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บทคดัย่อ 

งานวิจัยนี้ศึกษาเกี่ยวกับการคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถผลิตเอนไซม์ 

ACC deaminase จากพื้นที่แล้งในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างดินจากแปลง

ปลูกอ้อยและพื้นที่ป่าสาธารณะประโยชน์ในจังหวัดชัยภูมิ ขอนแก่น หนองบัวลำภู มหาสารคาม 

และร้อยเอ็ด มาคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตด้วยเทคนิค Spread plate บนอาหาร Pikovskaya 

agar จากนั้นนำแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้มาทดสอบการเจริญในอาหาร Tryptic soy 

broth (TSB) ท่ีเตมิ Polyethylene glycol-6000 (PEG6000) ความเข้มข้น 260 กรัมต่อลิตร เพื่อจำลอง

สภาวะแห้งแล้ง และความสามารถในการผลิตเอนไซม์ ACC deaminase ซึ่งจากการทดลอง พบว่า 

สามารถคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถผลิตเอนไซม์ ACC deaminase ได้ 34 ไอโซเลต 

ซึ่งจากการจัดจำแนกชนิดโดยการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 

16s rRNA พบว่าถูกจัดจำแนกอยู่ใน 5 สกุล ได้แก่ Klebsiella 11 ไอโซเลต Burkholderia 9 ไอโซเลต 

Pantoea 7 ไอโซเลต Enterobacter 5 ไอโซเลต และ Bacillus 2 ไอโซเลต มีกิจกรรมเอนไซม์ ACC 

deaminase อยู่ในช่วง 3.78×10-4 ถึง 3.52×10-2 หน่วยต่อมิลลิลิตร และกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ 

ACC deaminase อยู่ในช่วง 2.18×10-6 ถึง 9.84×10-5 หน่วยต่อไมโครกรัมโปรตีน โดยแบคทีเรีย

ละลายฟอสเฟตไอโซเลต S15-U4 เป็นแบคทีเรียที่มีกิจกรรมและกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ 

ACC deaminase สูงสุด ซึ่งเหมาะแก่การนำไปพัฒนาเป็นปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟตที่สามารถใช้

ร่วมกับการผลิตพืชในพืน้ท่ีแห้งแลง้ได้อย่างมปีระสิทธิภาพ 
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คำสำคัญ: การละลายฟอสเฟต สภาวะแห้งแลง้ จุลินทรีย์ดิน 
 

Abstract 

 This research was to study the isolation of phosphate solubilizing bacteria capable of 

producing ACC deaminase from the soil of drought areas in the northeastern Thailand. Soil 

samples were collected from sugarcane fields and public forest areas in Chaiyaphum, Khon 

Kaen, Nong Bua Lam Phu, Maha Sarakham, and Roi Et provinces. Phosphate solubilizing 

bacteria (PSB) were isolated using spread plate technique on Pikovskaya agar. Subsequently, 

PSB isolates were tested for growth in Tryptic soy broth (TSB) with polyethylene glycol-6000 

(PEG6000) at a concentration of 260 g/L to simulate drought condition and for their ability to 

produce the ACC deaminase enzyme. From the experiments, a total of 34 isolates of 

phosphate solubilizing and ACC deaminase producing bacteria were obtained. All isolates were 

identified by 16S rRNA sequencing. Sequencing analysis revealed that belonged to the following 

genera: Klebsiella (11 isolates), Burkholderia (9 isolates), Pantoea (7 isolates), Enterobacter  

(5 isolates) and Bacillus (2 isolates). The activity of ACC deaminase ranged from 3 .78×10 -4  

to 3.52×10 -2 Unit/mL, and the specific activity of ACC deaminase ranged from 2.18×10 -6  

to 9.84×10-5 Unit/µg-Protein. Among the PSB, isolate S15-U4 exhibited the highest enzyme 

activity and specific enzyme activity for ACC deaminase The strain S15-U4 is suitable for 

further development as a phosphate solubilizing biofertilizer that can be effectively used in 

crop production in drought prone areas. 
 

Keywords: Phosphate solubilization, Drought stress, Soil microorganisms 

 

 บทนำ 

ภัยแล้ง เป็นหนึ ่งในภัยคุกคามที่ร้ายแรงต่อการผลิตพืชทั ่วโลกและมีแนวโน้มทวี  

ความรุนแรงตามการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศท่ีคาดการณ์ไว้ ความแห้งแล้งจะส่งผลกระทบ

ต่อการเจริญเติบโตของพืช รบกวนความสัมพันธ์ของน้ำและลดประสิทธิภาพการใช้น้ำ ในพืช 

ส่งผลให้พืชต้องปรับตัวเพื่อความอยู่รอด เช่น การปรับตัวระดับสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา เพื่อ

รักษาสมดุลของน้ำในเซลล์ ได้แก่ ลดพื้นที่ใบ ลดความสูงของต้น สร้างขี้ผึ้งเคลือบใบ  ควบคุม 

การเปิดปากใบ เป็นต้น และการตอบสนองทางชีวเคมี ได้แก่ การสะสมโพรลีน โพลิเอมีน ทรีฮาโลส 

การเพิ่มกิจกรรมของไนเตรตรีดักเตส และการสะสมคาร์โบไฮเดรตท่ีระดับเซลล์ เป็นต้น (Ammar, 

et al., 2014; Conesa, et al., 2016; Haworth, et al., 2013) หนึ่งกลไกสำคัญท่ีพืชใชต้อบสนองต่อ
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สภาวะความแห้งแล้ง คือ การผลิตเอทิลนี (Ethylene) เพื่อทำหนา้ท่ีควบคุมการทำงานทางสรีรวิทยา

ของพืช เช่น การหลุดร่วงของใบ ดอก และผล แม้ว่ากลไกการตอบสนองของพืชจะทำให้พืชมีชีวิต

รอดในสภาวะแห้งแล้ง แต่ทำให้พืชชะงักการเจริญเติบโต และส่งผลต่อปริมาณผลผลิตที่ลดลง 

หรือหากพืชผลิตเอทิลีนในปริมาณมากเกินสมดุลเป็นระยะเวลานานก็จะส่งผลให้พืชตายได้ 

 ปัจจุบันมีนักวิจัยให้ความสนใจศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรียกับพืชที่ช่วยลด

ความเครียดของพืชจากความแห้งแล้ง เช่น การผลิตเอนไซม์ 1-อะมิโนไซโคลโพรเพน-1-คาร์บอกซิเลต 

ดีอะมิเนส (1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase) เพื่อเปลี่ยน 1-อะมิโนไซโคล 

โพรเพน-1-คาร์บอกซิเลต (1-aminocyclopropane-1-carboxylate; ACC) ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของ 

การสังเคราะห์เอทิลีน ให้กลายเป็นสารประกอบไนโตรเจน ทำให้การผลิตเอทิลีนของพืชลดลง จึงช่วย

ลดความเครียดและอันตรายที่มีต่อการเจริญเติบโตของพืช  (Sarkar et al., 2018) แบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตหลายสกุลที่มีรายงานความสามารถในการผลิต ACC deaminase เช่น Bacillus Burkholderia 

Enterobacter Klebsiella Pantoea Pseudomonas และ Variovorax เป็นต้น (Alemneh et al., 2021; 

Kang et al., 2021) Fathalla & Sabry (2020) รายงานการใชแ้บคทีเรียท่ีสามารถผลิต ACC deaminase 

คือ Pseudomonas putida SAB10 และ Pseudomonas palleroniana SAW21 ร่วมกับการผลิตมะเขือ 

ในสภาพกระถาง โดยจำลองสภาวะแล้งด้วยการให้น้ำทุก 6 วัน เปรียบเทียบกับการให้น้ำแบบปกติ

ทุก 2 วัน พบว่า การให้น้ำทุก 6 วัน มผีลต่อการเจริญเตบิโตของตน้มะเขืออย่างมนีัยสำคัญทางสถิติ 

แต่อย่างไรก็ตามในกรรมวิธีที่ใส่ P. putida SAB10 และ P. palleroniana SAW21 ต้นมะเขือมีการฟื้น

ตัวได้ดีกว่ากรรมวิธีที่ไม่ใส่ P. putida SAB10 และ P. palleroniana SAW21 ซึ่งเป็นการยืนยันได้ว่า

แบคทีเรียท่ีสามารถผลิต ACC deaminase ช่วยลดความเครยีดและอันตรายท่ีมีต่อการเจริญเติบโต

ของพืชในสภาวะแล้ง  

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถผลิตเอนไซม์ 

ACC deaminase ซึ่งจะเป็นอีกแนวทางหนึ่งในการเพิ ่มประสิทธิภาพของปุ ๋ยชีวภาพละลาย

ฟอสเฟตในการช่วยลดความเครียดของพืชในสภาวะแห้งแล้ง ทำให้ได้ปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟต

ท่ีสามารถใชร่้วมกับการผลิตพืชในพืน้ท่ีแหง้แลง้ได้อย่างมปีระสิทธิภาพ 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 

1.  การเก็บตัวอย่างดินและการคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

 สำรวจและเก็บตัวอย่างดินจากแปลงปลูกอ้อยและป่าสาธารณะประโยชน์จากพื้นท่ี

แล้งจังหวัดหนองบัวลำภู (อำเภอศรีบุญเรืองและเมืองหนองบัวลำภู) ขอนแก่น (อำเภอหนองเรือ

และชุมแพ) ชัยภูมิ (อำเภอแก้งคร้อและจัตุรัส) มหาสารคาม (อำเภอบรบือและนาดูน) และร้อยเอ็ด 

(อำเภอหนองพอกและเมยวดี) โดยอ้างอิงตามแผนที่พื้นที่แล้งซ้ำซากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
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(กลุ่มวางแผนการจัดการที่ดินในพื้นที่เสี ่ยงภัยทางการเกษตร , 2563) เก็บตัวอย่างดินแบบ

ตัวอย่างดินรวม (Composite soil sample) ที ่ระดับความลึก 0–20 และ 20–50 เซนติเมตร  

นำตัวอย่างดินมาคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตด้วยเทคนิคการเพาะเลี ้ยงที่ปรับสภาพ  

ให้เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต (Enrichment technique) โดยชั่งตัวอยา่ง

ดิน 10 กรัม ใส่ลงในอาหาร Pikovskaya broth (Pikovskaya, 1948) ปริมาตร 90 มลิลลิิตร บ่มบน

เครื่องเขย่าท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 วัน จากนัน้นำตัวอย่างมาคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต

ด้วยเทคนิค Spread plate บนอาหาร Pikovskaya agar (Pikovskaya, 1948) บ่มที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่สร้างวงใสรอบๆ และมีลักษณะของโคโลนีที่แตกต่างกัน  

ในแต่ละตัวอย่างดนิ มาทำให้บริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค Cross streak บนอาหาร Nutrient agar; NA 

2.  การทดสอบการเจรญิของแบคทีเรียในอาหารที่มีค่าศักย์ของน้ำ 

 นำแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้มาทดสอบความสามารถการเจริญใน

อาหาร Tryptic soy broth; TSB ท่ีเตมิ Polyethylene glycol-6000 (PEG6000) ความเข้มข้น 260 กรัม

ต่อลิตร ทำให้อาหาร TSB มคี่าศักย์ของนำ้ (Water potential) เท่ากับ -0.73 MPa (Michel & Kaufmann, 

1973) เพื ่อจำลองสภาวะแห้งแล้ง เริ ่มต้นการทดสอบโดยเลี ้ยงแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

ในอาหาร TSB เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปรับปริมาณแบคทีเรียด้วยอาหาร TSB ให้มีค่าความทึบแสง 

(Optical density) จากการวัดด้วยเครื่องวัดสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

เท่ากับ 0.50 แล้วจึงดูดแบคทีเรียแขวนลอย 0.50 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่มีอาหาร TBS 

และ TSB+PEG6000 5 มลิลลิิตร นำไปบ่มบนเครื่องบ่มเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา  

48 ชั่วโมง ตรวจสอบค่าความทึบแสงของแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหาร TSB และ TSB ท่ีเตมิ PEG6000 

3.  การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase 

 วัดกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase โดยการวัดปริมาณ Alpha-ketobutyrate ที่

ปลดปล่อยออกมาจากการย่อย ACC ของเอนไซม์ ACC deaminase โดยดัดแปลงจากวิธีการของ 

Penrose & Glick (2003) เริ่มต้นจากเพาะเลี้ยงแบคทีเรียละลายฟอสเฟตในอาหาร Dworkin & 

Foster; DF Salts minimal (Dworkin & Foster, 1958) ที่มี ACC 0.3033 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง

ไนโตรเจน จากนั้นนำแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่ได้มาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (Kubota 

6000, Kubota crop, Osaka, Japan) ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทิง้ส่วนใส

และล้างตะกอนเซลล์ด้วย 0.1 M Tris HCl (pH 7.5) จำนวน 2 ครั้ง แขวนลอยตะกอนเซลล์ด้วย 

0.1 M Tris HCl (pH 8.5) 400 ไมโครลิตร แล้วจึงเติมโทลูอีน 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้น  

ดูดแบคทเีรียละลายฟอสเฟตท่ีถูกตรึงด้วยโทลูอนี (Toluenized cells) 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด

ไมโครทิวป์ที่มี 0.30 M ACC 10 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

แล้วจึงเติม 0.56 M HCl 1,000 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปปั่นแยกเซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง  
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ที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใส 1,000 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง 

เติม 0.56 M HCl 800 ไมโครลิตร และ DNF solution (ละลาย 2,4-dinitrophenylhydrazine 0.1 กรัม 

ใน 2 M HCl 100 มลิลลิิตร) 300 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

แล้วจึงเติม 2 N NaOH 2 มิลลิลิตร วัดค่าการดูดกลื่นแสงของตัวอย่างด้วยเครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร์  

ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบค่าที่ได้กับกราฟมาตรฐาน Alpha-ketobutyrate 

คำนวณกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase จาก 1 หน่วยของเอนไซม์ ACC deaminase คือ 

ปริมาณ Alpha-ketobutyrate ที่เกิดขึ้น 1 µmol ในเวลา 1 นาที วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมด

ของ Toluenized cells ด้วยวธีิ Bradford method (Bradford, 1976) โดยดูด Toluenized cells 150 ไมโครลติร 

ใส่ในหลอดทดลอง เติม 0.1 M Tris–HCl (pH 8.0) 1,000 ไมโครลิตร และ 0.1 N NaOH 1,200 ไมโครลติร 

นำไปตม้ท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ท้ิงไวใ้ห้เย็นท่ีอุณหูมหิ้อง แลว้จึงเตมิ Bradford’s 

reagent 1,200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์

ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร เปรียบเทียบค่าที่ได้กับกราฟมาตรฐาน Bovine serum albumin; 

BSA นำค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase และปริมาณโปรตีนท้ังหมดท่ีได้จากการวิเคราะห์

มาคำนวณหาค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ ACC Deaminase ดังสมการท่ี 1 
 

กิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ ACCd (Unit/µg Protein) = กิจกรรมของเอนไซม์ ACCd (Unit/mL)          (1)  

                                                            ปริมาณโปรตนีท้ังหมด (µg Protein/mL) 
 

4.  การจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตทีส่ามารถผลติเอนไซม์ ACC 

deaminase 

 การจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถผลิตเอนไซม์ ACC 

deaminase โดยการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16s rRNA 

ตามวธีิการของ สนธยา และสุปรานี (2561) เร่ิมตน้สกัดดีเด็นเอดว้ย TIANamp Bacteria DNA Kit 

(Tiangen Biotech (Beijing) Co., Ltd., China) จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA 

ด้วย universal primer คือ forward primer 27 F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) และ reward 

primer 1492R (5’-CGGTTACCT TGTTACGACTT-3’) โดยใช้สารละลายผสม One PCR ultra (Gene 

DireX inc., Taiwan) ดำเนินการในเครื่องเทอร์โมไซเคิล (Multigene thermal cycler, Labnet International 

Inc., New Jersey, USA) โดยมีสภาวะในการทำงาน ดังนี ้ (1) Pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที (2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 

(3) Annealing ท่ีอุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (4) Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที โดยดำเนินการซ้ำในขัน้ตอนท่ี (2)-(4) จำนวน 30 รอบ และ (5) Final 

extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที นำตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่ม
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จำนวนมาทำให้บริสุทธิ ์ โดยใช้ PureLinK Quick PCR purification kit (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific Baltics, UAB) ก่อนส่งวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่บริษัท Macrogen Inc. ประเทศ

สาธารณรัฐเกาหลี นำลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ได้เปรียบเทียบความเหมือนกับลำดับนิวคลีโอไทด์ 

ในฐานข้อมูล GenBank บนเว็บไซด์ของ The National Center for Biotechnology Information; NCBI 
 

ผลการวิจัย 

1.  แบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้จากพื้นที่แล้ง 

 จากการคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากตัวอย่างดินพื้นที่แล้งในจังหวัดชัยภมูิ 

ขอนแก่น หนองบัวลำภู มหาสารคาม และร้อยเอ็ด จำนวน 58 ตัวอย่าง แบ่งเป็นดินที่ระดับ 

ความลึก 0–20 เซนติเมตร 29 ตัวอย่าง และดินท่ีระดับความลึก 20–50 เซนติเมตร 29 ตัวอย่าง 

พบว่า สามารถคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตได้ทั้งหมด 176 ไอโซเลต แบ่งเป็นจากตัวอย่างดิน 

ท่ีระดับความลึก 0–20 เซนติเมตร จำนวน 102 ไอโซเลต และตัวอย่างดนิท่ีระดับความลึก 20–50 

เซนติเมตร จำนวน 74 ไอโซเลต ดังภาพท่ี 1 
 

 
ภาพที่ 1 แบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่เจริญและสร้างวงใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็ง Pikovskaya 

agar หลังบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 

2.  แบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถเจริญในอาหารที่มีค่าศักย์ของน้ำต่ำ 

 เมื่อนำแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้จากจากตัวอย่างดินพื้นที่แล้งทั้งหมด 

176 ไอโซเลต มาทดสอบการละลายฟอสเฟตอีกครั้ง พบว่า มีเพียง 89 ไอโซเลต ที่ยังคงแสดง

ความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหาร Pikovskaya agar และเมื่อนำแบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตดังกล่าวไปทดสอบการเจริญในอาหาร TSB และ TSB ที่เติม PEG-6000 ความเข้มข้น 

260 กรัมต่อลิตร (ค่าศักย์ของน้ำในอาหารเท่ากับ -0.73 MPa) เพื่อจำลองสภาะแห้งแล้ง พบว่า 

มีแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถเจริญในอาหาร TSB ที่เติม PEG-6000 ความเข้มข้น  

260 กรัมต่อลิตร 70 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 78.65 ของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่นำมา

ทดสอบ (89 ไอโซเลต) ดังตารางที่ 1 และภาพท่ี 2 โดยเป็นแบคทเีรียละลายฟอสเฟตท่ีคัดแยกได้
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จากตัวอย่างดินที่ระดับความลึก 0–20 เซนติเมตร จำนวน 31 ไอโซเลต และจากตัวอย่างดิน 

ท่ีระดับความลึก 20–50 เซนติเมตร จำนวน 39 ไอโซเลต 
 

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้

ในอาหาร TSB ท่ีเตมิ PEG-6000 ความเข้มข้น 260 กรัมต่อลติร 

การเจริญในอาหาร 

TSB ที่เติม  

PEG-6000 

จำนวน 

ไอโซเลท 
แบคทเีรียละลายฟอสเฟต 

สามารถเจรญิได ้ 70 S1-U2, S2-U2, S3-U3, S4-U3, S5-U2, S6-U1, 

S6-U3, S10-U2, S13-U3, S14-U1, S14-U2, 

S15-U1, S15-U2, S15-U3, S15-U4, S15-U5, 

S15-U6, S16-U1, S16-U2, S16-U3, S16-U5, 

S17-U1, S17-U2, S17-U3, S17-U4, S17-U6, 

S17-U7, S20-U1, S25-U1, S25-U2, S27-U1, 

S1-L1, S1-L2, S2-L1, S2-L2, S3-L4, S4-L1,    

S4-L2, S5-L1, S5-L2, S6-L1, S6-L2, S6-L3, 

S6-L4, S7-L3, S7-L4, S8-L1, S8-L2, S12-L1, 

S12-L2, S16-L1, S16-L2, S16-L3, S16-L4,  

S17-L1, S17-L2, S17-L3, S17-L4, S17-L5,   

S17-L6, S17-L7, S19-L1, S19-L2, S19-L4,  

S20-L1, S20-L2, S27-L1, S27-L2, S27-L3, 

S27-L4 

ไม่สามารถเจริญได ้ 19 S1-U1, S3-U2, S4-U2, S7-U1, S9-U1, S10-U1, 

S20-U2, S25-U3, S27-U2, S27-U3, S2-L3, 

S2-L4, S3-L1, S3-L2, S3-L3, S7-L1, S7-L2, 

S19-L3, S19-L5 

 

 

 

 

 



PSRU Journal of Science and Technology 9(2): 58-71, 2024 

65 
 

 

 
 

ภาพที่ 2 แบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถ (A) และไม่สามารถ (B) เจริญในอาหาร TSB ที่เติม 

 PEG-6000 ความเข้มข้น 260 กรัมต่อลิตร 
 

 3.  กจิกรรมเอนไซม์ ACC deaminase ของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

  นำแบคทีเรียละลายฟอสเฟตท่ีสามารถเจริญในอาหาร TSB ท่ีเตมิ PEG-6000 ความเข้มข้น 

260 กรัมต่อลิตร ทั้งหมด 70 ไอโซเลต มาเพาะเลี้ยงในอาหาร DF salts minimal (Dworkin & Foster, 

1958) ที่ม ีACC 0.3033 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน เพื่อเตรียมเซลล์แบคทีเรียในการวิเคราะห์

กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase พบว่า มีแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญได้เพยีง 34 ไอโซเลต และ

เมื่อนำแบคทีเรียดังกล่าวไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ 

ACC deaminase อยู่ในช่วง 3.78×10-4 ถึง 3.52×10-2 หน่วยต่อมิลลิลิตร โดยแบคทีเรียละลายฟอสเฟต

ท่ีมีกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase ต่ำสุด คือ S16-U5 ขณะท่ีแบคทีเรียละลายฟอสเฟต S15-U4 

มีกิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase สูงสุด ส่วนกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ ACC deaminase 

อยู่ในช่วง 2.18×10-6 ถึง 9.84×10-5 หน่วยต่อไมโครกรัมโปรตีน โดยแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

S16-U5 มีกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ ACC deaminase ต่ำสุด และแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

S15-U4 มีกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ ACC deaminase สูงสุด ดังตารางที่ 2 

 

 

 

 

TSB TSB + PEG-6000 

PEGPEG6000 

(A) 

TSB TSB + PEG-6000 

PEG6000 

(B) 
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ตารางที่ 2 แสดงปริมาณโปรตีนทั้งหมด กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase และกิจกรรม

จำเพาะของเอนไซม์ ACC deaminase ของแบคทเีรียละลายฟอสเฟตแต่ละไอโซเลท 

แบคทเีรียละลาย

ฟอสเฟต 

โปรตนีทั้งหมด 

(µg/mL) 

กจิกรรมของ

เอนไซม์ ACCd 

(Unit/mL) 

กจิกรรมจำเพาะ

ของเอนไซม์ ACCd 

(Unit/µg-Protein) 

S1-U2 169.81 7.55×10-4 4.45×10-6 

S2-U2 226.34 1.96×10-2 8.68×10-5 

S3-U3 181.70 6.04×10-4 3.33×10-6 

S6-U3 210.41 8.31×10-4 3.95×10-6 

S15-U3 362.49 2.34×10-3 6.46×10-6 

S15-U4 357.56 3.52×10-2 9.84×10-5 

S15-U5 233.06 1.28×10-3 5.51×10-6 

S15-U6 227.23 1.36×10-3 5.98×10-6 

S16-U1 253.25 2.11×10-3 8.35×10-6 

S16-U2 166.67 1.96×10-3 1.18×10-5 

S16-U5 173.62 3.78×10-4 2.18×10-6 

S17-U2 177.88 2.95×10-3 1.66×10-5 

S17-U3 367.65 2.04×10-3 5.55×10-6 

S17-U4 174.97 2.19×10-3 1.25×10-5 

S17-U6 329.74 2.49×10-3 7.56×10-6 

S17-U7 359.13 2.19×10-3 6.10×10-6 

S20-U1 162.18 3.70×10-3 2.28×10-5 

S25-U1 199.64 2.95×10-3 1.48×10-5 

S25-U2 302.91 2.72×10-3 8.98×10-6 

S27-U1 369.22 9.06×10-4 2.45×10-6 

S1-L1 200.31 1.66×10-3 8.30×10-6 

S1-L2 304.85 1.89×10-3 6.19×10-6 

S2-L2 213.77 1.13×10-3 5.30×10-6 

S3-L4 199.19 3.47×10-3 1.74×10-5 

S8-L1 290.71 7.55×10-4 2.60×10-6 

S8-L2 314.49 2.34×10-3 7.45×10-6 
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ตารางที่ 2 ต่อ 

แบคทเีรียละลาย

ฟอสเฟต 

โปรตนีทั้งหมด 

(µg/mL) 

กจิกรรมของ

เอนไซม์ ACCd 

(Unit/mL) 

กจิกรรมจำเพาะ

ของเอนไซม์ ACCd 

(Unit/µg-Protein) 

S12-L2 247.20 4.31×10-3 1.74×10-5 

S17-L3 219.38 3.17×10-3 1.45×10-5 

S17-L4 334.70 9.06×10-4 2.71×10-6 

S17-L5 265.37 3.63×10-3 1.37×10-5 

S19-L1 213.10 8.84×10-3 4.15×10-5 

S19-L4 227.23 1.00×10-2 4.42×10-5 

S20-L1 159.04 7.55×10-4 4.75×10-6 

S20-L2 201.21 2.49×10-3 1.24×10-5 

 

4.  จัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถผลิตเอนไซม์ ACC 

deaminase  

 การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16s rRNA ของแบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตที่สามารถผลิตเอนไซม์ ACC deaminase กับฐานข้อมูลบน GenBank พบว่า แบคทีเรีย 

ที ่ค ัดแยกได้ถ ูกจ ัดอยู ่ในสกุล Bacillus 2 ไอโซเลต Burkholderia 9 ไอโซเลต Enterobacter  

5 ไอโซเลต Klebsiella 11 ไอโซเลต และ Pantoea 7 ไอโซเลต ดังตารางที่ 3 
 

ตารางที่ 3 ผลจัดจำแนกชนดิของแบคทีเรียละลายฟอสเฟตท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ ACC deaminase 

แบคทเีรียละลาย

ฟอสเฟต 

จำนวนลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ (bp) 

ผล BLAST 

แบคทเีรียที่มคีวามคล้ายคลึง 
Accession 

number 

ความ

คล้ายคลึง 

(%) 

S1-U2 1,385 Enterobacter ludwigii R6-346-1 JQ659806.1 99.06 

S2-U2 1,401 Enterobacter ludwigii R6-346-1 JQ659806.1 99.21 

S3-U3 1,411 Burkholderia sp. GR 8-02 KM253085.1 97.02 

S6-U3 1411 Klebsiella sp. VITRAJ1 MN258617.1 99.65 

S15-U3 1412 Pantoea sp. RD_AZPRC_17 KU597507.1 98.65 

S15-U4 1,409 Enterobacter hormaechei NFZ12 MW391763.1 99.72 

S15-U5 1,413 Pantoea septica DAF-7 ON197340.1 98.44 

S15-U6 1,419 Pantoea septica DAL-4 ON197337.1 98.37 

S16-U1 1,132 Klebsiella pneumoniae M-AI-2 FJ828890.2 99.47 

S16-U2 1,393 Klebsiella sp. BAB-6433 KY672921.1 95.76 
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ตารางที่ 3 ต่อ 

แบคทเีรียละลาย

ฟอสเฟต 

จำนวนลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ (bp) 

ผล BLAST 

แบคทเีรียที่มคีวามคล้ายคลึง 
Accession 

number 

ความ

คล้ายคลึง 

(%) 

S16-U5 1,399 Enterobacter kobei SCAU-C6 MZ209195.1 99.22 

S17-U2 1,398 Burkholderia sp. GR 8-02 KM253085.1 97.85 

S17-U3 1,404 Klebsiella sp. H1(2014) KJ195333.1 99.50 

S17-U4 1,397 Bacillus niacini GMA029 AB738789.1 99.24 

S17-U6 1,420 Klebsiella sp. TN50 MN860085.1 99.72 

S17-U7 1,407 Klebsiella variicola YD8 KY887765.1 99.50 

S20-U1 1,406 Burkholderia ubonensis S5 MN044778.1 99.79 

S25-U1 1,352 Burkholderia cepacia TBMAX66 MK834705.1 95.05 

S25-U2 1,389 Burkholderia sp. 3 PSB-70 KF761525.1 99.93 

S27-U1 1,411 Klebsiella sp. HSTU-AMS44 MK691477.1 100.00 

S1-L1 1,406 Klebsiella quasipneumoniae cjy20 MN177203.1 99.93 

S1-L2 1,395 Pantoea dispersa SA004 MN725743.1 99.86 

S2-L2 1,389 Burkholderia vietnamiensis 75 KP974791.1 99.86 

S3-L4 1,381 Enterobacter hormaechei NFZ12 MW391763.1 99.77 

S8-L1 1,357 Pantoea dispersa SA004 MN725743.1 99.71 

S8-L2 1,376 Klebsiella variicola YD8 KY887765.1 99.75 

S12-L2 1,413 Klebsiella sp. K-21 MF592279.1 99.65 

S17-L3 1,409 Pantoea dispersa YNA11 MK027265.1 99.79 

S17-L4 1,394 Pantoea dispersa YNA11 MK027265.1 99.62 

S17-L5 1,389 Bacillus niacini GMA029 AB738789.1 99.36 

S19-L1 1,404 Burkholderia ubonensis S5 MN044778.1 99.64 

S19-L4 1,402 Klebsiella sp. HSTU-AMS44 MK691477.1 99.78 

S20-L1 1,396 Burkholderia multivorans NBRC 102086 AB681698.1 98.64 

S20-L2 1,396 Burkholderia multivorans NBRC 102086 AB681698.1 99.86 

 

อภปิรายผล 

จากผลการทดลองสามารถคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถเจริญในสภาวะ

ที่มีค่าศักย์ของน้ำต่ำและผลิตเอนไซม์ ACC deaminase ได้ 34 ไอโซเลต ถูกจัดจำแนกใน 5 สกุล 

ได้แก่ Klebsiella 11 ไอโซเลต Burkholderia 9 ไอโซเลต Pantoea 7 ไอโซเลต Enterobacter 5 ไอโซเลต 

และ Bacillus 2 ไอโซเลต ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่มีรายงานมาก่อนหน้าที่พบว่าแบคทีเรียที่มี

ศักยภาพในการละลายฟอสเฟตที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินในพื้นที่เพาะปลูกพืช มักอยู่ในสกุล 

Bacillus Burkholderia Pantoea และ Pseudomonas (สนธยา และสุปรานี, 2561) เนื่องจากแบคทีเรีย

ดังกล่าวมคีวามทนทานต่อสภาพแวดล้อม และสามารถใชแ้หล่งคาร์บอนและพลังงานได้หลากหลาย 

ทำให้สามารถเจริญเพิ่มจำนวนได้ดีในบริเวณเขตอิทธิพลของรากพืช (Rhizosphere) โดยใช้สาร 
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ที่พืชขับออกมาจากราก (Root exudate) เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน นอกจากนี้ยังมีนักวิจัย

จำนวนมากได้ทำการศึกษาการผลิตเอนไซม์ ACC deaminase ของแบคทีเรียที่เจริญในบริเวณเขต

อิทธิพลของรากพืช พบว่า แบคทีเรียส่วนใหญ่อยู่ในสกุล Achromobacter Agrobacterium Azospirillum 

Bacillus Braddyrhizobium Chryseobacterium Enterobacter Herbaspirillum Mesorhizobium Phyllobacterium 

Pseudomonas  Ralstonia Serratia Sinorhizobium Sphingobacterium และ Variovorax เป็นต้น (Alemneh  

et al., 2021; Kang et al., 2021)  

จากผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase ของแบคทีเรียละลายฟอสเฟต 

ท่ีคัดแยกได ้พบว่า มีกิจกรรมและกิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ ACC deaminase อยู่ในช่วง 3.78×10-4 

ถึง 3.52×10-2 หน่วยต่อมิลลิลิตร และ 2.18×10-6 ถึง 9.84×10-5 หน่วยต่อไมโครกรัมโปรตีน 

ตามลำดับ ถึงแมว้่าปริมาณเอนไซม์ ACC deaminase ท่ีแบคทเีรียผลิตจะมปีริมาณต่ำมาก แต่จาก

รายงานของนักวิจัยที่ผ่านมา พบว่า เอนไซม์ ACC deaminase เพียง 0.02 ไมโครโมล ก็สามารถ

ส่งผลต่อกลไกต่างๆ ในการลดการผลิตเอทิลีนของพืชอย่างมีนัยสำคัญ (Glick, 2014) ในงานวจิัย

นี้แบคทเีรียละลายฟอสเฟตไอโซเลต S15-U4 เป็นแบคทเีรียท่ีมีกิจกรรมและกิจกรรมจำเพาะของ

เอนไซม์ ACC deaminase สูงสุด เท่ากับ 3.52×10-2 หน่วยต่อมิลลิลติร และ 9.84×10-5 หน่วยต่อ

ไมโครกรัมโปรตีน ตามลำดับ ซึ่งเมื่อจัดจำแนกชนิดเบื้องต้นด้วยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์

บริเวณยีน 16s rRNA พบว่า S15-U4 มีความคล้ายคลึง Enterobacter hormaechei NFZ12 (MW391763.1) 

เท่ากับ 99.72 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งงานวิจัยที่มีรายงานมาก่อนหน้า พบว่า Enterobacter hormaechei 

เป็นแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช มีความสามารถละลายฟอสเฟต 

ผลิตสารคล้ายฮอร์โมนพืช และผลิตเอนไซม์ ACC deaminase ได้ด้วย (Niu, et al., 2018) อย่างไรก็ตาม

การคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถเจริญในสภาวะที่มีค่าศักย์ของน้ำต่ำและผลิต

เอนไซม์ ACC deaminase เพื่อนำไปวิจัยพัฒนาต่อยอดให้ได้ผลิตภัณฑ์ปุ๋ยชีวภาพละลายฟอสเฟต 

ท่ีช่วยลดความเครียดของพชืภายใตส้ภาวะแล้ง สิ่งสำคัญท่ีต้องคำนงึถึง คือ ความปลอดภัยทางชวีภาพ 

ดังนั้นจึงจำเป็นต้องทำการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับความสามารถในการก่อโรค และข้อกฎหมาย 

ท่ีเกี่ยวข้องกับปุ๋ยชวีภาพด้วย 

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากการเก็บรวบรวมตัวอย่างดินแปลงปลูกอ้อยและพื้นที่ป่าสาธารณะประโยชน์ใน

จังหวัดชัยภูมิ ขอนแก่น หนองบัวลำภู มหาสารคาม และร้อยเอ็ด จำนวน 58 ตัวอย่าง เพื่อคัดแยก

แบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถเจริญในสภาวะที่มีค่าศักย์ของน้ำต่ำ และสามารถผลิตเอนไซม์ 

ACC deaminase จากการทดลองสามารถคัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตได้ทั้งหมด 176 ไอโซเลต 

แต่เพียง 89 ไอโซเลต ที่ยังคงแสดงความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหาร Pikovskaya 
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agar เมื่อนำแบคทีเรียทั้ง 89 ไอโซเลต ไปทดสอบการเจริญในอาหาร TSB และ TSB ที่เติม PEG-6000 

ความเข้มข้น 260 กรัมต่อลิตร (ค่าศักย์ของน้ำในอาหารเท่ากับ -0.73 MPa) เพื่อจำลองสภาวะ

แห้งแล้ง สามารถคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตที่สามารถเจริญในสภาวะที่มีค่าศักย์ของ 

นำ้ต่ำได้ จำนวน 70 ไอโซเลต แต่เมื่อนำเพาะเลีย้งในอาหาร DF salts minimal (Dworkin & Foster, 

1958) ที่ม ีACC 0.3033 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน เพื่อเตรียมเซลล์แบคทีเรียในการวิเคราะห์

กิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase พบว่า มีเพียง 34 ไอโซเลต ที่สามารถเจริญได้และถูกนำไป

ทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ ACC deaminase ซึ่งผลการทดสอบ พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ ACC 

deaminase อยู่ในช่วง 3.78×10-4 ถึง 3.52×10-2 หน่วยต่อมิลลิลิตร และกิจกรรมจำเพาะของ

เอนไซม์ ACC deaminase อยู่ในช่วง 2.18×10-6 ถึง 9.84×10-5 หน่วยต่อไมโครกรัมโปรตีน โดย

แบคทเีรียละลายฟอสเฟตไอโซเลต S15-U4 เป็นแบคทเีรียท่ีมีกิจกรรม และกิจกรรมจำเพาะของ

เอนไซม์ ACC deaminase สูงสุด ส่วนผลการจัดจำแนกชนิดเบื ้องต้นของแบคทีเรียละลาย

ฟอสเฟตทั้ง 34 ไอโซเลต ด้วยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16s rRNA พบว่า  

ถูกจัดจำแนกใน 5 สกุล ได้แก่ Klebsiella 11 ไอโซเลต Burkholderia 9 ไอโซเลต Pantoea 7 ไอโซเลต 

Enterobacter 5 ไอโซเลต และ Bacillus 2 ไอโซเลต  
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