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การเลี ้ยงฟ้อไรโซเนียมในกากตะกอนและวัสดุเหลีอใช้เพื ่อผลิตป๋ยดูวภาพ 

อาภรณ์' วงษ์วิจารณ์' และ ศรัณยา เปียแดง', 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี 
"ฝ่าย'นเวศ'วิทยารังสี กองวิทยาศาสตริชีวภาพ สำนักงานพล์งงานปรมาญเพอสํ'นต 

บทคัดย่อ 

จากการสืกษาการเจริญของเชื้อ Rhizobium japonicum THA-7 ในสารพาหะตำหรับ 
ต่างๆคือดนพท (Peat) กากตะกอน (Sludge) และกากตะกอนกรองจากโรงงาน'นาตาล (Filter 
press cake) และส่วนผลมของกากตะกอนและกากตะกอนกรองจากโรงงาน,นาตาล 

สารพาหะเหล่าน้ีได้ผ่านการฉายรังสีแกมมา เพ่ือฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ปนเปีอนท่ีระดับรังสี 55 
กิโลเกรย''มาแล้ว จากการผสมเช้ือไรโชเบียมท่ีเล้ียงในอาหารเหลว Mannitol Yeast 
Extract และเจริญอยู่ในช่วงปลาย Log phase ลงในสารพาหะตำหรับต่างๆจนมีค่าความชื้น 
ประมาณ 50 เปอร์เชนต์ มีเชื้อไรโชฌียมอยู่ในระดับ 10 7 เชลล์ต่อกรัมของสารพาหะ เช้ือ 
เพิ่มปริมาณเชลล์ได้สูงถึง พ 9 เชลล์ต่อกรัม เม่ือบ่มท่ีอุณนภูมิ -30° เซลเซียสเป็นเวลา 17 
วัน เม่ือนำเช้ือไรโชฌียมในสารพาหะมาเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่ําประมาณ 4°-5° เซลเซียส ไว้ 
เป็นเวลา 120 วัน เช้ือไรโซฒียมในสารพาหะทุกตำหรับยังคงมีปริมาณสูงถึง า0 8 เซลล์ต่อ 
กรัม และมีปริมาณสูงสุดในสารพาหะผสมระหว่างกากตะกอนจากระบบบำบัด'นาเสีย และ 
กากตะกอนหม้อกรองจากโรงงานน้ําตาลในอัตราส่วน 1 : 3 ซึ่งน่าจะใช้เป็น!เยชีวภาพได้ 
ดีกว่าสารพาหะอื่น 
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Abstract 

The study on the growth of Rhizobium japonicum THA-7 in carriers: Peat 

Sludge, Filter p r e s s cake from sugar industry and the mixer components of Sludge and 

Filter press cake . These carriers were sterilized by Gamma radiation at 55 Kilograys. 

Then rhizobium suspension which grew to late log phase in Mannitol Yeast Extract 

broth were t ransfer to carriers. The initial rhizobial cells we re cfu at 50 percent 

moisture content . The maximum growth (10^ cfu) was found after incubation at 3 0 ° 

c for 17 days in all carriers, The rhizobial cells were stored in carriers at 4 ° - 5 ° c for 

120 days. The amount of cells in all carriers were detected at cfu. Maximum 

surviral rate w a s in the mixture of sludge and filter press cake at the ratio of 1 : 3. 

Therefore, It should be used as biological fertilizer better than other carriers. 
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1.บทนำ 

พืชตระภูลถั่ไเป็นพืชเศรษฐกิจที'สำฅัญ1ของประเทศ โดยเฉพาะถ่ัวเหลืองซ่ึงผลิตได้ 
ไม่เพียงพอกับความต้องการภายในประเทศ ผลผลิตต่อไร่ยังอยู่ในเกณฑ์ท่ีไม่สูงนักคือ 206 
ทท.ต่อไร่ เ 1 ' ในทารเพ่ิมผลผลิตต่อไร่น้ันนอกจากการปรันปรุงพันธุ การปฏ๊บตการทางเฃต 
กรรมที่เหมาะลม เช่น การไถพรวน การกำจัดวัชพืชต่าง ๆ ตลอดจนการใส่ใ!เยแล้ว การ 
คลุกเมล็ดพันธุด้วยเช้ือไรโชเบียม (Rhizobium sp) ชึ่งเปีนแบคทีเรียที่สามารถอาฝ็ยและสร้าง 
ปมในรากของพืชตระภูลถ่ัวแล้วยังสามารถตรึงก๊าชไนโตรเจนจากอากาศ และเปลี่ยนไปเปีน 
สารประกอบไนโตรเจนใน2ปท่ีพีชสามารทนำไปใช้ได้ ( 9 ' 1 

เชื้อไรโชฒียมปริมาณมากที่เลี้ยงได้ เม่ือยังไม่ได้ใช้คลุกเมล็ดพันธุถ่ัวหรือใส่ลงในดิน 
ทันทีหรือขนส่งจำหน่ายจ่ายแจกให้เกษตรกร ต้องใช้วลาพอสมควรหลังการเลี้ยงหรือการ 
ผลิต จำเป็นต้องเก็บรักษาไวัในที่เหมาะลม เช่น เก็บในภาชนะที่ปีดมิดชิดในที่อุณหภูมิตํ่า 
หรือเก็บในวัสดุเลริมเพ่ิอให้เช้ือไรโซเนียมมีชีวิตอยู่รอดได้มากท่ีลุด อาจเรืยกวัสดุเสริมนี้ว่า 
สารพาหะ นอกจากนี้ไรโชเบียมยังสามารถเจริญเพิ่มปริมาณขึ้นในลารพาหะที่ดีบางอย่างได้ 
อีกด้วย 

สารพาหะที่ดี!9) ควรมีลักษณะเป็นผงประกอบด้วยสารอินทรีย์อยู่ในปริมาณสูง ไม่ 
เป็นพิษต่อเชื้อไรโชฌียม กำจัดเชื้อปนฟ้อนได้ง่าย เกาะติดเมล็ดพันธุได้ดีหาง่าย ราคาถูก 
ผงเชื้อที่ได้จะมีประสิทธิภาพเพียงใดนั้น นอกจากจะข้ึนกับเช้ือไรโชฌียมและสารพาหะแล้ว 
ยังมีปัจจัยบางอย่างมาเกี่ยวข้องเข่น การปนฟ้อน (Contamination) ของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน 
อุณหภูมิและความชื้นในระหว่างการเก็บรักษาเชื้อเป็นต้น ชึ่งมีผลต่อการอยู่รอดของไรโซ 
เบียมในสารพาหะเป็นอย่างมาก การผลิตเชื้อผงในระดับอุตสาหกรรมจะต้องคำนึงถึงความ 
สามารถในการผลิตและง่ายต่อการที่เกษตรกรจะนำไปใช้ด้วย 

การผลิตเช้ือผงสำเร็จ2ปของประเทศไทยในปัจจุบันใช้ดินพีท (Peat) ซึ่งเป็นลารพาหะ 
ดินพีทเป็นดินที่มีลักษณะอุ้มนํ้า'ได้ดี มีอินทรืย์วัตถุสูง นอกจากนี้ยังมีแร่ธาตุ ตลอดจน 
Growth factor ซึ่งช่วยให้ไรโชฌียมเจริญและมีชีวิตรอดได้ดี เนื่องจากดินพีทมีราคาแพงจึงได้ 
มีการนำวัสดุอื่นที่มีคุณลักษณะใกล้เคียงกับดินพีทและมีอินทรีย์วัตถุตั้งแต่ 20 เปอร์เชนต์ข้ึน 
ไปมาทดแทน เช่น ดินผลม!!เยอินทรีย์ ดินผสมถ่านหิน เซลลูโลส หรือ กากตะกอนหม้อกรอง 
จากโรงงาน'นาตาล (Filter press cake)' 1 6 ' เป็นต้น วัสดุเหล่านี้มีอยู่มากในประเทศไทยและ 
ยังไม่ได้นำมาใช้ให้เกิดประโยชน์อย่างเต็มที่และคุ้มค่า โดยเฉพาะกากตะกอนหม้อกรองจาก 
โรงงานนํ้าต'าลุ ชึ่ง'ในแต่ละปีประเทศ'ไทยมีกาก,ของเหลือ'ใช้ส,1วนนี้สูงถึง 1.0 - 1.5 ล้านตันต่อ 
ปี(2) 
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วัสดุอีกอย่างหนึ่งที่น่าสนใจนำมาใช้เป็นวัสดุเสริม หรือใช้เป็นสารพาหะของเช้ือ 
ไรโซเนียมคือ กากตะกอนจากระบบบำปัดนี้าเสืยของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร น้านเรือน 
และโรงพยาบาล ซึ่งมีมีป๋ญหาในการบำบัดและมีผลต่อสภาพแวดล้อมในปัจจุปัน แต่อย่างไร 
ก็ตามกากตะกอนเหล่านี้ยังมีคุณค่า ซึ่งประกอบด้วยสารอินทรีย์และสารอนินทรีย'' รวมท้ังลาร 
ปริมาณน้อย(Minor element) อยู่ในปริมาณสูง1'14) เพื่อเป็นการลดค่าใช้จ่ายในการบำบัดและ 
เป็นการอนุรักษ์?!งแวดล้อมโดยการนำมาใช้ประโยชน์ให้กว้างขวางมากข้ึน จึงน่าสนใจนำไป 
ใช้เป็นวัสดุเสริมเก็บเช้ือไรโซเนียมร่วมกับสารพาหะอย่างอ่ืน เช่น กากตะกอนหม้อกรองจาก 
โรงงานนํ้าตาล แต่เนื่องด้วยกากตะกอนจากระบบบำบัดนี้าเสิยมีเชื้อโรคและพยาธิปนเปีอน 
เป็นจำนวนมาก มีรายงานว่ากากตะกอนจากทั้ง 3 แหล่งดังกล่าวจำนวน า35 ตัวอย่างมีเชื้อ 
ชัลโมเนลลาถึง 72.59 % ( 1 5 ' และในจำนวนตัวอย่าง 162 ตัวอย่างตรวจพบพยาธิ 55.55 % ( 6 ) 

จึงจำเป็นต้องฆ่าเชื้อโรคและพยาธิเหล่านี้ก่อนการนำไปใช้ประโยชน์ วิธีที่น่าสนใจคือ การ 
ฆ่าเชื้อในวัสดุเหล่านี้ด้วยการฉายรังสีเพื่อลดปริมาณเชื้อปนฟ้อน ชึ่งน่าจะเป็นวิธีการที่ 
สะดวกในการผลิตผงเช้ือไรโชเนียมในระดับอุตสาหกรรม 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1. เ^อจุลินทรีย์ Rhizobium japomicum THA-7 ได้รับการอนุเคราะห์จาก 

กลุ่มงานจุลินทรีย์ดิน กองปฐพีวิทยา กรมวิชาการเกษตร 
2.2. สารพาหะ ทั้งหมดมี 6 ตำหรับคือ 

ตำหรับที่ า Peat 
ตำหรับที่ 2 Sludge 
ตำหรับที่ 3 Filter press cake 
ตำหรับที่ 4 Sludge : Filter press cake ในอัตราล่วน า :า 
ตำหรับที่ 5 Sludge : Filter Press Cake ในอัตราล่วน 1:3 
ตำหรับที่ 6 Sludge : Filter press cake ในอัตราส่วน 1:9 

Sludge = กากตะกอนจากอุตสาหกรรมเนียร 
Filter press cake = กากตะกอนหม้อกรองจากโรงงานนี้าตาล 

วิธีการเตรียมสารพาหะมีดังนี้ 

Sludge ที่ได้จากโรงงานนำมาตาก บดให้ละเอียดแล้วร่อนด้วยตะแกรงขนาด 10 มิลลิ 
เมตร Filter press cake บดให้ละเอียดแล้วร่อนด้วยตะแกรงขนาด 10 มิลลิเมตรก่อนนำไปใช้ 
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สารพาหะแต่ละตำรับ นำมาหาค่าความชื้นด้วยวิธีการอบที่อุณหภูมิ 85°ซ. จน 
นาหนักคงที ่ และวัดความเป็นกรดด่าง( pH ) ด้วย pH meter 

2.3. การฉายรังสิเพี ่อกำจัดจุล ินทรีย ์ปนเ!เอนในสารพาหะ 

บรรจุสารพาหะแต่ละตำหรับ ตำหรับละ 10 กรัมลงในขวดขนาด 4 X 7 cm. 
และนำไปฉายรังสีแกมมาที่ระดับ 0, 20, 30, 40, 50, 55 และ 60 กิโลเกรย ์ เพื่อหาระดับรังสีที่ 
ทำลายเชื้อปนเปีอนได้หมด โดยใช้เครื่องฉายรังสีแกมมาแบบ Carrier Type Model JS-8900 ที่ 
ดูนย์ฉายรังสีอาหารและผลผลิตทางการเกษตร ของสำนักงานพลังงานปรมาญเพื่อสันติ มี 
ความแรงรังสีเมื่อวันที ่ 1 เมษายน 2.536 เท่ากับ 249,329,987 ดูรี 

2.4. การศึกษาการเจริญของเขึ ่taไรโชเนียมในอาหารเหลว 

เขี่ยเชื้อ Rhizobium japonicum THA-7 ซึ่งได้เลี้ยงไว้บนอาหารๅนเอียง Mannital 
Yeast Extract (MYE) ลงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดียวกัน นำไปบ่มบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 
250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนำไปวัดความชุ่น (Optical density) ด้วยเครื่อง 
Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร จนได้ค่า O.D. เท่ากับ 0.2 ใช้เชื้อที่ 
ความเข้มข้นนี้เป็นเชื้อเริ่มต้น (Inoculum) ในปริมาณ 5 เปอร์เซนต์ ลงเลี้ยงในอาหารเหลว 
MYE และนำไปบ่มบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วเท่าเดิม เก็บตัวอย่างเชื้อไรโชฌียมมาวัดค่า O.D 
และตรวจนับจำนวนเชื้อไรโซเนียมทงหมด (Direct count) ด้วย Haemacytometer และหา 
จำนวนเซลที่มี,ชีวิต (Viable count) ด้วยวิธีการ Spread plate บนอาหาร Mannital Yeast 
Extract Congo Red Agar 

2.5. การศึกษาการเจริญของเรี ่[อไรโซเนียมในสารพาหะที ่ผ่านการฉายรังสิ 
บรรจุสารพาหะแต่ละตำหรับลงในถุงพลาสติก (Polyethylene) สำหรับฉายรังสีถุง 

ละ 10 กรัม และนำไปฉายรังสีแกมมาในระดับที่สามารททำลายจุลินทรีย์ปนเliอนได้หมด 
จากนั้นนำเชื้อไรโซเบียมที่เลี้ยงไว้ในอาหารเหลว MYE จนเชื้อเจริญอยู่ในช่วงปลาย Log 
phase มาคลุกผสมกับสารพาหะที่เตรียมไว ้ จนมีความชื้นประมาณ 50-51 เปอร์เชนต์ จาก 
นั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง (~30°ซ) แล้วสุ่มตัวอย่างมาตรวจหาเซลไรโซเนียมในสารพาหะแต่ 
ละตำหรับ (หรอเรียกว่าเชื้อผง) เพื่อสืกษาหาระยะเวลาที่เชื้อเจริญเพิ่มปริมาณเซลสูงสุด 
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2.6. การสืกษาการมีร ํ!ว ิตรอดของ^อไรโชเบียมในสารพาหะ 

วิธีการโดยเตรียมสารพาหะและเชื้อไรโซเบียมเช่นเดียวกับวิธีการในข้อ 5 แต่เมื่อ 
บ่มเชื้อที'อุณหภูมิห้องจนได้เวลาที่เชื้อได้ปร๊มาณเซลสูงสุด จากนนย้ายไปบ่มต่อในที่มี 
อุณหภูมิตํ่าประมาณ 4-5°ซ. และส่มตัวอย่างเชื้อผงมาตรวจนับจำนวนไรโซเปียมที่มีชีวิต 
ความชื้น และ pH ในวันแรก และเมื่อบ่มเป็นเวลา 7 14 21 28 45 60 90 และ 120 วัน 
ตามลำด้บ 

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
3.1. ผลทารทดสอบคุณสม'นตของสารพาหะ 

ผลการทดสอบหาความชื้นและความเป็นกรดด่างของสารพาหะทั้ง 6 ดำหรับ 
พบว่า ดินพีทมีความเป็นกรดสูงประมาณ 3.6 ส่วน Filter press cake มีสภาพเป็นกลาง 
ค่อนข้างไปทางด่างเล็กน้อย ( 7.70 ) สารพาหะตำหรับท่ีมีส่วนผสมของ Sludge และ Filter 
press cake มีสภาพเป็นกลาง1ซึ่งมีค่า pH แตกต่างกันเล็กน้อยขึ้นกับอัตราส่วนในการผสม ดัง 
แสดงใน Table 1. โรโซเบียมเป็นแบคทีเรียที่เจริญได้ดีในสภาพ pH เป็นกลางประมาณ 6.5-
7.5 ( 1 1 ) ซึ่งสารพาหะตำหรับที'ใข ้ Filter press cake หรือ Sludge เพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง และ 
ตำหรับที่มีส่วนผสมของ Filter press cake และ Sludge มีค่าความเป็นกรดด่างเหมาะสมต่อ 
การเจริญของเชื้อไรโซเปียมอยู่แล้ว ส่วนดินพีทนนจำเป็นต้องปรับ pH ให้สูงขึ้นด้วย CaCo3 

เพื่อให้เหมาะดมต่อการเจริญของไรโซเปียม 
ผลการวัดความชื้นของสารพาหะพบว่า Sludge มีความชื้นสูงสุดคือ 8.63 เปอร 

เซนต'' ส่วนสารพาหะตำหรับอื่น ๆ มีค่าใกล้เคียงกัน ผลดังแสดงใน Table 1. ค่าความชื้นมีผล 
ต่อการเจริญและการเพิ่มปริมาณของเชื้อไรโชเปียมในสารทาหะ 
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Table 1. Shown moisture content and pH of carriers 

carriers moisture content 
(%) 

pH 

า. Peat 7.35 3.60 
2. Sludge 8.63 6.54 
3. FC 6.78 7.70 
4. ร : FC = า : า 6.78 6.77 
5. ร : FC = 1 : 3 7.12 6.83 
6. ร : FC = 1 : 9 7.13 7.25 

FC = Filter press cake 
ร = Sludge 

3.2. ผลการศึกษาหาระดับร ังส ีท ี ่ เหมาะสมที ่ทำให้สารพาหะมีสภาพปลอดอ 

สารพาหะที่ใช้มีเชื้อจุลินทรีย''ปนเปีอนอยู่ในปริมาณสูงซึ่งจากการวิเคราะห์หา 
แบคทีเรียพบว่ามีอยู่ในปริมาณ 1.0 X า0 7 - 5.8 X 107 เชลล์ต่อกรัม มีเชื้อราอยู่ในปริมาณ 
2.0 X 1 0 4 - 2.0 X 105 เชลล์ต ่ฎทรัม ดินพีทมีแบคทีเรียและราอยู่ในปริมาณตํ่ากว่า Filter 
press cake และ Sludge คือพบอยู่ในช่วง 10 4 เซลล์ต่อกรัม ผลดังแสดงใน Table 2 และ 
Table 3 ตามลำดับ 

เพื่อทำลายจุลินทรีย'ในสารพาหะก่อนนำไปใช้ซึ่งจุลินทรีย์เหล่านํ่มีผลต่อการเจริญ 
และการมีชีวิตอยู่รอดของไรโชฒ่ยมในสารพาหะ'9) จึงจำเป็นต้องทำลายจุลินทรีย''เหล่านี้ วิธี 
การฉายรังสีเป็นวิธีที่สะดวก มีความปลอดภัยและมีประสิทธิภาพสูงสุดในการฆ่าเชื้อโรคหรือ 
เช้ือจุลินทรีย'' การทดลองนี้จึงเลือกใช้การฉายรังสีแกมมา รังสีแกมมาเป็น Ionizing radiation 
ที่มีพลังงานสูงมีอำนาจทะลุทะลวงได้ดีสามารถนำมาประยุกต'ใช้ทำลายเชื้อปนเปีอนในวัตถุ 
ต่างๆที่มีค'วามหนา1ใต้ด ี โดยที่รังสิไม่ทำให้คุณสมบัติทางกายภาพของวัตถุเปลี่ยนแปลง'12) 
ทงนีเพราะรังสีไม่มีผลในการทำลายเซลโดยตรงแต่จะเป็นตัวชักนำให้โมเลกุลของนํ้าแตกตัว 
เป็นอนุผูลอิสระ ( H + ,OH" ) แล้วเกิดสารประกอบเปอร์ออกไซด'ซึงเป็นสารออกซิไดซ''อย่าง 
รุนแรงและเป็นพิษกับจุลินทรีย'8) 
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ผลการฉายรังสีแกมมาเพื่อหาระดับรังสีที่เหมาะสมที่จะทำให้สารพาหะทุกตำหรับมี 
สภาพปลอดเชื้อพบว่า ที่ระดับของรังสี 50 กิโลเกรย'' ทำให้สารพาหะทุกตำหรับปลอดเชื้อ 
แบคทีเรีย (Table 2) และท่ีระดับรังสี 55 กิโลเกรย'' ทำให้สารพาหะทุกตำหรับปลอดเชื้อรา 
(Table 3) ดังนั้นเพื่อทำให้สารพาหะอยู่ในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรีย์ จึงเสือกการฉายรังสีที่ 
ระดับ 55 กิโลเกรย์ ซึ่งเป็นระดับที่สูงเมื่อเทียบกับการฉายรังสีเพื่อทำลายเชื้อโรค มีรายงาน 
ว่ารังสีขนาด 3 กิโmกรยไพียงพอที่จะฆ่าเชื้อโรคในกากตะกอนได้(13) 

3.3. ผลการศ็กษาการเจริญของเใเอไรโซเปียมในอาหารเหลว 
ผลการสืกษาการเจริญของเชื้อ Rhizobium japonicum THA-7 ในอาหารเหลว 

MYE โดยใช้เชื้อเริ่มต้นที่มีค่า OD = 0.2 (550 นาโนเมตร) ในปริมาณ 5 เปอร์เชนต'' พบว่าเชื้อ 
เจริญอยู่ในช่วง Lag phase อยู่ระยะเวลาหนึ่งและเจริญถึงช่วงปลาย Log phase เมื่อเลี้ยงไว้ 
เป็นเวลาประมาณ 96 ชั่วโมง ดังแสดงใน figure ใ. เช้ือ Rhizobium japonicum THA-7 เป็นไร 
โชเปียมสายพันธุ''ที่เจริญช้า (Slow grower) ซึ่งเจริญในอาหารเหลวจนถึงช่วงปลาย Log phase 
ต้องใช้เวลาประมาณ 4-5 วัน,91 'ปริมาณเชื้อสูงสุดประมาณ 2.6 X 10 9 เชลล''ต่อมิลลิลิตร ซึ่ง 
สอดคล้องกับการสืกษาของสมใจและสมดักด,4) ซึ่งเชื้อที,เจริญอยู่ในระยะนี้มีความสมบุรณ์ 
แข็งแรง''1'1) เหมาะสมที่จะน่าไปผสมกับสารพาหะต่อไป 
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3.4. ผลการส ืกษาการเจร ิญของอไรโซเน ียมในสารพาหะ 
ผลการคืกษาการเจริญของ Rhizobium japonicum THA-7 ในสารพาหะโดยเมื่อ 

ผสมเชื้อไรโซเนียมที่เจริญในอาหารเหลว MYE ในระยะปลาย Log phase ลงในสารพาหะตำ 
หรับต่างๆจนมีค่าความชื้น 50 เปอร์เชนต์ และมีปริมาณเชื้อเร้มต้นในสารพาหะประมาณ 
107เซลล์ต่อกรัม หลังจากบ่มที่อุณหภูม ิ -30° ซ. พบว่าเชีอเจริญเพิ่มบ่รมาณในลารพาหะทุก 
ตำหรับได้สูงสุดเมื่อบ่มไว้เป็นเวลา 17 วัน ทั้งนี้เพราะเป็นไรโซเนียมสายพันธุที่เจริญช้า'9' 
เชื้อไรโซเนียมเจริญในสารพาหะตำหรับที่ใช ้ Filter press cake ได้ปริมาณเซลล์สูงเท่ากับ 2.2 
X 10 9 เซลล์ต่อกรัม ซึงใกล้เคียงกับดินพีทที่มีเซลล์อยู่ 1.8 X 10 9 เชลล์ต่อกรัม ทั้งนี้อาจเป็น 
เพราะ Filter press cake มีลักษณะร่วนซุยถ่ายเทอากาศได้ดีและเชื้อไรโซเนียมเป็นแบคทีเรีย 
ที่ต้องการอากาศในการเจริญ'9' นอกจากนี ้ Filter press cake ยังมีค่า pH ที่เหมาะสมต่อการ 
เจริญของไรโชเนียม และมีแร่ธาตุอาหารต่าง ๆ ที่ไรโชฌียมต้องการคือ มีไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส โปแตสเชยม แมกนีเซียม เหล็ก แมงกานีส คอปเปอร์และอื ่นๆ 1 7'' 1 6' เซลล์!ร'โข 
เนียมเพิ่มปริมาณได้ตํ่าสุด คือ 1.0 X 10 9 เชลล์ต่อกรัม ในสารพาหะท่ีใช้ Sludge ทั้งนี้อาจเป็น 
เพราะลักษณะทางกายภาพของ Sludge อัดตัวกันค่อนข้างแน่น อากาศถ่ายเทได้ไม่ดีทั้งที่มี 
ธาตุอาหารต่างๆที่ไรโชเนียมต้องการ'14' ปริมาณเชลล์!รโขเนียมใใ ?ทรพาหะตำหรับอื่นๆมี 
ปริมาณเชลล์ใกล้เคียงกันอยู่ไ'แช่'วง 1.2 X 10 9 - 1.8 X า0 9 เชลล์ต่อกรัม แต่อย่างไรก็ตาม 
ปริมาณเชลล์!รโชเนียมในสารพาหะแต่ละตำหรับไม่แตกต่างกันมากนักดังแสดงใน figure 2. 
ชึ่งปริมาณเชื้อไรโซเนียมในสารพาหะแต่ละตำหรับมีค่าสูงเทียบได้กับมาตรฐานของประเทศ 
ออสเตรเลีย' 3 ' คือ 10 9 เชลล์ต่อกรัม 

3.5. ผลการศีกษาการมีชีว ิตรอดของเไโอไรโซเนียมในสารพาหะ 
ผลการตรวจนับจำนวนเชลล์ที่มีชีวิตของ Rhizobium japonicum THA-7 ใน 

ลารพาหะหรีอเชีอผง หลังจากคลุกเชื้อที่เจริญในอาหารเหลว MYE ในระยะปลาย Log phase 
ลงในสารพาหะแต่ละตำหรับจนได้ค่าความชีน 50 เปอร์เชนต์และบ่มที่อุณหภูมิ -30° ช. เป็น 
เวลา 17 วัน เพื่อให้เชื้อไรโชเนียมเจริญเพิ่มจำนวนในสารพาหะได้สูงสุด เก็บตัวอย่างมาหา 
จำนวนเชลล์ที่มีชีวิต ตัวอย่างที่เหลือนำ1ไปบ่มที่อุณหภูมิตํ่า - 4°-5° ช. เพ่ือให้เช้ือไรโซเนียมมี 
ชีวิตรอดได้สูงสุด'9' จากนั้นเก็บตัวอย่างมาตรวจนับหาเซลล์ที่มีชีวิตเมื่อบ่มไว้เป็นเวลา 7, 
14, 21, 28, 45, 60, 90, และ 120 วันตามลำดับ ผลดังแสดงใน figure 3. จากผล 
การทดลองพบว่าเชื้อโรโซเนียมที่บ่มในสารพาหะที่อุณหภูม ิ - 30° ช. เป็นเวลา 17 วัน เพิ่ม 
ปริมาณเซลสูงสุดถึงระดับ 10 9 เชลล์ต่อกรัม และหลังจากที่ได้ย้ายไปเก็บที่อุณหภูมิตํ่า 
ปริมาณเชื้อในสารพาหะลดลงเล็ก'น้อย หลังจากที่เก็บไว้เป็นเวลา 28 วัน แต่เมื่อเก็บไว้เป็น 
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เวลา 45 วันเชื้อลดจำนวนลงประมาณ 1 log cycle จนอยู่ในระดับ 10 8 เซลล์ต่อกรัมและเมื่อ 
เก็บไว้เป็นเวลา 120 วัน ปริมาณเชลล์ใรโชเบียมยังคงมีระดับ 10 8 เชลล์ต่อกรัมทุกตำหรับ 
และ'ปริมาณเซลล์ในแต่ละตำหรับไม่ต่างกันมากนักดังแสดงใน figure 3. ซึ่งเชื้อผงที่ได้มี 
ปริมาณเทียบได้กับมาตรฐานเชื้อผงของประเทศออสเตรเลียคือ ที่ระดับ 10 8 เซลล์ต่อกรัมเมื่อ 
ถึงมือผู้'จำหน่าย'3' และปริมาณเชื้อทียอมรับกันในหลายๆประเทศอยู่ในระดับ 10 7 เซลล์ต่อ 
กรัม(ร) 

เนื่องจากผลการมีชีวิตรอดของเชื้อไรโซเบียมในสารพาหะแต่ละตำหรับไม่แตกต่างกัน 
มากนัน จึงได้แสดงค่าการมีชีวิตรอดของเชื้อไรโซเนียมในรูปของเปอร์เชนต์ความแตกต่างโดย 
เปรียบเทียบกับดินพีทช่ึงได้ใช้เป็นสารพาหะตำหรับควบคุม และเป็นสารพาหะที่นิยมใช้กัน 
มากที่สุด'9) ดังแลดงใน Table 4. ซึ่งจะเห็นได้ว่าเชือไรโขเนียมเจริญและเพิ่มจำนวนใน 
Filter press cake ได้ใกล้เคียงกับดินพีทมาทที่ลุดโดยแตกต่างกันเพียง 3.1 เปอร์เซนต์เท่านัน 
ส่วนในสารพาหะตำหรับอื่นๆนั้นเชื้อไรโซเนียมสามารถเจริญเพิ่มจำนวนได้ไม่แตกต่างกันแต่ 
ค่าที่ได้ตากว่าในดินพีทและ Filter press cake 

ผลการสืกษาความชื้นของเชื้อผงในช่วงแรกนั้นมีค่าใกล้เคียงกันซึ่งอยู่ในช่วง 50-51 
เปอรเชนตไเละเมื่อเก็บที่อุณหภูมิตํ่าไว้เป็นเวลา 120 วัน ความชื้นลดลงอยู่ในระดับ 48-50 
เปอfเชนต์ ดังแสดงใน figure 4. ซึ่งสมศ้'กด'5) ได้รายงานไว้ว่าความชื้นที่เหมาะลมของ 
สารพาหะอยู่ในช่วง 50 เปอร์เชนต์ แสดงว่าลารพาหะตำหรับต่าง ๆ ที่สืกษามีความเหมาะ 
สมในการเก็บเช้ือไรโชเนียม 

ผลการสืกษาค่า pH ของเช้ือผง หลังจากท่ีได้บ่มเช้ือไว้ในสารพาหะเป็นเวลา 17 วัน 
ค่า pH ของเชื้อผงแต่ละตำหรับแตกต่างกันอยู่ในช่วง 6.30 - 7.43 หลังจากได้ย้ายเชื้อผงไป 
เก็บท่ีอุณหภูมิตำ pH ลดลงอยู่ในช่วงประมาณ 5.0 และเช้ือผงท่ีใช้ Filter press cake 
เป็นสารพาหะยังคงมีค่า pH สูงกว่าสารพาหะตำหรับอื่นๆ แต่อย่างไรก็ตามที่ระดับ pH 3.3 
เชื้อไรโซเนียมก็ยังคงมีชีวิตอยู่ได้'11) เช้ือ Hhizobium japonicum สายพันธุที่สืกษาเป็น 
สายพันธุที่เจริญได้ช้าซึ่งจะสามารถทนสภาพความเป็นกรดได้ดี'9) และยืนยันได้จากจำนวน 
เชลล์ใรโซเนียมท่ีมีชีวิตรอดในลารพาหะแต่ละตำหรับท่ีไม่แตกต่างกัน ดังแสดงใน figure 5. 
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Table 2. Total bacterial count in carriers after irradiation at the doses of 0-60 kGy. 

Dose (kGy) 

carriers 
0 20 30 

Total bacterial count ( cfu) 

50 55 60 

1. Peat 3.2 X 10 4 1.0 X 10 3 4.0 X 10 2 1.5 X 10 0 0 0 

2. Sludge 5.8 X 10 7 6.0 X 10 5 1.1 X 10 4 1.9 X 10 0 0 0 

3. FC 5.0 X 10 7 5.2 X 10 3 6.5 X 10 2 7.0 X 10 0 0 0 

4. ร:FC= 1:1 1.6 X 10 7 1.3 X 10 5 1.0 X 10 3 2.0 X 10 0 0 0 

5. ร:FC = 1:3 1.0 X 10 7 1.4 X 10 3 1.0 X 10 2 1.0 X 10 0 0 0 

6 ร:FC = 1.9 1.8 X 107 1.0 X 10 3 1.5 X 10 2 5.0 X 10 0 0 0 

FC = Filter p r e s s cake 

ร = Sludge 



Table Cl. Total fungi c o u n t in carr iers a f t e r irradiation a t t h e d o s e s of 0-60 kGy. 

doses(kGy) Total fungi count (cfu) 

carriers 
0 20 30 40 50 55 60 

1. Peat 1.0 X 10 4 8.5 X 10 3 7.5 X 10 3 1.5 X 102 0 0 0 

2. Sludge 2.0 X 10 4 1.1 X 10 3 1.0 X 10 3 2.0 X 102 5.0 X พ2 0 0 

3. FC 1.3 X 10 5 1.1 X 10 4 1.5 X 10 2 1.0 X 102 1.0 X 10 0 0 

4. ร:FC = 1:1 1.2 X 10 5 1.0 X 10 3 1.0 X 10 3 1.0 X 102 9.0 X 10 0 0 

5. S:FC = 1:3 1.1 X 10 5 5.0 X 10 2 1.0 X 10 2 3.0 X 102 1.0 X 10 0 0 

6. ร:FC = 1.9 2.0 X 10 5 1.0 X 10 3 2.2 X 10 2 1.5 X 102 1.0 X 10 0 0 

FC = Fiiter p r e s s c a k e 

ร = Sludge 



Table 4. Percents and dif ferences of survival fraction of Rhizobium japonicum THA-7 

in carriers comparing to Peat kept for 120 days at 4 ° - 5 ° c . 

Carriers Survival fraction Percent Difference 

(cfu) (%) (%) 

1. Peat 1.98 X 1 0 8 100 0 
2, Sludge 1.30 X 1 0 8 65.6 -34.4 
3. FC 1.92 X 1 0 8 96,9 -3.1 
4. ร:FC = 1:1 1.42 X 1 0 8 71.7 -28.3 
5, ร:FC = 1:3 2,30 X 1 0 8 116.1 + 16.1 
6. ร:FC = 1:9 1.42 X 1 0 8 71.7 -28.3 

FC = Filter press cake 

ร = Sludge 
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Time (days) 

108 120 

Viable count - e - Direct count - 0 - O.D. at 550 nm 

Figure 1 Growth of Rhizobium japonicum THA-7 in Mannitol Yeast Extract Broth at 30 c 
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Figure 2 Growth of Bhizobium japonicum THA-7 เท carriers at 30 c 
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- s - S:F.C = 1:9 - ร - S:F.C = 1:3 - 0 - S:F.C = 1:1 

- A r F:C - m - SLUDGE PEAT SOIL 

Figure 3 Total count of Rhizobium japonicum THA-7 in carriers kept at 4-5 c 
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Time (days) 
- ร - PEAT SOIL - B - SLUDGE - 0 - F .c 
- A t ร:F.C = 1:1 - • - S:F.C = 1:3 - 4 - S:F.C = 1.9 

Figน re 4 Moisture content of carriers kept at 4 - 5 c 
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- s - PEAT SOIL - s - SLUDGE -63- F.c 
- A - ร:F.C = 1:1 ร:F.c = 1:3 -H- ร:F.c = 1.9 

Figiire 5 pH of carriers kept at 4-5 c 
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4. สรุปผลการทดลอง 

จากการสืกษาการนำกากตะกอน และของเหลือใช้มาทำเป็นสารพาหะเกีบเช้ือ 
ไรโชฒียมน้ัน โดยได้สืกษาความชื้นพบว่ามีค่าความชื้นใกล้เคียงกันอยู่ในช่วง 6.7 - 8.6 
เปอรเชนต์ และมีค่า pH อยู่ในระดับท่ีเหมาะสมกับการเจริญของไรโซเปียมคือ 6.5-7.7 
ยกเว้นดินพีทท่ีมี pH ตํ่า จึงต้องปรับ pH ให้มีค่าเหมาะลม 

ในการคืกษาการเจริญของ Rhizobium japonicum THA-7 ในอาหารเหลว Mannitol 
Yeast Extract เชื้อเจริญถึงช่วงปลาย Log phase เมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ได้ปริมาณ 
เชลล์''สูงลุด 2.6 X 10 9 เซลล์'ต่อมิลลิลิตร 

เม่ือได้คลุกเช้ือไรโชฌียมท่ีเล้ืยงในอาหารเหลว MYE ในระยะปลาย Log phase ลงใน 
สารพาหะแต่ละตำหรับจนได้ระดับความช้ืนประมาณ 50 เปอร์เซนต์ พบว่า ปริมาณเชื้อใน 
สารพาหะเร่ิมต้นอยู่ในช่วง 7.7 X 107 - 8.7 X 107 เชลล์ต่อกรัม เมื่อบ่มที่อุณหภูมิห้อง 
(30°ซ.) เป็นเวลา 17 วัน เช้ือเจริญเพ่ิมปริมาณในสารพาหะทุกตำหรับได้สูงสุดโดยมีปริมาณ 
เชลล์สูงสุดใน Filter press cake เท่ากับ 2.2 X 10 9 เซลล์ต่อกรัม ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ 
ปริมาณเช้ือในดินพีทคือ 1.8 X 10 9 เชลล์ต่อกรัม ในลารพาหะตำหรับอ่ืน ๆ มีปริมาณเซลล์ 
ใกล้เคียงกัน เรือเพิ่ม'ปริมาณใน Sludge!ด้ต่ําท่ีสุดคือ 1.1 X 10 9 เชลล์ต่อกรัม 

จากการสืกษาการมีชีวิตรอดของเชื้อไรโชฌียมในลารพาหะหลังจากที่เชื้อไรโซฌียม 
เจริญเพ่ิมปริมาณในสารพาหะได้สูงสุด และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่ําประมาณ 4° - 5° ซ. พบว่า 
เม่ือเก็บเช้ือในสารพาหะไว้เป็นเวลา 120 วัน ปริมาณเช้ือไรโชฒียมในลารพาหะทุกตำหรับยัง 
คงมีค่าสูงในระดับ 10 8 เชลล์ต่อกรัม และเช้ือจะเจริญได้สูงสุดในสารพาหะผสมระหว่าง 
Sludge และ Filter Press Cake ในอัตราส่วน 1 : 3 คือมีค่าเท่ากับ 2.30 X 10 8 เซลล์ต่อกรัม 
ซึ่งพาหะผสมดังกล่าวมีปริมาณเชื้อสูงกว่าในดินพีท 16.1% แสดงให้เห็นว่ากากตะกอนจาก 
ระบบบำบัดนั้าเสีย และกากตะกอนหม้อกรองจากโรงงานน้ําตาลซ่ึงเป็นของเลียและ 
วัสดุเหลือใช้ลามารถนำมาหมุนเวิยน (recycling) ใช้ในกิจการเกษตรในรูปของ{เยชีวภาพได้ 
ซึ่งจะได้พัฒนารูปแบบของผลิตภัณฑ์ให้เหมาะแก่การใช้งานของเกษตรกรและคีกษาการ 
เพ่ิมผลผลิตแก่พืชตระภูลถ่ัวในแปลงทดลองต่อไป 
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5. กิตกรรมประกาศ 

ผู้เขียนขอขอบคุณ คุณโชติรส อภิดักด้ิRริ และ คุณประภัสสร สาระคต 
ที่ได้ช่วยเก็บข้อผูลบางส่วนในการสืกษาวิจัยครั้งนี้ ขอขอบคุณ คุณวิทยา ธน'านุลนธุ กรมวิชา 
การเกษตร ที่ได้อนุเคราะห์เชื้อไรโซเบียมในการทดลองครั้งนี้ ขอขอบคุณ ผศ.สายพิณ 
ไชยนันทน์ ที่ได้มีส่วนให้ความคิดเห็นในการวิจัยครั้งนี้ ขอขอบคุณ คุณสมาน นิยมญาติ 
คุโนโอภาส อิสสระชัย และ คุณเจริญ คำหล้า ที่ได้กรุณาฉายรังสีกากตะกอนและสารพาหะ 
และขอขอบคุณ คุณซัชขัย มหาสุภาพ ที่ได้ช่วยเตรยมอาหารเลี้ยงเชื้อและอุปกรณ์บางส่วนใน 
การทดลองคร้ังน้ี 
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