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บทคัดย่อ 

หัวเชื้อ PGPR เริ่มเป็นที่รู้จักและนําไปใช้โดยเกษตรกรมากขึ้นเพื่อส่งเสริมการเจริญของพืชและ
ลดการใช้ปุ๋ยเคมีหรือสารเคมีต่าง ๆในการเกษตร ดังนั้นคุณภาพของหัวเช้ือ PGPR จึงเป็นปัจจัยสําคัญที่
จะส่งผลต่อประสิทธิภาพเมื่อเกษตรกรนําไปใช้กับพืช โครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาสูตร
อาหารราคาถูกที่ส่งเสริมการเจริญของเชื้อให้มีปริมาณสูง รวมทั้งวัสดุพาหะที่สามารถยืดอายุการเก็บ
รักษาเซลล์ให้อยู่รอดได้ในระยะเวลาอย่างน้อย 6-12 เดือน เมื่อเก็บที่อุณหภูมิห้อง โดยทําการ
ตรวจสอบทั้งวัสดุพาหะชนิดแข็ง และวัสดุพาหะชนิดเหลว ในการเลี้ยงเช้ือ PGPR สองชนิด คือ 
Azotobacter sp. และ Azospirillum sp. ทั้งนี้พบว่าการใช้เทคนิคการเจือจางเชื้อให้มีความเข้มข้น
ลดลง 10 เท่า ก่อนผสมกับวัสดุพาหะชนิดแข็งต่าง ๆ คือ เปลือกมันสําปะหลัง เปลือกข้าวโพด Filter 
cake หรือฟางข้าว สามารถทําให้เช้ือทั้งสองชนิดมีปริมาณเพิ่มขึ้นเกินกว่า 108เซลล์ต่อกรัม ในสัปดาห์ที่ 
2 และมีชีวิตอยู่รอดในปริมาณมากกว่า 106เซลล์ต่อกรัม ได้จนถึง 6 เดือน สําหรับการทดสอบในวัสดุ
พาหะชนิดเหลวพบว่าเชื้อ Azotobacter sp. มีปริมาณเชื้อรอดชีวิตมากกว่า 108เซลล์ต่อมิลลิลิตร ได้
ถึง 10 เดือน ในอาหาร LG ที่มีการใช้วัสดุพาหะเป็น PEG 0.5% + แป้งมัน 0.5% ในขณะที่เชื้อ 
Azospirillumsp. มีปริมาณเชื้อรอดชีวิตมากกว่า 108เซลล์ต่อมิลลิลิตร ได้ 6 เดือน ในอาหาร NFB ที่มี
การใช้วัสดุพาหะเป็น แป้งมัน 1.0% และเมื่อพัฒนาสูตรอาหารสําหรับการผลิตหัวเช้ือ PGPR ชนิดเหลว
เพื่อให้มีราคาถูกลงโดยใช้ Molasses 2% ร่วมกับการเติมบัพเฟอร์เพื่อควบคุมค่ากรด-ด่างที่เหมาะสม 
พบว่าเชื้อ Azotobacter sp. สามารถเจริญและมีชีวิตอยู่รอดได้มากกว่า 108เซลล์ต่อมิลลิลิตร เป็น
ระยะเวลา 5 เดือน ในอาหารที่ใช้ Molasses 2% + Phosphate buffer + PEG 0.5% + แป้งมัน 
0.5% ในขณะที่เชื้อ Azospirillum sp. สามารถเจริญและมีชีวิตอยู่รอดได้มากกว่า 108เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร เป็นระยะเวลาถึง 8 เดือน ในอาหารที่ใช้ Molasses 2% + Phosphate buffer + แป้งมัน 
1.0% ดังนั้นจากงานวิจัยนี้ทําให้ได้หัวเชื้อ PGPR ที่มีการพัฒนาการผลิตโดยใช้วัสดุพาหะทั้งชนิดแข็ง 
และชนิดเหลว รวมทั้งได้สูตรอาหารที่มีราคาถูกลงโดยที่ยังสามารถเพิ่มจํานวนเซลล์และรักษาให้เซลล์มี
ชีวิตอยู่รอดได้นานอย่างน้อย 6 เดือน เมื่อเก็บที่อุณหภูมิห้อง ซึ่งสามารถนําไปพัฒนาใช้กับการผลิตใน
เชิงการค้าได้ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) are known and have been used 
by farmers in order to support plant growth and reducing chemical fertilizer and 
chemical substances used in agriculture.  Therefore, the quality of PGPR inoculum is an 
important factor which directly contributes to the efficiency of inoculum when using 
with plants.  The objective of this research was to develop the low cost medium and 
carrier formulation that can support high cell growth as well as extend the shelf-life of 
PGPR inoculum at least 6-12 months when store at room temperature.  Both solid and 
liquid carriers were used to determine the effect on growth and survival of two PGPR, 
Azotobactor sp. and Azospirillum sp.  It was found that the 10-fold diluted inoculum 
starter could be used to inject into different solid carriers, such as cassava peel, corn 
waste, filter cake, or rice straw, and the cell number of PGPR was increased to 108 
cells/gram at 2nd week after injection and remained more than 106 cells/gram for 6 
months.  On the other hands, the appropriate carrier for liquid inoculant was also 
investigated.  The cell number of Azotobacter sp. and Azospirillum sp. remained more 
than 108 cells/ml for 10 months in LG medium with PEG 0.5% + cassava starch 0.5% 
and for 6 months in NFB medium with cassava starch 1.0% as carrier, respectively.  
Molasses was used to formulate the low cost medium, while phosphate buffer was 
also added to control the optimum pH during growth.  The cell number of 
Azotobacter sp. and Azospirillum sp. remained more than 108 cells/ml for 5 months in 
medium containing molasses 2% + phosphate buffer + PEG 0.5% and for 8 months in 
medium containing molasses 2% + phosphate buffer + cassava starch 1.0%, 
respectively.  Therefore, this research could formulate solid and liquid PGPR inoculum 
that reduce the cost of production and maintain the shelf-life of inoculant for more 
than 6 months at room temperature, which can be used further for commercial 
production. 
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1 
 

บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสาํคญัของปัญหา 

เป็นที่ทราบและใช้กันอย่างแพร่หลายในเรื่องของหัวเช้ือ (Inoculum) ปุ๋ยชีวภาพชนิดต่างๆ 
ไรโซเบียมเป็นปุ๋ยชีวภาพที่ทําหน้าที่เป็นปัจจัยสําคัญในการที่จะยืนยันถึงประสิทธิภาพของเชื้อที่มีต่อ
พืช โดยปัจจัยหลักของการผลิตหัวเช้ือไรโซเบียม ได้แก่ ปริมาณเชื้อที่มีจํานวนสูงต่อ 1 หน่วยของวัสดุ
พาหะ (carrier) ซึ่งโดยปกติอยู่ในช่วง 108-1010 เซลล์/กรัม พีท โดยพีทเป็นวัสดุพาหะที่สามารถให้
ธาตุอาหาร (อินทรียวัตถุ) แก่ไรโซเบียมได้ ทําให้ไรโซเบียมสามารถเก็บรักษาได้นานเป็นเวลา 8-12 
เดือน โดยไม่ลดจํานวนลง นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื่นส่งเสริมการอยู่รอดของไรโซเบียม ซึ่งได้แก่ 
ความช้ืน ความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ และแบคทีเรียปนเปื้อนอื่นๆ 

ในส่วนของการใช้ PGPR ในการเกษตรในรูปหัวเชื้อ เริ่มมีการศึกษา และใช้กันมากขึ้น 
ดังเช่น ในส่วนของกรมวิชาการเกษตรเอง หรือการใช้ Azotobacter vinelandii และ A. 
chroococcum เป็นหัวเชื้อ PGPR ในการปลูกข้าว (Kanungo และคณะ, 1977) โดยพบว่าให้ผลผลิต
ของข้าวเพิ่มขึ้น 20% หรือการใช้ Azospirillum brasilense ร่วมกับ A. lipoferum ทําให้ข้าวสาลี
ได้ธาตุไนโตรเจนจากการตรึงไนโตรเจนได้ถึง 7-12% (Malik และคณะ, 2002)  อย่างไรก็ตาม  การใช้
หัวเช้ือของกลุ่ม PGPR ส่วนใหญ่จะทําในรูปนําเมล็ด หรือต้นกล้ามาแช่ใน bacterial culture โดย
ปริมาณหัวเชื้อส่วนใหญ่มักถูกผลิตให้มีจํานวนมากกว่า 108 เซลล์/มล. (Singh และคณะ, 1999, 
Matthew และคณะ, 2001 และ Lee และคณะ, 2002)  

 
ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งเน้นที่จะพัฒนาสูตรอาหารที่เหมาะสม ราคาถูก ทําให้เซลล์ต้ังต้นมี

ปริมาณสูง ในขณะเดียวกันมุ่งที่จะพัฒนาสูตรวัสดุพาหะที่ให้ปัจจัยที่เหมาะสมในการคงจํานวนเซลล์ 
ในการเก็บรักษาเชื้อที่เหมาะสม และสะดวกต่อการนําไปใช้ของเกษตรกรต่อไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 

1. เพื่อให้ได้สูตรอาหารราคาถูกที่สามารถทําให้เชื้อ PGPR มีปริมาณสูงถึง 109-1010 เซลล์/
มิลลลิิตร 

2. เพื่อให้ได้สูตรวัสดุพาหะ (carrier) ที่สามารถคงจํานวนเซลล ์ PGPR ได้นานเป็นเวลา 1 
ปี 

3. เพื่อให้ได้สูตรหัวเชื้อผสม (Multi-strain inoculum) ที่เหมาะสมกับพชืแต่ละกลุ่ม 
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1.3  ขอบเขตของการวิจัย 
นําเชื้อ PGPR ที่คัดเลือกได้ในระดับ in vitro ว่ามีศักยภาพสูง มาทดสอบเลี้ยงในอาหารเหลว

ที่มีการพัฒนาองค์ประกอบ ทําการเพาะเลี้ยงให้ได้จํานวนเซลล์อยูใ่นช่วง 109-1010 เซลล์/มล. จากนั้น
นํามาทําการฉีดใส่วัสดุพาหะ (carrier) ที่มีการแปรผันคา่ C/N ratio pH ความช้ืน ตรวจสอบ
ประชากรทุกเดือน เป็นเวลา 1 ปี ในขณะเดียวกันทําการคัดเลือกเชื้อ PGPR ที่ให้ประสิทธิภาพสูงใน
ลักษณะต่างๆ มาผสม และทดสอบผลกระทบที่มีต่อพืชในระดับกระถาง และการอยู่รอดในวัสดุพาหะ
เป็นเวลา 1 ปี 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้สูตรอาหารราคาถูกที่สามารถทําให้เชื้อ PGPR มีปริมาณสูงถึง 109-1010 เซลล์/มล.  
2. ได้สูตรวัสดุพาหะ (carrier) ที่สามารถคงจาํนวนเซลล์ PGPR ได้นานเป็นเวลา 1 ปี 
3. ได้สูตรหัวเชื้อผสม (Multi-strain inoculum) ที่เหมาะสมกับพืชแต่ละกลุ่ม 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
หัวเชื้อไรโซเบียมถูกใช้เป็นแหล่งของปุ๋ยไนโตรเจนโดยเฉพาะกับพืชตระกูลถั่ว ไรโซเบียมที่

เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมาหลายทศวรรษ เพื่อลดการใช้ปุ๋ยเคมี ช่วยลดต้นทุนการผลิตสําหรับพืช
ตระกูลถั่ว หัวเชื้อไรโซเบียมที่จําหน่ายตามท้องตลาดมีด้วยกันหลายรูปแบบ ได้แก่ ชนิดแข็ง หรือชนิด
เหลว ที่รักษาเชื้อไรโซเบียมให้มีจํานวนเซลล์อยู่ในระดับ 108 เซลล์ต่อกรัมได้อย่างน้อย 6 เดือน 
(Stephens และ Rask, 2000) แม้ว่าหัวเชื้อชนิดเหลวจะมีกระบวนการผลิตที่ง่ายกว่าชนิดแข็ง แต่
ความอยู่รอดของเชื้อต้องคํานึงถึงองค์ประกอบต่าง ๆ ที่ใช้ในการผลิต รวมทั้งชนิดของเชื้อไรโซเบียม
อีกด้วย (Tittabutr และคณะ, 2007)  ดังนั้น หัวเชื้อในรปูของแข็งโดยเฉพาะการใช้พีทเป็นวัสดุพาหะ
ยังเป็นที่นิยมใช้การผลิตหัวเชื้อปุ๋ยชีวภาพ เนื่องจาก พีทมีองค์ประกอบต่างๆ ที่ทําให้เชื้ออยู่รอดได้
เป็นระยะเวลานาน (Kishore และคณะ, 2005; Okon และ Labandera-Gonzalez, 1994) แต่พีทก็
ยังเป็นวัสดุที่มีอยู่จํากัดในหลายๆ ประเทศเช่นเดียวกับในประเทศไทย ดังนั้น จึงจําเป็นต้องหาวัสดุใน
ท้องถิ่นมาทดแทนเพื่อใช้ผลิตในเชิงพาณิชย์ต่อไป วัสดุพาหะที่เหมาะสมเพื่อใช้ในการผลิตหัวเชื้อไร
โซเบียมหรือปุ๋ยชีวภาพนั้นต้องไม่เป็นพิษ รักษาความช้ืนได้ดี ช่วยให้เช้ือเจริญเติบโตและอยู่รอดได้ 
เตรียมในรูปแบบผงได้ง่ายและค่า pH ที่เป็นกลาง  (Albareda และคณะ; Khavazi และคณะ, 2007; 
Smith, 1992) มีการทดสอบวัสดุพาหะหลายชนิดเพื่อใช้ในการผลิตหัวเชื้อไรโซเบียม เช่น ดิน ถ่าน
หิน เวอร์มิคูไลต์ เพอร์ไลต์ แอตทาพูลไลต์ เซไพโอไลต์ อะมอร์ฟัสซิลิกา ปุ๋ยจากเปลือกไม้ กากองุ่น 
และปุ๋ยหมักจากพืชต่างๆ (Albareda และคณะ, 2008; Ferreira และ Castro, 2005; Khavazi และ
คณะ, 2007) อย่างไรก็ตามคุณภาพของหัวเช้ือขึ้นอยู่กับสมบัติทางเคมี กายภาพ และชีวภาพของวัสดุ
พาหะ ที่จะส่งเสริมให้เช้ือจุลินทรีย์มีชีวิตอยู่รอดในหัวเชื้อได้  
 สําหรับการใช้หัวเช้ือ PGPR เริ่มนิยมใช้กันมากขึ้น ตัวอย่างของเชื้อ PGPR ที่ใช้กบัพืชที่เคยมี
การทดสอบ และได้ผลดีต่อพืช ได้แก่ ข้าว + Azotobacter (Kanungo และคณะ, 1977), 
Azospillirum + ข้าวสาลี (Malik และคณะ, 2002), Acetobater diazotrophicus + อ้อย (James 
และคณะ, 1994), Azorhizobium + ข้าวสาลี (Saleh และคณะ, 2001), การใช้ Az. vinelandii 
ร่วมกับ Clostridium butyricum ในการปลูกข้าวสาลี ทางตะวันตกของออสเตรเลีย (Kennedy 
และ Tchan, 1992), Herbaspirillum seroperdiceae สามารถเพิ่มผลผลิตของรวงข้าว 
(Arangarasan และคณะ, 1998) เป็นต้น และเมื่อไม่นานมานี้ได้มีการพัฒนา Multi-strain 
inoculum โดยใช้ PGPR 3 ชนิดร่วมกัน ในการปลูกข้าว และพบว่าสามารถเพิ่มผลผลิตให้ข้าวได้ถึง 
1.1 ตัน/เฮกตาร์ (เพิ่มขึ้น 21%) เมื่อเทียบกับไม่ใส่หัวเช้ือ บริเวณเมืองฮานอย ประเทศเวียดนาม โดย
การผลิตหัวเชื้อดังกล่าวเกิดขึ้นภายใต้ความร่วมมือวิจัยระหว่าง นักวิทยาศาสตร์เวียดนาม และ
ออสเตรเลีย หัวเช้ือผสมดังกล่าวประกอบด้วย Pseudomonas ที่สามารถตรึงไนโตรเจน, Klebsiella 
ที่สามารถตรึงไนโตรเจน และย่อยสลายฟอสเฟตในรูป Ca3(PO4)2 และ Citrobacter freundii ซึ่ง
ช่วยในการเพิ่มความสามารถในการแข่งขันของ PGPR ที่จะอาศัยบริเวณรากข้าว โดยสัดส่วนของการ
ใช้จะอยู่ที่ 10 : 10 : 1 ตามลําดับ โดยปริมาณ PGPR แต่ละชนิด 3×109 : 1×108 : 1×107 เซลล์/
กรัมวัสดุพาหะ ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

ถ้าทําการปรับปรุงสูตรอาหาร โดยใช้วัสดุทดแทนที่มีราคาถูก เช่น มันสําปะหลัง ข้าวโพด 
น้ําตาลทราย หรือเซลล์ยีสต์ที่ได้จากการทํา Bioconversion เป็นแหล่งอาหารเสริม มาเพาะเลี้ยง 
PGPR ให้ได้จํานวนเซลล์เริ่มต้นสูงถึง 109-1010 เซลล์/มล. จากนั้นทําการคงรักษาจํานวนให้อยู่ในวัสดุ
ตัวพา ซึ่งจะใช้ข้อมูลงานวิจัยที่ได้รับการสนับสนุนจาก สกว. เรื่องธาตุอาหารจากวัสดุการเกษตร 
(ดําเนินโครงการเสร็จสิ้นแล้ว, หัวหน้าโครงการคือ ศ. ดร. นันทกร บุญเกิด) ที่ทราบธาตุอาหารของ
วัสดุการเกษตรทั่วประเทศ รวมทั้งข้อมูลจากงานวิจัยที่ใช้วัสดุพาหะแบบละลายน้ําได้ สําหรับการผลิต
หัวเชื้อในชนิดเหลว (Tittabutr et al., 2007) มาทําการ formulate และตรวจสอบว่าวัสดุใด 
สามารถรักษาจํานวนเซลล์ได้อยู่ในช่วง 108-1010 เซลล์/มล. เป็นเวลา 1 ปี ก็จะเป็นการดีสําหรับการ
นําไปใช้ร่วมกับปุ๋ยอินทรีย์ เป็นปุ๋ยอินทรีย์ชีวภาพที่สามารถควบคุมคุณภาพได้ นอกจากนี้การนําหัว
เชื้อที่มีลักษณะเด่นต่างๆ กันมาใช้ร่วมกันกับพืช โดยลักษณะเด่นคลอบคลุมถึง การให้ธาตุอาหาร N P 
K, การสร้างฮอร์โมนพืช และการควบคุมเชื้อราศัตรูพืช ก็จะสามารถทําให้ลดอัตราการใช้สารเคมี และ
สามารถพัฒนาเป็นระบบเกษตรอินทรีย์ได้ในที่สุด 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
วิธีการดําเนนิการวิจัย 

 
เช้ือจุลินทรีย์เมื่อเจริญใน  fermentor จนถึง stationary phase แล้วเช้ือจุลินทรีย์จะเริ่มลด

จํานวนลงเนื่องจากขาดอาหาร จึงจําเป็นต้องนําไปผสมกับวัสดุพาหะ (carrier)  เพื่อตรึงเชื้อให้มีชีวิต
อยู่รอดได้นานขึ้นและยังคงรักษาประสิทธิภาพอยู่ได้ดี  นอกจากนี้ยังสะดวกในการนําไปใช้งานและ
จําหน่ายอกีด้วย  วัสดุพาหะที่นํามาใช้มีทั้งเป็นวัสดุอินทรีย์  ได้แก่  

1. Peat และปุ๋ยหมักจากวัสดุชนิดต่างๆ เช่น เปลือกมันสําปะหลัง เปลือกข้าวโพด filter 
cake  

2. Polymer ชนิดต่างๆ เช่น polyvinylpyrolidole (PVP) และ alginate 
 

 โดยนําวัสดุเหล่านี้มาผสมกับเชื้อจุลินทรีย์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในถังหมัก ตามกรรมวิธีของ  
Tittabutr และคณะ (2003)  แล้วจัดเก็บเชื้อจุลินทรีย์ในวัสดุต่างๆตามวันเวลา (0, 7, 15, 30, 60, 
90, 120, 150, 180, 210 และ 240 วัน) ณ อุณหภูมิต่าง ๆ แล้วทําการสุ่มตัวอย่างมานับเชื้อโดยวิธี   
Plate count เพื่อคัดเลือกชนิดของวัสดุพาหะและอุณหภูมิจัดเก็บที่เหมาะสมที่สุด 
 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
เชื้อ:  Azotobacter sp. และ Azospirillum  sp. 

3.1  การศึกษากระบวนการผลิตโดยใช้วิธี  Dilution Technique ร่วมกับ Solid State 
Fermentation 

ศึกษากระบวนการผลิตโดยใช้วิธี dilution technique ร่วมกับ solid state fermentation  
โดยเลี้ยง  Azotobacter sp. ในอาหารสูตร LG และ  Azospirillum sp. ในอาหารสูตร  NFB  
ปริมาตร  500  มล. ใน flask ขนาด 1 ลิตร เป็นเวลา 3  วันจากนั้นทํา dilution ต่าง ๆ ต้ังแต่  1:10, 
1:100 และ 1:1,000 ด้วยน้ําท่ีผ่านการฆ่าเชื้อ  จากน้ันนําหัวเชื้อ  Azotobacter sp. และ 
Azospirillum sp.  ที่  dilution ต่าง ๆ  ฉีดเข้าไปในวัสดุพาหะที่เป็น compost จากเปลือกมัน
สําปะหลัง, เปลือกข้าวโพด, ฟางข้าว, filter cake และ peat (ขนาดบรรจุ  100 กรัม) ที่บรรจุใน
ถุงพลาสติกทนความร้อน  2  ช้ัน โดยให้มคีวามช้ืนสุดท้ายของทุก ๆ ตํารับเป็น  40%  จากนั้นนวด
ให้เชื้อเข้ากับวัสดุพาหะโดยใช้มือ  แล้วเก็บไว้ภายใต้อุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส)  เป็น
ระยะเวลาอย่างน้อย  6  เดือน  เพื่อทําการตรวจสอบปริมาณเชื้อที่มีชีวิตอยู่ในแต่ละตํารับการทดลอง  
การตรวจสอบคุณภาพหรือการนับปริมาณเชื้อที่มีชีวิตแต่ละตํารับ  เริ่มเก็บตัวอย่างตั้งแต่วันที่  0, 7, 
14, 21, 28  วัน  และจากนั้นเก็บตัวอย่างทุก ๆ 1 เดือน  วิธีการตรวจสอบ  : ใช้วิธี total plate 
count โดยใช้ปริมาณตัวอย่างเริ่มต้น  1  กรัม  ใส่ลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ  9  มลิลิลิตร  เพื่อทําการ
เจือจางเชื้อให้อยู่ในระดับที่เหมาะสมที่สามารถนับได้ 
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3.2  การทดสอบความเป็นพิษของวัสดุพาหะเหลวต่อเชื้อ Azotobacter sp. และ 

Azospirillum  sp. 
โดยนําเช้ือแบคทีเรียทั้งสองชนิดมาเลี้ยงในสูตรอาหารมาตรฐานและในอาหารมาตรฐานที่ใส่

วัสดุพาหะที่เลือกมาใช้ในการทดลอง ได้แก่   
- แป้งมันสําปะหลัง    0.5% และ1%  (W/V) 
- Polyethyleneglycol 3000 (PEG) 0.1% และ 0.5% (W/V) 
-  Polyvinyl alcohol (PVA)  0.5%, และ 1%  (W/V) 
-  Polyvinylpyrrolidone (PVP) 1% และ 2%  (W/V) 
-  Arabic gum   0.1% และ 0.3%  (W/V) 
-  Sodium alginate    0.1%  (W/V) 
 
ทั้งนี้วัสดุพาหะแต่ละสูตรจะถูกผสมลงในอาหาร LG สําหรับ Azotobacter sp. และNFB 

สําหรับ Azospirillum sp. ในการทดลองทําการเลี้ยงเชื้อทั้งสองเป็นเวลา  5  วัน ที่อุณหภูมิ  30  
องศาเซลเซียส  เขย่าที่ความเร็ว  180 rpm  ทําการตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียในแต่ละวัน ด้วยเทคนิค 
total plate count 
 
3.3  การทดสอบคุณสมบัติของวัสดุพาหะในการเอื้ออํานวยให้เชื้อ Azotobacter sp.  และ 
Azospirillum sp. มีชีวิตอยู่รอดได้ เมื่อประกอบเป็นสูตรอาหาร 

จากการทดสอบที่ผ่านมา ได้คัดเลือกวัสดุพาหะในระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมในการทํา
เป็นสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Azotobacter sp. และ Azospirillum sp. เพื่อทําการทดสอบคุณสมบัติ
การทําให้เชื้อมีชีวิตรอดอยู่ได้ ความเข้มข้นของวัสดุพาหะที่เลือกใช้กับเชื้อแต่ละชนิดมีดังนี้ 
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ตารางที่ 3.1 ชนิดและความเข้มข้นของวัสดุพาหะที่ใช้ประกอบในสูตรอาหารมาตรฐาน 

วัสดุพาหะ ความเข้มข้นของวัสดุพาหะ (%)ที่เหมาะสมเพื่อใช้ประกอบเป็นสูตรอาหาร 
ในเชื้อแต่ละชนิด (W/V) 

Azotobacter sp. Azospirillum sp. 
PEG 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 1.0, 1.5, 2.0 
PVP 0.5, 1.0, 2.0 * 
แป้งมันสําปะหลัง 0.5, 1.0, 1.5 1.0, 1.5 
Arabic gum 0.3, 0.5, 1.0 0.1, 0.5, 1.0 
Sodium alginate 0.1, 0.5, 1.0 0.1, 0.5, 1.0 
PVA 0.5 0.1, 1.0 
แป้งมัน +PEG (1%+1%),(1.5%+0.5),(0.5%+0.5%), 

(0.25%+0.25%), (0.25%+0.5%) 
* 

แป้งมัน +Arabic gum * (0.5%+0.5%), 
(0.1%+0.1%),(0.25%+0.25%) 
(0.5%+1.0%), (0.5%+1.0%) 

หมายเหต ุ * ไม่มีการทดสอบเนื่องจากการศึกษาเบื้องต้นให้ผลการทดลองที่ไม่เหมาะสม 
 
ทําการเปรียบเทียบกับอาหารมาตรฐานของเชื้อแต่ละตัวเพื่อเป็นการเปรียบเทียบ  ในการ

เก็บรักษานําเชื้อที่เลี้ยงในสูตรอาหารมาตรฐาน และสูตรอาหารมาตรฐานที่ใส่วัสดุพาหะที่กล่าวมา
ข้างต้นซึ่งเจริญเต็มที่มาเก็บในถุงพลาสติกที่ฆ่าเชื้อแล้ว ถุงละ 20 มิลลิลิตร และทําการปิดผนึก
ถุงพลาสติกให้สนิท โดยในถุงที่ปิดผนึกให้มีอากาศอยู่ในนั้นด้วย  ทําการเก็บตัวอย่างแบบนี้ทุก
ตัวอย่าง จากนั้นใส่กล่องเก็บไว้ในอุณหภูมิห้อง ทําการเก็บตัวอย่างทุก ๆ สัปดาห์ในเดือนแรก  ต่อไป
เก็บและตรวจการเจริญเดือนละครั้งจนครบ  1  ปี  วัดปริมาณเชื้อที่มีอยู่โดยวิธี  total plate count  
ทํา 3  ซ้ํา  เปรียบเทียบกับเชื้อที่เจริญในอาหารมาตรฐาน 
 
3.4  การทดสอบคุณสมบัติของวัสดุพาหะในการเอื้ออํานวยให้เชื้อ Azotobacter sp.  และ 
Azospirillum sp. มีชีวิตอยู่รอดได้ เมื่อประกอบในสูตรอาหารที่เป็น molasses 2% 

การศึกษาการรอดชีวิตของ Azotobacter sp. และ Azospirillum sp. ใน molasses 2% 
ที่ผสมวัสดุพาหะชนิดต่างๆ เพื่อทําการทดสอบคุณสมบัติการทําให้เชื้อมีชีวิตรอดอยู่ได้ ความเข้มข้น
ของวัสดุพาหะที่เลือกใช้กับเช้ือแต่ละชนิดมีดังนี้ 
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ตารางที่ 3.2 ชนิดและความเข้มข้นของวัสดุพาหะที่ใช้ประกอบใน molasses 2% 
 

วัสดุพาหะ ความเข้มข้นของวัสดุพาหะ (%)ที่เหมาะสมเพื่อใช้ประกอบเป็นสูตรอาหาร 
ในเชื้อแต่ละชนิด 

Azotobacter sp. Azospirillum sp. 
PEG 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 
PVP 0.5, 1.0, 2.0 0.5, 1.0, 2.0 
แป้งมันสําปะหลัง 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 1.0, 1.5, 2.0, 1.0+HEPES buffer 

1.0+Phosphase buffer 
Arabic gum 0.1, 0.3, 0.5, 1.0 0.1, 0.3,  0.5, 1.0 
Sodium alginate 0.1, 0.5, 1.0 0.1, 0.5, 1.0 
PVA 0.1, 0.5 0.1, 0.5 
แป้งมัน +PEG (0.5+0.5+HEPES buffer), 

(0.5+0.5+Phosphase buffer) 
* 

หมายเหต ุ * ไม่มีการทดสอบเนื่องจากการศึกษาเบื้องต้นให้ผลการทดลองที่ไม่เหมาะสม 
 

ทําการเปรียบเทียบกับอาหารมาตรฐานของเชื้อแต่ละตัวเพื่อเป็นการเปรียบเทียบ  ในการ
เก็บรักษานําเชื้อที่เลี้ยงในสูตรอาหารมาตรฐาน และสูตรอาหารมาตรฐานที่ใส่วัสดุพาหะที่กล่าวมา
ข้างต้นซึ่งเจริญเต็มที่มาเก็บในถุงพลาสติกที่ฆ่าเชื้อแล้วถุงละ  20  มิลลิลิตร ทําการปิดผนึก
ถุงพลาสติกให้สนิท แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง ทําการเก็บตัวอย่างทุก ๆ เดือน วัดปริมาณการอยู่รอด
ของเชื้อโดยวิธี total plate count จํานวน 3 ซ้ํา 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษาวิจัย 

 
4.1  การศึกษากระบวนการผลิตโดยใช้วิธ ี Dilution Technique รว่มกับ Solid State 

Fermentation 
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ภาพที่ 4.1  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azotobacter sp.  ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่างๆ ที่ใส่ปรมิาณ
เช้ือเข้มข้น 20% v/w (5.2 x 109 CFU/gram) 

 

Azotobacter sp. (1:10)

0

2

4

6

8

10

12

0 4 8 12 16 20 24 28

Time (weeks)

Lo
g o

f c
ell

s/g

CASSAVA PEEL

CORN WASTE

FILTER CAKE

PEAT

RICE STRAW

 
ภาพที่ 4.2  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ Azotobacter sp. ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่างๆ ที่ใส่ปรมิาณ

เชื้อ1:10 (5.2 x 108 CFU/gram) 
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Azotobacter sp. (1:100)
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รูปที่ 4.3  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azotobacter sp.  ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่างๆ ทีใ่ส่ปรมิาณ

เชื้อ 1:100   (5.2 x 107 CFU/gram) 
 

Azotobacter sp. (1:1000)
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ภาพที่ 4.4  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azotobacter sp.  ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่าง ๆ ที่ใส่ปริมาณ
เชื้อ1:1,000 (5.2 x 106 CFU/gram) 
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จากรูปกราฟที่4.1, 4.2, 4.3 และ4.4  พบว่าปริมาณเชื้อ Azotobacter sp. ในระดับต่าง ๆ 
สามารถเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณเซลล์ต่อไปได้ในวัสดุพาหะต่าง ๆ ที่ใช้  (เปลือกมันสําปะหลัง, 
เปลือกข้าวโพด, filter cake, ฟางข้าว, พีท) ได้เป็นอย่างดี  แสดงให้เห็นว่าวัสดุพาหะต่างชนดิที่ใช้ 
และปริมาณเชื้อเริ่มต้น  ไม่มีผลต่อการเพิ่มปริมาณ และการอยู่รอดของเชื้อ  Azotobacter sp. โดย
พบว่าปริมาณเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในระยะเวลา  1  สัปดาห์แรก  ยกเว้นในวัสดุพาหะที่เป็น 
compost จากฟางข้าว  ที่มีการเพิ่มปริมาณเซลล์ถึง  1010 CFU/กรัม  ในช่วงสัปดาห์ที่ 2  ของ  
dilution ที่ 1:10  และสัปดาห์ที่ 3  ของเชื้อเข้มข้น  โดยภาพรวมพบว่าในช่วงระยะเวลา  1  เดือน  
เชื้อเพิ่มปริมาณขึ้นเล็กน้อยจนกระทั่งคงที่ในช่วงเวลา  1 - 6 เดือน  ที่ปริมาณเซลล์  108-107 CFU/
กรัมวัสดุพาหะ  ยกเว้นที่  dilution 1:100 ในวัสดุพาหะที่เป็น compost  เปลือกมันสําปะหลัง  และ  
filter cake  ปริมาณเชื้อลดลงในช่วงเดือนที่ 6  โดยมีปริมาณเซลล์อยู่ในช่วง  106 CFU/กรัม 

ดังนั้นเพื่อลดต้นทุนในการผลิตเชิงธุรกิจจึงควรใช้ปริมาณเชื้ออัตราส่วน 1:10 เพื่อเป็นหัวเช้ือ
ใส่ในวัสดุพาหะ ได้แก่ เปลือกมันสําปะหลัง, เปลือกข้าวโพด, Filler cake หรือ ฟางข้าว แล้วนํามาใช้
เป็นหัวเชื้อได้ต้ังแต่ 2 สัปดาห์แรกถึง 6 เดือน 
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ภาพที่ 4.5  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azospirillum sp.  ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่าง ๆ ที่ใส่ปริมาณ
เช้ือเข้มข้น  20% v/w  (6.4 x 109 CFU/gram)  
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Azospirillum sp. (1:10)
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ภาพที่  4.6 กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azospirillum sp.  ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่าง ๆ  ทีใ่ส่

ปริมาณเชื้อ 1:10(6.4 x 108 CFU/gram) 
 

Azospirillum sp. (1:100)
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ภาพที่ 4.7  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azospirillum sp.  ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่าง ๆ ที่ใส่ปริมาณ

เชื้อ 1:100  (6.4 x 107 CFU/gram) 
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Azospirillum sp. (1:1000)
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ภาพที่  4.8  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azospirillum sp. ที่เลี้ยงในวัสดุพาหะชนิดต่างๆที่ใส่ปริมาณ

เชื้อ  1:1,000   (6.4 x 106 CFU/gram) 
 

จากรูปกราฟที่ 4.5,  4.6,  4.7 และ 4.8  พบว่าปริมาณเชื้อ  Azospirillum sp.  ในระดับ
ต่าง ๆ สามารถเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณเซลล์ต่อไปได้ในวัสดุพาหะต่าง ๆ ที่ใช้  (เปลือกมัน
สําปะหลัง, เปลือกข้าวโพด, filter cake, ฟางข้าว, พีท) ได้เป็นอย่างดี แสดงให้เห็นว่าวัสดุพาหะต่าง
ชนิดที่ใช้และปริมาณเชื้อเริ่มต้นไม่มีผลต่อการเพิ่มปริมาณ และการอยู่รอดของเชื้อ  Azospirillum 
sp.  มากนัก  โดยพบว่า  ปริมาณเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในระยะเวลา  1  สัปดาห์แรก  และ
จากนั้นในช่วงระยะเวลา  1  เดือนเชื้อเพิ่มปริมาณขึ้นเล็กน้อยจนกระทั่งคงที่ และลดลงอีกเล็กน้อยที่
ปริมาณเซลล์  107 และ  106  CFU/กรัม  วัสดุพาหะ  หลังจาก  5  และ  6  เดือนตามลําดับ 
 
4.2  การทดสอบความเป็นพิษของวัสดุพาหะเหลวต่อเชื้อ Azotobacter sp. และ 

Azospirillum  sp. 
จากการทดสอบวัสดุพาหะชนิดต่างๆกับเชื้อ Azotobacter sp. และเชื้อ  Azospirillum sp.  

พบว่าวัสดุพาหะเหล่านี้ส่วนมากไม่เป็นพิษต่อเชื้อทั้งสองชนิด อีกทั้งยังสามารถส่งเสริมให้เช้ือมีการ
เจริญได้ดีกว่าสูตรอาหารมาตรฐาน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวัสดุพาหะสามารถถูกเชื้อทั้งสองชนิดนําไปใช้
เป็นแหล่งพลังงานได้ สําหรับเชื้อ Azotobacter sp.พบว่า  PEG 0.5% และ1.0%, PVP 1.0% และ 
2.0%, แป้งมันสําปะหลัง  0.5%, Arabic gum 0.3% และ Sodium alginate  0.1% ให้ปริมาณเชื้อ
คงเหลือมากที่สุด ส่วนเชื้อ  Azospirillum sp.  คือ  PEG 1.0%, Sodium alginate 0.1%, PVA 
0.1%, Arabic gum 0.1% และ แป้งมัน 1.0% ดังแสดงในรูปที่ 4.9 และ 4.10 
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ภาพที่  4.9  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azotobacter sp. ในสูตรอาหารมาตรฐาน และสูตรอาหาร

มาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะ ชนิดต่างๆ  
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%  
 
ภาพที่ 4.10  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azospirillum sp.  ในสูตรอาหารมาตราฐานและสูตรอาหาร   

มาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะชนิดต่างๆ  
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4.3  การทดสอบคุณสมบัติของวัสดุพาหะในการเอื้ออํานวยให้เชื้อ Azotobacter sp.  และ 
Azospirillum sp. มีชีวิตอยู่รอดได้ เมื่อประกอบเป็นสูตรอาหาร  
 
ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณเชื้อ  Azotobacter sp.  ที่เก็บรักษาในสูตรอาหารมาตรฐาน และสูตร

อาหารมาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะชนิดต่างๆ เมื่อเก็บไว้ 12 เดือน 
Time LG LG 

+แป้งมัน 
0.5% 

LG 
+แป้งมัน 
1.5% 

LG+ 
แป้งมัน 1.0% 
+PEG 1.0% 

LG+ 
แป้งมัน 1.5% 
+PEG 0.5% 

LG+ 
แป้งมัน 0.5% 
+PEG 0.5% 

LG+ 
แป้งมัน 0.25% 
+PEG 0.25% 

LG+ 
PEG 0.5% 

0  week 4.90x108 1.25x109 1.23x109 1.13x109 9.02x108 1.51x109 9.40x108 9.63x108 
1 week 3.60x108 3.95x108 4.27x108 8.27x108 5.83x108 8.50x108 8.72x108 7.85x108 
2 week 9.48x107 2.05x108 3.07x108 5.23x108 5.72x108 7.93x108 7.53x108 5.27x108 
3 week 6.57x107 1.85x108 2.87x108 4.52x108 5.60x108 7.67x108 7.18x108 3.42x108 

1 month 4.47x107 1.14x108 2.37x108 4.45x108 4.87x108 7.21x108 5.90x108 2.90x108 
2 month 2.67x107 4.50x107 1.65x108 4.45x108 2.22x108 6.65x108 2.80x108 1.81x108 
3 month 1.54x107 1.08x107 2.63x107 2.78x108 2.07x108 5.38x108 2.38x108 5.07x107 
4 month 5.95x105 6.59x106 1.50x106 2.75x108 2.00x108 5.37x108 2.28x108 5.16x107 
5month 1.00x105 6.38x106 1.45x106 2.67x108 1.56x108 3.23x108 1.63x108 5.00x107 
6 month 2.52x104 5.92x105 3.65x105 2.12x108 1.38x108 3.20x108 8.28x107 7.70x106 
7 month 1.50x104 5.40x105 1.95x105 1.58x108 1.08x108 2.98x108 5.93x107 5.48x106 
8 month 9.20x103 7.72x104 3.04x104 6.40x107 4.50x107 1.78x108 3.02x107 5.37x106 
9 month 5.64x103 6.39x104 1.85x104 4.92x107 2.48x107 1.37x108 2.95x107 4.37x106 
10 month 2.05x103 4.75x104 9.50x103 3.08x107 9.25x106 1.02x108 1.87x107 2.58x106 
11 month 1.54x103 3.48x104 7.82x103 2.04x107 8.49x106 8.38x107 8.60x106 1.05x106 
12 month 1.46x103 9.05x104 4.87x103 8.87x106 6.54x106 7.60x107 5.83x106 7.37x105 
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รูปที่ 4.11  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ  Azotobacter sp.  ที่เก็บรักษาในสูตรอาหารมาตรฐาน และ

สูตรอาหารมาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะชนิดต่างๆ 

 
จากตารางที่ 4.1 และรูปที่  4.11  แสดงผลการทดลองของวัสดุพาหะที่ผ่านการคัดเลือก ว่า

สามารถส่งเสริมการรอดชีวิตของเชื้อ  Azotobacter sp. ได้ดีกว่าชนิดอ่ืน หลังจากเก็บไว้ 12 เดือน 
อย่างไรกต็ามพบว่า มีปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตตํ่ากว่า 108 CFU/ml สําหรับวัสดุพาหะทุกชนิด โดย
พบว่าวัสดุพาหะที่ทําให้  Azotobacter sp. รอดชีวิตสูงถึง 108 CFU/ml นานที่สุด 10 เดือน ได้แก่ 
LG+PEG 0.5%+แป้งมัน 0.5% ส่วนวัสดุพาหะที่ทําให้เชื้ออยู่รอดสูงถึง 108 CFU/ml ถึงเดือนที่ 7 มี
สองชนิด ได้แก่ LG+PEG 1.0%+แป้งมัน 1.0% และ LG+PEG 0.5%+แป้งมัน 1.5% ส่วนการใช้วัสดุ
พาหะชนิดอ่ืนพบปริมาณเชื้อรอดชีวิตจํานวน 108 CFU/ml นานไม่ถึง 6 เดือน โดยพบว่าปริมาณเชื้อ
รอดชีวิตเมื่อผ่านไป 12 เดือนลดลงเป็นจํานวนมาก โดยเฉพาะ LG ที่ไม่มีวัสดุพาหะ และ LG+แป้งมัน 
1.5% ลดลงถึง 103 CFU/ml, LG+แป้งมัน 0.5% ลดลงถึง 104 CFU/ml ส่วน LG+PEG 1.0%+แป้ง
มัน 1.0%, LG+PEG 0.5%+แป้งมัน 1.5%, LG+PEG 0.25%+แป้งมัน 0.25%, LG+PEG 0. 5% 
ลดลงถึง 106 และ 105 CFU/ml ตามลําดับ สําหรับ LG+PEG 0.5%+แป้งมัน 0.5% พบเชื้อรอดชีวิต
หลัง 12 เดือน 7.60x107 CFU/ml 
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ส่วนปริมาณเชื้อ  Azotobacter sp. ที่เก็บรักษาในสูตรอาหารมาตรฐานและสูตรอาหาร
มาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะชนิดอ่ืน ๆ (ข้อมูลไม่ได้แสดง) พบว่า ในช่วง 4 สัปดาห์แรก เชื้อ 
Azotobacter sp. เจริญได้ดีในทั้งอาหารมาตรฐานและอาหารมาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะชนิดอ่ืนๆ  
ซึ่งโดยภาพรวมจะเห็นว่าอาหารที่ผสมวัสดุพาหะมีปริมาณเชื้อที่มากกว่าอาหารมาตรฐาน โดยมี
ปริมาณสูงกว่า 108 CFU/ml แต่เมื่อทําการทดลองต่อไปในเดือนที่ 2 ถึงเดือนที่ 6 พบว่า ปริมาณเชื้อ
ลดลง โดยในเดือนที่ 4 พบว่า ส่วนมากปริมาณเซลล์ตํ่ากว่า 107 cells/ml โดยเฉพาะในอาหาร
มาตรฐาน  เมื่อถึงเดือนที่ 6 พบว่า ปริมาณเซลล์ตํ่ากว่า 104 CFU/ml ในอาหารมาตรฐาน ส่วนใน
อาหารมาตรฐานที่ใส่วัสดุพาหะจะแตกต่างกันต้ังแต่ 108–106 CFU/ml ขึ้นอยู่กับชนิดของวัสดุพาหะ
ที่ใส่เข้าไป ซึ่งในการทดลองนี้สามารถระบุได้ว่า อาหารมาตรฐาน  LG  ลําพังและวัสดุพาหะส่วนมาก
ที่ใช้ในการทดลอง ไม่เหมาะที่จะใช้เก็บรักษา  Azotobacter  sp. ในระยะยาว  
 
ตารางที่ 4.2  แสดงปริมาณเชื้อ Azospirillum sp. ที่เก็บรักษาในสูตรอาหารมาตรฐาน และสูตร

อาหารมาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะชนิดต่างๆ  
 

Time NFB NFB 
+Ab 0.1% 

NFB 
+Ab 0.5% 

NFB+ 
Ab 0.05% 

+แป้งมัน 0.5% 

NFB 
+Ab 0.1% 

+แป้งมัน 1.0% 

NFB 
+Ab 0.25% 

+แป้งมัน 0.5% 

NFB 
+Ab 0.5% 

+แป้งมัน 1.0% 

NFB 
+แป้งมัน 
 1.0% 

0  week 1.55x109 1.81x109 1.70x109 1.67x109 1.04x109 1.64x109 6.68x109 1.24x109 
1 week 5.92x108 5.88x108 1.31x109 6.45x108 5.82x108 1.50x109 7.52x108 1.07x109 
2 week 3.73x108 4.40x108 1.20x109 6.45x108 4.31 x108 6.10x108 6.85x108 7.15x108 
3 week 3.33x108 3.95x108 1.14x109 2.85x108 3.70x108 2.03x108 5.82x108 6.77x108 

1 month 3.28x108 3.78x108 6.85x108 2.35x108 3.48x108 1.94x108 5.68x108 6.07x108 
2 month 1.98x107 1.39x108 6.05x108 1.84x108 1.68x108 1.87x108 5.62x108 5.83x108 
3 month 5.72x106 2.07x107 2.68x108 4.17x107 6.77x107 6.75x107 2.38x108 3.98x108 
4 month 4.00x106 6.55x106 2.36x108 3.50x107 6.05x107 5.79x107 2.15x108 2.50x108 
5 month 1.67x106 4.78x106 2.35x107 7.20x106 2.78x107 3.87x107 6.26x107 1.70x108 
6 month 2.04x105 2.53x105 1.87x107 4.34x106 7.42x106 1.35x107 1.69x107 1.08x108 
7 month 3.61x104 5.72x104 7.52x106 1.95x105 4.60x106 5.08x106 7.70x106 8.45x107 
8 month 2.91x104 4.76x104 6.84x106 1.06x105 3.56x106 4.96x106 5.68x106 7.95x107 
9 month 1.00x104 3.58x104 3.97x1067 7.34x104 2.18x106 3.28x106 4.83x106 5.08x107 
10 month 8.43x103 1.03x104 2.28x106 5.05x104 1.00x106 1.85x106 2.48x106 4.98x107 
11 month 4.09x103 7.96x104 1.84x106 9.55x103 6.05x105 1.12x106 1.45x106 1.39x107 
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ภาพที่ 4.12  กราฟแสดงปริมาณเชื้อ Azospirillum sp. ที่เก็บรักษาในสูตรอาหารมาตรฐาน และ

สูตร อาหารมาตรฐานที่ผสมวัสดุพาหะชนิดต่างๆ 
 
  จากตารางที่ 4.2  และรูปที่ 4.12  แสดงผลการทดลองของวัสดุพาหะที่ผ่านการคัดเลือก ว่า
สามารถส่งเสริมการรอดชีวิตของเชื้อ  Azospirillum  sp หลังจากเก็บไว้ 12 เดือน อย่างไรก็ดีพบว่า 
มีปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตตํ่ากว่า 108 CFU/ml สําหรับวัสดุพาหะทุกชนิด โดยวัสดุพาหะที่ทําให้ 
Azospirillum sp. รอดชีวิตสูงถึง 108 CFU/ml นานที่สุดเพียง 6 เดือน ได้แก่ NFB+แป้งมัน 1.0% 
ส่วนวัสดุพาหะชนิดอ่ืนทําให้ปริมาณเชื้ออยู่รอดชีวิตสูงถึง 108 CFU/ml นานไม่ถึง 5 เดือน  โดย
พบว่าปริมาณเชื้อรอดชีวิตเมื่อผ่านไป 12 เดือนลดลงเป็นจํานวนมากโดยเฉพาะ NFB ที่ไม่มีวัสดุพาหะ 
และ NFB+Arabic gum 0.05%+แป้งมัน 0.5% ลดลงถึง 103 CFU/ml NFB+Arabic gum 0.1% 
ลดลงถึง 104 CFU/ml ส่วน NFB+Arabic gum 0.1%+แป้งมัน 1.0%, NFB+Arabic gum 0.5%, 
NFB+Arabic gum 0.25%+แป้งมัน 0.5% และ NFB+แป้งมัน 1.0% พบเชื้อรอดชีวิตหลัง 12 เดือน 
6.05x105 CFU/ml,  1.84x106 CFU/ml, 1.12x106 CFU/ml และ1.39x107 CFU/ml ตามลําดับ
  ส่วนเชื้อ  Azospirillum  sp. ที่เก็บรักษาในสูตรอาหารมาตรฐานและสูตรอาหารมาตรฐาน
ที่ผสมวัสดุพาหะชนิดอื่นๆ (ข้อมูลไม่ได้แสดง) พบว่า Azospirillum  sp. เจริญได้ดีในทั้งอาหาร
มาตรฐานและอาหารที่ผสมวัสดุพาหะชนิดอื่นๆ  ใน  4 สัปดาห์แรก โดยมีปริมาณเซลล์สูงกว่า 108 
CFU /ml  แต่เมื่อทําการทดลองต่อไปในเดือนที่  2  ถึงเดือนที่  6  พบว่าปริมาณเชื้อมีการลดลงเป็น
ลําดับโดยเฉพาะสูตรอาหารมาตรฐาน โดยเมื่อถึงเดือนที่ 6 พบว่าปริมาณเชื้อส่วนมากอยู่ระหว่าง  
104 -106  CFU/ml เท่านั้นขึ้นอยู่กับชนิดวัสดุพาหะ ซึ่งในการทดลองนี้สามารถระบุได้ว่า อาหาร
มาตรฐาน  LG  ลําพังและวัสดุพาหะส่วนมากที่ใช้ในการทดลอง ไม่เหมาะที่จะใช้เก็บรักษา 
Azospirillum sp. ในระยะยาว  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

 

4.4  การทดสอบคุณสมบัติของวัสดุพาหะในการเอื้ออํานวยให้เชื้อ Azotobacter sp.  และ 
Azospirillum sp. มีชีวิตอยู่รอดได้ เมื่อประกอบในสูตรอาหารที่เป็น molasses 2% 

 
การใช้อาหารที่เป็น Molasses 2%  ผสมวัสดุพาหะชนิดต่าง ๆ ทั้งที่เหมาะกับเชื้อ  

Azotobacter  sp.  และ Azospirillum sp. นั้น ผลที่ได้คือในสัปดาห์ที่ 2 เมื่อนําตัวอย่างทุก
ตัวอย่างมาวัดหาปริมาณเชื้อที่อยู่รอดโดยวิธี total plate count  พบว่า ปริมาณเชื้อทั้งสองที่อยู่รอด
มีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็ว ทั้งในอาหารที่ใช้  Molasses 2% อย่างเดียว  และ  Molasses 2%  ที่
ผสมกับวัสดุพาหะเหลวแต่ละชนิด  ซึ่งจากการศึกษาเพิ่มเติมพบว่า  ปริมาณเชื้อที่ลดลงมี
ความสัมพันธ์กับค่าพีเอชที่ลดลง แสดงให้เห็นว่าค่าพีเอชมีผลต่อการเจริญของหัวเช้ือ ดังนั้นจึงได้
ทําการศึกษาโดยเติม buffer 2 ชนิดลงไปใน  Molasses 2% เพื่อช่วยรักษาค่าพีเอช ได้แก่ HEPES 
buffer และ Phosphate buffer รวมทั้งศึกษาการใช้วัสดุพาหะที่เหมาะสม ซึ่งเลือกจากการศึกษาที่
ผ่านมาที่ให้ปริมาณเช้ือที่อยู่รอดมากที่สุดสําหรับเชื้อ  Azotobacter sp.   คือ  PEG 0.5%+แป้งมัน 
0.5% และ Azospirillum sp. ได้แก่ แป้งมัน 1.0 % มาศึกษาร่วมกับการใช้  buffer 2 ชนิดด้วย  ซึ่ง
เมื่อนําตัวอย่างมาวัดหาปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตโดยวิธี total plate count พบว่า ปริมาณเชื้อที่อยู่รอด
มีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อยเมื่อเวลาผา่นไป  3  เดือน  เมื่อศึกษาต่อเนื่องจนถึงเดือนที่ 8 ผลการ
ทดลองแสดงในตารางที่ 4.3  และรูปที่ 4.13 
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ตารางที่ 4.3  แสดงปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตของ Azotobacter sp. ที่เก็บรักษาใน Molasses 2% ที่
ผสมกับ buffer และ PEG 0.5%+แป้งมัน 0.5% เมื่อเวลาผ่านไป 8 เดือน 

 

 

1.00E+07

1.00E+08

1.00E+09

1.00E+10

0 
D

ay

1 
m

on
th

2 
m

on
th

3 
m

on
th

4 
m

on
th

5 
m

on
th

6 
m

on
th

7 
m

on
th

8 
m

on
th

Time

Lo
g 

of
 c

el
l (

C
FU

/m
l)

Molasses 2%+HEPES

Molasses 2%+HEPES
+PEG 0.5%+แปง 0.5%

Molasses 2%+KH2PO4+K2HPO4

Molasses 2%+KH2PO4+K2HPO4
+PEG 0.5%+แปง 0.5%

 

ภาพที่ 4.13 กราฟแสดงปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตของ Azotobacter sp. ที่เก็บรักษาในอาหารที่เป็น 
Molasses 2% ที่ผสมกับ Buffer และ PEG 0.5%+แป้งมัน 0.5% เมื่อเวลาผ่านไป 8 
เดือน 

 
จากตารางที่ 4.3 และภาพที่ 4.13  แสดงให้เห็นว่า ปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตของ 

Azotobacter sp. เมื่อเดือนที่ 8 ที่ใช้ Molasses 2%+Phosphate buffer 
(KH2PO4+K2HPO4)+PEG 0.5%+แป้งมันสําปะหลัง 0.5%  ให้ปริมาณเชื้อรอดชีวิตสูงที่สุดถึง 
1.60x108 CFU/ml ในขณะที่ Molasses 2%+Phosphate buffer เพียงอย่างเดียวพบปริมาณเชื้อที่
รอดชีวิตเพียง 6.05x107 CFU/ml โดยจะเริ่มลดลงมาต่ํากว่า 108 CFU/ml ในเดือนที่ 6 ส่วนการใช้ 

Time 
Molasses 2% 

+HEPES 

Molasses 2% 
+HEPES+PEG 0.5% 

+แป้งมัน 0.5% 

Molasses 2% 
+KH2PO4+K2HPO4 

Molasses 2% 
+KH2PO4+K2HPO4 

+ PEG 0.5%+แป้งมัน 
0.5% 

0 Day 1.98x109 2.25x109 1.58x109 2.05x109 
1 month 8.53x108 1.98x109 1.31x109 1.96x109 
2 month 7.88x108 1.65x109 1.07x109 1.89x109 
3 month 7.67x108 9.63x108 9.48x108 1.38x109 
4 month 1.46x108 3.28x108 1.63x108 4.86x108 

5 month 1.24x108 3.15x108 1.58x108 4.37x108 

6 month 8.56x107 2.95x108 9.56x107 4.05x108 
7 month 5.05x107 1.25x108 8.42x107 3.75x108 
8 month 3.52x107 9.75x107 6.05x107 1.60x108 
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HEPES buffer+Molasses 2% พบเชื้อที่รอดชีวิตหลังจากเดือนที่ 8 เพียง 3.52x107 CFU/ml โดย
เริ่มลดลงตํ่ากว่า 108 CFU/ml ในเดือนที่ 6 ในขณะที่ใช้ Molasses 2%+HEPES buffer+PEG 
0.5%+แป้งมัน 0.5% พบเชื้อรอดชีวิตเพียง 9.75x107 CFU/ml ซึ่งเริ่มลดลงตํ่ากว่า 108 CFU/ml ใน
เดือนที่ 7 

สําหรับ Azospirillum sp. นั้นในการศึกษาการใช้ Molasses 2% รวมกับการใช้ Buffer 
และวัสดุพาหะที่เหมาะสม คือ แป้งมัน 1.0%  เมื่อนําตัวอย่างมาวัดหาปริมาณเชื้อที่รอดชีวิต โดยวิธี 
total plate count  ซึ่งได้ศึกษาต่อเนื่องถึงเดือนที่  8  ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.4 และภาพ
ที่ 4.14  
 
ตารางที่ 4.4 แสดงปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตของ Azospirillum sp. ที่เก็บรักษาใน Molasses 2% ที่

ผสมกับ Buffer และ แป้งมัน 1.0% เมื่อเวลาผ่านไป 8 เดือน 
 

Time Molasses 2% 
+HEPES 

Molasses 2% 
+HEPES 

+ แป้งมัน 1.0% 

Molasses 2% 
+KH2PO4+K2 

HPO4 

Molasses 2% + 
KH2PO4 

+K2HPO4 + แป้งมัน 
1.0% 

0 Day 1.05x109 1.88x109 9.89x108 2.15x109 
1 month 9.07x108 1.69x109 9.00x108 1.79x109 
2 month 6.95x108 1.39x109 7.30x108 1.45x109 
3 month 5.79x108 8.50x108 6.77x108 1.00x109 
4 month 2.95x108 3.30x108 3.83x108 5.36x108 
5 month 2.38x108 3.19x108 3.65x108 4.86x108 
6 month 2.35x108 2.76x108 1.63x108 1.00x108 
7 month 1.72x108 2.59x108 1.60x108 3.75x108 
8 month 1.46x108 2.05x108 1.57x108 2.81x108 
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ภาพที่  4.14 กราฟแสดงปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตของ Azospirillum sp. ที่เก็บรักษาในอาหารที่เป็น  
Molasses 2% ที่ผสมกับ buffer และ แป้งมัน 1.0 % เมื่อเวลาผ่านไป 8 เดือน 

 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตของ Azospirillum sp. ที่เลี้ยงใน 

Molasses 2% ที่เติม Buffer ทั้ง 2 ชนิดอย่างเดียว หรือที่มกีารเติมวัสดุพาหะ คือ แป้งมันสําปะหลัง 
1.0% ทําให้เชื้อรอดชีวิตสูงถึง 108 CFU/ml เมื่อเวลาผ่านไป 8 เดือน โดยพบว่าการใช้ Molasses 
2%+Phosphate buffer+แป้งมัน 1.0% มีเชื้อรอดชีวิตสูงที่สุดถึง 2.81x108 CFU/ml ส่วนการใช้ 
Molasses 2%+HEPES buffer+แป้งมัน 1.0% พบเชื้อรอดชีวิตรองลงมาคือ 2.05x108 CFU/ml 
สําหรับการใช้ Molasses 2%+Phosphate buffer และ Molasses 2%+HEPES buffer พบเชื้อ
รอดชีวิต 1.57x108 CFU/ml และ 1.46x108 CFU/ml ตามลําดับ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
การศึกษากระบวนการผลิตโดยใช้วิธี  Dilution Technique  ร่วมกับ  Solid State 

Fermentation แสดงให้เห็นว่า  ถึงแม้จะใช้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเจือจาง และต้องใช้ปริมาณเชื้อที่
น้อยลงเมื่อผสมกับวัสดุพาหะชนิดต่าง ๆ  แต่ทั้งเชื้อ  Azotobacter sp. และ Azospirillum sp. ก็
สามารถเจริญเติบโตในวัสดุพาหะได้ดี เช่นเดียวกับการใช้เชื้อเข้มข้นในปริมาณมาก ๆ ทั้งนี้สอดคล้อง
กับผลการทดลองของ Roughley (1968) ที่พบว่าขนาดและปริมาณเชื้อเริ่มต้นไม่มีผลกระทบต่อ
ปริมาณเชื้อไรโซเบียมในพีทที่ผ่านการอบฆ่าเช้ือแล้ว  หากมีการให้ระยะเวลาในการแบ่งตัวเพิ่ม
ปริมาณเชื้อในระยะหนึ่ง  แต่อย่างไรก็ดีปริมาณเช้ือจะลดลงเล็กน้อยเมื่อเวลาผ่านไปทั้งนี้เนื่องมาจาก
ปัจจัยต่าง ๆ  เช่น  คุณสมบัติการส่งผ่านอากาศของถุงพลาสติก  ซึ่งทําให้สูญเสียความช้ืนออกไปหรือ
อุณหภูมิในการเก็บรักษา (28-30 °C)  ในระดับที่เชื้อยังมีการเจริญได้  ดังนั้นจึงมีการแบ่งตัวและตาย
ไป (Roughley, 1968)  อีกทั้งอาหารที่มีอยู่ในวัสดุพาหะมีอยู่อย่างจํากัด  ดังนั้นเมื่ออาหารเริ่มหมด
ไป (ประมาณ  2  สัปดาห์)  ปริมาณเชื้อจึงค่อย ๆ ลดลง  โดยในเชื้อไรโซเบียมได้มีการศึกษาพบว่า  
เซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเพื่อให้เซลล์ที่ยังมีชีวิตต่อไปอีกระยะหนึ่ง  คือ  เซลล์มีขนาดเล็กลง
และมีรูปร่างกลมรี (Feng  และคณะ,  2002)  อย่างไรก็ตามจากการทดลองเปรียบเทียบวัสดุพาหะทั้ง  
5  ชนิดดังที่กล่าวมาแล้ว  พบว่าไม่มีความแตกต่างกันมากนักต่อการเพิ่มปริมาณ และการอยู่รอดของ
เชื้อทั้ง  2  ชนิด 

การทดสอบความเป็นพิษของวัสดุพาหะเหลวและการทดสอบคุณสมบัติของวัสดุพาหะในการ
เอื้ออํานวยให้เชื้อ   Azotobacter sp.และ Azospirillum  sp.มีชีวิตอยู่รอดได้ เมื่อประกอบเป็นสูตร
อาหาร พบว่าวัสดุพาหะเหล่านี้ส่วนมากไม่เป็นพิษต่อเชื้อทั้งสองชนิด อีกทั้งยังสามารถส่งเสริมให้เชื้อมี
การเจริญได้ดีกว่าสูตรอาหารมาตรฐาน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวัสดุพาหะสามารถถูกเชื้อทั้งสองชนิด
นําไปใช้เป็นแหล่งพลังงานได้ อย่างไรก็ดีสําหรับในอาหารมาตรฐานของเชื้อทั้งสองชนิดที่มีการเติม
วัสดุพาหะชนิดต่างๆ หลังจากเก็บไว้นาน 12 เดือน นั้น พบว่า ปริมาณเชื้อลดลงค่อนข้างมาก 
โดยเฉพาะ Azospirillum sp. ที่มีปริมาณเชื้อรอดชีวิต 108 CFU/ml เพียงในเดือนแรกเท่านั้น 
อย่างไรก็ตามการใช้ NFB+แป้งมัน 1.0% สามารถทําให้มีปริมาณเชื้อรอดชีวิต 108 CFU/ml ได้ถึง 6 
เดือน ส่วนวัสดุพาหะชนิดอ่ืนๆ นั้นไม่สามารถเก็บไว้ได้นานถึง 6 เดือน เนื่องจากมีปริมาณเชื้อ
ค่อนข้างตํ่า ส่วน Azotobacter sp. นั้นพบว่ามีปริมาณเชื้อรอดชีวิต 108 CFU/ml ถึงเดือนที่ 10 โดย
การใช้ LG+PEG 0.5%+แป้งมัน 0.5% ส่วนวัสดุพาหะชนิดอื่นๆ พบปริมาณเชื้อค่อนข้างตํ่า จากผล
การทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้แป้งมัน ซึ่งเป็น Biopolymer และมีราคาถูกช่วยส่งเสริมให้เชื้อทั้ง
สองชนิดมีจํานวนเชื้อรอดชีวิตสูงกว่า 108 CFU/ml หลังจาก 6 เดือน ไปแล้ว ซึ่งเกิดจากการที่แป้งมัน
มี colloidal stabilization นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบการรอดชีวิตระหว่าง Azotobacter sp. กับ 
Azospirillum sp. ที่เก็บไว้พบว่า Azotobacter sp. ที่เก็บไว้มีจํานวนเชื้อรอดชีวิตสูงกว่าและ
สามารถเก็บไว้ได้นานกว่า เนื่องจาก Azotobacter sp. มกีารสร้าง Cyst (Inamdar และคณะ, 
2000) ซึ่งทําให้สามารถมีความต้านทานในสภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่น ความร้อน แห้งแล้ง รังสี เป็นต้น 
อย่างไรก็ตามการสร้าง Cyst ของ Azotobacter sp. นั้นขึ้นอยู่กับชนิดของ Carbon sources ที่ใช้
ด้วย 
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ส่วนการใช้  Molasses 2% ในการเลี้ยงทั้งเชื้อ Azotobacter sp. และ Azospirillum sp. 
ที่มีการเติม Buffer 2 ชนิด คือ HEPES และ Phosphate buffer เพื่อช่วยในการรักษาค่า กรด-ด่าง 
ทําให้มีปริมาณเชื้อรอดชีวิตสูงกว่า 108 CFU/ml จนถึงเดือนที่ 5 ทั้งแบบที่ใช้  Molasses 2% เพียง
อย่างเดียว และแบบที่เติมวัสดุพาหะ โดย Azotobacter sp. พบว่าการเติม PEG 0.5%+แป้งมัน 
0.5% สามารถทําให้ เ ช้ือมี ชี วิตอยู่รอดได้มากกว่า 108 CFU/ml ณ เดือนที่ 6 และสําหรับ  
Azospirillum sp. การเติมแป้งมัน 1.0% สามารถทําให้มีเชื้ออยู่รอดมากกว่า 108 CFU/ml ณ เดือน
ที่ 8 ผลการทดลองแสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่า Buffer ที่เหมาะสมสําหรับ Azotobacter sp. และ 
Azospirillum sp.  เมื่อใช้ร่วมกับ Molasses 2% คือ Phosphate buffer (KH2PO4+K2HPO4)  

เมื่อเปรียบเทียบการใช้ Molasses 2% ร่วมกับ Phosphate buffer และสูตรอาหาร
มาตรฐานของเชื้อทั้งสองชนิด ที่มีการใช้วัสดุพาหะชนิดเดียวกัน พบว่า การใช้ Molasses 2% ช่วยให้
ปริมาณเชื้อรอดชีวิตสูงกว่าการใช้อาหารมาตรฐาน โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับ  Azospirillum sp. ที่พบว่า 
การใช้  Molasses 2%  ร่วมกับ Buffer ทั้งสองชนิดเพียงอย่างเดียวทําให้พบเชื้อรอดชีวิตสูงกว่า 108 
CFU/ml หลังจากเดือนที่ 8 และมีปริมาณเช้ือรอดชีวิตสูงขึ้นเมื่อมีการเติมวัสดุพาหะที่เป็นแป้งมัน 
1.0%  ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเช้ือโดยใช้อาหารมาตรฐาน NFB  นั้นพบเชื้อรอดชีวิตตํ่ากว่า 
108 CFU/ml เมื่อถึงเดือนที่ 8  แม้เมื่อมีการเติมวัสดุพาหะที่เป็นแป้งมัน 1.0% จากผลการทดลอง
แสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าการใช้ Molasses 2% ร่วมกับ Phosphate buffer เป็นทางเลือกที่ดีใน
การนํามาใช้ผลิตหัวเช้ือสําหรับทั้ง Azotobacter sp. และ Azospirillum sp. เนื่องจากมีราคาถูก
และส่งเสริมให้มีจํานวนเชื้อรอดชีวิตค่อนข้างสูง เก็บไว้ได้นานกว่า 6 เดือนที่อุณหภูมิปกติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับการใช้อาหารมาตรฐานที่ใช้วัสดุพาหะชนิดเดียวกัน อย่างไรก็ตามการที่เชื้อรอดชีวิตอยู่
ในวัสดุพาหะเป็นเวลานานเท่าไรนั้นก็ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อ สายพันธ์ุ และชนิดของวัสดุพาหะด้วย 
รวมท้ังอุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษา จากผลการทดลองน่าจะเป็นทางเลือกที่เหมาะสมสําหรับการ
ผลิตหัวเชื้อ Azotobacter sp. และ Azospirillum sp. สําหรับการค้าได้ 
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