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การศึกษาในคร้ังน้ีเปนการแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตท่ีอยูใน
รูปไมสามารถละลายได เชน ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2 เฟอริกฟอสเฟต (FePO4) และ
อลูมิเนียมฟอสเฟต (AlPO4) เพ่ือชวยในการสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช งานวิจัยน้ีไดคัดเลือก
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตจากดินในนาขาว สวนยางพารา สวนปาลมนํ้ามัน 
และแปลงผัก ในจังหวัดนครศรีธรรมราช โดยเลี้ยงในอาหารคัดเลือกชนิด Pikovskaya agar และ
ทดสอบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวดวยวิธี Watanabe และ Olsen’s 
method จากผลการทดลองพบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต
ซ่ึงแสดงลักษณะวงใสรอบโคโลนีไดท้ังหมด 17 ไอโซเลต จากดินท้ังทุกแหลง โดยไอโซเลต VP2 ท่ีคัด
แยกไดจากท่ีดินแปลงผักมีกิจกรรมการละลายฟอสเฟตไดสูงท่ีสุด (วงใสขนาด 15±0.30 มิลลิเมตร) 
หลังจากน้ันเม่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมการละลายฟอสเฟตโดยการ
ปรับปรุงองคประกอบของอาหาร Pikovskaya (PVK medium) พบวาองคประกอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีเหมาะประกอบดวย กลูโคส 7.5 g/L เปนแหลงคารบอน (NH4)2SO4 6 g/L เปนแหลง
ไนโตรเจน ยีสตสกัด 2.5 g/L และอ่ืนๆ ตามสูตรดั้งเดิมเปนองคประกอบท่ีเหมาะสม สําหรับปจจัย
ทางดานเคมี-กายภาพท่ีเหมาะสมคือปรับพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 หรือ 7.0 และ
ปรับอัตราการใหอากาศเทากับ 2.0 vvm โดยภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมคาการเจริญและกิจกรรมการ
ละลายฟอสเฟตสูงสุดกับ 5.91 g/L นํ้าหนักเซลลแหงและ 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) เปนธาตุอาหารหลักของพืช ซ่ึงมีผลตอการงอกของราก การออกดอก  
การสรางหัวและการสุกของผล ดินสวนมากมีฟอสฟอรัสท้ังรูปอินทรียและอนินทรียซ่ึงอยูในรูปท่ี
ละลายยากหรือไมละลายและเปนฟอสฟอรัสท่ีพืชไมสามารถใชประโยชนไดซ่ึงมีอยูประมาณ 95 – 
99 เปอรเซ็นต (Pradhan and Sukla, 2005) ซ่ึงในดินโดยท่ัวไปฟอสฟอรัสในดินมี 4 รูปแบบ คือ 
ฟอสฟอรัสท่ีละลายอยูในสารละลายดิน ฟอสฟอรัสดูดยึดอยูกับอนุภาคดิน ฟอสฟอรัสท่ีจับอยูกับ
อินทรียวัตถุในดิน และสารประกอบอนินทรียฟอสเฟต ซ่ึงฟอสฟอรัสจะมีประโยชนไดก็ตอเม่ือ
ฟอสฟอรัสถูกปลดปลอยออกมาอยูในรูปฟอสฟอรัสท่ีละลายในดินเทาน้ันท่ีพืชสามารถดูดใชได 
(Brady, 2002) แตอยางไรก็ตามจากการท่ีความเขมขนของฟอสฟอรัสในสารละลายดินมีคอนขางต่ํา
มาก สําหรับการชดเชยท่ีมาจากการละลายโดยธรรมชาติของฟอสฟอรัสอาจจะไมพอเพียง สําหรับ
วิธีการชดเชยท่ีจะทําใหฟอสฟอรัสในสารละลายดินมีเพียงพอถือวาเปนสิ่งท่ีมีความซับซอน เพราะ
ฟอสฟอรัสพรอมท่ีจะเกิดปฏิกิริยากับองคประกอบอ่ืนๆ ท่ีอยูในดินแลวเกิดเปนสารประกอบตางๆ 
เกิดขึ้น เชน สารประกอบของแคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก อลูมินัม และฟลูออรีน เม่ือดินเปนกรด
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หรือเปนดาง ซ่ึงทําใหฟอสฟอรัสมีปริมาณต่ําและไมเพียงพอตอความตองการของพืช (Stevenson, 
2005) ดังน้ันการใชปุยเคมีเพ่ือเพ่ิมสารอาหารใหแกพืชจึงเปนการวิธีการท่ีเกษตรกรใชกันอยาง
กวางขวาง โดยท่ีการใชปุยเคมีในแปลงพืชผลทางการเกษตรของเกษตกรในปจจุบันมีผลกระทบอยาง
หน่ึงท่ีสําคัญคือการสะสมฟอสฟอรัสในรูปท่ีพืชไมสามารถใชไดในดินสะสมเพ่ิมมากขึ้นเร่ือยๆ ดังจะ
เห็นไดวาปจจุบันปญหาท่ีดินท่ีใชในการทําการเกษตรตอเน่ืองเปนเวลานานเกิดปญหาดินเสื่อม
คุณภาพ (ยงยุทธ และคณะ 2551) ดังน้ันถาสามารถยอยละลายฟอสเฟตในดินกลุมท่ีพืชไมสามารถ
ใชประโยชนไดใหพืชสามารถใชไดจัดเปนแนวอยางหน่ึงท่ีนาสนใจ ซ่ึงจุลินทรียในธรรมชาติบางชนิดมี
ศักยภาพในการละลายฟอสเฟตในดินใหพืชสามารถนําไปใชประโยชนได  

จุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตมีอยูหลายกลุมท้ัง แอคติโนมัยซีท แบคทีเรีย
และเชื้อรา เชน Bacillus sp., Pseudomonas sp.,  และ Xanthomonas spp. โดยจุลินทรียเปน
ตัวท่ีชวยดูดซับธาตุฟอสฟอรัสในดินซ่ึงปกติแลวรากพืชไมสามารถละลายฟอสฟอรัสในรูปท่ีไมละลาย
ใหละลายออกมาเปนประโยชนตอพืชได การละลายฟอสเฟตเกิดจากจุลินทรียสรางสารท่ีมีฤทธ์ิเปนกรด
ไปยอยละลายฟอสฟอรัสรูปท่ีไมละลายใหมีละลายออกมาและเปนฟอสฟอรัสท่ีพืชนําไปใชประโยชนได 
สารท่ีมีฤทธ์ิเปนกรดท่ีจุลินทรียสรางขึ้นมีท้ังเปนกรดอินทรีย เชน กรดอะซีติค กรดแลคติค และกรดอนิ
นทรีย เชน กรดไนตริค และกรดซัลฟูริค กรดอินทรียบางชนิดมีคุณสมบัติเปนสารคีเลต (Chelate) กับ
แคลเซียมและแมกนีเซียม สามารถละลายฟอสเฟตทําใหฟอสเฟตในรูปท่ีพืชนําไปใชประโยชนไดมี
ปริมาณเพ่ิมขึ้น (Yadav and Dadarwal, 1997) การใชประโยชนจากจุลินทรียเพ่ือใหเกิดการละลาย
ฟอสเฟตในดินท่ีอยูในรูปท่ีพืชไมสามารถใชไดใหสามารถใชไดเปนการใชประโยชนจากแรธาตุท่ีมีอยู
ในดินหรือปุยเคมีท่ีเติมลงไปในดินใหเกิดประโยชนสูงสุด ลดปริมาณปุยเคมี ซ่ึงจุลินทรียสามารถ
เจริญเติบโตอยางรวดเร็วทําใหมีศักยภาพสูงในการใชประโยชน  

งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคท่ีคัดเลือกจุลินทรียจากดินท่ีมีประสิทธิภาพในการละลาย
ฟอสเฟตโดยทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อ หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณจุลินทรียและ
ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต  

 
2. วิธีการดําเนินงานวิจัย 

2.1  การคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดิน 
นําตัวอยางดินจาก 4 แหลง คือ  นาขาว สวนยางพารา สวนปาลมนํ้ามัน และแปลง

ผัก โดยเก็บตัวอยางดินท่ีความลึก 15 เซนติเมตร จาก 6 จุดในหน่ึงตําแหนงพ้ืนท่ี นําตัวอยางดิน          
ทําใหแหงเพ่ือใหไดนํ้าหนักดินตัวอยางเริมตนท่ีเทากันแลวบดละเอียดเปนเน้ือเดียวกัน เก็บตัวอยาง
ดินท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส คัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดินทําโดยนําตัวอยางดิน           
1 กรัม มาเติมลงไป 9 มิลลิลิตรของนํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อเขยาใหกัน ทํา Serial dilution ใหได
ความเขมขน 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7  และ 10-8 ตามลําดับ 0.1 มิลลิลิตรของความเขมขน 10-5, 
10-6, 10-7  นําไปเกลี่ย (spread) จานเพาะเลี้ยงเชื้อท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Pikovskaya’s agar 
medium (PVK) (Sharma, et al., 2011) ท่ีมี Tricalcium phosphate ซ่ึงไมละลายนํ้า นําจาน
เลี้ยงเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 °C นาน 7 วัน คัดเลือกจุลินทรียท่ีโคโลนีเกิดวงใส วัดขนาดของวงใส          
ท่ีเกิดขึ้นดวยเวอเนียร (Vernier caliper)  
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2.2  สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย 
เลี้ยงเชื้อท่ีคัดเลือกไดในฟลาสกท่ีมีอาหารเหลวสังเคราะหชนิด Pikovskaya’s 

broth (PVK) บนท่ีเขยาทีความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)           
นาน 16 ชั่วโมง (O.D.600nm~0.5-0.7) แลวถายกลาเชื้อเร่ิมตนปริมาตร 10 เปอรเซ็นตลงในฟลาสก            
ท่ีมีอาหารเหลวสังเคราะหชนิด Pikovskaya’s broth (PVK) ท่ีมีการแปรผันองคประกอบและสภาวะ
การเลี้ยงเชื้อ และทําการเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิหองนาน 72 ชั่วโมง เก็บตัวอยางวิเคราะหคาการเจริญ 
(นํ้าหนักเซลลแหง) และคาการละลายฟอสเฟตทุก 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชั่วโมง 

2.2.1 องคประกอบของอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตละลายฟอสเฟต 
2.2.1.1 ผลของแหลงคารบอน ศึกษาผลแหลงคารบอน 3 แหลง คือ 

กลูโคส ซูโครส กากนํ้าตาล ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร 
2.2.1.2  ผลของความเขมของแหลงคารบอน ศึกษาความเขมขนของแหลง

คารบอนท่ีเหมาะสม โดยแปรผันความเขมขน 5 ความเขมขน คือ ความเขมขน 0, 2.5, 5, 7.5 และ 
10 กรัมตอลิตร 

2.2.1.3  ศึกษาผลแหลงของไนโตรเจน ศึกษาผลแหลงไนโตรเจน 3 แหลง 
คือ (NH4)2SO4 , NH4NO3 และยูเรีย ความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร 

2.2.1.4  ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม โดยแปรผัน
ความเขมขน คือ 2, 4, 6, 8 และ 10 กรัมตอลิตร 

2.2.1.5  ผลของความเขมขนของยีสตสกัด ศึกษาความเขมขนของยีสต
สกัด โดยแปรผันความเขมขน คือ 0, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 กรัมตอลิตร  

2.2.2  สภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟต 

2.2.2.1 ผลพีเอชเริ่มตนของอาการเล้ียงเช้ือ ศึกษาพีเอชเร่ิมตนของอาหาร
เลี้ยงเชื้อโดยแปรผันพีเอช คือ 5, 6, 7, 8 และ 9 โดยการปรับพีเอชดวย 5M NaOH และ 5M HCl 

2.2.2.2 ผลของอากาศตอการเจริญและการละลายฟอสเฟต ศึกษาผลของ
การใหอากาศโดยใชถังหมักขนาด 5 ลิตรท่ีมีปริมาตอาหารอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ลิตร โดยแปรผันอัตรา
การใหอากาศ คือ 1.5, 2.0 และ 2.5 vvm 

เลี้ยงเชื้อท่ีคัดเลือกไดในอาหารสังเคราะหท่ีมีการแปรผันสภาวะทดสอบบนท่ี
เขยาทีความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) นาน 72 ชั่วโมง โดยเก็บ
ตัวอยางท่ีเวลาตางๆ วัดคาการเจริญโดยวิเคราะหจากนํ้าหนักของเซลลแหง (Dry cell weight; 
DCW) และการละลายฟอสเฟต นําหนักท่ีไดไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 
10 นาที แยกสวนตํากอนเซลลและนํ้าเลี้ยงปราศจากเซลลออกจากกัน นําตะกอนเซลลลางดวยนํ้า
กลั่น หมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที นําตะกอนเซลลท่ีไดไปอบท่ี 105 
องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง นํามาชั่งนํ้าหนักเซลลแหง สําหรับนํ้าเลี้ยงปราศจากเซลลนํามาหา
ความเขมขนของฟอสเฟตโดยวิธีของ Watanabe และ Olsen’s method (1965) 
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2.3  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  
วิเคราะหความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of variance) โดยวิเคราะหคาวา

เรียนซ (one way analysis of variance) ตามการจัดการทดลองแบบสุมตลอด (Completely 
Randomized Design: CRD) ทดสอบความความแตกตางระหวางการทดลองโดยใชคา F-test ใช 
Least Significant Difference (LSD) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยในกรณีท่ีพบความ
แตกตางระหวางในชุดการ ทดลองท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต โดยใชโปรแกรม SPSS for 
window version 12.0  
 
3. ผลการวิจัย 

3.1  ผลการคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดิน 
3.1.1  การคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

แบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดินคัดแยกไดโดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็งชนิด Pikovskaya’s agar medium (PVK) (Sharma, et al., 2011) ท่ีมี Tricalcium 
phosphate ซ่ึงไมละลายนํ้า ท่ีอุณหภูมิ 30 °C นาน 7 วัน โคโลนีเกิดวงใสท่ีสามารถละลายฟอสเฟต
ไดจะเกิดวงใสรอบๆ โคโลนี จากการทดลองพบวาจํานวนแบคทีเรียไดท้ังหมด เทากับ 2.3 × 107,  
3.3 × 105, 4.2 × 104 และ 6.0 × 107 CFU/mL สําหรับพ้ืนท่ี นาขาว สวนยางพารา สวนปาลม
นํ้ามัน และแปลงผัก ตามลําดับ แตจากโคโลนีท้ังหมดพบวาสามารถคัดเลือกโคโลนีของเชื้อท่ีมี
ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตซ่ึงแสดงลักษณะวงใสเม่ือเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง PVK ได 3, 5, 
2 และ 7 ไอโซเลต ตามลําดับ ผลของประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตจาก 17 ไอโซเลตท่ีแยกได
จากดินท้ัง 4 แหลงสามารถละลายฟอสเฟตซ่ึงใหลักษณะวงใสรอบๆ โคโลนีพบวาไอโซเลต R3, RP5, 
PP2 และ VP2 เปนเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตไดดีท่ีสุดสําหรับพ้ืนท่ี นาขาว สวน
ยางพารา สวนปาลมและแปลงผักตามลําดับ (ตารางท่ี 1) โดยมีคาวงใสของการละลายเทากับ 
7±0.14, 13±0.14, 12±0.30 และ 15±0.30 มิลลิเมตร ตามลําดับ จากผลการทดลองท่ีไดจึง
คัดเลือกไอโซเลต VP2 ซ่ึงเปนไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดไปศึกษาการ
เจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 

3.2  ผลของสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย 
3.2.1 องคประกอบของอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตละลายฟอสเฟต 

3.2.1.1 ผลของแหลงคารบอน ผลของแหลงคารบอน 3 แหลง คือ กลูโคส 
ซูโครส และกากนํ้าตาล โดยใชความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟตจากเชื้อไอโซเลต VP2 พบวาแหลงของคารบอนท่ีตางกันมีผลตอการเจริญและประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟต โดยการเจริญสูงท่ีสุดเทากับ 0.91, 0.76 และ 0.40 กรัมตอลิตร และ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดเทากับ 7.41, 3.92 และ 4.29 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
เม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมีนํ้าตาลกลูโคส นํ้าตาลซูโครส และกากนํ้าตาล ตามลําดับ อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใช
นํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนจะใหการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 

3.2.1.2 ผลของความเขมของแหลงคารบอน กลูโคสเปนแหลงคารบอนท่ีดี
ท่ีสุดท่ีคัดเลือกไดเม่ือศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอน โดยแปรผันความเขมขน 5 ความเขมขน 
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คือ ความเขมขน 0, 2.5, 5, 7.5 และ 10 กรัมตอลิตร ตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟตของไอโซเลต VP2 พบวาการเจริญสูงสุด (นํ้าหนักเซลลแหง) เทากับ 0.88, 1.70, 2.06, 
2.91 และ 0.69 กรัมตอลิตร และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงสุด เทากับ 16.61, 20.63, 
20.91, 25.87 และ 8.06 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยจากการทดลองพบวาเม่ือความเขมขนของ
กลูโคสเพ่ิมขึ้น (0, 2.5, 5.0 และ 7.5 กรัมตอลิตร) ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของไอโซเลต 
VP2 เพ่ิมขึ้นแตเม่ือความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสเร่ิมตนเปน 10 กรัมตอลิตร พบวาประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตลดลง ดังน้ันจากการทดลองพบวาไอโซเลต VP2 ใหการเจริญและประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตสูงสุด (2.9 กรัมตอลิตร และ 25.87 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ) ในอาหาร 
PVK-medium ท่ีมีการปรับสูตรอาหารโดยใชนํ้าตาลกลูโคส ความเขมขน 7.5 กรัมตอลิตร เปนแหลง
คารบอน 
ตารางที ่ 1  ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตโดยวัดขนาดของวงใสของโคโลนีแบคทีเรียบนอาหาร

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

(มิลลิเมตร) 
นาขาว 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 
สวนปาลมนํ้ามัน 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  ผลแหลงของไนโตรเจน ผลของแหลงไนโตรเจน 3 แหลง คือ 
Urea, (NH4)2SO4 และ NH4 NO3 ความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร ตอการเจริญและประสิทธิภาพการ
ละลายฟอสเฟต เม่ือเลี้ยงไอโซเลต VP2 ท่ีอุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) บนเคร่ืองเขยา
ความเร็ว 180 รอบตอนาที นาน 72 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมคือ 



17 
 

 

วารสารวิชชา  มหาวิทยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช 

WICHCHA JOURNAL Vol. 36 No.2 July – December 2017 

(NH4)2SO4 ซ่ึงใหการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดเทากับ 3.53 กรัมตอลิตร  
และ 33.90 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ (ตารางท่ี 2)  
ตารางที ่ 2  ผลของแหลงไนโตรเจนตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต 

VP2 ท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา 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  ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ผลการศึกษาผลของ
ความเขมขน (2, 4, 6, 8 และ 10 กรัมตอลิตร) ของแหลงไนโตรเจน (NH4)2SO4 ตอการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียไอโซเลต VP2 พบวาการเจริญของเชื้อสูงสุดเทากับ 
1.97, 3.43, 3.69, 3.90 และ 3.44 กรัมตอลิตร (ภาพท่ี1a) และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต
สูงสุดเทากับ 24.45, 28.48, 32.90, 30.60 และ 29.55 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพท่ี 1b) เม่ือเลี้ยงใน
อาหารท่ีมีความเขมขนของ  (NH4)2SO4 ความเขมขน 2, 4, 6, 8 และ 10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
ดังน้ันจะเห็นไดวาความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ((NH4)2SO4) ท่ีใหการละลายฟอสเฟตไดดีท่ีสุด 
คือ 6 กรัมตอลิตร  

3.2.1.5  ผลของความเขมขนของยีสตสกัด จากผลการศึกษาผลของความ
เขมขนของยีสตสกัดในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด PVK-medium ท่ีมีการ แปรผันความเขมของยีสตสกัด 
0, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10 กรัมตอลิตร พบวาการเจริญสูงท่ีสุด (นํ้าหนักเซลลแหง) เทากับ 1.96, 
3.43, 3.69. 3.90 และ 3.43 กรัมตอลิตร (ภาพท่ี 2a) ตามลําดับ และมีประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟตสูงสุดเทากับ 26.14, 34.79, 31.90, 31.13 และ 28.72 มิลลิกรัมตอลิตร (ภาพท่ี 2b) 
ตามลําดับ จากผลการทดลองจะเห็นไดวาความเขมขนของยีสตสกัดมีผลตอการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต โดยความเขมขนของยีสตสกัดท่ีเหมาะสมคือ 2.5 กรัมตอลิตร  

3.2.2  สภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลาย
ฟอสเฟต 

3.2.2.1  ผลพีเอชเริ่มตนของอาการเล้ียงเช้ือ จากการทดลองพบวา เม่ือ
ศึกษาผลของพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนท่ี 5.0, 6.0, 6.5, 7.0 และ 8.0 ตอการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของไอโซเลต VP2 พบวา พีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตน 
5.0, 6.0, 6.5, 7.0 และ 8.0 มีผลตอการเจริญ (ภาพท่ี 3a) และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 
(ภาพท่ี 3b) โดยมีการเจริญ (นํ้าหนักเซลลแหง) สูงสุดเทากับ 2.32, 4.15, 5.30, 5.74 และ 1.96 
กรัมตอลิตร และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงสุดเทากับ 3.92, 31.95, 40.17, 40.23 และ 
20.23 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ จากการทดลองพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตาน
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เทากับ 7.0 จะมีผลตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดโดยมีคาสูงท่ีสุดเทากับ 
5.74 กรัมตอลิตร และ 40.23 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ แตจากผลการทดลองจะเห็นไดวาการ
ปรับพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 7.0 จะใหคาการเจริญท่ีสูงท่ีสุดแตเม่ือพิจารณาการผลิต
ละลายฟอสเฟตชีวภาพพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตน 6.5 และ 7.0 ใหการผลิต
ละลายฟอสเฟตท่ีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p< 0.05) จะเห็นไดวาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
จะมีผลตอการเจริญและการผลิตละลายฟอสเฟตเปนปจจัยสําคัญตอการผลิตละลายฟอสเฟตของ         
ไอโซเลต VP2  

3.2.2.2 ผลของอากาศตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต 
จากการทดลองเม่ือศึกษาผลของอัตราการใหอากาศดวยอัตรา 1.5, 2.0 และ 2.5 vvm ตอการเจริญ 
(ภาพท่ี 4a) และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต (ภาพท่ี 4b) ซ่ึงจากการทดลองพบวาผลของอัตรา
การใหอากาศเทากับ 1.5, 2.0 และ 2.5 vvm จะใหการเจริญท่ีสูงท่ีสุดเทากับ 4.85, 5.91 และ 5.78 
กรัมตอลิตร และประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตท่ีสูงท่ีสุดเทากับ 39.42, 44.42 และ 41.38 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ จากการทดลองพบวาเม่ือใหอากาศเทากับ 2.0 vvm จะใหการเจริญและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตท่ีสูงท่ีสุด โดยอัตราการใหอากาศท่ีเหมาะสมจะสงผลตออัตรา        
การละลายของออกซิเจนในสภาวะการเลี้ยง  
 

 
 

ภาพที่  1  ผลของความเขมขนของ (NH4)2SO4 (แหลงไนโตรเจน) ตอการเจริญและประสิทธิภาพ
การละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต VP2 ท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา 
(180 rpm) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
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ภาพที่  2  ผลของความเขมขนของยีสตสกัดตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจาก 
เชื้อ VP2 ท่ีเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา                  
72 ชั่วโมง 

 
 

ภาพที่  3   ผลของพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการเจริญ พีเอชของนํ้าเลี้ยงเชื้อและ
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต VP2 ท่ีเลีย้งท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C)  
บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
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ภาพที่  4  ผลการใหอากาศตอการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตจากไอโซเลต VP2  
             ท่ีเลีย้งท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 °C) บนเคร่ืองเขยา (180 rpm) เปนเวลา 72 ชั่วโมง 
 
4.  การอภิปรายและสรุปการผลวิจัย 

แบคทีเรียยอยท่ีมีประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตไดสูงท่ีสุดคือไอโซเลต R3, RP5, PP2 
และ VP2 ซ่ึงถูกคัดเลือกไดจากตัวอยางดินนาขาว ดินสวนยางพารา ดินสวนปาลมนํ้ามัน และดิน
แปลงผัก ตามลําดับ โดย ไอโซเลตVP2 เปนไอโซเลตท่ีแยกไดจากแปลงผักท่ีมีประสิทธิภาพการ
ละลายฟอสเฟตท่ีดีท่ีสุดจากท้ัง 4 ไอโซเลต จากผลการทดลองแปลงผักมีจํานวนจุลินทรียท่ีมี
ประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตไดมากท่ีสุดและเปนบริเวณท่ีพบแบคทีเรียทีใหกิจกรรม           
การละลายฟอสเฟตท่ีสูง (ขนาดวงใส 15 มิลลิเมตร) คือ ไอโซเลต VP2 ท้ังน้ีเปนไปไดวาพ้ืนท่ีปลูกผัก
จะมีการใหปุยและปริมาณนํ้าท่ีบอยมากกวาพ้ืนท่ีเกษตรอ่ืนๆ ซ่ึงสงผลใหมีปจจัยกระตุนการเจริญ
ของจุลินทรียไดดีกวา ถึงแมวาจะมีพ้ืนท่ีนาขาวแตเน่ืองดวยในขณะท่ีเก็บตัวอยางมาทําวิจัยเปนชวง
ระยะเวลาหลังการเก็บเก่ียวของนาขาว ไมมีนํ้าขัง ดินมีความแหง สงผลตอปริมาณของเชื้อจุลินทรีย 
โดยปริมาณของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในดินจะขึ้นอยูกับชนิดของดินและพ้ืนท่ีของเกษตรกรรมแต
ละประเภทท่ีแตกตางกัน (ยงยุทธ, 2551) สําหรับพ้ืนท่ีสวนยางพาราและสวนปาลมนํ้ามันน้ันเปน
พ้ืนท่ีไมคอยไดมีการปรับสภาพหรือบํารุงรักษาดิน เชน การรดนํ้า การพรวนดิน จึงเปนปจจัยอยาง
หน่ึงท่ีสงผลตอปริมาณประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการละลายฟอสเฟต เม่ือศึกษาปจจัย            
ท่ีสงเสริมการเจริญและประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตพบวาแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน 
ความเขมขนของแหลงคารบอน ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน ความเขมขนของยีสตสกัดเปน
ปจจัยสําคัญสงเสริมในการเจริญและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต องคประกอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อ PVK-medium ท่ีมีการปรับปรุงองคประกอบใหเหมาะสมพบวากลูโคสความเขมขน 7.5 กรัมตอ
ลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 6 กรัมตอลิตร และยีสตสกัด 2.5 กรัมตอลิตร เม่ือใสเขาไปรวมกับ
องคประกอบอ่ืนๆในอาหาร PVK-medium เดิมซ่ึงประกอบดวย Magnesium Sulphate 
(MgSO4.7H2O) 0.1 กรัมตอลิตร Calcium Phosphate (Ca3(PO4)2) 5 กรัมตอลิตร NaCl 0.2 กรัม
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ตอลิตร KCl 0.2 กรัมตอลิตร MnSO4.2H2O 0.002 กรัมตอลิตร FeSO4.7H2O 0.002 กรัมตอลิตร 
และปรับพีเอชเร่ิมตน 6.5 และ 7 และควบคุมอัตราการใหอากาศ 2.0 vvm สามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตไดสูงขึ้น ความเขมขนของแหลงคารบอน (กลูโคส) และแหลง
ไนโตรเจน (แอมโมเนียมซัลเฟต [NH4)2SO4] มีผลตออัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C/N ratio) 
ความเขมขนของกลูโคสท่ีสูงเกินไปมีผลตอแรงดันภายในเซลลซ่ึงมีผลยับยั้งกระบวนการสังเคราะห
สารเมทาบอไลทภายในเซลล ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตของจุลินทรียขึ้นกับสภาวะท่ี
เหมาะสมของจุลินทรียแตละสายพันธุโดยแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนจัดเปนปจจัยสําคัญ
ปจจัยหน่ึง เน่ืองจากสภาวะท่ีเหมาะสมจะมีชวยในการเจริญและเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย 
(Cunningham and Kuiack, 1992; Whitelaw, 2000; Mehata and Nautiyal, 2001; Pradhan 
and Sukla, 2005) โดยในการศึกษาคร้ังน้ีกลูโคสและแอมโมเนียมซัลเฟตจัดเปนแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดสําหรับแบคทีเรียไอโซเลต VP2 ในขณะท่ี Aspergillus awamori มีแหลง
คารบอนท่ีดีท่ีสุด คือซูโครส 30   กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร (Jena and 
Rath, 2014) มากไปกวาน้ันระยะเวลาของการเลี้ยงจะมีผลตอประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตได
เชนเดียวกัน โดยเอนไซมท่ีจุลินทรียผลิตออกมานอกเซลลเพ่ือละลายฟอสเฟต เชน เอนไซม
phosphatase เม่ือเลี้ยงเชื้อตั้งแตวันท่ี 1 ถึงวันท่ี 5 กิจกรรมการละลายฟอสเฟตจะเพ่ิมขึ้นเร่ือยๆ 
แตเม่ือเลี้ยงเชื้อไปถึงวันท่ี 6 และหลังจากน้ันประสิทธิภาพของเอนไซมจะลดลง (Qureshi, et al., 
2010, Lakeswari 2012). เปนซ่ึงนาจะเปนผลมาจากประสิทธิภาพของเมทาบอลิซึมในการละลาย
สารอาหารหรือเกิดกระบวนการออโตไลซิสของเซลล (Lata, et al.,, 2013) จากการศึกษาคร้ังน้ี
พบวาแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เปนแหลงไนโตรเจนท่ีดี ท่ีสุด โดยเม่ือมีความเขมขน              
ท่ีเหมาะสมจะใหกิจกรรมการละลายฟอสเฟตดีท่ีสุด ท้ังน้ีเน่ืองจากเกิดกระบวนการแลกเปลี่ยน
โปรตอนไดดีและมีโปรตอนมากเพียงพอเม่ือมีความเขมขนเหมาะสม โดยในจะมี NH4+ ซ่ึงจะทําให 
H+เกิดขึ้น ทําใหเกิดสภาวะเปนกรดของอาหารเลี้ยงเชื้อมากขึ้นซ่ึงมีสวนชวยใหเกิดการละลายของ
ฟอสเฟตไดสูงขึ้น (Sridevi et al., 2007). พีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับเชื้อไอโซเลต VP2 คือ พีเอช 6.5 
และ 7 ซ่ึงใหประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตท่ีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สอดคลองกับผล
การศึกษาของ Tarkur และคณะ (2014) ท่ีศึกษาผลของพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอ
ประสิทธิภาพการละลายฟอตเฟตของจุลินทรียละลายฟอสเฟตของเชื้อ pseudomonas sp.                 
ซ่ึงทดสอบในอาหาร NBRI-P media ท่ีมีการปรับพีเอช 5 ถึงพีเอช 9 พบวาพีเอชท่ีใหกิจกรรมการ
ละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดคือ พีเอช 7.0  โดยมีประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตเทากับ 788 mg/L) 
หลังการเลี้ยง 48 ชั่วโมง เชนเดียวกันกับผลการศึกษาเชื้อ Aspergillus awamori พบวาท่ีพีเอช
เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6 ใหคาการละลายฟอสเฟตสูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบพีเอชเร่ิมตน
ตั้งแต 4 ถึง 10 (Jena and Rath, 2014) ในขณะท่ี Oyeleke & Oduwole (2009) และ Daniel 
และคณะ (2010) ท่ีไดรายงานวา เอนไซมท่ีเก่ียวของกับกลไกการละลายฟอสเฟตจะทํางานไดดีท่ี        
พีเอชชวง 6-8  เชน เอนไซม phytase  จากเชื้อ Aspergillus sp. 5990 (Kim, et al., 1999) และ 
Aspergillus niger St-6 (Tahir, et al., 2010) เม่ือพีเอชของสภาวะการเลี้ยงลดลงจะสงผลตอการ
ผลิตกรดซ่ึงจะมีบทบาทตอการละลายฟอสเฟตท้ังในกลุมอินทรียฟอสเฟตอละอนินทรีย 
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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) 

อัตราการใหอากาศมีผลตออัตราการละลายของออกซิเจนในสภาวะการเลี้ยง โดย
ออกซิเจนปริมาณนอยท่ีสุดในสภาวะการเลี้ยงตองเทากับปริมาณของออกซิเจนท่ีเชื้อตองการในไปใช
ในการบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล (Gerhardt and Drew, 1994) ซ่ึงปจจัยอยางหน่ึงท่ีมีผลตอ
อัตราการละลายของอากาศคือความหนืด เน่ืองจากเม่ือในสภาวะการเลี้ยงเชื้อท่ีมีการสาร                 
เมทาบอไลทออกมานอกเซลลจะมีผลตอความหนืดของนํ้าหมักเพ่ิมสูงขึ้น ซ่ึงความหนืดจะมีผลตอ
การแพรของอากาศซ่ึงถาปริมาณอากาศในระบบลดลงซ่ึงจะสงผลใหการเจริญและประสิทธิภาพ           
การละลายฟอสเฟตท่ีลดลงได  

ดังน้ันจากการทดลองจะเห็นไดวาเชื้อท่ีคัดแยกไดมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟต        
ในดินในท่ีอยูในรูปท่ีพืชไมสามารถใชไดใหอยูในรูปท่ีพืชสามารถดูดซึมไปใชประโยชนได ดังน้ัน           
การจําแนกสายพันธุดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุลของเชื้อจึงเปนงานวิจัยท่ีควรดําเนินการตอเพ่ือท่ีได
ทราบสายพันธุของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในดิน เพ่ือเปนขอมูลในการสงเสริมใหเกษตรกรใชตอไป
ในอนาคต 
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