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การศึกษาในคร้ังน้ีเปนการแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตท่ีอยูใน
รูปไมสามารถละลายได เชน ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2 เฟอริกฟอสเฟต (FePO4) และ
อลูมิเนียมฟอสเฟต (AlPO4) เพ่ือชวยในการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช งานวิจัยน้ีไดคัดเลือก
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตจากดินในนาขาว สวนยางพารา สวนปาลมนํ้ามัน 
และแปลงผัก ในจังหวัดนครศรีธรรมราช โดยเลี้ยงในอาหารคัดเลือกชนิด Pikovskaya agar และ
ทดสอบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวดวยวิธี Watanabe และ Olsen’s 
method จากผลการทดลองพบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต
ซ่ึงแสดงลักษณะวงใสรอบโคโลนีไดท้ังหมด 17 ไอโซเลต จากดินท้ังทุกแหลง โดยไอโซเลต VP2 ท่ีคัด
แยกไดจากท่ีดินแปลงผักมีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตไดสูงท่ีสุด (วงใสขนาด 15±0.30 มิลลิเมตร) 
หลังจากน้ันเม่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมการละลายฟอสเฟตโดยการ
ปรับปรุงองคประกอบของอาหาร Pikovskaya (PVK medium) พบวาองคประกอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีเหมาะประกอบดวย กลูโคส 7.5 g/L เปนแหลงคารบอน (NH4)2SO4 6 g/L เปนแหลง
ไนโตรเจน ยีสตสกัด 2.5 g/L และอ่ืนๆ ตามสูตรดั้งเดิมเปนองคประกอบท่ีเหมาะสม สําหรับปจจัย
ทางดานเคมี-กายภาพท่ีเหมาะสมคือปรับพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 หรือ 7.0 และ
ปรับอัตราการใหอากาศเทากับ 2.0 vvm โดยภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมคาการเจริญและกิจกรรมการ
ละลายฟอสเฟตสูงสุดกับ 5.91 g/L นํ้าหนักเซลลแหงและ 44.42 mg/L ตามลําดับ 
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Abstract 
 

Bacteria were able to solubilize phosphate available to plant from insubilize 
phosphate such as tricalcium phosphate (Ca3(PO4)2), ferric phosphate (FePO4) and 
aluminum phosphate (AlPO4) that their effectiveness on promoting the plant 
growth. This research aimed to screen phosphate solubilizing bacteria from soil from 
plantation of rice, rubber, palm and vegetable in Nakhon Si Thammarat by 
Pikovskaya agar and test effectiveness of Phosphate solubilization in liquid media by 
Watanabe and Olsen’s method. The results showed that 17 isolates of phosphate 
solubilizing bacteria was obtained from all sources of soil. The most effective isolate 
was VP2 isolated from vagatable plantation gave higher solubilized activity 
(halozone of 15 mm). After that, the optimal conditions for VP2 growth and 
phosphate solubilization activity were studied by modified compostions of 
Pikovskaya medium (PVK medium) by conventional method. The optimal 
compositions of medium were contained with glucose 7.5 g/L as carbon source, 
(NH4)2SO4 6 g/L as nitrogen source, yeast extract 0.2 g/L and other composition of 
PVK medium. The physiochemical conditions were adjusted initial pH of culture 
medium at 6.0 or 7.0 and aeration rate of 2.0 vvm. Under the optimal condition, the 
maximum of VP2 growth and phosphate solubilization were 5.91 g/L DCW and 44.42 
mg/L, respectively.  
 
Keyword: Bacteria, Phosphate solubilizing, optimization 
 
1. บทนํา 

ฟอสฟอรัส (P) เปนธาตุอาหารหลักของพืช ซ่ึงมีผลตอการงอกของราก การออกดอก  
การสรางหัวและการสุกของผล ดินสวนมากมีฟอสฟอรัสท้ังรูปอินทรียและอนินทรียซ่ึงอยูในรูปท่ี
ละลายยากหรือไมละลายและเปนฟอสฟอรัสท่ีพืชไมสามารถใชประโยชนไดซ่ึงมีอยูประมาณ 95 – 
99 เปอรเซ็นต (Pradhan and Sukla, 2005) ซ่ึงในดินโดยท่ัวไปฟอสฟอรัสในดินมี 4 รูปแบบ คือ 
ฟอสฟอรัสท่ีละลายอยูในสารละลายดิน ฟอสฟอรัสดูดยึดอยูกับอนุภาคดิน ฟอสฟอรัสท่ีจับอยูกับ
อินทรียวัตถุในดิน และสารประกอบอนินทรียฟอสเฟต ซ่ึงฟอสฟอรัสจะมีประโยชนไดก็ตอเม่ือ
ฟอสฟอรัสถูกปลดปลอยออกมาอยูในรูปฟอสฟอรัสท่ีละลายในดินเทาน้ันท่ีพืชสามารถดูดใชได 
(Brady, 2002) แตอยางไรก็ตามจากการท่ีความเขมขนของฟอสฟอรัสในสารละลายดินมีคอนขางต่ํา
มาก สําหรับการชดเชยท่ีมาจากการละลายโดยธรรมชาติของฟอสฟอรัสอาจจะไมพอเพียง สําหรับ
วิธีการชดเชยท่ีจะทําใหฟอสฟอรัสในสารละลายดินมีเพียงพอถือวาเปนสิ่งท่ีมีความซับซอน เพราะ
ฟอสฟอรัสพรอมท่ีจะเกิดปฏิกิริยากับองคประกอบอ่ืนๆ ท่ีอยูในดินแลวเกิดเปนสารประกอบตางๆ 
เกิดขึ้น เชน สารประกอบของแคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก อลูมินัม และฟลูออรีน เม่ือดินเปนกรด
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หรือเปนดาง ซ่ึงทําใหฟอสฟอรัสมีปริมาณต่ําและไมเพียงพอตอความตองการของพืช (Stevenson, 
2005) ดังน้ันการใชปุยเคมีเพ่ือเพ่ิมสารอาหารใหแกพืชจึงเปนการวิธีการท่ีเกษตรกรใชกันอยาง
กวางขวาง โดยท่ีการใชปุยเคมีในแปลงพืชผลทางการเกษตรของเกษตกรในปจจุบันมีผลกระทบอยาง
หน่ึงท่ีสําคัญคือการสะสมฟอสฟอรัสในรูปท่ีพืชไมสามารถใชไดในดินสะสมเพ่ิมมากขึ้นเร่ือยๆ ดังจะ
เห็นไดวาปจจุบันปญหาท่ีดินท่ีใชในการทําการเกษตรตอเน่ืองเปนเวลานานเกิดปญหาดินเสื่อม
คุณภาพ (ยงยุทธ และคณะ 2551) ดังน้ันถาสามารถยอยละลายฟอสเฟตในดินกลุมท่ีพืชไมสามารถ
ใชประโยชนไดใหพืชสามารถใชไดจัดเปนแนวอยางหน่ึงท่ีนาสนใจ ซ่ึงจุลินทรียในธรรมชาติบางชนิดมี
ศักยภาพในการละลายฟอสเฟตในดินใหพืชสามารถนําไปใชประโยชนได  

จุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตมีอยูหลายกลุมท้ัง แอคติโนมัยซีท แบคทีเรีย
และเชื้อรา เชน Bacillus sp., Pseudomonas sp.,  และ Xanthomonas spp. โดยจุลินทรียเปน
ตัวท่ีชวยดูดซับธาตุฟอสฟอรัสในดินซ่ึงปกติแลวรากพืชไมสามารถละลายฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลาย
ใหละลายออกมาเปนประโยชนตอพืชได การละลายฟอสเฟตเกิดจากจุลินทรียสรางสารท่ีมีฤทธ์ิเปนกรด
ไปยอยละลายฟอสฟอรัสรูปท่ีไมละลายใหมีละลายออกมาและเปนฟอสฟอรัสท่ีพืชนําไปใชประโยชนได 
สารท่ีมีฤทธ์ิเปนกรดท่ีจุลินทรียสรางขึ้นมีท้ังเปนกรดอินทรีย เชน กรดอะซีติค กรดแลคติค และกรดอนิ
นทรีย เชน กรดไนตริค และกรดซัลฟูริค กรดอินทรียบางชนิดมีคุณสมบัติเปนสารคีเลต (Chelate) กับ
แคลเซียมและแมกนีเซียม สามารถละลายฟอสเฟตทําใหฟอสเฟตในรูปท่ีพืชนําไปใชประโยชนไดมี
ปริมาณเพ่ิมขึ้น (Yadav and Dadarwal, 1997) การใชประโยชนจากจุลินทรียเพ่ือใหเกิดการละลาย
ฟอสเฟตในดินท่ีอยูในรูปท่ีพืชไมสามารถใชไดใหสามารถใชไดเปนการใชประโยชนจากแรธาตุท่ีมีอยู
ในดินหรือปุยเคมีท่ีเติมลงไปในดินใหเกิดประโยชนสูงสุด ลดปริมาณปุยเคมี ซ่ึงจุลินทรียสามารถ
เจริญเติบโตอยางรวดเร็วทําใหมีศักยภาพสูงในการใชประโยชน  

งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคท่ีคัดเลือกจุลินทรียจากดินท่ีมีประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟตโดยทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อ หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณจุลินทรียและ
ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต  

 
2. วิธีการดําเนินงานวิจัย 

2.1  การคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดิน 
นําตัวอยางดินจาก 4 แหลง คือ  นาขาว สวนยางพารา สวนปาลมนํ้ามัน และแปลง

ผัก โดยเก็บตัวอยางดินท่ีความลึก 15 เซนติเมตร จาก 6 จุดในหน่ึงตําแหนงพ้ืนท่ี นําตัวอยางดิน          
ทําใหแหงเพ่ือใหไดนํ้าหนักดินตัวอยางเริมตนท่ีเทากันแลวบดละเอียดเปนเน้ือเดียวกัน เก็บตัวอยาง
ดินท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส คัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดินทําโดยนําตัวอยางดิน           
1 กรัม มาเติมลงไป 9 มิลลิลิตรของนํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อเขยาใหกัน ทํา Serial dilution ใหได
ความเขมขน 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7  และ 10-8 ตามลําดับ 0.1 มิลลิลิตรของความเขมขน 10-5, 
10-6, 10-7  นําไปเกลี่ย (spread) จานเพาะเลี้ยงเชื้อท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Pikovskaya’s agar 
medium (PVK) (Sharma, et al., 2011) ท่ีมี Tricalcium phosphate ซ่ึงไมละลายนํ้า นําจาน
เลี้ยงเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 °C นาน 7 วัน คัดเลือกจุลินทรียท่ีโคโลนีเกิดวงใส วัดขนาดของวงใส          
ท่ีเกิดขึ้นดวยเวอเนียร (Vernier caliper)  
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2.2  สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย 
เลี้ยงเชื้อท่ีคัดเลือกไดในฟลาสกท่ีมีอาหารเหลวสังเคราะหชนิด Pikovskaya’s 

broth (PVK) บนท่ีเขยาทีความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)           
นาน 16 ชั่วโมง (O.D.600nm~0.5-0.7) แลวถายกลาเชื้อเร่ิมตนปริมาตร 10 เปอรเซ็นตลงในฟลาสก            
ท่ีมีอาหารเหลวสังเคราะหชนิด Pikovskaya’s broth (PVK) ท่ีมีการแปรผันองคประกอบและสภาวะ
การเลี้ยงเชื้อ และทําการเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิหองนาน 72 ชั่วโมง เก็บตัวอยางวิเคราะหคาการเจริญ 
(นํ้าหนักเซลลแหง) และคาการละลายฟอสเฟตทุก 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชั่วโมง 

2.2.1 องคประกอบของอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตละลายฟอสเฟต 
2.2.1.1 ผลของแหลงคารบอน ศึกษาผลแหลงคารบอน 3 แหลง คือ 

กลูโคส ซูโครส กากนํ้าตาล ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร 
2.2.1.2  ผลของความเขมของแหลงคารบอน ศึกษาความเขมขนของแหลง

คารบอนท่ีเหมาะสม โดยแปรผันความเขมขน 5 ความเขมขน คือ ความเขมขน 0, 2.5, 5, 7.5 และ 
10 กรัมตอลิตร 

2.2.1.3  ศึกษาผลแหลงของไนโตรเจน ศึกษาผลแหลงไนโตรเจน 3 แหลง 
คือ (NH4)2SO4 , NH4NO3 และยูเรีย ความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร 

2.2.1.4  ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม โดยแปรผัน
ความเขมขน คือ 2, 4, 6, 8 และ 10 กรัมตอลิตร 

2.2.1.5  ผลของความเขมขนของยีสตสกัด ศึกษาความเขมขนของยีสต
สกัด โดยแปรผันความเขมขน คือ 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 กรัมตอลิตร  

2.2.2  สภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟต 

2.2.2.1 ผลพีเอชเริ่มตนของอาการเล้ียงเช้ือ ศึกษาพีเอชเร่ิมตนของอาหาร
เลี้ยงเชื้อโดยแปรผันพีเอช คือ 5, 6, 7, 8 และ 9 โดยการปรับพีเอชดวย 5M NaOH และ 5M HCl 

2.2.2.2 ผลของอากาศตอการเจริญและการละลายฟอสเฟต ศึกษาผลของ
การใหอากาศโดยใชถังหมักขนาด 5 ลิตรท่ีมีปริมาตอาหารอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ลิตร โดยแปรผันอัตรา
การใหอากาศ คือ 1.5, 2.0 และ 2.5 vvm 

เลี้ยงเชื้อท่ีคัดเลือกไดในอาหารสังเคราะหท่ีมีการแปรผันสภาวะทดสอบบนท่ี
เขยาทีความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) นาน 72 ชั่วโมง โดยเก็บ
ตัวอยางท่ีเวลาตางๆ วัดคาการเจริญโดยวิเคราะหจากนํ้าหนักของเซลลแหง (Dry cell weight; 
DCW) และการละลายฟอสเฟต นําหนักท่ีไดไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 
10 นาที แยกสวนตํากอนเซลลและนํ้าเลี้ยงปราศจากเซลลออกจากกัน นําตะกอนเซลลลางดวยนํ้า
กลั่น หมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที นําตะกอนเซลลท่ีไดไปอบท่ี 105 
องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง นํามาชั่งนํ้าหนักเซลลแหง สําหรับนํ้าเลี้ยงปราศจากเซลลนํามาหา
ความเขมขนของฟอสเฟตโดยวิธีของ Watanabe และ Olsen’s method (1965) 
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2.3  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  
วิเคราะหความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of variance) โดยวิเคราะหคาวา

เรียนซ (one way analysis of variance) ตามการจัดการทดลองแบบสุมตลอด (Completely 
Randomized Design: CRD) ทดสอบความความแตกตางระหวางการทดลองโดยใชคา F-test ใช 
Least Significant Difference (LSD) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยในกรณีท่ีพบความ
แตกตางระหวางในชุดการ ทดลองท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต โดยใชโปรแกรม SPSS for 
window version 12.0  
 
3. ผลการวิจัย 

3.1  ผลการคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดิน 
3.1.1  การคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

แบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดินคัดแยกไดโดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็งชนิด Pikovskaya’s agar medium (PVK) (Sharma, et al., 2011) ท่ีมี Tricalcium 
phosphate ซ่ึงไมละลายนํ้า ท่ีอุณหภูมิ 30 °C นาน 7 วัน โคโลนีเกิดวงใสท่ีสามารถละลายฟอสเฟต
ไดจะเกิดวงใสรอบๆ โคโลนี จากการทดลองพบวาจํานวนแบคทีเรียไดท้ังหมด เทากับ 2.3 × 107,  
3.3 × 105, 4.2 × 104 และ 6.0 × 107 CFU/mL สําหรับพ้ืนท่ี นาขาว สวนยางพารา สวนปาลม
นํ้ามัน และแปลงผัก ตามลําดับ แตจากโคโลนีท้ังหมดพบวาสามารถคัดเลือกโคโลนีของเชื้อท่ีมี
ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตซ่ึงแสดงลักษณะวงใสเม่ือเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง PVK ได 3, 5, 
2 และ 7 ไอโซเลต ตามลําดับ ผลของประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตจาก 17 ไอโซเลตท่ีแยกได
จากดินท้ัง 4 แหลงสามารถละลายฟอสเฟตซ่ึงใหลักษณะวงใสรอบๆ โคโลนีพบวาไอโซเลต R3, RP5, 
PP2 และ VP2 เปนเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตไดดีท่ีสุดสําหรับพ้ืนท่ี นาขาว สวน
ยางพารา สวนปาลมและแปลงผักตามลําดับ (ตารางท่ี 1) โดยมีคาวงใสของการละลายเทากับ 
7±0.14, 13±0.14, 12±0.30 และ 15±0.30 มิลลิเมตร ตามลําดับ จากผลการทดลองท่ีไดจึง
คัดเลือกไอโซเลต VP2 ซ่ึงเปนไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดไปศึกษาการ
เจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 

3.2  ผลของสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย 
3.2.1 องคประกอบของอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตละลายฟอสเฟต 

3.2.1.1 ผลของแหลงคารบอน ผลของแหลงคารบอน 3 แหลง คือ กลูโคส 
ซูโครส และกากนํ้าตาล โดยใชความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟตจากเชื้อไอโซเลต VP2 พบวาแหลงของคารบอนท่ีตางกันมีผลตอการเจริญและประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟต โดยการเจริญสูงท่ีสุดเทากับ 0.91, 0.76 และ 0.40 กรัมตอลิตร และ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดเทากับ 7.41, 3.92 และ 4.29 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
เม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีนํ้าตาลกลูโคส นํ้าตาลซูโครส และกากนํ้าตาล ตามลําดับ อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใช
นํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนจะใหการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 

3.2.1.2 ผลของความเขมของแหลงคารบอน กลูโคสเปนแหลงคารบอนท่ีดี
ท่ีสุดท่ีคัดเลือกไดเม่ือศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอน โดยแปรผันความเขมขน 5 ความเขมขน 
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คือ ความเขมขน 0, 2.5, 5, 7.5 และ 10 กรัมตอลิตร ตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟตของไอโซเลต VP2 พบวาการเจริญสูงสุด (นํ้าหนักเซลลแหง) เทากับ 0.88, 1.70, 2.06, 
2.91 และ 0.69 กรัมตอลิตร และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงสุด เทากับ 16.61, 20.63, 
20.91, 25.87 และ 8.06 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยจากการทดลองพบวาเม่ือความเขมขนของ
กลูโคสเพ่ิมขึ้น (0, 2.5, 5.0 และ 7.5 กรัมตอลิตร) ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของไอโซเลต 
VP2 เพ่ิมขึ้นแตเม่ือความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสเร่ิมตนเปน 10 กรัมตอลิตร พบวาประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตลดลง ดังน้ันจากการทดลองพบวาไอโซเลต VP2 ใหการเจริญและประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตสูงสุด (2.9 กรัมตอลิตร และ 25.87 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ในอาหาร 
PVK-medium ท่ีมีการปรับสูตรอาหารโดยใชนํ้าตาลกลูโคส ความเขมขน 7.5 กรัมตอลิตร เปนแหลง
คารบอน 
ตารางที ่ 1  ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตโดยวัดขนาดของวงใสของโคโลนีแบคทีเรียบนอาหาร

แข็ง PVK เม่ือเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียสนาน 7 วัน 
พ้ืนท่ี ไอโซเลต ประสิทธิภาพการละลาย (ขนาดวงใส) 

(มิลลิเมตร) 
นาขาว R1 5±0.20 
 R2 3±0.15 
 R3 7±0.14 
สวนยางพารา RP1 7±0.21 
 RP2 8±0.31 
 RP3 3±0.20 
 RP4 6±0.21 
 RP5 13±0.14 
สวนปาลมนํ้ามัน PP1 7±0.15 
 PP2 12±0.30 
แปลงผัก VP1 7±0.24 
 VP2 15±0.30 
 VP3 9±0.37 
 VP4 6±0.12 
 VP5 8±0.25 
 VP6 11±0.18 
 VP7 10±0.21 

 

3.2.1.3  ผลแหลงของไนโตรเจน ผลของแหลงไนโตรเจน 3 แหลง คือ 
Urea, (NH4)2SO4 และ NH4 NO3 ความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร ตอการเจริญและประสิทธิภาพการ
ละลายฟอสเฟต เม่ือเลี้ยงไอโซเลต VP2 ท่ีอุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) บนเคร่ืองเขยา
ความเร็ว 180 รอบตอนาที นาน 72 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมคือ 
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(NH4)2SO4 ซ่ึงใหการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดเทากับ 3.53 กรัมตอลิตร  
และ 33.90 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ (ตารางท่ี 2)  
ตารางที ่ 2  ผลของแหลงไนโตรเจนตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต 

VP2 ท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
Nitrogen source  

(0.5 g/L) 
Maximum 

DCW (g/l) Phosphate solubilization (g/L) 
Urea 

 (NH4)2SO4 
NH4NO3 

2.23a 
3.53 b 
1.59c 

20.11a 
33.90b 
14.87c 

หมายเหต ุ a, b, c,  Different letters in the same column indicate the significant 
diferrence (p < 0.05) 

 

3.2.1.4  ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ผลการศึกษาผลของ
ความเขมขน (2, 4, 6, 8 และ 10 กรัมตอลิตร) ของแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียไอโซเลต VP2 พบวาการเจริญของเชื้อสูงสุดเทากับ 
1.97, 3.43, 3.69, 3.90 และ 3.44 กรัมตอลิตร (ภาพท่ี1a) และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต
สูงสุดเทากับ 24.45, 28.48, 32.90, 30.60 และ 29.55 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพท่ี 1b) เม่ือเลี้ยงใน
อาหารท่ีมีความเขมขนของ  (NH4)2SO4 ความเขมขน 2, 4, 6, 8 และ 10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
ดังน้ันจะเห็นไดวาความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4) ท่ีใหการละลายฟอสเฟตไดดีท่ีสุด 
คือ 6 กรัมตอลิตร  

3.2.1.5  ผลของความเขมขนของยีสตสกัด จากผลการศึกษาผลของความ
เขมขนของยีสตสกัดในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด PVK-medium ท่ีมีการ แปรผันความเขมของยีสตสกัด 
0, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10 กรัมตอลิตร พบวาการเจริญสูงท่ีสุด (นํ้าหนักเซลลแหง) เทากับ 1.96, 
3.43, 3.69. 3.90 และ 3.43 กรัมตอลิตร (ภาพท่ี 2a) ตามลําดับ และมีประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟตสูงสุดเทากับ 26.14, 34.79, 31.90, 31.13 และ 28.72 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพท่ี 2b) 
ตามลําดับ จากผลการทดลองจะเห็นไดวาความเขมขนของยีสตสกัดมีผลตอการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต โดยความเขมขนของยีสตสกัดท่ีเหมาะสมคือ 2.5 กรัมตอลิตร  

3.2.2  สภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟต 

3.2.2.1  ผลพีเอชเริ่มตนของอาการเล้ียงเช้ือ จากการทดลองพบวา เม่ือ
ศึกษาผลของพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนท่ี 5.0, 6.0, 6.5, 7.0 และ 8.0 ตอการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของไอโซเลต VP2 พบวา พีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตน 
5.0, 6.0, 6.5, 7.0 และ 8.0 มีผลตอการเจริญ (ภาพท่ี 3a) และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 
(ภาพท่ี 3b) โดยมีการเจริญ (นํ้าหนักเซลลแหง) สูงสุดเทากับ 2.32, 4.15, 5.30, 5.74 และ 1.96 
กรัมตอลิตร และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงสุดเทากับ 3.92, 31.95, 40.17, 40.23 และ 
20.23 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ จากการทดลองพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตาน
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เทากับ 7.0 จะมีผลตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดโดยมีคาสูงท่ีสุดเทากับ 
5.74 กรัมตอลิตร และ 40.23 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ แตจากผลการทดลองจะเห็นไดวาการ
ปรับพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 7.0 จะใหคาการเจริญท่ีสูงท่ีสุดแตเม่ือพิจารณาการผลิต
ละลายฟอสเฟตชีวภาพพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตน 6.5 และ 7.0 ใหการผลิต
ละลายฟอสเฟตท่ีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) จะเห็นไดวาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
จะมีผลตอการเจริญและการผลิตละลายฟอสเฟตเปนปจจัยสําคัญตอการผลิตละลายฟอสเฟตของ         
ไอโซเลต VP2  

3.2.2.2 ผลของอากาศตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 
จากการทดลองเม่ือศึกษาผลของอัตราการใหอากาศดวยอัตรา 1.5, 2.0 และ 2.5 vvm ตอการเจริญ 
(ภาพท่ี 4a) และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต (ภาพท่ี 4b) ซ่ึงจากการทดลองพบวาผลของอัตรา
การใหอากาศเทากับ 1.5, 2.0 และ 2.5 vvm จะใหการเจริญท่ีสูงท่ีสุดเทากับ 4.85, 5.91 และ 5.78 
กรัมตอลิตร และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตท่ีสูงท่ีสุดเทากับ 39.42, 44.42 และ 41.38 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ จากการทดลองพบวาเม่ือใหอากาศเทากับ 2.0 vvm จะใหการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตท่ีสูงท่ีสุด โดยอัตราการใหอากาศท่ีเหมาะสมจะสงผลตออัตรา        
การละลายของออกซิเจนในสภาวะการเลี้ยง  
 

 
 

ภาพที่  1  ผลของความเขมขนของ (NH4)2SO4 (แหลงไนโตรเจน) ตอการเจริญและประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต VP2 ท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา 
(180 rpm) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
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ภาพที่  2  ผลของความเขมขนของยีสตสกัดตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจาก 
เชื้อ VP2 ท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา                  
72 ชั่วโมง 

 
 

ภาพที่  3   ผลของพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญ พีเอชของนํ้าเลี้ยงเชื้อและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต VP2 ท่ีเลีย้งท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C)  
บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
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ภาพที่  4  ผลการใหอากาศตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต VP2  
             ท่ีเลีย้งท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
 
4.  การอภิปรายและสรุปการผลวิจัย 

แบคทีเรียยอยท่ีมีประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตไดสูงท่ีสุดคือไอโซเลต R3, RP5, PP2 
และ VP2 ซ่ึงถูกคัดเลือกไดจากตัวอยางดินนาขาว ดินสวนยางพารา ดินสวนปาลมนํ้ามัน และดิน
แปลงผัก ตามลําดับ โดย ไอโซเลตVP2 เปนไอโซเลตท่ีแยกไดจากแปลงผักท่ีมีประสิทธิภาพการ
ละลายฟอสเฟตท่ีดีท่ีสุดจากท้ัง 4 ไอโซเลต จากผลการทดลองแปลงผักมีจํานวนจุลินทรียท่ีมี
ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตไดมากท่ีสุดและเปนบริเวณท่ีพบแบคทีเรียทีใหกิจกรรม           
การละลายฟอสเฟตท่ีสูง (ขนาดวงใส 15 มิลลิเมตร) คือ ไอโซเลต VP2 ท้ังน้ีเปนไปไดวาพ้ืนท่ีปลูกผัก
จะมีการใหปุยและปริมาณนํ้าท่ีบอยมากกวาพ้ืนท่ีเกษตรอ่ืนๆ ซ่ึงสงผลใหมีปจจัยกระตุนการเจริญ
ของจุลินทรียไดดีกวา ถึงแมวาจะมีพ้ืนท่ีนาขาวแตเน่ืองดวยในขณะท่ีเก็บตัวอยางมาทําวิจัยเปนชวง
ระยะเวลาหลังการเก็บเก่ียวของนาขาว ไมมีนํ้าขัง ดินมีความแหง สงผลตอปริมาณของเชื้อจุลินทรีย 
โดยปริมาณของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในดินจะขึ้นอยูกับชนิดของดินและพ้ืนท่ีของเกษตรกรรมแต
ละประเภทท่ีแตกตางกัน (ยงยุทธ, 2551) สําหรับพ้ืนท่ีสวนยางพาราและสวนปาลมนํ้ามันน้ันเปน
พ้ืนท่ีไมคอยไดมีการปรับสภาพหรือบํารุงรักษาดิน เชน การรดนํ้า การพรวนดิน จึงเปนปจจัยอยาง
หน่ึงท่ีสงผลตอปริมาณประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการละลายฟอสเฟต เม่ือศึกษาปจจัย            
ท่ีสงเสริมการเจริญและประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตพบวาแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
ความเขมขนของแหลงคารบอน ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ความเขมขนของยีสตสกัดเปน
ปจจัยสําคัญสงเสริมในการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต องคประกอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อ PVK-medium ท่ีมีการปรับปรุงองคประกอบใหเหมาะสมพบวากลูโคสความเขมขน 7.5 กรัมตอ
ลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมตอลิตร และยีสตสกัด 2.5 กรัมตอลิตร เม่ือใสเขาไปรวมกับ
องคประกอบอ่ืนๆในอาหาร PVK-medium เดิมซ่ึงประกอบดวย Magnesium Sulphate 
(MgSO4.7H2O) 0.1 กรัมตอลิตร Calcium Phosphate (Ca3(PO4)2) 5 กรัมตอลิตร NaCl 0.2 กรัม
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ตอลิตร KCl 0.2 กรัมตอลิตร MnSO4.2H2O 0.002 กรัมตอลิตร FeSO4.7H2O 0.002 กรัมตอลิตร 
และปรับพีเอชเร่ิมตน 6.5 และ 7 และควบคุมอัตราการใหอากาศ 2.0 vvm สามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตไดสูงขึ้น ความเขมขนของแหลงคารบอน (กลูโคส) และแหลง
ไนโตรเจน (แอมโมเนียมซัลเฟต [NH4)2SO4] มีผลตออัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C/N ratio) 
ความเขมขนของกลูโคสท่ีสูงเกินไปมีผลตอแรงดันภายในเซลลซ่ึงมีผลยับยั้งกระบวนการสังเคราะห
สารเมทาบอไลทภายในเซลล ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของจุลินทรียขึ้นกับสภาวะท่ี
เหมาะสมของจุลินทรียแตละสายพันธุโดยแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนจัดเปนปจจัยสําคัญ
ปจจัยหน่ึง เน่ืองจากสภาวะท่ีเหมาะสมจะมีชวยในการเจริญและเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย 
(Cunningham and Kuiack, 1992; Whitelaw, 2000; Mehata and Nautiyal, 2001; Pradhan 
and Sukla, 2005) โดยในการศึกษาคร้ังน้ีกลูโคสและแอมโมเนียมซัลเฟตจัดเปนแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดสําหรับแบคทีเรียไอโซเลต VP2 ในขณะท่ี Aspergillus awamori มีแหลง
คารบอนท่ีดีท่ีสุด คือซูโครส 30   กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร (Jena and 
Rath, 2014) มากไปกวาน้ันระยะเวลาของการเลี้ยงจะมีผลตอประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตได
เชนเดียวกัน โดยเอนไซมท่ีจุลินทรียผลิตออกมานอกเซลลเพ่ือละลายฟอสเฟต เชน เอนไซม
phosphatase เม่ือเลี้ยงเชื้อตั้งแตวันท่ี 1 ถึงวันท่ี 5 กิจกรรมการละลายฟอสเฟตจะเพ่ิมขึ้นเร่ือยๆ 
แตเม่ือเลี้ยงเชื้อไปถึงวันท่ี 6 และหลังจากน้ันประสิทธิภาพของเอนไซมจะลดลง (Qureshi, et al., 
2010, Lakeswari 2012). เปนซ่ึงนาจะเปนผลมาจากประสิทธิภาพของเมทาบอลิซึมในการละลาย
สารอาหารหรือเกิดกระบวนการออโตไลซิสของเซลล (Lata, et al.,, 2013) จากการศึกษาคร้ังน้ี
พบวาแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปนแหลงไนโตรเจนท่ีดี ท่ีสุด โดยเม่ือมีความเขมขน              
ท่ีเหมาะสมจะใหกิจกรรมการละลายฟอสเฟตดีท่ีสุด ท้ังน้ีเน่ืองจากเกิดกระบวนการแลกเปลี่ยน
โปรตอนไดดีและมีโปรตอนมากเพียงพอเม่ือมีความเขมขนเหมาะสม โดยในจะมี NH4+ ซ่ึงจะทําให 
H+เกิดขึ้น ทําใหเกิดสภาวะเปนกรดของอาหารเลี้ยงเชื้อมากขึ้นซ่ึงมีสวนชวยใหเกิดการละลายของ
ฟอสเฟตไดสูงขึ้น (Sridevi et al., 2007). พีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับเชื้อไอโซเลต VP2 คือ พีเอช 6.5 
และ 7 ซ่ึงใหประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตท่ีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สอดคลองกับผล
การศึกษาของ Tarkur และคณะ (2014) ท่ีศึกษาผลของพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอ
ประสิทธิภาพการละลายฟอตเฟตของจุลินทรียละลายฟอสเฟตของเชื้อ pseudomonas sp.                 
ซ่ึงทดสอบในอาหาร NBRI-P media ท่ีมีการปรับพีเอช 5 ถึงพีเอช 9 พบวาพีเอชท่ีใหกิจกรรมการ
ละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดคือ พีเอช 7.0  โดยมีประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตเทากับ 788 mg/L) 
หลังการเลี้ยง 48 ชั่วโมง เชนเดียวกันกับผลการศึกษาเชื้อ Aspergillus awamori พบวาท่ีพีเอช
เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6 ใหคาการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบพีเอชเร่ิมตน
ตั้งแต 4 ถึง 10 (Jena and Rath, 2014) ในขณะท่ี Oyeleke & Oduwole (2009) และ Daniel 
และคณะ (2010) ท่ีไดรายงานวา เอนไซมท่ีเก่ียวของกับกลไกการละลายฟอสเฟตจะทํางานไดดีท่ี        
พีเอชชวง 6-8  เชน เอนไซม phytase  จากเชื้อ Aspergillus sp. 5990 (Kim, et al., 1999) และ 
Aspergillus niger St-6 (Tahir, et al., 2010) เม่ือพีเอชของสภาวะการเลี้ยงลดลงจะสงผลตอการ
ผลิตกรดซ่ึงจะมีบทบาทตอการละลายฟอสเฟตท้ังในกลุมอินทรียฟอสเฟตอละอนินทรีย 
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(Kpomblekou and Tabatabai, 1994; Deubel, et al., 2000; Hinsinger, 2001; Stevenson, 
2005; Khan, et al., 2007 และ Henri, et al., 2008) 

อัตราการใหอากาศมีผลตออัตราการละลายของออกซิเจนในสภาวะการเลี้ยง โดย
ออกซิเจนปริมาณนอยท่ีสุดในสภาวะการเลี้ยงตองเทากับปริมาณของออกซิเจนท่ีเชื้อตองการในไปใช
ในการบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล (Gerhardt and Drew, 1994) ซ่ึงปจจัยอยางหน่ึงท่ีมีผลตอ
อัตราการละลายของอากาศคือความหนืด เน่ืองจากเม่ือในสภาวะการเลี้ยงเชื้อท่ีมีการสาร                 
เมทาบอไลทออกมานอกเซลลจะมีผลตอความหนืดของนํ้าหมักเพ่ิมสูงขึ้น ซ่ึงความหนืดจะมีผลตอ
การแพรของอากาศซ่ึงถาปริมาณอากาศในระบบลดลงซ่ึงจะสงผลใหการเจริญและประสิทธิภาพ           
การละลายฟอสเฟตท่ีลดลงได  

ดังน้ันจากการทดลองจะเห็นไดวาเชื้อท่ีคัดแยกไดมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต        
ในดินในท่ีอยูในรูปท่ีพืชไมสามารถใชไดใหอยูในรูปท่ีพืชสามารถดูดซึมไปใชประโยชนได ดังน้ัน           
การจําแนกสายพันธุดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุลของเชื้อจึงเปนงานวิจัยท่ีควรดําเนินการตอเพ่ือท่ีได
ทราบสายพันธุของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในดิน เพ่ือเปนขอมูลในการสงเสริมใหเกษตรกรใชตอไป
ในอนาคต 
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