
บทที่ 2 
ทบทวนเอกสาร 

 
ออยเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล สามารถแปรรูปเปน

แอลกอฮอล นอกจากน้ียังใชเปนวัตถุดิบในการผลิตสารเคมีหลายชนิด เชน ผงซักฟอก สารเคลือบผิว 
และสารประกอบทางเคมี รวมท้ังชานออย (bagasse) สามารถใชเปนเช้ือเพลิงในการผลิตพลังงาน 
ผลิตเยื่อกระดาษ พลาสติก วัสดุกอสราง หมึกพิมพ และปุยกากน้ําตาล (molasses) ซ่ึงนํามาใช
ประโยชนไดอยางกวางขวาง สามารถใชเปนอาหารสัตวและวัตถุดิบในกระบวนการหมักของยีสต 
กากตะกอน (filter mud หรือ filter cake) สามารถทําปุยได การบริโภคน้ําตาลภายในประเทศไทย
ประมาณ 1.6-1.7 ลานตันตอป มูลคา 17,000-19,000 ลานบาท และสงออกน้ําตาลมากเปนอันดับ 3 
ของโลก ประมาณ 3 ลานตันตอป มูลคา 20,000-30,000 ลานบาท รองจากประเทศบราซิล และ
สหภาพยุโรป แตบางปอาจเปนอันดับ 4 รองจากประเทศออสเตรเลีย โดยมีสัดสวนตลาดรอยละ 9.5 
ของโลก ประเทศผูนําเขาน้ําตาลท่ีสําคัญของประเทศไทย ไดแก อินโดนีเซีย ญ่ีปุน และเกาหลีใต ซ่ึง
สรางรายไดแกเกษตรกรผูปลูกออยจากการจําหนายออยท้ังหมดประมาณ 30,000 ลานบาท คิดเปน
รอยละ 4 ของรายไดภาคการเกษตรทั้งหมด (กรมวิชาการเกษตร, 2551) 
  ออยเปนพืชในวงศ Poaceae สกุล Saccharum สามารถจําแนกไดหลายชนิด โดยแตละชนิด
มีถ่ินกําเนิดและลักษณะท่ัวไป ดังนี้ (คณาจารยภาควิชาพชืไรนา, 2542)  
 1. ออยปลูกดัง้เดิม (Saccharum officinarum L.) มีถ่ินกําเนิดในแถบเกาะนิวกินี ลักษณะ
สําคัญ คือ ลําใหญ ใบยาวและกวาง มีน้ําตาลมาก เปลือกและเนื้อนิ่ม โดยท่ัวไปมักเรียกวา ออยเค้ียว 
ท่ีเพาะปลูกในประเทศไทย ไดแก ออยมอริเชียส (Mauritius) และออยบาดิลา (Badila) สมัยแรกออย
ชนิดนี้มีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมน้ําตาลทรายของโลกเปนอยางมาก ซ่ึงออยท่ีปลูกเปนการคา
ในปจจุบันมักมีพันธุกรรมมาจากออยชนิดนี้ 
 2. ออยปาแถบรอน (Saccharum spontaneum L.) พบท่ัวไปในแถบรอนและชุมช้ืน มีอยู
หลายรอยชนดิแตกตางกันตามแหลงกําเนิด แตมีลักษณะท่ีสําคัญคลายคลึงกัน คือ มีอายุหลายป 
เจริญอยูเปนกอ มีลําตนใตดนิ ลําตนเหนือดินผอมและแข็ง ไสกลวง มีความหวานนอย ในประเทศ
ไทยเรียกวา แขมพงหรือออยปา (Wild cane) 
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 3. ออยอินเดยี (Saccharum barberi Jeswiet) มีถ่ินกําเนดิในอินเดยีตอนเหนือ นักวชิาการ
เช่ือวาเปนสายพันธุท่ีเกิดจากการผสมตามธรรมชาติระหวางออยปลูกและออยปาแถบรอน มีลําตน
เล็ก ใบเล็ก ขอโปง มีความหวานสูง เปลือกและเนื้อนิ่ม ท่ีเพาะปลูกในประเทศไทย ไดแก ออยขาไก 
 4. ออยปานิวกินี (Saccharum robustum Brandes et Jeswiet Ex Grassl) เปนออยปาท่ี
เพาะปลูกบนเกาะนิวกนิี ลักษณะสําคัญ คือ เปลือกแข็ง ไสฟาม มีลําตนใหญ แข็งแรง อาจสูงถึง 10 
เมตร มีความหวานตํ่า ออยชนิดนี้ไมพบในประเทศไทย นักวิชาการเช่ือวาเปนตนตระกูลของออย
ปลูกดั้งเดิม 
 5. ออยจีน (S. sinense Roxb. Amend, Jeswist) ลักษณะสําคัญ คือ มีลําตนแข็งแรง ทนทาน
ตอสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสคอนขางสูง และตานทานตอโรคบางชนิด 
แตผลผลิตมักต่ํามาก ออยจนีเปนออยท่ีออกดอกนอยและมักเปนหมนั 
 นอกจากนี้พันธุออยที่ปลูกเปนการคาเพื่ออุตสาหกรรมน้ําตาลสวนใหญปจจุบันเปนลูกผสม 
ท่ีเกิดจากการผสมระหวาง S. spontaneum กับออยชนิดอ่ืนๆ ในสกุล Saccharum ท่ีเปนออยปา 
เชน S. spontaneum และ S. robustum รวมทั้งในสกุลใกลเคียง       
  
บทบาทของธาตุไนโตรเจนในพืช 
 อินทรียสารท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบ ไดแก 

1. โปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโน (amino acid) ชนดิตางๆ เรียงตอกันอยางมีแบบแผน 
ตั้งแต 50 – 100 หนวย โดยกรดอะมิโนเช่ือมตอกันดวยพนัธะเปบไทด (peptide bond) โดยโปรตีนมี
หนาท่ีสําคัญในเซลล ซ่ึงเปนองคประกอบในโครงสรางของไซโตพลาซึม (cytoplasm) เยื่อตางๆ 
(membranes) โดยเปนท้ังโครงสรางและพาหะในการเคลื่อนยายสารผานเยื่อ รวมทั้งเอนไซม ซ่ึงทํา
หนาท่ีเรงปฏิกริิยาชีวเคมีจึงมีบทบาทเกี่ยวของกับกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism)  
 2. คลอโรฟลล (chlorophyll) เปนสารประกอบท่ีมีไนโตรเจนเปนองคประกอบในโครงสราง
พบไดในสวนท่ีมีสีเขียวของพืชโดยพบมากท่ีใบ คลอโรฟลลทําหนาท่ีเปนโมเลกุลรับพลังงานจากแสง
และนําไปใชสรางพลังงานเคมีโดยกระบวนการสังเคราะหแสง ในธรรมชาติมีคลอโรฟลลอยูหลาย
ชนิด เชน คลอโรฟลล เอ (สูตรโมเลกุล C55H72O5N4Mg) และคลอโรฟลล บี (สูตรโมเลกุล
C55H70O6N4Mg) (Wikipedia, 2011)     
 3. ฮอรโมนพืช (phytohormone) เปนสารท่ีเกิดจากพืชสังเคราะหข้ึนและมีไนโตรเจนเปน
องคประกอบ ไดแก ออกซิน (auxins) และโซโตไคนิน (cytokinins) โดยท่ี indole-3-acetic acid 
(IAA) เปนออกซินท่ีพืชสังเคราะหไดจากกรดอะมิโนทริพโทเฟน (typtophane) ซ่ึง IAA มีบทบาท
สําคัญตอการเจริญเติบโตของพืช ไดแก กระตุนการแบงเซลล เรงการขยายขนาดของเซลล ควบคุม
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การแตกราก ยับยั้งการเจรญิของตาขาง ปองกันการรวงของใบ กิ่งและผล สวนโซโตไคนินเปน
ฮอรโมนพืชท่ีสงเสริมการแบงเซลล การขยายขนาดเซลล สงเสริมการสรางและการเจริญของตา 
ชวยในการงอกของเมล็ด สงเสริมการสรางโปรตีน ชะลอความเส่ือมอายุของใบ (senescence) และ
ชวยในการเคล่ือนยายธาตุอาหาร 
 4. กรดนิวคลีอิค (ucleic acids) มี 2 ชนิด คือ ribonucleic acid (RNA) ทําหนาท่ีเกีย่วของกับ
การสังเคราะหโปรตีน และ deoxyribo nucleic acid (DNA) ทําหนาท่ีเปนศูนยขอมูลทางพันธุกรรม  
 5. สารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆ ไดแก adenosine triphosphate (ATP) co-enzymes เชน 
NAD (nicotinamide adenine dinucleotide) และ NADP (nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate) 
 6. สารประกอบไนโตรเจนท่ีพืชสะสมไวหรือทําหนาท่ีปองกัน เชน แอลคาลอยด (alkaloids) 
ไดแก นิโคติน (nicotine) จากใบยาสูบ และมอรฟน (morphine) จากฝน เปนตน (Hewitt, 1984) 
  
บทบาทของธาตุไนโตรเจนตอการเจริญของออย 
 ออยเปนพืชท่ีใชธาตุอาหารจากดินในปริมาณคอนขางสูง ออยแตละพันธุจะใชธาตุอาหาร
ในปริมาณท่ีแตกตางกัน ธาตุไนโตรเจนมีความสําคัญอยางมากตอการเพาะปลูกออยเนื่องจากเปน
ธาตุอาหารที่ชวยสงเสริมการเจริญเติบโตในสวนลําตนและใบ สงผลใหออยแตกกอและมีจํานวนลํามาก 
สงผลใหมีปริมาณนํ้าหนักออยมากข้ึนดวย ถาออยขาดธาตุไนโตรเจนจะแสดงอาการท่ีใบ เนื่องจาก
ปริมาณคลอโรฟลลในใบลดลง สงผลใหเกิดอาการใบเหลืองหรือเกิดภาวะพรองของคลอโรฟลลใน
ใบพืช (chlorosis) รวมท้ังสงผลใหลําตนแคระแกร็น การแตกกอนอยลง อัตราสวนระหวางซูโครส
และนํ้าตาลรีดวิซสูง (reducing sugar) เนือ่งจากเม่ือออยขาดธาตุไนโตรเจนจะสรางน้ําตาลซูโครส
มากแตการสรางเนื้อเยื่อเพื่อการเจริญเติบโตลดลง (ปรีชาและคณะ, 2543)  
 
การตรึงไนโตรเจน 
 กาซไนโตรเจนในบรรยากาศมีปริมาณมากถึง 78% แตพืชไมสามารถนํามาใชประโยชน
ได ไนโตรเจนอาจเปล่ียนแปลงทางเคมีโดยกระบวนการทางธรรมชาติเปนแอมโมเนีย (NH3) หรือ
ไนเตรท (NO3

-) โดยกระบวนการตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixation) (ยงยุทธ, 2543) ไดแก  
 1. ออกซิเดชันของกาซไนโตรเจนในอากาศ เม่ือฟาแลปกาซไนโตรเจน ออกซิเจน และไอ
น้ําจะทําปฏิกิริยากันไดกรดไนตริก (HNO3) ซ่ึงละลายในน้ําฝนตกสูพื้นดิน โดยเปน 10% ของการ
ตรึงไนโตรเจนท้ังหมด 
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 2. การตรึงไนโตรเจนโดยชีววิธี (Biological nitrogen fixation) ซ่ึงเปน 90% ของการตรึง
ไนโตรเจนท้ังหมด เกิดจากกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนของจุลินทรีย โดยอาศัยบทบาทของเอนไซม
ไนโตรจีเนส (nitrogenase) ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซมจะถูกยับยั้งไดโดยออกซิเจน ดังนั้นการตรึง
ไนโตรเจนจงึเกิดภายในเซลลภายใตสภาวะทีไ่มมีออกซิเจน จุลินทรียตรึงไนโตรเจนสามารถทําใหเกิด
สภาวะดังกลาวไดโดย  
  (1) จุลินทรียกลุมไซยาโนแบคทีเรียมีเซลลเฉพาะ คือ heterocyst ซ่ึงมีผนังเซลล
หนา รวมท้ังไมมีระบบแสง II (Photosystem II) ซ่ึงจะปลดปลอยออกซิเจน  
  (2) จุลินทรียกลุมไซยาโนแบคทีเรียท่ีไมมี heterocyst สามารถตรึงไนโตรเจนได
ในสภาวะแวดลอมท่ีไมมีออกซิเจน เชน ในนํ้า รวมทั้งจุลินทรียบางกลุมอยูในดนิท่ีไมมีออกซิเจน 
เชน Clostridium 
  (3) Leghemoglobin ในปมรากพืชตระกูลถ่ัว ทําหนาท่ีจับออกซิเจนได 
  (4) การใชเอนไซมเพื่อกําจดั superoxide (O.-

2) และ hydrogen peroxide (H2O2) 
ไมใหเปนพิษแกเซลล เชน ascorbate และ peroxidase ในปมรากถ่ัว  
  (5) แบคทเีรียท่ีดํารงชีวิตในสภาวะท่ีมีออกซิเจนแตสามารถทําใหสภาพภายในเซลล
สวนท่ีมีเอนไซมไนโตรนีเนสมีปริมาณออกซิเจนตํ่า เชน Azotobacter จะมีอัตราการหายใจสูงเพือ่
เรงใหเกิดการใชออกซิเจนอยางรวดเร็ว Gloeotrichia สังเคราะหแสงและปลดปลอยออกซิเจนใน
เวลากลางวนัจงึตรึงไนโตรเจนเฉพาะเวลากลางคืน 
  (6) โคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหาร nitrogen free agar ในภาวะท่ีมีออกซิเจน 
มักมีขนาดใหญและสรางสารเมือกหุมปองกันการแพรของออกซิเจน 
 เอนไซมไนโตรจีเนสประกอบดวยโปรตนีสองสวน ซ่ึงรวมเรียกวา nitrogenase enzyme 
complex โดย molybdenum – iron (MoFe) protein ทําหนาท่ีเปนเอนไซม dinitrogenase และ iron 
(Fe) protein ทําหนาท่ีเปนเอนไซม dinitrogenase reductase รวมท้ังจําเปนตองใช adenosine 
triphosphate (ATP) เปนแหลงพลังงาน และ Mg2+ เพื่อกระตุนการทํางาน ซ่ึงเอนไซมสามารถรีดิวซ
ไดท้ัง dinitrogen (N  N) ไดเปน NH3 และ H2 และโมเลกุลพันธะสามขนาดเล็กอ่ืนๆ เชน nitrous 
oxide (N  N+– O-) ไดเปน N2 และ H2O, acetylene (HC  CH) ไดเปน ethylene (H2C = CH2) 
รวมท้ัง proton (H+) ไดเปน H2 ในกรณีท่ีมี dinitrogen (Stewart, 1975) สมการสรุปการตรึง
ไนโตรเจน คือ 

 
N2 + 8H+ + 8e- + 16MgATP  2NH3 + H2 + 16MgADP + 16Pi 
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ความสัมพนัธระหวางจุลินทรียตรึงไนโตรเจนกับพชือาจแบงจุลินทรียได 3 กลุม (ยงยทุธ, 2543) คือ  
 1. จุลินทรียท่ีอาศัยอยูรวมกบัพืช โดยจะใชน้ําตาลซูโครสและสารเมตาโบไลทท่ีไดรับจาก
พืชอาศัย (host) เปนแหลงพลังงาน เชน ไรโซเบียมท่ีอยูรวมกับรากพชืตระกูลถ่ัว ซ่ึงจะใชพลังงาน
จากคารโบไฮเดรทของพืชเจาบาน รวมท้ังอยูในสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับกิจกรรมการตรึงไนโตรเจน 
เม่ือตรึงไนโตรเจนแลวจึงเคล่ือนยายสารผลิตภัณฑออกสูเซลลรากพืชไดอยางรวดเร็ว โดยพืช
สามารถนําไนโตรเจนท่ีจากกระบวนการตรึงของจุลินทรียมาใชประมาณ 90% จุลินทรียท่ีอยูรวมกบั
พืชและสามารถตรึงไนโตรเจน ไดแก Rhizobium และ Bradyrhizobium อยูรวมกับพืชตระกูลถ่ัว 
Parasponia และ Frankia อยูรวมกับไมยืนตน (Alder) และไมพุม (Ceonothus) Azospirillum อยู
รวมกับหญาในแถบรอนช้ืน Anabaena อยูรวมกับแหนแดง (Azolla) เปนตน 
 2. จุลินทรียท่ีอยูใกลชิดกับรากพืชจะใชสารท่ีหล่ังออกมาจากรากพืช (root exudate) เปน
แหลงพลังงาน เชน Azospirillum และ Azotobacter ซ่ึงจุลินทรียกลุมนี้ไมสามารถสรางปมราก 
ดังนั้นจึงอาศัยอยูบริเวณผิวรากหรือชองวางระหวางเซลลในช้ันคอรเทกซ (cortex) โดยพืชจะไดรับ
ประโยชนจากไนโตรเจนท่ีจลิุนทรียตรึงประมาณ 90% เม่ือจุลินทรียเหลานั้นตาย 
 3. จุลินทรียท่ีดํารงชีวิตอยางอิสระในดนิหรือในน้ํา ซ่ึงตองการสารประกอบไนโตรเจน 
สารอนินทรีย ไดแก แคลเซียม แมกนีเซียม และโมลิบดีนัม เปนตน รวมท้ัง pH ท่ีเหมาะสม
ตอการเจริญ ซ่ึงจุลินทรียดังกลาวสามารถดาํรงชีวิตและดําเนินกิจกรรมไดโดยไมตองอาศัย
ส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ ไดแก 
  3.1 จุลินทรียท่ีใชอินทรียวตัถุในดนิเปนแหลงพลังงาน (heterotroph) ซ่ึงอยูใน
ธรรมชาติจะไดรับอินทรียสารท่ีใชเปนแหลงพลังงานนอยจึงตรึงไนโตรเจนไดคอนขางตํ่า แบงได 3 
กลุม คือ แบคทีเรียกลุมท่ีตองการออกซิเจน (aerobe) เชน Azotobacter, Beijerinckia, Derxia 
แบคทีเรียกลุมท่ีตองการหรือไมตองการออกซิเจน (facultative anaerobe) เชน Bacillus, Klebsiella 
แบคทีเรียกลุมท่ีไมตองการออกซิเจน (anaerobe) ท้ังท่ีสังเคราะหแสงได เชน Rhodospirillum, 
Chromatium และไมสามารถสังเคราะหแสงได เชน Clostridium, Methanococcus เปนตน 
  3.2 จุลินทรียท่ีสังเคราะหแสงได ไดแก ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) หรือ
สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน (blue green algae) เชน Nostoc, Anabaena, Calothrix 
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณไนโตรเจนท่ีตรึงไดจากจุลินทรียท่ีอาศัยอยูรวมกับพืช (symbiotic 
microorganisms) มีประมาณ 70% และกลุมท่ีไมไดอยูรวมกับพืช (nonsymbiotic microorganisms) 
จะมีประมาณ 30% 
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ปจจัยท่ีมีผลตอการตรึงไนโตรเจน 
 
อุณหภูมิ 
 อุณหภูมิเปนปจจัยท่ีมีผลกระทบตอกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส โดยในสภาวะท่ี
อุณหภูมิต่ํากิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสจะเกิดข้ึนไดเพียงเล็กนอย แตจะเพิ่มข้ึนเม่ืออุณหภูมิ
สูงข้ึน และกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสจะเกิดไดดท่ีีสุดในชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (Alexander, 
1977) ตัวอยางเชน Azotobacter สามารถรีดิวซกาช acetylene ใหเปล่ียนเปนกาซ ethylene ไดเพิ่มข้ึน
ในชวงอุณหภมิูระหวาง 10 – 30 ˚C แตชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดของกิจกรรมเอนไซมไนโตร
จีเนสอยูระหวาง 20 – 25 ˚C (Hardy et al., 1968) Postgate (1974) ทดลองเล้ียงเชื้อ Klebsiella 

pneumoniae strain M 5a1 ในอาหารที่มี NH4
+ เช้ือจะเจริญไดตามปกติท่ีอุณหภูมิ 37˚C แตท่ี

อุณหภูมินี้เช้ือแบคทเีรียไมสามารถตรึงไนโตรเจนได ซ่ึงการตรึงไนโตรเจนจะเกดิไดดท่ีีสุดที่อุณหภมิู 
30˚C Azospirillum sp. จะเจริญเติบโตไดชาท่ีอุณหภูมิต่าํกวา 24˚C และหยดุการเจริญเติบโตเม่ือ
อุณหภูมิต่ํากวา 18˚C รวมทั้งเม่ืออุณหภมิูสูงขึ้นถึง 42˚C กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสจะไม
เกิดข้ึน แตการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียจะเกิดข้ึนเพียงเล็กนอย (Day, 1975)      
  
ออกซิเจน 
 แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอยางอิสระบางชนิดตองการออกซิเจนเพื่อเปนแหลงพลังงาน
สําหรับการเจริญเติบโตและในการตรึงไนโตรเจน แตเอนไซมไนโตรจีเนสจะถูกยับยั้งไดโดยออกซิเจน 
กระบวนการตรึงไนโตรเจนจะเกิดข้ึนไดกต็อเม่ือไมมีออกซิเจนมารบกวน แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน
กลุม anaerobe และ facultative anaerobe สามารถเจริญเติบโตโดยไมอาศัยออกซิเจน ดังนั้น
แบคทีเรียกลุมนี้จึงไมประสบปญหาการถูกยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสโดยออกซิเจน   
แตแบคทีเรียกลุม aerobe ท่ีตองการออกซิเจนในการดํารงชีวติ แบคทีเรียกลุมนีเ้จริญเติบโตไดใน
สภาวะท่ีมีอากาศ ซ่ึงจําเปนตองใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็คตรอนตัวสุดทาย (terminal electron 
acceptor) โดยกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสของแบคทีเรียกลุม aerobe จะสูงเม่ืออยูในสภาวะท่ี
มีความดันออกซิเจนตํ่ากวา 0.2 บรรยากาศ ไดแก Azotobacter chroococcum จะมีกิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนสสูงในชวงท่ีมีความดันออกซิเจนระหวาง 0.04 – 0.08 บรรยากาศ Azospirillum 
จะตรึงไนโตรเจนไดสูงท่ีสุดเม่ืออยูในสภาวะท่ีมีความดันออกซิเจน 0.0050 – 0.0075 บรรยากาศ   
ดังนั้นจึงตองมีกลไกเพื่อปองกันผลกระทบจากออกซิเจน เชน Azotobacter chroococcum เอนไซม
ไนโตรจีเนสจะมีการจดัเรียงตัวใหมของโครงสรางทางฟสิกส มีการสรางเนื้อเยื่อลอมรอบเอนไซม
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ไนโตรจีเนสเพื่อปองกันการถูกทําลายโดยออกซิเจน รวมท้ังจะมีอัตราการหายใจเพิ่มสูงข้ึนเพื่อเรง
การใชออกซิเจน และมีการสรางเมือกในปริมาณมากลอมรอบเซลลเพื่อปองกันใหออกซิเจนแพร 
เขาสูเซลลไดนอยท่ีสุด (Mulder and Brotonegoro, 1974; Dobereiner et al., 1973) 
   
สารประกอบไนโตรเจน 
 แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจะไดรับไนโตรเจนท้ังในรูปกาซและสารประกอบไนโตรเจน เชน 

แอมโมเนียม (ammonium, NH4
+)  และไนเตรท (nitrate, NO3

-) เม่ือแบคทีเรียอยูในส่ิงแวดลอมท่ีมี

สารประกอบไนโตรเจนปริมาณมาก กิจกรรมการตรึงไนโตรเจนจะไมเกิดข้ึน เนื่องจากแบคทีเรีย
สามารถใชสารประกอบไนโตรเจนไดทันทีซ่ึงดีกวาไนโตรเจนในสภาวะกาซ (Alexander, 1977) 
สารประกอบไนโตรเจนมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส เนื่องจากเกิดการแยงพลังงาน
ระหวางกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสกบักระบวนการเปล่ียนแปลงแอมโมเนียมใหเปนกรดอะมิโน 
(Hardy et al., 1973; Mulder, 1975) Brotonegoro (1974) ทดลองเล้ียงเช้ือ Azotobacter chroococcum 
โดยใหเกลือแอมโมเนียมปริมาณ 5 mM และตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสจาก
แบคทีเรียท้ังท่ีมีชีวิตและที่สกัดเอนไซมออกมาจากเซลล พบวาในเซลลท่ีมีชีวิตกิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนสจะลดลงอยางรวดเร็ว แตเอนไซมท่ีสกัดออกมาจากเซลลกิจกรรมของเอนไซม
ไนโตรจีเนสลดลงเพียงเล็กนอย รวมท้ังไดเสนอวาการท่ีกจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสจากเซลล
ท่ีมีชีวิตลดลงอยางรวดเร็วนัน้ อาจมีสาเหตุมาจากการแยงพลังงานกนัระหวางกิจกรรมของเอนไซม     
ไนโตรจีเนสและกระบวนการนําแอมโมเนียมเขาสูเซลล Okon et al., (1976) ไดทดลองใส
แอมโมเนียมแกเช้ือ Azospirillum lipoferum เม่ือเวลาผานไป 1 ช่ัวโมง พบวากิจกรรมการตรึง
ไนโตรเจนจะตํ่ากวาการตรึงไนโตรเจนภายหลังการใสแอมโมเนียม 5.5 – 7 ช่ัวโมง ถึง 2 เทา       

ไนเตรท (NO3
-) สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสของเช้ือ Azospirillum brasilense 

(Nelson and Knowles, 1978) การทดลองของ Watanabe and Barraquio (1979) ซ่ึงแยกเช้ือ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนบริเวณรากขาวและศึกษากิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส พบวา แบคทีเรีย
ท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรด (ammonium chlororide; NH4Cl) ปริมาณ 16 
mg/L จะไมมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส Klugkist and Haaker (1984) รายงานวาอัตราการ
หายใจของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนสามารถชวยลดอิทธิพลของแอมโมเนียมท่ีมีผลตอกิจกรรมของ 
เอนไซมไนโตรจีเนสได โดยพบวา Azotobacter vinelandii เม่ือเจริญในอาหารท่ีมีออกซิเจน
พอเหมาะและอัตราการหายใจของเช้ือสูงข้ึน แอมโมเนยีมคลอไรดในอัตรา 28 และ 56 ppm มีผล
ยับยัง้กจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสไดนอยมาก แตถาเช้ือนี้เจริญในสภาวะท่ีออกซิเจนไมเพยีงพอ 
และอัตราการหายใจของเช้ือตํ่า แอมโมเนียมคลอไรดจะมีผลยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซมไนโตรจเีนส 
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ไดอยางมาก Medeiros et al. (2006) ศึกษาผลของแคลเซียมไนเตรต (calcium nitrate, Ca(NO3)2) 
และแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate, (NH4)2SO4) ตอประชากรของ Gluconacetobacter 
diazotrophicus รวมท้ังกจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสและการสะสมไนโตรเจนของออย 2 สาย
พันธุ คือ  SP 701143 และ SP 792312 พบวา เม่ือมีปริมาณไนโตรเจนเพ่ิมข้ึนจะมีผลยับยั้งจํานวน
ประชากรของ G. diazotrophicus รวมท้ังยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสของแบคทีเรียใน
ออยทั้ง 2 สายพันธุ 
 
ธาตุอาหาร  
 
แมกนีเซียม (Magnesium) 
 แมกนีเซียมจําเปนตอกระบวนการตรึงไนโตรเจน รวมทั้งทําหนาท่ีเปน Co-factor ใน
ปฏิกิริยาของเอนไซมอ่ืนๆ หลายชนิด ซ่ึงแมกนีเซียมไอออนจําเปนสําหรับการกระตุน ATP เพื่อให
พลังงานสําหรับการตรึงไนโตรเจนไดอยางเต็มท่ี (สมศักดิ์, 2541)  
 
แคลเซียม (Calcium) 
 แคลเซียมจําเปนตอการเจริญเติบโตและการตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรีย เชน การศึกษาใน 
Azotobacter chroococcum และ A. vinelandii ซ่ึงตองการแคลเซียมปริมาณเล็กนอยในขณะท่ีเช้ือ
กําลังเจริญเติบโต (Norris and Jensen, 1958; Jakobsons et al., 1962) การทดลองของ Brotonegoro 
(1974) โดยยาย A. chroococcum จากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแคลเซียมไปยังอาหารเล้ียงเชื้อท่ีปราศจาก
แคลเซียม พบวาเช้ือแบคทีเรียไมมีการเจริญเติบโตและการตรึงไนโตรเจนเกดิข้ึน 
 
เหล็ก (Iron) 
 เหล็กเปนองคประกอบท่ีสําคัญของเอนไซมไนโตรจีเนส โดยอยูในสวนของ iron (Fe) 
protein ซ่ึงทําหนาท่ีเปนเอนไซม dinitrogenase reductase รวมท้ังเปนองคประกอบของ ferredoxin 
และ cytochrome ซ่ึงมีหนาท่ีถายทอดอิเล็คตรอน (Mulder, 1975)   
 
โมลิบดีนัม (Molybdenum) 
 โมลิบดีนัมเปนองคประกอบท่ีสําคัญของเอนไซมไนโตรจีเนส โดยเปนองคประกอบใน
สวนของ molybdenum-iron (MoFe) protein ซ่ึงทําหนาท่ีเปนเอนไซม dinitrogenase แตใน
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนบางชนิดสามารถใชวานาเดยีม (vanadium) แทนโมลิบดีนัม ไดแก 
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Azotobacter chroococcum และ A. vinelandii แต A. agilis และ Beijerinckia spp. ไมสามารถใชวา
นาเดียมแทนได (Becking, 1962) แต Clostridium butyricum สามารถใชไดท้ังโมลิบดีนัมและวา
นาเดียมในการตรึงไนโตรเจน (Jensen and Spencer, 1947)  
 
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีมีความสัมพันธกับพืช 
 เอนโดไฟท (Endophyte) หมายถึงส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพชืหรืออาจหมายถึง
ส่ิงมีชีวิตท่ีใชชีวิตทั้งหมดหรือบางชวงอาศัยอยูในเน้ือเยือ่พืช แบคทีเรียเอนโดไฟท (endophytic 
bacteria) เปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพืชโดยไมกอใหเกิดอันตรายตอพืชอาศัย (host) 
(Hallmann et al., 1997) จุลินทรียเหลานี้มีบทบาทสําคัญในการใหประโยชนตอพืชทางการเกษตร 
(Mengoni et al., 2003) เนื่องจากแบคทีเรียเอนโดไฟทเหลานี้สามารถสงเสริมการเจริญของพืชโดยการ
สรางฮอรโมนพืช (phytohormone) (Feng et al., 2006) และ siderophore (Burd et al., 1998) ชวยเพิม่
ความตานทานตอเช้ือกอโรค (pathogen) (Reiter et al., 2002) และพาราสิต (parasite) (Hallmann et 
al., 1997) รวมทั้งสงเสริมกระบวนการตรึงไนโตรเจน (Baldani et al., 1986) และการผลิตสาร
ปฏิชีวนะ (antibiotic) (Strobel and Daisy, 2003) nitrogen fixing bacteria หรือ diazotrophic 
bacteria หมายถึง แบคทีเรียท่ีสามารถเปล่ียนกาซไนโตรเจนจากบรรยากาศเพ่ือไดเปนแอมโมเนีย 
(NH3) ซ่ึงเปนผลจากกิจกรรมของ nitrogenase enzyme complex ท่ีอยูภายในแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจน (Unkovich et al., 2008) แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนเปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู
ภายในเนื้อเยื่อของพืชและสามารถตรึงไนโตรเจนท่ีเปนประโยชนแกพืชอาศัย แบคทีเรียกลุมนีย้ังมี
ความสัมพันธกับพืชไดหลายสายพันธุและมีประสิทธิภาพสูงในการตรึงไนโตรเจน ซ่ึงการอาศัยภายใน 
เนื้อเยื่อพืชของแบคทีเรียเหลานี้จะชวยปองกันผลกระทบจากออกซิเจนและปจจัยอ่ืนๆ ท่ีมีผลยับยั้ง
กระบวนการตรึงไนโตรเจน (Baldani et al., 1997) รวมทั้งยังชวยพัฒนาการเจริญเติบโตของ
อาศัย (Sevilla et al., 2001) แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนในพืช ไดแก 
 
Azospirillum  
 เซลลมีลักษณะโคง (vibrioid) หรือแทงตรง (straight rod) เซลลมีขนาดกวาง 0.9 – 1.2 μm 
ติดสีแกรมลบหรือแกรมไมแนนอนภายในเซลลพบแกรนูลท่ีเปน poly-ß-hydroxybutyrate เคล่ือนท่ี
ไดโดย single polar flagellum อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยูระหวาง 34 – 37˚C แบคทีเรีย
จีนัส Azospirillum ไดแก A. lipoferum และ A. brasilense (Tarrand et al., 1978) A. amazonense 
(Magalhaes et al., 1983) A. irakense (Khammas et al., 1989) A. halopraeferens (Reinhold et al., 
1987) A. largimobile (Sly and Stackebrandt, 1999) A. oryzae (Xie and Yokota, 2005) และ          
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A. doebereinerae (Eckert et al., 2001) โดยสวนมากพบแบคทีเรียมีความสัมพันธรวมกับรากพชื 
รวมท้ังพบแบคทีเรียกลุมนี้ไดในดินบริเวณรอบรากพืชตระกูลหญาหลายชนิด เชน ขาวโพด ขาว 
หญาอาหารสัตว ออย และปาลมน้ํามัน ซ่ึงแบคทีเรียสามารถเขาอาศัยภายในพชืและเพิ่มจํานวน
ภายในเนื้อเยื่อพืชได (Schloter et al., 1994) รวมท้ังแบคทีเรียสามารถสรางสารสงเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช เชน indole-3-acetic acid (IAA) และ gibberelline (Okon, 1994; Dobbelaere 
and Okon, 2007) ซ่ึงชวยพฒันาระบบรากโดยมีผลใหปริมาณรากแขนงเพ่ิมข้ึน (lateral root) และ
เพิ่มขนาดของขนราก สงผลใหอัตราของการดูดซึมน้ําและแรธาตุดีข้ึน การทดลองใสเช้ือแบคทีเรียชนดิ
นี้ใหกับพืชพบวาชวยสงเสริมการเจริญเติบโตและเพ่ิมผลผลิตใหกับพืชไดถึง 5 – 30% (Steenhoudt      
et al., 2000; Dobbelaere et al., 2001) 
 
Herbaspirillum  
 เซลลมีลักษณะโคง (vibrioid) หรืออาจมีลักษณะเปนเกลียว (helical) เซลลมีขนาดกวาง 
0.6 – 0.7 μm ติดสีแกรมลบ เคล่ือนท่ีไดโดย flagellum 1 – 3 เสน pH ท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยู
ระหวาง 5.3 – 8.0 ไดแก H. seropedicae พบไดจากดินบริเวณรอบราก ภายในรากของขาวโพด ขาว
ฟางและขาว (Baldani et al., 1986) ภายในราก ลําตนและใบออย (Baldani et al., 1996) รวมท้ังใน
ลําตนของกลวยและสับปะรด (Cruz et al., 2001) H. seropedicae และ H. rubrisubalbicans  เปน
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีมีลักษณะทางสรีรวิทยาคลายคลึงกันมาก แตมีลักษณะบางประการท่ีแตกตาง
กัน ไดแก H. seropedicae สามารถใช N-acetylglucosamine เปนเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดยีว 
(sole carbon source) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญ คือ 34˚C สามารถแยกไดจากออย ขาวฟาง 
ขาว ปาลม และหญามิสแคนทัส (Miscanthus) (Hale and Wikie, 1972b; Baldani et al., 1997) สวน 
H. rubrisubalbicans  สามารถใช meso-erythritol เปนเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดียว อุณหภมิู
ท่ีเหมาะสมตอการเจริญ คือ 30˚C สามารถแยกไดจากออยและหญามิสแคนทัส (Kirchhof et al., 
1997) H. frisingense แยกไดจากรากและลําตนของหญาเนเปยร (Pennisetum purpureum) ใน
ประเทศบราซิลและหญามิสแคนทัสซูซูกิ (Miscanthus sinensis) ในประเทศเยอรมัน (Kirchhof et 
al., 2001) H. hiltneri แยกไดจากลําตนของขาวสาลี แตไมพบยีน nif  ในแบคทีเรียนี้ (Rothballer 
et al., 2006) 
 
Gluconacetobacter  
 เซลลมีลักษณะเปนแทงรี หรือตรง หรือโคงเล็กนอย เซลลมีขนาดกวาง 0.6 – 0.8 μm และ
ยาว 1.0 – 1.4 μm ลักษณะเปนเซลลเดี่ยว คู หรือลูกโซ เซลลเคล่ือนท่ีไดโดย peritrichous หรือ
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แฟลกเจลลาดานขาง (lateral flagella) หรืออาจเคล่ือนท่ีไมได ติดสีแกรมลบหรืออาจเกิดแกรมไม
แนนนอน อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยูระหวาง 25 – 30˚C pH ท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยู
ระหวาง 5.4 – 6.3 แบคทีเรียชนิดนี้สามารถเจริญไดดท่ีีสุดที่ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 10% 
และ pH 5.5 โดยท่ีความเขมขนของน้ําตาลซูโครสสูงแบคทีเรียจะผลิตกรดสงผลให pH ต่ําลงถึง 3.0  
ดังนั้นแบคทีเรียชนดินี้จงึสามารถใชแหลงน้าํตาลในออยเพือ่เปนแหลงพลังงานในการตรึงไนโตรเจน 
และการตรึงไนโตรเจนถูกยับยั้งไดโดยแอมโมเนียม (Cavalcante and Dobereiner, 1988; Stephan 
et al., 1991) รวมท้ังแบคทีเรียชนิดนี้สามารถรอดชีวิตในดินหรือดินบริเวณรอบรากโดยไมมีพืช
อาศัยไดคอนขางตํ่ามาก (Baldani et al., 1997) ตัวอยางแบคทีเรียในจีนัส Gluconacetobacter 
ไดแก G. diazotrophicus สามารถแยกไดจากสวนราก ลําตน และใบของออยในปริมาณมากถึง 106 
เซลลตอกรัมน้ําหนักสด (Reis et al., 1994) ใน xylem vessels (Sevilla et al., 2001) และ apoplast 
space (Dong et al., 1994) รวมทั้งยังพบในหญาเนเปยร (Pennisetum purpureum) (Reis et al., 1994) 
มันเทศ (Paula et al., 1991) กาแฟ (Jiménez-Salgado et al., 1997) สัปปะรด (Tapia-Hernandez et al., 
2000) ขาวปางสามงาม (Eleusine coracana) (Loganathan et al., 1999) ในสวนรากของชา ผลของ
มะมวง รากกลวย รากและลําตนของขาวฟางนิ้วมือ (Ragi) (Muthukumarasamy et al., 2002)         
G. diazotrophicus สามารถผลิต IAA ท่ีความเขมขน 0.14-2.42 μg/ml (Fuentes-Ramírez et al., 
1993) รวมท้ังสามารถผลิต bacteriocin มีผลในการยับยัง้เช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas albilineans ซ่ึง
เปนสาเหตุของโรคใบวงสีน้าํตาล (Leaf Scald) ในออย (Piñon et al., 2002) และยังเปนเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษของเช้ือรา Collelotrichum falcatum ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคเห่ียวเนาแดงของออย (Red 
rot) (Muthukumarasamy et al., 2000) แบคทีเรียในจีนัส Gluconacetobacter ชนิดอ่ืนๆ ไดแก 
G. johannae และ G. azotocaptans ซ่ึงแยกไดจากเมล็ดกาแฟและสับปะรดแตยังไมมีรายงานวาพบ
ในออย (Fuentes-Ramirez et al., 2001a) 
 
Klebsiella  
 เซลลมีลักษณะเปนแทงตรง เซลลมีขนาดกวาง 0.3 – 1.0 μm และยาว 0.6 – 6.0 μm 
ลักษณะเปนเซลลเดี่ยว คู หรือลูกโซส้ันๆ ไมสามารถเคล่ือนท่ีได ติดสีแกรมลบ อยูในกลุม 
facultative anaerobe   อุณหภมิูท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยูระหวาง 34˚C ไดแก Klebsiella sp. พบใน
สวนลําตนของมันเทศ (Asis and Adachi, 2003) สวนราก ลําตน และใบกลวย (Martínez et al., 
2003) K. pneumoniae ซ่ึงพบอยูในดินบริเวณรอบรากพืชและภายในตนออนของพืชตระกูลถ่ัว เชน 
ถ่ัวอัลฟลฟา (Alfalfa) (Medicago sativa และ Medicago truncatula) รวมท้ังใน Arabidopsis 
thaliana ขาว (Oryza sativa) ขาวสาลี (Triticum aestivum) และออย (Dong et al., 2002; 
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Govindarajan et al., 2007) การทดลองของ Iniguez et al. (2004) พบวา K. pneumonia สามารถตรึง
ไนโตรเจนใหแกพืชและเพิ่มปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดในตนขาวสาลีท้ังในเนื้อเยื่อและคลอโรฟลล 
เม่ือตรวจสอบโดยวิธี 15N isotope dilution technique K. variicola พบไดจากกลวย ขาว ขาวโพดและ
ออย (Rosenblueth et al., 2004) K. oxytoca พบไดจากในสวนรากของมันเทศ รวมทั้งในสวนราก
และลําตนของหญาในสกุลธูปฤษี (Typha australis) (Adachi et al., 2002; Jha and Kumar, 2007)    
 
Burkholderia  
 เซลลมีลักษณะเปนแทงตรง สามารถเคล่ือนท่ีได เปนแบคทีเรียแกรมลบและตองการออกซิเจน 
ในการเจริญ Weber et al. (1999) แยก Burkholderia sp. ไดจากสวนราก ลําตน ใบ และผล ของ
กลวยและสับปะรด B. vietnamiensis แยกไดจากรากขาวของประเทศเวยีดนาม รวมท้ังในรากขาวโพด 
ดินบริเวณรอบรากและบริเวณผิวของรากพืช (rhizoplane) ของขาวโพดและกาแฟ ซ่ึงมีรายงานวา
แบคทีเรียชนดินี้ชวยสงเสริมการเจริญของพืชและเพิ่มผลผลิตของเมล็ดขาว (Estrada-De Los Santos 
et al., 2001) Xin et al. (2009) สามารถแยก B. vietnamiensis ไดจากสวนลําตนของตนฝายปา (wild 
cottonwood; Populus trichocarpa) โดยแบคทีเรียสามารถผลิต IAA ซ่ึงเปน phytohormone ชวย
สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช รวมท้ังพบไดในสวนรากของตนจาก (Nypa fruticans) ของ
ประเทศมาเลเซีย (Tang et al., 2010)  Reis et al., 2004 แยก B. tropica ไดจากออยของประเทศ
บราซิลและแอฟฟริกาเหนือ รวมท้ังจากขาวโพดและขาวโพดปา (teosinte) ของประเทศเม็กซิโก B. 
cepacia แยกไดจากสวนรากออยและขาว (Mendes  et al., 2007;  Singh et al., 2011) Mattos et al. 
(2008) รายงานถึง B. kururiensis ท่ีสามารถเขาไปอาศัยและเพิ่มจาํนวนภายในตนขาวและชวย
สงเสริมการเจริญรวมท้ังเพิ่มผลผลิตของเมล็ดขาว 
 
Pantoea  
 ลักษณะเซลลเปนแทงตรง เซลลมีขนาดกวาง 0.5 – 1.0 μm และยาว 1.0 – 3.0 μm เคล่ือนท่ี
ไดโดย peritrichous flagella ติดสีแกรมลบ อยูในกลุม facultative anaerobe   อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอ
การเจริญ คือ 30˚C ไดแก P. agglomerans พบในสวนลําตนและรากของขาวโพดและฝาย (McInroy 
and Kloepper, 1995) รากขาวและลําตนขาวสาลี (Ruppel et al., 1992) Scholz-Seidel and Ruppel 
(1992) พบวา P. agglomerans ชวยเพิ่มความยาวของรากและผลผลิตของขาวสาลี รวมท้ังพบไดใน
สวนลําตนของมันเทศ (Asis and Adachi, 2003) Feng et al. (2006) ทดลองใสเช้ือ P. agglomerans 
YS19 ใหแกตนกลาขาว พบวาชวยสงเสริมการเจริญเติบโตและมีผลตอ photosynthate ของพืชเจา
บาน แบคทีเรียนี้ยังสามารถผลิต abscisic acid (ABA) ซ่ึงเปนฮอรโมนพืช เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร LB 
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medium ในปริมาณถึง 675 ng ml/1 Loiret et al. (2004) แยก Pantoea sp. จากลําตนออยของประเทศ
คิวบา ซ่ึงพบวาแบคทีเรียไอโซเลทนี้สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิระหวาง 20 – 42˚C รวมท้ังเจริญ
ไดใน pH และความเขมขนของเกลือในชวงกวาง 
 
การศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอาศัยอยูภายในพชืบางชนิด  
 
ออย  
 การรายงานถึงแบคทีเรียเอนโดไฟทตรึงไนโตรเจนท่ีพบในออย ไดแก Gluconacetobacter 
diazotrophicus, Herbaspirillum rubrisubalbicans, H. seropedicae, Enterobacter cloacae, 
Klebsiella oxytoca, Pantoea sp., Burkholderia unamae, B. tropica  (Baldani et al.,1997; James, 
2000; Boddey et al.,2003; Mirza et al., 2001; Loiret et al., 2004; Perin et al., 2006)    
G. diazotrophicus (ช่ือเดิม Acetobacter diazotrophicus) เปนแบคทีเรียในกลุมของ acetic acid 
bacteria ซ่ึงมีความสัมพันธอยางจําเพาะกับพืชท่ีมีปริมาณนํ้าตาลสูง แยกเช้ือไดคร้ังแรกจากเน้ือเยือ่
ราก ลําตนและใบของออย (Cavalcante and DÖbereiner, 1988)  Stephan et al. (1991) พบวาเช้ือ 
G. diazotrophicus สามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลสูง  (10%) อีกท้ังสามารถ
ผลิตกรด gluconic เปนสาเหตุให pH ลดลงตํ่ากวา 3.0 แตแบคทีเรียยังสามารถเกิดกระบวนการตรึง
ไนโตรเจนได  การใชเช้ือผสมระหวาง G. diazotrophicus และ Herbaspirillum sp. สามารถสงเสริม
ผลผลิตออยสายพันธุ Co 86032 ภายใตสภาวะท่ีมีปริมาณไนโตรเจนจํากัด (Muthukumarasamy et 
al., 2006) Oliveira et al. (2002) ทดลองใสเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนชนิดตางๆ ใหกับออย ไดแก 
G. diazotrophicus, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, A. amazonense และ Burkholderia sp. ใน
ลักษณะของเช้ือผสมแบงเปน 7 ทรีทเมนต พบวาเช้ือแบคทีเรียชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
รวมท้ังเม่ือแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีใสใหกับพชืพบวามีปริมาณเช้ือแบคทีเรียในเนื้อเยื่อพืชมากกวาในชุด  
ท่ีไมไดใสเช้ือ โดยทรีทเมนตท่ีมีแบคทีเรียทดสอบท้ัง 5 ชนิดชวยสงเสริมการเจริญของพืชไดดีท่ีสุด 
ซ่ึงแสดงใหเหน็วาการใชเช้ือผสมนั้นเปนวธีิการท่ีดีเพื่อเพิ่มผลผลิตออย Carrizo de Bellone and 
Bellone (2006) ศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟทในน้ําออยจากลําตนออยท่ีมีอายุ 3 และ 5 เดือน พบ
แบคทีเรีย G. diazotrophicus, H. seropedicae และ A. brasilense ซ่ึงพบวาแบคทีเรียเหลานีใ้ชกรด
อินทรียในน้ําออยเปนแหลงพลังงาน การกระจายตัวของแบคทีเรียนั้นจะข้ึนอยูกับชนดิของกรดอินทรีย
ท่ีแตกตางกนัและความเขมขนของน้ําตาลในระหวางการเจริญเติบโตของออย ซ่ึงในลําตนออยท่ีมี
อายุมากจะพบ G. diazotrophicus มากกวา H. seropedicae และ A. brasilense Mendes et al. 
(2007) แยกเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟทจากภายในรากและลําตนออยท่ีปลูกในประเทศบราซิล โดยพบวา
ปริมาณเช้ือแบคทีเรียในสวนรากจะมีมากกวาในลําตน รวมท้ังแบคทีเรียสวนใหญท่ีแยกไดจากลํา
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ตนนั้นสามารถผลิต IAA การจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S 
rRNA พบเปนจีนัส Burkholderia, Pantoea, Pseudomonas และ Microbacterium โดยแบคทีเรียใน
จีนัส Burkholderia จํานวนหลายไอโซเลท สามารถผลิตสาร Pyrrolnitrin ซ่ึงเปนสารปฏิชีวนะที่
สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Fusarium moniliforme และแบคทีเรียชนิดนี้เจริญไดท่ีอุณหภูมิ 
37˚C การวิเคราะหความสัมพันธเชิงววิัฒนาการของยีน 16S rRNA และ recA พบวาเปน B. cepacia 
Govindarajan et al. (2007) แยกเช้ือแบคทีเรียเอนโดไฟทจากสวนลําตนและรากออยของประเทศ
อินเดีย คัดเลือกแบคทีเรียจํานวน 4 ไอโซเลทท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสสูงและมียนี nifD 
รวมท้ังสามารถผลิต IAA จําแนกชนิดแบคทีเรียโดยเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA ได
เปน Pseudomonas sp. pDL01จํานวน 2 ไอโซเลท B. vietnamiensis และ K. pneumoniae รวมท้ัง
คัดเลือกไอโซเลท GR9 สําหรับการศึกษาตอไป ซ่ึงจําแนกไดเปน K. pneumoniae โดยใสเช้ือ
กลับใหทอนพันธุออยและตนกลาขาวเปรียบเทียบกับเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนชนิดอ่ืนๆ พบวา
การใชเช้ือผสมชวยสงเสริมการตรึงไนโตรเจนใหกับพืชไดดีข้ึน Magnani et al. (2010) แยกเช้ือ
แบคทีเรียจากสวนลําตนและใบออยท่ีปลูกในประเทศบราซิลโดยใชอาหาร potato-agar medium ได
แบคทีเรียจํานวน 32 ไอโซเลท แตมีเพียง 4 ไอโซเลทท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส ไดแก 
จีนัส Klebsiella, Enterobacter, Pantoea และPseudomonas รวมท้ังพบวาแบคทีเรียท่ีแยกไดจาก
สวนลําตนมีความหลากหลายกวาสวนใบ โดยแบคทีเรียสวนใหญท่ีพบในลําตนและใบอยูในกลุม 
Enterobacteriaceae และ Pseudomonaceae ตามลําดับ  
 
ขาว      
 แบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีพบในขาว ไดแก Azospirillum, Herbaspirillum และ Azoarcus ซ่ึง
พบมากในขาวท่ีเพาะปลูกในเขตรอน Azospirillum พบไดมากในรากบริเวณ elongation zone และ
ขนราก ไดแก A. lipoferum และ A. brasilense ซ่ึงมีกิจกรรมการตรึงไนโตรเจนและสามารถผลิต
ฮอรโมนออกซิน (auxin) ท่ีชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Costacurta and 
Vanderleyden, 1995; Baldani et al., 1997) A. brasilense สามารถเขาไปอาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อพชื
ไดหลายสวน แตบางสายพันธุอาจอยูเฉพาะบนผิวรากขณะท่ีสายพันธุอ่ืนอาจเขาไปอาศัยอยูภายใน
ชองวางระหวางเซลลหรือภายในเนื้อเยื่อทอลําเลียง (James and Olivares, 1998) Elbaltagy et al. 
(2001) แยกเช้ือแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากลําตนของขาวปาและขาวปลูกโดยใชอาหาร modified 
Rennie medium พบแบคทีเรียในจีนัส Herbaspirillum, Ideonella, Enterobacter และ Azospirillum 
และเลือกแบคทีเรียในจีนัส Herbaspirillum strain B501 ท่ีแยกไดจากขาวปา (Oryza officinalis) 
สําหรับการศึกษาตอไป ติดตามการเขาภายในเน้ือเยื่อของแบคทีเรียโดยใช GFP (Green Fluorescent 
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protein) ซ่ึงพบวาแบคทีเรียชนิดนี้จะอยูบริเวณชองวางระหวางเซลลภายในใบของขาวพันธุปา
มากกวาในขาวปลูก Koomnok et al. (2007) ศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีตรึงไนโตรเจนจากขาวปา 
4 สายพันธุ และขาวปลูก 3 สายพันธุของประเทศไทย พบวาแบคทีเรียท่ีแยกไดจากขาวปา (Oryza 
rufipogon) มีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียสูงท่ีสุดในสวนราก และแบคทีเรียกลุมนีมี้กิจกรรมของ
เอนไซมไนโตรจีเนสสูงท่ีสุด รวมท้ังไมพบกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสจากแบคทีเรียท่ีแยก
ไดจากขาวปลูก การบงชนดิของแบคทีเรียไอโซเลทท่ีแยกไดพบเปนแบคทีเรียในจีนสั Azospirillum, 
Herbaspirillum, Beijerinckia และ Pseudomonas ซ่ึงทุกไอโซเลทเปนแบคทีเรียแกรมลบ สามารถ
เคล่ือนท่ีได รวมท้ังสามารถผลิตเอนไซมเพคติเนส (pectinase) และเซลลูเลส (cellulase) 
Govindarajan et al. (2008) แยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจากรากและลําตนของขาวท่ีปลูกในประเทศ
อินเดียไดจํานวน 13 ไอโซเลท ซ่ึงพบวาทุกไอโซเลทสามารถผลิต IAA และมีกิจกรรมของเอนไซ
ไนโตรจีเนส เม่ือตรวจสอบการมยีีน nifH  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และเปรียบเทียบลําดบั
เบสของยนี 16S rRNA พบวาทุกไอโซเลทอยูในจีนัส Burkholderia คัดเลือกไอโซเลท MGK3 ซ่ึง
จําแนกไดเปน B. vietnamiensis เม่ือทดลองใสเช้ือใหแกตนกลาเปรียบเทียบกับเช้ือแบคทีเรียชนดิ
อ่ืนๆ โดยใชในรูปเช้ือเดี่ยวและเชื้อผสม พบวาการใชเช้ือเดี่ยวชวยเพิ่มผลผลิตไดนอยกวาการใชเช้ือ
ผสมซ่ึงอยูในชวงระหวาง 5.6% - 12.6% และ 9.5% – 23.6% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม Prakamhang et al. (2009) รายงานถึงประชากรแบคทีเรียเอนโดไฟทท่ีมีชีวิตภายในแตละ
สวนของขาวในระยะตางๆ ของการเจริญภายใตสภาพดนิท่ีแตกตางกนัของขาวปลูก (O. sativa L. 
cultivar KDML-105) ซ่ึงแบคทีเรียท่ีพบนั้นมีท้ังกลุมท่ียับยั้งและกลุมท่ีสงเสริมการตรึงไนโตรเจน 
ไดแก Enterobacter dissolvens, Brevundimonas aurantiaca, Pantoea agglomerans, Pseudomonas 
spp., Rheinheimera sp. และแบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae  Singh et al. (2011) แยกเช้ือ
แบคทีเรียเอนโดไฟทจากสวนรากของขาวพันธุ HUR-36 จากประเทศอินเดยีคัดเลือกแบคทีเรีย       
ไอโซเลท RREM25 ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสและสามารถเกิด phosphate solubilization 
รวมท้ังสามารถผลิต IAA ได เปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA และวิเคราะหยีน nifH โดย
วิธี Western blot ไดเปน B. cepacia  ทดลองใสเช้ือแบคทีเรียใหกับตนขาวและติดตามเช้ือแบคทีเรีย
โดย gfp/gusA reporter gene พบวาแบคทีเรียสามารถเขาไปอยูภายในเนือ้เยื่อสวนรากบริเวณชองวาง
ระหวางเซลลและเนื้อเยื่อทอลําเลียง รวมท้ังสงผลใหความสูงของตนขาว น้ําหนักแหงในสวนยอด
และสวนราก ปริมาณคลอโรฟลล ปริมาณไนโตรเจนเพ่ิมสูงข้ึน และชวยเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม
ไนโตรจีเนสเม่ือตรวจสอบในรากขาวท่ีใสเช้ือแบคทีเรียชนิดนี ้ 
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หญา  
 หญา kallar (Leptochloa fusca) เปนพืชท่ีทนตอดินเค็มและเจริญไดดีในสภาวะท่ีมีน้ําขัง 
Azoarcus เปนแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีพบไดในชองวางระหวางเซลลของเนื้อเยื่อไซเล็ม รวมท้ัง
ในเซลลรากท่ีตายแลว ซ่ึงแบคทีเรียจะแพรกระจายผานภายในพืชผานทางไซเล็ม (Hurek et al., 
1994) Azoarcus sp. strain BH72 ท่ีแยกไดจากสวนรากของหญา kallar ท่ีปลูกในประเทศปากิสถาน 
Hurek et al., 2002 ไดทดลองปลูกหญา kallar ในกระถาง พบวามีประมาณไนโตรเจนจากการตรึง
ไนโตรเจนของแบคทีเรียชนดินี้ถึง 34 kg N/ hectare/ ป ประทีป และคณะ 2542 ศึกษาการแยกเช้ือ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนแบบอิสระและแบบสัมพันธกับพืชท่ีมีความสัมพันธกับหญาแฝก ซ่ึงแบง
แบคทีเรียเปน 3 กลุม ไดแก Azotobacteraceae, Enterobacteraceae และ Spirillaceae ทดลองใสเช้ือ
แบคทีเรียใหแกหญาแฝกพบวาลําตนและรากมีน้ําหนักแหงเพิ่มข้ึน รวมท้ังมีการสรางรากฝอย
เพ่ิมข้ึน การศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟทในหญากากน้ําตาล (Molasses grass; Melinis minutiflora) ซ่ึง
เปนหญาอาหารสัตวของประเทศในเขตรอน โดยหญาชนิดนี้สามารถทนตอความแหงแลงและเจริญ
ไดในสภาพดินท่ีมีความอุดมสมบูรณคอนขางตํ่า จึงอาจเปนผลจากแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน Peng 
et al., 2006  แยกแบคทีเรียจากสวนรากและลําตนของหญากากนํ้าตาลไดจํานวน 15 ไอโซเลทโดย
ใชอาหาร nitrogen-free semi-solid media และยืนยันวาเปนแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนโดยวิธี  acetylene 
reduction assay และการตรวจสอบยีน nifH บงชนิดแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจํานวน 4 ไอโซเลทโดย
เปรียบเทียบลําดับเบสของยนี 16S rRNA และการวเิคราะหความสัมพันธทางววิัฒนาการพบวาทุก
ไอโซเลทอยูในจีนัส Azospirillum รวมท้ังพบแบคทีเรียชนดิใหม คือ Azospirillum melinis sp. nov.   
 
มันเทศ 
 Asis and Adachi (2003) แยกแบคทีเรียเอนโดไฟทจากลําตนของมันเทศ โดยใชอาหาร 
semi-solid modified Rennie (MR) medium ไดจํานวน 12 ไอโซเลท ซ่ึงแบคทีเรียจํานวน 9 ไอโซเลท 
มีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรนีเนส และอีก 3 ไอโซเลทไมมีกิจกรรมของเอนไซมดังกลาว บงชนิด
ของแบคทีเรียโดย API 20E diagnostic kit พบวาแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส 
อยูในจีนัส Pantoea spp. และ Klebsiella spp. สวนแบคทีเรียท่ีไมมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรนี
เนสอยูในจีนัส Enterobacter spp. รวมท้ังไดบงชนิดของแบคทีเรีย 2 ไอโซเลทท่ีมีและไมมี
กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสโดยเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA พบวาเปน 
Pantoea agglomerans ATCC 27155 และ Enterobacter asburiae ATCC 35953 ตามลําดับ 
การศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟทในมันเทศของ Khan and Doty (2009) ซ่ึงแยกแบคทีเรียได
จํานวน 11  ไอโซเลท และมี 2 ไอโซเลทที่สามารถเจริญบนอาหาร nitrogen-free medium เม่ือ
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ตรวจสอบโดยวิธี nested PCR พบยีน nifH เพียง 1 ไอโซเลท และไดบงชนิดโดยเปรียบเทียบ
ลําดับเบสของยีน 16S rRNA ไดเปน Stenotrophomonas maltophilia ซ่ึงแบคทีเรียจีนัสนี้มี
รายงานวาพบไดจากดินบริเวณรอบรากพืช (Berg et al., 2005) รวมท้ังเปนแบคทีเรียเอนโดไฟท
ในเมล็ดกาแฟ (Vega et al., 2005) 
 
กลวยและสับปะรด 
 การศึกษาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากกลวยและสับปะรดซ่ึงเปนพืชท่ีปลูกมากในประเทศ 
เขตรอน Weber et al. (1999) แยกแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากสวนราก ลําตน และใบของกลวย 
(Musa spp.) รวมท้ังสับปะรด (Ananas comosus (L.) Merril) ท่ีปลูกในประเทศบราซิล โดยใช
อาหาร semi-specific semi-solid media แบงแบคทีเรียท่ีแยกไดเปน 7 กลุมตามลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและสรีรวิทยา รวมทั้งความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยอาศัย group- และ species-specific 
oligonucleotide probe บงชนิดของแบคทีเรียท่ีพบท้ังในกลวยและสัปปะรดไดเปน A. amazonense, 
A. lipoferum, Burkholderia sp. รวมท้ังกลุมท่ีคลายกับแบคทีเรียในจีนสั Herbaspirillum แบคทีเรีย
ท่ีพบเฉพาะในกลวย ไดแก A. brasilense และ H. seropedicae Cruz et al. (2001) แยกแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนจากกลวยและสับปะรดในสวนราก ลําตน และใบ โดยการวเิคราะหดวย 16S rDNA 
restriction และ 16S rRNA sequence บงชนิดของแบคทีเรียไดเปน H. seropedicae,                         
H. rubrisubalbicans, B. brasilensis และ B. tropicalis รวมท้ังแบคทีเรียท่ีใกลเคียงกับแบคทีเรียใน
กลุม  alpha และ beta proteobacteria จํานวน 8 ชนิด Martinez et al. (2003) แยกแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนในกลวย (Musa spp.) ท่ีปลูกโดยใชและไมใชปุยเคมีโดยศึกษาจากสวนราก ลําตน และ
ใบ แยกแบคทีเรียไดจํานวน 1453 ไอโซเลท ซ่ึงแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสมี
จํานวน 57 ไอโซเลท แบงกลุมของแบคทีเรียโดย alloenzyme profile การทดสอบทางชีวเคมี 16S 
rRNA, rpoB partial gene sequence และ plasmid profile สามารถบงชนิดของแบคทีเรียไดเปน        
E. cloacae, Klebsiella spp. และ Rhizobium sp. โดย Klebsiella spp. จะแยกไดจากสวนรากและลํา
ตนของกลวยท่ีปลูกท้ังในพืน้ท่ีท่ีใชและไมใชปุยเคม ี Rhizobium sp. แยกไดจากพื้นท่ีท่ีใชปุยเคมี 
รวมท้ังไดนําแบคทีเรียในกลุม Enterobacter cloacae และ Rhizobium sp. ปลูกถายเช้ือใหกับตน
กลวยอีกคร้ังพบวาชวยเพิ่มน้าํหนักสดในสวนลําตนและใบไดถึง 60 % 
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กลวยไม 
 เฉลิม (2548) แยกเช้ือแบคทีเรียจากสวนยอดของกลวยไมสกุลหวายโดยใชอาหาร semi- 
solid modified Rennie medium จากเช้ือแบคทีเรียสองกลุม คือ กลุมท่ีเจริญไดในสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
และกลุมท่ีเจริญไดในสภาวะไรออกซิแจน คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส 
และบงชนิดของแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA พบวากลุมท่ีเจริญไดใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนมีสถานะทางอนุกรมวธิานใกลเคียงกับเช้ือ Bacillus circulans, Microbacterium 
oleovorans, Staphylococcus pasteuri, Rhizobium huautlense, Alcaligenes faecalis และ B. subtilis 
และกลุมท่ีเจริญไดในสภาวะไรออกซิแจนมีสถานะทางอนุกรมวิธานใกลเคียงกับเช้ือ S. pasteuri 
และ B. fusiformis วรยุวัน (2549) แยกเช้ือแบคทีเรียจากเนื้อเยื่อสวนลําลูกกลวยของกลวยไมพันธุ
เอ้ืองสามสี พบแบคทีเรียมีลักษณะโคโลนท่ีีแตกตางกนัจาํนวน 7 ไอโซเลท โดยแบคทีเรียท่ีพบสวน
ใหญติดสีแกรมลบ รูปแทงหรือกลม ตรวจสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจนโดยวิธี 
acetylene reduction assay พบวาแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนไดระหวาง 0.0045 – 6.234 nmol 
C2H4/106cells/hr รวมท้ังผลิต IAA ไดอยูระหวาง 0.00047 – 0.04509 μmol/106cells การบงชนิด
ของแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA พบวามีสถานะทางอนุกรมวิธาน
ใกลเคียงกับ Methylobacterium fujisawae, Friedmanniella spumicola, B. subtilis, 
Cellulosimicrobium sp. ชนดิละ 1 ไอโซเลท และ Chelatococcus asaccharovorans จํานวน 3 ไอโซเลท 


