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ปัญหาดินเส่ือมคุณภาพจากการใชปุ๋้ยเคมีทาํใหค้วามนิยมในการใชปุ๋้ยชีวภาพเพื่อการปรับปรุงคุณภาพ

ของดินและพืชไดรั้บความสนใจมากยิ่งข้ึน งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณการ
ผลิตหวัเช้ือปุ๋ยชีวภาพ  Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนใน
รากพืช รวมถึงลดตน้ทุนการผลิตโดยใชก้ากนํ้ าตาลผลพลอยไดจ้ากโรงงานนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบ จากการศึกษาหา
สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร พบว่า เช้ือเจริญได้สูงสุดท่ีความเขม้ขน้
กากนํ้ าตาล 4 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร อตัราการกวน 150 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 2 vvm และ
ควบคุมค่าความเป็นกรดด่างท่ี 7.0 โดยท่ีสภาวะดงักล่าวสามารถผลิตเช้ือไดป้ริมาณ 7.50 x 109 CFU/ml ท่ีเวลา 24 
ชัว่โมง  

 
เม่ือนาํหัวเช้ือท่ีผลิตไดไ้ปทดสอบกบัการปลูกออ้ยในระดบัปฏิบติัการโดยเปรียบเทียบระหว่างวิธีการ

เตรียมท่อนออ้ย ดินท่ีปลูก และการรดปุ๋ยนํ้ าชีวภาพ พบว่า การทดลองท่ี 12 (ท่อนออ้ยแช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้
กรอง-รดปุ๋ย) ตน้ออ้ยมีความสูงเฉล่ียมากท่ีสุด 136.35 เซนติเมตร  ในขณะท่ีการทดลองท่ี 1 (ท่อนออ้ยไม่แช่-ดิน
วนัดี-รดนํ้ า) ความสูงของออ้ยเฉล่ียตํ่าสุด 74.80 เซนติเมตร หลงัจากการทดลองปลูกออ้ยเป็นเวลา 3 เดือน นาํราก
ออ้ยทดสอบ และดินบริเวณใกลร้าก ไปศึกษาประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 
พบว่า รากออ้ยจากการทดลองท่ี 10 (ท่อนออ้ยแช่นํ้ า-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย) แสดงค่ากิจกรรมเอนไซม ์
ไนโตรจีเนสสูงท่ีสุด 37.70 mmolC2H2/g/hr ในขณะท่ีรากออ้ยจากการทดลองท่ี 7 (ท่อนออ้ยไม่แช่-ดินวนัดี+กาก
หมอ้กรอง-รดนํ้า) มีค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนสตํ่าสุด (14.86 mmolC2H2/g/hr) นอกจากน้ียงัพบว่ารากออ้ย
และดินท่ีรดดว้ยปุ๋ยนํ้ าชีวภาพมีค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนสสูงกว่าตวัอยา่งท่ีรดดว้ยนํ้ าธรรมดา ซ่ึงแสดงให้
เห็นว่าเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในปุ๋ยนํ้ าช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนบริเวณรากออ้ย และ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของออ้ย ดังนั้นการประยุกต์ใช้ปุ๋ยชีวภาพในการเพาะปลูกจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ี
น่าสนใจ ทั้งยงัช่วยลดปริมาณการใชปุ๋้ยเคมีและเป็นการลดตน้ทุนการผลิตของเกษตรกรอีกทางหน่ึงดว้ย 
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The problem of soil degradation resulting from using of chemical fertilizers caused the bio-fertilizers 

to receive attention for improving soil quality. This research is to study the optimal conditions to increase the 
biomass yield of Azotobacter vinelandii TISTR 1094 biofertilizer inoculum, the bacteria which are capable of 
nitrogen fixation in the rhizosphere of plants and to reduce production costs by using molasses byproduct of 
sugar factory as a raw material. From the study to find the optimum parameters for the growth of bacteria in a 
50 L fermentor, the result showed that the bacteria could grow at maximum at the molasses concentration of 4 
percent (w/v), agitation rate 150 rpm, aeration rate at 2 vvm and control the pH to 7.0. By these conditions, the 
amount of bacteria can produce 7.50 x 109 CFU / ml at 24 h. 

 
To study the effect of the produced inoculums to the sugarcane growth in lab scale, Experimentation 

on stem cane preparation, soil and using liquid biofertilizer were carried out. It was found that in the experiment 
12 (cane stem soaked fertilizer-Wan Dee Soil+filter cake-liquid fertilizer), the sugarcane had the highest at 
136.35 cm, while in the experiment 1 (non cane soaked-Wan Dee Soil-watering) the sugarcane had lowest at 
74.80 cm. After testing for 3 months, the roots and soil around were collected to determine the efficiency of 
nitrogen fixation of A. vinelandii TISTR 1094. The experiment 10 (cane soaked water – Wan Dee Soil + filter 
cake – liquid fertilizer) showed the highest nitrogenase activity (nitrogen fixation) at 37.70 mmolC2H2/g/h. 
While the experiment 7 (non cane soaked – Wan Dee Soil + filter cane - watering) showed lowest nitrogenase 
activity (14.86 mmolC2H2/g/hr). Moreover, it can also be concluded that the roots and soil watering with a 
liquid biofertilizer, offered higher nitrogenase activity than watering with only water. This suggested that 
biofertirizer with A. vinelandii TISTR 1094 enhances nitrogen fixation around cane root and promote the 
growth of sugarcane. Therefore, the application of biofertilizers in agriculture is an interesting alternative. It 
also can reduces the amount of chemical fertilizers and reduce the production cost for farmers. 
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สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในการ
ผลติปุ๋ยชีวภาพเพือ่เพิม่ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนสําหรับปลูกอ้อย 

 

The Optimum Conditions for Growth of Azotobacter vinelandii TISTR 1094 
 in the Production of Biofertilizer for Improvement of Nitrogen Fixation 

 in Sugar Cane Cultivation  
 

คาํนํา 
 

ออ้ยเป็นพืชเศรษฐกิจและเป็นวตัถุดิบสาํคญัในอุตสาหกรรมนํ้ าตาล ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิต
นํ้าตาลจากออ้ยเป็นลาํดบัท่ี 6 ของโลก และจดัเป็นประเทศผูส่้งออกนํ้าตาลเป็นอนัดบั 4 ของโลก 
นาํเขา้เงินตราต่างประเทศไดปี้ละประมาณ 20,000-30,000 ลา้นบาท ประเทศไทยมีการขยายพ้ืนท่ี
ปลูกออ้ยเพ่ิมข้ึนทุกปี ในปีการผลิต 2554/55 มีพ้ืนท่ีปลูกออ้ยจาํนวน 8.998 ลา้นไร่ โดยมี7พ้ืนท่ี
ปลูกออ้ยเพ่ิมข้ึนจากปีการผลิต 2553/54 จาํนวน 5.37 ลา้นไร่ (สาํนกังานคณะกรรมการออ้ยและ
นํ้าตาลทราย, 2555) เน่ืองจากมีปัจจยัสนบัสนุนดา้นราคาออ้ยท่ีมีแนวโนม้เพ่ิมสูงข้ึน อยา่งไรก็ตาม
การเพ่ิมผลผลิตออ้ยต่อพ้ืนท่ีโดยไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของออ้ยถือเป็นปัจจยัท่ีควรให้ความ
สนใจ ปัจจุบนัพบว่าพื้นท่ีส่วนใหญ่ท่ีใชใ้นการปลูกออ้ยมีความอุดมสมบูรณ์ตํ่า เน่ืองจากการขาด
การบาํรุงดินท่ีเหมาะสม ทาํใหดิ้นขาดธาตุอาหารหลกัท่ีจาํเป็น การปรับปรุงคุณภาพของพืชและดิน
โดยการเติมปุ๋ยเป็นวิธีการท่ีสามารถแกปั้ญหาดงักล่าวได ้
 

ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารหลกัของพืชท่ีมีความสาํคญัต่อการเจริญเติบโตของพืช แต่ดินท่ีใช้
ปลูกออ้ยส่วนใหญ่มกัขาดธาตุไนโตรเจนเพราะธรรมชาติของธาตุไนโตรเจนจะอยูใ่นดินไดไ้ม่นาน
นัก ปัจจุบนัการเสริมธาตุอาหารให้แก่ดินและพืช เกษตรกรจะใช้ปุ๋ยเคมีเป็นส่วนใหญ่ซ่ึงมีการ
นาํเขา้จากต่างประเทศ ปี 2554 ประเทศไทยมีการนาํเขา้ปุ๋ยเคมีจากต่างประเทศ จาํนวน 6,149,228 
เมตริกตนั คิดเป็นมูลค่า  71,800 ลา้นบาท (สาํนกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2555) ในบรรดาปุ๋ยเคมีท่ีนาํเขา้
เป็นปุ๋ยไนโตรเจนประมาณร้อยละ 40 อย่างไรก็ตามการใส่ปุ๋ยไนโตรเจนปริมาณมากเกินไปจะส่งผล
กระทบต่อสภาพแวดลอ้มและทรัพยากรดิน โดยเฉพาะอยา่งยิ่งสารไนเตรทท่ีมีมากเกินไปทาํใหดิ้นเส่ือม
โทรม เกิดสารพิษตกคา้งและส่งผลใหพื้ชมีการเจริญเติบโตระยะสร้างตน้และใบมากเกินไป ทาํให ้
เพ่ิมมากข้ึน เน่ืองจากให้ผลต่อพืชไปในทางบวกมากกว่าทางลบ ทั้งยงัช่วยลดค่าใชจ่้ายในการซ้ือ
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ปุ๋ยเคมี การพฒันาปุ๋ยไนโตรเจนโดยใช้จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจาก
บรรยากาศมาใชป้ระโยชนจึ์งนบัว่ามีความสาํคญัทางเศรษฐกิจและน่าสนใจอยา่งยิง่ 

 
Azotobacter vinelandii เป็นแบคทีเรียท่ีเจริญในสภาพท่ีมีอากาศและสามารถเปล่ียนก๊าซ

ไนโตรเจนในอากาศให้เป็นสารประกอบไนโตรเจนในรูปท่ีพืชสามารถนาํไปใช้ประโยชน์ได ้มี
รายงานว่าการคลุกผสม Azotobacter กบัเมลด็พืช เช่น ขา้วสาลี ขา้วเจา้ มะเขือเทศ กะหลํ่าปลี และ
พืชอ่ืน ๆ ช่วยใหพื้ชมีผลผลิตเพ่ิมข้ึน นอกจากน้ีเช้ือดงักล่าวยงัส่งเสริมการงอกของเมลด็และความ
แขง็แรงของพืชในระยะแรก ๆ ได ้Azotobacter สามารถสร้างโครงสร้างพิเศษท่ีเรียกว่าซีสท ์โดยจะ
สร้างเม่ืออยูใ่นสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมกบัการเจริญเติบโต ซีสตจ์ะมีเซลลท่ี์มีชีวิตอยูภ่ายใน 
และภายในซีสตจ์ะมีการสะสม poly-ß-hydroxy butyric acid (PHB) เม่ือสภาวะเหมาะสมซีสตก์จ็ะ
เจริญเป็นเซลลป์กติต่อไป โดยปกติแลว้ซีสตจ์ะทนทานต่อสารเคมีและสภาพแวดลอ้มมากกว่าเซลล์
ปกติ  ไดแ้ก่ ความแหง้แลง้ รังสีอุลตราไวโอเลต รังสีแกมมา และทนความร้อนไดเ้ลก็นอ้ย ซีสตจ์ะ
ทนอยู่ในสภาพแห้งแลง้ไดน้าน 2 สัปดาห์ โดยไม่ตาย แต่ถา้เป็นเซลลป์กติจะตายเกือบหมด จาก
คุณสมบติัขา้งตน้จึงมีความน่าสนใจในการนาํเช้ือ Azotobacter มาผลิตปุ๋ยชีวภาพเพื่อส่งเสริมการ
เจริญเติบโตและเพ่ิมผลผลิตออ้ย 

 
งานวิจยัน้ีมุ่งศึกษาการพฒันาปุ๋ยชีวภาพจากกากนํ้ าตาลโดยใช ้A. vinelandii TISTR 1094 

เป็นหัวเช้ือในการผลิต โดยศึกษาสภาวะและความเข้มข้นของกากนํ้ าตาลท่ีเหมาะสมในการ
เพาะเล้ียงเช้ือในระดบัฟลาสกแ์ละระดบัถงัหมกั และศึกษาการสร้างซีสตข์องเช้ือดงักล่าวท่ีสภาวะ
ต่างๆ ตลอดจนพฒันารูปแบบในการผลิตปุ๋ยชีวภาพท่ีเหมาะสมต่อการใช้งานและการปรับปรุง
คุณภาพของพืชและดิน โดยนาํกากนํ้าตาล (molasses) และกากหมอ้กรอง (Filter Cake) ซ่ึงเป็นของ
เหลือใช ้(by-products) จากอุตสาหกรรมการผลิตนํ้าตาลทรายมาใชใ้หเ้กิดประโยชน ์และพฒันาการ
ผลิตปุ๋ยชีวภาพเพือ่ขยายผลไปสู่การนาํไปใชใ้นภาคเกษตรกรรมหรืออุตสาหกรรมต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตปุ๋ยชีวภาพจากกากนํ้าตาลโดยเช้ือ A. vinelandii 
TISTR 1094 ในระดบัฟลาสกแ์ละระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร และ 50 ลิตร 

 
2. เพ่ือศึกษาการสร้างซีสตข์องเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสกแ์ละระดบั

ถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 

3. เพ่ือพฒันารูปแบบปุ๋ยชีวภาพจากเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094  ท่ีเหมาะสมและ
สะดวกต่อการนาํไปใช ้
 

4. เพ่ือศึกษาผลของปุ๋ยชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ต่อการ
เจริญเติบโตของออ้ย 
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การตรวจเอกสาร 
 

1. ปุ๋ยชีวภาพ 
 
1.1 ความหมายของปุ๋ยและปุ๋ยชีวภาพ  
 

ปุ๋ย (fertilizers) หมายความว่า สารอินทรีย ์อินทรียส์ังเคราะห์ อนินทรีย ์หรือจุลินทรีย ์
ไม่ว่าจะเกิดข้ึนโดยธรรมชาติหรือทาํข้ึนก็ตาม สาํหรับใชเ้ป็นธาตุอาหารพืชไดไ้ม่ว่าโดยวิธีใด หรือ
ทาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางเคมี กายภาพ หรือชีวภาพในดินเพ่ือบาํรุงความเติบโตให้แก่พืช 
(พระราชบญัญติัปุ๋ย, 2550) 

 
ปุ๋ยชีวภาพ (biofertilizer) หมายความว่า ปุ๋ยท่ีไดจ้ากการนาํจุลินทรียท่ี์มีชีวิตท่ีสามารถ

สร้างธาตุอาหาร หรือช่วยให้ธาตุอาหารเป็นประโยชน์กบัพืช มาใช้ในการปรับปรุงบาํรุงดินทาง
ชีวภาพ ทางกายภาพ หรือทางชีวเคมี และให้หมายรวมถึงหัวเช้ือจุลินทรีย ์ (พระราชบญัญติัปุ๋ย, 
2550) 

 
1.2 การแบ่งประเภทของปุ๋ยชีวภาพ (ธงชยั, 2550; ราเชนทร์ และ ศิริธรรม, 2551) 
 

การแบ่งประเภทของปุ๋ยชีวภาพนั้นสามารถแบ่งตามกลุ่มของจุลินทรียไ์ด ้3 กลุ่ม คือ 
 

1.2.1 จุลินทรียต์รึงไนโตรเจน (Nitrogen fixing microorganism) จุลินทรียใ์นกลุ่มน้ี
สามารถเปล่ียนไนโตรเจนจากอากาศไปเป็นแอมโมเนีย โดยแอมโมเนียท่ีไดน้ี้ทั้งจุลินทรียแ์ละพืช
สามารถนาํไปใชป้ระโยชนไ์ด ้ จุลินทรียใ์นกลุ่มน้ีแบ่งออกเป็น 2 แบบ คือ 

 
1.2.1.1 จุลินทรียท่ี์ตรึงไนโตรเจนไดแ้บบพ่ึงพาอาศยักนัและกนั เรียกจุลินทรีย์

ในกลุ่มน้ีว่า symbiotic nitrogen fixing microorganisms ไดแ้ก่ Rhizobium sp. ในพืชตระกูลถัว่ 
(leguminous plant), Frankia sp. ในพืชท่ีไม่ใช่ถัว่ (non-leguminous plant), Azotobacter paspali ใน
หญา้ Paspalum ssp., Klebsiella sp. ในขา้วและพืชตระกลูหญา้ (rice and Gramineae), Nostoc sp. 
ในพืชพวก Cycad หรือ liverwort 
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1.2.1.2 จุลินทรียท่ี์ตรึงไนโตรเจนไดอ้ย่างอิสระ เรียกพวกน้ีว่า non-symbiotic 
nitrogen fixing microorganisms ไดแ้ก่ 

 
- แบคทีเรีย เช่น Clostridium sp., Azotobacter sp., Azomonas sp., 

Azospirillum sp. เป็นตน้ ส่วนใหญ่แลว้พืชท่ีไดรั้บประโยชน์จะเป็นพืชตระกลูหญา้ เช่น ขา้วโพด 
ขา้วฟ่าง ขา้ว ออ้ย และหญา้อ่ืนๆ  

 
- สาหร่ายสีเขียวแกมนํ้ าเงิน (blue green algae; cyanobacteria) เช่น 

Tolypothix, Calotrix, Nostoc, Cylindrospermum เป็นตน้ 
 

1.2.2 จุลินทรียย์่อยสลายเซลลูโลส (cellulolytic microorganisms; cellulolytic 
decomposers) ไดแ้ก่ จุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพสูงในการยอ่ยสลายเซลลูโลสหรือเศษพืช ประกอบ
ไปดว้ย แบคทีเรีย รา และแอคติโนมยัซีต เช่น Bacillus, Aspergillus, Penicillium, Tricoderma, 
Thermoactinomyces เป็นตน้ จุลินทรียพ์วกน้ีพบไดท้ัว่ไปในระหว่างการสลายตวัของเศษพืช ก่ิงไม ้
เศษหญา้ต่างๆ ก่อใหเ้กิดปุ๋ยอินทรียช์นิดต่างๆ ข้ึนมาได ้เช่น ปุ๋ยหมกั ปุ๋ยคอก และปุ๋ยพืชสด เป็นตน้  

 
1.2.3 จุลินทรียล์ะลายฟอสเฟตและธาตุอาหารพืชธาตุอ่ืนๆ (phosphate and other 

nutrient elements solubilizing microorganisms)  จุลินทรียพ์วกน้ีสามารถทาํใหธ้าตุอาหารพืชหลาย
ชนิด เช่น ฟอสฟอรัส เหล็ก สังกะสี ทองแดง และแมงกานีส ในรูปท่ีโดยทัว่ไปแลว้ไม่ละลายให้
ละลายออกมา รวมทั้งจุลินทรียท่ี์สามารถส่งเสริมให้พืชดูดกินธาตุอาหารซ่ึงโดยปกติแลว้รากพืชไม่
สามารถดูดกินได ้จุลินทรียเ์หล่าน้ี ไดแ้ก่ Bacillus, Aspergillus, Thiobacillus  และเช้ือราไมคอร์ไร
ซา (mycorrhiza fungi) เป็นตน้ 

 
1.3 บทบาทของปุ๋ยชีวภาพทางการเกษตร 
 

ในปัจจุบนัมีการศึกษาคน้ควา้วิจยัเก่ียวกบัปุ๋ยชีวภาพเป็นจาํนวนมาก และให้ผลการ
ตอบสนองต่อพืชออกไปทางบวกมากกว่าทางลบ ความสนใจท่ีจะนาํไปใชป้ระโยชน์จึงมีมากข้ึน
เป็นลาํดบั สาเหตุสาํคญัท่ีปุ๋ยชีวภาพเขา้มามีบทบาททางการเกษตรมากข้ึนทัว่โลกมีดงัน้ี 

 
1.3.1 ปุ๋ยเคมีมีราคาแพงและมีแนวโนม้แพงข้ึนเร่ือยๆ ทาํใหต้น้ทุนในการผลิตพืชสูง 

ข้ึนมาก แต่ผลผลิตของพชืกลบัมีราคาไม่แน่นอน 
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1.3.2 การขาดแคลนปุ๋ยเคมีในประเทศท่ีกาํลังพฒันา ปริมาณความต้องการปุ๋ยมี
แนวโน้มสูงข้ึนทุกปี จากการคาดการณ์ปริมาณความตอ้งการปุ๋ยไนโตรเจนของโลกเพ่ิมข้ึนโดย
เฉล่ีย 2.6 เปอร์เซ็นต ์จนกระทัง่ถึงปี 2012 (Food and Agriculture Organization of the United 
Nations, 2008) ปริมาณปุ๋ยไนโตรเจนท่ีโลกตอ้งการเพ่ือผลิตพืชนั้นเพ่ิมสูงข้ึนเร่ือยๆ แต่ในปัจจุบนั
มีการผลิตปุ๋ยไนโตรเจนทางเคมีไดป้ระมาณปีละ 40 ลา้นตนั ซ่ึงยงัไม่เพียงพอต่อความตอ้งการ 
ตลอดจนในประเทศท่ีกาํลงัพฒันาก็ไม่มีกาํลงัเงินท่ีจะจดัซ้ือไดอ้ย่างเพียงพอกบัความตอ้งการ จึง
เป็นสาเหตุใหค้วามสาํคญัของปุ๋ยชีวภาพโดดเด่นข้ึนมาเป็นลาํดบั 
 

ตารางที ่1  ปริมาณความตอ้งการปุ๋ยของโลกระหวา่งปี 2008-2012 (ลา้นตนั)  
 

 2008 2009 2010 2011 2012 
Total nitrogen demand 132 136 139 143 146 
Total phosphoric acid demand 32 33 35 36 38 
Total potash demand 34 35 36 37 38 
Total demand 198 204 210 216 222 

 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก Food and Agriculture Organization of the United Nations (2008) 
 

1.3.3 กิจกรรมของจุลินทรียใ์นปุ๋ยชีวภาพดาํเนินไปอย่างรวดเร็ว โดยเกิดข้ึนในดิน
หรือบริเวณท่ีใกลก้บัรากพืช ซ่ึงพืชมีโอกาสดูดนาํไปใชไ้ดง่้ายและรวดเร็ว 

 
1.3.4 ใช้พลังงานในการทําให้เ กิดกระบวนการน้อยกว่าการผลิตปุ๋ยเคมีทาง

อุตสาหกรรม เช่น การตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียมท่ีอาศยัอยู่ท่ีปมรากถัว่ และการผลิตปุ๋ยแอม
โมนียจาก Harber-Bosch Process ขบวนการหลงัน้ีตอ้งใชพ้ลงังานสูงมาก มีทั้งการใชค้วามดนั และ
ความร้อนสูง เพ่ือท่ีจะรีดิวส์ไนโตรเจน (N2) ใหเ้กิดเป็นแอมโมเนีย (NH3)ข้ึนมา  

 
1.3.5 เกษตรกรสามารถผลิตปุ๋ยชีวภาพไวใ้ชไ้ดเ้องทั้งเกษตรกรรายเลก็และรายใหญ่ 

 
1.3.6 การใช้ปุ๋ยชีวภาพบางชนิดเป็นการนําวัสดุเหลือใช้หรือเศษเหลือจากทาง

อุตสาหกรรมเกษตรกลบัมาใชไ้ดอี้ก (recycling) ซ่ึงเป็นประโยชน์อีกทางหน่ึงดว้ย 
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1.3.7 ดินบางแห่งมีปัญหา เช่น แน่นทึบ แข็ง เส่ือมโทรม หรือมีมลพิษจากสารเคมี
ต่างๆ ท่ีเติมลงดินอยา่งขาดหลกัการและขาดความระมดัระวงั จึงมีความจาํเป็นอยา่งยิ่งท่ีตอ้งบาํบดั
โดยการใชปุ๋้ยชีวภาพตามความเหมาะสม 

 
1.4 คุณสมบติัของปุ๋ยชีวภาพ 
 

1.4.1 สามารถผลิตธาตุอาหารและสารกระตุน้การเจริญเติบโตของพืชได ้
 

1.4.2 เจริญเติบโตไดร้วดเร็วและสามารถเพาะเล้ียงไดใ้นปริมาณมาก 
 

1.4.3 ปรับตวัเขา้กบัส่ิงแวดลอ้มไดดี้และมีความคงทนต่อยาปราบศตัรูพืช 
 

1.4.4 สามารถปลดปล่อยออกซิเจนออกมาในนํ้าทาํให้จุลินทรียท่ี์มีประโยชน์อ่ืนๆ ใน
ดินเติบโตได ้และสลายอินทรียวตัถุไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

 
1.4.5 ช่วยยึดเหน่ียวอนุภาคของดิน ทาํให้คงทนต่อการชะลา้ง การอุม้นํ้ า และการ

ระบายอากาศของดินดีข้ึน ส่งผลใหร้ากพืชเจริญไดดี้ 
 

1.4.6 มีราคาถกูกว่าปุ๋ยเคมี และเกษตรกรสามารถผลิตเพื่อเพ่ิมปริมาณปุ๋ยชีวภาพไวใ้ช้
เองไดโ้ดยปลอดภยั ไม่เป็นอนัตรายต่อเกษตรกร 

 
2. ปุ๋ยไนโตรเจน 

 
ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารท่ีสาํคญัอยา่งยิ่งสาํหรับการเจริญเติบโตของพืช สารประกอบท่ี

เป็นประโยชน์แก่พืชส่วนใหญ่อยู่ในรูปของเกลือไนเตรท เกลือแอมโมเนียม เป็นต้น ปกติ
ไนโตรเจนในดินจะมีการสูญเสียไปจากดินหรือสูญเสียไปจากบริเวณท่ีพืชจะไปใชป้ระโยชน์ได้
ตลอดเวลา เช่น โดยการชะลา้งการ (leaching) การสูญเสียไปในรูปของก๊าซโดยขบวนการดีไนตริ‐
ฟิเคชั่น (denitrification) ของแบคทีเรีย การระเหย (volatilization) และพืชดูดไปใช้ การทาํ
การเกษตรโดยการปลูกพืช ติดต่อกนัโดยไม่มีการบาํรุงดิน กระบวนการเหล่าน้ีทาํให้ปริมาณ
ไนโตรเจนท่ีจะเป็นประโยชน์แก่พืชลดลงอยู่เร่ือยๆ การเพ่ิมปริมาณของไนโตรเจนในดินมาจาก
หลายทาง เช่น การใส่ปุ๋ยเคมี การใส่อินทรียวตัถุ หรือไนโตรเจนท่ีมากบันํ้าฝนซ่ึงจะเพ่ิมไนโตรเจน
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แก่ดินไม่มากนกั ช่องทางหน่ึงท่ีจะเพ่ิมไนโตรเจนใหแ้ก่ดินไดน้ัน่คือการตรึงไนโตรเจนจากอากาศ
โดยจุลินทรีย ์(biological fixation)  

 
2.1 การตรึงไนโตรเจนจากอากาศโดยจุลินทรีย ์(วิทยา, 2526; สายพิณ, 2547; ธงชยั, 2550) 

 
การตรึงไนโตรเจนจากอากาศโดยจุลินทรียน์ั้น แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ  

 
2.1.1 การตรึงไนโตรเจนพ่ึงพาอาศยั (symbiotic nitrogen fixing) ระหว่างส่ิงมีชีวิต

สองชนิด หมายถึง การท่ีส่ิงมีชีวิตอย่างน้อยสองชนิดอยู่ร่วมกนัต่างฝ่ายต่างช่วยเหลือหรือให้
ประโยชน์ต่อกนั ในกรณีน้ีฝ่ายหน่ึงจะเป็นฝ่ายท่ีให้แหล่งพลงังานและแหล่งคาร์บอน และอีกฝ่าย
หน่ึงคือฝ่ายท่ีมีความสามารถจับหรือตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้เป็นฝ่ายท่ีให้สารประกอบ
ไนโตรเจนแก่อีกฝ่ายหน่ึง 

 
2.1.2 การตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ (non-symbiotic nitrogen fixing) เป็นการตรึง

ไนโตรเจนหรือจบัก๊าซไนโตรเจนจากอากาศแลว้เปล่ียนเป็นสารประกอบอินทรียไนโตรเจนโดย
จุลินทรียท่ี์อาศยัอยูอ่ยา่งอิสระในดินหรือในนํ้าโดยไม่ตอ้งพ่ึงพาส่ิงมีชีวิตอ่ืน  จุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้ง
กบัการไนโตรเจนแบบอิสระท่ีตรึงไดใ้นปริมาณมากจาํแนกเป็นกลุ่มยอ่ยไดด้งัน้ี 

 
2.1.2.1 เฮเทอโรโทรฟิคแบคทีเรีย (Heterotrophic bacteria) จุลินทรียก์ลุ่มน้ี 

ไดแ้ก่ Achromobacter, Aerobacter, Azotobacter, Azomonas, Bacillus polymyxa, Beijerinckia, 
Clostriduim, Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter และ Spirillum lipoferum (Azospirillum) 

 
2.1.2.2 คีโมออโตโทรฟิคแบคทีเรีย (Chemoautotrophic bacteria) จุลินทรีย ์

กลุ่มน้ีมีเพียงสปีชีส์เดียว คือ Methanobacillus omelianskii (ใชมี้เทนเป็นแหล่งพลงังาน) 
 

2.1.2.3 ไซยาโนแบคทีเรีย กลุ่มน้ีไดแ้ก่ Anabaena, Anabaenopsis, Aulosira, 
Cylindrospermum, Nostoc, Tolypothrix, Schizothrix, Plectonema, Gloeotrichia 

 
2.1.2.4 แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  ได้แก่ Chlorobium, Chromatium, 

Rhodomicrobium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum 
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นอกจากจุลินทรียด์งักล่าวแลว้ ยงัมีผูเ้สนอจุลินทรียอี์กหลายชนิดท่ีสามารถตรึง
ไนโตรเจนได้แต่ปริมาณการตรึงน้อยมากและบางคร้ังยงัไม่มีการทดลองท่ีสนับสนุนขอ้เสนอ 
จุลินทรียเ์หล่าน้ี ไดแ้ก่ Desulfovibrio, Spirillum แอคติโนมยัซีสทบ์างสายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Nocardia 
พวกฟังไจบางชนิด เช่น Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Mucor, Penicillium, phoma และ
ยสีตบ์างชนิด 

 
ในกลุ่มของเฮเทอโรโทรฟิคแบคทีเรียนั้น Azotobacter ดูเหมือนจะมีความสาํคญั

มากท่ีสุด เพราะมีขนาดเซลลโ์ต มีอยูใ่นดินเป็นจาํนวนมาก และท่ีสาํคญัท่ีสุดคือตรึงไนโตรเจนได้
ในอตัราท่ีค่อนขา้งสูง 

 
2.2 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการตรึงไนโตรเจนแบบอิสระ 

 
การตรึงไนโตรเจนแบบอิสระของจุลินทรีย ์ปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งก็คือปัจจยัท่ีมีผลต่อการ

ทาํงานของเอนไซมไ์นโตรจีเนส (nitrogenase) โดยปัจจยัสาํคญัๆ ไดแ้ก่ 
 
2.2.1 ปริมาณของสารประกอบไนโตรเจนท่ีมีในดิน โดยเฉพาะปริมาณแอมโมเนีย

และเกลือไนเตรทสาํคญัมาก เพราะเม่ือมีสารประกอบเหล่าน้ีซ่ึงอยูใ่นรูปท่ีพร้อมจะใชไ้ดอ้ยูใ่นดิน 
จุลินทรียจ์ะใชส้ารพวกน้ีก่อน การตรึงไนโตรเจนจึงชะงกั และเหตุผลหน่ึงคือแอมโมเนียจะยบัย ั้ง
การทาํงานของเอนไซมไ์นโตรจีเนส 

 
2.2.2 ปริมาณของธาตุอาหารอ่ืนท่ีจาํเป็นต่อการตรึงไนโตรเจน โดยเฉพาะจาํเป็นต่อ

การทาํงานของเอนไซมไ์นโตรจีเนส ไดแ้ก่ 
 

2.2.2.1 ปริมาณโมลิบดีนมั มีความสาํคญัท่ีสุดเพราะเป็นองคป์ระกอบท่ีสาํคญั
ของเอนไซม์ท่ีทาํหน้าท่ีรีดิวซ์สารประกอบไนโตรเจน เช่น ลดออกซิเจนจากสารประกอบ
ไนโตรเจนหรือเติมไฮโดรเจนใหก้บัโมเลกลุของก๊าซไนโตรเจน 

 
2.2.2.2 ปริมาณแคลเซียม แคลเซียมเป็นสารท่ีทําหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาของ

เอนไซมไ์นโตรจีเนส 
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2.2.2.3 ปริมาณของเหล็ก เหล็กเป็นองค์ประกอบท่ีสําคญัของเอนไซม์และมี
หนา้ท่ีสาํคญัในการถ่ายทอดอิเลก็ตรอนในขบวนการตรึงไนโตรเจนหรือไนโตรเจนรีดกัชนั 

 
2.2.2.4 ปริมาณของฟอสฟอรัส ฟอสฟอรัสมีผลโดยเป็นส่วนประกอบของสาร

พลงังานสูง ไดแ้ก่ ATP ซ่ึงเป็นตวักลางในการเก็บและถ่ายทอดพลงังานในเซลล์ ซ่ึงการตรึง
ไนโตรเจนตอ้งใชพ้ลงังานในรูปน้ีดว้ย 

 
ธาตุอาหารเหล่าน้ีตอ้งมีอยู่ในดินปริมาณมากพอสาํหรับการใชใ้นกิจกรรม แต่

ไม่ตอ้งมากเกินไปจนเป็นพษิต่อจุลินทรีย ์
 

2.2.3 ปริมาณของก๊าซไฮโดรเจน แอมโมเนีย ออกซิเจน ไซยาไนด์ ไนตรัสออกไซด ์
เป็นตน้ สารเหล่าน้ีสามารถถูกรีดิวซ์ไดด้ว้ยเอนไซมไ์นโตรจีเนส ถา้มีสารเหล่าน้ีอยู่จะเป็นการลด
ประสิทธิภาพของเอนไซมใ์นการเปล่ียนก๊าซไนโตรเจนใหเ้ป็นแอมโมเนีย 

 
2.3 กลวิธีการตรึงไนโตรเจน (สายพิณ, 2547; หน่ึง, 2554) 

 
การตรึงไนโตรเจนของจุลินทรียเ์ก่ียวขอ้งกบัเอนไซมไ์นโตรจีเนส (nitrogenase) จาก

การศึกษาสารสกัดจากจุลินทรีย์หลายชนิดท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได้ เ ช่น  Azotobacter, 
Clostridium, Klebsiella หรือไซยาโนแบคทีเรีย สามารถแยกสารอินทรียท่ี์สมบติัคลา้ยเอนไซมไ์น
โตรจีเนสได ้และเม่ือแยกให้บริสุทธ์ิพบว่าเอนไซมไ์นโตรจีเนสนั้นมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกนัมากใน
ส่ิงมีชีวิตทุกชนิดท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได ้ 

 
การทาํงานของเอนไซมไ์นโตรจีเนสประกอบดว้ย  
 
1) ตวัใหอิ้เลก็ตรอน (electron doner) แตกต่างกนัไปตามสภาพของจุลินทรียเ์หล่านั้น 

ส่วนใหญ่พบว่าเป็นสารประกอบอินทรียใ์นขบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ท่ีพบมากท่ีสุดคือ  
NADPH และ NADP รวมหมายถึงสารอินทรียท่ี์สามารถส่งผ่านอิเล็กตรอนให้กบั NADP หรือ 
NAD+ น้ี ซ่ึงสารเหล่าน้ีมกัจะร่วมอยูใ่นการส่งผา่นอิเลก็ตรอนของขบวนการหายใจของเซลล ์เช่น 
ไพรูเวท, ฟอร์เมท, กลูโคส-6-ฟอสเฟต เป็นตน้ 
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2) ตวัส่งผา่นอิเลก็ตรอน (electron carrier) ส่วนใหญ่ท่ีพบในจุลินทรียต่์างๆ คือ พวก 
non-heam iron protein (NHIP) และสารประกอบพวกฟลาโวโปรตีน (flavoprotein) 

 
3) ตวัรับอิเลค็ตรอน (electron accepter) ไดแ้ก่ ก๊าซไนโตรเจน (N2), ก๊าซไฮโดรเจน 

(H2),  ไนตรัสออกไซด ์(N2O), ไอโซไซยาไนด ์(HCN), อะเซธีลีน (C2H2) และอะไซด ์(N3
-) 

 
4) ATP แหล่งพลงังานสาํหรับขบวนการ 

 
5) Divalent metol ion เช่น Mg++, Mn++, Co++, Fe++, Ni++ สารเหล่าน้ีเป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยา 
 

สรุปปฏิกิริยารวมสาํหรับการตรึงไนโตรเจน  
 

N2 +6e- + n(ATP + N2O)   2NH3 + n(ADP + Pi + H+) 
 
แอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนจะถูกรวมกบักรดแอลฟาคีโตกลูตาริค (α-ketoglutaric acid) โดย

ขบวนการทรานอะมิเนชัน่ (transamination) กลายเป็นกรดอะมิโนกลูกตามิค (glutamic acid) แลว้
เปล่ียนเป็นกรดอะมิโนตวัอ่ืนต่อไป 

 

3. Azotobacter vinelandii 
 
3.1 ลกัษณะทัว่ไปของ Azotobacter  
 

Azotobacter เป็นแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะรูปเซลลแ์บบกลมรี สามารถตรึงไนโตรเจนจาก
อากาศได ้จดัอยู่ในวงศ ์Azotobacteraceae แบคทีเรียในวงศน้ี์มีอยู่ 2 สกุล คือ Azotobacter และ 
Azomonas โดยทัว่ไป Azotobacter  จะมีเซลลเ์ป็นรูปไข่ขนาดใหญ่ มีเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 
1.5 ถึง 2.0 ไมโครเมตร หรือใหญ่กว่า รูปร่างสามารถเปล่ียนแปลงไดต้ั้งแต่เป็นแท่งถึงกลมรีข้ึนอยู่
กบัสภาพแวดลอ้มและอายเุซลล ์อยูก่นัเป็นเซลลเ์ด่ียว เป็นคู่ หรือเป็นกลุ่ม บางคร้ังอาจพบว่าเกาะ
กนัเป็นเส้นยาวแตกต่างกนัออกไป ไม่สร้างเอนโดสปอร์ (endospore) แต่สร้างโครงสร้างพิเศษท่ี
เรียกว่าซีสต ์(cyst) ติดสีแกรมลบ  Azotobacter บางชนิดเคล่ือนท่ีไดด้ว้ยแฟกเจลลา (flagella) บาง
ชนิดเคล่ือนท่ีไม่ได้ ต้องการออกซิเจนในการเติบโต  จัดเ ป็นพวกเคโมออกาโนโทรพ 
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(chemoorganothrope) ใช้นํ้ าตาล แอลกอฮอล์ และเกลือของกรดอินทรียใ์นการเจริญเติบโตได ้
สามารถตรึงไนโตรเจนได ้โดยทัว่ไปตรึงไนโตรเจนไดอ้ย่างนอ้ย 10 มิลลิกรัมของไนโตรเจนต่อ
กรัมของกลูโคส ตอ้งการโมลิบดีนมัในการตรึงไนเตรเจน แต่อาจใชว้านาเดียมแทนท่ีบางส่วนได้
ด้วย ไม่ย่อยโปรตีน สามารถใช้ไนเตรต แอมโมเนีย และกรดอะมิโนบางชนิดเป็นแหล่งของ
ไนโตรเจนได ้พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตท่ีมีเกลืออยูด่ว้ยอยูใ่นช่วง 4.8  ถึง 8.5 แต่พีเอชท่ี
เหมาะสมสาํหรับการตรึงไนโตรเจนอยูร่ะหว่าง 7.0 ถึง 7.5 พบในดินและนํ้า และมีอยูช่นิดหน่ึงท่ี
อาศยัอยู่ท่ีรากของพืช แบคทีเรียในสกุล Azotobacter แบ่งออกได ้6 ชนิด คือ A. beijerinkii, A. 
chroococcum, A. paspali, A. vinelandii, A. nigricans และ A. armeniacus (กรมวิชาการเกษตร, 
2545; สายพิณ, 2547; ธงชยั, 2550) 

 

 
 
ภาพที ่1 Azotobacter vinelandii 
 
ทีม่า:  Surhone et al. (2011)  
 

A. vinelandii ตั้งช่ือตาม Vineland ในมลรัฐNew Jersey ประเทศสหรัฐอเมริกาซ่ึงเป็น
สถานท่ีท่ีแยกเช้ือบริสุทธ์ิของ เช้ือชนิดน้ีไดเ้ป็นคร้ังแรก โดยเซลลอ์าย ุ1-2 วนั เคล่ือนท่ีไดโ้ดยอาศยั
แส้รอบเซลลซ่ึ์งมีความยาวคล่ืน 2.4-2.9 ไมโครเมตร โคโลนีไม่เป็นเมือก แต่การเปล่ียนแปลง อาจ
เกิดข้ึนไดเ้ม่ือเซลลผ์ลิตโพลีแซคคาไรดแ์ละขบัออกมามาก สร้างรงควตัถุสีเขียวเหลือบแสง ละลาย
นํ้ าได ้มีแส้รอบเซลล ์พบทัว่ไปในดินและนํ้ า ใชแ้อมโมเนียและไนเตรตเป็นแหล่งของไนโตรเจน
แต่ไม่ยบัย ั้งการตรึงไนโตรเจน ไม่ไฮโดรไลส์แป้ง จาํนวน quinine+cytosine ของ DNA อยูร่ะหว่าง 
64.9-66.5 เปอร์เซ็นต ์(ธงชยั, 2550) 
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การแยกเช้ือบริสุทธ์ิของ A. vinelandii สามารถกระตุน้ไดโ้ดยใช ้L-rhamnose, ethylene 
glycol, erythritol หรือ D-arabitol เป็นแหล่งคาร์บอน หรืออาจจะใชโ้ซเดียมเบนโซเอต 1 
เปอร์เซ็นต ์หรือฟีนอล 1 เปอร์เซ็นต ์ยบัย ั้งการเติบโต species อ่ืนๆ ของ Azotobacter กไ็ด ้(ธงชยั, 
2550) 

 
3.2 การสร้างซีสตข์อง Azotobacter  
 

Azotobacter จะสร้างซีสตเ์ม่ือสภาวะแวดลอ้มไม่เหมาะสมกบัการเจริญเติบโต แต่ละ
ซีสตจ์ะมีเซลลท่ี์มีชีวิตอยูภ่ายใน มีผนงั 2 ชั้น ภายในซีสตจ์ะมีการสะสม poly-ß-hydroxy butyric 
acid (PHP) เม่ือสภาวะเหมาะสมซีสตก์จ็ะเจริญเป็นเซลลป์กติต่อไป 

 
การเจริญเติบโตในระยะแรกของ stationary phase เช้ือ A. vinelandii อาจจะมีการสร้าง

ซีสตเ์ป็นจาํนวนมาก ในซีสต์ๆ  หน่ึงมีเซลลอ์ยูภ่ายใน 1 เซลล ์มีเยือ่หุม้เซลล ์ผนงัเซลล ์และเปลือก
ซีสต ์(cyst coat) ท่ีหนาลอ้มรอบอยูแ่ละทาํหนา้ท่ีป้องกนัโครงสร้างภายในได ้เปลือกซีสตมี์ 2 ชั้น 
คือ เอก็ซ์ทีน (extine) เป็นโครงสร้างซ่ึงมีลาเมลลา (lamella) หลายชั้นซอ้นกนัอยู ่เป็นส่วนท่ีอยูน่อก
สุดของเปลือกซีสต ์ประกอบดว้ยองคป์ระกอบท่ีซบัซอ้นของ lipoprotein-lipopolysaccharide-lipid 
ซ่ึงมีแคลเซียมเป็นองคป์ระกอบหลกัอยูด่ว้ย และอินทีน (intine) ซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ีอยูถ่ดัจาก เอก็ซ์
ทีนเขา้ไป มีอยูด่ว้ยกนั 2 ชั้น และแยกจากกนัโดยมีเยือ่กั้นอยู ่ในอินทีนน้ีจะมีคาร์โบไฮเดรต และไล
ปิดอิสระมากกวา่ในเอก็ซ์ทีน มีโปรตีนนอ้ยกวา่และมีแคลเซียมมากกว่าในเอก็ซ์ทีน (ธงชยั, 2550) 

 
ในระยะก่อนการสร้างซีสต์เพียงเล็กน้อย เซลล์จะสูญเสียความสามารถในการ

เคล่ือนไหว ขนาดของเซลลจ์ะเลก็ลงและเปล่ียนจากรูปแท่งไปเป็นรูปไข่ (coccoid precyst) การ
สร้างซีสต์ มีความเก่ียวขอ้งอย่างใกลชิ้ดกบัการสังเคราะห์และการสะสม PHB ในเซลล์ของ 
Azotobacter ถา้ไม่มีการสะสม PHB แลว้จะสร้างซีสตจ์าํนวนนอ้ย กรณีน้ีจะเกิดข้ึนเม่ือเติมเกลือ
แอมโมเนียลงไปในขณะท่ีมีการเล้ียง Azotobacter เม่ือการสร้างซีสตข์อง Azotobacter เร่ิมข้ึน จะมี
การสะสม PHB มากมาย ในระยะ exponential growth ถึงระยะ stationary phase ซ่ึงจะพบว่ามีการ
สะสม PHB ในปริมาณสูงสุด สารท่ีไดจ้ากการสลายตวัของ PHB นั้นถูกนาํไปใชใ้นการสร้าง
เปลือกซีสต ์ซ่ึงตอ้งการ Ca2+ มาก ดงันั้นในการเล้ียง Azotobacter จึงมีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนต
ดว้ย เพราะนอกจากจะช่วยรักษาระดบั pH ให้อยู่ในช่วง 7.0-7.5 แลว้ ยงัเป็นการให้ Ca2+ แก่
เช้ือจุลินทรียด์ว้ย อยา่งไรกต็ามยงัพบวา่มี PHB ในเซลลจุ์ลินทรียท่ี์เจริญเติบโตเตม็ท่ีดว้ยเช่นกนั  
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โดยปกติแลว้ซีสตจ์ะทนทานต่อ desiccation, sonic treatment, รังสีอุลตราไวโอเลต 
รังสีแกมมา และทนความร้อนไดเ้ล็กนอ้ย ซีสตจ์ะทนอยูใ่นสภาพ desiccation ไดน้าน 2 สัปดาห์ 
โดยไม่ตาย แต่ถา้เป็นเซลลป์กติจะตายเกือบหมด โดยมีเซลลท่ี์มีชีวิตอยูร่อดไดเ้พียง 1 เปอร์เซ็นต์
เท่านั้น 

 
3.3 การตรึงไนโตรเจนของเช้ือ Azotobacter 
 

ปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจนใหเ้ป็นแอมโมเนียสามารถเขียนเป็นสมการไดด้งัน้ี 
 

N2  HN=NH  H2N-NH2  2NH3 
     (dinitrogen)              (diimide)             (hydrazine)          (ammonia) 
 

การรีดิวส์ N2 ไปเป็น 2NH3 น้ี ตอ้งการอิเลค็ตรอน 6 ตวั การรีดิวส์ N2 จาํนวน 1 โมล 
ไปเป็นแอมโมเนีย 2 โมล ตอ้งใช ้ATP 12 โมล อิเล็คตอนท่ีใชใ้นปฏิกิริยาไดจ้ากสารประกอบ
คาร์บอนต่างๆ เช่น สารประกอบไพรูเวตจะให้อิเลค็ตรอนและ ATP ดว้ย อิเล็คตรอนเหล่าน้ีจะผา่น
ไปยงัเฟอริดอ็กซิน (ferridoxin) ซ่ึงเป็น iron-sulfur protein ท่ีทาํหนา้ท่ีพาอิเลค็ตรอนไปดว้ย ทาํให้
ปฏิกิริยา oxidation และ reduction เกิดต่อไปได ้ฟลาโวด๊อกซิน (flavodoxin) เป็นตวัพาอิเลค็ตรอน 
ในแบคทีเรียบางชนิดท่ีตรึงไนโตรเจนได ้จากนั้นอิเลค็ตรอนกผ็่านไปยงัเอนไซมไ์นโตรจีเนส และ
รีดิวส์ไนโตรเจนไปเป็นแอมโมเนียต่อไป ซ่ึงเขียนเป็นไดอะแกรมไดด้งัภาพท่ี 2 
 

  Acetate               N2   
Acetyl phosphate               ATP   Nitrogenase 
 
     Pyruvate  
 
     2H+ + 2e            ferridoxin        2NH3 
      

 H2 

ภาพที ่2  การเปล่ียนไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียของแบคทีเรีย 
 
ทีม่า:  ธงชยั (2550) 
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Azotobacter เป็นแบคทีเรียท่ีตอ้งการออกซิเจน การสร้าง ATP กต็อ้งการออกซิเจนดว้ย 
แต่การตรึงไนโตรเจนเป็นขบวนการท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจน ออกซิเจนท่ีมีอยูจ่ะตอ้งถูกกนัออกไป
จากบริเวณท่ีมีการตรึงไนโตรเจน กรรมวิธีในการป้องกนัออกซิเจนในกระบวนการน้ี ไดแ้ก่  

 
1) การมีเยือ่ลอ้มรอบเอนไซมไ์นโตรจีเนสเพ่ือป้องกนัออกซิเจน 
 
2) การป้องกนัไนโตรจีเนสโดยการจดัเรียงตวักนัใหม่ของโครงสร้างทางฟิสิกส์ของ

ไนโตรจีเนส เพือ่ท่ีจะทนทานต่อออกซิเจนได ้
 

3) การมีสารเมือก (slime) รอบเซลลซ่ึ์งทาํใหอ้อกซิเจนแทรกซึมสู่ภายในนอ้ยท่ีสุด 
 

4) การหายใจท่ีเพ่ิมข้ึนของเช้ือ จะช่วยกนัออกซิเจนออกจากไนโตรจีเนสได ้
 

3.4 ศกัยภาพการตรึงไนโตรเจนของ Azotobacter 
 

Azotobacter สามารถตรึงไนโตรเจนไดใ้นสภาพอิสระโดยเฉล่ียประมาณ 10 มิลลิกรัม 
ไนโตรเจนจากก๊าซไนโตรเจนในบรรยากาศต่อการใชค้าร์โบไฮเดรต 1 กรัม (Burgey’s Mannual, 
1984) เศรษฐา และคณะ (2529) รายงานว่า Azotobacter ท่ีคดัเลือกจากบริเวณรากออ้ยสามารถตรึง
ไนโตรเจนได ้480-1210 nmole C2H4/mg protein/วนั อตัราการตรึงไนโตรเจนมีมากหรือนอ้ยข้ึนกบั
ชนิดและสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม และจากรายงานของบรรหาญ และคณะ (2536) พบว่า เช้ือ 
Azotobacter ท่ีแยกไดบ้ริเวณรากขา้วโพดสามารถตรึงไนโตรเจนได ้0.015-79.464 umole C2H4/ 109 
cell /วนั 

 
3.5 สภาวะท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของ Azotobacter 
 

3.5.1 ความเป็นกรดด่าง 
 

สภาพความเป็นกรดด่างของดินท่ี Azotobacter เจริญไดอ้ยูร่ะหว่าง 4.9-9.0 แต่
การตรึงไนโตรเจนจะเกิดไดใ้นสภาพดินเป็นกลาง คือ pH 5.5-7.2 (Mishustin and Shil’ Nikova, 
1971) ดินท่ีมีสภาพเป็นกรดยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนและกิจกรรมตรึงไนเตรเจน 
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3.5.2 ออกซิเจน 
 

Azotobacter ตอ้งการออกซิเจนในการหายใจ แต่ระดบัออกซิเจนมีผลกระทบต่อ
การตรึงไนโตรเจน ประสิทธิภาพการตรึงไนโตรเจนจะเพิ่มข้ึนเม่ือออกซิเจนลดลง และจะ
หยุดชะงกัเม่ือมีออกซิเจนสูง ทั้งน้ีเพราะก๊าซออกซิเจนไปจะยงัย ั้งการตรึงไนโตรเจน โดยก๊าซ
ออกซิเจนและไนโตรเจนจะแยง่ท่ีในการจบักบั terminal hydrogen acceptor ของเช้ือ ซ่ึงโดยปกติ
แลว้ออกซิเจนจะมีความสามารถในการจบัไดดี้กวา่ (Postage, 1978) 

 
การสร้างเมือก (slime) ซ่ึงเป็นสารประกอบ polysaccharide ลอ้มรอบเซลลห์รือ

โคโลนีจะทาํใหอ้อกซิเจนผา่นเขา้ไดน้อ้ยจนไม่รบกวนกิจกรรมของเอนไซมไ์นโตรจีเนส ทั้งทาํให้
ออกซิเจนเหมาะสมกบักระบวนการตรึงไนเตรเจน (Dobereiner, 1977) 

 
3.5.3 สารประกอบไนโตรเจน 

 
Azotobacter ใช้ไนโตรเจนได้ทั้ งรูปก๊าซและสารประกอบไนโตรเจน ใน

สภาพแวดลอ้มท่ีมีสารประกอบไนโตรเจนกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนจะมีอตัราตํ่า สารประกอบ
ไนโตรเจนทั้งรูปไนเตรตและแอมโมเนียมมีผลกระทบต่อเอนไซมไ์นโตรจีเนส ทั้งน้ีเน่ืองจากการ
แบ่งพลงังานระหว่างเอนไซม์ไนโตรจีเนสและการเปล่ียนแอมโมเนียเป็นกรดอะมิโน  อย่างไรก็
ตามสารประกอบไนโตรเจนในบางคร้ังก็มีความจาํเป็นต่อการเจริญเติบโตและการตรึงไนโตรเจน
ของ Azotobacter เช่น เม่ือใส่ปุ๋ยไนโตรเจน ปริมาณของ Azotobacter จะเพ่ิมมากข้ึน และเม่ือ
สารประกอบไนโตรเจนลดลง กิจกรรมการตรึงไนโตรเจนก็จะพฒันาข้ึน ทาํให้อตัราการตรึง
ไนโตรเจนในระยะน้ีสูงมาก  

 
3.5.4 อินทรียวตัถุ 

 
การเพ่ิมอินทรียวตัถุเป็นการเพ่ิมแหล่งคาร์บอนจึงทาํให้ Azotobacter ตรึง

ไนโตรเจนมากข้ึน การใส่อินทรียวตัถุเป็นการทาํให้ C/N ratio สูงข้ึน ทาํให้สภาพแวดลอ้ม
เหมาะสมกบัการตรึงไนโตรเจนของ Azotobacter 
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3.5.5 อนินทรียวตัถุ 
 

อนินทรียวตัถุในดิน เช่น แคลเซียม แมกนีเซียม กาํมะถนั เหลก็ และโมลิบดินมั 
จาํเป็นต่อกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนของ Azotobacter โดยเฉพาะเหล็กและโมลิบดินัมซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบของเอนไซมไ์นโตรจีเนส  

 
3.5.6 ความช้ืน 

 
ความช้ืนท่ีเหมาะสมกับเช้ือ Azotobacter คือ 60-70 เปอร์เซ็นต์ ของ

ความสามารถในการอุม้นํ้ าของดิน เพราะทาํให้เช้ือสามารถใชอิ้นทรียค์าร์บอนไดย้ิ่งข้ึน (Ard-El-
Malek, 1971) Zhang et al. (2004) ศึกษาผลของความช้ืนต่อการเจริญเติบโตของ A. vinelandii ใน
การเล้ียงแบบ solid state ท่ีความช้ืน 50, 67 และ 80 เปอร์เซ็นต ์พบว่าท่ีความช้ืน 67 เปอร์เซ็นต ์A. 
vinelandii มีการเจริญเติบโตสูงสุดเท่ากบั 4.2 x 1010 CFU/g of dry rot  

 
3.5.7 อุณหภูมิ 

 
เช้ือบางสายพนัธ์ุเจริญไดม้ากท่ีสุดท่ี 37 องศาเซลเซียส บางสายพนัธ์ุเจริญไดดี้ท่ี 

40 องศาเซลเซียส ปกติจะเพ่ิมจาํนวนไดม้ากท่ีอุณหภูมิ 20-45 องศาเซลเซียส และจะลดจาํนวนลง
เม่ืออุณหภูมิสูงกว่า 45 องศาเซลเซียส อุณหภูมิต ํ่าสุดสาํหรับการเจริญเติบโตของเช้ือส่วนใหญ่อยูท่ี่ 
14 องศาเซลเซียส แต่บางสายพนัธ์ุ A. nigricans และ A. beijerinkii สามารถเพ่ิมจาํนวนเซลลไ์ดเ้ม่ือ
อุณหภูมิ 9 องศาเซลเซียส อุณหภูมิตํ่าสุดท่ี A. armeniacus สายพนัธ์ุหน่ึงท่ีเจริญเติบโตไดคื้อ 28 
องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Azotobacter ทัว่ไปประมาณ 32 
องศาเซลเซียส ยกเวน้ A. vinelandii, A. paspali และบางสายพนัธุ์ของ A. chroococcum ซ่ึงมี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตอยูท่ี่ 37 องศาเซลเซียส  เช้ือทุกชนิดทนอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ไดน้าน 10 นาที และจะตายเม่ืออุณหภูมิสูง 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที (Toha  et al, 
1969 ) 
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3.6 ความสมัพนัธ์ระหวา่ง Azotobacter กบัพืช 
 

โดยทัว่ไป Azotobacter เจริญอยู่บริเวณรากของพืช โดยรากพืชขบัสารอินทรียอ์อก
ไปสู่ดินบริเวณรอบๆ รากพืช ทาํให้ Azotobacter ได้รับสารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอนในการ
เจริญเติบโตและการตรึงไนโตรเจน พืชต่างชนิดก็มีผลในการตรึงไนโตรเจนของ Azotobacter 
บริเวณรากพืชต่างกนั Dobereliner et al. (1972) รายงานว่า Azotobacter paspali ซ่ึงอาศยัอยูบ่ริเวณ
รากของหญา้ Paspalum  สามารถตรึงไนโตรเจนได ้15-93 กิโลกรัมไนโตรเจนต่อเฮกตาร์ต่อปี ซ่ึง
ปริมาณไนโตรเจนท่ีเช้ือตรึงไดเ้พียงพอต่อการเจริญเติบโตของหญา้ตลอดฤดูกาลเก็บเก่ียวแมไ้ม่มี
การใส่ปุ๋ยเลย 

 
ในประเทศอินเดียมีการทดลองในแปลงพืชโดยมีการคลุกเคล้าเช้ือ Azotobacter 

chroococcum กบัพืชต่าง ๆ เช่น ขา้วสาลี ขา้วเจา้ มะเขือเทศ กะหลํ่าปลี และพืชอ่ืน ๆ ผลผลิตท่ี
เพ่ิมข้ึนของพืชจะผนัแปรไปตั้งแต่เพ่ิมข้ึนเพียงเลก็นอ้ยไปจนถึงเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ทาํ
ใหก้ารใชเ้ช้ือ Azotobacter ไดรั้บความสนใจอยา่งแพร่หลายในประเทศอินเดีย เพราะสามารถใชไ้ด้
กบัพืชต่าง ๆ ท่ีไม่ใช่ถัว่ รวมทั้งเช้ือน้ีสามารถส่งเสริมการงอกของเมล็ดและความแข็งแรงของพืช
ในระยะแรก ๆ ได ้เน่ืองจากการผลิตสารท่ีสามารถกระตุน้การเจริญเติบโตนัน่เอง (Shende et al, 
1977) 

 
จากรายงานของ Brown and Burlingham (1968) พบว่าเช้ือ Azotobacter สร้างสารช่วย

ในการเจริญเติบโตของพืชโดยผลิตฮอร์โมนใหแ้ก่พืช เช่น Gibberellin (GA) และ Indolyl-3-acetic 
acid (IAA) นอกจากน้ีพบว่าใชเ้ช้ือ Azotobacter ร่วมกบั Mycorrhiza ทาํให้ผกักาดหอมใหผ้ลผลิต
เพ่ิมข้ึน 

 
Singh (2006) รายงานว่าการเติมเช้ือ Azotobacter ช่วยส่งเสริมการงอกของเมลด็ขา้ว 

ขา้วโพด ขา้วสาลี ขา้วฟ่าง นอกจากน้ีการเพ่ิมเช้ือ Azotobacter ในธญัพืชดงักล่าวช่วยลดปริมาณปุ๋ย
ไนโตรเจนท่ีตอ้งเติมใหแ้ก่พืชอีกดว้ย  

 
Jan et al. (2009) ศึกษาผลของการใชปุ๋้ยชีวภาพจาก  Azotobacter ร่วมกบั Mycorrhizae 

และการใชปุ๋้ยยเูรียต่อการเจริญของถัว่ฟาบา (Faba beans) พบวา่พืชท่ีไดรั้บปุ๋ยชีวภาพมีปริมาณคลอ
โรฟีลและคาร์โรทีนสูงกว่าพืชท่ีไดรั้บปุ๋ยยเูรีย ทั้งน้ีพืชท่ีไดรั้บปุ๋ยชีวภาพยงัมีปริมาณไนเตรทและ
กิจกรรมของเอนไซมไ์นเตรทรีดกัเทส (nitrate reductase activity) สูงกว่าชุดควบคุม ในขณะท่ีพืช
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กลุ่มท่ีไดรั้บปุ๋ยยเูรียมีปริมาณโพรลีนมากกว่ากลุ่มท่ีไดรั้บปุ๋ยชีวภาพ นอกจากน้ีพบว่าในพืชกลุ่มท่ี
ไดรั้บปุ๋ยชีวภาพมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าพชืท่ีไดรั้บปุ๋ยยเูรีย 

 
Khan et al. (2010) ศึกษาผลของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโตและ

ผลผลิตของ Brassica Juncea ซ่ึงเป็นพืชนํ้ามนัของอินเดีย โดยการแช่เมลด็พืชในนํ้าท่ีมีการเติมเช้ือ 
Azotobacter และ Azospirillum จากนั้นวิเคราะห์ความสูงของพืช นํ้าหนกัลาํตน้ นํ้าหนกัราก และ
ผลไดข้องเมลด็พืช พบว่าการแช่เมลด็พืชในนํ้ าจุลินทรียส่์งผลใหก้ารเจริญเติบโตและผลไดข้องพืช
สูงข้ึน ทั้งน้ีการใชเ้ช้ือร่วมกนั 2 ชนิด ช่วยให้พืชเจริญเติบโตและใหผ้ลได ้สูงกว่าการใชแ้บคทีเรีย 
เพียงชนิดเดียวและการสูงกวา่ในชุดควบคุมท่ีไม่มีการแช่เมลด็พืชในนํ้าจุลินทรียต์ามลาํดบั 

 
Gosal et al. (2012) ศึกษาผลของการใชเ้ช้ือ Azotobacter ต่อการเจริญเติบโตและ

ผลผลิตออ้ยในอินเดีย โดยการนาํเช้ือ Azotobacter chroococcum คลุกผสมกบัผงถ่าน (activated 
charcoal) เพ่ือให้อยูใ่นรูปของปุ๋ยชีวภาพสาํหรับการใชง้าน และนาํไปใชร่้วมกบัการปลูกออ้ยท่ีมี
การใส่ปุ๋ยไนโตรเจนสองระดบั คือ  75 และ 100 เปอร์เซ็นต ์พบว่าออ้ยท่ีปลูกโดยมีเช้ือ Azotobacter 
ช่วยเพ่ิมปริมาณผลไดข้องออ้ย นัน่คือ ค่า Commercial Cane Sugar per cent (CCS%) ของออ้ยใน
แปลงทดลองสูงกวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือดงักล่าว  

 
Aly et al. (2012) ผลของเช้ือ Azotobacter vinelandii และ Streptomyces sp. ต่อการงอก

ของเมล็ดและการเจริญเติบโตของตน้ขา้วสาลี พบว่าการคลุกผสมเมล็ดพืชกบัเช้ือ A. vinelandii 
(AZ) หรือเช้ือ Streptomyces sp. (SP) หรือเช้ือผสมสองชนิด (AZ+ SP) ส่งผลใหก้ารงอกของเมลด็
ขา้วสาลีเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัสาํคญั นอกจากน้ีการเติมเช้ือ AZ หรือ SP หรือ AZ+ SP ลงในดินช่วย
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้วสาลี โดยพบว่าความยาวราก ความยาวลาํตน้ นํ้าหนกัแหง้ของราก
และลาํตน้ของพืชท่ีไดรั้บเช้ือขา้งตน้สูงกว่าชุดควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญั  

 
ในประเทศไทยไดท้าํการทดลองใชเ้ช้ือ Azotobacter ร่วมกบัการปลูกขา้วโพด พบว่า

ช่วยใหข้า้วโพดเจริญเติบโตไดดี้กว่าไม่ใชเ้ช้ือ (บรรหาญ และคณะ, 2527) และจากการทดลองใช้
เช้ือร่วมกบัการปลูกขา้วฟ่างและขา้วพบว่าช่วยเพ่ิมผลผลิตของขา้วฟ่างและขา้ว (บรรหาญ และ
สมปอง, 2536) จากรายงาน พบว่า การใชเ้ช้ือ Azotobacter จะสามารถทาํใหข้า้วโพดมีผลผลิตสูง
เทียบเท่ากบัการใชปุ๋้ยแอมโมเนียมซลัเฟต 5-10 กิโลกรัม-ไนโตรเจน/ไร่ (ธงชยั และคณะ, 2534) 
และจากศึกษายงัพบอีกว่า การคลุกเช้ือโดยวิธีการคลุกเมล็ดจะให้ผลดีกว่าโดยสามารถทาํให้
ขา้วโพดหวานมีนํ้ าหนักแห้งของตน้ ผลผลิต ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในพืชและปริมาณเช้ือ 
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Azotobacter ในดินสูงกว่าอีกวิธีหน่ึง การใชปุ๋้ยหมกัอตัรา 1,000-2,000 กก./ไร่ เป็นอตัราท่ีเหมาะสม
ท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้วโพดหวานเม่ือใชร่้วมกบัเช้ือ Azotobacter (ธงชยั และ
คณะ, 2540)  

 
นอกจาก Azotobacter จะตรึงไนโตรเจนไดแ้ลว้ ยงัสามารถลดปริมาณไซยาไนดไ์ด ้ซ่ึง

จากรายงานของคณิตและคณะ (2548) พบว่า Azotobacter  vinelandii TISTR 1094 ในอาหาร
สังเคราะห์ nitrogen free sucrose medium (NFS medium) พบว่าเซลลท่ี์อยูใ่นช่วงระยะพกัตวั 
(Stationary phase) สามารถลดไซยาไนดไ์ดมี้ประสิทธิภาพกว่าเซลลใ์นช่วงกาํลงัเจริญ (log phase) 
เม่ือนาํเซลลใ์นช่วงระยะพกัตวัมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีไซยาไนดเ์ขม้ขน้ 0.5, 1.0, 2.0 3.0, 4.0 
และ 5.0 mM พบว่า Azotobacter  vinelandii มีประสิทธิภาพในการลดไซยาไนดต่์างกนั คือ 80.8, 
72.0, 71.7, 65.8 เปอร์เซ็นต ์ในอาหารท่ีมีไซยาไนดเ์ขม้ขน้ 0.5, 1.0, 2.0, และ 3.0 mM ตามลาํดบั  

 
สาํหรับการศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพโดยการเติมหวัเช้ือ Azotobacter 

Kapoor และคณะ (2526) รายงานว่า การเติมเช้ือ Azotobacter  ในปุ๋ยชีวภาพท่ีหมกัเสร็จแลว้ 
ปริมาณไนโตรเจนจะมีปริมาณสูงข้ึน ในขณะท่ีการเติมเช้ือ Azotobacter ในระหว่างการหมกัปุ๋ยจะ
ไม่พบการเพิ่มข้ึนของปริมาณไนโตรเจน ซ่ึงสาเหตุเกิดจากช่วงเวลาท่ีมีการหมกัปุ๋ย อุณหภูมิในกอง
ปุ๋ยจะเพิ่มสูงข้ึน ทาํให้เช้ือ Azotobacter ไม่สามารถอยูร่อดได ้ในขณะท่ี Zhang และคณะ (2547) 
ศึกษาการหมกัปุ๋ยชีวภาพในอาหารแขง็ ซ่ึงประกอบดว้ยเช้ือ Azotobacter vinelandii ลิกนิน และ 
Kraft pulping โดยพบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมคือ อุณหภูมิในการหมกัเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส 
อตัราส่วนการใชลิ้กนินต่อ Kraft ท่ี 1:0.75 ความหนาของชั้นปุ๋ยคือ 5 เซนติเมตร และควบคุม
ความช้ืนท่ี 65 เปอร์เซ็นต ์

 
จากรายงานขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของเช้ือ Azotobacter ต่อการเพิ่มผลผลิตใน

พืชชนิดต่างๆ จึงนาํมาสู่งานวิจยัการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมจาํนวนจุลินทรียด์งักล่าวเพ่ือ
เป็นหัวเช้ือในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ ส่ิงสําคญัในกระบวนการหมักซ่ึงเป็นปัจจัยหลกัท่ีส่งผลต่อ
ค่าใชจ่้ายในการผลิตคือแหล่งของอาหารท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงจุลินทรีย ์โดยควรเลือกแหล่งคาร์บอน
ท่ีมีราคาถูก การเลือกใชก้ากนํ้ าตาลซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้ากอุตสาหกรรมการผลิตนํ้ าตาลเป็นแหล่ง
อาหารในการเพาะเล้ียงจุลินทรียน์บัวา่มีความน่าสนใจ 
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4. อ้อยและนํา้ตาล  
 

อุตสาหกรรมออ้ยและนํ้ าตาลเป็นอุตสาหกรรมเกษตรท่ีสําคญัของประเทศไทย โดยผลิต
นํ้ าตาลและส่งออกเป็นอนัดบั 3 หรือ 4 ของโลก และนาํเขา้เงินตราต่างประเทศไดปี้ละประมาณ 
20,000-30,000 ลา้นบาท อุตสาหกรรมน้ีมีผลกระทบต่อเศรษฐกิจโดยรวมของประเทศ เก่ียวเน่ือง
กบัเกษตรกรประมาณ 2 แสนราย ซ่ึงพ้ืนท่ีปลูกออ้ยทัว่ประเทศมีมากกว่า 5 ลา้นไร่ กระบวนการ
ผลิตนํ้าตาลทรายจากออ้ยมีขั้นตอนดงัภาพท่ี 3   

 

ออ้ย (cane supply) 
 

โรงหีบออ้ย (cane milling plant) 
 

นํ้าออ้ย (mixed juice) 
 

หมอ้เค่ียว (juice heater) 
 

หมอ้กรอง (clarifier) 
 

หมอ้ระเหย (evaporator) 
 

หมอ้สุญญากาศ (vaccuum pan) 
 

หมอ้ตกผลึก (crystallizers) 
 

เคร่ืองป่ันแยก (centrifugal) 
 

นํ้าตาลทราย (sugar) 
 

ภาพที ่3  แผนภาพอยา่งง่ายของการผลิตนํ้าตาลของโรงงานนํ้าตาลทราย และการไดก้ากนํ้าตาลเป็น
ผลพลอยได ้

 

ทีม่า:  Paturau (1982)  

ชานออ้ย (bagasses) 

ตะกอนหมอ้กรอง (filter cake) 

กากนํ้าตาล (final molasses) 
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4.1 กระบวนการผลิตนํ้าตาลจากออ้ย  
 

4.1.1 กระบวนการผลิตนํ้าตาลทรายดิบ 
 
เม่ือรถบรรทุกนาํออ้ยมาส่งโรงงาน ออ้ยจะผ่านการชัง่นํ้ าหนักแลว้ลงออ้ยบน

สะพานลาํเลียงออ้ยและส่งต่อไปยงัส่วนของการเตรียมช้ินออ้ย โดยเร่ิมจากใบมีดตดัออ้ยออกเป็น
ท่อนเล็กๆ แลว้ส่งต่อมายงัเคร่ืองฉีกยอ่ยออ้ยซ่ึงทาํหนา้ท่ีฉีกออ้ยออกเป็นฝอย โดยไม่สกดันํ้ าออ้ย
ออก จากนั้นท่อนออ้ยจะเขา้สู่กระบวนการในการผลิตนํ้ าตาลทรายดิบ ซ่ึงสามารถแบ่งไดเ้ป็น 5 
ขั้นตอน ดงัต่อไปน้ี 

 
1) กระบวนการสกดันํ้าออ้ย (Juice Extraction) : ทาํการสกดันํ้าออ้ยโดยผา่น

ออ้ยเขา้ไปในชุดลูกหีบท่ีติดตั้งเป็นแถวต่อเน่ืองกนั (4-5 ชุด) ชุดหน่ึงประกอบดว้ยลูกกล้ิง 3 ลูก วาง
ในตาํแหน่งรูปสามเหล่ียม มี 2 ลูกเรียงดา้นฐาน ลูกหนา้เรียกว่าลูกกล้ิงป้อนออ้ย ลูกหลงัเรียกว่า
ลูกกล้ิงคายกาบออ้ย ส่วนอีกลูกหน่ึงอยูด่า้นบนระหว่าง 2 ลูก เรียกว่า ลูกกล้ิงบน การหีบสกดัออ้ย
จะใชน้ํ้ าพรม โดยนํ้ าท่ีสกดัไดจ้ากลูกหีบแต่ละชุดจะไหลไปเก็บในถงัเดียวรวมกนั เรียกว่า นํ้าออ้ย
รวม (mixed juice) และกากออ้ยท่ีผน่การสกดันํ้าออ้ยจากลูกหีบชุดสุดทา้ย จะถูกนาํไปเป็นเช้ือเพลิง
เผาไหมภ้ายในเตาหมอ้ไอนํ้า เพ่ือผลิตไอนํ้ามาใชใ้นกระบวนการผลิต และนํ้าตาลทราย 

 
2) การทาํความสะอาด หรือทาํใสนํ้าออ้ย (Juice Purification) : นํ้าออ้ยท่ีสกดั

ไดท้ั้งหมดจะเขา้สู่กระบวนการทาํใส เน่ืองจากนํ้าออ้ยมีส่ิงสกปรกต่าง ๆ จึงตอ้งแยกเอาส่วนเหล่าน้ี
ออกโดยผา่นวิธีทางกล เช่น ผา่นเคร่ืองกรองต่าง ๆ และวิธีทางเคมีโดยการเติมปูนขาวเพ่ือปรับพีเอช
และตกตะกอนสารพวกกรดอินทรีย และสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีไม่ใช่ นํ้ าตาล เช่น ดิน อลับูมินอยส์  
ฟอสเฟต และสารประกอบไนโตรเจน นํ้าอ ้อยท่ีได ้น้ีเรียกว่ า นํ้าอ ้อยผสมปูนขาว (limed juice) แลว้
ตม้นํ้ าออ้ยให ้ร้ อนท่ีอุณหภูมิ100-105 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นส่งนํ้าอ ้อยผสมปูนขาวไปยงัถงัพกั
ใสและเติมสารช วยตกตะกอนเพ่ือให ้ตกตะกอนจะไดน้ํ้าออ้ยใส  

 
3) การตม้ (Evaporation) : นํ้าออ้ยท่ีผา่นการทาํใสแลว้จะถูกนาํเขา้สู่ชุดหมอ้ตม้ 

(Multiple Evaporator) เพ่ือระเหยเอานํ้าออก(ประมาณ 70 %) โดยนํ้าออ้ยขน้ท่ีออกมาจากหมอ้ตม้
ลูกสุดทา้ย เรียกวา่ นํ้าเช่ือม (Syrup) 
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4) การเค่ียว (Crystallization) : นํ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากการตม้จะถูกนาํเขา้หมอ้เค่ียว
ระบบสูญญากาศ (vacuum pan) เพ่ือระเหยนํ้ าออกจนนํ้ าออกจนนํ้ าเช่ือมถึงจุดอ่ิมตวั ท่ีจุดน้ีผลึก
นํ้ าตาลจะเกิดข้ึนมา โดยท่ีผลึกนํ้ าตาลและกากนํ้ าตาลท่ีไดจ้ากการเค่ียวน้ีรวมเรียกว่า แมสิควิท 
(messecuite) 

 
5) การป่ันแยกผลึกนํ้าตาล (Centrifugaling) : แมสิควิทท่ีไดจ้ากการเค่ียวจะถูก

นาํไปป่ันแยกผลึกนํ้าตาลออกจากกากนํ้าตาล โดยใชเ้คร่ืองป่ัน (Centrifugals) ผลึกนํ้าตาลท่ีไดน้ี้จะ
เป็นนํ้าตาลดิบ 
 

4.1.2 กระบวนการผลิตนํ้าตาลทรายขาวและนํ้าตาลรีไฟน์ 
 
นํ้าตาลทรายดิบถูกนาํไปละลายนํ้า แลว้ถูกผา่นเขา้ 5 ขั้นตอนการผลิต ดงัน้ี 

 
1) การป่ันละลาย (Affinated Centrifugaling) : นาํนํ้าตาลดิบมาผสมกบันํ้าร้อน 

หรือนํ้ าเหลืองจากการป่ันละลาย (Green Molasses) นํ้าตาลดิบท่ีผสมน้ีเรียกว่า แมกม่า (Magma) 
และแมกม่าน้ีจะถกูนาํไปป่ันละลายเพ่ือลา้งคราบนํ้าเหลือง หรือกากนํ้าตาลออก 

 
2) การทาํความสะอาด และฟอกสี (Clarification) : นํ้าเช่ือมท่ีไดจ้ากหมอ้ป่ัน

ละลาย (Affinated Syrup) จะถูกนาํไปละลายอีกคร้ังเพ่ือละลายผลึกนํ้าตาลบางส่วนท่ียงัละลายไม่
หมดจากการป่ัน และผ่านตะแกรงกรองเขา้ผสมกบัปูนขาว เขา้ฟอกสีโดยผ่านเขา้ไปในหมอ้ฟอก 
(ปัจจุบนันิยมใชก๊้าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นตวัฟอก) จากนั้นจะผ่านเขา้สู่การกรองโดยหมอ้กรอง
แบบใชแ้รงดนั (Pressure Filter) เพ่ือแยกตะกอนออก และนํ้ าเช่ือมท่ีไดจ้ะผ่านไปฟอกเป็นคร้ัง
สุดทา้ยโดยกระบวนการแลกเปล่ียนประจุ (Ion Exchange Resin) จะไดน้าํเช่ือมรีไฟน ์(Fine Liquor) 

 
3) การเค่ียว (Crystallization): นํ้าเช่ือมรีไฟน์ท่ีไดจ้ะถูกนาํเขา้หมอ้เค่ียวระบบ

สูญญากาศ (Vacuum Pan) เพ่ือระเหยนํ้าออกจนนํ้าเช่ือมถึงจุดอ่ิมตวั 
 

4) การป่ันแยกผลึกนํ้าตาล (Centrifugaling) : แมสิควิทท่ีไดจ้ากการเค่ียวจะถูก
นาํไปป่ันแยกผลึกนํ้าตาลออกจากกากนํ้าตาล โดยใชเ้คร่ืองป่ัน (Centrifugals) ผลึกนํ้าตาลท่ีไดน้ี้จะ
เป็น นํ้าตาลรีไฟน ์และนํ้าตาลทรายขาว 
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5) การอบ (Drying) : ผลึกนํ้าตาลรีไฟน์ และนํ้ าตาลทรายขาวท่ีไดจ้ากการป่ันก็
จะเขา้หมอ้อบ (Dryer) เพ่ือไล่ความช้ืนออก แลว้บรรจุกระสอบเพ่ือจาํหน่าย 
 

ขบวนการผลิตนํ้ าตาลจากอ้อยจะมีผลิตผลพลอยได้หรือของเหลือใช้ (by-
products) หลายชนิด เช่น ชานออ้ย (bagass) กากนํ้ าตาล (molasses) และกากข้ีหมอ้กรอง หรือ 
ฟิลเตอร์เคก หรือฟิลเตอร์เพรสเคก (Filter Press Cake) โดยผลพลอยไดเ้หล่าน้ีสามารถนาํไปใช้
ประโยชนใ์นการพฒันาปุ๋ยชีวภาพได ้

 
4.2 กากนํ้าตาล 

 
กากนํ้ าตาล (Molasses) เป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการเค่ียวนํ้ าตาล โดยมีลกัษณะ

เหนียวขน้ มีสีนํ้ าตาลปนดาํ ซ่ึงประกอบไปดว้ยนํ้าตาลซูโครส นํ้าตาลอินเวอร์ท (invert sugar) และ
สารเคมี เช่น ปูนขาว ซ่ึงใช้ในการตกตะกอนให้นํ้ าออ้ยใส ถึงแมก้ากนํ้ าตาลจะมีส่วนผสมของ
นํ้าตาลอยู ่แต่มีระดบัตํ่าเกินกว่าท่ีจะนาํมาสกดัเป็นนํ้ าตาลไดอี้ก โดยในการผลิตท่ีใชอ้อ้ย 1 ตนั จะ
ไดก้ากนํ้ าตาลประมาณ 45-60 กิโลกรัม กากนํ้ าตาลสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์เป็นวตัถุดิบใน
หลายๆ อุตสาหกรรม เช่น การผลิตสุรา การผลิตแอลกอฮอล ์การผลิตผงชูรส และการผลิตเอทา
นอล กากนํ้ าตาลเป็นผลพลอยไดจ้ากการผลิตนํ้ าตาลทราย สามารถจาํแนกเป็น 3 ชนิด ดงัน้ี 
(Paturaul, 1982; Meade, 1985) 

 
4.2.1 Blackstrap molasses คือ กากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการผลิตนํ้าตาลทรายขาว มีปริมาณ

นํ้าตาลอยูป่ระมาณ 50-60 เปอร์เซ็นต ์หรือมีปริมาณของแขง็เม่ือเจือจางดว้ยนํ้าในอตัราส่วน 1:1 อยู่
ประมาณ 42 องศาบริกซ์ 

 
4.2.2  Refinery molasses คือ กากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการผลิตนํ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ มี

ปริมาณนํ้าตาลประมาณ 48 เปอร์เซ็นต ์
 

4.2.3 High test molasses คือ กากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการนาํนํ้าออ้ยมายอ่ยดว้ยกรดแลว้
ระเหยใหเ้ขม้ขน้เป็นนํ้าเช่ือม อาจเรียกวา่ invert molasses มีปริมาณนํ้าตาลประมาณ 77 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางที ่2  องคป์ระกอบหลกัของกากนํ้าตาลออ้ย 
 

กากนํ้าตาล  องคป์ระกอบ 
Usual rang (%) Indicative average (%) 

17-25 20 นํ้า 
30-40 35 นํ้าตาลซูโครส 

4-9 7 นํ้าตาลกลูโคส 
5-12 9 นํ้าตาลฟรุกโตส 
1-5 3 นํ้าตาลรีดิวซ์อ่ืนๆ  
2-5 4 คาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ  

7-15 12 เถา้ 
2-6 4.5 Nitrogenous compounds 
2-8 5 Non nitrogenous acid 

0.1-1 0.4 Wax, Sterols, and 
Phospholipid (1-tricontanol, 
Phytosterol, Stigmasterol) 

Varying amounts วิตามิน 
 
ทีม่า:  Paturau (1982)  
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ตารางที ่3  วิตามินท่ีพบในกากนํ้าตาลออ้ย 
 

วิตามิน ความเขม้ขน้ (ไมโครกรัม/กรัม) 
ไบโอติน (biotin: H)  1-3 
โคลีน (choline: B4)  880 
กรดโฟลิก (folic acid: B9) 0.3-0.4 
ไนอะซิน (niacine: B3) 17-30 
กรดแพนโทเทนิก (pantothenic acid: B5) 20-60 
ไรโบฟลาวิน (Riboflavin: B2) 2-3 
ไพริดอกซิน (pyridoxine: B6) 1-7 
ไทอะมีน (thiamine: B1) 0.6-1.0 

 
ทีม่า:  Paturau (1982)  
 

4.3 กากหมอ้กรอง 
 

กากหมอ้กรอง หรือกากออ้ยดาํ หรือกากข้ีกรอง หรือกากตะกอน (filter-cake หรือ 
filter-mud หรือ press-mud) หมายถึง ตะกอนท่ีไดจ้ากการกรองแยกนํ้าออ้ยในขบวนการทาํใส
(clarification process) ของโรงงานอุตสาหกรรมนํ้ าตาล ประกอบดว้ย ข้ีผึ้ งและไขมนั 5-14 
เปอร์เซ็นต ์เยื่อใย 15-30 เปอร์เซ็นต ์นํ้าตาล 5-15 เปอร์เซ็นต ์โปรตีน 5-15 เปอร์เซ็นต ์เถา้ 9-20 
เปอร์เซ็นต ์แร่ธาตุ เช่น ซิลิคอน แคลเซียม ฟอสฟอรัส และแมกนีเซียม สามารถใชเ้ป็นอาหารสัตว์
และใชเ้ป็นวตัถุปรับปรุงดินได ้ในการผลิตนํ้าตาลท่ีใชอ้อ้ย 100 ตนั จะมีกากหมอ้กรองประมาณ 3.4 
ตนั และจากการประเมินพบว่ากากหมอ้กรองมีประมาณ 0.88 ลา้นตนัต่อปี โดยราคาซ้ือขาย
ประมาณ 700 บาทต่อตนั (สาํนกังานคณะกรรมการออ้ยและนํ้าตาลทราย, 2548) กากหมอ้กรองจดั
ว่าเป็นวสัดุเหลือใชท่ี้มีอินทรียวตัถุสูง เม่ือนาํไปใส่ลงในดินอาจช่วยปรับโครงสร้างของดินให้อุม้
นํ้าและการถ่ายเทอากาศดีข้ึน ทาํใหพื้ชสามารถดูดธาตุอาหารไปใชไ้ดม้ากข้ึน 
  

Kumar และคณะ (2553) ศึกษาการนาํกากหมอ้กรองมาหมกัร่วมกบัเช้ือ Pleurotus 
sajorcaju, Trichoderma viridae, Aspergillus niger และ Pseudomonas striatum พบว่า เป็นการเพ่ิม
สารอาหารใหก้บัปุ๋ยท่ีหมกัได ้รวมถึงเป็นการเพ่ิมมูลค่าใหก้บัเศษเหลือท้ิงจากอุตสาหกรรม 
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ตารางที ่4  ส่วนประกอบทางเคมีของกากหมอ้กรอง 
 

ส่วนประกอบทางเคมี วลยักานต์ และคณะ (2549) Kumar et al. (2010) 
pH 
Total N (%) 
P (%) 
K (%) 
Ca (%) 
Mg (%) 
Mn (ppm) 
Cu (ppm) 
Fe (ppm) 
Zn (ppm) 

7.3 
2 

1.3 
0.58 
2.99 
0.35 
1,115 

36 
5,699 
155 

- 
0.85 
0.53 
1.72 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

 
หมายเหตุ  - ไม่มีขอ้มูล 
 

รายงานผลการทดลองของวิรัชและคณะ (2520) พบว่า การใส่กากหมอ้กรอง หรือปุ๋ย
คอกอตัรา 2.6 ตนั (นํ้าหนกัแหง้) ใหผ้ลผลิตเมลด็ถัว่เหลืองใกลเ้คียงกนัคือ 423 และ 448 กิโลกรัม
ต่อไร่ ซ่ึงมากกว่าการใส่อินทรียวตัถุชนิดอ่ืนๆ และไม่ใส่อินทรียวตัถุ รวมทั้ งช่วยเพ่ิมปริมาณ
อินทรียวตัถุและ Available P. ในดิน ทาํใหค้วามหนาแน่นรวมของดินในระบบปลูกพืชหมุนเวียน
ลดลง ซ่ึงช่วยใหดิ้นร่วนซุยเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืช  

 
จากความสามารถของ  Azotobacter vinelandii ในผลิตเอนไซม ์nitrogenase สาํหรับ

การตรึงไนโตรเจนจากอากาศ และการผลิตสารต่าง ๆ ในวงจรของ Azotobacter vinelandii สามารถ
เกิดประโยชนต่์อคุณภาพของปุ๋ยชีวภาพ จึงมีความน่าสนใจในการพฒันาการผลิตปุ๋ยชีวภาพจากเช้ือ 
Azotobacter vinelandii TISTR 1094 โดยใชก้ากนํ้าตาลเป็นแหล่งอาหาร ตลอดจนพฒันารูปแบบ
ของปุ๋ยชีวภาพทั้งในรูปปุ๋ยนํ้ าและปุ๋ยแห้งโดยการนาํมาผสมกบักากหมอ้กรองซ่ึงเป็นเศษเหลือใช้
จากโรงงานนํ้าตาล เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโตและผลผลิตออ้ย 
  



28 
 

อุปกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1. จุลนิทรีย์ 
 

Azotobacter vinelandii TISTR 1094 จากสถาบนัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศ
ไทย (วว.) 35 หมู่ 3 เทคโนธานี ถ.เลียบคลองหา้ ต.คลองหา้ อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี 12120 

 
2. อาหารเลีย้งเช้ือ 

 
อาหารเหลว Basal medium (ภาคผนวก ก) 

 
3. เคร่ืองมอื 
 

3.1 เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (New Brunswick Scientific, Edison, U.S.A) 
3.2 พีเอชมิเตอร์ (sensION1, HACH, United States) 
3.3 Spectrophotometer (Model Genesys 10 UV, Thermo Spectronic, U.S.A.) 
3.4 ถงัหมกัขนาด 5 ลิตร (BEM, B.E.Marubishi with  pH controller: Mettler Toledo, 

Japan)   
3.5 ถงัหมกัขนาด 50 ลิตร (Model MSJ-N2 with controller: BEMT-T-50L, 

B.E.Marubishi, Japan) 
3.6 High Performance Liquid Chromatography, HPLC (System controller: SCL-10A , 

Liquid Chromatography: LC-10AD VP, Degasser: DGU-12A, RI detector: RID-10A, 
UV-Vis detector: SPD-10A VP, Auto injector: SIL-10AD VP, Column oven: CTO-
10AS VP, Shimadzu, Japan) 

3.7 กลอ้งจุลทรรศน ์(MX4300H, MEIJI, Japan) 
3.8 เคร่ืองชัง่ (XB 320M, Precisa, Switzerland) 
3.9  Autoclave (HVA-85, Hiclave, Japan) 
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วธีิการ 
 

1. การเตรียมเชื้อ 
 
เข่ียเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 จากอาหารวุน้เอียง (slant) ท่ีเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส ลงในฟลาสกข์นาด 50 มิลลิลิตร ท่ีมี Basal medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นาํไป
บ่มบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง (ตามวิธีการของ วว.) จากนั้นถ่ายเช้ือท่ีเตรียมได ้1 มิลลิลิตร ใส่ลงในฟลาสกท่ี์มี 
Basal medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (คิดเป็นปริมาตรกลา้เช้ือร้อยละ 10) บ่มต่อบนเคร่ืองเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เช้ือท่ีได ้10 
มิลลิลิตร ใชเ้ป็นกลา้เช้ือสาํหรับการทดลองต่อไป 

 
2. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจริญเตบิโตของ Azotobacter vinelandii TISTR 1094  ใน

ระดบัฟลาสก์ 
 

ถ่ายกลา้เช้ือท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 1 ลงใน Basal medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร (คิดเป็นปริมาตรกลา้เช้ือร้อยละ 10) แลว้นาํไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าควบคุม
อุณหภูมิโดยแปรผนัอตัราการเขยา่เป็น 200 และ 250 รอบต่อนาที แปรผนัอุณหภูมิเป็น 30 และ 35 
องศาเซลเซียส และแปรผนัพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 6.0, 6.5, 7.0 และ 7.5 เก็บตวัอยา่งท่ี
เวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง วิเคราะห์ความเป็นกรดด่างดว้ยพีเอชมิเตอร์ และวดัการเจริญของเช้ือ
ดว้ยวิธี Total Plate Count  

 

3. การศึกษาผลของความเข้มข้นเร่ิมต้นของนํา้ตาลกลูโคสต่อการเจริญเติบโตของ Azotobacter 
vinelandii TISTR 1094  ในระดบัฟลาสก์  
 

ถ่ายกลา้เช้ือท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 1 ลงใน Basal medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร (คิดเป็นปริมาตรกลา้เช้ือร้อยละ 10) ท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้าตาลกลูโคส 
1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร แลว้นาํไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่โดยควบคุมอุณหภูมิ 
ความเร็วรอบ และพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการทดลองในขอ้ 2 



30 
 

เกบ็ตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง วิเคราะห์ความเป็นกรดด่างดว้ยพีเอชมิเตอร์ และวดัการ
เจริญของเช้ือดว้ยวิธี Total Plate Count  

 

4. การศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของกากนํา้ตาลต่อการเจริญเติบโตของ Azotobacter vinelandii 
TISTR 1094  ในระดับฟลาสก์  

 
ถ่ายกลา้เช้ือ 10 มิลลิลิตร ลงใน Basal medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาด 250 

มิลลิลิตร (คิดเป็นปริมาตรกลา้เช้ือร้อยละ 10) ท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาล 1, 2, 4, 6, 8 
และ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร บ่มต่อบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ีสภาวะท่ี
เหมาะสมจากการทดลองขอ้ 2 เกบ็ตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง วิเคราะห์ความเป็นกรด
ด่างดว้ยพีเอชมิเตอร์ วดัการเจริญของเช้ือดว้ยวิธี Total Plate Count วิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส 
ซูโครส และฟรุคโตสท่ีเปล่ียนแปลงระหว่างการเพาะเล้ียงโดยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) และศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลเ์พ่ือสังเกตโครงสร้างของ
ซีสตภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์โดยวิธีของ Schaeffer และ Fulton  

 

5. การศึกษาการเจริญเตบิโตของ Azotobacter vinelandii TISTR 1094  ในระดบัถงัหมกัขนาด 5 
ลติร 

 
ถ่ายกลา้เช้ือ  10 มิลลิลิตร ลงใน Basal medium ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาด 

500 มิลลิลิตร (คิดเป็นปริมาตรกลา้เช้ือร้อยละ 10) ท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้ าตาลท่ี
เหมาะสมจากการทดลองขอ้ 4 จาํนวน 2 ฟลาสก ์บ่มต่อบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ีสภาวะท่ี
เหมาะสมจากการทดลองขอ้ 2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลงใน
ถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการทาํงาน 3 ลิตร ควบคุมสภาวะการหมกัตามสภาวะท่ีเหมาะสม
จากการทดลองขอ้ 2 เกบ็ตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 4, 8, 30, 48 และ 72 ชัว่โมง วิเคราะห์ความเป็นกรดด่าง
ดว้ยพีเอชมิเตอร์ วดัการเจริญของเช้ือดว้ยวิธี Total Plate Count วิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลกลูโคส 
ซูโครส และฟรุคโตสท่ีเปล่ียนแปลงระหว่างการเพาะเล้ียงโดยวิธี HPLC และศึกษาลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเซลลเ์พ่ือสังเกตโครงสร้างของซีสตภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยวิธีของ Schaeffer 
และ Fulton 
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6. การศึกษาการเจริญเตบิโตของ Azotobacter vinelandii TISTR 1094  ในระดบัถงัหมกัขนาด 50 
ลติร 

 
ถ่ายกลา้เช้ือท่ีเตรียมไดล้งใน Basal medium ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาด 500 

มิลลิลิตร(คิดเป็นปริมาตรกลา้เช้ือร้อยละ 10)  ท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาลท่ีเหมาะสมจาก
การทดลองขอ้ 4 จาํนวน 2 ฟลาสก ์บ่มต่อบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมจาก
การทดลองขอ้ 2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลงในถงัหมกัขนาด 
5 ลิตร ท่ีมีปริมาตรการทาํงาน 3 ลิตร ควบคุมสภาวะการหมกัตามสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลอง
ขอ้ 2  โดยเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24  ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือ 3 ลิตร ลงในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร ท่ีมี
ปริมาตรการทาํงาน 30 ลิตร ความเขม้ขน้กากนํ้าตาลท่ีเหมาะสมจากการทดลองขอ้ 4 ควบคุมสภาวะ
การหมกัตามสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองขอ้ 2  เกบ็ตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 4, 8, 30, 48 และ 72 
ชัว่โมง วิเคราะห์ความเป็นกรดด่างดว้ยพีเอชมิเตอร์ วดัการเจริญของเช้ือดว้ยวิธี Total Plate Count 
วิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลกลูโคส ซูโครส และฟรุคโตสท่ีเปล่ียนแปลงระหว่างการเพาะเล้ียงโดยวิธี 
HPLC  

 
7. การศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพ 

 
7.1 การทาํปุ๋ยนํ้าชีวภาพในรูปแบบนํ้า 
 

นาํนํ้าหมกัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีกากนํ้ าตาล 2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อ 
ปริมาตร บรรจุในขวดพลาสติกท่ีสะอาด เกบ็รักษาในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิหอ้ง ทาํ
การเกบ็ตวัอยา่งในวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 14, 21 และ 28 ทาํการทดสอบวิเคราะห์หาปริมาณไนโตรเจน
โดยวิธี Kjeldahl และวดัการรอดชีวิตของเช้ือดว้ยวิธี Total Plate Count 

 
7.2 การทาํปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบแหง้ 

  
นาํนํ้าหมกัไดจ้ากการเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีกากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อ 

ปริมาตร ผสมกบักากหมอ้กรองในปริมาณ 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 และ 55 เปอร์เซ็นต ์
โดยนํ้าหนกั และวางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ทาํการเกบ็ตวัอยา่งในวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8, 14, 21 และ 28 ทาํ
การทดสอบวิเคราะห์หาปริมาณไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldahl และวดัการรอดชีวิตของเช้ือดว้ยวิธี 
Total Plate Count 
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8. การศึกษาการปรับปรุงดนิและพชืทดสอบ 
 
นาํปุ๋ยนํ้ าท่ีไดจ้ากการหมกัทดสอบกบัพืชทดลองคือออ้ยพนัธ์ุขอนแก่น 3 หรือ LK92311 

โดยใชท่้อนออ้ยความยาวประมาณ 8 – 10 เซนติเมตร ดินท่ีใชใ้นการปลูกออ้ยเป็นดินทางการคา้ คือ 
ดินวนัดีการเกษตร และกากหมอ้กรองท่ีไดจ้ากโรงงานนํ้าตาล โดยมีการทดลองดงัตารางท่ี 5 

 
ตารางที ่5  แผนการทดลองการปรับปรุงพืชระดบัหอ้งปฏิบติัการ 
 

การทดลองท่ี  ดินท่ีปลูก 
การเตรียมท่อนออ้ยก่อนปลูก การรดนํ้า 
ไม่แช่นํ้า แช่นํ้า แช่ปุ๋ยนํ้า รดนํ้า รดปุ๋ยนํ้า 

1 ดินลว้น       
2 ดินลว้น      
3 ดินลว้น      
4 ดินลว้น      
5 ดินลว้น      
6 ดินลว้น      
7 ดินสลบักากหมอ้กรอง      
8 ดินสลบักากหมอ้กรอง      
9 ดินสลบักากหมอ้กรอง      

10 ดินสลบักากหมอ้กรอง      
11 ดินสลบักากหมอ้กรอง      
12 ดินสลบักากหมอ้กรอง      

 
หมายเหตุ  1 เดือนแรกทุกการทดลองจะรดนํ้ าอยา่งเดียว จนครบ 45 วนั แลว้เร่ิมทาํการทดลองตาม

ตารางขา้งตน้จนครบ 3 เดือน  
ระยะเวลาแช่ท่อนออ้ยในนํ้าและปุ๋ยนํ้า คือ 12 ชัว่โมง 
ปริมาณนํ้าหรือปุ๋ยนํ้าท่ีใชร้ดออ้ยคือ 200 มิลลิลิตร ต่อตน้ 
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การวิเคราะห์ตวัอยา่ง 
 

ทาํการวดัความสูงต้นออ้ยจากแต่ละการทดลองเม่ืออายุครบ 1 และ 3 เดือน วิเคราะห์
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในดินดว้ยวิธี Kjeldah method และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์นโตร
จีเนสในรากออ้ยและดินดว้ยวิธี Acetylene reduction assay (ภาคผนวก ข) 

 
การวิเคราะห์ขอ้มูล 
 
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างของขอ้มูลด้วยวิธีการของ 

Duncan’s new multiple rage test (DMRT) 
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ใน
ระดบัฟลาสก์ 

 
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบั 

ฟลาสกโ์ดยแปรผนัพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิ และความเร็วรอบในการเขยา่พบว่า ในทุก
สภาวะของการทดลอง เม่ือเช้ือมีการเจริญเติบโต พีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือจะลดตํ่าลง ซ่ึงการเล้ียง
เช้ือในสภาวะท่ีมีการเขยา่ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส พีเอชของอาหาร
เล้ียงเช้ือจะมีการเปล่ียนแปลงเล็กนอ้ยหลงัจากชัว่โมงท่ี 24 และเม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ พีเอชของ
อาหารเล้ียงเช้ือมีค่าระหว่าง 5.0-6.18 สําหรับการเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีมีการเขยา่ 250 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หลงัจาก 24 ชัว่โมง พีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือมีการเปล่ียนแปลงเลก็นอ้ย 
(ระหว่างพีเอช 5.0-5.18) ยกเวน้ท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 7.5 คือ หลงัจากชัว่โมงท่ี 48 พีเอชของอาหารเล้ียง
เช้ือลดตํ่าลงอย่างเห็นไดช้ดัเจน (จาก 5.97 ลดเหลือ 5.2) ส่วนท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบว่า 
หลงัจากชัว่โมงท่ี 24 พีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือลดลงอยา่งรวดเร็ว และเม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ พีเอช 
ลดลงเหลือประมาณ 3.63-4.0 ยกเวน้ท่ีพีเอชเร่ิมตน้ 7.5 พบว่า หลงัจากชัว่โมงท่ี 24 พีเอชลดลงอยา่ง
รวดเร็ว (จาก 6.73 ลดลงเหลือ 5.72) แต่เม่ือผ่านชัว่โมงท่ี 48 พีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมคงท่ีอยู่
ประมาณ 5.7 การเปล่ียนแปลงพีเอชในสภาวะของการเล้ียงเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีสภาวะ
ท่ีแตกต่างกนั ดงัภาพท่ี 4        
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ภาพที่ 4  การเปล่ียนแปลงพีเอชในสภาวะของการเล้ียงเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ท่ี

แตกต่างกนั โดย (a) อตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที (b) อตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที     
(เส้นทึบ (        ) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส, เส้นปะ (‐‐‐‐‐) อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส,              
pH 6 , ; pH 6.5 , ; pH 7 ▲,  และ pH 7.5 ▼,  ตามลาํดบั) 
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เม่ือศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในสภาวะการเล้ียงเช้ือท่ี
แตกต่างกนัพบว่า ในสภาวะท่ีมีอตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที (ภาพท่ี 5 (a)) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือ 6 และ 6.5 พบว่า เช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 
24 โดยมีปริมาณเช้ือ 3.0x106 และ 8.0x107 CFU/ml ตามลาํดบั และเม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ (72 
ชัว่โมง) การเจริญเติบโตของเช้ือเท่ากบั 1.0x105 และ 5.0x104 CFU/ml ตามลาํดบั ส่วนในอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีพีเอชเร่ิมตน้ 7 และ 7.5 พบว่า การเจริญเติบโตของเช้ือค่อนขา้งคงท่ี กล่าวคือ ในชัว่โมง
ท่ี 48 เช้ือมีการเจริญเติบโตเท่ากบั 2.3x108 และ 6.0x108 CFU/ml ตามลาํดบั และเม่ือส้ินสุดการเล้ียง
เช้ือ การเจริญเติบโตของเช้ือเท่ากบั 1.3x108 และ 5.0x108 CFU/ml ตามลาํดบั สําหรับในการ
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เม่ือพีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเพาะเล้ียงเช้ือเท่ากบั 6, 6.5, 7.0 
และ 7.5 พบว่า เช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุดท่ีชั่วโมงท่ี 24 โดยมีปริมาณเช้ือ 5.8x106, 3.4x107, 
2.0x108 และ 1.0x108 CFU/ml ตามลาํดบั 
 

การเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีมีอตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที (ภาพท่ี 5 (b)) อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส อาหารเล้ียงเช้ือมีพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 6, 6.5, 7 และ 7.5 พบว่า เช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุด
ท่ีชั่วโมงท่ี 24 โดยมีปริมาณ 3.0x108, 4.2x108, 1.7x109 และ 2.0x109 CFU/ml ตามลาํดบั และ
หลงัจากชัว่โมงท่ี 24 เช้ือมีการเจริญเติบโตลดลงกระทัง่ส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ (72 ชัว่โมง) พบว่าท่ี     
พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 6 และ 6.5 เช้ือไม่มีการเจริญเติบโต ส่วนท่ีพีเอชเร่ิมตน้ของอาหาร
เท่ากบั 7 และ 7.5 เช้ือมีปริมาณลดลงเหลือ 1.0x106 และ 6.2x106 CFU/ml ตามลาํดบั สําหรับการ
เพาะเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 6, 6.5, 7 และ 7.5 จะเห็นไดว้่า
เช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุดในชั่วโมงท่ี 48 โดยมีปริมาณเช้ือ 4.0x107, 7.2x108, 9.3x108 และ 
8.0x108 CFU/ml ตามลาํดบั 
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ภาพที ่5  การเจริญเติบโตของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในสภาวะท่ีแตกต่างกนั โดย     

(a) อตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที (b) อตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที (เส้นทึบ (      ) 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส, เส้นปะ (---) อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส, pH 6 , ;     
pH 6.5 , ;   pH 7 ▲,  และ pH 7.5 ▼,  ตามลาํดบั) 
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เม่ือนาํปริมาณเช้ือท่ีมีการเจริญเติบโตสูงสุดในแต่ละสภาวะมาเปรียบเทียบกนัดงัภาพท่ี 6 
จะเห็นได้ว่า เม่ือพีเอชเร่ิมต้นของอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ิมข้ึนจากพีเอช 6.0 เป็น 7.5 เช้ือจะมีการ
เจริญเติบโตเพิ่มข้ึนจากประมาณ 105 เพ่ิมข้ึนเป็น 108 CFU/ml โดยสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดสาํหรับ
การผลิตเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในการศึกษาคร้ังน้ี คืออตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที พีเอช
เร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ืออยูท่ี่ 7.0 ถึง 7.5  
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ภาพที ่6  การเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในสภาวะท่ีแตกต่างกนั 
 (, 200 rpm 30 °C 48 h; , 200 rpm 35 °C 24 h; ▲,  250 rpm 30 °C 24 h และ            
▼, 250 rpm 35 °C 48 h ตามลาํดบั) 

 
จากผลการทดลองสรุปไดว้่า Azotobacter vinelandii TISTR 1094 เป็นเช้ือท่ีตอ้งการอากาศ

ในการเจริญเติบโต (sticky anaerobe) และสภาวะท่ีเจริญไดดี้คือสภาวะท่ีมีความเป็นกรดด่าง
ประมาณ 7.0 ดงันั้นในการทดลองต่อไปซ่ึงเป็นการศึกษาผลของความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้ าตาล
กลูโคสต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ สภาวะท่ีใชใ้นการทดลองคืออตัราการเขย่า 250 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 7.0  
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2. การศึกษาผลของความเข้มข้นเ ร่ิมต้นของนํ้าตาลกลูโคสต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ 

Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก์ 
  

การศึกษาผลของความเข้มข้นเร่ิมต้นของนํ้ าตาลกลูโคสต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ           
A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก ์สภาวะท่ีใชใ้นการทดลองคืออตัราการเขยา่ 250 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 7.0 พบว่า เม่ือเช้ือเร่ิม
เจริญเติบโตพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือลดลงทุกความเขม้ขน้ของนํ้าตาลกลูโคส โดยพีเอชของอาหาร
เล้ียงเช้ือเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียงลดลงเท่ากบั 5.87, 5.74 และ 5.71 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้าตาล
กลูโคสเท่ากบั 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร (ภาพท่ี 7)  

 
เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีระดบัความเขม้ขน้

เร่ิมตน้ของนํ้ าตาลกลูโคสเท่ากบั 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร (ภาพท่ี 8) พบว่า
เช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 48 โดยมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 1.0x109, 2.5x109 และ 5.0x108 
CFU/ml ตามลาํดบั เม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบว่า ปริมาณเช้ือของทุกความเขม้ขน้นํ้าตาลกลูโคสมี
ปริมาณลดลง อยูท่ี่ 8.0x107, 5.0x108 และ 8.9x107 CFU/ml ตามลาํดบั จากผลการทดลองพบว่า ท่ี
เวลา 48 ชัว่โมง เช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุดท่ี 109 CFU/ml ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้าตาลกลูโคส 
1-2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร  

 
ในขณะท่ีการทดลองของ Damir et al. (2011) ท่ีทาํการศึกษาการเพาะเล้ียงเช้ือ Azotobacter  

chroococcum เพ่ือใชใ้นการผลิตปุ๋ยชีวภาพ โดยศึกษาปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีเหมาะสมในการเล้ียง
เช้ือ (1, 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร) พบว่า ท่ีความเขม้ขน้นํ้าตาลกลูโคส 3 
เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร เช้ือเจริญไดสู้งสุด อยา่งไรกต็ามยงัคงมีปริมาณนํ้าตาลเหลืออยู่
เม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียงท่ี 120 ชัว่โมง ในขณะท่ีการเจริญของเช้ือท่ีความเขม้ขน้นํ้ าตาลกลูโคส 2 
เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร เช้ือเจริญไดน้อ้ยกว่าเพียงเลก็นอ้ย แต่ปริมาณนํ้าตาลเหลือนอ้ย
มากเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง  
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ภาพที่ 7  การเปล่ียนแปลงของพีเอชระหว่างการเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 
ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้าตาลกลูโคส , 1%; , 2%  และ ▲, 3% โดยนํ้าหนกัต่อ
ปริมาตร 
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ภาพที่ 8  การเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้าตาล

กลูโคส , 1%; , 2%  และ ▲, 3% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 
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3. การศึกษาผลของความเข้มข้นเร่ิมต้นของกากน้ําตาลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ Azotobacter  
vinelandii TISTR 1094 ในระดับฟลาสก์ 
 

3.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก ์
 

แมว้่ากลูโคสจะเป็นแหล่งอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับจุลินทรียเ์น่ืองจากเป็นนํ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียวท่ีเช้ือสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ไดง่้าย อย่างไรก็ตามนํ้ าตาลกลูโคสเป็นวตัถุดิบท่ีมี
ราคาแพงและไม่เหมาะสมในการนาํมาใชผ้ลิตปุ๋ยนํ้ าชีวภาพ มีรายงานว่าเช้ือ A. vinelandii TISTR 
1094 สามารถเจริญเติบโตไดโ้ดยใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีหลากหลาย โดยกากนํ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน
ท่ีมีราคาถูกซ่ึงยงัคงมีสารอาหารและแร่ธาตุท่ีมีประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ทั้งน้ี
กากนํ้าตาลมีซูโครสเป็นองคป์ระกอบในปริมาณสูง 30-40 เปอร์เซ็นต ์การทดลองน้ีมีวตัถุประสงค์
เพ่ือศึกษาความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาลท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii 
TISTR 1094 โดยทาํการศึกษาเปรียบเทียบท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้ าตาล 1, 2 และ 4 
เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร พบว่าเม่ือเช้ือมีการเจริญเติบโตส่งผลให้พีเอชของอาหารเล้ียง
เช้ือมีการเปล่ียนแปลง และเม่ือส้ินสุดการการทดลองพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 7.11, 7.22 และ 
7.13 ตามลาํดบั (ภาพท่ี 9) 

 
เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือและการเปล่ียนแปลงปริมาณนํ้ าตาลระหว่างการ

เพาะเล้ียง A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีระดบัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้ าตาล 1, 2, และ 4 
เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร (ภาพท่ี 10 และ 11) พบว่าท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาล 
2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร เช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 30 โดยปริมาณเท่ากบั 
2.3x109 CFU/ml และเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง (72 ชัว่โมง) ปริมาณเช้ือลดลงเหลือ 1.9x108 CFU/ml 
โดยปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมดลดลงจาก 11.75 กรัมต่อลิตร เหลือ 0.25 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ีพบว่าท่ี
ความเขม้ขน้กากนํ้ าตาล 1 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร เม่ือปริมาณนํ้ าตาลหมดไป ปริมาณ
เช้ือลดลงมากกว่าความเขม้ขน้อ่ืนๆ ท่ีปริมาณนํ้าตาลยงัเหลืออยู ่ 

  
อยา่งไรก็ตามการศึกษาในระดบัฟลาสกย์งัไม่สามารถควบคุมสภาวะต่าง ๆ เช่น พีเอช 

อตัราการให้อากาศ ให้คงท่ีได้ตลอดการทดลองซ่ึงอาจมีผลต่อการเจริญของเช้ือได้ ดงันั้นการ
ทดลองต่อไปจะทาํการศึกษาการเจริญของเช้ือในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตรท่ีมีการควบคุมสภาวะ
ต่างๆ  
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ภาพที ่9  การเปล่ียนแปลงของพเีอชระหวา่งการเจริญเติบโตของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 

1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาล , 1%; , 2%  และ ▲, 4% โดยนํ้าหนกั
ต่อปริมาตร   
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ภาพที่ 10  การเจริญเติบโตของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ

กากนํ้าตาล , 1%; , 2%  และ ▲, 4% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร   
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ภาพที ่11  การเปล่ียนแปลงปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดระหว่างการเพาะเล้ียงเช้ือ Azotobacter vinelandii 
TISTR 1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาล , 1%; , 2%  และ ▲, 4% โดย
นํ้าหนกัต่อปริมาตร 
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3.2 การศึกษาการสร้างซีทตข์องเช้ือ  Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก ์
 

Azotobacter สามารถสร้างโครงสร้างพิเศษท่ีเรียกว่าซีสท์ โดยซีสต์จะทนทานต่อ
สารเคมีและสภาพแวดลอ้มมากกว่าเซลลป์กติ ซ่ึงเป็นขอ้ไดเ้ปรียบสาํหรับการนาํเช้ือ Azotobacter 
ไปใชใ้นการปรับปรุงคุณภาพของออ้ยในแปลงปลูกท่ีมีสภาพแห้งแลง้ ทั้งน้ีซีสตส์ามารถจะเจริญ
เป็นเซลลป์กติต่อไปเม่ืออยูใ่นสภาวะเหมาะสมกบัการเจริญเติบโต  

 
การทดลองน้ีเป็นการศึกษาการสร้างซีสตข์องเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 เม่ือ

เพาะเล้ียงในระดบัฟลาสกโ์ดยแปรผนัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาลท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 1, 2 
และ 4 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร จากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลภ์ายใต้
กลอ้งจุลทรรศนโ์ดยวิธีการยอ้มสีเซลลด์ว้ยสี malachite green พบว่าตวัเซลลจ์ะติดสีแดง ในขณะท่ี
เซลลท่ี์สร้างซีสตจ์ะยอ้มติดสีเขียว ลกัษณะการติดสีของซีสตแ์ละตวัเซลลแ์สดงดงัภาพท่ี 12 

 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
ภาพที ่12  ลกัษณะซีทตข์อง Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์ 

(กาํลงัขยาย 100 เท่า) 
 

การสร้างซีสตข์องเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094  ในระดบัฟลาสกท่ี์ระดบัความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาลต่างๆ แสดงผลการทดลองดงัตารางท่ี 6 โดยพบว่า ท่ีชัว่โมงท่ี 0 ของ
ทุกความเขม้ขน้กากนํ้ าตาลพบเพียงตวัเซลล์ท่ีติดสีแดง แต่เม่ือทาํการเพาะเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จะตรวจพบการติดสีเขียวของซีทตใ์นทุกความเขม้ขน้ของกากนํ้ าตาล โดยการติดสีเขียว
เพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ ตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง 72 ชัว่โมง ทั้งน้ีเน่ืองจากเม่ือระยะเวลาในการเพาะเล้ียง

   ซีทต ์ติดสีเขียว 

ตวัเซลล ์ ติดสีแดง 
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เพ่ิมข้ึนทาํให้ปริมาณนํ้ าตาลในฟลาสกล์ดลง เม่ือเช้ืออยู่ในสภาวะขาดแคลนอาหารจึงมีการสร้าง
ซีสตเ์พ่ิมข้ึน จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 มีความสามารถใน
การสร้างซีทตซ่ึ์งทาํให้เช้ือสามารถทนทานต่อสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมไดดี้ อยา่งไรก็ตามตอ้ง
มีการศึกษาการรอดชีวิตของเช้ือต่อไป  

 

Stevenson and Socolofsky (1965) ทาํการศึกษาการสร้างซีทตข์องเช้ือ A. vinelandii 
ATCC 12837, A. vinelandii ATCC 9104 และ A. vinelandii สายพนัธ์ุ O บนอาหาร Burk’s 
nitrogen-free salt agar เม่ือเปรียบเทียบการสร้างซีสตข์องเช้ือท่ีระดบัความความเขม้ขน้กลูโคส 
0.01-5 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร พบว่า การสร้างซีสตข์องเช้ือเพ่ิมข้ึนท่ีความเขม้ขน้
กลูโคส 0.01-0.3 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร แต่เม่ือปริมาณสารอาหารเพ่ิมข้ึนจะส่งผลให้
การสร้างซีสตข์องเช้ือลดลง นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าการสร้างซีสตข์องเช้ือ Azotobacter สามารถ
เหน่ียวนาํไดโ้ดยการเติมสารในกลุ่มแอลกอฮอล ์เช่น บิวทานอล ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยการสร้าง
ซีสตย์งัข้ึนอยูก่บัชนิดและความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง อตัราส่วน (ratio) 
ระหวา่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหาร ชนิดของแร่ธาตุท่ีเป็นองคป์ระกอบในอาหาร นอกจากน้ี
ยงัข้ึนอยู่กบัชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือโดยเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารแข็งจะมีการสร้างซีสต์มากกว่าการ
เพาะเล้ียงในอาหารเหลว (Stevenson and Socolofsky, 1965; Siliman and JR, 1986; Pena et al. 
2002) 
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ตารางที่ 6  ลกัษณะการสร้างซีสตข์องเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสกท่ี์
ระดบัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาลต่างๆ  

 

เวลา (ชัว่โมง) 
ความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาล (เปอร์เซ็นต)์ 

1 2 4 

0 

   

24 

   

30 

   

48 

   

72 
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4. การศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ  Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในระดับถังหมัก
ขนาด 5 ลติร 
 

4.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ  Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในระดบัถงั
หมกัขนาด 5 ลิตร 

 
เน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือเป็นปัจจยัท่ีมีความสาํคญัต่อการเพาะเล้ียงเช้ือ A. vinelandii 

TISTR 1094 เพื่อเป็นหัวเช้ือสําหรับปุ๋ยชีวภาพ นอกจากจะมีผลต่อปริมาณเซลลท่ี์เพาะเล้ียงแลว้ 
อาหารเล้ียงเช้ือมีผลต่อค่าใชจ่้ายของกระบวนการผลิต จากผลการทดลองในระดบัฟลาสกพ์บว่า ท่ี
ความเข้มข้นเร่ิมต้นของกากนํ้ าตาล 2 เปอร์เซ็นต์ โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร เป็นสภาวะท่ีเช้ือ
เจริญเติบโตไดดี้ท่ีสุด (2.3x109 cfu/ml) และเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง มีปริมาณนํ้ าตาลเหลืออยู่ใน
ระบบเพียงเลก็นอ้ย (0.25 กรัมต่อลิตร) ดงันั้นในการทดลองในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร จึง
เลือกใชก้ากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 
การศึกษาการเจริญของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยมี        

ปริมาตรการทาํงาน 3 ลิตร ควบคุมสภาวะการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 
รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 vvm และควบคุมการเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0 โดยการเติม
โซเดียมไฮดรอกไซต์เขม้ขน้ 2 นอร์มลัแบบอตัโนมติั ความเขม้ขน้ของกากนํ้ าตาลเท่ากบั 2 
เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร แสดงผลการทดลองดงัภาพท่ี 13 

 
จากผลการทดลองเม่ือทาํการเพาะเล้ียงในถงัหมกัพบว่า เช้ือมีการเจริญเติบโตอย่าง

รวดเร็ว โดยเม่ือเร่ิมการเพาะเล้ียงมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3.44x107 CFU/ml และความเขม้ขน้นํ้ าตาล
เร่ิมตน้เท่ากบั 11.18 กรัมต่อลิตร เม่ือใช้ระยะเวลาในการเพาะเลี้ ยง 24 ชัว่โมง พบว่า เช้ือมีการ
เจริญเติบโตสูงสุดโดยมีปริมาณเท่ากบั 1.13x109 CFU/ml และปริมาณนํ้าตาลลดลงเหลือ 5.61 กรัม
ต่อลิตร เม่ือเปรียบเทียบการศึกษาในระดบัถงัหมกัซ่ึงมีการควบคุมสภาวะต่างๆ เช้ือเจริญเติบโตได้
ดีและเร็วกว่าในสภาวะท่ีไม่มีการควบคุม (การศึกษาในระดบัฟลาสก์) โดยในถงัหมกัเช้ือ
เจริญเติบโตประมาณ 109 CFU/ml ภายในเวลา 24 ชัว่โมง ขณะท่ีระดบัฟลาสกใ์ชเ้วลาประมาณ 30 
ชัว่โมง 
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ภาพที่ 13  การเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ีความ
เขม้ขน้ของกากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ( pH;   total sugar 
concentration  และ  Cell count)  

 
4.2 การศึกษาการสร้างซีสตข์องเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในระดบัถงัหมกั

ขนาด 5 ลิตร 
 

การศึกษาการสร้างซีสตข์องเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีเพาะเล้ียงในระดบัถงั
หมกัขนาด 5 ลิตร ทาํการตรวจสอบโดยวิธีการยอ้มสีเซลลด์ว้ยสี malachite green โดยเซลลท่ี์สร้าง
ซีสตจ์ะยอ้มติดสีเขียวซ่ึงสามารถเห็นไดเ้ด่นชดักว่าการยอ้มดว้ยวิธี Gram’s stain และทาํการตรวจ
นบัปริมาณซีสตด์ว้ย hemacytometer ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์ผลการทดลอง แสดงดงัตารางท่ี 7  

 
 
 
 
 
 
 



49 
 

ตารางที่ 7  การสร้างซีสตข์องเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ี
ความเขม้ขน้กากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 
Time 
(h) 

pH 
Cells count 
(CFU/ml) 

Total sugar 
concentration (g/l) 

Total 
cysts/ml 

Staining of cyst structure  

0 6.33 3.67 x 107 8.91 0 ND 
4 6.77 3.50 x 107 8.64 0 ND 

8 6.63 1.07 x 108 7.64 0 ND 

24 6.78 1.60 x 109 4.18 2.00 x 103 

 

30 6.75 1.50 x 109 2.99 3.50 x 103 

 

48 6.69 2.40 x 109 0.82 9.50 x 103 

 

54 6.57 8.67 x 108 0.86 7.50 x 103 

 

72 6.65 3.00 x 107 0.85 9.50 x 103 
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ตารางที ่7  (ต่อ)  
 

Time 
(h) 

pH 
Cells count 
(CFU/ml) 

Total sugar 
concentration (g/l) 

Total 
cysts/ml 

Staining of cyst structure  

168 Nd Nd Nd 1.55 x 104 

 

336 Nd Nd Nd 7.13 x 103 

 
 
หมายเหตุ ND หมายถึง ไม่ไดท้าํการทดลอง 
 

จากผลการทดลอง พบว่าเช้ือเร่ิมตน้มีปริมาณเท่ากบั 3.67x107 CFU/ml และเช้ือมีการ
เจริญเติบโตสูงสุดท่ีระยะเวลาการเพาะเล้ียง 48 ชัว่โมง โดยมีปริมาณเช้ือ 2.40x109 CFU/ml หลงัจาก
นั้นปริมาณเช้ือมีการลดลงเหลือ 8.67x108 และ 3.00x107 CFU/ml  ท่ีเวลา 54 และ 72 ชัว่โมง 
ตามลาํดบั เม่ือตรวจสอบปริมาณนํ้าตาลพบว่า มีปริมาณนํ้ าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 8.91 กรัมต่อลิตร และ
ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ปริมาณนํ้ าตาลลดลงเหลือ 0.82 กรัมต่อลิตร โดยจากตารางท่ี 6 แสดงใหเ้ห็นว่า
เม่ือปริมาณนํ้าตาลนอ้ยกว่า 1.00 (ขาดแหล่งอาหารคาร์บอน) ส่งผลใหป้ริมาณเช้ือเร่ิมลดลงเช่นกนั 
เม่ือตรวจสอบการสร้างซีสต์ของเช้ือระหว่างการเพาะเล้ียงพบว่า เช้ือเร่ิมสร้างซีสตใ์นชัว่โมงท่ี 24 
โดยมีปริมาณ 2.00x103 cysts/ml และการสร้างซีสตเ์พ่ิมมากข้ึนเม่ือระยะเวลาในการเพาะเล้ียงนาน
ข้ึน เม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียงท่ี 72 ชัว่โมง ทาํการเกบ็นํ้าหมกัไวใ้นขวดท่ีอุณหภูมิหอ้ง เม่ือครบ 168 
ชัว่โมง (7 วนั) พบวา่ การสร้างซีสตข์องเช้ือเพ่ิมข้ึนเป็น 1.55x104 cysts/ml และเม่ือครบ 336 ชัว่โมง 
(14 วนั) ทาํการตรวจนับปริมาณซีสต์อีกคร้ัง พบว่า การสร้างซีสต์ลดลงเหลือเพียง 7.13x103 
cysts/ml และมีเช้ือจุลินทรียอ่ื์นปนเป้ือนในนํ้าหมกัปริมาณเพ่ิมมากข้ึน ทั้งน้ีปริมาณซีสตท่ี์ตรวจพบ
ลดนอ้ยลง อาจเป็นผลจากการปนเป้ือนของจุลินทรียอ่ื์น 

 



51 
 

การสร้างซีสตข์องเช้ือ Azotobacter จะเกิดข้ืนเม่ือเช้ืออยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมกบั
การเจริญเติบโต จากผลการทดลองขา้งตน้พบว่า เม่ือสารอาหารเร่ิมลดลงเช้ือบางส่วนเร่ิมมีการ
สร้างซีสต์เพ่ือช่วยปกป้องเซลล์จากสภาวะท่ีไม่เหมาะสมกบัการเจริญดงักล่าว ทั้งน้ีเช้ือท่ีอยู่ใน
สภาวะซีสตส์ามารถเจริญเป็นเซลลใ์หม่ไดเ้ม่ือสภาวะแวดลอ้มเหมาะสมกบัการเจริญเติบโต  

 
การสร้างซีสต์ของเช้ือ  Azotobacter สามารถเหน่ียวนําได้จากหลายปัจจัย เช่น 

องคป์ระกอบของแร่ธาตุในอาหาร โดยอาหารท่ีมีองคป์ระกอบของสารในกลุ่มแอลกอฮอลคื์อ บิว
ทานอล สามารถเหน่ียวนาํใหเ้ช้ือ Azotobacter สร้างซีสตไ์ด ้ Inamdar et al. (2000) ศึกษาการผลิต
ซีสตข์องเช้ือ Azotobacter ในสภาวะท่ีเล้ียงในอาหารเหลว โดยนาํเซลลท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงในถงั
หมกัขนาด 30 ลิตร มาเหน่ียวนาํใหเ้กิดการสร้างซีสตโ์ดยการนาํมาเล้ียงในถงัท่ีมีการเติม CaCO3 0.2 
เปอร์เซ็นต ์และ บิวทานอล 0.3 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เม่ือตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์
(phase contrast microscopy) พบว่า เช้ือมีการสร้างซีสตเ์กือบ 100 เปอร์เซ็นต ์Page and Sadoff 
(1975) รายงานวา่สภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการสร้างซีสตข์องเช้ือ A. vinelandii (ATCC 12837) คือ
การเล้ียงในอาหารปราศจากไนโตรเจนท่ีมี B-hydroxybutyrate 0.2 เปอร์เซ็นต์ และแคลเซียม
ไอออน 0.37-0.44 mM Socolofsky and Wyss (1962) รายงานวา่เม่ือเล้ียง Azotobacter ในอาหารแขง็
ท่ีมีการเติมบิวทานอล 0.2 เปอร์เซ็นต ์เช้ือมีการสร้างซีสตเ์กือบ 100 เปอร์เซ็นต ์ภายในระยะเวลา 5-
7 วนั โดยเช้ือจะมีการสร้างซีสต์เพียงเล็กน้อยเท่านั้นเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีซูโครสเป็นแหล่ง
คาร์บอนหรือเล้ียงในอาหารเหลว  

 
จากลกัษณะดงักล่าวของเช้ือ Azotobacter จึงเป็นขอ้ไดเ้ปรียบของการนาํเช้ือน้ีเพ่ือเป็น

หวัเช้ือในการผลิตปุ๋ยชีวภาพ เม่ือสามารถเพ่ิมจาํนวนเช้ือตั้งตน้ไดใ้นปริมาณมากยอ่มมีแนวโนม้ว่า
เช้ือจะสร้างซีสตแ์ละสามารถเจริญเติบโตเป็นเซลลท่ี์มีชีวิตและแสดงกิจกรรมการตรึงไนโตรเจน
ใหก้บัพืชในแปลงไดต่้อไป 
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5. ผลการศึกษาการขยายกาํลงัการผลติของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในถังหมัก
ขนาด 50 ลติร 

 
การทดลองน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาการขยายกาํลงัการผลิตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 

1094 ในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร มีปริมาตรการทาํงาน 30 ลิตร ทาํการทดลองโดยใชอ้ตัราการกวน 
200 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และควบคุมค่าความเป็น
กรดด่างเท่ากบั 7.0 โดยการเติมโซเดียมไฮดรอกไซตเ์ขม้ขน้ 2 นอร์มลัแบบอตัโนมติั ความเขม้ขน้
ของกากนํ้ าตาลเท่ากบั 2 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเช้ือจากการทดลองในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร อย่างไรก็ตามพบว่าการใชอ้ตัรากวน 
200 รอบต่อนาที ในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร ทาํให้อาหารในถงัหมกัเกิดฟองในปริมาณมากและเป็น
ผลใหเ้กิดการปนเป้ือนของจุลินทรียอ่ื์นไดง่้าย  จึงทาํการลดอตัราการกวนเหลือเพียง 150 รอบต่อ
นาที พบว่า เช้ือเร่ิมตน้มีปริมาณ 1.3x108 CFU/ml และหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 ชัว่โมง 
สามารถตรวจนับปริมาณเช้ือไดเ้พียง 6x108 CFU/ml ซ่ึงนอ้ยกว่าปริมาณเช้ือท่ีผลิตไดใ้นถงัหมกั
ขนาด 5 ลิตร ปริมาณนํ้าตาลลดลงจาก 11.3 กรัมต่อลิตร เหลือ 0.7 กรัมต่อลิตร จากการทดลอง
แสดงใหเ้ห็นว่า สภาวะขา้งตน้ไม่เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของเช้ือสาํหรับการเพาะเล้ียงเช้ือใน
ถงัหมกัขนาด 50 ลิตร ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจากการลดอตัราการกวนผสมซ่ึงทาํให้อากาศกระจายใน
ถงัหมกัไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ  

 
เม่ือทาํการศึกษาโดยเพ่ิมอตัราการใหอ้ากาศเป็น  2 vvm และควบคุมตวัแปรต่างๆ เช่นเดิม 

ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 14 จากผลการทดลองพบว่า ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ในถงัหมกัมีค่าเท่ากบั 
2.73x108 CFU/ml และเช้ือมีการเจริญเติบโตสูงสุดเม่ือทาํการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยมี
ปริมาณเช้ือเท่ากบั 1.43x109 CFU/ml เม่ือเวลาเพาะเล้ียงผา่นไป 30 ชัว่โมง เช้ือมีปริมาณลดลงเหลือ
เพียง 2.73x108 CFU/ml เม่ือสังเกตปริมาณนํ้าตาลพบว่า จากนํ้าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 10.52 กรัมต่อลิตร 
เม่ือเวลาผา่นไป 24 และ 30 ชัว่โมงไม่ตรวจพบปริมาณนํ้าตาลท่ีเหลืออีก 
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ภาพที่ 14  การเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร ท่ีความ

เขม้ขน้ของกากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร ( pH;  total sugar 
concentration  และ  Cell count)  

 
จากผลการทดลองขา้งตน้แสดงให้เห็นว่าเม่ือปริมาณนํ้ าตาลในระบบหมด หรือเช้ือไม่มี

แหล่งอาหารคาร์บอน จะส่งผลใหเ้ช้ือลดจาํนวนลงอยา่งรวดเร็ว ดงันั้นเพ่ือเป็นการรักษาปริมาณเช้ือ
ท่ีมีชีวิตให้ยงัคงมีปริมาณสูงและมีอายุการเก็บรักษาไดน้าน จึงปรับปรุงการทดลองโดยเพ่ิมความ
เขม้ขน้ของกากนํ้าตาลเร่ิมตน้เป็น 4 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร แสดงผลการทดลองดงัภาพ
ท่ี 15 
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ภาพที่ 15  การเจริญของเช้ือ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร ท่ีความ

เขม้ขน้ของกากนํ้าตาล 4 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร (  pH;   total sugar 
concentration  และ  Cell count)  

 
จากผลการทดลองพบว่าปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ในถงัหมกัเท่ากบั 3.00 x 108 CFU/ml และเช้ือมี

การเจริญเติบโตสูงสุดเม่ือทาํการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 ชัว่โมง ซ่ึงมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 7.67 x 109 
CFU/ml โดยปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้ 20.21 กรัมต่อลิตร และท่ีเวลา 30 ชัว่โมง ปริมาณนํ้าตาลลดลง  
เหลือ 0.96 กรัมต่อลิตร อยา่งไรก็ตามพบว่าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถผลิตเช้ือได้
ปริมาณ 109 CFU/ml เช่นกนั จึงสรุปไดว้่าการเพาะเล้ียงเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกั
ขนาด 50 ลิตร โดยใชค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้กากนํ้ าตาลเท่ากบั 4 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีความเหมาะสมในการผลิตหัวเช้ือปุ๋ยนํ้ าชีวภาพและยงัคงมีปริมาณนํ้ าตาล
เหลือในระบบเพื่อช่วยรักษาปริมาณเช้ือในปุ๋ยนํ้าใหค้งท่ี (109 CFU/ml) ซ่ึงสามารถนาํหวัเช้ือปุ๋ยนํ้ า
ท่ีไดไ้ปเป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ในการขยายกาํลงัการผลิตและช่วยยืดอายกุารเก็บรักษาก่อนการนาํไปใช้
งานต่อไป 
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6. ผลการศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพ  
 

6.1 ผลการศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบนํ้า 
 

การศึกษาสภาวะและระยะเวลาในการเกบ็รักษาปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบนํ้า ทาํการทดลอง
โดยนาํหวัเช้ือท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ใส่ในขวดพลาสติกท่ีสะอาด 
เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้งและในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจวดัการเปล่ียนแปลงปริมาณ
เช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ระหว่างการเกบ็รักษา ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 16 พบว่า
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ในปุ๋ยนํ้าเท่ากบั 10 9 CFU/ml เม่ือส้ินสุดการเกบ็รักษา 63 วนั ปุ๋ยนํ้ าท่ีเกบ็ในตูเ้ยน็
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยงัคงมีปริมาณเช้ือ 109 CFU/ml ในขณะท่ีปุ๋ยนํ้าท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งมี
ปริมาณเช้ือลดลงเหลือ 108 CFU/ml นอกจากน้ียงัพบว่าการเก็บรักษาปุ๋ยนํ้ าท่ี อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ยงัช่วยลดการปนเป้ือนของจุลินทรียช์นิดอ่ืนดว้ย จากผลการทดลองขา้งตน้แสดงให้เห็น
ว่าการเก็บรักษาปุ๋ยนํ้าในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ช่วยเพ่ิมอตัราการรอดชีวิตของเช้ือสูงกว่า
สภาวะการเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

 
นอกจากน้ีจากผลการทดลองในภาพท่ี 16 ยงัแสดงปริมาณเช้ือท่ีตรวจนบัหลงัการนาํ

ปุ๋ยนํ้ ามาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือตรวจสอบการสร้างซีสตข์องเช้ือ โดยมี
สมมติฐานท่ีว่า เม่ือนาํปุ๋ยนํ้ ามาเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีอาหารสมบูรณ์ หากเช้ือมีการสร้างซีสตร์ะ
หว่างการเก็บรักษา ปริมาณเช้ือท่ีตรวจนบัไดห้ลงัการเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 24 ชัว่โมง ควรมี
ปริมาณเพ่ิมข้ึนมากกว่าการตรวจนับเช้ือในวนัท่ีเก็บตวัอย่างโดยตรง อย่างไรก็ตามจากผลการ
ทดลองพบว่า ปริมาณเช้ือท่ีตรวจนบัหลงัการเพาะเล้ียง 24 ชัว่โมง ไม่มีความแตกต่างจากปริมาณ
เช้ือท่ีตรวจวดัในวนัท่ีเก็บตวัอย่างโดยตรง มีรายงานว่าการงอกของซีสตส์ามารถเหน่ียวนาํไดใ้น
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีไนโตรเจน (Burk's N-free medium) (Sadoff, 1975; Bonnei and Sadoff, 1973) 
แต่ในการทดลองน้ีนาํปุ๋ยนํ้ามาเล้ียงในอาหาร Basal medium ซ่ึงมี (NH4)2SO เป็นองคป์ระกอบจึง
ไม่อาจสรุปไดว้า่เช้ือในปุ๋ยนํ้าระหว่างการเกบ็รักษาไม่มีการสร้างซีสตเ์กิดข้ึน 
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ภาพที่ 16  การเปล่ียนแปลงปริมาณ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในปุ๋ยนํ้าระหว่างการเกบ็
รักษา โดย            เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง;  ---- เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิหอ้งและนาํมา
เพาะเล้ียง 24 ชัว่โมง;      ▲   เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °C;  ---∆--- เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ      
4 °C และนาํมาเพาะเล้ียง 24 ชัว่โมง  

 
6.2 ผลการศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบแหง้ 
 

การศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบแห้งทาํการทดลองโดยนาํหัวเช้ือท่ีไดจ้ากการ
เพาะเล้ียงเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร (ผลการทดลองขอ้ 4) คลุกผสมกบั
กากหมอ้กรองในปริมาณ 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 และ 35 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกั และเกบ็ไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง ปริมาณเช้ือท่ีเปล่ียนแปลงระหว่างการเกบ็รักษาแสดงผลดงัภาพท่ี 17  
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ภาพที่ 17  การเปล่ียนแปลงปริมาณ Azotobacter vinelandii TISTR 1094 ในปุ๋ยนํ้าผสมกากหมอ้

กรองระหวา่งการเกบ็รักษา  
 

จากผลการศึกษาพบว่าการผสมหวัเช้ือในอตัราส่วน 1–10 เปอร์เซ็นต ์(อตัราส่วนหัว
เช้ือตํ่า) มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 106 CFU/ml และอตัราส่วน 15–35 เปอร์เซ็นต ์(อตัราส่วนหัว
เช้ือสูง) มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 108 CFU/ml เม่ือทาํการตรวจวดัปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิตท่ีช่วงเวลา
ต่าง ๆ จะสังเกตไดว้่าท่ีอตัราส่วนหวัเช้ือตํ่า ในช่วง 21 วนัแรกปริมาณเช้ือท่ีตรวจวดัไดเ้พ่ิมข้ึนจาก 
106 CFU/ml เป็น 107 CFU/ml และเร่ิมลดลง และคงท่ีท่ี 106 CFU/ml เม่ือเกบ็ปุ๋ยอยูใ่นรูปปุ๋ยแหง้
เป็นเวลา 63 วนั ในขณะท่ีการทดลองท่ีอตัราส่วนหวัเช้ือสูง พบว่า วนัท่ี 4 ของการทดลองปริมาณ
เช้ือลดลงจาก 108 CFU/ml เหลือ 107 CFU/ml และเม่ือเกบ็ไวน้านกว่า 21 วนั ปริมาณเช้ือท่ีตรวจวดั
ไดเ้ป็นเช่นเดียวกบัการทดลองท่ีอตัราส่วนหวัเช้ือตํ่า ทั้งน้ีปริมาณเช้ือท่ีตรวจนบัในวนัท่ีเกบ็ตวัอยา่ง
และการนาํปุ๋ยแหง้มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ให้ผลการทดลองไม่แตกต่างกนั 
(ตารางภาคผนวก ท่ี ค19) 

 
เม่ือนาํปุ๋ยชีวภาพมาวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนระหว่างการเก็บรักษาแสดงผลการ

ทดลองดงัตารางท่ี 8 พบว่า ปุ๋ยนํ้ ามีปริมาณไนโตรเจนเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กนอ้ย และลดลงหลงัการเก็บ
รักษาเป็นเวลา 21วนั และเม่ือสุ่มตวัอยา่งปุ๋ยรูปแบบแหง้มาวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนโดยแบ่งการ
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ทดลองเป็น 2 กลุ่ม คือท่ีอตัราส่วนหัวเช้ือตํ่า (5 เปอร์เซ็นต์) และท่ีอตัราส่วนหัวเช้ือสูง (15 
เปอร์เซ็นต)์ พบว่า ปริมาณไนโตรเจนท่ีตรวจวดัไดมี้แนวโนม้สูงข้ึนเม่ือระยะเวลาในการเก็บเพ่ิม
มากข้ึน อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบท่ีเวลาเดียวกนัจะเห็นว่า ปุ๋ยแห้งท่ีใช้อตัราส่วนหัวเช้ือตํ่า
ปริมาณไนโตรเจนสูงกวา่ปุ๋ยแหง้ท่ีใชอ้ตัราส่วนหวัเช้ือสูง 

 
จากผลการทดลองการตรวจวดัปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิต และปริมาณไนโตรเจนในปุ๋ย

รูปแบบแห้ง พบว่า ท่ีอัตราส่วนหัวเช้ือตํ่า  มีความเหมาะสมทั้ งในเร่ืองต้นทุน และปริมาณ
ไนโตรเจนท่ีสูงกวา่เม่ือระยะเวลาในการเกบ็เพ่ิมมากข้ึน 

 
ตารางที ่8  ปริมาณไนโตรเจนของปุ๋ยชีวภาพระหว่างการเกบ็รักษา 
 

วนัท่ี 
ตวัอยา่ง/ ปริมาณไนโตรเจน (เปอร์เซ็นต)์ 

ปุ๋ยนํ้าท่ีอุณหภูมิหอ้ง ปุ๋ยนํ้าท่ีอุณหภูมิ 4 °C ปุ๋ยแหง้ 5% ปุ๋ยแหง้ 15% 
0 0.03* 0.03* 0.27** 0.27** 
7 0.03 0.06 0.36 0.36 
14 0.04 0.04 0.42 0.38 
21 0.04 0.04 0.50 0.42 
28 0.01 0.01 0.63 0.44 
63 0.02 0.02 0.50 0.61 

 
หมายเหตุ  *  หมายถึงปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้ในปุ๋ยนํ้า 

    * * หมายถึงปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้ในกากหมอ้กรอง 
 

ส่ิงสาํคญัในการพิจารณาประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพคือจุลินทรียท่ี์อยูใ่นปุ๋ยว่ายงัคงมี
ชีวิตในระหว่างการผลิต การขนส่งและเก็บรักษา ตลอดจนสามารถแสดงกิจกรรมส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชไดเ้ม่ือนาํไปใชง้านในแปลงปลูกพืชจริง Brar et al. (2012) รายงานว่าปุ๋ยชีวภาพ
ท่ีอยูใ่นรูปปุ๋ยนํ้ามกัจะมีอายใุนการเกบ็รักษาไดย้าวนานกว่าการเกบ็ในรูปปุ๋ยแหง้ ซ่ึงเป็นการนาํเอา
ปุ๋ยนํ้ ามาคลุกผสมกับสารตัวพา ทั้ งน้ีปุ๋ยนํ้ ามักมีสารอาหารท่ีช่วยปกป้องเซลล์และเหน่ียวนํา
จุลินทรียใ์หมี้การสร้างสปอร์หรือซีสตซ่ึ์งช่วยใหเ้กบ็รักษาไดย้าวนาน 
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อย่างไรก็ตามเม่ือทาํการเปรียบเทียบคุณภาพปุ๋ยในการทดลองคร้ังน้ีปุ๋ยชีวภาพใน
รูปแบบแหง้มีความเหมาะสมมากกว่า ซ่ึงอาจเป็นความจาํเพาะของเช้ือ A. vinelandii นอกจากน้ียงั
พบว่า เม่ืออายปุุ๋ยประมาณ 30 วนั ปริมาณอตัราการรอดของเช้ือในรูปแบบนํ้าและแบบแห้งไม่มี
ความแตกต่างกนั ในขณะท่ีปริมาณไนโตรเจนท่ีตรวจวดัได ้ในรูปแบบแหง้มีปริมาณสูงกว่าคือ 0.6 
เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้ าหนกั ในขณะท่ีรูปแบบนํ้ าเท่ากบั 0.04 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกั สาเหตุมาจากใน
กากหมอ้กรองมีองคป์ระกอบของอาหารท่ีเหมาะสมต่อทั้งเช้ือจุลินทรีย ์และพืชอยู่แลว้ อย่างไรก็
ตามยงัไม่สามารถสรุปได้ว่า ปุ๋ยในรูปแบบใดมีความเหมาะสมต่อการปลูกอ้อยมากกว่ากัน 
เน่ืองจากในการปลูกออ้ยปุ๋ยในรูปแบบนํ้ า และแบบแห้งจะมีการให้ในช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนั ซ่ึง
ตอ้งนาํไปศึกษาการปลูกออ้ยทั้งในระดบัหอ้งปฎิบติัการ และแปลงทดลองต่อไป 
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7. การศึกษาการปรับปรุงดนิและพชืทดสอบ 
 
การศึกษาการปรับปรุงพืชทดสอบมีวตัถุประสงคเ์พื่อทดสอบคุณสมบติัของปุ๋ยชีวภาพท่ี

ผลิตจากหวัเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ต่อประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของออ้ย 
ทาํการทดลองโดยใชท่้อนพนัธ์ุออ้ยไม่แช่นํ้า, ท่อนพนัธ์ุออ้ยแช่นํ้า และท่อนพนัธ์ุออ้ยแช่ปุ๋ยนํ้า ปลูก
ในดิน 2 ลกัษณะคือ ดินลว้น (ดินวนัดีการเกษตร) และดินผสมกากหมอ้กรอง  โดยเปรียบเทียบ
ความสูงตน้ออ้ยในชุดควบคุมท่ีรดดว้ยนํ้ าธรรมดาและตน้ออ้ยท่ีรดดว้ยปุ๋ยนํ้ าชีวภาพ ลกัษณะของ
ตน้ออ้ยอาย ุ3 เดือน ท่ีปลูกในกระถางทดลอง แสดงดงัภาพท่ี 18 ความสูงเฉล่ียของตน้ออ้ยอาย ุ 1 
และ 3 เดือน ท่ีปลูกในกระถางทดลอง แสดงผลดงัตารางท่ี 9 พบว่า เม่ือส้ินสุดการทดลอง (3 เดือน) 
ออ้ยท่ีปลูกดว้ยวิธีการท่ี 12 คือท่อนออ้ยแช่ปุ๋ยนํ้ า ปลูกในดินร่วมกบักากหมอ้กรองและรดดว้ยปุ๋ย
นํ้า มีความสูงเฉล่ียสูงสุด (136.35 เซนติเมตร) รองลงมาเป็นวิธีการท่ี 11 คือท่อนออ้ยแช่นํ้าปลูกใน
ดินร่วมกบักากหมอ้กรองและรดนํ้า มีความสูงเฉล่ีย 113.40 เซนติเมตร โดยวิธีการท่ี 1 คือท่อนออ้ย
ไม่แช่นํ้ า ปลูกในดินลว้น รดดว้ยนํ้ าธรรมดา มีความสูงเฉล่ียตํ่าสุด 74.80 เซนติเมตร เม่ือ
เปรียบเทียบความสูงตน้ออ้ยท่ีปลูกดว้ยการเตรียมท่อนพนัธ์ุและดินชนิดเดียวกนัพบว่า ออ้ยท่ีรด
ดว้ยปุ๋ยนํ้าชีวภาพมีความสูงเฉล่ียมากกวา่ออ้ยท่ีรดดว้ยนํ้าธรรมดา  

 

  
 

(a)          (b) 
 

ภาพที ่18  ตน้ออ้ยอาย ุ3 เดือน ท่ีปลูกกระถางในระดบัปฏิบติัการ (a) ตน้ออ้ยท่ีปลูกในดินวนัดี
การเกษตร (b) ตน้ออ้ยท่ีปลูกในดินผสมกากหมอ้กรอง  
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ตารางที่ 9  แสดงความสูงของตน้ออ้ยอาย ุ1 และ 3 เดือน ท่ีปลูกกระถางในระดบัปฏิบติัการ 
  

วิธีการ (Treatments, Tr) 
ความสูงเฉล่ียของออ้ย 

1 เดือน 3 เดือน 
1. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดนํ้า 22.65 e 74.80 h 
2. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 53.75 ab 87.60 ef 
3. แช่นํ้า-ดินวนัดี-รดนํ้า 31.25 de 85.70 efg 
4. แช่นํ้า-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 46.20 bc 97.35 d 
5.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดนํ้า 48.50 abc 88.85 e 
6.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 58.60 a 97.75 d 
7. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 29.70 de 82.95 efg 
8. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 30.40 de 82.15 fg 
9. แช่นํ้า-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 39.30 cd 80.10 gh 
10. แช่นํ้า-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 44.00 bc 106.05 c 
11.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 50.80 ab 113.40 b 
12.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 52.25 ab 136.35 a 

ค่าเฉล่ีย 42.28 94.42 
F-test * * 

CV(%) 27.08 18.34 
 

หมายเหตุ  ตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย โดยวิธี DMRT ตวัเลขในสดมภเ์ดียวกนัท่ีมีอกัษร
เหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
*  =  มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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เม่ือนาํดินท่ีใชใ้นการปลูกออ้ยไปวิเคราะห์หาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดดว้ยวิธี Kjeldah 
method พบว่าดินวนัดีการเกษตรมีปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้ 0.12 เปอร์เซ็นต ์และกากหมอ้กรองมี
ปริมาณไนโตรเจนเร่ิมตน้ 0.26 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือนาํดินและกากหมอ้กรองไปปลูกออ้ยตามแผนการ
ทดลอง ปริมาณไนโตรเจนหลงัการปลูกออ้ยเป็นเวลา 1 และ 3 เดือน แสดงดงัภาพท่ี 19 โดยพบว่า
ในทุกชุดการทดลอง ดินท่ีรดดว้ยปุ๋ยนํ้ามีปริมาณไนโตรเจนสูงกวา่ดินท่ีรดดว้ยนํ้าธรรมดา  
 

 
 
ภาพที ่19  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในดินหลงัการปลูกออ้ยเป็นเวลา 1 และ 3 เดือน  

    เม่ือ  A หมายถึง ปลูกดว้ยดินลว้น รดนํ้า 
B หมายถึง ปลูกดว้ยดินลว้น รดปุ๋ยนํ้า 
C หมายถึง ปลูกดว้ยดินผสมกากหมอ้กรอง รดนํ้า 
D หมายถึง ปลูกดว้ยดินผสมกากหมอ้กรอง รดปุ๋ยนํ้า 
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เน่ืองจากการวดัไนโตรเจนดว้ยวิธี Kjeldah แสดงผลออกมาเป็นปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
ซ่ึงไม่อาจบ่งบอกศกัยภาพการตรึงไนโตรเจนของเช้ือ Azotobacter ไดโ้ดยตรง จึงตอ้งมีการทดลอง
เพ่ือทดสอบศกัยภาพการตรึงไนโตรเจนของเช้ือ Azotobacter ท่ีเติมลงในดินโดยการเก็บตวัอย่าง
รากออ้ยและดินท่ีใชใ้นการปลูกออ้ยไปทดสอบดว้ยวิธี Acetylene reduction assay เพื่อประเมิน
กิจกรรมของเอนไซมไ์นโตรจีเนส ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนสของรากออ้ยและดินท่ีปลูกออ้ย
เป็นเวลา 3 เดือน แสดงดงัตารางท่ี 10 และ 11 ตามลาํดบั 
 

ตารางที ่10  ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนส (mmolC2H2/g/hr) ของรากออ้ยท่ีปลูกเป็นเวลา 3 เดือน 
 

วิธีการ (Treatments, Tr) ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนส (mmol C2H2/g/hr) 
1. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดนํ้า 15.54 ± 1.48 e 
2. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 34.58 ± 2.47 bc 
3. แช่นํ้า-ดินวนัดี-รดนํ้า 24.22 ± 0.95 d 
4. แช่นํ้า-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 37.48 ± 1.05 ab 
5.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดนํ้า 22.40 ± 0.81 d 
6.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 35.10 ± 0.67 abc 
7. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 14.86 ± 0.49 e 
8. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 33.96 ± 1.18 c 
9. แช่นํ้า-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 23.70 ± 1.68 d 
10. แช่นํ้า-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 37.70 ± 0.91 a 
11.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 24.84 ± 1.37 d 
12.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 35.57 ± 0.79 abc 

ค่าเฉล่ีย 28.33 
F-test * 

CV(%) 29.56 
 
หมายเหตุ  ตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย โดยวิธี DMRT ตวัเลขในสดมภเ์ดียวกนัท่ีมีอกัษร

เหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
*  =  มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางที่ 11  ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนส (mmol C2H2/g/hr) ในดินท่ีปลูกออ้ยเป็นเวลา 3 เดือน 
 

วิธีการ (Treatments, Tr) ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนส (mmol C2H2/g/hr) 
1. ดินวนัดี รดนํ้า 2.32 ± 0.70 
2. ดินวนัดี รดปุ๋ยนํ้า 3.36 ± 1.18 
3. ดินผสมกากหมอ้กรอง รดนํ้า 3.16 ± 0.74 
4. ดินผสมกากหมอ้กรอง รดปุ๋ยนํ้า 4.32 ± 0.19 

ค่าเฉล่ีย 3.29 
F-test ns 

CV(%) 24.99 
 

หมายเหตุ  ตรวจสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย โดยวิธี DMRT ตวัเลขในสดมภเ์ดียวกนัท่ีมีอกัษร
เหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
ns  =  ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 

จากผลการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนสของรากออ้ยในตารางท่ี 9 พบว่า ราก
ออ้ยจากการทดลองท่ี 10 (แช่นํ้ า-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย) แสดงค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตร
จีเนสสูงท่ีสุด 37.70 mmolC2H2/g/hr รองลงมาคือรากออ้ยจากการทดลองท่ี 4 (37.48 
mmolC2H2/g/hr) และรากออ้ยจากการทดลองท่ี 7 แสดงค่ากิจกรรมเอนไซม์ไนโตรจีเนสตํ่าสุด 
(14.86 mmolC2H2/g/hr) โดยเม่ือเปรียบเทียบระหว่างออ้ยท่ีปลูกดว้ยวิธีการเดียวกนั พบว่า รากออ้ย
ท่ีไดรั้บการรดดว้ยปุ๋ยนํ้ าแสดงค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนสสูงกว่ารากออ้ยท่ีรดดว้ยนํ้าธรรมดา 
ในขณะท่ีค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนสในดินท่ีรดดว้ยปุ๋ยนํ้ าสูงกว่ากิจกรรมเอนไซมใ์นดินท่ีรด
ดว้ยนํ้ าธรรมดาเช่นกนั (ตารางท่ี 10) แสดงให้เห็นว่าเช้ือ Azotobacter ท่ีรดลงในดินช่วยส่งเสริม
กิจกรรมการตรึงไนโตรเจนแก่ออ้ยและปรับปรุงคุณภาพของดิน นอกจากน้ีจะเห็นไดว้่าค่ากิจกรรม
เอนไซมไ์นโตรจีเนสในรากออ้ยสูงกว่าค่ากิจกรรมเอนไซมใ์นดิน ทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือ Azotobacter 
มกัจะอาศยัอยูบ่ริเวณรากพชื  

 
จากผลการทดลองปลูกออ้ยในระดบัปฏิบติัการแสดงให้เห็นว่าเช้ือ Azotobacter สามารถ

ตรึงไนโตรเจนจากอากาศโดยช่วยเพ่ิมปริมาณไนโตรเจนในดินและส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
ออ้ย Hari and Srinivasan (2009) ศึกษาการตอบสนองของออ้ยต่อปุ๋ยชีวภาพจากเช้ือ 3 ชนิด คือ 
Azotobacter, Azospirillum และ Gluconacetobacter พบว่าเช้ือ Azotobacter ช่วยให้ผลผลิตออ้ย 
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ปริมาณนํ้ าตาล และปริมาณไนโตรเจนในตน้ออ้ยเพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือ 
นอกจากน้ี Gosal et al. (2012) ศึกษาผลของการใชเ้ช้ือ Azotobacter ต่อการเจริญเติบโตและผลผลิต
ออ้ย โดยการนาํเช้ือ Azotobacter chroococcum คลุกผสมกบัผงถ่าน (activated charcoal) และ
นาํไปใชร่้วมกบัการปลูกออ้ยท่ีมีการใส่ปุ๋ยไนโตรเจนสองระดบั คือ  75 และ 100 เปอร์เซ็นต ์พบว่า
ออ้ยท่ีไดรั้บเช้ือ Azotobacter มีปริมาณผลไดคื้อ ค่า Commercial Cane Sugar per cent (CCS%) สูง
กวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่มีการเติมเช้ือดงักล่าว  

 
จากผลการทดลองปลูกออ้ยขา้งตน้พบว่า การใชดิ้นผสมกากหมอ้กรองในการปลูกออ้ยช่วย

ส่งเสริมการเจริญเติบโตของออ้ยมากกว่าการปลูกดว้ยดินลว้น เน่ืองจากกากหมอ้กรองเป็นวสัดุ
เหลือท้ิงจากโรงงานนํ้ าตาลซ่ึงยงัคงมีธาตุอาหารท่ีเป็นประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของพืช โดย 
Gilbert et al. (2008) รายงานว่าการใชปุ๋้ยกากหมอ้กรองในการปลูกออ้ยช่วยเพ่ิมผลไดข้องปริมาณ
นํ้ าตาลในออ้ยสูงกว่าการใชปุ๋้ยอนินทรีย ์โดยการใชก้ากหมอ้กรองร่วมกบัธาตุอาหารชนิดอ่ืนช่วย
เพ่ิมผลไดข้องออ้ยมากกว่าการใชก้ากหมอ้กรองเพียงอยา่งเดียว นอกจากน้ีแลว้ปุ๋ยชีวภาพท่ีไดจ้าก
การทดลองมีธาตุอาหารหลกั ไดแ้ก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ตํ่ากว่าปุ๋ยเคมี แต่มี
ธาตุอาหารอ่ืนๆ ซ่ึงปุ๋ยเคมีไม่มี ดงันั้นจึงควรใชปุ๋้ยชีวภาพ ร่วมกบัวสัดุปรับปรุงคุณภาพดินอ่ืนๆ 
เช่น ปุ๋ยเคมี เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตให้แก่พืช ทั้งน้ีการใช้ปุ๋ยชีวภาพยงัช่วยลด
ค่าใชจ่้ายในการซ้ือปุ๋ยเคมีลงดว้ย 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
1. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 

ในระดบัฟลากส์ พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมคือ ค่าความเป็นกรดด่าง 7.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
และอตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที ตามลาํดบั ความขม้ขน้เร่ิมตน้กลูโคสอยูท่ี่ 1-2 เปอร์เซ็นต ์โดย
นํ้าหนกัต่อปริมาตร เม่ือศึกษาการลดค่าใชจ่้ายในการผลิตเช้ือโดยใชก้ากนํ้ าตาลซ่ึงเป็นผลพลอยได้
จากโรงงานนํ้าตาลมาแทนนํ้าตาลกลูโคสบริสุทธ์ิ พบว่า ความเขม้ขน้กากนํ้าตาลท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 คือ 2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ซ่ึง
สามารถผลิตเซลลไ์ดป้ระมาณ109 CFU/ml ในระยะเวลา 30 ชัว่โมง และพบว่าเม่ือระยะเวลาในการ
เพาะเล้ียงเพ่ิมข้ึนเช้ือจะมีการสร้างซีสตเ์พ่ิมข้ึนเช่นเดียวกนั 

 
2. การศึกษาการเพ่ิมปริมาณเช้ือโดยขยายการผลิตในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร และ 50 ลิตร 

พบว่า ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 
คือท่ีสภาวะท่ีมีการใหอ้ากาศ 1 vvm ความเขม้ขน้เร่ิมตน้กากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร ควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง 7.0 และอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เช้ือมีการเจริญเติบโต
สูงสุดท่ี 1.13 x 109 CFU/ml ในระยะเวลาการเพาะเล้ียง 24 ชัว่โมง ในขณะท่ีการศึกษาในถงัหมกั
ขนาด 50 ลิตร พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือคือ ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ
กากนํ้ าตาล 4 เปอร์เซ็นต์ โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร อตัราการกวน 150 รอบต่อนาที อตัราการให้
อากาศ 2 vvm โดยสามารถผลิตเช้ือไดป้ริมาณ 7.50 x 109 CFU/ml ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง  

 
3. การเปรียบเทียบคุณภาพปุ๋ยในรูปแบบนํ้ าและแบบแห้ง เม่ือวดัจากปริมาณอตัราการ

รอดของเช้ือพบว่า ปุ๋ยท่ีอายปุระมาณ 30 วนั ปริมาณอตัราการรอดของเช้ือในรูปแบบนํ้าและแบบ
แห้งไม่มีความแตกต่างกนั ในขณะท่ีปริมาณไนโตรเจนท่ีตรวจวดัไดใ้นรูปแบบแห้งมีปริมาณสูง
กว่าปุ๋ยนํ้า อาจเน่ืองจากในรูปแบบแหง้มีความเขม้ขน้สูงกว่า อยา่งไรก็ตามปัจจยัทั้ง 2 ปัจจยัท่ีกล่าว
มายงัไม่สามารถสรุปไดว้่า ปุ๋ยในรูปแบบใดมีความเหมาะสมต่อการปลูกออ้ยมากกว่ากนั เน่ืองจาก
ในการปลูกออ้ยปุ๋ยในรูปแบบนํ้ า และแบบแห้งจะมีการให้ในช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนั จึงตอ้งนาํไป
ศึกษาการปลูกออ้ยทั้งในระดบัหอ้งปฎิบติัการ และแปลงทดลองต่อไป 
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4. การศึกษาผลของปุ๋ยชีวภาพต่อการเจริญเติบโตของออ้ย พบว่า การทดลองท่ี 12 (ท่อน
ออ้ยแช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย) ตน้ออ้ยมีความสูงเฉล่ียมากท่ีสุด 94.30 เซนติเมตร  และ
การทดลองท่ี 1 (ท่อนออ้ยไม่แช่-ดินวนัดี-รดนํ้า) ความสูงของออ้ยเฉล่ียตํ่าสุด 48.73เซนติเมตร ทั้งน้ี
ปริมาณไนโตรเจนและค่ากิจกรรมเอนไซม์ไนโตรจีเนสในกลุ่มตวัอย่างท่ีรดดว้ยปุ๋ยนํ้ าชีวภาพสูง
กวา่กลุ่มตวัอยา่งท่ีรดดว้ยนํ้าธรรมดาเช่นกนั 
  

ข้อเสนอแนะ 
 

1. ควรมีการศึกษาการนาํปุ๋ยชีวภาพไปใช้ในการทดลองกบัพืชในแปลงทดลองต่อไป  
โดยนอกเหนือจากการวดัความสูงตน้ออ้ยแลว้ ควรมีการทดสอบประสิทธิภาพของปุ๋ยชีวภาพใน
การปรับปรุงออ้ยด้านอ่ืนๆ ควบคู่กนัไป เช่น นํ้ าหนักราก นํ้ าหนักลาํต้น ผลผลิตออ้ย (ปริมาณ
นํ้าตาล ค่าความหวาน) เป็นตน้ 

 
2. เน่ืองจากปุ๋ยหมกัชีวภาพ และปุ๋ยนํ้ามีธาตุอาหารหลกั ไดแ้ก่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

และโพแทสเซียม ตํ่ากวา่ปุ๋ยเคมี แต่มีธาตุอาหารอ่ืนๆ ซ่ึงปุ๋ยเคมีไม่มี ดงันั้นจึงควรใชปุ๋้ยหมกัชีวภาพ 
หรือปุ๋ยนํ้าร่วมกบัปุ๋ยเคมีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตใหแ้ก่พืช 

 
3. ในแต่ละช่วงการเจริญเติบโตของพืช พืชมีความตอ้งการสารอาหารในระดบัท่ีแตกต่าง

กนั ดงันั้นในการนาํปุ๋ยหมกัชีวภาพ หรือปุ๋ยนํ้ าไปใชก้บัพืชแต่ละชนิด จะตอ้งทาํการทดลองหา
อตัราการเจือจางท่ีเหมาะสม ระยะเวลาในการฉีดพ่น และปริมาณของปุ๋ยท่ีใชใ้หเ้หมาะสมกบัพืช
นั้นๆ ดว้ย 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเล้ียงเช้ือ 
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อาหารเลีย้งเช้ือ Basal Medium  
 
 ปริมาณสาร (ต่อลิตร) 

Glucose     10  กรัม 
(NH4)2SO4    0.2  กรัม 

 MgSO4     0.2  กรัม 
 CaSO4     0.1  กรัม 

KH2PO4      1.0  กรัม 
Mo-Fe Solution       2  มิลลิลิตร 

  
หมายเหตุ  -    Mo-Fe Solution ประกอบดว้ย (ต่อลิตร) Na2MoO4·2H2O 0.253 กรัม และ 

FeCl3·6H2O 1.45 กรัม  
- น่ึงฆ่าเช้ืออาหารท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็น

เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะห์ 
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การศึกษาโครงสร้างของซีสต์ โดยวธีิของ Schaeffer และ Fulton 
 
การศึกษาโครงสร้างของซีสตโ์ดยวิธีของ Schaeffer และ Fulton ใชสี้ malachite green เป็น

สีแรกและใชสี้ safanin O เป็นสีท่ีสองหรือสียอ้มทบั มีวิธีการดงัน้ี 
 
1. เตรียมสไลดส์เมียร์เช้ือและตรึงเซลลโ์ดยผา่นเปลวไฟ  
2. วางสไลดพ์าดบนไอนํ้าเดือดพร้อมทั้งหยดสี malachite green ใหท่้วมรอยเสมียร์ คอย

เติมสีอยา่ใหแ้หง้จนครบเวลา 10 นาที 
3. เม่ือสไลดเ์ยน็แลว้ นาํไปลา้งสีออกโดยผา่นนํ้าปะปาเบาๆ จนนํ้าลา้งไม่มีสีติดออกมา 

ซบัใหแ้หง้ดว้ยกระดาษซบั 
4. ยอ้มทบั (counterstain) โดยการหยดสี safanin O ลงไปใหท่้วมบริเวณสเมียร์ ท้ิงไว้

นาน 1 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยนํ้าปะปา ซบัใหแ้หง้ นาํไปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

 
การวเิคราะห์ไนโตรเจนด้วยวธีิ Kjeldahl 
 

สารเคม ี
1. กรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 
2. ตวัเร่งปฏิกิริยาประกอบดว้ย CuSO4·5H2O และ  K2SO4 อตัราส่วน  0.8:7 (โดยนํ้าหนกั) 
3. สารละลาย NaOH 15 % (w/w) (สาํหรับดกัไอกรด) 
4. สารละลาย NaOH 40 % (w/w) (สาํหรับกลัน่) 
5. สารละลายบอริก  4 % (w/w) 
6. สารละลายอินดิเคเตอร์  (Bromocresal green และ Methyl red ) 
7. กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้  0.1 N 

 
วธีิการ 
1. ชัง่ตวัอยา่งประมาณ  0.5 – 1.0  กรัม  จดนํ้าหนกัท่ีแน่นอน (W) ใส่ลงในหลอดยอ่ย  
2. เติมตวัเร่งปฏิกิริยา  1 ชอ้น (ประมาณ  7  กรัม)  เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้  10 – 15 

มิลลิลิตร   
3. นาํเขา้เคร่ืองยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 420 °C ทาํการยอ่ยตวัอยา่งในตูดู้ดควนั (เปิดเคร่ืองดกัจบั

ไอกรด) จนตวัอยา่งเป็นสารละลายสีเขียวใส  ยกหลอดยอ่ยออกมาตั้งพกัไวใ้หเ้ยน็ 



79 
 

4. นาํเขา้กลัน่ในชุดกลัน่โดยใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด  250  มิลลิลิตร ท่ีบรรจุกรดบอริค 4%  
25  มิลลิลิตร  และอินดิเคเตอร์  ในแท่นรองรับไนโตรเจนท่ีกลัน่ได ้ 

 
5. เม่ือกลัน่เสร็จแลว้นาํไปไตเตรทกบัสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริกเขม้ขน้  0.1 N 

เม่ือถึงจุดยติุสีของสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีชมพูอ่่อน บนัทึกปริมาตรของกรดท่ีใช ้(A) 
 
หมายเหตุ  Blank วิเคราะห์ตามหวัขอ้ 2-5 โดยบนัทึกปริมาตรของกรดท่ีใชไ้ตรเตรท (B) 

 
การคาํนวณผล 

 

ปริมาณไนโตรเจน (เปอร์เซ็นต)์    =  
W

NB-A1.4   

 
เม่ือ A = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีไตเตรทตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

  B = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกท่ีไตเตรท Blank (มิลลิลิตร) 
  N = ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริก (นอร์มอลิต้ี) 
  W = นํ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม)  
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การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ไนโตรจเีนสด้วยวธีิ Acetylene reduction assay 
 
การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์นโตรจีเนสดว้ยวิธี Acetylene reduction assay มีวิธีการ

ดงัน้ี 
1. เกบ็ตวัอยา่งรากออ้ยและดิน นาํมาชัง่และจดนํ้าหนกัท่ีแน่นอน  
2. นาํตวัอยา่งใส่ในขวดโหลแกว้ ปิดฝา จากนั้นดูดอากาศออกจากขวดแกว้ 50 ml และฉีด

แก๊สอะเซทิลีน 50 ml แทนท่ีลงในขวดแกว้ 
3. นาํขวดตวัอยา่งบ่มในดินเป็นเวลา 3 ชัว่โมง  
4. เกบ็แก๊สท่ีอยูใ่นขวด 10 ml นาํไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง GC  
5. นาํตวัอยา่งบางส่วนไปหาปริมาณความช้ืนเพ่ือนาํมาใชใ้นการคาํนวณ  
 
การคาํนวณปริมาณแก๊สโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน  

จากกราฟมาตรฐานไดส้มการ คือ  y = 9000000x 
ดงันั้น    x= y/ 9000000 

โดยท่ี y คือ พ้ืนท่ี area ท่ีมากท่ีสุดท่ีไดผ้ลการทดลองจาก GC  
จากนั้นนาํค่า x ท่ีไดม้าหาร น.น.แหง้ หารจาํนวนชัว่โมงท่ีบ่ม มีหน่วยเป็น molC2H2/hr/g 
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ภาคผนวก ค 
ขอ้มูลการทดลอง 
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1. สภาวะทีเ่หมาะสมในการเพาะเลีย้ง A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก์ 
 

ตารางผนวกที ่ค1   การเปล่ียนแปลงพีเอชในสภาวะของการเล้ียงเช้ือ  A.vinelandii TISTR 1094 ใน
ระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 5.80 6.49 6.81 6.84 
24 5.57 5.57 6.08 6.26 
48 5.28 5.04 5.75 6.23 
72 5.14 5.00 5.50 6.18 

 

 
ตารางผนวกที ่ค2   การเปล่ียนแปลงพีเอชในสภาวะของการเล้ียงเช้ือ  A.vinelandii TISTR 1094 ใน

ระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 5.71 6.44 6.71 6.82 
24 5.34 5.50 5.68 5.93 
48 5.40 5.27 5.56 5.92 
72 5.35 5.35 5.57 5.97 

 

 
ตารางผนวกที ่ค3   การเปล่ียนแปลงพีเอชในสภาวะของการเล้ียงเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ใน

ระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 5.70 6.33 6.71 6.77 
24 5.40 5.24 5.33 6.07 
48 5.19 5.00 5.18 5.97 
72 5.24 5.08 5.19 5.20 
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ตารางผนวกที ่ค4   การเปล่ียนแปลงพีเอชในสภาวะของการเล้ียงเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ใน
ระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการเขยา่ 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 6.03 6.41 6.79 6.81 
24 5.75 6.39 6.70 6.73 
48 5.61 5.35 5.22 5.72 
72 4.16 3.63 4.80 5.70 

 
 

ตารางผนวกที ่ค5   การเจริญเติบโตของเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการ
เขยา่ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) 
ปริมาณเซลล ์(CFU/ml)  

pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 4.40 x 104  6.90 x 104 9.10 x 104 5.40 x 104 
24 3.00 x 106 8.00 x 107 2.20 x 108 2.50 x 108 
48 5.00 x 105 1.10 x 107 2.30 x 108 6.00 x 108 
72 1.00 x 105 5.00 x 104 1.30 x 108 5.00 x 108 

 
 

ตารางผนวกที ่ค6   การเจริญเติบโตของเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการ
เขยา่ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) 
ปริมาณเซลล ์(CFU/ml) 

pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 3.80 x 104 7.20 x 104 4.10 x 104 1.60 x 104 
24 5.80 x 106 3.40 x 107 2.00 x 108 1.00 x 108 
48 2.70 x 105 8.80 x 105 8.40 x 106 3.00 x 106 
72 2.90 x 103 9.70 x 102 7.10 x 105 5.20 x 105 
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ตารางผนวกท่ี ค7   การเจริญเติบโตของเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการ
เขยา่ 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) 
ปริมาณเซลล ์(CFU/ml) 

pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 5.00 x 104 9.80 x 104 6.70 x 104 8.30 x 104 
24 3.00 x 108 4.20 x 108 1.70 x 109 2.00 x 109 
48 9.80 x 105 5.60 x 105 6.80 x 107 3.00 x 107 
72 0.00 0.00 1.00 x 106 6.20 x 106 

 

 
ตารางผนวกท่ี ค8   การเจริญเติบโตของเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสก ์ท่ีอตัราการ

เขยา่ 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 

Time (h) 
ปริมาณเซลล ์(CFU/ml) 

pH 6.0 pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 
0 6.00 x 104 4.50 x 103 6.50 x 103 2.00 x 104 
24 7.80 x 105 1.00 x 106 4.20 x 107 6.80 x 108 
48 4.00 x 107 7.20 x 108 9.30 x 108 8.00 x 108 
72 9.00E+05 2.00 x 107 7.40 x 107 2.80 x 107 

 
 

ตารางผนวกท่ี ค9   การเจริญเติบโตของเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ในระดบัฟลาสกท่ี์สภาวะ
เล้ียงท่ีแตกต่างกนั  

 

pH 30 °C, 200 rpm,  48 h 35 °C, 200 rpm, 24 h 30 °C, 250 rpm,  24 h 35 °C, 250 rpm, 48 h 
6.0 5.00 x 105 5.80 x 106 3.00 x 108 4.00 x 107 
6.5 1.10 x 107 3.40 x 107 4.20 x 108 7.20 x 108 
7.0 2.30 x 108 2.00 x 108 1.70 x 109 9.30 x 108 
7.5 6.00 x 108 1.00 x 108 2.00 x 109 8.00 x 108 
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2. ผลการศึกษาความเข้มข้นเร่ิมต้นของนํ้าตาลกลูโคสที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ              
A. vinelandii TISTR 1094 ในระดับฟลาสก์ 

 
ตารางผนวกที ่ค10   การเปล่ียนแปลงพีเอชระหว่างการเล้ียงเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีความ

เขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้าตาลกลูโคส 1, 2 และ 3 % โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

Time (h) 
pH  

กลูโคส 1 % (w/v) กลูโคส 2 % (w/v) กลูโคส 3 % (w/v) 
0 6.68 6.55 6.42 
24 6.11 5.89 5.79 
48 6.02 5.79 5.75 
72 5.87 5.74 5.71 

 

 
ตารางผนวกที ่ค11   การเจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ

นํ้าตาลกลูโคส 1, 2 และ 3 % โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

Time (h) 
ปริมาณเซลล ์(CFU/ml) 

กลูโคส 1 % (w/v) กลูโคส 2 % (w/v) กลูโคส 3 % (w/v) 
0 2.8 x 104 6.0 x 104 4.8 x 104 

24 5.0 x 108 3.0 x 108 4.0 x 108 

48 1.0 x 109 2.5 x 109 5.0 x 108 

72 8.0 x 107 5.0 x 108 8.9 x 107 
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3. ผลการศึกษาความเข้มข้นเ ร่ิมต้นของกากนํ้าตาลที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเ ช้ือ                  

A. vinelandii TISTR 1094 ในระดับฟลาสก์ 
 
ตารางผนวกที ่ค12   การเปล่ียนแปลงพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือระหว่างการเจริญเติบโตของ   

A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาล 1, 2 และ 4 
เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

Time (h) 
pH  

กากนํ้าตาล 1 % (w/v) กากนํ้าตาล 2 % (w/v) กากนํ้าตาล 4 % (w/v) 
0 6.96 6.85 6.77 

24 6.74 6.88 7.07 
30 6.72 6.9 7.08 
48 6.98 6.81 6.97 
72 7.11 7.22 7.13 

 
 

ตารางผนวกที ่ค13   การเจริญเติบโตของ A. vinelandii TISTR 1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ
กากนํ้าตาลและนํ้าตาลซูโครส 1, 2 และ 4 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

Time (h) 
ปริมาณเซลล ์(CFU/ml) 

กากนํ้าตาล 1 % (w/v) กากนํ้าตาล 2 % (w/v) กากนํ้าตาล 4 % (w/v) 
0 2.6 x 107 2.0 x 107 7.0 x 106 

24 6.7 x 108 6.7 x 108 6.7 x 108 
30 5.7 x 108 2.3 x 109 7.0 x 108 
48 3.0 x 107 1.2 x 109 7.3 x 108 
72 1.1 x 107 1.9 x 108 7 x 108 
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ตารางผนวกที ่ค14 ปริมาณนํ้าตาลท่ีเปล่ียนแปลงระหวา่งการเจริญเติบโตของ A. vinelandii TISTR 
1094 ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาล 1, 2 และ 4 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกั
ต่อปริมาตร 

 

Time (h) 
Total sugar (g/l) 

กากนํ้าตาล 1 % (w/v) กากนํ้าตาล 2 % (w/v) กากนํ้าตาล 4 % (w/v) 
0 5.63 11.75 21.82 
24 2.26 6.62 17.22 
30 1.15 5.56 16.97 
48 0.79 2.73 13.16 
72 0.5 0.25 7.18 

 
 
4. การศึกษาการเจริญเติบโตและการสร้างซีสต์ของเช้ือ  A. vinelandii TISTR 1094 ในระดับถงั

หมักขนาด 5 ลติร 
 

ตารางผนวกที ่ค15 การเจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ี
ความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

Time (h) pH Cells count (CFU/ml) Total sugar concentration (g/l) 

0 6.95 3.44 x 107 11.18 

4 6.93 1.90 x 108 11.41 

8 6.94 3.60 x 108 9.85 

24 6.96 1.13 x 109 5.61 

30 6.95 7.50 x 108 4.90 

48 6.96 4.10 x 108 4.19 

72 6.99 1.11 x 108 3.00 
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5. ผลการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ A. vinelandii TISTR 1094 ในระดับถงัหมักขนาด 50 
ลติร 

 
ตารางผนวกที ่ค16 การเจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร ท่ี

ความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาล 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

Time (h) pH Cells count (CFU/ml) Total sugar concentration (g/l) 

0 6.83 2.73 x 108 10.52 

4 7.00 1.83 x 108 8.97 

8 6.99 9.00 x 108 4.59 

24 6.91 1.43 x 109 0.00 

30 6.85 2.37 x 108 0.00 
 
 

ตารางผนวกที ่ค17 การเจริญเติบโตของเช้ือ A. vinelandii TISTR 1094 ในถงัหมกัขนาด 50 ลิตร ท่ี
ความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาล 4 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

 

Time (h) pH Cells count (CFU/ml) Total sugar concentration (g/l) 

0 6.84 3.00 x 108 20.21 

4 7.23 1.07 x 108 18.71 

8 7.07 1.73 x 108 14.80 

24 7.02 7.50 x 109 1.96 

30 6.93 7.67 x 109 0.96 
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6. ผลการศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพ 
 
6.1 ผลการศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบนํ้า 

 
ตารางผนวกที ่ค18 การเปล่ียนแปลงปริมาณ A. vinelandii TISTR 1094 ในปุ๋ยนํ้าระหว่างการเกบ็

รักษา 

 

ระยะเวลา (วนั) 

สภาวะการเกบ็รักษาตวัอยา่ง/ ปริมาณเช้ือ (CFU/ml) 

ปุ๋ยนํ้าท่ีอุณหภูมิหอ้ง ปุ๋ยนํ้าท่ีอุณหภูมิ 4 °C 

T A T A 
0 4.30 x 10 9 1.40 x 10 9 4.30 x 10 9 1.40 x 10 9 

2 1.10 x 10 8 1.00 x 10 9 1.30 x 10 9 1.10 x 10 9 

4 2.33 x 10 7 8.00 x 10 7 1.83 x 10 9 8.67 x 10 8 
6 2.55 x 10 7 7.30 x 10 7 1.83 x 10 9 6.67 x 10 8 
8 1.47 x 10 7 6.00 x 10 7 1.30 x 10 9 9.67 x 10 8 

14 1.23 x 10 7 5.00 x 10 7 1.43 x 10 9 1.87 x 10 9 
21 2.33 x 10 7 5.50 x 10 7 9.33 x 10 8 7.67 x 10 8 
28 2.07 x 10 7 8.00 x 10 7 1.13 x 10 9 8.00 x 10 8 
35 5.33 x 10 7 9.67 x 10 7 9.00 x 10 8 5.67 x 10 8 
42 3.67 x 10 7 1.63 x 10 8 7.67 x 10 8 5.67 x 10 8 
49 4.33 x 10 7 2.00 x 10 8 1.13 x 10 9 1.80 x 10 9 
56 7.33 x 10 7 1.17 x 10 8 1.27 x 10 9 1.20 x 10 9 
63 3.67 x 10 7 1.20 x 10 8 1.60 x 10 9 1.13 x 10 9 

 
หมายเหตุ T ตรวจนบัทนัทีหลงัเกบ็ตวัอยา่ง 

A ตรวจนบัหลงัการเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 24 ชัว่โมง 
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6.2 ผลการศึกษาการทาํปุ๋ยชีวภาพในรูปแบบแหง้ 
 

ตารางผนวกที ่ค19 การเปลี่ยนแปลงปริมาณ A. vinelandii TISTR 1094 ในปุ๋ยนํ้าผสมกากหมอ้กรองระหวา่งการเกบ็รักษา (1-15%) 

 
ตวัอยา่งปุ๋ยนํ้ าผสมกากหมอ้กรอง/ ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 

15% 

B 
9.50 x 108 
8.90 x 108 
4.80 x 107 
8.10 x 107 
7.10 x 107 
2.90 x 107 
4.30 x 107 
7.30 x 106 
1.48 x 106 
8.20 x 106 
8.80 x 106 
1.87 x 106 
4.10 x 106 

 
หมายเหตุ     A    หมายถึง ปริมาณ A. vinelandii TISTR 1094 ในวนัที่เกบ็ตวัอยา่ง 
                     B    หมายถึง ปริมาณ A. vinelandii TISTR 1094 เมื่อหลงันาํมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Basal medium 24 ชัว่โมง 

 
A 

1.46 x 108 
1.55 x 108 
4.80 x 107 
6.30 x 107 
6.00 x 107 
5.10 x 107 
2.75 x 107 
4.50 x 106 
1.34 x 106 
4.20 x 106 
6.20 x 106 
8.20 x 106 
7.20 x 105 

 

 

10% 

B 
1.94 x 106 
4.00 x 107 
5.30 x 107 
5.30 x 107 
3.90 x 107 
2.40 x 107 
6.50 x 107 
7.90 x 106 
2.28 x 106 
9.60 x 106 
5.80 x 106 
5.40 x 106 
6.60 x 106 

 

 

A 
6.40 x 106 
5.80 x 107 
8.30 x 107 
6.70 x 107 
2.42 x 107 
1.48 x 107 
6.50 x 107 
8.00 x 106 
3.20 x 106 
7.60 x 106 
3.50 x 106 
8.40 x 106 
6.40 x 106 

 

 

5% 

B 
1.81 x 106 
4.00 x 107 
4.50 x 107 
3.60 x 107 
6.60 x 107 
5.00 x 107 
9.80 x 107 
1.21 x 106 
2.29 x 106 
7.70 x 106 
9.00 x 106 
7.80 x 106 
7.60 x 106 

 

 

A 
4.40 x 106 
5.70 x 107 
4.70 x 107 
8.30 x 107 
2.48 x 107 
8.40 x 107 
6.00 x 107 
6.90 x 106 
2.44 x 106 
9.98 x 105 
4.70 x 106 
1.41 x 106 
4.40 x 106 

 
 

3% 

B 
1.95 x 106 
4.00 x 107 
3.70 x 107 
6.10 x 107 
4.80 x 107 
4.20 x 107 
4.80 x 107 
7.20 x 106 
2.17 x 106 
8.10 x 106 
9.20 x 106 
4.40 x 106 
6.70 x 106 

 

 

A 
3.80 x 106 
2.80 x 107 
6.40 x 107 
8.20 x 107 
5.20 x 107 
1.10 x 107 
5.90 x 107 
7.00 x 106 
2.89 x 106 
6.20 x 106 
3.20 x 106 
5.40 x 106 
5.10 x 106 

 

 

1% 

B 
2.64 x 106 
4.00 x 107 
3.60 x 107 
4.70 x 107 
3.30 x 107 
4.20 x 107 
3.60 x 107 
8.90 x 106 
2.85 x 106 
8.40 x 106 
8.70 x 106 
1.62 x 106 
7.40 x 106 

 

 

A 
4.50 x 106 
3.40 x 107 
3.80 x 107 
8.90 x 107 
4.50 x 107 
3.90 x 107 
5.70 x 107 
4.90 x 106 
2.67 x 106 
3.90 x 106 
3.60 x 106 
1.43 x 106 
3.20 x 106 

 

 

ระยะเวลา 
(วนั) 

0 
2 
4 
6 
8 
14 
21 
28 
35 
42 
49 
56 
63 
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ตารางผนวกที ่ค19 (ต่อ) 

 
ตวัอยา่งปุ๋ยนํ้ าผสมกากหมอ้กรอง/ ปริมาณเชื้อ (CFU/ml) 

35% 

B 

4.60 x 108 
5.80 x 108 
6.00 x 107 
6.50 x 107 
3.20 x 107 
3.20 x 107 
3.70 x 107 
4.30 x 106 
1.32 x 106 
7.60 x 106 
4.60 x 106 
1.24 x 106 
3.10 x 106 

 
หมายเหตุ     A    หมายถึง ปริมาณ A. vinelandii TISTR 1094 ในวนัที่เกบ็ตวัอยา่ง 

                     B    หมายถึง ปริมาณ A. vinelandii TISTR 1094 เมื่อหลงันาํมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Basal medium 24 ชัว่โมง 

 

A 

1.50 x 108 
2.06 x 108 
5.60 x 107 
6.70 x 107 

4.60 x 107 
3.10 x 107 
1.88 x 107 
4.80 x 106 
1.54 x 106 
1.60 x 106 
6.50 x 106 
8.70 x 106 
5.80 x 106 

 

 

30% 

B 

3.00 x 108 
2.84 x 108 
6.00 x 107 
3.20 x 107 
4.10 x 107 
7.60 x 107 
1.47 x 107 
5.90 x 106 
1.28 x 106 
6.80 x 106 
7.60 x 106 
1.23 x 106 
4.60 x 106 

 

 

A 

1.14 x 108 
6.00 x 108 
7.80 x 107 
9.90 x 107 
4.00 x 107 
3.20 x 107 
1.07 x 107 
3.50 x 106 
1.68 x 106 
3.60 x 106 
1.90 x 106 
6.30 x 106 
4.70 x 106 

 

 

25% 

B 

3.10 x 108 
8.80 x 108 
4.80 x 107 
3.70 x 107 
3.50 x 107 
3.40 x 107 
4.20 x 107 
5.70 x 106 
1.07 x 106 
8.50 x 106 
7.20 x 106 
8.90 x 106 
4.70 x 106 

 

 

A 

1.20 x 108 
9.60 x 108 
7.70 x 107 
5.40 x 107 
3.50 x 107 
8.70 x 107 
2.09 x 107 
4.40 x 106 
1.50 x 106 
4.80 x 106 
3.20 x 106 
5.50 x 106 
5.30 x 106 

 

 

20% 

B 

1.29 x 108 
9.30 x 108 
4.40 x 107 
7.60 x 107 
8.10 x 107 
3.80 x 107 
1.33 x 107 
7.50 x 106 
1.59 x 106 
6.70 x 106 
1.71 x 106 
1.17 x 106 
4.10 x 106 

 

 

A 

1.16 x 108 
8.50 x 108 
7.40 x 107 
4.80 x 107 
7.40 x 107 
1.37 x 107 
2.95 x 107 
3.20 x 106 
1.65 x 106 
7.70 x 106 
1.10 x 106 
5.20 x 106 
3.10 x 106 

 

 

ระยะเวลา (วนั) 
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7. ผลการศึกษาการปรับปรุงพชืทดสอบและดนิในระดับห้องปฏิบัตกิาร 
 
7.1 ผลการศึกษาการปรับปรุงพืช 

 
ตารางผนวกที ่ค20 ความสูงท่อนออ้ยท่ีปลูกในกระถางทดลองเป็นเวลา 1 และ 3 เดือน 

 

วิธีการ  
ความสูงท่อนออ้ย (เซนติเมตร) 

1 เดือน 3 เดือน 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 

1. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดนํ้า 18.60 26.70 77.20 72.40  
2. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 50.50 57.00  88.70  86.50 
3. แช่-ดินวนัดี-รดนํ้า 29.60 32.90 83.10 88.30 
4. แช่-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 40.60 50.80  97.00 97.70 
5.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดนํ้า 52.00 45.00 89.00 88.70 
6.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 62.20 55.00 95.50 100.00 
7. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 32.30 27.10 84.80 81.10 
8. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 26.30 34.50 81.40 82.90 
9. แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 39.90 38.70 81.00 79.20 
10. แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 40.50 47.50 110.10 102.00 
11.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 51.00 50.60 111.70 115.10 
12.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 49.30 55.20 136.50 136.20 
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ตารางผนวกที ่ค21 ปริมาณไนโตรเจนในดินจากกระถางทดลองท่ีปลูกออ้ยเป็นเวลา 1 และ 3 เดือน 
 

วิธีการ 

ปริมาณไนโตรเจนในดินหลงัการปลูกออ้ย (เปอร์เซ็นต)์ 

1 เดือน 3 เดือน 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

1. ดิน_รดนํ้า 0.10 0.1 0.09 0.10 0.11 0.11 
2. ดิน_รดปุ๋ยนํ้า 0.10 0.12 0.13 0.13 0.12 0.14 

3. ดิน/กากหมอ้กรอง_รดนํ้า 0.27 0.28 0.3 0.29 0.32 0.30 
4. ดิน/กากหมอ้กรอง_รดปุ๋ยนํ้า 0.30 0.33 0.32 0.36 0.33 0.37 

 
 

ตารางผนวกที ่ค22 ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนส ของรากออ้ยท่ีปลูกในดินเป็นเวลา 3 เดือน 
 

วิธีการ 
ค่ากิจกรรมเอนไซมไ์นโตรจีเนส (mmolC2H2/g/hr) 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 
1. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดนํ้า 16.58 14.49 
2. ไม่แช่-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 36.33 32.83 
3. แช่-ดินวนัดี-รดนํ้า 24.89 23.54 
4. แช่-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 38.22 36.73 
5.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดนํ้า 22.97 21.82 
6.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี-รดปุ๋ย 34.62 35.57 
7. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 15.2 14.51 
8. ไม่แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 34.79 33.12 
9. แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 22.51 24.89 
10. แช่-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 38.34 37.05 
11.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดนํ้า 23.87 25.81 
12.  แช่ปุ๋ย-ดินวนัดี+กากหมอ้กรอง-รดปุ๋ย 36.13 35.01 
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ประวตัิการศึกษาและการทาํงาน  
 
ช่ือ-นามสกลุ  นางสาวภารุจีร์  ภูมิไกล 
วนั เดอืน ปี ทีเ่กดิ 19 พฤษภาคม 2526 
สถานทีเ่กดิ  จงัหวดัร้อยเอด็ 
ประวตัิการศึกษา  วิทยาศาสตร์บณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพ)  

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ตาํแหน่งปัจจุบัน  เลขานุการ 
สถานทีท่ํางานปัจจุบัน Joint KU-CIRAD Laboratory of Biochemistry and Technology of 

Naturual Rubber มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ผลงานดเีด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ การปกป้อง Lactobacillus reuteri KUB-AC5 จากความ

ร้อนโดยการเอน็แคปซูเลชนัดว้ยเจลอะลูมิเนียมคาร์บอกซีเมลทิล
เซลลูโลส 
การขยายกาํลงัการผลิตปุ๋ยชีวภาพโดยใชห้วัเช้ือ Azotobacter vinelandii 
TISTR 1094 ร่วมกบักากนํ้าตาล 

ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ ทุนสนบัสนุนงานวิจยัจากศนูยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร 

สาํนกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและวจิยัดา้นวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีสาํนกั

กรรมการการอุดมศึกษา กรุงเทพฯ  




