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บทคัดย่อ 
 

ไรโซเบียมเป็นปุ๋ยชีวภาพชนิดหนึ่งที่ใช้สําหรับการปลูกพืชตระกูลถั่ว การผลิตปุ๋ยชีวภาพนี้จําเป็นต้องมี
กระบวนการกําจัดเชื้อปนเปื้อนที่มีประสิทธิภาพ ดังนั้นวัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยนี้เพื่อให้ได้กระบวนกําจัด
เชื้อปนเปื้อนในวัสดุพาหะ เช่น พีท และวัสดุอินทรีย์ที่ย่อยสลายแล้ว สําหรับใช้ในกระบวนการผลิตหัวเชื้อไร
โซเบียมโดยวิธีการฉายรังสีแกมมา และการนึ่งด้วยความดันไอน้ํา (autoclave) ที่มีประสิทธิภาพ จากการ
ทดลองพบว่าการเตรียมวัสดุพาหะที่ต้องการกําจัดเชื้อปนเปื้อนให้มีความช้ืน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยบรรจุใน
ถุงพลาสติกชนิดโพลีเอทธิลีน สามารถใช้วิธีการกําจัดเชื้อปนเปื้อนด้วยการฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 10-20 
กิโลเกรย์ หรือการนึ่งด้วยความดันไอน้ํา (autoclave) ด้วยเทคนิค tyndallizationโดยการนึ่งด้วยความดันไอ
น้ํา 2 ครั้ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที โดยมีทิ้งระยะเวลาหลังจากการนึ่งด้วยความดัน
ไอน้ําครั้งแรก 18 ช่ัวโมง ก่อนการนึ่งครั้งที่ 2 ทั้งนี้พบว่าวัสดุพาหะที่ผ่านการกําจัดเช้ือปนเปื้อนด้วยสองวิธีนี้
เมื่อนําไปผลิตหัวเช้ือไรโซเบียมโดยใช้เชื้อ Bradyrhizobium sp. PRC008 สามารถทําให้เชื้อมีชีวิตอยู่รอดได้
ในพีทนานถึง 6 เดือน โดยมีปริมาณเชื้อในช่วง 108-109เซลล์ต่อกรัม อย่างไรก็ตามจํานวนของเชื้อไรโซเบียม
ในวัสดุพาหะที่ผลิตจากวัสดุอินทรีย์ที่ย่อยสลายแล้วสามารถมีอายุการเก็บรักษาได้เพียง 1 เดือน ผลการ
ทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าชนิดของวัสดุพาหะมีอิทธิพลสําคัญต่อคุณภาพของปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม อย่างไรก็ตาม
วิธีการกําจัดเ ช้ือปนเปื้อนโดยใช้การฉายรังสีแกมมา หรือการนึ่งด้วยความดันไอน้ําโดยใช้เทคนิค 
tyndallizationสามารถใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อใช้พีทเป็นวัสดุพาหะในการผลิตปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม 
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Abstract 
 

Rhizobium is a biofertilizer for leguminous crops.  To formulate this form of fertilizer, 
the suitable sterilization processes of carrier are focused.  Therefore, the aim of this research 
was to elucidate the process of gamma irradiation and autoclaving on peat and compost 
based carriers for rhizobial inoculant production.  Carriers with 10% moisture content 
packing in polyethylene bag could be efficiently sterilized by irradiation at 10-20 kGy, or by 
autoclaving with tyndallization approach (autoclaving two times in a row at 121ºC for 60 
min, with waiting period of 18 hours after each time of autoclaving).  The number of 
Bradyrhizobium sp. PRC008 was in the range of 108-109cfu/g in both irradiated and 
autoclaved peat after 6 months storage.  However, the numbers of bradyrhizobial cell were 
reduced in compost sterilized by both methods after one month storage.  These results 
indicated that carrier material had an important influence on inoculant quality, while 
sterilization processes using gamma irradiation and autoclaving with tyndallization approach 
could be used for efficient rhizobial inoculant production with peat based carrier. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคญัและที่มาของปัญหาการวจิัย 

หัวเชื้อไรโซเบียมถูกใช้เป็นแหล่งของปุ๋ยไนโตรเจนโดยเฉพาะกับพืชตระกูลถั่ว ที่เป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อมลดการใช้ปุ๋ยเคมี ช่วยลดต้นทุนการผลิตสําหรับพืชตระกูลถั่วหัวเชื้อไรโซเบียมที่จําหน่าย
ตามท้องตลาดมีด้วยกันหลายรูปแบบ ได้แก่ ชนิดแข็ง หรือชนิดเหลว ที่รักษาเชื้อไรโซเบียมให้มี
จํานวนเซลล์อยู่ในระดับ 108 เซลล์ต่อกรัมได้อย่างน้อย 6 เดือน (Stephens และ Rask, 2000) 
แม้ว่าหัวเช้ือชนิดเหลวจะมีกระบวนการผลิตที่ง่ายกว่าชนิดแข็ง แต่ความอยู่รอดของเชื้อต้องคํานึงถึง
องค์ประกอบต่างๆ ที่ใช้ในการผลิต รวมทั้งชนิดของเชื้อไรโซเบียมอีกด้วย (Tittabutrและคณะ, 
2007) ดังนั้นหัวเช้ือในรูปของแข็งโดยเฉพาะการใช้พีท (peat) เป็นวัสดุพาหะยังเป็นที่นิยมใช้การ
ผลิตหัวเชื้อปุ๋ยชีวภาพ เนื่องจากพีทมีองค์ประกอบต่างๆ ที่ทําให้เช้ืออยู่รอดได้เป็นระยะเวลานาน 
(Kishore และคณะ, 2005; Okon และ Labandera-Gonzalez, 1994) แต่พีทก็ยังเป็นวัสดุที่มีอยู่
จํากัดในหลาย ประเทศเช่นเดียวกับในประเทศไทย ดังนั้นจึงจําเป็นต้องหาวัสดุในท้องถิ่นอื่นมา
ทดแทนเพื่อใช้ผลิตในเชิงพาณิชย์ต่อไป วัสดุพาหะที่เหมาะสมเพื่อใช้ในการผลิตหัวเชื้อไรโซเบียมหรือ
ปุ๋ยชีวภาพนั้นต้องไม่เป็นพิษ รักษาความช้ืนได้ดี ช่วยให้เชื้อเจริญเติบโตและอยู่รอดได้ เตรียมใน
รูปแบบผงได้ง่ายและค่า pH ที่เป็นกลาง  (Albaredaและคณะ; Khavaziและคณะ, 2007; Smith, 
1992) มีการทดสอบวัสดุพาหะหลายชนิดเพื่อใช้ในการผลิตหัวเช้ือไรโซเบียม เช่น ดิน ถ่านหิน เวอร์
มิคูไลต์ เพอร์ไลต์ แอตทาพูลไลต์ เซไพโอไลต์ อะมอร์ฟัสซิลิกา ปุ๋ยจากเปลือกไม้ กากองุ่น และปุ๋ย
หมักจากพืชต่างๆ (Albaredaและคณะ, 2008; Ferreira และ Castro, 2005; Khavaziและคณะ, 
2007) อย่างไรก็ตามคุณภาพของหัวเช้ือขึ้นอยู่กับสมบัติทางเคมีกายภาพและชีวภาพของวัสดุพาหะ 
รวมทั้งการฆ่าเชื้อวัสดุพาหะอกีด้วย (Khavaziและคณะ, 2007; Swelimและคณะ, 2010) ทั้งนี้
ปัญหาหลักที่มีผลต่อคุณภาพ และอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อไรโซเบียมคือ การปนเบื้อนเชื้อจุลินทรีย์
อื่นในวัสดุพาหะก่อนการฉีดเชื้อบริสุทธ์ิเข้าไปผสม ซึ่งส่งผลให้ไรโซเบียมเจริญแข่งขันไม่ทัน 
 การฆ่าเชื้อวัสดุพาหะในทางอุตสาหกรรมโดยปกติจะใช้รังสีแกมมา หรือการน่ึงฆ่าเชื้อ ทั้งนี้
ขึ้นอยู่กับความพร้อมของเครื่องมือ กลไกในการฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งด้วยความร้อนชื้น ร่วมกับการใช้
ความดัน ซึ่งอุณหภูมิที่ใช้ 121องศาเซลเซียสและความดันสูง15 ปอนด์/ตารางนิ้วตามเวลาที่
เหมาะสมซึ่งขึ้นอยู่กับขนาดและองค์ประกอบของวัสดุที่ใช้ อย่างไรก็ตามปัญหาการปนเปื้อน
จุลินทรีย์ที่สร้างสปอร์ได้ที่ยังหลงเหลือในวัสดุพาหะภายหลังการนึ่งฆ่าเชื้อยังคงเป็นปัญหาหลัก 
ในขณะที่การฆ่าเชื้อด้วยรังสีแกมมาเป็นการทําลายที่สายคู่ของดีเอ็นเอหรือทําให้น้ําแตกตัวเป็น
อนุมูลอิสระ และทําลายระบบชีวภาพภายในเซลล์ (Hansen และ Shaffer, 2001) การฆ่าเชื้อวัสดุ
พาหะของหัวเชื้อไรโซเบียมต้องพิจารณาทั้งการเปลี่ยนแปลงกายภาพ และทางเคมีของวัสดุพาหะ 
โดยท่ีไม่มีการปลดปล่อยสารพิษ และไม่ทําลายสารอาหารต่างๆ ในวัสดุดังกล่าว (Strijdom และ 
van Rensburg, 1981) นอกจากนี้ยังต้องคํานึงถึงวิธีการฆ่าเชื้อ จํานวนเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมีผล
อย่างมากต่อคุณภาพหัวเชื้อไรโซเบียมแม้ว่าการใช้รังสีแกมมาในปริมาณสูงมีประสิทธิภาพสูงกว่าการ
นึ่งฆ่าเช้ือแต่ภายหลังการเก็บเชื้อนาน 6 เดือนจํานวนเชื้อไรโซเบียมกลับไม่มีความแตกต่างกัน 
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(Khavaziและคณะ, 2007) ปริมาณรังสีที่ใช้ฆ่าเชื้อนั้นแปรผันไปตามคุณสมบัติของวัสดุที่ใช้ เช่น 
ความหนาแน่น ความช้ืน ปริมาณเชื้อปนเปื้อนเริ่มต้น และกระบวนการบรรจุอย่างไรก็ตามปริมาณ
รังสีที่สูงเกินไปอาจทําให้วัสดุพาหะสร้างสารพิษในปริมาณท่ีสูงด้วยและจลุินทรีย์ที่สร้างสปอร์ได้บาง
ชนิดอาจยังคงหลงเหลืออยู่ในวัสดุพาหะ (Yardinและคณะ, 2000) โดยทั่วไปมีการใช้ปริมาณรังสีใน
ระดับสูงกว่า 50 kGyในการฆ่าเชื้อวัสดุพาหะ อย่างไรก็ตามการใช้รังสีในระดับตํ่ากว่าเป็นการลดการ
ใช้พลังงานและเวลาในการฆ่าเช้ือ อีกทั้งยังลดสารพิษที่อาจสร้างขึ้นเมื่อใช้รังสีในระดับสูง
วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพื่อหาระดับตํ่าสุดในการใช้รังสีแกมมาเพื่อกําจัดเช้ือปนเปื้อนใน
วัสดุพาหะอย่างมีประสิทธิภาพ โดยตรวจสอบปัจจัยด้านความช้ืนและชนิดของพลาสติกที่ใช้เป็น
ภาชนะรวมถึงการใช้วิธีการนึ่งด้วยความดันไอน้ําโดยเทคนิค tyndallizationเพ่ือลดปริมาณสปอร์ที่
หลงเหลือจากการน่ึงฆ่าเช้ือที่งอกใหม่ของจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนพีท และปุ๋ยหมักที่ใช้เป็นวัสดุพาหะใน
การผลิตหัวเชื้อไรโซเบียม  

หัวเชื้อไรโซเบียมได้รับความนิยมจากเกษตรกร ปัญหาหลักที่พบในกระบวนการผลิตคือ การ
ปนเป้ือนของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ ในหัวเช้ือไรโซเบียม ซึ่งเชื้อปนเปื้อนนี้จะเจริญแข่งขันกับเชื้อไร
โซเบียม โดยแย่งธาตุอาหาร หรือพื้นที่ในการยึดเกาะกับวัสดุพาหะ รวมทั้งอาจผลิตสารบางชนิดที่มี
ผลต่อการยับย้ังการเจริญของเชื้อไรโซเบียมอีกด้วย (Olsen et al. 1995, 1996) ส่งผลให้ปริมาณ
ของเชื้อไรโซเบียมลดลง และทําให้ลดโอกาสที่เช้ือจะเข้าสร้างปมกับพืชด้วยเช่นกนั นอกจากนี้วิธีการ
ฆ่าเชื้อปนเปื้อนในพีท (peat) ปัจจุบันใช้วิธีการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ําในสภาวะที่มีความดันสูง 
(autoclaving) ซึ่งความร้อนที่มากจนเกินไปส่งผลให้มีการเปลี่ยนรูปของสารอินทรีย์ไปเป็นสารพิษ
บางชนิดขึ้นในพีท ทําให้มีสภาพไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อไรโซเบียม (Strijdom and van 
Rensburg, 1981) ดังนั้นการทดสอบหาวิธีการฆ่าเชื้อปนเปื้อนวิธีอื่นที่เหมาะสม เช่น การใช้วิธีการ
ฉายรังสี ซึ่งไม่ก่อให้เกิดความร้อนที่มากเกินไป อาจทําให้เช้ือไรโซเบียมสามารถเจริญและเพิ่มจํานวน
ในวัสดุพาหะได้ดีขึ้นนอกจากนี้การผลิตหัวเชื้อไรโซเบียมในประเทศไทยมักใช้พีท เป็นวัสดุพาหะ ซึ่งมี
อยู่อย่างจํากัด เนื่องจากพีทนั้นเป็นอินทรีย์วัตถุที่ได้มาจากธรรมชาติ ซึ่งมีแนวโน้มที่จะหมดไปใน
ที่สุด ทําให้การผลิตหัวเชื้อไรโซเบียมถูกจํากัดด้วยความขาดแคลนวัสดุพาหะ และส่งผลให้การใช้หัว
เชื้อไรโซเบียมไม่แพร่หลายเท่าที่ควร ดังนั้นการหาวัสดุพาหะอื่นเพื่อทดแทนพีทจึงมีความสําคัญใน
กระบวนการผลิต  

 
1.2 วัตถุประสงคข์องการวจิัย 

1.เพื่อให้ได้วัสดุพาหะชนิดใหม่ที่มีคุณสมบัติเหมาะสม เพื่อทดแทนการใช ้peat 
2.เพื่อให้ได้วิธีการในการกําจัดเชื้อปนเปื้อนในวัสดุพาหะที่มีประสิทธิภาพ 
3.เพื่อให้ทดสอบการเจริญของเชื้อไรโซเบียม และอายุการเก็บรักษาของหัวเชื้อในวัสดุพาหะ 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

ทําการทดสอบการใช้วัสดุย่อยสลายทางการเกษตร (compost) เพื่อใช้ทดแทนพีท และ
ศึกษาการใช้รังสีแกมมา (gamma irradiation) ในการกําจัดเช้ือปนเปื้อนในวัสดุพาหะ โดยทดสอบ
ปัจจัยต่าง ๆ เช่น ชนิดของวัสดุพาหะ ความช้ืน ขนาดบรรจุ วัสดุถุงที่ใช้ในการบรรจุ และปริมาณ
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ความเข้มของรังสี(dose)ที่มีผลต่อประสิทธิภาพการกําจัดเช้ือจุลินทรีย์ปนเป้ือนโดยวิธีการฉายรังสี 
เปรียบเทียบกับการใช้การนึ่งด้วยความดันไอน้ําโดยเทคนิค Tyndallizatoinจากนั้นทดสอบการเพิ่ม
จํานวนของเชื้อไรโซเบียมจากการใช้วิธี dilution technique ในการผลิต แล้วตรวจสอบการมีชีวิต
อยู่รอดของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใส่เข้าไป และเชื้อจุลินทรีย์ปนเป้ือนที่คงเหลืออยู่ในวัสดุพาหะนั้น เป็น
ระยะเวลา 6 ปี 
 
1.4 ประโยชนท์ี่ได้รับจากการวิจัย 

1.  ได้วัสดุพาหะชนิดใหม่ทดแทนการใช้พีทและวิธีการกําจัดเช้ือจุลินทรีย์ปนเปื้อนในวัสดุพาหะ
ที่มีประสิทธิภาพ 
2.  ได้วิธีการกําจัดเชื้อจุลินทรีย์ปนเปื้อนในวัสดุพาหะที่มีประสิทธิภาพ 
3.  ได้กระบวนการผลิตหัวเชื้อไรโซเบียมที่ได้คุณภาพ และลดต้นทุนในการผลิต 
4.  สามารถนําผลงานวิจัยนี้ไปพัฒนาเพื่อทําการผลิตในเชิงพาณิชย์ และอาจจดเป็นสิทธิบัตรได้ 
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บทที่ 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
2.1  วิธีการเกบ็รวบรวมข้อมูล 
 

2.1.1  วัสดุพาหะ 
ใช้พีทและวัสดุอินทรีย์ย่อยสลาย (compost) เป็นวัสดุพาหะในการศึกษาตลอด

การทดลอง พีทได้รับจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ประเทศไทย ในขณะที่
compost ทําจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น เปลือกมันสําปะหลังกากหม้อกรองอ้อย (filter 
cake) มูลไก่ มลูเป็ด และมูลวัวค่า pH ของพีทและcompost คือ 4.5 และ 7.49 ตามลําดับ นําพีท
และปุ๋ยหมักบดและกรองด้วยตะแกรงร่อนขนาด 100-mesh ก่อนปรับค่า pH พีทให้ใกล้เคียง 7 โดย
ใช้ CaCO3และวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพและเคมีวัสดุพาหะที่ห้องปฏิบัติการปฐพีวิทยา สาขา
เทคโนโลยีการผลิตพืชมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีประเทศไทย  

1. การเตรียมวัสดุพาหะ  
ปรับความช้ืนของวัสดุพาหะด้วยน้ําที่ระดับ  10, 20 และ 30% วัสดุพาหะ 80 กรัม 

บรรจุวัสดุพาหะลงในพลาสติกขนาด 5×8 นิ้วหนา 0.08 มิลลิเมตร ที่ทําจากโพลีเอธิลีน (PE) หรือ 
โพลีโปรพิลีน (PP) เพื่อฆ่าเชื้อ ภายหลังการบรรจุวัสดุพาหะทําให้มีความหนา 0.8 เซนติเมตร ทั้งนี้
ความช้ืนของวัสดุพาหะและชนิดของพลาสติกแตกต่างกันไปตามที่ระบุในแต่ละการทดลอง  

2. ขั้นตอนการฆ่าเชื้อวัสดุพาหะ  
- การฆ่าเชื้อด้วยรังสีแกมมา  

นําถุงวัสดุพาหะฆ่าเชื้อด้วยรังสีแกมมาในระดับที่แตกต่างกัน คือ 5, 10, 
15, 20 และ 25 kGy ที่ศูนย์ฉายรังสี ประเทศไทย สถาบันเทคโนโลยีนิวเคลียร์แห่งชาติ (องค์การ
มหาชน) (จ.นครนายก ประเทศไทย) ใช้โคบอล-60 เป็นแหล่งรังสี ใช้โดสซิมิเตอร์ (dosimeter) เพื่อ
วัดปริมาณ ความลึกและตําแหน่งของรังสีทําการวิเคราะห์เชื้อปนเปื้อนในวัสดุพาหะที่ฆ่าเชื้อแล้วไม่
เกิน 1 สัปดาห์หลังการฆ่าเชื้อเพื่อทดสอบเชื้อจุลินทรีย์ที่ยังคงปนเปื้อนในวัสดุพาหะ 

- การฆ่าเชื้อดว้ยการนึ่งฆ่าเชื้อ  
ปรับความช้ืนของวัสดุพาหะด้วยน้ําที่ระดับ 10% ก่อนบรรจุวัสดุพาหะ 80 

กรัม ในพลาสติก PE ขนาด 5×8 นิ้วก่อนการนึ่งฆ่าเชื้อ 2 ครั้งที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
60 นาทีห่างกัน 18 และ 24 ช่ังโมงหลังจากการนึ่งฆ่าเชื้อครั้งแรก 

2.1.2  การนับจํานวนจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน  
การนบัจํานวนจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนทําหลังจากฆ่าเชื้อแล้ว 1 สัปดาห์ภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ 

โดยใช้วัสดุพาหะ 10 กรัม เจือจางในน้ําที่ฆ่าเชื้อ 90 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 30 นาที ตัวอย่างถูกเจือจางในน้ําที่ฆ่าเชื้อลงครั้งละ 10 เท่า ส่วนหนึ่งเลี้ยงบนอาหาร 
plate count agar (PCA) และ potato dextrose agar (PDA) เพื่อนับจํานวนแบคทีเรียและเชื้อรา
ตามลําดับ ภายหลังจากบ่มเชื้อที่ 28 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน คํานวณจํานวนเซลล์เป็นค่าlog ของ
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จํานวนโคโลนีต่อน้ําหนักแห้งของวัสดุพาหะ (log cfu/g) ถุงบรรจุวัสดุพาหะที่ใช้ทดสอบแล้วถูกแยก
ออกจากการทดลอง  
 
2.2  การเตรียมหัวเชื้อและการเก็บรักษา  

Bradyrhizobium sp. PRC008 ได้รับจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
ประเทศไทย ซึ่งเป็นเชื้อที่กรมวิชาการเกษตรผลิตและแนะนําให้ใช้สายพันธ์ุดังกล่าวสําหรับถั่วเขียว 
(Vignaradiata L.) เพื่อลดการใช้ปุ๋ยเคมีไนโตเจน ทําการเลี้ยงเชื้อ PRC008 ในอาหารเหลวyeast 
extract mannitol (YEM) กระทั่งถึงปลายระยะ log phase จากนั้นทําการเจือจางเชื้อลง 10 เท่า 
ก่อนทําการฉีดเชื้อที่เจือจาง 20 มิลลิลิตร ให้กับในถุงวัสดุพาหะ 80 กรัมที่มีความช้ืน 20% ที่ผ่าน
การฆ่าเชื้อแล้ว และต้องกระทําภายใต้สภาวะปลอดเช้ือทุกขั้นตอนถุงวัสดุพาหะที่ฉีดเช้ือแล้วนั้นต้อง
เขย่าเพื่อคลุกเคล้าให้เชื้อกระจายอย่างทั่วถึงส่งผลให้ความชื้นภายในถุงวัสดุพาหะเป็น 40% บ่มถุง
วัสดุพาหะที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิห้อง (28-30 
องศาเซลเซียส) นาน 6 เดือน  
 
2.3  การนับจํานวนเชื้อไรโซเบียมที่ปลูกเชื้อร่วมกับพืช  

การตรวจสอบจํานวนเชื้อ Bradyrhizobium sp. PRC008 ที่มีประสิทธิภาพกระทําทุก 1 
เดือน จนถึงเดือนที่ 6 หลังจากการฉีดเชื้อด้วยการปลูกเช้ือร่วมกับพืชด้วยวิธี most-probable-
number (MPN) (Somasegaranและ Hoben, 1994) 
 
2.4  วิธีวิเคราะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์วาเรียนซ์ (ANOVA) ด้วยโปรแกรม  SPSS v. 17for window (Levesque and 
SPSS Inc., 2006) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) 
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บทที่ 3 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
3.1 ลักษณะทางเคมีกายภาพของปุ๋ยหมัก  
 

ทําการตรวจสอบสมบัติทางกายภาพและเคมีของทั้งปุ๋ยหมักและพีท ผลการทดลองดังแสดง
ในตารางที่ 3.1 พีทและปุ๋ยหมักมีความแตกต่างกันทั้ง ค่า pH, อินทรียวัตถุ, ปริมาณไนโตรเจน และ
ฟอสฟอรัสค่า pH ของปุ๋ยหมักนั้นอยู่ในช่วงที่เป็นกลางซึ่งเหมาะสมต่อความอยู่รอดของเชื้อไร
โซเบียม ในขณะที่พีทมีความเป็นกรดจึงต้องปรับค่า pH ด้วย CaCO3อินทรียวัตถุในพีทสูงกว่าในปุ๋ย
หมักถึง 4.4 เท่า ปริมาณของอินทรียวัตถุอาจช่วยสนับสนุนความอยู่รอดของเชื้อไรโซเบียมได้นานขึ้น
ในวัสดุพาหะ Khavaziและคณะ (2007) รายงานว่า การผลมเพอร์ไลต์กับวัสดุที่มีอินทรีวัตถุสูงเช่น 
กากน้ําตาล กากมอลต์สามารถเพิ่มจํานวนเชื้อแบรดีไรโซเบียมที่ยังมีชีวิตหลังเก็บไว้นาน 6 เดือน 
อย่างไรก็ตามอินทรียวัตถุในปุ๋ยหมักตํ่ากว่าในพีทแต่กลับมีสารอาหารที่มากกว่า สารอาหารปริมาณ
สูงเป็นอีกลักษณะหนึ่งของวัสดุพาหะที่ดี (Smith, 1992)  ปุ๋ยหมักที่ใช้ในการทดลองประกอบด้วย
เปลือกมันสําปะหลัง กากหม้อกรองอ้อย (filter cake) มูลไก่ และมูลวัว อย่างไรก็ตามไม่ใช่ทุกแหล่ง
ของปุ๋ยหมักสามารถนํามาใช้เป็นวัสดุพาหะได้ วัสดุทําปุ๋ยหมัก เช่น กากองุ่นทําให้ประชากรของเชื้อ 
Sinorhizobiumfredii SMH12 และBradyrhizobiumjaponicum USDA110 ลดลงอย่างเห็นได้
ชัดหลังจากเก็บเชื้อไว้เพียง 15 วัน ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากสารประกอบของฟีนอล (phenolic 
compounds) ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อไรโซเบียม (Albaredaและคณะ, 2008) ดังนั้นปุ๋ย
หมักที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีคุณสมบัติหลายประการที่เป็นตัวช้ีวัดถึงศักยภาพของวัสดุพาหะที่ดีเพื่อ
ใช้ในการผลิตหัวเชื้อไรโซเบียม โดยเฉพาะปริมาณเซลล์ที่ยังมีชีวิตระหว่างการเก็บรักษาตาม
ระยะเวลาหนึ่ง ดังนั้นเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกระบวนการฆ่าเช้ือด้วยรังสีแกมมาและการ
นึ่งฆ่าเชื้อ รวมทั้งความอยู่รอดของเชื้อเมื่อใช้ปุ๋ยหมักเป็นวัสดุพาหะเทียบกับการใช้พีท  

 
ตารางที่ 3.1 สมบัติทางกายภาพ และทางเคมีของพีทและปุ๋ยหมัก  
 

Materials pH Organic matter  
(%) 

N  
(%) 

P  
(%) 

K  
(%) 

Initial 
Moisture  

(%) 
Peat 4.5 62.23 1.19 1.73 0.5 8.07 
Compost 7.49 14.13 2.19 3.22 0.77 6.78 
3.2 ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อด้วยรังสีแกมมา  
 

การใช้รังสีแกมมาเป็นเทคนิคที่ใช้ฆ่าเชื้อในหลายๆ ผลิตภัณฑ์ เช่น ยารักษาโรคและ
ผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ ผลิตผลทางการเกษตร ผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ หรือบรรจุภัณฑ์ทางอาหาร 
อย่างไรก็ตาม การฆ่าเชื้อพีทและปุ๋ยหมักด้วยรังสีแกมมาที่มีประกอบด้วยสารประกอบคาร์บอน
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อย่างไรก็ตาม ยังมีการตรวจพบการปนเปื้อนวัสดุพาหะหลังจากฆ่าเชื้อด้วยรังสีและเก็บที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 เดือน (ไม่ได้แสดงข้อมูล) การฆ่าเชื้อด้วยการฉายรังสีเป็นวิธีการฆ่าเชื้อที่มี
ประสิทธิภาพ รังสีมีผลโดยตรงต่ออนุภาคท่ีมีประจุเช่นดีเอ็นเอ และมีผลต่อความอยู่รอดของเชื้อ 
นอกจากนั้น อนุภาคที่มีประจุ และไอออนต่างๆสามารถทําลายความสมบูรณ์ของเซลล์ ส่งผลให้
สปอร์ไม่สมบูรณ์ และตายในที่สุด (Helfinstineและคณะ, 2005) โมเลกุลน้ําที่มีประจุก็สามารถสร้าง
อนุมูลอิสระ และขัดขวางระบบชีวภาพของเชื้อ (Hansen และ Shaffer, 2001)  อย่างไรก็ตาม รังสี
แกมมาไม่สามารถกําจัดจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนให้หมดไปได้ เชื้อบางตัวอาจเกิดความเสียหายจากการ
ฉายรังสีแต่ยังสามารถซ่อมแซม รักษาและเพิ่มจํานวนจากสิ่งที่อยู่รอบๆ ไม่ว่าจะเป็นสารอาหาร ค่า 
pH และความช้ืน ที่เหมาะสม (Yardinและคณะ, 2000) เซลล์ปกติของแบคทีเรียมีความไวต่อรังสี
แกมมา ส่วนสปอร์กลับทนทานกว่ายีสต์หรือเซลล์ปกติ (van Gerwenและคณะ, 1999) การบ่มเชื้อ
เป็นเวลานานอาจส่งผลให้เชื้อฟื้นตัวของเซลล์จากการถูกฉายรังสีของสปอร์  (Abshireและคณะ, 
1980)  ดังนั้นจึงตรวจพบการปนเปื้อนภายหลังจากฉายรังสีเชื้อปนเปื้อนที่หลงเหลือส่วนใหญ่เป็น
แบคทีเรียที่สร้างสปอร์ และจุลินทรีย์ที่สร้างแค็ปซูลห่อหุ้มตัวเอง จากการตรวจสอบของ Yardin et 
al. (2000) พบว่าแบคทีเรียจีนัสหลักที่ปนเปื้อนในวัสดุพาหะ คือ Bacillus spp. และ เชื้อกลุ่มแอคติ
โนมัยซีสเมื่อฆ่าเชื้อด้วยรังสีแกมมาที่ระดับมากกว่า 50 kGyแม้ว่ารังสีแกมมาไม่สามารถฆ่าเชื้อ
ปนเปื้อนได้ทั้งหมด แต่ปริมาณเชื้อปนเปื้อนที่ลดลงอยา่งเห็นได้ชัดส่งผลให้เชื้อไรโซเบียมเพิ่มจํานวน 
และคงอยู่ในวัสดุพาหะได้เป็นเวลานานเมื่อเทียบกับวัสดุพาหะที่ไม่ผ่านการฆ่า 
 
3.3 การฆ่าเชื้อปนเปื้อนด้วยการนึ่งด้วยความดันไอน้ํา 
 

แม้ว่าการฆ่าเชื้อด้วยการฉายรังสีแกมมาเป็นวิธีฆ่าเชื้อในปริมาณมากๆ ใช้เวลาน้อยและ
ประหยัดพลังงาน แต่ในประเทศกําลังพัฒนาบางประเทศไม่สามารถใช้ได้ นอกจากนั้น แบคทีเรียที่
สร้างสปอร์ได้บางชนิดทนต่อการฉายรังสีแกมมา  ดังนั้น การนึ่งฆ่าเชื้อเป็นอีกทางเลือกเพื่อการฆ่า
เชื้อปนเปื้อนในวัสดุพาหะ และในการทดลองครั้งนี้ถูกนํามาใช้ฆ่าเชื้อทั้งในรูปของเซลล์แบคทีเรีย
ทั่วไป และแบคทีเรียที่สร้างสปอร์  การนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ํา อาศัยความร้อนจากไอน้ําในการ
ฆ่าเชื้อและสปอร์ โดยอาจต้องนึ่งซ้ํา 2 ถึง 3 ครั้ง (Valero และ Salmeron, 2003; Gould, 2006)   
ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้วัสดุพาหะที่ระดับความช้ืนที่ 10% นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียสนาน 
60 นาที 2 ครั้ง โดยทิ้งไว้ห่างกัน 18 และ 24 ช่ัวโมงหลังจากการนึ่งครั้งแรกเซลล์ปกติของจุลินทรีย์
จะถูกฆ่าตายในการนึ่งแต่ละครั้ง ขณะที่สปอร์ของเชื้อจะถูกปล่อยให้งอกออกมาใหม่หลังจากการนึ่ง
ครั้งแรกและถูกฆ่าในการนึ่งครั้งที่ 2 ผลการทดลองพบว่าเชื้อราที่ปนเปื้อนในวัสดุพาหะ 107-108และ 
105-106cfu/g ถูกกําจัดออกไปโดยสิ้นเชิงทั้งในพีทและปุ๋ยหมักตามลําดับ เมื่อนึ่งฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง โดย
ห่างกัน 18 ช่ัวโมง แต่แบคทีเรียประมาณ 100 cfu/g ยังคงหลงเหลือในวัสดุพาหะทั้ง 2 ในทางตรง
ข้ามพบทั้งแบคทีเรียและเชื้อราหลงเหลือในพีทและปุ๋ยหมักเมื่อทิ้งไว้ 24 ช่ัวโมงก่อนการนึ่งครั้งถัดไป 
จํานวนเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราที่หลงเหลือในปุ๋ยหมักใกล้เคียงกับในพีท คือ อยู่ในช่วง 10-100 
cfu/g แต่เชื้อราที่ปนเปื้อนในปุ๋ยหมักสูงกว่าแบคทีเรีย (100-1000 cfu/g) (รูปที่ 3.3) เป็นไปได้ว่า 
การงอกและระยะเวลาการสร้างสปอร์ของแบคทีเรียและเชื้อราแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อ 
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ปล่อยสารพิษบางชนิดหลังจากการฆ่าเชื้อทั้งสองวิธี (Strijdom และ van Rensburg, 1981)  แม้ว่า
การให้รังสีแกมมาสร้างความร้อนน้อยกว่าการนึ่งฆ่าเชื้อ แต่อาจส่งผลกระทบโดยตรงต่อ
องค์ประกอบทางเคมีของบางอนุภาคปุ๋ยหมักที่ใช้ในการศึกษาทําจากเปลือกมันสําปะหลัง กากหม้อ
กรองอ้อย (filter cake) มูลไก่และมูลวัว แต่ไม่ใช่วัสดุทุกชนิดสามารถใช้ทําปุ๋ยหมักเพื่อผลิตหัวเช้ือ
ได้  Albaredaและคณะ (2008) เคยรายงานว่าปุ๋ยหมักที่ทําจากากองุ่นทําให้จํานวนไรโซเบียมลดลง
อย่างชัดเจน เป็นไปได้ว่าสารพิษบางส่วนยังคงอยู่ในปุ๋ยหมักที่ใช้ในการทดลอง อีกทั้งสภาวะที่ไม่
เหมาะสมอาจมาจากจุลินทรียท์ี่สร้างสปอร์ที่หลงเหลือในปุ๋ยหมักหลังการฆ่าเชื้อ จุลินทรีย์ปนเปื้อน
ดังกล่าวอาจสร้างสารพิษ หรือแก่งแย่งสารอาหารที่มีอยู่ในวัสดุพาหะส่งผลให้จํานวนเชื้อแบรดีไร
โซเบียมลดลงในที่สุด 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจยั 
 

วัสดุพาหะมีอิทธิพลอย่างยิ่งต่อคุณภาพหัวเช้ือไรโซเบียม ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้วัสดุย่อย
สลายทางการเกษตร ที่ทําจากส่วนผสมของเปลือกมันสําปะหลัง กากหม้อกรองอ้อย (filter cake) 
มูลไก่ และมูลวัว ไม่สามารถใช้เป็นวัสดุพาหะทดแทนพีทในการผลิตหัวเชื้อแบรดีไรโซเบียมได้ 
นอกจากนี้ ประสิทธิภาพของกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยการฉายรังสีแกมมา และการนึ่งฆ่าเช้ือด้วย
ความดันไอน้ํา (autoclave) สามารถใช้ฆ่าเชื้อวัสดุพาหะพีทได้ ความช้ืนและชนิดของถุงพลาสติกที่
ใช้เป็นบรรจุภัณฑ์มีผลต่อระดับของรังสีแกมมาที่ใช้ฆ่าเชื้อ การฉายรังสทีี่ระดับ 20 kGyสามารถฆ่า
เชื้อที่ปนเปื้อนในพีทที่มีความช้ืน 10% ซึ่งบรรจุในถุงพลาสติก PE นอกจากนั้น พีทที่มีความช้ืน 
10% สามารถฆ่าเช้ือด้วยการน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 2 ครั้ง ทิ้ง
ระยะห่างกัน 18 ช่ัวโมงจากทั้งสองวิธีพบว่าจํานวนเชื้ออยู่ในระดับที่สูงกว่า 108 cells/g และเข้า
สร้างปมได้ดีกับเมล็ดถั่วเขียว หลังจากเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 6 เดือน  
 
ข้อเสนอแนะ 
 เนื่องจากพีทที่ใช้เป็นวัสดุพาหะในประเทศไทยขาดแคลน การหาวัสดุพาหะทดแทนที่มี
ประสิทธิภาพจึงใจเป็นต้องศึกษาวิจัยเพี่อประสิทธิภาพในการผลิตหัวเชื้อไรโซเบียมต่อไป 
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