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การตรึงอะโซโตแบคเตอร์แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอากาศด้วยวัสดุ
ธรรมชาติและผลต่อการเจริญเติบโตของผักกวางตุ้งในดิน 
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บทคัดย่อ 
ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืช เมื่อมีการปลูกพืชติดต่อกันเป็นระยะเวลายาวนาน 

ส่งผลให้ไนโตรเจนในดินลดลงและไม่เพียงพอต่อความต้องการของพืช วิธีการทางชีวภาพในการเพิ่มปริมาณไนโตรเจน
ในดินวิธีหนึ่ง คือการใช้แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ตรึงไนโตรเจนอิสระในอากาศให้อยู่ในดิน ดังนั้น 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อค้นหาวัสดุธรรมชาติที่เหมาะส าหรับตรึงอะโซโตแบคเตอร์ เมื่อน าวัสดุธรรมชาติ 10 ชนิด
มาตรวจสอบโครงสร้างทางกายภาพ และศึกษาความสามารถของวัสดุธรรมชาติในการตรึงอะโซโตแบคเตอร์ ผลการ
ทดลองพบว่า ก้านผักตบชวาและชานอ้อยสามารถตรึงอะโซโตแบคเตอร์ได้ 2.43x108 และ 1.94 x108 CFU ต่อกรัม
วัสดุธรรมชาติตามล าดับ จากนั้นน าอะโซโตแบคเตอร์ที่ถูกตรึงในผักตบชวาและชานอ้อย มาทดสอบการเจริญเติบโต
ของผักกวางตุ้ง โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 4 ชุด คือ 1) ชุดที่ผสมก้านผักตบชวาที่ตรึงอะโซโตแบคเตอร์ 2) ชุดที่
ผสมชานอ้อยที่ตรึงอะโซโตแบคเตอร์ 3) ชุดที่ใส่อะโซโตแบคเตอร์อย่างเดียว และ 4) ชุดควบคุม (ดินอย่างเดียว) ผล
การทดลองพบว่า ค่าเฉลี่ยของความสูงต้น จ านวนใบ ความยาวราก น้ าหนักสด น้ าหนักแห้ง จากชุดที่ผสมก้าน
ผักตบชวาที่ตรึงอะโซโตแบคเตอร์ มีค่าเฉลี่ยสูงกว่าชุดการทดลองอื่นอย่างมีนัยส าคัญ รวมทั้งไนโตรเจนทั้งหมดที่ตรวจ
พบในดินเพิ่มขึ้น 1.4 เท่า ดังนั้น ก้านผักตบชวาจึงเป็นวัสดุธรรมชาติทางเลือกส าหรับตรึงอะโซโตแบคเตอร์แบคทีเรีย
ตรึงไนโตรเจนในอากาศเพื่อเพิ่มธาตุไนโตรเจนในดินและส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  
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Abstract  
Nitrogen is an essential nutrient for plant growth. When the plants have been grown for a long-

term, effect to decreased nitrogen in soil and insufficiency of the plant growth. One biological method 
for increasing the nitrogen content in soil is utilize of free nitrogen-fixing bacteria Azotobacter. Therefore, 
the objective of this research was to search natural material suitable for Azotobacter fixation. The 10 
natural materials were observed physical structure and investigated the ability of natural materials for 
Azotobacter fixation. The results showed that water hyacinth and bagasse stalks were fixed the 
Azotobacter of 2.43x108 and 1.94 x108 CFU per gram of each natural material, respectively. After that, 
the selected fixed Azotobacter of water hyacinth and bagasse stalks were studied the growth of Brassica 
Chinensis. This experiment was designed to 4 treatments. The first treatment was mixed of water 
hyacinth stalks and the Azotobacter. Second treatment was mixed of bagasse stalks and the 
Azotobacter. The third treatment was the Azotobacter only. The last treatment was soil only. The 
results indicated that the average of plant growth include height, leaf number, root length, fresh weight 
and dry weight of the mixed of water hyacinth stalks and the Azotobacter had significantly higher growth 
rates than other treatments. The total nitrogen was also increased 1.4 fold in the soil. All results suggest 
that the water hyacinth stalk is alternative for the fixation of the free nitrogen-fixing bacteria Azotobacter 
as induce nitrogen in the soil and plant growth promotion. 
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1. บทน า 
ธาตุไนโตรเจน เป็นธาตุอาหารหลักท่ีส าคัญต่อ

การเจริญเติบโตของพืช ไนโตรเจนมีบทบาทส าคัญในทุก
ระยะการเจริญเติบโตของพืช ตั้งแต่การงอกของเมล็ด
จนถึงผลิดอกออกผล ถ้าพืชขาดไนโตรเจนจะท าให้
ใบเหลืองหรือการเจริญเติบโตของพืชจะหยุดชะงักลง 

เกษตรกรที่ปลูกพืชจึงหาวิธีแก้ไขและปรับปรุงคุณภาพ
ดิน โดยการใส่ปุ๋ยไนโตรเจนในรูปแบบปุ๋ยเคมี แต่การใช้
ปุ๋ยเคมีท าให้เกิดปัญหาดินเสีย ดินเค็ม ท าให้การระบาย
น้ าในดินไม่ดี [1], [2] นอกจากการใช้ปุ๋ยเคมีแล้ว การ
เพิ่มไนโตรเจนให้กับดินอีกวิธีหนึ่ง คือ การใช้จุลินทรีย์ที่
มีประโยชน์ส่ง เสริมการเจริญเติบโตของพืช เป็น
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จุลินทรีย์ทางการเกษตร จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งส าหรับ
การท าเกษตรปลอดภัยในปัจจุบัน การคัดเลือกจุลินทรีย์
ที่มีประโยชน์ต่อการเกษตรได้รับความสนใจศึกษา
ค้นคว้า และพัฒนาสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ผลิตสารส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria: PGPR) เพิ่มขึ้น จนสามารถน าไปใช้เพิม่
ผลผลิตทางการเกษตรได้ผลดีและเป็นที่ยอมรับของ
เกษตรกรในปัจจุบัน โดยทั่วไปจุลินทรีย์ถูกน าไปใช้ในรูป
ของปุ๋ยชีวภาพ จุลินทรีย์ที่ช่วยเพิ่มธาตุอาหารพืชในดิน 
ได้แก่ กลุ่มจุลินทรีย์แปรสภาพไนโตรเจน ผลิตเอนไซม์
โปรตีเอส ย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีไนโตรเจนเป็น
ส่วนประกอบที่สะสมอยู่ในดิน ให้อยู่ในรูปของไนโตรเจน
ที่พืชน าไปใช้ได้ จุลินทรีย์ในดินที่มีบทบาทในการย่อย
ได้แก่ กลุ่ม Bacillus Streptomyces Nitrobacter และ 
Nitrosomonas นอกจากนี้จุลินทรีย์ในดินบางชนิด
สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศเปลี่ยนให้ เป็น
สารประกอบไนโตรเจนที่มีประโยชน์ต่อพืชได้ จุลินทรีย์
กลุ่มนี้แบ่งได้เป็น 3 ประเภทตามลักษณะความสัมพันธ์
กับพืช ได้แก่ 1) แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยู่ร่วมกับพืช
แบบพึ่งพาอาศัยกัน (Symbiotic N-fixing Bacteria) 
เช่น Rhizobium sp. กับพืชตระกูลถั่ว 2) แบคทีเรียตรงึ
ไนโตรเจนที่อาศัยอยู่ร่วมกับพืชแบบอิสระ (N2-fixing 
Associated Bacteria) เ ช่น Azospirillum พบในพืช
ตระกูลหญ้า อ้อย ข้าวฟ่าง และข้าวโพด 3) แบคทีเรียที่
อาศัยอยู่อย่างอิสระในดินและบริเวณรากพืช (Free-
living N2-fixing bacteria) เ ช่ น  Azotobacter และ 
Beijerinckia [3]-[5] มีงานวิจัยรายงานว่า แบคทีเรีย 
Azotobacter vinelandii แ ล ะ  Azotobacter 
chroococcum สามารถผลิตฮอร์โมนออกซินส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช และเพิ่มผลผลิตโดยผ่านกลไก
ซับซ้อน  ต่ างๆ เ ช่น กระบวนการตรึ งไนโตรเจน 
(Nitrogen Fixation) จาก ช้ันบร รย ากาศ  เ ปลี่ ย น
ไนโตรเจนเป็นรูปเป็นประโยชน์ต่อพืช  [6] การใช้
ประโยชน์จากจุลินทรีย์ตรึ ง ไนโตรเจนในอากาศ  
A. chroococcum มาเติมลงในดินเพื่อสนับสนุนการ
เจริญของพืช หลังจากเติมเช้ือแบคทีเรีย 4 สัปดาห์ 
พบว่าขนาดและน้ าหนักของพืชเพิ่มขึ้น รวมทั้งมีผลต่อ
การลดความเค็มของดินได้ด้วย  [7] แบคที เรียที่มี
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจนในจีนัสต่าง  ๆ 
สามารถคัดแยกได้จากแหล่งดินที่ เพาะปลูกพืชผล

ทางการเกษตร เช่น ไร่อ้อย โดยเฉพาะดินบริเวณรอบ
รากพืช (Rhizosphere) และคัดแยกได้จากโครงสร้าง
ต่างๆ ของพืช เช่น รากและลาต้นพืช เป็นต้น แบคทีเรีย
ที่คัดแยกได้เหล่านี้ถูกน ามาใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพ แทนการ
ใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนได้ [5], [8] อย่างไรก็ตามการใช้
จุลินทรีย์ตรึงไนโตรเจนที่ด ารงชีวิตอยู่แบบอิสระในดิน
นั้นมีปัจจัยเข้ามาเกี่ยวข้องที่ส าคัญ คือ เมื่อฝนตกท าให้
จุลินทรีย์ตรึงไนโตรเจนในดินด ารงชีวิตอยู่ได้ไม่นาน ถูก
ชะไปตามน้ า ในปัจจุบัน จึงมีการศึกษาวิธีการที่จะช่วย
ให้จุลินทรีย์ตรึงไนโตรเจนด ารงชีวิตรอดอยู่ได้ในดิน ด้วย
การใช้วัสดุธรรมชาติ เช่น วัชพืช หรือขยะธรรมชาติ มา
เป็นตัวกลางให้จุลินทรีย์ยึดเกาะอาศัยอยู่ เพื่อเพิ่มธาตุ
ไนโตรเจนในดิน ส่งเสริมการเจริญเติบโตและแข็งแรง
ของต้นพืช [9] แต่ยังมีงานวิจัยที่ศึกษาเรื่องนี้อยู่น้อย 
วัสดุตรึงเซลล์ที่ถูกน ามาใช้มีทั้งวัสดุจากธรรมชาติและ
วัสดุที่สังเคราะห์ขึ้น ซึ่งมีข้อดีข้อเสียที่แตกต่างกัน แต่
อย่างไรก็ตาม มีงานวิจัยที่สนับสนุนว่า การใช้วัสดุ
ธรรมชาติ มีข้อดีคือ มีปริมาณสารอาหารในวัสดุที่ช่วย
ส่งเสริมการเจริญของเซลล์จุลินทรีย์ที่ตรึง รวมทั้งวัสดุ
ธรรมชาติไม่เป็นพิษต่อเซลล์ สามารถย่อยสลายได้ตาม
กลไกทางกายภาพ-เคมีอีกด้วย [10] 

ดังนั้นงานวิจัยนี้ จึงสนใจน าวัสดุธรรมชาติ คือ 
ใบธูปฤาษี, ก้านบัวหลวง, กาบกล้วย, ชานอ้อย, กาบ
มะพร้าว, เปลือกส้ม, ก้านบัวอเมซอน, ก้านมะละกอ, ล า
ต้นผักตบชวา และ ล าต้นพุทธรักษา วัสดุเหล่านี้เป็นวสัดุ
อินทรีย์เหลือทิ้ง ที่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ 
ไม่เป็นพิษต่อดินและสิ่งแวดล้อม วัสดุตัวกลางชีวภาพ
เหล่านี้จึงถูกน ามาทดสอบความสามารถในการตรึง  
อะโซโตแบคเตอร์แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอากาศ 
เริ่มต้นศึกษาโครงสร้างทางกายภาพของวัสดุธรรมชาติ
ทั้ง 10 ชนิด ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ จากนั้น 
ศึกษาความสามารถในการยึดเกาะวัสดุธรรมชาติแต่ละ
ชนิดของแบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ โดยตรวจสอบการ
มีอยู่ของแบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ ในวัสดุธรรมชาติ 
และท าการตรึงเซลล์แบคทีเรียกับวัสดุธรรมชาติแต่ละ
ชนิด จากนั้นตรวจสอบการคงอยู่ของแบคทีเรียอะโซโต
แบคเตอร์ ที่ตรึงเซลล์ไว้กับวัสดุธรรมชาติแต่ละชนิด ท า
การทดลอง 3 ซ้ า  แล้ วคัด เลือกวัสดุ ธรรมชาติที่
แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ ยึดเกาะได้ดี 2 อันดับ เพื่อ
ศึกษาประสิทธิภาพของการตรึงแบคทีเรียอะโซโตแบค
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เตอร์ ในวัสดุธรรมชาตินั้นต่อการเจริญเติบโตของ
ผักกวางตุ้ง รวมทั้งตรวจวิเคราะห์ไนโตรเจนทั้งหมดใน
ดิน ก่อนปลูกและหลังปลูกผัก 
 

2. ระเบียบวิธีวิจัย 
2.1 การเตรียมหัวเชื้ออะโซโตแบคเตอร์

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอากาศ 
การศึกษาสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติ
ชีวเคมีบางประการของแบคทีเรีย 

น าแบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ มาเพาะเลี้ยงลง
ในอาหารเหลว Berk’N Free จากนั้น Cross Streak 
เ ช้ือแบคทีเรีย บนอาหารวุ้นแข็ง Berk’N Free น า
แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ที่บริสุทธิ์แล้ว จ านวน 1 ลูป
มาใส่ในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
อาหารเหลว Berk’N Free 150 มิลลิลิตร แล้วน าไป
เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน จากนั้นน าแบคทีเรียอะ
โซโตแบคเตอร์ มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
สรีรวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ คือ 
การเคลื่อนที่  เอนไซม์คะตะเลส (Catalase Test) 
เอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase Test) ปฏิกิริยา IMViC 
test ได้แก่  Indole Test, Methyl Red Test, Voges-
Proskauer Test แ ล ะ  Citrate Test ดั ด แ ปล งจ าก 
Bisen et al. [11] และ Holt et al. [12] 
 

2.2 การศึกษาโครงสร้างทางกายภาพของวัสดุ
ธรรมชาติ 
วัสดุธรรมชาติ 10 ชนิดที่ใช้ในงานวิจัยนี้ ได้แก่ ใบ

ธูปฤาษี  (Cattail Leaf Stalk),  ก้านบัวหลวง  (Lotus 
Stalk),  ก า บ ก ล้ ว ย  (Banana Stalk),  ช า น อ้ อ ย 
(Sugarcane Bagasse),  ก า บ ม ะ พ ร้ า ว  (Coconut 
Bract), เปลือกส้ม (Orange Peel), ก้านบัวอเมซอน 
(Texas Mud Baby Stalk), ก้ า น ม ะ ล ะกอ  (Papaya 
leaf Stalk), ล าต้นผักตบชวา (water Hyacinth Stalk) 
และ ล าต้นพุทธรักษา (Canna Stalk) มาล้างด้วยน้ า
สะอาด จากนั้นตัดวัสดุธรรมชาติแต่ละชนิดให้มีขนาด 
10×10 มิลลิเมตร แบ่งการทดลองเป็น 2 ส่วน คือ ส่วน
ที่ 1 วัสดุธรรมชาติแต่ละชนิด น ามาศึกษาโครงสร้าง
ภายในโดยใช้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอก าลังขยาย 40 

เท่า อีกส่วนหนึ่ง วัสดุธรรมชาติแต่ละชนิด น าไปอบที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน แบ่งช้ินส่วน
ของวัสดุธรรมชาติแต่ละชนิดที่อบแห้งแล้ว มาศึกษา
โครงสร้างภายในโดยใช้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ
ก าลังขยาย 40 เท่า อีกครั้ง จากนั้น วัสดุธรรมชาติที่
อบแห้งแล้ว จะถูกเก็บไว้ในโถดูดความช้ืน เพื่อใช้ใน
การศึกษาในข้ันตอนการตรึงเซลล์แบคทีเรียอะโซโตแบค
เตอร์ต่อไป [13]-[15] 
 

2.3 การตรึงเซลล์แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์บน
วัสดุธรรมชาติ 
เริ่มจากน าวัสดุธรรมชาติที่อบแห้งแล้ว มาตรวจนับ

การมีอยู่ของแบคทีเรียก่อนการตรึงเซลล์ โดยน าช้ินส่วน
ของวัสดุธรรมชาติที่อบแห้งแล้ว 10 กรัม มาเจือจางใน 
0.85% NaCl จากนั้นเลือกที่ระดับความเจือจาง 10 เท่า 
ที่ 10-2 ถึง 10-5 น ามาเกลี่ยลงบนอาหารวุ้นแข็ง Berk’N 
free บ่มที่อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน  
ขั้นตอนการตรึงเซลล์แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ ท าโดย
ช่ังวัสดุธรรมชาติปริมาณ 5 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ ท่ีมี
อาหารเหลว Berk’N Free ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมหัวเชื้อแบคทีเรียปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไป
บ่มแบบเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง จากนั้นเทส่วนของสารละลายออกเบาๆจน
เกือบหมด เพื่อน าไปตรวจนับจ านวนแบคทีเรียที่ยึดเกาะ
บนวัสดุธรรมชาติแต่ละชนิด [9] 
 

2.4 การตรวจนับการคงอยู่ของแบคที เรีย 
อะโซโตแบคเตอร์หลังการตรึงเซลล์ของบน
วัสดุธรรมชาติ 
ช่ังช้ินส่วนของวัสดุธรรมชาติแต่ละชนิดจ านวน 10 

กรัม ใส่ลงในถุงส าหรับตีบดที่มี สารละลายร้อยละ 0.85 
NaCl ปริมาตร 90 มิลลิลิตร แล้วน าไปตีบดด้วยเครื่อง 
stomacher ท าการเจือจาง 10 เท่า จนถึงความเจือจาง 
10-5 เลือกความเจือจางที่  10-3 ถึง 10-5 มา spread 
plate ความเจือจางละ 3 ซ้ า ลงบนอาหารวุ้นแข็ง 
Berk’N Free บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 วัน เปรียบเทียบกับช้ินส่วนของวัสดุธรรมชาติที่
ไม่มีการตรึงเซลล์แบคทีเรีย นับจ านวนแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนที่ตรึงเซลล์บนวัสดุชีวภาพแต่ละชนิด จากนั้น
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คัดเลือกวัสดุธรรมชาติที่แบคทีเรียสามารถยึดเกาะได้ดี
ที่สุด 2 อันดับ เพื่อใช้ในการศึกษาข้ันตอนต่อไป [9] 
 

2.5  การทดสอบวั สดุ ธ ร รมชาติ ต รึ ง เ ซลล์
แบคทีเรียต่อการเจริญเติบโตของผักกวางตุ้ง 
การทดสอบวัสดุธรรมชาติที่มีความสามารถตรึง

เซลล์แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ต่อการเจริญเติบโตของ
ผักกวางตุ้งที่ปลูกลงดิน มีชุดการทดลองดังนี้ คือ ชุด
ทดลองที ่1 ชุดควบคุม บรรจุดิน 500 กรัม ที่ผ่านการนึ่ง
ฆ่าเช้ือ ลงในกระถาง ไม่มีการเติมแบคทีเรีย ชุดทดลอง
ที่  2 บรรจุดิน 500 กรัมที่ผ่ านการนึ่ งฆ่า เ ช้ือ ผสม
แบคที เ รี ยอะโซโตแบคเตอร์อิ สระ  ปริมาตร  20 
มิลลิลิตร ลงในกระถาง ชุดทดลองที่ 3 บรรจุดิน 500 
กรัมที่ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ ผสมแบคทีเรียอะโซโตแบค
เตอร์ที่ตรึงกับวัสดุธรรมชาติที่สามารถยึดเกาะไดด้ีอนัดบั 
1 ปริมาณ 10 กรัม ลงในกระถาง ชุดทดลองที่ 4 บรรจุ
ดิน 500 กรัมที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ ผสมแบคทีเรียอะโซโต
แบคเตอร์ที่ตรึงกับวัสดุธรรมชาติที่สามารถยึดเกาะได้ดี
อันดับ 2 ปริมาณ 10 กรัม  ลงในกระถาง วางแผนการ
ทดลองแบบ Randomized Complete Block Design 
(RCBD) เริ่มจากการเพาะเม็ดกวางตุ้งในพีทมอส เป็น
เวลา 7 วันก่อน แล้วย้ายปลูกต้นกล้าที่มีอายุ ขนาดต้น 
ความสูง จ านวนใบ ใกล้เคียงกัน มาใส่ในกระถาง 
กระถางละ 3 ต้น ชุดการทดลองละ 5 กระถาง จ านวน 
5 ซ้ า แล้วรดน้ า ทุกวัน วัดการเจริญเติบโตของต้น
กวางตุ้งในแต่ละชุดการทดลองโดย วัดความสูงต้น และ
จ านวนใบ ทุก 7 วัน เป็นเวลา 5 สปัดาห์ และในสัปดาห์
ที่ 5 ท าการวัดความยาวราก น้ าหนักสดทั้งต้น น้ าหนัก
แห้งทั้งต้น [16] 
 

2.6 การตรวจสอบปริมาณไนโตรเจนในดินก่อน
ปลูกและหลังปลูกผักกวางตุ้ง 
ก่อนปลูกน าดินที่ผ่านการนึ่งฆ่าเ ช้ือที่ใช้ในการ

ทดลองครั้งนี้ มาวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
หลังการปลูกผักกวางตุ้งแล้วน าดินแต่ละชุดการทดลอง
มาวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดอีกครั้ง ด้วยวิธี 
Kjeldahl method ท าการวิเคราะห์ 2 ซ้ า 
 

2.7 การวิเคราะห์ผลข้อมูลทางสถิติ  
วิเคราะห์ข้อมูลโดย วิเคราะห์ความแปรปรวน 

(ANOVA) ใ น แ ผ น ก า ร ท ด ล อ ง แ บ บ  RCBD แ ล ะ

เปรี ยบ เทียบความแตกต่ า งของค่ า เฉลี่ ย โดยวิธี  
Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดับความ
เชื่อมั่นทีร่้อยละ 95 (p<0.05) 

 

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
3.1 สัณฐานวิทยาและคุณสมบัติชีวเคมีบาง

ประการของแบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ 
แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ที่ใช้ในการทดลองนี้ 

ลักษณะโคโลนีรูปร่างกลม ขอบและผิวหน้าโคโลนีเรียบ 
ทึบแสง โคโลนีนูนโค้งจากผิวหน้าของอาหารเล็กน้อย 
(รูปที่ 1) เซลล์แบคทีเรีย มีรูปร่างท่อน ติดสีแกรมลบ 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า และมี
คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอากาศ 
(ตารางที่ 1) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ สุทธวรรณ
และคณะ  [9] และการระบุบ่ง ช้ีแบคทีเรียอะโซโต 
แบคเตอร์ [11], [12] 
 

3.2 ผลการศึกษาโครงสร้างทางกายภาพของ
วัสดุธรรมชาติ 

วัสดุธรรมชาติแต่ละชนิด คือ ใบธูปฤาษี, ก้านบัว
หลวง, กาบกล้วย, ชานอ้อย, กาบมะพร้าว, เปลือกส้ม, 
ก้านบัวอเมซอน, ก้านมะละกอ, ล าต้นผักตบชวา และ 
ล าต้นพุทธรักษา เมื่อน ามาศึกษาโครงสร้างทางกายภาพ
ภายใต้กล้องสเตอริโอท่ีก าลังขยาย 40 เท่า ก่อนอบแห้ง 
แสดงดังรูปที่ 2 และหลังอบ แสดงดังรูปที่ 3 พบว่า วัสดุ
ธรรมชาติแต่ละชนิดมีช่องว่างรูพรุนภายในโครงสร้างที่
แตกต่างกัน มีพ้ืนท่ีผิวท่ีแตกต่างกัน 
ตารางที่ 1 Biochemical characteristics of free  
              nitrogen-fixing bacteria Azotobacter,  
              in triplicate 
Biochemical 

test 
Azotobacter  

In this experiment 
Azotobacter  

Holt et al. [12] 

Gram’s stain negative negative 
Indole 

Production 
- - 

Methyl Red - - 
Voges 

Proskauer 
- - 

Citrate 
Utilization 

+ + 
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Motility + + 
Catalase + + 

 

 
รูปที ่1 Morphology of free nitrogen-fixing 
bacteria Azotobacter on Berk N’free agar 

 

มีงานวิจัยที่ท าการศึกษาโครงสร้างทางกายภาพ
ของวัสดุพยุงจากขยะธรรมชาติส าหรับตรึงเซลล์
จุลินทรีย์ คือ ธูปฤาษี ซังข้าวโพด ชานอ้อย และขี้เลื่อย 
พบว่าโครงสร้างทางกายภาพของเส้นใยภายในวัสดุ
ธรรมชาติมีแตกต่างกัน มีขนาดช่องว่างและพื้นที่หน้าตัด
แตกต่างกัน โดยวัสดุที่จุลินทรีย์แทรกตัวอยู่ภายใน
โครงสร้างได้ดีที่สุดคือ ชานอ้อย [15] ซึ่งวัสดุตรึงเซลล์ที่
ดีควรมีความเป็นรูพรุนสูง มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใช้ในการ
เกาะยึด ไม่ละลายน้ า หรือละลายน้ าได้ช้า ทนต่อสภาวะ
การท าปลอดเช้ือได้ดี ทนต่ออุณหภูมิสูงได้ถึง 121 องศา
เซลเซียส และทนต่อความดันสูงได้ ที่ส าคัญวัสดุตรึง
เซลล์ที่ใช้ต้องไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์จุลินทรีย์ที่มาเกาะ
ยึดและสิ่งแวดล้อมด้วย [17]  

 
 

รูปที ่2 Structure of natural materials under stereo microscope (magnification 40X) before dried (A) 
Cattail leaf stalk, (B) Lotus stalk, (C) Banana stalk, (D) Sugarcane bagasse, (E) Coconut bract, (F) 

orange peel, (G) Taxas mud baby stalk, (H) Papaya leaf stalk, (I) Water hyacinth stalk, (J) Canna stalk 
 

 
 

รูปที่ 3 Structure of natural materials under stereo microscope (magnification 40X) dried (A) Cattail 
leaf stalk, (B) Lotus stalk, (C) Banana stalk, (D) Sugarcane  bagasse, (E) Coconut bract, (F) orange 

peel, (G) Taxas mud baby stalk, (H) Papaya leaf stalk, (I) Water hyacinth stalk, (J) Canna stalk 
 

3.3 ผลการตรึงเซลล์แบคทีเรียอะโซโตแบค
เตอร์บนวัสดุธรรมชาติ 

เมื่อตรวจนับการมีอยู่ของจุลินทรีย์ก่อนตรึงเซลล์
แบคทีเรีย และหลังตรึงเซลล์แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนบน
วัสดุธรรมชาติแต่ละชนิด ผลการทดลองพบว่า ก่อนตรึง
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เซลล์แบคทีเรีย ไม่พบแบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ บน
อาหารวุ้นแข็ง Berk N’free (ตารางที่ 2)  

 

 

3.4 ผลการคงอยู่ของแบคทีเรียอะโซโตแบค
เตอร์  หลั งการตรึ ง เซลล์ของบน วัสดุ
ธรรมชาติ 

เมื่อตรึงเซลล์แบคทีเรียแล้ว ท าการตรวจนับ
จ านวนโคโลนีของแบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ หลังตรึง 
เซลล์ พบว่า แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ สามารถเกาะ
ยึดบนวัสดุธรรมชาติในช่วง 105 - 108 CFU/กรัมของ
วัสดุธรรมชาติ แสดงในตารางที่ 2 วัสดุธรรมชาติที่
แบคที เรียสามารถเกาะยึดไว้ ได้ดีที่สุดคือ ล าต้น
ผักตบชวา โดยตรึงเซลล์แบคทีเรียได้เท่ากับ 2.43 x108 
CFU/กรัมของวัสดุธรรมชาติ อันดับที่ 2 คือ ชานอ้อย 
โดยตรึงเซลล์แบคทีเรียได้เท่ากับ 1.86 x108 CFU/กรัม
ของวัสดุธรรมชาติ ในขณะที่วัสดุธรรมชาติที่ไม่สามารถ
ตรึงเซลล์แบคทีเรียได้ คือ เปลือกส้ม (ตารางที่  2) 
เช่นเดียวกับ งานวิจัยของ สุทธวรรณ และคณะ  [9] 
พบว่า ผักตบชวาซึ่งเป็นวัสดุตัวกลางชีวภาพมีคุณสมบัติ
ในการตรึงเซลล์แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอากาศได้ดี 
เท่ากับ 5.4 x104 CFU/mL โดยงานวิจัยนี้ก้านผักตบชวา 
ตารางที่ 2 The total of Azotobacter bacteria 
              immobilized in natural material  
               on Berk’s N-free agar 

Natural materials Azotobacter immobilized 
in natural materials 

(CFU/g) 
Before  After  

Water hyacinth stalk 0 2.43 x108 
Sugarcane bagasse 0 1.94 x108 

Canna stalk 0 9.40 x107 
Lotus stalk 0 8.97 x107 

Cattail leaf stalk 0 8.90 x107 

Coconut bract 0 8.13 x107 

Papaya leaf stalk 0 4.27 x107 
Taxas mud baby 

stalk 
0 8.33 x106 

Banana stalk 0 6.60 x105 
Orange peel 0 ND 

ND = Not detected 
 

ตารางที่ 3 The average of growth of Brassica  
              chinensis under different treatments  
              at 35 days planting 
Treatment Height  

(cm) 
Leave 

number 
Root 

length 
(cm) 

T1 3.87±1.66d 3.73±1.48d 2.27±0.89d 
T2 5.80±0.18c 5.00±0.0c 4.67±0.24c 
T3 9.83±0.20a 6.60±0.37a 7.93±0.55a 
T4 6.73±0.28b 5.49±0.28b 6.00±0.41b 

Mean value ± standard deviation 
abcd different letters in a column are significantly 
different (p<0.05) according to DMRT 
Remark: T1 is Soil (control), T2 is Soil + 
Azotobacter, T3 is Soil + immobilized Azotobacter 
in water hyacinth and T4 is Soil + immobilized 
Azotobacter in sugarcane bagasse 
มีความสามารถตรึงเซลล์แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนได้
มากกว่า งานวิจัยของสุทธวรรณ และคณะ  [9] เมื่อ
พิจารณาโครงสร้างทางกายภาพของ ผักตบชวาและชาน
อ้อย ก่อนอบแห้งและหลังอบแห้ง ยังคงมีโครงสร้างไม่
แตกต่างกันมาก แสดงว่าพืชทั้ง 2 ชนิดนี้มีความสามารถ
ทนต่อสภาวะการท าปลอดเชื้อได้ [17]  
 
ตารางที่ 4 The average of fresh weight and dry  
              weight of Brassica chinensis under  
              different treatments at 35 days  
              planting 

Treatment Fresh weight (g) Dry weight (g) 
T1 3.14± 0.61d 0.36± 0.04d 
T2 4.47± 0.44c 0.57± 0.03c 
T3 14.60± 0.39a 3.06± 0.30a 
T4 7.68± 0.54b 1.56± 0.30b 

Mean value ± standard deviation 
abcd different letters in a column are significantly 
different (p<0.05) according to DMRT 
Remark: T1 is Soil (control), T2 is Soil + Azotobacter, 
T3 is Soil + immobilized Azotobacter in water 
hyacinth and T4 is Soil + immobilized Azotobacter 
in sugarcane bagasse 
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3.5 ผลการทดสอบวัสดุธรรมชาติตรึงเซลล์
แบคที เ รี ย ต่ อ ก า ร เ จ ริญ เ ติ บ โ ต ข อ ง
ผักกวางตุ้ง 

เมื่อน าวัสดุธรรมชาติที่มีความสามารถตรึงอะโซ
โตแบคเตอร์แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนได้ดีที่สุด 2 อันดับ 
คือ ก้านผักตบชวา และ ชานอ้อย มาทดสอบการ
เจริญเติบโตของผักกวางตุ้ งและท าการวิ เคราะห์
ไนโตรเจนทั้งหมดในดินก่อนและหลังปลูกพืช ผลการ
ทดลอง พบว่ า  ชุดการทดลองที่  3  คื อ  ดิ นผสม
แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ที่ตรึงกับก้านผักตบชวาแห้ง 
มีค่าเฉลี่ยของความสูงต้น จ านวนใบ ความยาวราก 
น้ าหนักสด และ น้ าหนักแห้งดีที่สุด เมื่อเทียบกับชุดการ
ทดลองอื่น อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เช่ือมั่นร้อยละ 95 (ตารางที่ 3 และ ตารางที่ 4) ในขณะ
ที่ ชุดการทดลองที่ 4 คือ ดินผสมแบคทีเรียอะโซโตแบค
เตอร์ที่ตรึงกับชานอ้อยแห้ง มีค่าเฉลี่ยของความสูงต้น 
จ านวนใบ ความยาวราก น้ าหนักสด และ น้ าหนักแห้งดี 
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ กับชุดการ
ทดลองที่ 2 คือ ดินผสมแบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์
อิสระ และชุดควบคุม (ตารางที่ 3 และ ตารางที่ 4) 

 
 

รูปที ่4 The average of percentage of total 
nitrogen in soil before and after planting in 

each of treatment following T1 is Soil (control), 
T2 is Soil + Azotobacter, T3 is Soil + 

immobilized Azotobacter in water hyacinth 
and T4 is Soil + immobilized Azotobacter in 

sugarcane bagasse, in duplicate 
 

3.6 การตรวจสอบปริมาณไนโตรเจนในดินก่อน
ปลูกและหลังปลูกผักกวางตุ้ง 

เมื่อวัดไนโตรเจนทั้งหมด พบว่า หลังผสม
แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ที่ตรึงกับก้านผักตบชวาแห้ง
ในดิน และ แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ที่ตรึงกับชาน
อ้อยแห้งในดิน พบว่า มีไนโตรเจนทั้งหมดเฉลี่ยเพิ่มขึ้น
มากกว่า แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์อิสระในดิน (รูปที่ 
4) สอดคล้องกับ การศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
ร่วมกับวัสดุตัวกลางชีวภาพคือผักตบชวาผสมดิน ต่อการ
ปลูกผักคะน้า ส่งเสริมการเจริญเติบโตของผักคะน้า ท า
ให้ความสูงของต้น ความยาวของใบผักคะน้าเจริญเตบิโต
ได้ดีกว่า ที่เติมเฉพาะแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในดิน [4], 
[9] 

 

4. สรุป 
แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ที่ใช้ในการศึกษาครั้ง

นี้ มีลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีบางประการ จัดอยู่ ในแบคทีเรียในดินกลุ่ม
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในอากาศได้ดี ส าหรับโครงสร้าง
ทางกายภาพของวัสดุธรรมชาติพบว่า วัสดุธรรมชาติแต่
ละชนิดมีพื้นที่ผิวภายในและขนาดช่องว่างในการเกาะ
ยึดของแบคทีเรียที่แตกต่างกัน สามารถเรียงล าดับการ
ตรึงแบคทีเรียจากดีที่สุด ไปจนถึงไม่สามารถตรึง
แบคทีเรียได้ ดังนี้คือ ล าต้นผักตบชวา ชานอ้อย ล าต้น
พุทธรักษา ก้านบัวหลวง ใบธูปฤาษี กาบมะพร้าว ก้าน
มะละกอ ก้านบัวอเมซอน กาบกล้วย และเปลือกส้ม 
ตามล าดับ ดังนั้นล าต้นผักตบชวา และชานอ้อย ที่ตรึง
แบคทีเรียอะโซโตแบคเตอร์ จึงถูกเลือกมาศึกษาการ
เจริญเติบโตของผักกวางตุ้งจะเห็นได้ว่า อะโซโตแบค
เตอร์ที่เกาะยึดอยู่กับล าต้นผักตบชวามีประสิทธิภาพใน
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของผักกวางตุ้งได้ดีที่สุด 
รองลงมาคือ อะโซโตแบคเตอร์ที่เกาะยึดอยู่กับชานอ้อย 
ซึ่งวัสดุธรรมชาติทั้ง 2 ชนิดนี้ ส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของผักกวางตุ้งได้ดีกว่า ที่เติมเฉพาะแบคทีเรียอะโซโต
แบคเตอร์อิสระ ดังนั้นการทดลองนี้ เป็นแนวทางที่
น่าสนใจในการน าไปใช้ประโยชน์ทางด้านการเกษตร 
ส าหรับต้นแบบการเพิ่มธาตุไนโตรเจนในดิน ใช้วัสดุ
ธรรมชาติที่มีอยู่ให้เกิดประโยชน์ ลดต้นทุนการผลิต 
เพราะการใช้วัสดุธรรมชาติเกาะยึดแบคทีเรียตรึงไนโตน
เจนในอากาศช่วยเก็บรักษาจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในดิน
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ให้อยู่ได้นาน และไม่ถูกชะออกจากดิน ข้อเสนอแนะใน
การศึกษาต่อไปควรศึกษาโครงสร้างทางกายภาพภายใน
ของผักตบชวาและชานอ้อยส าหรับอะโซโตแบคเตอร์ยึด
เกาะด้วยกล้องจุลทรรศน์อิ เล็กตรอน หรือศึกษา
องค์ประกอบทางชีวเคมี เพื่อสนับสนุนผลการตรึง
แบคทีเรียไว้ในโครงสร้างพืชได้ต่อไป 
 
5. กิตตกิรรมประกาศ  

ขอขอบพระคุณทุนอุดหนุนวิจัย ประเภททุนวิจัย
เพื่อยกระดับปริญญาพิพนธ์สู่งานวิจัย  เ งินกองทุน
ส่ ง เ ส ริ ม ง า น วิ จั ย  ป ร ะ จ า ปี ง บ ป ร ะ ม า ณ  2563 
มหา วิ ทย าลั ย เ ทค โน โลยี ร า ชมงคลสุ ว ร รณภู มิ  
ขอขอบพระคุณ ดร.ชัยบัณฑิต ลือลาภ ที่ให้ความ
อนุเคราะห์เ ช้ือแบคทีเรีย Azotobacter vinelandii 
เป็นแบคที เรี ยที่ ใ ช้ ในการทดลองครั้ งนี้  ขอบคุณ 
หลักสูตรจุลชีววิทยา สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มทร .สุ วรรณภูมิ  ที่
เอื้ออ านวยความสะดวกในการวิเคราะห์ผลการทดลอง
ในห้องปฏิบัติการ ขอบคุณคุณกานดาวดี โนชัย ที่ให้
ความช่วยเหลือในการท าการทดลองทางจุลชีววิทยา 
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