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บทคดัย่อ 

งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อคัดแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนและศึกษาโครงสร้างของช้ินส่วน
ผกัตบชวาตากแห้ง ซ่ึงเป็นวสัดุตวักลางชีวภาพท่ีใชส้ าหรับการยึดเกาะของแบคทีเรียเพื่อน ามาประยุกต์ใชใ้น
การปลูกคะน้า (Brassica alboglabra) ผลการศึกษาสามารถคดัแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนได้ 6 ไอโซเลต 
ไดแ้ก่ RD01, RD02, RD03, RD04, RD05 และ RD06 โดยไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพ การตรึงไนโตรเจนและ
การเจริญเติบโตสูงท่ีสุดคือ RD02 ตรวจวดัปริมาณแอมโมเนีย - ไนโตรเจน ในอาหารเหลวท่ีปราศจาก
ไนโตรเจนได ้6.42 mg NH3-N/L. หลงัการบ่มเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง ลกัษณะโคโลนี สัณฐานวิทยาและสมบติั
ทางชีวเคมีของ RD02 มีความคลา้ยคลึงกบัแบคทีเรียสกุลอะโซโตแบคเตอร์ โครงสร้างภายในของวสัดุตวักลาง
ท่ีศึกษาพบว่า มีลกัษณะเป็นท่อขนาดใหญ่อยูต่รงกลาง ลอ้มรอบดว้ยท่อพรุนขนาดเล็กจ านวนมาก ท าให้เซลล์
แบคทีเรียสามารถสะสมอยูไ่ด ้โดยตรวจพบเซลลแ์บคทีเรีย จากช้ินวสัดุตวักลางท่ีผสมเช้ือ RD02 ได ้5.4 x 104 

CFU/ml. ซ่ึงมีจ านวนเซลล์มากกว่าท่ีพบในวสัดุตวักลางท่ีไม่ผสมกับเช้ือ RD02 นอกจากน้ียงัพบว่า การใช้
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนร่วมกบัวสัดุตวักลางส าหรับการปลูกคะน้า สามารถช่วยให้ความสูงของล าตน้คะน้า
ตั้งแต่สัปดาห์ท่ี 2 และขนาดความยาวของใบคะน้าตั้งแต่สัปดาห์ท่ี 7 เจริญเติบโตไดดี้กว่าคะนา้ของชุดทดลองท่ี
เติมเฉพาะแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน และชุดควบคุมท่ีไม่เติมแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนลงดิน 
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ค าส าคัญ: แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน วสัดุตวักลางชีวภาพ ผกัตบชวา คะนา้ 

Abstract  

 This research was aimed to isolate of nitrogen fixing bacteria and study on structure of dried water 
hyacinth stem as a biological supporting media for bacterial immobilization to using them for enhancing the 
growth of Chinese Kale. ( Brassica alboglabra)  Six nitrogen fixing bacteria were isolated from soil and 
designed as RD01, RD02, RD03, RD04, RD05, and RD06. The result showed that RD02 is effective isolate 
of nitrogen fixing capability and growth characteristic which was the maximum of ammonia-nitrogen in 
nitrogen-free medium found 6 .4 2  mg NH3-N/L for7 2  hours of incubation. Colony, morphology and some 
biochemical characteristics of RD 02 showed that it similar to Azotobacter sp. Inside of the supporting media 
found a large tube at the center surrounded by microtubules that affected for bacterial cell collecting. 5.4 x 104 

CFU/ml. of bacterial cell number were found from a piece of supporting media mixed with inoculum (RD02) 
which higher than the supporting media without inoculums. ( control)  Furthermore, the using inoculum of 
nitrogen fixing bacteria mixed with supporting media was promoted the stem ,s hight and the leaf ,s size of 
Brassica alboglabra at the second week and seventh week of cultivation respectively which significantly 
difference with the cultivated soil sample mixed inoculum of nitrogen fixing bacteria and uninoculated soil 
sample.    

Keywords: Nitrogen Fixing Bacteria, Biological supporting material, Water Hyacinth, Chinese Kale 

1. บทน า (Introduction)  
ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม จาก

อ ดีตจน ถึงปั จ จุบันท รัพยากรดิน ถูกน ามาใช้
ประโยชน์อยา่งต่อเน่ืองเป็นระยะเวลานาน เพื่อผลิต
ผลผลิตในภาคการเกษตร ส าหรับผลิตอาหารให้
เพี ยงพอและทัน ต่อความต้องการต่อจ านวน
ประชากรท่ีเพ่ิมข้ึนอยา่งรวดเร็ว ทั้งในประเทศ และ
ส่งออกจ าหน่ายไปยงัตลาดต่างประเทศ ปัญหา
ส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกับทรัพยากรดิน มีสาเหตุมาจาก
ทั้งท่ีเกิดข้ึนเองโดยธรรมชาติและการกระท าของ
มนุษย ์เช่น ปัญหาดินเปร้ียวดินเค็ม การท้ิงของเสีย
ลงสู่ ดิน  ท าให้ ไม่ ส ามารถใช้ ท่ี ดิน ได้อย่ างมี
ประสิทธิภาพ และเกิดมลพิษทางดินในหลายพ้ืนท่ี

ทัว่ประเทศนอกจากน้ียงัมีปัญหาส าคญัหน่ึงท่ีเกิด
ข้ึนกับดิน คือปัญหาดินขาดแร่ธาตุและเศษซาก
อินทรียสาร ซ่ึงสาเหตุเกิดจากการเพาะปลูกพืชชนิด
เดิม เป็นเวลานาน การกษัยการของดินและการ
ท าลายพืชคลุมดิน ท าให้เกิดการพดัพาธาตุอาหาร
และจุลินทรียดิ์น ประกอบกบัภาวะโลกร้อน ท่ีมีผล
โดยตรงต่อดิน โดยความร้อนท่ีเกิดข้ึน มีผลท าให้
ดินแห้ง มีความช้ืนนอ้ย จนดินแตกระแหง ท าให้ไม่
เหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของจุลินทรีย์ อีกทั้ ง
ปัญหาการเผาวชัพืชของเกษตรกร ท าให้ดินมีวสัดุ
คลุมดินนอ้ย จากปัญหาดงักล่าวขา้งตน้ ท าให้ดินไม่
เหมาะสมต่อการปลูกพืช เม่ือผลผลิตทางการเกษตร
ลดลง เกษตรกรส่วนใหญ่จึงนิยมใชส้ารเคมีในการ
ปรับปรุง คุณภาพดิน ท าให้ดินมีการสะสมของ
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สารเคมี นอกจากน้ียงัมีการใชย้าปราบศตัรูพืชและ
แมลง ท าให้เกิดการสะสมของสารเคมีในพืช ดงันั้น
การใชท่ี้ดินอยา่งผิดวิธีและขาดการบ ารุงรักษาจะท า
ให้ดินค่อยๆ เส่ือมสภาพลง รวมทั้งจะส่งผลกระทบ
ให้เกิดอนัตรายต่อทั้งเกษตรกรท่ีท าการเพาะปลูก 
ผูบ้ริโภคและส่ิงแวดลอ้มท่ีส าคญัคือจุลินทรียดิ์น ท่ี
ช่ ว ย ท า ให้ เกิ ด ก าร ห มุ น เวี ย น แ ร่ ธ า ตุ แ ล ะ
สารประกอบในดินก็จะลดจ านวนลง หรือไม่
สามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ แนวทาง
หน่ึงท่ีน่าสนใจในการแกไ้ขปัญหาการขาดแร่ธาตุ
ของดิน นอกจากการใช้กระบวนการทางเคมี คือ 
การเติมเช้ือจุลินทรีย์ท่ี มีประสิทธิภาพลงในดิน 
เน่ืองจากจุลินทรีย์   จะท าการตรึงธาตุอาหารและ
เพ่ิมปริมาณสารประกอบท่ีจ าเป็นต่อพืช มีผลท าให้
มีปริมาณอินทรียค์าร์บอนและไนโตรเจน รวมทั้ง
ความช้ืนและความร่วนซุยเพ่ิมข้ึน ตวัอย่างเช่น การ
น าแบคที เรียต รึงไนโตรเจน  เช่น  Azotobacter 
chroococcum มาเติมลงในดินเพื่อสนับสนุนการ
เจริญของพืช หลงัจากเติมเช้ือ 4 สัปดาห์พบว่าขนาด
และน ้ าหนักของพืชเพ่ิมมากข้ึน อีกทั้ งยงัมีผลต่อ
การลดความเค็มของดินด้วย  [1] แบคที เรียท่ี มี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนในจีนัสต่าง ๆ 
สามารถคดัแยกไดจ้ากแหล่งดินท่ีเพาะปลูกพืชผล
ทางการเกษตร เช่น ไร่อ้อย โดยเฉพาะดินบริเวณ
รอบรากพืช (rhizosphere) นอกจากน้ียงัสามารถคดั
แยกไดจ้ากโครงสร้างต่างๆ ของพืช เช่น รากและล า
ต้นพืช  เป็นต้น  แบคที เรีย ท่ีคัดแยกได้เห ล่าน้ี
สามารถน ามาใชเ้ป็นปุ๋ยชีวภาพส าหรับ การปลูกพืช 
แทนการใชปุ๋้ยเคมีไนโตรเจนได ้[2] นอกจากน้ียงัมี
รายงานว่า การใช้แบคทีเรียท่ีคัดแยกจากดิน ยงัมี
บทบาทในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในดินดว้ย 
[3] อยา่งไรก็ตามการเปล่ียนแปลงปริมาณจุลินทรีย์
ดินกลุ่มต่าง ๆ ยงัข้ึนอยูก่บัอิทธิพลของสภาพอากาศ

ท่ีเปล่ียนแปลงและการเกิดฝนตกเป็นระยะเวลานาน 
[4] ดังนั้ นการท่ีจะช่วยท าให้ จุ ลินทรีย์สามารถ
ด ารงชีวิตอยู่รอดไดใ้นสภาพพ้ืนท่ีเพาะปลูกจึงเป็น
ส่ิงส าคัญ ซ่ึงเทคนิคท่ีสามารถช่วยในการแก้ไข
ปัญหาของ การลดจ านวนจุลินทรียดิ์นไดเ้ป็นอยา่งดี 
คื อ  การใช้วัส ดุตัวกลางให้ จุ ลินท รีย์ยึด เกาะ 
ตวัอย่างเช่น การใช้วสัดุท่ีหาไดจ้ากธรรมชาติ เช่น 
ผกัตบชวา ซ่ึงเป็นวชัพืชน ้ าชนิดหน่ึงท่ีเป็นปัญหา
ทัว่โลก [5] เน่ืองจากเป็นพืชน ้าท่ียากต่อการควบคุม
การเจริญ ท าให้เกิดปัญหาในการระบายน ้ าและลด
ผิวสัมผสัระหว่างอากาศกบัออกซิเจนของแหล่งน ้ า 
น ้ าจึงเน่ าเสีย แต่ในอดีตถึงปัจจุบันก็ มีการน า
ผกัตบชวามาใช้ประโยชน์ด้านต่างๆ เช่น น ามาใช้
ผลิตเป็นถ่าน หรือใชใ้นการผลิตเอธานอล นอกจาก
การใช้ผกัตบชวาในการผลิตพลงังานแลว้ ยงันิยม
น ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นวสัดุท่ีผสมกบัปุ๋ยหมกัเพ่ือช่วย
ในการบ ารุงดินท่ีขาดแร่ธาตุ จนถึงดินทรายจัด 
พบวา่สามารถช่วยท าให้ลกัษณะทางกายภาพในการ
กกัเก็บน ้ าและสมบติัทางเคมีของดินดีข้ึน ซ่ึงจะช่วย
ส่งเสริมการเจริญของพืชและเพ่ิมธาตุอาหารในดิน
ได้ [6] ซ่ึงข้อดีของการใช้วสัดุธรรมชาติ คือ เป็น
วัสดุทางธรรมชาติ ท่ีสามารถย่อยสลายได้ทาง
ธรรมชาติ ไม่ก่อให้เกิดมลพิษต่อส่ิงแวดล้อม มี
โครงสร้างท่ีสามารถดูดซับน ้ าไดดี้ ดงันั้นการคลุก
ดินหรือการมีวสัดุช่วยคลุมดินดว้ยวสัดุใดๆ ก็ตาม 
เช่น ของเหลือทางการเกษตร หรือเศษซากพืช จะ
ช่วยป้องกนัการกดักร่อน ลดแรงปะทะของเม็ดฝน
และแรงลมพดั รักษาความช้ืนของดินเอาไวไ้ดน้าน
ข้ึน อีกทั้ งช่วยเพ่ิมความคงทนในการจับกันของ
ก้อนดินไวไ้ด้ งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อคัด
แยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอย่างอิสระจากดิน
แหล่งต่าง ๆ ศึกษาสัณฐานวิทยา สมบติัทางชีวเคมี 
บางประการเพื่อจ าแนกสกุลของแบคทีเรีย ศึกษา
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การเจริญของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีคดัแยกได ้
ศึกษาสมบติัทางกายภาพ ลกัษณะภายในของวสัดุ
ชีวภาพและการกักเก็บเซลล์ของแบคทีเรียตรึง
ไน โตร เจน  และ ศึกษ าการใช้แบค ที เรี ยต รึ ง
ไนโตรเจนร่วมกบัวสัดุตวักลางชีวภาพในการปลูก
พืช 

2. วสัดุอุปกรณ์และวธีิด าเนินการวจัิย 
(Materials and Experiment)  

2.1 การคัดแยกและศึกษาสัณฐานวิทยาของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอย่างอสิระ 

ชั่งตัวอย่างดินน ้ าหนัก 1 กรัม จากแหล่ง
ดินต่างๆ ท่ีเป็นบริเวณท่ีมีการทับถมของอินทรีย
สาร และมีความช้ืนท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ
ของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน จากนั้นน ามากระจาย
ลงบน Azotobacter agar [7] น าไปบ่มท่ี 37 oC  เป็น
เวลา 2 วัน จากนั้ นน ามา re-streak เพ่ือให้ได้เช้ือ
บริสุทธ์ิ ถ่ายเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคัดแยกมา
ทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนอย่าง
อิสระ โดยถ่ายเช้ือบ ริสุท ธ์ิลงในขวดรูปชมพู ่
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุ Nitrogen - free medium 

[8] ปริมาตร150 มิลลิลิตร  บ่มเล้ียงโดยการเขย่าท่ี
ความเร็ว 150  รอบต่อนาที  ท่ี  37  oC เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง จากนั้นน ามาป่ันเหว่ียงท่ี 5,000 รอบต่อนาที 
เพ่ื อน าส่ วน ใส  (supernatant) ท่ี ได้  ม าวิ เค ราะห์
แอมโม เนี ยโดยใช้  Nessler’s reagent [8] จากนั้ น
ทดสอบสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน 
โดยการยอ้มสีแกรมและวดัขนาดของเซลล ์ 

2 .2  ก ารทดสอบประสิท ธิภ าพ การต รึง
ไนโตรเจนอย่างอิสระและศึกษาสมบัติทางชีวเคมี
บางประการของแบคทีเรีย 

คัด เลื อ ก แบ ค ที เรี ย  ท่ี ส าม ารถ ต รึ ง
ไนโตรเจนได้ คือไอโซเลตของแบคทีเรียท่ีให้ผลการ

ทดสอบแอมโมเนียเป็นสีเหลืองส้ม ในขั้นตอน 2.1 มา
เพาะเล้ียงใน Nitrogen - free medium อีกคร้ัง เพื่อใชเ้ป็น
เช้ื อเร่ิมต้น (strater) โดยปรับความขุ่ นให้ ได้  0.5 
McFarland ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้ นถ่ายลงใน 
Nitrogen free medium ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (10 % 
v/v) บ่มเล้ียงเช้ือท่ี อุณหภูมิห้อง เขยา่ท่ีความเร็ว 150 
รอบต่อนาที เก็บตัวอย่าง Nitrogen free medium ท่ีมี
เช้ือแต่ละไอโซเลตปริมาตร 50 มิลลิลิตรในแต่ละ
ช่วงเวลาของการเพาะเล้ียงท่ี 12, 24, 36, 48, 60, 72, 
84 และ 96  ชั่วโมง มาป่ันเหว่ียง ท่ีความเร็ว 5,000 
รอบ ต่อนาที  น าน 10 นาที  น าส่ วนใส ท่ี ได้ม า
วิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนีย - ไนโตรเจน โดยวิธี 
Distillation [9] เป รียบ เที ยบ กับ ชุดควบ คุม คื อ 
Nitrogen free medium ท่ีไม่มีการเติมแบคทีเรีย ท า
การคัดเลือกไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพการ ตรึง
ไนโตรเจนสูงท่ีสุดมาศึกษาสมบัติทางชีวเคมีบาง
ประการ รวมทั้งศึกษาสมบติัทางชีวเคมีบางประการ 
ไดแ้ก่ การทดสอบความตอ้งการอากาศ การทดสอบ
คะตาเลส (catalase test) การทดสอบ ออกซิเดส
(oxidase test) การทดสอบ MR -VP  (methy red - 
Voges Proskaue test) การทดสอบการใช้ซิ เตรท 
(citrate utilization) การทดสอบความสามารถใน
การเคล่ือนท่ี (motility test)  การทดสอบอินโดล 
(indole test) และทดสอบการหมกัแลกโตส (lactose 
fermentation test) [10] 

2.3 การศึกษาการเจริญของแบคที เรียตรึง
ไนโตรเจน 

ตรวจวดัการเจริญของแบคทีเรียแต่ละไอ
โซเลตโดย โดยการเก็บตัวอย่างสารละลายเช้ือท่ี
เพาะเล้ียงใน Nitrogen free medium ของขั้นตอน 2.2 
ทุก 12 ชั่วโมง ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาวดัความขุ่น
ด้วย เค ร่ื อ งวัดค่ าก าร ดู ดก ลืน แส ง  (Shimadzu 
UV1700) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จากนั้น
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เลือกไอโซเลตของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพใน
การตรึงไนโตรเจนและการเจริญสูงท่ีสุดมาศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไป 

2.4 การศึกษาสมบัติทางกายภาพ โครงสร้าง
ภายในของวัสดุชีวภาพ และการกักเก็บเซลล์ของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนของวสัดุชีวภาพ 

วสัดุชีวภาพท่ีน ามาใช้ในการศึกษาคร้ังน้ี
คือ ล าต้นผกัตบชวา Eichhornia crassipes (Mart.) 
Solms ท าการเตรียมช้ินส่วนของล าต้นผกัตบชวา 
โดยน ามาตากแดดจนแห้ ง  จากนั้ น ตัดล าต้น
ผกัตบชวาให้ไดค้วามยาวช้ินละ 2 เซนติเมตร น ามา
แช่ในน ้ ากลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เพื่อวัดค่า
ความเป็นกรด-ด่างของน ้ าท่ีถูกชะจากช้ินส่วนของ
ผกัตบชวา และน ามาศึกษาโครงสร้างภายในของล า
ตน้โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ (Olympus  SZ30) 
ก าลงัขยาย 40 เท่า ส าหรับขั้นตอนการศึกษาการกกั
เก็บ เซลล์ของวัส ดุตัวกลาง ท าโดยถ่ายหัวเช้ือ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนไอโซเลตท่ีมีการตรึง
ไนโตรเจนและการเจริญสูงท่ีสุด ลงในอาหารเหลว 
Nitrogen free medium ปริมาตร 100 มิลลิ ลิตร บ่ม
เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 60 ชั่วโมง จากนั้ น
เติมตวัอย่างดินร่วนหนัก 50 กรัมท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ
โดยการสเตอริไลเซชัน และเติมช้ินส่วนล าต้น
ผกัตบชวาจ านวน 10 ช้ิน คลุกให้เขา้กนั และบ่มท้ิง
ไวอี้ก 24 ชัว่โมง จากนั้นน าช้ินส่วนของผกัตบชวา
มาตากท่ีอุณหภูมิห้องจนแห้ง  ท าการตรวจนบัเซลล์
ของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ียึดเกาะและถูกกัก
เก็บ โดยน าช้ินส่วนของผกัตบชวาท่ีแห้งแลว้มาเจือ
จางใน 0.85% NaCl และน าสารละลายเช้ือท่ีได้มา
เกล่ีย (spread) ลงบน Azotobacter agar เทียบกบัชุด
ควบคุม คือช้ินส่วนผกัตบชวาท่ีไม่ผา่นการผสมเช้ือ  

 

2.5 การใช้แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนและวัสดุ
ตัวกลางชีวภาพในการปลูกพืช 

บรรจุดินลงในภาชนะท่ีใช้ปลูกในแต่ละ
ชุด ดงัต่อไปน้ี 

- ชุดทดลองท่ี 1 คือ ดินร่วน 3 กิโลกรัมท่ี
ผ่านการ สเตอริไลเซชัน และเติมแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนท่ีเพาะเล้ียงใน Nitrogen - free medium 
ปริมาตร 1 ลิตร   

- ชุ ด ท ด ล อ ง ท่ี  2 คื อ  ดิ น ร่ ว น  2.95 
กิโลกรัม ท่ีผ่านการ สเตอริไลเซชัน เติมแบคทีเรีย
ต รึงไนโตรเจน ท่ี เพ าะ เล้ี ยงใน  Nitrogen - free 
medium ปริมาตร 1 ลิตร ผสมกับช้ินส่วนล าต้น
ผกัตบชวาตากแหง้ 300 ช้ิน (50 กรัม) 

- ชุดควบคุม คือ ดินร่วน 3 กิโลกรัมท่ีผ่าน
การ ส เตอริไลเซชันและไม่ เติมแบคที เรียตรึง
ไนโตรเจน 

เติมเมล็ดคะน้า (Brassica alboglabra) ชุด
ละ 100 เมล็ด คลุกเคล้าดิน หัวเช้ือ วสัดุตัวกลาง 
และเมลด็คะนา้ให้เขา้กนั รดน ้ า 1 ลิตร ทุกวนั ลงใน
แต่ละการทดลอง เก็บตวัอยา่ง ตน้คะนา้ท่ีเจริญ คร้ัง
ละ 5 ตน้ น ามาหาค่าเฉล่ียของความยาวราก ความ
สูงของล าต้น ความยาวของใบ และนับจ านวนใบ
ของคะน้า ทุก 7 วนั เป็นเวลา 8 สัปดาห์ น าผลการ
ทดลอง มาทดสอบค่าทางสถิติโดยวิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบ ทางเดียว (one - way ANOVA)  

3 . ผ ลการวิ จั ย และวิ จ าร ณ์ ผลการวิ จั ย 
(Results and Discussion)  

3.1 การคัดแยกและศึกษาสัณฐานวิทยาของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอย่างอสิระ 

ผลการคัดแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
อยา่งอิสระจากตวัอยา่งดิน 10 แหล่ง แสดงดงัตาราง
ท่ี 1 
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ตารางที่ 1 การคดัแยกแบคท่ีเรียตรึงไนโตเจนจาก
ตวัอยา่งดินแหล่งต่างๆ 

แหล่งดินท่ีคดัแยก 

โคโลนี
ท่ีเจริญ
บน

อาหาร 
เล้ียง
เช้ือ 

โคโลนีท่ี
ใหผ้ลการ
ทดสอบ

แอมโมเนีย 
เป็นบวก 

ก าหนด 
ไอโซ-
เลต 

1. ดินร่วน              
คณะวิทยาศาสตร์ 
มทร.ธญับุรี 

4     1      RD01 

2. ดินเกษตร           
(ดินล าดวน) 

4     1     RD02 

3. ดินจากสระบวั  
มทร.ธญับุรี 

5      - - 

4. ดินบริเวณปากถ ้า        
อ.หนองหิน จ.เลย 

8     - - 

5. ดินมูลคา้งคาว        
อ.ดว้ง จ.เลย 

9      1     RD03 

6. ดินจากใตต้น้
กา้มปู มทร.ธญับุรี 

5      1    RD04 

7. ดินบริเวณธาร
น ้าตกแก่งสามชั้น  
จ.นครนายก 

3       -   - 

8. ดินนาขา้ว  
อ.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 

2      1     RD05 

9. ดินในถ ้า   
อ.หนองหิน จ.เลย 

7     1    RD06 

10. ดินสวนมะพร้าว 
อ.หนองม่วง 
จ.ลพบุรี 

4     -     - 

    

           โคโลนีของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีคัด
แยกได้ทุกไอโซเลต มีลกัษณะเป็นเมือก สีขาวขุ่น 
รูปร่างเซลล์เป็นวงรี ติดสีแกรมลบ บางเซลล์ติดสี
ไม่สม ่าเสมอ ขนาดของเซลลมี์เส้นผ่าศูนยก์ลางโดย
เฉล่ียประมาณ 3 ไมโครเมตร เซลล์ท่ีพบมีทั้งเป็น

เซลล์เดียวและเซลล์ท่ี เรียงติดกันเป็นคู่  เรียงตัว
กระจดักระจาย ตวัอย่างลกัษณะโคโลนีและรูปร่าง
เซลลข์องแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดแ้สดงดงัรูปท่ี 1 และ 
2 ตามล าดบั  
 
 

 

 

 

 

รูปที่ 1 ลกัษณะของโคโลนีท่ีเจริญบน Azotobacter 
agar 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 สัณฐานวิทยาของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ี
แยกได ้ 

จากผลการทดลองพบว่า ตวัอย่างดิน จาก
ทุกแหล่ง มีการเจริญของแบคทีเรีย แต่มีเพียง 6 ไอ
โซเลต คือ RD01 RD02 RD03 RD04 RD05 และ 
RD06  ท่ี ส าม ารถต รึ งไน โต ร เจน ใน อ าห าร 
Azotobacter agar ซ่ึงเป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปราศจาก
แหล่งไนโตรเจนได ้สอดคลอ้งกบัรายงานการคดัแยก
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากดินแหล่งต่าง ๆ คือ การ
คดัแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนไดจ้ากดินนาขา้ว [11] 
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การคดัแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากดินบริเวณ
รอบรากพืช  [12] และการคัดแยกแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนจากดินท่ีมีการปลูกธัญพืชแหล่งต่างๆ 
[13] 

3.2 ก ารทดสอบประ สิท ธิภ าพ การต รึ ง
ไนโตรเจนอย่างอิสระของแบคที เรียและศึกษา
สมบัติทางชีวเคมีบางประการ 

ประสิท ธิภาพการตรึงไนโตรเจนใน
อาหารเหลว Nitrogen - free medium ของแบคทีเรีย
ทั้ง 6 ไอโซเลต ท่ีคดัเลือกมาทดสอบแสดงดงัรูปท่ี 3  
 
 
 

 
 
 
 

 

รูปที่ 3 ปริมาณแอมโมเนีย - ไนโตรเจน (mgNH3-
N/L.)  ท่ีพบในอาหารเหลว Nitrogen - free medium 
ของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลต 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพการตรึง
ไนโตรเจน แสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียทุกไอโซเลต 
มีประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนเพ่ิมข้ึนอย่าง
ต่อเน่ืองและสามารถตรึงไนโตรเจนได้สูงสุด ใน
ชั่วโมงท่ี  72 ของการบ่มเล้ียง โดยพิจารณาจาก
ปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน ท่ีตรวจพบในอาหาร
เล้ี ย ง เช้ื อ  ซ่ึ ง เพ่ิ ม ข้ึ น อ ย่ าง ต่ อ เน่ื อ ง  จ ากนั้ น
ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนจะลดลง ซ่ึง RD 
02 เป็นไอโซเลตท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได้สูง
ท่ีสุดคือ 6.39 mg NH3-N/L. จึงคัดเลือก RD02 มา

ทดสอบสมบัติทางชีวเคมีบางประการ ผลการ
ทดลองดงัตารางท่ี 2 

เม่ือพิจารณาจากลกัษณะโคโลนี สัณฐาน
วิทยา คือ รูปร่างและขนาดของเซลล์ ผลการยอ้มสี
แกรม การจัดเรียงตัวของเซลล์ และสมบัติทาง
ชีวเคมีบางประการ เพื่อจ าแนกสกุลของแบคทีเรีย
ในเบ้ืองต้น พบว่า RD02 มีลักษณะคล้ายคลึงกับ
แบคทีเรียในสกุลอะโซโตแบคเตอร์ (Azotobacter) 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัดวงพร [14] ท่ีกล่าวว่า Azotobacter 
sp.  เป็น 

 ตารางที่ 2  สมบติัทางชีวเคมีบางประการของไอโซ

เลต RD02       

แบคทีเรียแกรมลบ เซลลเ์ป็นรูปไข่ อาจอยูเ่ป็นเซลล์
เด่ียว เป็นคู่หรือเป็นกลุ่มกระจดักระจาย สร้างซีสต ์
แต่ไม่สร้างเอนโด-สปอร์ สามารถเคล่ือนท่ีโดยใช้
แฟลเจลลาหลายเส้นท่ีอยูร่อบตวัเซลล ์และสามารถ
สร้างเมือกได ้ นอกจากน้ี Kizilkaya [15] ไดก้ล่าวว่า 
Azotobacter sp. เป็นแบคทีเรียกลุ่มแอโรบิค พบ
มากในดิน และในปัจจุบันมีการศึกษากันอย่าง
กวา้งขวางเก่ียวกบัการน าเช้ือ Azotobacter sp. มาใช้

สมบติัทางชีวเคมีบางประการ 
การทดสอบความตอ้งการ
อากาศ 

เช้ือเจริญบริเวณ
ดา้นบนของ
หลอดทดลอง 

การทดสอบคะตาเลส + 
การทดสอบออกซิเดส + 
การทดสอบ MR - 
การทดสอบ VP - 
การทดสอบซิเตรต + 
การทดสอบการเคล่ือนท่ี + 
การทดสอบอินโดล - 
การทดสอบการหมกัแลคโตส      - 
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ในการเพ่ิมธาตุอาหารในดิน ซ่ึงผลการทดลองส่วน
ใหญ่พบว่า การเติมหัวเช้ือ Azotobacter sp. จะช่วย
เพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรและมีป ริมาณธาตุ
ไนโตรเจนในดินเพ่ิมข้ึน  จึงนิยมน ามาใชใ้นการท า
ปุ๋ยชีวภาพ (Bio-fertilizers) ในการปรับปรุงและ
บ ารุงดิน 

3.3 การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจน 

ผลการเจริญของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
ของแต่ละ  ไอโซเลตในช่วงเวลาต่างๆ แสดงดงัรูป
ท่ี 4 

 

 

 

 
รูปท่ี 4  การเจริญของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนไอโซ
เลตต่างๆ 

จากการทดลองพบว่า แบคที เรียตรึง
ไนโตรเจนทุก ไอโซเลต สามารถเจริญเติบโตใน
อาหาร Nitrogen free medium ได้ โดยในช่วง 12 
ชัว่โมงของการบ่มเล้ียง แบคทีเรียทุกไอโซ-เลตจะ
ปรับตวัให้เขา้กับอาหารใหม่ ต่อมาในช่วง 24 - 60 
ชั่วโมง พบว่า RD03, RD04 และ RD05 สามารถ
เพ่ิมจ านวนไดอ้ย่างต่อเน่ือง ซ่ึงจะเห็นไดจ้ากความ
ขุ่นท่ีเพ่ิมข้ึน ส่วน RD02 เป็นไอโซเลตท่ีมีการเพ่ิม
จ านวนได้สูงท่ีสุด จนถึงชั่วโมงท่ี 72 ของการบ่ม
เล้ียง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจน
ท่ีตรวจพบว่า มีค่าสูงท่ีสุดในช่วงเวลาเดียวกนัของ
การบ่มเล้ียงเช้ือ จากนั้นค่าความขุ่นจึงเร่ิมลดลง      

3.4 การศึกษาสมบัติทางกายภาพ โครงสร้าง
ภายในของวัสดุชีวภาพ และการกักเก็บเซลล์ของ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนกบัวสัดุชีวภาพ 

ผลการศึกษาลักษณะโครงสร้างภายใน
ช้ินส่วนของล าตน้ผกัตบชวาตากแห้งท่ีจะน ามาใช้
เป็นวสัดุตวักลางให้แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนใชใ้น
การยึดเกาะ แสดงดังรูป 5  ลักษณะของช้ินส่วน
ผกัตบชวาตากแห้งท่ีผ่านการผสมกบัแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจน และจ านวนแบคทีเรียท่ีพบจากวสัดุ
ตวักลางแสดงดงัรูปท่ี 6 และตารางท่ี 3 
 

 

 

 

 
รูปที่ 5  ลกัษณะภายในของช้ินส่วนล าตน้ผกัตบชวา
ท่ีน ามาใช้เป็นวสัดุตัวกลางชีวภาพในการกักเก็บ
เซลล ์
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 ลักษณะของช้ินส่วนผกัตบชวาตากแห้งท่ี
ผสมกบัแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนและดิน 
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ตารางที่  3 จ านวนแบคทีเรียท่ีตรวจพบจากวสัดุ
ตัวกลางท่ีผสมและไม่ผสมกับแบคที เรียตรึง
ไนโตรเจน 

นอกจากน้ีผลการศึกษาค่าความเป็นกรด
ด่ างของน ้ า ท่ี ช ะออกจาก ช้ิน ส่ วนของล าต้น
ผักตบชวาตากแห้งตรวจวัดได้ 7.08 ซ่ึงมีค่าเป็น
กลาง แสดงให้เห็นว่าหากน าวสัดุชนิดน้ีมาใช้เป็น
ตวักลางและเติมลงดิน ก็จะไม่มีผลต่อค่าความเป็น
กรดด่างของดิน จากรูปท่ี 5 ซ่ึงเป็นภาพตัดขวาง 
(cross section) ของวสัดุชีวภาพท่ีตัดให้มีขนาด 2 
เซนติเมตร พบว่า โครงสร้างภายในเป็นท่อขนาด
ใหญ่ อยู่ ก่ึ งกลาง รวมทั้ งมี รูพ รุนขนาดเล็กอยู่
โดยรอบ จึงท าให้น ้ าสามารถซึมผ่านได้ทั่วทั้ งช้ิน 
ดงันั้นเม่ือน าวสัดุตวักลางดงักล่าวมาผสมคลุกเคลา้
กับหัวเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (RD02) และ
ตวัอย่างดินท่ีใช้ปลูกคะน้า จึงพบอนุภาคดินแทรก
อยู่ภายในช้ินส่วนของวัสดุตัวกลาง ดังรูป ท่ี  6 
นอกจากน้ีวสัดุตวักลางท่ีใชย้งัสามารถกกัเก็บเซลล์
แบคทีเรียไวภ้ายในได ้ซ่ึงพิจารณาจากการตรวจพบ
เซลลจ์ากวสัดุตวักลางเม่ือน ามาท าการตรวจนบับน
อาหารเล้ียงเช้ือดงัตารางท่ี 3 

3.5 การใช้แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนและวัสดุ
ตัวกลางชีวภาพในการปลูกพืช 

ผลการตรวจวดัความยาวราก ความสูงของ
ล าตน้ ความยาวของใบ จ านวนใบและตวัอย่างการ

เจริญของตน้คะนา้ท่ีท าการศึกษา แสดงดงัรูปท่ี 7, 8, 
9, 10 และ 11 ตามล าดบั 
 

 
 
 
 
 

 

รูปที่  7 ความยาวของรากคะน้าในแต่ละชุดการ
ทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  8 ความสูงของล าต้นคะน้าในแต่ละชุดการ
ทดลอง 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่  9 ความยาวของใบคะน้าในแต่ละชุดการ
ทดลอง 
 
 
 
 

วสัดุตวักลาง 
จ านวนแบคทีเรีย

(CFU/ml.) 
วสัดุตวักลางท่ีผสมแบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนและดิน 

5.4 x 104 

วสัดุตวักลางท่ีไม่ผสม
แบคทีเรีย ตรึงไนโตรเจน
และดิน (ชุดควบคุม) 

1.5 x 101 0
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รูปที่  10 จ านวนใบของคะน้าในแต่ละชุดการ
ทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  11 ตัวอย่างการเจริญของต้นคะน้าท่ีท าการ 
ศึกษา 

จากผลการศึกษา พบว่า ความยาวรากและ
จ านวนใบ ในแต่ละชุดการทดลองและชุดควบคุม
ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั .05  
แต่ความสูงของล าต้นคะน้า และความยาวของใบ
คะน้าของชุดทดลองท่ี 2 คือ ดินท่ีเติมแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนร่วมกบัวสัดุตวักลางมีความแตกต่างอยา่ง
มีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดับ .05 กบัชุดทดลองท่ี 1 
คือดินท่ีเติมเฉพาะแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน และชุด
ควบคุมคือดินท่ีไม่เติมแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน ซ่ึง
สอดคล้องกับการศึกษาของ Naluyange et al. [16] 
ท่ีศึกษาการใช้หัวเช้ือไรโซเบียมร่วมกบัผกัตบชวา
ส าหรับเร่งการเกิดปมรากและการเจริญของพืช
ตระกูลถั่ว  พบว่าการใช้ ปุ๋ ย ท่ี สูตรท่ี ใช้หั ว เช้ือ
แบคทีเรียจากมูลโคกระบือร่วมกบัผกัตบชวา และ

ปุ๋ยสูตรท่ีใช้กลุ่มจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพ (EM) 
ร่วมกับผกัตบชวา ช่วยท าให้ต้นถั่วมีขนาดใหญ่ 
ภายในระยะเวลาสั้นกว่าปกติ นอกจากน้ีพืชท่ีมีการ
ผสมแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนยงัมีความทนทานต่อ
โรคไดดี้กวา่กลุ่มท่ีไม่ผสมแบคทีเรีย  

ดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นถึง
ความเป็นไปไดใ้นการน าผกัตบชวาแห้ง มาใชเ้ป็น
วสัดุตวักลางให้เช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนยึดเกาะ
และกกัเก็บเช้ือให้สามารถอยูใ่นดินได ้ซ่ึงนอกจาก
จะเป็นการช่วยลดตน้ทุนในการใชปุ๋้ยในการบ ารุง
ดินและพืชแล้ว ยงัสามารถน าผกัตบชวาท่ีมีการ
เจริญอยา่งรวดเร็วจนท าให้เกิดมลพิษในแหล่งน ้ามา
ประยกุตใ์ชเ้ป็นวสัดุตวักลางทางชีวภาพไดเ้ป็นอยา่ง
ดี 

4. สรุปผลการวจัิย (Conclusions)  
การคดัแยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนได ้6 

ไอโซเลต ได้แก่ RD01  - RD06 โดย  RD02 เป็น
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ การตรึงไนโตรเจนและ
การเจริญเติบโตสูงท่ีสุดคือ ซ่ึง RD02 เป็นแบคทีเรีย
ท่ีมีความคลา้ยคลึงกบั Azotobacter sp. ซ่ึงเป็นหน่ึง
ในสกุลของแบคทีเรียดินท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน
ได้ดี ส าหรับโครงสร้างวสัดุตัวกลางท่ีเลือกน ามา
ศึกษาพบว่า ภายในมีช่องวา่งขนาดใหญ่อยูต่รงกลาง 
ซ่ึ ง เป็น ส่ วนของ ท่อน ้ าของล าต้นผักตบชวา 
ล้อมรอบด้วยท่อเล็กๆ เป็นจ านวนมาก จึงท าให้
เซลลแ์บคทีเรียสามารถยึดเกาะและสะสมอยูไ่ดเ้ป็น
จ านวนมาก ซ่ึงแตกต่างกบัวสัดุตวักลางท่ีไม่ไดท้  า
การผสมกับหัวเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีคัด
แยกได้ นอกจากน้ียงัพบว่า การใช้แบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนร่วมกับวสัดุตัวกลางส าหรับการปลูก
คะน้า สามารถช่วยให้ความสูงของล าตน้และความ
ยาวของใบผกัคะน้าสามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่า
ผกัคะน้าในชุดทดลอง ท่ีเติมเฉพาะแบคทีเรียตรึง
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ไนโตรเจน และผักคะน้าในชุดควบคุมท่ีไม่เติม
แบคที เรียตรึงไนโตรเจนลงดิน  ดังนั้ นการใช้
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนร่วมกบัวสัดุตวักลางชีวภาพ 
จึงเป็นแนวทางท่ี น่ าสนใจอย่างยิ่ ง ท่ี จะน ามา
ประยกุตใ์ชส้ าหรับการเพ่ิมธาตุอาหารไนโตรเจนใน
ดิน เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชผลทาง
การเกษตรไดน้อกจากน้ีการใชว้สัดุตวักลางชีวภาพ
ยงัช่วยในการเก็บรักษากลุ่มจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์
ต่อการสร้างแร่ธาตุท่ีส าคญัในดินไม่ให้ถูกพดัพา
ออกจากพ้ืนท่ีเพาะปลูก 

5. กติติกรรมประกาศ 
ขอขอบ คุณ คณ ะวิ ท ย าศ าส ต ร์ แล ะ

เทคโนโลยีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลธญับุรี 
ท่ี ให้ การสนับส นุนและเอ้ือ เฟ้ื ออุปกรณ์ และ
เคร่ืองมือต่างๆ ตลอดจนสถานท่ีในการท างานวิจยั
ในคร้ังน้ีจนส าเร็จลุล่วงไปดว้ยดี 
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