
บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

 

การคัดแยกแบคทีเรีย PSB ที่มีความสามารถในการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟต 

จากการคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากตัวอยางดินสวนผลไมจำนวน 10 ตัวอยาง 

สามารถคัดแยกแบคทีเรีย PSB ที่ใหวงใสบนอาหารแข็ง PVK ไดทั้งหมด 13 ไอโซเลท ทุกไอโซเลทจัด

อยูในกลุมแบคทีเรียแกรมลบ นำแบคทีเรียที่คัดแยกไดมาทดสอบความสามารถในการละลาย 

ไตรแคลเซียมฟอสเฟตโดยพิจารณาจากคาดัชนีการละลาย (SI) จาก 13 ไอโซเลท พบวามี 7 ไอโซเลท 

ทีส่ามารถละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตได โดยมีคา SI อยูในชวง 1.65 ถึง 2.93  โดยไอโซเลท I3-3 มี

คาดัชนีการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตสูงที่สุดเทากับ 2.93 ± 0.10 รองลงมาคือ ไอโซเลท O1.2-1  

(2.65 ± 0.18) (ภาพที่ 4.1 และ 4.2) ดังนั้นจึงเลือกแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลทนี้สำหรับการศึกษาใน

ขัน้ตอไป 

 

ภาพที่ 4.1 ดัชนีการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตของแบคทีเรีย PSB 

 



34 
 

 

ภาพท่ี 4.2 ตัวอยางแบคทีเรีย PSB ไอโซเลทที่แสดงกิจกรรมการละลายฟอสเฟต โดยเกิดวงใสรอบ    

              ดิสกมาตรฐาน 

ผลการจำแนกจีนัสของแบคทีเรียที่มีความสามารถละลายฟอสเฟต 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลท I3-3 และ O1.2-1  ที่มีคาดัชนีการละลายฟอสเฟต

ไดดีที่สุดบนอาหารแข็ง PVK นำมาจัดจำแนกจีนัสโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี

และเซลล พบไอโซเลท I3-3 มีลักษณะโคโลนีสีขาว ขอบเรียบ กลมนูน (ภาพที่ 4.3ก) จัดอยูใน

แบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอน การเรียงตัวของเซลลตอกันเปนสายสั้น (ภาพที่ 4.4ก) ไอโซเลท 

O1.2-1 มีลักษณะโคโลนีสีขาวเหลือง ขอบเรียบ กลมนูน (ภาพท่ี 4.3ข) เปนแบคทีเรียแกรมลบ 

รูปรางกลม เรียงตัวตอกันเปนสายสั้น (ภาพที่ 4.4ข) สวนผลการทดสอบทางชีวเคมเีพ่ือการจัดจำแนก

จีนัสของท้ัง 2 ไอโซเลท แสดงดังตารางที่ 4.1 จากขอมูลทั้งหมดจึงสามารถจัดจำแนกจีนัสของแบคทีเรีย

ไดเปน  Alcaligense sp. I3-3 และ Xantrobacter sp. O1.2-1 ตามลำดับ 

 

ตารางที่ 4.1 ผลทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือจัดจำแนกจีนัสของแบคทเีรียไอโซเลท I3-3 และ O1.2-1   

        ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล           

และปฏิกิริยาชีวเคมี 
I3-3 O1.2-1 

Gram stain Negative Negative 

Cell rod rod 

Nutrient broth + - 

Oxidase test + + 

Catalase test + + 

Indole Production test - - 
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  ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล           

และปฏิกิริยาชีวเคมี 

I3-3 O1.2-1 

Motility test + + 

Nitrate and Nitrite test - + 

Lysine decarboxylase - - 

Citrate Utilization + - 

Urease test - - 

MacConkey agar pink white 

TSI A/A- N/N 

Oxidation-Fermentation fermentative oxidative 

Gelatin hydrolysis - - 

Acid from glucose + - 

Carbon sources for growth:* 

D – Glucose 

L – Arabinose 

D - Mannitol 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

ผลการจัดจำแนก Alcaligenes  Xantrobacter  

หมายเหตุ :     + คือ เชื้อมีเอนไซมทีท่ดสอบ หรือเจริญไดในแหลงสารตั้งตน 

    - คือ เชื้อไมมีเอนไซมท่ีทดสอบ หรือเจริญไดในแหลงสารตั้งตน 

 A/A               คือ แบคทีเรียหมักยอยน้ำตาลไดมากกวา 1 ชนิด เกิดสี

เหลืองทั้งหมด 

 N/N คือ แบคทีเรียไมสามารถใชน้ำตาลใด ๆ เลย 

 Fermentative คือ แบคทีเรียมีการยอยคารโบไฮเดรตแบบ Fermentative 

 Oxidative คือ แบคทีเรียมีการยอยคารโบไฮเดรตแบบ Oxidative 

 [*] คือ ผลการทดสอบ API 20 E 
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ก.          ข. 

ภาพที่ 4.3  ลักษณะโคโลนีของไอโซเลท I3-3 (ก.) และ O1.2-1 (ข.) บนอาหารแข็ง PVK 

  

ก. ข. 

ภาพท่ี 4.4 ลักษณะรูปรางและการเรียงตัวของเซลลของไอโซเลท I3-3 (ก.) และ O1.2-1 (ข.) ภายใต 

              กลองจุลทรรศนกำลังขยาย 1,000 เทา 

       

ปริมาณการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตของ Alcaligenes sp. I3-3 และ Xantrobacter sp. O1.2-1 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟตของ Alcaligenes sp. I3-3 

 และ Xantrobacter sp. O1.2-1 โดยเพาะเลี้ยงในอาหารท่ีเติมไตรแคลเซียมฟอสเฟต 0.5 กรัม/

ลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ ดวยวิธีมาตรฐานโมลิบดีนัมบลู ผลการทดลองพบวา ใน 

ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีปริมาณฟอสฟอรัสอยูในชวง 1.45 ± 0.10 ถึง 2.07 ± 0.15 มิลลิกรัม/ลิตร 

สวนในชุดทดลองที่เติมเชื้อวันที่ 0 มีปริมาณฟอสฟอรัสละลายอยูในอาหารเหลวมีคาเทากับ 1.43 ± 

0.09 ถึง 1.44 ± 0.18 มิลลิกรมั/ลิตร (ภาพที่ 4.5)  และมีคาพีเอชอยูในชวง 6.51 ± 0.00 ถึง 6.55 ± 
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0.00 (ภาพที่ 4.6) สำหรับชุดทดลองที่เติม Alcaligenes sp. I3-3 พบวาปริมาณฟอสฟอรัสลดลงจาก 

1.49 ± 0.18 มิลลิกรัม/ลิตร ในวันที่ 0 เปน 0.00 ± 0.00 มิลลิกรัม/ลิตร ในวันท่ี 1 และมีคาคงที่

ตลอดการทดลอง 7 วัน (ภาพที่ 4.5) สอดคลองกับคาพีเอช ซึ่งลดลงจาก 6.51 ± 0.00 ในวันท่ี 0 เปน 3.07 

± 0.00 ในวันที่ 1 และมีคาคงที่ตลอดการทดลอง  7  วัน  (ภาพที่  4.6)  สวนชุดทดลองที่เติม Xantrobacter 

sp. O1.2-1 พบวามีปริมาณฟอสฟอรัสลดลงจาก 1.43 ± 0.09 มิลลิกรัม/ลิตร ในวันที่ 0 เปน 0.02 ± 0.01 

มิลลิกรัม/ลิตร ในวันท่ี 1 หลังจากนั้นมีปริมาณฟอสฟอรัสเพ่ิมขึ้นตลอดการทดลองโดยในวันที่ 7 มี

ปริมาณ 2.80 ± 0.02 มิลลิกรัม/ลิตร (ภาพที่ 4.5) สวนคาพีเอชในอาหารมีคาลดลงจาก 6.55 ± 0.00 

ในวันที่ 0 เปน 3.06 ± 0.01 ในวันที่ 1 หลังจากนั้นมีคาพีเอชเพิ่มขึ้นสูงที่สุด วันที่ 3 วัดได 6.10 ± 

0.00 แลวคงที่ตลอดการทดลอง (ภาพที่ 4.6) ผลที่ไดจากการทดลองนี้พบวา Xantrobacter sp. 

O1.2-1 มีประสิทธิภาพการละลายไดดีกวาชดุควบคุม 0.72 ± 0.12 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

ภาพท่ี 4.5 ปริมาณการละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟต ของแบคทีเรีย PSB เทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติม

เชื้อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว PVK ท่ีเติมไตรแคลเซียมฟอสเฟต 0.5 กรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วัน 

ขอมูลที่แสดงเปน Mean ± SD 
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ภาพที่ 4.6 การเปลี่ยนแปลงคาพีเอชในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย PSB เทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ  

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว PVK ท่ีเติมไตรแคลเซียมฟอสเฟต 0.5 กรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วัน 

ขอมูลที่แสดงเปน Mean ± SD 

 

ปริมาณการละลายเฟอรริกฟอสเฟตของ Alcaligenes sp. I3-3 และ Xantrobacter sp.  

O1.2-1      

ในการทดลองนี้มีการเปลี่ยนจากการเติมฟอสเฟตในรูปแคลเซียมฟอสเฟต 0.5 กรัม/ลิตร 

เปนเฟอรริกฟอสเฟต 5 กรัม/ลิตร เพ่ือเปนการเลียนแบบการตกตะกอนของฟอสเฟตในธรรมชาติที่

อาจพบการตกตะกอนของฟอสเฟตในรูปแบบอื่น ๆ นอกเหนือจากแคลเซียมฟอสเฟต ผลการทดลอง

พบวา ชุดควบคมุที่ไมเติมเชื้อมปีรมิาณฟอสฟอรสัอยูในชวง 2.24 ± 0.06 ถึง 2.26 ± 0.15 มิลลิกรัม/

ลิตร ตลอดการทดลอง (ภาพที่ 4.7) เชนเดียวกับคาพีเอชในอาหารมีคาคงท่ี ในชวง 5.69 ± 0.01  ถึง 

5.77 ± 0.02 ตลอดการทดลอง 7 วัน (ภาพที่ 4.8) ชุดการทดลองที่เติม Alcaligenes sp. I3-3 พบวา

ปริมาณฟอสฟอรัสลดลงจาก 2.34 ± 0.22 มิลลิกรัม/ลิตร ในวันที่ 0 เปน 0.26 ± 0.12 มิลลิกรัม/

ลิตร ในวันที่ 1 และมีปริมาณที่ไมสามารถตรวจวัดไดตลอดการทดลอง 7 วัน (ภาพที่ 4.7) สอดคลอง

กับคาพีเอชซึ่งลดลงจาก 5.74 ± 0.05 ในวันที่ 0 เปน 3.10 ± 0.05 ในวันท่ี 1 และมีคาคงที่ตลอดการ

ทดลอง 7 วัน (ภาพที่ 4.8) ชุดทดลองที่เติม Xantrobacter sp. O1.2-1 พบวาปริมาณฟอสฟอรัส

ลดลงจาก 2.48 ± 0.08 มิลลิกรัม/ลิตร ในวันที่ 0 เปน 0.62 ± 0.05 มิลลิกรัม/ลิตร ในวันที่ 1 

จากนั้นมีปริมาณฟอสฟอรัสเพ่ิมข้ึนตลอดการทดลองโดยวันที่ 7 มีปริมาณสูงสุด 2.58 ± 0.01 
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มิลลิกรัม/ลิตร (ภาพที่ 4.7) ผลจากการทดลองนี้พบวา Alcaligenes sp. I3-3 มีประสิทธิภาพการ

ละลายเฟอรริกฟอสเฟตต่ำกวาชุดควบคุมท่ีไมเติมเชื้อ  ในขณะที่  Xantrobacter sp. O1.2-1 มี

ประสิทธภิาพการละลายเฟอรริกฟอสเฟตไดสูงกวาชุดควบคมุ 0.45 ± 0.21 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

 

ภาพท่ี 4.7 ปริมาณการละลายเฟอรริกฟอสเฟต ของแบคทีเรีย PSB เทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว PVK ที่เติมเฟอรริกฟอสเฟต 5 กรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วัน ขอมูลท่ี

แสดงเปน Mean ± SD 
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ภาพที่ 4.8 การเปลี่ยนแปลงคาพีเอชในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย PSB เทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว PVK ที่เติมเฟอรริกฟอสเฟต 5 กรัม/ลิตร เปนเวลา 7 วัน ขอมูลท่ี

แสดงเปน Mean ± SD 

      

การพัฒนาหัวเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟตพรอมใช 

จากการนำแบคทีเรียละลายฟอสเฟตสายพันธุที่มีประสิทธิภาพสูง (Xantrobacter sp. O1.2-

1) มาพัฒนาใหอยูในรูปหัวเชื้อแบคทีเรียละลายฟอสเฟตสูตรน้ำพรอมใช โดยเตรียมหัวเชื้อพรอมใชใน

รูปของเซลลที่มีชีวิตจำนวนมาก (~ 108 cfu/ml) เก็บรักษาหัวเชื้อในสูตรน้ำ (Liquid formulation) 

ที่แตกตางกัน 5 สูตร บมที่อุณหภูมิหองในสภาวะมืด อุณหภูมิหอง เพื่อจำลองสภาพการเก็บรักษา 

หัวเชื้อจุลินทรีย เปนเวลา 3 เดือน วิเคราะหประสิทธิภาพของสูตรอาหารโดยการนับปริมาณเซลลที่มี

ชีวิตทกุเดือน เปนเวลา 3 เดือน และทดสอบประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตบนอาหาร PVK ของหัว

เชื้อที่เก็บครบ 3 เดือน จากผลการทดลองในตารางที่ 4.2 พบวาเซลลที่มีชีวิตของ Xantrobacter sp. 

O1.2-1 ที่เก็บรักษาในหัวเชื้อสูตรน้ำชนิดตาง ๆ มีปริมาณเซลลในชวง 107-108 cfu/ml ตลอด

ระยะเวลาการเก็บรักษานาน 3 เดือน ที่อุณหภูมิหอง เมื่อเริ่มตนการทดลอง (เดือนที่ 0) มีปริมาณ

เซลลเริ่มตนเทากัน  (108 cfu/ml) ในทั้ง 5 สูตร liquid formulations หลังจากนั้นปริมาณเซลล

ในทั้ง 5 สูตร มีปริมาณเซลลลดลง 1 log cycle (107 cfu/ml) ในเดือนที่ 1 และคอนขางคงที่จนถึง

สิ้นสุดการทดลองในเดือนที่ 3   
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ตารางที่ 4.2 ปริมาณเซลลที่มีชีวิตของ Xantrobacter sp. O1.2-1  (cfu/ml) ที่เก็บรักษาในหัวเชื้อสูตร

น้ำชนิดตาง ๆ ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษานาน 3 เดือน ที่อุณหภูมิหอง 

Formulation no. 0 month 1st month 2nd month 3rd month 

 PB 3.2 x 108 1.5 x 107 1.3 x 107 1.9 x 107 

 DNB+G 5.0 x 108 8.5 x 107 7.5 x 107 3.7 x 107 

 PVK+P 5.5 x 108 3.3 x 107 7.9 x 107 8.5 x 107 

BM 9.3 x 108 2.9 x 107 2.1 x 107 2.8 x 107 

 PBM 2.6 x 108 2.1 x 107 1.4 x 107 1.2 x 107 

 

ในดานประสิทธิภาพของ liquid formulation ในการรักษาประสิทธิภาพการละลาย

ฟอสเฟตของ Xantrobacter sp. O1.2-1 โดยการประเมินคา SI ของหัวเชื้อที่เก็บรักษานาน 3 เดือน ที่

อุณหภูมิหอง พบวาหัวเชื้อ O1.2-1 ละลายฟอสเฟตสูตรน้ำทั้ง 5 สูตร ยังคงประสิทธิภาพในการ

ละลายฟอสเฟต โดยมีคา SI ในชวง 2.26-2.98 โดยหัวเชื้อสูตร BM มีประสิทธิภาพการละลาย

ฟอสเฟตไดสูงสุด (2.98 ± 0.26) ตามดวยหัวเชื้อสูตร PVK+P (2.82 ± 0.09) ในขณะที่หัวเชื้อสูตร 

PBM มีประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตไดต่ำสุด (2.26 ± 0.32) โดยมีคาต่ำกวาชุดควบคุม โดยสรุป

สูตรอาหาร 4 สูตร ไดแก PB, DNB+G, PVK+P และ BM มีผลเพ่ิมประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต

ของ Xantrobacter sp. O1.2-1 โดยมีคา SI ในชวง 2.54-2.98 สอดคลองกับการมีปริมาณเซลลที่มี

ชีวิตในชวง 1.9-8.5 x 107 cfu/ml  

 

ตารางที่ 4.3 คาประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟต (SI) ของ Xantrobacter sp. O1.2-1  ที่เก็บรักษา 

ในหัวเชื้อสูตรน้ำชนิดตางๆ ภายหลังการเก็บ 3 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง 

Formulation no. SI level 

 PB 2.54 ± 0.06 

 DNB+G 2.65 ± 0.04 

 PVK+P 2.82 ± 0.09 

BM 2.98 ± 0.26 

 PBM 2.26 ± 0.32 

Control (fresh culture) 2.41 ± 0.12 



 


