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5. บทคัดย่อ 

เพ่ือให้ได้จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตที่จะน ามาใช้ประโยชน์ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟต ท าการคัด
แยกจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตจากตัวอย่างดินและรากพืช จ านวน 150 ตัวอย่าง ได้จุลินทรีย์ที่สามารถละลาย
ตะกอน CaHPO4 จ านวน 228  ไอโซเลท คัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพละลาย CaHPO4 ที่ระดับ 5 (วงใส
มากกว่า 9 มิลลิเมตร) ได้ 8 ไอโซเลท จ าแนกเบื้องต้น  เป็นแบคทีเรียในจีนัส  Bacillus  และ Pseudomonas   
ราในจีนัส Penicillium และ Aspergillus  จากนั้นท าการเก็บรักษาเชื้อบนอาหารที่เหมาะสมเพ่ือท าการทดลอง
ต่อไป  
 
6. ค าน า 

ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารหลักท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการเจริญเติบโตของพืช เนื่องจากธาตุอาหารนี้จ าเป็น
ต่อการสังเคราะห์กรดนิวคลิอิคและฟอสโฟไลปิดส์ของเซลล์สิ่งมีชีวิต ฟอสฟอรัสปรากฏในธรรมชาติในรูปอินทรีย์
และอนินทรีย์ฟอสฟอรัส ความเข้มข้นของฟอสฟอรัสในดินอยู่ในช่วง 0.02-0.5 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าเฉลี่ยประมาณ 
0.05 เปอร์เซ็นต์ (Barber, 1984) และส่วนใหญ่อยู่ในรูปออร์โทฟอสเฟต แต่บางครั้งอยู่ในรูปฟอสฟีน และฟอส
โฟเนท  ในด้านธาตุอาหารพืชฟอสฟอรัสในดิน โดยทั่วไปสามารถจ าแนกได้เป็น (ก) ฟอสฟอรัสในสารละลายดิน 
(ข) อนินทรีย์ฟอสฟอรัส และ (ค) อินทรีย์ฟอสฟอรัส ฟอสฟอรัสในสารละลายดินที่จัดว่าเป็นประโยชน์ต่อพืชมี
ปริมาณน้อยมาก เนื่องจากฟอสฟอรัสเป็นธาตุที่ท าปฏิกิริยากับสารประกอบต่างๆในดินได้ดี ดังนั้นดินที่ไม่มีการใส่
ปุ๋ยจึงมีฟอสฟอรัสในสารละลายดินประมาณ 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือพบน้อยมากที่จะเกิน 0.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ลิตร (Ozanne, 1980) ส่วนอนินทรีย์ฟอสฟอรัสในสารละลายดินอยู่ในรูปของออร์โทฟอสเฟต (H2PO4

-1และ



HPO4
-2) ขึ้นอยู่กับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ส าหรับอินทรีย์ฟอสฟอรัสในดินทั่วไปนั้นพบว่ามีค่าอยู่ระหว่าง     

30-50 เปอร์เซ็นต์ ของฟอสฟอรัสทั้งหมดในดิน (Paul and Clark, 1989) โดยอาจจะมีถึง 50 เปอร์เซนต์ในดินที่มี
อินทรียวัตถุสูง (Barber, 1984) และประพิศ (2534) รายงานว่าดินไร่ของประเทศไทยมีอินทรีย์ฟอสฟอรัสอยู่ถึง 
35 เปอร์เซ็นต์ของฟอสฟอรัสทั้งหมดในดิน ซึ่งฟอสฟอรัสรูปนี้จะเป็นประโยชน์ต่อพืชเมื่อถูกปลดปล่อยออกมาโดย
จุลินทรีย์ในดิน ดินส่วนใหญ่มีอนินทรีย์ฟอสฟอรัสอยู่ในรูปที่ไม่ละลายจึงเป็นฟอสฟอรัสที่ไม่เป็นประโยชน์ต่อพืช 
ในขณะที่ดินส่วนใหญ่มีแหล่งส ารองของธาตุฟอสฟอรัส แต่ฟอสฟอรัสในแหล่งส ารองนี้คงอยู่ในสภาพที่เป็น
ประโยชน์น้อยเพราะถูกดินดูดตรึงเอาไว้ และด้วยเหตุที่ฟอสฟอรัสมีปฏิกิริยาทางเคมีมาเกี่ยวข้องหลายประการ จึง
มีฟอสฟอรัสน้อยกว่า 10 เปอร์เซนต์ที่เข้าสู่วัฏจักร พ ืช สัตว์ ด ังนั้นการขาดฟอสฟอรัสจึงเป็นปัญหาที่พบอย่าง
กว้างขวาง  การใส่ปุ๋ยฟอสเฟตจึงจ าเป็นเพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงปัจจุบัน ปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟตของกรมวิชาการ
เกษตรผลิตจากจุลินทรีย์ประเภทเชื้อราในจีนัส Penicillium sp. เมื่อเกษตรกรน าไปใช้ได้ผลเป็นพึงพอใจในระดับ
หนึ่ง ผลิตภัณฑ์ยังมีความจ าเพาะเจาะจงกับพืชบางชนิดและยังไม่สามารถใช้ได้อย่างแพร่หลาย ดังนั้นจึงมีแนวคิดที่
มุ่งเน้นให้ได้ปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟตชนิดใหม่เพ่ิมขึ้นมา โดยพัฒนาให้ได้ปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟตในรูปแบบ
เชื้อผสม เพ่ือจะได้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้กว้างขวางยิ่งขึ้น จึงท าการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพ
เชื้อจุลินทรีย์ที่เก็บรวบรวมไว้จากโครงการอนุรักษ์จุลินทรีย์ดินที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรและที่คัดแยกได้ใหม่
จากแหล่งของเชื้อชนิดต่างๆ เพ่ือใช้ในการทดลองผลิตให้อยู่ในรูปแบบปุ๋ยชีวภาพต่อไป  

การใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์หลาย ๆ ชนิด ในการเกษตรโดยเฉพาะอย่างยิ่งการน ามาใช้ประโยชน์ด้าน
ปุ๋ยก าลังเป็นที่สนใจของเกษตรกร เพราะประชากรจุลินทรีย์เป็นส่วนประกอบหลักของระบบ ดิน-พืช การที่
ประชากรจุลินทรีย์มีส่วนเกี่ยวข้องกับปฏิสัมพันธ์นี้จะมีผลต่อการพัฒนาของพืช ยกตัวอย่างเช่น  ผลการวิจัยพบว่า
จุลินทรีย์ดินหลายชนิดสามารถละลายไอออนฟอสเฟตจากสารประกอบอนินทรีย์ฟอสฟอรัส ท าให้ฟอสฟอรัสเป็น
ประโยชน์เพ่ิมขึ้นซึ่งส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืช  อย่างไรก็ตามการใช้กระบวนการที่  จุลินทรีย์เป็นตัวการ
ส าคัญนี้ไปสนับสนุนด้านธาตุอาหารของพืชยังต้องศึกษาเพ่ิมเติม เพราะฟอสเฟตไอออนรูปที่ละลายออกมานี้จะถูก
ดินตรึงไว้อีกครั้งก่อนที่จะถึงผิวรากพืช อย่างไรก็ตามในกรณีของ การใช้หินฟอสเฟตซึ่งเป็นแหล่งฟอสฟอรัสต้นทุน
ต่ า พบว่ามีปัญหาของการใช้คือประสิทธิภาพในการใช้ต่ า  ใช้ไม่ได้ผลในดินที่มีค่า pH สูงกกว่า 5.5-6 แม้ว่ามี
สภาพแวดล้อมอ่ืนๆเหมาะสม ท าให้ผลผลิตที่ได้ต่ ากว่าพืชได้รับจากปุ๋ยเคมีฟอสเฟตที่ละลายได้อ่ืนๆ (Khasawneh 
and Doll, 1979) การใช้หินฟอสเฟตเป็นปุ๋ยโดยตรงจึงไม่แพร่หลาย ได้มีความพยายามหาวิธีการหลายวิธีที่ท าให้
ฟอสฟอรัสในหินฟอสเฟตเป็นประโยชน์เพ่ิมขึ้นเช่นวิธีการทางเคมี  (วิศิษฐ์ และมนูเวทย์, 2520) วิธีทางกายภาพ
โดยน าอาหินฟอสเฟตไปเผาไฟหรือบดให้ละเอียด (ลัดดาวัลย์ และคณะ, 2529) นอกจากนี้พบว่ามี จุลินทรีย์หลาย
ชนิดสามารถละลายหินฟอสเฟตออกมาเป็นประโยชน์ ได้  (Sperber, 1958; Louw and Weble, 1959; 
Gerretsen, 1984) ดังนั้นการท าให้ความเป็นประโยชน์ของฟอสฟอรัสเพ่ิมขึ้นจากหินฟอสเฟตจากกระบวนการ
ของจุลินทรีย์ จึงเป็นแนวทางที่น่าจะน าไปถึงจุดมุ่งหมายในการท าการเกษตรอย่างยั่งยืนได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการ
ท าเกษตรอินทรีย์ โดยมีรายงานว่าจุลินทรีย์สามารถปลดปล่อยกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆออกมา ท าให้หินฟอสเฟตเป็น
ประโยชน์เพิ่มขึ้น เนื่องจากกรดอินทรีย์โมเลกุลต่ าสามารถเพ่ิมความเข้มข้นของฟอสฟอรัสในสารละลายโดยกลไกที่
เกี่ยวข้องกับ chelation และปฏิกิริยาแลกเปลี่ยน (Fox and Comerford, 1990; Gerkel, 1992) จึงมีการน าเชื้อ



ราเส้นใยมาใช้ประโยชน์ในการผลิตกรดอินทรีย์อย่างแพร่หลาย (Matte, 1992; Vassilev and Vassileva, 1992) 
เฉพาะอย่างยิ่งเชื้อรา Aspergillus niger และ Penicillium sp. บางสายพันธุ์  โดยมีการศึกษาในระบบหมัก
ร่วมกันกับหินฟอสเฟต หรือโดยการเพาะเชื้อโดยตรงเพ่ือให้ไปละลายหินฟอสเฟต (Kucey, 1987; Asea           
et al,1988; Cerezine et al,1988; Cunningham and Kuiak, 1992) 
  
7.วิธีด าเนินการ 

เก็บตัวอย่างดินและรากพืช จากแหล่งที่คาดว่าจะมีจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต วิธีปฏิบัติการทดลอง แบ่ง
การด าเนินงานออกเป็น 2 ขั้นตอนด้วยกันคือ  
 1)  ทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ที่แยกเลี้ยงเชื้อได้มาจากตัวอย่างดินและพืช ทดสอบ

ประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตโดยเพาะจุลินทรีย์แบบจุด (Spot inoculation) บนอาหารเลี้ ยงเชื้อ 

Pikovskaya’s agar medium น าไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิตู้บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส  แล้ววัดวงใส (Clear zone) รอบ

โคโลนีเชื้อจุลินทรีย์ ตามวิธีของ Katznelson and Boss (1959) ร่วมกับการวัดปริมาณฟอสฟอรัสที่ละลายออกมา

จาก Ca3(PO4)2 โดยวิธี Tony’s blue method เก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์เป้าหมายเพื่อการทดลองต่อไป     

                 2) ทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรีย์สายพันธุ์ที่ได้จากขั้นตอนที่ 1 ในการส่งเสริมการงอก

ของเมล็ดและการพัฒนาราก โดยท าสารละลายเชื้อแล้วเพาะลงบนเมล็ด/ตาของพืช  ตรวจนับจ านวนเมล็ดที่งอก 

วัดความยาวของราก บันทึกระยะเวลาที่รากงอกภายหลังการเพาะเชื้อ 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

เก็บตัวอย่างดินและรากพืชจากแหล่งที่คาดว่าจะมีจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตอาศัยอยู่ ตรวจวิเคราะห์
ปริมาณจุลินทรีย์ในตัวอย่างดินและพืชโดยวิธีนับจุลินทรีย์ที่มีชีวิต (Viable plate count) จากตัวอย่างดินและราก
พืช จ านวน 150 ตัวอย่าง โดยใช้อาหาร Nutrient Agar (NA) และ Potato Dextrose Agar (PDA)  ได้จุลินทรีย์
ประมาณ 2,000 ไอโซเลท   

 

   
    รูปที่ 1 แบคทีเรียที่แยกจากดินและรากพืช    รูปที่ 2  ราที่แยกจากดินและรากพืช 

 



แยกเชื้อบริสุทธิ์เพ่ือท าการทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นในการละลายตะกอน CaHPO4 ได้จุลินทรีย์
จ านวน 228  ไอโซเลท คัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพละลาย CaHPO4 ที่ระดับ 5 (วงใสมากกว่า 9 มิลลิเมตร) 
ได้ 8 ไอโซเลท เมื่อน าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกไว้ไปวัดปริมาณฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาจาก Ca3(PO4)2 โดยวิธี 
Tony’s blue method โดยใช้หินฟอสเฟตเป็นแหล่งฟอสเฟต พบว่าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกไว้สามารถละลายหิน
ฟอสเฟตออกมาได้ 

 

 
     

รูปที่ 3 แบคทีเรียที่แยกเชื้อบริสุทธิ์จากดินและรากพืช 
 

 
รูปที่ 4 ราที่แยกเชื้อบริสุทธิ์จากดินและรากพืช 

 

   
รูปที่ 5 การละลายตะกอน CaHPO4 ได้วงใสรอบโคโลนี 

 
ตารางที่ 1 ปริมาณฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาจาก Ca3(PO4)2  

จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต ปริมาณฟอสฟอรัสที่ละลายออกมาจาก Ca3(PO4)2  (mg/kg) 
แหล่งที่ 1 แหล่งที่ 2 

Control 0.698 0.546 
RPS 101B 1.476 1.845 
RPS 102B 1.676 1.632 



RPS 103B 1.804 1.528 
RPS 104B 1.575 1.235 
RPS 105B 1.593 1.485 
RPS 106F 1.824 1.259 
RPS 107F 1.659 1.456 
RPS 108F 1.863 1.752 
 

จ าแนกเบื้องต้น  เป็นแบคทีเรียในจีนัส Bacillus  และ Pseudomonas  ราในจีนัส Penicillium และ 
Aspergillus ท าการต่อเชื้อและเก็บรักษาเพ่ือท าการทดลองต่อไป  

 

   
 

รูปที่ 6 ย้อมสีแกรมจุลินทรีย์เพ่ือจ าแนกเบื้องต้น 
ศึกษาประสิทธิภาพจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตกับพืช ต่อการงอกของเมล็ดพืช โดยใช้เมล็ดพืช  4 ชนิดคือ 

กะหล่ าปลี   ผักกาดขาว  คะน้า  กวางตุ้ง พบว่าจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต ไม่มีผลกระทบต่อการงอกของเมล็ดพืช

ทั้ง 4 ชนิด 

      

รูปที่  7 ผลของจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตต่อการงอกของเมล็ดพืช 

ตารางที ่2  เปอร์เซ็นต์ความงอกของเมล็ดพืชเมื่อเพาะร่วมกับเชื้อแบคทีเรีย  

 

เมล็ดพืช 

เปอร์เซ็นต์ความงอกของเมล็ดพืช 

RPS-101B RPS-102B RPS-1033B RPS-104B RPS-105B 



-เชื้อ +เชื้อ -เชื้อ +เชื้อ -เชื้อ +เชื้อ -เชื้อ +เชื้อ -เชื้อ +เชื้อ 

พริก 

ผักบุ้ง 

กะหล่ าปลี 

ผักกาดขาว 

คะน้า 

กวางตุ้ง 

70 

85 

90 

95 

90 

89 

75 

82 

83 

90 

90 

91 

69 

87 

94 

85 

93 

93 

72 

85 

92 

89 

90 

89 

79 

87 

92 

86 

88 

94 

84 

88 

92 

86 

88 

85 

76 

86 

94 

92 

85 

93 

74 

88 

90 

95 

95 

89 

71 

81 

92 

89 

86 

88 

79 

85 

92 

89 

95 

87 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 3  เปอร์เซ็นต์ความงอกของเมล็ดพืชเมื่อเพาะร่วมกับเชื้อรา 

 

เมล็ดพืช 

เปอร์เซ็นต์ความงอกของเมล็ดพืช 

RPS-106F RPS-107F RPS-108F 

-เชื้อ +เชื้อ -เชื้อ +เชื้อ -เชื้อ +เชื้อ 

พริก 

ผักบุ้ง 

กะหล่ าปลี 

70 

85 

95 

82 

84 

92 

79 

85 

90 

75 

86 

85 

77 

85 

94 

69 

87 

94 



ผักกาดขาว 

คะน้า 

กวางตุ้ง 

90 

89 

90 

86 

88 

95 

89 

90 

88 

89 

86 

79 

82 

87 

80 

85 

93 

93 

 
 

9.สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
คัดแยกจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตจากตัวอย่างดินและรากพืช จ านวน 150 ตัวอย่าง แยกจุลินทรีย์ได้

ประมาณ 2,000 ไอโซเลท  ได้จุลินทรีย์ที่สามารถละลายตะกอน  CaHPO4 จ านวน 228  ไอโซเลท ทดสอบ

ประสิทธิภาพของเชื้อที่คัดแยกได้ โดยการละลายตะกอนแคลเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (CaHPO4 ) โดยแบ่งเป็น 5 

ระดับการละลาย คัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพละลาย CaHPO4 ที่ระดับ 5 (วงใสมากกว่า 9 มิลลิเมตร)      

ได้ 8 สายพันธุ์ จ าแนกเบื้องต้น  เป็นแบคทีเรียในจีนัส Bacillus  และ Pseudomonas  ราในจีนัส  Penicillium 

และ Aspergillus จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตที่คัดเลือกไว้ไม่มีผลกระทบต่อการงอกของเมล็ดพืช ท าการต่อเชื้อและ

เก็บรักษาเพ่ือการทดลองต่อไป  

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
ได้จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตที่มีประสิทธิภาพเบื้องต้นในสภาพห้องปฏิบัติการ ซึ่งสามารถน าไปผลิตปุ๋ย

ชีวภาพละลายฟอสเฟตต่อไป  
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