
 

การศกึษาการเจรญิของแบคทเีรยีทีล่ะลายฟอสเฟตโดยใชน้ำ้มนัพชื 
เปน็แหล่งอาหารทางเลอืก 

STUDY OF GROWTH OF PHOSPHATE-SOLUBILIZING BACTERIA  
USING VEGETABLE OIL AS AN ALTERNATIVE MEDIA 

พมิพอ์ร ทองพนัชัง่ 
PIM-ORN THONGPANCHANG 

วทิยานพินธน์ีเ้ปน็สว่นหนึง่ของการศกึษาตามหลกัสตูรปรญิญาวศิวกรรมศาสตรมหาบัณฑติ 
สาขาวชิาวิศวกรรมเคม ี
คณะวศิวกรรมศาสตร ์

สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คณุทหารลาดกระบงั 
พ.ศ.2568 

KMITL-2025-EN-M-227-073 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

STUDY OF GROWTH OF PHOSPHATE-SOLUBILIZING BACTERIA  
USING VEGETABLE OIL AS AN ALTERNATIVE MEDIA 

PIM-ORN THONGPANCHANG 

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT 
OF THE REQUIREMENT FOR THE DEGREE OF 

MASTER OF ENGINEERING IN CHEMICAL ENGINEERING 
SCHOOL OF ENGINEERING 

KING MONGKUT’S INSTITUTE OF TECHNOLOGY LADKRABANG 
2025 

KMITL-2025-EN-M-227-073 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
COPYRIGHT 2025 
SCHOOL OF ENGINEERING 
KING MONGKUT’S INSTITUTE OF TECHNOLOGY LADKRABANG 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

I 

หัวข้อวิทยานิพนธ์ การศึกษาการเจร ิญของแบคทีเร ียที ่ละลายฟอสเฟตโดยใช้  
น้ำมันพืชเป็นแหล่งอาหารทางเลือก 

นักศึกษา นางสาวพิมพ์อร ทองพันช่ัง 
รหสัประจำตวั 63601057 
ปรญิญา วิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวชิา วิศวกรรมเคม ี
พ.ศ. 2568 
อาจารย์ทีป่รกึษาวิทยานพินธ ์ รศ.ดร.ณัฐพล ฤกษ์เกษมสันต์ิ 
อาจารย์ทีป่รกึษาวิทยานพินธร์ว่ม ผศ.ดร.พิชญดา สมบูรณ์ 

บทคัดยอ่ภาษาไทย 

บทคดัยอ่ 
 ปัจจุบันพื้นท่ีเพาะปลูกทางการเกษตรประสบปัญหาจากการใช้สารเคมีท่ีมากเกินความจำเป็น 
แนวทางในการทำเกษตรกรรมปลอดสารจึงได้รับความสนใจมากขึ้น โดยเฉพาะการใช้ประโยชน์จาก
จุลินทรีย์ท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช อย่างไรก็ตามการเล้ียงจุลินทรีย์ดังกล่าวในปริมาณมาก โดย
ใช้อาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย์ท่ัวไป ส่งผลให้ต้นทุนในการเล้ียงเช้ือสูง  จุดประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อ
ศึกษาการเล้ียงแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ท่ีมีคุณสมบัติละลายฟอสเฟตในดิน โดยใช้น้ำมันพืชเป็นอาหาร
ทางเลือกเพื่อเป็นการลดต้นทุนในการเล้ียงแบคทีเรีย โดยศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ ด้วย
แบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz ท้ังนี้ได้ทำการแยกแบคทีเรียดังกล่าวจากถ่านไบ
โอชาร์ และคัดเลือกคุณสมบัติการละลายฟอสเฟต ด้วยการทดสอบค่าดัชนีละลายฟอสเฟต และการ
ทดสอบ Phosphatase activity พบว่าแบคทีเรียท่ีคัดเลือก มีคุณสมบัติละลายฟอสเฟตอินทรีย์ได้
ดีกว่าแบคทีเรีย Bacillus subtilis ทางการค้า (B.subtilis CS) โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมีค่า Acid 
phosphatase activity และค่า Alkaline phosphatase activity เป็น 93.98±7.31 และ 
92.87±6.37 4-nitrophenol µg/mL/h ตามลำดับ ในขณะท่ีเช้ือ B.subtilis CS มีค่า Acid 
phosphatase activity และค่า Alkaline phosphatase activity เป็น 80.99±1.24 และ 
80.74±1.00 4-nitrophenol µg/mL/h ตามลำดับ การจำแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค whole 
genome sequencing ระบุว่าเป็น Bacillus subtilis สายพันธุ์ใหม่ (Bacillus subtilis New strain, 
Bacillus subtilis NS) จากนั้นนำมาเล้ียงในอาหารท่ีมีน้ำมันพืชเป็นแหล่งคาร์บอน และวัดการเจริญ
โดยใช้ค่า OD600 เพื่อนำมาศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์การเจริญด้วยแบบจำลอง Logistic และ 
Gompertz พบว่า B.subtilis NS เจริญได้ดีท่ีสุดในน้ำมันปาล์มเข้มข้น 1% (v/v) โดยแบบจำลอง 

Gompertz ให้ค่าอัตราการเจริญสูงสุด (µmax) เท่ากับ 0.0706 ต่อช่ัวโมง และระยะ Lag phase (λ) 
เป็น 0.5656 ช่ัวโมง  
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บทคัดยอ่ภาษาองักฤษ 

ABSTRACT 
The excessive use of chemical fertilizer has impacted plantation areas, making 

organic farming increasingly significant in agriculture, particularly through the use of 
plant-growth promoting bacteria (PGPB). However, cultivating PGPB with conventional 
media is not suitable for large-scale applications due to its high cost. The aim of this 
research was to study the cultivation of a new strain of bacteria, that had phosphate-
solubilizing characteristics, using vegetable oil as an alternative medium for cost 
reduction. The kinetic parameters were fitted with the Logistic model and the 
Gompertz model. The bacteria were isolated from biochar and selected based on their 
phosphate solubilizing index and phosphatase activity. The results indicated that 
Bacillus subtilis New strain (B.subtilis NS), one of isolates, possessed better organic 
phosphate solubilizing characteristics with acid phosphatase activity and alkaline 
phosphatase activity of 93.98±7.31 and 92.87±6.37 4-nitrophenol µg/mL/h, 
respectively. In comparison, Bacillus subtilis commercial strain (B.subtilis CS) had acid 
phosphatase activity and alkaline phosphatase activity of 80.99±1.24 and 80.74±1.00 
4-nitrophenol µg/mL/h, respectively. After selection, OD600 sampling was inoculated 
with vegetable oil to fit the growth pattern with the Logistic model and the Gompertz 
model. The cultivation of B.subtilis NS was well fitted with the Gompertz model. 1% 
(v/v) palm oil concentration provided the best cultivation condition, with a maximum 

specific growth rate (µmax) 0.0706 h-1 and a lag phase (λ) of 0.5656 h.   
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บทที่ 1  

บทนำ 

ทีม่าและความสำคญั 
จากกระแสการบริโภคท่ีเพิ่มสูงขึ้นในปัจจุบัน เกษตรกรจึงมีความจำเป็นในการใช้ปุ๋ยเคมี และ

สารเคมีทางการเกษตร เพื่อให้ทันต่อความต้องการในการบริโภค ปุ๋ยเคมีจึงมีความนิยมอย่างมาก
โดยเฉพาะเกษตรกรรมเชิงอุตสาหกรรม ทั ้งนี้ปุ ๋ยเคมีประกอบไปด้วยสารเคมีสังเคราะห์ เช่น 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม เป็นต้น การใช้ปุ๋ยเคมีท่ีมากเกินไปส่งผลกระทบต่อสมดุลแร่
ธาตุในดิน และทำลายดินได้[1] เนื่องจากพืชมีขีดจำกัดในการใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโต 
รวมไปถึงปุ๋ยเคมียังก่อให้เกิดมลภาวะต่อนิเวศทางการเกษตร และการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิกาศ 
ก่อให้เกิดสารเคมีสังเคราะห์ที ่ตกค้างในดิน[2] การประยุกต์ใช้เทคนิคเกษตรปลอดสารจึงเป็นอีก
ทางเลือกในการลดสารเคมีในพื้นท่ีเพาะปลูก เช่น การนำจุลินทรีย์ท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตมาใช้งาน
ร่วม, การปลูกพืชหมุนเวียนเพื่อส่งเสริมความหลากหลายทางชีวภาพ[3] เป็นต้น  

สำหรับเทคนิคทางชีวภาพท่ีนำจุลินทรีย์ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมาประยุกต์ใช้ ยัง
ต้องคำนึงถึงคุณลักษณะของดินท่ีเพาะปลูก, สายพันธุ์จุลินทรีย์ และการหล่ังสารของพืชและจุลินทรีย์
เอง[4] นอกจากนี้จุลินทรีย์ยังมีบทบาทในการบำรุงรักษาพืชและลดความเครียดของพืช[5], เป็นสาร
กำจัดศัตรูพืชปลอดสาร, ส่งเสริมระบบนิเวศของจุลินทรีย์ในส่ิงแวดล้อม และเพิ่มสารอาหารในดิน[6] 
อย่างไรก็ตาม ยังมีข้อจำกัดหากทำการผลิตเชื ้อจุลินทรีย์ในระดับใหญ่ เช่น ข้อพิจารณาในด้าน
กฎหมาย, ความซับซ้อนเชิงเทคนิค, การตัดต่อทางพันธุวิศวกรรม และต้นทุนการผลิต[7] ต้นทุนการ
ดำเนินการ และความเหมาะสมในกระบวนการผลิต เนื่องจากแต่ละขั้นตอนมีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง 
ส่งผลให้ต้นทุนการผลิตสูง[8] 
 การประเมินองค์ประกอบที่เป็นสารอาหารสำหรับจุลินทรีย์จากแหล่งตามธรรมชาติที่มีใน
ท้องถิ่น และสามารถทดแทนสารอาหารที่มีทั่วไปได้ จะช่วยลดต้นทุนและก่อให้เกิดความคุ้มค่า [9]  
โดยพิจารณาจากปัจจัยท่ีเกี่ยวข้อง เช่น ผลิตภัณฑ์, อัตราการผลิต และผลพลอยได้[10] ร่วมกับการใช้
แบบจำลองทางจลนศาสตร์ท่ีสามารถบ่งบอกถึงประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตจุลินทรีย์ในเชิงของ
การศึกษาพารามิเตอร์ที่สำคัญของกระบวนการผลิตจุลินทรย์ขนาดใหญ่, การศึกษาความเหมาะสม 
และการเพิ่มเติมการออกแบบกระบวนการทางชีวภาพ[11] เช่น Rengesh Balakrishnan et. al., ทำ
การเลี้ยง Lactobacillus delbrueckii NBRC3202 (L. delbrueckii NBRC3202) ด้วยการนำเศษ 
กากรำข้าวบดที่มีราคาต่ำมาใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อทางเลือก สำหรับผลิต D(-)lactic acid (DLA) ท่ี
สามารถนำไปใช้ในผลิตภัณฑ์บรรจุภัณฑ์อาหาร และสารอนุพันธ์ในอุตสาหกรรม โดยใช้แบบจำลอง
ทางจลศาสตร์สอดคล้องกับการเจริญของจุลินทรีย์ด้วยเงื ่อนไขการหมักแบบกึ่งกะ (Fed-batch 
fermentation) [12]  นอกจากนี้การเล้ียงจุลินทรีย์ในรูปแบบปุ๋ยชีวภาพชนิดเหลว ถูกพัฒนาโดยการ
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เพิ่มสารอิมัลซิฟายเออร์ (Emulsifier), สารเหนียว หรือสารปกป้องเพื่อช่วยยืดอายุของจุลินทรีย์[13] 
หรือทดแทนสารอาหารดั้งเดิมด้วยแหล่งอาหารทางเลือก เช่นเดียวกันกับรูปแบบปุ๋ยชีวภาพท่ีมี
คุณสมบัติในการกระจายในดิน และยากต่อการชะล้างด้วยน้ำ[14] ในขณะท่ีงานวิจัยก่อนหน้า น้ำมัน
พืชท่ีถูกคัดเลือก เพื่อรักษาสภาพแบคทีเรียในรูปแบบปุ๋ยชีวภาพ เพราะน้ำมันพืชมีองค์ประกอบของ
หมู่อัลเคน, ไซโคลอัลเคน และวงอะโรมาติก ซึ่งเสมือนเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีปลอดภัยสำหรับแบคทีเรีย 
และประหยัดต้นทุน[15]  

วัตถปุระสงคข์องการวจิยั  

1.2.1  คัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟตในดิน  

1.2.2  ศึกษาองค์ประกอบอาหารทางเลือกได้แก่ แหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน  

1.2.3  ศึกษาการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ์ท่ีคัดเลือกท่ีเล้ียงด้วยอาหารทางเลือก และนำ
ข้อมูลจากการทดลองไปเปรียบเทียบกับแบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz      

ขอบเขตของงานวจิยั 
1.3.1 การคัดแยกสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟตในดิน 
  1) ทดสอบคุณสมบัติการละลายฟอสเฟตอนินทรีย์ด้วยวิธีการวัดค่าดัชนีการละลาย
ฟอสเฟต (Phosphate solubilizing index; PSI) ด้วยอาหารแข็ง Pikovskaya’s (PVK agar) 
ท่ีประกอบด้วย Calcium phosphate  
  2) ทดสอบคุณสมบัติการละลายฟอสเฟตอินทรีย์ด้วยวิธีการทดสอบฟอสฟาเตส 
(Phosphatase assay) ด้วยอาหารเหลวท่ีประกอบด้วย 4-Nitrophenyl phosphate 
1.3.2 การระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟตในดิน 
 1) ระบุ Genus ของสายพันธุ์จุลินทรีย์ด้วยวิธีการ 16S rDNA sequencing 
 2) ระบุ Species ของสายพันธุ์จุลินทรีย์ด้วยวิธีการ whole genome sequencing   
1.3.3 การคัดเลือกองค์ประกอบอาหารทางเลือก (Alternative media) 
  1) คัดเลือกแหล่งคาร์บอน ได้แก่ น้ำมันปาล์ม, น้ำมันถั่วเหลือง, น้ำมันรำข้าว  
บนอาหารแข็ง 
  2) คัดเลือกแหล่งไนโตรเจน ได้แก่ สารสกัดจากยีสต์ และยูเรีย บนอาหารแข็ง 
 1.3.4 การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟตด้วยแบบจำลอง
การเจริญ 
  1) ศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์จากผลการทดลองด้วยแบบจำลอง Logistic 
  2) ศึกษาพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์จากผลการทดลองด้วยแบบจำลอง Gompertz 
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1.3.5 ตัวแปรท่ีศึกษา 
  1) ตัวแปรอิสระ องค์ประกอบอาหารทางเลือกได้แก่ น้ำมันปาล์ม, น้ำมันถั่วเหลือง, 
น้ำมันรำข้าว  
  2) ตัวแปรตาม ค่าความขุ่นเช้ือแบคทีเรีย และค่าพารามิเตอร์ท่ีได้จากแบบจำลอง   
  3) ตัวแปรควบคุม  
  - สายพันธุ์แบคทีเรียท่ีทำการแยกได้ 
  - ความเร็วรอบในการบ่ม 200 รอบต่อนาที 
  - อุณหภูมิในการบ่ม 37 องศาเซลเซียส 

ประโยชนท์ี่คาดวา่จะไดร้บั 
 1.4.1 คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติละลายฟอสเฟตในดิน ท้ังรูปแบบฟอสเฟตอนินทรีย์
และฟอสเฟตอินทรีย์ 
 1.4.2 คัดเลือกองค์ประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือทางเลือกท่ีเหมาะสม ท้ังแหล่งคาร์บอน
และแหล่งไนโตรเจน 
 1.4.3 พารามิเตอร์ท่ีสำคัญในการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือทางเลือกแต่ละ
ชนิด สามารถต่อยอดในการเพาะเล้ียงสายพันธุ์ที่คัดเลือก 
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บทที่ 2 
ทฤษฎแีละงานวิจยัทีเ่กีย่วขอ้ง 

 
 บทนี้จะกล่าวถึงบทบาทของแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช(PGPB)และปุ๋ยชีวภาพ,
การละลายฟอสเฟตของแบคทีเรีย, แหล่งอาหารทางเลือกสำหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย และ
แบบจำลองจลนศาสตร์ของการเจริญของแบคทีเรีย  

ปุ ๋ยชีวภาพและบทบาทของแบคทีเร ียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ( Plant 
Growth-Promoting Bacteria, PGPB) 

2.1.1  ความสำคญัของปุย๋ชวีภาพ 
 ปุ ๋ยอินทรีย์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช หรือปุ ๋ยจุลินทรีย์ถูกกำหนดให้เป็นสารท่ี
ประกอบด้วยจุลินทรีย์ที่มีชีวิต และส่วนผสมของสารที่ย่อยสลายได้ซึ่งใช้กับดิน เมล็ดพืช หรือพื้นผิว
พืช ซึ่งจะเข้าไปต้ังรกรากภายในส่วนท่ีต้องการใช้ประโยชน์[16] ปุ๋ยอินทรีย์ประกอบไปด้วยจุลินทรีย์ท่ี
สนับสนุนการเจริญเติบโตของพืช โดยจุลินทรีย์เหล่านี้จะเข้าไปเจริญเติบโตในส่วนต่างๆของพืช ซึ่ง
จุลินทรีย์เหล่านี้ไม่เพียงแต่จะช่วยเพิ่มสารอาหารในดิน แต่ยังปกป้องพืชจากศัตรูพืช และโรคต่างๆได้
อีกด้วย[17] การใช้ปุ๋ยอินทรีย์ทดแทนปุ๋ยอนินทรีย์เพื่อปลูกพืช จึงเหมาะสมที่จะเป็นแนวทางในการ
ทำเกษตรกรรมที ่ เป ็นมิตรต่อสิ ่งแวดล้อม หร ือเกษตรกรรมปลอดสารเคมี ในการปรับปรุง
สภาพแวดล้อมในการเพาะปลูก ความปลอดภัยต่อสุขภาพของผู ้บริโภค และความยั ่งยืนทาง
การเกษตร[18] 

2.1.2  บทบาทของแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Plant Growth-
Promoting Bacteria, PGPB) 
 แบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช มีความสามารถท่ีแตกต่างกัน สามารถปรับปรุง
หรือทำให้พืชเจริญเติบโตอย่างเหมาะสม ดังนี้ 

1) การเปลี่ยนแร่ธาตุในดินให้อยู่ในรูปแบบที่พืชสามารถนำไปใช้ในการเจริญเติบโต 
เช่น แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนที ่แยกได้จากกากตะกอนระบบบำบัดน้ำเสีย ใน
สภาวะที่มีเกลือแอมโมเนียมสูง สามารถนำมาใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชและปรับปรุงคุณภาพดิน[19] หรือแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่แยกได้จาก
ดินบริเวณรากพืช สามารถนำมาประยุกต์ใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟต [20] 

2) การปรับปรุงความทนต่อสภาวะความเครียดของพืช เช่น แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ 
ACC-deaminase ช่วยปรับปรุงการเจริญเติบโตของต้นมะเขือได้ในสภาวะ
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ความเคร ียดจากความร ้อน [21] หร ือแบคทีเร ียผลิต IAA ฮอรโมนช่วยให้
ผักกาดหอมทนต่อสภาวะดินเค็มสูงได้ดี[22] การควบคุมเชื ้อก่อโรคในพืช เช่น 
แบคทีเรียช่วยให้ต้นเธลเครส มีเนื ้อเยื ่อแข็งแรงมากขึ้น และสามารถควบคุม  
โรคเหี่ยวได้ดี [23] หรือแบคทีเรียส่งผลต่อกรดซาลิไซลิก (SA) หรือกรดจัสมอนิก 
ซึ่งสามารถชะลอโรคเห่ียวในมะเขือเทศ และการสะสมไวรัสในมันฝรั่งได้[24]   

การละลายฟอสเฟตในดนิ 

2.2.1  ประเภทฟอสฟอรัสในดนิ 
 ฟอสฟอรัสจัดเป็นธาตุอาหารท่ีจำเป็นต่อพืช มีส่วนช่วยในการเจริญเติบโตของรากพืช โดยจัด
อยู่ในกลุ่มธาตุอาหารประเภทมหาธาตุ พบได้ในรูปฟอสฟอรัสอินทรีย์และฟอสฟอรัสอนินทรีย์ ซึ่งมีอยู่
ในปริมาณท่ีน้อยและมีการเคล่ือนท่ีสู่พืชน้อยเช่นกัน เมื่อเทียบกับธาตุอาหารหลักอื่น [25], [26] ท้ังนี้
รูปแบบของฟอสฟอรัสในดิน จัดเป็น 2 กลุ่มหลักคือ 1) ฟอสฟอรัสอินทรีย์ มีอยู่ 40 ถึง 65 %ของ
ฟอสฟอรัสท้ังหมด พบในซากพืชและซากสัตว์ในดิน ซึ่งพืชไม่สามารถนำไปใช้ได้โดยตรง ท้ังนี้จุลินทรีย์
ในดินมีบทบาทสำคัญในการเปล่ียนรูปฟอสฟอรัสอินทรีย์ให้อยู่ในรูปท่ีพืชสามารถนำไปใช้งานได้ และ 
2) ฟอสฟอรัสอนินทรีย์ มีอยู่ 35 ถึง 70 %ของฟอสฟอรัสทั้งหมด ประกอบด้วย กลุ่มฟอสฟอรัส 
อนินทรีย์ที่พืชนำไปใช้งานได้ (สารละลายอนินทรีย์) ซึ่งมีทั้งรูปแบบที่ละลายในน้ำและละลายในดิน
[27] กลุ่มฟอสฟอรัสอนินทรีย์ที่ถูกดูดซับติดกับผิวดิน อะลูมิเนียมออกไซด์ แคลเซียมออกไซด์ และ
เฟอร์รัสออกไซด์ โดยฟอสฟอรัสกลุ่มนี้พืชจะนำไปใช้งานได้ทีละน้อย[27], [28] และกลุ่มแร่ฟอสฟอรัส 
ที่มีทั้งแร่ฟอสเฟตปฐมภูมิ (แร่อะพาไทต์, แร่วาริสไซต์, และแร่สเตรนไจต์) และแร่ฟอสเฟตทุติยภูมิ
(อะลูมิเนียมฟอสเฟต, เฟอร์รัสฟอสเฟต และแคลเซียมฟอสเฟต) ฟอสเฟตที่กล่าวข้างต้นนี้  พืชจะ
นำไปใช้งานได้ทีละน้อยจากการผุกร่อนของแร่และการละลายน้ำ  ทั ้งฟอสฟอรัสอินทรีย์และ
ฟอสฟอรัสอนินทรีย์รวมกันเป็นฟอสฟอรัสในดินทั้งหมด[27] จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต ได้เข้ามามี
บทบาทในการเปล่ียนฟอสฟอรัสอินทรีย์และอนินทรีย์ให้เป็นรูปแบบฟอสฟอรัสท่ีพืชสามารถนำไปใช้
งาน โดยผลิตเอนไซม์ หรือกรดอินทรีย์เพื่อใช้ในการเปล่ียนรูปแบบฟอสฟอรัสดังกล่าว[29] 

2.2.2  กระบวนการละลายฟอสเฟตในดนิ 
สำหรับแร่ธาตุฟอสเฟตในดิน ที ่พ ืชสามารถนำไปใช้ในการเจริญเติบโต มี 2 ประเภท

ประกอบด้วยแร่ธาตุฟอสเฟตอนินทรีย์ แร่ธาตุฟอสเฟตอินทรีย์ ซึ่งจะกล่าวถึงดังนี้ 
1) กระบวนการละลายฟอสเฟตอนินทรีย ์

จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ จุลินทรีย์ที ่ละลายฟอสเฟต 
อนินทรีย์ (Inorganic solubilizing bacteria)  เช่น กระบวนการเปลี่ยนฟอสเฟตอนินทรีย์ด้วยกรด
อินทรีย์กับแร่แคลเซียมฟอสเฟต โดยกรดอินทรีย์ที่ผลิตขึ้นร่วมกับคาร์บอกซิลและแคตไอออนคีเลต
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ส่งผลให้ค่า pH ลดลง สำหรับดินท่ีมีสภาพเป็นด่าง ที่ฟอสเฟตสามารถตกตะกอนในรูปแคลเซียม
ฟอสเฟต ร่วมกับหินฟอสเฟต (ฟลูออราพาไทต์และฟรานโคไลต์) ซึ่งเป็นฟอสเฟตอนินทรีย์ในดินท่ีไม่
ละลายน้ำ จะทำให้ความสามารถในการละลายฟอสเฟตเพิ่มขึ้นเมื่อ pH ของดินลดลง ดังนั้นจุลินทรีย์
ละลายฟอสเฟตจะเพิ่มปริมาณฟอสเฟตที่พืชนำไปใช้ในการเจริญเติบโตจากการผลิตกรดอินทรีย์ ซึ่ง
ส ่งผลทำให้ pH ของดินลดลง [30] กระบวนการผลิตสารไซเดอโรฟอร์ (Siderophore) กับแร่
อะลูมิเนียมฟอสเฟต หรือแร่เฟอร์รัสฟอสเฟต ด้วยกระบวนการ Solubilization สำหรับจุลินทรีย์
ละลายฟอสเฟตก็สามารถผลิตสาร Siderophore ได้เช่นกันถือเป็นกระบวนการในการคีเลตเหล็ก 
หรือสารประกอบเชิงซ้อนที่มีเฟอร์รัสฟอสเฟตในดินเป็นองค์ประกอบ [31] กระบวนการคีเลช่ัน 
(Chelation) จากกรดอินทรีย์และกรดอนินทรีย์ที ่ผลิตโดยจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต จะละลาย
ฟอสเฟตอนินทรีย์ในดินท่ีไม่ละลายน้ำด้วยสารกลุ่มคีเลช่ันกับไอออนของโลหะ กรดเหล่านี้มีผลในการ
ละลายสารประกอบฟอสเฟตจำพวกโลหะ เช่น แคลเซียมฟอสเฟตเป็นส่วนใหญ่ หรืออะลูมิเนียม
ฟอสเฟต หรือเฟอร์รัสฟอสเฟต เป็นต้น เมื่อทำปฏิกิริยาแล้วจะได้ฟอสเฟตในรูปแบบที่พืชสามารถ
นำไปใช ้ ในการเจร ิญเต ิบโตได ้  ด ังน ั ้นกรดอ ินทร ีย ์ท ี ่ เก ิดจากกระบวนการ เมทาบอล ิซึม  
(Metabolism) ของจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต หรือคีเลตไอออนบวกท่ีจับฟอสเฟต ทำให้ความสามารถ
ในการละลายของฟอสเฟตจะเพิ่มขึ้นตามโครงสร้างโมเลกุลของกรดอินทรีย์ โดยเฉพาะจำนวนกลุ่ม
คาร์บอกซิลและไฮดรอกซิล มีอิทธิพลอย่างมากต่อความสามารถในการทำคีเลตไอออนของโลหะ 
รวมถึงชนิดและตำแหน่งของลิแกนด์ ที ่นอกเหนือจากความแรงของกรดแล้ว ยังเป็นตัวกำหนด
ประสิทธิภาพในกระบวนการละลายอีกด้วย[32] 

2) กระบวนการละลายฟอสเฟตอินทรีย์ 
สำหรับกระบวนการละลายฟอสเฟตอินทรีย์ ซึ ่งประกอบไปด้วยอินทรียวัตถุ ที ่มีค่าของ

ฟอสฟอรัสอินทรีย์ในดินมีมากถึง 30–50% ของฟอสฟอรัสทั้งหมด และฟอสเฟตอินทรีย์ของดินส่วน
ใหญ่อยู่ในรูปของอิโนซิทอลฟอสเฟต (ดินไฟเตส) สารประกอบฟอสเฟตอินทรีย์ อื่นๆ ท่ีได้รับรายงาน 
ได้แก่ ฟอสโฟโมโนเอสเทอร์ ฟอสโฟไดสเตอร์ ฟอสโฟลิปิด กรดนิวคลีอิก และฟอสโฟทรีเอสเทอร์ 
เป็นต้น ดังนั้นการสลายตัวของฟอสเฟตอินทรีย์มีความสัมพันธ์กับปริมาณฟอสเฟตในชีวมวลของ
จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต (Phosphate Solubilizing Microorganisms, PSM) กระบวนการทาง
ชีววิทยานี้มีบทบาทสำคัญในการหมุนเวียนฟอสฟอรัส เอนไซม์กลุ่มต่ าง ๆ มีส่วนเกี่ยวข้องใน
กระบวนการนี้ กลุ่มแรกคือเอนไซม์ที่ dephosphorylate พันธะฟอสเฟอร์-เอสเทอร์หรือฟอสโฟ
แอนไฮไดรด์ของสารประกอบอินทรีย์ จัดเป็นกรดฟอสฟาเตสท่ีไม่เฉพาะเจาะจง (Non-specific acid 
phosphatases, NSAPs) ซึ่งเอนไซม์ NSAPs ท่ีมีการศึกษามากท่ีสุดท่ีจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตปล่อย
ออกมาคือ กลุ่มเอนไซม์ฟอสโฟโมโนเอสเทอเรส หรือท่ีเรียกว่า เอนไซม์ฟอสฟาเตส มีท้ังรูปแบบท่ีเป็น
กรด (Acid phosphatases) หรือด่าง (Alkaline phosphatases) ซึ่งจะใช้ฟอสเฟตอินทรีย์เป็นสาร
ต้ังต้นเพื่อแปลงเป็นรูปแบบอนินทรีย์ บางงานวิจัยกล่าวว่า บาซิลลัสในดินและสเตรปโตไมซิส สามารถ
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ทำการเปลี่ยนรูปแบบของฟอสเฟตอินทรีย์ที่ซับซ้อนผ่านการผลิตเอนไซม์นอกเซลล์ (Extracellular 
enzyme) เช่น ฟอสโฟเอสเทอเรส ฟอสโฟไดเอสเตอเรส ไฟเตส และฟอสโฟลิเปส [33] ซึ่งเป็นวิธีการ
ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในกระบวนการ Mineralization อินทรีย์ฟอสเฟต ท้ังนี้ฟอสโฟโมโนเอสเทอเรส 
pH ของดินส่วนใหญ่ที่มีการรายงานค่า phosphatase activity มีตั้งแต่ค่าที่เป็นกรดจนถึงค่าที่เป็น
กลาง ซึ่งแสดงให้เห็นถึงผลของกรดฟอสฟาเตสท่ีมีบทบาทสำคัญในกระบวนการนี้ท่ีเป็นเอนไซม์อีกตัว
ท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต[30], [34]   

2.2.3  การทดสอบเชือ้แบคทเีรยีทีม่คีณุสมบตัลิะลายฟอสเฟต 
1) การทดสอบดัชนีละลายฟอสเฟต (Phosphate Solubilizing Index, PSI) 

 สำหรับการศึกษาการละลายฟอสเฟตอนินทรีย์ของเชื ้อจุลินทรีย์งานวิจัยส่วนมากนิยมใช้

อาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ ที่มีส่วนผสมของฟอสเฟตอนินทรีย์ที่ไม่ละลายน้ำอยู่ 2 ชนิดได้แก่ อาหาร 

Pikovskaya’s และอาหาร NBRIP มีทั้งในรูปแบบอาหารชนิดแข็งและอาหารชนิดเหลว สามารถ

ปรับสูตรอาหารได้ตามชนิดของฟอสเฟตอนินทรีย์ท่ีต้องการศึกษา โดยเพิ่มลงในอาหารเล้ียงเช้ือได้

เช่น แคลเซียมฟอสเฟต อะลูมิเนียมฟอสเฟต หรือเฟอร์รัสฟอสเฟต เป็นต้น โดยนำจุลินทรีย์ท่ี

จำแนกได้ไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร Pikovskaya’s หรืออาหาร NBRIP จากนั้นทำการตรวจวัดค่า

ดัชนีการละลายฟอสเฟต (Phosphate solubilizing index, PSI) หรือ ค่า PSI โดยวัดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อจุลินทรีย์รวมกับส่วนที่ใส หรือค่า Z (มิลลิเมตร) และเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของโคโลนีเช้ือจุลินทรีย์เพียงอย่างเดียว (มิลลิเมตร) หรือค่า C (มิลลิเมตร)  ดังแสดงในสมการท่ี 1 

และรูปท่ี 1[35]–[37] 

PSI =
Z

C
                                                  (1) 

 
รปูที ่1 แสดงการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเช้ือจุลินทรีย์รวมกับส่วนท่ีใส เพื่อหาค่าดัชนี 

การละลายฟอสเฟต[37] 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2) การทดสอบ Phosphatase activity 
 สำหรับวัฏจักรของฟอสเฟตอินทรีย์ สามารถทำการทดสอบคุณสมบัติของจุลินทรีย์ในการ

เปล่ียนรูปฟอสเฟตเพื่อใหพ้ืชนำไปใช้ในการเจริญเติบโตได้  เช่น การทดสอบ Phosphate activity 

ในการเปล่ียนรูปเป็นฟอสเฟตอนินทรีย์ หรือโดยการดูดซึมฟอสเฟตอินทรีย์โดยตรง ด้วยการถ่าย

โอนสารอาหารท่ีจำเพาะและกระบวนการอื่นๆ ท่ีขึ้นอยู่กับฟอสเฟตอินทรีย์ในดินด้วย ในส่วนของ

เอนไซม์ท่ีหล่ังออกมาภายนอกเซลล์เพื่อเปล่ียนรูปฟอสเฟตอินทรีย์ก็มีหลายชนิด ท้ังนี้เอนไซม ์

ฟอสฟาเตสท่ีไม่จำเพาะ (Non-specific acid phosphatases, NSAPs) เป็นเอนไซม์ท่ีเหมาะกับ

การเกิดปฏิกิริยา dephosphorylate กับพันธะ Phosphor-ester หรือพันธะ Phosphor-

anhydride ของฟอสเฟต ซึ่งจัดว่าเป็นเอนไซม์ท่ีได้รับการศึกษามาก โดยจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต

จะผลิตเอนไซม์ดังกล่าวตามสภาพแวดล้อมท่ีค่า pH ท่ีแตกต่างกันโดยแบ่งเป็นเอนไซม์ Acid 

phosphomonoesterase และเอนไซม์ Alkaline phosphomonoesterase โดย Acid 

phosphomonoesterase ผลิตเอนไซม์ในส่ิงแวดล้อมท่ีมี pH เป็นกรด ในขณะท่ี Alkaline 

phosphomonoesterase ผลิตเอนไซม์ในส่ิงแวดล้อมท่ีมี pH เป็นด่าง แม้ว่ารากพืชจะสามารถ

ผลิต Acid phosphomonoesterase ได้ แต่แทบไม่มีการผลิตเอนไซม์ Alkaline 

phosphomonoesterase จึงแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ Alkaline phosphomonoesterase มี

ความเป็นไปได้ท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต โดยมีงานวิจัยท่ีระบวุ่าเอนไซม์ฟอสฟาเตสมี

แหล่งกำเนิดจากจุลินทรีย์ และมีความสัมพันธ์กับการเปล่ียนรูปฟอสเฟตอินทรีย์มากกว่า สำหรับ

เอนไซม์ไฟเตส (Phytase)  เป็นเอนไซม์ท่ีทำให้เกิดฟอสเฟตในรูปท่ีพืชสามารถใช้งานได้จากการ

ย่อยฟอสเฟตอินทรีย์จำพวกไฟเตส โดยไฟเตสเป็นแหล่งของอิโนซิทอลและแหล่งกักเก็บฟอสเฟต

อินทรีย์ท่ีสำคัญในเมล็ดพืชและเกสรดอกไม้ แม้ว่าความสามารถของพืชท่ีจะได้รับฟอสเฟตโดยตรง

จากไฟเตสนั้นยังมีข้อจำกัด แต่การเจริญเติบโตและธาตุอาหารฟอสเฟตอินทรีย์ของพืชท่ีเพิ่มไฟเตส

ก็ดีข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อพืชถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยยีน phytase (phyA) ท่ีได้มาจากเช้ือรา 

Aspergillus niger ทำให้ธาตุอาหารฟอสเฟตเพิ่มขึ้นในระดับท่ีเพียงพอกับการเจริญเติบโตของพืช 

เมื่อเปรียบเทียบกับพืชท่ีไม่ได้รับการดัดแปลงพันธุกรรม โดยการให้สารอาหารเป็นฟอสเฟตอินทรีย์ 

ดังนั้นจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตจึงมีอิทธิพลอย่างมากในการควบคุมแร่ไฟเตสในดิน อาจมีส่วนช่วย

ในการให้พืชได้รับฟอสเฟตเพิ่มขึ้น ในส่วนของเอนไซม์ฟอสโฟนาเทส (Phosphonatase) และ

เอนไซม์ C–P ไลเอส (C-P lyase) ทำหน้าท่ีเปล่ียนรูปออร์กาโนฟอสเฟตซึ่งเช่ือมกันด้วยพันธะ

คาร์บอน–ฟอสฟอรัส[33], [38]   
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 โดยการศึกษานี ้จะนำเชื ้อจุลินทรีย์ที ่จำแนกได้นำมาทำการตรวจวัดค่า Phosphatase 

activity จากการผลิตเอนไซม์ฟอสโฟโมโนเอสเทอเรส (Phosphomonoesterase) ซึ ่งจะทำ

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสฟอสโฟโมโนเอสเทอร์ ได้เป็นไอออนฟอสเฟตที่พืชสามารถนำไปใช้ในการ

เจริญเติบโตได้ ท้ังนี้ฟอสโฟโมโนเอสเทอเรสจะมีความจำเพาะในการทำงานต่อสารต้ังต้นฟอสเฟต

อินทรีย์และค่า pH ของดินที ่เหมาะสม จึงแบ่งออกเป็น 2 รูปแบบคือ Acid phosphatase 

activity (APA) และ Alkaline phosphatase activity (ALPA) [39]–[41] 

แบคทเีรยี Bacillus subtilis (B.subtilis) 
 แบคทีเรีย B.subtilis เป็นจุลินทรีย์แกรมบวกท่ีเติบโตได้เร็ว มีรูปร่างเป็นแท่ง เซลล์มีความ
ยาวประมาณ 2–6 ไมโครเมตร และมีเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 1 ไมโครเมตร อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
กับการเจริญคือประมาณ 30–35 องศาเซลเซียส แบคทีเรีย B.subtilis  สามารถหล่ังเอนไซม์ไฮโดรไล
ติกท่ีสำคัญต่างๆ ผลิตสารสำคัญทางธรรมชาติ กระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช ผ่านกระบวนการผลิต 
เมแทบอไลต์เฉพาะทาง และการป้องกันเช้ือก่อโรคในพืช [42]  

2.3.1  การใชป้ระโยชนจ์ากแบคทเีรยี B.subtilis ในการฟืน้ฟทูางชวีภาพ 
 แบคทีเรีย B.subtilis มีบทบาทในการบำบัดน้ำเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เนื่องจาก 
B.subtilis สามารถสร้างไบโอฟิล์ม ที่สามารถนำไปใช้ฟื้นฟูทางชีวภาพได้ ตัวอย่างการกำจัดของเสีย 
ได้แก่ การกำจัดของเสียจากอุตสาหกรรมมีการใช้ B.subtilis ท่ีมีคุณสมบัติในการเปล่ียนแอมโมเนียม
ให้เป็นไนโตรเจน และยับย้ังเช้ือก่อโรคในเวลาเดียวกัน โดยการเคลือบบนตัวพาชีวภาพ (Bio-carriers) 
ในระบบบำบัดน้ำเสีย[43] หรือ การบำบัดโลหะหนักโครเมียม (Cr III) ทางชีวภาพด้วยไบโอฟิล์มของ 
B.subtilis ร่วมกับ B.cereus ของน้ำเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมฟอกหนัง ด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ
[44] 

2.3.2  การใชป้ระโยชนจ์ากแบคทเีรยี B.subtilis เชงิอตุสาหกรรม 
 แบคทีเร ีย B.subtilis สามารถนำไปประยุกต์ใช ้ในกระบวนการทางอุตสาหกรรมได้
หลากหลาย เช่น การประยุกต์ใช้สปอร์ของแบคทีเรีย B.subtilis เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพในการ
ผลิต D-allulose ที่มีฤทธิ์ต้านโรคอ้วน และเพิ่มระดับกลูโคสในเส้นเลือด [45] หรือ พื้นผิวสปอร์ 
(Spore surface display) ของแบคทีเรีย B. subtilis DB403 ใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพสำหรับ
การผลิต D-galactose ซึ่งเป็นสารให้ความหวานแคลอรีต่ำ และสารทดแทนซูโครส จึงถูกนำมาใชใ้น
อุตสาหกรรมอาหาร ผ่านกระบวนการหมักแบบแบตช์และแบบกึ่งต่อเนื่อง [46] 
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2.3.3  การใชป้ระโยชนจ์ากแบคทเีรยี B.subtilis เชงิเกษตรกรรม 
 แบคทีเรีย B.subtilis สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้โดยตรง[47] เช่น การ
นำไปใช้ในรูปแบบปุ๋ยชีวภาพตรึงไนโตรเจนแบ่งเป็น 2 รูปแบบ คือการตรึงไนโตรเจนแบบพึ่งพากัน 
โดยจุลินทรีย์จะเข้าสู่รากก่อนแล้วจึงสร้างปมสำหรับการตรึงไนโตรเจนในภายหลัง เช่น ไรโซเบียมมี
ความสามารถตรึงไนโตรเจนแบบพึ่งพากัน โดยการตั้งรกรากและการสร้างปมรากกับพืชตระกูลถั่ว ซึ่ง
ไนโตรเจนจะถูกตรึงไว้กับแอมโมเนียและทำให้พืชสามารถนำไปใช้ได้ และใหป้ริมาณไนโตรเจนท่ีตรึง
ไว้สูง อีกรูปแบบคือการตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ รูปแบบนี้จุลินทรีย์จะมีชีวิตอยู่ได้อิสระและอยู่รอดได้
บนเศษซากพืชหรือสังเคราะห์แสงเอง ดังนั้นปริมาณไนโตรเจนที่ตรึงไว้จึงค่อนข้างน้อย[48] หรือปุ๋ย
ชีวภาพละลายฟอสเฟตซึ่งสามารถเปล่ียนรูปได้ท้ังฟอสเฟตอินทรีย์ด้วยกระบวนการ Mineralization 
และฟอสเฟตอนินทรีย์ด้วยกระบวนการ Solubilization [49] หรือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
ทางอ้อม[47] เช่น ยับยั้งกิจกรรม หรือขัดขวางการทำงานของเชื้อก่อโรคในพืชโดยการสร้างเอนไซม์
สลายผนังเซลล์เช้ือก่อโรค หรือการต้านทานท่ีเหนี่ยวนำจากเช้ือก่อโรค เป็นต้น [50] 

แหลง่อาหารทางเลอืกสำหรบัการเลีย้งแบคทเีรยี 
 จุลินทรีย์ต้องการธาตุอาหารหลักหลายประเภท โดยใช้แร่ธาตุขนาดใหญ่ในการสังเคราะห์
คาร์โบไฮเดรต ไขมัน โปรตีน และกรดนิวคลีอิกนั้น ได้แก่ คาร์บอน, ไฮโดรเจน, ออกซิเจน, ไนโตรเจน, 
ซัลเฟอร์, ฟอสฟอรัส ในขณะท่ีแร่ธาตุขนาดเล็กหลายชนิด เช่น แมงกานีส, สังกะสี และ ทองแดง จะ
เป็นส่วนหนึ่งของเอนไซม์และโคแฟกเตอร์[51] เนื่องจากอาหารเล้ียงเช้ือคิดเป็น 30% ของต้นทุน
ท้ังหมด อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีต้นทุนต่ำจึงมีความจำเป็นสำหรับการผลิตจุลินทรีย์ในปริมาณมาก[52] 
ท้ังนี้จะกล่าวถึงแหล่งอาหารทางเลือกท่ีนิยมนำมาใช้ในการเล้ียงแบคทีเรีย 

2.4.1  การใชเ้ศษวัสดทุางการเกษตรเปน็อาหารทางเลอืกสำหรบัการเลีย้ง
แบคทเีรยี 
 สำหรับเศษวัสดุทางการเกษตรหรือเศษชีวมวล ประกอบไปด้วยสารอินทรีย์ที่เหมาะสมต่อ
การนำมาเป็นแหล่งอาหารทางเลือกสำหรับแบคทีเรีย ทั้งนี้ยังเป็นการช่วยลดของเสียทางการเกษตร
ได้อีกด้วย เช่น การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ซึ่งใช้กำจัดศัตรูพืชชีวภาพ ด้วยการ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่ได้จากการกรองของเหลวจากเศษผักเหลือทิ้งจากตลาด ได้แก่ มะเขือเทศ 
กะหล่ำปลี ถั่วเขียว กะหล่ำปลี และผักโขม ซึ่งประสิทธิภาพในการกำจัดศัตรูพืชใกล้เคียงกับแบคทีเรีย
ท่ีเล้ียงด้วยอาหารมาตรฐาน LB [53] หรือการเล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis B22 โดยใช้กากน้ำมันถั่วลิสง
เป็นอาหารทางเลือก ซึ่งแบคทีเรีย B.subtilis B22 มีบทบาทในการผลิตเอนไซม์โปรตีเอสซึ ่งจะ
นำไปใช้ในอุตสาหกรรม เช่น ผงซักฟอก หนัง ส่ิงทอ และการสังเคราะห์เปปไทด์ เป็นต้น [54]  
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2.4.2  การใชข้องเสยีจากอตุสาหกรรมเปน็อาหารทางเลอืกสำหรบัการเลีย้ง
แบคทเีรยี 
 สำหรับของเสียจากอุตสาหกรรมบางประเภท สามารถนำมาใช้ให้เกิดประโยชน์ได้หลากหลาย
รูปแบบ เพื่อเป็นการลดการปล่อยของเสียอุตสาหกรรมสู่ส่ิงแวดล้อม โดยเฉพาะกากอุตสาหกรรม
อินทรีย์ เช่น การผลิตเซลลูโลสจากแบคทีเรีย (Bacterial cellulose) Gluconacetobacter xylinus 
PTCC 1734 โดยใช้กากน้ำตาลหัวบีตเป็นอาหารทางเลือกในการเพาะเล้ียง เซลลูโลสท่ีถูกสังเคราะห์
ขึ้นจะถูกไฮโดรไลซ์ด้วยกรดซัลฟิวริกเพื่อเตรียมนาโนคริสตัลเซลลูโลสจากแบคทีเรีย[55] การปรับปรุง
ของเสียจากยีสต์ในกระบวนการหมักเบียร์เพื่อเป็นอาหารทางเลือก ในการเล้ียงแบคทีเรีย 
Gluconacetobacter hansenii CGMCC 3917  ด้วยอัลตราซาวด์มีผลผลิตน้ำตาลรีดิวซ์สูงสุด [56] 
การใช้กากยีสต์จากกระบวนการหมักเบียร์เป็นทางอาหารทางเลือกในการเล้ียงแบคทีเรีย
Lactobacillus delbrueckii ssp. INCQS 383/ATCC 9649 ซึง่เป็นแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกเพื่อใช้
ในการผลิตเอนไซม์โปรตีโอไลติก[57] 

แบบจำลองจลนศาสตรข์องการเจรญิของแบคทีเรยี 
 แบบจำลองทางจลนศาสตร์เป็นสิ่งสำคัญสำหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย ช่วยให้ทำนายการ
เจริญของแบคทีเรียจากผลการทดลอง และสามารถประเมินพารามิเตอร์ได้ อีกท้ังยังสามารถนำไปใช้
ในด้านความปลอดภัยของอาหาร เช่น การกำหนดอายุในการเก็บรักษาอาหาร หรือการถนอมอาหาร
[58] การพัฒนายา เช่น การตอบสนองของแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะ [59] และเทคโนโลยีชีวภาพ
อุตสาหกรรม เช่น การเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซม์สำหรับใช้งานในอุตสาหกรรมต่างๆ [60]เป็นต้น โดย
แบบจำลองแบบปฐมภูมิ (Primary model) รูปแบบฟังก์ชัน Sigmoid เป็นฟังก์ชันท่ีนิยมใช้มากท่ีสุด
ในการปรับข้อมูลการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เนื่องจากฟังก์ชัน Sigmoid ประกอบด้วย 4 เฟสได้แก่  
Lag phase, exponential phase, stationary phase, และ death phase ดังแสดงในรูปที่ 2 ซึ่ง
คล้ายกับเส้นโค้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ [61] ทั้งนี ้จะกล่าวถึงแบบจำลองปฐมภูมิที ่ใช้ใน
การศึกษา ได้แก่ แบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz 
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รปูที ่2 รูปแบบการเจริญของแบคทีเรียในแต่ละระยะ[61] 

2.5.1  แบบจำลอง Logistic 
 แบบจำลอง Logistic เป็นแบบจำลองท่ีใช้อธิบายรูปแบบการเจริญของจุลินทรีย์ในรูปร่าง 
Sigmoid และเป็น Empirical model ท่ีใช้อธิบายรูปแบบการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ [62] หรือ
อธิบายจำนวนประชากร สามารถตีความเป็นปริมาณของชีวมวลแทนท่ีจะเป็นจำนวนของส่ิงมีชีวิต 
[63] โดยแบ่งเป็น 3 ระยะของเส้นโค้งการเจริญ ได้แก่ ระยะ Lag phase, ระยะ Exponential phase 
หรือระยะ Log phase และระยะ stationary phase ด้วยพารามิเตอร์ 3 ค่าท่ีมีความหมายทาง

ชีววิทยา ได้แก่ ระยะ Lag phase (λ), อัตราการเจริญจำเพาะสูงสุด (µmax) และเส้นกำกับ (A) โดย λ 
ถูกกำหนดให้เป็นจุดตัดแกน x ของแทนเจนต์ก่อนจุดเปล่ียนแปลงท่ีระยะ exponential phase, µmax 
คือแทนเจนต์ในจุดเปล่ียนแปลงท่ีระยะ exponential phase และ A แสดงค่าสูงสุดของฟังก์ชัน[62] 
อีกท้ังแบบจำลอง Logistic ได้รับการพิสูจน์ว่าเหมาะสมสำหรับการเจริญแบบแบตช์ภายใต้สภาวะท่ีมี
สารอาหารท่ีมีความเข้มข้นต่ำ[64] แต่อย่างไรก็ตามการมีความสมมาตรเป็นข้อเสียของเส้นโค้งลอจิ
สติกในการปรับข้อมูลการเจริญ[65]  

2.5.2  แบบจำลอง Gompertz 
 แบบจำลอง Gompertz เป็น Empirical model ท่ีเสนอขึ้นเพื่อแสดงอัตราการเสียชีวิตของ
มนุษย์ ต่อมาแบบจำลอง Gompertz ได้รับการดัดแปลงและกำหนดพารามิเตอร์ใหม่ ส่งผลให้มี
รูปแบบต่างๆ ของแบบจำลอง Gompertz ท่ีปรับเปลี่ยน ซึ่งช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการวิเคราะห์
ปรากฏการณ์การเจริญของจุลินทรีย์[66] ทั้งนี ้แบบจำลอง Gompertz มีความซับซ้อนมากกว่า
แบบจำลอง Logistic[63] เนื่องจากเส้นโค้ง Gompertz ไม่มีความสมมาตรเข้ามาเกี่ยวข้อง และจุด
เปลี่ยนของเส้นโค้ง Gompertz จะเกิดขึ้นเร็วกว่าเส้นโค้ง Logistic นอกจากนี้ เส้นโค้ง Gompertz 
จะเข้าถึงขีดความสามารถในการรองรับได้เร็วกว่าเส้นโค้ง Logistic คุณสมบัติทั้งหมดนี้ของเส้นโค้ง 
Gompertz ทำให้เส้นโค้งน ี ้ม ีประโยชน์มากขึ ้นในการปรับข้อมูลการ เจริญ[65] แบบจำลอง 
Gompertz จึงสามารถอธิบายเส้นโค้งการเจริญเติบโตท่ีมี “ระยะ lag phase” ได้หลากหลายรูปแบบ
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ในทางจุลชีววิทยา แบบจำลองนี้ใช้เป็นแบบจำลองหลักเพื่อให้พอดีกับเส้นโค้งการเจริญแบบอุณหภูมิ
คงท่ี หรือภายใต้เงื่อนไขสภาพแวดล้อมคงท่ี[67] 
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บทที่ 3 

วิธดีำเนนิการวจิยั 

สารเคม ี
 3.1.1 อาหารเล้ียงเช้ือ 
  1. อาหารเหลว Potato dextrose broth (PDB) 
  2. อาหารแข็ง Nutrient agar (NA) 
  3. อาหารเหลว Nutrient broth (NB) 
  4. อาหารแข็ง Pikovskaya’s agar (PVK) 
  5. อาหารแข็ง Mineral salt medium agar (MSM) 
  6. อาหารเหลว Mineral salt medium broth (MSM) 
 3.1.2 สารเคมีและองค์ประกอบเคมีอื่นๆ 
  1. ยูเรีย 
  2. Tween80 (for immiscibility between the substrates)  
  3. ผงสารสกัดจากยีสต์ 
  4. กลีเซอรอล 
  5. น้ำมันปาล์ม 
  6. น้ำมันถั่วเหลือง 
  7. น้ำมันรำข้าว 
  8. D-glucose 
  9. Sodium hydroxide 0.1 M 
  10. บัฟเฟอร์เปปโตน (BPW) สำหรับล้างเซลล์แบคทีเรีย 

อปุกรณแ์ละเครือ่งมอื 
 3.2.1 เครื่องช่ังสาร 3 ตำแหน่ง (Boeco BAS 31 plus)  
 3.2.2 ตู้อบ (Memmert UF110) 
 3.2.3 ตู้บ่ม (Memmert IF30)  
 3.2.4 ตู้บ่มแบบเขย่า (Miulab ES-60) 
 3.2.5 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Boeco SC-8) 
 3.2.6 เครื่อง UV-Spectrophotometer (Jasco V-730)  
 3.2.7 เครื่อง Visible spectrophotometer 
 3.2.7 ตู้ปลอดเช้ือ Bio safety cabinet (Biobase 11231 BBC 86) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.2.8 เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (Peak instrument S-610L) 
 3.2.9 เครื่อง Hot plate (Cole-pramer)   
 3.2.10 เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือ (Science city LS-35HJ) 
 3.2.11 เครื่อง Vortex mixer (Scientific industries G-560E) 
 3.2.12 เครื่อง Microplate reader (Thermo multiskan Go) 
 3.2.13 เครื่องบ่มแบบเขย่า (New Brunswick Innova 43R) 

การแยกเชือ้แบคทเีรยี และการคดัเลอืกแบคทีเรยีทีม่คีณุสมบตัิละลายฟอสเฟต 
 การแยกเช้ือแบคทีเรียสามารถทำได้โดย นำผงถ่านไบโอชาร์มาบดละเอียดให้มีขนาดน้อยกว่า 
75 ไมครอน จากนั้นนำไปอบด้วยตู้อบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส หลังจากนำถ่านไบโอชาร์ที่อบ
แล้ว 0.5 กรัม โรยบนอาหาร NA และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จนกระท่ัง
เกิดโคโลนีบนอาหาร NA 
 การคัดเลือกแบคทีเร ียที ่ม ีค ุณสมบัต ิละลายฟอสเฟต จะทำการทดสอบ คุณสมบั ติ  
ในการละลายฟอสเฟตอนินทรีย์กับเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากถ่านไบโอชาร์  โดยนำเชื้อไอโซเลต 
มาเพาะเลี้ยงใหม่อีกครั้ง บนอาหารแข็ง PVK โดย 1 โคโลนีต่อ 1 เพลท จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 วัน และวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของจุดแบคทีเรีย และเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของส่วนที่ใสรวมกับจุดแบคทีเรีย เพื่อนำมาทำการคำนวณค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต (Phosphate 
solubilizing index, PSI) ท่ีระบุถึงคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟตอนินทรีย์  

โดยไอโซเลตที ่มีค่า PSI 3 ลำดับแรกสูงสุด จะถูกคัดเลือกมาทำการทดสอบคุณสมบัติ  
การละลายฟอสเฟตอินทรีย์ด้วยวิธ ีการ Phosphatase assay ที่ระบุถึงคุณสมบัติในการละลาย
ฟอสเฟตอินทรีย์ตามที่ 3.2.3.1 Phosphomonoesterases (Acid and Alkaline phosphatase) 
[41]  

การระบสุายพนัธุแ์บคทเีรยีทีม่คีณุสมบตัิละลายฟอสเฟต 
 การระบุสายพันธุ์แบคทีเรีย จะทำการระบุ Genus ของแบคทีเรียด้วยเทคนิค 16s rDNA 
sequencing โดยนำไอโซเลตที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง และทำการระบุ Species ของแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค whole genome 
sequencing โดยเตรียมไอโซเลตที่คัดเลือกจำนวน 2 loop ในอาหารเหลว NB 10 มิลลิลิตร นำไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นนำมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 
รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนเซลล์แล้วนำไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลว NA 150 มิลลิลิตรท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นนำมาปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง และแยกส่วนเซลล์ 
โดยเก็บเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส และนำไประบุ species  
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การคดัเลอืกองคป์ระกอบอาหารทางเลอืก 
ประกอบไปด้วยการเตรียมเซลล์แบคทีเรียที่คัดเลือกจากคุณสมบัติละลายฟอสเฟต เตรียม

อาหารเลี้ยงเชื ้อสำหรับคัดเลือกแหล่งคาร์บอน และเตรียมอาหารเลี้ยงเชื ้อสำหรับคัดเลือกแหล่ง
ไนโตรเจน 

3.5.1  การเตรยีมเซลลแ์บคทเีรยี 
 นำแบคทีเรีย B.subtilis มาเพาะเล้ียงบนอาหารวุ้น PDA นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จนกระท่ังเช้ือแบคทีเรียขึ้นโคโลนีเด่ียว ดังแสดงในรูปท่ี 3 

 
รปูที ่3 โคโลนีเด่ียวของเช้ือ B.subtilis NS 

3.5.2  การคดัเลอืกแหลง่คารบ์อนสำหรบัองคป์ระกอบอาหารทางเลอืก 
 เตรียมอาหารแข็ง MSM และเติม Tween80 เพื่อให้ส่วนประกอบรวมเป็นเนื้อเดียวกัน  
ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้อยู่ท่ี 7.00 ด้วย Sodium hydroxide 0.1 M หลังจากนั้นรอให้
องค์ประกอบอาหารท้ังหมดอิ่มตัวประมาณ 5 นาที เติมกับแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆได้แก่ กลีเซอรอล, 
น้ำมันปาล์ม, น้ำมันถั่วเหลือง, น้ำมันรำข้าว เปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนควบคุมคือ D-glucose โดย
เตรียมท่ีความเข้มข้นระหว่าง 1-5 %(m/v) จากนั้นนำไปฆ่าเช้ือด้วยออโต้เคลฝท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที และนำมาเทลงในเพลท รอจนกระท่ังอาหารแข็งก่อนจะนำเพลทไปพัน
ด้วยพาราฟิล์ม เมื่อทำการทดลองคัดเลือกแหล่งคาร์บอน ให้นำโคโลนีเด่ียวของเช้ือแบคทีเรียมา
เพาะเล้ียงลงบนอาหารแข็งท่ีเตรียมไว้ นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง 
จากนั้นสังเกตการเจริญของเช้ือ 

3.5.3  การคดัเลอืกแหลง่ไนโตรเจนสำหรบัองคป์ระกอบอาหารทางเลอืก 
 เตรียมอาหารแข็ง MSM ท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน 2 ชนิดคือ ยูเรีย และ สารสกัดจาก
ยีสต์ จำนวน 3 กรัมต่อลิตร จากนั้นเติม Tween80 เพื่อให้ส่วนประกอบรวมเป็นเนื้อเดียวกัน และปรับ
ค่าความเป็นกรด-ด่างให้อยู่ท่ี 7.00 ด้วย Sodium hydroxide 0.1 M หลังจากนั้นรอให้องค์ประกอบเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อาหารท้ังหมดอิ่มตัวประมาณ 5 นาที เติมกับแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่ กลีเซอรอล,  
น้ำมันปาล์ม, น้ำมันถั่วเหลือง, น้ำมันรำข้าว เปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนควบคุมคือ D-glucose โดย
เตรียมท่ีความเข้มข้น 3%(m/v) จากนั้นนำไปฆ่าเช้ือด้วยออโต้เคลฝท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที และนำมาเทลงในเพลท รอจนกระท่ังอาหารแข็งก่อนจะนำเพลทไปพันด้วยพาราฟล์ิม 
เมื่อทำการทดลองคัดเลือกแหล่งคาร์บอน ให้นำโคโลนีเด่ียวของเช้ือแบคทีเรียมาเพาะเล้ียงลงบน
อาหารแข็งท่ีเตรียมไว้ นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นสังเกตผลการ
เปล่ียนแปลงบนเพลทว่ามีเช้ือเจริญเติบโตหรือไม่ 

การศกึษาการเจรญิของแบคทเีรยีในอาหารทางเลอืกและแบบจำลองการเจรญิของ
แบคทเีรยี 

ประกอบไปด้วยการเตรียมอาหารทางเลือกท่ีคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน การ
เตรียมแบคทีเรียที่คัดเลือกจากคุณสมบัติละลายฟอสเฟต การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียด้วยการ
วัดความขุ่นแบคทีเรีย (OD600) และแบบจำลองการเจริญเติบโตท่ีใช้เปรียบเทียบกับผลการทดลอง 

3.6.1  การเตรยีมอาหารทางเลอืก 
 เตรียมอาหารเหลว MSM สำหรับอาหารเล้ียงเช้ือ 2 ชนิด ได้แก่ อาหารเหลว MSM ท่ี
ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนควบคุมคือ D-glucose 2 %(m/v) เพียงชนิดเดียว (สำหรับเตรียมเซลล์
แบคทีเรีย) จำนวน 400 มิลลิลิตร และอาหารเหลว MSM ท่ีประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนสำหรับ 
การทดลอง ได้แก่ D-glucose 2 %(m/v), น้ำมันปาล์ม 1, 3 และ 5 %(v/v), น้ำมันถั่วเหลือง 1, 3 
และ 5 %(v/v)และน้ำมันรำข้าว 1, 3 และ 5 %(v/v) อย่างละ 50 มิลลิลิตร 

3.6.2  การเตรยีมเซลลแ์บคทเีรยี 
 คัดเลือกโคโลนีเด่ียวจากเพลทต้ังต้นมาเพาะเล้ียงในเพลทอาหารแข็ง MSM ท่ีประกอบด้วย 
D-glucose 2 %(m/v) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นย้ายนำโคโลนี
เด่ียวจำนวน 2 โคโลนีลงในอาหารเหลว MSM ท่ีประกอบด้วย D-glucose 2 %(m/v) ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร และนำไปบ่มในตู้บ่มแบบเขย่า ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จะได้หัวเช้ือแบคทีเรีย จากนั้นผสมหัวเช้ือแบคทีเรียกับอาหารเหลว MSM  
ท่ีประกอบด้วย D-glucose 2 %(m/v)ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร  

3.6.3  การเตรยีมตัวอยา่งแบคทเีรยีสำหรบัศกึษาการเจรญิของแบคทเีรยี 
 นำแบคทีเรียท่ีเตรียมไว้ในหัวข้อ 3.6.2 ถ่ายลงในหลอดทดลองพลาสติกฆ่าเช้ือขนาด 15 
มิลลิลิตรและนำไปป่ันเหวี่ยงท่ีเครื่องปั่นเหวี่ยง ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นล้างเซลล์ด้วย BPW และเขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex mixer และนำไปป่ันเหวี่ยงอีกครั้ง 
ทำเช่นนี้ 2-3 ครั้งจากนั้นเทส่วนเหนือตะกอนเซลล์ท้ิง และนำส่วนของเซลล์ไปปรับค่าความขุ่นที่ความ
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ยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) ต้ังต้นให้เท่ากับ 0.1 ด้วย BPW ต่อมาปิเปตอาหารทางเลือกท่ีเตรียม
ไว้ในหัวข้อ 3.7.1 จำนวน 150 ไมโครลิตรลงใน 96-well plate จากนั้นปิเปตสารละลายแบคทีเรียท่ี  
OD600 = 0.1 จำนวน 50 ไมโครลิตร จากนั้นวัดค่าความขุ่นเริ่มต้น และระยะเวลาท่ีกำหนด ของแต่ละ
ตัวอย่างด้วยเครื่อง Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร  

3.6.4  แบบจำลองการเจรญิของแบคทเีรยี 
 แบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz คือแบบจำลองปฐมภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับ
การอธิบายการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในท้ังจำนวนประชากร และค่าความขุ่นเซลล์ต่อเวลา ภายใต้
สภาพแวดล้อมคงท่ี โดยข้อมูล OD600 เทียบกับเวลาจะถูกนำมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
OriginPro2024 โดยใช้ตัวเลือก Sigmoid function และตัวเลือกอัลกอริทึมวนซ้ำ Levenberg 
Marqurdt [68], [69] สำหรับแบบจำลอง Logistic ในสมการท่ี 2 และแบบจำลอง Gompertz ใน
สมการท่ี 3 ตามลำดับ 

y=
a

{1+exp[-b(t-m)]}
                                                     (2) 

y= a.exp{−exp[-b(t-m)]}                                           (3) 

โดยท่ี y คือค่า OD600 ท่ีเวลา t ใดๆ, t คือ จุดเวลาท่ีทำการเก็บตัวอย่าง, a คือ OD600 ของเส้นกำกับท่ี
สูงสุด (ตัวแปรไร้หน่วย), m คือเวลาท่ีอัตราการเติบโตสัมบูรณ์สูงสุด (เวลาท่ีจุดเปล่ียน) (ช่ัวโมง) และ 
b คือค่าอัตราการเติบโตสัมพันธ์ที่กำหนด ณ จุดเวลานั้นๆ (ต่อช่ัวโมง) (ความชันของเส้นสัมผัส) 
อย่างไรก็ตาม ค่า a, b และ m ยากต่อการตีความทางชีววิทยา ดังนั้นแบบจำลองจึงถูกจัดรูปเป็น
แบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz ตามท่ีแสดงในสมการท่ี 4 และสมการท่ี 5 
ตามลำดับ 

y=
A

1+exp[
4μmax

A
(λ−t)+2]

                                          (4) 

y =  A.exp {−exp [
μmaxe

A
(λ − t) + 1]}                             (5) 

โดยท่ี A คือ ค่า Asymptotic ท่ีเวลา t ใดๆ และเป็นค่าเดียวกันกับ a, λ คือระยะ Lag phase (ช่ัวโมง) 

และ µmax คือ อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะสูงสุด (ต่อช่ัวโมง) นอกจากนี้ ค่า λ และค่า µmax มาจาก
สมการท่ี 6 และ 7 สำหรับแบบจำลอง Logistic ท่ีจัดรูปใหม่แล้ว และจากสมการท่ี 8 และ 9 สำหรับ
แบบจำลอง Gompertz ท่ีจัดรูปใหม่แล้วตามลำดับ 

μ
max

=
bc

4
                                                          (6) 
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λ= m-
2

b
                                                    (7) 

     μ
max

=
bc

e
                                                          (8) 

λ= m-
1

b
                                                  (9) 

โดยค่าอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะสูงสุด (µmax) ซึ ่งคือ อัตราการเจริญเติบโตคงที ่ในระยะ 

Exponential phase, ระยะ Lag phase (λ) คือ ระยะเวลาที ่เชื ้อใช้ในการปรับตัวในระยะ lag 
phase, ค่า asymptote (A) คือค่าสูงสุดที่แบคทีเรียเจริญเติบโตก่อนเข้าสู่ระยะ Stationary phase 
และ e ≈ 2.781  

การวเิคราะหท์างสถติ ิ
 ข้อมูลการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟต พิจารณาโดยวิธี Analysis 
of variance (ANOVA) ท่ีระดับนัยสำคัญ < 0.05 และวิธีการเปรียบเทียบข้อมูลแบบ Tukey pairwise 
โดยโปรแกรม Minitab Version 19.1 และข้อมูลการทดลองมีความใกล้เคียงกับแบบจำลองการ
เจริญเติบโต พิจารณาโดยค่า adjusted R-squared (Adj-R2) และค่า Root Mean Square Error 
(RMSE) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง และอภปิรายผลการทดลอง 

การคดัแยกเชือ้แบคทเีรยีและการระบสุายพนัธุแ์บคทเีรยี 
 สามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียจากถ่านไบโอชาร์ ได้ท้ังหมด 15 ไอโซเลตดังแสดงในรูปท่ี 4ก. 
จากนั้นย้ายแต่ละไอโซเลตมาเพาะเล้ียงใหม่แยกในแต่ละเพลทดังแสดงในรูป 4ข. เพื่อเตรียมสำหรับ
การทดสอบค่าดัชนีละลายฟอสเฟต (Phosphate solubilizing index, PSI) ต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่4 (ก.) โคโลนีท่ีคัดแยกได้จากถ่านไบโอชาร์ (ข.) ไอโซเลตท่ีย้ายมาเพาะเล้ียงใหม่แยกแต่ละเพลท
เพื่อเตรียมสำหรับนำไปทดสอบค่า PSI   

 สำหรับคุณสมบัติการละลายฟอสเฟตอนินทรีย์ เช้ือแบคทีเรีย 15 ไอโซเลต ท่ีได้จากการแยก
เช้ือ นำมาศึกษา PSI โดยพบว่ามี 3 ไอโซเลต มีความเป็นไปได้ท่ีจะมีความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตอนินทรีย์จากค่า PSI สูงสุด 3 ลำดับแรกได้แก่ ไอโซเลตท่ี 2, ไอโซเลตท่ี 10 และไอโซเลตท่ี 15 
ดังแสดงในรูปท่ี 5 
 
 
   
 
 
 
 

รปูที ่5 ตัวแทนเช้ือแบคทีเรียท่ีมีค่า PSI สูงสุด 3 อันดับแรก (ก.) ไอโซเลตท่ี 2 (ข.) ไอโซเลตท่ี 10  
(ค.) ไอโซเลตท่ี 15 

 

ก. ข. ค. 

ก. ข. 
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 นอกจากนี้ ค่าเฉลี่ย PSI ของไอโซเลตท่ี 2, ไอโซเลตท่ี 10 และไอโซเลตท่ี 15 เมื่อนำมา
เปรียบเทียบกับเชื ้อ B.subtilis ในรูปแบบปุ ๋ยชีวภาพตามท้องตลาด (B.subtilis CS) โดยทำการ
ทดลองสามซ้ำ ค่า PSI ที่ได้ดังแสดงในตารางที่ 1 จากผลการทดลอง B.subtilis CS มีค่า PSI สูงสุด 
ในขณะท่ีไอโซเลตที่ 2, ไอโซเลตที่ 15 และไอโซเลตที่ 10 มีค่า PSI รองลงมาตามลำดับ โดยค่า PSI 
ของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตระหว่างไอโซเลตท่ี 2 และไอโซเลตท่ี 15 กับไอโซเลตท่ี 15 และไอโซ
เลตท่ี 10 ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญตามลำดับ ซึ่งบ่งบอกได้ว่ามีความสามารถในการ
ละลายฟอสเฟตอนินทรีย์ที ่คล้ายคลึงกัน ที่การประเมินทางสถิติที ่ค่า P-value < 0.05 และการ
เปรียบเทียบแบบ Tukey pairwise ท่ีความเช่ือมั่น 95% 
 สำหรับความสามารถในการละลายฟอสเฟตอินทร ีย์ ของแบคทีเร ียทั ้ง 3 ไอโซเลต
เปรียบเทียบกับ B.subtilis CS จากปุ๋ยชีวภาพตามท้องตลาด พบว่าค่าเฉล่ียของ Acid phosphatase 
activity (APA) และค่าเฉลี่ยของ Alkaline phosphatase activity (ALPA) ดังแสดงในตารางที่ 1 
จากผลการทดลอง ไอโซเลตที่ 2 มีค่า Acid phosphatase activity และ Alkaline phosphatase 
activity ในขณะที่ ไอโซเลตที่ 15, ไอโซเลตที่ 10 และ B. subtilis CS มีค่า Acid phosphatase 
activity และ Alkaline phosphatase activity รองลงมาตามลำดับ ซึ่งจากการเปรียบเทียบแบบ 
Tukey pairwise ไอโซเลตที่ 2 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับไอโซเลตที่ 15 ในขณะท่ีไอโซ
เลตที่ 10 และ B. subtilis CS ก็ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเช่นเดียวกัน ซึ่งการไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ บ่งบอกได้ถึงแบคทีเรียมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตอินทรีย์ท่ี
คล้ายคลึงกัน ด้วยการประเมินทางสถิติท่ีค่า P-value < 0.05 ค่าระดับความเช่ือมั่น 95% 
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ตารางที ่1 ค่าดัชนีละลายฟอสเฟต และค่า Phosphatase activity ของท้ัง 3 ไอโซเลตเปรียบเทียบ
กับ B. subtilis CS 

สายพันธุ์
แบคทีเรีย 

ค่าดัชนีละลาย
ฟอสเฟต* 

Acid phosphatase 
activity (4-
nitrophenol 

micrograms/mL/h)* 

Alkaline phosphatase 
activity (4-nitrophenol 
micrograms/mL/h)* 

ไอโซเลตท่ี 2 1.129±0.008b** 94.73±6.70a 95.94±6.34a 
ไอโซเลตท่ี 10 1.108±0.006c 85.20±9.34c 84.21±8.86c 
ไอโซเลตท่ี 15 1.116±0.004bc 93.98±7.31ab 92.87±6.37ab 
B.subtilis CS  1.150±0.001a 80.99±1.24c 80.74±1.00c 

*ผลการทดลองของแบคทีเรียแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
**ตัวอักษรเดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญจากการเปรียบเทียบ Tukey pairwise comparison 
 

 จากผลการทดลองของค่าดัชนีละลายฟอสเฟต และค่า Phosphatase activity ของไอโซเลต
ที่ 15 ถูกคัดเลือกเพื่อนำไประบุสายพันธุ์เนื่องจาก เมื่อนำมาทำการทดลองเลี้ยงอาหารเลี้ยงเชื้อ NA 
ก่อนนำไประบุสายพันธุ ์ ปร ิมาณเซลล์ของไอโซเลตที ่ 15 มีมากกว่าไอโซเลตที ่ 2 แสดงถึง
ความสามารถในการรอดชีวิต กรณีนำไปทำการทดลองต่อๆไป และไอโซเลตท่ี 15 ยังมีความสามารถ
ในการละลายฟอสเฟตอินทรีย์ได้ดีกว่า B. subtilis CS จากค่า phosphatase activity อีกด้วย ท้ังนี้
คุณสมบัติการละลายฟอสเฟตอินทรีย์ท่ีมากกว่าการละลายฟอสเฟตอนินทรีย์ของแบคทีเรีย เหมาะสม
ต่อการนำไปใช้ร่วมกับปุ๋ยคอก หรือปุ๋ยอินทรีย์ที่มีฟอสเฟตอินทรีย์เป็นส่วนประกอบในปริมาณมาก
[70] 

การระบสุายพนัธุจ์ลุนิทรยีท์ีม่คีณุสมบตัใินการละลายฟอสเฟต 
 ไอโซเลตท่ี 15 ถูกจัดจำแนกลำดับนิวคลีโอไทด์ตามลำดับนิวคลีโอไทด์สายพันธุ์อ้างอิง ซึ่ง
สามารถประเมินได้ใกล้เคียงกับ แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus เช่น B.tequilensis, B.cabrialesii, 
B.inaqosorum และ B.subtilis (ดังแสดงในตารางท่ี ข.1) อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองไม่สามารถระบุ
ได้ชัดเจนสำหรับความแตกต่างระหว่างสายพันธุ ์ ดังนั้นไอโซเลตท่ี 15 จึงต้องทำการศึกษาต่อด้วย
วิธีการ whole genome sequencing หรือ Nucleotide sequencing ท่ีตำแหน่งยีนส์อื่น 
เปรียบเทียบกับชนิดของสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันในระดับจำเพาะ 
 สำหรับการวิเคราะห์ด้วยวิธี Whole genome sequence ไอโซเลตท่ี 15 ถึงระบุว่าเป็นสาย
พันธุ์ Bacillus subtilis สายพันธุ์ใหม่ หรือ Bacillus subtilis NS (ดังแสดงในตารางเสริมที่ 2) การ
อธิบายจีโนมของไอโซเลตท่ี 15 ด้วยวิธีการ RAST tool kit (RASTtk) [71] สามารถระบุความจำเพาะ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ของจีโนมอยู่ท่ี 1423.2381 ไอโซเลตท่ี 15 ถูกอธิบายด้วย รหัสยีนส์ท่ี 11 อนุกรมวิธานของจีโนม และ
แผนภูมิ Phylogenetic tree ดังแสดงในรูปท่ี 6 

รปูที ่6 Phylogenetic tree ของไอโซเลตท่ี 15 
 
ข้อมูลการวิเคราะห์เชิงวิวัฒนาการที่ใช้ในการจัดหมวดหมู่จีโนมอ้างอิงและตัวแทนข้อมูลจากศูนย์
ข้อมูลเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (NCBI) ที่ระบุโดย Mash/MinHash [72] ได้แก่ การ Map การจัด
ตำแหน่งโปรตีนกับกลุ่มโปรตีนทั่วโลก PATRIC (PGFams) และการเชื่อมโยงเมทริกซ์ข้อมูลจากชุด
ร่วมของกรดอะมิโนและการจัดตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ และสร้างค่าสนับสนุนสำหรับแผนภูมิต้นไม้ 

การคดัเลอืกองคป์ระกอบอาหารทางเลอืก (Alternative media) 

4.3.1  การคดัเลอืกแหลง่คารบ์อน 
 B.subtilis NS สามารถเติบโตได้ดีบนอาหาร MSM ท่ีประกอบไปด้วย กลีเซอรอล, น้ำมันรำ
ข้าว และน้ำมันปาล์ม ในขณะท่ีปริมาณ B.subtilis NS จะลดลงเมื่อความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน
เพิ่มขึ้น ดังแสดงในตารางท่ี 2  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.3.2  การคดัเลอืกแหลง่ไนโตรเจน 
 จากการเปรียบเทียบระหว่างแหล่งไนโตรเจน 2 แหล่งระหว่างสารสกัดจากยีสต์ และ ยูเรีย 
ปริมาณ B.subtilis NS มีการเจริญเติบโตบนสารสกัดจากยีสต์มากกว่าแหล่งไนโตรเจนยูเรีย ดังแสดง
ในตารางท่ี 2

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของการเล้ียงเช้ือ B.subtilis NS 
แหล่งคาร์บอน การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (สารสกัดจากยีสต์) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (ยูเรีย) 

1%(w/v),  
กลีเซอรอล 

  

    

2%(w/v),  
กลีเซอรอล  

      
3%(w/v),  
กลีเซอรอล 

  

    

4%(w/v),  
กลีเซอรอล 

  

    

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของการเล้ียงเช้ือ B.subtilis NS (ต่อ) 
แหล่งคาร์บอน การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (สารสกัดจากยีสต์) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (ยูเรีย) 
5%(w/v),  
กลีเซอรอล 

  

    

1%(w/v), 
น้ำมันปาล์ม  

  

    

2%(w/v), 
น้ำมันปาล์ม 

  

    

3%(w/v), 
น้ำมันปาล์ม 

      
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของการเล้ียงเช้ือ B.subtilis NS (ต่อ) 
แหล่งคาร์บอน การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (สารสกัดจากยีสต์) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (ยูเรีย) 
4%(w/v), 
น้ำมันปาล์ม 

  

    

5%(w/v), 
น้ำมันปาล์ม 

  

    

1%(w/v), 
น้ำมันถั่วเหลือง  

  

    

2%(w/v), 
น้ำมันถั่วเหลือง 

  

    

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของการเล้ียงเช้ือ B.subtilis NS (ต่อ) 
แหล่งคาร์บอน การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (สารสกัดจากยีสต์) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (ยูเรีย) 
3%(w/v), 
น้ำมันถั่วเหลือง 

      
4%(w/v), 
น้ำมันถั่วเหลือง 

  

    

5%(w/v), 
น้ำมันถั่วเหลือง 

  

    

1%(w/v), 
น้ำมันรำข้าว  

  

    

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของการเล้ียงเช้ือ B.subtilis NS (ต่อ) 
แหล่งคาร์บอน การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (สารสกัดจากยีสต์) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (ยูเรีย) 
2%(w/v), 
น้ำมันรำข้าว 

  

    

3%(w/v), 
น้ำมันรำข้าว 

 
     

4%(w/v), 
น้ำมันรำข้าว 

  

    

5%(w/v), 
น้ำมันรำข้าว 

  

    

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของการเล้ียงเช้ือ B.subtilis NS (ต่อ) 
แหล่งคาร์บอน การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (สารสกัดจากยีสต์) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (ยูเรีย) 
1%(w/v), D-
glucose 
(Control)   

  

    

2%(w/v), D-
glucose 
(Control) 

  

    

3%(w/v), D-
glucose 
(Control) 

      
4%(w/v), D-
glucose 
(Control) 

  

    

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของการเล้ียงเช้ือ B.subtilis NS (ต่อ) 
แหล่งคาร์บอน การคัดเลือกแหล่งคาร์บอน (ไม่มีแหล่งไนโตรเจน) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (สารสกัดจากยีสต์) การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน (ยูเรีย) 
5%(w/v), D-
glucose 
(Control) 

  

    

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สำหรับการคัดเลือกแหล่งคาร์บอน B.subtilis NS สามารถเจริญเติบโตได้ดีใน กลีเซอรอล , 
น้ำมันรำข้าว และน้ำมันปาล์มตามลำดับ เนื่องจาก อะตอมของคาร์บอนในกลีเซอรอลมีระดับการ
รีดิวซ์สูงกว่าแหล่งคาร์บอนอื่น กล่าวคือ คาร์บอนมีไฮโดรเจนจับอยู่มากกว่า จึงอยู่ในสถานะที่มี
พลังงานสูงกว่า[73]  ในขณะเดียวกันองค์ประกอบของกรดไขมันของน้ำมันปาล์ม และน้ำมันรำข้าวก็
ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต เนื่องจากมีองค์ประกอบของของกรดโอเลอิคสูงซี่งสามารถพบได้ในน้ำมัน
ปาล์มและน้ำมันรำข้าว[74] อีกท้ังงานวิจัยท่ีมีการศึกษาเกี่ยวข้องกับการเจริญของแบคทีเรียด้วยการ
ใช้น้ำมันท่ีผ่านมา ยังกล่าวถึงองค์ประกอบไขมันของกรดโอเลอิคท่ีสามารถเหนี่ยวนำเอนไซม์ไลเปสได้
ดี[75] ท้ังนี้เอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ท่ัวไปท่ีสามารถย่อยสลายไขมันได้ในแบคทีเรีย[76]  ในส่วนของ
การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจน แบคทีเรียสามารถดูดซึมสารสกัดจากยีสต์ได้ง่าย และยังมีองค์ประกอบท่ี
จำเป็นสำหรับแบคทีเรีย[77]  ดังนั้นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนดังกล่าว จึงมีความเหมาะสมสำหรับ 
B.subtilis NS 

การศกึษาการเจรญิของแบคทเีรยีในอาหารทางเลอืกและแบบจำลองการเจรญิของ
แบคทเีรยี 

4.4.1  นำ้มนัปาลม์เปน็แหลง่อาหารทางเลอืก 
 ผลการเจริญของ B.subtilis NS ท่ีเล้ียงด้วยอาหารเล้ียงเช้ือทางเลือกผสมน้ำมันปาล์มในแต่
ละความเข้มข้นถูกวัดค่า OD600 จากนั้นนำผลการทดลอง มาศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตด้วย 
แบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz ท้ังนี้ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเจริญเติบโต
มีความใกล้เคียงกับแบบจำลอง Gompertz มากกว่าแบบจำลอง Logistic จากค่า adjusted R-
squared และค่า RMSE  ในขณะท่ี น้ำมันปาล์มความเข้มข้น 1%(v/v) มีค่าอัตราการเจริญเติบโต

จำเพาะสูงสุด (µmax) เป็น 0.0706 ต่อช่ัวโมง และระยะ Lag phase (λ) เป็น 0.5656 ช่ัวโมง ด้วยค่า 

adjusted R-squared 0.9830 และค่า RMSE 0.0186 แต่อย่างไรก็ตาม µmax และ λ ท่ีได้ยังมีค่าน้อย
กว่า B.subtilis NS ท่ีถูกเล้ียงด้วย D-glucose ซึ่งเป็นแหล่งอาหารควบคุมท่ี 0.1201 ต่อช่ัวโมง และ 
1.9028 ช่ัวโมง ตามลำดับ ด้วยค่า adjusted R-squared 0.9609 และค่า RMSE 0.0309 ใน
แบบจำลอง Gompertz เช่นเดียวกัน ดังแสดงในรูปท่ี 7. 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รปูที ่7 เปรียบเทียบค่า OD600 ของ B.subtilis NS ท่ีเล้ียงด้วยแหล่งอาหารทางเลือกท่ีเป็นน้ำมัน
ปาล์มกับแบบจำลองการเจริญเติบโต (ก.) แบบจำลอง Logistic (ข.) แบบจำลอง Gompertz 

4.4.2  นำ้มนัถัว่เหลอืงเปน็แหลง่อาหารทางเลอืก 
 ค่า OD600 ของ B.subtilis NS ท่ีเล้ียงด้วยน้ำมันถั่วเหลืองในแต่ละความเข้มข้น นำมาศึกษา
รูปแบบการเจริญเติบโตด้วยแบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz จากข้อมูลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าการเจริญเติบโตมีความใกล้เคียงแบบจำลอง Gompertz มากกว่าแบบจำลอง Logistic 
จากค่า adjusted R-squared ในขณะท่ีเงื่อนไขการเล้ียงแบคทีเรียด้วยน้ำมันถั่วเหลือง 3%(v/v) มีค่า

อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะสูงสุด (µmax) เป็น 0.0089 ต่อช่ัวโมง และระยะ Lag phase (λ) เป็น  
-16.1423 ช่ัวโมง ด้วยค่า adjusted R-squared 0.8662 และค่า RMSE 0.0595 แต่อย่างไรก็ตาม 

µmax และ λ ท่ีได้ยังมีค่าน้อยกว่า B.subtilis NS ท่ีถูกเล้ียงด้วย D-glucose ซึ่งเป็นแหล่งอาหาร
ควบคุมท่ี 0.1201 ต่อช่ัวโมง และ 1.9028 ช่ัวโมง ตามลำดับ ด้วยค่า adjusted R-squared 0.9609 
และค่า RMSE 0.0309 ในแบบจำลอง Gompertz เช่นเดียวกัน ดังแสดงในรูปท่ี 8. 
 

ก. 

ข. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รปูที ่8 เปรียบเทียบค่า OD600 ของ B.subtilis NS ท่ีเล้ียงด้วยน้ำมันถั่วเหลืองเป็นแหล่งอาหาร

ทางเลือกกับแบบจำลองการเจริญเติบโต (ก.) แบบจำลอง Logistic (ข.) แบบจำลอง Gompertz 

4.4.3  นำ้มนัรำข้าวเปน็แหลง่อาหารทางเลอืก 
 ค่า OD600 ของ B.subtilis NS ท่ีเล้ียงด้วยน้ำมันรำข้าว ในแต่ละความเข้มข้น ถูกนำมาศึกษา
รูปแบบการเจริญเติบโตด้วยแบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง Gompertz ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าการเจริญเติบโตมีความใกล้เคียงแบบจำลอง Gompertz มากกว่าแบบจำลอง Logistic จากค่า 
adjusted R-squared ในขณะท่ี น้ำมันรำข้าว 5%(v/v) มีค่าอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะสูงสุด 

(µmax) เป็น 0.1041 ต่อช่ัวโมง และระยะ Lag phase (λ) เป็น -0.0901 ช่ัวโมง ด้วยค่า adjusted R-

squared 0.9476 และค่า RMSE 0.0318 แต่อย่างไรก็ตาม µmax และ λ ท่ีได้ยงัมีค่าน้อยกว่า 
B.subtilis NS ท่ีถูกเล้ียงด้วย D-glucose ซึ่งเป็นแหล่งอาหารควบคุมท่ี 0.1201 ต่อช่ัวโมง และ 
1.9028 ช่ัวโมง ตามลำดับ ด้วยค่า adjusted R-squared 0.9609 และค่า RMSE 0.0309 ใน
แบบจำลอง Gompertz เช่นเดียวกัน ดังแสดงในรูปท่ี 9. 

ก. 

ข. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รปูที ่9 เปรียบเทียบค่า OD600 ของ B.subtilis NS ท่ีเล้ียงด้วยน้ำมันรำข้าวเป็นแหล่งอาหารทางเลือก
กับแบบจำลองการเจริญเติบโต (ก.) แบบจำลอง Logistic (ข.) แบบจำลอง Gompertz 

 
สำหรับค่าพารามิเตอร์จากการศึกษาการเจริญเติบโตด้วยแบบจำลอง Logistic และ

แบบจำลอง Gompertz เมื่อพิจารณาจากความเหมาะสมของข้อมูลการเจริญเติบโตกับแบบจำลอง 
จากค่า adjusted R-squared สูงสุดและค่า RMSE ที่ต่ำที่สุด พบว่าการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
B.subtilis NS มีความใกล้เคียงแบบจำลอง Gompertz มากกว่าแบบจำลอง Logistic โดยข้อมูลการ
เจริญเติบโตของแบคทีเร ียที ่เลี ้ยงด้วยน้ำมันปาล์ม 1%(v/v) มีความเหมาะสมกับแบบจำลอง 
Gompertz มากที ่สุดโดยมีค่า adjusted R-squared สูงสุดที ่  0.9830 และ ค่า RMSE ต่ำสุดท่ี 
0.0186 ในส่วนของข้อมูลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่เลี้ยงด้วย D-glucose 2%(w/v), น้ำมันรำ
ข้าว 5%(v/v) และน้ำมันถั่วเหลือง 3%(v/v) มีความเหมาะสมกับแบบจำลอง Gompertz รองลงมา

ก. 

ข. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตามลำดับโดยมีค่า adjusted R-squared 0.9609, 0.9476 และ 0.8662 และค่า RMSE 0.0309, 
0.0318 และ 0.0595 ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 
ตารางที ่3 ค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ท่ีได้ระหว่างแบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง 
Gompertz ในการเล้ียง B.subtilis NS ด้วยแหล่งอาหารทางเลือกท่ีแตกต่างกัน 

แหล่งอาหาร
ทางเลือก 

ความ
เข้มข้น 

ค่า OD600 
สูงสุด (A) 

Lag phase 

(λ) (ช่ัวโมง) 

อัตราการ
เจริญเติบโตจำเพาะ 
(µmax) (ต่อช่ัวโมง) 

Adj-R2 RMSE 

แบบจำลอง Logistic   
Glucose 
(Control) 

2%(v/v) 0.5108 2.4003 0.1399 0.9723 0.0260 

น้ำมันปาล์ม 1%(v/v) 0.4896 0.9994 0.0759 0.9814 0.0195 
น้ำมันปาล์ม 3%(v/v) 0.5505 -9.2119 0.0160 0.8572 0.0594 
น้ำมันปาล์ม 5%(v/v) 0.8199 -13.7382 0.0189 0.8389 0.0887 
น้ำมันถั่ว
เหลือง 

1%(v/v) 0.5169 -12.6852 0.0103 0.8417 0.0599 

น้ำมันถั่ว
เหลือง 

3%(v/v) 0.5678 -19.1246 0.0078 0.8541 0.0621 

น้ำมันถั่ว
เหลือง 

5%(v/v) 0.5208 -12.5522 0.0116 0.8384 0.0594 

น้ำมันรำข้าว 1%(v/v) 0.4271 -13.7892 0.0096 0.7713 0.0577 
น้ำมันรำข้าว 3%(v/v) 0.5847 -18.5133 0.0085 0.8566 0.0630 
น้ำมันรำข้าว 5%(v/v) 0.5417 -0.0556 0.0970 0.9357 0.0352 
แบบจำลอง Gompertz 
Glucose 
(Control) 

2%(v/v) 0.5113 1.9028 0.1201 0.9609 0.0309 

นำ้มนัปาลม์ 1%(v/v) 0.4899 0.5656 0.0706 0.9830 0.0186 
น้ำมันปาล์ม 3%(v/v) 0.5347 0.3988 0.0759 0.9359 0.0398 
น้ำมันปาล์ม 5%(v/v) 0.8157 -9.3068 0.0253 0.8560 0.0838 
น้ำมันถั่ว
เหลือง 

1%(v/v) 0.5169 -10.1850 0.0123 0.8501 0.0583 

*ตัวหนังสือหนาแสดงถึงค่า adjusted R-squared สูงสุดของแต่ละน้ำมัน 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่3 ค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ท่ีได้ระหว่างแบบจำลอง Logistic และแบบจำลอง 
Gompertz ในการเล้ียง B.subtilis NS ด้วยแหล่งอาหารทางเลือกท่ีแตกต่างกัน (ต่อ) 
แหล่ง
อาหาร
ทางเลือก 

ความ
เข้มข้น 

ค่า OD600 
สูงสุด (A) 

Lag phase 

(λ) (ช่ัวโมง) 

อัตราการ
เจริญเติบโตจำเพาะ 
(µmax) (ต่อช่ัวโมง) 

Adj-R2 RMSE 

แบบจำลอง Gompertz 
นำ้มนัถัว่
เหลอืง 

3%(v/v) 0.5760 -16.1423 0.0089 0.8662 0.0595 

น้ำมันถั่ว
เหลือง 

5%(v/v) 0.5194 -9.1397 0.0147 0.8539 0.0565 

น้ำมันรำ
ข้าว 

1%(v/v) 0.4230 -8.6485 0.0137 0.7895 0.0554 

น้ำมันรำ
ข้าว 

3%(v/v) 0.5922 -15.6990 0.0096 0.8670 0.0606 

นำ้มนัรำ
ข้าว 

5%(v/v) 0.5420 -0.0901 0.1041 0.9476 0.0318 

*ตัวหนังสือหนาแสดงถึงค่า adjusted R-squared สูงสุดของแต่ละน้ำมัน 

 
ท้ังนี้ แบบจำลอง Gompertz แสดงถึงรูปแบบการเจริญเติบโตของ B.subtilis NS ท่ีมลัีกษณะ

การเจริญเติบโตท่ีไม่สมมาตรโดยท่ี ระยะ Lag phase เกิดขึ้นในระยะเวลาส้ันและมีค่าติดลบ[78] 
ต่อมาจึงเกิดระยะ Exponential phase อย่างรวดเร็วจนกระท่ังเข้าสู่ระยะ Stationary phase[67] 
ในลักษณะโค้ง Sigmoid ซึ่งมีลักษณะคล้ายคลึงกับแบบจำลอง Gompertz ท่ีตามทฤษฎีระบุไว้ว่า การ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียจะมีลักษณะเป็นกราฟ Exponential ท่ีเวลาต่างๆ[68] นอกจากนี้ 
แบบจำลอง Gompertz ยังสามารถบ่งบอกถึงค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ท่ีเกี่ยวข้องกับการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ 3 ค่า จากผลการทดลองได้แก่ ค่าอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะสูงสุด 

(µmax) ซึ่งคือ อัตราการเจริญเติบโตคงท่ีในระยะ Exponential phase, ระยะ Lag phase (λ) คือ 
ระยะเวลาท่ีเช้ือใช้ในการปรับตัวในระยะ lag phase และค่า asymptote (A) คือค่าสูงสุดท่ีแบคทีเรีย
เจริญเติบโตก่อนเข้าสู่ระยะ Stationary phase ดังท่ี Zweitering และคณะได้กล่าวไว้[68]  
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5 

สรปุผลการทดลองและขอ้เสนอแนะ 

สรปุผลการทดลอง 
 B.subtilis NS เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ท่ีสามารถละลายฟอสเฟตได้ดี ซึ่งคัดแยกมาจาก
ถ่านไบโอชาร์ จากผลทดสอบการละลายฟอสเฟตอินทรีย์เปรียบเทียบกับเช้ือทางการค้า B.subtilis CS 
พบว่า B.subtilis NS มีค่า Acid phosphatase activity และค่า Alkaline phosphatase activity 
เป็น 93.98±7.31 และ 92.87±6.37 4-nitrophenol µg/mL/h ตามลำดับ ในขณะท่ี B.subtilis CS 
มีค่า Acid phosphatase activity และค่า Alkaline phosphatase activity เป็น 80.99±1.24 และ 
80.74±1.00 4-nitrophenol µg/mL/h ตามลำดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า B.subtilis NS มีความสามารถ
ในการละลายฟอสเฟตอินทรีย์ได้สูงกว่า B.subtilis CS อย่างมีนัยสำคัญ นอกจากนี้ B.subtilis NS ยัง
สามารถเจริญได้ในน้ำมันพืช โดยจากการศึกษาการเจริญของ B.subtilis NS แสดงให้เห็นว่าการเจริญ
ของ B.subtilis NS มีความใกล้เคียงกับแบบจำลอง Gompertz ซึ่งกราฟการเจริญเพิ่มขึ้นเป็นรูปรา่ง 
Exponential แปรผันตามเวลา และเป็นไปตามทฤษฎีแบบจำลอง Gompertz เมื่อทำการเล้ียง 
B.subtilis NS ด้วยน้ำมันปาล์มท่ีความเข้มข้น 1%(v/v) โดยให้ค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ ได้แก่ 
ค่า Maximum specific growth rate (µmax) เป็น 0.0706 ต่อช่ัวโมง ท่ีแสดงถึงอัตราเร็วในการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย ในระยะ Exponential phase และ Lag phase (λ) เป็น 0.5656 ช่ัวโมง 
ท่ีแสดงถึงช่วงระยะเวลาปรับตัวในการเจริญเติบโตระยะเริ่มต้น เมื่อพิจารณาจากค่า adjusted R-
squared สูงสุดท่ี  0.9830 และค่า RMSE ต่ำสุดท่ี 0.0186 

ขอ้เสนอแนะ 

5.2.1  ขอ้เสนอแนะในการวจิยั 
  (1) ศึกษาผลของความเข้มข้นที่ต่างกันของน้ำมันพืช รวมถึงการผสมระหว่างน้ำมัน
 หลายชนิด เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพอาหารทางเลือกต่อการเจริญของแบคทีเรีย 
  (2) วิเคราะห์องค์ประกอบและโครงสร้างของน้ำมันพืช เพื่อเช่ือมโยงถึงการเลือกใช้
 องค์ประกอบในน้ำมันพืชสำหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (เช่น ปริมาณกรดไขมันอิสระ 
 หรือสารประกอบเชิงลบต่อการเจริญของจุลินทรีย์) 
  (3) ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในสภาวะท่ีใกล้เคียงกับการใช้งาน
 จริง เช่น การตรวจสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรีย เมื่อนำไปใช้ในพื้นท่ีเพาะปลูกทดลอง
 กับพืชแต่ละชนิด 
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  (4) ศึกษาถึงปัจจัยท่ีทำให้ระยะ Lag phase มีค่าเป็นลบ ท่ีนอกจากจะแสดงถึงการ
 ปรับตัวในช่วงเริ่มต้นของการเจริญเติบโตได้รวดเร็ว[78] ยังแสดงถึงความซับซ้อนของระยะ 
 Lag phase ท่ีมีความเกี่ยวข้องกับเงื่อนของสภาวะการเล้ียงเช้ือ ท่ีสัมพันธ์กับแบบจำลอง
 ทุติยภูมิ (Secondary model) [79] เช่น pH, อุณหภูม,ิ Water activity, [80]  ค่าออกซิเจน
 ละลาย และความเข้มข้นเซลล์ [81]  
  (5) สามารถนำค่าพารามิเตอร์จากการทดลอง มาช่วยในการคาดการณ์แนวโน้มการ
 เจริญของแบคทีเรีย และช่วยในการออกแบบการทดลองเกี่ยวกับเช้ือ B.subtilis NS ได้อย่าง
 มีประสิทธิภาพ รวมถึงสามารถวางแผนในการเก็บตัวอย่างได้ดีขึ้น  

5.2.2   ขอ้เสนอแนะเพือ่การประยกุตใ์ช ้
  (1) สามารถนำ B. subtilis NS ที่เลี้ยงด้วยแหล่งอาหารทางเลือก ไปพัฒนาต่อเป็น
 ปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบน้ำหรือเม็ด รวมทั้งศึกษาถึงความคงตัวของแบคทีเรียในระยะยาวเมื่อ
 นำไปใช้งานจริง และการเก็บรักษา ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมา น้ำมันพืชนอกจากจะสามารถ
 เป็นแหล่งอาหารทางเลือก ยังมีคุณสมบัติยากต่อการชะล้างด้วยน้ำ ทำให้แบคทีเรียคงอยู่ท่ี
 หน้าดินได้ดี[14]  
  (2) ควรพิจารณาถึงความปลอดภัยของน้ำมันพืชท่ีนำมาใช้เป็นแหล่งอาหารทางเลือก
 สำหรับแบคทีเรีย หากนำไปผลิตในระดับอุตสาหกรรม เช่น การนำน้ำมันพืช หรือวัตถุดิบจาก
 น้ำมันที ่เหลือทิ ้งจากอุตสาหกรรมอาหาร ควรมีการควบคุมคุณภาพ และตรวจสอบ
 องค์ประกอบของวัตถุดิบดังกล่าว ท่ีอาจส่งผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย 

5.2.3  ขอ้เสนอแนะสำหรบังานวจิยัในอนาคต 
  (1)พัฒนาระบบการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหารทางเลือกแบบกึ่งต่อเนื่อง หรือแบบ
 ชีวปฏิกรณ์ เพื่อประเมินความสามารถในการขยายระดับการผลิต 
  (2) ศึกษาการแสดงออกของยีนแบคทีเร ียที ่คัดเลือกที ่ เกี ่ยวข้องกับการผลิต  
 ฟอสฟาเตสในระดับโมเลกุลเพื่อเสริมความเข้าใจกลไกการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียท่ี
 คัดเลือก 
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ภาคผนวก ก.  
ขอ้มลูการคดัเลอืกแบคทเีรยีทีม่คีณุสมบตัลิะลายฟอสเฟต 

 
ตารางที ่ก.1 ค่าดัชนีละลายฟอสเฟต จำนวน 3 ซ้ำ ของไอโซเลตลำดับท่ี 15, 2 และ 10 เปรียบเทียบ
กับแบคทีเรียตามท้องตลาด (B.subtilis CS) 

 
ตารางที ่ก.2 ค่า Acid phosphatase activity (4-nitrophenol micrograms/mL/h)ท่ี pH 6.5 
จำนวน 12 วัน ของไอโซเลตลำดับท่ี 15, 2 และ 10 เปรียบเทียบกับแบคทีเรียตามท้องตลาด 
(B.subtilis CS) 

 
 
 
   

ตัวอย่างท่ี B.subtilis CS ไอโซเลตลำดับท่ี 15 ไอโซเลตลำดับท่ี 2 ไอโซเลตลำดับท่ี 10 
1 1.149 1.111 1.136 1.102 
2 1.150 1.115 1.132 1.109 
3 1.152 1.120 1.120 1.113 

วันท่ี B.subtilis CS ไอโซเลตลำดับท่ี 15 ไอโซเลตลำดับท่ี 2 ไอโซเลตลำดับท่ี 10 
1 82.64 73.33 83.31 60.18 
2 79.16 87.73 80.54 77.38 
3 81.05 92.87 90.35 83.62 
4 80.35 94.13 95.05 82.11 
5 81.11 95.33 97.57 85.63 
6 81.40 95.87 95.03 88.15 
7 83.04 100.03 100.85 90.43 
8 82.50 98.71 96.95 92.71 
9 80.52 99.28 100.76 86.14 
10 79.59 95.43 97.86 87.97 
11 79.79 97.93 97.54 93.02 
12 80.77 97.18 100.91 95.08 
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ตารางที ่ก.3 ค่า Alkaline phosphatase activity (4-nitrophenol micrograms/mL/h)ท่ี pH 
11.0 จำนวน 12 วัน ของไอโซเลตลำดับท่ี 15, 2 และ 10 เปรียบเทียบกับแบคทีเรียตามท้องตลาด 
(B.subtilis CS) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วันท่ี B.subtilis CS ไอโซเลตลำดับท่ี 15 ไอโซเลตลำดับท่ี 2 ไอโซเลตลำดับท่ี 10 
1 80.28 74.75 85.65 60.15 
2 78.94 88.03 81.41 78.56 
3 80.52 90.73 92.06 78.62 
4 83.00 92.46 97.45 84.00 
5 80.48 96.68 96.39 84.63 
6 79.95 97.12 98.79 85.08 
7 81.31 94.93 98.36 88.53 
8 80.99 95.73 99.76 88.23 
9 80.05 97.21 101.33 90.57 
10 81.56 95.61 99.92 87.26 
11 81.03 96.94 99.97 93.18 
12 80.76 94.29 100.23 91.65 
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ภาคผนวก ข.  

ขอ้มลูเพิม่เตมิของการระบสุายพนัธุจ์ลุนิทรยี์ 
ตารางที ่ข.1 การจัดลำดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ้างอิงของไอโซเลตลำดับท่ี 15 

No
. 

Name Strain Authors Accession 
Pairwise 
similarit
y (%) 

Mismatch
/ Total nt. 

1. Bacillus 
tequilensis 

KCTC1362
2 

Gatson et 
al.2006[82] 

AYTO0100004
3 

99.93 1/1346 

2. Bacillus 
cabrialesii 

TE3 De Los 
Santos 
Villalobos 
et al. 
2019[83] 

MK462260 99.93 1/1346 

3. Bacillus 
inaquosoru
m 

KCTC1342
9 

(Rooney et 
al. 2009) 
Dunlap et 
al. 
2020[84] 

AMXN0100002
1 

99.93 1/1346 

4. Bacillus 
subtilis 

NCIB3610 (Ehrenberg
e 1835) 
Cohn 
1872[85] 

ABQL0100000
1 

99.85 2/1346 
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ตารางที ่ ข.2 การระบุสายพันธุ์ของไอโซเลตลำดับท่ี 15 

Genome ANIb 
[%] 

Aligned 
[%] 

Aligned 
[bp] 

Total 
[bp] 

Bacillus subtilis E1 98.37 93.89 3797327 4044405 
Bacillus subtilis subsp. Subtilis str. 
168 [T] 

98.35 93.32 3774403 4044405 

Bacillus subtilis subsp. Subtilis DSM 
10 [T] 

98.35 93.31 3773681 4044405 

Bacillus subtilis type strain: N 98.33 93.93 3798932 4044405 
Bacillus subtilis B4143 98.33 93.28 3772822 4044405 
Bacillus subtilis HJ5 98.02 92.51 3741362 4044405 
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ประวตัผิูเ้ขยีน 
 
ช่ือ-นามสกุล นางสาวพิมพ์อร ทองพันช่ัง 
วัน เดือน ปีเกิด 4 พฤษภาคม 2537  
ท่ีอยู่ บ้านเลขท่ี 111/35  หมู่ 5 ตำบลหนองครก อำเภอเมือง จังหวัดศรีสะเกษ 

รหัสไปรษณีย์ 33000  
ประวัติการศึกษา: 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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