชของขา้วหอมมะลิแดง 
จาํนวน 106 ไอโซเลต ในการละลายสารประกอบฟอสเฟตอนินทรียรู์ปตะกอนแคลเซียมไตรฟอสเฟต 
[(Ca3(PO4)2] บนอาหารแข็ง PVK หลงัจากเลี�ยงเชื�อนาน 3 และ 5 วนั พบวา่มีเชื�อจุลินทรียจ์าํนวน 12 ไอ
โซเลต ที�ให้ผลบวกการละลายฟอสเฟตบอนอาหารแข็ง PVK โดยจะสังเกตเห็นโซนใสรอบโคโลนีบน
อาหารเลี�ยงเชื�อ โดยจุลินทรียไ์อโซเลต PSB03 ใหค้่าเฉลี�ยของ Halo: Colony ratio สูงสุด เท่ากบั 2.15 และ 
3.06 ที�ระยะเวลา 3 วนั และ 7 วนั ตามลาํดบั แสดงดงัตารางที� 5 

 
ตารางที� 5 ค่า Halo:Colony ratio ของแบคทีเรียยอ่ยสลายฟอสเฟต 

รหสัเชื�อจุลินทรีย ์
ค่า Halo:Colony ration ของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

ระยะเวลา 3 วนั ระยะเวลา 7 วนั 
PSB01 1.90 2.98 
PSB02 1.70 2.59 
PSB03 2.15 3.06 
PSB04 1.32 1.98 
PSB05 1.22 1.34 
PSB06 1.15 2.11 
PSB07 1.27 1.80 
PSB08 1.35 1.43 
PSB09 1.13 1.78 
PSB10 1.97 2.61 
PSB11 1.42 2.20 
PSB12 1.52 2.17 
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ภาพที� 4 ลกัษณะโคโลนีและบริเวณใสของการละลายฟอสเฟตของเชื�อจุลินทรียที์�แยกจากดิน 

4. ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตของเชื�อจุลนิทรีย์ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว 

จากการคดัเลือกแบคทีเรีย 12 สายพนัธ์ุ ที�มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตบนอาหารเลี�ยงเชื�อ

แขง็สูตร PVK มาศึกษาประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตของเชื�อจุลินทรียใ์นอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว 

หลงัจากเลี�ยงเชื�อนาน 3 วนั และ 7 วนั พบวา่การละลายฟอสเฟตจากตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลว 

PVK โดยแบคทีเรียไอโซเลต PSB03 สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวไดป้ริมาณสูงสุดที�ระยะเวลา 

3 วนั และ 7 วนั เท่ากบั 102.11 และ 191.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ผลแสดงดงัตารางที� 6 
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ตารางที� 6 ปริมาณฟอสเฟตที�ละลายอยูใ่นส่วนใสของอาหารเหลว PVK ภายหลงัการเลี�ยงเชื�อนาน 3 วนั    

            และ 7 วนั 

รหสัเชื�อจุลินทรีย ์
ปริมาณฟอสเฟตที�ละลายได ้(mg P L-1) pH สุดทา้ยของการ

ทดลอง ระยะเวลา 3 วนั ระยะเวลา 7 วนั 
PSB01  90.57±19.97de 177.58±28.48d 2.88±0.27de 
PSB02  90.33±31.51de 177.15±19.02d 2.90±0.05e 
PSB03   102.11±17.95d 191.02±23.35d 2.76±0.10de 
PSB04  47.42±18.72abc 73.88±15.35abc 3.67±0.15abc 
PSB05 39.64±18.04abc 74.25±24.51abc 3.59±0.03a 
PSB06 27.72±9.02ab 57.93±14.32a 4.04±0.18abc 
PSB07 33.39±6.16ab 66.18±17.76ab 4.02±0.16abc 
PSB08 47.44±15.37abc 97.00±6.98bc 3.30±0.44a 
PSB09 15.15±11.57a 57.03±2.93a 4.22±0.67ab 
PSB10  92.28±26.79de 188.51±21.09d 2.86±0.18de 
PSB11 63.12±21.71bc 101.19±11.68c 2.98±0.12cde 
PSB12 75.56±13.21cde 162.85±15.99d 2.97±0.21bcd 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�ต่างกนัในแนวตั�ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติที�ระดบัความ  

                   เชื�อมั�น ร้อยละ 95 (p < 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

5. ผลการจําแนกชนิดของแบคทเีรียที�สามารถละลายฟอสเฟต 

จากการคดัเลือกแบคทีเรียที�มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็สูตร PVK จาํนวน 

12 สายพนัธ์ุ พบวา่ แบคทีเรียที�คดัแยกไดส่้วนใหญ่ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เซลลรู์ปร่างท่อน มีขนาด

และการจดัเรียงตวัแบบเซลลเ์ดียวหรือสองเซลล ์มีการเรียงตวัแบบต่อกนัเป็นสายสั�นหรือสายยาว 

 

         

ภาพที� 5 การยอ้มติดสีแกรมของเชื�อแบคทีเรียยอ่ยสลายฟอสเฟต 
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บทที� 5 

วจิารณ์ผลการวจัิย 

   จากการคดัแยกเชื�อจุลินทรียจ์ากดินบริเวณรากพืชของขา้วหอมมะลิแดงอินทรีย ์จาํนวน 6 ตวัอย่าง 

จากขา้วหอมมะลิแดงอินทรียที์�ปลูกในพื�นที� อาํเภอสันทราย และ อาํเภอแม่ริม สามารถแยกเชื�อแบคทีเรีย

ในพื�นที�อาํเภอสันทรายและพื�นที�อาํเภอแม่ริม จาํนวน 65 ไอโซเลต  และ 41 ไอโซเลต ตามลาํดบั เมี�อ

พิจารณาสมบติัของดินที�พบจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตในนาขา้วหอมแดง อาํเภอสันทราย พบว่าแหล่ง

ตวัอย่างดินนาขา้วในอาํเภอสันทรายสามารถพบจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตมากกว่าดินนาขา้วหอมแดง 

อาํเภอแม่ริม เนื�องจากดินมีปริมาณอินทรียวตัถุและมีความอุดมสมบูรณ์สูง ดงันั�นกล่าวไดว้า่ปัจจยัความ

อุดมสมบูรณ์ของดินมีผลต่อการกระจายตวัของจุลินทรียล์ะลายฟอสเฟต ซึ� งสอดคลอ้งกบัการคดัแยกเชื�อ

แบคทีเรียในดินเขตวนอุทยานและเขตอุทยาน ที�มีความสัมพนัธ์กับความอุดมสมบูรณ์ของดิน โดย

คุณสมบติัของดินที�มีความอุดมสมบูรณ์สูงจะพบจุลินทรียที์�มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตได้

มากกว่าดิน จึงจดัว่าสมบติัของดินเป็นปัจจยัควบคุมความหนาแน่นและการกระจายตวัของจุลินทรีย์

ละลายฟอสเฟต (วฒิุชยั และคณะ, 2550) 

เมื�อนาํเชื�อจุลินทรียที์�คดัแยกไดจ้ากดินรากพืชของขา้วหอมมะลิแดง จาํนวน 106 ไอโซเลต ไปทดสอบ

ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต พบว่ามีเชื�อจุลินทรียจ์าํนวน 12 ไอโซเลต ที�ให้ผลบวกการละลาย

ฟอสเฟตบอนอาหารแข็ง PVK โดยจะสังเกตเห็นโซนใสรอบโคโลนีบนอาหารเลี� ยงเชื�อโดยจุลินทรียไ์อ

โซเลต PSB03 ให้ค่าเฉลี�ยของ Halo: Colony ratio สูงสุด เท่ากบั 2.15 และ 3.06 ที�ระยะเวลา 3 วนั และ 7 

วนั ตามลําดับ ซึ� งการสร้างโซนใสเกี�ยวข้องกับประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย ์

จุลินทรียแ์ต่ละชนิดสารมารสร้างกรดและปลดปล่อยออกมาละลายฟอสเฟตในระหวา่งการเจริญของเชื�อ 

เชื�อจุลินทรีย์ที�สามารถเจริญเติบโตได้เร็วจะสามารถสร้างและปลดปล่อยกรดอินทรีย์ออกมาละลาย

ฟอสเฟตไดดี้ และเร็วกวา่จุลินทรียที์�มีการเจริญเติบโตชา้ (Piccini and Azcon 1987; Illmer and Schinner 

1992) 

เมื�อนาํเชื�อที�คดัแยกไดม้าทดสอบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูตร PVK หลงัการ

เลี� ยงเชื�อนาน 3 และ 7 วนั  และวิเคราะห์ฟอสเฟตที�ละลายได ้พบว่าแบคทีเรีย PSB03 สามารถละลาย
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ฟอสเฟตในอาหารเลี� ยงเชื�อได้ปริมาณสูงสุดระยะเวลา 3 วนั และ 7 วนั เท่ากบั102.11  และ 191.02 

มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั จากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของเชื�อแบคทีเรีย ค่า pH และ

การละลายฟอสเฟตของเชื�อที�คดัแยกได้ ในอาหารเหลวสูตร PVK พบว่าการละลายฟอสเฟตเกิดขึ�น

สัมพนัธ์กบัการเจริญของเชื�อ และประสิทธิภาพของเชื�อในการสร้างกรดระหว่างการเจริญทาํให้การ

ละลายฟอสเฟตเพิ�มมากขึ�น โดยพบวา่จุลินทรียที์�สามารถละลายฟอสเฟตไดจ้ะมีการสร้างและปลดปล่อย

กรดอินทรียแ์ละอนินทรียอ์อกมา ซึ� งกรดต่างๆ เหล่านี� ส่งผลให้ค่าความเป็นกรดด่างลดลงและเกิดการ

ละลายของฟอสฟอรัสมากขึ�น (Gaur and Sachar 1980; Illmer and Schinner 1992) 
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บทที� 6 

สรุปผลการวจัิย 

จากการศึกษาคุณสมบติับางประการของตวัอยา่งดินทั�ง 2 แหล่ง คือ ดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอสัน

ทราย และ ดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอแม่ริม พบวา่มีค่าความเป็นกรด-ด่าง อยูที่� 5.29- 7.87 ค่าการนาํ

ไฟฟ้าของดินตวัอยา่งทั�ง 2 แหล่ง อยูที่� 0.12-0.20% ส่วนปริมาณอินทรียวตัถุที�พบในดินนาขา้วหอมมะลิ

แดง อาํเภอสันทราย มีปริมาณอินทรียวตัถุเท่ากบั 4.53% สูงกว่าปริมาณอินทรียวตัถุในดินนาขา้วหอม

มะลิแดง อาํเภอแม่ริม ซึ� งมีปริมาณอินทรียวตัถุอยู่ที�  2.74%  ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียม ที�พบในดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอสันทราย มีปริมาณเท่ากบั 0.65%, 348 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม และ 218 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามลาํดับ ซึ� งสูงกว่าปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียมในดินนาขา้วหอมมะลิแดง อาํเภอแม่ริม ที�มีปริมาณเท่ากบั เท่ากบั 0.22%, 292 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม และ 120 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามลาํดบั 

เมื�อนาํเชื�อจุลินทรียที์�คดัแยกไดจ้ากดินรากพืชของขา้วหอมมะลิแดง จาํนวน 106 ไอโซเลต ไปทดสอบ

ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต พบว่ามีเชื�อจุลินทรียจ์าํนวน 12 ไอโซเลต ที�ให้ผลบวกการละลาย

ฟอสเฟตบอนอาหารแข็ง PVK โดยจะสังเกตเห็นโซนใสรอบโคโลนีบนอาหารเลี�ยงเชื�อ โดยจุลินทรียไ์อ

โซเลต PSB03 ให้ค่าเฉลี�ยของ Halo: Colony ratio สูงสุด เท่ากบั 2.15 และ 3.06 ที�ระยะเวลา 3 วนั และ 7 

วนั ตามลาํดบั 

จากการคดัเลือกแบคทีเรียที�มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็สูตร PVK จาํนวน 

12 สายพนัธ์ุ พบวา่ แบคทีเรียที�คดัแยกไดส่้วนใหญ่ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เซลลรู์ปร่างท่อน มีขนาด

และการจดัเรียงตวัแบบเซลลเ์ดียวหรือสองเซลล ์มีการเรียงตวัแบบต่อกนัเป็นสายสั�นหรือสายยาว 

จากการคดัเลือกแบคทีเรีย 12 สายพนัธ์ุ ที�มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตบนอาหารเลี�ยงเชื�อ
แข็งสูตร PVK มาศึกษาประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตของเชื�อจุลินทรียใ์นอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว 
หลงัจากเลี�ยงเชื�อนาน 3 วนั และ 7 วนั พบวา่การละลายฟอสเฟตจากตะกอน Ca3(PO4)2 ในอาหารเหลว 
PVK โดยแบคทีเรียไอโซเลต PSB03 สามารถละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวไดป้ริมาณสูงสุดที�ระยะเวลา 
3 วนั และ 7 วนั เท่ากบั 102.11 และ 191.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลาํดบั   
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ภาคผนวก ก 

อาหารทดสอบ 

1. Nutrient agar 

 Beef extract    3.0  กรัม 

 Peptone    5.0  กรัม 

 Agar    15.0  กรัม 

 นํ�ากลั�น    1,000  มิลลิลิตร 

 pH     7.0 

 ละลายในนํ�ากลั�น ตม้ใหส้ารละลายจนหมด นาํไปนึ�งฆ่าเชื�อที� 121 องศาเซลเซียส ที�ความดนั 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15 นาที เมื�อนาํออกจากเครื�องนึ�งฆ่าเชื�อแลว้รอให้อาหารเยน็ 

ประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส แลว้เทลงบนจานอาหารปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

 

2. Nutrient broth 

 Beef extract    3.0  กรัม 

 Peptone    5.0  กรัม 

 นํ�ากลั�น    1,000  มิลลิลิตร 

 pH     7.0 

 ละลายในนํ�ากลั�น ตม้ใหส้ารละลายจนหมด นาํไปนึ�งฆ่าเชื�อที� 121 องศาเซลเซียส ที�ความดนั 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15 นาที 
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3. Pikovskaya’s medium 

 Glucose     10.0  กรัม 

 Ca3(PO4)2      5.0  กรัม 

 (NH4)2SO4      0.5  กรัม 

 KCl       0.2  กรัม 

 MgSO4.7H2O     0.1  กรัม 

   MnSO4     trace 

 FeSO4    trace 

 Yeast extract     0.5  กรัม 

 Agar    15.0  กรัม 

 นํ�ากลั�น    1,000  มิลลิลิตร 

 

นาํไปตม้ใหส้ารละลายจนหมด นาํไปนึ�งฆ่าเชื�อที� 121 องศาเซลเซียส ที�ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วธีิการเตรียมสารเคมีและการย้อมสี 

1.  สีที�ใช้ย้อมแกรมและวธีิย้อมแกรม 

1.1 สีย้อมแกรม 

1.1.1 สารละลาย A 

Crystal violet    2.0  กรัม 

Ethyl alcohol 95%   20.0  มิลลิลิตร 

ละลายสีจนละลายหมด 

1.1.2 สารละลาย B 

Ammonium oxalate   0.8  กรัม 

นํ�ากลั�น     80.0  มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย A กบั B เขา้ดว้ยกนัแลว้กรอง 

1.1.2 Gram’s iodine solution  

Iodine (crystal)    1.0  กรัม 

Potassium iodine   2.0  กรัม 

นํ�ากลั�น     300.0  มิลลิลิตร 

 ละลาย iodine และ potassium iodide ในนํ�ากลั�นปริมาณเล็กนอ้ยก่อน แลว้จึงเติมนํ�าให้

ครบ  เก็บไวใ้นขวดสีชาเพื�อป้องกนัแสง  

1.1.3 เอทานอล 95% 

1.1.4 Safranin O counterstain (stock solution) 

  Safranin O    2.5  กรัม 

  Ethyl alcohol 95%   100.0  มิลลิลิตร 

  ละลาย safranin ในเอธานอล 95% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว้เจือจางดว้ยนํ�ากลั�น

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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1.2 วธีิการย้อมสีแบบแกรม  

   ป้ายเชื�อแบคทีเรียที�มีอาย ุ24 ชั�วโมง บนสไลดที์�สะอาดทิ�งใหแ้หง้ ทาํใหเ้ชื�อติดแน่นโดย

นาํสไลดที์�มีเชื�อผา่นเปลวไฟไปมา 2-3 ครั� ง จากนั�นยอ้มดว้ย Crystal violet โดยหยดสีใหท้่วมนาน 1 

นาที เทสีทิ�ง ลา้งนํ�าเล็กนอ้ย หยดแกรมไอโอดีนลงใหท้่วมบริเวณที�ป้ายเชื�อ นาน 1 นาที จากนั�นเท

ไอโอดีนทิ�งแลว้ลา้งดว้ยเอธานอล 95% นาน 15 วนิาที แลว้ลา้งนํ�าเปล่าแลว้ยอ้มต่อดว้ยสี Safranin-O 

นาน 1 นาที เทสีทิ�ง ลา้งดว้ยนํ�า ซบัดว้ยกระดาษซบัใหแ้หง้ นาํไปตรวจดูลกัษณะรูปร่าง การติดสีแก

รม และการจดัเรียงเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

 

2. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต ความเข้มข้น 1 นอร์มอล 

Potasssium dichromate   49.0247  กรัม 

นํ�ากลั�น                  1,000  มิลลิลิตร 

ชั�งโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ที�ผา่นการอบที�อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2 

ชั�วโมง และปล่อยใหเ้ยน็ในโถดูดความชื�น 49.0247 กรัม ใส่ในขวดปรับปริมาตร ขนาด 1,000 

มิลลิลิตร เติมนํ�ากลั�นประมาณ 500 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั และปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1,000 

มิลลิลิตร  

 

3. สารละลายแอมโมเนียมเฟอรัสซัลเฟต ความเข้นข้น 0.5 นอร์มอล 

Ammonium ferrous sulfate   139.0085 กรัม 

Sulphuric acid      20.0  มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น                  1,000  มิลลิลิตร 

ชั�งแอมโมเนียมเฟอรัสซลัเฟต (FeSO4.7H2O) จาํนวน 139.0085 กรัม ใส่ในขวดปรับปริมาตร 

ขนาด 1,000 มิลลิลิตร เติมนํ� ากลั�นประมาณ 500 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายจนหมดแล้วจึงเติมกรด

ซลัฟิวริก จาํนวน 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร  
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4. สารละลายอนิดิเคเตอร์ (O-phenanthroline ferrous sulfate) 

O-phenantroline      0.74  กรัม 

Ferrous sulfate      0.35  กรัม 

นํ�ากลั�น                    50.0  มิลลิลิตร 

ละลายฟีแนนโทรลีน 0.74 กรัม และเฟอรัสซสัเฟต 0.35 กรัม ในนํ�ากลั�น และปรับปริมาตร

สุดทา้ยเป็น 50 มิลลิลิตร 

5. สารละลาย NaOH เข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ 

Sodium hydroxide      400  กรัม 

นํ�ากลั�น     1,000  มิลลิลิตร 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 400 กรัม ละลายในนํ�ากลั�นตั�งทิ�งไวใ้หเ้ยน็ปรับปริมาตรจนครบ 

1 ลิตร สารละลายที�เตรียมมีอาย ุ6 เดือน ที�อุณหภูมิหอ้ง  นบัจากวนัที�เตรียม 

 

6. สารละลายบอริกเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 

Boric acid       40  กรัม 

นํ�ากลั�น     1,000  มิลลิลิตร 

ชั�งกรดบอริก (H3BO) 40 กรัม ละลายดว้ยนํ� ากลั�นร้อน ตั�งทิ�งไวใ้ห้เยน็และปรับปริมาตรจน
ครบ 1 ลิตร ในขวดวดัปริมาตร สารละลายที�เตรียมมีอาย ุ6 เดือน ที�อุณหภูมิหอ้ง นบัจากวนัที�เตรียม 

 
7. สารละลายอนิดิเคเตอร์ผสมเมทลิเรด (Methyl red) และโบรโมครีซอลกรีน (Bromocresol green) 

Methyl red       0.1  กรัม 

Bromocresol green      0.1  กรัม 

Ethyl alcohol     100  มิลลิลิตร 

ชั�งเมทิลเรด 0.1 กรัม และโบรโมครีซอลกรีน 0.1 กรัม ละลายในเอทิลแอลกอฮอล์ ปรับ
ปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร สารละลายอินดิเคเตอร์มีอาย ุ1 ปีที�อุณหภูมิหอ้งนบัจากวนัที�เตรียม 
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8. สารคะตะลสิต์ผสม 

Potassium sulphate      100  กรัม 

Copper sulfate        10  กรัม 

Selenium        1.0  กรัม 

ชั�งโพแทสเซียมซลัเฟต (K2SO4) 100 กรัม, คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4.5H2O) 10 กรัม และ
ซีลีเนียม (Se) 1 กรัม ผสมและบดใหเ้ป็นเนื�อเดียวกนั เก็บไวใ้นขวดที�มีฝาปิดสนิท 

 

9. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 

อบ Na2CO3 ที� อุณหภูมิ 290 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช.ม. แล้วทิ�งไว้ให้เย็นใน
โถดูดความชื�น (Desiccator) จนกวา่จะนาํมาใช ้

 
10. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (HCl) 0.0.25 นอร์มอล 

Hydrochloric acid          2.08   มิลลิลิตร 
นํ�ากลั�น                      1,000   มิลลิลิตร 
ปิเปตกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (Conc. HCl, A.R grade) 2.08 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวดั

ปริมาตรขนาด 1 ลิตร ซึ� งมีนํ� ากลั�นอยู่ประมาณ 500 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตั�งทิ�งไวใ้ห้เยน็แลว้ปรับ
ปริมาตรดว้ยนํ� ากลั�นจนถึงขีดบอกปริมาตรเขยา่ผสมให้เขา้กนั เก็บสารละลายในขวดแกว้ที�อุณหภูมิห้อง 
สารละลายที�เตรียมมีอาย ุ6 เดือนนบัจากวนัที�เตรียม 

 
11. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (HCl) 0.0.25 นอร์มอล 

Hydrochloric acid          2.08   มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น                      1,000   มิลลิลิตร 

ปิเปตกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (Conc. HCl, A.R grade) 2.08 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวดั

ปริมาตรขนาด 1 ลิตร ซึ� งมีนํ�ากลั�นอยูป่ระมาณ 500 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั�งทิ�งไวใ้หเ้ยน็แลว้ปรับ

ปริมาตรดว้ยนํ�ากลั�น 
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12. กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.5 นอร์มอล 

Hydrochloric acid          41.7   มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น                      1,000   มิลลิลิตร 

ปิเปตกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (Conc. HCl, A.R grade) 41.7 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวดั

ปริมาตร ขนาด 1 ลิตร ซึ� งมีนํ�ากลั�นอยูป่ระมาณ 500 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั�งทิ�งไวใ้หเ้ยน็แลว้ปรับ

ปริมาตรดว้ยนํ�ากลั�น 

 

13. สารละลายแอมโมเนียมฟลูออไรด์ ความเข้มข้น 0.03 นอร์มอล 

Ammonium fluoride          37.0  กรัม 

นํ�ากลั�น                   1,000  มิลลิลิตร 

ละลายแอมโมเนียมฟลูออไรด ์(NH4F) จาํนวน 37 กรัม ดว้ยนํ�ากลั�น ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

เก็บไวใ้นขวดโพลีเอทิลีน 

 

14. นํ�ายาสกดั Bray II 

ผสมสารละลายแอมโมเนียมฟลูออไรด ์ความเขม้ขน้ 0.03 นอร์มอล จาํนวน 30 มิลลิลิตร 

และ กรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 0.5 นอร์มอล จาํนวน 200 มิลลิตร ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร เขยา่ให้

เขา้กนั 

15. กรดแอสคอร์บิก 0.5% 

      ชั�งกรดแอสคอร์บิก 0.5 กรัม ละลายในนํ�ากลั�น ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร เก็บใวใ้น

ขวดสีชา เตรียมใหม่ทุกครั� งที�มีการทดสอบ 
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16. สารละลายแอมโมเนียมโมลบิเดต (Color reagent) 

a. สารละลาย A 

Ammonium molybdate   12.0  กรัม 

นํ�ากลั�น                300.0  มิลลิลิตร 

นาํแอมโมเนียมโมลิบเดต [(NH4)6.Mo7O24.4H2O] จาํนวน 12 กรัม ละลายในนํ�าเดือดที�

ปราศจากไอออน จาํนวน 300 มิลลิลิตร วางทิ�งไวใ้หเ้ยน็ 

b. สารละลาย B 

Potassium antimony tartate      0.291  กรัม 

นํ�ากลั�น                300.0  มิลลิลิตร 

นาํโพแทสเซียมแอนติโมนีทาร์เทรต (KSbO.C4H4O4) จาํนวน 0.291 กรัม ละลายในนํ�า

เดือดที�ปราศจากไอออน จาํนวน 300 มิลลิลิตร วางทิ�งไวใ้หเ้ยน็ 

c. สารละลาย C 

Sulphuric acid    148.0  มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น                1,000  มิลลิลิตร 

ปิเปตกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (H2SO4) 148 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวดัปริมาตร ขนาด 1 ลิตร 

ซึ� งมีนํ�ากลั�นอยูป่ระมาณ 500 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั�งทิ�งไวใ้หเ้ยน็แลว้ปรับปริมาตรดว้ยนํ�า

กลั�น 

 

ผสมสารละลาย A, B และ C เขา้ดว้ยกนั ปรับปริมาตรดว้ยนํ� าที�ปราศจากไอออนจนมี

ปริมาตรสุดทา้ย 2,000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายไวใ้นขวดสีชา ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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17. สารละลายวานาโดโมลบิเดต (Vanadomolybdate reagent) 

a. สารละลาย A 

Ammonium molybdate   40.0  กรัม 

นํ�ากลั�น                300.0  มิลลิลิตร 

นาํแอมโมเนียมโมลิบเดต 40 กรัม ละลายในนํ�าเดือดที�ปราศจากไอออน จาํนวน 300 

มิลลิลิตร วางทิ�งไวใ้หเ้ยน็  

b. สารละลาย B 

Ammonium metavanadate      2.0  กรัม 

Perchloric acid               125.0  มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น                300.0  มิลลิลิตร 

นาํแอมโมเนียมเมตาวานาเดต 2 กรัม ละลายในนํ�าเดือดปริมาตร 300 มิลลิลิตร วางทิ�งไว้

ใหเ้ยน็ เติมกรดไนตริกเขม้ขน้ 160 มิลลิลิตร  

ผสมสารละลาย A กบั B เขา้ดว้ยกนั ปรับปริมาตรดว้ยนํ�าที�ปราศจากไอออนจนมีปริมาตร

สุดทา้ย 2,000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายไวใ้นขวดสีชา ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

18. สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส (Standard Phosphorus) ความเข้มข้น 1,000 มิลลกิรัมต่อลติร 

Potassium dihydrogen phosphate    4.3936  กรัม 

นํ�ากลั�น                    1,000  มิลลิลิตร 

ละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ที�ผา่นการอบที�อุณหภูมิ 105 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั�วโมง จาํนวน 4.3936 กรัม ละลายในนํ�าที�ปราศจากไอออน เขยา่ใหเ้ขา้กนั ปรับ

ปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
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19. สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส (Standard Phosphorus) ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลติร 

ปิเปตสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร จาํนวน 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวด

ปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยนํ� ากลั�น 

 

20. เวร์ิคกิ�ง สแตนดาร์ด ฟอสฟอรัส (Working standard phosphorus)  

เตรียม Working standard ความเขม้ขน้ 0,1, 2, 3, 4 และ5 มิลลิกรัมต่อลิตร จาํนวน 1, 2, 3, 4 

และ5 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ไวร้อดาํเนินการเช่นเดียวกบัสารละลาย

ตวัอยา่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 




